CYTOMEGALOVIROVA INFEKCE U DETI SE ZHOUBNYM NADOROVYM
ONEMOCNENIM: OD SEROLOGIE K PRUKAZU VIROVE DNA.

CYTOMEGALOVIRUS INFECTION IN CHILDREN WITH CANCER:
FROM SEROLOGY TO VIRAL DNA DETECTION.

MICHALEK J.1, HORVATH R.2, BENEDIK J.2, HRSTKOVA H. 1

1 D&tsk4 interni a onkologicka klinika, Fakultni nemocnice Brno;
2 Genetick4 laborato¥, Centrum kardiovaskularni a transplanta¢ni chirurgie, Brno.

Souhrn: Cytomegalovirov4 infekce u détf se zhoubnym nddorovym onemocnénim: od sérologiek pritkazu virové DNA.
Vychodiska: Cytomegalovirov4 infekce je jednou z pfi¢in morbidity a mortality u d&ti 1é€enych pro zhoubné nadorové one-
mocnéni. V posledni dob€ se v diagnostice CMV vedle sérologického vySetfent stéle Zastsji uplattiuje vysoce citliva a rychl4
metoda polymerédzové fet€zové reakce (PCR). Typ studie a soubor: Sérologickymi metodami (IgG, IgM - proti CMV) bylo
testovano 186 déti s leukémi, solidnimi nadory, lymfomem nebo histiocyt6zou. Z toho 70 pacienti bylo vySetfov4no meto-
dou PCR na ptitomnost cytomegalovirové DNA v krvi. Vysledky sérologického i PCR vySetfeni byly hodnoceny semikvan-
titativné. Metody a vysledky: Sérologickymi metodami nebyly nalezeny vyznamné rozdily v promofenosti CMV mezi onko-
logickymi pacienty v dobé stanoveni diagn6zy a zdravou kontrolou. Promofenost onkologickych pacientil po 16b& byla ve
srovnani s kontrolnim souborem vyznamné vy33i (p < 0,01). V pritb&hu protinddorové 1éZby byl zaznamenén signifikantni
ndrist promofenosti CMV. Vysledky detekce CMV DNA metodou PCR z plné krve se senzitivitou 98,4% velmi dobfe rozli-
Suji mezi symptomatickou infekci a asymptomatickou perzistenci viru. PCR pozitivni byli v&ichni symptomati&ti pacienti
(18/18), ale pouze jeden z 62 zdravych kontrol. PCR pozitivita byla detekovana v 1-5 tydennim pfedstihu pred pozitivitou séro-
logickou. Zdvéry: Detekce CMV infekce metodou PCR zptesiiuje diagnostiku potiZi neznamé etiologie u imunosuprimova-
nych détskych pacienti a zlepSuje moZnosti jejich terapie.
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Summary: Human Cytomegalovirus Infection in Children with Cancer: From Serology to Viral DNA Detection.
Background: Cytomegaloviral infection is an important cause of morbidity and mortality in children treated for cancer.
Recently, rapid and highly sensitive polymerase chain reaction (PCR) has been used in the diagnostics of such infections.
Design and subjects: A group of 186 children with leukemia, solid tumors, lymphoma or histiocytosis were tested serologically
(CMV-IgG, IgM) and 70 of them were tested for CMV DNA in blood, both semiquantitatively. Methods and results: No
significant difference in seropositivity was found between healthy controls and cancer patients at the beginning of treatment.
At the end of anticancer treatment, the seropositivity of cancer patients was significantly higher than in healthy controls
(p < 0,01), suggesting a high rate of CMV infection during anticancer treatment. The results of PCR detection of CMV (with
98.4% sensitivity) correlates with clinical symptoms of infection. All symptomatic patients (18/18) and only one of 62 healthy
controls were PCR positive. Furthermore, the PCR positivity was detected 1-5 weeks before detection of seroconversion.
Conclusions: Detection of CMV DNA by PCR improves the diagnosis of complications of unknown origin in children with
cancer and offers the possibility of their treatment.
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Uvod

Onkologicky pacient je imunosuprimovén samotnym n4doro-
vym procesem a nisledn€ pak jeSt& jeho 1é¢bou, &imZ je vysta-
ven zvySenému riziku oportunni infekce (1). Jednou z pfi¢in
morbidity a mortality pacient 1é&enych pro zhoubné nadoro-
vé onemocnéni, zejména pfi pouZiti intenzivnich reZimi pro-
tinddorové 16¢by je cytomegalovirus (CMV) (2-5).
Promofenost dospélé populace cytomegalovirem se pohybu-
je kolem 70%. Primarni infekce probiha v&t§inou asympto-
maticky v détstvi a virus pak zfejmé perzistuje v hostiteli aZ
do konce Zivota (6). Mén& &asto miiZze CMV infekce probihat
pod obrazem syndromu infek&ni mononukleézy. PHi CMV
infekci v t&hotenstvi miiZe dojit k pfenosu infekce na plod
a ke vzniku kongenitalni CMYV infekce provdzené mentilni
retardaci, mikrocefalii, slepotou a hluchotou (6). U imuno-
suprimovanych pacientll byva CMV infekce ¢asto provdzena
intersticidlni pneumonif, hepatitidou, esofagitidou, gastroen-
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terokolitidou, dfetiovou aplazii, encefalitidou a chorioretiniti-
dou (3-7). Pacienti po transplantaci kostni dfen& nebo orga-
nové transplantaci jsou nejvice ohroZeni pneumonitidou, kte-
14 jeSt& pfed 10 lety byla z 80% letalni (8). Pacienti s rozvi-
nutym AIDS trpi &asto CMV kolitidou, chorioretinitidou
a postiZenim CNS (6,7).

