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RYCHLY ZACHYT INVAZIVNI MYKOTICKE INFEKCE SVYU3I TIM
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RAPID DETECTION OF INVASIVE MYCOTICINFECTION USING
POLYMERASE CHAIN REACTION IN CHILDREN WITH CANCER
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Souhrn: Vychodiska: V&asna diagnostikaaléécbamykotické infekce miaze zabranit diseminaci arozvoji organového postizeni
uimunosuprimovaného onkol ogického pacienta. Soubor pacientiz ametody: V' souboru 24 déti vevéku 1-18let s nadorovym
onemocnénim a febrilni neutropenii byl sledovan vyskyt invazivni mykotické infekce klasickymi kultivaénimi metodami v
kombinaci s vysetienim piitomnosti houbové DNA metodou polymerazové retézové reakce. Vysledky: Pritomnost houbové
DNA v krvi bylanalezenav pribéhu 11 epizod febrilni neutropenie u 10 pacientt, pii¢emz hemokultivace (C. albicans, C.
tropicalis, C. glabrata) byla pozitivni pouze v 5 z 11 PCR pozitivnich epizod febrilni neutropenie. U jednoho pacienta s
abscedujici bronchopneumonii doslo ke vzniku aspergilomu pravé plice potvrzeného histologicky i metodou PCR. Zdvéry:
Vysetieni pritomnosti houbové DNA v krvi jespolehlivou, rychlou avysoce citlivou metodou ke zjisténi invazivni mykotické
infekce, ktera umoziiuje véasné a cilené zahajeni antimykotické [éby u onkologickych pacientt, zeiménav obdobi febrilni
neutropenie.

Kli¢ova slova: mykoza, febrilni neutropenie, polymerazova fetézova reakce, déti

Summary: Backgrounds: Early diagnosisand treatment of mycotic infection can prevent dissemination and systemic spread
of yeasts and molds in immunocompromised cancer patient. Design and methods: In agroup of 24 children aged 1-18 years
with cancer and febrile neutropenia, theinvasive mycotic infection was monitored using cultivationin combination with fungal
DNA detection by polymerase chain reaction. Results: Fungal DNA was found in peripheral blood in 11 episodes of febrile
neutropeniain 10 patients while cultivation from blood cultures (C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata) was positivein only
5 out of 11 PCR-positive episodes of febrile neutropenia The aspergillomadevel oped in apatient with bronchopneumoniaand
was confirmed by both histology and PCR. Conclusions: The examination of fungal DNA by polymerase chain reaction is
reliable, fast and highly sensitive method for the detection of invasive mycotic infection enabling early targeted antifungal
therapy in patients with cancer, especially during episodes of febrile neutropenia.
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Uvod

Invazivni mykotické infekce znamenaji vaznou hrozbu pro
onkologického pacienta lééeného  imunosupresivni
protinadorovou terapii (1-5). Mezi nejéastéjsi mykotické
patogeny patii rody Candida sp. a Aspergillus sp., které tvori
66 %, respektive 30 %, vsech mykotickych infekci (2,3,5).
Cryptococcus neoformans, rody Mucor, Trichosporon,
Alternaria ajiné houby jsou nalézany méné ¢asto (3,5-7).

| ptes zavedeni profylaktické |écby antimykotiky a zavedeni
novych metod diagnostiky mykotick ych infekci (kultivagng,
serologicky, prikazem specifickych antigeni)
u onkologickych pacienti je stale asi 30 % pripadi invazivni
mykotické infekce rozpoznano az z nekropsie (1,6,7). Toto
Zjisteni dokazuje, ze dosavadni diagnostické moznosti nejsou
k prukazuinvazivni mykotické infekcedostatecné. Incidence
invazivni mykotické infekce u onkologickych pacientd s
febrilni neutropenii (4), dokumentované kultivatné nebo
serologicky, se pohybuje od 5 do 10% (7,8). Dulezitym
faktorem jetaké délkatrvani febrilni neutropenie a absol utni
pocet neutrofili. Nejvicejsou ohrozeni pacienti s neutropenii
trvgjici déle nez 7 dni as absolutnim poétem neutrofili pod

100x10%/1 periferni krve(9). Kultivacekvasinek z hemokultur
neni vzdy uspésna, kultivace ostatnich hub je zpravidla
dlouhodoba (10,11). Serologicka vysetieni
u imunosuprimovanych pacienti jsou pro $patnou tvorbu
protilatek malo spolehliva (11-13), zatimco u zdravych
jedinci nachazime casto vysoké titry protilatek proti C.
albicans(12,13). K doporu¢ovanym vysetienim patii detekce
specifickych antigent, napi. imunoprecipitacni analyza
manant buné¢né stény kvasinek (12). Ani senzitivita tohoto
vysetieni viak neni vzdy dostatecna pii rutinni diagnoze
invazivni mykatické infekce (12,13).

