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ANBEFALINGER

INNLEDNING

I Norge brukes betegnelsen sergs meningitt vanligvis om den kliniske tilstanden med milde
meningittsymptomer, fraveer av nevrologiske utfall, og lavt celletall i spinalveeske (mindre
enn 1000 celler pr ul). Betegnelsen meningoencefalitt og encefalitt brukes om sykdomsbilder
med symptomer og tegn pa cerebral affeksjon.

De vanligste virale meningitter og encefalitter i Norge er forarsaket av enterovirus og virus i
herpesvirusgruppen.

Meningitter forarsaket av enterovirus er oftest milde og selvbegrensende, og antiviral
behandling er verken tilgjengelig eller ngdvendig. Viral diagnostikk gnskes i slike tilfeller for
a bekrefte mistanken og for & utelukke andre arsaker som kan kreve behandling. Ved
mistanke om meningoencefalitter/encefalitter forarsaket av virus i herpesgruppen ma ofte
behandling startes pa mistanke. Virusdiagnostikken er likevel viktig for bekreftelse.
Meningitter og meningoencefalitter hos immunkompromitterte personer krever bredere
utredning.

Myelitter (inflammasjon/infeksjon av ryggmarg) kan veere forarsaket av virus i
herpesgruppen, evt. ogsa av enterovirus. HTLV og HIV er sjeldne arsaker. Radikulitter
(inflammasjon/infeksjon av nervergtter), kraniale nevritter og andre nevritter kan ha virale
arsaker, spesielt virus i herpesgruppen, eller veare sekundzre til virale infeksjoner.

Generelt gjelder nok at de virologiske laboratorier i dag utfarer en god del arbeid som er lite
produktivt, fordi det rekvireres mange undersgkelser ”for sikkerhets skyld” i en tidlig
undersgkelsesfase, uten at god nok indikasjon alltid foreligger. Det ma anses a veere et
betydelig forbedringspotensiale nar det gjelder remissens opplysninger fra kliniker til
laboratorium. Det anses ogsa a veere et potensiale for forbedring vedrgrende den diagnostiske
utredning som utferes ved de virologiske laboratorier. Det utfgres trolig for bred utredning i
mange tilfeller, og for smal utredning i andre. Vi haper arets strategikonferanse kan gi oss
noen felles retningslinjer.

HSV og VZV

Meningitt og encefalitt

Pavisning av virus:
Hjernebiopsi har ikke lenger noen sentral plass i diagnostikken. Dyrkning og
antigenpavisning i spinalvaeske har for darlig sensitivitet og anbefales ikke.
- PCR i spinalvaeske anbefales de to farste uker etter sykdomsdebut.
- Samtidig pavisning av HSV-1 og HSV-2 bar foretrekkes fremfor felles HSV PCR.
VZV settes samtidig opp i egen PCR.
- Dersom en helt tidlig prave er negativ pad PCR, bgr en ny prgve vurderes.



Antistoffundersgkelser:
- Ratiobestemmelse bgr ikke utfgres ved sykdomsvarighet under 10 dager.
- Tavare pa serum/spinalvaske for evt. senere undersgkelse av titerstigning.
- Pavisning av IgM i spinalvaske skyldes intrathekal produksjon. Dette ma utfares med
metodikk som er validert for spinalveeske som prevemateriale.

Myelitt/nevritt/radikulitt:

- PCR alene er ikke tilstrekkelig. Ratiobestemmelse bar i tillegg gjeres, i prover tatt mer
enn 2 uker etter sykdomsstart.

- Ved samtidig hud- eller slimhinnelesjon taes i tillegg preve til dyrkning/PCR.

Herpes neonatorum:
- PCR bgr utfgres bade pa spinalvaske og plasma.

Mesling- og kusmavirus:

- Antistoffpavisning med ratiobestemmelse utfares.
- PCR er ikke rutinemessig tilgjengelig i Norge.

Enterovirus

Pavisning av virus:

- Nukleinsyrepavisning (RT-PCR eller NASBA) bgr utfgres hos alle pasienter med
mistenkt enterovirusinfeksjon i CNS. Primaert skal undersgkelsen utferes i spinalveeske,
men feeces og halsprave kan ogsa undersgkes.

- Dyrkning fra spinalvaeske har darligere sensitivitet enn RT-PCR og er til mindre nytte.

- Dyrkning fra feeces har under optimale betingelser en diagnostisk fglsomhet som naermer
seg PCR og er et naturlig supplement. Enterovirus i feeces behgver likevel ikke vaere
relatert til evt. infeksjon i CNS.

- Pavisning av enterovirus med nukleinsyreamplifikasjon bgr falges opp med type-
bestemmelse. Dyrkning er ngdvendig for serotyping, og ofte ogsa for genotyping.

Antistoffundersgkelse:
- KBR er lite sensitiv, og nytten er tvilsom.

Poliovirusovervaking:

- Feecespraver og uidentifiserte enterovirusisolater fra pasienter med akutt sergs meningitt
eller meningoencefalitt og fra barn (under 15 ar) med slappe pareser skal undersgkes for
poliovirus ved WHO-akkreditert laboratorium (Nasjonalt Folkehelseinstitutt).

Flattbaren encefalitt (TBE)

Ved klinisk mistanke om meningoencefalitt hos person som siste 1 (— 2) maneder far
sykdomsdebut har veert i omrader hvor det er risiko for a fa flattbarne infeksjoner.

| serum utfgres TBEV-IgM og -1gG undersgkelse. Ved funn av kun IgM anbefales ny prave
for a felge 1gG-utviklingen.



Ved funn av TBEV-IgM i serum: Spinalvaesken testes for TBEV-1gG og -IgM. Ved positiv
IgG ma evt. svikt i blod/hjernebarriere undersgkes.

Hvis pasienten er smittet i et lavprevalensomrade, eller hvis det er usikkerhet om diagnosen,
ma funn av antistoff konfirmeres (ngytralisasjonstest eller Western Blot).

Opplysninger om utenlandsreise siste maned far sykdomsdebut (og om narkontakt med sau)
er viktig for & vurdere mulighet for infeksjon med andre flavivirus. Vaksinasjonsstatus for
flavivirus (TBE, gulfeber og japansk encefalitt) ma avklares.

Virale CNS-infeksjoner hos immunsupprimerte pasienter.

Det anbefales & undersgke spinalveeske med PCR for alle aktuelle virus i herpesgruppen og
JC-virus. Stereotaktisk biopsi ma overveies i noen tilfeller.

CMV

Undersgkelser i blod: Bade kvantitativ CMV PCR i plasma, CMV pp65 antigen-undersgkelse
i leukocytter, kvantitativ RNA-DNA-hybridisering i leukocytter og CMV pp67 mRNA-us. i
leukocytter anses som likeverdige undersgkelser. Antistoffundersgkelse er av verdi bare ved
primearinfeksjon, og er ungdvendig a utfare hos tidligere seropositive personer. Hos
immunkompromitterte som er tidligere seronegative, og hos immunkompromitterte med
ukjent immunstatus, anbefales antistoffundersgkelse. Hvis bade 19gG og IgM kan pavises, og
sykehistorien er lengre enn 8-10 dager, er det vanskelig eller umulig a skille mellom
primearinfeksjon og reaktivering. Aviditetsundersgkelse kan i sa fall vere til hjelp. Hos
immunkompetente utfgres antistoffundersekelse bare ved spesiell mistanke om CMV-
infeksjon.

Undersgkelser i spinalveeske: Hos immunkompromitterte personer anbefales CMV DNA
PCR. Kvalitativ PCR suppleres med eller erstattes med kvantitativ. Funn av CMV DNA er
ikke alltid ensbetydende med CMV-sykdom i CNS. Undersgkelse av CMV pp67 mRNA i
tillegg kan bedre spesifisiteten, men dette anbefales forelgpig ikke som noen ngdvendig
undersgkelse. Hos immunkompetente utfares CMV PCR bare ved spesiell mistanke om
CMV-infeksjon. Antistoffundersgkelse i spinalvaeske anbefales ikke pga. usikkerhet om
betydningen av funn.

EBV

Pavisning og helst kvantitering av EBV- DNA i spinalveaske (og samtidig EDTA-blodprave)
med PCR eller lignende er beste diagnostikk.

Det er en signifikant sammenheng mellom mengde EBV- DNA i spinalvaeske og
sykdommens alvorlighetsgrad. Sma mengder EBV-DNA i spinalvasken behgver ikke ha
Klinisk betydning (reaktivering i forbindelse med annen infeksjon?).

EBV-DNA kan vanligvis pavises fra 1. — 3. sykdomsdag og i 2 — 4 uker deretter. Realtids
PCR synes a vere den overlegne metoden i praktisk diagnostikk.

EBV-antistoffer i serum kan veere til hjelp for pavisning av primarinfeksjon eller reakti-
vert/kronisk infeksjon. Intrathekale antistoffer produseres sent i forlgpet (etter at EBV-DNA



forsvinner) og kan vaere vanskelig a pavise. Serologiske undersgkelser i spinalvaske er derfor
av liten diagnostisk verdi.

HHV-6

Pavisning av HHV-6 DNA i spinalvaeske og blod med PCR eller lignende er av starst
betydning. Trolig er Klinisk betydning sterre jo sterre virus-DNA mengden i spinalvaesken er.
Ved de hgyeste konsentrasjonene i spinalvaesken finnes som regel ogsa systemisk viremi (i
serum/plasma/fullblod) eller perifere mononukleere celler. Bruk av semikvantitative eller
kvantitative metoder anbefales.

Serologisk diagnostikk kan pavise primzrinfeksjon (serokonversjon/IgM i serum), men er av
liten verdi ved reaktivert infeksjon. Intrathekale antistoffer kan vaere vanskelig a pavise, og er
av liten diagnostisk verdi.

JCV og BKV

JCV og BKYV gir i praksis bare CNS-sykdom hos immunsupprimerte (reaktivering av latent
virus).

PML (progressiv multifokal leukoencefalopati): Undersgkelse av JCV DNA i spinalvaeske
ved PCR. For JCV er det rapportert at hay virus load er assosiert med kortere pasient-
overlevelse. Kvantitering er derfor gnskelig.

BKV er en mindre vanlig arsak til encefalitt. Diagnose: Pavisning av DNA i spinalveeske ved
PCR.

HIV

Siden HIV-infeksjonen etableres i CNS tidlig i infeksjonsforlgpet, kan HIV RNA ofte pavises
med nukleinsyreamplifikasjon ogsa i fraveer av CNS-symptomer.

Ved mistanke om HIV-encefalopati/encefalitt:

Pavisning og kvantitering av HIV-RNA i spinalveeske, og samtidig kvantitering av HIV-RNA
i plasma anbefales. Hoye verdier av HIV-RNA i spinalvaeske i forhold til plasma gjar
diagnosen sannsynlig, og er ofte korrelert til grad av CNS-sykdom. Man ma forsgke a
utelukke andre mulige arsaker, bl. a. opportunistiske mikrober, da HIV CNS-infeksjon ofte er
en utelukkelsesdiagnose.

Antistoffundersgkelse (ratiobestemmelse serum/spinalvaske) er av mindre betydning.



VIRALE MENINGITTER OG ENCEFALITTER
Klinisk spektrum, indikasjoner for og nytte av mikrobiologisk diagnostikk.

Per Bjark, Seksjon for infeksjonssykdommer, Sykehuset i Vestfold HF

I Norge er det vanlig & betegne som sergs meningitt det kliniske bilde med milde
meningittsymptomer, lavt celletall i spinalveaeske (i alminnelighet under 1000 pr ul) og fraveer
av nevrologiske utfall. I noen land bruker man betegnelsen meningoencefalitt om tilsvarende
tilstander, mens det i Norge er vanlig a reservere denne betegnelsen for sykdomsbilder med
symptomer og tegn pa cerebral affeksjon.

Spinalvaeskefunn som kvalifiserer til betegnelsen sergs meningitt kan finnes ved noen
tilstander som ikke narmere skal kommenteres her (akutt HIV- syndrom, EBV, krypto-
kokkose, Listeriainfeksjon, Lyme borreliose, tuberkulose, lues). Poenget for klinikeren er &
finne, forsta og aksjonere pa disse infeksjonene pa adekvat mate. Starsteparten av sergse
meningitter og encefalitter skyldes noen fa typer virus hvor det er behov for laboratoriemessig
statte/bekreftelse.

Parotittmeningitt er praktisk sett forsvunnet i vart land etter at sykdommen er henimot
utryddet ved vaksinasjon. Gar man et par tiar tilbake i tid var dette en meget vanlig viral
meningitt. Behovet for virologisk diagnostikk rettet mot pavisning av parotittvirus er saledes
naermest ikke-eksisterende i var naveerende epidemiologiske situasjon.

De to viktige hovedgrupper av virale meningitter og encefalitter er forarsaket av
enterovirusgruppens representanter samt herpesvirus.

Det er noe tendens til sesongsvingninger i forekomsten av enterovirusmeningittene med en
gket forekomst i hgstmanedene. Man ma imidlertid veere forberedt pa & mete disse
infeksjonene hele aret og det vanlige er at man ikke har spesielle holdepunkter i form av
utbrudd. Enkelttilfellene er det de fleste sykehus far inn og man har i utgangspunktet
beskjedne holdepunkter for spesifikk etiologi.

De fleste enterovirusmeningitter er klinisk milde sergse meningitter med lett til moderat
nakkestivhet, upavirket sensorium, ingen objektive, nevrologiske utfall og lite pavirket
pasient. Gruppen domineres av barn og yngre voksne. Det har i senere ar forekommet tilfeller
av Coxsackie A-infeksjon hvor det har vart klare nevrologiske symptomer og funn med
meget varierte bilder, apenbart kvalifisert for betegnelsen meningoencefalitt. Forgvrig
snakker vi om selvbegrensende, mild sykdom uten nevrologiske eller andre fglgetilstander.