Stanoveni diagn6zy CMV infekce u imunosuprimovanych
pacienti je na ziklad€ samotného klinického pozorovéni prak-
ticky nemoZné, nebot klinické projevy jiné oportunni infekce
mohou byt velmi podobné (2,5). Proto je nutné potvrdit kli-
nické podezfeni laboratornimi vy$etfenimi, kterd vedou ke spo-
lehlivému ureni pfislu¥ného infek&niho agens. Laboratorni
diagnostika virovych infekci, zejména u imunosuprimovanych
jedinch je v8ak velmi obtiZnd, coZ miaZe byt také jednim z
diavodii mal€ znalosti Glohy virti pfi komplikacich u onkolo-
gickych pacientli. Doned4vna byla virologick4 diagnostika
omezena na metody sérologické a kultiva¢ni. Sérologick4



vySetfeni jsou viak zatiZena vysokym rizikem fale3n¢& nega-
tivnich vysledkid v diisledku nedostatené tvorby specifickych
protilatek pfi poSkozeni imunitniho systému hostitele béhem
protinidorové 1é¢by. Navic, u malych déti pfed3kolniho v&ku,
je tvorba protildtek v priib&€hu akutnf virové infekce ve tfid&
IgM nedostatednd nebo zcela chybi (6,7,9). Jindy naopak
muZeme dostat fale¥né& pozitivni vysledky na zdklad& zkfiZe-
né reaktivity, zejména mezi riznymi herpetickymi viry (6).
Kultiva¢ni vySetfeni je velmi pracné a zdlouhavé a nehodi se
k diagnostice akutné probihajici infekce (10). Zavedeni tech-
niky “shell-vial assay” sice podstatn& zkrétilo délku kultiva-
ce, senzitivita tohoto vySetfeni je v¥ak stile nedostate¢na
(10,11).

Nast&sti s rozvojem molekuldrni biologie se od pocatku 90.
let rychle rozviji i diagnostika vird, pouZivajici metody poly-
merizové fetézové reakce (PCR), kterou lze prokazat p¥itom-
nost virové DNA v jakémkoliv biologickém materidlu (15,22,
23). Posledni zkuSenosti ukazuji, Ze pfi srovnani detekce cyto-
megalovirové DNA v plasmé& metodou PCR (PCR z plasmy),
detekce cytomegalovirové DNA z plné krve nebo z leuko-
cyti periferni krve (PCR z plné krve nebo leukoDNAemie)
a detekce antigenemie (pfitomnost virové specifickych anti-
genil v krvi, napt. ¢asného antigenu CMV matrix pp65), nej-
1épe koreluje s klinickou symptomatickou CMYV infekciuimu-
nosuprimovanych pacienti po transplantaci kostni dfené, &i po
organové transplantaci nalez virové DNA v plné krvi, nebo v
leukocytech periferni krve (10,12,13). Dal3i vyhodou PCR
detekce virové DNA je jeji rychlost a vysok4 citlivost vySet-
feni, kterd v indikovanych p¥ipadech umoZiiuje v€asné zah4-
jeni protivirové 1é¢by a tim dosaZeni jeji vy33i d¢innosti.
Diagnostiky s vyuZitim metody PCR bylo pouZito v kombi-
naci se sérologickym vySetfenim i ve zde pfedkladaném sou-
boru détskych onkologickych pacient, ktefi byli 1é¢eni kon-
ven¢ni protinddorovou 1é€bou bez transplantace kostni dfené,
¢i perifernich kmenovych bun&k, nebot dosud nebyla publi-
kovéana prace, kterd by se v tomto rozsahu zabyvala pribéhem
CMYV infekce u t€chto pacientii.

Cil préce

Cilem préce je porovnat citlivost a specificitu stanoveni CMV
infekce u onkologickych détskych pacientit metodami imuno-
logické detekce protilatek a detekci CMV DNA v krvi paci-
entll a ukazat pfednosti druhé z uvedenych metod pro v&as-
nou detekci nebezpefi CMV nemoci.