Zcela novym a u nas dosud ziidka pouzivanym piistupem
k diagnostice invazivnich mykotickych infekci je detekce
specifické sekvence houbové DNA v klinickych materialech
metodou polymerazové fetézové reakce (PCR) (14-16, 20).
Princip této metody spociva v amplifikaci anasledné detekci
sekvence DNA specifické pro uréity organismusnebo skupinu
organismii. Ve zde predkladaném sdéleni se jednal o o detekci
specifické houbové 1TS2 (internal transcribed spacer)
sekvence, umoziujici rychlou a piesnou diagnostiku
invazivnich mykotickych infekci (14). Tato sekvence se
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nachazi ve 40 az 80 kopiich v genomu vsech hub mezi geny
kodujicimi 5,8SrRNA a25SrRNA. Ac¢koliv jesamasekvence
ITS2 druhové vysoce specificka, pouzité primery ITS3alTS4
jsou v okolnich konzervativnich oblastech (18, 19). Cilem
studie bylo zavedeni této nové diagnostické metody
aposouzeni jejiho piinosu v klinické praxi.

MATERIAL A METODY

Pacienti

V prabéhu 18 mésict od zati 1997 do unora 1999 bylo na
1. Détské interni a onkologické klinice Iéceno 24 déti (13
chlapci all divek) vevéku 1-18 let, které prodélaly alespon
jednu epizodu febrilni neutropenie (télesna teplota nad
38,5°C nebo opakované nad 38°C v intervalu minimalng
4 hodin u pacienta s absolutnim poc¢tem neutrofilnich
granulocyti pod 500x108/I periferni krve) v pribghu
protinadorové lécby. Jednalo se o 15 pacientti s akutni
lymfoblastickou leukemii, 6 pacienti s akutni myeloidni
leukemii, 1 pacienta s VAHS (virem asociovany
hemofagocytarni syndrom), 1 pacientas neuroblastomemal
pacientas osteosarkomem. P¥i vyskytu febrilni neutropenie
bylo provadéno soucasné vysetieni hemokultur a vysetieni
metodou PCR z plné krve na ptitomnost houbové DNA.
Odbér hemokultur byl prov adén opakované 2-3x pti vzestupu
télesné teploty, pri tresavce z centralniho venozniho katétru
(CVK) i 1z periferni krve. V piipadé negativniho
kultivaéniho nalezu byl znovu opakovan podle klinického
stavu. Odbér krve navysetieni houbové DNA metodou PCR
byl provadén soucasné s prvym odbérem hemokulturz CVK
i periferni krveadaledleklinického stavu pacientaopakovan
ve 3-7 dennichinterval ech az do vymizeni pozitivniho nalezu
houbové DNA v krvi.

Vysetieni metodou PCR

Izolace DNA byla provedena ze 400 pl pIné krve izolatnim
kitem firmy Malamité, v.0.s.(CR), vyuzivajici lyzy bungk
detergentem achaotropnimi ionty snaslednou vazbou uvolnéné
DNA naamorfni SiO,. DNA bylaeluovanado 20 ul TE pufru.
Pronaslednou detekci specifické houbové DNA metodou PCR
bylo pouzito 5 pl izolatu.

Slozeni reskéni smési o celkovém objemu S0 pl bylo nasledujici:

1x PCR pufr (BioVendor, CR),2mM MgCL,, 0,5%glyceral, 20
pg/ml Red Kresol (Sigma), 100 uM kazdého dNTP (Boetri nger-
Mannheim), 0,5uM univerzalnich houboveé-specifickych primert
ITS3 (5 GCATCGATGAAGAACGCAGC 3) a ITHA
(5> TCCTCCGCTTATTGATATGC 3) a 25 U Ta
rekombinantni polymerazaTag-specia (BioVendor, CR). Reskéni
smés bylainkubovanav termocykleru (PTC-200, MJ Research)
zanad edujicich reakenich podminek: pocatedni denaturace 96 °C
/ 4 min.; nadeduje 46 amplifika¢nich cykld: 94 °C / 8 sek.
(denaturace), 57 °C/ 8 sek. (annedling), 72°C/ 35 sek. (extenze);
finalni extenze 72 °C / 2 min. Vysledny amplifikacni produkt
0 délce okalo 330 bp byl analyzovan eektroforeticky na 3%
agarozovém gelu apo obarveni ethidium bromidem vizuaizovan
UV zaenim (312 nm).

