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chu péce o pacienty s touto Zivot ohrozujici infekci je spravné a ¢asné stanoveni diagndzy a ndsledné ¢asné podani tcinné anti-
mykotické |é¢by. Velmi vyznamné pokroky v diagnostice invazivni aspergilové infekce (zejména zobrazovaci a nekultivaéni metody)
byly divodem setkani odbornikd z oblasti hematoonkologie a mikrobiologie s cilem vzdjemné se o této sloZzité problematice infor-
movat. Nize predklddana prace pak pfedstavuje soubor velmi podrobnych informaci o moznostech detekce invazivni aspergilové
infekce, ktery vznikl na zakladé spoluprace prednich odbornikii na jednotliva aspekty diagnostiky invazivni aspergilézy v Ceské
a Slovenské republice a vychazi z vyse uvedeného setkdni. Prace by pak méla slouzit klinickym lékatim a mikrobiologtim jako
guidelines v jejich kazdodenni péci o pacienty s touto invazivni mykézou.

Kli¢ova slova: invazivni mykotické infekce - invazivni aspergiléza - diagnostika - kultivace - cytologie - histologie - HRCT - ga-
laktomanan - 1,3-B-D-glukan - PCR

Invasive aspergillosis - current diagnostics options

Summary: Invasive aspergillosis is the most frequent invasive fungal infection caused by filamentous fungi, particularly in patients
with acute leukemia and after hematopoietic stem cell transplantation. Early diagnosis and prompt initiation of antifungal the-
rapy significantly improve outcomes of the treatment of this serious infectious complication. Therefore we organized inter/natio-
nal interdisciplinary meeting of haematologists and microbiologists where recent advances (mainly in radiological and non-culture
based diagnostic methods) and their contribution to clinical diagnosis were presented and discussed. Here we present an overview
of various aspects of the diagnostics of invasive aspergillosis which resulted from close collaboration of the experts from the Czech
and Slovak Republic participating on the meeting mentioned above. This text intends to be a useful diagnostic guideline for clini-
cians and microbiologists in their daily care about patients suffering from this life threatening disease.

Key words: invasive fungal infections - invasive aspergillosis - diagnosis - culture - cytology - histology - HRCT - galactomannan
- 1,3-p-D-glucan - PCR

Uvod

Invazivni mykotické infekce vyvolané
vidknitymi houbami, predeviim pak
invazivni aspergiléza (IA), zaujimaji
v soucasnosti Celni misto mezi pFici-
nami morbidity a mortality nemoc-
nych s hematologickymi malignitami,
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ale i mnohymi jinymi zékladnimi cho-
robami, které oslabuji imunitu.
Diagnostika této Zivot ohrozujici
infekce je v dnesni dobé zaloZena na
velmi precizné vypracovanych radio-
diagnostickych, sérologickych a mole-
kuldrné biologickych metodéch a vy-

Zaduje od lékaft pecujicich o nemocné
v riziku 1A velmi udzkou spolupraci
s odborniky z celé rady obord.

Tento multioborovy pFistup s rutin-
nim zavedenim nejmodernéjsich dia-
gnostickych metod do bézné klinické
praxe umoznuje vcasné stanovenf
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Obr. 1. Aspergillus fumigatus (autor: MUDr. Nada Malldtovd, Oddéleni |ékar-
ské mykologie a parazitologie, Nemocnice Ceské Budéjovice).

Obr. 2. Aspergillus niger (autor: MUDr. Nada Malldtovd, Oddéleni lékarské

mykologie a parazitologie, Nemocnice Ceské Budgjovice).

diagndzy, a tak i véasné podant ticinné
antimykotické |é¢by. Tim je umoznéno
zédsadnim zplsobem pfiznivé ovlivnit
prognézu pacientl s IA [1]. Naopak
nedostatky v diagnostickém zdzemf
mohou vést k urcitému , poddiagnos-
tikovdni“ IA, respektive podchyceni
az velmi pokrocilych p¥ipadi. A u ta-
kovych nemocnych s pozdné stanove-
nou diagnézu muze selhdvat i velmi
draha antimykotickd lécba.
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Zékladnim cilem CELL - The CzEch
Leukemia Study Group for Life - je
snaha o zlepseni péce o nemocné s he-
matologickymi malignitami, predevim
s leukemiemi, katalyzovdnim inten-
zivni mezioborové spoluprace. Proto
také CELL v rdmci svého podprojektu
»Oportunnf infekce“ iniciovala setkanf
odbornik hematologti, mikrobiologti
i molekularnich biologti - z Ceské re-
publiky a Slovenské republiky na téma

diagnostiky invazivni aspergilové in-
fekce. Toto setkdni umoznilo nejen vz-
jemnou vyménu zku$enosti a znalosti,
ale bylo predevsim vynikajici moznostf
pro navézani vzdjemné spoluprace mezi
kliniky a laboratornimi pracovniky.

Vysledkem tohoto setkdni je ndmi
predklddanad publikace, kterd pred-
stavuje ,state-of-the-art“ v diagnostice
invazivni aspergilézy. Domnivdme se,
Ze jde o mimoradné zavazné téma
atraktivni pro fadu klinickych i nekli-
nickych obord. Jak v laboratorni
diagnostice, tak v terapii bylo v po-
slednich letech dosaZzeno neuvétitel-
ného pokroku a tento pokrok je po-
tieba urychlené zavést do rutinni péce
i v nadich zemich. Tato publikace by
tomu méla napomoci.

Rod Aspergillus
Aspergily jsou ubikvitarni saprofyté vy-
skytujici se celosvétové, jsou pritomny
v pudé, v rostlinnych i Zivocisnych
zbytcich. Mnohé mohou byt pato-
genni i pro jiné Zivocichy. Rod ma asi
200 znamych druh(, z toho necelych
40 druh( bylo popsano jako plvodci
mykotickych onemocnéni ¢lovéka. As-
pergily jsou Fazeny mezi askomycety,
do celedi Eurotiales. Stéle je respekto-
vano déleni Rapera a Fennellové [2]
do skupin, v nichz je jméno skupiny
dano typickym druhem, a to i pFesto,
ze metody molekuldrni genetiky pfi-
naseji v mykologii stejné jako v jinych
oborech revoluci v taxonomii. Jako
aktudlni skupiny v humanni mykolo-
gii jsou uvadény skupina Aspergillus fu-
migatus, Aspergillus niger, Aspergillus fla-
vus [3]. Z nich nékteré maji vyznamné
postaven{v environmentdlni & potra-
vinarské mykologii. Jako ptivodce one-
mocnén/ ¢lovéka je nejcastéji uvadén
druh Aspergillus fumigatus sensu stricto
(obr. 1). Dalsi ¢astéji uvadéné druhy
jsou Aspergillus niger (obr. 2), Aspergil-
lus flavus (obr. 3) a Aspergillus terreus,
vzacné pak Aspergillus clavatus, Aspergil-
lus glaucus, Aspergillus nidulans, Aspergil-
lus oryzae [4].

Pro rod Aspergillus [ 5] je typické hla-
vicovité zakonceni konidioforu. Mé-
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chyrek je po celé nebo ¢asti obvodu
porostly fialidami, které mohou byt
v jedné nebo dvou faddach. Pres tyto
fialidy prochazi mikrokonidie, které
mohou byt kulovité i ovalné, hladké
i drsné. Méchyrek s fialidami a fetézci
mikrokonidii tvofi tzv. konididlni hla-
vici a jeji usporadani je typické pro
jednotlivé druhy aspergilt a je zékla-
dem jejich morfologické identifikace
(obr. 4 a obr. 5). | vysledné zbarvenf
kolonii a jejich tvar na kultiva¢nim
mediu je dano charakterem a zbarve-
nim téchto hlavic. Mikrokonidie jsou
velice malé, u Aspergillus fumigatus 2 az
3 mm, prenasi se vzduchem, ulpivajf
na predmétech i potravinach a snadno
mohou byt vdechnuty & pozfeny na-
hodnymi hostiteli. Spory pronikaji az
do alveolll, kde v zavislosti na stavu
hostitelského organizmu terminujf
a postupné vyrGstaji ve formé vlaken
neboli hyf, kterd tvofi tzv. mycelia.
Rast mycelii rozdélujeme do 3 fazi.
V 1. fazi logaritmického riistu dochazi
k bohaté latkové vyméné spojené
s tvorbou organickych substrat nut-
nych k vystavbé mycelidlni stény. Je
podminéna dostatkem Zivin a hlavné
glukdzy v okolnf tkdni. V této fazi miize
byt uvolfiovan galaktomanan, ktery
pak detekujeme v materidlu z dolnich
dychacich cest nebo pf¥i dostate¢né
angioinvazivité hyf v séru. S vycerpa-
nim zdroji glukdzy prechazi rist do
féze stacionarni a ndsledné ve 3. fézi
dochazi k lyze a destrukei hyf [6].

Obr. 4. Aspergillus flavus - obraz
v elektronové mikroskopii
(autor: Bc. Martina Tesarova,
PAUAV, Ceské Budéjovice).

Obr. 3. Aspergillus flavus (autor: MUDr. Nada Malétoé, Oddélenf lékarské

Invazivni aspergil6za: sou¢asné moznosti diagnostiky

mykologie a parazitologie, Nemocnice Ceské Budgjovice).

Epidemiolégia invazivnej
aspergil6zy

V epidemioldgii invazivnych mykéz
nastali v poslednych rokoch vyrazné
zmeny. Pouzivanie flukonazolu v pro-
fylaxii viedlo k zniZzeniu incidencie in-
vazivnych kandidovych infekcii a ich
mortality [ 7], na druhej strane je zjavny

ndrast invazivnych mykdz vyvolanych
vlaknitymi hubami, medzi ktorymi do-
minuju infekcie spdsobené Aspergillus
spp. [8]. U imunokompromitovanych
jedincov je najcastejsim vyvoldvate-
lom Aspergillus fumigatus (56-64 %) na-
sledovany Aspergillus flavus (14-18 %), As-
pergillus niger (5-8 %), Aspergillus terreus

Obr. 5. Aspergillus fumigatus - obraz v elektronové mikroskopii
(autor: Bc. Martina Tesafova, PAUAV, Ceské Budéjovice).
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(5-16 %); zasttpenie jednotlivych
druhov méze mierne kolisat v jednot-
livych centrach [9,10]. Bol zazname-
nany narast infekcii vyvolanych As-
pergillus terreus (ktory je rezistentny na
polyénové antimykotikd) v niektorych
centrach v USA az o 100 % [11].

Vyskyt a prenos Aspergillus spp.