Metody

Hodnoceny soubor obsahoval 186 déti ve v€ku od 4 mésicii do
18 let, z toho 101 chlapci a 85 divek 1é¢enych na 1. Dé&tské
interni a onkologické klinice Fakultni nemocnice Bmo od &erv-
na 1993 do z4fi 1998 s diagnézami: leukemie, véetn€ myelo-
dysplastického syndromu, 77 déti (41,4%), solidni nddory 58
déti (31,2%), lymfomy 42 déti (22,6%) a histiocytozy 9 déti
(4,8%) podle aktuélnich 1é€ebnych protokolit BFM (Berlin-
Frankfurt-Miinster), SIOP (International Society of Pediatric
Oncology) a POG (Pediatric Oncology Group) pouZivanych
pediatricko-onkologickymi pracovi§ti zipadni Evropy
a U.S.A. Soubor 186 pacientil byl roz¢lenén do 4 v€kovych
kategorii: 0-2 roky (25 pacientit), 2-6 let (49 pacientii), 6-12
let (52 pacientt) a 12-18 let (60 pacientil). Soubor 116 paci-
entl léCenych od roku 1993 do z4fi 1996 byl vySetfen retro-
spektivné sérologicky na pfitomnost specifickych protilatek
proti CMV ve tfid¢ IgM a IgG metodou ELISA (9). Soubor 70
pacientil 1é€enych od fijna 1996 do z4fi 1998 byl vySetfen pro-
spektivng sérologicky stejné jako v retrospektivnim souboru
a nove& byla zavedena metoda PCR k diagnostice pfitomnosti
cytomegalovirové DNA v plné krvi.

Metoda PCR spotivala v detekci specifické cytomegalovi-
rové DNA ve vzorku plné krve. V pfipadé stfedni a silné pozi-
tivity (n4lezu minimaln& 102 kopii CMV v 1jig izolované DNA
z plné krve) bylo provedeno také vySetfeni 100ul plasmy pro

prikaz volnych virovych &astic v plasmé (14,15). Sérologic-
ké vySetfeni CMV a vy3etfeni metodou PCR od svého zave-
deni bylo provddéno u viech sledovanych pacientii:

— v dobé stanoveni onkologické diagn6zy;

— pfi klinickém podezfeni na infekci CMV kdykoliv v priibg-
hu protinddorové 1€¢by;

— v dob€& ukonceni protinddorové 1€¢by.

Do souboru vy3etfovanych pacient nebyli zahrnuti pacienti,
ktefi podstoupili transplantaci kostni dfené ¢i perifernich kme-
novych bunék.

Klinické podezfeni na infekci virem CMV v priib&hu proti-
nadorové 1é¢by bylo vzneseno na zaklad& klinickych &i labo-
ratornich zndmek vyskytujicich se pfi CMV infekci: hore¢-
ka bez znamek bakteridlni ¢i mykotické infekce, protraho-
vané subfebrilie, lymfadenopatie, hepatosplenomegalie,
hepatopatie, protrahované aplazie kostni dfen€, lymfopenie,
atypické lymfocyt6za, atypick4 pneumonie a nebakteridlni
gastroenteritida, pokud nebyla nalezena jina pficina t€chto
obtiZi. Hodnoceni sérologického i PCR vy3etfeni bylo pro-
vadé€no semikvantitativn€: + pozitivita odpovidala slabé séro-
logické pozitivit& a ndlezu pod 102 kopii CMV (v 1ug DNA
izolované z plné krve), ++ pozitivita odpovidala stfedné sil-
né sérologické pozitivit® a nalezu 102 - 104kopii CMV v Iug
DNA izolované z plné krve), +++ pozitivita odpovidala sil-
né sérologické pozitivité a nilezu vice neZ 104 kopii CMV
(v1lpugDNAizolovanéz plnékrve). Naobr. 1 je uk4zka ana-
lyzy 5 pacientli pomoci digitalni kamery Ultralum a softwa-
re Scion Image.

Jako kontrolni pro sérologické vy3etfeni slouZil soubor 318
déti a adolescentt ve v€ku od 4 mé&sici do 18 let a 165 dospé-
Iych ve véku od 19 do 78 let. Metodou PCR bylo vy3etfeno 62
d&ti a adolescentii ve véku od 4 mésici do 18 let. U viech t&ch-
to osob bylo hlavnim dtvodem odbéru krve jiné vySetfeni a tyto
vy3etfované osoby nejevily v dob& odb&ru zndmky ani akut-
niho hore¢natého ani infek&niho onemocnéni.

Pro statistické zpracovéni bylo pouZito McNemarova testu a 2
testu (16).

Obr. 1. Ukézka semikvantifikace pozitivnich vysledki PCR detekce CMV
Drahy 1 — 5 pacienti s vyznaenou intenzitou zachytu

Drahy 6 — 9 Fedici fada kontrolniho plazmidového konstruktu (hodnoty
udévaji po€et kopii virové DNA v 1 (g lidské DNA izolované z plné krve,
tedy asi 3 x 10° leukocyti)
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Obr. 2: Promorenost virem CMV podle véku.