V jednotlivych reakcich bylo vysetiovano 5u | izolatu, coz
piedstavoval o ekvivalent 501 plné periferni krve. Pri vysetieni
metodou PCR byla vzdy provadéna negativn/ izolacn/
kontrola (tj. reakéni smés+ H,Oizol ovana stejnym zptisobem
jako vzorek), negativni kontrola (tj. reakeni smés + sterilni
H,0), poztivni kontrola (tj. reakéni smés + rekombinantni
plasmd pCR2.3CA, obsahujici ¢ast nekolikakopiové
sekvence ITS2 Candida albi cans) a pro kazdy vzorek byla
provedena inhibic¢ni kontrola (tj. reakéni smés + vzorek +
rekombinantni plasmid pCR2.3CA). S pouzitim uvedené
sady kontrolnich reakci byla moznost falesné negativity
i falesné pozitivity prakticky vylouéena. Citlivost detekcebyla
asi 100 mikroorganismi v 1 ml klinického materialu.
Vysledky DNA vysetieni byly znamy nejpozdéji do 24 hodin
od odbéru biologického materialu.
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Antimykoticka profylaxealééba

Pacienti s akutni lymfoblastickou leukémii vysokého rizika
apacienti sakutni myeloidni leukémii dostavali profylakticky
flukonazol 4-6mg/kg/den p. 0. béhem indukéni chemoterapie
av leukopenickém obdobi po chemoterapii. Antimykoticka
lécba flukonazolem 10-12mg/kg/den i.v. byla zahajovana
neprodleng u vsech pacienti s febrilni neutropenii nazakladé
pozitivniho nalezu houbové DNA metodou PCR (do 24 hodin
od odbeéru biologického material u) nebo nazakladé pozitivniho
kultivacniho nalezu. V piipadé flukonazol-rezistentnich hub
bylanazakladé kultivaéniho ¢i histol ogického nalezu zahajena
[écbaamfotericinem B v obvyklé davce (1,4).

Vydedky

Vededovaném obdobi bylo zachyceno celkem 20 pozitivnich
vzorki biologického materialu (19 vzorkt krve a 1 vzorek
z abscesové dutiny biopsieplic) vysetiovanych napritomnost
houbovych patogent metodou PCR béhem 11 epizod febrilni
neutropenieu 10 onkologickych pacientt [é¢enych nal. Détské
interni a onkologické klinice FN Brno (viz tab.1, Obr. 1).
Kultivacni vysetieni z hemokultur bylo pozitivni v 5 z 11
(45%) epizod febrilni neutropenies PCR pozitivnim nalezem
houbovych patogeni. U dalsich dvou pacienttt PCR pozitivnich
v krvi s negativni kultivaci z hemokultury byl pozitivni
kultivagni nalez z vytéru z krku. Ve vsech kultivacnich
nalezech se jednalo o Candida sp. (viz tab.1).

U jednoho pacienta (pacient ¢.1, tab.1), ktery mél opakované
pozitivni nalez houbové DNA v krvi, doslo s odstupem 6
tydnt od skonéeni 16-denniho obdobi FN k rozvoji
abscedujici bronchopneumonie s CT nalezem aspergilomu
pravé plice, ktery byl potvrzen histologicky z biopsie
postizené plice. Také metodou PCR byl ze stejného vzorku
plicni tkang zjistén pozitivni nalez houbové DNA. U jedné
pacientky byla diagnostikovana plicni diseminovana
kandidoza na zaklad¢ CT plic, pozitivniho nalezu houbové
DNA v krvi, kultivaéniho nalezu C.albicans v krvi a dobré
odpovédi nalécbu flukonazolem.

Délkatrvani febrilni neutropenieu pacientiis pozitivnim PCR
nalezem houbovych patogent se pohybovala od 2 do 16 dnu
s medianem 8 dnii. Ve tiech pripadech se jednalo o osidleni
CVK kandidami (C. tropicalis byla i kultiva¢né potvrzena
u dvou pacientil) s klinickym obrazem katetrové sepse.
U viech tii pacientt byl CVK odstranéndo 24-48 hodin, z toho
udvou z téchto pacienta trvala FN pouze 2, resp. 3 dny. FN
po vyjmuti infikovaného CVK trvala u vsech tii pacienta
maximalné 48 hodin. U ostatnich pacient doslo k fungémii
v den 1-10 (median den 8) trvani FN. U 4 pacientt byladale
kultivagné zjisténa bakterialni sepse na pocatku epizody FN
(viztab.1).