Aspergillus je ubikvitdrnym mikroor-
ganizmom. Nachddza sa v pode, vo
vode, v potravinach a v hnijlicej vege-
tacii. Boli popisané infekcie sposobené
kontaminovanou potravou (korenie,
kdva, ¢aj) - st viak raritné. Vstupnou
branou infekcie si najma dychacie
cesty, ktorymi sa aspiruji spory/ko-
nidid; nosi¢om spér/konidii moze byt
aj prach, pripadne aerosol z konta-
minovanej vody. ZriedkavejSie mo6zu
aspergilové konidia infikovat posko-
denu kozu (rany, cievne katétre, mo-
kvajtica koza pod obvazmi). Kontami-
nované nemocnic¢né ventila¢né alebo
vodovodné systémy su rizikovym zdro-
jom epidemického vyskytu nozoko-
midlnej invazivnej aspergilézy u imu-
nokompromitovanych pacientov, naj-
vadsim rizikom sd viak stavebné
prace v nemocnici alebo jej blizkom
okoli [12-14]. Aspergiléza sa objavuje
aj ako endogénna reaktivacia po pri-
marnej infekcii alebo kolonizacii, zvy-
&ajne v ¢ase prehlbenia imunideficitu
pacienta (chemoterapia, imunosupre-
sia, relaps malignity a pod). Z tohto
dévodu nie je niekedy mozné spolah-
livo rozli3it nozokomidlny a endogénny
zdroj infekcie. Ochrana rizikového pa-
cienta pred aspergilézou spociva
v zdbrane vdychnutia konidii pouZi-
tim vysokoefektivnej filtracie vzduchu
(LAF/HEPA) a pouzivanim masiek pri
transporte pacienta. Tento pristup je
vsak limitovany len pre pacientov po-
¢as pobytu v nemocnici, preto je otdzka
systémovej antimykotickej/antiaspergi-
lovej profylaxie pre rizikovi populdciu
pacientov vefmi aktudlna [15-17].

Incidencia invazivnej aspergilézy

Incidencia IA zavisi od typu pacien-
tov, zdkladnej diagndzy, vykonanej
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liecby, typu transplantdcie. Méze ko-
lisat od centra k centru, dblezitd je aj
metodika zberu tdajov (nemocni¢né
stidie, ndrodné prehfady, popula¢né
Studie). Vacsina prac potvrdzuje né-
rast incidencie invazivnych myko-
tickych infekcii vyvolanych vldknitymi
hubami a zvIas¢t Aspergillus spp.

Presvedcivé dokazy o rozsahu inva-
zivnych mykdz poddvajui pitevné Sti-
die. 25 % pacientov s akitnou leuké-
miou a 12 % pacientov s lymfémom
malo v ¢ase smrti invazivnu myko-
tickd infekciu; 34 % z nich bolo vyvo-
lanych Aspergillus spp. [18]. Novsia
stidia popisuje okrem poklesu pitva-
nosti ndrast vyskytu invazivnych my-
kéz v priebehu sledovanych rokov -
31 % pitvanych pacientov malo inva-
zivnu mykotickd infekciu. Dominovala
[A's ndrastom zo 16 % na 19 % v prie-
behu sledovania a autori pozorovali
aj narast vyskytu infekcii vyvolanych
zriedkavymi patogénmi. 75 % infekcif
nebolo diagnostikovanych ante mor-
tem [19]. Nemecki autori sledovali
v rokoch 1978-1992 v univerzitnom
centre narast vyskytu aspergilézy v pi-
tevnom materidli z 0,5 % na 5,5 %
[20]. Sledovanie prepustacich diagnéz
v americkych nemocniciach v rokoch
1970-1996 potvrdilo narast IA
z 1,9 pripadov/milién obyvatefov na
38 pripadov/milién obyvatefov [21].
Skisenost so Seattlu hovori taktiez
o zvySeni vyskytu IA u pacientov po
autolégnej a alogénnej transplantécii;
u autolégnej TKB sa incidencia zvysila
z 0,2 % v roku 1990 na 4 % v roku
1998; u alogénnej TKB zo 4 na 11 %
[22,23]. Udaje z Eurépy potvrdzuju
trendy vyskytu IA [24]. Pacienti po
autolégnej TKB mali 1,6 % vyskyt IA,
pacienti po alogénnej transplantacii
mali 11,3 % vyskyt IA.

Priciny ndrastu IA u pacientov s he-
matologickymi malignitami za posled-
nych 20 rokov st viaceré, najdolezitej-
Sie st véak pokroky v transplantoldgii:
vy8si pocet vykonanych transplanta-
cif, mohutna imunosupresivna lie¢ba
(ndrast pacientov po nemyeloabla-

tivnych rezimoch s GvHD), pouZivanie
chemoterapie alebo imunoterapie,
napr. monoklondlnych protildtok,
sposobuijucich prehlbeny a dlhodoby
imunodeficit (napr. purinové analdgy,
alemtuzumab) [25]. Uréity podiel na
naraste incidencie md aj lepsia, senzi-
tivnejsia diagnostika.

Invazivna aspergiléza

po alogénnej HSCT

Vyskyt IA v populdcii pacientov po
alogénnej transplantdcii sa méze po-
hybovat medzi 12-15 %, niektoré cen-
trd hlasia dokonca este vy3siu inciden-
ciu [26]. Celkovy ndrast invazivnej
aspergilézy v transplantaénych cen-
trach dosahuje 3-4ndsobok za po-
slednych 20 rokov [27].

Incidencia IA u deti po alogénnej
transplantacii je 4,5 % a u deti s AML
4% [28].

Vyskyt IA u pacientov po alogénnej
transplantdcii krvotvornych buniek
zavisi od viacerych faktorov. 5-10%
incidencia |A sa popisuje u pacientov
po pribuzenskej HLA-identickej trans-
plantécii a stipa k 25 % u pacientov
po nepribuzenskej transplantacii. Pri-
tomnost GvHD ovplyvriuje vyskyt IA -
pri nepritomnosti akutnej GvHD je
vyskyt do 6 %, pri akutnej GvHD
stupnia |-l je 13 % a pri akutnej
GvHD stupnia IlI-IV az 35 %. Pacienti
s extenzivnou chronickou GvHD maju
riziko 1A az takmer 40 % [29]. As-
pergiléza je teda najcastejSou pricinou
»komunitnej pneumonie“ u pacien-
tovs GvHD [30]. S ndstupom novych
terapeutickych postupov v transplan-
toldgii (G-CSF, nemyeloablativne re-
zimy, periférne krvotvorné bunky) je
obdobie neutropénie po transplantd-
cii kratsie, a aj riziko vzniku IA v tom-
to obdobf nizsie ako v predchadzaju-
cich rokoch. Preto sa klinické prejavy
IA objavuji zvyc¢ajne v 2 vinach. Prva
vina sa objavi v obdobi neutropénie,
v Case od transplantacie do prihoje-
nia Stepu, ¢o je zvy¢ajne do 20-30 dnf
po transplantdcii a predstavuje asi
20-30 % vsetkych IA. V sticasnosti sa
Castejsie objavi IA v obdobi po priho-
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Tab. 1. Rizikové faktory
invazivnej aspergil6zy.

* GvHD

* steroidy

¢ dlhodobd neutropénia

¢ deplécia T-lymfocytov
transplantacia krvotvornych buniek
imunosupresivna terapia
predchadzajica invazivna
mykoticka infekcia

akdtna CMV infekcia
nekontrolované zdkladné ochorenie
mukozitida

konstrukéné prace v nemocnici
alebo jej okolf

masivna transftizna terapia

Tab. 2. Rizikové faktory relapsu invazivnej aspergil6zy [202].

* dokumentovand (dokdzana/pravdepodobnd) IA

IA postihujica prinosové dutiny

chemoterapie

systémové kortikoidy

* vysoké davky cytozinarabinozidu
> 3 antibiotika
trvanie neutropénie > 27 dnfi

alogénna TKB

nedosiahnutie KR zdkladného ochorenia

netiplné vymiznutie infekcie podfa zobrazovacich metéd pred dalou kirou

nepribuzenskd alebo pribuzenskd ,,mismatched

+ dlzka primarnej antimykotickej lie¢by < 1 mesiac

* zdroj krvotvornych buniek (pupoénikova krv > kostnd drer > periférne kmeriové

bunky)

jeni Stepu - po 30 drioch od trans-
plantacie; 60-70 % sa diagnostikuje
az po 90. dni po transplantdcii [22,
23,31,32]. Incidencia IA je porovna-
telnd u pacientov alogénne transplan-
tovanych s pouzitim konvenéného re-
Zimu a s pouzitim nemyeloablativneho
rezimu (minialogénna transplantacia)
[33,34]. IA sa objavuje u pacientov
po nemyeolablativnom rezime neskér
(medidn 107 dnf) ako u pacientov po
myeloablativnom rezime [35].

Incidencia invazivnej aspergil6zy

u ostatnych hematologickych
malignit

Pacienti s leukémiou, ktorf nepodstu-
pia transplantaciu, st vystaveni riziku
invazivnej aspergilézy vo vysokej miere.
Potvrdzuju to aj uvadzané autoptické
stidie spolu s klinickymi analyzami.
Incidencia invazivnej aspergilézy pa-
cientov s akdtnymi leukémiami je
medzi 4,3-9,5 % [27]. Zo 595 pacien-
tov s invazivnou aspergilézou malo
hematologickd malignitu (prevazne
akutnu leukémiu) bez transplantacie
28 % pacientov, ¢o predstavovalo
najpocetnejSiu skupinu [9]. Pric¢inou
je imunodeficit spésobeny samotnou
chorobou ako aj chemoterapiou. Ok-
rem myelosupresivneho uGcinku nie-
ktoré nové lie¢ebné rezimy spdsobuju
protrahovant tazkd poruchu bunkovej
imunity. Prikladom st rezimy s fluda-
rabinom a alemtuzumabom, pricom

nemozno zabddat na masivne pouzi-
vanie steroidov.

Pacienti s lymfoproliferativnymi ma-
lignitami patria do skupiny s vy$§im
vyskytom invazivnych mykéz v porov-
nani s beznou populaciou chorych,
ale v porovnani s pacientmi s AML,
pacientmi po alogénnej transplanta-
ciia s GvHD je incidencia v tejto sku-
pine nizsia [36].

V porovnani s pacientmi s akdtny-
mi leukémiami je vyskyt invazivnych
mykdz vieobecne v post mortem ana-
lyzach asi polovi¢ny [28].

