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UVOD

Invazivni mykotické infekce, zvlast¢ u imunokompromitovanych pacientli, zpisobuji
zavazné klinické komplikace s pomérné vysokou mortalitou. Nejcastéjsi infekce zplsobuji
mikromycety rodu Candida a Aspergillus. Zatimco vyskyt invazivni kandidézy po zavedeni
novych (triazolovych) mykotickych preparatii postupné klesa, u aspergildézy je pozorovan
vzestup incidence 1 mortality [1,2,3].

Usp&sna 1é¢ba téchto infekci je uzce spjata s vasnou detekci houby a se zahdjenim
prikaz ptuvodce pozdé, Casto az ve stadiu pln€ rozvinutého onemocnéni, a mohou vést
k falesné negativnim vysledkim. Z téchto divodi se stdle vice zainaji prosazovat nové
ptistupy pro rychlou a citlivou detekci mykotickych infekci. V ptipadé invazivni aspergildzy
se laboratorni diagnostika spoléhd pfedevsim na prikaz agens pomoci imunologickych testl
(detekce antigenu) nebo molekularné biologickych metod (detekce DNA). Velkého rozvoje
dosahuji molekularné biologické metody, zejména amplifikacni techniky (polymerdzova

fetézova reakce), které vynikaji rychlosti, specificitou a vysokou citlivosti [1,4,5,6,7].



1 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Systémové mykozy 1ze podle zplisobu vzniku rozdélit na dvé skupiny, na endemické a
oportunni. Endemické mykozy se obycejné vyskytuji u zdravych jedinci v endemickych
oblastech, ale k manifestaci onemocnéni dojde jen u relativné malého poctu lidi. Pivodci
oportunnich mykéz jsou ubikviterni (rody Candida, Aspergillus, Cryptococcus, ttida
Zygomycetes), Casto ziji saprofyticky jako komenzalni flora, kolonizuji vétSinu lidi, ale
klinicky onemocni jen imunologicky oslabeni jedinci. Oportunni infekce zvySuji morbiditu a
mortalitu, komplikuji lécebné postupy, jsou pfic¢inou prodlouZzeni hospitalizace a zvySeni
vydajli na 1é€bu. Znacné pozornost je jim vénovana od 60. a zacatku 70. let minulého stoleti.
S rozvojem invazivnich diagnosticko-terapeutickych postupll riziko vzniku téchto infekci

narusta [1,8, 9,10].

1.1 Aspergillus

1.1.1 Obecny uvod

Aspergilézu zpiisobuji vlaknité mikromycety rodu Aspergillus, dominuje 4. fumigatus
(vice jak 80 % ptipadi), dale 4. flavus a A. niger. Vzniklé onemocnéni neni druhové
kontagiozni, krom& postizeni Clovéka se aspergiloza vyskytuje u celé¢ fady druhti zvitat
[11,12].

Aspergillus (Cesky kropidlak) byl poprvé popsan vroce 1729 italskym knézem a
biologem P. A. Michelim, kterému prifez rozmnozovacim orgdnem houby pod mikroskopem
piipominal kropenku, latinsky aspergillum. Prvni popsany ptipad infekce byl pozorovan
vroce 1815 u kavky obecné (Corvus monedula). Prvni lidsky ptipad byl popsan roku 1842
v Edinburghu. Aspergilovou infekci u clovéka pozoroval roku 1847 Sluyter a nazval ji
»pneumocystis®, oznaceni aspergildoza pochazi od Fresenia, a to az z roku 1850. V roce 1887
zminluje Popoff alergické onemocnéni plic, jednalo se pfedev§im o profesni ndkazy, napf.
pracovniki v zemédé&lstvi nebo parukait [8,12,13,14].

Zastupci rodu Aspergillus jsou ubikviterni saprofytické mikroorganizmy, §iti se pomoci
spor (konidii), které jsou unaSeny vzduchem. Jejich pfirozenym prostfedim je ptida, hojné se

také vyskytuji ve vlhkém prostiedi, v rozkladajicich se biologickych materidlech, listi a



kompostech. Jednd se o houby s celosvétovym rozsifenim, které zastdvaji dalezitou roli

v kolobéhu dusiku a uhliku [12,15,16,17].

1.1.2 Charakteristika

Taxonomie

Houby jsou extrémné variabilni mikroorganismy, coz znaéné zté¢zuje jejich klasifikaci a
v pripad¢ patogennich druhti i diagnostiku. Carl Linné, kdyz se pokousel houby taxonomicky
zaradit, napsal: ,, Fungorum ordo chaos est — fad hub je chaoticky* [12].

Rod Aspergillus v soucasnosti obsahuje vice nez 182 druht. Zékladni taxonomické

schéma rodu Aspergillus je uvedeno v tabulce 1.

Rise Fungi

Trida Ascomycota
Rad Eurotiales

Rod Trichocomaceae
Druh Aspergillus

Tab. €. 1: Zakladni taxonomické schéma rodu Aspergillus [12]

Morfologie

Aspergillus spp. se fadi mezi vldknité houby. Vldkna (hyfy) jsou délena septy, maji 3-10
pum v priiméru a dichotomicky (45°, tvar pismene Y) se vétvi. Makroskopicky utvar slozeny z
rozveétvenych hyf se nazyva mycelium. Podle lokalizace a funkce ma dvé Casti. Mycelium
vegetativni (bazalni) vrGstd do kultivaéni pidy a cCerpd ziviny. Vzdusné mycelium
(povrchové, reprodukeni) nese reprodukéni organy. Konce vldken jsou rozsiteny v konidiofor,
ktery nese volné, fetizkovité uspofddané malé konidie. Velikost konidii je 2.5-3 pum, maji
vétSinou Sedozelenou barvu, zplisobenou akumulaci 1,8-dihydroxynaftalen(DHN)-melaninu.

Nékteré kmeny aspergilii produkuji bilé konidie [12,15,16,18,19].



Jedna se o termofilni druhy, schopné rust pii teplotach dosahujicich 55 °C, piezivaji
do 70 °C. Schopnost rastu na kultiva¢nich puadach pii 37 °C odliSuje Aspergillus spp od
ostatnich nepatogennich plisni [11,15,16,18,20,21].

Kolonie vlaknitych mikromycet, které rostou specifickym zpiisobem na diagnostickych
zivnych ptudach, jsou hodnoceny podle svych makromorfologickych znakt (struktura kolonie,
jeji velikost, zbarveni kolonie, vztah k pevné pid€). V pfipraveném mikroskopickém
preparatu pak jsou dale hodnoceny podle mikromorfologickych znakii (zplisob vétveni
mycelia, tvar vlaken, pfitomnost sept, tvar a velikost nepohlavnich rozmnozovacich organi,
spor) s vyuzitim urcovacich klict. Povrchovou ornamentaci spor, jako identifika¢ni udaj, je
mozné hodnotit s vyuzitim elektronového mikroskopu [9,12,20].

Zakladnim kultivaénim médiem pro patogenni houby je Sabouraudiv glukézovy agar
(SGA), ktery existuje v n€kolika modifikacich. Charakter riistu a vzhled kolonii aspergilii se

nejcastéji studuje na Czapek-Doxové bramborovém (Potato dextrose) a sladinkovém (Malt)

agaru [12].
Aspergillus
fumigatus
konidie
fialidy
méchyiek
stopka
konidiofor
a)

Obr. ¢. 1: a) Nakres konidioforu A. fumigatus [22]

b) Konidiofor 4. fumigatus; snimek pofizeny rastrovacim elektronovym mikroskopem [23]

Struktura bunécné stény

Sténa mycelia ma funkci jako bariéra permeability, dovoluje uvolnéni hydrolaz a tim

usnadnuje pronikani do plicniho parenchymu. Hlavni strukturalni slozkou stény A. fumigatus

jsou polysacharidy, a to rozpustné v zasadach, slozené hlavn¢ z glukani a méné
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z galaktomannanu, a frakce v zdsadach nerozpustna, kterd je zodpovédna za rigiditu stény.
Zakladni slozkou je a-(1,3)-glukan, B-(1,3)-glukan, n¢které z nich s B-(1,6) vétvenim, linearni
B-(1,3), B-(1,4)-glukan, chitin a galaktomannan [18,24].

Sténa konidii mé4 hydrofobni vlastnosti, je sloZena z husté pigmentované zevni vrstvy a
prasvitné vnitini vrstvy. Konidiova sténa 4. fumigatus obsahuje melaninovou slozku, ktera
méa vyznam v ochrané proti fagocytéze. Bilé konidie byvaji mnohem vice poSkozené

fagocytdzou nez zelené [19,24].

Mpykotoxiny

Mykotoxiny jsou sekundarni toxické metabolity vldknitych mikromycet. Predstavuji
strukturné odlisné komplexni organické slouceniny o nizké molekulové hmotnosti (az na
vyjimky niz§i nez 700 g/mol), toxické pro ¢lovéka a zivé organizmy. Duvod, pro¢ jsou
mykotoxiny produkovany, je vysvétlovan tim, ze jsou prosttedkem vlaknitych mikromycet v
boji o potravu a preziti. Mykotoxiny nejsou nezbytné pii rozvoji vlaknitych mikromycet ve
srovnani s aminokyselinami, mastnymi a nukleovymi kyselinami nebo proteiny (proto nazev
sekundarni metabolity) [12].

