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1 Oportunní infekce u imunokompromitovaných nemocných 

 

Oportunní infekce jsou infekce vyvolané patogeny, které u jedinců s plně fungujícím 

imunitním systémem většinou nezpůsobují onemocnění na rozdíl od pacientů s oslabeným 

imunitním systémem, kde se objevují ve vyšší četnosti a mají často závažnější průběh.  

Jako imunokompromitované označujeme pacienty s poruchou vrozené nebo získané 

imunitní odpovědi (1). Mezi stavy, které vedou k imunodeficienci, se řadí zejména 

protinádorová terapie zhoubných hematologických onemocnění a solidních nádorů, 

transplantace hematopoetických kmenových buněk, infekce virem HIV, vrozené 

imunodeficience a moderní biologická léčba monoklonálními protilátkami (Tabulka 1) (2-

4). Další skupinou ohroženou oportunními infekcemi jsou také nemocní dlouhodobě 

hospitalizovaní na jednotkách intenzivní péče. Nejčastějšími původci těchto infekcí jsou 

bakterie, následovány plísněmi a kvasinkami, nejméně se na etiologii podílí viry.  

 

Tabulka 1. Příčiny zvýšeného rizika infekcí u onkologických nemocných (5) 

 

S rozšiřujícími se možnostmi v léčbě závažných hematologických onemocnění 

roste počet pacientů v riziku oportunních infekcí a zvyšují se nároky na jejich včasnou 

diagnostiku (6). Mezi nejrizikovější patří pacienti v indukční fázi léčby akutní leukémie a 

pacienti pro alogenní transplantaci buněk krvetvorné tkáně (Tabulka 2).  

Příčina Funkce v obraně proti infekci Důsledek 

Snížený počet 

neutrofilních 

granulocytů 

Buňky imunitního systému přímo odpovědné za 

ničení bakterií, kvasinek a vláknitých hub 

Vysoké riziko bakteriálních 

a mykotických infekcí 

Snížený počet nebo 

porucha funkce 

lymfocytů 

Buňky zodpovědné za ničení především virů, dále 

pak za tvorbu protilátek a kontrolu imunitního 

systému 

Vysoké riziko virových 

infekcí, při snížení tvorby 

protilátek také riziko 

bakteriálních infekcí 

Snížená tvorba 

protilátek 
Nutné k zabránění průniku a eliminaci bakterií Riziko bakteriálních infekcí 
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Tabulka 2. Zjednodušené rozdělení onkologických nemocných podle rizika vzniku infekčních 

komplikací (5) 

 

Klinické projevy a management infekcí jsou u imunokompromitovaných 

nemocných odlišné od pacientů imunokompetentních: a) vzhledem k absenci mediátorů 

imunologické a zánětlivé odpovědi jsou klinické projevy méně prominentní a velmi 

nespecifické; b) často jsou přítomny pouze febrilie či dokonce subfebrilie; c) příznaky 

podobné infekci mohou být způsobeny také neinfekčními procesy (reakcí štěpu proti 

hostiteli, imunitním rekonstitučním zánětlivým syndromem atd.); d) ke zhoršení klinického 

stavu dochází často velmi rychle, e) při podezření na infekci je neprodleně zahájena terapie 

širokospektrálními antimikrobiálními látkami; f) léčba by měla být co nejdříve zacílena na 

konkrétní agens. Z výše uvedeného vyplývá, že pro přežití pacienta je zcela zásadní rychlá 

identifikace původce infekce a zahájení cílené antimikrobiální terapie (7). Příklad podílu 

různých mikrobiálních agens na infekcích v různých obdobích po alogenní transplantaci 

buněk krvetvorné tkáně (dále HSCT, z angl. Hematopoietic Stem Cell Transplantation) je 

znázorněn na Obrázku 1. 

Riziko vzniku  

infekčních komplikací 

Typ choroby/ léčby 

 

Hlavní defekt vedoucí ke zvýšenému 

riziku infekčních komplikací 

Vysoké 

Alogenní transplantace krvetvorné tkáně Deficit neutrofilů, T lymfocytů, protilátek 

Akutní leukémie - indukční léčba Deficit neutrofilů 

Střední 

Akutní leukémie - konsolidační léčba Deficit neutrofilů 

Autologní transplantace krvetvorné tkáně Deficit neutrofilů 

Chronická lymfocytární leukémie Defekt tvorby protilátek 

Mnohočetný myelom  Defekt tvorby protilátek 

Nízké 

Non-Hodgkinské lymfomy  

Hodgkinův lymfom  

Chronická myeloidní leukémie  
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Obrázek 1. Oportunní infekce v různých fázích po alogenní transplantaci buněk krvetvorné tkáně. 

Upraveno podle Tomblyn et al. (8) 

 

2 Bakteriální infekce 

 

Bakterie jsou hlavními původci infekcí u pacientů s hematologickou malignitou a to 

zejména v období neutropenie, jejíž délka a hloubka jsou podstatné pro určení stupně 

rizika. Přibližně 50 % pacientů s febrilní neutropenií má horečku jako jediný projev 

infekce, jen asi u poloviny se podaří infekci lokalizovat a určit jejího původce (9). 

V současnosti je zastoupení grampozitivních (G+) a gramnegativních (G-) bakterií jako 
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původců bakteriémií přibližně vyrovnané. G- jsou ale zodpovědné za většinu 

dokumentovaných infekcí letalita infekcí jimi způsobených je vysoká (10). Závažný je 

nárůst infekcí způsobených multirezistentními kmeny bakterií (enterobakterie s produkcí 

širokospektrých betalaktamáz a karbapenemáz, vankomycin rezistentní enterokoky atd.). 