Det finnes i dag ingen spesifikk virusterapi rettet mot eller effektiv pa
enterovirusinfeksjonene i sentralnervesystemet. Viral diagnostikk gjares derfor ikke primeert
for & finne behandlingsalternativer, mer for & kartlegge, samt ekskludere andre tilstander med
samme spinalvaeskefunn og andre terapeutiske og kliniske konsekvenser. Man har et gnske
om spesifikk diagnostikk for sikker klassifisering. Ettersom en rekke enterovirus er
vanskelige a fa frem i kultur er PCR-basert diagnostikk blitt viktig. Det er i alminnelighet
ingen problemer med & fa

spinalvaeske. Med noe treghet er det som regel heller ikke sa vanskelig a fa feces til
undersgkelse. Raske svar basert pa PCR er det klinikeren i dag mest etterspar.

Det gir statte i klinisk praksis: Antiviral behandling kan unnlates eller seponeres, man vet
stort sett at forlgpet blir fredelig og at langvarig sykdom eller sekveler er store sjeldenheter.



Noen laboratorier tilbyr enna pa anmodning KBR-basert serologisk undersgkelse. Man har i
noen tilfeller signifikant titerstigning som eneste diagnostiske funn. Dog er den diagnostiske
sensitivitet av serologisk undersgkelse lav.

Feecesundersgkelsen forsgmmes ofte fra klinisk side. Det er ogsa en kjensgjerning at praver
sendes til laboratoriet med helt inadekvate opplysninger, saledes at laboratoriet er usikkert pa
klinisk relevans av rekvirerte undersgkelse og ikke alltid finner a ta i bruk hele sitt repertoar.

Herpes-meningoencefalitt forarsaket av type 1 eller type 2 gjares til gjenstand for spesifikk
antiviral behandling, i alminnelighet med oppstart pa klinisk mistanke, far laboratoriemessig
diagnostisk statte foreligger.

Neonatal herpesencefalitt representerer et spesielt sykdomsbilde som erfaringsmessig
diagnostiseres adekvat ved de pediatriske avdelinger, behandles adekvat, men likevel kan gi
alvorlige sekveler. Bekreftelse virologisk er viktig for sikker klassifisering av sykdommen,
men i alminnelighet gjennomfarer klinikeren sin behandling pa mistanke og far det viro-
logiske funn en god stund ute i forlgpet.

I voksen medisin volder herpesencefalitt stgrre diagnostiske problemer. Tilstanden skyldes
overveiende type 1-infeksjoner, er ikke knyttet til primearinfeksjon og har varierte og inn-
ledningsvis ofte forvirrende sykdomsbilder. Hos eldre pasienter kan mistak skje i retning
cerebrovaskuler sykdom og demenstilstander. Spinalveeskeundersgkelser, spesielt PCR, er
viktig. Terapi skal normalt veere innsatt pa mistanke og der er generelt lav terskel for start av
aciclovir pa grunn av dette middels lave toksisitet. Radiologisk undersgkelse med ensidige
strukturelle forandringer temporoparietalt statter diagnosen og vil noen ganger foreligge for
man har virologiske funn.

Herpes type 2 er en viktig arsak til sergs meningitt, undertiden med nevrologiske utfall men
generelt beskjedne sadanne i forhold til type 1-infeksjonene. HSV 2 er den alminnelige arsak
til «benign, residiverende lymfocyteer meningitt (Mollaret)». Diagnostisk bekreftelse
virologisk er gnskelig for a sette sikker etikett pa tilstanden og av hensyn til herpesrettet
antiviral behandling under aktuell episode og som tidlig innsatt suppressiv medikasjon i
pasientens egen regi ved residiver. Kostnad, refusjonsrettighet, etc. taler for at man gjar
bestrebelser pa sikker virologisk diagnose. Man har gjennom vel 10 ar (etter erkjennelsen av
arsaksforholdene ved de residiverende meningitter) hatt nytte av sa vel dyrkning (mindre
sensitiv) som PCR-diagnostikk.

Flattbaren encefalitt (TBE) har ikke veert noe problem i Norge. Et fatall tilfelle er registrert i
senere ar. Man ma regne med at det blir mer aktuelt med diagnostikk av denne tilstand og vi
ber ha et innenlands tilbud. Det er neppe behov for slik diagnostikk ved mer enn ett nasjonalt
laboratorium.

For sjeldne, importerte infeksjoner (Japanese B, 0.a.) ma man ressursmessig diskutere om
man skal ha innenlands diagnostikk eller avtale om samarbeid med for eksempel det nasjonale
svenske laboratorium.

Trolig gjar de virologiske laboratorier i dag en god del arbeid som er lite produktivt fordi det
rekvireres undersgkelser i en tidlig undersgkelsesfase som viser seg & mangle reell indikasjon.
Videre ansees det & vere et betydelig forbedringspotensiale i remissens opplysninger fra
Kliniker til laboratorium.



INDIKASJON FOR OG NYTTE AV MIKROBIOLOGISK
DIAGNOSTIKK I UTREDNING AV NEVROLOGISKE
PROBLEMSTILLINGER.

Aud Nome Dueland, dr.med., spesialist i nevrologi, Sandvika nevrologpraksis.

Selv om tittelen pa strategimgatet angar primart diagnostikk av virale infeksjoner i
sentralnervesystemet, er det ofte at infeksjoner i nervesystemet gir symptomer og kliniske
funn fra bade det sentrale og det perifere nervesystemet.

Det er mange forskjellige nevrologiske tilstander som skyldes infeksjoner, bade bakterielle og
virale. Mange av disse infeksjonene kan vaere vanskelig & pavise dersom man kun bruker
blodprever i diagnostikken. | tillegg er det mange infeksjoner som kan gi nevrologiske
symptomer som ledd i en systemisk infeksjon.

Indikasjon for mikrobiologisk utredning er primert todelt. Farst og fremst er det gnsket om &
kunne stille en sa eksakt diagnose som mulig. Dernest vil en sikker mikrobiologisk diagnose
kunne avgjere behandlingsmuligheter. Enna er det slik at mange virale infeksjoner ikke har
kurativ behandling, men differensialdiagnostisk er det likevel viktig & kunne avgjare
sykdomsarsak ogsa for & unngd ungdvendig behandling med for eksempel bredspektrede
antibiotika. En sikker diagnose er ogsa ngdvendig for a kunne uttale seg om prognose.

Generelt kan nevrologisk utredning ofte deles i utredning av akutte nevrologiske tilstander og
utredning av tilstander hvor symptomene kommer gradvis og snikende. Det er bade viktig og
ngdvendig a tenke bredt i slike utredninger. Samtidig er det ogsa relevant a veere bevisst pa
konsekvenser av utredningen og om hva det er realistisk a oppna.

Meningitter og encefalitter er allerede drgftet av andre, og vil derfor ikke bli omtalt her.
Andre akutte tilstander er myelitter (inflammasjon/infeksjon av ryggmarg). Bade infeksjoner
av forskjellige virus i herpesvirusgruppen og HTLV og HIV infeksjoner kan gi myelittbilder.

Radikulitter, bade polyradikulitter og kraniale nevritter, kan ha direkte virale arsaker, eller
veere sekundzere til virale infeksjoner. Ogsa i disse tilfellene er herpesvirusgruppen en hyppig
arsaksfaktor. Serlig i residiverende tilfeller bar herpesvirusinfeksjoner vaere vurdert.
Facialispareser blir ofte beskrevet som idiopatiske, men kan nok ofte vere forarsaket av
herpesvirus reaktiveringer, og dersom det forekommer andre symptomer og utfall i tillegg til
facialisaffeksjonen, bar videre utredning veere naturlig. Differensialdiagnostisk er
borreliainfeksjon viktig.

Akutte smertetilstander bar ogsa utredes mikrobiologisk, sarlig bar varicella zoster virus
infeksjoner vurderes. Zoster sine herpete er sannsynligvis en mer vanlig tilstand enn det man
tidligere har antatt. Preherpetisk nevralgi er ogsa en tilstand som bgr has i mente.

Det er ogsa tradisjon for rutineundersgkelser pa diverse virusantistoffer i utredningen av
demyeliniserende tilstander og ved vaskulitter. Dette brukes primeert for a utelukke andre
mulige arsaker til den aktuelle tilstanden. Slik sett kan man si at mikrobiologisk utredning av
disse pasientene er et ledd i en eksklusjonsdiagnostikk.



Det er likevel aller viktigst & diagnostisere de infeksjonene hvor det foreligger effektiv
behandling. Her er igjen herpesvirusgruppen den viktigste, og det er min kliniske erfaring at
mange forskjellige nevrologiske tilstander kan vaere herpesvirusutlgst. Ofte er det ogsa slik at
man lettere finner det man leter etter, og dersom man ikke tenker muligheten av en slik
infeksjon, vil en heller ikke utrede.

Gjennom de siste 10-20 arene har vare diagnostiske muligheter gket, serlig etter utviklingen
av PCR teknikk. I nevrologiske sa vel som i mikrobiologiske kretser hadde man store
forventninger til mulighetene for raskere og mer korrekt diagnose. | mange tilfeller har dette
veert en revolusjon, sarlig i encefalitt diagnostikk. Imidlertid viser erfaring at nar det gjelder
virale infeksjoner hvor nervergtter (radikulitter) og nerver (nevritter) er affisert, kan det veere
vanskelig a pavise infeksjonsagens, selv med PCR av spinalveaske. Derfor er det viktig a
kombinere flere diagnostiske metoder for best mulig & kunne pavise den aktuelle infeksjonen.
Der hvor det foreligger hudutslett eller hud/slimhinnelesjoner begr det tas prave til dyrkning
eller PCR pavisning av virus, selv der hvor exanthemet tilsynelatende er karakteristisk. Dette
for med sikkerhet & ha dokumentasjon pa virustype. Serologisk utredning blir ofte i praksis
det mest brukte, og det er da viktig a ta gjentatte prever for eventuelt & kunne pavise
titerstigning. Selv der hvor en kommer sent til i forlgpet av en mulig infeksjon kan pavisning
av hgyt antistoff titer veaere verdifullt i vurderingen. Spinalvaeske undersgkelser sammen med
parallelle serum praver er det ideelle ved serologisk diagnostikk. Da vil en kunne pavise
eventuell intrathecal produksjon av antistoffer.

I mikrobiologisk utredning av nevrologiske tilstander er det nyttig og viktig med en god
kommunikasjon mellom kliniker og mikrobiologisk laboratorium. Vi klinikere bar veere
bevisste pa de kliniske opplysninger og problemstillinger vi gir nar vi sender inn pragver. Det
bar vere lav terskel for a stille sparsmal om tolkningsmuligheter av prgvesvar og spesifisitet
av resultatene.
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LABORATORIEDIAGNOSTIKK AV HSV OG VZV, SAMT KORT OM
PAROTITT- OG MORBILLIVIRUS

Anne-Lise Bruu, Mikrobiologisk laboratorium, Sykehuset i Vestfold HF

Herpes simplex virus (HSV) og varicella-zoster virus (VZV)

encefalitt/meningoencefalitt.

Ca. 70 % av alle tilfellene av HSV-encefalitt (HSE) skyldes reaktivering av latent infeksjon,
30 % opptrer som fglge av en primarinfeksjon. Ved en reaktivering skjer spredningen til
hjernen som regel nevrogent, mens ved en primarinfeksjon er hematogen spredning det
vanlige, f.eks. ved herpes neonatorum og meningoencefalitt ved primar herpes genitalis, samt
ved residiverende meningitt (Mollarets meningitt). Ved herpes neonatorum kan HSV-DNA
0gsa pavises i serum eller plasma, som bgr tas som supplerende prave til spinalvaeske. Man
kan ikke alltid forvente IgM-respons ved reaktivering, verken i serum eller i spinalveaske.
Mens meningitt og encefalitt er uhyre sjelden ved VZV-primerinfeksjon (hos 1-2/10.000 som
har vannkopper), er det en ikke uvanlig komplikasjon ved herpes zoster. For diagnostikk av
VZV-encefalitt gjelder de samme prosedyrer som for HSE.

Pavisning av virus eller virusantigen i hjernebiopsimateriale ble tidligere regnet som
gullstandarden pa grunn av hgy sensitivitet og spesifisitet (henholdsvis 96 % og 99 %). | dag
brukes sa a si bare non-invasive metoder for prevetaking, for hjernebiopsimetoden var
forbundet med en viss risiko for komplikasjoner (ca. 3 %). Dessuten kan store deler av
hjernen veere fri for virus. Dyrking av spinalvaeske gir positivt resultat bare i 4 % av alle
tilfeller av HSE. Det har ogsa blitt etablert ulike metoder for pavisning av HSV-antigen i
spinalvaeske, men de har for lav sensitivitet, med unntak av en immunoblot metode.

Etter 1990 har det skjedd en diagnostisk revolusjon fordi genteknologiske metoder, farst og
fremst polymerasekjedereaksjonen (PCR) for pavisning av nukleinsyre i spinalvaesken
har blitt etablert. Det finnes forskjellige varianter av PCR, men nested PCR med to primerpar
har blitt ansett som mest sensitiv. @nsker man & bruke bare et primerpar, ma metoden
kombineres med hybridisering. For samtidig pavisning av HSV-1 og 2, velger man primere
fra henholdsvis glykoprotein B- og glykoprotein D-regionen, mens ved en type-felles HSV-
DNA pavisning er det vanlig a velge primere fra thymidinkinaseregionen. Pavisning av PCR-
produktet kan gjares med gel-elektroforese, hybridiseringsteknikk, kolorimetrisk eller ved
smeltepunkts-analyse som i LightCycler-systemet.

HSV-DNA kan pavises allerede fra og med 1. sykdomsdag og hos de fleste pasientene i 8-14
dager. Metoden har hgy sensitivitet hvis preven er tatt i 1. sykdomsuke. Fra og med 3. uke er
det betydelig mindre sjanse for & pavise DNA, selv om enkelte pasienter kan ha det helt til 28.
sykdomsdag. Hvis en spinalvaske tatt helt i akuttfasen gir negativt resultat og det fortsatt er
klinisk mistanke om encefalitt, ber ny prave undersgkes.

Det er mulig ved bruk av automatisert utstyr & gjere en kvantitativ DNA-bestemmelse og pa
den maten overvake behandlingen. Komplette kommersielle kits for kvalitativ og kvantitativ
pavisning kommer sannsynligvis til & bli tilgjengelige om noen ar. Real-time PCR har hgyere
sensitivitet enn vanlig PCR og kan pavise <10 kopier.

