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EDITORIAL

Vazené kolegyne, vazeni kolegovia, mili ¢itatelia,

ked sme v roku 2010 pripravovali prvé vydanie odborného casopisu
MEDIREX GROUP Newslab, bolo nasou snahou hlavne informovat vés, nasich
klientov a spolupracovnikov, o novinkach v nasich laboratéridch. O novych testoch,
ktoré sme zaviedli (metodické listy), prednéskach, ktoré odzneli na nasich odbornych
podujatiach, jeho sucastou vsak boli aj pdvodné prace nasich kolegov z laboratorif
MEDIREX GROUP.

Vyvoj v oblasti laboratérnej mediciny, ako aj rozvoj nasej spolo¢nosti je viak
velmi dynamicky, preto sa ukazalo, Ze vydavanie metodickych listov jedenkrat ro¢ne
je pre nase aj vase potreby nepruzné, preto boli presunuté do nasho druhého
¢asopisu a Newslab sa stal vysostne odbornym ¢asopisom laboratérnej mediciny.
Rozvojom spoluprace s vysokymi skolami a vedeckymi institiciami u nas, ale aj v zahranici sa ndm podarilo v nasom

¢asopise uverejnovat aj prace externych spolupracovnikov a kolegov z vedy a vyskumu. Aj vdaka tejto spolupraci sme
NewsLab rozsirili o nové témy z viacerych odborov laboratérnej mediciny.

Dalsia velka zmena prisla so spolupracou s vydavatelstvom SOLEN, s. 1. 0, ktoré je vydavatelom viacerych odbornych
lekarskych ¢asopisov. Spolupraca so skisenymi redaktormi priniesla obsahové, ale aj grafické zmeny nasho casopisu.
Newslab sa stal pIne recenzovanym ¢asopisom s ambiciou prindsat pravidelné rubriky, ako su prehladové ¢lanky, pévodné
prdce, kratke novinky z oblasti laboratérnej mediciny. Dovolili sme si priniest aj novu rubriku, ktord sme ambiciézne nazvali
LUspeli sme v zahranici’, v ktorej by sme vas radi informovali nielen o Uspechoch nasich kolegov z Medirexu, ale aj inych
kolegov z oblasti laboratérnej diagnostiky, ktorym sa podarilo Uspesne prezentovat ich pradcu na medzindrodnom poli.

Prvou takouto prezentaciou je sprava z Eurdpskeho kongresu klinickych mikrobioldgov a infektolégov v Amsterdame.

Nasou ambiciou je vybudovat z NewslLab-u ,znacku” pre vyhladavany a uznavany ¢asopis vietkych a pre vietkych,
ktorf sa zaoberaju laboratérnou medicinou, uz toto ¢islo je preto obohatené o prispevky z oblasti mikrobiolégie, vdaka
¢omu Newslab zastreduje naozaj vietky odbory laboratornej mediciny. Postupne v fiom chceme uverejiovat ¢lanky
nielen takpovediac ,z beznej laboratérnej mediciny”, ale aj ¢lanky z oblasti vedy a vyskumu, ktoré su neoddelitelnou
sucastou prudko sa rozvijajucej laboratérnej mediciny. Mozno budu obcas pre nés praktikov trochu naro¢nejsie, verim
vsak, Ze rozsiria nas aj vas obzor a aj vdaka nim sa dozvieme o novinkach, ktoré sa v nasom odbore ,deju”.

Newsl ab sa teda meni z ¢asopisu firemného na ¢asopis plne nezavisly a otvoreny odbornej verejnosti, ktory dava
priestor véetkym autorom, ktorf maju chut podelit sa o svoje vedomosti a vysledky svojej prace s ostatnymi kolegami. Nase
ciele su mozZno trochu odvézne, ale dufame, Ze aj vdaka vasim ndzorom a pripomienkam sa ndm ich podari dosiahnut
a Ze nas na tejto nelahkej ceste budete sprevéadzat.

Do ruk sa vdm teda dostéva vydanie ,vynoveného” ¢asopisu Newslab, ja mu prajem vela spokojnych ¢itatelov a vam
obohacujuce citanie, aby ste si po jeho precitani mohli povedat, e stal za to. Takze ,Newsl ab, Stastnu cestu!”

RNDr. Elena Tibenskd, PhD.
séfredaktorka ¢asopisu Newslab
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Plucna aspergiloza

MUDr. Miroslav Gaspar
Oddelenie mykoldgie, HPL, spol. s r. 0., Bratislava

Plticna aspergil6za predstavuje Siroké spektrum roznych klinickych foriem postihnutia dolnych dychacich ciest - od alergickych prejavov
az po zivot ohrozujtice infekcie u vysoko rizikovych pacientov. Existuju rozne klasifikacie plticnej aspergil6zy, ale najcastejsie sa rozlisuju
Styri zakladné formy: invazivna pltcna aspergil6za, chronicka nekrotizujuca plicna aspergiléza, plicny aspergilém a alergicka bron-
chopulmonalna aspergiléza. Vyvolavatelom ochorenia st ubikvitarne vlaknité huby rodu Aspergillus. Autor uvadza prehlad klinickych
foriem plucnej aspergil6zy a moznosti ich laboratérnej diagnostiky.

Klucové slova: plucna aspergiléza, Aspergillus fumigatus, invazivna plicna aspergiléza, chronicka nekrotizujtica plticna aspergiléza,
aspergildm, alergicka bronchopulmonalna aspergil6za, galaktomanan, bronchoalveolarna lavaz

Pulmonary aspergillosis

Pulmonary aspergillosis represents a wide range of different clinical forms of affection of the lower respiratory tract - from allergic sym-
ptoms to life-threatening infections in high-risk patients. There are several classifications of pulmonary aspergillosis, but most often,
four main forms are being distinguished: invasive pulmonary aspergillosis, chronic necrotizing pulmonary aspergillosis, pulmonary
aspergilloma and allergic bronchopulmonary aspergillosis. Causative agents of disease are ubiquitous filamentous fungi of the genus
Aspergillus. The author presents an overview of clinical forms of pulmonary aspergillosis and possibilities of their laboratory diagnostics.

Key words: pulmonary aspergillosis, Aspergillus fumigatus, invasive pulmonary aspergillosis, chronic necrotizing pulmonary aspergillosis,

aspergilloma, allergic bronchopulmonary aspergillosis, galactomannan, bronchoalveolar lavage

Uvod

V poslednych rokoch sa rozsiruje spektrum etiologickych agensov
infekcii zdévodu narastajuceho poc¢tu imunokompromitovanych jedin-
cov liecenych agresivnymi chemoterapeutikami, a tieZ vdaka zlepsujicim
sa moznostiam diagnostiky. Do popredia sa dostavaju tiez mikroskopické
huby - kvasinky a vldknité huby (1, 2). Zastupcovia rodu Aspergillus sa
bezne vyskytuju v prostredi. Vstupnou branou infekcie s dychacie cesty,
pacient sa nakazi inhalaciou spdr (konidif) (3). Konidie sa vdaka svojej malej
velkosti mézu dostat az do plicnych alveol, v ktorych za vhodnych pod-
mienok klicia a prerastaju vo forme mycélia (splet hyf — hubovych vldken)
cez okolité struktury, pripadne az do krvného obehu, a tak do dalsich
organov. Predilekénou lokalizaciou aspergildzy su placa (4). Mimoplicna
lokalizacia je vzécnejsia (paranazalne dutiny, oblicky, mozog, pecen, koza).
Najcastejsim povodcom humannych aspergiléz je Aspergillus fumigatus
(5), nasledovany druhmi A. flavus, A. niger a A. terreus (6, 7).

Formy plucnej aspergilézy

Invazivna plucna aspergildza (IPA)

Tato najzavaznejsia forma plicnej aspergildzy (PA) sa vyskytuje
predovietkym u vyrazne imunitne oslabenych jedincov. Letalita
IPA sa pohybuje od 50 % az do 90 % (5). Najviac ohrozenf su pacienti
s dlhodobou neutropéniou, akutnou leukémiou, po transplantacii kr-
votvornych buniek a orgénov (srdce, plica, pecen, oblicky), dlhodobo
liecenf kortikosteroidmi alebo imunosupresivami (7, 8). V klinickom
obraze dominuje horucka, neproduktivny drazdivy kasel, dyspnoe,
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pleurdlna bolest, pleurdlny treci selest (8, 9). Nasledkom angioinvazivity
je hemoptyza, pri masivnejsom postihnuti vznikaju kavitacie. Moze dojst
k diseminacii — najma do CNS (centrdlny nervovy systém), o sa spaja
s velmi nepriaznivou prognézou (3). V zdvaznych pripadoch pribudaju
zndmky konsolidacie pluc, tachypnoe, progresivne sa zhorsujuica hypo-
xémia az respiracné zlyhanie. Na Uspesné zvladnutie IPA je nevyhnutné
vCasné stanovenie diagndzy a najma podavanie Ucinnej antimykotickej
(ATM) liecby (7, 9). V sucasnosti je liekom volby vorikonazol, v druhej linii
lipidovy komplex amfotericinu B, posakonazol alebo kaspofungin (8).
Niekedy je potrebna aj chirurgickd intervencia (6).

Chronicka nekrotizujuca pltucna aspergiléza (CNPA)

Tato vzéacna chronickd infekcia je takmer vzdy spdsobena druhom
A. fumigatus (5). Ide o lokédlnu invéziu hyf do plicneho parenchymu, bez
angioinvazivity a disemindcie do inych orgdnov, pri ktorej dochadza
k nekrézam a zadpalu. CNPA sa vyskytuje najma u starsich pacientov
s chronickymi plicnymi ochoreniami (chronicka obstrukéna plticna
choroba, plticna tuberkuléza, pneumokonidza, cystické fibrdza, sarkoiddza,
plicny infarkt) a nezriedka aj s miernym imunodeficitom ¢i chronickym
alkoholizmom (3).

Placny aspergilém

Aspergilém (mycetém) je gulovity Utvar tvoreny masou hyf, hlienu,
fibrinu a leukocytov. Vytvéra sa v preexistujucej dutine plicneho pa-
renchymu. Najcastejsou pri¢inou vzniku tychto dutin je tuberkuléza,
sarkoidéza, iny nekrotizujuci plicny proces (absces, iné plicne in-



fekcie), cysticka fibréza alebo nador (3, 5). Aspergilém len zriedkavo
meni svoju velkost a pri poskodeni ciev v bezprostrednej blizkosti méze
sposobit krvacanie. Definitivnou lie¢bou je chirurgické riesenie — resekcia
aspergilému alebo cielend embolizécia vyZivovacej bronchidlnej artérie.

Alergicka bronchopulmondlna aspergiléza (ABPA)

Tato forma aspergildzy sa vyskytuje predovsetkym u pacientov s prie-
duskovou astmou alebo cystickou fibrézou a vyrazne zhorsuje priebeh
tychto ochoreni (3). ABPA predstavuje hypersenzitivnu reakciu na koloni-
zaciu dychacich ciest Aspergillus spp. Dochadza k upchatiu dychacich ciest
zhlukom hlienu, hyf, zdpalovych buniek, bez poskodzovania plicneho
tkaniva (5). Priebeh ochorenia je mozné liecebne ovplyvnit celkovymi
kortikoidmi a v niektorych pripadoch pridanim ATM (3).

Diagnostika plticnej aspergilozy

Diagnostika pluicnej aspergildzy je interdisciplinarny proces. Opiera
sa o klinicky obraz, zobrazovacie metddy a laboratérne vysetrenia. HRCT
(high-resolution computed tomography — pocitacova tomografia s vysokym
rozliSenim) mé v porovnanf's klasickym RTG vySetrenim ovela vacsi prinos
v diagnostike. Pri IPA sa stretdvame s réznorodymi nalezmi — mnohopo-
Cetné loziska, kavitacie, pleurdlny vypotok, ,ground glass opacity” (obraz
mlie¢neho skla), ,halo sign” (prekrvécanie na periférii centralnej konden-
zacie) alebo ,air crescent sign” (rozpadova dutina).

Dalsim krokom by mali byt mikrobiologické analyzy: stanovenie
galaktomandnu (GM) v BAL (bronchoalveoldrna lavédz) a krvnom sére,
mikroskopicka a kultivacnd analyza BAL (9, 10, 11, 12, 13).

Mozaiku vysetreni méze doplnit dékaz DNA (deoxyribonucleic acid
— deoxyribonukleové kyselina) Aspergillus spp. metédou PCR (polymerase
chain reaction — polymerdzova retazova reakcia) vo vzorkach BAL, krvi a inych
primdrne sterilnych biologickych materidloch (8,9, 10). Ndpomocnou meté-
dou je tiez detekcia 1,3-8-D-glukdnu (BDG), najma vo vzorkach krvného séra
(vynimocne aj v BAL). Jednou z moznosti je histologické vysetrenie vzoriek
ziskanych biopsiou pltcnych infiltratov, aviak pre vysoké riziko komplikécif
a Castu kontraindikaciu vykonu sa tadto moznost Sirsie nevyuZiva.

Mikrobiologicka diagnostika PA

Pri podozreni na plicnu aspergildzu sa odporuca zaslat biologic-
ky materidl cielene do mykologického laboratéria. Medzi diagnosticky
najprinosnejsie vzorky patrf BAL, biopticka vzorka pluc, krvné sérum,
punktdty z primarne sterilnych lokalit a pri podozreni na diseminaciu do
CNS aj likvor. Menej vhodnym materidlom je odsaty sekrét (OS) zdolnych
dychacich ciest (DDC) alebo sputum. Pozitivny ndlez v tychto biologickych
materidloch méze byt sposobeny kolonizaciou dychacich ciest.

Mikroskopia je ¢asovo nendrocnd, ale vyzaduje si skiisenost mykoldga
(1,9). Pritomnost hyf v biologickom materidli z DDC zvysuje pravdepo-
dobnost moznej plicnej aspergildzy. Senzitivita mikroskopie sice vyrazne
kolise (0 % az 90 %) (10), ale pritomnost elementov mikroskopickych
hub vo vzorke méze klinikov nasmerovat k mykotickej etioldgii infekcie.
Nevyhodou tejto analyzy okrem nizkej senzitivity je, Ze neumoznuje
identifikovat pévodcu do rodu a druhu. Hyfy Aspergillus spp. sa nedaju
spolahlivo odlisit od hyf niektorych dalsich rodov mikromycét (9, 10, 13).

Kultivacia vidknitych hub je ¢asovo ndro¢né (2 az 14 dni), avsak pozi-
tivny nalez umoznuije urcit mozného pévodcu infekcie (1, 2). Nevyhodou
kultivacie je okrem df?ky jej trvania tiez nizka senzitivita — okolo 50 % (9),
¢o mobze suvisiet s predoslou ATM lie¢bou pacienta a faktom, Ze elementy
mikroskopickych hub nemusia byt vo vzorke rovnomerne rozptylené.
Pokial sa Aspergillus sp. vykultivuje z bioptickej vzorky tkaniva, diagno-
za aspergilézy je potvrdend (10). Zakladnym kultivacnym médiom je
Sabouraudov glukézovy agar. Z narastenej kultury (obrazok 1) sa zhotovf
preparét, napriklad v laktofenole s bavinikovou modrou (obrazok 2). Na
zaklade makro- a mikromorfoldgie sa izolat identifikuje na Grover druhu
(respektive sekcie alebo len rodu). Kvantitativna citlivost kmena na ATM sa
stanovuje formou E-testu. Vysledkom je ¢iselny Udaj v jednotke mg/|, ktory
predstavuje hodnotu MIC (minimum inhibitory concentration — minimalna
inhibicna koncentracia) daného ATM pre konkrétny izoldt Aspergillus sp.
(obrazok 3). Standardnou pddou na stanovenie citlivosti vidknitych hub
na ATM je RPMI médium (Roswell Park Memorial Institute medium). Podla
Vestnika Ministerstva zdravotnictva Slovenskej republiky z roku 2010 sa
odporuca stanovovat citlivost na vorikonazol, amfotericin B, posakonazol,
kaspofungin a itrakonazol (14).

Stanovenie GM v BAL a krvnom sére metédou ELISA (enzyme-
-linked immunosorbent assay — imuno-enzymatickd analyza na dokaz
antigénov alebo protildtok) sa stalo jednym z kldéovych laboratér-
nych vysetreni pri podozrenina IPA (7, 15). Tento antigén sa uvolfuje
z bunkovej steny niektorych mikroskopickych hub (vratane druhov
rodu Aspergillus) pocas ich rastu. Mnozstvo GM vo vzorke sa vyjadruje
pomocou indexu pozitivity (IP), ktory ma rézne hrani¢né hodnoty
(cut-off) v biologickych materidloch BAL a sérum. Vo vzorkach BAL je
cut-offIP=1,0 (11, 15). V krvnom sére je GM negativny pri IP < 0,5; slabo
pozitivny od IP > 0,5 az do < 0,7 a pozitivny pri IP > 0,7. Ndlez IP GM
> 0,5 v dvoch za sebou nasledujucich vzorkéach je mikrobiologickym
kritériom pre pravdepodobnu aspergildzu (9). Pri detekcii GM je ¢asto
pozorovand skrizena (falosnd) pozitivita. Je opisovana pri systémovych
infekcidch vyvolanych inymi rodmi mikroskopickych hub (Penicillium
spp., Paecilomyces spp., Alternaria spp., Rhodotorula spp., Histoplasma
capsulatum), lie¢be pacientov niektorymi beta-laktdmovymi anti-
biotikami (@mpicilin, ampicilin/sulbaktdm, piperacilin/tazobaktam,
amoxicilin/ klavulanat), kolonizécii ¢revnej sliznice Bifidobacterium
spp. u novorodencov (najma nedonosenych), prieniku GM z niekto-
rych mlie¢nych vyrobkov cez poskodenu stenu gastrointestindlneho
traktu (mukozitida pri ¢revnej GvHD, graft-versus-host disease — reakcia
Stepu voci hostitelovi po transplantdcii), aplikacii roztoku Plasmalyte®,
kontamindcii vzorky pocas odberu alebo pri spracovani materialu (vata,
vzdusné konidie Aspergillus spp., Penicillium spp.) (9, 10, 16). Pozitivita
GM v BAL pri pltcnej aspergildze méze ¢asovo predchadzat jeho
pozitivitu v krvnom sére (9), preto sa pri podozreni na IPA odporuca
vcas odobrat BAL na stanovenie GM. Vyhodou vysetrenia hladiny GM
(predovsetkym v BAL) je jeho vysoka senzitivita a $pecifickost (61 % az
94 % a 71 % az 92 %) (10), ako aj negativna prediktivna hodnota (92 %
az 98 %) (5), pricom vyssie hodnoty sa zaznamenali pri vysetreni BAL
(10). Monitorovanie hodnot IP GM je jednym z ukazovatelov Uspesnosti
ATM liecby pacienta s IPA.
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Obrdzok 1. A. fumigatus, Sabouraudov agar, 7-dnova kultura (fotografia:
autor)

Protilatky voci A. fumigatus sa stanovuju z krvného séra, napriklad
nepriamou hemaglutinaciou (celkové protilatky) alebo metddou ELISA
- Specifické protilatky tried IgA, IgM a IgG, respektive IgE. Pri nepria-
mej hemaglutina¢nej metéde sa ako hrani¢ny titer protildtok udava
hodnota 1 :320. V takom pripade sa odporuca opakovat vysetrenie
s odstupom 2 az 3 tyzdriov. Signifikantnu reakciu v zmysle aspergilézy
predstavuje titer > 1 : 640. Vyhodou tychto sérologickych analyz je
vyuZitie ich stanovenia pri diagnostike ABPA, CNPA alebo plicneho
aspergilomu.

Pri diagnostike IPA je mozné vyuzit aj stanovenie BDG (9, 10, 17).
Tento antigén sa uvoliiuje do krvného obehu pri aktivne prebiehajucej
systémovej mykdze, a to nielen priaspergildze, ale aj pri infekcii vyvolanej
inymi mikroskopickymi hubami - s vynimkou mukormycét a druhov
rodu Cryptococcus (9). Nizsia Specifickost (76 %) je jednou z nevyhod
tohto laboratérneho testu (15). Falosne pozitivny nélez bol pozorovany
u pacientov liecenych niektorymi antibiotikami (@amoxicilin/klavulandt,
imipeném, gentamicin), pri dialyze s pouzitim celulézovej membrany,
kontaminacii gdzou, bakteridlnej sepse alebo laboratérnej kontamina-
cii (9). Silnou strankou tejto metddy je vysokd negativna prediktivna
hodnota (94 %) (15).

Metoédy molekularnej biolégie sa vyuzivaju ¢oraz Castejsie. Pri podoz-
reni na IPA sa stanovuje pritomnost DNA Aspergillus spp. v biologickych
vzorkdch PCR analyzami. K dispozicii je niekolko komercnych stprav na
rézne typy PCR reakcif a podla viacerych studif sa dosahuju dobré vysledky
z hladiska senzitivity (70 % az 91 %), Specifickosti (97 % az 100 %), pozitivnej
(100 %) a negativnej prediktivnej hodnoty (93 %) (10, 15). Stale vsak chyba
Standardizacia tychto analyz pre rutinné laboratérne vysetrenie. Pozitivny
PCR nélez u imunokompromitovaného symptomatického pacienta ma
vysoku diagnostickd hodnotu. Molekuldrno-biologické stanovenia su vsak
vysoko senzitivne, preto méze lahko dojst k falosne pozitivnym vysledkom,
napriklad pri kontamindcii vzorky konidiami Aspergillus spp. z prostredia
alebo pri kolonizacii DDC.

Interpretacia vysledkov mykologickych vysetreni je néro¢na a odpo-
rdca sa podla moznosti potvrdit ndlez opakovanym vysetrenim.
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Obrdzok 2. A. fumigatus, mikroskopicky preparat v laktofenole s baviniko-
vou modrou, zvac¢senie 500-krat (fotografia: autor)

Obrdzok 3. A. fumigatus, E-test vorikonazolu (Liofilchem® s. r. I, Taliansko),
RPMI médium - 24-hodinovy nélez, MIC = 0,094 mg/| (fotografia: autor)

Odber a transport biologického materialu

Biologicky materiél je potrebné odoberat asepticky do sterilnych
uzatvératelnych odberovych nddob a po odbere ich uz neotvarat.
VSeobecne plati, ze materidl by mal byt doru¢eny do laboratéria
¢o najskor po odbere — pri diagnostike PA cielene na oddelenie
mykoldgie. Rovnako délezité je spravne a Citatelne vyplnit mikrobio-



logicku (mykologicku) Ziadanku vratane uvedenia adekvatnej diagno-
zy. Identifika¢né Udaje pacienta (meno, rodné ¢islo), typ materiédlu
a pozadovanych analyz je potrebné zaznacit aj na odberovej nadobe
(skimavke, tampodne).

Materidl ziskany pri bronchoskopii (BAL) a bioptické vzorky sa uscho-
vavaju v steriinom fyziologickom roztoku. Sputum sa odoberd rano pri
prvej expektordcii po vypldchnuti Ustnej dutiny cistou pitnou vodou.

Na stanovenie sérového GM a protildtok voci A. fumigatus sa odobera
krv do skimavky s gélom (respektive do skimavky bez protizrazavé-
ho ¢inidla) s objemom minimalne 2 az 3 ml. Pri moZnosti transportu
materidlu do 2 hodin od odberu sa méze skladovat pri izbovej teplote
(+18 °C az +25 °C). Ak je predpokladand lehota dorucenia vzorky 2 az 24
hodin, je potrebné uschovat ju pri teplote +2 °C az +8 °C. Pri dlh§om
skladovani je potrebné oddelit krvné sérum (v lamindrnom boxe,
aby sa minimalizovalo riziko kontamindcie vzorky) a zamrazit ho na
-18°Caz-24°C.

Kultivacia spolu s mikroskopiou (pri poziadavke na kultivacné vysetre-
nie sa vykonava automaticky) biologického materidlu sa realizuje denne.
GM a celkové protilatky voci A. fumigatus sa vysetruju t. ¢. 2-krdt tyzdenne
(utorky a piatky), pricom material musf byt doruceny do laboratéria naj-
neskor den vopred.

Stanovenie sérového galaktomanénu a protildtok voci A. fumigatus je
urcené hospitalizovanym pacientom, rovnako aj pacientom z hematoon-
kologickych, imunoalergologickych a pneumologickych ambulancif pri
podozreni na niektord z foriem plicnej aspergilézy. U ostatnych ambu-
lantnych pacientov sa tieto analyzy poskytuju na priamu platbu (cennik
dostupny na webovom rozhranf laboratorif).

Zaver

Plicna aspergiléza si vyzaduje néleziti pozornost pre svoj réznoro-
dy klinicky obraz, problematicku diagnostiku a v mnohych pripadoch
aj nepriaznivud prognozu. Zédkladom Uspesnej laboratérnej diagnostiky
IPA je v¢asné rozpoznanie jej hrozby na zaklade rizikovych faktorov
pacienta, nespecifickych klinickych priznakov a s pomocou dalsich
vysSetrovacich metdd (9, 15). Vysledky jednotlivych laboratérnych
vysetreni je potrebné interpretovat v sulade s klinickym stavom pa-
cienta, ako aj vysledkami zobrazovacich metdd, ¢o predpokladé Uzku
spoluprdcu odetrujucich lekarov a mikrobioldgov pri manazmente
pacienta s plicnou aspergilézou.
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Infekcie vyvolané cytomegalovirusom
~ diagnostika a terapia

RNDr. Daniela Hué¢kova, RNDr. Katarina Kollarova
Medirex, a. s., Bratislava

Ako pri ostatnych herpesvirusoch ludi, aj pri cytomegaloviruse (CMV) po prekonani primarnej infekcie nasleduje celozZivotna infekcia,
sprevadzana obdobim latencie a reaktivacie, ktora byva spojena s asymptomatickym vylué¢ovanim virusu do telesnych sekrétov. U imu-
nokompetentnych jedincov prebieha CMV infekcia/reaktivacia obycajne bezpriznakovo. Ak su pritomné klinické priznaky, vacsinou
odzneju samé, bez potreby terapie. Infekcia je kontrolovana imunitnym systémom hostitela, najma bunkovou imunitou.

Vazny klinicky problém predstavuju primarne a sekundarne CMV infekcie u gravidnych Zien (riziko kongenitalnej infekcie), novorodencov
a u tazko imunodeficitnych jedincov (pacienti po transplantacii, pacienti s AIDS, onkologicki pacienti).

Laboratdrna diagnostika nekomplikovanych ochoreni vyuziva stanovenie Specifickych protilatok. Pri zdvaznych neurologickych/o¢nych
komplikaciach byva doplnena o dékaz autochténnej produkcie protilatok a o detekciu CMV DNA vo vhodnom biologickom materiali
(cerebrospinalny mok, o¢na tekutina, nezrazena krv). U gravidnych Zien sa v diferencialnej diagnostike kongenitalnych infekcii obycajne
stanovuju anti-CMV IgM/G a test avidity anti-CMV IgG. Pri zisteni akychkolvek abnormalit, ¢i uz v sére matky, alebo plodu pomocou
ultrasonografie/MRI sa odporuca kvantitativne stanovenie CMV DNA (PCR) v plodovej vode. Manazment imunodeficitnych pacientov sa
opiera o monitoring ndloze CMV DNA z vhodného biologického materidlu pomocou kvantitativnych molekularno-biologickych metéd.

Klaéové slova: cytomegalovirus, laboratérna diagnostika, primarna infekcia, sekundarna infekcia, terapia

Cytomegalovirus infection - diagnosis and therapy

As with other human herpesviruses, overcoming cytomegalovirus (CMV) primary infection is followed by persistent lifelong infection,
accompanied by a period of latency and reactivation, which is usually associated with asymptomatic viral shedding in bodily secretions.
In immunocompetent individuals, CMV infection and/or reactivation are usually asymptomatic. In case some clinical symptoms are
present, they are usually self-limiting without the need for any specific therapy. The infection is controlled by the host immune system,
especially by the cellular immunity.

Primary and secondary CMV infections represent a serious clinical problem in pregnant women (the risk of congenital infections), new-
borns and severely immunocompromised individuals (transplant recipients, patients with AIDS, cancer patients).

Laboratory diagnosis of uncomplicated CMV manifestations is based on the determination of specific antibodies. Severe neurological/
ocular CMV complications are complemented by autochthonous antibody production testing and CMV DNA detection in appropriate
biological material (cerebrospinal fluid, aqueous/vitreous humour, whole blood). In pregnant women, the differential diagnosis of CMV
congenital infection is usually based on serological testing of anti-CMV IgM/IgG and avidity of anti-CMV IgG in serum; but in case that
any abnormalities in serologic profile of the mother or ultrasound/MRI testing of the fetus are found out, CMV DNA quantitative real-time
PCR of amniotic fluid is recommended. In immunocompromised patients, the monitoring of CMV DNA load from a suitable biological
material by quantitative molecular-biological method plays a key role in patient’s management.

Key words: cytomegalovirus, laboratory diagnosis, primary infection, secondary infection, therapy
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Cytomegalovirus

Cytomegalovirus fudf (CMV, HCMV, fudsky herpesvirus 5, HHV-5) patri
medzi ludské herpetické virusy; konkrétne do podcelade Betaherpesvirinae,
do ktorej sa zaraduje spolu s ostatnymi cytomegalovirusmi inych cicavcov
a herpesvirusmiludi6 a7 (1).

Gendm CMV [udi je najvacsi zo skupiny humannych virusov
(~ 230 kbp). Tvori ho linedrna dvojvldknovd DNA, ktord koéduje
priblizne 180 proteinoy, z toho asi 60 glykoproteinoy, takze antigéno-
va komplexnost obalu je velkd. Niektoré Struktlrne a nestruktirne
proteiny (napriklad pp150, pp65, gB, gH, UL97, UL54, IE) sa vyuzivaju
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v diagnostike CMV infekcif, respektive pri studiu niektorych typov
vakcin (1).

Ludsky CMV sa vyskytuje v populdcii ubikvitarne ako heterogénna
zmes kmerov. Taxonomicky ide o jediny druh bez rozlisovania séro-
typov, avsak pri porovnani sekvencii genémov jednotlivych izoldtov
a laboratérne pasazovanych kmerov bola zistend zna¢na variabilita
(1). Pévodne sa predpokladalo, Ze variabilita kmernov CMV ma len maly
vplyv na hostitela, avsak v poslednych rokov viaceré studie naznacuju,
Ze rozdiely v kmeroch moézu vyrazne ovplyvriovat klinicky priebeh
infekcie u pacientov s tazkym imunodeficitom a pri kongenitalnych



infekciach (2). Navyse, kmenovo-$pecifické imunitné odpovede mézu
branit vyvoju efektivnej vakciny.

Epidemioldgia

Infekcie CMV su bezné, prevalencia Specifickych protildtok svedciacich
o prekonani infekcie postupne stupa s vekom a u dospelej populacie do-
sahuje v réznych geografickych oblastiach v zavislosti od spdsobu zZivota
od cca 40 — 60 % v rozvinutych krajindch az po skoro 100 % v krajindch
s nizkym hygienickym $tandardom (3).

Cytomegalovirus sa siri podobne ako ostatné herpetické virusy, najma
blizkym kontaktom (horizontélne), vyznamny je vsak i vertikdlny prenos.
Zdrojom nakazy su chori, ¢astejsie viak nosici (virus sa aktivuje hlavne pri
oslabenfimunitného systému, hoci klinické prejavy nemusia byt zjavné).
Inkubacna lehota obycajne trva v rozmedzi 9 — 60 dni (4).

Ako pri primérnej, tak i pri kazdej reaktivacii sa viribnové castice
vylucuju z tela réznymi telesnymi sekrétmi, hlavne moc¢om a slinami, ale
aj materskym mliekom, cervikdlnym sekrétom, ejakuldtom alebo slzami.
K prenosu infekcie méze déjst i iatrogénne (krvou ¢i transplantovanym
organom) (1, 5). Vylucovanie virusu méze byt intermitentné alebo konti-
nudlne a bezne trva u dospelych niekolko dnf az tyzdrov, u malych detf
skor niekolko mesiacov az rokov (6, 7, 8, 9). Pre tehotné Zeny je obycajne
pricinou infekcie prave kontakt s detmi, ¢asto vlastnymi (5, 10).

Vylucovanie CMV materskym mliekom je jeden z najvyznamnejsich
rizikovych faktorov postnatdlnej infekcie (60 — 80 % pravdepodobnost
transmisie) (11). Najcastejsie sa virus vylucuje 2. az 3. tyzden po pérode
(12). Obdobie vylucovania i mnozstvo vylucovaného virusu su rézne.

Klinicky obraz

Primarna infekcia prebieha vac¢sinou v detstve a spravidla inaparentne.
Niekedy sa moze vyskytnut ochorenie bez Specifickych priznakov (ho-
ricka, zdurené uzliny, inava, slabost, bolest svalov/kibov, nechutenstvo),
respektive syndrém infekénej mononukledzy (IM), ktory je klinicky neod-
liditelny od IM sposobenej virusom Epsteina-Barrovej (EBV) (4).

Vzacnejsie moze CMV infekcia vyvolat napriklad kolitidu, Guillain-
-Barrého syndrém, meningoencefalitidu, trombocytopéniu, hemolyticku
anémiu, anikterickd ¢i mierne ikterickl hepatopatiu (hepatosplenome-
gélia alymfocytdza), pneumaoniu, perikarditidu, myokarditidu, vaskuldrnu
trombdzu, uveitidu (4). Viaceré hldsené pripady CMV ochoreni u imuno-
kompetentnych pacientov boli asociované s komorbiditami, ako napriklad
diabetes mellitus a renalne zlyhanie. Predpoklada sa, Ze mierna dysfunkcia
imunitného systému mdze predstavovat v suc¢asnosti zatial prehliadané
riziko rozvoja CMV ochorenia (13, 14, 15, 16).

Kongenitdlne CMV infekcie su relativne casté (0,6 — 0,7 % Zivonaro-
denych deti), pricom stupen klinického prejavu je zavisly od infekénej
davky. Infekcia tehotnych zien moéze viest k transplacentarnemu prenosu
virusu na plod alebo k perinatalnej ndkaze novorodenca. Kongenitélna
infekcia nasleduje hlavne po primérnej infekcii gravidnej matky (20 —
40 % pripadov), avsak aj reinfekcia inym kmernom CMV alebo reaktiva-
cia latentného virusu (latentne perzistujiceho kmena v hostitelovi po
prekonanej primarnej CMV infekcii v minulosti) méze spdsobit infekciu
plodu, hoci v podstatne mensej miere (0,2 — 2 % incidencia) (5, 7, 10, 17,

18). Asi 10 % kongenitalne infikovanych deti je pri pérode symptomatic-
kych. Symptomatickd kongenitélna infekcia sa méze manifestovat ako
perinatalna sepsa, hepatitida, hepatosplenomegdlia, lymfocytdza, trom-
bocytopénia, petechie, pneumaonia alebo chorioretinitida (18). Umrtnost
byva v rozmedzi 2 — 30 %. Désledkom teratogénneho Ucinku CMV mozu
mat novorodenci rézne vrodené chyby, ¢asto so zadvaznymi trvalymi
nasledkami. Priblizne u 5 — 15 % kongenitélne infikovanych detf, ktoré su
pri pérode asymptomatické, sa rozvinu symptémy v priebehu niekolkych
mesiacov a7 rokov. Najcastejsie ide o poskodenie sluchového nervu (10, 18).

Perinatélne infekcie a skoré infekcie po narodeni u nedonosenych detf
mo&Zu mat podobné klinické prejavy ako infekcie in utero, aviak este do-
neddvna sa predpokladalo, Ze nebyvaju spojené s trvalymi nasledkami
(19). Niektoré novsie studie vsak pri dlhodobom sledovani predcasne
narodenych deti s postnatadlnou CMV infekciou zistili urcité mierne kog-
nitfivne rozdiely u tejto skupiny deti v porovnani s kontrolnou skupinou
jedincov bez v¢asnej postnatélnej CMV infekcie (20).

Infekcie u imunodeficitnych pacientov. Rizikovd skupinu tvoria najma
pacienti po transplantacii kostnej drene, solidnych orgdnov a pacienti
s AIDS, u ktorych méze CMV infekcia vyvolat zavazné systémové ocho-
renie (21, 22, 23, 24).