Management bakteriálních infekcí je vzhledem k jejich závažnosti a fulminantnímu 

průběhu založen na iniciální empirické léčbě širokospektrými antibiotiky (často 

v kombinaci), která jsou nasazena okamžitě při podezření na infekci (po provedení 

patřičných odběrů pro mikrobiologickou diagnostiku) (9). Volba antibiotik vychází ze 

znalostí lokální epidemiologie v daném nemocničním zařízení a u vysoce rizikových 

nemocných je preferován tzv. deeskalační přístup (podání antibiotik s nejširším spektrem v 

první linii s následnou deeskalací na antibiotika s omezenějším spektrem na základě 

mikrobiologických výsledků a klinického stavu) (11).  

Zlatým standardem v diagnostice bakteriálních infekcí je mikroskopie a kultivace. 

Kultivační vyšetření umožní nejen identifikaci původce obtíží pacienta, ale také stanovení 

citlivosti k antibiotikům, která umožní cílenou léčbu dané infekce (12).  

Metody molekulární biologie založené na průkazu bakteriální DNA v klinických 

vzorcích metodou PCR (případně real-time PCR) můžeme rozdělit na i) cílená vyšetření na 

specifické původce (nejčastější původci meningitidy, původci atypické pneumonie atd.), ii) 

tzv. širokospektrální metody (broad-range PCR) založené na detekci konzervativních 

úseků v genomu bakterií a jejich identifikaci na základě sekvenace DNA (13-16). 

Molekulárně biologické metody mohou mít významný přínos v detekci obtížně 

kultivovatelných mikroorganismů ve sterilních vzorcích (např. vyšetření srdečních chlopní 

pro objasnění původce infekční endokarditidy). Nevýhodou molekulárně biologické 

detekce bakterií je nejasná intepretace výsledků získaných z nesterilních vzorků, zejména 

při záchytu neobvyklých nebo oportunních patogenů, protože odlišení infekce od 

kolonizace nebo kontaminace vzorku je často obtížné (17, 18). Druhou významnou 

nevýhodou je, že tato vyšetření většinou neposkytují informaci o citlivosti k antibiotikům a 

nemohou proto sloužit jako podklad pro cílenou antibiotickou léčbu. Na trhu již ale existují 

komerční soupravy, které umožňují současně detekovat bakteriální DNA a nejčastější geny 

zodpovědné za rezistentní fenotyp. Náklady na tyto testy však mnohonásobně převyšují 

náklady vynaložené na kultivační vyšetření a je třeba zvážit jejich přínos pro rutinní praxi. 
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3 Mykotické infekce 

 

Invazivní mykotické infekce jsou závažnou infekční komplikaci nemocných 

imunokompromitovaných nádorovým onemocněním a jeho léčbou, HIV-pozitivitou a v 

poslední době i nemocných dlouhodobě hospitalizovaných na jednotkách intenzivní péče, 

po těžkých chirurgických zákrocích atd. V porovnání s bakteriálními infekcemi je jejich 

výskyt méně častý, nicméně jejich incidence narůstá a jsou spojeny s vysokou letalitou (19, 

20). 

Kvasinky a plísně nejsou až na výjimky (dermatofyty, endemické mykózy) primárně 

patogenní, ale mohou kolonizovat např. kůži nebo gastrointestinální trakt. Ke vzniku 

onemocnění (invazivního/neinvazivního) napomáhají predispozice hostitele - tzv. rizikové 

faktory (onkologická onemocnění a jejich léčba, léčba kortikoidy, diabetes, pobyt na JIP, 

léčba antibiotiky atd.). Pro vznik život ohrožujících invazivních mykotických infekcí 

(IMI), je největším rizikem neutropenie, protože obrana organismu proti mikroskopickým 

houbám závisí nejvíce na buněčné imunitě. Vstupní branou infekce jsou v případě 

vláknitých hub většinou dýchací cesty, proto se nejčastěji vyskytuje plicní forma těchto 

onemocnění. Nejčastějším původcem infekcí je Aspergillus fumigatus, dále další druhy 

rodu Aspergillus (A. terreus, A. flavus a další). Mezi tzv. vzácné původce IMI pak patří 

mukormycety (např. Mucor, Rhizopus), Fusarium, Scedosporium aj. Naopak septické stavy 

nejčastěji způsobují zástupci rodu Candida (21-25), ale po zavedení profylaxe 

flukonazolem nastal rapidní pokles těchto infekcí a dominantními původci IMI u pacientů 

s hematologickými malignitami se staly vláknité houby (26).  

Včasná diagnostika IMI a promptní zahájení adekvátní léčby je zcela zásadní pro 

prognózu pacienta.  

V současné době je rutinní diagnostika IMI založena na kombinaci klinických 

příznaků, radiologického nálezu a výsledků mikrobiologických testů. Dušnost, horečka a 

kašel jsou časné, ale velmi nespecifické příznaky. Jako velmi přínosný, zejména pro 

diagnostiku invazivní aspergilózy, se ukázal radiologický nález na HRCT (počítačová 

tomografie s vysokou rozlišovací schopností, z angl. High Resolution Computed 

Tomography) hrudníku (jako nejčastějšího místa postižení). Bohužel např. obraz halo-sign, 
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typický pro aspergilózu, je přítomen pouze v dočasně a air-crescent sign až v pokročilých 

stádiích infekce (27). 