Gliotoxin je hlavni zndmy toxin produkovany A. fumigatus. Z hlediska chemické
struktury se fadi mezi cyklické dipeptidy. Gliotoxin vykazuje imunosupresivni u€inky viici
lidskym leukocytiim, blokuje fagocytdézu a transkripci mediatori zanétu, indukuje apoptézu
neutrofill a monocyta. In vitro byly pozorovany ciliostatické ucinky gliotoxinu na buiky

respiracniho epitelu [12,18,24].

Struktura genomu

Nedavné sekvenovani genomu Aspergillus fumigatus (Af293) odhalilo, ze se sklada z
osmi chromozomu, které obsahuji ptiblizné 9926 genti. Velikost genomu ¢ini 29.4 Mb. Dalsi
vlastnosti jaderného genomu 4. fumigatus jsou uvedené v tabulce 2. Sekvenovani probihalo v
radmci mezinarodni spoluprace veédci z britského Wellcome Trust Sanger Institutu (WTSI,
http://www.sanger.ac.uk) a z Venterova Ustavu pro vyzkum genomi (TIGR,

http://www.tigr.org) [14,25].
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Vlastnosti genomu Hodnota

Pocet chromozomii 8
Velikost (Mb) 29,4
Obsah bazi GC (%) 49,9
Pocet genii 9 926
Primérna délka genu (bp) 1 431

Tab. ¢. 2: Charakteristika jaderného genomu Aspergillus fumigatus (Af293) [25]

Patogenita a virulence

V soucasnosti bylo popsano asi 18 druhti aspergili patogennich pro clovéka. Ve
skutecnosti vSak za vice jak 95 % vSech aspergilovych infekci odpovidaji pouze tii druhy
Aspergillus fumigatus, A. flavus, a A. niger, z nichz A. fumigatus vyrazné¢ dominuje v etiologii
aspergilézy vice nez 80 % podilem. Z dalSich druhd jsou pravidelné¢ popisovany infekce
vyvolané A. terreus, A. nidulans, A. oryzae, A. ustus, A. versicolor, vzacné se mizeme setkat
s A. alliaceus, A. hollandicus, A.avenaceus, A. caesiellus, A. candidus, A. carneus, A.
chevalieri, A. clavatus, A. conicus, A. flavipes, A. glaucus, A. granulosus, A. janus, A.
Jjaponicus, A. restrictus, A. sclerotiorum, A. sydowii, A. tetrazonus, A. unguis [12,16,18].

Vedle infekénich onemocnéni se rod Aspergillus vyznamné podili rovnéz na
mykoalergiich (alergickd bronchopulmonalni aspergiloza), opét prevazné A. fumigatus, méné
casto A. flavus a A. niger [12,16].

Samostatny problém piedstavuji toxikogenni druhy aspergilti, které kontaminuji
mykotoxiny své okoli a podileji se na vzniku a rozvoji mykotoxik6z [12].

Patogenita a virulence nékterych druhti rodu Aspergillus je multifaktorialni tj. ddna
fadou faktorti. Jednim z nich je pravdépodobné produkce enzymi, zvlasté extracelularnich
proteaz (elastaza), které byly v posledni dobé charakterizovany metodami biochemickymi a
molekularné¢ biologickymi. Za dulezity faktor virulence je povazovana produkce toxinl
(fumitremorgeny, verukulogen, gliotoxin) proliferujici houbou do tkan€, ktera usnadiuje rtst

v plicich. Dal§im faktorem, ktery ptichazi v uvahu, je syntéza pigmentu melaninu. Melanin
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poskytuje ochrannou bariéru proti UV zafeni a slouzi tak k zachovani integrity genomu
dlouhozijicich bun&k (spor). Jiné protektivni mechanismy melaninu spocivaji ve sniZovani
ucinnosti fagocytdézy a vnitrobunééného transportu konidii do acidifikac¢nich kompartmentt
monocytl, zvySovani odolnosti viici reaktivnim kyslikovym radikdlim a lyze buiky.
Adherence konidii k hostitelovym proteinim (fibrinogen, laminin, fibronektin, kolagen)

pfedstavuje dalsi dulezity krok v patogenezi infekce. O adherenci rodu Aspergillus existuje

jen malo studii [12,18,19,24].

1.1.3 Epidemiologie

Podle rGznych literarnich tidaji zplisobuji v sou¢asné dobé mikroskopické houby 4-12%
vSech nozokomidlnich infekci. NejcastéjSimi agens mykotickych onemocnéni jsou kandidy
(60-80% Candida albicans, 20-30% Candida non-albicans), aspergily (15-30%), kryptokoky
(2%) a sporadicky zygomykota. V poslednich letech za¢ina nartstat incidence kandidéz, které
jsou vyvolany kandidami non-albicans, zejména C.krusei a C.glabrata. C.albicans, a v mensi
mife 1 vétSina non-albicans druhd, je soucasti pfirozené flory cloveéka, a proto je vétSina
kandidovanych onemocnéni endogenniho ptvodu, i kdyZz se tyto kvasinky mohou S§ifit
interhumannim kontaktem [1,7,12,26,27].

Aspergiloza je druhou nejvyznamnéjsi oportunni mykotickou infekcei. Jedna se prevazné
o exogenni nozokomidlni infekce. Nejcastejsi cesta prenosu je vzduchem, pacient se infikuje
inhalaci konidii. Vzhledem k ubikviternosti téchto plisnovych spor v pfirod¢ je mozny Casty
vyskyt v dychacich cestach bez vzniku onemocnéni. Bylo zjisténo, ze kazdy ¢loveék vdechne
pfinejmensim nékolik set aspergilovych konidii denné. Dalsi, vzacnéjsi exogenni cesta
pfenosu infekce je kontaktem, jako zdroj slouZzi 1ékatské néstroje, obvazovy material apod.
Frekvence vyskytu invazivni aspergilozy vyznamné stoupd a je spojena s narustajici populaci
imunoalterovanych pacientt [8,15,17,18,21,27].

Aspergily vykazuji jisté vlastnosti, které pii poruse obrannych mechanismi clovéka
usnadniuji infekci. Bohatd sporulace, schopnost pfezivani v Sirokém rozpéti teplot, maly
aerodynamicky rozmér spor umoziuji po vdechnuti snadny prinik do plicnich alveolii

[24,27].
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Rizikovymi skupinami jsou pfedevSim pacienti s hematoonkologickym onemocnénim,
pacienti po transplantaci kostni diené (zvl. alogenni) nebo solidnich organt (jatra, plice),
hospitalizovani na JIP, pacienti se zavaznym vrozenym nebo ziskanym imunodeficitem [27].

Predisponujicimi faktory pro rozvoj IA jsou zejména dlouhodobé podavani
imunosupresiv, neutropenie, lécba kortikosteroidy, chemoterapie, radioterapie, invazivni
diagnostické a lécebné zdkroky, reakce Stépu proti hostiteli (GVHD), infekce CMV.
Vyznamnym rizikovym faktorem je kontaminace vzduchu vys$$im pocétem spédr (ventilace,

stavebni a rekonstrukéni prace), zdrojem mtize byt kontaminovana voda [1,8,12,17,27].

1.1.4 Klinické jednotky

Aspergilové infekce predstavuji Sirokou skupinu onemocnéni s riznorodymi projevy.
Predilekéni lokalizaci aspergildézy jsou plice, které jsou postizeny az v 90%. Mimoplicni
lokalizace je vzacnéjSi a patii k ni aspergildoza paranazalnich dutin, aspergiloza mozku a
diseminovana aspergiloza s klinickou manifestaci na gastrointestinalnim traktu, jatrech,
ledvinach, endokardu, ktizi apod. [1,8,27,28].

Mezi zékladni formy postizeni respiracniho systému jsou fazeny alergickd plicni

aspergiloza , aspergilom a invazivni (systémova) aspergiloza (IA) [15,27].

Alergicka plicni aspergiloza

Podkladem alergické plicni aspergilozy je hypersenzitivni reakce 1. a III. typu na
aspergilové antigeny pii kolonizaci dychacich cest aspergily a sdruzuje nékolik klinickych
jednotek. Jsou to alergickd bronchopulmonalni aspergiloza (ABPA), alergicka alveolitida a
astma. ABPA je v soucasnosti nejzavaznéjSim plicnim onemocnénim alergické povahy
vyvolanym aspergily. Vyskytuje se u pacientll trpicich atopickym astmatem a cystickou
fibr6zou. U nelécenych pacientd zptisobuje fibrotizaci plicni tkdné, miize vyustit v respiracni

selhani [15,27,28].
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Aspergilom

Plicni aspergilom neboli mycetom je projevem saprofytické kolonizace preformovanych
plicnich dutin komunikujicich alesponn zpocatku s bronchialnim stromem. Ty vznikaji
vétSinou po prodelané plicni tuberkuléze, z rozpadlého tumoru, pii invazivni plicni
aspergiloze, sarkoidoze nebo v bronchiektaziich napt. u chronické obstrukéni plicni choroby.
Kolem dutiny je patrna zanétliva reakce, ale plisent do okolni tkdn€ neinvaduje, ani nedochazi
k diseminaci infekce. Rentgenologicky nalez ukaze typicky obraz vzdu$né dutiny s mobilnim
okrouhlym utvarem uvnitt. Pfestoze nemocny s mycetomem nemusi mit viibec zadné obtize
nebo ma projevy alergické formy aspergildzy, jeho nebezpeci spoc¢iva v masivni hemoptyze.