U imunosuprimovanych séronegativnych pacientov dochadza k infek-
cii prostrednictvom transplantovanych organov/stepu od séropozitivnych
darcov; u séropozitivnych prijemcov méze ist o reaktivaciu endogénnej
latentnej infekcie alebo reinfekciu inym kmeriom CMV pochddzajucim od
darcu (25). CMV infekcia méZe mat potom priame a nepriame dosledky.
Medzi priame dosledky patri napriklad supresia kostnej drene, pneumaonia,
myokarditida, ochorenie gastrointestindlneho traktu, hepatitida, pankrea-
titida, nefritida, retinitida, encefalitida; medzi nepriame dosledky akutna
alebo chronicka rejekcia Stepu, akcelerovana aterosklerdza (transplantacia
srdca), sekundérne virusové infekcie (napriklad EBV-asociované post-
transplanta¢né lymfoproliferativne ochorenie, infekcie herpesvirusmi
ludi 6, 7, adenovirusmi), bakteridlne (napriklad enterokoky, Staphylococcus
aureus, aerobne a fakultativne anaerébne gramnegativne pali¢ky) a myko-
tické infekcie (Candida spp., Aspergillus spp., Pneumocystis jiroveci), znizena
odolnost stepu a celkové prezivanie pacienta (24, 26, 27, 28).

Laboratérna diagnostika

Na diagnostiku CMV infekcif u imunokompetentnych jedincov je
vo vacsine pripadov postacujuca sérologicka diagnostika — stanovenie
$pecifickych IgM (pripadne i IgA) a IgG (u séropozitivnych gravidnych zien
doplnend i o stanovenie avidity anti-CMV IgG). Molekuldrno-biologické
metddy (najma PCR) st vhodné predovsetkym pre tazko imunodeficitnych
pacientov, novorodencov, pri diferencidlnej diagnostike kongenitalnych
infekcif, neurologickych/o¢nych infekcif a inych zavaznych stavov.

Stanovenie $pecifickych protildtok proti CMV

Z nepriamych metdd sa v stc¢asnosti vyuzivaju najma metddy enzy-
movej alebo chemiluminiscen¢nej imunoanalyzy (ELISA, CLIA). Stanovuju
sa protilatky triedy IgG (kvantitativne) a IgM (semikvantitativne), v ojedine-
lych pripadoch i IgA (semikvantitativne). Algoritmus sérologickych testov
v sUcasnosti v mnohych pripadoch umoznuje interpretaciu vysledku
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a urcenie stadia infekcie z vysetrenia jednej vzorky. Ak je potrebné posudit
signifikantné zmeny v protildtkovej aktivite, vysetrenie druhej vzorky je
vhodné ccao 7 - 14 dni.

Anti-CMV IgM a IgA protildtky sa tvoria len prechodne v suvislosti
s aktivnou CMV infekciou (hlavne primarnou, ale i rekurentnou). V priebehu
primarnej infekcie obycajne po 2 — 3 mesiacoch rychlo klesaju, mozna je
viak aj dlhodobd perzistencia IgM (29). Stanovenie samotnych anti-CMV
IgM nestaci na dokaz aktivnej infekcie, mozna je aj heterotypicka imunit-
na odpoved vplyvom inej prebiehajlicej infekcie (napriklad Toxoplasma
gondii, Legionella pneumophila, chlamydie, virus parotitidy, EBV) (5, 30).

Nakolko anti-CMV IgG su pritomné uz v akutnej faze infekcie a po jej
odznenf pretrvéavaju cely zZivot, diagnosticky vyznam ma dékaz sérokonver-
zie alebo signifikantného vzostupu tychto protilatok v parovych vzorkach
séra. Vzostup protilatkovej aktivity méze byt sposobeny aj heteroldgnou
imunitnou odpovedou v désledku inej infekcie (napriklad HSV). Dékaz
virusovo $pecifickych protildtok méa dobrd vypovednud hodnotu, hlavne
pri diagnostike primarnych infekcii. Vzhladom na nasledujtice celozivotné
nosi¢stvo virusu je hostitelsky organizmus opakovane stimulovany viruso-
vymi antigénmi. Dosledkom toho mé dihodobo vysoku hladinu protildtok,
ktord pri reaktivacidch nemusi vykazovat signifikantné zmeny. Preto je
diagnosticky vyznam sérologickych metdd pri reaktivaciach a reinfekcidch
nizky. U dospelych pacientov je interpretdcia sérologického nalezu ¢asto
komplikovand a nejednoznacnd: dospely organizmus je uz infikovany
viacerymi druhmi herpetickych virusov, ktoré sa mézu v réznych klinickych
situdcidch sekundérne reaktivovat a vyvolat tvorbu druhovo specifickych
i skrizene reagujucich protildtok. Typickym prikladom je sekundarna re-
aktivécia CMV a HHV-6 pri infekénej mononukledze vyvolanej EBV (6, 30).

Vysledok sérologického vysetrenia musf byt hodnoteny v suvislosti
s klinickym stavom pacienta a s vysledkami inych laboratérnych vysetreni.
Plosny sérologicky skrining zien pred graviditou (na selekciu a dal3ie sle-
dovanie séronegativnych osob) sa vzhladom na vysoku prevalenciu CMV
v populdcii a relativne nizke percenta symptomatickych kongenitélnych
infekcif pausalne nerobf (29).

U imunodeficitnych pacientov i novorodencov je sérologickd diag-
nostika nedostato¢nd a je potrebné ju doplnit metddami priameho
dokazu CMV (21).

Stanovenie avidity (vdazobnej schopnosti) IgG protilatok

Stanovenie avidity IgG protilatok je velmi doleZité na diagnostiku CMV
infekcie u gravidnych Zien. Vyuziva sa na odlisenie primarnej infekcie,
ked je riziko transplacentdrneho prenosu virusu najvyssie, od reinfekcie/
reaktivacie virusu (31). Pri primdrnej infekcii sa tvoria nizkoavidné protilatky,
ktoré su pocas 2 — 4 mesiacov rekonvalescencie postupne nahradzané
protilatkami s vysokou aviditou (cut-off pre nizku aviditu sa v zavislosti
od pouzitej diagnostickej sipravy obycajne udava od 35 % do 50 %; pre
vysoku aviditu v rozmedzf od 50 % do 65 %). Vysokéd avidita anti-CMV IgG
v 1. trimestri vylu¢uje primédrnu infekciu pocas gravidity a indikuje nizke
riziko intrauterinnej transmisie virusu. Naproti tomu, interpretdcia sérolo-
gického vysledku so stredne vysokou, respektive vysokou aviditou stano-
venou v 2. alebo 3. trimestri je obtazna, nakolko nie je mozné jednoznacne
vylUcit primdrnu infekciu pocas tehotenstva (18, 30, 32).
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Diagnostika primérnych infekcif sa méze v niektorych pripadoch dopl-
nit o dalsie testy, ako napriklad dékaz anti-CMV glykoproteinu B (syntéza
50 a7 100 dni po infekcii) (33).

Stanovenie Specifickej bunkovej imunitnej odpovede

U imunosuprimovanych pacientov po transplantécii je reaktivacia/
reinfekcia, respektive primdrna infekcia CMV relativne ¢astym rizikovym
faktorom rozvoja ochorenia. Profylaktickd/v¢asna preemptivna terapia
Specifickymi antivirusovymi latkami je taziskova na znizenie morbidity
a mortality u tejto skupiny pacientov (21, 22, 24). Vzhladom na vysoku
toxicitu preparatov a daldie nevyhody (napriklad neskory nastup CMV
ochorenia pri profylaktickej terapii a tazkosti s ur¢enim cut-off hranic viru-
sovej ndloze na zacatie preemptivnej terapie) sa uz niekolko rokov hlada
nastroj na odlisenie asymptomatickej aktivacie CMV od aktivacie s rizikom
rozvoja CMV ochorenia. V rutinnej praxi sa zvykne sledovat dynamika
naloze CMV DNA pomocou kvantitativnej PCR, aviak v poslednych rokoch
sa Coraz Castejsie zdoraznuje potreba sledovania rekonstittcie bunkovej
zlozky adaptivnej imunity (napriklad pomocou ELISPOT alebo cytokinovej
prietokovej cytometrie), konkrétne anti-CMV Specifickych CD4+ a CD8+
T-lymfocytov a ich produktov, ktoré su klicové na dosiahnutie dihodobej
protektivity proti reaktivacii virusu a rozvoju ochorenia (25, 34, 35, 36, 37).

Priame metddy

V minulosti bola na dokaz CMV infekcie Standardnym postupom kulti-
vdacia virusu in vitro na bunkovych kultdrach (napriklad fudské fibroblastové
bunky). Vznik typického cytopatického efektu bolo mozné pozorovat po
2 -21dnoch, t.j. Ze na vydanie negativneho vysledku bolo nutné vzorku
kultivovat minimalne 3 — 4 tyZdne. Zrychleny variant kultivécie (tzv. shell
vial assay) pomocou centrifugécie vzorky na monovrstvu fibroblastovych
buniek pomohol vyrazne zrychlit detekciu virusu (38).

Virusové antigény (najma IE = immediate-early; t. j. velmi skoré antigény,
produkované na zaciatku replikacie virusu) mézu byt tiez detegované pomocou
fluorescencne znacenych monoklonovych protildtok, a to uz po 16 hodinach
inkubdcie vzorky (mikroskopicky alebo v mikrotitracnych platnickach) (38).

Na diagnostiku CMV infekcie je pouZitelnd i metéda antigenémie pp65
(imunofluorescencné mikroskopické stanovenie antigénu pp65, tegumen-
tového fosfoproteinu CMV, v periférnych polymorfonukledroch a mono-
nukledroch), hybridizacia in situ, imunohistochemické vysetrenie vzoriek
tkaniv alebo tekutého biologického materialu (pomocou fluorescencnych
alebo enzymovo znacenych monoklonovych/polyklonovych protildtok
proti skorym CMV antigénom), metéda ,hybrid capture” (detekcia CMV
DNA pomocou RNA znacenych sond) alebo dékaz IE mRNA (velmi skory
transkript CMV proteosyntézy) metddou NASBA (nucleic acid sequence-
-based amplification) (21, 22, 30, 38, 39, 40).

Je potrebné zdéraznit, Ze hoci vyssie spomenuté metddy sa v priebe-
hu niekolkych poslednych desiatok rokov postupne vyvijali a pouZivali i
uz diagnosticky, alebo na ziskanie novych poznatkov o CMV a jeho interak-
cii s hostitelom, vzhladom na ¢asovu naro¢nost, pracnost, poziadavky na
erudovanu sposobilost pri hodnoteni niektorych testov a v neposlednom
rade i nizsiu citlivost (okrem NASBA) sa v sti¢asnosti v rutinnych laborato-
ridch uz skoro vébec nepouZivaju.



Amplifika¢né metddy (najmé PCR na kvantitativne stanovenie viru-
sovej nukleovej kyseliny) vdaka rychlosti, vysokej citlivosti, Specifickosti
a relativne dobrej aplikovatelnosti stale viac nahradzaju ostatné metody
priameho dbkazu virusov (21, 22).

Pri vySetreni vzoriek pomocou PCR, ktoré je realizované na ucely
diferencidlnej diagnostiky, je vhodné odoberat materidl zodpovedajuci
postihnutym organom: napriklad cerebrospinalny mok pri ochoreni
nervového systému, bronchoalveolarnu lavaz (BAL) alebo sputum pri
postihnuti dolnych dychacich ciest, vyter zo spojovkového vaku pri
keratokonjuktivitidach, o¢nu tekutinu pri retinitide, biopsiu pri gastroen-
teritide, periférnu nezrazenu krv pri akutnych horickovych ochoreniach
¢i uzlinovych syndrémoch (30), plodovu vodu pri prenatalnej diagnostike
amog, sliny, krv, pripadne i iny material pri postnatélnej diagnostike kon-
genitalnych CMV infekcif (29, 38, 40).

Na zaklade dokazu virusovej DNA nie je mozné odlisit latentny virus
od replikujuceho. Vysledky kvalitativneho vysetrenia PCR mézu byt pozi-
tivne ako v akutnej faze infekcie, tak i v prodromalnom asymptomatickom
stadiu, ¢i vo vasnej faze rekonvalescencie (30). SU to velmi citlivé metddy,
schopné zachytit i malé mnozstvo virusu (napriklad 100 — 1 000 kopif
virusového gendomu/1 ml). Tieto metédy mozu detegovat i bezprizna-
kovu alebo lokdlnu aktivaciu CMV. RozlfSit tieto $tadia je ¢asto mozné len
pomocou kvantitativnej PCR (real time PCR).

Pri interpretdcii ndlezu je potrebné zohladnit, z akého materidlu bolo
vysetrenie realizované. Najlepsie na posudenie aktivnej CMV infekcie je
vysetrenie periférnej krvi s kvantitativnym vyjadrenim virusovej naloze.
Dokaz DNA v slindch, moci alebo vagindlnom sekréte moze znamenat ako
primarnu infekciu, tak i reinfekciu, ¢i reaktivaciu. Pri ndleze CMV DNA v BAL
je potrebné zohladnit moznu kontaminéciu vplyvom asymptomatického
vylucovania virusu do nazofaryngeélneho sekrétu. Na vylicenie moznej
,mylnej” pozitivity BAL je vhodné opakované alebo paralelné vysetrenie
BAL a periférnej krvi (30).

V diagnostike kongenitélnych infekcif je zékladom dokaz primérnej
infekcie, respektive reinfekcie/reaktivacie CMV u matky v gravidite. Ak sa ak-
tivna infekcia u matky potvrdi, respektive je velmi suspektnd (sérokonverzia
v triede IgG, vyrazne vysoké hladiny anti-CMV IgM/IgG alebo signifikantny
vzostup hladiny $pecifickych protildtok, nizka avidita $pecifickych IgG,
detekcia CMV DNA v krvi, moci alebo slindch matky, abnormalny ultrasono-
graficky obraz plodu), je mozné urobit laboratdrne vysetrenia amniotickej
tekutiny (metédou PCR). V tomto pripade ma PCR metdda vysokd negativnu
aj pozitivnu prediktivnu hodnotu, vysledok je vsak nutné interpretovat
v zavislosti od gestacného tyzdna (testovanie amniotickej tekutiny pred
21.tyzdrhom gestacie ma len asi 30 — 45 % senzitivitu) (41). Pozitivny vysledok
testu indikuje, Ze doslo k prenosu infekéného agensa na plod.

Na diferencidlnu diagnostiku kongenitalnych CMV infekcii u novoro-
dencov a najma na odlisenie od peri-/postnatéalnych infekcif je najvhod-
nejsim materidlom mog, respektive sliny odobraté do cca 2 tyzdnhov po
narodenf dietata (38). Pozitivita potvrdi infekciu, ktord moze byt sympto-
maticka alebo asymptomaticka. Pri liecbe symptomatickych infekcif sa
zvykne monitorovat mnozstvo DNA virusu v periférnej krvi, pripadne
paralelne i v inom biologickom materiali (napriklad mo¢, BAL, ascites)
kvantitativnou PCR metddou (30, 38).

Problémom je retrospektivny dokaz kongenitdlnej infekcie u deti,
u ktorych sa klinické priznaky prejavia oneskorene a pritomnost aktivnej
CMV infekcie sa uz nedé4 dokdzat. Na retrospektivne stanovenie infekcie
CMV sa méZze pouzit detekcia CMV DNA z vysusenych vzoriek krvi apli-
kovanych hned po pérode na tzv. perinatdlne karty (Guthrie cards) (42,
43, 44). Periférna nezrazend krv je vhodnym materidlom pri monitorovani
infekcie na Ucely v¢asného zachytu aktivacie virusu u vysoko rizikovych pa-
cientov (napriklad pacienti po transplantécii, pacienti s AIDS, nedonosenf
novorodenci v riziku perinatalnej infekcie) pomocou kvalitativnej PCR a pri
monitorovani Uspesnosti terapie sledovanim virusovej naloze pomocou
kvantitativnej molekuldrno-biologickej metddy (21, 22, 23, 24, 45, 46).

Rezistencia CMV voci antivirusovym ldtkam sa stdva stale vacsim
klinickym problémom, najma pri lie¢be pacientov po transplantacii a HIV
pozitivnych pacientov. Na diagnostiku rezistencif je najviac vyuzivana
sekvendacia gendmu CMV a sledovanie mutécif v Usekoch kédujucich UL97
(gén pre fosfotransferazu) alebo UL54 (gén pre virusovi DNA polymerazu).
Diagnostika je vsak velmi ndkladnd, nedava kvantitativny vysledok (t. .
nevieme kolko % virusovej populdcie danu mutédciu obsahuje), a tiez je
naro¢nd na interpretaciu (moézu byt detegované i ndhodné, irelevantné
mutdcie), preto nebyva dostupna v rutinnych laboratoériach (47).

Terapia a profylaxia

Lie¢ba primarnej, nekomplikovanej CMV infekcie u imunokompetent-
nych oséb je obycajne symptomatickd (podpornd terapia, pecenova diéta,
obmedzenie fyzicky naro¢nych aktivit). Specifickd antivirusova terapia sa
podava len vo vynimocnych pripadoch, napriklad pri meningoencefalitide,
oc¢nych komplikaciach alebo tazkej pneumonii vyvolanej CMV infekciou/
aktivaciou (16).

Na lie¢bu pacientov so zavaznym priebehom CMV infekcie sa obycajne
pouziva gancyklovir, foskarnet alebo cidofovir. Tieto lieky vsak maju vela
neziaducich vedlajsich ucinkov, pri ktorych medzi najzévaznejsie patri
myelotoxicita a nefrotoxicita (48, 49). Novsie preparaty, ako napriklad
brincidofovir, maribavir, leflunomid, maju viaceré vyhody (mensia toxicita,
lepsia biologickd dostupnost, vyssia ucinnost lieku), no su ekonomicky
nakladnejsie (50, 52, 53). Kazdé transplantacné centrum md svoje algoritmy
na manazment pacienta v zavislosti od typu transplantécie, biologickych
parametrov donora a recipienta a inych rizikovych faktorov. Profylaktickd
terapia sa volf najma u séronegativnych prijemcov, ktorym sa transplantuje
Step/organ od séropozitivneho darcu. Preemptivna terapia sa zvykne
volit u menej rizikovych pacientov (21, 22, 24). Podla typu transplanta-
cie a dalsich rizikovych faktorov sa nastavi tzv. cut-off hladina virusovej
ndloze, po prekroceni ktorej sa podéva Specifickad antivirusova latka.
Dalsou moznostou pri aktivéacii CMV je redukcia imunosupresie, podavanie
intravendzneho imunoglobulinu alebo transfer ex vivo upravenych klonov
cytotoxickych T-lymfocytov Specifickych proti CMV, izolovanych od darcu
transplantatu (25, 36, 54).

Specifickd antivirusova terapia nie je vhodna na aplikaciu v gravidite.
Kladny efekt zabranenia tazkého poskodenia plodu sa pozoroval napriklad
podanim hyperiminneho imunoglobulinu matke intravenézne (raz me-
sac¢ne az do porodu), respektive intraamniotickou infUziou alebo infuziou
do pupocnikovej Zily (55, 56).
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Pri laboratérne potvrdenej kongenitalnej CMV infekcii su sympto-
maticki novorodenci obycajne lieCeni gancyklovirom/valgancyklovirom
(57, 58). Na profylakticku terapiu asymptomatickych novorodencov nie
je jednotny nézor. Zatial nie je mozné definovat, u ktorych z nich sa
v priebehu rokov prejavia neskoré nasledky kongenitélnej infekcie, ako
napriklad strata sluchu, aby boli cielene lie¢ent len tito pacienti. Vzhladom
na toxicitu preparatu a mozné riziko vzniku anémie v désledku podéavania
antivirusovej latky sa v sicasnosti skor odporuca pravidelné monitorovanie
dietata v $pecializovanych ambulancidch (napriklad ORL, o¢né oddelenie)
pocas niekolkych rokov po narodeni pre v&asnu intervenciu v pripade
rozvoja senzorineuralnej poruchy (podanie gancykloviru, logopedické
cvi¢enia, kochledrny implantét) (59, 60). Dal$im problémom z hladiska
ekonomickych nékladov sa javi otdzka zavedenia plosného skriningu
novorodencov na selekciu detf s asymptomatickou kongenitalnou CMV
infekciou, ktoré by danému monitoringu malo predchéadzat.

Pri postnatélnych infekcidch byva lie¢ba antivirotikami indikovana
v zavislosti od klinického stavu dietata. V rdmci prevencie proti post-
natalnej CMV infekcii u nedonosencov sa odporuca podévat mater-
ské mlieko po Setrnej tepelnej inaktivacii (Udajne je optimélne zahriatie
5 mindtna 72 °C) (61).

MozZnosti prevencie kongenitalnej CMV infekcie a prevencie alebo
aspor zmiernenia CMV ochorenf u imunosuprimovanych pacientov
pomocou vakcindcie su zatial v $tadiu vyskumu. Viaceré vakciny uz boli
testované na vybranych skupindch pacientov: Zivé atenuovana vakcina,
rekombinantné vakciny, DNA vakcina alebo subjednotkova vakcina (ob-
sahujuca glykoprotein B) (25, 29, 62).
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Klinicky vyznam virusu Epsteina-Barrovej

RNDr. Daniela Hu¢kova, RNDr. Katarina Kollarova
Medirex, a. s., Bratislava

Typickym prejavom infekcie virusom Epsteina-Barrovej (EBV) je infekéna mononukledza. Ochorenie je spojené s vyraznym oslabenim
obranyschopnosti organizmu, najma v oblasti bunkovej imunity. U 0s6b s funkénou poruchou bunkovej imunity sa méze chronicka ak-
tivna infekcia EBV spolupodielat na vzniku r6znych autoimunitnych procesov (reumatoidna artritida, proliferativna lymfohistiocytodza,
hemofagocytarny syndrém). U tychto pacientov je vhodné v rdmci diferencidlnej diagnostiky doplnit i sérologické vysetrenie na EBV.
Virus sa u pacientov s tazkym imunodeficitom/imunosupresiou dava do suvislosti s rizikom rozvoja lymfoproliferativnych ochoreni
az malignych lymfémov (Hodgkinova choroba, lymfémy B-, T- a NK-bunkového pévodu). U imunokompetentnych oséb je toto riziko
minimalne, avSak vynimo¢ne méze ochorenie vzniknut pri si¢asnom posobeni viacerych nepriaznivych faktorov (vplyv vonkajsieho
prostredia, respektive geneticka predispozicia).

Klucové slova: virus Epsteina-Barrovej, laboratdorna diagnostika, primarna infekcia, sekundarna infekcia, terapia

The clinical relevance of Epstein-Barr virus

Epstein-Barr virus (EBV) infection is typically manifested as an infectious mononucleosis. The disease is associated with significant im-
pairment of the host immunity, the cellular immunity in particular. The chronic active EBV infection may participate in the formation of
a variety of autoimmune processes in individuals with malfunction of cellular immunity (rheumatoid arthritis, proliferative lymphohistio-
cytosis, hemophagocytic syndrome). Therefore, the differential diagnosis of these clinical problems should include EBV serological tests.
The risk of developing lymphoproliferative disorders and malignant lymphomas has been associated with EBV infection in patients
with severe immunodeficiency/immunosuppression (Hodgkin’s disease, lymphomas of B-, T- and NK-cell origin). The risk of initializing
these processes in immunocompetent individuals is minimal, but exceptionally, the disease may arise in the superposition of several

unfavourable factors (environmental influences, a genetic predisposition).

Key words: Epstein-Barr virus, laboratory diagnosis, primary infection, secondary infection, therapy

Virus Epsteina-Barrovej

Virus Epsteina-Barrovej (EBV) patri medzi fudské herpetické virusy
(niekedy oznacovany ako ludsky herpesvirus 4, HHV-4). Ludsky jedinec
je jedinym prirodzenym hostitelom. EBV sa vyskytuje sporadicky alebo
v malych epidémiach v detskych kolektivoch a ma relativne nizku kon-
tagiozitu. Napriek tomu je zamorenost populacie extrémne vysoka. Ide
o ubikvitarne rozsireny virus s vyskytom viac ako 90 % v dospelej populdcii.
Zvysena transmisia virusu je v dosledku inaparentnej formy primarnej
EBV infekcie, respektive viacerych reaktivacii pocas Zivota hostitela (1, 2).

EBV je uz niekolko desatroci predmetom intenzivneho zaujmu odbornej
verejnosti na celom svete. Ide o komplexny virus s onkogénnym potencidlom,
ktory sa spdja so sirokym spektrom klinickych prejavov. V snahe ndjst nové spo-
soby lie¢by ochoreni asociovanych s EBV infekciou sa v laboratéridch detailne
$tuduju biologické a patogenetické vlastnosti tohto a inych gamaherpesvi-
rusov (herpesvirus Kaposiho sarkému, mysaci gamaherpesvirus 68) (1, 2, 3).

Epidemioldgia

Pramenom nékazy je chory jedinec alebo bezpriznakovy nosic¢ vi-
rusu. EBV sa prenasa intimnym kontaktom, najma slinami a krvou, ale je
mozné infikovat sa aj krvnou transfuziou, pri transplantacii kmenovych
krvotvornych buniek, organoyv, pripadne intrauterinne alebo pohlavnym
stykom (4, 5).
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Ochorenie vyvolané infekciou EBV nie je preventabilné oc¢kovanim
a nie su k dispozicii ani iné hromadné preventivne opatrenia na zabranenie
prenosu EBV (4).

Primarna infekcia

Virusom Epsteina-Barrovej sa vacsina populdcie nakazf uz v rannom
detstve, respektive v adolescentnom veku. Inkubac¢nd lehota obycajne
trvd 4 az 6 tyzdnov. Po infekcii vnimavého jedinca EB virusom cez oro-
faryngeélny kompartment dochadza v bunkach nosohltana, slinnych
Zliaz a lymfatického tkaniva mandli k prvotnému pomnozeniu EBV. Virus
je potom krvnou cestou diseminovany do celého tela, v ktorom v ramci
lymfatického tkaniva vstupuje a nésledne transformuje najma B-lymfocyty.
EBV aktivuje indukciu ich rastového programu a diferencidcie na paméatové
B-bunky. Infikované pamatové B-bunky su uvolnené do periférnej krvi,
v ktorej sU rozoznavané a likvidované najma Specifickymi cytotoxickymi
T-lymfocytmi. Pocet infikovanych B-buniek postupne klesé, aviak nikdy nie
su eliminované Uplne vsetky. Lyticka faza EBV infekcie postupne prechadza
do latentnej. Pocet produkovanych antigénov EBV je vyrazne redukovany,
¢o ulahcuje Unik pred G¢inkami imunitného systému. EBV dlhodobo pre-
Ziva v pamétovych B-bunkach (moznoi v epitelidinych bunkéch) vo forme
epizomalnej DNA, no predpokladd sa aj moznost integracie virusového
genomu do DNA hostitelskej bunky (4, 6).



Latentna infekcia a reaktivacia

Prvotna akutna infekcia prechddza do Stadia latencie. Ide o $tadium
perzistentnej virusovej infekcie bez aktivnej produkcie virusu. V pripade, ze
sa infikovany leukocyt dostane do prostredia, v ktorom ma dostatok signalov
na aktivaciu a diferenciéciu, latentnd infekcia je v iom prerusena. Virus sa
zatne mnoxit a infikovat dalsie leukocyty. Tento proces nastava napriklad
v prostredi zépalu v dosledku iného akutneho ochorenia (napriklad chripky),
inych chronickych ochorenf (autoimunitné poruchy, nddorové ochorenia,
diabetes), u starsich jedincov alebo pri podavani urcitych druhov liekoy,
ked je ¢innost imunitného systému oslabend. Najcastejsie k reaktivacii
virusu dochddza v lymfatickych uzlindch hornych dychacich ciest, odkial
byva spravidla vylu¢ovany do slin a slizni¢nych sekrétov, prostrednictvom
ktorych sa virus siri v populdcii. K reaktivacii dochadza i u zdravych ludi bez
sprievodnych priznakov ochorenia. Reaktivacia virusu je neustale potlacana
¢innostou imunitného systému cielenym rozpoznavanim a rychlou likvi-
daciou buniek, v ktorych sa EBV zacal mnozit. Produktivna faza infekcie sa
nasledne zastavi a nastoli sa rovnovaha medzi virusom a hostitelom formou
latencie. EBV takto perzistuje v svojom hostitelovi do konca Zivota (6).

Klinicka manifestacia EBV infekcie

Primarne EBV infekcie najc¢astejSie prebiehaju u deti a mladych dos-
pelych. U deti byva priebeh infekcie zvac¢sa inaparentny, u adolescentov
a mladych dospelych méze infekcia prebiehat bezpriznakovo, s miernymi
nespecifickymi priznakmi alebo najcastejsie formou infek¢nej mononuk-
ledzy.

Tazkosti spojené s reaktivaciou EBV alebo chronickou perzistentnou
infekciou su CastejSie pritomné u pacientov s oslabenou imunitnou od-
povedou (primarne, sekundarne).

Infeké¢na mononukledza (IM)

U mladych dospelych je typickym prejavom infekcie — infekénd mono-
nukledza, pseudomembrandzna angina s kr¢nou lymfadenitidou.
V akutnom $tadiu mé pacient zvacsené lymfatické uzliny, byva pozorovana
maldtnost, Unava, nevolnost, hortcka, zvacsena slezina a pecen, pripadne
opuch ocnych viecok, respektive celej tvére.V krvnom obraze je zvysené
mnozstvo leukocytov (50 %), pricom minimalne 10 % z nich ma atypicky
tvar (velké CD8+ cytotoxické T-lymfocyty s bazofilnou cytoplazmou a ex-
centricky ulozenym jadrom) (1). Zaroven byvaju zvysené pecefoveé testy
(obycajne nie viac ako desatnasobok referencnych hodnét).

Pri lie¢be antibiotikami priznaky neustupuju a mézu sa objavit aler-
gické reakcie (prechodnd hypersenzitivita na penicilinové derivéty).
Ochorenie moze prebiehat i bez anginy, len so zdurenim uzlin alebo ako
hortckové ochorenie s ndpadnou splenomegéliou. Akutna féza ochorenia
trva v priemere asi 16 dni a potom postupne odznieva. V diferencialnej
diagnostike je vhodné vysetrenia doplnit o kultivaciu z vyteru tonzil,
ASLO a anti-DN-azu B, vzhladom na to, Ze na tonzilitide pri IM sa ¢asto
etiologicky podiela Streptococcus pyogenes (6, 7).

IM byva spojend s vyraznym oslabenim obranyschopnosti organizmu,
najma v oblasti bunkovej imunity. U normalne reagujucich jedincov je imu-
nosupresivny vplyv EBV infekcie docasny. Pri klinicky zjavnych prejavoch
ochorenia byva IM sprevadzana dihym obdobim rekonvalescencie (obycajne

niekolko mesiacov), pre ktoré je charakteristické nizsia vykonnost organizmu,
zvysend Unava, zvysena nachylnost na iné infekcie alebo alergické reakcie (7, 8).

Z komplikacif sa ako najzévaznejsou javi dychova nedostatocnost
spdsobena zuzenm dychacich ciest zdurenym lymfatickym tkanivom.
Velmi ¢asté je poskodenie pecene a asi u 5 % chorych sa vyskytuje zvysena
bilirubinémia (¢astejsie u dospelych jedincov). Vzacnejsimi komplikaciami
su: myokarditida, prechodny utlm krvotvorby, hemolytickd anémia, ruptura
sleziny, neurologické komplikacie (encefalitida, polyradikuloneuritida),
ocné komplikacie, a to i bez klinického obrazu IM (7).

Vyznamnou skuto¢nostou pre prax je, Ze pacienti po prekonani akut-
nej EBV infekcie su do¢asne imunokompromitovani, hlavne v oblasti
bunkovej imunity, v doésledku ¢oho:

B sU nachylnejsi hlavne na virusové a mykotické infekcie,
B U pacientov s precitlivenostou veéasného typu méze byt mylna nega-
tivita koznych testov.

Boli opisané sporadické pripady pacientov, u ktorych sa priznaky
IM vrétili pred koncom akutneho ochorenia. Takéto rekurentné alebo
,sekundarne” pripady IM po odzneni akitneho Stadia sa viak len velmi
zriedka podari dokumentovat laboratérnymi testami svedciacimi o ak-
tivnej EBV infekcii.

Chronicka aktivna infekcia
U niektorych jedincov sa po odznenf akdtneho $tadia EBV infekcie

postupne rozvija chronickd aktivna EBV infekcia (4, 6,9, 10, 11). Ide o vzacnu

poruchu, ktord je definovand tromi charakteristikami:

B klinické priznaky IM (subfebrility, inava, faryngitida, lymfadenopatia,
bolesti kibov) pritomné viac ako 6 mesiacov, spojené s pozitivitou
protildtok proti antigénom lytickej fazy,

B histologicky dokaz orgdnového postihnutia (intersticidlna pneumonia,
hepatitida, hypoplazia kostnej drene),

B histologicky nalez EBV DNA v tkanivach.

Chronicky unavovy syndrém (CFS - chronic fatigue syndrome)

V minulosti sa chronicka EBV infekcia zvazovala ako jedna z moznych
pricin CFS. V stc¢asnosti sa odbornici priklanaju k nézoru, Ze ide o komplex-
nu poruchu organizmu vyvolanu pravdepodobne viacerymi spusta¢mi
(infekcie, porucha imunitného systému, nutri¢né deficiencie, stres, nizky
krvny tlak). Diagnostika CFS je ndro¢né. Unava byva ¢astym priznakom
viacerych ochoreni, preto je potrebné v ramci diferencidlnej diagnostiky
vykonat Siroku $kélu testov, aby sa zistila prava pricina zdravotnych tazkosti.
Problémom méze byt interpretécia vysokych hladin protildtok proti EBY
a inym ubikvitdrnym infekénym patogénnym mikroorganizmom, ktoré
suvisia s celkovou aktivaciou imunitného systému charakteristickou pre
CFS. Casta reaktivacia EBV a dal3ich latentnych virusov je pravdepodobne
neziaducou zataZou, ktord méze zakladné ochorenie zhorsovat. Jeding
moznost, ako tomu zabranit, je snaha o obnovenie rovnovéhy imunitného
systému, ku ktorej pri CFS samovolne nedochdadza (6, 9, 12).

EBV a autoimunitné choroby
Autoimunitné ochorenia tvoria velkd skupinu choréb, pri ktorych je
pricinou patologického procesu autoreaktivita imunitného systému proti
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vlastnym tkanivdm organizmu. Pri¢ina vzniku tychto choréb je doteraz
neobjasnend, avsak predpoklada sa, Ze genetické predispozicie a vplyvy
vonkajsieho prostredia sa mézu spolupodielat na incidencii a rozvoji
tychto ochoreni. EBV infekcia sa povazuje za jeden z mnohych moznych
spustacov autoimunitného procesu. EBV vyvoldva perzistentnu infekciu
s Uspornym programom latencie v paméatovych B-bunkach, ¢o umozriuje
vyhnut sa Uc¢inkom imunitnému dohladu. Virus produkuje viaceré imu-
nomodula¢né proteiny a ma k dispozicii aj iné mechanizmy, ktoré mézu
za urcitych podmienok viest k chronickej aktivacii imunitného systému,
Castym reaktivaciam EBV a tvorbe polyreaktivnych protildtok. Tieto procesy
sa javia ako kritické pre navodenie réznych imunopatologickych stavov
(reumatoidna artritida, lupus erythematosus, Crohnova choroba, roztrise-
néa sklerdza, proliferativna lymfohistiocytéza, hemofagocytarny syndrom),
najma u 0soéb s funkénou poruchou bunkovej zlozky imunity. Navyse, pri
liecbe tychto ochoreni mézu poddvané imunosupresivne latky ovplyvnit
Ucinnost imunitného dozoru nad latentnou infekciou, v tom pripade méze
byt i reaktivacia virusu spojend s priznakmi ochorenia. U pacientov byvaju
pozorované zvysené hladiny protildtok proti niektorym EB-virusovym
antigénom, znizena T-bunkova odpoved proti EBV a zvysend néloz EBV
DNA. Pre diagnostiku je prinosny najma priamy dékaz virusu (6, 13).

Ochorenia suvisiace s onkogénnym potenciadlom EBV

EBV proteiny latencie su uz dlhsie zndme pre svoj onkogénny potencial.
Virus sa ddva do suvislosti s viacerymi lymfoproliferativnymi poruchami,
ktoré variruju od benignych ochorenf az po agresivne maligne neoplazie.
V sti¢asnosti st opisané tri hlavné (pre hostitela nepriaznivé) typy latencie
EBV, ktoré salidia v spektre exprimovanych antigénov a type vyvolaného
ochorenia (Stvrty typ latencie je u zdravych oséb).