Ved hjelp av LightCycler-systemet kan 50 cycler kan kjgres pa 20-30 minutter, mot 4-6 timer
som ellers er vanlig for en PCR. Resultatet kan ogsa foreligge innen ca. 4 timer etter at praven
er tatt, mens man ma regne minst 1-1 % dag for et manuelt PCR-oppsett. Dessuten er det et
lukket system med redusert risiko for kontaminering.
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En etablert PCR-metode ma lgpende kvalitetssikres, bl.a. ved at man regelmessig deltar i et
opplegg for ekstern kvalitetskontroll. Metoden bgr ha en sensitivitet pa minst 90 %. Vanligvis
kan spesifisiteten anslaes til 100 %, dvs. hvis man har et positivt resultat og med sikkerhet
kan utelukke kontaminasjon av prgven, sa er det spesifikt.

Falgende tekniske faktorer kan bidra til falsk negativt resultat:

- for lite analysevolum (minimum 10 pl anbefales)

- ikke optimal metode for ekstraksjon

- ikke optimalt valg av primere

- lite gunstig sammensetning av buffere

- antall cykler ikke optimalisert

- omdet er enkel eller nested PCR

Dette er forhold som lett kan standardiseres, men falskt negativt resultat kan ogsa skyldes at

- praven er tatt for sent i sykdomsforlapet

- “fortynningseffekt” ved gkt produksjon av spinalvaeske (kan forekomme hos enkelte
pasienter i akuttfasen ved encefalitt)

- oppbevaring og/eller transport har ikke veert optimal. Det anbefales at transporten bar
veere nedkjglt, og at praven bgr tas hand om innen 24 timer etter den er tatt. Hvis ikke det
er mulig, bar den fryses ved -70°C.

- Prgven kan inneholde inhiberende faktorer, f.eks. blod. Dette kan pavises ved a sette opp
hver prave i duplikat og tilsette inhibisjonskontroll, f.eks. spesifikt DNA, til den ene
praven.

Flere gjennomfarte studier viser ingen sikre holdepunkter for at tidlig innsettende

acyklovirbehandling har innvirkning pa analyseresultatet.

Ved ratioundersgkelse bestemmes forholdet mellom IgM- eller IgG-antistoffer (mest vanlig)
I serum og spinalvaeske. Normalt skal det veere >100 ganger mer antistoff i serum, men dette
forholdet reduseres ved akutt encefalitt pa grunn av intrathekal antistoffproduksjon. Fordi
pavisning av antistoffer i spinalvaesken ogsa kan skyldes en barrieresvikt, ma undersgkelsen
inkludere en markar for dette, f.eks. RS-virus- eller albuminratio. Ved sensitive teknikker kan
spinalvaeskeantistoffer pavises i signifikant og hgyt niva i prever tatt >10 dager etter
sykdomsdebut. For slik pavisning har RIA-tester hgy sensitivitet, det samme gjelder p-
capture ELISA og immunoblot-teknikker, mens indirekte ELISA er noe mindre sensitiv.

Det er beskrevet at pasienter med gjennomgatt encefalitt kan ha patologisk ratio i opptil flere
maneder eller ar. demyeliniserende lidelser i CNS, f.eks. MS, initierer ogsa intrathekal
antistoffproduksjon mot en rekke virusantigener som fglge av en polyklonal stimulering av
intrathekale B-lymfocytter.

Signifikant stigning av IgG-antistoffer i spinalvaesken blir ogsa betraktet som et palitelig
diagnostisk kriterium. Det samme gjelder pavisning av spesifikt IgM i spinalveaesken, fordi
IgM-molekylene er for store til  passere blod/hjernebarrieren. For IgM-pavisning anbefales
u-capture ELISA eller RIA, fordi indirekte ELISA ofte er for lite sensitiv.

Som en sammenfatning kan falgende diagnostiske kriterier betraktes som palitelige ved
CNS-infeksjoner:

- pavisning av virus/virusantigen/virusnukleinsyre

- patologisk ratioverdi for spesifikke antistoffer

- signifikant stigning av spesifikke 1gG antistoffer i spinalvaeske

- pavisning av spesifikt IgM i spinalveeske
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Ved akutt encefalitt vil pavisning av nukleinsyre ved PCR vare farste valg innen 4 uker etter
sykdomsdebut, mens antistoffundersgkelser kan utgjere et supplement. Imidlertid kan jeg vise
til enkelte kasus hvor diagnosen gjennomgatt herpesencefalitt ble stilt pa grunnlag av en
patologisk ratio farst etter flere maneder eller ar, fordi pavisning av nukleinsyre ikke lenger
var mulig.

Konsentrasjonen av cytokiner og andre markgrer pa immunologisk aktivitet i spinalvaeske har
ogsa blitt evaluert hos pasienter med HSE, f.eks. interleukin-6, interferon-y, tumor nekrose
faktor-o, neopterin, B-2-mikroglobulin, samt flere andre molekyler. a-interferon er grundig
evaluert som marker for en virusinfeksjon og er til stede i spinalvaesken i ca. 95 % av alle
HSE-tilfeller. Hayt niva av spinalvaeske-neopterin kan persistere i 15 ar etter gjennomgatt
HSE.

Morhbilli og parotitt

Selv om disse infeksjonene for tiden er meget sjeldne i vart land, ma vi vere klar over at
innvandrere kan vere i inkubasjonsfasen nar de kommer til Norge. De siste 2-3 arene har vi
praktisk talt bare hatt importerte tilfeller av meslinger, mens parotitt fortsatt kan forekomme
sporadisk. Laboratoriediagnostikk ved disse to MMR-infeksjonene er farst og fremst
antistoffpavisning, mens pavisning av nukleinsyre gjares ved enkelte laboratorier i utlandet.
Ved akutt infeksjon kan IgM- og 1gG- antistoffer pavises bade i serum og spinalvaske.

Ved parotitt er spredning til spinalveesken beskrevet hos >50 %. Virus kan pavises ved
dyrking av prave tatt fra parotis-utfgrselsgangen, ev. ogsa i vanlig halspenselprave.
Postinfeksigs encefalitt ved meslinger er immunologisk betinget slik at virus ikke kan pavises
i spinalvaeske eller hjernevev. Ved senkomplikasjonen SSPE persisterer virus i hjernevev og
kan ved spesielle metoder dyrkes derfra. SSPE-pasienter har hgyt IgM - og IgG-antistofftiter
mot meslingevirus bade i serum og spinalveeske slik at ratio er anbefalte diagnostiske metode.
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Prgvetaking ved mistanke om encefalitt/meningoencefalitt

Det er aktuelt & undersgke
- spinalvaeske. Prgven bgr tas tidligst mulig i sykdomsforlgpet, sendes nedkjglt og uten

tilsetning av transportmedium. Minst 200 pl bar sendes, slik at man har mulighet for &
gjore analyser med henblikk pa flere virus.

- serumprgve, tatt samtidig med spinalvaesken
- feces, ev. halsprgve ved mistanke om enterovirusinfeksjon.

- prove fra parotis-utfgrselsgangen, ev. halsprgve i tillegg til spinalvaeske ved paraotitt.

TABELL 1. AKTUELLE ANALYSER

IgM 19G sp.
Virus PCR |dyrking ratio IgM serum |sp. vaeske |vaeske
HSV ++ ++ + ++ ++
VZV ++ ++ + + ++
parotittvirus |- + (fra parotis-utfarsels- |- ++ + +
gangen, ev. halsprave)
morbillivirus |- ++* ++ 4% S+

++ = anbefalt analyse
+ = aktuell analyse i noen tilfeller
- =analyse ikke anbefalt eller metode ikke etablert i Norge
* = mest aktuelt ved SSPE

TABELL 2. AKTUELLE UNDERSJKELSER RELATERT TIL
SYKDOMSFORL@PET

IgM serum

Ratio (HSV/VZV/morbillivirus)

v

1gG spinalvaeske

v

PCR (HSV/VZV)

Dag

35
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ENTEROVIRUS; MIKROBIOLOGISK DIAGNOSTIKK VED CNS-
INFEKSJONER

Mona Holberg-Petersen, Mikrobiologisk avdeling, Ulleval universitetssykehus

Enterovirus hgrer til Picornavirusfamilien som er sma virus med RNA-genom. De
viktigste humane enterovirus er: Poliovirus type 1, 2, og 3, coxsackievirus gruppe A, type 1-
24 (unntatt 23), coxsackievirus gruppe B, type 1-6 og echovirus type 1-33 (unntatt 8, 10 og 28
i tillegg til 22 og 23 som na er klassifisert i en ny genus, Parechovirus). Nylig identifiserte
serotyper er klassifisert som enterovirus type 68-71.

Enterovirus vokser primeert i lymfoid vev i mucosa i gastrointestinaltraktus. Infek-
sjonen kan veere asymptomatisk eller veere ledsaget av ubetydelige gastrointestinale
symptomer. Symptomene kommer etter at virus har spredt seg til andre organer der de kan
forarsake til dels alvorlige sykdommer, f. eks. paralytisk poliomyelitt, aseptisk meningitt og
myokarditt. Enterovirus er de viktigste etiologiske agens for virusmeningitt hos o0ss.
Asymptomatiske infeksjoner og mildere sykdommer med fokus i de respektive organer er
imidlertid hyppigst. | Norge opptrer enterovirusinfeksjoner oftest om sensommeren og hgsten.
Gjennomgatt infeksjon gir varig typespesifikk immunitet.

Pavisning av enterovirus.

Cellekultur:

Dyrking i cellekultur har vaert gullstandard for pavisning av enterovirus. Det finnes
ingen enkelt cellelinje som er permissiv for alle humane enterovirus. | cellekultur kan
enterovirus vokse med rundcelledegenerasjon. Cytopatogen effekt forarsaket av de ulike
enterovirus er morfologisk lik. Dette kan ses i lgpet av 2-3 dager, men kan ta lenger tid. Alle
coxsackie gruppe B typene multipliserer i cellekulturer, f. eks. apenyreceller, med uttalt
cytopatogen effekt. Flertallet av coxsackie gruppe A typene vokser darlig, eller ikke i det hele
tatt, i cellekultur. De kan dyrkes og isoleres i mus. Echovirus vokser stort sett bare i
apenyreceller in vitro. Enterovirus type 6871 kan ogsa dyrkes i apenyreceller. Endelig
identifikasjon som krever ngytralisasjonstester er arbeidskrevende og kan ta flere uker.
Enkelte enterovirus lar seg ikke type, men for klinisk oppfalging av rutinetilfeller er det
sjelden viktig & identifisere non-polio enterovirustyper. Jo tidligere spinalvaeskepraven tas i
sykdomsforlgpet, jo starre er sannsynligheten for & isolere virus. Dyrking av enterovirus er
dog oftere positiv fra feeces. Positivt funn i feeces fra en pasient med meningitt/encefalitt-
symptomer kan ha diagnostisk betydning, men kan ogsa bare vare et tilfeldig funn.

Serologi:

Ngytraliserende antistoffer i serum produseres tidlig under infeksjonsforlgpet. De er
imidlertid typespesifikke og ofte vanskelige & pavise. Det produseres ogsa komplement-
bindende antistoffer som i en viss grad kryssreagerer mellom de forskjellige typer. Det er
ngdvendig a pavise titerstigning i to serumprgver tatt med 10-14 dagers mellomrom.
Serologisk diagnose er ikke mye brukt og nytten er omdiskutert.

Genteknologiske metoder:

| lgpet av de siste 10 ar har genteknologiske metoder, i farste rekke revers
transkripsjon polymerase chain reaction (RT-PCR) fatt gkende anvendelse. Flere studier har
vist at RT-PCR er mer sensitivt enn virusdyrking ved undersgkelse av spinalvaske (1,2,3,4).
RT-PCR kan pavise viralt RNA fra lite pravemateriale (minst 50l spinalvaske), det er mulig
a pavise enterovirus som ikke vokser i cellekultur, og sammenlignet med dyrking er det en
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rask metode (svar i lgpet av 1 — 1,5 dager). Ved mistanke om infeksjon i CNS er i farste rekke
spinalvaeske aktuelt pravemateriale. Positivt funn i feeces og evt. halspreve kan imidlertid ha
diagnostisk betydning, selv om funn her ikke sikkert paviser arsakssammenheng.

RNA er lite stabilt og brytes lett ned av RNaser som finnes overalt. Det er derfor
viktig at praven bringes raskt til laboratoriet, der den oppbevares ved —70 °C, at gjentatt
fryse/tining av prgven unngas og at alt arbeid med preven utfares med RNase-frie reagenser
og engangsutstyr. Flere stoffer er kjent 8 hemme PCR, bl a hemoglobin og hay salt- og/eller
proteinkonsentrasjon. For & kunne pavise eventuelle falske negative resultat ber en intern-
kontroll tilsettes hver prave (5). En optimal isolerings/rensemetode for RNA er viktig for &
unnga hemning. Pa grunn av metodens hgye sensitivitet er det ogsa fare for falske positive
resultater som faglge av kontaminasjon. Derfor bar strenge forholdsregler falges ved arbeid
med PCR, og det er viktig & ha med negative pravekontroller innimellom pasientpravene (6).
De ulike in house metodene som benyttes er ikke skikkelig standardisert, og en multi-
senterstudie i regi av European Union Concerted Action on Virus Meningitis and Encephalitis
av forskjellige RT-PCR tester viser at det er viktig a delta i eksterne kvalitetsstudier (7).

For & kunne pavise alle enterovirus, velger man primere fra det konserverte 5 ikke-
kodende omrade til RT-PCR (1,2). Med denne strategien er det imidlertid ikke mulig a pavise
serotypen. Det kan eventuelt gjares ved PCR og sekvensering av et annet omrade av genomet,
VP1, VP2 eller VP4 (5,8,9).

Det finnes na automatisert utstyr for nukleinsyreekstraksjon og nylig er pavisning av
enterovirus med realtids PCR beskrevet (10,11). Dette krever mindre manuelt arbeid, og det
mulig a fa svar i lgpet av 4 timer.