Zlatým standardem laboratorní diagnostiky invazivní aspergilózy (IA) a obecně i IMI, 

je průkaz mykotických elementů v postižené tkáni nebo pozitivní kultivace z primárně 

sterilních lokalit (28). Bohužel u pacientů s hematologickou malignitou jsou tyto dvě 

metody jen velmi málo přínosné. Citlivost kultivace je často snížena z důvodu již zahájené 

antimykotické léčby, získání vzorků pro histologické vyšetření (nejčastěji pomocí biopsie) 

je nemožné, zejména pokud se jedná o pacienty s trombocytopenií.  

Velkým pokrokem v diagnostice IMI bylo zavedení sérologických testů pro detekci 

komponent buněčných stěn kvasinek a plísní. Pro diagnostiku IA je velmi přínosná detekce 

galaktomannanu (GM) v séru, případně likvoru nebo v tekutině z bronchoalveolární laváže 

(BAT) (29-31). Dalším sérologickým markerem je 1,3-beta-D-glukan (BG). Tento 

polysacharid je přítomen v buněčné stěně většiny kvasinek a plísní a jedná se tedy o tzv. 

panfungální marker (32-34).  

Detekce obou těchto markerů je (v kombinaci s přítomností hostitelských rizikových 

faktorů a klinických příznaků) v současné době zahrnuta do kritérií Evropské organizace 

pro výzkum a léčbu rakoviny (EORTC, European Organization for Research and 

Treatment of Cancer) pro stanovení diagnózy IA (35). 

 

3.1 Molekulárně biologická diagnostika mykotických infekcí 

Molekulárně biologické metody jsou založené na detekci nukleových kyselin 

mykotických patogenů v klinických vzorcích. Nejčastěji je využívána polymerázová 

řetězová reakce (PCR) a její varianty – nested PCR a (kvantitativní) real-time PCR (36-

38). V současné době se jako cílové sekvence pro detekci využívají nejčastěji 

mitochondriální nebo ribozomální geny (jedná se o vícekopiové geny a je tak dosaženo 

nižšího detekčního limitu). Tyto geny jsou obecně evolučně velmi konzervativní a obsahují 

oblasti, které jsou homologní u téměř všech druhů hub (tzv. „panfungální“) a úseky, které 

jsou rodově specifické.  

Pro vyšetření je teoreticky možné použít jakýkoliv biologický materiál – krev (plnou 

krev, plazmu nebo sérum), BAT, sputum, likvor, biopsie tkání a další.  
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3.1.1 Diagnostika invazivní aspergilózy 

Zavedení PCR diagnostiky IMI do rutinní diagnostické praxe se ukázalo jako 

nesnadný úkol. Na našem pracovišti jsme se začali zabývat PCR detekcí mykotických 

patogenů v roce 2005. Zaměřili jsme se na výběr vhodné metody pro izolaci DNA z 

klinických vzorků a návrh PCR metody pro diagnostiku IMI, zejména detekci aspergilové 

DNA pro diagnostiku IA ve vzorcích krve a tekutiny z BAT. Literární data a naše vlastní 

zkušenosti jsme shrnuli do článku „Detekce invazivní aspergilózy pomocí PCR a real-time 

PCR - přednosti a úskalí“, publikovaného v roce 2007 v časopise Klinická mikrobiologie a 

infekční lékařství (Příloha 1).  

Na základě našich prvních zkušeností, a zejména vzhledem k obtížné interpretaci 

výsledků získaných při použití různých dříve publikovaných metod, jsme se rozhodli 

primárně zacílit na metodu, která umožní citlivou a specifickou detekci několika druhů 

Aspergillus sp., které jsou nejčastějšími původci IA. Námi navržený postup byl založen na 

kvantitativní real-time PCR, protože pro hodnocení výsledků při detekci v nesterilních 

klinických vzorcích (zejména BAT) je zásadní nejen průkaz DNA patogenů, ale také jejich 

nálož. Námi vyvinutou metodu pro specifickou detekci a kvantifikaci DNA A. fumigatus, 

A. terreus, A. flavus a A. niger v klinických vzorcích jsme patentovali v roce 2011 (Příloha 

2). 

Pro zhodnocení přínosu této naší nové metody v rutinní diagnostice ji bylo třeba 

otestovat na vzorcích získaných od pacientů s prokázanou IA (kromě hostitelských faktorů 

a klinických příznaků je v tomto případě vyžadován průkaz mykotických elementů 

v postižených tkáních nebo pozitivní kultivace z primárně sterilních vzorků). Vzhledem 

k nízké incidenci IA u pacientů léčených na IHOK (incidence je v současné době do 5 %), 

jsme se rozhodli použít pro validaci metody a zhodnocení korelace jejích výsledků 

s dalšími metodami (kultivace, detekce galaktomannanu a detekce 1,3-beta-D-glukanu) 

vzorky získané ze zvířecího modelu IA. Jako experimentální zvířata byla použita morčata, 

která byla infikována inhalační cestou druhem A. fumigatus na pracovišti The University of 

Texas Health Science Center v San Antonio ve Spojených státech amerických. Popis této 

studie a získané výsledky byly publikovány v roce 2012 v časopise Journal of Clinical 

Microbiology (Příloha 3). Zjistili jsme, že naše kvantitativní nested real-time PCR 

umožňuje časnou detekci IA, přičemž výsledky PCR korelovaly s výsledky sérologických 
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metod (detekce GM a BG). Nejlepší výsledky byly získány u vzorků BAT a tkání, které 

vykazovaly výraznou pozitivitu už v časných stádiích infekce. Naopak některé vzorky plné 

krve a séra zůstaly negativní na všechny markery i v pokročilých stádiích infekce. Tyto 

inter-individuální rozdíly mohou být podobné i u imunokompromitovaných pacientů a 

mohou tak komplikovat diagnostiku IA. 