Rizikové faktory

Samotna hematologickd malignita
a liecba predstavuju rizikovy faktor
pre vznik invazivnej aspergilézy. Naj-
vyznamnejie rizikové faktory asocio-
vané s rozvojom invazivnej aspergilézy
st uvedené v tab. 1.

Pacienti po alogénnej transplantd-
cii st vo véasnej faze (do d +40) viac
ohrozeni, ak nie si chraneni LAF
[29,37]. Vacsina |A sa u pacientov po
alogénnej transplantdcii vyskytuje po
prihojeni Stepu. Analyza rizikovych fak-
torov v tejto skupine pacientov preu-
kdzala najvdcsie riziko u pacientov
s vysokymi davkami steroidov podava-
nych minimalne 2 tyzdne alebo stred-
nymi davkami steroidov (< 1 mg/kg/
/den) podavanych aspori 4 tyzdne. Vy-
soké riziko pre vznik IA nieslo poda-
vanie gancikloviru, 3. a 4. stupen akut-

nej GvHD a sekunddarna neutropénia
[32].

Riziko relapsu invazivnej aspergilézy
hrozi najma u najrizikovejich pa-
cientov na dlhodobej imunosupresiv-
nej liecbe a u tych, ktori nedosiahnu
remisiu. Relaps sa objavi vefmi casto
v povodnej lokalizacii infekcie; asper-
gilova sinusitida ma tendenciu relap-
sovat a diseminovat ¢astejsie. Rizikové
faktory relapsu invazivnej aspergilézy
st vtab. 2.

Mortalita invazivnej aspergil6zy

Mortalita |A je vysokd a zavisi od stavu
zdkladného ochorenia pacienta, lo-
kalizicie infekcie, v¢asnosti spravnej
diagndzy, pouzitej profylaxie a liecby.
Kvoli chybajicim jednozna¢nym kri-
téridm a roznej metodike (napr. ¢as
hodnotenia efektu lie¢by alebo pre-
Zivanie od stanovenia diagndzy) je
niekedy tazké porovnat jednotlivé
stidie. Trendy mortality kopiruju
trendy vyskytu invazivnej aspergilézy,
v roku 1981 bola incidencia IA
0,1/100 000 obyvatelov, v roku 1996
0,4/100 000 obyvatefov [8]. Prehlad
50 klinickych $tadif vykonanych do
roku 1995 popisuje celkovi mortalitu
IA 58 %. Vek samotny nehra vyznamnu
dlohu, mortalita pacientov do 20 ro-
kov je 68 % a nad 20 rokov 52-59 %.
Pacienti po transplantécii krvotvor-
nych buniek mali mortalitu 86,7 %,
pacienti s leukémiou/lymfémom lie-

S5

Vit Lék 2007; 53(Suppl)



Invazivni aspergiléza: sou¢asné moznosti diagnostiky

Tab. 3. Plicni postizeni po transplantaci kostni
dfené - sekéni nalezy (n = 50) - upraveno podle

[203].

. difuzni alveolarnf postizeni
. difuzni alveolarni krvéceni
. invazivni plicni aspergiléza
. plieni edém

. bronchopneumonie

. fokdlni alveolarni krvacenf
. plicni hypertenze

. plicni embolie

PTLD

10. bronchiolitis obliterans

© O NG WN =

11. plicni cytolytické tromby

Tab. 4. Klinické pfiznaky pt¥i sekéné potvrzené
invazivni plicni aspergiléze ve srovnani s jinou etio-
logii plicnitho postizeni - upraveno podle [204].
36 % IPA kontroly
24 % n =47 n =49
12 % klinicky nalez (%) (%) p
12 % - horecka 77 65 0,2
12 9% - trvald horecka 49 37 0,2
- kasel 64 45 0,06
14 % >
° - hemoptyza 26 18 0,4
10 %
- dusnost 79 84 0,5
4% Alni
- pleurdlni bolest 28 12 0,06
4% - paranazalni sinusitida 13 8 0,5
1% - theci Selest n 2 0,11
1% - epistaxe 9 2 0,2

¢eni konvenénou lie¢bou mali morta-
litu 50 %. Typ pripravného rezimu pri
alogénnej transplantacii - myeoloab-
lativny verzus nemyeloablativny - neov-
plyvnil signifikantne mortalitu pacien-
tov s IA (76-86 %) [33,35]. Miesto
infekcie je vyznamnym prediktorom
mortality - pacienti s pficnou asper-
gilézou zomreli v 59-86 % pripadov,
pacienti s aspergilézou CNS v 88-99 %,
pacienti s aspergilézou prinosovych
dutin v 66 %; pacienti s koznou for-
mou aspergilézy mali len 25% morta-
litu [9,38,39]. Neutropenicki pacienti
nemaju automaticky vy3siu mortalitu
nez nonneutropenicki pacienti s IA.
V monocentrickom 6-roénom prehfade
bola mortalita nonneutropenikov s IA
89 % a neutropenikov 60 % [31].
Znama Herbrechtova Stidia popisuje
v 12. tyzdni od zaciatku lie¢by morta-
litu u 29-42 % pacientov [40]. Realitu
priblizuji ddaje hovoriace o celko-
vom prezivani pacientov s pravdepo-
dobnou alebo dokumentovanou inva-
zivnou aspergilézou po roku od dia-
gndzy invazivnej infekcie: preZiva asi
20 % pacientov [22,23]. Retrospek-
tivna analyza pacientov z franctzskych
transplantacnych centier udava 62%
mortalitu pacientov s IA po 4 mesia-
coch od stanovenia diagnézy. Navy3e
sa autori pokusili analyzovat prognos-
tické faktory mortality v ¢ase diagndzy
IAv tejto kohorte pacientov. Vek 12 az
35 rokov, diseminovana forma IA,
pritomnost pleurdlneho vypotku, po-
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¢et monocytov < 120/mm?®, dlhodobé
podavanie steroidov v predchddza-
jucich 2 mesiacoch, davka steroidov
> 2 mg/kg v ¢ase diagndzy IA a ne-
kontrolovana GvHD vyznamnym sp6-
sobom korelovali s mortalitou [41].

Pouzitie modernej diagnostiky, Gcin-
nej profylaxie alebo preemptivnej te-
rapie, poznanie a ovplyviiovanie rizi-
kovych faktorov viedlo v niektorych
centrach k zniZzeniu mortality na IA
[42].

Klinicka manifestace

invazivni aspergilézy

Nejc¢astéjsi branou vstupu infekce je
inhalaénf cesta, proto invazivni asper-
giléza postihuje pfevdzné plice (80 az
90 %). Podle invaze do plicnich struk-
tur se rozlisuji 3 typy plicni aspergi-
|6zy - bronchoinvazivni aspergil6za,
angioinvazivni aspergil6za a nekroti-
zujici aspergiléza. Aspergiléza para-
nazélnich dutin (invazivni sinoorbi-
talni aspergiléza) a CNS (nitrolebni
aspergil6za) jsou daldi 2 nejcastéjsi
lokalizace. Vyskyt CNS postizeni u ne-
mocnych po alogenni HSCT s proka-
zanou |A m(ze dosahovat az 50 %
[43]. PFi generalizaci procesu muze
byt v8ak postizen jakykoli orgdn (led-
viny, slezina atd).

Kozni forma invazivni aspergilézy
patif mezi méné casté. U diseminova-
nych forem IA se vzdcné také mysli na
moznost postizeni GIT, srdce a ledvin
[18].

Klinicky obraz plicni formy invazivn{
aspergilézy (IPA), véetné CT ndlezd,
souvisi s angiotropizmem aspergil(,
které postihuji cévni systém s nésled-
nym hemoragickym infarktem posti-
Zené tkané a prokrvacenim okoli.

Spektrum plicniho postizeni po
transplantaci kostni drené je Sirsf
(tab. 3), v diferencidlni diagndze in-
fekeni etiologie vSak musi byt IA na
prvnim misté klinické rozvahy.

Klinicky stav vzbuzujici podezieni na
invazivni aspergilézu nenfi specificky
(tab. 4). Podezfeni na IPA vzbudi ne-
ustupujici horecka i pres [écbu ATB,
kasel, bolest na hrudi, dusnost, ev.
hemoptyza [44-46].

P¥i invazivni sinoorbitdlni aspergi-
|6ze dominuji ptiznaky z postiZeni pa-
ranazélnich dutin (horecka, kasel, epis-
taxe, bolest hlavy, vytok z nosu, lokalni
bolest, bolest v krku atd), a pFi nitro-
lebni aspergiléze nespecifické znamky
postizeni CNS (alterace védomli, kiece
atd). Projevy pfi diseminaci infekce
do jinych nez vySe zminénych tkanf
pak mohou mit specifické projevy dle
lokalizace.

Zobrazovaci metody v diagnostice
invazivni aspergil6zy

Prosty snimek

hrudniku - nalezy u IPA

Nativni, zadopfedni RTG snimek hrud-
niku z diagnostického hlediska IPA
je relativné neptinosny. Morfologie
RTG ndlezu je nespecifickd a velmi
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Tab. 5. Nalezy na RTG hrudniku
pfi invazivni plicni aspergiléze.

mnohocetna loziska

ostfe ohranicené uzly
bronchopneumonie

rozpadové dutiny

(mikro- az makroabscesy)
pleuralni vypotek

plicni infarkt

oboustranné i jednostranné nélezy
normalni nalez (pozitivni ¢asto az
histologie ante mortem)
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rliznoroda (tab. 5), patologicky nalez
se Casto objevuje az pozdné. Proto
pFi negativité RTG nalezu nelze plicni
mykézu vyloucit, naopak je zdsadné
nutné indikovat CT vySetfeni - heli-
kdIni nebo spirdlni CT, HRCT, MSCT
(multislice CT - multidetektorové CT),
které odhalr jiz diskrétni zmény, které
nativni RTG nezobrazi.

CT plic - nalezy u invazivni
plicni aspergilézy
Zasadni ptinos CT oproti RTG vyset-
feni potvrdily i vysledky srovndnf pros-
tych RTG snimka s CT, bronchoal-
veoldrni lavazi a klinickym prabéhem.
CT vy3etienf proti prostému RTG ma
vyznamné vyssi senzitivitu (89 % vs
58 %; p < 0,0001), vy3si negativni pre-
dikéni hodnotu (78 % vs 47 %,
p <0,0001) a i vyznamné vyssi presnost
nalezu (90 % vs 68 %, p < 0,0001).
CT vySetieni je také pFinosnéjsi pro
diagnézu mykotické i bakteridlni in-
fekce, potvrzené BAL (p < 0,05) [47].
Razné formy IPA maji odlisny CT
nalez. Typickym CT nélezem broncho-
invazivni aspergilézy je obraz ,rasiciho
stromu“ (tree in bud), ale mohou se
objevit i ndlezy ,,mlécného skla“ (ground
glass), nebo lobdrni kondenzace. An-
gioinvazivni aspergiléza ma typicky
pocate¢ni ndlez ,halo sign“ (obr. 6),
svétlejSi zonu charakteru mlééného skla
(ground-glass attenuation), obkruzu-
jici noduldrni nebo masivni konsoli-
daci plicni tkdané [48]. Konsolidace
tkané je tvofena nekrézou (v disledku
angioinvaze aspergilovych hyf) a svétly

Obr. 6. Vyvoj CT nalezu p¥i plicni angioinvazivni aspergiléze u nemocnych
s neutropenif (autor: MUDr. Jana Cervenkovd, Radiologickd klinika VFN Praha).