Infekcia EB virusom sama o sebe nestaci, aby vyvolala zhubné ocho-
renie, ¢asto sa vsak ddva do suvislosti s niektorymi druhmi lymfémov
a neoplazif (Burkittov lymfém endemicky, Hodgkinov lymfém asociovany
s AIDS, non-Hodgkinov lymfém mozgu asociovany s AIDS, periférny
T-bunkovy lymfém, extranodélny NK-/T-lymfém, PTLD, niektoré typy
karcindmu nosohltana, zaZivacieho traktu a zriedka i karcindmu prsnika).
Diagnostika EBV v suvislosti s nddorovymi ochoreniami je vo vieobecnosti
malo prinosnd. Pritomnost EBV v nddorovych bunkdch nemé vacsinou
Ziadny vplyv na diagndzu alebo prognézu choroby. Vynimkou je karcindm
nosohltana, pri ktorom méze vzostup hladiny IgA proti EA (early antigen)
signalizovat relaps ochorenia (1, 2, 4, 6, 14, 15).

Posttransplantacna lymfoproliferativna choroba (PTLD)

Ide o polyklonalnu alebo monoklondlnu proliferdciu lymfoidného
tkaniva, ktord sa vyskytuje po transplantacidch solidnych orgénov alebo
hematopoetickych kmenovych buniek. Incidencia PTLD zavisi od viace-
rych faktorov, ako st napriklad vek pacienta, anti-EBV sérostatus donora
a recipienta pred transplantéaciou, typ transplantovaného organu, miera
zhody darcu a prijemcu v HLA systéme, typ a intenzita imunosupresie.
Frekvencia PTLD variruje v rozmedzi cca 1 — 30 %, hoci pri vyraznej
T-bunkovej deplécii méze byt incidencia PTLD este vyssia. Ochorenie
moZe byt spojené s priznakmi ako pri IM az po rozvoj monoklondlnych
a monomorfnych lymfémov (4, 14).
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Lymfoproliferativny syndrém viazany na chromozém X
Mutécia v géne kddujucom molekulu SAP (SLAM-associated protein;

SLAM - signaling lymphocyte activation molecule) (1, 4). Ide o vrodené

ochorenie viazané na X-chromozém, postihujlce chlapcoy, ktorf s az do

prvého kontaktu s virusom EBV zdravi. Infekcia EBV méze u nich vyustit

do troch stavov:

— tazka az fatdlna IM (58 %),

— lymfoproliferativny syndrém (30 %),

— dysimunoglobulinémia az hypogamaglobulinémia (30 %).

Laboratorna diagnostika

Laboratorny dékaz u imunokompetentnych oséb sa opiera hlavne
o stanovenie $pecifickych protildtok proti EBV imunosérologickymi me-
tédami. Molekuldrno-biologické metddy su vhodné predovsetkym pre
imunosuprimovanych pacientov a pri vyssie uvedenych komplikacidch
spojenych s aktivnou EBV infekciou.

V diagnostike infek¢nej mononukledzy sa v mensej miere vyuziva
kvantitativne stanovenie heterofilnych protildtok. Ich vznik indukuju
neoantigény v bunkovej membrane transformovanych B-lymfocytov
s EBV. Z metodického hladiska ide o Paul-Bunnelovu reakciu (aglutinacia
s baranimi erytrocytmi), IM test (aglutindcia s konskymi erytrocytmi)
a Ericsonov test (OCH test, hemolyza hovddzich erytrocytov v nadbyt-
ku komplementu). Testy si ekonomicky nendro¢né a pri jednoznacnej
pozitivite su prinosom pri stanoveni diagndzy. V tomto pripade nie je
potrebny doékaz Specifickych protildtok. Limitaciou stanovenia heterofil-
nych protilatok je fakt, ze nemusia byt pritomné v dostatoc¢nej hladine pri
prebiehajucej EBV infekcii, a to nielen u malych detf, ale i adolescentov. Pri
diagnostike EBV u dospelych nebyvaju metédou volby (7, 8). Pri jednoznac-
nom klinickom obraze infekénej mononukledzy (vynimka deti do 4 rokov)
sa voli vysetrenie heterofilnych protildtok. Pri nejednozna¢nom klinickom
obraze je potrebna kombindcia heterofilnych protildtok so Specifickymi
testami. U pacientov so sekundarnou imunodeficienciou sa sérologicky
obraz vymyka typickym nalezom.

Stanovenie specifickych protildtok proti EBV (metddami EIA, CLIA)
umoznuje:

1. Zistit, &i sa vysetrovany pacient uz s infekciou stretol, alebo ¢i je séro-
negativny (t. j. vnimavy k primérnej infekcii),

ak je séropozitivny, ¢i ide o aktivnu infekciu, alebo latentny,

3. v pripade aktivnej infekcie rozlisit primarnu infekciu od reaktivacie.

V rdmci sérologického vysetrenia je nutné vykonat subor niekolkych
testov, v ktorych sa stanovuju rézne druhy protildtok proti niekolkym
diagnosticky dolezitym virusovym antigénom. Niektoré protildtky sa
tvoria pri prvom kontakte s virusom a ndsledne pretrvavaju cely Zivot (tzv.
anamnestické protilatky, napriklad 1gG proti virusovému kapsidovému
antigénu - VCA). Iné protilatky sa tvoria prechodne ako odozva na aktivnu
infekciu (primarna infekcia alebo reaktivéacia virusu), napriklad protilatky
v triede IgM alebo IgA proti VCA, alebo IgG proti v€asnému antigénu (EA).
IgG proti nukledrnemu antigénu EBV (EBNA 1) sa tvori po primdrnej infekcii
oneskorene (obycajne v 2. az 5. mesiaci po infekcii, vynimoc¢ne az v 6. az
12. mesiaci) a pouziva sa na rozlisenie primérnej infekcie od reaktivacie.
Pri primarnej infekcii sa spravidla tvoria Specifické IgM a IgA vo vysokej



hladine a ¢asto pretrvavaju este niekolko tyzdnov, respektive mesiacov po

odznen{ ochorenia. Pri reaktivacii EBV dosahuju tieto protildtky len nizke

hladiny, alebo sa vébec netvoria. Naopak, nakolko je reaktivacia virusu
najcastejsie bezpriznakovd, mdzeme tieto protildtky (najma IgG proti EA

alebo IgA proti VCA) ndhodne zachytit u zdravych jedincov (1, 4, 6, 16).
Reaktivacia mnohych herpetickych virusov vratane EBV je beznym

javom v gravidite, v suvislosti s prirodzenym oslabenim bunkovej imunity.

Riziko prenosu infekcie na plod je vsak vo vacsine pripadov zanedbatelné (5).
Laboratorid maju moznost pouZit rézne algoritmy dokazu protildtok

proti EBV. Nase pracovisko stanovuje protildtky v dvoch modeloch:

1. protildtky proti celovirionovému antigénovému komplexu metddou
ELISA (VCA, EA a EBNA-1 sucasne) v triede IgM, IgG, IgA, doplnené
0 anti-EBNAT IgG (metdda CLIA),

2. protilatky proti VCA metédou CLIA v triede IgM, IgG a anti-EBNA 119G,
vo vybranych pripadoch doplnené o stanovenie protildtok triedy IgA
proti celoviribnovému antigénovému komplexu (metdda ELISA).
Algoritmus sérologickych testov v sic¢asnosti v mnohych pripadoch

umoznuje laboratérnemu pracovnikovi interpretaciu vysledku a uréenie

stadia infekcie z vysetrenia jednej vzorky (tabulka 1).

Ak je potrebné posudit signifikantné zmeny v protilatkovej aktivite, vy-
Setrenie druhej vzorky pri sledovaniIgM je vhodné minimalne o 5 - 10 dni,
prisledovanilgG o 2 - 3 tyzdne, respektive podla odportcania laboratéria.

Viysledok sérologického vysetrenia musi byt hodnoteny v suvislosti
s klinickym stavom pacienta a s vysledkami inych laboratdrnych vysetreni.
Stanovenie samotnych anti-EBV IgM nestaci na dokaz primarnej ¢i reku-
rentnej infekcie, mozné je aj heterotypickd imunitna odpoved vplyvom
inej prebiehajlcej infekcie (napriklad CMV, iné herpetické virusy, borélie,
virus parotitidy, virus rubeoly, virus hepatitidy A) (1, 4, 6, 16).

Dékaz EBV DNA (metéda PCR). Vyznam priamej DNA diagnostiky
spociva predovietkym pri diagnostike lymfoproliferativnych ochorenf
u imunodeficientnych pacientov, chronickych aktivnych EBV infekcidch,
neurologickych komplikécidch spojenych s EB virusovou infekciou, mo-
nitorovanf reakcie na liecbu.

Kvalitativne metddy detekcie EBV DNA maju nizku prediktivnu hod-
notu, preto sa v sicasnosti odporucaju metddy kvantitativnej PCR, ktorej
vysledky st prinosné v pripade, Ze st interpretované v suvislosti s vysled-
kami sérologickych vysetreni (s vynimkou tazko imunosuprimovanych
pacientov) a s ohladom na klinicky stav pacienta.

Pri interpretacii vysledku vysetrenia je potrebné mat na zreteli pri-
rodzenu pritomnost latentného alebo asymptomaticky vyluc¢ovaného
virusu v urcitych kompartmentoch. EBV a prechodne i CMV, HHV6 alebo
HHV7 mozno citlivou metddou dokdzat i u zdravych asymptomatickych
jedincov. Na ucely diagnostiky ¢i monitorovania infekcie je preto nevyh-
nutné kvantitativne stanovenie hladin tychto virusov v krvi, pripadne
sledovanie ich dynamiky.

Specifické miesto v priamej diagnostike mé ddkaz EBV v lymfopro-
liferativnych loZiskdch, optimélnym vysetrenim je metdda zaloZena na
imunohistochemickom dbkaze virusovej latentnej RNA v biopsii pomocou
hybridizacie in situ so znacenymi fluorescenc¢nymi sondami. Toto vyse-
trenie je dostupné len na Specializovanych patologicko-anatomickych
pracoviskach (4, 6, 16, 17,18, 19).
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Tabulka 1. Interpretacia vysledkov sérologického vysetrenia proti EBV

negativne negativne - EBV senzitivny pacient
hrani¢né alebo . - EBV infekcia prekonana
" negativne pozitivne ) .
pozitivne v minulosti
hrani¢né alebo  hranicné alebo , o . .
" " negativne  prebiehajlca EBV infekcia
pozitivne pozitivne
S e olyklondlna IgM odpoved
hrani¢né alebo  hrani¢né alebo - poly . 9 ) P .
" " pozitivne  alebo v minulosti prekonand EBV
pozitivne pozitivne . ) RSN
infekcia s pretrvavajucimi IgM
. e vhodné je vyziadat si dalSiu
negativne hrani¢né - . }
vzorku na vysetrenie
chronicka perzistujuca EBV
vysoko " " ) ) L
" pozitivne IgA  pozitivne  infekcia alebo reaktivacia
pozitivne

virusu

Terapia a profylaxia

Lie¢ba infek¢nej mononukledzy je symptomatickd a obycajne zahfiia
podavanie antipyretik, analgetik, dodrziavanie peceriovej diéty, avsak
s dostatocnym prisunom tekutin a zivin a obmedzenie fyzicky naro¢nych
aktivit. Antivirotikd, ktoré sa pouzivaju pri liecbe inych herpetickych virusov
(napriklad acyklovir), posobia na EBV iba v urcitej faze zivotného cykly,
ked' prebieha replikdcia virusovej DNA v infikovanej bunke. Ochorenie
sposobené EBV viak nesuvisi len s mnozenim virusu, ale aj s mnozenim
latentne infikovanych buniek, na ktoré antivirotikd nepdsobia. Preto nema
aplikacia antivirotik pre lie¢cbu zésadny vyznam. V pripade potreby sa
aplikuje symptomaticka lie¢ba a pri bakteridlnej superinfekcii antibiotika
s vynimkou aminopenicilinov a kotrimoxazolu. Na potlacenie anaerdbnej
flory sa osvedcil metronidazol. Pri obstrukcii hornych dychacich ciest je
nevyhnutna intervencia kortikosteroidmi (4, 6).

Z novsich terapeutickych postupov sa najma v suvislosti s PTLD skusa
podavanie monoklonalnych protilatok (anti-CD19, anti-CD20, anti-CD21
a anti-CD24), intravendzneho imunoglobulinu, EBV-$pecifickych cytoto-
xickych T-lymfocytov a multimodélne pristupy.

Dal3ie $tudie sa zameriavaju na vyskum novych ltok vratane lieciv
ovplyvriujucich miRNA, EBV vakcin, $pecifickych inhibitorov pre EBV sig-
nalne molekuly a kombindcie indukcie lytickej fazy EBV infekcie a anti-EBV
chemoterapeutik (20, 21, 22, 23).
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dodame:

- Glukomer

testovanie kapilarnej glykémie (odberz prsta)

- Mo€ové pruzky a pristroj na ich vyhodnotenie.
Chemické stanovenie glukozy, bilirubinu, urobilinogénu,
ketonov, proteinoy, erytrocytov, leukocytov, pH, dusitanov,
Specifickej hmotnosti a kyseliny askorbovej v mogi.

- Multifunkény pristroj na vySetrenie CRP a INR z kapilarnej
krvi a na kvantitativne stanovenie hemoglobinu v stolici
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Kongenitdlne poruchy glykozyldcie
a ich diagnostika na Slovensku
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'Centrum excelentnosti pre glykomiku, Chemicky ustav SAV, Bratislava

20Oddelenie laboratérnej mediciny DFNsP, Centrum dedi¢nych metabolickych poruch, Bratislava

32. detska klinika LF UK a DFNsP, Centrum dedi¢nych metabolickych portch, Bratislava

Kongenitalne poruchy glykozylacie (CDG) su rychlo rastucou skupinou dedi¢nych metabolickych ochoreni s ré6znorodymi klinickymi
priznakmi. Rozsiahla skala symptomatiky ich tak zaraduje medzi obtazne diagnostikovatelné ochorenia. Na Oddeleni laboratdrnej
mediciny DFNsP Bratislava, v Centre dedi¢nych metabolickych portch je od roku 2012 v rdmci selektivneho skriningu na vrodené meta-
bolické ochorenia vySetrovany aj skriningovy parameter pre CDG, a to na baze izoelektrickej fokusacie sérového transferinu. Pri zachyte
pozitivneho vysledku skriningového vysetrenia pre poruchy glykozylacie v ramci dalsej diagnostiky $pecifického CDG-subtypu vznikla
spolupraca medzi klinikmi a vedeckymi pracovnikmi z Centra excelentnosti pre glykomiku, Chemicky ustav SAV, ktora otvara nové moz-
nosti v personalizovanej medicine. Struktdrna analyza N-viazanych glykanov uvolnenych zo sérového proteému, respektive uvolnenych
$pecificky zo zvolenych N- a O-glykobiomarkerov pomocou hmotnostnej spektrometrie a celoexémové sekvenovanie vybranych panelov
génov metédami sekvenovania novej generacie sa tak stavaju dostupnymi diagnostickymi technikami, ktoré medziodborovo spajaju
lekarov a vedcov. Véasna a presna diagnostika tak moéze napomact zachytu tejto skupiny dedi¢nych metabolickych portch a pochopeniu
molekularnej podstaty tejto stale sa rozsirujucej skupiny metabolickych ochoreni.

Klucové slova: kongenitalne poruchy glykozylacie, CDG, glykokonjugaty

Congenital disorders of glycosylation and their diagnostics in Slovakia

Congenital disorders of glycosylation (CDG) is rapidly expanding group of inherited metabolic disorders with various clinical symptoms.
A wide range of symptomatology classifies these diseases as difficult to diagnose. Since 2012, a selective screening for CDG, based on
isoelectric focusing of serum transferrin, is performed at Department of laboratory medicine DFNsP Bratislava, in the Center of Inherited
Metabolic Disorders. After a positive result of CDG-screening, for further diagnosis of the specific CDG-subtype the close collaboration
between clinicians and research scientists from the Center of Excellence for Glycomics (Institute of Chemistry, SAV) was initiated, which
opens new possibilities for personalized medicine. Structural analysis of N-linked glycans released from serum proteome or released
specifically from isolated N- and O-glycobiomarkers by mass spectrometry and whole-exome sequencing of the gene panels by the
next generation sequencing thus became available diagnostic techniques that connect clinicians and scientists into intradisciplinary
collaboration. Early and accurate diagnosis may help to detect the affected individuals of this group of extremely expanding inherited
metabolic disorders and to understand its molecular bases.

Key words: congenital disorders of glycosylation, CDG, glycoconjugates
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Uvod

Kongenitalne poruchy glykozylécie (CDG) su rychlo rozsirujucou sa
skupinou zriedkavych dedi¢nych metabolickych ochoreni, zapricinenych
poruchou v jednej z najddlezitejsich posttranslacnych modifikacif proteinov
—glykozylacii. V ludskom tele sa viac nez polovica vsetkych proteinov a vac-
d$ina membranovych a sekre¢nych proteinov (1) nachadza v glykozylovanej
forme. Glykany sa kovalentne viazu na proteiny: cez atom kyslika na serinové
alebo threoninové zvysky (O-viazané oligosacharidy) alebo cez atom dusika
na asparaginové zvysky proteinov (N-viazané oligosacharidy) (2).

V poslednych rokoch sa postupne zacal zistovat vztah medzi abe-
rantnou glykozylaciou a mnohymi ochoreniami. Zmeny v glykozylatnom
profile boli zistené u pacientov trpiacich Alzheimerovou chorobou (3)

a vo viacerych biomarkeroch u pacientov trpiacich réznymi typmi nado-
rovych ochoreni bolo potvrdené, Ze onkogenéza je ¢asto v korelatnom
vztahu so zmenami v oligosacharidovej Strukture (4). Glykozyla¢ny pro-
ces je komplexny a zahfna stovky Specifickych enzymov, transportérov.
ZUcastnuje sa ho 250 — 500 génov, ¢o reprezentuje 1 % z celého ludského
gendmu (5). V roku 1997 boli zndme tri defekty génov zicastnujicich sa
N-glykozyla¢ného procesu, v roku 2011 bolo vdaka neustadlemu rozvoju
modernych analytickych metéd zndmych priblizne 50 subtypov tychto
ochoreni (6). Pocet zndmych subtypov neustale narasta (7) a predpoklada
sa, Ze mnoho pacientov stéle zostava nediagnostikovanych (obrazok 1).
U priblizne 40 % CDG pacientov konkrétny enzymaticky defekt, a teda aj
molekularna podstata tychto ochorenf zostava stéle neobjasnena.
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Obrdzok 1. Kumulativny pocet zndmych poruch v glykozylacii v zavislosti
od roku (7) (V priebehu roku 2013 bola nova, geneticky potvrdena poru-
cha v glykozyldcii v priemere reportovand kazdych 17 dni. V stc¢asnosti je
znamych viac ako 100 réznych poruch glykozylacie.)
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Klinické priznaky

Porucha v jedinom géne zucastnujicom sa glykozyla¢ného procesu
vedie k Sirokej Skéle symptédmov, ktoré potencidlne zasiahnu viaceré organy
a klinické priznaky su velmi neSpecifické. CDG méze postihnut akykolvek
orgén ludského tela, avsak vacsinou tieto ochorenia byvaju multisysté-
mové a postihuju jeden alebo viaceré organy. Mézu byt zivot ohrozujlce,
ale aj s miernym priebehom. CDG patria do skupiny tazko diagnostiko-
vatelnych ochoreni pre ich ¢astokrat nespecificku klinicki manifestaciu
ochorenia. Mnohé CDG su charakteristické poruchami v centrdlnom
nervovom systéme (hypotdnia, zachvaty, oneskoreny vyvoj, kognitivne
poruchy a cerebeldrna hypoplézia veduca k problémom s rovnovédhou
a koordinciou). Dal$fmi symptémami s hepatopatia, kardiomyopatia, ab-
normalna distribucia tuku, koagulacné poruchy, gastrointestinalne tazkosti,
strabizmus, tvarovy dysmorfizmus, poruchy prehitania a poruchy rastu.

Moznosti diagnostiky

V sUicasnosti je alarmujuci neustdle rastuci tlak na skrining a diagnosti-
ku tejto skupiny dedi¢nych metabolickych poruch v nasej krajine. Napriek
tomu, Ze CDG su vrodenymi metabolickymi poruchami, nie su suicastou
novorodeneckého skriningového programu. Pacienti s kongenitalnymi po-
ruchami N- a O-glykozylécie st zachytdvani cestou selektivneho skriningu
na zaklade Specifickych klinickych symptémov a laboratérnych nalezov.
S neustalym rozvojom robustnych analytickych metéd vo svete stipa
aj zndma prevalencia, zatial ¢o molekuldrna podstata ostava v mnohych
pripadoch stale neobjasnena.

Izoelektricka fokusacia

V roku 2012 bola v Centre dedi¢nych metabolickych portch (COMP)
DFNSsP Bratislava zavedend metdda selektivneho skriningu CDG zalozend
na izoelektrickej fokusacii (IEF) sérového transferinu. Tato metdda v sticas-
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Obrdzok 2. 1zoelektricka fokusacia sérového transferinu
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Viysvetlivky: pozicie 1, 2, 7, 8 — zdravi jedinci bez CDG, pozicia 3 — pacient s dokdza-
nou CDGla, pozicia 4 — pacient s nezndmym CDGlII subtypom, pozicia 5 — pacient
s kombinovanou poruchou N- a O-glykozyldcie, pozicia 6 — komercne dostupny
transferin (Sigma Aldrich, USA)

nosti predstavuje zlaty standard uplatiujuci sa vsade vo svete na zachyt
pacientov s poruchami glykozylacie. CDMP je v sucasnosti jediné praco-
visko na Slovensku, ktoré sa zaoberd skriningom CDG. Tento test rozdeluje
glykoizoformy na zaklade ndboja, ¢im umoznuje odlisit zdravych jednot-
livcov od suspektnych pacientov s poruchou N-glykozylacie podtypu
l'alebo Il. U CDG | pacienta je v IEF profile pritomny asialo- a vo velkom
mnozstve disialotransferin, kym tetrasialotransferin sa v sére nachadza
v nizsej koncentracii v porovnani s kontrolnou vzorkou séra od zdravého
jedinca (pozri obrazok 2) (8). Ziskany patologicky profil glykoizoforiem viak
nevypoveda o konkrétnom enzymatickom deficite. Okrem primarnych
poruch N-glykozyldcie I. a Il. podtypu zachytdva CDMP aj sekundérmne
patologicky profil v obraze IEF transferinu u pacientov s hereditdrnou
intoleranciou fruktézy, galaktozémiou, zavislostou od alkoholu, ale aj pri
polymorfizme transferinu, tazkych ochoreniach pecene a u pacientov
s hemolyticko-uremickym syndrémom. IEF sérového transferinu teda
umoznuje detegovat glykozylacné defekty veduce k zniZzenej sialyzacii,
avsak neposkytuje dostatocné rozlisenie potrebné na objasnenie Speci-
fickych enzymatickych defektov, a teda neumozriuje diagnostiku kon-
krétneho subtypu.

Struktdrna analyza N-viazanych glykanov

Na dalsiu diagnostiku Specifického subtypu a konkrétneho enzyma-
tického deficitu vznikla spoluprdca medzi klinikmi a vedcami z Centra
excelentnosti pre glykomiku (CEG), Chemicky Ustav SAV, ktoré otvéra nové
moznosti v personalizovanej medicine. Vzorky od pacientov s pozitiv-
nym vysledkom skriningu sa spracuju pristupom analyzy N-glykoprofilu
celkového séra alebo analyzy N-glykoprofilu zvoleného biomarkera (na-
priklad sérového transferinu) izolovaného imunoafinitnou preparativnou
chromatografiou. N-glykany su uvolnené prostrednictvom enzymatic-
kej deglykozylacie, frakcionované a fluorescencne znacené za Ucelom
stanovenia ich Struktir pomocou LGMS (tzv. ,offline” prepojenie HIAX
HPLC chromatografie a MALDI TOF/TOF hmotnostnej spektrometrie).



Obrdzok 3. Reprezentativna LG-MS analyza uvolnenych N-glykanov

z referencného séra (Jednotlivé N-glykdnové struktiry je mozné kvantifiko-
vat na zéklade nameranych intenzit fluorescen¢ného signalu. Kvalitativnu
zlozku analyzy predstavuje hmotnostna spektrometria, ktord priradf jednot-
livym chromatografickym signélom prislusnd N-glykdnovu struktaru.)
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Reprezentativna analyza sialylovanej frakcie celkového N-glykoprofilu
[udského séra je zobrazend na obrazku 3. Pripadné zmeny v $pecifickom
kroku syntézy N-glykanovych struktur su tak detegovatelné na kvanti-
tativnej i kvalitativnej Urovni, vdaka comu mézu byt predpokladom pre
vybrany konkrétny enzymaticky defekt. Tym sa mnohonésobne zuzuje
okruh potencidlnych kandidatnych glykogénov ztcastiujucich sa gly-
kozyla¢ného procesu.

Struktrna analyza O-viazanych glykanov apolipoproteinu ClII

V CEG Chemického Ustavu SAV bola na sledovanie pripadnych poruch
v O-glykozylacii v roku 2015 zavedend metdda stanovenia O-glykoprofilu
apolipoproteinu ClII (9). Sérové lipoproteinové komplexy si mechanicky
rozbité a nasledne je vzorka odsolend pomocou chromatografie na re-
verznej faze.V MALDI TOF hmotnostnom spektre takto pripravenej vzorky
je mozné pozorovat jednotlivé signély prisltichajlce asialo-, monosialo-
a disialo-O-glykoizoformam, ktorych relativny pomer a jeho zmeny mézu
vypovedat o poruchach v procesoch O-glykozylacie.

Sekvenovanie novej generacie

Daldie moznosti otvara analyza na trovni DNA, pri ktorej sa na zaklade
strukturneho profilu glykdnov vymedzi sibor potencidlne postihnutych
glykogénov. Takto vytipované gény su dalej podrobené genomickej
analyze na zistenie mutacil potencidlne zodpovednych za vznik tohto
typu ochoreni. Testovanie na Urovni jedného génu nema vyznam, pretoze
presna pricina vzniku ochorenia nie je zndma. V pripade symptomatiky
CDG ochoreni ide o multisystémové zlyhanie, a to utvéra predpoklad, Ze
sa sledovand mutdcia moéze vyskytovat v ktoromkolvek z génov (jednom
Civiacerych) zdcasthujucich sa biosyntetickej dréhy glykdnov. Na analyzu
glykogénov bude preto pouZité sekvenovanie novej generdacie ako velmi
robustnd metdda, pri ktorej je mozné sucasne analyzovat viacerych pa-
cientov a velké mnozstvo génov v jednom sekvena¢nom behu. Neustéle
znizovanie ceny, ziednodusovanie pripravy vzoriek a ¢oraz vacsie mnoz-
stvo dat ziskanych z jediného sekvenacného behu radf tdto metddu
medzi progresivne sa rozvijajuce metody v diagnostike aj v zékladnom

Tabulka 1. Analyzy realizovatelné v Centre excelentnosti pre glykomiku,
Chemicky Ustav SAV

strukturna analyza

N-glykanov v sére celkovy N-glykoprofil

potrebnych 1,5 ml séra

strukturna analyza
N-glykanov viazanych
na sérovom transferine

N-glykoprofil vybraného

glykobiomarkera potrebnych 1 ml séra

Struktdrna analyza
O-glykanov viazanych
na apolipoproteine ClII

O-glykoprofil vybraného

glykobiomarkera potrebnych 5 pl séra

panel vybranych génov
zUcastnujucich sa na
syntéze N- a O-glykdnov

sekvenovanie novej
generacie

potrebnych 200 ul celej
krvi s pridavkom EDTA

vyskume. Na analyzu vytipovanych génov sa pouzivaju prednastavené
panely génov dodavané vyrobcom. Analyzuju sa celé exdny vopred
vytipovanych génov postihnutych jedincov, ako aj parentalnej generacie
na zistenie genetického pozadia CDG ochorenf (10).

Sekvenovanim exénovych ¢asti kandidatnych génov sa nemusia za-
chytit vietky mutécie spdsobujlce ochorenie. Existuje totiz predpoklad,
Ze priblizne 15 % pacientov ma mutaciu v nekddujucich oblastiach sle-
dovanych génov. Z tohto dévodu je nevyhnutné podrobit sekvenénej
analyze nielen oblasti, v ktorych dochadza k zostrihu, ale aj hlboké intré-
nové oblasti sledovanych génov (11).

Perspektiva CDG

Objav vhodnych terapeutickych pristupov v lie¢be CDG stale ostava
vyznamnou vyzvou, nakolko sa celkové prevalencia tychto ochorenf
v USA odhaduje az na 1: 10 000 (7). V priebehu roku 2013 bol vo svete
novy zndmy CDG subtyp reportovany kazdych 17 dnf, a to prave vdaka
vyvoju stéle citlivejsich analytickych metdd, ktoré st dnes dostupné aj na
pdde Slovenskej republiky. Napriek obrovskému rozvoju diagnostickych
moznosti sa viak stale predpoklada, Zze vacsina CDG pacientov ostava
poddiagnostikovanych. Od roku 2012 je v nasej krajine dostupna efektivna
skriningovéd metdda, ktord umoznuje zachyt pacientov s CDG. Na lepsie
poznanie CDG a pricin ich vzniku bude preto v budicnosti nevyhnutna
uzsia spoluprdca medzi vyskumnymi pracoviskami a diagnostickymi
laboratériami. Len aplikdciou molekuldrno-biologickych dét v spolupraci
s poznatkami o glykozylacii proteinov sa umozni rozsirovanie panelu
kandidatnych génov potencidlne zodpovednych za tento typ ochorenf
(5). Na diagnostiku poruch suvisiacich s metabolizmom glykokonjugatov
je preto limitujuce zavedenie rychlych, presnych a spolahlivych metdd.

Zaver

Poruchy glykozylacie su v nasej krajine poddiagnostikované z réznych
dévodov: neuspokojivé lekarske povedomie, vysoka mortalita v prvom
roku Zivota, ako aj nedostupnost v minulosti standardného skriningo-
vého laboratérneho testu. KedZe ide o zriedkavé ochorenia, Uspesnost
zachytu i dokladnd diagnostika, az na Urovni struktdrnej analyzy glyka-
nov ¢i mutacnej analyzy celych panelov glykogénov, zavisi aj od dobrej
spoluprace klinickych pracovisk s pracoviskami vyskumného, respektive
akademického charakteru. Iba v¢asna a presna diagnostika dokdze na-
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pomoct stanoveniu spravnej diagndzy u pacienta, pripadne prenatalnej
diagnostiky pri dalSej gravidite matky, pochopeniu molekulérnej podstaty
tychto ochoreni, ako aj zabrdneniu pripadného ireverzibilného poskodenia
organizmu.

Podakovanie: Tdto publikdcia vznikla vdaka podpore v rdmci operacného
programu Vyskum a vyvoj pre projekt: Centrum excelentnosti pre glykomiku,
ITMS 26240120031, spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regiondl-
neho rozvoja. Osobitné podakovanie patri aj celému Centru dedicnych meta-
bolickych portich v Bratislave za vysoko odbornu spoluprdcu tohto klinického
pracoviska s Chemickym Ustavom SAV.
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Mykotické ochorenia a stavy podmienené
hubami - charakteristika a rozdelenie

RNDr. Martina Sladekova, MHA
Oddelenie mykolégie, HPL, spol. s r. 0., Bratislava

Mikroskopické huby su eukaryotické, heterotrofné mikroorganizmy vyskytujuce sa celosvetovo. Podla zdroja organickych latok ich
delime na saprofyty, symbionty a parazity. K mykotickym ochoreniam a stavom podmienenymi hubami patria: mykézy, mykotoxikézy,
mykoalergie a mycetizmus. Mycetizmus - alimentarna otrava po konzumacii urcitych hub, napriklad muchotravky zelenej, prejavujica
sa najcastejsie dyspeptickymi problémami. Mykoalergia - hypersenzitivna reakcia imunitného systému na ur¢ité fungalne antigény,
tzv. alergény. Alergicku reakciu u predisponovanych os6b moze vyvolat cely rad mikromycét, hlavne druhy rodu Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium, Fusarium, Penicillium. Mykotoxikéza - stav vyvolany toxickymi produktmi metabolizmu mikroskopickych hub uvoliio-
vanymi do prostredia. Vaésinou su to chronické, opakujuce sa otravy nizsimi davkami, mozné su ale aj akutne az smrtelné otravy alebo
stavy s chronickymi nasledkami. Mykéza — ochorenie ¢loveka alebo zvierat sposobené mikroskopickymi hubami. Podla ,hibky“, do ktorej
zasahuje chorobny proces, sa mykozy delia na povrchové (superficialne), subkutanne a organové/systémové.

Klucové slova: mikroskopické huby, mycetizmus, mykoalergia, mykotoxik6za, mykéza

Mycotic diseases and morbid conditions caused by fungi - characteristic and classification

Microscopic fungi are eukaryotic, heterotrophic microorganisms occurring worldwide. Depending on the source of organic matter they
can be divided into the saprophytes, symbionts and parasites. The mycotic diseases and morbid conditions caused by fungi include
mycoses, mycotoxicoses, fungal allergies and mycetism. Mycetism (fungal poisoning) caused by ingestion of certain mushrooms (fungal
organisms, e.g. Amanita phalloides and related species). Symptoms caused by toxic peptides may include severe abdominal pain, vo-
miting, cold sweat, diarrhea, etc. Fungal allergies mostly affect the respiratory tract. Human exposure to bioaerosols (presence of fungi
and bacteria) has been documented to give rise to a variety of adverse health effects, e.g. irritation of the eyes, nose, throat; neurotoxic
or general health problems; skin irritation; nonspecific hypersensitivity reactions. Mycotoxicosis refers to all of those diseases caused
by the effects of toxins produced by moulds. Exposure to mycotoxins is mostly by ingestion, but also occurs by dermal and inhalation
routes. Mycosis - infection or disease of human and animal caused by fungus. Mycoses are classified according to the tissue levels initially
affected: superficial and cutaneous, subcutaneous and systemic mycoses.

Key words: microscopic fungi, mycetism, fungal allergies, mycotoxicosis, mycosis
Newslab, 2016; roc. 7(2): 93-97

Uvod

Huby ako jednobunkové aZ viacbunkové organizmy su stabilnou
zlozkou kazdej biocendzy. SU heterotrofné, na svoju vyzivu potrebuju
organické latky rastlinného alebo Zivocisneho pévodu. Podla spésobu zis-
kavania zivin je mozné huby delit na: saprofytické, symbiotické a parazitické
(fakultativne a striktné parazity). Z viac ako stotisic opisanych druhov je
priblizne 80 % mikroskopickych hub. Z tohto poctu je viac ako sto druhov
zndmych ako agensy vyvolavajuce fudské a zvieracie mykozy a niekolko
sto dalsich predstavuje podmienené patogény. Mnohé mikromycéty,
donedavna povazované za komenzalne ¢i saprofytické, su schopné za
ur¢itych podmienok (napriklad na alterovanom teréne, v imunosupresii)
vyvoldvat ¢asto zavazné ochorenia ¢loveka a zvierat.

Mycetizmy

Mycetizmy su alimentérne otravy nasledkom pozitia plodnic vyssich
hub (napriklad muchotravka zelend, muchotravka tigrovand, kapucriovka
okrovohnedastd, zavojenka olovova). Otravy hubami sa vyskytuju predo-
véetkym v Case od augusta do oktodbra. Klinicky sa konzumacia jedovatych

hub moze prejavit réznymi symptémami: nevolnostou, vracanim, kf¢o-
vitou bolestou brucha, hnackou. V ojedinelych pripadoch méze dojst az
k zlyhaniu pec¢ene vyzadujicemu transplantéciu (1, 2). Pri podozreni na
otravu hubami je potrebné okamzite vyhladat alebo privolat lekar-
sku pomoc. Terapeuticky cenné je presné zistenie Casu, ktory uplynul od
pozitia huby. Prvé dyspeptické priznaky sa objavuju zvycajne po 4 az 24
hodindch od poZitia, napriklad muchotravky zelenej (obrazok 1), ktora je
najcastejsou pricinou mycetizmu (1).