Obr. 1: Detekce univer zalni mykotické sekvence | TS2 u 10 pacientd
(11 eplzod FN) metodou PCR podletab. 1. Clslanaelektroforetogramu
oznacuji jednotlivé pacienty, symboly 2a, 2b oznacuji prvni a druhou
epizodu FN u pacienta¢. 2, M oznatuje drahu s velikostnim standardem
(velikosti fragment od 100 do 2000 bp), NK negativni kontrolu.
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Tab. 1: Vysetieni pacienta s febrilni neutropenii s pozitivnim nalezem houbové DNA metodou PCR v biologickém materialu

Cido Veék  Zakladni Délka Biol. PCR***
pac. Pohlavi (let) diagnozat  trvani mate-  vysetieni
FN*(dny) rial** z krve
1 M 18 osteo 16 HK D10%+++
sarkom D13 ++
D57+
++
2 M 17 ALL-HR 10 HK D5 ++
D8 ++
D10+
2 M 17 ALL-HR 12 HK D8 +++
D10+
3 M 5 neuro- 10 HK* D8 +++
blastom
4 M 4 ALL 6 HK D1 ++
5 7z 3 ALL 9 HK D8 +
6 M 4 ALL HK# D1 +++
M ALL HK* D1 +++
8 V4 12 ALL HK D5 ++
D8 +++
D11 ++
9 M 1 AML 5 HK D1+
D8+
10 7z 4 AML 8 HK D8 ++
D15+

D8C. tropicalis

D1C.tropicalis

Kultivagni
vysetieni Klinicky stav Poznamka
z hemokultur
opakovang G- sepse™s, enterocoliltis D8-16;  Aspergilus sp.
negativni colitis D8-16; abscedujici z biopsie plic D57
bronchopneumonie D57
D5C.albicans  FN, mukositis 1. epizoda FN
D8C.glabrata G+ sepseD1 2. epizodaFN

FN, septicky CVK D8 extrakce CVK D10

negativni FN, mukositis C. dbicansve
vytéruz krkuD1

negativni G- sepse D1, mukositis C. dbicans
vevytéruz krkuD1

negativn septicky CVK D1 extrakce CVK D2

septicky CVK D1 extrakce CVK D2

D8C.albicans  FN, diseminovana plicni
kandidozaD5-14
opakovang FN, mukositis
negativni
opakovang G+ sepse D3
negativni

*  ALL = akutni lymfoblasticka leukemie (HR = vysokého rizika), AML = akutni myeloidni leukemie

++

§§ D = den od zacatku febrilni neutropenie
*  EN =febrilni neutropenie; CVK = centralni venozni katetr;

* %

vysetieni na pritomnost houbové DNA z abscesové dutiny biopsie plic
G-, G+ sepse = sepse Gram negativnimi, resp. Gram pozitivnimi, bakteriemi prokazana kultivatnim nalezem z hemokultur

Biologicky material (HK = hemokulturaodebrana z periferni zily; HK# = hemokulturaodebrama z CVK pii PCR negativnim nalezu hemokultury

z periferni zily), ktery byl vysetiovan metodou PCR na pfitomnost houbové DNA asoucasné také kultivaing.
*** Semikvantitativni vysetteni metodou polymerazové tetézové reakce na piitomnost houbové DNA v biologickém materialu: +++ silné pozitivni,

++ stiedné pozitivni, + slabs pozitivni, - negativni

Antimykoticka |é¢ba fluconazolem v davce 10-12mg/kg/den
i.v. bylazahgjovananazakladé pozitivniho nalezu houbové DNA
v krvi do 24 hodin po odbéru nebo nazakladé kultivasniho nalezu
C.albicansv krvi. Fluconazol byl podavan minimalné 7 dni od
podedniho pozitivniho nalezu houbové DNA v krvi metodou
PCR, neiméné vsak 14 dni. V pripadé kultivacniho nalezu
flukonazol-rezistentni C. glabrata a C. tropicalis byli pacienti
Iéceni amfotericinem B v obvyklé davce po dobu minimalng 14
dni. Pacient ¢.1 v tab.1 dostaval v obdobi FN fluconazol na
zékladé pozitivniho nalezu houbové DNA v krvi. Kultivasni
vysetieni napritomnost hub bylavtomto obdobi nevytézna. Po
Zjisténi aspergilomu, ktery seobjevil za8tydna od zacatku FN,
byl pacient, vzhledem ke snizenym renalnim funkcim po
piedchozi chemoterapii obsahujici cis-platinu, prelécen
liposomalnim amfotericinem 4mg/kg/den i.v. po dobu 28 dri
adaleitrakonazolem p.o. po dobu 2 meésici.