Obr. 6A. Relativné specificky nalez na CT v pocate¢nim obdobi rozvoje in-
vazivni plicni aspergilézy. Byva v obdobi neutropénie nejcastéji po lécbé
akutnf leukémie. Je patrné typické ,halo sign“ (= prokrvaceni) na periferii

centralni kondenzace (nekréza).

Obr. 6B. Ndlez z obdobi reparace granulocytt (den 10-20), dochazi k rozpadu
infikované nekrotické tkané. Na okraji kondenzace plicni tkdné se objevuje roz-
padova dutina (= air crescent sign) tvaru mésicku.

lem na periferii krvdcenim do alveold
v okoli. Tento nalez byl u invazivni
plicni aspergilézy popisovan jiz ddvno
dtive [49], avSak az znalost patolo-
gickoanatomického korelatu k CT na-
lezu a ke klinickym projeviim u neu-
tropenickych nemocnych [44,50,51]
zafadila tento ndlez mezi relativné spe-
cifické u IPA. Postupnym vyvojem do-
chézi k retrakei infarktového central-
niho loZiska, s absorpci nekrotickych
hmot na periferii a vznikly prostor je
nasledné vyplnén vzduchem. Radioo-
pakni okraj hemoragické tkané proti
vzdugné dutiné vytvati na CT obraz air-
crescent sign. Nalez air-crescent sign
Ize povaZzovat za typicky pro pozdéjsi
stadium IPA, diagnosticky vyznam ma
vsak jen u odpovidajiciho klinického
stavu imunoalterovanych nemocnych
[52].

Morfologie CT ndlezu u rizikovych
nemocnych s angioinvazivni aspergi-
[6zou plic je natolik charakteristickd,
Ze na jejim zakladé Ize vyslovit velmi
silné podezieni na plicni aspergilézu
[51] (obr. 6) a podle soucasnych kri-
térii diagnostické jistoty je tento nalez
podkladem , pravdépodobné diagnézy“
[46].

Pro formu bronchopneumonickou
jsou charakteristické centrilobularnf

noduly, typické pro Siteni infekce bron-
chopneumonickou cestou. Casto jsou
viak ndlezy smisené, vyskyt ,cisté“
bronchopneumonie nepresahuje 10 %
[53]. S vyjimkou vy3siho preZiti (73 %
vs 25 %) nemocnych s angioinvazivni
IPA po alogenni transplantaci kostn{
drené neni mezi obéma formami IPA
zésadni rozdil z hlediska klinickych
projev(, rizikovych faktord, volby [é-
¢ebného rezimu, hloubky a délky
neutropenie, ani formy a zdvaZnosti
GVHD [33].

Ve snaze ¢asové posunout CT dia-
gnézu IPA, jesté pred objevenim halo
signs a kavitaci (obr. 6), byl hodno-
cen diagnosticky vyznam casnéjsiho
nalezu centralni hypodenzity (,,hypo-
dense sign“) v oblasti noduldrniho na-
lezu nebo v oblasti konsolidace [54,
55]. P¥i podezieni na IPA u imunoal-
terovanych nemocnych mohou byt cen-
tralni hypodenzity povazovany jako
pomocny morfologicky nalez. Tento
CT nélez ma sice nizkou senzitivitu,
ale vysokou specificitou u rizikovych
nemocnych ma u IPA prediktivni
vyznam.

Z hlediska pravidelnych kontrol CT
a hodnocenf vyvoje plicniho postizen{
je vyznamnd informace o dynamice
CT nélezli u IPA[56]. Dlouhodobé sle-
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dovéni nemocnych po transplantaci
kostni dfené s neutropenii a GVHD
ukézalo, Ze velikost noduldrnich lézi
pFi prvnim zachytu je asi 3 cm?® (me-
didn) a v 90 % dochdzi az do 9. dne
(= median i primér) ke zvySeni poctu
léz i jejich rozméru. V nasledujicich
3,5 dnech (= median, priimér =7 dni)
je faze plateau, kdy pocet lézi klesa
0 17 % (= median). U 42,5 % nemoc-
nych pak dojde v medidnu 80 dnfi
k dplné normalizaci CT nalezu. Pfi hod-
noceni prediktivnich faktorli ma ne-
gativni hodnotu pocate¢ni ndlez kavi-
tace, pfi némz trva dprava CT nélezu
2,5krat déle oproti ostatnim nale-
zim. Nalez rozpadovych dutin je viak
paradoxné pt¥iznivym prognostickym
faktor vylécent, p¥i tom ani vlastni ve-
likost ani pocet rozpadovych ézi ne-
ma vliv ani na dobu do normalizace
CT nélezu, ani na celkovy vysledek
lécby. Vzhledem k tomu, Ze rozpad
tkané je nalezem jiz pokrocilé infekce,
pak je prodlouzena doba do dtpravy
CT, u tohoto pocéte¢niho CT nélezu
zcela pochopitelna.

Horger [54,55] stejné jako Brodoe-
fel [56] u podobného souboru také ne-
prokazal prognosticky vyznam poctu
a velikosti nodularnich lézi (s halo sign
u 82 %) v pocatku IPA, v praci viak
neuvdadf pritomnost rozpadovych du-
tin jako pocdate¢ni ndlez na CT. Vy3et-
feni CT ma vyznam i pro posouzen{
diagnostického p¥inosu bronchoalveo-
larnf lavaze p¥i podezfeni na IPA [57].
U angioinvazivni aspergilézy (na CT
nodulace) je vytéZznost mensi nez u as-
pergilové bronchopneumonie s CT na-
lezem segmentalni konsolidace plicni
tkané. Optimalni vytéznost broncho-
skopie a BAL je p¥i bilaterdlnim po-
stizen{ nebo vyskytu mnohocetnych
lozisek [45].

Diferencidlni diagnostika

CT ndlez imitujicich invazivni
plicni aspergilézu

Nodularni nélezy na CT s halo sign ¢i
bez néj nejsou pro IPA zcela specifické.
Podobné nalezy ma i angioinvazivni
mukormykdza, plicni tuberkulom, me-
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tastdzy choriokarcinomu, broncho-
gennfi karcinom, maligni lymfom, me-
tastdzy angiosarkomu, eozinofilie plic
(Loefflerdv syndrom), aktinomykdza
plic a daldi [58,59]. Proto je ziejmé,
ze hodnoceni CT ndlezu je nutné
vzdy provadét v kontextu s klinickym
stavem a s dals$imi diagnostickymi
postupy.

Pri diferencidlné diagnostickych po-
chybach, zejména v pocatku febrilnf
neutropenie je mozné provést vyset-
feni angio-CT [60]. Pfima invaze as-
pergilovych hyf do cév je pFicinou de-
fektd perfuze. Vypadek kontrastu v zo-
brazeni cévniho systému svédéi pro
okluzi, a tak podpofi diagnézu angio-
invazivni aspergilézy jiz v ¢asném sta-
diu onemocnéni. Rozsghlejsi zkusenosti
s touto metodou pfi diferencidlni
diagnostice IPA vsak nejsou dosud
k dispozici.

Moznosti (semi)invazivné
ziskat materidl k prikazu
invazivni aspergilézy
Cesta k potvrzeni diagndzy invazivni
aspergilézy histologickym (ev. cytolo-
gickym) a kultivaénim vy3etfenim by-
va riskantni a vyzaduje poufiti inva-
zivnich metod. Vhodny biopticky ma-
teridl tak neni ve vétsiné pripadi
k dispozici, a to nejcastéji v dasledku
rozhodnuti klinického lékafe upustit
od invazivni procedury, nebot jeji rizika
pFevazuji nad moznym p¥inosem. In-
vazivni aspergilézou casto trpi tézce
imunosuprimovani pacienti, mnohdy
s trombocytopenii a koagulopatiemi,
pi plicnim postizeni navic ¢asto v re-
spira¢ni insuficienci - jakykoliv dia-
gnosticky vykon mize byt velmi ris-
kantni. Cetnost diagnostickych invaziv-
nich procedur se velmi lisi mezi centry,
ve kterych jsou rizikovi pacienti [éceni.
Rozhodnuti musi byt individudlni,
zobecnit Ize jediné: u kazdého pacienta
s fokdlnf infekci suspektni z A by méla
byt nékterd z vySetfovacich metod k zis-
kéni reprezentativniho vzorku alespori
zvazena [61].

V nasledujicim vyctu uvddime po-
uzivané invazivni p¥istupy. Soustiedime

se prevdazné na metody k vySettenf
plicni formy IA, kterd je nej¢astéjsi.

Plice

Bronchoalveolarni lavaz (BAL)
Ziskany materidl je vhodny k vy3etien{
sérologickému (GM), PCR, kultiva¢-
nimu, cytologickému.

BAL je standardnim vySetfenim v dia-
gnostice nozokomidlni pneumonie
(hospital acquired pneumonia - HAP)
a s umélou plicni ventilaci asociované
pneumonie (ventilator-associated pneu-
monia - VAP) [62]. Flexibilni bron-
choskop je po prehlédnuti bronchial-
ntho stromu zaveden do postiZzené
oblasti a po zaklinéni do segmentar-
niho & subsegmentarniho bronchu je
aplikovano nékolik porci sterilniho fy-
ziologického roztoku (standardné 4krat
50 ml), ktery je zpét ¢astecné aspiro-
van a odeslan k vysetreni. V priibéhu
bronchoskopie je mozno ziskat ma-
teridl také pouhou aspiraci nebo
bronchialnim vyplachem nékolika ml
fyziologického roztoku. Takto ziskany
materidl odrazi slozeni bronchidlniho
sekretu v misté odbéru.

Vykon |ze provést p¥i plném védom{
s lokdlni anestezii oblasti hrtanu, ev.
za pomoci mirné sedace. BAL je ¢asto
provddéna také cestou endotrachedlni
kanyly u intubovanych pacient(.