Celd plodnica obsahuje zmes peptidickych jedov, ktoré sa delia na dve
skupiny: falotoxiny a amatoxiny. Z toxikologického hladiska st vyznamnejsie
amatoxiny. Falotoxiny sa bud odburaju v traviacom trakte pésobenim zal-
udocnej kyseliny, alebo sa vébec nevstrebd do krvi. Amatoxiny su termo-
stabilné a neodbuiraju sa ani varom. Letdlna davka je velmi nizka - 0,1 mg/kg
hmotnosti dospelého ¢loveka. Tieto toxiny sa rychlo absorbuji z trdviaceho
traktu, takmer 60 % absorbovaného toxinu sa vylucuje do ZIce a prechddza
cez enterohepatalny obeh. Toxin sa absorbuje hepatocytmi, inhibuje RNA
polymerdzu Il a prerusuje syntézu mRNA Struktdrnych proteinov, ¢o vedie
k celuldrnej nekroze (1, 3). K pociatocnym priznakom patri Uinava, Zalidoc¢na

2016; 7(2) | NEWSLAB

93



94

Obrdzok 1. Muchotravka zelend neyolnost, zavraty, bolesti hlavy, pocity
- Amanita phalloides (www.

naturephoto-cz.com)

chladu az mrazenia. Nevolnost sa stupriu-
je, nastupuju bolesti Zaludka sprevadzané
¢ silnym vracanim a hnackami. To vedie
k dehydratacii organizmu az obehové-
! 'mu zlyhaniu, ¢o hlavne u deti méze byt
bezprostrednou pri¢inou smrti. Po tejto
faze zvycajne modze dojst ku zdanlivému
zlepseniu. V dalsej faze dochédza k zlyha-
niu pecene, obliciek, multiorgdnovému
zlyhaniu az smrti. Toxiny muchotravky
zelenej moézu poskodit az usmrtit plod
tehotnej Zeny, pretoze prestupuju pla-
centarnou bariérou a vylucuju sa aj do materského mlieka (4). Zékladom te-

rapeutického Uspechu je dokladné a ¢o najrychlejsie odstranenie jedovatych
hub z trdviaceho traktu — opakované vyplachy zaludka, podanie aktivneho
uhlia, prehanadiel, primerana hydratacia, forsirovana diuréza, podavanie
penicilinu G (pripadne ceftazidimu) a antidot (napriklad N-acetylcystein
a Silybum). Pestrec maridnsky — Silybum marianum, je rastlina pripominaju-
ca bodliak, schopné regenerovat tkanivo pecene a obnovovat jej spravnu
funkciu. Za liecivé Ucinky s zodpovedné flavolignany, ktoré sa suhrnne na-
zyvaju silymarin. Flavolignany st schopné inhibovat vazbu alfa-amanitinu na
hepatocyty. Okrem toho podporuju regeneraciu poskodenych peceriovych
buniek a posobia ako silné antioxidanty. Dalsou latkou pouzivanou pri lie¢he
otravy amatoxinom je antioxidant cimetidin — inhibitor cytochrému P450.
Zvycajne sa podava spolu s penicilinom G. V lieCbe sa tieZ pouziva vitamin
C, ktory inhibuje peroxidaciu lipidov a slZi ako protektor hepatocytov (1, 2,
3). Mimotelovu elimina¢nu lie¢bu pri neskorom prichode chorého do zdra-
votnickeho zariadenia treba zacat do 24 — 48 hodin po akutnej otrave. Pri
zacinajucej hepatdlnej kéme sa odporuica pourzit aj plazmaferézu (5). Otravy
nejedovatymi hubami (rozkladajucimi sa napriklad pri zZlom skladovani) sa
prejavuju dyspeptickymi tazkostami, ktoré obycajne vznikaju do 4 hodin od
pozitia. V stadiu dyspeptickych priznakov hrozf najvacsie nebezpecenstvo
zdehydratdcie organizmu. Ta moéze zapricinit hypotenziu, cyandzu az anuriu.
Podla Narodného toxikologického informacného centra SR tvoria otravy
hubami priblizne 4,5 % zo vietkych hldsenych intoxikécii. Vdaka laboratornym
diagnostickym metddam (mikroskopické mykologické vysetrenie obsahu
gastrointestindlneho traktu — zvratky, stolica alebo zbytky hib, vysetrenie
RIA —rddioimunoanalyza zo séra alebo mocu na dokaz pritomnosti toxinu,
chemicko-toxikologické, hematologicko-hemokoagula¢né, pripadne bio-
chemické vysetrenie, napriklad koagula¢né faktory, fibrinogén, bilirubin,
elektrolytova analyza), novym moznostiam liec¢by, ako aj lepSiemu poznaniu
zloZenia toxinov a mechanizmu ich Gcinku na fudsky organizmus podstat-
ne klesla Umrtnost pri intoxikaciach hubami (5). Prognéza otravy zavisi od
mnozstva poZitych jedovatych hib a v&asnosti zacatia Ucinnej terapie. Na
otravy hubami su vo vieobecnosti citlivejsie deti neZ dospeli.

Mykotoxikézy

Niektoré mikroskopické huby st schopné produkovat latky — sekun-
darne metabolity, ozna¢ované ako mykotoxiny. Prostrednictvom rastlin-
nych produktov sa dostavaju do potravinového retazca. V sicasnosti je
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zndmych niekolko sto mykotoxinov. Produkuju ich najma zastupcovia
rodov Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Phoma, Stachybotrys
(6). Priznaky mykotoxikdzy zavisia od druhu mykotoxinu, jeho mnozstva,
dizky expozicie, veku, zdravotného stavu, ako aj pohlavia exponovaného
jedinca. Zavaznost ochorenia méZu umocnit aj dalsie faktory, ako je di-
eteticky status, nedostatok vitaminov, kalorickd deprivécia, alkohol a iné
prebiehajlce infekéné ochorenia. Vacsina mykotoxikéz je vysledkom
konzumacie kontaminovanych potravin. Menej ¢asto k expozicii
¢loveka mykotoxinmi dochddza inhala¢ne alebo cez kozu (kontaktom
s kontaminovanymi povrchmi) (7). Castejsie sa s nimi stretdvame v teplych
vlhkych oblastiach, ale vyskytuju sa aj v miernom pasme. Mykotoxiny
mozu réznymi mechanizmami poskodzovat orgény a tkaniva teplokrvnych
Zivocichov aj ¢loveka. Takmer vietky su cytotoxické. Poskodzuju bunkové
struktdry a ovplyviuju Zivotné bunkové procesy (proteosyntézu, syntézu
nukleovych kyselin). U¢inok mykotoxinov sa lisi podla ich chemickej
struktury, ako aj podla Specifického pdsobenia na cielové miesta — bunky,
bunkové struktury alebo procesy (8). Jeden druh hib méze produkovat
rézne mykotoxiny. Z hladiska patologického ucinku ich mézeme delit na
nefrotoxické, hepatotoxické, neurotoxické, dermatotoxické, genitotoxické
a toxiny respira¢ného traktu. Ochorenia sa mézu manifestovat ako
akutne alebo chronické. Akdtne mykotoxikdzy su vyvolané prijmom
vysokych dévok toxinu/toxinov. Mozu sposobit poskodenie aZ destrukciu
peclene, oblitiek, obehového, ako aj centrdlneho nervového systému.
V humannej medicine su zriedkavostou. Pri chronickych ochoreniach
ide o dlhodoby prijem nizkych davok toxinu/toxinov, ktoré mozu
mat teratogénny, mutagénny, karcinogénny ucinok, pripadne toxicky
ovplyviuju krvotvorbu. Medzi najcastejsie toxiny patria: aflatoxiny,
ochratoxiny, patulin, fuzariové toxiny, citrinin a namelové alkaloidy. Najviac
toxicky je karcinogénny aflatoxin B, ktory produkuju huby Aspergillus
flavus, A. parasiticus. Z dalsich aflatoxinov su to B2, G1 a G2, pricom ich
toxicita aj mutagenita klesa v uvedenom poradi. K akitnym prejavom
aflatoxikdzy patria: nekrdza hepatocytov, poruchy zrézanlivosti krvi, bolesti
brucha, vracanie, kfce, plicny edém, letargia, kéma az smrt. Chronické
subletalne davky maju nutri¢né a imunologické dosledky, pricom vietky
davky maju kumulativny Gc¢inok na riziko vzniku rakoviny (6, 9). Medzi
producentov sekundarnych metabolitov patria aj mnohé fuzaria (napriklad
F. sporotrichoides, F. verticillioides, F. poae), ktorych toxické izolaty produkuju
napriklad trichotecény, zearalendn, fumoniziny. Tieto toxiny je mozné najst
aj v produktoch z ceredlnych vyrobkov, v krmovinach, pricom niektoré
7 nich spdsobuju ochorenie zndme ako toxické alimentérna aleukia (T2
toxin) (10). Ochratoxiny produkuju niektoré kmene A. ochraceus (obrazok
2) a Penicillium spp., produkuju ich aj ¢ierne aspergily, patulin druhy P,
patulum, Aspergillus spp., Byssochlamys spp.

Nebezpelnym cudzopasnikom na razi, Zite a travach je huba ky-
janicka (napriklad Claviceps purpurea). Kyjanicky spdsobuju tzv. ndmel
obsahujuci ergotové alkaloidy, najmé ergotaminy (Struktdrne podobné
LSD), ktoré su vo vacsich davkach nebezpecné a spdsobuju symptémy
nazyvané ergotizmus (hlavne u hovddzieho dobytka). Ergotizmus je
jednou z najstarsich zndmych fudskych mykotoxikéz. Pri vaskuldrnej
forme, oznacovanej aj ako sucha gangréna, dominuju spazmy drob-
nych ciev indukované ergotamin-ergokristin alkaloidmi. Medzi priznaky



Obrdzok 2. Aspergillus ochra-
ceus, Sabouraudov agar (25 °C/5
dnf) (Sladekova, 2016)

patri olupovanie koze, strata periférnej
citlivosti, opuchy. Opakované posobe-

nie toxinu a vacsie davky mézu viest
az k odumretiu akrdlnych tkanfv (usny
boltec, nos, brada, prsty). K priznakom
konvulzivneho ergotizmu patria svalové

o

z&3klby a kfce, hnacka, parestézia, svrbe-
nie, bolesti hlavy, nevolnost, vracanie,
halucinacie, potenie a horucka, trva-
juce po obdobie niekolkych tyzdnov,
aZ dusevné poruchy vratane psychoézy
sposobenej nadmernou stimulaciou
centradlneho nervového systému. Alkaloidy mézu pocas laktécie precha-

dzat z matky na dieta, ¢o spdsobuje ergotizmus aj u dojciat. V stredoveku
sa ochorenie nazyvalo oher svatého Antonina (11, 12).

Mykoalergie

Mykoalergie su hypersenzitivne reakcie imunitného systému na
antigénnu stimuldciu mykotickym alergénom, respektive su to stavy
z precitlivenosti pri dlhodobej a opakovanej expozicii mikroskopickym
hubam v domdacom alebo pracovnom prostredi. Fungélne alergie mézu
byt spdsobené ¢asticami hub alebo ich metabolitmi (mykotoxiny, prcha-
vé organické zltceniny — alkoholy, aldehydy, ketony, aromatické, sirne
zlic¢eniny) (6, 13). U¢inok mikromycét ako alergénov zavisi od mnozstva
ich ¢astic vo vzduchu, koncentrécie prchavych latok, ktoré vylucuju, dizky
pobytu ¢loveka v takomto prostredf a tieZ od jeho predispozicii a imunity.
Mikromycéty su pritomné takmer viade, pricom vac¢sina z nich sa fahko
$iri vzduchom. Castice hub vacsie ako 10 um sa lahko zachytia v hornych
dychacich cestach a samocistiacim mechanizmom sa odstrania z mak-
roorganizmu. Ciastoc¢ky mensie ako 3 um sa zachytavaju v alveolach,
kde sa fagocytuju, potencidlne viak mézu byt z alveol absorbované
do krvného rieciska. Mykoalergie je mozné rozdelit z hladiska vstupu
alergénu do organizmu na: inhala¢né (dychacie cesty), kontaktné (pri
styku s kozou) a potravinové (vstupom cez gastrointestindlny trakt).
Samotné prejavy su rézne, hlavne v oblasti dychacich ciest (upchaty
nos, dradzdenie nosnej sliznice, nddchy, drézdenie na kasel, sucho, bolest
v hrdle), na kozi (vyrazka, podrazdend koza, palenie, svrbenie), slzenie
oci, Unava, nevolnost, bolest hlavy, zavraty. Mnohokrat tieto prejavy
slvisia aj s problematikou kvality vnutorného prostredia obytnych,
administrativnych a inych budov (vihko, prasnost, zI& ventilacia). Suhrn
zdravotnych tazkosti, neprijemného pocitu az diskomfortu v stvislosti
s pobytom v urcitych budovéch sa oznacuje ako tzv. syndréom chorych
budov - sick building syndrome (SBS) (6). VIdknité huby v uzavretych
priestoroch su zvlast nebezpecné pre ludi s narusenou imunitou, chro-
nickymi ochoreniami, pre alergikov, doj¢até a deti. Alergicky potencial
maju napriklad hyfomycéty rodu Aspergillus, Penicillium, Cladosporium,
Alternaria, Fusarium, niektoré bazidiomycéty, kvasinky, zygomycéty rodu
Mucor a Rhizopus (14). Mykotické (fungélne, hubové) antigény mézu
stimulovat produkciu Specifickych protilatok IgE (tzv. I. typ alergickej
reakcie) u atopickych jedincov, ¢o spravidla zhorsuje klinicky priebeh ato-
pickych ochorent: alergicka sinusitida, bronchidlna astma alebo atopicka

dermatitida. Mikromycéty mozu tieZ vyvoldvat IgE nezavislé alergické
reakcie: tvorbu imunokomplexov (lll. typ), ako aj reakciu sprostredkovanu
bunkami (IV. typ). Ci sa reakcia ludského organizmu prejavf ako alergické
bronchopulmondlna aspergildza (ABPA), alergicka fungalna sinusitida
(AFS — zépal prinosovych dutin), alebo alergickad dermatitida, zavisi od
jeho imunologického stavu, ako aj od expozicie mykotickym antigé-
nom. Diagndza alergickych ochorenf vrdtane mykoalergif je zalozend
na klinickych symptémoch pacienta, na stanoveni reakcie pacienta po
jeho expozicii konkrétnemu antigénu (alergénu), na vysledkoch koznych
testov a in vitro testov (napriklad RAST — radioalergosorbent test, vyuziva-
juci rddioimunoanalyzu na detekciu $pecifickych IgE protildtok v krvi) (15).

Mykozy

Mykdzy su choroby ¢loveka alebo zvierat sposobené najma mikro-
skopickymi hubami. Predstavuju siroké spektrum ochoreni od superfi-
cidlnych infekcif postihujtcich vrchnu vrstvu koze stratum corneum az po
diseminované infekcie postihujice mozog, srdce, pltca, pecer. Niektoré
mykdzy modzu byt signdlom znizenia obranyschopnosti organizmu, roz-
vijajuceho sa zadvazného zdravotného stavu pacienta alebo mézu kom-
plikovat iné choroby (16). K predisponujtcim faktorom vzniku zdvaznych
fungélnych infekcii patri neutropénia, chemoterapia, imunosupresivna
terapia, lie¢ba Sirokospektralnymi antibiotikami, invazivne zakroky, poly-
trauma. Jednym z rizikovych faktorov mézu byt aj kontaminované ruky
osetrujuceho personalu. Mykotické infekcie sa vyskytuju vo vsetkych
svetovych pasmach, postihuju vsetky rasy, ludi kazdého veku a pohla-
via. Mykozy klasifikujeme podla virulencie vyvoldvatela infekcie, cesty
ziskania a lokalizécie infekcie. Podla virulencie vyvolavatela mykotickej
infekcie mozeme hovorit o primarne patogénnych a oportinnych
hubdach. Primarne patogény su schopné vyvolat infekciu aj u zdravého
jedinca. Oportunne patogény spésobuju infekcie hlavne u imunitne
oslabenych jedincov. Primérne patogénne huby sa vyskytuju casto
v presne definovanych geografickych oblastiach (endemicky vyskyt),
zatial ¢o oportinne patogény sa vyskytuju ubikvitdrne. Podla cesty
ziskania infekcie moze ist o exogénnu alebo endogénnu infekciu. Cesta
vstupu exogénnych hub zahffia vdychnutie spér, inokuldciu kutdnne
alebo perkuténne (pri uraze, chirurgickom, instrumentdlnom alebo
inom invazivnom zékroku). Endogénna infekcia vznikd predovietkym
z kolonizacie normélnou flérou alebo reaktivaciou predoslej infekcie.
Podla ,hibky”, do ktorej zasahuje chorobny proces, ako aj podfa stupiia
poskodenia tkaniva a odpovede hostitelského organizmu sa mykoézy de-
lia na: povrchové a kozné (kutdnne), subkutdnne a orgédnové (systémoveé).
K povrchovym mykdzam patria superficidlne kolonizéacie (bez tkanivovej
odpovede) a superficidlne mykdzy (napriklad piedra — mikromycéty
kolonizuju vlasy v podobe uzlikov, pityriasis versicolor — infekcia hornych
vrstiev epidermy stratum corneum, spolupdvodcom su lipofilné kvasinky
rodu Malassezia). Kutdnne a mukokutdnne infekcie su charakteristické
poskodenim, ktoré je spdsobené proliferdciou hub v keratinovych tka-
nivach — koza, nechty, vlasy, ochlpenie (dermatomykdzy, onychomykdzy,
dermatofytdzy). Patria sem aj infekcie oci, sinusov, orofaryngu, vaginy
a vonkajsieho usného kanala. Pri tychto infekcidch je mozné sledovat
imunitny odpoved (11). Subkutanne infekcie predstavuju heterogénnu
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skupinu ochorent, ktoré st sposobené sirokym spektrom taxonomicky
rozdielnych hub. Intenzita tkanivového poskodenia je rézna a ¢asto zavisf
od imunitného stavu postihnutého organizmu. Spektrum infekcii zahfia:
chromoblastomykdzy, feohyfomykdzy, hyalohyfomykdzy, sporotrichdzy
a mycetémy (11, 17). Pbvodcom st najma saprofytické vldknité huby,
vyskytujuce sa bezne v pdde, prachu, na rozkladajucich sa rastlinnych
zvyskoch, dreve. Ochorenie vznika najcastejsie po traumatickej inokulacii.
Infekény proces postihuje predovsetkym podkoZie a siri sa len pomaly,
Casto ide o chronické infekcie. Orgadnové (systémové) mykotické infekcie
su Zivot ohrozujuce infek¢né komplikacie, ktoré sa stali v poslednych
desatrociach vyznamnou pri¢inou morbidity a mortality. Pri tychto
infekcidch moze patogén diseminovat z jedného organu do druhého.
NajohrozenejSou skupinou pacientov su imunosuprimované osoby,
u ktorych riziko vzniku, vazneho priebehu a pripadnej letality stUpa
s prehlbenim deficitu ich imunitnych funkcif. V minulosti sa spéjali takmer
vylu¢ne s populdciou hematoonkologickych pacientov (18). V sicas-
nosti je tdto problematika aktudlna aj v inych rizikovych skupinéch,
v ktorych sa prave podmienene patogénne huby stali vdznou hrozbou.
Su to najma pacienti na jednotkéch intenzivnej starostlivosti, anestézi-
ologickych, chirurgickych, internych, ale aj dalsich oddeleniach. Podla
Metodického listu MZ SR 2005 (19) sa k systémovym mykdzam zaraduju:
fungémie (mykotické infekcie krvného prudu), fungiurie (mykotické
infekcie uropoetického systému), orgdnové infekcie (hepatosplenicka
forma), pulmonalne infekcie (lokalna invazivna forma, mycetém plic),
infekcie centrédlneho nervového systému, invazivna sinusitida (rinocereb-
ralna forma) alebo chronické diseminovana forma. Poznanie rizikovych,
predisponujucich faktorov umoznuje predpokladat etiolégiu, a tym
lepsie cielit diagnostické a terapeutické Usilie (18). Diagnostika mykoéz
a najma invazivnych mykéz je interdisciplindrny proces, ktory vyzaduje
spoluprdcu viacerych odbornosti. Opiera sa o dostupné mikrobiologické,
sérologické, histologické, radiologické a biochemické metddy. Stru¢ny
prehlad diagnostickych metdd je uvedeny v tabulke 1.

Tabulka 1. Laboratérne metddy vyuzivané v diagnostike mykotickych

infekcif (20)
priama mikroskopia (Gram, Giemsa, KOH, kalkofluér)
Konvencné kultivacia
mikrobiologické
metody identifikacia

stanovenie citlivosti na ATM

konvenc¢nd mikroskopia (PAS, Gomori)

Histopatologické

. priama imunofluorescencia
metddy

in situ hybridizacia

dokaz histoplazmového Ag

dbkaz kryptokokového Ag

Imunologické a

biochemické metody dokaz aspergilového Ag — galaktomananu

dokaz kandidového Ag — mananu

dokaz 1-3-B-D-glukdnu

priama detekcia (DNA $pecifické sondy)

Molekuldrne metody
identifikacia
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Zaver

Mikroskopické huby sa vyskytuju vo vsetkych biotopoch (pdda, vo-
da, vzduch). Poda, ktora vytvara mikromycétam velmi dobré existencné
podmienky (dostatok tepla, vihkosti, organickych I&tok a chrani ich pred
sine¢nym Ziarenim), je povazovana za ich prirodzeny biotop. V porovnani
s pédou sa v ovela mensom mnozstve nachddzaju aj vo vode. Vo vzduchu
su pritomné najmé vo forme spér. Huby vdaka svojej metabolickej aktivite
nasli uplatnenie aj v mnohych vyrobnych postupoch a odvetviach:

B potravinarsky priemysel — vyroba syra, mlie¢nych produktov, chleba,
alkoholickych napojov,

B chemicky priemysel, biotechnolégie — pri vyrobe organickych kyselin,
enzymov, vitaminov, hormaénov, rastovych latok,

B farmaceuticky priemysel — vyroba antibiotik, najma penicilinu (P.
chrysogenum),

B polnohospodarstvo — v boji proti skodlivému hmyzu a parazitom
kultdrnych rastlin,

B v environmentdlnych biotechnolégidch — v biologickej degradacii

odpadov (21).

Okrem spominaného vyuzitia s mnohé pévodcom c¢asto zavaznych
ochorenf ¢loveka, ale aj zvierat.

Centers for Disease Control and Prevention — CDC's vedie skupinu, tzv.
Mycotic Disease Branch (MDB), zameranu na prevenciu a kontrolu fungal-
nych infekcif nielen v USA, ale aj na medzindrodnej Urovni prostrednictvom
epidemiologickych a mikrobiologickych studii umoznujicich zlepsenie
diagnostiky, liecby, prevencie a kontroly mykotickych ochorent.

Hlavnymi cielmi su:

B rozvijanie metdd umoznujucich veasnu diagnostiku,

B sledovanie geografickej distribucie environmentalnych mykotickych
ochoreni,

B urcenie vplyvu klimatickych podmienok a klimatickych zmien na tieto
ochorenia,

B identifikovanie 0sob s vysokym rizikom infekcie so zameranim sa na
preventivne stratégie,

B zabezpecovanie vzdeldvania poskytovatelov zdravotnickej starostlivos-
ti, ako aj zvysovanie povedomia verejnosti o moznostiach prevencie

a lie¢by tychto ochoreni (22).
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Diagnostika vrodenych krvdcavych porich
sekunddrnej hemostadzy: jednoduchy sprievodca
pre bezné klinické laboratoria

MUDr. Tomas Simurda, MUDr. Miroslava Dobrotova, PhD., Ing. Ingrid Skorfiova, PhD., RNDr. Jela lvankova,
MUDr. Pavol Holly, PhD., prof. MUDr. Jan Stasko, PhD., prof. MUDr. Peter Kubisz, DrSc.
Narodné centrum hemostazy a trombaézy, Klinika hematoldgie a transfuziolégie, JLF UK a UNM, Martin

Diagnostika vrodenych krvacavych poruch sekundarnej hemostazy zostava vzdy velkou vyzvou pre vaésinu klinickych laboratérii. Krva-
canie moze byt sposobené bud'ziskanymi, alebo vrodenymi pri¢inami, ktoré vedu k poruche primarnej alebo sekundarnej hemostazy.
V praxi neexistuju vSeobecne platné laboratérne postupy pre diagnostiku krvacavych poruch, preto sme vytvorili jednoduchy navod
pre rutinné klinické laboratdria. Tento pragmaticky pristup k identifikacii a diagnostike vrodenych krvacavych poruch sekundarnej
hemostazy so sebou nesie urcitu stratégiu zalozent na zhromazdovani idajov osobnej a rodinnej anamnézy a vysledkoch prvej linie
testov, na ktoru nasledne nadvazuju analyzy druhej, ale aj tretej linie, ktoré rozhodnu o zavaznosti krvacania konkrétneho fenotypu.
Casta pritomnost krvacani do hibokych truktur, skor nez mukokutannych krvacani, poukazuje na poruchu sekundarnej hemostazy. Aj
ked'pozitivna rodinnd anamnéza je ¢asta u pacientov s vrodenymi poruchami, nedostatok klinicky vyznamnych symptémov u pribuznych
pacientov méze sveddit o ziskanej poruche hemostazy. Dalsi krok v diagnostike zahffia vyhodnotenie koagulaénych testov prvej linie
(protrombinovy cas, aktivovany parcialny tromboplastinovy cas a vysetrenie fibrinogénu), ¢o ma vyznam najma v pripade negativnej
rodinnej anamnézy, pri ktorej nie je podozrenie na konkrétny nedostatok faktora. Pritomnost abnormalnych tdajov z tychto testov
a variabilna kombindcia ich vysledkov je potom uzito¢na pre vySetrenie druhou liniou testov, najma vysetrenia jednotlivych koagu-
la¢nych faktorov, ktoré potom poskytuju zaklad pre predbeznu diagnézu. Na definitivne potvrdenie diagnoézy je potrebna tretia linia
testov (imunologické testy koagula¢nych faktorov a geneticko-molekulova analyza), ktora je sustredena do Specializovanych centier.

Klucové slova: deficity faktorov, diagnostika, koagulacia, krvacavé poruchy, laboratérne testy, sekundarna hemostaza

Diagnostics of inherited bleeding disorders of secondary hemostasis: an easy guide for routine clinical laboratories

The investigation of inherited bleeding disorders of secondary hemostasis remains a great challenge for most clinical laboratories. Bleeding can
be essentially caused by a variety of acquired or congenital conditions which impair either primary or secondary hemostasis. Since a universa-
lly agreed approach for the diagnostics of hemorrhagic disorders is still unavailable, this article aims to provide an easy guidance for routine
clinical laboratories. This pragmatic approach to identifying and diagnosing inherited bleeding disorders of secondary hemostasis entails
amultifaceted strategy based on a collection of personal and family history, the results of first-line tests which can then be followed by second-
or third-line analyses to definitely establish the specific nature and the severity of the bleeding phenotype. Briefly, the presence of profound
hemorrhages rather than mucocutaneous bleeding is suggestive of a disorder of secondary hemostasis. Although a positive family history is
frequently reported in patients with congenital conditions, the lack of clinically meaningful symptoms in patient’s relatives is not absolutely
indicative of an acquired disorder. The next step encompasses the assessment of first-line coagulation tests (i.e., prothrombin time, activated
partial thromboplastin time, and fibrinogen), if family history is not suggestive of a specific factor deficiency. The emergence of abnormal
data of these assays and the variable combination of their results is then helpful to guide the performance of second-line tests, in particular
specific factor assays which will then provide a reasonable basis for a preliminary diagnosis. Third-line tests (immunoassays coagulation factors
and genetic and molecular analysis) which is concentrated in the specialized centers is necessary for the final confirmation of the diagnosis.

Key words: bleeding disorders, coagulation, diagnosis, factor deficiencies, laboratory testing, secondary hemostasis
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Klinicka anamnéza Aj ked vsetky vrodené poruchy zrazania krvi sa vyznacuju spolo¢nym

Hemostdza je povaZovana za komplikovany mechanizmus v organizme,  klinickym symptdmom — krvdcanim, charakter, lokalizacia a intenzita
ktorého ciefom je zabranit nadmernému krvacaniu v mieste poranenia cievy ~ krvacania sa zvycajne pri jednotlivych poruchdch hemostédzy zna¢ne
(1). Proces zastavania krvéacania zacina v mieste poskodenia endotelu, coma  1isi. V tabulke 1 s uvedené charakteristické klinické prejavy pri jed-
za nasledok spustenie procesu primarnej hemostdazy, ktory v nasledujicom  notlivych vrodenych poruchéach sekundarnej hemostazy. Deficity FVIII
kroku vedie k spusteniu aktivacie sekundarnej hemostdzy (obrazok 1). a FIX (hemofilia A a B) maju tendenciu vykazovat rézne klinické prejavy
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Obrdzok 1. Model hemostazy in vivo (Prerusovana Ciara zahffia preka-
likrefn, kalikrein a FXIl vo ,vnutornej ceste”, poukazuje, ako je tato cast
hemostatickej drdhy in vivo vyznamna.)

Vnitorna cesta

Spolofna cesta

Vonkajsia cesta

Vysvetlivky: A — aktivovany, F — faktor, Fbg - fibrinogén

inych deficitov faktorov, avsak kedze su X-viazané recesivne ochorenia,
maju vacsinovy podiel v muzskej populdcii. Zriedka u symptomatickych
Zien méze byt diagnostikovany deficit FVIII alebo FIX, ak v3ak sa tieto
deficity diagnostikuju, zvycajne tieto pacientky definujeme ako ,sym-
ptomatické nosicky” (2). Dalie vzacne krvécavé ochorenia sekundarnej
hemostdzy su vacsinou dedené autozomalne recesivne, a preto su zeny
a muzi postihnuti s rovnakou frekvenciou (3). Najtypickejsim klinickym
priznakom deficitu faktora byva pritomnost podkoznych krvacani, kr-
védcaniz nosa, Ust a u zien menoragie. Najzavaznejsie deficity FVIIl a FIX
mozu mat pritomné zivot ohrozujice krvdcanie po poraneni, traume,
menoragie, krvacania po rozsiahlych chirurgickych zdkrokoch alebo aj
po mensich invazivnych zakrokoch, ako je extrakcia zuba. Okrem tychto
klinickych prejavov sa u pacientov s tazkou formou hemofilie ¢asto
objavuju opakované sponténne krvéacania do kibov, ktoré moézu viest az
k rozvoju hemofilickej artropatie. ZniZenie tychto spontadnnych krvacanf
a rozvoja artropatie mézeme docielit adekvatnou profylaktickou lie¢bou
(1). Charakteristickymi klinickym prejavmi portch trombocytov a niek-
torych foriem vWCH st mukokutanne krvacania. Avsak, tieto prejavy su
zriedkavé u pacientov s vrodenou poruchou sekundarnej hemostazy.
DoéleZitd je podrobna rodinnd anamnéza krvacania, v tomto pripade
sU u pribuznych pritomné casté krvacavé prejavy, aviak treba mysliet
aj nato, ze nepritomnostou krvacavych prejavov v rodinnej anamnéze
nemozeme jednoznacne vylicit vrodent poruchu hemostazy, pretoze
de novo mutacie su zodpovedné az za jednu tretinu vietkych pripadov
(4). Okrem toho v diferencidlnej diagnostike by sme mali mysliet aj
na poruchy, ktoré su charakterizované pritomnostou protilatok proti
koagula¢nym faktorom (napriklad ziskand hemofilia) (5). DoleZity je aj
vek nastupu klinickych priznakov, pretoze vrodené poruchy, najma tie
najzavaznejsie (hemofilia A a B, ktord sa vyznacuje aktivitou koagulac-
ného faktora < 5 %) sa zvycajne objavuju uz pri narodenf alebo pocas
raného detstva.

Tabulka 1. Najcastejsie klinické priznaky vrodenych krvécavych porich
sekundarnej hemostazy

hematémy, krvacanie z nosa a dutiny Ustnej,

Deficit fibrinogénu L
menoragie

hematdmy, krvacanie z nosa alebo po chirurgickom

Deficit faktorovilaV -
zakroku, menoragie

hematomy, krvacanie do podkozia, z nosa, dutiny

Deficit faktora VI Ustnej, urogenitalneho traktu alebo po chirurgickom
zakroku, menoragie

Deficit faktorov VIII krvéacanie do kibov a svalov, krvacanie po poraneni,

a FIX chirurgickom zékroku alebo po extrakcii zubov

hematémy, krvdcanie z nosa a dutiny Ustnej, po

Deficit faktora X poraneni alebo chirurgickych zékrokoch, menoragie

krvacanie z nosa, po extrakcii zubov (oneskorené), po

Deficit faktora XI ;o ) , (.
poraneni, chirurgickom zakroku, menoragie

Deficit faktora Xl asymptomatické

Kombinovany deficit
FV + FVIIl

krvacanie z nosa, z dasien, po poraneni, chirurgickom
zakroku, drobné hematémy, menoragie

hematdmy, krvacanie z nosa a dutiny Ustnej, po

Deficit faktora X chirurgickych zakrokoch, menoragie

Prva linia hemokoagula¢nych testov

Pévodny model koaguldcie, ktory pozostava z vonkajsej, vnutornej
a spolo¢nej cesty, uz dlho reprezentuje spolo¢ny zaklad prvej linie testov
a bol vyvinuty na skrining pacientov s podozrenim na krvacavé ochorenia.
Tieto testy zahffaju protrombinovy ¢as (PT), aktivovany parcidlny trom-
boplastinovy ¢as (@PTT), trombinovy cas (TT) a vysetrenie fibrinogénu
(FBG) (1) PT, povodne vyvinuté Quickom v roku 1935, ktoré je zékladnym
koagulagnym testom, zaloZzenym na citratovej plazme a aktivacii vonkajsej
drahy zrézania krvi (F VII) pomocou kalciového tromboplastinu (6). Tento
test je preto vacsinou citlivy na poruchu FVII a dalsich faktorov spolo¢nej
cesty koagulécie (FX, protrombinu a FBG) (obrdzok 1). PT mo&ze byt vyja-
dreny v sekundéch alebo ako pomer medzi pacientovou a referen¢nou
plazmou v medzindrodnom normalizovanom pomere (INR), v ktorom
je pomer upraveny indexom porovnania aktiva¢nych vlastnosti trom-
boplastinu s medzindrodnym referen¢nym tromboplastinom (7). Hoci
hodnoty vyjadrenia v INR sa bezne pouzivaju na monitorovanie peroralnej
antikoagulacnej terapie antagonistom vitaminu K, vysledky INR moézu
byt spolahlivo pouzité u vysetrovanych pacientov s vrodenymi alebo
ziskanymi (ochorenia pecene) poruchami koagula¢nych faktorov (8).
Pri¢cinami predizeného PT méze byt nespravny odber a preprava vzorky,
malabsorpcia (¢o vedie k nedostatku vitaminu K), ochorenia pecene,
afibrinogenémia, diseminovand intravaskuldrna koaguldcia (DIC), inhibicia
koagula¢nych faktorov pri uzivani priamych antikoagulancii, najma liekov
inhibujucich FXa (apixaban a rivaroxaban) (9, 10). aPTT bol pévodne vy-
vinuty Langdellom et al. v roku 1953. Test je zaloZeny na rekalcifikovanej
citrdtovej plazme, do ktorej je pridany parcidlny tromboplastin spolo¢ne
s jednym z aktivatorov vnutornej cesty koaguldcie (kaolin, oxid kremicity,
kyselina eldagova) (1). Tento test je citlivy na poruchy faktorov vnutornej
cesty koagulacie (FVIII, FIX, FXI, FXII, prekalikrein) a taktieZ aj FX, protrom-
binu a FBG (obrazok 1). Podobne ako PT, m&ze byt vyjadreny v sekundéach
alebo ako pomer (7). Je zaujimavé, Ze deficit FXII je naj¢astejsou pricinou
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abnormalne predizeného aPTT (30 a2 50 % vietkych pripadov), ¢o je pova-
Yované za benigny stav. Pred?ené aPTT byva pri deficitoch faktorov FVIII,
FIX, FXI, FXII, ale aj pri nespravnom odbere a preprave, pri tazkej VWCH,
inhibitoroch koagula¢nych faktorov, DIC, lupus antikoagulans, pri liecbe
heparinom (najma s nefrakcionovanym heparinom), kumarinom, alebo
aj pri uzivani priamych peroralnych antikoagulancif (9, 10). Vysetrenie FBG
prebieha pomocou dvoch zakladnych metdd — funkeéna a imunologicka
(3). Funk¢na metéda podla Claussa bola pévodne opisana v roku 1957, je
zaloZena na zriedenej citratovej plazme (1 : 10) a premene FBG na fibrin
pridanim vysokej koncentracie (100 U/ml) trombinu. Riedenie plazmy ma
za ciel obmedzit potencialny inhibi¢ny vplyv heparinu alebo fibrin/FBG
degrada¢nych produktov vratane D-dimérov. Cas potrebny na vytvorenie
zrazeniny sa potom prenesie na kalibra¢nu krivku, z ktorej sa vypocita
konec¢na koncentracia FBG (11). Metéda podla Claussa je najviac pouziva-
nou metédou v klinickych laboratériach, pricom imunologické testy FBG
(elektroimunodifuzia alebo metdda LIA - liquid immuno assay) sa pouzi-
vaju ako sekunddarne testy pri diagnostike dysfibrinogenémie, pri ktorej
je diskrepancia vysledkov medzi koncentraciou antigénu a funk¢énou
aktivitou FBG (3, 4).