Tento stav pak vyzaduje urgentni chirurgicky zékrok [1,15,27,28].

Invazivni plicni aspergiloza

v v

pacientii invazivni plicni aspergiloza. Dominantnim etiologickym agens je 4. fumigatus,
podle recentnich Udaji nasledovany A. terreus. Zékladnim onemocnénim je v naprosté
prevaze akutni hemoblastéza s neutropenii nebo maligni lymfom. Infekce obvykle zadina
endobronchidlni proliferaci plisné a nasledn¢ dochazi k tkanové invazi s postizenim plicnich
cév, s krvacenim nebo ischemickou nekrézou parenchymu (plicni infarkty) a rozpadem tkang.
Tato forma invazivni aspergilové infekce se nazyvad akutni nekrotizujici pneumonitida.
Navzdory veskeré 1ékaiské péci a antimykotické terapii presahuje mortalita u akutnich forem

1A 80% [8,27,28].

1.1.5 Laboratorni diagnostika

Diagnostika oportunnich mykotickych infekci je obtiznd, nebot’ nemaji vétSinou
specifické klinické projevy, které jsou u imunoalterovanych nemocnych ¢asto vyznamné
modifikovany. V piipadé invazivni aspergilozy je zlatym standardem histologicky a
kultiva¢ni prikaz aspergilovych vldken ze sterilnich tkani ziskanych biopsii. V posledni dobé
se osvédcuji nekultivacni diagnostické postupy zalozené predevS§im na imunochemické

detekci aspergilového antigenu v séru a na prikazu nukleové kyseliny v krvi nebo jinych
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télnich tekutinach, ziskanych vétSinou z respiraniho traktu. Pfinosné v diagnostice 1 pro
v€asné zahdjeni terapie je paralelni monitorovani sérologickych a molekularné genetickych
markert [1,5,6,16,27,29,30,31].

Ve snaze posilit jistotu pii stanoveni diagndézy IA navrhla Evropska kooperativni
skupina invazivnich mykoéz (EORTC IFICG) a americkd MSG (Mycosis study group)
diskriminac¢ni bodovy systém, v némz vysledné skoére je souctem bodl, stanovenych na
zaklad¢ pfitomnosti rizikovych faktord, klinickych projevii, mikrobiologickych,
histopatologickych a radiologickych kritérii, svéd¢icich pro aspergilovou infekci. IA se podle
téchto kritérii klasifikuje do tii skupin: 1. jista, 2. pravdépodobna, 3. mozna diagnéza. Kazdé
skuping je pfifazen lécebny ptistup ad 1. cilena 1écba, ad 2. preemptivni a ad 3. empiricka
lécba [1,2,3,8,32,33].

Z diagnostického hlediska u invazivni aspergilézy ma nejvyssi vahu morfologicky
prukaz aspergilového mycelia v tkani, ktery je bohuzel Casto prokazan az pii velkém a
nevratném poskozeni vnitinich organti popt. post mortem. Mikroskopické vySetfeni obvykle
umozni pouze orientani popis zachycen¢ho agens, problémem je podobny vzhled mycelia
nékterych dalSich roda vlaknitych hub (Penicillium, Fusarium, Scedosporium spp). Navic k
ziskani vzorka slouzi invazivni procedury, jejichZz indikaci je nutno u nékterych rizikovych
pacientil (trombocytopenie, koagulopatie) peclivé zvazit. Dalsi kritérium predstavuje pozitivni
kultiva¢ni ndlez materialu odebraného z mist, kterd jsou obvykle sterilni (trachealni aspirat,
vyplach bronchoalveolarni lavaze, plicni biopsie). Béhem kultivace lze stanovit citlivost k
antimykotikiim. Hlavni nevyhoda kultivace spoc¢iva v tom, Ze je asové narona a pomérné
malo citliva. Hodnoceni vysledka kultivaci z mnohych material mize byt ztizeno tim, Ze je
obtizné¢ odlisit invazivni infekci od kolonizace. Pfinosné v diagnostice 1A je stanoveni
antigenémie (galaktomannan) metodou ELISA, které pii senzitivité a specificité piesahujici
90 % dobie koreluje s klinickym vyvojem onemocnéni a podporuje definici pravdépodobné
mykozy. Piednosti sérologické detekce je také rychlost ziskani vysledkli a vysokd rodova
specificita. Molekularnébiologické metody, jako napt. prikaz specifickych sekvenci
nukleovych kyselin , nejsou v diagnostice IA rutinné vyuzivany. Vysledky PCR metod nejsou
zahrnuty mezi soucasna kritéria navrzenda EORTC-MSG pro definici invazivnich

mykotickych infekei [3,29,30,31,32,33,34,35,36].
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1.1.6 Lécba

Lécba oportunnich mykotickych infekci je problematicka, zejména vzhledem k
omezenému poétu Géinnych antimykotickych 16ki.' V porovnani s antibakterialnimi latkami
je pocet antimykotik vyrazné nizsi a jejich ucinnost je variabilni v zavislosti na povaze
patogenu, lokalizaci infekce a stavu imunity pacienta [3,12].

Mezi antimykotika vhodna k 1é€b¢ invazivni aspergilozy patii:

a) Polyeny

Lékem volby pfi terapii IA je uz od roku 1960 amfotericin B (AmB). Mechanismus
ucinku spocivd ve vazb€ na ergosterol v membrané¢ mikroskopickych hub, dochazi tim k
rozruseni kontinuity membréany, ke vzniku pord, uniku iontd a vyliti bunééného obsahu.
Urcit¢ omezeni konvencniho AmB spociva v limitu davky a nefrotoxicité, kterda je u

lipidovych forem niz$i. Druhy A. ferreus, A. nidulans byvaji vii¢i AmB rezistentni [2,9].

b) Triazoly

K preparatim prvni volby se fadi vorikonazol. Mechanismus ucinku spoc¢ivé v inhibici
mykotické 14a-sterol-demethylace zprostfedkované cytochromem P450, ktera pifedstavuje
zéakladni krok v biosyntéze ergosterolu, dilezité membranové komponenty. Vorikonazol je
biotransformovan hepatocyty, proto u tézsich jaternich 1ézi je nutné redukovat jeho davku. K
1¢ktim druhé linie patii itrakonazol. Itrakonazol, jako ostatni triazolova antimykotika, naruSuje
v buiikdch mikromycet syntézu ergosterolu. Jeho nevyhodou jsou ¢etné, velmi zavazné Iékové
interakce, napt. s cyklosporinem A, vinkristinem, statiny. Nékteré kmeny A. fumigatus jsou

vici itrakonazolu rezistentni, za jednu z moznych pfi¢in se poklada rozsahlé¢ vyuzivani

triazolti v zemédélstvi [2,3,9,15,20].

c¢) Echinokandiny
Jde o novou skupinu antimykotik se zdsahem do stény hub. Podstatou i¢inku je inhibice

syntézy [B-(1,3)-D-glukanu, kterd zplisobi poruchu integrity bunécné stény. Mezi

! Jednu z hlavnich piekazek ve vyvoji novych antifunglnich latek s nizkou selektivni toxicitou pro ¢lovéka
predstavuje nedostatek odlisnych struktur mezi savéi a houbovou burnikou [12].
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echinokandinové preparaty pouzivané pii lécbé IA patii kaspofungin, micafungin a

anidulafungin [2,9,27].

Vyznamny terapeuticky problém piedstavuje vC€asny laboratorni prikkaz houby, ktery je
nezbytnym ptfedpokladem pro zahdjeni cilené¢ 1éCby. Systémova antimykotika se proto
podavaji ptevazné preemptivné (pravdépodobna diagndza) a u tézce imunosuprimovanych
nemocnych cCasto 1 empiricky (moznd diagnoza) a profylakticky. Preemptivni 1écba
systémovych mykoz se zakladd na monitoringu rizikovych pacienti (antigenémie, PCR) a
v€asném nasazeni terapie podle ziskanych vysledkt, jesté pfed objevenim se klinickych
symptomi. Cilem empirické 1écby invazivnich myko6z je terapeuticky zasah ve vcasném
stadiu infekce, kdy jesté dukaz patogenu neni k dispozici. Antimykoticka profylaxe je vhodna
u alogenni transplantace kostni dieng, jater a plic; u pacientli s poctem CD4 lymfocytl niZ§im
nez 200/mm’; a béhem indukéni 1¢¢by akutni leukemie [3,9,27].

Nova antimykotika vyznamné zlepSila vysledky lécby invazivnich mykoéz, a to i1 z
hlediska pteziti. Procento netspéchu vsak zlstava stale relativné vysoké, proto soucasny stav

je mozné povazovat jen za dilci tspéch [2].