Kromé klasické BAL lze provést
»chranénou BAL“ (protected BAL) ¢i
»chranény kartackovy stér (protec-
ted specimen brush sampling). Tyto
modernéjsi a ndkladnéjsi metody byly
v posledni dobé porovnany v diagnos-
tice neutropenickych pacientl s he-
matologickymi malignitami a oproti
klasické BAL nepfinesly vétsi vytéznost
[63], navic jsou technicky a ¢asové
naroénéjsi [64], teoretickou vyhodou
je pouziti vnitiniho chranéného pra-
covniho kandlu, coz snizuje moznost
kontaminace v orofaryngealni oblasti.

U imunokompromitovanych a velmi
¢asto onkologicky nemocnych pa-
cientd (ktefi tvofi vétdinu pacientt
s IA) nelze obecna doporuceni k dia-
gnostice VAP a HAP aplikovat bez
modifikace.
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Podle obecnych doporuceni ma
byt BAL provedena pred zahdjenim ¢&i
zménou antibiotické terapie. To v3ak
u nejrizikovéjsich pacienti (hemato-
logické malignity, transplantace kostni
drené) neni vzdy mozné vzhledem k nut-
nosti zahdjit empirickou antimikro-
bidlnf terapii ihned po stanovenf dia-
gndzy pneumonie. Také prikaz lepsiho
preZiti imunosuprimovanych pacient(,
kterym byla provedena BAL do 5 dnd
od diagndézy pneumonie, ztratil sta-
tistickou vyznamnost v podskupiné
pacient(l s hematologickou maligni-
tou ¢ po transplantaci kostni diené
[65]. Naopak byla tato mortalitni vy-
hoda zfejmd pro podskupinu pacient
po transplantaci solidnich organd.

Literarni Gidaje o vytéZnosti BAL se
rlzni a pohybuji se mezi 30 a 70 %
(procento, ve kterém BAL vede k sta-
noveni specifické diagndzy). Jen u ¢asti
téchto tspésnych BAL viak nalez vede
ke zméné terapie. Niz§{ procenta
Uspésnosti, mensi vlivna zménu lécby
a absence vlivu na mortalitu jsou po-
pisovdny u pacientd po transplantaci
kostni dfené ¢i u neutropenickych pa-
cientd hospitalizovanych na jednot-
kdch intenzivni péce [66-70]. Kon-
krétné pro diagndzu IA je za pouziti
cytologie a kultivace z BAL (bez mo-
dernéjsich sérologickych a PCR me-
tod) uvddéna senzitivita okolo 50 %
[71,72].

Komplikace se vyskytuji zhruba v 10 %
a nejéastéj$imi jsou hyposaturace kys-
liku prechodné nebo i s nutnosti umélé
plicnf ventilace ¢i krvdceni do plic.

Dopad uvedeného na praktické po-
stupy je ten, Ze se jednotlivd pracovisté
ridi vlastni zkusenosti a pocet prova-
dénych BAL vykazuje velké regiondlnf
rozdily i v ramci CR. PouZivé-li se BAL
rutinné a spoluprace s intenzivisty,
pneumology, rentgenology a mikro-
biology je pravidelnd a dobrd, je casna
BAL jisté p¥inosem. Naopak na pra-
covistich, kterd ddvaji prednost kon-
zervativnéj$im piistupim a BAL je
provadén zfidka a pozdéji po stano-
veni diagndzy nejsou vysledky pro dia-
gnézu prinosné.

Bronchoskopicka transbronchialni
punkce s aspiraci jehlou nebo

s pouzitim bioptickych klesti
Ziskany materidl je vhodny k vySet-
fenf kultivacnimu, cytologickému, ev.
histologickému.

Jde o metodu, kterou lze doplnit
provadéné bronchoskopické vysetient.
Provddi se obvykle pod skiaskopic-
kou kontrolou. Zvyseni diagnostické
vytéznosti u imunokompromitova-
nych pacientd véak nebyva vyznamné
[68] a prindsi dalsf riziko komplikaci.
Metoda umoziiuje biopsii pfimo ze
suspektniho loziska. Je tedy teoreticky
vhodnd napt. pro diagnézu aspergi-
lové tracheobronchitidy.

Transparietalni punkéni biopsie

a aspirace tenkou jehlou

Ziskany material je vhodny k vySetfeni
kultiva¢nimu, cytologickému, histolo-
gickému ev. sérologickému a moleku-
larné biologickému.

Jde o diagnostickou metodu, kterd
je populdrnéjsi v USA nez v Evropé.
V Ceské republice, pokud je autoram
zndmo, se v diagnostice invazivni as-
pergilézy u imunosuprimovanych pa-
cientd uplatriuje ztidka.

Technicky jde o transparietaln{ punkci
provadénou vétsinou jehlou 18-22 G,
kterd je za pomoci CT (ev. i sonogra-
fie a skiaskopie) vedena k plicnimu
loZisku. Lze pouzit jak jehly aspiraénf,
tak ,,samorezné®. Vykon lze provést
v lokalni anestezii.

z

Vhodnou indikaci je pFistupné
a dobte ohranicené periferné lezici
loZisko nesousedici s velkymi cévami.
Nékteti autofi zvazuji biopsii jak
z centra loziska, tak z jeho periferie -
vyvstdvd zde vsak obava z naristu
komplikaci pfi ndroénéjsim vykonu
[73]. Metoda neni vhodnd k objasnéni
difuznich zastreni.

Vytéznost metody kromé rizikového
profilu pacienta zavisf také na poradf,
které punkéni biopsie v diagnostic-
kém procesu zaujme - vétSinou jde
o situaci, kdy je negativni BAL a zdro-
vert CT potvrzeny infiltrat p¥istupny
k punkci.

Invazivni aspergiléza: sou¢asné moznosti diagnostiky

Nosari et al hodnotila retrospek-
tivné 17 biopsii tenkou jehlou u pa-
cientd s hematologickou malignitou
po negativni BAL se suspekci na inva-
zivni mykdzu na zakladé CT vysetfeni
- byla 8krat potvrzena IA, 4krat inva-
zivni zygomykdza, pozitivni prediktivni
hodnota byla 100 %, ve 2 pfipadech,
které byly v dal$im prabéhu diagnos-
tikovdny jako invazivni mykéza, byla
punkéni biopsie faleSné negativni
[72].V retrospektivni analyze finskych
autor(i [74] (provedeno 30 biopsif ten-
kou jehlou u 21 pacientd po trans-
plantaci kostni dfené) byla senzitivita
pro |A 50% - k tomuto vysledku viak
bylo ve 2 pfipadech potteba opako-
vané punkce. Biopsie tenkou jehlou ma
jako ostatnf bioptickd vy3etfeni vyso-
kou pozitivni a nizkou negativni pre-
diktivni hodnotu.

Komplikace jsou pomérné casté,
zvladté pneumotorax se rozvine az
v 50 % pripadi. Ve velké vétsiné je
viak jen drobny, pldstovy, jen v asi 4 %
vyZzaduje drendz (http://www.asper-
gillus.org.uk).

Diagnosticka otevirend

plicni biopsie

Ziskany materidl je vhodny k vyset-
fenf kultivacnimu a histologickému,
eventudlné molekularné biologickému
a sérologickému.

Nejinvazivnéjsi z dosud uvedenych
vySetfeni umoZfiuje ziskat operativni
cestou dostatecné velky biopticky vzo-
rek za cenu operacniho rizika. Tato
metoda je v éfe sérologické a PCR dia-
gnostiky A, modernich zobrazovacich
metod a ucinnych antimykotik vni-
mdna jako pFilis rizikovd [ 75]. Specifickd
diagndza, tj. nalez etiologicky defino-
vany, je zjisténa priblizné v 70 % p¥i-
padd. Zbyvajici nélezy odhali vétsinou
nespecifickou reakci plicni tkdné.

NeékteF{ autofi viak referuji o dob-
rych zkuenostech. K dispozici je studie
[76], ve které autofi provedli 32 ote-
vrenych biopsii u pacientl s hemato-
logickymi malignitami, kteti méli
v CT obraze typické znamky invazivni
mykdzy. Invazivni mykézu diagnosti-
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kovali pouze v 17 p¥ipadech (z toho
13 1A), a ukdzali tak neobvykle nizkou
pozitivni prediktivni hodnotu samot-
ného HRCT vysetieni. Podafrilo se jim
také provést tyto vykony bez mortality
a s relativné nizkou morbiditou. Vyho-
dou podobného pfistupu byla i moz-
nost kompletni resekce solitdrniho
lozZiska.

Ve vétsi studii [9] bylo provedeno
67 otevrenych biopsif pacienttim s he-
matologickymi malignitami a speci-
fickou diagnézu se podatilo stanovit
v 62 %.V 57 % byla na zakladé vysled-
ku biopsie zménéna terapie. V den 30
a 90 po biopsii prezivalo vice pacien-
td, u nichz byla specifickd diagnéza
biopsif stanovena. Komplikace se vy-
skytly v 13 % véetné 5 pacient(l vyZa-
dujicich umélou plicni ventilaci, 1 pa-
cient zemfel v souvislosti s biopsif. Ve
starsi praci byla prevazné v pediatrické
populaci po transplantaci kostni
drené (87 otevrenych biopsif) ¢etnost
komplikaci 21 % [77].

Diagnosticka biopsie cestou
videoasistované torakoskopie
(VATS)

Ziskany materidl je vhodny k vy3etien{
kultiva¢nimu a histologickému, even-
tudlné molekularné biologickému
a sérologickému.

Jde o potencidlné méné zatézujici
alternativu k torakotomii, v jiz zminéné
studii viak byla tize komplikaci ob-
dobnda u obou vykontl [9]. Newyho-
dou muZe byt chybéjici moznost sta-
vét velké krvdcent.

Material ziskany pti plicnim
resekénim vykonu

Ziskany materidal je vhodny k vy3etfeni
kultiva¢nimu a histologickému, even-
tudlné molekuldrné biologickému
a sérologickému.

Nenf vzacnosti, ze je definitivni dia-
gnéza |A stanovena az pti plicni re-
sekci. Predchozi snahy o potvrzenf dia-
gndzy nékterou invazivni metodou bud’
nebyly Gspésné anebo nebyly prova-
dény a pacient byl |é¢en antimykotiky
na zékladé diagnézy pravdépodobné
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IA (typicky pozitivita galaktomananu
+ typicky CT nélez) nebo jen na zdkladé
diagnézy mozné |A, ev. nelécen. S uve-
denim méné toxickych a déinnych
antiaspergilovych preparatdi do praxe
jsou resekéni vykony provddény méné
¢asto. | nadale jsou za indikace k re-
sekénimu vykonu povazovény: loZiska
IA v tésné blizkosti velkych cév nebo
hemoptyza ze solitarniho loZiska ¢i Zi-
vot ohrozujici hemoptyza. Volba ope-
ra¢niho vykonu maZze byt také ovliv-
néna intoleranci nebo toxicitou dlou-
hodobé antimykotické terapie nebo
nutnosti ¢asné pokracovat v onkolo-
gické terapii.