Druha a tretia linia hemokoagula¢nych testov

Abnormalita testov prvej linie méze byt pri¢inou jednej alebo via-
cerych vrodenych poruich sekunddrnej hemostédzy, avsak neumoznuje
presne charakterizovat poruchu, preto ani jednoznacne urcit sposob liec-
by. V3etky rutinné klinické laboratéria moézu lahko vykondvat testy PT, aPTT
a testy FBG (12, 13). Avsak vyznamné technologické pokroky, ku ktorym
doslo v priebehu poslednych desatroci, umoznili okrem rutinnych testov
hemostazy vykonavanie dalsich Specifickych testov, ktoré umozniuju zlep-
Sit a identifikovat danu poruchu, a tym klasifikovat zavaznost ochorenia.
Tieto testy su vacsinou zaloZené na vysetreni jednotlivych koagulacnych
faktorov. Medzinarodna spoloc¢nost pre trombdzu a hemostézu (ISTH)
uvadza klasifikaciu vrodenych poruch sekundarnej hemostazy podla
funkcnej aktivity koagulacného faktora na tazku, stredne tazku a lahku
formu. Z tohto dévodu su zavazné deficity charakterizované zvyskovou
aktivitou FlIl, FV, FVIII, FIX < 1 %; FVII, FX, FXIa FXII 5-10%, a FBG < 0,1 g.I
(14,15, 16). Hoci tato klasifikdcia méze byt uzito¢nd pre manazment liecby,
je pozoruhodné, Ze klinicky fenotyp je tiez zavisly od dalsich faktorov, ako
je vek, pricina krvacania (diéta, trauma, peceriové a oblickové funkcie),
funkcia primarnej hemostézy (funkcia a pocet krvnych dosticiek, Uroven
aktivity a VWEF), aktivita inych koagula¢nych faktorov a fibrinolytického
potencidlu (15).

Medzi dalsie testy druhej linie, ktoré sa mozu realizovat v rutinnych
klinickych laboratéridch, patria test na diferencidlnu diagnostiku medzi vro-
denym deficitom koagulacného faktora, pritomnostou inhibitorov alebo
antikoagulancif (17), testy na diagnostiku vVWCH (vWF antigén a aktivita,
napriklad ristocetinovy kofaktor, test vazby kolagénu - colagen binding
assay — CBA (1) a trombinovy ¢as (TT). TT je zaloZzeny na rekalcifikovanej
citrdtovej plazme a aktivdcii tvorby fibrinu pridanim trombinu do testo-
vanej vzorky. Tento test sa pouziva hlavne na detekciu portich FBG a na
identifikdciu kontaminovanej vzorky s inhibitorom trombinu, najma liekmi
inhibujucimi Flla, ako je napriklad dabigatran. Aj ked tento test bol pou-
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Obrdzok 2. Z3akladny algoritmus skriningu pacientov s vrodenymi poru-
chami sekundarnej hemostazy

[
1 pozitima

=

PT APTT  Fbg Deficit

i
| negatima

+ N N FVI

N L N VI FIX; FXI, FXI; Prekalikein

+ L N FI;FX; FV; kombinované deficity
i i b Fog

N N N FXlll;dalsie?

Vysvetlivky: APTT — aktivovany parcidlny tromboplastinovy cas, FBG - fibrinogén,
PT - protrombinovy ¢as

Zivany v minulosti ako test prvej linie, jeho vyuZzitie na skrining pacientov
s podozrenim na vrodené poruchy sekundarnej hemostazy je do znacnej
miery irelevantné, vzhladom na to, ze kombindcia testov PT, aPTT a FBG,
ktoru vacsina laboratorif vykondva, je dostatocna (18). Samozrejmostou
je, ze TT mdZe byt uZitocny ako sucast rutinnej diagnostiky na odlisenie
lie¢by heparinom a priamymi inhibitormi anti-Xa (10).

Testy tretej linie zahffaju imunologické metddy na odlisenie kvantita-
tivnych poruch od kvalitativnych porich koagula¢nych faktorov a taktiez
k nim zaradujeme aj genetické analyzy, ktorych cielom je identifikacia
specifickych mutacii v géne kédujucom prislusny koagula¢ny faktor.
Tymito testami doddvame jasny obraz o tejto skupine ochorenf (1). Za
zmienku stoji, Ze testy tretej linie nie st bezne dostupné a ¢asto su financ¢ne
narocnejsie a zéroven vyzaduju Specializované technické vybavenie
a spravnu interpretaciu vysledkov. Tato diagnostika je sustredena do
$pecializovanych centier (3).

Pragmaticky diagnosticky pristup u pacienta
s neobjasnenym krvacanim

Vzhladom na zloZitost primérnej a sekundarnej hemostazy by mala
presna diagnostika vrodenych krvécavych porich sekundarne hemostazy
zahfiat zhromazdovanie Udajov osobnej a rodinnej anamnézy, vysledky
prvej linie testov (skriningovych testov), ktoré st doplnené vysetreniami
druhej alebo aj tretej linie testov. Tieto vy3etrenia definitivne stanovia
klinicky fenotyp pacienta (4). Pristup k diagnostike pacienta s vrodenou
krvécavou poruchou sekundarnej hemostazy mozno navrhnut niekolkymi
praktickymi odporucaniami, ktoré st uvedené na obrdzku 2. Pri poruchach
sekundarnej hemostazy je pritomny castejsi vyskyt hematémov do hibo-
kych Struktur (tabulka 1) ako mukokutannych krvacani, aj ked vytvorenie
hranice medzi poruchami primdarnej a sekundarnej hemostazy byva ¢asto
tazko stanovitelné (12). Pri podozreni na poruchu primdrnej hemostazy
(porucha funkcie alebo poctu trombocytov) je délezité doplnit Specifické
testy na VWCH (antigén a aktivita VWF), aby sa vylucila alebo potvrdila bud
pritomnost vVWCH, alebo inych portch trombocytov (19, 20). Ako uz bolo



spomenuté, pozitivna rodinna anamnéza krvacavého ochorenia je délezita
pre pritomnost vrodeného stavu. Aviak, nedostatok klinicky vyznamnych
symptémov u pribuznych pacienta nie vzdy svedci o ziskanej poruche (az
30 % deficitov koagula¢nych faktorov sa javi ako de novo). Ak bol nastup
prvych klinickych prejavov pri narodeni alebo v ranom detstve, zvdcsa
ide o vrodené poruchy oproti ziskanym porucham, ktoré mézu vzniknut
pocas celého zivota (DIC, ziskand hemofilia, inhibitory na iné koagula¢né
faktory, ochorenia pecene, antikoagulacna terapia) (1).

Zaver

Pritomnost krvdcani do hlbokych struktdr poukazuje na poruchu
sekunddrnej hemostéazy. U pacientov s vrodenymi poruchami je ¢asta
pozitivna rodinnd anamnéza, nedostatok klinicky vyznamnych sympto-
mov u pribuznych pacientov méze svedcit o ziskanej poruche hemostézy.
Doélezité v ramci diagnostiky krvacavych poruch sekundérnej hemostazy
je okrem vyhodnotenia koagulagnych testov prvej linie aj vysetrenie
testov druhej linie, najma vysetreni jednotlivych koagula¢nych faktorov,
ktoré ndm poskytuju zéklad pre predbeznu diagndzu. Na definitivne
stanovenie diagndzy je nutné doplnit aj testy tretej linie (imunologické
testy koagula¢nych faktorov a geneticko-molekulova analyza), ktoré
ndm potvrdzuju kone¢nu diagnodzu, pripadne konkrétny deficit faktora
(kvantitativne alebo funk¢né).
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Genetic landscape of breast cancer

RNDr. Miroslav Tomka, PhD.
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Breast cancer encompasses heterogeneous group of tumors with different histological, biological and clinical behavior. Intra- and inter-
-tumor heterogeneity as a result of genetic and non-genetic factors has considerable impact on different responses to anticancer therapy
and prognosis. Introduction of new methods such as next-generation sequencing or comparative genome hybridization uncovered
complexity of genetic nature of breast cancer. This article summarizes some of the new findings on this field.

Key words: breast cancer, comparative genome hybridization, next-generation sequencing, copy number variations

Genetické pozadie nadorov prsnika

Nadory prsnika tvoria heterogénnu skupinu nadorov s rozdielnymi histologickymi, biologickymi a klinickymi prejavmi. Vplyvom ge-
netickych a negenetickych faktorov vznika rozdielnost nielen medzi nadormi pacientov, ale aj v ramci jedného nadoru, ¢o ma znacny
vplyv na lie¢bu a prognézu. Zavedenie novych metodik, ako st sekvenovanie novej generacie a komparativna genémova hybridizacia,

odhalilo zlozitost genetického pozadia nadorov prsnika. Predkladany ¢lanok sumarizuje niektoré z novych zisteni na tomto poli.

KlGéové slova: nadory prsnika, komparativna genémova hybridizacia, sekvenovanie novej generacie, zmeny poctu kopii

Introduction

Mammary gland is a unique organ that undergoes remarkable chan-
ges during the different stages of lifetime. During each menstrual cycle,
the mammary gland passes through the waves of proliferation and
apoptosis. Proliferation of the mammary epithelial cells is mainly driven
by cyclic fluctuations of the hormonal factors such as estrogen and
progesterone. Apoptosis controlled form of cell suicide is regulated by
both hormonal and non-hormonal factors, but this process is still not well
elucidated. Pregnancy also has great impact on breast morphology and
function since it leads to extensive ductal branching and alveogenesis (1).

Breast tissue gladly responses to any hormonal or structural changes
which makes it favorable target for tumorigenesis. Cancer can originate from
any cellin the breast that has undergone tumorigenic transformation, mainly
from epithelial tissue. This process can be partly explained as a progression
from premalignant disease (e.g., hyperplasia, ductal carcinomain situ) through
invasive carcinoma to metastases. The whole process is accompanied and
managed by accumulation of distinct genetic abnormalities. The common
targets for breast cancer metastases are bone, lung, liver and brain. The pro-
minent target organ is bone (2). The reason for this might lie in the fact that
this tissue expresses higher level of hyaluronan and osteopontin. Hyaluronan
interacts with osteopontin and serves as a specific ligand for CD44. This
attachment complex is involved in breast cancer adhesion, migration and
invasion (3). In addition, bone is an estrogen rich organ which might create
generous environment for breast cancer cells (4).

Nowadays, two models are trying to explain the origin of cancer in
general. First is based on the initial transformed cell that represents the
cell-of-origin for the tumor. Accumulation of mutations in the regulatory
genes, tumor suppressors or/and oncogenes gives such a cell growth
advantage over the others what results to growth acceleration of some cell
population and tumor formation. Probably, the best example illustrating
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the multistage neoplastic process ,from one cell to tumor” is the well-
-known model of colorectal tumorigenesis (5).

The second theory considers the possibility of existence of self-renewing
cancer cells called cancer stem cells (CSC). CSCs are subpopulation of cancer
cells with high proliferative and metastatic potential. Breast cancer CSCs
were isolated and identified as a CD44+/CD24- phenotype cells (6). Some
introduced other markers of CSCs including ALDH1, CD49f and CD61 (7, 8,
9). This theory is trying to explain resistance to conventional therapies by
the CSCs' ability of enhanced transmembrane transport outward by ABC
transporters, specific mechanisms of DNA repair, ability to maintain specific
signaling pathways involving key transcription factors, level of tumor supp-
ressors and collaborative interactions among cancer stem cells to maintain
specific microenvironment (10). Of course, each mentioned model has its
strengths and weaknesses which are discussed elsewhere (11).

Classification of breast cancer

Breast cancer is classified into different subtypes that are associated
with different patient survival outcomes. For many years, breast cancer
has been classified based on clinicopathological features such as tumor
type, tumor size, lymph node status and histological grade. One of the
classification system is the Nottingham histologic score system. Itis a gra-
ding system which utilizes features including tubule formation (similarity
with normal breast duct structures), nuclear features (size and shape)
and mitotic activity. According to this classification, low grade tumors
(grade 1) tend to be less aggressive then the high grade tumors (grade
3). Despite not optimal reproducibility, grading system is the key point in
the diagnosis and management of the disease (12).

Another classification of breast cancer is based on the expression of
Estrogen Receptor (ER), Progesterone Receptor (PR), and Human Epidermal
growth factor Receptor (HER2). Best survival rate was observed in the



case of ER+/PR+HER2- subtype, the difference in survival was less than
1 % between ER+/PR+/HER- and ER+/PR+/HER2+ subtypes. All of the
ER+ subtypes have better survival and adjusted mortality than all of the
ER- subtypes. This suggests that ER may be a more important factor in
survival than HER2 (13). ER, PR and HER?2 status are predictive factors of
tumor response to ER, PR, and HER2 targeted drugs.

In 2000, a classification system for the breast tumors based on va-
riations in gene expression patterns was described. It was later revised
and redivided into four subtypes: luminal A, luminal B, HER2-enriched,
and basal-like (14).

Luminal A type of cancers have a low histological grade and are
predominantly ER-positive. Luminal B group cancers are predominantly
ER-positive with intermediate to high histological grade. Prognosis is good
in the case of luminal A tumors, whereas luminal B type has intermediate
prognosis with high risk of relapse. Both types of cancer are suitable for
hormonal therapy.

Third type — HER2-enriched - is characteristic by high histological
grade, ER- and PR-negative, HER2-positive with poor prognosis. Therapy
uses drugs aimed against HER2 (e.g. trastuzumab).

Tumors that belong to the basal type or triple negative for ER, PR and
HER2 group are of high histological grade with poor prognosis. Treatment
of these cancer types is difficult (12).

Mutations in familial breast cancer

Genome-wide scanning revealed genetic variation in over 75 loci
significantly associated with familial breast cancer. Despite progress on
this field, currently known risk alleles explain only about 40 % of familial
bound breast cancer (15). Up to date, BRCAT and BRCA2 remain the two
most significant genes linked to familial breast and ovarian cancer and
account for about 20 % of familial breast cancer (16).

Traditional view on the subject suggests the key role of BRCAI/2 in
familial breast and ovarian cancer onset. Accordingly, mutation in one of
these genes significantly increases cancer risk. However, things are not so
easy. There are some reports out there claiming that some BRCA1/2 mu-
tations increase breast cancer risk only moderately (e.g. BRCAT c.1966GIn)
(17), or even mean low risk for the affected person (e.g. BRCA2 p.Lys3326%)
(18). Spectrum of mutations found in BRCAT and BRCA2 is extremely wide.
Some of the mutations have been found one time only, whereas some
have been found recurrently, often in enclosed ethnic groups, for example
Askhenazi Jews (e.g. BRCAT c.66_67delAG; BRCA2 c.5946delT) (19).

Both BRCAT and BRCA2 play critical roles in DNA repair, cell cycle
checkpoint control and maintenance of genomic stability. Thus, searching
for other genes involved in corresponding networks led to discovery of
genes related to breast cancer, including ATM, CHEK2, BRIP1, PALB2 and
NBS1. Mutations in these genes increase breast cancer risk approximately
twice. Another group of genes with influence on familial breast cancer is
composed of genes such as FAMI175A, BARDI1, RAD51C, MRET1, RAD50 (16).

Familial syndromes, such as Li-Fraumeni syndrome (TP53), Cowden
syndrome (PTEN Hamartoma Tumour Syndrome) (PTEN), Peutz-Jeghers
syndrome (STK17), and hereditary diffuse gastric cancer syndrome (CHDT)
are known to be one of the prominent diagnostic marks of breast cancer.
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Figure 1. Frequency of copy number anomalies in the overall population.
Courtesy of Dr. Andre (Andre et al., 2009)

I;E
i
[T
i,
5 =
[:-
#
:
§;

LE % P %

P4 Fy P4 +9 F9 PYIFS.PY PYIPAFAPIPLPIMMAMN . FY

CIamaoie
Gained regions are green, lost are red. Two regions, 1q and 8q are the most frequent
gained regions in the population. Lost regions are spread all over the genome mo-
re equally.

Families affected by breast cancer seldom carry mutations in these genes
but person with mutation in one of these genes has 2- to 10-fold increased
risk of getting breast cancer early during the lifetime (16).

Modern screening methods such as next generation sequencing (NGS)
revealed rare alleles associated with breast cancer risk, including FANCM,
BLM, FANCC, XRCC2 and MCPHI1/BRITT (20). The MCPH1 ¢ 904_916del mutation
was genotyped in 1 370 breast cancer cases (145 familial cases, 75 young
cases diagnosed below the age of 40 years, and 1 150 cases unselected for
a family history of cancer or age at disease onset) and 1 160 healthy geogra-
phically matched controls. The highest prevalence for MCPHT c904_916del
was observed among the familial cases (5/145, 3.4 %), whereas only 5 of the
1160 healthy controls (0.4 %) carried the mutation (20).

Castéra et al. used NGS 69 to detect germline deleterious alterations
within BRCAT and BRCA2 in 708 patients, 4 TP53 mutations in 468 pa-
tients and also 36 variations inducing either a premature stop codon or
a splicing defect among other genes: 5/708 in CHEK2, 3/708 in RAD51C,
1/708 in RAD50, 7/708 in PALB2, 3/708 in MRETIA, 5/708 in ATM, 3/708 in
NBS1,1/708 in CDHI, 3/468 in MSH2, 2/468 in PMS2,1/708 in BARD1, 1/468
in PMST and 1/468 in MLH3 (21).

Aloraifi et al. screened BRCA1/2 negative families with breast cancer. As
expected, they identified mutations in several well-known high-susceptibili-
ty and moderate-susceptibility genes, including ATM (~ 5 %), RAD50 (~ 3 %),
CHEK2 (~ 2 %), TP53 (~ 1 %), PALB2 (~ 1 %), and MRETIA (~ 1 %). They also iden-
tified novel pathogenic variants in 30 other genes: MAP3K1, CASP8, RAD51B,
ZNF217, CDKN2B-AST and ERBB? including a splice site mutation which, as
they predict, would generate a constitutively active HER2 protein (22).

Chrupek et al. screened 289 African American women for inherited
mutations. African Americans have a disproportionate burden of aggre-
ssive young-onset breast cancer. Of patients with mutations, 80 % (52/65)
carried mutations in BRCAT and BRCA2 genes and 20 % (13/65) carried
mutations in PALB2, CHEK2, BARDI1, ATM, PTEN, or TP53. The mutational
allelic spectrum was highly heterogeneous with 57 different mutations
in 65 patients (23).
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Figure 2. Example of the comparative genome hybridization (aCGH)

=
CGH Pune

(= 3}
LGH Pang

Chr 11

Che ¥
CGH Pane

O b

CGH Pane O3 Pane

. B

[
P ]
Ll

n

g rars

B LR

PRI
2

R -

[k

A

P

(ol

[1E

a7

Wit

g il | "
22 s | pALEE
g H (i
H H QM i i i QAR
2| | i £ | | | anhd
=i : :
[LLA}
- | | ama
g2 1]
iz : H LT
- ¥ L]
2 s | | i
o i i
3 T 2
a3 : :
w8 et H H PTE ]

a3
&

13

[
PRI
piz3
- #I
Bi
B3

qnz

[
[ quL
L~
LLE]

20
13

Result of the aCGH in our laboratory. DNA was isolated from the tumor of patient with breast cancer. Gain regions are blue (1q, 16p, and 5, 11 and 20 both arms), lost region

(16q) is red.

A total of 133 patients were enrolled in Li's study. Total 30 patients
(22.6 %) were found to carry germline deleterious mutations: 9 in BRCAI,
17in BRCA2, 2in RAD50, 2 in TP53 and one each in ATM, BRIP1, FANCI, MSH2,
MUTYH, and RAD51C (24).

These data clearly support the idea to implement NGS into clinical
management of familial breast cancer. It is highly probable that near future
will bring routine usage of panels containing all known breast cancer
associated loci for mutation screening in affected families.

Copy number variations in breast cancer

During last two decades, our understanding of cancer related loci
has increased. The comparative genome hybridization (CGH) is tightly
connected with this progress, despite its limitations. CGH is used for
mapping losses and gains of DNA in the cancer genomes. These experi-
ments revealed some loci that are commonly affected in breast cancer.
Most frequently gained regions are localized on the chromosomal arms
19, 89, 17q, as well as 11g and 20qg. On the contrary, most frequently lost
regions were observed on 8p, 11g and 16q (25,26,27).

Closer view on the frequency plots shows two most prevalent regions
with high gain alterations: 1q and 8q (figure 1). Andre et al. observed the
gain of the 153 Mb region at 1q in 55 % cases out of 106 breast cancer pa-
tients. The second most frequently observed region of gain was spanning
throughout the 116.7 and 127.5 Mb of the 8g. These gains were shown in
58 % of all cases (27). Interestingly, long arm of chromosome 1 is almost
exclusively affected by gain of genetic material in breast tumors. On the
other hand, its short arm is mainly involved in loss (28).

On the contrary, loss of genetic material is more or less equally distri-
buted throughout the genome. However, at least a 24.2 Mb region at 8p is
more frequently lostin 51 % cases, followed by a 47.8 Mb region at 13q seen
in 41 9% cases (27). Similar findings were spotted by others as well (25). Some
patients show more complex anomalies in their tumor genome (figure 2).

Several studies have shown positive correlation between copy num-
ber alteration and gene expression level. For example, Andre et al. identi-
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fied 3 007 such genes by Affimetrix U133A probes, including MYC, FOXA],
FGF3, FGF4, CCND1, PAKI. In addition, amplification with positive gain/
loss and gene expression were observed in two amplicons (8p11-12 and
17g11-21) where genes PROSC, GPR124, ADRB3, as well as genes for trans-
-membrane tyrosine kinases -ERBB2, FGFRI are localized (27).

On the other hand, regions that were shown to be lost and highly
correlated with changes in gene expression contain genes such as BRCA,
STAT3, STAT5A, STAT5B, and MAPT genes, as well as genes encoding chemo-
kines (CCL3, CCL4, CCL5, CCL14, CCL15, CCLT6, CCLI8, CCL23) (27).

According to the accepted theory, cancerogenesis is a multistep process
leading from primary cancer cells through tumor formation to metastasis.
According to this theory, one can expect differences in genetic variations
within different stages of tumor. Navin et al. dissected primary breast cancer
tumors into sections and analyzed them by flow cytometry and CGH. Based
on their observations, breast carcinomas divided into two groups: (1) mono-
genomic and (2) polygenomic. Monogenomic tumors contained a single
major clonal subpopulation with a highly stable chromosome structure.
Polygenic tumors contained only a few, no more than three major tumor
subpopulations. They do not found any series of gradual intermediates
which can confirm the multistage carcinogenesis (29).

In this context, it is not surprising that differences between primary
tumors and metastasis are not so significant. Comparison of known driver
oncogenes located within regions frequently amplified in breast cancer
showed 100 % concordance for ERBB2 (17qg12) and FGFR1 (8p11.23), 96
% for CCNDT (11g13.3) and PAKT (11g14.1), and 88 % for MYC (8q24) (25).
Mutational status of primary tumors and metastases by NGS showed
tumor-metastases concordance of variants 92 % for recurrent mutations
(AKTT1, ERBB2, PIK3CA, TP53) and 73 % for non-recurrent variants (25). High
level of similarity was found by others as well, for instance Vollebergh (30).

However, genetic footprint of the primary tumors and metastases
is not always in perfect concordance. For example, an ATM-containing
region was found to be deleted in metastases, but in primary tumors it
was usually amplified (25).



Thus, it is evident that primary tumors and metastases share higher
level of copy number variation, but a little less concordance is found
in mutational status. This suggests that metastasis formation does not
require much more genetic events as was thought. To elucidate the car-
cinogenesis in general, further investigation will need information from
the other fields, for example proteomics (25).

Conclusion

Breast cancer is the most common cancer in women worldwide.
Despite improvements in the diagnostics and treatment in the past deca-
de, our knowledge of this disease is still limited. Differences on the gene
level observed not only between two different patients, but even among
the cells of the same tumor cause problems which makes treatment and
prognosis more challenging. Treatment regime which is successful in one
patients might not be of any value for another. Therefore, involvement of
new techniques such as CGH might be a good way towards personalized
medicine from which each patient can benefit the most.
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An image-based automated analysis
of urine sediment

Mgr. Katarina Uhlarova, RNDr. Ilveta Gaborikova
Medirex, a. s., Bratislava

Laboratories of Medirex Company employ automated analysers for urine determination realized via on-line combination of image-based
automated urine sediment analyser (Iris iQ200) and dip-stick chemistry analyser (Aution Max AX-4030). This article discusses sample
assessment with respect to everyday routine, maintenance of the analyser, precision study of Iris iQ200, and interpretation of possible
interferences. Sample assessment includes general sediment assessment, reviewing of flagged samples with respect to results from
chemical analysis. Due to the use of Auto-Particle Recognition software, several discrepancies or misclassifications can occur as a conse-
quence of disintegration, morphological changes of cells, etc. However, work station enables the manual reviewing of the images before
the results are sent to a laboratory information system. Not only to prevent discrepancies, but also to provide accurate and precise results,
manual reviewing by trained laboratory technicians is performed considering urine sediment and chemical properties when available.

Key words: urine sediment, automated urinalysis, manual microscopy, Iris iQ200 interference

Automatizovand analyza mocového sedimentu

Vysetrenie mocového sedimentu patri medzi zakladné laboratérne vysetrenia. Spracovanie velkého mnozstva prijatych vzoriek mocu
v priebehu jedného dna si preto vyzaduje automatizovanu analyzu. Z toho dévodu st v laboratériach spolo¢nosti Medirex, a. s. pouzivané
automatizované analyzatory mocového sedimentu, pracujuce na principe digitalizacie obrazu (snimaného mikroskopom a digitalizo-
vaného kamerou s vysokym rozlisenim). Vyhodnotenie snimok ziskanych analyzou 3 mL vzorky je riadené softvérom, ktory objekty na
snimkach zatriedi na zaklade velkosti, tvaru, kontrastu a Struktury do prislusnych kategoérii, ako su éervené a biele krvinky, epitelové
bunky, baktérie a podobne. Vzhladom na autonémny vyhodnocovaci softvér méze pri identifikacii a zatriedeni dojst k nezhode. RieSenim
je dalsie posudenie vysledkov skolenym pracovnikom, Specialne pri pozitivnych mocovych sedimentoch, ako aj pri chybajticej chemicke;j
analyze mocov. Vysledky chemickej analyzy mocu diagnostickymi prizkami si hodnotnou komplementarnou informaciou v zaujme
objektivneho posudenia mocového sedimentu, najma pri revizii nejednoznaénych nalezov. Aviak chemicka analyza diagnostickymi
pruzkami v dosledku obmedzenej Specificity testov moze poskytovat vysledky ovplyvnené interferenciami, ako napriklad kyseliny as-
korbovej s dokazom na pritomnost hemoglobinu z ¢ervenych krviniek. Z vyssie uvedenych dévodov automatizovana analyza umoznuje
dosahovat presné a spravne vysledky potrebné na diagnostikovanie stavu pacienta aj v pripade zakladného vysetrenia mocu.

Klucové slova: mocovy sediment, automatizovana analyza mocu, manudlna mikroskopia, interferencie Iris iQ200
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Introduction

Chemical testing of urine samples (reagent strip method), identification
and counting of particles is performed routinely to identify and monitor di-
seases of the kidney and urinary tract (1). Manual microscopy is extremely time
consuming and has poor precision owing to variations in sediment prepara-
tion and counting technique (2, 3,4, 5). Furthermore, visual urine microscopy
is notoriously subjective (6). Improvements in automated systems are needed
to eliminate labor intensive manual microscopy (7) given the large number
of samples in clinical laboratories. Systems currently available to automate
manual microscopy are based either on flow cytometry (8) orimage-based
microscopy analysis (9). Laboratories of Medirex company use automated urine
microscopy analyzers iQ200 (Iris Diagnostics, Chastworth, CA) (9).

iQ200 analyzer
The iQ200 analyzer uses flow-imaging microscopy provided by high-
-definition camera and strobe lamp that stops the fluid motion in order to

NEWSLAB | 2016; 7(2)

capture the images and detect particles. An Auto-Particle Recognition (APR)
software works as trained neural network system for processing of images.
APR software enables to sort particles according to size, shape, contrast and
texture and thus to classify and quantify cells and formed particles in native
uncentrifuged urine. Cells and particles can be sorted into categories and
quantified as in table 1. Work station provides the viewing of the images
when needed even though the sample has been already discarded.

Precision control is performed daily in the morning and calibration every 28
days. Before the testing of patients, iQ Focus, iQ Negative and iQ Positive (gluta-
raldehyde-preserved human red blood cells) control samples (Iris diagnostics)
are run according to manufacturer’s instructions. The iQ200 requires a minimum
of 3 mL of urine for testing and quantifies particles per 2 uL of sample.

Precision study
Wah et al. (10) have published the evaluation of the analytic performance
of the iQ200 based on a comparison with results from manual microscopy.



For the study of iQ200 within-run imprecision, 166 urine samples were analyzed
a total of 20 times during the same day for red blood cells (RBCs), white blood
cells (WBCs) and squamous epithelial cells (ECs). Under such conditions, 10 %
of the samples tested had cell counts outside the 95 % confidence interval of
the regression lines. The correlation study revealed discrepancies due to mis-
classification, disintegration of cells, abnormal morphological features (ghost
and dysmorphic RBCs) or trapping of cells in mucus strands.

Sample assessment

It is necessary to emphasize that the precision study by Wah et al.
(10) was performed via analyzer set-up as a walk-away system. In order to
achieve the highest diagnostic accuracy and to prevent incorrect auto-
matic classification of cells and particles at the laboratories of the Medirex
company, the walk-away capability of the iQ200 is implemented only for
samples possessing negative sediment and chemical analysis. After each
assessment, analyzer flags samples that need to be reviewed by trained
laboratory technician in case of absent chemical analysis or positive
results of selected specimen. Review flags are assigned according to cut
off values that convert quantitative data provided by the iQ200 analyzer
into semiquantitative ranges correlating the image-based microscopy with
qualitative chemical analysis (table 1). Setting the accurate cut off values
for a lab's specific population is essential so there wouldn't be marked
way too many flags or missed clinically important findings.

General approach for image reviewing and cell counts editing often
includes comparison of urine sediment and chemical analysis. Chemical
analysis based on dry-reagent strip is performed via on-line connection
of analyzer Aution Max AX-4030 (Arkray, Japan) to the iQ200. Chemical
analysis provides relevant supplementary information for assessment of
cells and particles especially when misclassification or disintegration of
cells occurs.

The most often misclassification of specimens occurs due to size and
shape similarity as a consequence of morphological changes or high
counts of particles. RBCs or/and WBCs are each other often misclassified
when macroscopic hematuria or a pus is present (figure 1 A). Furthermore,
oval calcium oxalate crystals (figure 1 B) or single-cell yeast (figure 1 C) can
be added to RBCs. On the other hand, class of dysmorphic RBCs (especially
acantocytes) can resemble to budding yeast, what subsequently requires
the verification with manual microscopy. Renal tubular epithelial cells
(figure 1 D) are rare findings that can be incorrectly sorted into WBCs
clump. Often present mucus strands are prone to be classified as hyaline
casts. On the contrary, APR software provides better identification of
pathologic casts than manual counting. Translucent hyaline casts can be
often missed by manual counting due to the use of bright-field microsco-
py. In order to prevent an overestimation of hyaline casts, manufacturer
recommends verification of all casts by manual review of stored images.
In general, the quality of stored images is sufficient for subclassification
of casts with exception of cellular casts, in which the cellular detail is
not always adequate for differentiation into cell specific subcategories.
Small numbers of pathologic casts are often accompanied with higher
protein excretion (more than 14) what can refer to renal failure before it
is manifested with increased serum creatinine level.
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Table 1. Correlation of quantitative values obtained by iQ200 with quali-
tative values from chemistry analyzer. In case of absenting chemical test
for particular category (marked as ,none”) an indirect reference is listed in
corresponding row (marked as ,ref.)

0-10 Negative
11-25 Traces
RBCs 26 -80 1+
81-200 2+
> 200 3+
0-15 Negative
16 -70 Traces
WBCs 71 =125 1+
126 - 500 2+
> 500 3+
Negative None
WBCs clumps Rare Ref. - positive WBCs
Many
Negative Negative
Bacteria Rare Positive
Many Strongly positive
Negative
Yeast Rare None
Many
Negative
Fungi Rare None
Many
Negative
Mucus Rare None
Many
) . Negative
Squamous epithelial cells — None
Positive
Transitional/Renal tubular Negative None
epithelial cells Positive Ref. — positive proteins
) Negative
Hyaline casts — None
Positive
Cellular/Waxy casts Negét|ve None . )
Positive Ref. — positive proteins
Crystals None None
Present Ref. — pH
Negative
Amorphous Rare None
Ref. - pH
Many

Information about urine chemical properties such as pH, specific gra-
vity, nitrites or ascorbic acid concentration can help in classification of
the specimen when morphological features had changed. High count of
bacteria (gram-negative bacteria are manifested as positive nitrites) often
leads to increased pH of urine and thus to disintegration and abnormally
shaped cells. Besides, low osmolality (low specific gravity) of urine can
change morphology of RBCs subsequently sorted among WBCs. At the
same time, chemical dry reagent strip is very prone to interference. Among
all, ascorbic acid is the cause of the most important interferences in urine.
[tis able induce false negative result predominantly for RBCs (hemoglobin)
and at higher concentrations for bilirubine, urobilinogen, bacteria (nitrites),
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Figure 1. Morphological similarities of particles characterized in urine sediment: (A) misclassified RBCs (in a red box) among WBCs due to high counts
of cells, (B) calcium oxalate crystals misclassified among RBC, (C) single cell yeast (in the red box) among budding yeast resembling to RBCs, (D) renal

tubular epithelial cells (in the red box) sorted in the WBCs

[00080 &
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WBCs (leukocyte esterase), etc. Furthermore, the very low specificity and
sensitivity of dry-reagent strip for G-positive bacteria or lymfocytes connec-
ted to absent analysis of urine sediment can also provide false negative
results. False positive sediment is another issue resulting from high counts
of bacteria or squamous epithelial cells in improperly collected samples.

Conclusion

The number of urine samples received every day requires the use of automa-
ted analysis of urine sediment and chemistry. Such approach enables to achieve
as objective, precise and accurate results as possible. Furthermore, trained tech-
nician can edit and review questionable findings when misclassification occurs.
Taking into account such procedure, even fundamental laboratory examination
of urine can help to diagnose the patient’s condition fast and accurately.
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Uvod: Lie¢ba pacientok s chronickou myelocytovou leukémiou (CML) poéas tehotenstva predstavuje aj v ére inhibitorov tyrozinkinaz
(TKI) dolezita vyzvu nielen z pohladu klinického lekara hematoldga, ale aj genetika, ktory zabezpecuje laboratérne vysetrovanie tychto
pacientok. Zavedenie TKI do klinickej praxe zlepsilo prognézu pacientov s CML natol'ko, Ze st schopni viest plnohodnotny Zivot a u pa-
cientok s CML nie je zriedkavé ani planovanie gravidity. Podla aktualnych klinickych odporucani sa vzhladom na ich mozné teratogénne
ucinky odporuca planované tehotenstvo, tzn. prerusenie lie¢by TKI eSte pred tehotenstvom.

Kazuistiky: Prinasame kazuistiky 2 pacientok s CML s r6znym intervalom trvania velkej molekulovej odpovede (MMR) pred graviditou,
u ktorych bola prerusena liecba s TKI.

Vysledky: Vysledky nami prezentovanych kazuistik poukazuji na vyznamnost stabilnej MMR pred pozastavenim liecby s TKI pred
planovanym tehotenstvom.