 

3.1.2 Diagnostika invazivní mukormykózy 

Paralelně jsme se také zaměřili na zavedení metody pro detekci nejčastějších 

původců invazivní mukormykózy (IM). Do rizikové skupiny pro vznik tohoto onemocnění 

patří kromě pacientů s hematologickými a jinými malignitami (24, 39, 40) a po 

orgánových transplantacích také pacienti s diabetem. Více než 90 % případů infekcí je 

způsobeno Rhizopus sp. (nejčastěji R. oryzae), dále následují rod Mucor, Lichtheimia 

(dříve Absidia) corymbifera a Rhizomucor pusillus, vzácněji pak další (41). Invazivní 

mukormykóza (IM) se vyznačuje rychlou progresí a vysokou letalitou. Mezi nejčastěji 

postižené orgány patří plíce, výstelka paranasálních dutin a mozek. Definitivní diagnóza 

IM je nejčastěji stanovena na základě histologického průkazu houbových vláken 

v postižené tkáni nebo pozitivní kultivace z klinického materiálu (pro mukormycety jsou 

typické široké, tenkostěnné, neseptované nebo řídce septované hyfy větvící se v úhlu 90°) 

(42, 43). Sérologické metody nejsou k dispozici. 

Jako základ pro naši metodiku jsme použili dříve publikovanou seminested PCR 

metodu s primery specifickými pro rod Mucorales, která je zacílena do oblasti 18S rDNA 

(44). V originální metodice byly jednotlivé druhy dále identifikovány metodou sekvenace, 

což je velmi časově a finančně náročné. Proto jsme původní protokol modifikovali tak, že 

k rozlišení jednotlivých druhů byla využita metoda analýzy křivek tání s vysokým 

rozlišením (HRM, z angl. High Resolution Melt analysis). Naše metoda je založena na 

PCR amplifikaci konzervativního úseku genomu mukormycet pomocí specifických 

primerů za přítomnosti interkalačního barviva. Po provedení PCR jsou získané PCR 

produkty podrobeny kontrolovanému tání, přičemž při rozvolnění dvoušroubovice DNA 

dochází k uvolnění navázaného fluorescenčního barviva a tím ke změně fluorescence ve 

vzorku. Tato změna je zaznamenána příslušným softwarem a znázorněna jako křivka tání, 

která má jedinečný tvar pro každý druh mukormycety. Metoda byla nejprve validována na 

DNA izolované z kultur kvasinek a plísní a publikovali jsme její použití pro detekci 
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mukormycet ve vzorcích tkáně (publikováno v časopise Journal of Clinical Microbiology 

v roce 2010, Příloha 4). Následně jsme validovali také její použití pro testování vzorků 

BAT. Součástí této druhé publikace, vydané v roce 2014 v časopise Journal of Clinical 

Microbiology, jsou také nově navržené metody pro kvantitativní real-time PCR, která 

umožňuje stanovení fungální nálože jednotlivých rodů/druhů mukormycet ve vzorku a tím 

zvyšuje šanci na odlišení kolonizace od aktivně probíhající infekce (Příloha 5). 

3.1.3 Panfungální PCR 

I přes tento široký diagnostický záběr stále zbývá malé procento infekcí, které 

mohou být způsobeny jinými druhy, než byly doposud zmíněny. Pro jejich diagnostiku je 

velmi vhodná panfungální PCR, jejíž hlavní nevýhodou je však častá falešná pozitivita 

(zejména při testování nesterilních vzorků – jako je např. BAT). Panfungální PCR je 

většinou prováděna jako kvalitativní PCR reakce s následnou sekvenací získaných PCR 

produktů. Nevýhodou tohoto tradičního postupu je dlouhá doba do získání výsledku (až 2-

3 dny) a poměrně velké náklady na vyšetření (nákladná sekvenační reakce), přičemž 

výsledky jsou často obtížně interpretovatelné (např. pokud získáme sekvence náležející 

kolonizujícím, případně kontaminujícím mikroorganismům).  

Vzhledem k našim dobrým zkušenostem s využitím HRM analýzy pro identifikaci 

mukormycet, jsme navrhli panfungální PCR metodu, ve které je sekvenace opět nahrazena 

analýzou křivek tání. Jedná se o uzavřený systém s jednokolovou PCR a výsledky je 

možné získat cca za 2 hodiny. Nově navržené primery jsou umístěny do konzervativních 

úseků ohraničujících variabilní úseky genomu kvasinek a plísní a to po analýze křivek tání 

umožňuje přímou identifikaci etiologického agens. Ukázalo se, že výsledky vyšetření 

jednoznačně odliší původce infekce (zejména Aspergillus sp.) od 

kolonizující/kontaminující flóry (zejména Candida sp.) a mají velký přínos zejména v 

případě infekcí způsobených vzácnými mykotickými patogeny (Fusarium sp., 

Scedosporium sp., a další), které vyžadují specifickou antimykotickou terapii (zejména 

kvůli známým primárním rezistencím na některá antimykotika). Validace této metody na 

vzorcích z BAL byla v roce 2016 publikována v časopise Medical Mycology (Příloha 6) a 

vzhledem ke svému komerčnímu potenciálu také přihlášena na Ústavu průmyslového 

vlastnictví ČR jako užitný vzor (Příloha 7).  
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3.1.4 Molekulární detekce mykotických patogenů ve Fakultní nemocnici Brno 

V současné době na našem pracovišti rutinně testujeme všechny vzorky z 

bronchoalveolární laváže od pacientů s podezřením na IMI na přítomnost nejčastějších 

zástupců rodu Aspergillus a současně metodou pro detekci mukormycet. Tento postup 

umožňuje rychlou diferenciální diagnostiku invazivní aspergilózy a invazivní 

mukormykózy a zahájení účinné léčby, která je v případě těchto dvou infekcí zcela odlišná. 