Rozsah wykonu (segmentektomie,
lobektomie, pulmonektomie) a pro-
vedeni zavisi na velikosti a lokalizaci
loziska, funkénim stavu plic a celko-
vém stavu pacienta a je predmétem
spole¢né rozvahy s operatérem.

Paranazalni dutiny

Punkce paranazilnich sind

Ziskany material je vhodny k vy3etteni
sérologickému, PCR, kultivaénimu,
cytologickému.

Pfima detekce hyf ¢i pozitivni kulti-
vace z tohoto materidlu pfispivd jako
mikrobiologické kriterium k diagnéze
pravdépodobné IA.

Oteviena a endoskopicka biopsie
Ziskany material je vhodny k vy3etieni
kultiva¢nimu a histologickému, cyto-
logickému ev. molekuldrné biologic-
kému a sérologickému.

Indikace k témto invazivnim proce-
durdm vznika ve spolupraci s ORL spe-
cialistou. V poslednich letech se pro-
sazuji endoskopické metody [78]. Byla
publikovédna prace, podle niz bylo p¥i
agresivnim diagnostickém pF¥istupu -
nazédlni endoskopie s biopsii vSech
podezielych lozisek p¥i kazdé klinické
suspekei na |A paranazélnich dutin -
zachyceno mezi pacienty po trans-
plantaci kostni dfené 14 invazivnich
aspergildz, které byly za pouZiti kom-
binace antimykotické terapie a endo-
skopické chirurgie ve 100 % eradiko-
vany [79]. Vzorek k histologickému

vySetfeni ma byt odebrdn Setrné pred
zahdjenim agresivniho sanf & pouZitim
nastroji k odstranéni nekrotickych
hmot.

Mozek

Punkce mozkomi$niho moku
Ziskany materidl je vhodny k vy3etieni
sérologickému, PCR, kultiva¢nimu,
cytologickému.

Primy zachyt aspergilovych hyf je si-
ce velmi nepravdépodobny, nicméné
vySetren( je vyznamné diferencidlné dia-
gnosticky (nalez malignich elementd,
jinych infekénich agens). Pro diagnos-
tiku invazivni aspergilézy CNS nabyva
na vyznamu vysetfeni galaktomananu
a PCR v mozkomi¥nim moku.

Stereotakticka biopsie a otevieny
neurochirurgicky vykon

Ziskany materidl je vhodny k vy3etfeni
kultiva¢nimu a histologickému, even-
tudlné molekuldrné biologickému
a sérologickému.

Rozhodnuti provést tato invazivni
vySetten{vznika ve spolupraci s neuro-
chirurgem po peclivém prostudovanf{
snimkd pocitacové tomografie, ev. nu-
kledrni magnetické rezonance a zva-
Zeni poméru rizika a mozného ptinosu.
U velmi rizikovych pacientd jsou tato
vySetfen( casto nahrazovdna moder-
néjsimi sérologickymi a PCR metodami.
PFi centralnich neurologickych symp-
tomech a odpovidajicim loZisku v CT
¢i MRI obraze je nutné vysetfit také
ostatni organy (predeviim provést
HRCT plic). V retrospektivni studii mélo
100 % pacientl s CNS invazivni as-
pergilézou postizen alespor jeden
dalsi organ [80].

Dalsi organy: ktize, vertebralni

a jiné osteomyelitidy, cévni
nahrady, endoftalmitida,
pacemakerova infekce, infekéni
endokarditida a dalsi

Bioptické metody se pochopitelné lisi
podle lokalizace. U téchto vzacnéj-
Sich lokalizaci IA sahdme k bioptic-
kym vySetfenim castéji - zvlasté z dife-
rencidlné diagnostickych ddvodu.
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Minimalni pozadavky

k bezpe¢nému zajisténi
nejcastéjsich invazivnich vykoni
Koagulaéni parametry

Pro vétsinu elektivnich invazivnich vy-
kond jsou pozadovdny standardni
koagulaéni testy (minimalné aPTT
a Quickadv test) v normélnich mezich.
Pro substituci trombocytd je uvadé-
na jako bezpec¢na hodnota 50 x 10%/I
pro vétsinu punkénich vykond i napt.
pro laparotomii. P¥i operacnich vy-
konech ve zvldsté kritickych mistech,
jako je centrdlni nervovy systém (i
oko, jsou pozadavky na substituci
trombocytd vyssi (100 x 10°/1). Nut-
na je kontrola hodnoty trombocyti
tésné pred vykonem, po podani sub-
stituce [81].

Ostatni

Vechny invazivni diagnostické vykony
pFi suspekci na IA vyzaduji dostup-
nost intenzivni péce vcetné moznosti
umélé plicni ventilace v p¥ipadé kom-
plikaci. Mnohé jsou elektivné pro-
vadény v analgosedaci ¢i celkové
anestezii.

Rozhodnout, kdy celkovy stav a mira
dusnosti a respiracni insuficience
umozriuje provést napt. BAL bez nut-
nosti umélé plicni ventilace, byva velmi
obtizné.

Histologické vysetteni

Prikaz aspergilovych hyf v tkdnich
spolu s odpovidajici invazi a poskoze-
nim okolnich struktur zdstdva zlatym
standardem v diagnostice IA.

Odbér materialu

Rozhodnuti provést u casto velmi ri-
zikového pacienta biopsii z hlubokych
vnitfnich orgdnd je natolik zavazné,
Ze musf byt vyvinuta maximalni snaha,
aby byl ziskany material spravné vy-
Setfen. Jiz samotné provedeni odbéru
ovliviiuje vytéZznost.

V idedlnim p¥ipadé maji byt zaro-
ven vySetfeny vzorky normalni tkané
a tkdné z centra a periferie loziska (http:
//www.mycology.adelaide.edu.au).

To samoziejmé nejde zajistit vzdy,
napt. u biopsie tenkou jehlou.

Pravodka k histologickému mate-
ridlu musi obsahovat informaci o tom,
Ze jde o vzorek ziskany od imunosupri-
movaného pacienta s podezfenim na
invazivni mykdzu.

Cesta od odbéru

k histopatologickému vysetieni

V podminkach CR musi jiz odebiraji-
ci klinik rozdélit materidl na ¢ast ode-
silanou ke kultivaénimu vySetfeni (do
sterilni nadobky) na oddéleni mikro-
biologickd a na ¢ast k vy3etieni cyto-
logickému (nativné), ev. histopatolo-
gickému (ve formolu), které jsou
odesilany na patologickd ev. speciali-
zovand cytologicka oddélent.

Je zkuSenosti nejen autord, Ze ode-
sldnim celého preparadtu na patolo-
gické oddélent je tento pro kultivaéni
vySetfeni casto ztracen.

Problémem m(iZe byt i nedostate¢né
zajisténi logistiky a informovanosti
viech, kdo se o cenny materidl staraji,
v Ceskych podminkach vse koordi-
nuje sekundarni klinicky léka¥, jehoz
snaha je stejné dilezitd jako zkuge-
nost a zru¢nost bioptujictho lékare ¢i
histopatologa.

Zpracovani vzorku

histopatologem a barveni

U vétsiny pacientd bude invazivni as-
pergiléza jen jednim z diferencialné
diagnosticky moznych nélezd, pt¥i zpra-
covan( je tfeba myslet i na moZnost
nalezu malignich bunék, neinfekéniho
zanétu atd.

Kromé standardniho barveni hema-
toxylinem-eozinem (HE, zde mohou
byt hyfy zcela pominuty) jsou tkdné
imunokompromitovanych pacientd
se suspektni mykézou barveny podle
Grama (spise na mikrobiologickych
oddélenich) a také dvéma zakladnimi
Lfungdlnimi barvivy“: Gomori-Gro-
cott za poutziti stfibrnych soli a PAS
(periodic acid Schiff). Praxe, kdy se az
dle HE prepardtu rozhoduje, zda spe-
cidlné barvit, neni podle britskych do-
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poruceni sprdvnd a zpUsobuje zpoz-
déni diagnostiky mykdz.

Dvé zakladni metody pro prikaz hub
- PAS a Grocott-Gomori - je vhodné
provést paralelné. Zatimco Grocott-
-Gomori stribtenf je velmi kontrastnf
a velmi zietelné odlisi fungalni vldkna
oproti pozadi, PAS umozni barven{
i popis zachovalych okolnich struk-
tur, detaily vldken & popis vztahu hyf
k okolnf tkdni - invaze apod.

Imunohistochemické metody (po-
moci antiaspergilovych protilatek
WF-AF-1 nebo EB-A1) [82,83] a PCR
metody [84] k druhovému urceni hyf
v histologickém vzorku nejsou dosud
v CR bézné uzivany.

Dalsi moznostf je uzit fluorescenc-
nich metod (v CR nej¢astéji Rylux
BSU, déle Calcofluor white, Uvitex 2B,
Blankophor), které sice nejsou speci-
fické pro rod Aspergillus, ale maji slus-
nou senzitivitu v zachycenf fungalnich
patogen( a jsou rychlé [85].

Minimum pro klinika

k orientovanému rozhovoru

s histopatologem

Aspergilové hyfy jsou uzsi (2-5 pm)
nez zygomycetové, byvaji septované.
Na rozdil od pravoudhlého vétveni
u zygomycet je vétveni aspergilovych
hyf typicky ve 45°. Po [é¢bé mohou
byt hyfy modifikovény. U rychle pro-
gredujicich infekei |A jsou vldkna stej-

A

nomérné $itky, u chronickych p¥ipadd
maji hyfy bulézni rozsiteni. Spéry (dia-
gnostické pro druhové urceni) neby-
vaji pfitomny, pouze vyjimecné v pli-
cich tam, kde je kontakt se vzduchem
[86]. Presto je dobré pro p¥ipad ne-
gativni kultivace védét, ze v histolo-
gickém prepardtu jsou hyfy nékterych
plisni od hyf aspergilovych neodlisi-
telné - jsou to Scedosporium spp., Fusa-
rium spp., Paecilomyces spp., Geotrichum
candidum, Acremonium spp., Scopulario-
psis spp., Penicillium spp., Schizophyllum
commune a jiné.