*(p<0,05),** (p<0,01): statisticky vyznamny rozdil na 5%, resp. 1%
hladin& vyznamnosti mezi souborem pacientdi v dob& ukon&enf protin-
dorové 16¢by (v legendé oznateno “po 16&b&”") a souborem zdravych, viko-
v& odpovidajicich kontrol (“zdrav4 kontrola”).

*(p<0,05), * (p<0,01): statisticky vyznamny rozdil na 5%, resp. 1%
hladin€ vyznamnosti mezi souborem pacientti v dobé& stanoveni onkolo-
gické diagnozy (v legend€ oznadeno “pi diagn6ze™) a souborem pacien-
ti v dobé ukon&eni protinddorové 16&by.

Na ose x jsou zndzornény jednotlivé v&kové skupiny (v&k v letech) viet-
né kontrolni skupiny zdravych dosp&lych. Na ose y je procentuslng zn4-
zorn&na sérologicka pozitivita CMV ve tfid& IgG.
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Obr. 3: Promoi'enost virem CMYV podle diagnézy.

# (p<0,01): statisticky vyznamny rozdil na 1% hladin& vyznamnosti
mezi souborem pacientd v dobg stanoveni onkologické diagn6zy (v legen-
d& oznateno ,,CMV pfi dg.“) a souborem pacientii v dob& ukon&eni pro-
tinddorové 16¢by (v legend& oznageno ,,CMV po 16b&“). Na ose x jsou
znézorn&ny jednotlivé skupiny pacientd podle diagnéz: leukémie (77 paci-
entit), lymfomy (42 pacientit) a solidni nadory (58 pacientil). Na ose y je
procentualné znizorn€na sérologicka pozitivita CMV ve tfidg IgG.

Vysledky

Sérologické vySetieni

Nejprve byla srovndvana se zdravou kontrolou promofenost
virem CMYV na ziklad& sérologické pozitivity ve tfid& IgG
u populace déti se zhoubnym nddorem v dobé stanoveni onko-
logické diagndzy, tj. pfed jakoukoliv onkologickou lé&bou,
a poté v dob& ukonceni komplexni protinadorové 16¢by.
Vysledky tohoto sledovéni pro jednotlivé v&kové kategorie
ukazuje obr. 2. Z obrézku je zfejmé, Ze v dob& stanoveni dia-

gnozy zhoubného nddoru u déti nenf statisticky vyznamnych

rozdild v promofenosti virem CMV ve srovnani se zdravou
kontrolou v 74dné v&kové kategorii. Viechny v&kové kate-
gorie jsou viak statisticky vyznamné& vice promoteny virem
CMV v dobé ukonceni protinddorové 1é&by neZ pted jejim
zahdjenimv dobé stanoveni onkologické diagnézy (p <0,01).
Kromé v&kové kategorie 12-18 letych je také vyznamny roz-
dil v promotenosti CMV mezi kontrolnim souborem a sou-
borem 0-2letych (p < 0,05), 2-6letych a 6-12letych (p < 0,01)
po skonCeni 1é¢by. Promofenost d&tské populace po 16&b&
zhoubného nédoru se tak ve viech v&kovych kategoriich blii
promofenosti dospé&lé populace.

Pfi rozd€leni pacientti podle jednotlivych diagnéz (obr.3) je
ve viech tfech skupindch pacientt s leukémiemi, lymfomy
i solidnimi n4dory patrny signifikantni nérfist promofenosti
CMV (charakterizovany pfitomnosti protilatek ve tfid& IgG
proti CMV) v pritb¢hu protinddorové 1é¢by (p < 0,01).
Nejmarkantné&jii je tento nariist u pacientd s - leukémii. Skupi-
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na histiocytéz nebyla pro maly potet pacienti statisticky hod-
nocena.

Hodnocena byla také pozitivni sérokonverze (pacient CMV
IgG negativni v dobé stanoveni onkologické diagnézy, u kte-
rého doglo po 16¢bé k CMYV IgG pozitivit&, aniZ by prob&hia
infekce byla klinicky zaznamenéna) a negativni sérokonverze
(pacient CMV IgG pozitivni v dobg stanoveni onkologické
diagnézy, ktery je ddle CMV IgG i IgM negativni). K pozi-
tivni sérokonverzi do3lo u 46 (27,4%) pacientfi, k negativni
sérokonverzi v priibéhu Iéby dolo u 11 (5,9%) pacientti a v
dobe ukondeni 1é¢by u 3 (1,6%) pacientii. V dobé stanoveni
onkologické diagn6zy byla sérologicky zjist&na recentni CMV
infekce u 1 pacientas leukémii. V priib&hu protinddorové 16&-
by pak bylo zachyceno 7 pacienti (2 s leukémii, 1 s histio-
cytézou L. tfidy, 1 s nonhodgkinskym lymfomem a 3 se solid-
nim tumorem) se sérologicky potvrzenou recentni CMV infek-
¢i. V laboratornim nalezu se pom&rné &asto objevovala lym-
fopenie, nizky pofet CD4 pozitivnich lymfocyth
a “pfevraceny” pomér CD4/CD8, tj. meni neZ 1,0.