Pokud podezření na IMI trvá i přes negativní výsledek obou jmenovaných vyšetření, 

provádí se panfungální PCR s HRM analýzou. Pro pacienta má velký význam i negativní 

výsledek všech těchto vyšetření, který v kombinaci s negativními výsledky sérologických 

testů může IMI v podstatě vyloučit. 

Kromě výše uvedených je nyní mezi mykotické oportunní patogeny řazena také 

Pneumocystis jiroveci, původce závažné intersticiální pneumonie. Onemocnění se 

vyskytuje zejména u HIV pozitivních nemocných, ale i u jiných imunokompromitovaných 

pacientů. Specifickou skupinu tvoří pacienti s hematologickými malignitami, u kterých 

bylo zjištěno, že konvenčně používané mikroskopické metody nejsou dostatečně citlivé. U 

těchto pacientů se stala metodou volby PCR (kvatitativní real-time PCR) detekce DNA P. 

jiroveci ve vzorcích sputa nebo tekutiny z bronchoalveolární laváže. Na našem pracovišti 

používáme pro detekci P. jiroveci in-house kvantitativní real-time PCR metodu a naše i 

literární poznatky o PCR diagnostice pneumocystové pneumonie jsme publikovali 

v přehledovém článku v časopise Postgraduální medicína v roce 2013 (Příloha 8). 
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4 Virové infekce 

 

Virové infekce jsou častou komplikací léčby nemocných s hematologickou 

malignitou. I když u zdravých lidí má většina virových infekcí pouze mírné symptomy, u 

osob s oslabenou imunitou mohou představovat život ohrožující komplikace (45, 46). 

Původce virových infekcí u imunokompromitovaných nemocných lze rozdělit na dvě velké 

skupiny: infekce způsobené reaktivací latentních virů v organismu (nejčastěji herpetické 

viry, případně polyomaviry) a infekce způsobené viry získanými z komunity (nejčastěji 

respirační viry, případně viry způsobující gastrointestinální potíže) (45, 47). 

Obecně je diagnostika virových infekcí u imunokompromitovaných pacientů 

založena na klinické manifestaci (která však může být u IS odlišná než u zdravé populace) 

a výsledcích laboratorních vyšetření. Přehled dostupných laboratorních metod a jejich 

výhod a nevýhod uvádí Tabulka 3. 

 

Metoda Senzitivita Specificita Čas Virus Poznámka 

Kultivace +++ ++++ + 

HSV, CMV, VZV, 

influenza, RSV, 

PIV, adenoviry 

Zlatý standard, ale 

zdlouhavá 

Shell-vial kultivace ++ +++ ++ 

HSV, CMV, VZV, 

influenza, RSV, 

PIV, adenoviry 

Kratší než kultivace, ale i tak 

zdlouhavá 

Detekce antigenů ++ ++++ ++++ Většina Rychlá, ale nízká senzitivita 

PCR ++++ +++ +++ Všechny Rychlá, vysoká senzitivita 

Histopatologie/ 

imunohistochemie 
NA NA NA Všechny Přímá detekce virů v tkáni 

Elektronová 

mikroskopie 
++ NA ++++ Všechny 

Nákladné vybavení a 

technicky náročná 

Sérologie NA NA NA NA Nelze použít 

 

Tabulka 3. Senzitivita - (+) – nejnižší, (++++) – nejvyšší; specificita - (+) – nejnižší, (++++) – nejvyšší; 

rychlost - (+) – nejpomalejší, (++++) – nejrychlejší, NA – nelze aplikovat, HSV – herpes simplex virus, 

CMV - cytomegalovirus, VZV – varicella zoster virus, RSV – respiračně syncitiální virus, PIV – 

parainfluenza virus. Upraveno podle Lin et al. (46) 
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Stejně jako u ostatních typů infekcí, má i laboratorní diagnostika virových infekcí u 

imunokompromitovaných pacientů svá úskalí. Při orgánovém postižení (pneumonie, 

encefalitida, kolitida atd.) je pro definitivní stanovení diagnózy zásadní specifická detekce 

viru v postižených tkáních, která často není možná z důvodu komplikací spojených se 

získáním vzorků při invazivním výkonu. Kultivace viru je zase pro rutinní použití příliš 

zdlouhavá. Sérologické metody nejsou vhodné pro rychlou diagnostiku, neboť je nutné 

porovnání akutního a rekonvalescentního séra získaného alespoň 2 týdny po iniciální 

infekci (ale lépe 3-4 týdny poté). Navíc u imunokompromitovaných pacientů je 

protilátková odpověď obvykle opožděná nebo snížená a je běžné podávání imunoglobulinů 

nebo krevních produktů, které mohou obsahovat specifické protilátky. Detekce antigenů 

patří mezi velmi rychlé metody, bohužel u IS pacientů nemá dostatečnou senzitivitu (46).  