En annen nukleinsyresekvensbasert amplifikasjonstest (NASBA), med sammenlignbar
sensitivitet som RT-PCR, er ogsa beskrevet for pavisning av enterovirus RNA i spinalvaeske
(12,13). I den ene studien ble et kommersielt kit, NucliSens Basic kit, fra Organon Teknika
benyttet (12). To andre kommersielt tilgjenglige amplifikasjonstester, Light Diagnostics
OligoDetect test (Chemicon) og Enterovirus Consensus test (Argene) er blitt evaluert av Buck
GE et al (4). Det finnes ogsa et kommersielt kit, DiaSorin DNA enzyme immunoassay, for
pavisning av enterovirus RT-PCR produkt (14).
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NYTTEN AV CELLEKULTUR | DIAGNOSEN AV
ENTEROVIRUSMENINGITT OG FOR OVERVAKINGEN AV
POLIOVIRUS.

Ivar @rstavik, Nasjonalt folkehelseinstitutt

Enterovirus og cellekultur
Cellekulturer var i mange tiar naermest eneradende for diagnosen av enterovirusmeningitt,
men har i de siste 8-10 ar i gkende grad blitt erstattet av RT-PCR.

Enterovirus er en stor gruppe virus, og sveert mange av serotyper er aktuelle som arsak til
CNS-sykdom. Aktuelle cellekulturer varierer i sin mottagelighet for forskjellige enterovirus,
og for rimelig sensitiv teknikk er det derfor ngdvendig a anvende flere forskjellige
cellekulturer.

Nedenfor er gjengitt noen typer cellekulturers egenskaper (1,2)

Celletyper Eksempler Mottagelighet
Primaer Apenyre Enterovirus (mange)
Human embryo nyre Enterovirus (mange)
Diploid Human embryo fibroblast Vesentlig polio- og echovirus
Kontinuerlig BGM Coxsackie B virus, poliovirus.
(Buffalo green monkey) Echovirus (varierer)
RD Echovirus(?) Enkelte

(humant rhabdomyosarkom) | Coxsackie A virus. Ikke
Coxsackie Bvirus

LLC-MK2/Vero Som BGM?
CaCo (human ca. coli)
Genmanipulert BGM celler som uttrykker DAF-reseptor:
(kontinuerlig) humant DAF pa overflaten Echoviruis 3,6,7,11-13,
19,21,25,29,30,33,

Coxsackievirus B1, B3, B5,
A21, enterovirus 70
0.a.

L20B Musecellelinje som Poliovirus
uttrykker human
poliovirusreseptor pa
overflaten

| de senere arene er genteknologien brukt til & modifisere celler for & gke deres sensitivitet for
enterovirus mer generelt (GMK-celler genetisk modifisert med en reseptor felles for mange
enterovirus) eller selektiv modifikasjon av museceller med poliovirusreseptor (L20B celler)
(3.4).

Det vanligste synes fortsatt & veaere bruk av en kombinasjon av 2 eller 3 cellekulturer: en eller

to kontinuerlige cellelinjer og diploide fibroblaster. Primarkulturer, selv om de trolig er
meget sensitive, brukes sjelden, bl.a. pga. pris og etiske forhold.
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Konvensjonell teknikk med dyrkning i rar eller i flerbrgnnsplater anbefales. Sakalt “rapid
shell vial technique™ hvor virus dyrkes pa objektglass i flatbunnede rar etter forutgaende
sentrifugering og farging av cellene med enterovirusspefikke antistoff, angis a ha lavere
sensitivitet(5).

Nar kan vi ha nytte av cellekultur i det diagnostiske arbeidet?

Som nevnt er RT-PCR av spinalvaske i akuttfasen farstevalget i dag for diagnosen av
enterovirusmeningitt. Her er cellekulturdyrking klart mindre sensitiv og tar dessuten lengre
tid(6).

Ved enterovirusmeningitt utskilles virus vanligvis i feces i lengre tid og i sterre mengder enn
det forekommer i spinalvaeske. Det er feerre studier som sammenligner sensitivitet av RT-PCR
og cellekulturdyrking for pavisning av enterovirus i feces og noe varierende angivelser i
litteraturen om resultater. Cellekultur kunne derfor vurderes som et supplement til RT-PCR
for diagnostikk her.

Cellekulturdyrking er ngdvendig for serologisk typebestemmelse av virus. Selv om det er
beskrevet, kan det vaere vanskelig & produsere sekvenser direkte fra klinisk materiale ved
hjelp av RT-PCR som kan nyttes til & bestemme enterovirus genotype. Cellekultur er derfor
ofte nadvendig hvis det er gnskelig/ngdvendig & kjenne geno- eller serotype(5). Vi kan si at
cellekultur i dag i farste rekke er nyttig for den epidemiologiske overvakingen av
enterovirusinfeksjoner i CNS.

Poliovirusovervaking

| 1988 startet Verdens helseorganisasjons program for en poliofri verden. Det ble utviklet et
virologisk overvakingssystem for vilt poliovirus for a diagnostisere forekomsten av infeksjon
i endemiske omrader og gi palitelig dokumentasjon pa at et land eller en region er fritt for
sirkulerende vilt virus. Det ble etablert et system av WHO-akkrediterte nasjonale laboratorier
for dyrking av poliovirus fra feces i cellekultur. WHO anbefaler & overvake alle tilfeller av
akutte, slappe pareser hos barn <15 ar og utvalgte grupper av befolkningen. Etter at Norge,
sammen med andre non-endemiske land i Europa ble bedt om & delta, startet den virologiske
overvakingen her 1. november 1998 (7).

Med hjemmel i smittevernloven ble det oppfordret til 4 ta to fecespraver i lgpet av de forste
14 dager etter sykdomsdebut fra AFP-pasienter < 15 ar og fra pasienter med akutt sergs
meningitt i alle aldre. Fra 1. januar 2000 blir prgver fra AFP-pasienter sendt direkte til
Folkehelseinstituttet, mens feces fra pasienter med sergse meningitter blir sendt via
regionslaboratoriene, som blir bedt om a sende feces videre til Folkehelseinstituttet uavhengig
av om de selv ogsa utfgrer undersgkelser av denne prgven (8, 9).

Feecespravene blir behandlet etter WHO-protokoll og ved Folkehelsa sadd ut i BGM, humane
embryonale fibroblaster, RD og L20 B celler. Selv om bruk av L20 B celler alene, etter
blindpassasje, skulle vaere tilstrekkelig til & kunne utelukke poliovirus, anvendes flere celler
for & kunne pavise andre enterovirus.

Som kjent ble WHOSs Europaregion sertifisert som fri for endemisk poliovirus i juni 2002.
Likevel har Norge akseptert WHOSs henstilling om & fortsette overvakingen til hele verden er
erklaert poliofri, etter planen i 2005 eller kort etter (10).
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Det stilles krav til forskjellige sider av undersgkelsen, hvor avvik reduserer den score som det
enkelte land som deltar far. De nevnes her fordi det angir forhold som bidrar til kvaliteten av
dyrkningsundersgkelse av enterovirus:

To prever med minst 24 timers intervall. Undersgkelser har vist at to praver gker andelen
positive, men sa lite at det na legges mindre vekt pa dette enn tidligere, forutsatt at den ene
prgven har god score.

Begge prover tatt innen 14 dager etter sykdomsdebut. En omfattende litteraturstudie viste at
hos over 70 % av poliopasienter ble virus pavist i feces i denne periode. Bidrar til
utsagnskraft for et negativt resultat (11).

Kjalet lagring og transport. Is eller fryste kjgleelementer ved fremkomst til laboratoriet. Det
har ikke veert vanlig a kreve hos oss, men angis som viktig ogsa i land som har klima som kan
minne om vart (12).

Rask transport. Tre dggn maksimum uten “anmerkning”pa dette punkt.

Bruken av cellekulturer for poliovirusovervaking ble etablert lenge fer RT-PCR kom i
praktisk bruk. Dertil er teknikkene relativt enkle og billige og det har vist seg at de fleste land
kan drive et akkreditert laboratorium, slik at en kan fa et verdensomspennende nett av
laboratorier med samme teknikk. Metoden har fungert bra over lengre tid, og jeg tror ikke den
blir forlatt til fordel for genteknologi i WHO-systemet med det farste.

Nedenfor er gjengitt noen av resultatene sa langt fra poliovirusovervaking av sergse
meningitter i Norge. Aktive klinikere og medisinske mikrobiologer pa fylkes- og
regionsplan bidro til tallene som presenteres nedenfor:

Fordelingen av antall fecespraver pr. pasient

2 fecesprgver

1 fecesprove

0 fecesprgve

01.10.98-31.12.00

25 (7%)

121 (36%)

192 (52%)

01.01.01-31.12.01*

21 (11%)

76 (40%)

91 (49%)

* Forelgpige tall for ar 2001

RT- PCR fatt en gkende rolle i diagnosen av sergs meningitt, og dette kan ha bidratt til at
andelen meningittpasienter uten virologisk overvaking av feces for poliovirus er relativt stor.
Pa den annen side viser tallene fra tabellen over at andelen faktisk har gket!

Sammenligning av PCR (sp.v.) og dyrking i cellekulturer (feces) hos pasienter med sergs
meningitt i 2001 hvor begge undersgkelser var gjort (forelgpige tall):

PCR/cellek. +/+ +/- -+ -/-

Antall pasienter 29 4 2 6

Noen resultater av virologiske undersgkelser av sergse meningitter/meningoencefalitter 2001
(forelgpige tall):

Cellekulutdyrk fra 1 eller 2 fecespraver PCR av spinalveerske hvor ingen fecesprave
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Echovirus type 6x35, type 9x1, type 11 x1, Enterovirus RNA positiv x31

type 13 x5,type 25 x1, type 30 x3 Herpesvirus (HSV1el. 2, VZV, EBV) x38
Coxsackievirus B1 Negative x10
Enterovirus RNA positiv x4 Ikke undersgkt x8

Virus dyrkning og PCR negativ x35

Min konklusjon

RT-PCR i prove av spinalveaeske fra akuttfasen av sykdom anbefales for diagnosen av
enterovirusmeningitt. Det gir raskt diagnosen som er ytterligere sikret ved pavisning av agens
i CNS.

For overvaking av poliovirus er det naturlig & undersgke feces hvor virusutskillelsen er
langvarig, og her er dyrkning i cellekultur etter internasjonalt godkjente prosedyrer
tilstrekkelig. Virusdyrkning synes forelgpig ogsa ngdvendig for serotypisk og ofte ogsa for
genotypisk karakterisering av enterovirus.
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SKOGFLATTBAREN ENCEFALITT (TBE),
LABORATORIEDIAGNOSTIKK.

Tone Skarpaas, Mikrobiologisk avdeling, Vest-Agder sykehus HF

Innledning. Skogflattharen encefalitt (TBE) forarsakes av et flavivirus kalt skogflatt-
encefalittvirus (tick-borne encephalitis virus — TBEV). Smagnagere er viktigste reservoar. |
Norden er flatten Ixodes ricinus vektor. | Skandinavia er TBE endemisk i kystomradene rundt
@stersjeen (1-3). De farste tilfeller av pasienter med TBE, som er smittet i Norge, er nylig
beskrevet (4, 5). Det er holdepunkter for at det skjer endringer som farer til en nordlig
forskyvning av grensen for etablering av TBEV foci i Europa (6).

Virus. TBEV er et RNA virus med ca. 11000 nukleotider. Membranen inneholder E - og M
protein. E protein er et glykoprotein som induserer produksjon av ngytraliserende antistoff.
Nukleotidsekvensen som koder for E protein benyttes til viruskarakterisering. Tre undertyper
er isolert: subtype 1, som forarsaker sentraleuropeisk encefalitt, subtype 2, som er etiologisk
agens ved Russian spring-summer encephalitis og subtype 3, Sibirsk subtype (2, 3, 7, 8, 9). |
membranproteinet hos de europeiske stammer er det hgy grad av homologi. Stammevariasjon
innenfor visse geografiske omrader kan imidlertid veere mer kompleks enn tidligere antatt (10,
11).

Laboratoriefunn. | initialfase kan trombocytopeni og granulocytopeni pavises.

Ved meningoencefalitt: | blod pavises leukocytose (77 %), forhayet SR (87 %) og forhgyet
CRP (84 %). | spinalvaeske (CSF) pavises pleocytose < 100/mm?, farst granulocytose, sa
lymfocytose, og stigende protein. Ved MR kan patologi pavises hos 11 % (3).

Antistoffpavisning i serum danner basis i TBE diagnostikken. IgM-, 1gG- og IgA-antistoff
kan pavises i serum og spinalvaeske. EIA er den mest benyttede metode. Kommersielle IgM-
og IgG-ELISA kit er tilgjengelig. Til IgM pavisning er det viktig a bruke p-capture teknikk
for & unnga uspesifikke resultater.

De farste dager etter debut av encefalittsymptomer pavises IgM i serum hos nesten alle
pasienter (>96 %). Vanligvis pavises samtidig 1gG. IgM nivaet er hgyest etter 4-6 uker for
deretter & avta relativt raskt. IgM kan hos enkelte personer persistere i inntil ett ar etter
infeksjon. 1gG produksjonen nar hgyt niva etter 6-10 uker. IgG kan detekteres i mange ar
(>30) etter infeksjon. Dersom det er klinisk mistanke om TBE og TBEV-IgM pavises i serum,
ma det tas flere praver slik at antistoffprofilen (IgM/IgG) kan falges. For sikker diagnose er
konfirmasjon ngdvendig (se senere) (2, 3, 7, 8, 12).

Hemagglutinasjonshemning (HAI), komplementbindingsreaksjon (KBR) og
immunfluorescens (IF) har lav sensitivitet og spesifisitet og benyttes ikke lenger i
rutinediagnostikk.

Spinalvaeske. Undersgkelse er indisert for & vurdere CNS affeksjon (celler og protein) og som
differensialdiagnostisk undersgkelse (ferst og fremst herpes simplex virus og enterovirus).
TBEV-IgM og -1gG undersgkes i spinalvaeske ved pavist IgM i serum. Dersom TBE-antistoff
pavises i CSF, bar undersgkelse for svikt i blod/hjernebarriere utfares. Spesifikke TBE-
antistoff kan mangle i spinalvaske i tidlige fase.

Kommersielle ELISA-1gG tester har sensitivitet 73-99 % og spesifisitet 14-81 % (13). Den
lave spesifisiteten skyldes mulighet for kryssreaksjon med andre flavivirus (12-16). | praksis
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er kryssreaksjon aktuelt ved vaksinasjon (TBE, gul feber, japansk encefalitt) og nylig
gjennomgatt eller aktuell infeksjon (spesielt denguefeber) etter reise (2).