VySetifeni metodou PCR

Vy3etfeni na pfitomnost specifické cytomegalovirové DNA z
plné krve bylo provedeno opakovan& u viech 70 pacientii v
prospektivnim souboru a u 62 zdravych kontrol. Celkem bylo
vySetfeno 215 vzorki krve onkologickych pacientt, tedy pril-
mérné 3,07 vzorku na jednoho pacienta a jednorszové 62 vzor-
ki kontrolniho souboru. Vysledky shrnuje tab.1. Z tabulky je
zfejmé, Ze nastavend senzitivita metody PCR, kter4 &ini 98,4%,
velmi dobfe odrd#f rozli¥eni mezi symptomatickou infekci
a asymptomatickou perzistenci CMV. Pouze v jednom pfi-
padg z 62 zdravych kontrol byla nalezena ptitomnost CMV
DNA v krvi, zatimco jeho pfitomnost byla potvrzena u viech
18 symptomatickych onkologickych pacientii. Z t&chto 18
PCR pozitivnich pacienti mé&l pouze jeden pacient s leukémii
pozitivni na +++ zjidt&nou akutni virémii (virovd DNA i v
plazmg), zatimco u 17 ostatnich se jednalo o nilez cytomega-
lovirové leukoDNAemie. PCR pozitivnich bylo v dobé sta-
noveni onkologické diagn6zy 5 pacientil s leukémii a 1 paci-
ent s histiocytézou IL tfidy. V prib&hu protinidorové ié&by
byla pfitomnost CMV DNA v krvi zji§t&nau 4 pacientiis leu-
kémif, u2 pacients non-hodgkinskym lymfomem au 7 paci-
enti se solidnim tumorem, pfi¢em? 1 pacient s leukémii mél
reaktivaci CMV infekce v priib&hu protiniddorové 168by.

Srovndni sérologického a PCR vySetieni

Srovnéni sérologického a PCR vySetfeni na CMV je uvedeno
v tab. 2, kterd ukazuje rozdily mezi retrospektivnim souborem
pacient vySetfenym pouze sérologicky a prospektivnim sou-
borem vySetfenym jak sérologicky, tak metodou PCR. Z tabul-
ky jednozna¢né& vyplyva, Ze pouZiti metody PCR k detekci
CMYV DNA v prospektivnim souboru vyrazng pfispélo k objas-
néni pficin symptomatické CMV infekce. Pfi srovnéni pro-

Tab. 1: Semikvantitativni hodnoceni PCR pozitivnich vySetfeni na pti-
tomnost cytomegalovirové DNA v plné krvi a plasmé& onkologickych paci-
entl a zdravych kontrol.

Stupett pozitivity PCR* Pacienti Zdravé kontrola
. (n=170) (n=62)
+ (pod 102 kopii viru) 16 1
++ (102-10* kopii viru) 7 0
+++ (nad 10* kopif viru) 1 0
viremie (PCR pozitivita ve 100 pl plasmy) 1 0
Celkovy potet PCR pozitivnich vzorki 25 1
Pocet PCR pozitivnich jedinct 18 (25,7 %) 1(1,6%)

* Uv4dén je stupeii pozitivity zachytu cytomegalovirové DNA v 3x10°
leukocytech periferni krve. Ciselné hodnoty v tabulce uvadi;ji potty pozi-
tivnich vzorkd krve a plasmy krom¢ posledniho ¥4dku, kde je udn podet
pacientd, resp. zdravych kontrol, s PCR pozitivnim nélezem cytomegalo-
virové DNA.,




Tab. 2: Srovnani retrospektivniho a prospektivniho vy3etfeni d&ti se
zhoubnym ndadorem

Sledovan charakteristika s uvede- | Celkem |-Retrospektivng | Prospektivné
nim podtu pozitivnich pacientt 1993-1998 1993-1996 1996-1998
(v zévorkéch je uveden Gdajvpro-| (n= 186) (n=116) (n=70)
centech) :

Pozitivni sérokonverze* 46(24,7%) | 32(27,6 %) 10 (14,2 %)
Negativni sérokonverze po 1é¢be 3(1,6%) 1 2
Negativni sérokonverze

v pritb¢hu 16¢by 11G59%) 6 5
Dokumentovan symptomatick

CMYV infekce (sérologicky a/nebo |25 (13,4 %) 7(6 %) 18 (25,7 %)
PCR)

Celkovy poget laboratorné Zjisea-

nych symptomatickgch a asympto- | 71(38,2%) | 39 (33,6 %) 28 (40 %)
matickych CMV infekci**

* Ve skuping , pozitivni sérokonverze® jsou zahrnuti pouze pacienti, kte-
fi nejsou ve skuping ,,dokumentovan symptomaticka CMYV infekce*

** Jedn4 se o soudet »pozitivnf sérokonverze* a »dokumentované symp-
tomatické CMV infekce*

spektivniho a retrospektivniho souboru se prokizalo vyrazné
zvy3eni po¢tu pacientd s PCR a sérologicky dokumentovanou
symptomatickou CMV infekci. Naopak ubylo pacienti s pozi-
tivni sérokonverz, tedy téch, u kterych CMV infekce probé-
hla asymptomaticky a nebo nebyla v prib&hu protinddorové
1é¢by zachycena.