V současné době je diagnostika virových infekcí u imunokompromitovaných 

nemocných založena převážně na použití molekulárně biologických metod, dominantně na 

kvantitativní real-time PCR (12, 48, 49). Tato metoda umožňuje nejen velmi citlivou a 

specifickou detekci viru, ale také přesné stanovení virové nálože. U infekcí způsobených 

viry, které jsou v organismu přítomny v latentním stavu, je třeba stanovit hladinu virové 

nálože, která odliší bezvýznamnou reaktivaci viru, ke které dochází v průběhu léčby nebo 

např. během jiných probíhajících infekcí (často bakteriálních) od začínající infekce, která 

bez včasného zahájení terapie povede k dalšímu rozvoji klinických příznaků a následně 

k možnému orgánovému postižení. 

Protože antivirotika jsou dostupná pouze pro omezené množství agens, hraje 

v managementu virových infekcí zásadní roli prevence vzniku těchto infekcí a případně 

rychlá rekonstituce imunitní odpovědi u pacientů. V prevenci vzniku infekcí se uplatňuje 

výběr séronegativního dárce pro transplantaci, volba intenzity předtransplantační přípravy 

a prevence vzniku reakce štěpu proti hostiteli. Po transplantaci pak vakcinace neživými 

vakcínami (chřipka, Salkova polio vakcína) a profylaktické podání antivirotik (acyklovir 

pro prevenci HSV a VZV, nepřímo i CMV). Ke zvládnutí infekcí napomáhá také snížení 

imunosuprese (pokud je možné), podání infuze dárcovských leukocytů (DLI) nebo nově ex 

vivo kultivace virus-specifických cytotoxických T-lymfocytů.  
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4.1 Molekulárně biologická diagnostika virových infekcí 

Doporučení pro management většiny virových infekcí u pacientů 

s hematologickými malignitami jsou pravidelně zpracovávána Evropskou skupinou pro 

transplantace krvetvorných buněk (European Bone Marrow Transplantation, 

www.ebmt.org), která zastřešuje Evropskou konferenci o infekcích u pacientů s leukémií 

(European Conference on Infections in Leukemia) (50-54). U řady virových infekcí má 

zásadní význam tzv. preemptivní přístup k léčbě. To znamená, že je u rizikových pacientů 

prováděn screening klinických vzorků na přítomnost virů (zejména CMV a EBV) pomocí 

molekulárně biologických metod (55) a léčeni jsou pacienti, u kterých byl virus detekován 

(a jeho nálož překročila stanovenou hranici), i když ještě nedošlo k rozvoji klinických 

příznaků.  

Kvůli velké variabilitě testovaných klinických materiálů (plná krev, sérum, plazma) 

a metod detekce (in-house i komerčních) doposud nebyly u screeningových vyšetření jasně 

stanoveny hladiny virové nálože, při kterých by měla být zahájena léčba. U pacientů 

s klinickými příznaky (horečka, pneumonie) pak hladiny, která by jednoznačně určily daný 

virus jako etiologické agens. Stanovení kritické virové nálože je tedy nutné provést na 

základě korelace získaných laboratorních výsledků a klinických údajů na každém 

pracovišti zvlášť. Řešením tohoto problému může být standardizace kvantifikace za použití 

WHO Standardu pro CMV i EBV. Ten mohou laboratoře použít pro stanovení 

konverzního faktoru pro jejich metody izolace DNA a real-time PCR (56). Použití 

konverzního faktoru pak umožňuje uvádět výsledky v mezinárodních jednotkách na mililitr 

plné krve (IU/ml) a to by mělo usnadnit mezilaboratorní srovnání získaných výsledků a 

stanovení hladiny virové nálože pro jednotlivé rizikové skupiny pacientů (57-59).  

Dalším faktorem, který je nutno v diagnostice vzít v úvahu, je přirozená biologická 

variabilita v sekvencích DNA jednotlivých kmenů virů, která může způsobit selhání PCR 

metod v důsledku nenasednutí primerů na cílovou sekvenci. Příklad selhání kvantitativní 

real-time PCR detekce CMV jsme publikovali v roce 2007 v časopise Journal of Clinical 

Microbiology (Příloha 9). Článek popisuje naše zkušenosti s použitím real-time PCR 

metody detekující část exonu 4 genu UL123, která byla převzata z literatury. Před 

zavedením této metody do rutinní praxe a kompletním nahrazení dříve používané 

kvalitativní metody (detekující jinou část stejného genu) jsme cca 1 rok testovali klinické 

vzorky paralelně oběma metodami. Během testování oběma metodami jsme zjistili, že asi u 

5 % pacientů (18/363) jsou výsledky real-time PCR falešně negativní. Provedli jsme tedy 
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sekvenační analýzu cílového úseku DNA, která ukázala, že v těchto klinických vzorcích 

jsou v místě nasedání primerů a TaqMan sondy přítomné četné záměny v sekvenci DNA, 

které neumožňovaly účinné nasednutí primerů a značně snižovaly citlivost PCR reakce. 

Získané výsledky tak byly falešně negativní nebo byla zjištěná nálož 100 – 1000 × nižší 

než nálož skutečná. 

 

4.1.1 Herpesvirové infekce 

Společným charakteristickým znakem všech herpetických virů je, že po proběhlé 

primární infekci přechází do stavu tzv. latence (60). Pokud dojde k oslabení imunitního 

systému (v důsledku transplantace nebo protinádorové terapie), ztrácí organismus kontrolu 

nad tímto stavem a dochází k aktivní replikaci viru a následně rozvoji klinických příznaků.  