Konfirmasjon: Nar TBEV-IgM og -1gG er pavist i serum og det er usikkerhet omkring
diagnosen, bgr resultatet konfirmeres med ngytralisasjonstest (NT). Immunoblot (WB) kan
0gsa benyttes som konfirmasjonstest. Det er viktig & fa konfirmert resultatet nar pasienten er
smittet i lavprevalensomrade eller i et omrade der sykdommen er ukjent (12, 16).
Aviditetsundersgkelse for TBE-1gG (urea denaturerings metode) kan skille primarinfeksjon
og tidligere gjennomgatt infeksjon. Dette kan veere aktuelt ved mangel pa IgM-respons ved
primerinfeksjon og ved persisterende IgM (17). Undersgkelsen er mest aktuell i endemiske
strak.

Agenspavisning. TBEV kan pavises i blod og CSF, evt. i biopsi i tidlig IgM-negativ fase. Nar
ngytraliserende antistoff pavises, kan infeksigst virus vanligvis ikke pavises i blod eller CSF.
RT-PCR er vanligste metode til pavisning i pasientprgver og i flatt (2, 3, 8, 18).
(Elektronmikroskopi kan utfares).

Dersom det er gnskelig a isolere virus for karakterisering og typing, kan dyrkning i
cellekultur og poding pa mus benyttes. Ved dyrkning kan for eksempel kyllingembryo
cellekultur benyttes. Virus gir ikke cytopatogen effekt i slik kultur, men vekst detekteres ved
gkt interferonproduksjon eller ved IF. For identifikasjon av subtype i positiv cellekultur
benyttes NT, HAI eller IF. For a skille mellom subtyper av TBEV kan oligopeptid analyse
utfares (3, 9).

Agenspavisning er ikke rutinediagnostikk. Isolasjon av virus fra personer smittet i Norge eller
fra flatt vil veere av stor betydning for & verifisere virusets tilstedeveerelse i landet.

TBEV er ikke pavist i Norge, men virusets neere slektning louping ill-virus er isolert. Louping ill-virus
forarsaker sykdom primzrt hos sau. Sykdommen er beskrevet hos sauebesetninger langs kysten av Sgr-Vest
Norge (19, 20). De fleste tilfeller av rapportert sykdom med louping ill-virus hos mennesket er resultat av
laboratorieinfeksjon. Enkelte tilfeller er beskrevet hos personer med naerkontakt med sau. Det er lite holdepunkt
for at louping ill er overfart til mennesket ved flattbitt (21). Ved diagnostikk av human sykdom, vil
kryssreaksjon med dette virus neppe ha betydning. Det er uklart om kryssreaksjon vil veere et
usikkerhetsmoment ved seroepidemiologiske studier.

Konklusjon: TBEV-antistoff bgr undersgkes ved klinisk mistanke om meningoencefalitt hos
personer som i tidsrommet april til november har veert i omrader der det er risiko for a fa
flattbarne infeksjoner. TBEV-1gM og -1gG ELISA i serum utfares. Signifikant funn av
antistoff konfirmeres med ngytralisasjonstest. Spinalveeske undersgkes for
infeksjonsparametre og differensialdiagnostisk. Spinalveesken testes for TBEV-antistoff ved
funn av TBEV-IgM i serum. Opplysninger om reise siste maned fgr sykdomsdebut og om
narkontakt med sau er viktig for a vurdere mulighet for infeksjon med andre flavivirus.
Vaksinasjonsstatus for flavivirus bar kartlegges.
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VIRALE CNS-INFEKSJONER HOS IMMUNSUPPRIMERTE
PASIENTER.
Klinisk spektrum, og indikasjon for og nytte av mikrobiologisk diagnostikk.

Arvid Bjgrneklett, Seksjon for klinisk immunologi og infeksjonssykdommer, Med.avd.,
Rikshospitalet

De fleste virale infeksjoner i CNS affiserer primart meningene og gir opphav til relativt mild,
sakalt aseptisk meningitt evt. en relativt mild meningoencefalitt. Slike infeksjoner er vanligvis
ikke noe stort klinisk problem hos immunkompetente, men kan i blant hos immunsupprimerte
pasienter anta et kronisk og mer alvorlig forlgp. Akutte eller mer subakutte virale encefalitter
er derimot blant de mest alvorlige infeksjoner vi opplever bade hos immunkompetente og hos
immunkompromitterte. De utgjer alltid en stor utfordring for klinikeren bade diagnostisk og
terapeutisk. I denne oversikten vil hovedvekten bli lagt pa forekomst, klinikk og diagnostikk
av virusencefalitt hos grupper av de mest immunsupprimerte pasienter vi har,
benmargstransplanterte, organtransplanterte og AIDS-pasienter.

Etiologi oq prevalens:

En lang rekke forskjellige virus har vert knyttet til CNS-infeksjoner. Flere av disse opptrer
kun i visse omrader av verden og har spesielle smitteveier, for eksempel rabies og Japansk B-
encefalitt. De virus med CNS-tropi som er mest aktuelle i vare populasjoner av
immunsupprimerte pasienter er i all hovedsak virus innen herpesgruppen og sakalt
papovavirus. Dette er virus som en stgrre del av befolkningen akvirerer relativt tidlig i livet
og som i regel ikke forarsaker alvorlig sykdom far immunforsvaret svikter. Unntaket er
herpes simplex virus type 1 (HSV-1) som er arsak til ca 10 % av virusencefalitter hos
immunkompetente og som fortsatt har hgy mortalitet.

I herpesvirusgruppen er det CMV som er arsak til mest morbiditet blant gravt
immunsupprimerte. Encefalitt er imidlertid en uvanlig manifestasjon, iallfall sveert sjelden
erkjent i live. I en oppfalgningsstudie utfart ved Rikshospitalet som omfattet 477 konsekutive
nyretransplantasjoner utfart fra 1994-97 diagnostiserte man CMV-infeksjon hos 63 %, men
ingen med encefalitt. De hgyeste prevalensangivelser stammer fra autopsimaterialer med
opptil 12 % hos AIDS-pasienter og 2 % hos transplantasjonspasienter. Slike tall ma vurderes
med varsomhet fordi de helt klart er basert pa selekterte grupper av pasienter som har vart
ekstremt immunsupprimert under en terminalfase. VZV-encefalitt er trolig enda sjeldnere.
Noen sikre tall finnes ikke, heller ikke for HHV-6. HSV (i regel 1) er anslatt & forarsake
encefalitt hos ca 1 pr. mill. pr ar. Det er ikke sikre data som taler for noen hgyere forekomst
hos immunsupprimerte.

| papovavirus-gruppen er det bare JCV som er vist & kunne forarsake den spesielle
form for encefalitt som benevnes progressiv multifokal levkoencefalopati (PML). Det er
oppgitt prevalenstall hos HIV-infiserte pa 3-5 %, men ogsa dette baseres i vesentlig grad pa
autopsidata. Hos transplantasjonspasienter er PML en meget sjelden komplikasjon.

Patogenese og patologisk/anatomiske forandringer:
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Cytomegalvirus (CMV):

De fleste infiseres med CMV i barnedrene og primarinfeksjonen er da subklinisk. |
transplantasjonsgruppen er det en del CMV-negative som far primarinfeksjon via
transplantatorgan fra CMV-positiv donor. Dette er forbundet med en del problemer, men uten
at det synes a fare til gkt forekomst av CNS-infeksjon. CMV-encefalitt opptrer i to distinkt
forskjellige former klinisk sa vel som patologisk-anatomisk. Begge encefalittformene er
rapportert meget sjelden hos transplanterte og er best studert og beskrevet hos AIDS-
pasienter. Ved den ene formen, kalt mikroglia nodulaer encefalitt (MGNE), antas
virusspredningen til hjernen a skije via blodbanen. Lesjonene oppstar spredt i hjernevevet, mer
i grd enn i hvit substans. Det oppstar sma mikoglia-knuter med spredte, ofte fd CMV-infiserte
celler med inklusjoner. Lesjonene kan finnes i cortex, basalganglier, cerebellum og
hjernestamme. Den andre formen kalles ventriculoencefalitt (VE) og her antas
virusspredningen a skje via cerebrospinalvaesken. Viruset invaderer ependymalceller som kler
ventriklene. Det oppstar nekrose i periventrikulaert vev og hjernenerver. Disse pasientene har
ogsa ofte samtidig CMV-radiculomyelitt. Bade VE og MGNE har vaert beskrevet hos en og
samme pasient men det synes a forekomme sjelden.

Varicella-zoster virus (VZV):

VZV persisterer vanligvis i ganglier etter gjennomgatt varicella. Den vanligste
reaktiveringstilstand er herpes zoster. VZV kan ogsa spres sentralt til ryggmarg og hjerne og
forarsake myelitt og encefalitt. Det diskuteres om VZV farst og fremst spres til CNS
transaxonalt eller om spredningen ogsa skjer hematogent. Myelitt kan man iblant se hos
immunkompetente, oftest voksne, en til to uker etter varicellautbrudd. Hos immunsupprimerte
kan bade VZV-myelitt og -encefalitt oppsta under eller etter utbrudd av herpes zoster, men er
ogsa sett uten noen klar relasjon til forutgaende zoster-utbrudd. En parenkymal invasjon av
VZV i ryggmargen farer til intens inflammasjon og vevsnekrose. VZV-encefalitt er farst og
fremst preget av vaskulopati og disseminerte patologiske forandringer med ischemi og
hemorrhagi samt omrader med demyelinisering. Lesjonene omfatter bade gra og hvit substans
og er typisk ofte konsentrert i overgangssonen mellom gra og hvit substans. Dyptsittende
lesjoner i hvit substans kan ogsa sees. Det anfgres at de demyeliniserende lesjonene man kan
fa ved VZV-indusert sma-kars vaskulopati tenderer til & veere mindre enn de man vanligvis
ser ved JCV-infeksjon (PML). En form for nekrotiserende ventriculitt med VZV-infeksjon av
fortrinnsvis ependymalceller er ogsa beskrevet.

Humant herpesvirus 6 (HHV-6):

HHV-6 infiserer mer enn 90 % av befolkningen far 2 ars alder og persisterer livslangt.
Reaktivering av HHV-6 skjer i stor utstrekning hos benmargstransplanterte,
organtransplanterte og AIDS-pasienter. Denne reaktiveringen synes alt overveiende & vare
subklinisk. HHV-6 er imidlertid i noen tilfelle satt i relasjon til fokale lesjoner i CNS.
Imidlertid mangler vi mer inngaende beskrivelser og analyser av denne tilstanden.

Papovavirus (JCV):

Ca 80-90 % av den voksne befolkning har antistoffer mot JCV. Det er postulert at
JCV spres via luftveiene. Det er vist at viruset persisterer i nyrene hos friske individer og kan
skilles ut med urinen. Det er ogsa vist at det kan persistere i B-lymfocytter. Dessuten er det
pavist JCV i hjerner fra personer uten PML. Viruset infiserer oligodendrocytter og farer til
lysis av disse cellene. Det oppstar initialt mikroskopiske brudd i myelinskjedene som siden
flyter sammen til stadig starre lesjoner. Viruset infiserer ogsa astrocytter der man kan fa
morfologiske forandringer som kan mistolkes som tegn pa malignitet. | sjeldne tilfeller er det
beskrevet unifokale lesjoner, regelen er at man har multifokale demyeliniserte lesjoner.
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Predileksjonsomradene i hjernen er parieto-oksipitalt, men det er beskrevet affeksjon bade av
cerebellum, hjernestammen og i meget sjeldne tilfeller ogsa ryggmargen.

Klinikk:

CMV-encefalitt av mikroglia noduleer type (MGNE):

Klinikken ved MGNE har veert sammenlignet med HIV-encefalopati. MGNE opptrer
imidlertid senere i AIDS-forlgpet (lavere CD4-tall) og sykdomsutviklingen er raskere. Det
typiske er en noksa akutt innsettende konfusjonstilstand med delir og psykomotorisk
agitasjon. Man kan ogsa se apati og tilbaketrekning. Omtrent halvdelen har tidlig fokale
nevrologiske utfall mens det bare ses hos et fatall med HIV-encefalopati. Generaliserte
krampeanfall er ogsa beskrevet i noen tilfeller.

CMV-ventriculoencefalitt (VE):

VE debuterer i regel med hodepine, evt. oppkast, tiltagende letargi, nystagmus,
oftalmoplegi og evt. andre hjernenerveutfall, ataxi og konfusjon. Det er ogsa beskrevet et
forlgp med en konfabulatorisk komponent som ved Korsakoffs psykose. Tempoet i
sykdomsutviklingen kan variere fra mindre enn en uke til flere uker.

VZV-encefalitt og myelitt:

Symptomene ved myelitt er paraparese med niva for sensorisk utfall og
sfinkterforstyrrelser. Hos immunkompetente etter varicella er debuten oftest akutt mens den
hos immunsupprimerte kan vaere mer gradvis progredierende. VZV-encefalitt karakteriseres
av hodepine, feber, oppkast, mentale forandringer, kramper og fokale nevrologiske utfall.
Kramper er rapportert relativt hyppig ved VZV-encefalitt.

HHV-6 encefalitt:
Det foreligger fa presise kliniske beskrivelser av HHV-6 encefalitt. Bade kramper og
fokale nevrologiske utfall er rapportert.

Progressiv multifokal levkoencefalitt (PML):

Det vanligste debutsymptom ved PML har veert en faglelse av svakhet i ekstremitetene,
videre kognitiv dysfunksjon, synsforstyrrelser, gangforstyrrelser, taleforstyrrelser og i noen
tilfeller hodepine. Under det videre forlgp utvikler de fleste pareser, oftest hemiparese, evt.
afasi, mens kramper angis a forekomme relativt sjelden, bare hos ca 5 %. Tempoet i
sykdomsutviklingen kan variere, men er i regel relativt langsomt over uker og maneder. |
tidligere materialer ble det rapportert at mer enn 80 % var dgde etter 1 ar. Forlgpet kan
imidlertid ogsa veere fluktuerende med spontane remisjoner eller med regress av noen
symptomer.