Zaver: Planovanie tehotenstva u pacientok s CML je vhodné az po dosiahnuti velkej molekulovej remisie a jej pretrvavania minimalne
2 roky. Pocas tehotenstva sa odporucaju pravidelné kontroly krvného obrazu s diferencidlnym rozpoé¢tom leukocytov a nevyhnutné su
aj molekularne vysetrenia BCR-ABL génu.

Klucové slova: chronicka myelocytova leukémia, inhibitory tyrozinkinaz, molekulova odpoved, tehotenstvo

Long-lasting molecular remission as a precondition for successful pregnancy in female patients
with chronic myeloid leukemia

Introduction: In the era of tyrosine kinase inhibitors (TKI), treatment of patients with chronic myeloid leukemia (CML) during pregnancy
represents an important clinical challenge not only from the perspective of a hematologist, but also from the perspective of a clinical
geneticist who performs a laboratory analysis. The introduction of TKI into clinical practice ameliorated the prognosis of patients with
CML to such an extend that they are able to conduct full-valued life, not excluding pregnancy in female patients with CML. According to
current clinical recommendations, in view of potential teratogenic effects of TKI, planned pregnancy with discontinuation of treatment
before pregnancy is recommended.

Cases: The following are examples of 2 female CML patients with a different duration of stable MMR before pregnancy, in which was
TKI treatment interrupted.

Results: Reported cases point to importance of stable MMR before planned pregnancy with discontinuation of TKI treatment.
Conclusion: Pregnancy planning in female patients with CML is possible after the achievement of major molecular response and its
persistence for at least 2 years. During pregnancy, regular measurement of the complete blood count with the leukocyte differential
count is recommended, essential is periodic molecular detection of BCR-ABL gene.

Key words: chronic myeloid leukemia, tyrosine kinase inhibitors, molecular response, pregnancy
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Uvod

Chronicka myelocytova leukémia (CML) je klondlne myeloproliferativ-
ne ochorenie vychddzajuce z transformovanej kmenovej pluripotentnej
hematopoetickej bunky, pri ktorom dominuje proliferacia granulopoézy.
Typickou pre tuto diagndzu je recipro¢na translokacia dihych ramien
chromozémov 9 a 22, 1(9;22)(q34;q11), pricom s danou cytogenetickou
odchylkou, tzv. chromozémom Philadelphia (Ph), je spojena pritomnost

fuzneho génu BCR-ABL (1). Tento abnormalny fuzny gén produkuje onko-
protein BCR-ABL, ktory predstavuje konstitutivne aktivnu tyrozinkindzu.
Hlavnu skupinu liekov predstavuju inhibitory tyrozinovej kindzy (TKI),
ktorych zavedenie do praxe znamenalo revoluciu v lie¢be CML.

Imatinib bol prvym zinhibftorov tyrozinkindz, ktory bol pouzity na liecbu
pacientov s CML uz v roku 1998. Je povazovany za liek prvej linie u chorych
s novodiagnostikovanou CML v chronickej faze ochorenia (2, 3), predovset-
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kym u pacientov s nizkym rizikom podla Sokala. Pre pacientov s rezistenciou
alebo intoleranciou na imatinib boli vyvinuté tzv. inhibitory tyrozinkindz (da-
satinib a nilotinib) druhej generdcie. KedZe boli schopné navodit rychlejsie
adlhodobejsie liecebné odpovede v porovnani s imatinibom, v sii¢asnosti
st dostupné aj ako lieky 1. linie pre pacientov s CML. Dasatinib je dostupny
ako lie¢ba 1. linie vo svete, na Slovensku len ako lie¢ba 2. linie. Nilotinib je
mozné pouzit ako lie¢bu 1. linie aj na Slovensku u pacientov so strednym
a vysokym rizikom podla Sokala a u pacientov v akcelerovanej faze (4, 5).
Podla ELN odporucani je mozné u novodiagnostikovanych pacientov
v chronickej faze zacat lie¢bu imatinibom 400 mg alebo nilotinibom 600
mg, alebo dasatinibom 100 mg, bez ohladu na rizikové skére podla Sokala.

V manazmente pacientov s CML sa pouzitim TKI dosahuje optimalna
liecebnda odpoved (6). Vacsina pacientov je schopna pod ich vplyvom udrzat
ochorenie CML pod kontrolou, a tym zlepsit kvalitu Zivota. Najnovsie klinické
Studie zaloZzené na dlhoro¢nych skisaniach zameriavaju svoje ciele na moz-
nost ukoncenia liecby s TKI u tych pacientov s CML, u ktorych sa dosahuje
dlhodoba a zéroven hlboka molekulova odpoved. Tento zdmer je nesporne
velmi doélezity v pripade CML pacientok, ktoré planuju tehotenstvo. Napriek
tomu, Ze CML je diagnostikovana u pacientov vo vyssom veku (55 — 60 rokov),
podla registra GIMEMA je az 50 % pacientov s touto diagndzou v reproduké-
nom veku. Hoci v si¢asnosti pouZivana cielena terapia umozriuje pacientom
viest plnohodnotny Zivot, podla dostupnych informécii sa odporica pocas
uzfvania TKI vhodnd metdda antikoncepcie. Teratogénne Ucinky TKI v skorom
stadiu tehotenstva sa podpisuju na mnozstve fetélnych abnormalit. Bol opi-
sany ich vplyv na spontanne potraty a na skeletdlne malformdcie (predc¢asné
uzavretie lebecnych $trbin, kraniosynostéza, anomalie ramien, skoli¢za),
rendlne (zdvojena oblicka, agenéza oblicky), respiracné (hypopldzia plic)
a gastrointestinalne (omfalokéla) abnormality (6, 7).

Zastavenie liecby s TKI u pacientov v chronickej
faze CML

Predpokladom zastavenia liecby s TKI je dosiahnutie optimalnej lieceb-
nej odpovede u pacientov v chronickej faze CML, ktora je definovana podla
odporucani European LeukemiaNet (3, 8). Hodnotenie odpovede na lie¢bu
u pacientov s CML liecenych TKI je monitorované v presne stanovenych
¢asovych intervaloch (3,6 a 12 mesiacov), pri¢com sa posudzuje odpoved na
urovni cytogenetiky, fluorescencnej in situ hybridizacie (FISH) a kvantitativnej
polymerazovej retazovej reakcie v redlnom case (QRT-PCR). Molekulova re-
misia sa vysetruje v 3 — 6-mesacnych intervaloch pri optimalnej odpovedi.
Za optimalnu odpoved sa posudzuje hladina transkriptov BCR-ABL < 10 %
a/alebo pritomnost Ph+ < 35 % po 3 mesiacoch od zacatia liecby; < 1% a/
alebo Ph+ =0 po 6 mesiacoch; a < 0,1 % po 12 mesiacoch lie¢by. Vacsina
pacientov v chronickej faze CML je schopné dosiahnut dlhodobu cytoge-
netickd a molekulovt odpoved, pricom hlavnym ciefom liecby je dospiet
k velkej molekulovej odpovedi (MMR), ktorej dosiahnutie do 1 roka od zacatia
lieCby sa povazuje za vyznamny prediktor hibokej molekulovej odpovede.

Stabilnd MMR sa spdja s dlhodobou absenciou progresie ochorenia do
akcelerovanej a blastovej fazy (9, 10) a vedie k moznosti zastavenia lie¢by
s TKI u casti pacientov. Francuzska klinicka studia STIM (Stop Imatinib)
ukdzala, Zze imatinib moze byt vyradeny z liecebného procesu u tych
pacientov, ktorf dosahuju stabilni kompletnd molekulovd remisiu (CMR)
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(nedetekovanie transkriptu BCR-ABL metddou qRT-PCR) po obdobie mi-
nimalne dvoch rokov. Vo vzorke 100 pacientov 61 % z nich zrelabovalo na
molekulovej Urovni v priebehu 6 — 7 mesiacov. Hoci u vacsiny pacientov
v relapse bola pozorovana odpoved na opakovanu lie¢bu, nie vietci z nich
boli schopni spatne dosiahnut CMR. Nadalej ostava nejasny dopad pre-
chodnej straty optimalnej odpovede, a preto sa v stcasnosti, s vynimkou
klinickych studif, neodporuca prerusenie liecby TKI (11).

Manazment tehotenstva u pacientok s CML

Odporucania na lie¢bu pacientok s CML pocas tehotenstva su vyzvou
pre hematolégov a gynekoldgov, kedZe vzhladom na vzacnost tohto
ochorenia v gravidite nie je dostatok informécii ani klinickych studii.
Doposial sa preukdazalo, ze medidn preZivania pacientov s nelie¢enou CML
je priblizne 30 mesiacov, t.j. ndstup progresie ochorenia nie je prilis rychly
(12). Na zéklade tejto skutocnosti je malo pravdepodobné, Ze sa rezistencia
alebo progresia CML objavi v relativne kratkom ¢ase pocas tehotenstva.
Napriek tomu rezidudlne CML bunky méZu spdsobit progresiu ochorenia,
a vtedy musia byt pacientky liecené aj v gravidite. Dostupnou liecebnou
alternativou v gravidite je interferdn-q, ktory sice prechadza placentarnou
bariérou a moze zvysit riziko reprodukenych strat, no napriek tomu ma
len mierne nepriaznivé Ucinky na vyvoj plodu (13).

Subor pacientov a metédy

KedZe nasim cielom bolo poukazat na nutnost dosiahnutia dlhotr-
vajucej velkej molekulovej remisie u pacientok s CML pri pldnovani gra-
vidity ako predpokladu Uspe$ného zvladnutia tehotenstva, prindsame 2
kazuistiky pacientok v reprodukénom veku. MMR po obdobie minimélne
dvoch rokov sa povaZuje za indikator Uspesnej obnovy lie¢by TKI po
pdrode, ktory sa odzrkadluje v opdtovnom dosiahnuti MMR v kratkom
¢asovom horizonte.

Vzorky periférnej krvi (PK) a kostnej drene (KD) na molekulové vy-
Setrenie boli odoberané do skiimaviek s EDTA a zarovert do TEMPUS
skimaviek, ktoré obsahuju stabilizacny roztok zamedzujuci degradécii
RNA. Do transportu a pocas neho boli uchovévané pri teplote 4 - 10 °C.

Na stanovenie transkriptov fuznych génov BCR-ABL sa vyuziva metdda
molekulovej analyzy, kvantitativna polymerdzova retazova reakcia v redl-
nom case (QRT-PCR). DNA (cDNA) fuznych génov je pouzitim hydrolyzac-
nych TagMan sond $pecificky amplifikovana po predchadzajlcej reverznej
transkripcii z izolovanej RNA. gRT-PCR umoznuje presnu kvantifikdciu PCR
produktu v exponencialnej faze amplifika¢ného procesu detekciou vzrastu
fluorescencného signalu hydrolyzacnej sondy. Intenzita fluorescencie je pria-
mo Umerna mnozstvu vznikajuceho produktu. Na presné urcenie mnozstva
produktu sldzia Standardy so znamym poctom kopif cONA. Pomocou nich
je mozné zostrojit kalibra¢nu krivku a presne urcit mnozstvo sledovanych
transkriptov v testovanej vzorke. Pocet kopif cCDNA sledovaného génu je
normalizovany k poctu képif kontrolného génu (housekeeping gén), v na-
som pripade gén ABL (Abelson). Pomer poctu kopii fuzneho génu BCR-ABL
k poctu kopif kontrolného génu ABL ndm poskytne hodnotu NCN (norma-
lizovany pocet képif fuzneho génu). Molekulovi odpoved stanovujeme
v % podla medzindrodnej stupnice IS (International Scale) vynasobenim
hodnoty NCN konverznym faktorom specifickym pre kazdé laboratérium.



Graf 1. Molekulovd odpoved pod vplyvom lie¢by TKI - pacientka 1
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Vysledky

Kazuistika — pacientka 1

Pacientke narodenej v roku 1984 bola diagnostikovana CML v chronickej
faze v roku 2011. Po stanoveni diagndzy CML bola zacatd liecba inhibitorom
tyrozinkindzy 1. Iinie — imatinibom (Glivec®). Pacientka bola monitorovana
v trojmesacnych intervaloch podla odporucani ELN, pricom po 6 mesiacoch
od zacatia lie¢by dosiahla MMR (BCR-ABL < 0,1 %) a pri naslednej kontrole
sme uz fuzny transkript BCR-ABL na molekulovej trovni nedetegovali. Po 32
mesiacoch liecby bolo prerusené uzivanie TKI pre pldnovanu graviditu. Pri
dalsej kontrole v 8. gestatnom tyzdni gravidity sme zaznamenali zvysenu
hladinu BCR-ABL ako nasledok prerusenia lie¢by imatinibom. Gravidita sa
vyvijala bez problémoy, az kym v 18. gestatnom tyzdni nedolo k zamlk-
nutému potratu. KedZe u pacientky doslo pocas obdobia vysadenia liecby
k strate molekulovej remisie (BCR-ABL > 0,1 %), bola u nejzacaté lie¢ba s inter-

Graf 2. Molekulovéd odpoved pod vplyvom lie¢by TKI - pacientka 2

ferénom-a. Pacientke sa podarilo v priebehu par mesiacov znovu otehotniet,
priebeh gravidity bol bez komplikécif a aj napriek lie¢be interferonom-a
doslo k strate cytogenetickej aj hematologickej remisie. V 39. gestatnom
tyZdni sa pacientke narodilo zdravé dieta a ihned po pérode bola znovu
zacatd liecba imatinibom, ¢o viedlo opét k dosiahnutiu MMR (graf 1).

Kazuistika — pacientka 2

Pacientka narodena v roku 1982 mala v roku 2008 diagnostikovanu
chronicku fazu CML a nésledne sa u nej zacala lie¢ba imatinibom. Po
kratkom case sa u nej prejavila rezistencia na liecbu prvej linie, ¢o vied-
lo k prechodu na TKI 2. generécie — dasatinib (Sprycel®). Lie¢ba viedla
najskor k MMR a neskor aj k nedetekovatelnosti BCR-ABL na molekulovej
drovni. Po roku pacientka otehotnela a bola jej pozastavena liecba s TKI.
KedZe tehotenstvo prebiehalo bez komplikacii, neuzivala Ziadnu lie¢bu.
Po poérode jej bol opét nasadeny dasatinib, na ktory reagovala rychlou
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obnovou MMR. O rok pacientka znovu otehotnela, dasatinib bol vysade-
ny, zacala sa liecba s interferonom-a. Po Uspesnom priebehu gravidity,
avsak so stratou molekulovej, cytogenetickej aj hematologickej remisie
sa pacientke narodilo druhé zdravé dieta. Po pérode bol nasadeny dasa-
tinib, a hoci doslo v krdtkom ¢ase k obnove MMR, u pacientky nastupil po
3 mesiacoch molekulovy relaps ochorenia (graf 2).

Diskusia

Aktivnou oblastou sucasnych vyskumov ostdva zodpovedat otazku
mozZnosti pozastavenia lie¢by TKI pacientov s CML, u ktorych pretrvava
velkd, pripadne az kompletna molekulova remisia (MR4,5 a MR5, t. j. pri
MR4,5 hladina transkriptov BCR-ABL < 0,0032 % a pri MR5 hladina tran-
skriptov BCR-ABL < 0,001 %) aspon 2 roky. RieSenie tohto problému je
zvIast dolezité u pacientok s CML, ktorych tizbou je mat zdravé dieta.

Z nasich doterajsich pozorovani je zrejmé, Ze stabilnd MMR (> 2 roky)
nie je vzdy zarukou bezpecného zastavenia lie¢by s TKI. U oboch pa-
cientok doslo v pomerne kratkom case k strate molekulovej a nasledne
i cytogenetickej a hematologickej odpovede, ktoru sa nepodarilo obnovit
ani uzivanim interferénu-a. Po opatovnom nasadeni TKI u pacientky 1 a2
doslo v kratkom Case k obnove MMR, avsak u pacientky 2 nastala jej strata.
Tento vysledok méze suvisiet s tym, Ze interval trvania MMR pred gravi-
ditou bol menej ako 2 roky, ale aj s tym, Ze pozastavenie lie¢by s TKI bolo
prilis dIhé. Podla dostupnych klinickych pozorovani totiZ nie je v si¢asnosti
mozné jednozna¢ne povedat, akd je inosné dizka prerusenia lie¢by s TKI
bez toho, aby u pacientov doslo k progresii ochorenia.

Zaver

Manazment liecby CML pocas tehotenstva je stredobodom zdujmu
viacerych pracovnych vedeckych skupin a je velkou vyzvou nielen pre
hematoldgov a gynekoldgov, ale aj pre samotnu pacientku, kedze v suicas-
nosti nie je dostatok informacii o vplyve pozastavenia liecby s TKI pocas
gravidity na udrzanie dostatocne hlbokej molekulovej remisie. Molekulové
sledovanie tehotnych pacientok s CML, poskytujlce Udaje o hladine tran-
skriptov fuznych génov BCR-ABL by malo byt samozrejmostou v ¢astejsich
intervaloch neZ 3 mesiace (napriklad 1-krat/mesiac).
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Cytogenetic and molecular changes
in myelodysplastic syndromes

Mgr. Jakub Petrik, Mgr. Alena Zakovi¢ova, Mgr. Kristina Jurikova, RNDr. Renata Lukackova
Medirex, a. s., Bratislava

Myelodysplastic syndromes (MDS) consist of hematologic diseases which differ in clinical features and also in cytogenetic presentation.
They are characterized with abnormal development of at least one bone marrow cell line. Around 50 % patients display chromoso-
me aberrations which have diagnostic and prognostic value. Chromosome abnormalities can be detected with different methods.
We compared two of them, fluorescent in situ hybridization (FISH) and multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA).
Despite the detection limit of MLPA, we found out that these methods can be used in routine diagnostics of MDS and the best way
is their combination.

Key words: MDS, FISH, MLPA, chromosome aberrations

Cytogenetické a molekuldrne zmeny pri myelodysplastickom syndrome

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je heterogénna skupina choréb, ktora sa lisi v klinickych prejavoch, ako aj v pritomnosti cytogenetic-
kych abnormalit. Pre MDS je typicky abnormalny vyvoj jednej alebo viacerych bunkovych linii kostnej drene. Priblizne 50 % pacientov ma
pritomné chromozomové aberacie, ktoré maju prognosticky a diagnosticky vyznam. Tieto aberacie je mozné vysetrit roznymi metédami,
my sme porovnali 2 z nich, a to interfaznu fluorescencnu in situ hybridizaciu (FISH) a multiplexnt od ligacie zavislti amplifikaciu préob
(MLPA). Aj napriek ur¢itym limitaciam MLPA analyzy mézeme povedat, ze obe tieto metody st vhodné na rutinnu diagnostiku a pri ich
vhodnej kombinacii vieme ziskat najlepsie vysledky.

Klaéové slova: MDS, FISH, MLPA, chromozémové aberacie
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Introduction

Myelodysplastic syndromes (MDS) are hematologic diseases with
heterogeneous clinical manifestation. MDS is characterized by abnormal
development of one or more bone marrow cell lines, resulting in one
or more peripheral blood cytopenias. Patients with MDS have risk of
progression to acute myeloid leukemia (AML) (1). The clinical outcome
is diverse due to the complexity of genetic changes which include copy
number changes (deletions, amplifications), mutations of individual genes,
as well as epigenetic mutations which alter gene expression levels (2).
Chromosome changes include numerical and structural aberrations, such
as monosomies, trisomies, inversions or translocations, while unbalanced
aberrations are more prevalent.

Table 1. MDS cytogenetic scoring system (5)

Very good -Y, del(11q)

normal; del(5q); del(12p); del(20q); double including

Good del(5q)

del(7q); +8; +19; i(17q); any other single or double
abnormalities

-7; inv(3)/t(3q)/del(3g); double including -7/del(7q);
complex: 3 abnormalities

Intermediate

Poor

Very poor complex karyotype: > 3 abnormalities

About 50 % of patients carry clonal chromosome abnormalities. The
most common are del(5q), del(7q)/—7,+8, del(11q), del(12p), del(17p), del(20q),
and loss of Y chromosome (3). Some copy number changes (CNVs) have prog-
nostic and diagnostic value (table 1). Therefore, the karyotype analysis plays
crucial role in diagnostics and represents a powerful tool for establishing
independent prognostic factors. Findings of cytogenetic aberrations are
important part of prognostic scoring systems, e.g. International Prognostic
Scoring System (4) and its revised form (5), introduced in 2012. These scoring

Figure 1. Most common cytogenetic aberrations in MDS patients (7)
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systems identify abnormalities in karyotype and some clinical features which
differentiate patients with MDS into prognostic subgroups.

Chromosome abnormalities can be detected by various methods, e.g.
metaphase karyotyping, fluorescent in situ hybridization (FISH) in interphase
cells or molecular analyses, such as multiplex ligation-dependent probe am-
plification (MLPA), array-based comparative genomic hybridization @CGH)
or whole genome sequencing (WGS). Conventional karyotyping is limited
and many chromosomal aberrations cannot be detected as it is dependent
on dividing cells, and it has low resolution and sensitivity. The disadvantages
of FISH probes are their price and their resolution which is relatively low (in
kilobases) but better than karyotyping. On the other hand, MLPA is simple,
multiplex, cost-effective, PCR based, and relatively easy method and it can
detect up to 50 different genomic DNA sequences (6). As the sequences
detected by MLPA are only 50 — 70 nucleotides long, this method is powerful
in detection of deletions or amplifications of single exones (8). In comparison
to FISH, MLPA is multiplex and can detect single gene aberrations which are
too small to be discovered by FISH or karyotyping. When comparing MLPA
to whole genome methods, such as aCGH or WGS, MLPA is a low cost and
technically simple method. Although, it cannot be used for genome-wide
screening, it is a good alternative to such techniques.

Nowadays, molecular pathogenesis and the development of MDS, as well
as progression to AML is still unclear (9). Many chromosomal aberrations are
known, but about 50 % patients have normal karyotype. Most of the genes
involved in MDS remain undiscovered. Therefore, single-gene aberration
studies are currently under investigation. Research shows that around 70 % of
MDS patients carry mutations, but most of them are rare (10, 11). Approximately
40 genes seem to be mutated in most patients, e.g. ABCA12, ASXL1, BCOR, CBL,
CEBPA, CUX1, DNMT3A, EP300, ETVE, EZH2, FAMSC, FLT3, GNAS, HNRNPK; IDH,
IDH2, JAK2, KIT, KRAS, MILL, MLL2, MLL3, MLL5, NF1, NPM1, NRAS, NSDI, PHF6,
PTPNT1, RAD21, RUNX1, SF3BI1, SMCIAT, SMC3, SRSF2, STAG2, TETI, TET2, TP53,
U2AF1, WTI, ZRSR2. They include epigenetic modifiers, transcription factors,
spliceosome proteins, cohesins or signaling molecules. Most of them are of
ambivalent significance, but some are associated with more advanced disease
or progression to AML (e.g. FLT3, IDH1, IDH2, KIT), others with reduced overall
survival (e.g. ASXLT, ETV6, EZH2, RUNXT, TP53) (12). Other studies (13, 14) revealed
mutations in genes involved in DNA methylation or histone modifications —
TET2, ASXLI, IDHT, IDH2, EZH2, DNMT3A. Specific effects of these mutations are
unclear, but it is very likely that they are linked with epigenetic deregulation,
as this kind of dysregulation is common in MDS (15).

Aim of the study

The aim of this study was to evaluate patients with suspected MDS
and compare two different methods (FISH, MLPA) and their ability to
detect positive samples.

Materials and methods

Samples

Samples were processed at the Department of Clinical Genetics,
Medirex, a. s, Bratislava. They were collected between April 2015 and May
2016. DNA for MLPA reaction was extracted from peripheral blood or bone
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marrow samples collected in ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) by
Magnesia Genomic DNA Whole Blood Kit (Anatolia Geneworks, Istambul,
Turkey) according to the manufacturer’s instructions and quantified with
an Implen Nanophotometer (Implen GmbH, Munchen, Germany). Totally
241 DNA samples were collected from patients suspected with de novo
MDS. Blood samples from healthy persons were used as a reference sam-
ples. The interphase FISH analysis was performed on the same group of
patients, samples collected into lithium heparin tubes. There were totally
173 samples which were suitable for FISH analysis.

MLPA

The P414_MDS probemix and SALSA reagents (MRC-Holland,
Amsterdam, The Netherlands) were used for MLPA reaction according to
the manufacturer’s instructions. The probemix contains 45 probes targe-
ted to the specific chromosomal regions related to MDS and 1 probe de-
signed for specific point mutation V617F of the JAK2 gene and 12 internal
reference probes that are intact in MDS. Amplified probes were separated
by ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, USA).

FISH

Samples collected in lithium heparin were analyzed with Metasystems
probes (MetaSystems GmbH, Altlussheim, Germany) according to the
manufacturer’s instructions. Our MDS FISH panel included probes XL
del(5q) 5p15 59/5031 so, XL 7922 so/7q36 sg, XL P53, XCE Chr. 8 Blue and
XL 20g12/20qter. Fluorescent signals were visualized under fluorescent
microscope Olympus BX51 (Olympus, Tokyo, Japan), while at least 200
interphase nuclei were analyzed. The cut-off values were set at 5 %.

Results

Data from ABI 3500 Genetic Analyzer were analyzed with specialized
software Coffalyser.net (MRG-Holland, Amsterdam, The Netherlands). Then
the results obtained from MLPA analysis were compared to the results
from FISH analysis. Results from MLPA analysis showed 34 (14.11 %) po-
sitive patients, 206 negative patients (85.48 %) and only 1 uninformative

Figure 2. Correlation between FISH and MLPA results
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Figure 3. The distribution of aberrations in our set of patients
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sample (0.41 %). On the other hand, with FISH analysis 32 patients were
evaluated as positive (13.28 %), 141 patients were negative (58.51 %) and
68 patients (28.22 %) were not evaluated with FISH as 4 patients (1.66 %)
were uninformative, 6 failed the cultivation process and there was no
suitable material available for 58 patients. The only sample uninformative
in MLPA was also uninformative in FISH.

When compared, every sample negative in FISH was also negative
in MLPA reaction (141/141). But there were 6 samples positive in FISH, but
not in MLPA. Our observations suggest that the detection limit of MLPA
reaction was around 20 — 25 % of positive cells (figure 2).

On the other hand, there were 8 patients found to be positive in MLPA,
but they were not able to be evaluated by FISH due to the unavailable
samples or uninformative results. In addition, there were aberrations
found in MLPA which were not covered by our MDS FISH panel (+19p,
del(Yp) and +3q), but they were confirmed by FISH lately. Amongst the
positive samples which were not analyzed by FISH there were 4 samples
positive for JAK2 V617F mutation, 1 sample with del(5q), 1 sample with
del(Yp) and two samples with complex karyotype. Overall, we were able
to detect several chromosome aberrations, e.g. del(5g), del(Yp), del(20q),
-7, del(7q), +8, +3q, +19p, del(12p), JAK2 V617F point mutation or double
aberrations with del(5g) and also 2 complex karyotypes with more than 3
chromosome aberrations (figure 3). After the exclusion of samples where
FISH analysis was not performed the overall correlation between FISH and
MLPA was 96.53 % (167/173).

Discussion

We compared 2 different methods which are routinely used in the
diagnostics of MDS nowadays. The FISH analysis which was done on
interphase nuclei and MLPA analysis which is a method based on the
extracted DNA. When we compared the results, the correlation of these
two methods was 96.53 %. But there were samples, which were not eva-
luated by FISH, because of the quality of the sample or the sample was
not delivered to the laboratory in the correct medium. Amongst such
samples, we were able to find 8 positive patients with MLPA analysis.
In addition, MLPA was also able to find chromosome aberrations which
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were not covered by our MDS FISH panel of probes. On the other hand,
there were also samples positive on FISH but negative in MLPA. Such
findings of false negativity are in concordance with other studies (16, 17),
and the reason is that MLPA analysis is not able to detect low proportion
of aberrant cells. We found out that our detection limit in MLPA is about
25 % aberrant cells in the sample.

Mutation analysis of specific genes except JAK2 V617F in P414_MDS
MLPA in MDS patients is not routinely diagnosed nowadays. However,
by using sensitive genotyping methods in the future, such as NGS, it will
soon be possible to detect many single-gene mutations simultaneously.
It will help clinicians with the diagnosis, prognosis, and monitoring of
MDS patients. Lately, Bejar et al. (12) proposed a molecular testing for
mutations in genes ASXL1, ETV6, EZH2, RUNXT and TP53, based on their
study where they demonstrated their independent prognostic value.
Recent studies show the growing number of single-gene mutations
involved in MDS and their prognostic significance. For example, Bejar et
al. (18) showed an association between mutations in some genes and
specific clinical parameters and used them to calculate the risk score for
the lower-risk MDS patients.

With the continuously decreasing prices of next generation sequen-
cing, there is no doubt that NGS testing will be used in the near future
together with current methods, such as morphology, flow cytometry and
metaphase cytogenetics. The advantage of NGS is that it can detect many
mutations at the same time. It is not limited only to point mutations, but
can also discover insertions, deletions, balanced translocations and CNVs.
In addition, NGS assays can be designed only for selected panel of genes,
and by multiplexing many patients can be analyzed in one reaction, which
also decreases the price of diagnostics.

Conclusion

We found out that our result from FISH and MLPA correlated in 96.53 %.
Both methods have their advantages and limitations, but by combining
them we were able to detect more aberrations and at the same time we
were able to decrease the number of false negative results. MLPA offers
time-effective analytical method with relatively easy data interpretation.
The powerful combination of MLPA and FISH makes a useful tool for
screening for multiple aberrations in MDS patients.
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Aberdcie chromozomu 11 u pacientky s akutnou
myeloidnou leukémiou - kazuistika

RNDr. Andrea Blahova
Medirex, a. s., Bratislava

Uvod: Akatna myeloidna leukémia (AML) je fenotypovo a geneticky heterogénne klonalne ochorenie krvotvornych progenitorovych
buniek, pri ktorej dochadza k rychlej a nekontrolovanej proliferacii patologickej bunkovej populacie. Bolo identifikovanych mnoho
Strukturovych a numerickych aberacii asociovanych s AML a mnohé z nich su predikciou klinickych znakov ochorenia a terapeutického
vysledku. K ¢astym nalezom patria prestavby KMT2A génu lokalizovaného na chromozéme 11 v oblasti g23.

Kazuistika: V prezentovanom pripade mladej pacientky s AML typu M2 sme v ¢ase diagnézy cytogenetickou analyzou detegovali zried-
kavu translokaciu t(11;17)(q23;q25).

Vysledky: Translokacia bola potvrdena aj metédou fluorescencnej in situ hybridizacie (FISH), pomocou celochromozémovych sond.
Pacientka neskor podstupila nepribuzenski alogénnu transplantaciu, po dvoch rokoch nastal relaps a k primarnej aberacii pribudla
sekundarna - delécia dlhého ramena druhého chromozému 11.

Diskusia: Prognéza pacientov s prestavbou KMT2 génu je r6zna, zavisi od transloka¢ného partnera. Translokacia t(11;17)(q23;q25) sa spdja
so zlou progndzou. V literattre su opisané rozne sekundarne aberacie, avsak delécia druhého chromozému 11, a teda nepritomnost
ziadneho funkéného KMT2 génu opisana nebola.

Zaver: Cytogeneticka analyza zohrava délezitu tlohu v diagnostike hematologickych malignit. V kombinacii s FISH analyzou a molekulo-
vou metédou sa metédy navzajom dopinaju, umoziuju detegovat siroké spektrum aberacii a maju délezita tlohu v stanoveni prognézy,
klasifikacii a manazmente pacienta.

Klucové slova: AML, KMT2 gén, translokacia, cytogenetika, FISH, molekulova analyza

Aberrations of chromosome 11 in patient with acute myeloid leukemia - case report

Introduction: Acute leukemia is phenotypically and genetically heterogenous clonal disease of hematopoietic stem cells which is cha-
racterized by the rapid growth and uncontrolled proliferation of patological cell population. Many recurrent structural and numerical
abnormalities associated with AML have been identified and many of them are predictive of clinical features and therapeutic outcome.
Recurrent genetic alterations are rearrangements of KMT2A gene that is localised at chromosome 11 band q23.

Case report: We report here a rare case of translocation t(11;17)(q23;925) on cytogenetic level in young patient with AML type M2.
Results: The translocation was also confirmed by fluorescent in situ hybridization (FISH) using whole chromosome painting probes. Patient
underwent allogeneic stem cell transplantation, after two years relapsed and to primary aberration gained secondary one - deletion of
long arms of the second chromosome 11.

Discussion: Prognosis for patient with aberration of KMT2 gene varies and depends on a translocation partner. Translocation t(11;17)
(g23qg25) is connected with a poor prognosis. Variety of secondary aberrations are described in literature but none deletion of second
chromosome 11 (consequently no functional KMT2 gene present).

Conclusion: Cytogenetic analysis plays important role in diagnostic of hematological malignancy. In combination with FISH and molecular
methods complement each other and thus allow detection of wide spectrum of aberration. Cytogenetic analysis has still an important
role in prediction of prognosis, classification and patient management.

Key words: AML, KMT2A gene, translocation, cytogenetics, FISH, molecular analyse
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Uvod

Akutne myeloidné leukémie (AML) predstavuju heterogénnu skupinu malig-
nych ochorenti charakterizovanych nekontrolovanou proliferaciou a akumulaciou
nezrelych hematopoetickych buniek v kostnej dreni (KD) a ndslednym vyplavo-
vanim do periférmnej krvi (PK). Dochadza ku klondinej expanzii myeloblastov, ktoré
tvoria > 20 % buniek v kostnej dreni alebo v periférej krvi. AML predstavuje 2 -4 %
vietkych malignych nddorov a incidencia ochorenia je 2 — 3 pripady na 100 000

obyvatelov/rok. AML sa vyskytuje sa vo vietkych vekovych skupindch, aviak
s vekom vyskyt ochorenia stUpa a incidencia nad 65 rokov je 12 — 15 pripadov
na 100 000 obyvatelov a je mierne vy3sia u muzov ako u Zien (1).

Dolezitymi determinantmi AML st cytogenetické zmeny. V ¢ase diagndzy
sa vyskytuju klondlne chromozdmové aberdcie priblizne u 50 az 60 % pacien-
tov. Pacientov mézeme na zaklade klinickych a genetickych znakov rozdelit
do troch prognostickych skupin (2):
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Obrdzok 1. Translokdcia t(11;17)(923;925)
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B s priaznivou progndézou - t(8;21), t(15;17), inv(16),

B so strednou prognézou - normélny karyotyp, t(9;11), del(11q), del(7q),
del(©qg), del(20q), +8+11,+13+21,

B s nepriaznivou prognézou - komplexny karyotyp, prestavby 11923,
inv(3)/t(3;3).

Castym cielom prestavieb v hematologickych malignitach je gén
KMT2A (starsi ndzov MLL) lokalizovany na chromozéme 11 v oblasti 11923.
Je to protoonkogén s dizkou 89 kb, pozostavajuci z 36 exdnov. Kéduje
jadrovy protein s 430 kDa, ktory ma doélezitd Ulohu v regulacii transkripcie
HOX génov, ktoré participuju na kontrole embryonalneho vyvoja a na
diferencidcii hematopoetickych buniek (3, 4).

Reciproké translokacie predstavuju naj¢astejsiu formu prestavby
KMT2A génu u pacientov s AML. 11923 lokus je vysoko promiskuitny

a v sucasnosti je identifikovanych viac ako 70 réznych fuznych partneroy,
s ktorymi sa vyskytuje v prestavbe. Fuzny gén vznika fuziou 5-konca
KMT2A génu a 3’-konca partnerského génu. Vysledny fuzny protein spo-
sobuje zmenu fyziologickych vlastnosti MLL protefnu, <o mé za nasledok
leukemicku transformdciu prekurzorovych hematopoetickych buniek
(5). Progndza translokécie zavisi od fuzneho partnera, avsak pri vacsine
prestavieb je nepriazniva (4, 6).

Delécie dlhého ramena chromozému 11 patria k zriedkavejsim cy-
togenetickym zmendm (~ 1 %) a predstavuju intermediarnu prognoézu.
Dochédza k nim v réznych oblastiach, ale vietkym pacientom chyba
KMT2A gén.

K dalsim, zriedkavo detegovanym prestavbdm KMT2A génu, patria
nebalansované translokéacie, adicie, duplikacie, amplifikacie, inverzie a in-
zercie (7).