Herpetické viry se na základě délky replikačního cyklu, míst latence a vlastností 

virových částic rozdělují do třech skupin (Tabulka 4): 

 

α – herpersviry 

Herpes simplex virus – 1 HSV – 1  

Herpes simplex virus – 2 HSV – 2  

Varicella zoster virus VZV  

β – herpesviry 

Lidský cytomegalovirus CMV  

Lidský herpes virus 6 HHV-6  

Lidský herpes virus 7 HHV-7  

γ – herpesviry 

Virus Epstein-Baarové EBV  

Lidský herpesvirus 8 HHV-8  

Tabulka 4. Rozdělení herpesvirů 

 

4.1.1.1 CMV 

Nejzávažnějším oportunním herpetickým virem je CMV, který je v populaci velmi 

rozšířen – v dospělosti je séropozitivní až 90 % populace (61). Primární infekce probíhá 
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většinou v dětství asymptomaticky, méně často u adolescentů pod obrazem infekční 

mononukleózy. Infekce způsobená lidským cytomegalovirem (CMV) je jednou 

z nejčastějších infekčních komplikací u pacientů s hematologickou malignitou a pacientů 

po transplantaci krvetvorných buněk (TKB). U transplantovaných pacientů dochází 

k reaktivaci viru až u 80 % séropozitivních příjemců, u cca 30 % séronegativních příjemců 

se séropozitivním dárcem dojde k rozvoji primární CMV onemocnění (62). Méně často je 

pak příčinou komplikací tzv. primoinfekce CMV, tj. stav, kdy se organismus s virem 

potkává poprvé. V tomto případě je u imunokompromitovaných pacientů průběh infekce 

obvykle velice vážný, s vysokým rizikem vzniku orgánového postižení (tzv. CMV 

onemocnění), které je spojeno s vysokou morbiditou. Klinickými projevy CMV infekce 

jsou horečka, leukopenie, multiorgánová postižení včetně pneumonie, hepatitidy, 

gastroenteritidy, kolitidy, retinitidy a encefalitidy (53, 61). Může také dojít k postižení 

transplantačního štěpu, které může vést k jeho odvržení. 

 Lékem volby při CMV infekci je ganciklovir (GCV) nebo jeho perorální forma 

valganciclovir a po zahájení terapie většinou dochází v krvi k rychlému poklesu virové 

nálože. Pokud by virová nálož neklesla (nebo dokonce narůstala) i přes zahájenou léčbu je 

třeba zvažovat možnost rezistence CMV na léčbu. CMV rezistence na GCV je nejčastěji 

popisována u HIV pozitivních nemocných, kteří jsou v důsledku opakovaných reaktivací 

CMV dlouhodobě a opakovaně léčeni (63-65). Bylo ale prokázáno, že rezistence na léčbu 

se může rozvinout i u pacientů s hematologickou malignitou a to už po několika týdnech 

léčby (66, 67). Rezistence je způsobena bodovými mutacemi v genech pro virovou 

fosfotransferázu (UL97, > 90% všech mutací) a virovou DNA polymerázu (UL54, často 

spojeno se zkříženou rezistenci na další antivirotika) a detekce těchto mutací je nejčastěji 

prováděna PCR amplifikací a následnou sekvenací úseků DNA obou genů (68-70). Jedná 

se o poměrně časově i finančně náročnou analýzu, kterou je třeba často provádět 

opakovaně. Rozhodli jsme se proto navrhnout pro 3 nejčastější mutace real-time PCR 

metody, které umožňují cílenou detekci a kvantifikaci ganciklovir citlivých a ganciklovir 

rezistentních klonů CMV v krvi pacienta. Výsledky této studie byly publikovány (viz 

Příloha 10) a na příkladu 3 pacientů bylo prokázáno, že zastoupení rezistentního a citlivého 

klonu CMV se u pacientů mění. Zjistili jsme také, že po odstranění selekčního tlaku 

antivirotika dojde k eliminaci rezistentního klonu a při další reaktivaci u téhož pacienta již 

může být terapie ganciklovirem úspěšná.  
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Shrnutí současných literárních dat a našich vlastní zkušeností s diagnostikou CMV 

infekcí jsme publikovali v roce 2013 pod hlavičkou České leukemické skupiny – pro život 

(The CzEch Leukemia Study Group – for Life, CELL, www.leukemia-cell.org), jejímž 

cílem je zlepšení péče o nemocné s leukemiemi v ČR a akcelerace výzkumu v této oblasti 

(Příloha 11). 

4.1.1.2 EBV 

Druhým obávaným zástupcem herpesvirů je EBV (71, 72). Stejně jako CMV je i 

EBV široce rozšířený virus přítomný až u 90 % populace. Primární infekce probíhá 

bezpříznakově nebo je virus příčinou infekční mononukleózy. Reaktivace viru je spojena s 

širokým spektrem klinických příznaků - je asociován se vznikem Burkittova lymfomu, 

Hodgkinova lymfomu, T a NK (natural killer) lymfomů atd. Jednou z nejzávažnějších, 

EBV-asociovaných komplikací léčby pacientů po transplantaci krvetvorné tkáně i 

solidních orgánů, je vznik posttransplantační lymfoproliferativní nemoci (PTLD), která je 

spojena letalitou 50-80 % (73, 74).  

Stejně jako u CMV je i management EBV infekcí založen na preemptivní terapii. 