Potvrdila se i vysoka4 predik&ni schopnost PCR detekce, kters
umoZiiuje zachytit CMV infekci o n&kolik tydna dfive, ne? se
projevi prvni klinické i sérologickeé p¥iznaky. Viichni pacien-
ti v prospektivnim souboru, ktet méli sérologicky prokaza-
telnou CMV infekci byli JiZ v dob& 0 1 - 5 tydna dfive PCR
pozitivni na pfitomnost CMV DNA v krvi.

Klinicky priibéh CMV infekce

Laboratorng byla CMV infekce zjiSt€na celkem u 71 (38,2%)
pacientd, z toho dokumentovang CMV infekce sérologicky,
nebo PCR metodou byla celkem u 25 (13,4%) pacient. U 6
pacientl v dobé stanoveni onkologické diagnézy, u 18 paci-
entd v pritb&hu protinadorové 1é¢by a u 1 pacienta v dobé sta-
noveni onkologické diagnézy s reaktivaci v pribéhu 1&cby.
Nej¢ast&ji se CMV infekce objevovala bezprostfedng po pro-
b&hlém bloku protinddorové chemoterapie. Manifestovala se
protrahovanymi febriliemi nebo subfebriliemi nereagujicimi
na podani antibiotik a antimykotik, negativnimi bakteriilnimi
a mykotickymi nélezy z hemokultur, nizkymi hodnotami C-
reaktivniho proteinu (markeru bakteri4lni infekce), protraho-
vanou nezvykle dlouhou a t&7kou aplazii kostni dfen& i pfes
podavéni ristovych faktort granulocytt, hepatopatii a gastro-
enteritidou. CMV pneumonie nebyla v naSem souboru proka-
zana, i kdyZ u jednoho pacienta s leukemii, ktery prod&laval
oboustrannou bronchopneumonii v leukopenickém obdobi
v pribéhu protinddorové 1é¢by byla PCR zachycena CMV
DNA v krvi. Diagnostick4 bronchoalveoldmi lavaZ viak neby-
la provedena, pacient mél tt dny poté pozitivni bakteriolo-
gicky nélez a po nasazeni antibiotik dogio k tistupu broncho-
pneumonie.

T&Zky prib&h CMYV infekce s protrahovanou aplazii kostni
dfené, hepatitidou a néslednou bakteri4lng sepsi méli 3 paci-
enti s vyraznym deficitem bun&né imunity s absolutnim
potem CD4+ lymfocyty v periferni krvi ni¥%im nez 200
X 10%1. U pacienti s nélezem ++ nebo +4+ PCR CMV pozi-
tivity také &asto dochazelo k t€Zkym bakterialnim a mykotic-
kym infekcim, které probihaly souasn& nebo nasledne po
CMYV infekci.

Rozhodovani o 16¢b& CMV infekce ganciklovirem bylo pro-
vade€no v retrospektivnim souboru na zaklad& klinického prii-
b&hu infekce a sérologického vy3etfeni prokazujiciho recent-
ni CMV infekci. V prospektivnim souboru byli ganciklovirem
1é¢eni pouze symptomati&ti pacienti s PCR pozitivitou na ++,

respektive +++. U pacientd s pozitivitou na + byl pritb&h infek-
ce pritb&Zn& monitorovan opakovanym PCR vy3etfenim jeden-
krét tydné a v p¥ipad& kvantitativng prokdzaného néristu CMV
DNA v krvi byla zahdjena 14 denni protivirova 16&ba gancik-
lovirem v ddvce 2 x Smg/kg denné. Priib&h infekce byl sledo-
van do ustupu Klinickych potiZi a do vymizeni PCR pozitivi-
ty 1 x tydng. Vysledky 1é¢by ganciklovirem u détskych onko-
logickych pacientit budou nAm&tem samostatného sdéleni.