Kazuistika

Predstavujeme zaujimavy pripad mladej 34-rocnej pacientky, ktorej
bola v juni 2014 stanovend diagndza AML-M2 podla FAB klasifikacie. V ¢ase
diagndzy mala pacientka v KD pritomnych 85 % blastov a zo vzorky KD
sme uskutocnili vstupné genetické vysetrenie.

Vysledky

Cytogenetické a FISH vysetrenie

Cytogenetickou analyzou metafaz pripravenych 24-hodinovou kultiva-
ciou buniek KD sme odhalili drobnu translokaciu t(11;17)(923;925) (obrazok
1) a stanovili karyotyp 46,XX,t(11;17)(q23;925). Translokéciu sme potvrdili aj
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Obrdzok 2. Potvrdenie translokécie FISH analyzou za pouZitia celochro-
mozémovych sond - 11 (zelend farba) a 17 (Cervena farba)
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Obrdzok 3. Karyotyp pacientky po transplantdcii //46,XY,inv(3)(p12922)
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pouzitim celochromozémovych sond 11a 17 (obrazok 2) a zéroveri sme
pomocou fluorescencnej in situ hybridizacie (FISH) potvrdili aj prestavbu
KMT2A génu v 88 % vysetrenych interfdzovych jadrach za pouzitia sondy
XL MLL plus (Metasystems).

Tri mesiace po stanoveni diagndzy (9/2014) a dosiahnuti remisie
podstupila pacientka nepribuzenskd alogénnu transplantéciu krvotvor-
nych buniek (TKB). Darcom bol muz, ktory bol nositelom fyziologickej
pericentrickej inverzie chromozému 3 (obrdzok 3). Pocas nasledujuceho
roka chodila pacientka na pravidelné kontrolné vysetrenia, ktoré boli nega-
tivne. AZ vysSetrenie z januéra 2016 odhalilo relaps ochorenia a k primarnej
cytogenetickej zmene — translokacii t(11,17)(g23;925), pribudla sekundédrna
zmena — delécia dlhého ramena druhého chromozému 11-del(11)(q14)



Obrdzok 4. Karyotyp pacientky v ¢ase relapsu ochorenia 46,XX,del(11)
(914),t(11,17)(g23;925). (Okrem translokacie je pritomna aj delécia dlhého
ramena druheho chromozému 11))
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Obrdzok 5. FISH analyza pouzitim dual color sondy XL MLL plus (Meta-
systems). (Je pritomny len jeden Cerveny a jeden zeleny signél v pre-
stavbe. Dalsie signély nie st kvéli delécii 11q14 pritomné.)

Tabulka 1. Zhrnutie vysledkov genetickych vysetreni
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(obrazok 4). Sondou XL MLL plus (Metasystems) sme potvrdili pritomnost
len jedného KMT2A génu v prestavbe, druhy signal v dosledku delécie
chybal (obrazok 5). Posledné vysetrenia sme uskutocnili v marci 2016, ked
sme na cytogenetickej Urovni detegovali len metafazy donora, avsak na
FISH Urovni bola este v 23 % pritomna prestavba KMT2A génu.

Molekulova analyza

Na molekulovej Urovni sme v ¢ase diagndzy uskutocnili multiplexovi
analyzu PCR AMLplex (Mentype), ktord umoznuje analyzu 11 zakladnych
fuznych transkriptov pri AML (AML1-ETO, BCR-ABL, CALM-AF10, CBFB-
MYH11, DEK-CAN, MLL-AF6, MLL-AF9, MLL-PTD, NPM1-MLF1, PML-RARA) s 31
transkripénymi variantmi. Vysledok bol negativny, nebola dokdzana
Ziadna zo spomenutych translokacii. V ¢ase diagndzy a pocas kontrol
sa analyzoval aj WTT gén, ktorého nadexpresia bola pozorovana u 90 %
pacientov s AML. V leukocytoch kostnej drene zdravych jedincov sa
hladina expresie WTT génu pohybuje rddovo 102 NCN (normalizovany
pocet kopii). V ¢ase diagndzy a pocas relapsu sme vo vzorkach KD pa-
cientky zaznamenali zvysenu hladinu expresie WTT1 génu, ktora koreluje
s klinickym priebehom ochorenia (8). Vysledky vsetkych vysetrenf su
zhrnuté v tabulke 1.

Chimérizmus — monitorovanie stavu krvotvorby
po transplantacii krvotvornych buniek

Pacientka podstupila v septembri 2014 alogénnu nepribuzensku
transplantaciu krvotvornych buniek a v si¢asnosti je 611 dni po transplan-
tacii. Chimérizmus bol na molekulovej Urovni v pravidelnych intervaloch
monitorovany (Mentype). V 12/2014 bola potvrdend 100 % krvotvorba
darcu (kompletny chimérizmus). T4 vsak bola postupne, ako je uvedené
v grafe
Percentudlne zastupenia krvotvorby darcu a recipienta — pacientky, v kost-
nej dreni (KD) a periférnej krvi (PK) su z druhého roku po transplantdcii.

1, vytld¢ana hematopoézou pacientky (zmiesany chimérizmus).

Diskusia

Priblizne 10 % vietkych leukémii a 3 — 4 % vsetkych AML pripadov
ma prestavbu KMT2A génu, ktord sa Castejsie vyskytuje u mladsich pa-
cientov s AML de novo ako u starsich pacientov, ¢o sa potvrdilo aj u nasej
pacientky (3). Progndza pacientov s translokaciou je rézna, zavisi od
transloka¢ného partnera. Dodnes bolo klonovanych a charakterizova-

Jun 2014 46,XX,t(11;17)(023;925) 88 % prestavba MLL génu WTI pozitivny
Cas diagndzy (NCN = 0,965)
AML plex negativny
Jul 2014 46,XX 2 % prestavba MLL génu WTI negativny
Oktober 2014 //46,XY,inv(3)(p12922) MLL gén negativny WTT negativny
Po nepribuzenskej TKB Y 100 %
September 2015 1/46,XY,inv(3)(p12922) MLL gén negativny -
Y 100 %
Januar 2016 46,XX,del(11)(q14),t(11;17)(923;925) 43 9% prestavba MLL génu -
Relaps ochorenia [71//46,XY,inv(3)(p12922)[13] XX 33 % // 67 % XY
Marec 2016 //46,XY,inv(3)(p12922) 23 % prestavba MLL génu WTT pozitivny
(NCN=0,29)
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Graf 1. ZastUpenie krvotvorby v KD a PK uvedené v percentéach
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nych na molekulovej Urovni viac ako 70 réznych partnerskych génov
a nové su stale objavované a opisované (9). K najcastejsie vyskytujucim
sa translokdcidm patria t(11;19)(g23;p13), t(9;11)(22;,923) a t(10;11)(p12;g23).
Translokdcie s lokusom 11923 patria do nepriaznivej prognostickej skupiny
okrem t(9;11)(p22;q23), ktord ma signifikantne dlhsie prezivanie a spaja sa
so strednou prognézou. V nasej praci opisujeme zriedkavu translokaciu
t(11;17)(923;925) detegovanu na cytogenetickej Urovni v Case diagndzy.
Translokacie sa zUc¢asthuje zchromozému 11 gén KMT2A a z chromozému
17 pravdepodobne gén SEPT9. Gén SEPT9 je ¢lenom septinovej rodiny,
ktord tvori 5 génov. Septiny st GTP-viazuce protefny a maju dolezitu
ulohu v procesoch bunkového delenia a zachovania bunkovej integrity.
Translokacia t(11;17)(g23;925) bola okrem pacientov s AML opisana aj
u pacientov so sekundarnou AML, akutnou lymfoblastovou leukémiou
(ALL) a velmi zriedkavo u pacientov s myelodysplastickym syndrémom
(MDS) a ako vacsina prestavieb s KMT2A je spojend so zlou prognézou (10).
Chen et al. (11) vo svojej praci uvadzaju ako najcastejsie sa vyskytujuce
sekundarne aberécie k prestavbe KMT2A génu deléciu chromozdmov 5,
7, komplexny karyotyp a trizomiu chromozému 8. Deléciu chromozému
11, akd sme detegovali u nasej pacientky, nezaznamenali. Strata funkcie
oboch génov KMT2A sicasne je velmi ojedinely jav a zatial nie su Ziadne
literdrne Udaje o vyskyte a progndze.

Zaver

Cytogenetické analyza je nenahraditelnou sucastou vysetrovacich
metdd v diagnostike hematologickych malignit. Umozriuje ziskat celkovy
karyotypovy obraz pacienta a odhalit aj rézne Struktdrové a numerické
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aberacie, ktoré su inymi metddami nedetegovatelné. Umoznuje ich sledo-
vat v Case diagndzy, pocas liecby alebo relapsu. S FISH analyzou a moleku-
lovou metddou sa navzajom dopliajd, spolu umoznuju detegovat Siroké
spektrum aberacif a maju dolezitu Ulohu v stanoveni prognozy, klasifikacii
amanazmente pacienta. Prognéza nasej pacientky je vzhladom na danu
translokaciu a nepritomnost ani jedného ,zdravého” a neporuseného
KMT2A génu velmi nepriazniva. Pacientka je v si¢asnosti v zlom stave,
rezistentna na chemoterapiu, vo floridnej faze ochorenia.

Podakovanie: Dakujem vietkym kolegom, ktorf sa podielali na priprave
a vysetrovani vzoriek pacientky na cytogenetickej, FISH a molekulovej trovni
pocas uplynulych dvoch rokov.

Literatura

1. Doubek M, Mayer J. Akdtni myeloidni leukemie. In: Pospisilové S, Dvorakové D, Mayer J,
et al. Molekuldrni hematologie. Praha, Czech Republic: Galén; 2013: 209-224.

2. Yohe S. Molecular Genetic Markers in Acute Myeloid Leukemia. J Clin Med. 2015;460-478.
3.1llencikova D, Kolenova A. MLL Gene Alterations in Acute Myeloid Leukaemia (11g23/MLL+
AML), Oncogene and Cancer — From Bench to Clinic [online]. Dr. Yahwardiah Siregar, ed.
InTech. 2013. DOI: 10.5772/55141. Available from: <http://www.intechopen.com/books/on-
cogene-and-cancer-from-bench-to-clinic/mll-gene-alterations-in-acute-myeloid-leukae-
mia-11g23-mll-aml>.

4. Launay E, Henry C, Meyer C, et al. MLL-SEPTS5 fusion transcript in infant acute myeliod leu-
kemia with t(11;22)(q23;q11). Leukemia & Lymphoma. 2014;55(3):662-667.

5. Mejstiikova S, Dvorakova D. Akutni myeloidnf leukémie s abnormalitami genu MLL.
In: Pospisilova S, Dvotakova D, Mayer J, et al. Molekuldrni hematologie. Praha, Czech Repub-
lic: Galén; 2013: 220.

6. Saito H, Otsubo K, Kakimoto A, et al. Emergence of two unrelated clones in acute mye-
loid leukemia with MLL-SEPT9 fusion transcript. Cancer Genet Cytogenet. 2010;201:111-115.
7.Zhao X, Li S, LiN, et al. 11923 abnormalities in adult Chinese patients with hematological
malignancies. Med Oncol. 2014;31:115.

8. llencikové D, Sykora J, Mikulasova Z, et al. Identifikdcia molekuldrnych markerov u deti
s akutnou myeloblastovou leukémiou (AML). Klin Onkol. 2015;25(1):26-35.

9.Zhang Y, Chen A, Yan X-M, et a. Disordered epigenetic regulation in MLL-related leukemia.
Int J Hematol. 2012;96(4):428-37.

10. Lee SG, Park TS, Seung HO, et al. De novo Acue Myeloid Leukemia Associated with t(11,17)
(923;925) and MLL-SEPT9 Rearrangement in an Elderly Patient: A Case Study and Review of
the Literature. Acta Haematol. 2011;126:195-198.

11. Chen Y, Kantarjian H, Pierce S, et al. Prognostic significance of 11g23 aberrations in adult
acute myeloid leukemia and the role of allogeneic stem cell transplantation. Leukemia.
2013;27:836-842.

RNDr. Andrea Blahovd
Medirex, a.s.

Galvaniho 17/C, 820 16 Bratislava
andrea.blahova@medirex.sk




121

Invazivna aspergiloza u pacientov s pokrocilou
cirhozou pecene
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Uvod: Invazivna aspergil6za (IA) patri medzi najéastejsie invazivne mykotické infekcie a predstavuje vazny problém v skupine imuno-
kompromitovanych pacientov. V poslednych rokoch sa vsak zvysuje pocet hlaseni infekcii aj u neneutropenickych pacientov, a to hlavne
v suvislosti s plicnymi alebo pec¢efiovymi ochoreniami.

Metodika: Demonstrujeme dva pripady pacientov s cirh6zou pec¢ene v $tadiu Child-Pough C, ktori pocas hospitalizacie vykazovali zvysujice
sa zapalové parametre s neutrofiliou. Zobrazovacie techniky odhalili v oblasti pltic zdpalové infiltraty s dutinovymiléziami. Napriek Siroko-
spektralnej antibiotickej terapii doslo u oboch pacientov k postupujicej kvantitativnej poruche vedomia a naslednému exitu. Vykonana pitva
pri oboch pripadoch odhalila abscedujicu bronchopneumoniu s diseminaciou do centralnej nervovej sistavy a vjednom pripade rozsiahlu
diseminaciu aj do inych organov. Vzorky z patologicky zmenenych tkaniv boli vySetrené mikroskopicky zakladnym histologickym farbenim
hematoxylin-eozinom, Specialnym farbenim PAS (periodic-acid-Shiff) aimpregnacnou striebriacou metodikou (metenaminovym striebrom).
Vysledok: V histologickom obraze vysetrovanych vzoriek sa v cievach a okolitom tkanive zobrazili viaknité septované Struktury s vetve-
nim pod ostrym uhlom. Dané strukttry vykazovali PAS pozitivitu, farbili sa striebriacimi technikami a pri farbeni hematoxylin-eozinom
vykazovali vyraznu bazofiliu, ¢im korelovali s morfolégiou aspergilozy.

Zaver: A byva u pacientov s chorobami pecene ¢asto poddiagnostikovana s vysokou naslednou mortalitou, kedZe nejde o typicku rizikovu
skupinu pacientov pre toto ochorenie. Postihnuti si hlavne pacienti v pokrocilom stadiu cirh6zy alebo s aktiitnym pec¢enovym zlyhanim.
Klinické priznaky su ¢asto nevyrazné a nespecifické, kultivacné vysetrenia poskytnu len limitované informacie. Zaradenie IA do diferen-
cialnej diagnostiky komplikacii pacientov s chronickymi chorobami pe¢ene méze dopomactk jej véasnejsej diagnéze a adekvatnej liecbe.
Klucové slova: invazivna aspergil6za, diseminovana aspergiléza, oportunna infekcia, aspergiléza centralneho nervového systému,
cirhdza pecene

Invasive aspergillosis in patients with advanced cirrhosis of the liver

Introduction: As the most common invasive mycotic infection, invasive aspergillosis (I1A) represents a serious problem forimmunocom-
promised patients. However, recently, there has been an increase in number of registered infections also in non-neutropenic patients.
Within this group mainly the ones with pulmonary or liver disease are affected.

Methods: We illustrate two cases of patients with liver cirrhosis Child-Pough class C, who showed increase in inflammatory markers and
neutrophilia. Imaging examination of lungs displayed inflammatory infiltrates with cavitations. Despite of broad-spectrum antibiotic
therapy both patients showed progressing quantitative loss of consciousness resulting in exitus. Autopsy examination uncovered in
both cases absceding bronchopneumonia with dissemination to central nervous system and in one case extensive dissemination also
to other organs. Tissue samples from dissected organs were examined histologically using principal stain Hematoxylin and Eosin (H&E),
special stain Periodic acid-Shiff (PAS) and silver impregnation staining techniques using methenamin silver.

Results: Histologic examination uncovered regularly septate tubular structures with dichotomous branching at acute levels. These
structures showed PAS positivity, were visualized by silver impregnation techniques and in H&E staining showed marked basophily,
which correlated with the diagnosis of aspergillosis.

Conclusion: Invasive aspergillosis is often underdiagnosed with high consequent mortality in patients with liver diseases, since they do
not belong in the typical risk group of this infection. Within this group it mainly affects patients with advanced liver cirrhosis or acute
liver failure. Clinical symptoms are often obscure and non-specific and microbial culture provides only limited information. We suggest
that invasive aspergillosis should be considered in differential diagnosis of complications in patients with chronic liver diseases.

Key words: invasive aspergillosis, disseminated aspergillosis, opportunistic infection, aspergillosis of central nervous system, cirrhosis
of the liver
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Uvod

Aspergildza je jedna z najcastejsich invazivnych mykotickych infekcif
u pacientov a vykazuje celkovo stipajucu incidenciu (1, 2). Rizikovu skupinu
tvoria hlavne imunokompromitovani pacienti. Ti predstavuju vzhladom
na vzrastajuci pocet transplantécif kostnej drene a inych organov, zava-
dzanie intenzifikovanych chemoterapeutickych a imunosupresivnych
rezimov a HIV pandémiu stale vyznamnejsiu skupinu v populacii (3, 4).
Invazivna aspergildza sa vyskytuje hlavne u neutropenickych pacientoy,
zvysuje sa vsak aj pocet hldseni u neneutropenickych pacientov. Patria
sem hlavne pacienti s plucnymi chorobami, ale aj pacienti s chorobami
pecene (3, 5,6). Umrtnost na invazivnu aspergilézu dosahuje v priemere
46— 63 % a je najvyssia u pacientov po transplantacii kostnej drene a u HIV
pozitivnych pacientov (1, 3, 5).

Aspergilové konidie sa vzhladom na ich ¢astU pritomnost v ovzdusi
dostavaju do tela predovsetkym inhaldciou. Nasledne dochddza u imu-
nokompromitovanych pacientov pre oslabenu obrannu funkciu ich sliznic
ku kolonizécii pluc a rastu hyf. Rasttce hyfy, ktoré uniknd obrannym
mechanizmom hostitela, dokdzu penetrovat cez endotelidlnu vystelku
do cievneho rieciska, odkial sa ich fragmenty krvnou cestou dostévaju
do vzdialenych organov. Angioinvazia vedie k trombotizacii a ischemi-
zacii postihnutych organov, pri¢om rozpadajlce sa nekrotické tkanivo je
vhodnym prostredim na mykoticky rast (7, 8).

Diseminovand aspergiléza vratane aspergilézy centrdlnej nervovej
sustavy (CNS) sa vyvinie u menej ako 10 % postihnutych pacientov.
Umrtnost v tejto skupine je viak velmi vysoké a v pripade postihnutia
CNS sa blizi k 100 %. Cerebrélna aspregildza najcastejsie postihuje fron-
talny lalok a cerebelopontinny uhol a iba zriedka je jedinou lokalizaciou
disemindcie (1, 3,9, 10).

V tomto ¢lanku prezentujeme pripady dvoch pacientov s cirhdzou
pecene, u ktorych bola pitvou dokdzand invazivna aspergiléza s infil-
traciou CNS.

Opis pripadu

Pripad 1

58-ro¢ny pacient s anamnézou cirhdzy pecene etyltoxickej genézy
Child-Pough C, s ezofagedlnymi varixmi, chronickou pankreatitidou a dia-
betom druhého typu bol prijaty na internt kliniku pre niekolko dnf trva-
juce celkové zhorsenie stavu, suchy kasel, apatiu, spavost, dezorientaciu,
zmétenost a odmietanie peroralneho prijmu. Tri tyZzdne pred aktualnou
hospitalizaciou bol prepusteny z interného oddelenia inej kliniky, na ktort
bol prijaty pre dekompenzovanu cirhdzu pecene s ikterom a na ktorej mu
bola pred prepustenim zacaté perorélna kortikoterapia.

Privysetreni bol pacient iktericky, mal mierne zvysent teplotu (37,7 °C),
vykazoval spomalené psychomotorické tempo, bol somnolentny, pri
postoji a chddzi boli pritomné titubacie. Fyzikalne vysetrenie pltic odha-
lilo obojstranne inspiracné chropky. Akcia srdca bola pravidelnd, na EKG
bola pritomna ascendentnd depresia ST segmentu vo zvodoch V4 — V6
a negativna vina Tvo zvodoch lll, V1 a V3.V laboratérnom obraze domino-
vali elevované hepatalne ukazovatele s hyperbilirubinémiou a zvysenou
hodnotou amoniaku na 83 umol/l, bol pritomny hypokoagulacny stav,
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Obrdzok 1. Aspergiléza pluc tvoriaca makroskopicky dutiny obsahujuce malé
mnozstvo zltosivého materidlu (a), s charakteristickym mikroskopickym obra-
zom septovanych vlaknitych struktur, infiltrujucich tkanivo pluc, HE, 200-krat (b)

trombocytopénia tazkého stupna a zndmky dehydratacie. Taktiez boli
elevované zpalové parametre s hodnotou CRP 62 mg/I a neutrofiliou.

Réntgenologické vysetrenie plic odhalilo obojstranné nehomogénne
zatienenie v dolnom pltcnom poli, na lavej strane s dutinovou léziou vel-
kosti 25 x 20 mm. Tento nalez bol klinicky uzavrety ako suspektné zapalova
infiltracia. Pacientovi bola podévana kombinovana parenterélna antibiotic-
ka terapia a komplexnd lie¢ba vaskuldrnej a metabolickej dekompenzacie
cirhézy pecene. Pocas hospitalizacie dochadzalo k postupnej progresii
poruchy vedomia, ktord bola vzhladom na zakladné ochorenie pripisovana
hepatélnej encefalopatii, po trojdnovej hospitalizacii pacient exitoval

Pri pitve boli pritomné viaceré nalezy zhodné s klinickymi diagnézami.
Makroskopické a histologické vysetrenie odhalilo aktivnu mikronodu-
larnu cirhézu pecene s ascitom v objeme 500 ml, ezofagedlnymi varix-
mi a chronickou fibrotizujucou pankreatitidou a hypertenznt chorobu
s hypertenznym srdcom a arteriolosklerotickou nefrosklerézou

Najvyraznejsi nalez bol pozorovany na hrudnom komplexe. Plica
boli obojstranne vyrazne zvacsené, viavo dosahovali hmotnost 750 g
a vpravo 950 g. Na pleure sa nachadzali tmavocervené petechie. Vo



vietkych lalokoch pltc boli pritomné splyvajice loZiska konsolidacie
sivoruzovej farby, ktorych rezné plocha bola suché a zrnitd. V oblastiach
patologicky zmeneného tkaniva sa nachadzali viaceré cystické dutiny
priemeru 4 mm — 2 cm, ohrani¢ené bledohnedou membranou hribky
1 =2 mm. Tieto dutiny boli opticky prazdne, pripadne obsahovali malé
mnozstvo Zltosivého materidlu. (obrdzok 1a). Mikroskopické vysetrenie
patologicky zmenenych lozisk odhalilo abscedujicu bronchopneuméniu
s pritomnymi pocetnymi vlaknitymi $truktdrami, ktoré vypliali alveoly
a tapetovali steny makroskopicky pritomnych cystickych Utvarov. VIaknité
Struktdry boli septované a vetvili sa pod ostrym uhlom, vykazovali PAS
pozitivitu, farbili sa striebriacimi technikami a pri farbeni hematoxylinom
a eozinom vykazovali vyraznu bazofiliu, ¢im korelovali s morfolégiou
aspergildzy (obrazok 1b).

Pri disekcii ostatnych vnutornych orgédnov sme pozorovali viaceré
podobné gulovité, pomerne ostro ohranicené loziska ruzovocervenej
farby v stitnej Zlaze, v kore obliciek obojstranne a v tele zalidka s exulce-
raciou sliznice. Pocetné loZiska boli pritomné aj v myokarde lavej komory
srdca. Histologicky boli vetky loziska tvorené nekroticky zmenenym
tkanivom prestupenym leukocytovym infiltrdtom s pritomnymi vidknitymi
vetviacimi sa struktdrami vo vnutri ciev s ich masivnym prestupom do
nekrotického tkaniva. Najdolezitejsi nalez bol pritomny na reze mozgu.
Pocetné, neostro ohranicené gulovité loZiska ruzovocervenej farby prie-
meru 5 mm - 1,5 cm sa nachadzali v bielej hmote frontélneho, parietal-
neho a okcipitdlneho laloka a v oblasti ponsu. Loziska priemeru 2 cm sa
nachédzali v okoli zadného rohu boc¢nej komory, v prednej ¢asti corpus
callosum a v lavej hemisfére mozocka, zasahujuc do vermis cerebelli.
Histologicky bolo tkanivo mozgu v oblasti loZisk edematdzne, prestupené
erytrocytmi a granulocytmi a pri farbeni striebriacimi technikami sa aj
v tychto loZiskdch vizualizovali vIdknité vetviace sa huby.

Nélezy zistené pri pitve odhalili diseminovanu invazivnu aspergilézu
s masivnym postihnutim centralneho nervového systému.

Pripad 2

49-ro¢na pacientka bola prijatd na $pecializované hepatologické
pracovisko internej kliniky pre akutnu alkoholovu hepatitidu v teréne
cirhdzy pecene Child-Pough C. Pocas hospitalizécie jej bola nasadend
parenteralna kortikoterapia v trvani troch tyzdnov.

Pri vySetreni bola pacientka pri vedomi, iktericka, s pritomnym
flapping” tremorom a ascitom. Dychanie bolo obojstranne ¢isté, ba-
zalne oslabené. Pri biochemickom vysetrenf séra dominovali zvyse-
né hepatélne parametre s hyperbilirubinémiou a hodnotou amoniaku
33,3 umol/l, ktory pocas hospitalizacie stipol na 80 umol/I. Bol pritomny
hypokoagulacny stav, mierna trombocytopénia a stredne tazkd anémia.
Pocas hospitalizacie sa postupne zvysovali zépalové markery s hodnotou
CRP do 39,34 mg/l a s neutrofiliou.

Na réntgene pltc sa zobrazilo splyvavé zatienenie v favom strednom
az dolnom plicnom poli. Na CT hrudnika bol opisany bilaterdlny fluidoto-
rax s dystelektdzami a nepravidelné mapovité alveolovo-intersticidlne zony
vlavo velkosti do 35 mm a vpravo do 13 mm. V favom hornom pltécnom
poli v teréne dystelektatického parenchymu v kombinécii so zépalovymi
zmenami bolo pritomné drobné lozisko plynu. Pri bronchoskopii bol
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Obrdzok 2. Invazivna aspergiléza s postihnutim mozgu, s ostro ohrani-
¢enym prekrvacanym loziskom kasovitej konzistencie (a), zadpalovy infiltrat
prestupujuci tkanivo mozgu, v cievach sa zobrazuju vidknité vetviace sa
huby, prestupujuice cez stenu ciev do okolitého tkaniva, HE, 200-krat (b)

e g‘_-“i i
AT R

v hlavnych bronchoch pozorovany ZIty hnis. Pacientke bola vysadena
kortikoterapia a zacata intenzivna oxygenoterapia, dychova rehabilitacia
a kombinované antibioticka terapia.

Pre progresiu plicneho nélezu bola pacientka po mesacnej hospitali-
zacii prelozend na jednotku intenzivnej starostlivosti kliniky pneumolégie
a ftizeoldgie. Pri prijme bola pacientka objektivne afebrilnd, tachypnoicka,
somnolentnd, spavd, odpovedala adekvatne, avsak nie zrozumitelne.
Dychanie bolo viavo v celom rozsahu oslabené az vymiznuté, vpravo boli
bazélne pocutelné jemné vrzoty. Hospitalizacia pacientky sa komplikovala
vznikom lavostranného tenzného pneumotoraxu, ktory bol nasledne dré-
novany aj s 1 500 ml sérosangvinolentného vypotku. Napriek komplexnej
lieCbe sa stav pacientky zhorsoval, prehlbovala sa kvantitativna porucha
vedomia a po troch dnoch hospitalizacie zomrela.

Pitva odhalila aktivnu mikronoduldrnu steatocirhézu pecene a ascites
v objeme 1500 ml.V pleurdlnej dutine sa obojstranne nachadzalo 500 m!
sangvinolentnej tekutiny. Plica boli tuhsej konzistencie so zvysenou
hmotnostou, ktord vlavo dosahovala 630 gramov a vpravo az 790 gramov.
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V hrote lavého horného laloka plic bolo pritomné neostro ohrani¢ené
sivozIté tuhdie lozisko priemeru 8 cm, ktoré bolo na reze Ciastocne sko-
likvované a vyplnené hustou sivoZltou tekutinou. Na reze pravého dolného
laloka pluc, siahajuic az po pleuru sa nachadzalo konsolidované ruzovosivé
loZisko priemeru 6 cm, miestami sa kasovito rozpadavajlce.

Histologicky boli loziskd tvorené nahromadenymi polymorfonukleér-
nymi granulocytmi s rozpadom alveoldrnych sept, lemované granula¢nym
tkanivom. Pleura v okoli lozisk vykazovala znamky fibrindzno-hnisavej
pleuritidy. V loZiskach sa taktiez nachddzali pocetné PAS pozitivne septo-
vané vetviace sa hyfy, ktoré sa farbili striebriacimi technikami a ich obraz
suhlasil s morfoldgiou aspergilézy.

Necakany nalez odhalila pitva mozgu, kde sa vo frontadlnom laloku
pravej hemisféry parasagitdlne nachddzalo pomerne ostro ohrani¢ené
loZisko priemeru 5 cm, na reze Zltosivej farby, kasovitej konzistencie (obrazok
2a). Makké pleny nad loziskom boli zhrubnuté a zakalené. Identické lozisko
mensich rozmerov sa nachadzalo zrkadlovo parasagitalne na lavej strane.
Boc¢né komory boli po narezani vyplnené mierne zakalenym mozgovomie-
chovym mokom. Mikroskopicky boli loZiska tvorené nekrotickym detritom
a vyrazne prestUpené polymorfonukledrnymi granulocytmi, na periférii
bol zvyrazneny edém a malé mnozstvo zrnieckovych buniek. Zépalovy
infiltrat prestupoval aj do makkych plien, ktoré boli vézivovo zhrubnuté.
Impregnaciou striebrom a farbenim PAS sa v cievach zobrazili vidknité
vetviace sa huby, ktoré prestupovali do okolitého parenchymu (obrézok 2b).

Tento ndlez poukdzal na invazivnu aspergilézu s diseminéciou do cen-
trdlneho nervového systému v podobe abscesov a loziskovej meningitidy.

Diskusia

Invazivna aspergildza sa zaraduje medzi oportiinne infekcie, ktoré po-
stihuju predovietkym neutropenickych pacientov. Do skupiny nekonvenc-
nych pacientov, ktori mézu byt postihnuti generalizovanou infekciou, sa
zaraduju aj pacienti s ochoreniami pecene, a to hlavne pacienti s cirhdzou
pecene v $tadiu Child-Pough C a pacienti s akitnym zlyhanim pecene.
KedZe nejde o klasicku rizikovu skupinu, typicku pre dand chorobu, je
aspergiléza u tychto pacientov ¢asto diagnostikovana az v pokrocilych
stadiach, ked uz terapia nema taku Uspesnost (6).

U zdravych jedincov su konidie, ktoré sa dostanu do dychacich
ciest, odstranované fagocytarnou ¢innostou alveoldrnych makrofagov.
Makrofégy iniciuju zépalovi odpoved sprostredkovanu neutrofilnymi
polymorfonukledrnymi granulocytmi. Konidie, ktoré uniknd makrofagom,
sa premenia na hyfy a tie su primdarne odstrafiované neutrofilmi (7).

Pacienti s cirhdzou pecene vykazuju dysfunkciu retikuloendotelidineho
systému, znizend mobilizéciu neutrofilov a ich znizenut fagocytarnu funk-
ciu (11). Taktiez sa predpoklada, ze hyperamonémia a hyponatriémia, ktoré
su u cirhotickych pacientov pomerne ¢asté, znizuju fagocytarnu schop-
nost neutrofilov a zvysuju ich spontanny rozpad (12). Imunodeficienciu
cirhotickych pacientov ovplyvnuju aj pridruzené faktory, ako je malnutricia,
sti¢asné pozivanie alkoholuy, ¢astejsie podstupovanie invazivnych procedur
a indikécia kortikosteroidovej terapie.

Pacienti s cirh6zou vykazuju vieobecne vacsie riziko beznych, ako
aj oportunnych infekcif. Toto riziko sa este zvysuje u hospitalizovanych
pacientov, u ktorych méze dosahovat az 34 % oproti 7 % v beznej po-
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puldcii hospitalizovanych pacientov. Infekcie u cirhotickych pacientov
zodpovedaju za priblizne 30 % umrti v ich skupine (11).

Priznaky invazivnej aspergilézy su vseobecne nespecifické, tak isto ako
aj biochemické markery zapalu, ako Greaktivny protein a prokalcitonin. Na
moznost tejto infekcie upozorni zvacsa az negativna odpoved na antibio-
ticku terapiu (13). Medzi zakladné metddy, ktoré sa uplatriuju v diagnostike
invazivnej aspergildzy na zéklade revidovanych odporucani IDSA (Infectious
Diseases Society of America) z roku 2016, patri simultanne histopatologické
a kultiva¢né vysetrenie vhodnych vzoriek, ktoré je v urcitych pripadoch
doplnené molekuldrnymi vysetrovacimi metdédami. Rutinne sa vyuZiva
detekcia dvoch mykotickych biomarkerov, a to detekcia antigénu galak-
tomananu zo séra alebo bronchoalveoldrnej lavéze, pripadne detekcia
antigénu (1-3)-beta-D-glukdnu. Monitorovanie sérovych hodnét antigénu
galaktomananu sa moze tieZ vyuzit na sledovanie pacientovej odpovede
na terapiu (13, 14, 15). Dolezitd skupinu v rdmci skorej diagnostiky pred-
stavuju zobrazovacie techniky. Odportca sa CT vysetrenie pltc, vzdy ked
je pritomné klinické podozrenie na invazivnu aspegilézu, bez ohladu na
vysledky réntgenologického vysetrenia. Pouzitie kontrastu v rdmci CT sa
odporica, len ak sa podozrivé loziskd nachddzaju v blizkosti vacsej cievy.
Invazivna aspergildza sa v plicach najcastejsie prezentuje pritomnostou
viacpocetnych makronodulov (zatienenia, ktorych priemer je viac ako 1
cm), ¢astd je tieZ pritomnost tzv. ,halo” znaku, ked sa okolo makronodulu
zobrazuje kruhové hmlisté zatienenie. Okrem toho mézu byt pritomné
mnohé dalsie nespecifické zmeny, ako napriklad lézie charakteru infarktu,
kavitarne 1ézie, tzv. ,air-crescent” znak (pritomnost vzduchu tvaru polmesia-
ca vo vnutri nodulu), pleurdiny vypotok alebo zhluk malych nodulov (14, 16).

Co sa tyka aspergildzy centralnej nervovej ststavy, moze sa prezento-
vat akitnym nastupom loZiskového neurologického deficitu, vznikajiceho
v désledku cievnej alebo rozpinajucej sa [ézie. Medzi dalsie ¢asté symptod-
my patri zmena vedomia, bolest hlavy, vracanie, hemiparéza, dysartria,
letargia a zachvatové stavy. Na jej diagnostiku sa odportc¢a MRI vysetrenie,
pri ktorom sa vacsinou aspergilové abscesy javia ako hypointenzné loziska
pri T1 vdZenom obraze s nepritomnym alebo minimélnym zvyraznenim
postkontrastne, ktoré sa dava do suvisu s rozsahom okolitého zapalu. Pri
T2 véZzenom obraze su 1ézie va¢sinou olemované prstencom nizkej inten-
zity spésobenym scasti krvacanim, s¢asti pritomnostou zeleza, magnézia
a mangdanu v mykotickych loZiskdch a hustym usporiadanim hyf na peri-
férii lozisk. Krvacanie sa v loZiskach zobrazuje v asi 25 % pripadov (17, 18).