Diskuze

Zastupci rodta Candida a Aspergillus sev poslednich letech
dostali mezi 10 nej ¢astéjsich patogeni hachazenychv obdobi
FN u onkologickych pacientt (2). Pravé proto je vénovana
velka pozornost jejich diagnostice alécbé. Nase vysledky
ukazuji, Ze citlivost detekce mykotickych infekci metodou
PCR byla vyssi nez detekce kultivaci, coz je dano relativné
nizsi citlivosti kultivaénich metod. Obzvlasté u intenzivné
lécenych pacientd byva vysoka sérova hladina antimykotik,
coz mize byt rovnéz zdrojem netaspéchu kultivace na
umélych padach. Vysoka citlivost PCR metody byla jesté
zesilenadetekci useku DNA, ktery senachaziv genomu hub

ve 40 az 80 kopiich, coz umoziuje zachyt az jednotlivych
mikroorganismi ve vzorku klinického materialu. Samotné
vysetieni je mozno provést béhem 4 hodin po obdrzeni
biologického materialu, coz zadna jina metodaprimé detekce
patogenniho mikroorganismu neumoziuje. Velmi ptinosny
je také fakt, ze metoda umoziuje vysetrovani prakticky
jakéhokoaliv biologického materialu.

V predkladané praci byla detekovana vysoce konzervativni
univerzalni sekvence, vyskytujici sev genomuvsech klinicky
vyznamnych patogennich hub, nikoliv vsak v genomu
baktérii, Pneumocystiscarinii, zivocicha avétsiny rostlinnych
druht. Z obr.1 je ziejmy urdity rozdil ve velikostech
amplifika¢nich produkti, ktery je zpiisoben mezidruhovym
délkovym polymorfismemv této sekvenci. Samotna sekvence
ITS2 je totiz vysoce druhove sekvenené specificka, coz do
budoucna ziejm¢ umozni nejen velmi rychlou univerzalni
detekci, aletaké rychlou druhovou specifikaci detekovanych
patogennich hub.

Klinicky ptinosrychlé DNA diagnostiky patogennich hub je
nesporny. Casto diskutovanou otazkou vsak zastava nasazeni
vhodné antimykotické terapie (1-4). Amfotericin B predstavuje
vysoce uéinny lék jak v profylaxi, tak v terapii mykotické
infekce uimunosuprimovanych pacientti s sirokym spektrem
uéinku na vétsinu patogennich hub, véetné nejcastéji se
vyskytujicich kmenti roda Candida a Aspergillus.

Obavanou komplikaci 1é¢by amfotericinem B jenefrotoxicita,
ktera mize limitovat jeho pouziti, zgména u pacientt lécenych
nefrotoxickymi cytogtatiky, antibiotiky ¢i jingmi nefrotoxickymi
Iéky. Slibnou se ukazuje moznostu tuto nefrotoxicitu vyrazné
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omezit vhodnou profylaxi (21, 22), pripadné pouzitim
liposomalniho amfotericinu B, ktery je podstané méng
nefrotoxicky, avsak ekonomicky znacné nakladny (1,2,6).
Novou skupinou antimykotik jsou azolow derivaty. Predevsim
fluconazol je minimalné toxicky a vysoce uginny u vétsiny
infekci pasobenych Candida sp., zegménaC. albicans, jak bylo
opakované prokazano experimentalnéi v klinickych studiich
(2,3,17). Vzhledem ke zjisténi, ze kandidové infekce tvoti asi
2/3 viech mykotickychinfekci u onkologickych pacientd, jevi
sejeho pouziti v prvni linii antimykotik jako opravnéné.

L écba antimykotiky je zpravidla zahajovana empiricky po 3-
az 5dennim trvani FN, ktera nereaguje na |é¢bu antibiotiky
(1,4,6). V nasem souboru jsme méli moznost, vzhledem
k rychlé detekci PCR metodou pfi diagnostice patogennich
hub, zahgjit cilenou antimykotickou Iécbu na zakladé
pozitivniho nalezu houbové DNA do 24 hodin. Neprodlené
zahajeni |é¢by flukonazol em aextrakce houbami infikovaného
CVK znamenala rychlé zlepseni klinického stavu pacienta.
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