Diagnose:

Nar et encefalopatisk sykdomsbilde oppstar hos en immunsupprimert pasient, enten det starter
med kramper, fokale nevrologiske utfall eller mer diffuse cerebrale symptomer, sa vil ikke
klinikken gi oss noen klar indikasjon pa hva som er den etiologiske arsak. Det viktigste blir i
farste omgang a pavise eller utelukke de tilstander vi faktisk har behandlingsalternativer for.
Av infeksjoner gjelder det farst og fremst bakteriell abscess, listeria- og nocardia-infeksjon.
Dernest toxoplasmose og sopp, farst og fremst cryptokokkinfeksjon og aspergillus. Samlet er
slike CNS-infeksjoner hyppigere blant immunsupprimerte pasienter enn de virale CNS-
infeksjonene. Hos transplantasjonspasienter er dessuten CNS-lesjoner forarsaket av
medikamenter, farst og fremst ciclosporin eller tacrolimus en viktig differensialdiagnose. Hos
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benmargstransplanterte kan i tillegg visse cytostatika forarsake cerebrale lesjoner. Andre
ikke-infeksigse arsaker ma ogsa overveies som trombose, hemorrhagi og malign sykdom.
CNS-lymfom kan veere en viktig differensialdiagnose hos en del av disse pasientene, bl.a.
AIDS-pasienter og en del benmargstransplanterte.

Hvis det er holdepunkter for nylig gjennomgatt eller pagaende infeksjon utenfor CNS
med et av de aktuelle agens vil det selvsagt veere suggestivt. For virale agens gjelder det VZV
og CMV.

Farste trinn i utredningen vil i regel veere radiologisk billedundersgkelse. 1 noen
tilfeller vil cerebral CT med kontrast veere avklarende men i langt de fleste situasjoner gir MR
mer og bedre informasjon. Slik undersgkelse vil ogsa kunne avslgre evt. kontraindikasjoner
mot spinalpunksjon, som hvis det kan gjennomfares ut fra hensyn til koagulasjonsforhold og
lignende vil veere det neste trinn i utredningen. Endelig ma man hvis det pavises fokale
lesjoner vurdere om disse kan biopseres med stereotaktisk teknikk uten uakseptabel risiko for
komplikasjoner.

CT/MR funn ved CMV-encefalitt:

Ved MGNE tyder de fleste rapportene pa at man sjelden eller aldri paviser de fokale
lesjonene verken ved CT eller MR. Bade ved MGNE og VE er det hyppigst beskrevne funn
perifer og sentral atrofi supratentorielt. Ofte ogsa subtentorielt. Ved VE viser MR typisk
svinn av periventriklaer hvit substans og signalforsterkning (“enhancement”) rundt
ventriklene.

MR funn ved VZV-encefalitt og myelitt:

Ved VZV-myelitt viser T2-vektede MR bilder typisk sakalt hyperintense lesjoner ofte
med fokalt gdem i medulla. Ved VZV-encefalitt viser MR bilder stgrre og mindre lesjoner
med preg som sma ischemiske partier eller hemorrhagiske infarkter lokaliser bade corticalt,
subcorticalt og i hvit substans. Ved periventrikulear affeksjon er det ogsa beskrevet lignende
forandringer som ved CMV-VE.

MR funn ved HHV-6 encefalitt:

Det er bare fa rapporter, men det er beskrevet fokale lesjoner i hvit substans lik de som
finnes ved demyeliniserende multippel sclerose bortsett fra at de tenderer til & strekke seg inn
i corticale strukturer.

CT/MR-funn ved PML.:

Cerebral-CT vil ofte vise hypodense omrader i hvit substans, i regel uten
kontrastoppladning og uten masseeffekt (ekspansjon). MR avslgrer vanligvis flere og mer
utbredte lesjoner, oftest flekkvise og delvis konfluerende pa T2-vektede bilder. Svak og helt
perifer kontrastoppladning er rapportert i noen fa tilfeller (5-10 %).

Cerebrospinalveeske (CSV):

Ved CMV-encefalitt av typen MGNE er det oftest beskjedne funn med moderat gkt
protein, normal glukose, ingen eller bare lett mononuklear cellegkning. Funnene kan ogsa
veere helt beskjedne ved VE men hos disse pasientene kan man ogsa ha massiv cellegkning
med dominans av polymorfnuklezre granulocytter, i noen tilfeller ogsa nedsatt glukose. Ved
VZV-encefalitt er det oftest rapportert lett mononukleaer pleocytose, normalt eller lett gket
protein og normal glukose. I noen rapporterte tilfeller har man imidlertid sett haye celletall
(>1000) med dominans av granulocytter og dessuten nedsatt glukoseratio. Ved HHV-6
encefalitt er det rapportert lett proteinforhgyelse og lett mononukleer cellegkning. Ved PML
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har man funnet normal CVS hos ca halvdelen av pasientene og bare lett proteingkning og lett
mononukleer cellegkning (<20) hos de gvrige.

Viruspavisning:

Mistanke om CMV-encefalitt kan styrkes ved pavisning av gkt virusantigen i perifert
blod (pp65 eller kvantitativ PCR). PCR i CSV ble tidlig rapportert i materialer av AIDS-
pasienter & ha hgy (>80 %) sensitivitet og tilsvarende spesifisitet. Senere rapporter har vert
mer motstridende og det er mulig at PCR-metoden ikke har s& hgy sensitivitet hos
transplantasjonspasienter. Ved mistanke om VZV-encefalitt anbefales & undersgke CSV bade
pa antistoffer og med PCR. Dyrkning anses derimot for bortkastet. Tall for sensitivitet og
spesifisitet foreligger ikke. Ved HHV-6-encefalitt er ogsa PCR i CSV hevdet a vaere den
viktigste undersgkelsen, men heller ikke her er det publisert data for sensitivitet/spesifisitet.
Pavisning av HHV-6 DNA i perifert blod kan trolig ikke tillegges noen betydning fordi en
stor andel av de aktuelle immunsupprimerte pasientene tester positivt uten at de har
symptomgivende sykdom. Ved PML angir nyere undersgkelser en sensitivitet pa opp mot
85 % for PCR i CVS med sa godt som ingen falske positive.

Hjernebiopsi:

Stereotaktisk hjernebiopsi vil bare unntaksvis vere aktuelt. Man er avhengig av at
radiologisk billedteknikk viser lesjoner som er anatomisk rimelig lett tilgjengelige og at det
for gvrig ikke er vesentlige kontraindikasjoner. Den histopatologiske undersgkelse kan veere
suggestiv for etiologisk agens, men den beste undersgkelsesmetodikk synes a veere in situ
hybridisering av virus-DNA fordi antigenpavisning med immunfluorescens kan ha darlig
sensitivitet.

Konklusjon:

Virale CNS-infeksjoner hos immunsupprimerte er en stor diagnostisk utfordring. Klinikken er
ofte relativt uspesifikk. De radiologiske billedteknikker kan bare gi antydninger om etiologi.
PCR for pavisning av aktuelt virus-DNA i spinalvaeske er sa langt vart mest presise verktay,
men langt fra perfekt. Spesielt vil et negativt resultat ikke definitivt utelukke noe agens.
Rutinen ma imidlertid veere at man undersgker spinalvaesken med PCR for alle aktuelle virus i
herpesgruppen og JC-virus. Stereotaktisk biopsi ma overveies i noen tilfeller.

De diagnostiske problemene vil bli illustrert ved gjennomgang av to kasuistikker.
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CMV, MIKROBIOLOGISK DIAGNOSTIKK VED VIRALE CNS-
INFEKSJONER.

Ellen Holter, Mikrobiologisk institutt, Rikshospitalet

Cytomegalovirus (CMV), et medlem av subfamilien betaherpesvirinae i familien
herpesviridae, gir oftest subklinisk infeksjon hos immunkompetente personer, mens
immunkompromitterte personer ofte far sykdom med feber, myalgier, artralgier, hepatitt,
gastrointestinale symptomer, pneumoni, retinitt (serlig hos AIDS-pasienter), og symptomer
fra sentralnervesystemet (CNS). CNS-manifestasjoner (meningitt, meningoencefalitt,
encefalitt, transvers myelitt, polyneuropati og opticusneuritt) forekommer farst og fremst hos
immunkompromitterte personer, men er ogsa beskrevet i sjeldne tilfeller hos
immunkompetente (1,2).

Hvordan virus kommer inn i CNS: Generelt kan virus komme inn i CNS via to hovedveier:
ved hematogen spredning og ved spredning via nerver. Ved hematogen spredning kan
virusinfiserte aktiverte lymfocytter og makrofager passere blod-hjernebarriéren (’trojansk
hest”-hypotese), men virus kan ogsa direkte infisere endotelcellene i blod-hjernebarriéren (3).
Ved spredning via nerver infiserer virus farst perifere nerveender, trolig via receptormediert
endocytose, og transporteres deretter i vesikler retrograd i axonene. CMV kan infisere bade
monocytter og endotelceller, og hematogen spredning spiller sannsynligvis starst rolle for
CMV. Sannsynligvis kan CMV ogsa spres via spinalvaesken (4). CMV-assosiert vevsnekrose
i CNS skyldes bade direkte cytopatogen effekt i neuroner og astrocytter, og cytokinmediert
cytotoxisitet (5). Infeksjon i endotelcellene kan gi oblitererende vaskulitt, som ogsa farer til
vevsdestruksjon.

Immunresponsen pa virusinfeksjon i CNS: En effektiv immunrespons pa virusinfeksjoner i
CNS er hindret pga. den relative mangelen pa MHC- og adhesjonsmolekylekspresjon i
nervevev. Visse cytokiner - og cytokiner produseres i CNS som respons pa virusinfeksjoner -
kan imidlertid oppregulere ekspresjonen av MHC og adhesjonsmolekyler pa overflaten av
gliaceller.

Immunresponsen pa virusinfeksjoner i CNS begynner i perifert lymfoid vev med pafalgende
kryssing av blod-hjerne-barrizeren og invasjon i CNS av aktiverte og differensierte T- og B-
celler. B-celler differensieres til B-hukommelsesceller og til antistoffproduserende
plasmaceller som invaderer CNS og gir intratekal antistoffproduksjon.

Kryssingen av blod-hjermebarriaeren foregar i flere trinn ved at lymfocyttene ved hjelp av
reseptorer pa sin overflate adhererer til adhesjonsmolekyler pa endotelcellenes overflate, og
deretter beveger seg gjennom endotelcellene og kommer over i CNS.

Virusspesifikke antistoffer som er produsert intracerebralt hindrer ekstracelluleaer spredning av
virus, bl. a. ved a ngytralisere virus som er frigjort fra infiserte celler.

Bade CD4+ og CD8+ T-celler kan isoleres fra spinalvaesken hos pasienter med viral
encefalitt/meningoencefalitt, men den relative betydningen av de to celletypene i forsvaret
ved CNS-infeksjon er uklar. Dyreforsgk har antydet at CD4+ T-celler er helt nedvendige for
virusutryddelse, mens CD8+-cellene ikke er det. (3).
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I viremisk fase er virusngytralisasjon med spesifikke antistoffer er oftest meget effektivt i
forsvaret for & hindre spredning til CNS. Men i noen tilfeller kan virus unnga immunsystemet:
bade intraaxonal transport og bruk av lymfocytter og makrofager som trojanske hester” gjar
virus utilgjengelig for bade humoralt og cellulaert immunforsvar.

Aktuelle undersgkelser:

CMV DNA PCR i spinalvaske:

Flere studier har vist at pavisning av CMV ved PCR i spinalvaske er sensitivt, spesifikt og
med god korrelasjon til aktiv CMV-sykdom i CNS. | en av studiene var PCR-pavisning av
CMV i spinalvaeske 92 % sensitiv, 94 % spesifikk, positiv prediktiv verdi (PPV) 86 % og
negativ prediktiv verdi (NPV) 97 %, for CMV-sykdom i CNS hos AIDS-pasienter (6). Andre
studier har imidlertid vist lavere spesifisitet, og at en sensitiv PCR kan pavise ikke-
replikerende virus og derfor ikke alltid korrelerer med CNS-sykdom. De fleste studiene er
utfart pa AIDS-pasienter, noen pa pasienter i live (7,8), men de fleste pa autopsimateriale (9),
men tilsvarende funn er gjort pa autopsimateriale etter levertransplantasjon (10), og ogsa hos
immunkompetente er det funnet positiv CMV PCR i spinalvaeske uten klinisk korrelativ (11).
Bruk av kvantitativ i stedet for kvalitativ PCR ser ut til bedre PPV (12). Det er ogsa hevdet at
kvantitativ PCR kan brukes til monitorering av antiviral terapi (13). Det er angitt at PCR av
herpesviridae kan veere positiv 2-4 uker etter sykdomsstart (14), men det er fa studier
vedrgrende CMV. Valg av primere kan innvirke pa sensitiviteten og spesifisiteten, gen
regionen for major immediate early (MIE) exon 4 er angitt & vaere mer variabel enn
genregionene for DNA polymerase og glykoprotein B (gB) (15).

CMV ”late gene” transkripter (pp65 mRNA og pp67 mRNA) i blod og spinalvaske:
mRNA-transkripter av sene gener (late genes) som pp65 og pp67 pavises bare nar det foregar
virusreplikasjon, ikke ved latent infeksjon.

Pp65 mRNA i leukocytter fra perifert blod (PBL) ble pavist hos 80 % av pasientene med
aktiv infeksjon, og hos ingen med latent infeksjon (16).

Studier av pp67 mRNA-pavisning i PBL viser sprikende resultater nar det gjelder & forutsi
CMV-sykdom, fra sensitivitet 50 % og spesifisitet 100 % (17), til sensitivitet 100 % og
spesifisitet 72 % (18). Funn av disse transkripter i blod sier intet om sykdomslokalisasjon. Det
er gjort fa studier i spinalvaeske, men Zhang et al. (8) fant at pavisning av pp67 mRNA med
nucleic acid sequence based amplification (NASBA) i spinalvaeske hadde PPV 100 % og
NPV 82.7 %, sensitivitet 84.6 %, spesifisitet 100 % for CNS-sykdom med CMV.

Det fins kommersielt tilgjengelig kit for CMV pp67 mRNA-pavisning.