Diskuze

Diagnostika cytomegalovirové infekce u imunosuprimova-
nych pacienti je znaéné obtizna. Klasické metody sérologic-
ké a kultivagni jsou zatiZeny znaénym rizikem fale$n& nega-
tivnich vysledki (2-7). Zjisténi nizké Gisp&¥nosti zéchytu CMV
infekce sérologicky u imunosuprimovanych d&tskych onko-
logickych pacienti potvrzuje také nase studie. V retrospek-
tivnim souboru, kdy laboratorni diagnostika byla zaloZena pou-
ze na sérologickych testech, bylo zachyceno mnohem méng
symptomatickych infekcine} v prospektivng sledovaném sou-
boru a zichytu CMV DNA pomoci PCR. Je v3ak tfeba zdu-
raznit, Ze sérologické vysetteni u détskych pacientd lé¢enych
standardni protinddorovou lé&bou bez zatlenéni transplanta-
ce kostni dfen& m4 nadile z4sadni vyznam v dobé& stanoveni
onkologické diagn6zy a v dob& ukondeni protinddorové 16¢-
by, kdy tvorba protilatek neni uméle ovlivnéna. Ukazuje se, Ye
vice jak jedna tetina (38,2%) dé&ti prodélava b&hem protina-
dorové 16¢by CMV infekci, takZe po jejim skon&eni se pro-
mofenost vylé&enych pacientii bli{ promofenosti dosp&lé
populace.

Tato skutetnost je nepochybné zpiisobena zvy3enym rizikem
CMYV infekce b&hem imunosupresivni protinidorové 1é¢by
a také opakovanymi pfevody krevnich derivatd, které i pfes
Cidténi deleukozitatnimi filtry mohou obsahovat malé¢ mnoz.
stvi potencion4lng infikovanych leukocyti. Stalo by za dva-
hu, zda tedy neprovadét rutinni kontrolu krevnich derivati na
pfitomnost herpetickych vira pomoci PCR v pfipadech, kdy
Jjsou podavény imunosuprimovanym pacientiim.

V pribé&hu protinddorové 1éEby, zejména v leukopenickém
obdobi, kdy dochizi k nejvyrazngjiimu oslabeni imunitni-
ho systému, je tvorba specifickych protilatek opoZdén4, nebo
zcela chybi. Podobn4 situace Je popisovand u pacientt po
transplantaci kostni dfené nebo po orgénové transplantaci,
kdy dochazi k silné imunosupresi a protilatkovou odezvu
nelze ofekévat (3,7,8). Dalsim faktorem, ktery se podili na
fale¥n& negativnich sérologickych vysledcich je v&k paci-
entl. Zejména u kojenci a batolat do 2 let v&ku je nedosta-
tecnd tvorba specifickych IgM protilatek a odhaleni akutni
CMYV infekce je unich zna¢né obti¥né (9). Na zakladg t&ch-
to skute¢nosti, které potvrzuje i ndmi vy3etfovany retro-
spektivni soubor pacientg, jsme v prospektivnim souboru
zafadili vySetfovani CMV DNA z krve velmi citlivou meto-
dou PCR. Hlavni vyhodou této metody, kter4 je Gsp&§ng& pou-
Zivéna k detekci CMV infekce u pacientii po transplantaci
kostni dfené, organové transplantaci a pacientii s AIDS
(10,12,13, 15), je vedle vysokeé sensitivity a specificity také
rychlost vy3etfeni, co¥ umoZiluje v ptipadé potteby zahdje-
ni protivirové 16&by jiZ za nékolik hodin po odbéru biolo-
gického materidlu. Srovnani retrospektivniho a prospektiv-
niho souboru ukazuje podstatn& Vvy33i zachyt symptomatic-

ké CMV infekce s vyuitim PCR metody. Narast zdchytu

symptomatické CMYV infekce jde na vrub sérologicky zji3-
tované pozitivni sérokonverze. Ve ve&tSin€ ptipada byl PCR
pozitivni ndlez potvrzen se zpoZdé&nim 1- 5 tydni také séro-
logicky.

Klinicky pritbéh CMV infekce u imunosuprimovanych paci-
entit 1ze velmi obtiZn& odligit od jinych virovych, bakterilnich
nebo mykotickych infekei, které navic mohou probihat sou-
b&Zné. O to v&ti vyznam m4 ndlez specifické DNA daného
infek&niho agens. P testovéni korelace mezi Klinickymi pii-
znaky CMV infekce a PCR ndlezem CMV DNA v leukocy-
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tech nebo plasmég, byla u pacienti po transplantaci kostni dfe-
né &i orgdnt nejvetsi shoda pfi testovani leukocyti (10,12).
Tuto zkuSenost miZeme potvrditi v paSem souboru, kdy vSich-
ni klinicky symptomati¢ti pacienti byli pozitivni ze vzorku
z plné krve, zatimco pouze jeden mél soucasné zji§ténou CMV
DNA v plasmé.

Zavér

Zavérem lze tedy shrnout, Ze PCR detekce cytomegalovirové
DNA v krvi a ostatnich vzorcich biologického materi4lu u imu-
nosuprimovanych pacientd miiZe vyrazn& zpfesnit diagnosti-
ku potiZi neznamé etiologie s nejednoznatnou symptomato—

 logii a zlepSit tak moZnosti jejich terapie.
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Tvorby této aktuilni knihy vychézejici jli ve druhém vydéni se i¢astnilo 68 odbor-
nikd pfevaZn& z USA a Kanady, méng jsou zastoupeni autofi z Velké Britdnie,
Svédska, Francie, Némecka a Itilie. Editory jsou profesofi z odd&leni bioimuno-
terapie univerzity v Houstonu. 35 kapitol je uspofadanych do sedmi sekcf, je pfi-
pojen slovniek pouZitych odbornych vyrazii a velmi podrobny rejstiik.