1.2 Sérologické metody

Sérologicky prikaz aspergilozy nardzi na nckolik technickych a interpretacnich
problémi. Detekce protilatkové (IgM, IgG) odezvy ma praktickou diagnostickou hodnotu
zejména u imunokompetentnich pacientii s alergickou bronchopulmonalni aspergilézou a
aspergilomem. K detekci specifickych protilaitek slouzi fada metod — imunodifize,
protismérnad imunoelektroforéza, komplementfixatni metoda, hemaglutinace na casticich,
nepfima imunofluorescence, radioimunoanalyza a ELISA. Specificita a citlivost reakce zalezi
na pouzitém antigenu. Ke zvyseni specificity pfispiva pouzivani rekombinantnich antigent
[1,9,24].

V piipadé¢ imunoalterovanych pacienti s IA pfitomnost protilatek nekoreluje s
patogennim procesem, popt. jsou protilatky jiz ptitomny ptfed rozvojem aspergilézy. V lepSim
ptipad¢ lze pfitomnost protilditek dévat do souvislosti s pfiznivou prognézou, ale ne s
diagndzou. U této skupiny pacientii se mnohem lépe osveédCily testy pro detekei cirkulujicich

mykotickych antigenti, které jsou soucasti bunécné stény aspergili. V soucasnosti jsou k
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dispozici metody pro detekci galaktomannanu a -(1,3)-D-glukanu. Spolehlivost téchto testh
je ovlivnéna vybérem metody, klinického materidlu a vyZaduje pravidelné monitorovani
metodou ELISA pro detekci galaktomannanu v séru, kterd je dostatecné citliva (detekEni limit
viz Tab. 3), reprodukovatelna, umoznuje detekci galaktomannanu v casnych fazich IA,
obvykle jiz pfed rozvojem symptomatologie onemocnéni a koresponduje dobte s klinickym
prabéhem infekce [7,9,34,37].

Detekce solubilniho aspergilového antigenu je hlavni sérologickou metodou pro
zlepsSeni ¢asné a specifické diagnozy aspergilovych infekei. Metoda a jeji vysledky patii do

kritérii pro definici a klasifikaci invazivni aspergilozy [9,32,35].

1.2.1 Detekce beta-glukanu

K detekcei 1,3-B-D-glukanu (dale jen beta-glukan) slouzi nejcastéji kolorimetricky test
Fungitell (Associates of Cape Cod). Tento polysacharid je soucasti bunééné stény celé fady
kvasinek a vlaknitych hub, jeho detekce umoznuje diagnostiku nékolika typl invazivnich
mykéz, neni vhodny pro diagnézu zygomykoéz a kryptokokovych infekci. Pro spravné
stanoveni diagndzy invazivni aspergilozy je dulezit¢é védét, ze beta-glukan je kromé
Aspergillus spp ptitomny u dalSich druhd hub (napt. Candida spp, Fusarium spp,
Acremonium spp) [9,20,29,30,38].

Spole¢nym principem vSech glukanovych eseji je schopnost beta-glukanu aktivovat
koagulacni kaskadu prostfednictvim faktoru G (serinova proteaza) v amébocytech ziskanych
z hemolymfty ostrorepa Limulus polyphemus. Typickym vzorkem je krevni sérum. Citlivost
beta-glukanovych eseji snizuji inhibitory serinovych protedz piitomné v plazmé pacientd,
které musi byt odstranény béhem preanalytické faze. Lidské sérum dale obsahuje
nespecifické aktivatory serinovych protedz, jejich odstranéni béhem preanalytické faze
zvysuje specificitu metody. Byly zaznamenany faleSn¢ pozitivni vysledky v souvislosti
s hemodialyzou, imunoglobulinovou terapii a kontaktem s gadzou obsahujici glukan (napt. po
rozsahlém chirurgickém zakroku). Negativni vliv na specificitu miize mit kontaminace vzorki
z okolniho prostiedi [20,29,30,38].

Detekce pozitivity beta-glukanu predchdzi konvenéni diagnostické postupy a ptispiva k

v€asnému zahajeni antimykotické 1écby. D4 se vyuzit pro sledovani 1écebné odpovédi na
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antimykotika. Test je vysoce citlivy, jeho nevyhodou je technicky narocné provedeni a také

pomérné vysoka cena. Zatim se v CR tato metoda v rutinnim testovani nepouziva [9].

1.2.2 Detekce galaktomannanu

Galaktomannan (GM) je termostabilni heteropolysacharid, pfitomny v bunécné sténé
vétSiny hub rodu Aspergillus a Penicillium. Jadro molekuly tvofi mannan s rizné dlouhymi
postrannimi  fetézci, které obsahuji antigenni determinanty. Struktura molekuly
galaktomannanu je pro jednotlivé druhy a kmeny mikromycet specificka, velikost ¢ini 25-75

kDa. Metody pouzivané pro detekci GM ukazuje nasledujici tabulka [20,39,40].

Metoda Vyrobce Detekéni limit
Latexova aglutinace Pastorex Aspergillus, Biorad 15 ng/mL
RIA Neni k dispozici komercni metoda 10 ng/mL
Sendvic¢ova ELISA Platelia Aspergillus, Biorad 0,5 -1 ng/mL

Tab. ¢. 3: Detek¢ni limit jednotlivych metod pro diagnostiku galaktomannanu v séru [16]

1.2.2.1 Latexova aglutinace

K detekci galaktomannanu pomoci latexové aglutinace se nejCastéji pouziva test
Pastorex Aspergillus (Bio-Rad), ktery umoziuje kvalitativni popt. semikvantitativni stanoveni
antigenu v séru. Test pouziva latexové cCastice pokryté monoklonalni protilditkou EB-A2.
Latexové castice reaguji s polysacharidovym antigenem aglutinaci viditelnou pouhym okem.
Mez citlivosti testu je 15 ng/ml. Pred vlastni reakci latexové aglutinace je nutna tepelna
uprava séra pii 100 °C s néaslednou centrifugaci. Tento krok je nutny k disociaci cirkulujicich
imunokomplexi a eliminaci nespecifickych reakci [1,9].

Latexova aglutinace ma tfadu vyhod — predevsim snadné provedeni a rychlost, je ale
mén¢ citliva nez prikaz antigenu testem ELISA (viz Tab. 3). Metoda ELISA dava pozitivni

vysledky diive v prib&hu infekce pii srovnani obou testt [1,9,24,41].
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1.2.2.2 ELISA test

VéEtsi vyznam v Casné diagndze invazivni aspergildézy méa detekce galaktomannanu
imunoenzymatickymi technikami. Princip metody tkvi opét v pouziti krysi monoklonalni
protilaitky (EB-A2), kterd je namifena proti galaktofuranosylovym zbytkiim na postrannich
fetézcich molekuly galaktomannanu. Pro ispéSné navazani protilatky je nezbytna pritomnost
¢tyf nebo vice epitopil. Detekce se provadi sendvicovou ELISA metodou Platelia Aspergillus
(Bio-Rad) [20,40].

V Evropé se rutinni diagnostika timto zptisobem provadi jiz ptes deset let a umoziiuje
semikvantitativni stanoveni cirkulujiciho polysacharidového antigenu v biologickém
materidlu. Vysledky se vyjadiuji ¢iselnou hodnotou jako index pozitivity (IP), ktery se rovna
poméru optické denzity (OD) vzorku a optické denzity kontrolniho séra. Opticka denzita se
méii spektrofotometrem. Jako pozitivni se oznacuje vzorek s IP > 0,5 a jako pozitivni pacient
pak nemocny s vice nez dvéma po sob¢ jdoucimi pozitivnimi odbéry [9,16,30,40].

Platelia Aspergillus test ma vysokou specificitu pohybujici se od 81% do 100%.
Extrémné vysoka je také negativni prediktivni hodnota testu. Negativni vysledek tedy s
vysokou pravdépodobnosti vylucuje invazivni aspergilozu a faleSné negativity jsou vzéacné.
Senzitivita testu je udavana od 30% do 100%. Nejcastéji vySettovanym materidlem je sérum,
dobré vysledky dava rovnéz testovani vzorkii BAL a mozkomiS$niho moku. Pozitivita detekce
GM metodou ELISA piedchazi o fadu dni pozitivitu zobrazovacich a kultiva¢nich metod,
a zrychli definitivni stanoveni diagndzy. Vyvoj hodnoty pozitivniho indexu miize slouzit
k posouzeni lécebné odpovédi. Metoda ma bohuzel néktera tskali, kterd mohou negativné

ovlivnit jeji senzitivitu a specificitu [9,30,37,40,42].

Senzitivita metody:

e Existuji zna¢né rozdily v senzitivit¢ metody v zavislosti na studované populaci

nemocnych [30,37,40,41,43].

e Dillezitym faktorem je hodnota zvoleného cut-off indexu pozitivity

[29,30,37,40,41,42].
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e Cetn¢ dikazy nasvédcuji tomu, Ze antimykoticka 1écba, predchazejici odbéru vzorkl

na vysetteni, sniZzuje citlivost galaktomannanové metody [20,29,30,40].

e Doporucuje se u vysoce rizikovych pacienti monitorovat antigen GM dvakrat az

tiikrat tydn& [37,40,41].

e Aby se diagnosticka protilatka mohla navazat, musi molekula GM obsahovat alespon

Ctyfi antigenni determinanty [20].

e V preanalytické fazi metody se pouziva kyselina ethylendiaminotetraoctova (EDTA).
Cilem tohoto kroku je odstranit komplexotvorné protilatky, které by mohly zabranit
navazani EB-A2. Antigenni determinanty mohou byt kyselinou EDTA degradovany
[20].