CMV signalamplifikasjon, blod og spinalvaeske:

Hybrid Capture CMV DNA assay utfart i blod er vist & ha sensitivitet 88 % og spesifisitet
43 % for a forutsi CMV-sykdom (19). Denne metoden er ikke utprevd i spinalvaske.
CMV bDNA-us. i spinalvaeske er funnet & ha sensitivitet 94 % og spesifisitet 95 % (20).
Kommersielt kit er tilgjengelig.

CMV pp65-antigen, blod og spinalvaeske, kvantitativ CMV PCR blod:

Pavisning av pp65-antigen i blod angis a ha sensitivitet 100 % og spesifisitet 25 % for
pavisning av CMV-sykdom (19). Kvantitativ CMV PCR i plasma er et alternativ til pp65
antigenundersgkelse (21). Ved pavisning av pp65 antigen i spinalvaske er det funnet
sensitivitet 91 % og spesifisitet 100 % (22). Metoden kan bare brukes hvis det er signifikant
pleocytose i spinalvaesken.

Kommersielt kit for kvantitativ CMV PCR er tilgjengelig.
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CMV-dyrkning:

CMV-dyrkning er angitt med forskjellig sensitivitet, fra 18 % (8) til 73 % (20). Sensitiviteten
er sannsynligvis ogsa avhengig av hvilket pravemateriale som undersgkes. Spesifisiteten i alle
studier er 100 %.

CMV-antistoffundersgkelse i blod og spinalvaeske:

Antistoffundersgkelse i serum kan veere av verdi ved primaer CMV-infeksjon, men ikke ved
reaktiveringer. Antistoffundersgkelse i spinalvaeske kan vaere et supplement til andre
undersgkelser, men resultatene ma tolkes med forsiktighet. Ulike forfattere lanserer ulike
teorier: Antistoffresponsen er assosiert med pagaende infeksjon (3). Antistoffrespons kan
brukes til monitorering av terapi (23). Antistoffresponsen kan veere langvarig, uten at det
foreligger pagaende infeksjon (24).

Anbefalinger:
Undersgkelser i blod: Kvantitativ CMV PCR i plasma eller CMV pp65 antigen-undersgkelse

i leukocytter eller kvantitativ RNA-DNA-hybridisering i leukocytter eller CMV pp67
MRNA-us. i leukocytter. Antistoffundersgkelse er av verdi bare ved primerinfeksjon, og er
ungdvendig & utfare hos tidligere seropositive personer. Hos immunkompromitterte som er
tidligere seronegative og hos immunkompromitterte med ukjent immunstatus anbefales
antistoffundersgkelse. Hvis bade 1gG og IgM kan pavises, og sykehistorien er lengre enn 8-10
dager, er det vanskelig eller umulig a skille mellom primarinfeksjon og reaktivering.
Aviditetsundersgkelse kan i sa fall veere til hjelp. Hos immunkompetente utfares
antistoffundersgkelse bare ved spesiell mistanke om CMV-infeksjon.

Undersgkelser i spinalvaeske: Hos immunkompromitterte personer anbefales CMV DNA
PCR. Kvalitativ PCR suppleres med eller erstattes med kvantitativ. Undersgkelse av CMV
pp67 mMRNA i spinalvaeske i tillegg til DNA PCR kan bedre spesifisiteten, men dette
anbefales forelgpig ikke som noen ngdvendig undersgkelse. Hos immunkompetente utfares
CMV PCR bare ved spesiell mistanke om CMV-infeksjon. Antistoffundersgkelse i
spinalveeske anbefales ikke pga. usikkerhet om betydningen av funn.
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EPSTEIN-BARR VIRUS (EBV)

Mikrobiologisk diagnostikk ved virale CNS-infeksjoner

Svein Arne Nordbg, Avdeling for mikrobiologi, St. Olavs Hospital

EBV er et B-lymfocyttotropt virus som hgrer til subfamilien gamma-herpesviridae, genus
lymfocryptovirus, og gir kun infeksjoner hos mennesker. Det finnes 2 typer: type 1 og type 2
(tidligere kalt type A og type B). Det har ingen klinisk relevans a skille mellom disse typene i
diagnostikken.

De fleste primarinfeksjonene er asymptomatiske, men eldre barn/yngre voksne utvikler ofte
mononukleose. Affeksjon av CNS er ikke uvanlig i forbindelse med primar EBV-infeksjon.
Det er beskrevet en rekke nevrologiske tilstander som sergs meningitt, encefalitt, akutt
psykose, koma, transvers myelitt, akutt cerebellart syndrom, polynevritt, opticusnevritt og
facialisparese (1, 2). Patogenesen er ikke kjent i detalj, men kan delvis skyldes invasjon av
EBV-infiserte B-celler i CNS. Man har i enkelte tilfeller kunnet pavise lymfoide celler med
EBV-genom samt antistoffproduserende celler i spinalvaesken (3).

Ogsa ved kroniske og reaktiverte EBV-infeksjoner kan det oppsta nevrologiske symptomer
hvor man finner EBV-DNA i spinalvaesken. Spesielt utsatt er pasienter med immunsvikt eller
immunsuppresjon (4).

Pasienter med EBV-relaterte lymfomer i CNS vil nesten alltid ha pavisbart EBV-DNA i
spinalvaesken. Positiv EBV-PCR i spinalvaeske har vist seg & veere den mest palitelige
enkeltmarkgren for a diagnostisere denne tilstanden (5, 6).

Diagnostikk

Diagnostikken av EBV-infeksjoner ble grundig gjennomgatt pa Strategimgtet om EBV-
diagnostikk 2. november 2000 og forutsettes kjent.

Serologisk diagnostikk kan veere til hjelp for pavisning av sa vel primarinfeksjon som
reaktivert/kronisk infeksjon. Intrathekale antistoffer produseres sent i forlgpet (etter at EBV-
DNA forsvinner) og kan vere vanskelig & pavise. Serologiske undersgkelser i spinalveeske er
derfor av liten diagnostisk verdi (7).

Virus dyrkning er lite aktuelt i praktisk diagnostikk.

Pavisning av EBV- DNA i spinalvaske og blod med PCR eller annen amplifikasjonsteknikk
er det beste diagnostiske redskapet, men ma tolkes med varsomhet. Det kan av og til pavises
EBV-DNA i spinalvaesken sammen med andre agens som ogsa kan gi CNS-symptomer (8).
Dette sees hyppigst hos pasienter med annen herpesvirusinfeksjon (spesielt HHV-6 og HSV-
1), men kan ogsa pavises hos immunsupprimerte og AlDS-pasienter samt pasienter med
lymfomer i CNS (7, 9). Det er en signifikant ssmmenheng mellom pavist virusmengde og
sykdommens alvorlighetsgrad, og kvantitative DNA-analyser er viktig for & vurdere den
kliniske relevansen (10, 11). Her synes real-time PCR a veare den overlegne metoden i
praktisk diagnostikk (12).

Det kan av og til pavises sma mengder EBV-DNA i spinalvaesken som ikke synes a ha klinisk
betydning (reaktivering i forbindelse med annen infeksjon?) (9). | de alvorligste tilfellene kan
man av og til pavise en systemisk viremi ved testing av serum/plasma/helblod eller perifere
mononuklezre celler. Det er derfor grunn til & anbefale testing av samtidig tatt blodpreve
(EDTA-blod) til bade serologiske undersgkelser og PCR.
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Ved CNS-infeksjoner forarsaket av herpesvirus kan PCR i spinalvaeske vare negativ inntil 2
dagn etter symptomdebut. Falsk negativ PCR kan ogsa forekomme pga inhibitorer i
spinalveesken. Bruk av internkontroll/amplifikasjonskontroll er derfor viktig. Spesifikt DNA
kan vanligvis pavises i 2-4 uker, og i enkelte tilfeller over lengre tid (5, 13).
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HUMANT HERPESVIRUS 6 (HHV-6)

Mikrobiologisk diagnostikk ved virale CNS-infeksjoner

Svein Arne Nordbg, Avdeling for mikrobiologi, St. Olavs Hospital

HHV-6 er et T-lymfocyttotropt virus som ble oppdaget i 1986. Det harer til subfamilien (3-
herpesviridae og gir hyppigst infeksjoner i lgpet av det farste levearet (>90 % av 3-aringene
har antistoffer) (1, 2). Horisontal spredning via infisert spytt synes a vere vanligste smittevei
(3). Viruset formerer seg primeert i CD4+ T-lymfocytter, men det er ogsa pavist i makrofager,
dendrittiske celler, astrocytter, oligodendrocytter og nevroner (4-7). Den cellulere receptoren
for HHV-6 er CD46 som finnes pa alle humane celler med kjerne (8).

Det finnes 2 varianter av HHV-6: HHV-6A og HHV-6B. HHV-6B er etiologisk agens ved
exanthema subitum (9). HHV-6 har et nevroinvasivt potensiale bade hos immunsupprimerte
og hos immunkompetente individer (10, 11). HHV-6A synes a ha en mer uttalt nevrotropisme
enn HHV-6B (12), men begge variantene kan finnes i spinalvaesken hos pasienter med
forskjellige nevrologiske symptomer (13). HHV-6 kan gi kramper med og uten feber (2, 14),
og kan gi bade meningitter og encefalitter hos barn sa vel som voksne (15, 16). Det er
beskrevet fatalt forlgpende encefalitter ogsa hos pasienter med normalt immunforsvar (17,
18). HHV-6 har vart assosiert med demyeliniserende sykdom hos bade immunsupprimerte og
immunkompetente pasienter (18, 19). Enkelte studier har ogsa pavist hyppigere forekomst av
HHV-6 DNA i spinalvaeske hos MS-pasienter enn i kontrollgrupper (20), mens andre studier
ikke har kunnet verifisere disse funnene (21).

Diagnostikk

Serologisk diagnostikk kan veere til hjelp for pavisning av primarinfeksjon
(serokonversjon/IgM i serum), men ikke ved reaktivert infeksjon. Intrathekale antistoffer kan
vaere vanskelig & pavise, og er av liten diagnostisk verdi (22).

Virus dyrkning krever spesialkompetanse og er tidkrevende og er lite benyttet i praktisk
diagnostikk.

Pavisning av HHV-6 DNA i spinalvaeske og blod med PCR eller annen amplifikasjonsteknikk
av nukleinsyrer er det beste diagnostiske redskapet. Det er grunn til 3 anta at den kliniske
relevansen er starre desto hgyere virus-DNA mengden i spinalvaesken er. Ved de hgyeste
konsentrasjonene i spinalvaesken finner man som regel ogsa en systemisk viremi som kan
pavises i serum/plasma/helblod eller perifere mononuklezre celler (22). Bruk av
semikvantitative eller kvantitative metoder er a foretrekke. Best egnet er sannsynligvis real-
time PCR (23).

Det er beskrevet tilfeller hvor man har pavist bade HHV-6 DNA og EBV DNA i
spinalvaesken samtidig. | ett tilfelle fant man en hgy HHV-6 DNA mengde i spinalvasken og
noe lavere mengde i serum, mens EBV-DNA mengden i spinalvaske var liten og ikke
pavisbar i serum. Man konkluderte derfor at tilstedeverelsen av EBV i spinalvasken ikke
hadde noen klinisk betydning (22).

Det knytter seg stor usikkerhet til hvor lenge man kan pavise HHV-6 (og EBV) DNA i
spinalvaesken etter en CNS-infeksjon. Det er ogsa omdiskutert hvorvidt en reaktivert
infeksjon hos immunkompetente individer er i stand til & forarsake nevrologiske symptomer.
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Det synes som om virusmengden er den mest kritiske faktoren, noe som igjen understreker
betydningen av kvantitative malinger.

Det er ogsa beskrevet en RT-PCR for pavisning av gp105 mRNA for a kunne skille mellom
latent og aktivt replikerende virus, men det er uvisst om denne metoden vil fa noen plass i

praktisk diagnostikk (24).
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JCV OG BKYV, LABORATORIEDIAGNOSTIKK

Christine H. Rinaldo, Avdeling for mikrobiologi og virology, IMB, Universitetet i Tromsg.

Introduksjon til polyomavirus

JC virus (JCV) ble farste gang isolert i 1971 ved at ekstrakt fra hjernevev fra en pasient som
led av progressiv. multifokal leukoencefalopati (PML) ble tilsatt til humane fotale
hjerneceller. Samme ar ble BK virus (BKV) isolert fra urinen til en
nyretransplantasjonspasient som var immunsupprimert. Navnene til virusene refererer til de
farste pasientenes initialer”.

JCV og BKYV tilhgrer familien polyomavirus. Til na er det identifisert 13 medlemmer av
denne virusfamilie®. Inntil ganske nylig har man trodd at JCV og BKV var de eneste
polyomavirusene med menneske som vert, men det er na akseptert at ogsa SV40, som har
veert betraktet som er apevirus, infiserer mennesker. Flere hundre millioner personer kan ha
blitt smittet av S\V40 via kontaminerte poliovaksiner mellom 1955 og 1963 ™.

Alle polyomavirus har sma, nakne ichosahedrale kapsid (~ 45nm i diameter) som bestar av 3
virale proteiner (VP1-3). Genomene bestar av et enkelt molekyl ds DNA (ca 5000bp) som er
kovalent lukket og supercoilet rundt fire celluleere histoner. Det virale minikromosomet kan
deles i en ikke-kodende kontrollregion med promotere og enhancere og en kodende region
som i tillegg til & kode for virale kapsidproteiner (VP1-3), koder for proteinene stort og lite T-
antigen og agnoprotein. Genomene inneholder dessuten apne leserammer for 3 ytterligere
proteiner °. Mens den kodende region er relativt konstant, er det store variasjoner i den ikke-
kodende kontrollregion til ulike stammer. Vanligvis finner man de enkleste
kontrollregionvariantene i urin.

Infeksjon med JCV og BKV er vanligvis asymptomatisk og skjer i barndommen. Allerede i
tidlige barnear har mellom 60-100 % antistoffer mot polyomavirus. Fortsatt kjenner vi verken
smittevei eller hvordan viruset spres i kroppen. Bade respirasjonsvei og fordgyelseskanal er
foreslatt som innfallsport. Etter primerinfeksjon etableres en latent eller en persistent
infeksjon i nyrene og kanskje ogsa andre steder som lymfoid vev. Det er funnet JCV DNA i
lymfocytter hos mellom 5 og 40 % av den humane populasjonen *°. Ogsd BKV DNA er
funnet i lymfocytter °. Ved nedsatt immunforsvar som hos gravide, eldre,
transplantasjonspasienter og personer med AIDS, reaktiveres virusene og skilles ut i urin.