Zaver

Invazivna aspergiléza byva vzhladom na skutocnost, Ze cirhdza ne-
patri medzi klasické rizikové faktory jej vzniku, ¢asto poddiagnostikovana.
Najcastejsie byvaju postinnuti pacienti v pokrocilom stadiu cirhdézy pecene
alebo pacienti s akitnym pecenovym zlyhanim. Klinické priznaky su cas-
to nevyrazné, kultivacné vysetrenia poskytnu len limitované informacie
a zobrazovacie diagnostické metodiky su zvacsa nespecifické. Mortalita
nelie¢enych pacientov s invazivnou aspergilézou je vysoka. Pricinou smrti
byva najcastejsie generalizovand aspergildza a postihnutie CNS. Zaradenie
cirhotickych pacientov medzi rizikové skupiny tejto infekcie méze dopomadct
k jej v¢asnejsej diagndze a adekvatnej liecbe, co modze viest k znizeniu mor-
tality v dosledku aspergilovych infekcii u tychto pacientov (19, 20).
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Malobunkovy hyperkalcemicky karcinom/
maligny rhabdoidny tumor ovdria - kazuistika

MUDr. Michal Zameénik
MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o., Bratislava

Uvod: Malobunkovy karciném ovaria hyperkalcemického typu je velmi zriedkavy tumor mladych Zien, ktory bol nedévno zaradeny do
skupiny malignych rhabdoidnych tumorov.

Opis pripadu a vysledky: Prezentovany je pripad tohto nadoru u 22-roc¢nej pacientky. ISlo o tumor pravého ovaria priemeru 10 cm.
Hyperkalcémia nebola zistena. Terapia spocivala v hysterektémii a bilateralnej adnexotémii, s ndslednou chemoterapiou. Histologicky
obraz zodpovedal malobunkovému karcindmu hyperkalcemického typu, konvenéného histologického obrazu, v ktorom boli len velmi
ojedinelé loziska sarkomatoidnej vretenobunkovejzmeny. Iné menej obvyklé Struktury, ako mucinézne zliazky alebo populacia velkych
¢i rhabdoidnych buniek neboli v tumore najdené. Imunohistochemicky tumor exprimoval cytokeratin AE1/AE3, EMA, WT1, CD99, INI1
aCD10. Negativne boli estrogénové a progesterénové receptory, inhibin, kalretinin, OCT3/4, c-kit, PLAP, LCA, S100-protein, HMB45, melan
A, chromogranin, CD56, synaptofyzin, alfa-hladkosvalovy aktin, desmin, kaldesmon, Fli-1, neurofilament protein. Priebeh u pacientky
bol nepriaznivy, napriek liecbe exitovala 12 mesiacov po operacii.

Diskusia: V praci sa diskutuje histologicka a imunohistochemicka diagnostika tohto tumoru a jeho najnovsie klasifikacné priradenie
k malignym rhabdoidnym tumorom.

Zaver: Opisany pripad demonstruje typicky klinicky a patologicky obraz malobunkového hyperkalcemického karcindmu ovéria.

Klucové slova: ovarium, malobunkovy karciném hyperkalcemického typu, imunohistochémia, maligny rhabdoidny tumor

Hypercalcemic-type small cell carcinoma of the ovary - case report

Introduction: Hypercalcemic-type small cell carcinoma of the ovary is a very rare tumor occurring in young women. Recently, many
experts consider it as a variant of malignant rhabdoid tumor.

Case report and results: A case of this neoplasm occurring in 22 years old female is presented. It was a 10 cm tumor of the left ovary. The
therapy included hysterectomy with bilateral adnexotomy, and subsequent chemotherapy. Hypercalcemia was not found. The tumor
histologically showed ,classical” pattern of hypercalcemic-type small cell carcinoma with rare foci of sarcomatoid change. Other variant
structures such as mucinous glands and large rhabdoid cells were not found. The tumorimmunohistochemically expressed cytokeratin AE1/
AE3, EMA, WT1, CD99, INI1 a CD10. It was negative for estrogen and progesterone receptor, alpha-inhibin, calretinin, OCT3/4, c-kit, PLAP,
LCA, S100-protein, HMB45, melan A, chromogranin, CD56, synaptophysin, neurofilament protein, desmin, caldesmon, calponin, alpha-
smooth muscle actin, and Fli-1. Despite the intensive therapy, the disease progressed and the patient died 12 months after the operation.
Discussion: Diagnosis, therapy and recent classification of this carcinoma as malignant rhabdoid tumor are discussed.

Conclusion: The present case demonstrates typical clinical and pathological features of hypercalcemic-type small cell carcinoma of the ovary.

Key words: ovarium, small cell carcinoma of hypercalcemic type, therapy, immunohistochemistry, malignant rhabdoid tumor
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Uvod

Malobunkovy karcindm ovaria hyperkalcemického typu (MKOTH) je velmi
zriedkavy tumor vyskytujlci sa zvacsa u mladych Zien. V typickych pripadoch
sa u tychto pacientok zistuje hyperkalcémia. Tumor je vysoko agresivny ama
Zli progndzou (1, 2, 3,4). Celkom neddvno boliv tomto néddore zistené gene-
tické zmeny typické pre maligny rhabdoidny tumor, a preto niektori autori
zacali pouzivat pre MKOTH aj oznacenie maligny rhabdoidny tumor ovaria (5,
6). Z nadej praxe prezentujeme pripad tohto raritného tumoru.
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Opis pripadu

22-ro¢na pacientka v prvom trimestri tehotenstva bola prijatd
pre bolesti podbruska. Sonograficky bol zisteny tumor pravého
ovdria a nasledne bola prevedend hysterektdmia s bilaterdlnou
adnexotdmiou. Po stanoveni diagndzy nasledovala lie¢ba chemo-
terapiou. Pacientka exitovala 12 mesiacov po operacii v dosledku
rekurencie tumoru v panve a brusnej dutine. Hyperkalcémia ne-
bola zistena.



Obrdzok 2. Pri velkom zvacsenf
je zretelnd high-grade morfoldgia
jadier. HE, objektiv 40

Obrdzok 1. Populacia malych buniek
s edémom stromy a s priestormi
podobnymi folikulom. HE, objektiv 20

Obrdzok 3. Fokdlne sa bunky radili
do pruhov. H

W W

T

Obrdzok 5. \/imentin bol difuzne

pozitivny vratane buniek steny foli-
kulu podobného priestoru (vpravo
hore). Objektiv 20

Vysledky

Makroskopicky islo o ovoidny tumor priemeru do 10 cm, na reze
solidny, bledosivy a z ¢asti cysticky, s kompletnou tenkou pseudokapsulou.
Histologicky bol tumor tvoreny prevazne solidnou populdciou malych
okruhlych buniek, s nekrézami a folikulom podobnymi priestormi (obrazok 1
a2). Fokalne boli bunky radené do trabekul a pruhov (obrazok 3). Cytoplazma
buniek bola malo objemn3, ¢asto temer nezretelnd. Jadrd mali monotén-
ny high-grade vzhlad s pocetnymi mitdzami a nendpadnymi jadierkami.
V ojedinelych loZiskach bol tumor sarkomatoidny, s vretenovitymi bunkami
bohatsimi na cytoplazmu (obrazok 4). Cast buniek mala malé mnozZstvo
excentricky uloZenej cytoplazmy, ale prominentné nukleoly typické pre
rhabdoidnu cytomorfolégiu sme nenasli. Medzibunkova stroma mala vzhlad
fibrézny kolagenizovany alebo myxoidny. Imunohistochemicky bol tumor
pozitivny difizne na vimentin (obrazok 5), WT1 (obrdzok 6) a p53. Fokélne
boli pozitivne pancytokeratin AE1/AE3 (obrazok 7), epitelovy membranovy
antigén (EMA) (obrazok 8), INI1, CD99 a CD10. Negativne boli kalretinin,
inhibin, estrogénoveé a progesterénové receptory, LCA, OCT3/4, c-kit, PLAP,
S100-protein, HMB45, melan A, CD56, synaptofyzin, chromogranin, calponin,
alfa-hladkosvalovy aktin, desmin, kaldesmon, neurofilament protein a Fli-1.

Diskusia

Klinické aj patologické nélezy v nasom pripade svedcia o MKOTH. Tento
zriedkavy tumor bol opisany Scullym et al. a Dickersinom et al. (1, 4). Po
tychto pracach nasledovali publikécie dalsich kazuistik a sérif a v sicasnosti
je v pisomnictve viac ako 300 pripadov (1, 7,8). Okrem tumorov s ,tradi¢nym”
malobunkovym obrazom boli pozorované aj [ézie s obsahom vécsich bu-
niek, ktoré vykazovali niekedy rhabdoidnu cytomorfoldgiu, ¢im sa podobali
na tzv. maligny rhabdoidny tumor (9). Predpokladame, ze prave takéto
nalezy viedli Kupryjanczyka et al. k molekuldrno-genetickému patraniu po

Obrdzok 7. Cast buniek bola po-
zitivna na pancytokeratin. Objek-
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Obrdzok 4. LoZisko so sarkomatoid-
nou morfoldgiou. HE, objektiv 20

Obrdzok 8. Pozitivita EMA je zre-
telna len v malom mnozstve buniek.

" tiv 20 Objektiv 20
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mutdacidch, ktoré sa typicky vyskytuju v rhabdoidnych tumoroch (10). Ide
0 alteracie génov SMARCBT a SMARCA4 (11, 12, 13). Kupryjanczyk et al. (10)
zistili, ze aj v MKOTH je charakteristickd mutacia SMARC4/BRGT (podobne
ako v rhabdoidnych tumoroch), ¢o bolo potvrdené aj dalsimi studiami (5,
14). Z tohto dévodu navrhuju niektori autori (5, 6) oznacovat MKOTH ako
maligny rhabdoidny tumor ovaria, ¢im by sa MKOTH vlastne preradil medzi
sarkémy. Takato klasifikacia je podporend dalsimi znakmi, ktoré st ,spolo¢né”
pre obe spominané jednotky: ¢astd hyperkalcémia, ¢astd imunohisto-
chemicka polyfenotypia, mozny famildrny vyskyt (3, 5, 15). Nevysvetlené
ale zostavaju pri MKOTH ndlezy netypické pre rhabdoidny tumor, ako su
mucindzne Zliazky a Castd absencia ,klasickej” rhabdoidnej morfoldgie.
Taktiez molekuldrno-genetické nalezy alterdcii SMARC4 v inych nédoroch
(endometrioidny karciném, pulmonalne a pankreatické karcinomy) (16, 17)
znamenaju ich nizsiu Specificitu na ur¢ovanie histogenézy.

Klinicky obraz MKOTH zahf\a: mlady vek s medidnom 24 — 28 rokov (1, 8),
diagndze $tadium vyssie ako Stadium | @2 75 % pacientok) (3). Hodnoty bezne
pouzivanych sérovych markerov byvaju nespecifické, respektive neprinosné
(AFP, beta-HCG, CA125, LDH). Diagnostickd hodnotu mé len ndlez hyperkal-
cémie zistenej u mladej zeny s nddorovou léziou adnex. V nasom pripade ale
nebola hyperkalcémia zistend, ako tomu byva v tretine pripadov (1).

Histologicky pri MKOTH nachddzame populdciu malych buniek s vy-
raznou atypiou, vysokou mitotickou aktivitou a ¢astou nekrézou. Bunky su
usporiadané zvécsa solidne, len fokalne s vacsim mnozstvom intercelularnej
vazivovej strémy. Menej Casté su trabekuly a pruhy buniek. Tvar buniek
je okruhly a ovoidny. V solidnych ¢astiach vznikaju dehiscenciou bunko-
vych spojov charakteristické dutiny roznej velkosti, podobné folikulom.
Zriedka sa nasli v tumore mucindzne Zliazky alebo ,signet ring” bunky,
vretenobunkova sarkomatoidnd zmena (ako v naSom pripade), populacia
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vacsich buniek alebo $truktura neodlisitelnd od rhabdoidného tumoru (3).
Imunohistochemicky exprimuje tumor vimentin a (aspori fokéIne) epitelové
markery CK a/alebo EMA. Temer konstantna je absencia expresie proteinu
BRGI (ktory je produktom génu SMARCA4) (6). Dalej boli opisané expresie
p53, CD56, WT1, kalretininu, CD10, ,parathyroid-related” polypeptidy, alfa-
-hladkosvalového aktinu (3, 15). Negativne su estrogénové i progesteronové
receptory (argument proti ,sex-cord” pévodu tumoru, ako aj proti origu
z mullerianskeho, respektive povrchového epitelu ovaria) (15).

Histologicka diferencidlna diagnéza je Siroka. Zahina celé spektrum
malobunkovych |ézif ovaria, ako su nddor z buniek granuldzy, dysger-
mindm, malobunkovy karciném typu pulmonalneho, endometridlny
stromalny sarkém, tumory skupiny PNET/Ewing, alveoldrny rhabdomyosar-
kom, desmoplasticky ,small round cell” tumor, maligny lymfém, maligny
melandm. Najcastejsim problémom v diferencidlnej diagndze su granu-
|6zoceluldrny nador a dysgermindém. Granulézoceluldrne tumory nemaju
jadra tak vyrazne atypické ako v MKOTH a exprimuju ,sex-cord” markery,
sex-steroid” receptory a BRG1. Dysgermindm moze obsahovat folikulom
podobné priestory, ale ma svetlejsie bunky, strému s lymfocytmi a odlisny
imunofenotyp (pozitivne PLAP, OCT3/4, c-kit, D2-40). Pulmondlny typ kar-
cindbmu je negativny na vimentin a pozitivny na neuroendokrinné markery.
Casto obsahuje endometrioidnu alebo ,urotel-like” zlozku. Endometridiny
stromalny sarkém ma charakteristickil bohatu vaskularizaciu. Dal3ie vy3sie
spomenuté tumory maju imunofenotypy odlisné od MKOTH, ¢o umoZriuje
ich odlisenie. Potrebny je ale vzdy pri konkrétnej diferencidlnej diagndze
panel protildtok, pricom treba mat na paméti polyimunofenotypiu MKOTH.

Terapia MKOTH je v menej pokrocilych $tddidach v prvom rade chi-
rurgicka, zva¢sa podobného rozsahu ako pri high-grade ovaridlnych
karcindmoch. Nasledne sa aplikuje chemoterapia (etopozid + cisplatina),
pripadne aj radioterapia (18). Ndzory na optimalnu lie¢bu sa ale pri prvom
stadiu znacne lisia. Powel et al. odporucaju dokonca v indikovanych
pripadoch fertilitu zachovévajuci zakrok, s naslednou onkologickou te-
rapiou a stagingovou operaciou (19). Naproti tomu Pautier et al. operuju
radikélne, s pelvickou a paraaortélnou lymfadenektémiou a naslednou
chemoterapiou (20). V pokrogilych Stadidch je odporic¢ana neoadjuvantna
chemoterapia a nadslednd stagingové operacia (18).

Progndza tumoru je celkovo velmi nepriaznivd, diktovand vysokou agresivitou
nadoru (1, 3). Lisi sa viac menej podla Stadit. Len u tretiny pacientok so Stadiom Ta
byva po operacii obdobie bez ochorenia. Ide hlavne o pacientky s vekom nad 30
rokov, norméalnou kalcémiou, tumorom priemeru pod 10 cm, absenciou velkych
buniek a po absolvovani radikalnej chirurgickej liecby (1). Pri vyssich $tadiach je
progndza infaustnd, s umrtim do 2 rokov v drvivej vacsine pripadov.

Zaver

Prezentovany pripad zriedkavého MKOTH bol z hladiska kliniky aj patolégie
podobny doposial publikovanym pripadom. Histologicky $lo o konvencny
typ tohto tumoru, s prevazujucou high-grade populdciou malych buniek
a typickymi folikulom podobnymi priestormi. V tumore bola fokdlne i menej
obvykla sarkomatoidna Struktura, bez rhabdoidnej a mucinéznej morfoldgie.
Imunohistochemicky vykazoval tumor len fokalnu expresiu epitelovych marke-
rov. Hyperkalcémia nebola zistena. Priebeh bol u pacientky infaustny, s imrtim
12 mesiacov po diagndze, ¢o potvrdzuje vysoko maligny charakter tohto nadoru.
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Nové biomarkery v diagnostike IgA nefropatie

MUDY¥. Eva Durovcova, PhD.
Medirex, a. s., Kosice

IgA nefropatia sa v sticasnosti povazZuje za autoimunitné ochorenie so $pecifickym autoantigénom (galaktozyl-deficientné IgA1), Spe-
cifickymi autoprotilatkami (IgG a IgA1), tvorbou imunokomplexov s ich naslednym ukladanim do mezangia a zapalovym poskodenim
glomerulov. Do patogenézy ochorenia zasahuju aj ini hra¢i vratane genetiky, vonkajsich faktorov a interakcie viacerych pritomnych rizik.
Nové poznatky sa postupne aplikuju v klinickej praxi, najma v podobe stanovenia sérovych biomarkerov u pacientov s IgA nefropatiou.

Klucové slova: IgA nefropatia, autoimunitné ochorenie, galaktozyl-deficientné IgA1, diagnosticky marker

New diagnostic biomarkers in IgA nephropathy

IgA nephropathy has been clearly identified as an autoimmune disease with a unique autoantigen (galactose-deficient IgA1) specific
autoantibodies (IgG and IgA1), and the formation of circulating immune complexes followed by their mesangial deposition and inflam-
matory damage of glomeruli. There are many other players involved into pathogenesis of the disease including genetics, environmental
factors, and multiple hazards interaction. The application of that new knowledge is gradually spreading into clinical practice particularly
in the form of serum biomarkers measurement in patients with IgA nephropathy.

Key words: IgA nephropathy, autoimmune disease, galactose-deficient IgA1, laboratory biomarker
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Uvod Obrdzok 1. Predpokladand patogenéza IgA nefropatie — mechanizmus
IgA nefropatia (IgAN), po prvykrat opisand v roku 1968 ako  Vviacerych uderov (Upravené podfa: Suzuki H, et al. JASN. 2011;22:1795-
1803.)

Bergerova choroba, je celosvetovo najcastejSou primarnou glome-
rulonefritidou. U 20 - 40 % pacientov ochorenie v priebehu 20 rokov i e \1
progreduje do chronického zlyhania obliciek. Na diagnozu je potrebna it ool s ot

rendlna biopsia s imunofluorescencnym vysetrenim, ktoré potvrdf
pritomnost depozitov komplexov IgA1 s 1gG a zlozkami komplementu
v mezangiu glomerulov (1). Viac ako 50 % pacientov ma zvysené sérové

koncentracie IgA a cirkulujucich imunokomplexov obsahujucich IgA.
Ochorenie sa prejavuje intermitentnou makroskopickou hematuriou
a vo vacsine pripadov miernou proteinudriou (do 1 g/den), ktoré sluzia
aj ako indikdtory aktivity ochorenia az do stanovenia diagnézy (2).
Specifické neinvazivne biomarkery sa pre toto ochorenie rutinne
nepouzivaju.

AHOLAY BOLANTD

Patogenéza

IgAN ma zndmky autoimunitného ochorenia, v ktorom su autoantigén
aj autoprotildtka odvodené z rovnakej bunkovej Iinie (CD19+ B-lymfocyty).
V centre viacerych patogenickych faktorov stoji aberantna glykozylacia
pantovej oblasti IgAl, ktord je spdsobend vacsinou genetickymi defektmi
buniek produkujtcich IgA (3). Vysledkom su polymérne molekuly IgA1
chudobné na galaktézu, ktoré su rozpoznavané prirodzenymi auto-
protildtkami (oligoklonové IgG a mozno aj IgA1) a u disponovanych je-
dincov vedu k tvorbe cirkulujucich imunokomplexov. Tieto sa ukladaju
v mezangiu glomerulov a ich unikdtne chemické zloZenie a trojrozmerna

Viysvetlivky: Hit 1 — 4 predstavujii tvorbu nefritogénnych cirkulujicich imunokom-
plexov, ich depoziciu v mezangiu a aktivdciu zdpalu s ndslednym poskodenim glo-
merulov (plné Ciary). Alternativna tedria predpokladd priame ukladanie aberan-
glomerulov (obrazok 1) (4). tne glykozylovanych IgAT do mezangia a tvorbu imunokomplexov in situ (preruso-
vané ciary).

Struktra spustaju kaskadu zapalovych medidtorov Ustiacu do poskodenia
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Potencialne nové diagnostické a prognostické
markery

Zlatym Standardom diagnostiky aj posudenia aktivity ochorenia je
obli¢kova biopsia, ktord viak mnohokrat nemozno vykonat pre rizika
s fou spojené a tiez z etickych ¢&i socidlno-ekonomickych dévodov.
Hladaju sa preto novsie citlivé a neivazivne markery, ktoré by boli pri-
nosom pri terapeutickych rozhodnutiach v kazdom $tadiu IgAN. V roku
2007 Moldoveanu et al. vyvinuli sérologicky test na kvantifikaciu galak-
tozyl-deficientnej formy IgA1 (Gd-IgAT), ktory bol zalozeny na Speci-
fickej vazbe slimacieho lektinu (Helix aspersa) s acetyl-galaktozaminom
v pantovej oblasti IgAT. Autori zistili, Ze sérové hladiny Gd-IgA1 mali 77 %
senzitivitu a 94 % Specificitu pri odliseni pacientov s IgAN a zdravych
jedincov (5). Metddu s pouzitim lektinu vyuzivali viaceri autori v zakladnom
aj klinickom vyskume. Berthoux et al. deklarovali, Ze koncentracie
Gd-IgAT aimunokomplexov Gd-IgA1/IgG mézu mat prediktivnu hodnotu
pri sledovani progresie IgAN do $tadia oblickového zlyhania (6). Inf autori
sledovali sérové koncentracie Gd-IgAT aich cirkulujucich imunokomplexov
ako neinvazivny marker na posudenie aktivity ochorenia a nasli ich dobru
koreldciu s hematuriou a proteinuriou (7). V si¢asnosti su dostupné ELISA
testy vyuzivajuce monoklonové protilatky proti Gd-IgAT, ktoré deklaruju
Vacsiu robustnost a stabilitu v porovnani s lektinovymi metodami (8).

Inym $tudovanym markerom je CD89, solubilny receptor pre IgA
(sCD8&9), exprimovany na povrchu monocytov a makrofagov, ktory v cir-
kulacii viaze imunokomplexy Gd-IgA1 - IgG alebo Gd-IgAT - IgA. Tento
trimolekulovy komplex sa po vazbe s transferinovym receptorom (TfR)
ukladd v mezangiu a prispieva k depozitom a zapalovému poskodeniu
glomerulov. Uvolfiovanie sCD89 z povrchu cirkulujicich myeloidnych
buniek nastava na zaciatku celého patogenetického procesu a mohlo by
byt v¢asnym indikdtorom relapsu ochorenia po transplantacii (9).

Zaver

Patologicka glykozylacia IgA s tvorbou degalaktozylovanych polymér-
nych molekul IgAT je jednym z kltucovych faktorov v patogenéze vzniku
a progresie IgAN. Na klinickd manifestaciu nefritidy si vsak potrebné dalsie
autoimunitné procesy modulované genetickymi aj environmentélnymi
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faktormi. Novsie neinvazivne biomarkery, ktoré sa priebezne validuju
v klinickych studiach, predstavuju slubny neinvazivny prostriedok na
identifikdciu rizikovych jedincov, na diagnostiku ochorenia, sledovanie
jeho aktivity a progresie v roznych stadidch ochorenia.
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Medirex, a.s.

Magnezitdrska 2/C, 040 13 Kosice
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Europsky kongres klinickych mikrobiologov
a infektologov v Amsterdame
— prezentdcia nasich vysledkov

MUDr. Monika Czirfuszova, PhD.

Oddelenie klinickej mikrobiolégie, HPL, spol. s r. 0., Komarno

ePOSTERAREA 3

kazdorocne najvacsim odbornym podujatim pre lekérov, laboratérnych pra-
covnikov, vedcov a vyskumnikov v oblasti mikrobioldgie a infekénych choréb.
Na tohoro¢nom v poradi 26. ECCMID bola opét rekordne vysoka Ucast — prislo

celkovo 11 640 Ucastnikov zo 123 Stétov sveta. Stvordfiovy program pozostaval
70 113 prednaskovych blokov, zo 615 elektronickych posterov prezentovanych
Ustne, z dalsich 985 elektronickych posterov bez Ustnej prezentaciea z 1 761
papierovych posterov vystavenych pocas kongresu.

V rdmci prednéskovych blokov boli vzdeldvacie workshopy zamerané
na konkrétnu oblast alebo aktudinu problematiku, stretnutia s expertmi
http://www.eccmid.org/.

Po predchdadzajucej aktivnej ucasti pred dvomi rokmi na 24. ECCMID
v Barcelone, kde sa ndm podarilo prvykrat odprezentovat poster
s predbeznymi vysledkami lie¢by chronickych a recidivujucich kolpitid
autovakcinami, sa ndm tentokrat podarilo prebojovat medzi elektronické
postery s Ustnou prezentaciou. Nas poster s nazvom ,Treatment of chronic
and recurrent vulvovaginitis with autogenous microbial vaccines — a two
year follow-up study” po postudeni tromi nezavislymi recenzentmi zara-
dili do elektronickej posterovej sekcie s ndzvom ,Vaccine research news
between microbiota, seroprotection and attitudes” pod ¢islom EP0250.
Sekciu moderovala Hanna M. Nohynek, expertka na vakcinaciu z Helsink.
Poster som prezentovala v anglickom jazyku s 5 - 6-minudtovym stru¢nym
prejavom, zaujemcovia kladli 1 - 2 otazky.

Newslab, 2016; ro¢. 7(2): 131

Nasa praca pozostavala z hodnotenia Uspesnosti liecby suboru 61 pa-
cientok lie¢enych autovakcinami na chronické a recidivujuce kolpitidy pocas
rokov 2011 az 2013 a z hodnotenia ich zdravotného stavu pocas dvoch rokov
po ukonceni liecby autovakcinami. U kazdej pacientky sme zaznamendvali
informacie o zdravotnom stave a mikrobiologickych kultivacnych nalezoch
ahodnotili sme pocet recidiv, ktoré mali pocas 10-mesacnejliecby a v obdobf
nésledného dvojrocného sledovania. Stidiu sme ukon¢ili v oktébri 2015. Do
skupiny Uspesne liecenych pacientok sme zaradili pacientky, ktoré nemali
recidivu alebo mali len jednu recidivu pocas 10 mesiacov liecby autovakci-
nami (skupina S). Pacientky, ktoré mali 2 recidivy pocas liecby, sme zaradili
do skupiny ciastocne Uspedne liecenych (skupina P). Pacientky, ktoré mali 3
a viac recidiv, sme zaradili do skupiny neuspesne lie¢enych (skupina F). Na
konci 10-mesacnej liecby sme mali 41 (67,21 %) Uspesne liecenych pacientok
(skupina S), 12 (19,67 %) Ciastocne Uspedne liecenych (skupina P) a 8 (13,12 %)
neuspesne liecenych pacientok (skupina F). Nasledne po ukonceni liecby
v prvom aj v druhom roku sledovania sme hodnotili pocet recidiv v jednot-
livych skupindch pacientok. Ukazalo sa, ze u 70 — 78 % pacientok skupiny
S pretrvaval vyrazne zlep$eny zdravotny stav pocas 2 rokov po skoncenf
liecby. Vacsina pdvodne ciastocne Uspesne liecenych (skupina P) a dokonca
niekolko pacientokz povodne nelspesne lie¢enych (skupina F) bolo tiez bez
recidiv alebo maximélne s jednou recidivou pocas dvojro¢ného sledovania.
Celkovy podiel pacientok bez recidiv alebo s jednou recidivou pocas 1. roka
sledovania bolo 67,21 % a v 2. roku 68,85 %.

Zistili sme, Ze tato forma liecby Ucinne redukuje pocet recidiv bakte-
ridlnych a mykotickych kolpitid. Napriek tomu, Ze lie¢ba autovakcinami
je historicky zauzivana liecebnd metdda chronickych infekcii odoldvaju-
cich antimikrobiélnej lie¢be v okolitych $tatoch, ako su Ceskd republika,
Rumunsko, Polsko, nas prispevok bol jediny, ktory sa zaoberal touto pro-
blematikou. V odbornych kruhoch sa v3ak stale intenzivnejsie zdéraznuju
problémy spdsobené nedostatocnou Gcinnostou antimikrobidlnej terapie
a hladaju sa alternativne riesenia. Aj to méze byt dévodom, pre¢o ndm dali
priestor na takom délezitom podujati, a bolo pre nas ctou a potesenim
prezentovat nase vysledky aj v zahranici. Poster je dostupny na webovej
stranke: http://eccmidlive.org/#resourcegroups/query=ep0250.

MUDr. Monika Czirfuszovd, PhD.
Oddelenie klinickej mikrobioldgie
HPL, spol.sr.o.

Medercskd 39, 945 01 Komdrno
czirfuszova@hpl.sk
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KMENOVE BUNKY V KLBOCH -
ODBORNE UZ AJ NA SLOVENSKU

Bunkova terapia viastnymi bunkami stromalnej vaskularnej frakcie (SVF) s obsahom
mezenchymalnych kmenovych buniek je novinkou v liecbe artrozy, ktora je od minulého
roka dostupna aj na Slovensku v Nemocnici Malacky. Na liecbu sa vyuZivaju kmenové bunky
ziskane z tukového tkaniva, spravidla z oblasti brucha.

Kmenové bunky podporujiu regeneraciu a hojenie spojivového tkaniva,
pricom dochadza k novotverbe vnutroklbovej tekutiny a chrupky.
Cim je stupen artrozy niZsi, tym je tato metoda v reparacii chrupky udinnejsia.

Bunky stromalnej vaskularnej frakcie (SVF) s vysokym cbsahom mezenchymalnych
kmerovych buniek:
su schopné diferencovat sa na Specializované bunky spojivového tkaniva,
- podporuji opdtovny rast zdravého tkaniva,
~ maju imunomodulacné a protizapaloveé vlastnosti,
spomaluju degenerativne zmeny a procesy starnutia,
napomahaiju udrzaniu aktivneho stavu spojivového tkaniva, pricom dochadza
k tvorbe vnuitroklbovej tekutiny a chrupky.

Postidenie vhodnosti pacienta musi prebehnit na zaklade predchadzajiceho

MR vysetrenia — kvoli blizsej charakteristike stavu chrupiek — defekty, ich velkosti,
plodné zuzZenie, popis jednotlivych chrupiek v jednotlivych kompartmentoch kibu

a ostatnych makkych tkaniv v.danom kibe. Pri patologickom naleze v oblasti makkych
tkaniv je potrebné riedenie i tohto nalezu (najcastejsie cestou ASK).

Vo svete aj na Slovensku dosahuju unikatne €isla. Viac ako 60 % pacientov zaznamenalo
zlepsenie stavu, o dokazali aj MR vysetrenia, na ktorych sa preukazala regeneracia chrupky
a znizenie edémovych subchondralnych skvim. Protizapalové ucinky lieéby nastupuja

uz po 10 dnoch od zékroku,

Lietbu na Slovensku v Nemocnici Malacky absolvovalo aj s naslednou starostlivostou

a kontrolnymi MR snimkami 127 pacientov. ViySe 77 % z nich po 6 mesiacoch od zakroku
pocitovali zniZenie bolestivosti klbu. AZ 66 % potvrdilo zlepsenie pohyblivosti kibu

a vyse 39 % z nich prestalo Uplne uzivat lieky proti bolesti.

Nemocnica Malacky, ako jediné medicinske zariadenie na Slovensku, spolupracuje

so spolocnostou Blue Horizon International, ktora je nositelom technolégie spracovania

a izolacie kmenovych buniek z tukového tkaniva. Nemocnica Malacky okrem iného
disponuje pickovym centrom radiodiagnostiky s najmodernejsim pristrojovym vybavenim,
ako je magneticka rezonancia, CT a pod.

Viac informadii o liecbe kmenovymi bunkami, ako aj o Nemocnici
Malacky, najdete na webovej stranke: www.liechaklbov.sk. BLE e p ek enan I:%m

Bezplatna infolinka pre pacientov: 0800 30 00 30, s e Vit it
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HLADATE DOLEZITE

INFORMACIE?

VYSETRENIA?
POTREBUJETE ODBORNE
POMOZEME VAM
VYRIESIT NEJASNOSTI?
CHCETE NAHLASIT

ZELATE SI PREPOJIT
NA NASE PRACOVISKA?
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VYUZITE BEZPLATNE SLUZBY NASHO CALL CENTRA:

MEDIREX MEDICYT
0800 00 30 30 0800 00 30 90
Pracovné dni: 7.00 h-16.30 h Pracovné dni: 7.00 h - 15.00 h

callcentrum@medirexgroup.sk

V pripade potreby poskytnutia informacii tykajtcich sa statimovych vySetreni po 16.30 h
a pocas vikendov mozete kontaktovat priame telefonne linky naSich pohotovostnych prevadzok laboratorii.



VWREZS

VsSetko pre Vase laboratérium....

ponukame:

laboratorne sklo,

nabytok,

pristroje a zariadenia,

chemikalie, Standardy a Specialne reagencie,
osobné ochranné prostriedky,

spotrebny material (plasty),

sluzby a riesenia pre Vase nové laboratorium,
rieSenia pre optimalizaciu obnovy Vasho
povodného laboratdria,

VWR International, spol’ahlivy partner
pre Vase laboratérium...

In touch with life
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VWR International | Prievozska 6 82109 Bratislava | 02 3260 3832 | 02 3260 3834 | www.vwr.com
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Neinvazivna prenatalna geneticka detekcia
pohlavia plodu z krvi tehotnej zeny
je dostupna na celom Slovensku:

@ jednoducho @ skoro @ rychlo @ spoflahlivo
zo vzorky krvi odber krvi vysledok spravidla s presnostou

od 10. tyzdna do 5 pracovnych dni vysetrenia 99,5%

. Bab

MEDIREX www.babygen.sk .2!MEDIREX GROUP G
I I vielke pre vase dravie en

/4

*V pripade, 7e je odber krvi realizovany v 10. a 1. tyzdni tehotenstva, bude lehota na vydanie vysledku vy3etrenia primerane predizena. V sa-
lade s uznesenim Etickej komisie MZ SR mézZe laboratérium poskytnat'informaciu o pohlavi plodu az po ukonéenom 12. tyzdni tehotenstva.

Bezplatné CALL CENTRUM laboratérii Medirex 0800 00 30 30
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World Leader in Acute Care Testing
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ABL800O FLEX ABLOO FLEX
AQT90 FLEX TCM CombiM/400/Tosca
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e A

TCM
pH cCI” cGlu ctHb Troponin I, T tcpO,
cH*  cCa* clLac sO, CK-MB tcpCO,
pCO, cK+  cCrea FO_Hb Myoglobin SpO,
PO, cNa* ctBil FCOHb NT-proBNP Pulse rate
FMetHb CRP
FHHb BhCG
FHbF D-dimer
PCT Iovisks

RADIOMETER s.r.o.
zastoupeni pro CR a SR

Kfenova 3, 162 00 Praha 6, Tel.: +420 220 400 300
Email: office@radiometer.cz, Web: www.radiometer.cz




VYUZIVATE MODERNU DIAGNOSTIKU?

e

Prenatalna g Rakovina

diagnostika Postnatalna . Krv
Preimplantacna * Amnioticka tekutina diagnostika * Kostna dre

diagnostika « Vzorky z choriowych o Krv . T'k;mvo.zo solidnych
klkov nadorov:

* Jedna-dve bunky e Sliny o zmrazent, FFPE

- Microarray a SureFISH sondy pre cytogenetiku a onkolégiu

- certifikovana Microarray pre In Vitro Diagnostiku

- HaloPlex, SureSelect a ClearSeq NGS rieSenia pre pripravu vzorky na sekvenovanie
v ten isty den

- kontrola kvality vzoriek

- PCR, Real-Time PCR

- automatizacia pracovnych postupov

H ERM Es 20 Hermes LabSystems, s.r.0., Pichovska 12, 831 06 Bratislava Agilent Technologies
rokov el

LeabSystems mail@hermeslab.sk | tel.: +421 2 4920 6938 | www.hermeslab.sk 5 Aithorizad Distribotor




TRISOMYedl

LDRAVIE
PLODU NIE JE

~ HADANKA

Pribeh vasho dietatka mdzete rozlGstit uz dnes

TRISOMY test - spolahlivy neinvazivny test na vyli¢enie Downovho syndromu
a dalSich castych trizomii plodu z krvi matky

VYLUCI pritomnost’trizémii chromozémov 21, 18, 13 SPOLAHLIVO s vysokou citlivostou

.. .

ODHALI " falo$ne pozitivne vysledky biochemického skriningu BEZPECNE " bez rizika pre plod

MINIMALIZUJE | pocet nutnych amniocentéz BEZBOLESTNE

z krvi matky

URCI ' pohlavie plodu SKORO ' -uz od 11. tyzdfa tehotenstva*

*V stlade s uznesenim Etickej komisie MZ SR poskytuje laboratérium vysledok analyzy az po ukoncenom 12. tyzdni tehotenstva.
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