Ptedani vysledku klinikovi

Pozitivni vysledky by mély byt telefo-
novany nebo jinym zplisobem okamzité
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Tab. 6. Interpretaéni kritéria dle CLSI (MIC v pg/ml).

citlivy (S) citlivost zavisla inter- rezistentni
na davce (SDD) mediarni (R)
flukonazol <8 16-32 > 64
itrakonazol <0,125 0,25-0,5 >1
vorikonazol <1 >4
flucytosin <4 8-16 >32

sdéleny klinikm. Podle britskych do-
poruceni [87] by méla zprava obsa-
hovat informaci o: p¥itomnosti kvasi-
nek, pritomnosti hyf, p¥itomnosti
septovani hyf - pokud lIze urcit, pii-
tomnosti melaninu, rozmérech hyf ¢i
kvasinek, lokalizaci vzhledem k burice,
zvldstnich struketurdch ¢ formach.

Interpretace vysledk

a vyznam pro klinicky postup
Kazdy zachyt hyf ¢i jinych fungalnich
soudasti v histologickém vzorku z ob-
lasti, kde bylo ptitomno tkariové po-
Skozeni, ma velky vyznam. Je potvrzenim
invazivni mykotické infekce. Vzhledem
k pouzivani empirické antimykotické
terapie nebo terapie preemptivni (¥-
zené napf. monitoraci galaktomana-
nu a véasnym HRCT snimkem) bude
v dobé histologického priikazu jiz vét-
$ina imunokompromitovanych pa-
cientd lécena antimykotiky. Zvlasté
v pfipadé, kdy tomu tak neni nebo je
pouzité antimykotikum na prokdzané
agens neucinné, mize byt rychlé in-
formovdni klinika a nédslednd zména
lécby Zivot zachranujict.

Snaha je vzdy za pomoci mikrosko-
pickych zndmek, imunohistochemie,
PCR, ale predevsim kultivace urcit
agens na troven druhu. VIdknité plisné
jsou dnes prevazujicim typem opor-
tunnich fungdlnich infekci a nékteré
z nich jsou rezistentni na mnoha anti-
mykotika. | v rdmci rodu Aspergillus se
citlivost k antimykotikdim lisi (napf.
rezistence Aspergillus tereus k amfoteri-
cinu B). Uréenf kauzdlniho druhu ma
tedy zdsadni vyznam pro pokracova-
ni 1é¢by a nasledné (v hematoonko-
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logii ¢asto dlouhodobé) sekundarni
profylaxe.

Pozitivni histologicky nalez po dlou-
hodobé antimykotické terapii mze
znamenat také prikaz selhani terapie
a vést k jeji zméné.

Diagnosticka jistota, kterou histo-
logie prindsi, vede v idedlnim pripadé
k rychlé, agresivni lécbé diagnostiko-
vané invazivni mykdézy, a tak mohou
byt ukonceny aplikace nékterych em-
piricky podavanych antimikrobidlnich
preparatt. Takto vedend lécba muze
vést rychleji k lécebné odpovédi
a umoznit tak mimo jiné dfive pokra-
¢ovat v lé¢bé zdkladniho (¢asto on-
kologického) onemocnéni, a zvysit tak
nadéje pacienta na vyléceni.

Mykologické vySetFovaci metody
Odbér a zasilani materidlu

Zéakladem tspésného mykologického
vySetteni je kvalifikovany odbér vhod-
ného biologického materidlu. Nelze
opomenout ani véasny transport ma-
teridlu do laboratore a jeho uchovani
za vhodnych podminek, aby nedoslo
k thynu nebo nezddoucimu pomno-
zeni organizm(. Odbér materidlu na
prikaz vlaknitych mikromycet je po-
mérné problematickou zéleZitosti. Za
idedlni se povazuji vzorky odebrané
piimo z podezfelého loZziska invaziv-
nimi technikami (biopticky, endosko-
picky, peropera¢né nebo incizi z po-
stizené tkané) [76,88]. V pFipadé, Ze
nemdme tuto moznost, snazime se
odebrat materidl z postizené lokality,
napf. BAL pfi postizeni plic, vyplach
z dutin, mok pfi loZiskovém postize-
nim CNS a podobné. Musime pocitat
s tim, Ze se sniZujicf se validitou mate-

ridlu klesd i vytéZznost mykologického
vySetfeni. Technika odbéru by méla
maximalné omezit moznost kontami-
nace vzorku. PFi malém mnozZstvi zis-
kaného materidlu nebo hrozi-li vy-
schnuti, je vhodnéjsi odebirat p¥imo
do tekutého kultivaéniho media ne-
bo sterilntho fyziologického roztoku.
Vzorky dodame do laboratote co nej-
rychleji, v pfipadé nutnosti uchova-
vame pfi 4 °C, material odebrany do
kultiva¢nich medif p¥i pokojové teploté.

Pro mykologa je velice dlilezité, aby
odesilajici |éka¥, kromé nezbytnych
nalezitosti, uvedl na pravodce také
lokalitu, odkud je material odebiran,
a spravnou diagndézu pacienta. Jsou
to rozhodujicf kritéria, podle kterych
mykolog posuzuje zdvaZnost ndlezu.
Vétsina mikromycet je béznou sou-
¢astf Zivotniho prostiedf, nékteré do-
konce soucasti nasi mikrofléry, a tim
bohuzel také castou kontaminantou
jak pfi odbérech biologického mate-
ridlu, tak p¥i zpracovdni v laboratofi.

Mikroskopické vysetieni - cytologie
Mikroskopické vysetieni ma v labora-
torni diagnostice mykéz nezastupitel-
nou tlohu. Mikroskopické preparaty
jsou vétsinou snadno proveditelné
a mohou byt prohlizeny ve velice
kratké dobé. V fadé pripadi Ize s po-
uzitim béznych barveni (Gram, Giemsa)
potvrdit mykotickou etiologii nebo
i stanovit skupinovou diagndézu. Pro
aspergilézu je typicky nalez Sirokych
septovanych hyf s vétvenim do tvaru
pismene V (dichotomické), obr. 7.
Vlakna mukormycet jsou neseptova-
na a odstupuji pod thlem vétsim nez
45° [89]. Z ptitomnosti daldich ele-
ment(, charakteristické bakteridln{
fléry, epitelif a leukocytli, mizeme usu-
zovat na kvalitu odbéru, pfitomnost
zanétu a vyznam mykotického nélezu
ve vySetiovaném vzorku.

Néktefi mykologové uprednostiiuji
tzv. fluorescenéné mikroskopické me-
tody, kdy stény houbovych elementt
obarvené fluorescenénim barvivem
(napt. rylux) zaf v dopadajicim svétle
fluorescenéniho mikroskopu [90].
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Kultivaéni vysetieni

Kultivace odebraného materidlu na
vhodném izolaénim médiu je zakla-
dem mykologické diagnostiky. Pouze
kultiva¢nf priikaz vede k jednoznacné
identifikaci vyvolavajiciho agens. Kul-
tivaéni vySetfeni ma vysokou specifitu
(92 %) v ptipadé pozitivniho nélezu,
ale nizkou senzitivitu (50 % a méné)
ve srovnan( s dalSimi metodami [91,
92]. Kiizolaci mikromycet se nej¢astéji
pouzivd tzv. Sabouraudovo médium,
selektivni a diagnostickd média (Cza-
pek-Dox) jsou pak vyuzivdna spiSe pfi
identifikaci narostlych kultur [5]. Ma-
teridl mGzZzeme ockovat i do tzv. teku-
tych médii. Tato duplicita zvySuje za-
chytnost a zaroveri eliminuje moznost
kontaminace vzorku pfi zpracovani
v laboratofi. Nejdfive miZzeme oceka-
vat narostlé kolonie aspergilt (obr. 1-3)
za 24-48 hod u druhu Aspergillus fumi-
gatus nebo Aspergillus flavus. Nékteré
druhy rostou pomaleji a také u lé¢enych
pacient(l ocekdvame pozdéjsi nardst.
Kultivaci ukonéujeme obvykle po 10 az
14 dnech, ale predbézné vysledky
jsou odesildny dfive. Identifikace do
druhu se provadi na zékladé charak-
teristickych mikroskopickych znakd
a mlze byt pomérné naroc¢na odborné
i Casové.

Interpretace ndlezu

Soudasti laboratorniho vySetienije i in-
terpretace nalezu. U primarnich pa-
togent je jejich prikazem fakticky sta-
novena diagndza. SloZitéjsi situace
nastavd pfi izolaci oportunnich pato-

genl jako Aspergillus. Signifikantni je

- ". . .'.l“b:."

Obr. 7. Asergillus spp. vBA
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L - barveno dle Grama (autor: MUDr. Nada

Mallatova, Oddéleni Iékaiské mykologie a parazitologie, Nemocnice Ceské

Budéjovice).

nélez oportunnich patogent z pri-
marné sterilnich lokalit (krev, mozko-
miSni mok). P¥i izolaci z takovych
materidld, jako je sputum nebo i se-
kret z dolnich dychacich cest (DDC),
musf byt nalez interpretovén s velkou
opatrnosti. Je tfeba znat klinicky
stav pacienta, vySetfeni ev. opakovat,
doplnit nebo ovéFit daldimi vy3etro-
vacimi postupy (prikaz galaktoma-
nanu, PCR, CT). Velkym pomocnikem
v téchto pripadech mulze byt pravé
mikroskopicky nalez. Dale je tieba si
uvédomit viudypritomnost aspergilo-
vych mikrokonidii, a tedy velice snad-
nou moznost kontaminace vzorku jak

pti odbéru, tak pfi praci v laboratoti,
a to zvl4sté mykologické.

Soubani uvadi, ze 90 % nalezi As-
pergillus spp. z DDC u pacientt z oddé-
leni plicntho a ARO, sledovanych
vobdobi 5 let, bylo vyhodnoceno jako
kolonizace [93]. Jinak je tfeba hod-
notit ndlezy u pacientd hematoonko-
logickych, po transplantaci kostn{
drené nebo s déletrvajici neutropenif.
Tady je pozitivni kultivaéni ndlez z ma-
teridld DDC signifikantni pro inva-
zivni infekci [94]. Stanoveni rychlé
a spravné diagnézy usnadni dobra
komunikace mezi klinikem a labora-
tornim pracovnikem.