Specificita metody:

e QGalaktomannan byl prokdzan v celé fadé¢ potravin a napoji. Pfi interpretaci
antigenémie u novorozencu, malych déti a pacientl s alterovanou stievni sténou je
nutné brat v uvahu dietni faktor. DalSi exogenni zdroj galaktomannanu ptedstavuji

néktera penicilinova antibiotika [29,30,37,40,42,43].

e Byla popséna zkiizend reaktivita s polysacharidovymi antigeny plisni patticich k
rodim Penicillium, Cryptococcus, Paecilomyces, Alternaria, Rhodotula a nékterymi

bakteriemi [9,30,37,42,43].

1.2.3 Detekce metabolitu

Alternativou k detekci protilaitek nebo antigenu je stanoveni houbového metabolitu,
ktery je houbou sekretovan v prabchu infekéniho procesu a je pro dany druh specificky.
Aspergillus spp produkuje fadu enzymt (metaloprotedzy, fosfolipdzy), primarnich (manitol) a
sekundarnich metabolitd (tzv. mykotoxiny — gliotoxin), které by se mohly uplatnit jako

diagnostické markery invazivni aspergilozy. Tento pfistup nema zatim v klinickych
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laboratotich vyuziti, protoze k méfeni jsou vyuzivany narocné a slozité techniky na principu
vysokotlaké kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Je proto obtizné obstarat
ptislusné pfistrojové vybaveni a vyskoleny persondl. Detekce metaboliti v souvislosti s

vyuzitim v diagnostice IA je dosud malo probadanou oblasti [12,20,24,29,43].

1.3 Molekularné biologické metody

Molekularné genetické metody predstavuji v I€karské mykologii perspektivni
diagnosticky pfistup. Jejich prostfednictvim Ize detekovat houbovou nukleovou kyselinu v
klinickych vzorcich, provadét druhovou identifikaci mikromycet nebo zjistovat odliSnosti
kment uvnitt druhtli, pfipadné genetické zvlastnosti, jako je vyskyt genli pro rezistenci k
antimykotikiim, schopnost produkce urcitych faktordi virulence atd., které maji vyznam pro
epidemiologické ucely. Detekce nukleovych kyselin dopliuje tradicni metody prikazu
houbovych organizmtl, tj. mikroskopické, kultiva¢ni a sérologické vysetieni. Jeji zavadéni do
laboratorni praxe pfispiva k celkovému zkvalitnéni diagnostiky, zejména ve smyslu rychlého
objasnéni etiologie infekce a moznosti zahajeni cilené antimykotické 1éCby. Molekularné
genetické techniky stale prodélavaji pomérné intenzivni vyvoj, proto vétSinou nejsou dosud k
dispozici obecné akceptovatelné a standardizované postupy? [31,33,34,35,36].

Pro zjisStovani ptitomnosti genetického materialu houbového agens v klinickém vzorku
je vyuzivana predev§im DNA. Technicky se jednd o metody, které vyhledavaji sekvence
pritomné v genomu ve velkém poctu kopii, ¢imz se zvySuje senzitivita vySetfeni. Nejcasteji
jde o sekvence odvozené z 18S nebo 28S podjednotek genu pro rRNA (viz Obr. 2). Metody
lze orienta¢né rozdélit na postupy, které detekuji a specifikuji houbovou DNA piimou
hybridizaci se sondou a na postupy, které pred vlastnim prikazem a identifikaci ptivodce
zvySuji kvantitu nukleové kyseliny amplifikaci. Obecné jsou pro klinické vzorky vhodnéjsi
amplifikacni metody, pfedevS§im rizné modifikace polymerdzové fetézové reakce (PCR)
[10,36,44.,45].

Vyhodami molekularné genetickych metod jsou jejich vysoka citlivost, specificita a
rychlost ziskani vysledkd. Uspé$na detekce mykotickych patogenit pomoci PCR zavisi na

vybéru vhodného klinického materidlu, izolaci DNA a vybéru vhodné PCR metody.

?V soucasné dobé je Jiz k dispozici prvni komercni kit pro detekei Aspergillus spp. — affigene Aspergillus Tracer
firmy CEPHEID AB (Svédsko).
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Problémem metod PCR u aspergilozy mize byt interpretace vysledki, zvlasté pi1 detekci
aspergili v BAL, pfi kterém se miize vyskytovat vyssi procento faleSn¢ pozitivnich vysledkt.
To souvisi se zvySenou kolonizaci respiracniho traktu rizikovych pacientl. Z tohoto hlediska
se ukazuje krev resp. sérum jako materidl poskytujici spolehlivéjsi informace o piipadném

patogennim ptisobenim aspergila [5,9,28,29,30,31,34,44,46].
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Obr.¢. 2:Schéma uspotradani podjednotek rDNA a ITS oblasti v genomu 4. fumigatus. S, Svedbergova

jednotka; ITS, vnitini pepisované mezerniky; IGS, nepiepisované mezigenové mezerniky [47]

1.3.1 Izolace DNA

Zasadnim krokem pro uspéSnou PCR detekci fungalnich patogenti v klinickych
vzorcich je izolace DNA. Cilem izolacnich procesti je ziskat nukleovou kyselinu
v dostatecném mnozstvi a Cistote. Kvalita izolovaného materialu ¢asto rozhoduje o tspésnosti
navazujicich postupd. Prvnim krokem pii izolaci DNA je lyza bun€k, ze kterych chceme
nukleové kyseliny ziskat. Pro Iyzu houbovych bun¢k se casto vyuziva mechanicka
dezintergrace bunécné stény v kombinaci s plusobenim degrada¢nich enzymu, napf.
protfepavani na vortexu se sklenénymi kulickami. Po destrukci bunééné stény se DNA
uvolnuje do extrakéniho pufru, ktery kromé detergentii obsahuje chelatacni ¢inidlo (EDTA).
Chelatacni Cinidlo ptsobi jako inhibitor nukledz. Vznikly extrakt vyuzijeme k ziskani DNA,
kterou lze izolovat rtiznymi postupy [44,48,49,50].

Metody izolace nukleovych kyselin vyuzivaji rozdilné rozpustnosti biologickych
makromolekul, adsorpce na pevny podklad nebo ultracentrifugace v gradientnich roztocich.

Pro izolaci aspergilové DNA byla v této préaci pouzita metoda adsorpce na silikat [49,50].

1.3.1.1 Metoda adsorpce na silikat

Izolace nukleovych kyselin probihd na chromatografickych kolonkach, které jsou casto

vsazeny do centrifuga¢nich mikrozkumavek a kombinuji tak chromatografii s centrifugaci.
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Metoda je zaloZzena na zjisténi, ze DNA v pfitomnosti chaotropnich soli (jodid sodny,
guanidin thiokyanat) adheruje na silikatovy povrch. Ten se dodavad jako drobné sklenéné
kulicky nebo jako fritovy filtr. Interakce je zaloZena na afinité¢ kladné nabitych chemickych
skupin nosi¢e k negativné nabitym zbytkiim kyseliny fosfore¢né v molekule DNA. Béhem
imobilizace nukleovych kyselin na nosi¢i jsou odmyty nezadouci molekuly. V dal§im kroku
je DNA zkifemicité membrany vymyta a piipravena pro PCR reakci. Roztok DNA se
kratkodobé uchovava pii 4°C. Pro dlouhodobé skladovani slouzi hlubokomrazici boxy (-20°C
nebo -70°C) [49,50].

Nukleové kyseliny izolované prostfednictvim chromatografickych technik maji dobry
stupenl Cistoty. Vyhodou metody zaloZzené na adsorpci na silikat je rychlost a spolehlivost,
proto jsou na ni zaloZeny komer¢ni soupravy (QIAamp DNA Blood Kit, FastDNA Kit) pro
rutinni extrakce DNA. Kity jsou optimalizovany pro pouziti na konkrétni typ a mnozstvi
vzorku a poskytuji standardizované vysledky. Problémem téchto souprav byva pravé jejich
uzka specializace na urCity typ materidlu a rovnéz vysoka cena. Perspektivni jsou soupravy
nabizejici automatizovanou izolaci vysoce ¢isté DNA, napf. technika MagNA Pure LC

[34,36,49,50,51,52].

1.3.2 Amplifika¢ni metody

1.3.2.1 Polymerazova retézova reakce

Polymeréazova tetézova reakce (PCR) je enzymova metoda umoziujici mnohonasobné
namnozeni vybraného useku DNA in vitro. K syntéze DNA se pouzivaji termostabilni
polymerazy, které vykazuji dostate¢nou enzymovou aktivitu po celou dobu reakce. Cinnost
enzymu zajistuje pufr, za pritomnosti Mg”* ve formé MgClL, nebo MgSO,. Stavebnimi
slozkami nové syntetizovanych fragmentti DNA jsou deoxynukleotid trifosfaty (dNTP). Par
primert (synteticky pfipravené oligonukleotidy) ohrani¢i oblast DNA, kterd ma byt
namnozena [53].