V naší studii z roku 2012 (Příloha 12) jsme na základě zhodnocení výsledků testování z let 

2007-2011 zjistili, že incidence EBV asociovaných komplikací byla u pacientů Interní 

hematologické a onkologické kliniky Fakultní nemocnice Brno asi 9 %, potvrdili jsme 

nutnost sledování pacientů po HSCT na přítomnost EBV alespoň 3 měsíce po transplantaci 

a stanovili virovou nálož pro zahájení léčby na 1000 kopií EBV/µg DNA.  

 

4.1.1.3 Detekce herpesvirů v tekutině z bronchoalveolární laváže 

Herpesviry mohou být vzácně původci intersticiálních plicních pneumonií. 

Diagnostika herpesvirové pneumonie je velmi náročná a zahrnuje kromě nespecifických 

klinických příznaků, jako jsou dušnost, kašel, horečka a radiologický nález pulmonálních 

infiltrátů, také detekci viru v biologickém materiálu z dolních cest dýchacích. Protože 

invazivní odběr vzorku pro histologické vyšetření není často možný, je často vyšetřovaným 

materiálem vzorek tekutiny z bronchoalveolární laváže a metodou volby pak kvantitativní 

real-time PCR. Současné poznatky o významu detekce a kvantifikace jednotlivých 

herpesvirů v BAL jsme shrnuli v článku publikovaném v časopise Klinická mikrobiologie 

a infekční lékařství (Příloha 13). 
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4.1.2 Infekce způsobené neherpetickými viry 

K těmto infekcí se řadí zejména infekce způsobené komunitními respiračními viry a 

adenoviry, dále pak infekce způsobené reaktivací latentních polyomavirů. 

Mezi komunitní respirační viry patří virus influenzy, respiračně-syncitiální virus, 

virus parainfluenzy, lidský metapneumovirus, rhinovirus, respirační adenoviry, koronaviry 

a bokaviry. Metody jejich detekce, incidence u pacientů po HSCT, frekvence progrese do 

dolních cest dýchacích a následná letalita jsou uvedeny v Tabulce 5.  

Virus Diagnostická metoda 

Incidence 

infekce 

Progrese infekce 

do DCD 

Letalita u 

infekcí DCD 

Respiračně-

syncitiální virus 

PCR (preferována), detekce 

antigenu, kultivace 

2,2-5,8 % 17-84 % 7-83 % 

Virus 

parainfluenzy 

PCR (preferována), detekce 

antigenu, kultivace 

Až 17,9 % 50 % Až 75 % 

Virus influenzy 

PCR (preferována), detekce 

antigenu, kultivace 

1,7-9,0 % 18-44 % 5-37 % 

Lidský 

metapneumovirus 

PCR (preferována), detekce 

antigenu, 

2,5-9 % 21-40 % 33-40 % 

Rhinovirus PCR (preferována), kultivace 22,3 % <10 % ? 

Koronaviry PCR 11 % ? ? 

Bokaviry PCR 2,1 % ? ? 

     

Tabulka 5. Infekce způsobené komunitními respiračními viry u pacientů po HSCT. DCD – dolní cesty 

dýchací, ? – nejsou dostupné studie. Upraveno podle Lin et al. (46) 

 

Hlavní metodou managementu infekcí způsobených komunitními respiračními viry 

je prevence nákazy od ošetřujícího personálu a dalších kontaktů. V období výskytu 

respiračních infekcí je doporučena izolace těchto nemocných a zvýšená hygiena. Proti viru 
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influenzy je nutné pacienty každoročně očkovat. Jak vyplývá z Tabulky 5, metodou volby 

pro detekci respiračních virů je PCR (18, 75-77).  

Adenoviry představují širokou skupinu virů, s více než 50 známými sérotypy, 

jednotlivé sérotypy se dělí do skupin A – G. Diseminované infekce a orgánové postižení 

jsou u imunokompromitovaných nemocných velmi vzácné, ale jejich průběh je velmi 

závažný s vysokou letalitou. Častější jsou u dětí než u dospělých (78-80). Metodou volby 

pro diagnostiku adenovirových infekcí je nyní vhodně zvolená PCR (kvantitativní real-

time PCR), která musí být navržena do konzervativních oblastí genomu, aby umožnila 

detekci všech sérotypů (80-82). 

Mezi polyomaviry patří JC virus zodpovědný za progresivní multifokální 

leukoencefalopatií (PML) a BK virus, který je nejčastěji asociován s těžkou hemoragickou 

cystitidou (HC). PML se vyskytuje nejčastěji u HIV pozitivních pacientů (83, 84). HC 

často komplikuje postransplantační průběh. Prevence vzniku těchto infekcí není známá, 

pro jejich diagnostiku je používána zejména detekce viru pomocí real-time PCR v likvoru 

(u JC viru) nebo moči (u BK viru) (45, 84-86).  
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5 Závěr 

Oportunní infekce často komplikují průběh léčby u pacientů s hematologickou 

malignitou a jsou po nezvládnutí základní choroby druhou nejčastější příčinou jejich úmrtí. 

Jejich časná diagnostika pomocí vhodně zvolených molekulárně biologických metod je 

zcela zásadní pro prognózu pacienta. Podrobné znalosti incidence jednotlivých infekcí u 

různých skupin pacientů umožňují důležitou diferenciálně diagnostickou rozvahu 

s následným zacílením diagnostických metod na nejvíce pravděpodobné původce infekcí a 

tím jejich racionální využití. 

Jedině dobrá znalost předností a úskalí molekulárně biologických metod zajistí 

správnou interpretaci výsledků získaných těmito metodami a umožní další rozvoj tohoto 

odvětví lékařské mikrobiologie. 
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