V prvé sekci je pouze jedna price zabyvajici se nomenklaturou a klinickymi
aplikacemi nadorové cytogenetiky. Je pojednéno o chromosomélnich abnor-
malitich u hematologickych malignit a malignich lymfoproliferativnich one-
mocnéni, 0 cytogenetice solidnich nddorti a molekulérni cytogenetice karci-
nomi. Cytogenetické zmé&ny poskytuji informace uZite¢né v diagnostice, pro-
gnéze a péli o pacienta. Druh4 ¢4st o klinickych aplikacich laboratornich metod
sestava ze dvou kapitol; prva je v€novéna klinickému pouZiti a limitacim b&-
nych molekul4rnich metodologif, druh4 je pfehledem o hernatopoetickém systé-
mu, jeho regulaci a interakcim's hematopoetickymi ristovymi faktory a ele-
menty, jeZ se tykaji stromatu. Ve tfeti ¢4sti o molekul4rni patogenezi nadorit
jsou kapitoly o virech, onkogenech, defektech apoptézy a transkrip&nich fak-
torech. Malignity spojené s virovou infekci se vyznaCuji dlouhou inkuba&ni
dobou mezi infekci a klinicky poznatelnym nidorem, nidorovym postiZenim
jenmalé E4sti infikovanych jedinci a znamkami G&asti jinych genetickych nebo
environmentélnich faktord. P¥m4 antivirova terapie miZe postihnout virové
faktory v transformaci bun&k a dovolit profylaktickou 1é&bu infikovaného paci-
enta za i¢elem zabran&ni potencidlni malignit¥. Kapitoly ve &tvrté &4sti o mole-
kulérnich z4kladech hematologickych malignit se tykaji chronické a akutni
myeloidni leukemie, chronické a akutni lymfoidni leukémie a tymfomi fady
TaB.
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Nejrozsahlej3i je sekce s 12 pojednénimi o molekularnich zdkladech solidnich
nddord zahrnujicimi nadory mozku (se zamé&fenim hlavné na astrocytomy),
nidory prsu, kolorektalni tumory, endokrinni n4dory, hepatoceluldmi karci-
nomy, nidory plic, melanomy, nddory pankreatu a prostaty, epitelidlni nado-
ry vaje¢niki, nddory ledvin, sarkomy. Skladba kapitol neni ptili¥ jednotni;
zatimco napf. v kapitole o nadorech plic je text rozdélen do odstavci o klinic-
kém projevu, molekularni patogenezi a klinickych aplikacich, kapitola o sar-
komech je lenéna do t&chto &4sti: epidemiologické a histopatologické Gvahy,
d&di¢né syndromy spojené se sarkomy, environmentalni faktory a sarkomy s
genetickymi alteracemi fzeni bun&&ného cyklu. Tematikou poslednich dvou
Castf jsou d&di¢né nadory (neurofibromatiiza typu 1, retinoblastom, Wilmsiv
tumor, ataxie - teleangiektizie aj.) a genovi terapie (1é&ba akutni promyelocy-
tarni leukémie, terapeuticky potencidl inhibitort Ras a inhibice rakovinnych
gend). Konstatuje se, Ze o isp&€¥né genové terapii se dosud ned4 hovofit. Pomo-
ci sou¢asnych technologiif se zatim nedaff dosidhnout obnoveni funkce tumor-
supresorovych gent v ka?dé nadorové buiice. Usp&$n&j$im postupem se zd4
byt inhibice funkce onkogent malymi molekulami, jeZ blokuji receptory pro
ristové faktory. Klinicky vyzkum vénuje zna¢nou pozomost zlep§ovani imu-
nogenicity celobun&nych vakcin genetickym inZenyrstvim.

Text doprovazeny vystiZnymi ilustracemi a rozsahlymi tabulkami pFinasi vyted-
ny pfehled dileZitych molekulérnich objevil v oblasti tumorigeneze a celko-
vého pokroku v Gsilf o vyvoj genovych 1éZebnych metod, jeZ by mohly byt
zafazeny do spektra rutinné provadénych protinddorovych pestupi. Jedn4 se
o dilo velmi uZitetné pro onkology a hematology ve vyzkumu i klinické pra-
xi, pro studenty a G&astniky postgraduélniho vzd&lavéini. Na knize lze obdivo-
vat jak vysokou odbornou tirovet, tak i pfehledné uspofadani - to je oviem cha-
rakteristické i pro ostatni publikace vyd4vané nakladatelstvim Martin Dunitz.
Pro uZivatele prvniho vydéni z r. 1995 je dileZit4 informace, %e druhé vydani
bylo podstatné novelizovéano a roziifeno. -
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