PCR je cyklické opakovani tfi zakladnich krokt (denaturace, anelace a elongace DNA)
trvajicich 30 — 120 sekund a vyznacujicich se rozdilnymi teplotami. Pocet cykli zavisi na
mnozstvi templatové DNA, obvykle se pohybuje v rozmezi 20 — 40 cykli. Cyklické zmény

teplot reakéni smési lze fidit automatizované v termocykléru. Mikrozkumavky nebo desticky
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s reak¢ni smési jsou v termocykleru uloZzeny v kovovém bloku (vyuzivajici Peltierova efektu),
jehoz teplota je fizena podle programu nastaveného uZivatelem. Produkty PCR jsou potom
dale detekovany dalSimi metodami (rizné typy elektroforéz, hybridiza¢ni metody,
sekvenovani atd.) [53,54].

Vyhodou PCR je zejména jednoduchost provedeni, nebot fizeni reakce je
automatizovano v termocykleru, a rychlost ziskani vysledku. PCR je velice citliva, vyzaduje
jen nepatrné mnozstvi vstupni DNA. Z tohoto divodu je vSak citliva 1 ke kontaminaci a
mozné dezinterpretaci vysledku, a proto kvalita provedeni musi byt striktné¢ dodrzovéana a

kontrolovana [31,34,36].

1.3.2.2 Uhnizdéna PCR (nested PCR)

Ke zvyseni citlivosti a pfesnosti stanoveni byva pouzivana metoda tzv. uhnizdéné PCR.
Je zalozena na dvou po sobé nasledujicich amplifikacnich reakcich. Templatem prvni reakce
je DNA izolovana z testované¢ho vzorku, templatem druhé reakce je produkt reakce prvni [53]

Vyhodou této techniky je jiz zminovana vysoka citlivost a specificita. Uhnizdéna PCR
je ve srovnani s real-time PCR méné naro¢na na vybaveni (bézny cykler) a je provozné méné
amplifikace zvySuje riziko kontaminace spojené s vyddvanim faleSné pozitivnich vysledkil

[5,9,34,55].

1.3.2.3 Kvantitativni PCR v realném c¢ase (real-time PCR)

Principem real-time PCR je rychlé a presné zaznamenavani produkti PCR
bezprostiedné po jejich vzniku, v kazdém jednotlivém cyklu PCR. K detekci vznikajiciho
produktu mohou byt pouzity rizné systémy, které jsou zalozeny na stanoveni zmény intenzity
fluorescencniho zareni béhem amplifikace [53].

Jednou z metod umoznujicich kvantitativni detekci produktu v prubéhu PCR je systém
TagMan (schéma viz obrazek pod textem). Sondy TagMan jsou oligonukleotidy, jez maji na
5" konci navazané fluorogenni barvivo (reporter) a na 3" konci zhase¢ (quencher), ktery u
intaktni sondy tlumi zafeni emitované reporterem. K tomuto jevu dochazi pouze v ptipadé, ze

sonda je v neporuSeném stavu a vzdalenost mezi fluorochromy je minimalni. Pokud se sonda
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navaze na specificky komplementarni usek ve vnitfni ¢asti amplifikované sekvence, je
odbourdna 5" exonukledzovou aktivitou 7aqg DNA-polymerdzy, reporter se vymani
z tlumivého vlivu quencheru a emituje fluorescenci. K narlstu intenzity fluorescence reakéni
smési dochdzi tedy v zavislosti na poctu vzniklych amplikont, coz lze monitorovat pfimo
béhem reakce. Vysledkem méteni je kiivka, z jejihoz pribéhu je mozné odvodit ptivodni
mnozstvi DNA ve vzorku [12,36,50,55,56,57].

Z Kklinického hlediska je pouziti uvedené varianty vyhodné predev§im pro moznost
porovnavani naloze cilové DNA v postupné odebiranych vzorcich, coz ma vyznam pri
monitorovani prubc¢hu infekce a sledovani UCinnosti 1écby. Pouziti fluorimetru piimo
integrovaného do modernich termocyklerti, vybavenych vysoce ucinnym mechanismem
zmény teploty, dale vyznamné zkracuje ¢asovy interval potiebny k ziskani vysledku a navic
redukci postamplifika¢nich manipulaci snizuje riziko faleSné¢ pozitivnich vysledka. Hlavnim

limitem této metody je vysokd pofizovaci cena [12,16,29,31,34,36,37,56,58].

Reporter TagMan ~ Guencher

i % sonda
FCH primer 2 »

—
PCR primer

' Amplifikace nasledovana

. Stépenim sond
I volneny reporter - P ¥

Folymerace

' Yisledek

Ivalnény reparter

Vs
- -
: S

PCH produkty 4+  produkty $tépeni

Obr.¢. 3: Schéma systému TagMan; upraveno [59]
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2 CIL PRACE

Optimalizace real-time PCR za ucelem detekce DNA rodu Aspergillus v télesnych

tekutinach a tkanich:

(1) Piima detekce DNA rodu Aspergillus v klinickych vzorcich metodou real-time PCR

(2) Porovnani vysledkli ziskanych metodou real-time PCR s klinickymi Udaji a

s vysledky ELISA detekce galaktomannanu
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Izolace DNA z Kklinickych vzorki

Za tucelem minimalizace rizika kontaminace probihalo zpracovani biologického
materidlu a manipulace s reagen¢nimi roztoky v lamindrnim boxu, pro pipetovani byly

pouzity aerosol rezistentni Spicky.

3.1.1 Metoda izolace z tkané

Pro izolaci aspergilové DNA =z tkani byla pouzita komeréni diagnostickd souprava
UltraClean Tissue DNA (Mo Bio). Pii ptipravé vzorkli bylo postupovano podle instrukci
vyrobce. Zkumavky se vzorky a rozbijecim pufrem byly vortexovany v horizontalni poloze po
dobu 15 minut. Po odstfedéni byly vzorky pfeneseny na kolonky v mikrozkumavkach,
nasledovalo navazani DNA na kfemi¢itou membranu, byl proveden promyvaci krok. Cista
DNA byla vymyta Tris pufrem po 5 minutich inkubace pfi laboratorni teploté. Pted
uskladnénim byly oteviené vzorky ponechdny 5 minut v termobloku nastaveném na teplotu

75°C. Do pouziti k PCR detekci byl vzorek o objemu 50 pl skladovan pti -20 °C.

3.1.2 Metoda izolace ze séra

DNA byla izolovana z 800 pl séra pomoci QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen)
vyuzivajici lyticky pufr, protedzu a zahtati na teplotu 56 °C pro degradaci bunétné stény a
denaturaci proteini. Po inkubaci byl k lyzatu pfidan ethanol, vzorky byly promichény na
vortexu a pieneseny na filtraéni kolonky. Promyti navdzané DNA probé&hlo ve dvou krocich
za pouziti centrifugy. DNA byla z kolonky vymyta 2x110 pl elu¢niho pufru.

Pro zvyseni citlivosti detekéni metody bylo provedeno zkoncentrovani ziskaného izolatu
DNA pomoci soupravy DNA Clean & Concentrator-5 (Zymo Research). Roztok izolované
DNA (12 pl) byl skladovan pii -20 °C. K nasledné detekci specifické aspergilové DNA
metodou PCR byly pouzity 2 pl izolatu.
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3.2 Kvantitativni PCR v realném c¢ase

3.2.1 Amplifikace aspergilové DNA

Pro stanoveni A.spp. DNA byla pouzita metoda real-time PCR na pfistroji Mx3000P
(Stratagene) vyuZivajici specifické fluorescencni sondy (format TagMan). Systém amplifikuje
cast sekvence 28S rRNA genu (GenBank AJ438345). Podminky PCR reakce byly nastaveny
podle manualu vyrobce. Fluorescence vzorki byla méfena v kazdém cyklu na konci nasedani
primerd. Jako standard a kontrola amplifikace byla vzdy zahrnuta dilu¢ni fada genomové
DNA A. fumigatus. Pro kontrolu inhibice slouzi rekombinantni plazmidova DNA Arabidopsis
thaliana pouzita podle protokolu Laboratofe bunééné biologie pii pediatrické klinice 2.LF FN
Motol. Jako negativni kontrola byl pouzit odpovidajici objem vzorku sterilni deionizované

vody.