JCV infeksjon kan gi PML. PML er en demyeliniserende sykdom i CNS som skyldes
reaktivering av JCV hos immunsupprimerte pasienter. | 85% av tilfellene skyldes
immunsuppresjon AIDS. Mellom 4-7 % av alle med AIDS utvikler PML. Ved reaktivering
etablerer JCV en lytisk infeksjon i oligodendrocytter, cellene som produserer myelin i CNS.
De demyeliniserte omradene danner multifokale plaquelesjoner som inneholder forstarrete
hyperkromatiske oligodendrocytter, makrofager og bisarre astrocytter. Deteksjon av JCV
DNA i spinalvaske ved PCR er meget nyttig for & diagnostisere PML %°. En hjernebiopsi er
imidlertid den eneste fullstendig spesifikke testen, da JCV DNA en sjelden gang kan pavises i
spinalveeske uten at PML foreligger.

BKYV infeksjon er assosiert med hemorrhagisk cystitt og nefritt, spesielt i mottagere av
organer eller beinmargtransplantat. Noen tilfeller av BKV encefalitt, de fleste hos AIDS
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pasienter, er ogs& rapportert >#1%8 Et tilfelle av fatal vaskulopati er kjent''. For andre
sykdommer som mistenkes & vere assosiert med BKV infeksjon se oversikts artikkel .

Naveerende diagnostikk av polyomavirus infeksjon i CNS

Universitetssykehuset i Nord-Norge (UNN) er alene om & utfgre JCV PCR av spinalvaske.
Indikasjon for & fa utfart JCV diagnostikk er mistanke om PML.

Fordi antall virus i spinalveeske kan vere lavt, gjgres en semi-nested PCR — noe som gir bade
god sensitivitet og spesifisitet. Primerne ligger i virusets kodende region pa hver side av den
ikke-kodende kontrollregion. Farste primerpar GPPY1/GPPY2 ° gir et PCR produkt pa ca
800bp. For & minske/fjerne eventuelle uspesifikke produkter og inhibitorer fortynnes PCR
produktet 100 gang for neste PCR. Neste primerpar BKTT1//GPPY2 gir et PCR produkt pé
ca 600 bp.

F.o.m. hgsten 2002 vil UNN erstatte denne metoden med real-time PCR. Bruk av real-time
PCR gir flere fordeler. Det er mindre fare for kontaminering, det er tidsbesparende og best av
alt sa er metoden kvantitativ. For JCV er det rapportert at hgy virus load i CSF er assosiert
med kortere pasient overlevelse °. Real-time metoden som er utviklet i samarbeid med
Universitetet i Tromsg, benytter primere som binder til en del av T-antigen kodende region
hos bade BKV, JCV og SV40. Det benyttes Tagman prober som gir fullstendig spesifikk
deteksjon.

Med denne metoden kan UNN undersgke bade CNS og annet prgvemateriale for de til na
kjente humane polyomavirus BKV, JCV og SV40.

Fremtidig diagnostikk av polyomavirus infeksjon i CNS?

Som tidligere nevnt er det vanligst & finne virusstammer med enkle kontrollregioner i urin.
Bade for JCV og BKV er det funnet mer komplekse kontrollregioner som inneholder bade
duplikasjoner og delesjoner, i CNS “***>!og 0gsa i andre organer. Béde for JCV og BKV
spekuleres det na i at variasjoner i ikke-kodende kontrollregion er viktig for & gjgre viruset
virulent 22 og en rapport konkluderer med at tandem repetisjoner i kontrollregion til JCV
korrelerer med dérlig prognose ved PML*.

Hvis det er en sammenheng mellom kompleksitet av kontrollregion og prognose bgr ogsa
kontrollregion undersgkes i spinalvaeske funnet positiv for polyomavirus. Dette innebzrer at
man ma sette opp en PCR som amplifiserer denne delen og sekvensere PCR produktet. Vi har
flere primersett som er egnet til dette formalet.
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CNS-INFEKTION MED HIV, LABORATORIEDIAGNOSTIK

Birgitta Asjo, Avd. for mikrobiologi och immunologi, Gades institutt, Universitetet i Bergen

Infektion av centrala nervsystemet (CNS) med humant immunbristvirus (HIV) sker hos de
flesta patienter i samband med primadrinfektionen, vare sig patienterna har akuta CNS-
symptom eller inte (1,2). Neurologiska komplikationer ar vanligt férekommande hos HIV+
patienter (mellan 15-50% i olika material, ref. 3,4) och som forvantat dkar de i antal och
svarighetsgrad med 6kande immunbrist (5,6). Virus angrepp pa CNS representerar kanske en
av de allvarligaste kliniska konsekvenserna och patienterna kan uppvisa ett brett spektrum av
neuropsykologiska defekter, som kollektivt bendmnes HIV-associerad demens (HAD).
Symptomen kan vara ganska beskedna i borjan av infektionen for att sedan bli sa omfattande
att patienterna inte kan klara sina dagliga sysslor. Allvaret i diagnosen understrykes ocksa av
att patienterna oftast inte klarar att félja en komplicerad antiviral behandling.

Postmortem ar de histopatologiska forandringarna i hjarnan oftast mycket mattliga och star
inte i proportion till den demens patienterna uppvisat. Det morfologiska korrelatet till HAD &r
en HIV-encefalit som karakteriseras av multipla spridda noduli bestaende av astroglios,
aktiverade mikroglia/makrofager och multinukleara kempeceller med pavisbart virus (p24-
antigen eller in situ hybridisering, ref. 7,8) och perivaskulédr inflammation. Det finns ett klart
samband mellan HIV-encefalit och HAD. | obduktionsmaterial kan man finna att c:a 50% av
patienter med HAD har en pavisbar HIV-encefalit.

INFEKTION

HIV infekterar huvudsakligen CD4+ lymfocyter, men ocksa monocyter och olika
vavnadsmakrofager fungerar som malceller. Férutom CD4-molekylen, som ar primér
receptor, maste virus binda sig till en sekundar cellular struktur (co-receptor), representerad
av en a(CXCR4) eller en B(CCR5, CCR3) kemokinreceptor (9). Bruket av co-receptor ger en
biologisk forklaring till de olikheter i in vitro biologiska egenskaper man har funnit och som
legat till grund for skillnader i celltropism (10).

Vilka celler kan infekteras i CNS? Det rader full enighet om att mikroglia/makrofager &ar de
huvudsakliga producenterna av virus i hjarnan. Mikroglia/makrofager &r ett samlingsnamn for
celler av monocytoid linje man finner i hjarnvavnad och i anslutning till meningier och
choroid plexus (11,12). Flera experimentella in vitro forsok visar att astrocyter kan infekteras
med vissa virusisolat, men att infektionen ar ineffektiv och den begransas till produktion av
nagra regulatoriska proteiner (13). Det ar fortfarande osékerhet om de endotelceller som
bildar blod-hjarnbarridren (BBB) kan infekteras . Neuroner &r det ddremot enighet om att de
inte verkar kunna infekteras &ven om hjarnatrofi &r vanligt forekommande hos HIV-
infekterade personer(14).

PATOGENES

Det finns tva teorier om hur HIV-infektion av CNS kan orsaka neurologiska skador och HAD.

1) en direkt cytopatisk paverkan till foljd av virusreplikation. Neuroner uttrycker olika
kemokinreceptorer bl.a CXCR4. | avsaknad av CD4 kan inte cellerna infekteras men kan
troligen bli kansliga for apoptos nar CXCR4 interagerar med gp120 fran HIV (15.16)
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2) indirekt paverkan genom att HIV-infektionen och en aktivering av monocytoida celler i
CNS leder till frisattning av en mangfald av cytokiner, kemokiner, andra signalsubstanser
och virala proteiner som kan vara neurotoxiska. Denna modell &r den mest komplexa,
men mest troliga och forklarar neuroners dod utan att de behdver infekteras av HIV (17).
"Trafficking” ar ett begrepp som innebar passage av mononukleara celler fran blodbanan
genom BBB in till hjarnan, genom CNS och tillbaka ut i blodbanan igen (12,18). HIV kan
anvanda sig av denna fysiologiska transportvag eller passera som fria virioner. HIV-
infektion av mikroglia leder till produktion av bade strukturella och regulatoriska
virusproteiner (t.ex. gp120 och Tat) samt viruspartiklar. Gp120 har visat sig vara toxiskt
for neuroner (19) medan Tat paverkar astrocyter till produktion av MCP-1 vilket
attraherar monocyter genom BBB (20). Tat uppreglerar ocksa CCR5 expression pa
monocytoida celler vilket 6kar deras migrationsformaga och infekterbarhet med HIV (21,
22). Aktiverade makrofager producerar TNF-a och IL-13, som Gkar expressionen av
adhesionsmolekyler pa endotelceller i BBB, vilket leder till 6kad migration av monocyter
in till CNS.

DIAGNOSTIK

HIV-infektion av CNS kan laboratoriediagnostiskt pavisas serologiskt som virusspecifika
antikroppar i spinalvatska, som fria virioner eller cellassocierat. Med tillgang till dagens
kansliga molekylérbiologiska metoder har antikroppsbaserad diagnostik mist mycket av sin
betydelse for att pavisa intratekal virusproduktion. Tolkningen av resultaten kan ocksa
forsvaras av att patienterna kan uppvisa en barridrskada relativt tidigt i sin HIVV-infektion
(23). Metoden kan dnda forsvara sin plats som ett lagkostnadsalternativ eller i ett
laboratorium med begrénsade molekylarbiologiska resurser.

Nukleinsyrebaserad diagnostik (bl.a. PCR) av spinalvatska har revolutionerat vara
mojligheter att identifiera de mikroorganismer som infekterar CNS (24-26). Monitorering av
antalet CD4+ lymfocyter och kvantitativ bestdmning av HIV-RNA i framférallt plasma men
ocksa i spinalvatska (vid tecken pa neurologisk paverkan), har blivit rutinmetoder for att folja
progressionen av patienternas HIV-infektion med eller utan antiretroviral behandling
(5,27,28).

Erfarenheterna av antiretroviral behandling (HAART) &r att nedgangen i HIV-RNA kan visa
olika kinetik i olika organ (5,29) samt att virus med tiden utvecklar resistens mot de olika
medicinerna. Bruk av PCR-baserad sekvenseringteknik innebér en ny, véardefull och
forhallandevis snabb majlighet att identifiera genotypiska mutationer. Narvaro av bade
anatomiska och funktionella barriarer inom CNS skapar forutsattningar for en
vavnadsreservoar dar HIV kan leva sitt eget liv” (29-31). Det finns dnnu inte manga
publicerade undersokelser av resistensproblematiken inom CNS men nagra studier visar att
det ar en realitet (32,33) som antagligen kommer fa storre betydelse desto langre tid
patienterna statt pa behandling. Kompartmentalisering av HIV-replikationen och férekomsten
av langlivade celler med arkivariskt virus som kan ha olika resistensmutationer ar ett generellt
problem i behandlingen av HIV+ patienter och &r en av de stora utmaningarna i samarbetet
mellan diagnostiskt laboratorium och behandlande kliniker.

HIV kan ocksa pavisas som infektiost virus i spinalvatska, antingen som fria virioner eller
cellassocierat (i lymfocyter eller monocyter). Virusisolering spelade en storre roll i borjan av
HIV-epidemien dn vad den gor idag. HIV-isolering &r bade tids- och resurskravande samt
skall ske i laboratorium med BSL-3 standard. For att uppna tillfredstallande isoleringsresultat
ar det helt nédvéandigt med personal som har I6pande erfarenhet med isolering och odling av
HIV. Per idag finns ett stalle i Norge som uppfyller dessa krav, Senter for virologisk
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forskning, UiB, Hayteknologisenteret i Bergen. Virusisolering kan fortfarande erbjudas men
endast efter direkt avtale med Birgitta Asjo, tel: 55 58 45 08 eller fax: 55 58 45 12.

TOLKNING AV RESULTAT

Nukleinsyrebaserad teknologi applicerad pa spinalvatska representerar ett mycket kraftfullt
redskap i diagnostiken av infektioner i CNS. Aven om erfarenheten frin PCR-diagnostik av
olika virusinfektioner i CNS talar for att virus inte kan detekteras i spinalvatska med mindre
hjarnan &r infekterad (24,26,34), maste resultaten tolkas med forsiktighet och fornuft i relation
till évriga kliniska parametrar hos patienten. Pavishart HIV-RNA i spinalvétska kan
teoretiskt ha sitt ursprung fran tre olika kallor.

1) mikroglia/makrofager i hjarnparenkym. Vanligen ar det diskordance mellan HIV-RNA i
plasma och spinalvatska, som da kan ha mycket higa vérden. Detta kan ses i mer avancerade
stadier av neurologisk paverkan och vid HIV-encefalit (4,34).

3) lokal laggradig virusproduktion fran meningeala eller perivaskulara makrofager ses hos
asymptomatiska HIV+ personer (30). Vanligen ar HIV-RNA hdgre i plasma én i
spinalvatska.

4) lymfocytar "trafficking” fran blod till spinalvatska. Patienter med opportunistiska CNS-
infektioner kan ha hoga HIV-RNA varden och det &r en korrelation mellan antalet
mononukledra celler och HIV-RNA i spinalvétskan (35,36). Situationen kan kompliceras
ytterligare av att opportunistiska mikroorganismer kan stimulera till 6kad HIV-
replikationen (37). HIV-RNA vardena aterspeglar alltsa inte den direkta CNS-infektionen
utan en amplifiering av virus i inflammatoriska celler.

SAMMANFATTNING:

I och med att HIV-infektionen etableras i CNS pa ett tidigt stadium i infektions-forloppet kan
HIV-RNA som oftast pavisas med molekylarbiologisk metodik aven i frdnvaro av CNS-
symptom. Vid tillkomst av akuta CNS-symptom &r det viktigt att forst undersoka om en
infektion med behandlingbara opportunistiska mikroorganismer kan forklara patientens
symptom. Oftast utfors en HIV-RNA kvantifiering samtidigt i plasma och spinalvatska och i
franvaro av andra mikroorganismer blir den bakomliggande HIV-infektionen en
uteslutningsdiagnos.
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