PCR Primery: [C9]
ASF1 21-mer 5'-GCA CGT GAA ATT GTT GAA AGG-3"(392-412 bp, fwd)
ADRI 16-mer 5'-CAG GCT GGC CGC ATT G-3" (560-575 bp, rev)

Hydrolyzacni sonda:
ASP28P 24-mer 5'-FAM-CAT TCG TGC CGG TGT ACT TCC CCG-TAMRA-3’
(453-486 bp)
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SloZeni reakcni smési pro PCR rodu Aspergillus:

Slozka Objem v pl Vysledna koncentrace
H,O 3,4
gPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio) 10,0 1x
ASF1+ADRI1 primer [10 pM] 1,5 0,75 uM
50% Glycerol p.a. 2,0 5%
Templatova DNA 2,0
Sonda ASP28P [10 uM] 0,8 0,4 uM
ROX [2 uM] 0,3 30 nM
Celkovy objem master mixu 20,0
Teplotni profil PCR reakce:
Uvodni denaturace: 94°C - 3 min
Naésleduje 50 cykli:

Denaturace 94°C - 15s

Anelace + Elongace
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Zavedeni a optimalizace metody real-time PCR

Pti zavadéni metody jsme vychazeli z prace White P.L. ef al. (2006) [33].

Na obrazku ¢. 4 je grafické znazornéni amplifikacni kifivky, v idedlnim ptipadé ma
kiivka esovity (sigmoidalni) pribéh. Amplifikacni kiivka ukazuje fluorescenci kazdého
reakéniho cyklu. Detekéni prah (threshold) je vyznacen modrou horizontalni linii v grafu.
Tato linie udava tzv. prahovy cyklus (Ct, cycle threshold) pro jednotlivé vzorky. Porovnani
odectenych hodnot Ct s kalibraci umozni kvantifikaci vzorkid o nezndmém mnoZstvi cilové
DNA. Pro srovnani je uveden zaznam amplifikace pozitivniho a negativniho klinického

vzorku s kontrolou izolace.

w

Pozitivni wrorek

[

Fluorescence (dRm)

kartrals izolace

I negativni vzorek

Cyles

Obr. ¢. 4: Zavislost intenzity fluorescen¢niho signalu na poc¢tu amplifikacnich cykla.
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V réamci optimalizace real-time PCR metody byla sestrojena a vyhodnocena kalibra¢ni
fada. K sestrojeni kalibra¢ni kiivky byla pouzita genomova DNA izolovana z narostlé¢ kultury
A. fumigatus. Koncentrace ziskané DNA byla zméfena spektrofotometricky. Redici fada
sestavala ze &tyf vzorkd skoncentracemi od 10° do 10° fg DNA/ml. Pro ovéfeni
reprodukovatelnosti metody byly vzorky méfeny v duplikatech. Vysledna kalibra¢ni kiivka je
linearni (R2 = 0,996; smérnice = —3,081), amplifikace dosahuje dobré ucinnosti (111,1%) a
rozptyl vysledkii opakovanych méteni je nizky (viz Obr. 5, 6 a Tab. 5). Systém lze tedy

povazovat za optimalizovany.

Fluarescence (dR M)

4 6 & 0 12 14 16 1§ o oz i M O® 30 32 3 3 3 40 42 44 45 45
Cycles

Obr. & 5: Amplifikaeni kiivky standardi. Legenda: $ed& 10° fg/ml, zelend 10* fg/ml, Servend
10° fg/ml, modie 10? fg/ml.
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Vzorek |Replikat| Ct |Ct Avg. SCI; Mnozzg; DNA R? |Smérnice
1 35,43 | 35,37 | 0,08 1,00E+02 0,996 | -3,081
standard 1 2 35,31 | 35,37 | 0,08 1,00E+02 0,996 | -3,081
1 32,34 | 32,31 | 0,04 1,00E+03 0,996 | -3,081
standard 2 2 32,28 | 32,31 | 0,04 1,00E+03 0,996 | -3,081
1 29,23 | 29,18 | 0,08 1,00E+04 0,996 | -3,081
standard 3 2 29,12 | 29,18 | 0,08 1,00E+04 0,996 | -3,081
1 25,72 | 26,15 0,6 1,00E+05 0,996 | -3,081
standard 4 2 26,57 | 26,15 0,6 1,00E+05 0,996 | -3,081

Tab. €. 5: Amplifikace standardnich vzorka - statistické vyhodnoceni vysledkd.

26

351

24

33

o

31

Ct (dRn)

30

291

281

v

2fi 1

il

R%: 0,996

.. ............................. . ........................... y=_3,081LOG (X)+41,53 . ......

Eff. = 111,1%

1,00 e+02 1,00 e+03 1.00 e+04 1,00 e+05

Initial Quantity (femtograms)

Obr. &. 6: Kalibra¢ni fada — zavislost C; na logaritmu pivodniho mnozstvi aspergilové DNA

u Ctyf znamych vzorkd.
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Specificita zavadéné metody byla ovéfena pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu po
obarveni ethidium bromidem. Cilem bylo zjistit, zdali se primery pouzit¢é v PCR reakci
nemohou véazat na templatovou DNA jinych organizmi a poskytnout tak nespecifické
amplikony. Vysledky na obrazku 7 ukazuji, ze specificitu pouzitych primert lze povazovat za
dostacujici.

Testovani citlivosti nebylo vramci této prace provedeno, nicméné z vySetfovani
klinickych vzorkil vyplyva, Ze detekéni limit metody se pohybuje na Grovni 1 fg aspergilové
DNA v reakéni smési. Toto mnoZstvi odpovidd méné nez jednomu genomu A. fumigatus
(,,genome mass* 32 fg). Citlivost je takto vysoka, protoze cilova sekvence 28S rRNA genu se

nachdzi v aspergilovém genomu ve vysokém poctu kopii [36].

100 bp — .

1 2 3 4 5 6

Obr. €. 7: Stanoveni specificity PCR — detekce na agar6zové elektroforéze.
Draha 1: velikostni standard

Draha 2: Mucor spp. DNA

Draha 3,4: lidska DNA

Dréaha 5,6: Aspergillus spp. DNA
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4.2 Testovani Kklinickych vzorkii a porovnani vysledki PCR s detekei

galaktomannanu metodou ELISA

4.2.1 Zachyt aspergilové DNA v klinickych vzorcich

Celkem bylo vysetfeno 109 vzorkii od 23 pacientli s podezienim na invazivni
aspergilézu. Pfevdznou vétSinu tvofili pacienti détské hematoonkologie (21 pacientll) a po
jednom byly zastoupeni dospéli pacienti z hematoonkologického a anesteziologicko-
resuscitacniho odd€leni. Mezi vySetfovanym materialem pievazovaly vzorky séra v poc¢tu 79,
nasledovalo 20 vzorki tkané, 4 vzorky likvoru, 2 vzorky punktatu hrudniku a po jednom
vzorku BAL, ETR, aspiratu z DCD a plné krve. Od vétSiny pacientl byly vzorky odebirany
opakovang. Jako pozitivni bylo hodnoceno celkem 15 vzorkl (13,7%) od 7 pacientd.
Z hlediska druhu pozitivnich vzorkt, v 6 pfipadech se jednalo o vzorky tkané, dale 5 vzorka
séra, v 1 piipadé byl pozitivni likvor, hrudni punktidt, ETR a aspirdt z DCD. Vysledky
namefené metodou real-time PCR byly prepocitany na pocet fg DNA aspergila (1 genome
mass odpovida 32 fg). Nejvyssi naloz aspergilové DNA byla pozorovana ve vzorcich tkané

(viz tabulka na nasledujici stran¢).
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C. pac. C.vz Tkan fg
1. Pacient 1. tenké stievo | 6 119 600
2. plice 3 626 804
3. zaludek 617011
4. jatra 2715
5. pankreas 124
6. kira ledviny 61
7. jazyk 0
8. tlusté stfevo 0
9. dfen ledviny 0
2. Pacient 10. mozek 207
11. mozek 0
3. Pacient 12. jatra 0
13. kira ledviny 0
14. dren ledviny 0
15. zaludek 0
16. plice 0
4. Pacient 17. leva plice 0
prava plice
18. horni lalok 0
prava plice
19. dolni lalok 121
5. Pacient paranazalni
20. dutiny 107 136

Tab. €. 6: Vysledky detekce DNA r. Aspergillus ve vzorcich tkané metodou real-time PCR.

Klinicko-patologické poznamky k pacientim z Tab. 6:

Pac.¢.1a4(pac.€.8vTab.7) zemieli na nasledky invazivni aspergilozy (diagnoza byla potvrzena

histologicky i kultiva¢n¢).

Pac. €. 2 (pac. €. 2 z Tab. 7) v ptipad€ vzorku €. 10 se jednalo o mozkovy absces prokazatelné
aspergilové etiologie (kultivace, histologie), kdy se po odléceni objevil znovu mozkovy
absces neznamé etiologie, ze kterého byl vzat vzorek ¢. 11 (GM likvoru 2x pozitivni,

kultivace tkan€ a hnisu negativni, PCR likvor a tkan negativni, pfipad dosud nebyl uzavien).

Pac. ¢.3 zemiel z jinych pfiCin.

Pac. ¢.5 PCR nalez byl potvrzen pozd¢ji kultivaéné.
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4.2.2 Porovnani detekce DNA aspergila s ELISA detekci galaktomannanu

Pro ovéfeni vyuzitelnosti metody real-time PCR na klinickych vzorcich bylo u
vybranych pacientll soubézné provedeno testovani galaktomannanu metodou ELISA. Obéma
technikami bylo vySetfeno celkem 87 vzorkl. Z tohoto poctu bylo 74 hodnoceno ob&ma
metodami jako negativni, 2 vzorky obéma metodami jako pozitivni. 5 vzorka bylo pozitivni
na DNA a negativni na GM, 6 dalSich bylo naopak pozitivni na GM a negativni na DNA.
Vysledky jsou shrnuty v tabulce 7, pro ptehlednost jsou uvedeni pouze pacienti s nejméne
jednim pozitivnim nalezem.

Vysoka citlivost real-time PCR techniky predstavuje problém pfi interpretaci
pozitivnich vysledkidi s nizkou nalozi aspergilové DNA ve vySetfovaném vzorku. Tato
pozitivita miize mit vice pfi¢in a nemusi vzdy vypovidat o pfitomnosti invazivni houbové
infekce u konkrétniho pacienta. Pricinou faleSné pozitivnich vysledkt ve vztahu k infekénimu
procesu miize byt kontaminace béhem odbéru nebo zpracovani vzorku, protoze konidie
aspergili se bézné vyskytuji ve vzduchu. Fale$né pozitivni vysledky se mohou vyskytovat u
kolonizovanych pacienti (zejm. plice a GIT). Z téchto divodid nelze povazovat za
signifikantni ojedinély PCR pozitivni vysledek, vyznam metody spociva predevSim ve
sledovani rizikovych pacientli, kdy poméaha odhadnout pravdépodobnost aspergilové infekce a
usnadnuje tak rozhodovani o zahdjeni antimykotické 1€cby. Monitorovani zmén ndloze
houbové DNA se zd4 byt uzite¢né pii posuzovani lé¢ebné odpovédi [34,41,58,60].

Metody pouzité v této praci detekuji rizné komponenty aspergila (nukleova kyselina a
souCast bunécné stény patogenu), citlivost kazdé¢ z obou metod mize byt tedy odlisSna
v riznych fazich infekéniho procesu a antimykotické terapie. Proto nelze jednoznaéné urcit,
ze metodou volby je pouze sérologicka nebo PCR detekce. Pti paralelnim vySetfeni vzorkti na
DNA i GM by mohla byt pravdépodobné eliminovéna cast faleSné pozitivnich vysledka
[5,58].

Spolehlivému hodnoceni real-time PCR metody v naSem uspotadani brani nizky pocet
vySetfenych pacientl s prokazanou diagnézou invazivni aspergilozy. Vysledky této prace jsou
pouze predbézné, vyhodnoceni obou metod vyzaduje testovani vétsitho poctu vzorkl a sbér

klinickych dat.
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C. pac. C.vz. Datum odbéru Material ELISA GM PCR fg/ml
Pacient €. 1 1. 071025 sérum neg 2215
2. 071030 sérum neg 0
3. 071105 sérum neg 0
4. 071121 likvor neg 54
5. 071122 sérum neg 0
6. 071126 sérum neg 48
7. 071129 sérum neg 0
8. 071203 sérum neg 0
9. 071205 sérum neg 0
10. 071210 sérum neg 0
11. 071213 sérum neg 0
Pacient €. 2 12. 071231 sérum neg 114
13. 080103 sérum 0,48 0
14. 080107 sérum 1,17 0
15. 080110 sérum 1,74 0
16. 080114 sérum 3,86 0
17. 080228 likvor 6,32 2090
18. 080328 likvor 0,91 0
Pacient¢. 3 19. 071025 sérum neg 0
20. 071122 sérum neg 0
21. 071203 sérum neg 149
22. 071205 sérum neg 0
23. 071210 sérum neg 0
Pacient¢. 4 24, 080207 sérum neg 0
25. 080211 sérum neg 0
26. 080214 sérum neg 90
27. 080218 sérum neg 0
Pacient €. 5 28. ? likvor poz 0
Pacient¢. 6 29. 071025 sérum 1 neg 75
30. 071025 sérum 2 neg 38
31. 071025 hrudni punktat 1 neg 46
32. 071025 hrudni punktat 2 neg 6497
Pacient¢. 7 33. 070828 sérum poz 0
34. 070830 sérum neg 0
35. 0709 sérum neg 0
36. 0709 sérum neg 0
37. 071122 sérum neg 0
38. 071129 sérum neg 0
39. 071203 sérum neg 0
40. 071217 sérum neg 0
41. 071219 sérum neg 0
42. 071228 sérum neg 0
Pacient €. 8 43. 070720 sérum 0,12 103
44, 070723 sérum 0,44 173
45, 070730 sérum 8 24074

Tab. &. 7: Vysledky real-time PCR a GM-ELISA.
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Klinicko-patologické poznamky k pacientim z Tab. 7:

Pac.¢.1se v dobé pozitivnich PCR vysledkli potykal s vaznou CMV infekci. Nabér cislo
jedna byl udélan v dobé, kdy dosSlo k iatrogennimu pneumotoraxu a kolapsu plice.
Predpokladame, Ze pozitivni vysledky zde korelovaly s jinym zadvaznym stavem.

Pac.¢.2 (pac¢.2z Tab. 6) vzorky z obdobi prosince 07 az unora 08 koreluji s vyskytem

mozkového abscesu aspergilového piivodu. Vyrazna disproporce mezi GM a PCR mize byt
déna odlisnou kinetikou nebo nevhodnym skladovanim vzorkt pro PCR ( §lo o zbytky po GM
zpracované ex post). Posledni vzorek od tohoto pacienta z biezna vykazuje pozitivni hodnotu
GM po kratkém obdobi GM negativity a zaroven dochazi ke vzniku mozkového abscesu
neznamé etiologie — tentokrate PCR 1 kultiva¢n€ negativni.

Pac.¢.3a 4 reprezentuji pravdépodobné vyskyt faleSnych pozitivit PCR (at’ uz danych
kontaminaci ¢i kolonizaci).

Pac. ¢.5 a 7 pravdépodobné jde o faleSnou pozitivitu na vrub GM .

Pac.¢.6 zde se jednalo o pacienta z anesteziologicko-resuscitaéniho oddéleni s rozpadovym
procesem plic nejasné etiologie, Aspergillus byl jednim z detekovanych moznych patogend.

Pac. €.8 (pac €. 1 z Tab. 6) zde §lo o rychle progredujici IA s fatdlnim koncem.
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ZAVER

e Podafilo se ndm zavést a optimalizovat metodu real-time PCR pro rychlou
kvantitativni detekci DNA rodu Aspergillus v klinickych vzorcich.

e Tato metoda je citliva a umozniuje ur€it mnozstvi cirkulujici aspergilové DNA. To ma
své potencionalni vyuziti pro sledovani nastupu IA a jeji reakce na 1écbu.

e Dale byl zpracovan soubor pacientli za ¢asové obdobi Cervenec 2007 — biezen 2008.
Vzhledem k malému mnozstvi jasn¢ definovanych IA pozitivnich pacienti nejsme
zatim schopni stanovit pozitivni a negativni predikéni hodnotu dané metody.

e Problémem muze byt interpretace vysledkit PCR a neznalost kinetiky 1 formy DNA
hub v ob&hu. Nicméné ziskané vysledky naznacuji ve shod¢ s mnoha jinymi pracemi,

ze PCR metody své uplatnéni v diagnostice a sledovani mykotickych infekei najdou.
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SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

AmB
ABPA
Avg
BAL
BDG

CD
CMV
Ct
DCD
DHN
DNA
dNTP
EDTA
Eff
EIA
ELISA

EORTC
ETR
FAM

fwd
GM
GM
GIT

amfotericin B

alergickd bronchopulmonalni aspergildza
pramér

bronchoalveolarni lavaz
beta-(1,3)-D-glukan

par bazi

cluster of differentiation
cytomegalovirus

threshold cycle

dolni cesty dychaci

dihydroxynaftalen

deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleotidtrifostat
ethylendiaminotetraoctova kyselina
ucinnost

enzymova imunoanalyza

enzyme-linked immunosorbent assay
enzymoimunoanalyza s kotvenym reaktantem
European Organization for Research and Treatment of Cancer
endotrachealni aspirat
6-karboxy-fluorescein

femtogram

forward

genome mass

galaktomannan

gastrointestindlni trakt
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GVHD
IA
I[FICG
IP

IGC
ITS
JIP
kDa
Mb
MSG
NCBI
NIAID
OD
PCR

Icv

Rn
ROX
rRNA

SD

SGA
Taq
TAMRA
TE
TIGR
uv
WTSI

reakce Stépu proti hostiteli

invazivni aspergiloza

Invasive Fungal Infections Cooperative Group
index pozitivity

intergenic spacer

internal transcribed spacer

jednotka intenzivni péce

kilodalton

megabaze

Mycoses Study Group

Narodni centrum pro biotechnologické informace
National Institute of Allergy and Infectious Diseases
optickd denzita

polymerazova tetézova reakce

reverse

Pearsoniv korela¢ni koeficient
normalizovana fluorescence
6-karboxyl-X-rhodamin

ribozomalni ribonukleova kyselina
Svedbergova jednotka

smérodatnd odchylka

Sabouraudiv glukézovy agar

Thermus aquaticus
6-karboxy-tetramethyl-rhodamin

Tris-EDTA

The Institute for Genomic Research

ultra violet

The Wellcome Trust Sanger Institute
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