Tab. 7. Nejvyznamnéjsi studie sledujici vyznam detekce galaktomananu pro diagnostiku invazivni aspergil6zy
u hematoonkologickych nemocnych.
préce celkovy pocet pacientii/ GM cut-off senzitivita specificita PPV NPV
pocet pacientt: s I1A index (%) (%) (%) (%)
Maertens (1999) [112] 243/33 1,0 92,6 95,4 93,0 95,0
Maertens (2001) [113] 362/95 1,0 89,7 98,1 87,5 98,4
Maertens (2002) [114] 100/27 1,0 97,4 98,8 94,4 98,8
Sulahians (2001) [115] 797/53 1,5 90,5 94,0 52,0 98,7
Herbrecht (2002) [116] 797/153 1,5 29,4 94,8 57,7 84,9
Maertens (2004) [126] 104/29 2x0,5 96,5 98,6 98,6 98,4
Pinel (2003) [117] 807/48 1,0 50,0 99,6 85,0 96,8
Vnitt Lék 2007; 53(Suppl) $13
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Obr. 8. Kultura Aspergillus spp. s Etestem vorikonazolu (autor: MUDr. Nada

Mallétova, Oddéleni lékatské mykologie a parazitologie, Nemocnice Ceské

Budéjovice).

Stanoveni citlivosti mikromycet
k antimykotikdm
Celosvétové respektovana CLSI (Clincal
Laboratory Standard Institute, USA)
schvalila v roce 1998 dokument M 38A,
ktery standardizuje zplsob prova-
déni testl citlivosti pro vldknité mi-
kromycety (NCCLS, 1998). Jedna se
o metodu kvantitativni, dilu¢ni, po-
skytujici moznost stanovit minimaln{
inhibi¢n( koncentraci (MIC) a umoz-
fujici dle hodnoty MIC zafadit testo-
vany izolat do kategorie citlivy (S), citlivy
v zavislosti na ddvce (SDD - Suscep-
tible-Dose Dependent), rezistentni (R).
Interpretacni kritéria jsou uvedena
vtab. 6. Pro nové pFichdzejici antimy-
kotika zatim interpretacni kritéria
stanovena nejsou. Pro bézné rutinnf
pouZiti a pomérné maly pocet testo-
vanych kmen( je tato metoda pracna
a i finanéné narocna.

Diskova difuzni metoda

Diskova difuzni metoda se pouZiva
pro orientaéni vysetteni citlivosti mi-
kromycet k antimykotikiim. Jako me-
toda kvalitativni umoZiiuje stanovit
citlivost nebo rezistenci podle toho,
zda vySetfovana mikromyceta ve sta-
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novené koncentraci bunék na agarové
ptdé vytvoii nebo nevytvofi pFipust-
nou zénu inhibice ristu kolem disku
s urcitou koncentraci antimykotika
po predepsané dobé inkubace.

Pro stanoveni citlivosti vlaknitych mi-
kromycet k antimykotikdm nenf tato
metoda standardizovédna.

Etest

Etest (AB Biodisk, Svédsko) je metoda
pro kvantitativni vySetteni citlivosti,
ktera kombinuje principy diskové di-
fuzni a diluéni metody. Pro vysoky stu-
pert shody s vysledky MIC ziskanymi
mikrodilu¢ni standardni metodou je
Etest vhodny k vySetfeni MIC antimy-
kotik u kvasinkovitych organizm i vlak-
nitych mikromycet [95-97].

Etest je inertni plastikovy prouzek,
ktery na své jedné strané obsahuje ex-
ponencidlni gradient koncentraci sta-
bilizované antimikrobnf latky v suchém
stavu, na druhé strané prouzku je vy-
znacen kéd antimikrobnf l4tky a kon-
tinudlni stupnice, obvykle odpovida-
jici rozmezi 15 ¥fedéni antimikrobni
latky dvojndsobné geometrickou fadou.
Stupnice slouzi k odeéitani MIC. Na
povrch agaru naockovaného inoku-

Tab. 8. Faktory ovliviujici senzi-
tivitu Platelia Aspergillus testu.

Faktory snizujici senzitivitu

* pacienti bez hematologické malig-
nity/bez neutropenie [206]

* lokalizovana forma aspergilové
infekce [207]

* vysoka hodnota cut-off indexu
pozitivity [126]

* nizka frekvence odbérdi [121]

* pfedchozi podavani antimykotik
[125]

* pfitomnost protilatek proti
galaktomananu [116]

¢ dlouhodobé uchovévani vzorkd
v zamrazeném stavu [111]

lem testované mikromycety se prilozi
prouzek stranou, kterd obsahuje
antimikrobnfi latku. Prostredi, teplota
a doba inkubace zavisi na vy3etfova-
ném mikroorganizmu. Po inkubaci se
vytvat kolem prouzku Etestu elipsa
inhibovaného riistu. MIC se odecitd
v misté, kde elipsa pretind okraj
prouzku (obr. 8).

Kmen se podle MIC zatadi do kate-
gorie citlivy, citlivy v zavislosti na ddvce
(azoly), ev. intermediarni (amfotericin
B, 5-flucytozin), rezistentni, dle inter-
pretacnich kritérii CLSI standardu
(tab. 6). V soucasné dobé jsou na trhu
diagnostické prouzky s flukonazolem,
ketokonazolem, itrakonazolem, vori-
konazolem, amfotericinem, flucytozi-
nem. Kaspofungin a posakonazol jsou
urceny pro experimentalni poutZiti, nebot
nejsou stanovena interpretacni kritéria.

Metodika Etestu umoZiiuje stanovit
MIC antimykotik podavanych v kom-
binaci. U¢inek tzv. kombinaéni tera-
pie je hodnocen pomoci FIC indexu
(fractional inhibitory concentration
index). FIC index (FICI) stanovime jako
soucet pomérd MIC antimykotik tes-
tovanych v kombinaci a samostatné.
Synergie je definovana FICI < 0,50,
antagonizmus FICI > 4 [98,99].

Komer¢ni soupravy

pro stanoveni citlivosti

Nékteré laboratote pouzivaji ke sta-
noveni citlivosti komeréné dostupné
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Falesna porzitivita

- kontaminace vzdu$nymi spérami
Aspergillus spp. a Penicillium spp.

- kontaminace vatou (napt.
pfi dezinfekci mista odbéru)

- pfedcasné narozené déti,
novorozenci

- mukozitida, stfevni GvHD

3. Reakce s antigeny v cirkulaci
- infekce Penicillium spp.

- Plasma-Lyte (infuzni roztok)

- penicilinova ATB
(piperacilin/tazobaktam,
ampicilin, amoxicilin/klavulanat
od nékterych vyrobcli)

- cyklofosfamid; bakteremie;
paraproteinemie; transfuzni
pfipravky a krevni derivaty

Tab. 9. Pfi¢iny falesné pozitivity Platelia Aspergillus testu.

Mechanizmus

1. Kontaminace vzorku p¥i odbéru nebo zpracovani vzorku

detekce GM z kontaminujich
vldken aspergilti a penicilii
zkiizena rekce s gluko
pyranozovymi zbytky

2. Prainik antigenu z GIT p#i postiZeni nebo nezralosti GIT

prinik antigen( z Bifidobacterium spp.
pres nezralou mukézu a zkiizena
reaktivita polysacharidd bunécné
stény bifidobakterii s EB-A2

prinik GM ze stravy pfes
poskozenou mukdzu

zkiizena reakce

s polysacharidem penicilif
reakce s GM kontaminujicim
roztok. Ke kontaminaci dochézi
pii vyrobé kalcium glukonatu,
ktery je soucasti roztoku

reakce s GM kontaminujicim
semisynteticka penicilinovd ATB

4. Ostatni - zmifiované, ale neovérené priciny

Poznamky Ref.
sporadické pozitivity; k odliseni [144]
slouZi retest vzorku v laboratofi
a vysetieni opakovaného
odbéru [147]
[143]
GM obsaZen v celé Fadé [141,142]
potravin (téstoviny, ryze, kyselé
zeli a daldi); vétdinou soucdasné
nutny alespori ¢dste¢né zacho-
vany perordlni p¥ijem stravy
[91]
klinicky jedna z nej¢astéjsich [139]
a nejvyznamnéjsich pficin
falesnych pozitivit
klinicky jedna z nejcastéjsich [129,132]
a nejvyznamnéjsich pFicin
falesnych pozitivit
[91,109,
146]

firemnf sety Fungitest (Biorad, Fran-
cie) nebo ATB Fungus (Biomerieux,
Francie). Prvni z nich umozniuje zafa-
dit testovany izolat do jiz zmifiova-
nych kategorii (S, SDD, R), druhy
umoZiiuje i stanoveni omezeného
spektra MIC. Tyto soupravy nejsou
urceny pro stanovenf citlivosti vldkni-
tych mikromycet k ATM. Souprava
Sensititre Yeast One, kterd by byla
k tomuto stanoveni vhodn4, neni na
nasem trhu k dispozici [ 100].

Interpretace

PFi interpretaci respektujeme kritéria
CLSI (tab. 6). Je tfeba brat zfetel
zvlasté na izolaty, které se nachazeji

Vit Lék 2007; 53(Suppl)

v kategorii citlivy v zavislosti na davce.
Zde doporucujeme jako prvni krok
pri terapeutickém nedispéchu zvysenf
davky podavaného antimykotika. Ve
vétsiné studii zabyvajicich se in vitro
citlivosti aspergilti k antimykotikiim,
pro néz nejsou ddna interpretacni kri-
téria, se hodnoty MIC 50 (minimalnf
koncentrace antimykotika, kterd inhi-
buje rdst 50 % populace) pro posako-
nazol, pohybuji do 0,5 pl/ml [101,
102]. Z toho mlzeme odvozovat, ze
dosahneme-li pfi nasem testovani vy-
sledné MIC pod uvedené hodnoty,
bude nas izolat pravdépodobné citlivy.
Pro kaspofungin také nepfesahuje MIC
500,5pl/ml[96,101,103], aviak Kart-

sonis dokladd, Ze kaspofungin byl kli-
nicky dspésny i pfi lécbé kandid
s MIC 2,0 pl/ml.

Korelace laboratornich vysledkd
citlivosti vidknitych mikromycet k ATM
a klinické odpovédi na lécbu je stéle
problematickou zaleZitosti.

Stanoveni tcinku kombinaénf tera-
pie je v soucasné dobé na trovni teo-
retické. Vysledky in vitro studif jsou
znacéné rozdilné. Singh shrnuje, Ze pro
amfotericin a azoly jsou in vitro vy-
sledky zfidka synergni, v klinické praxi
neni vyhoda nad monoterapii demon-
strovdna, in vitro je amfotericin a echi-
nokandiny casto synergni, v klinice
je Uspésného vysledku dosazeno ve
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souhrnné informace.

Indikace

Interpretace

ratorni kontaminace

v co nejkratsim ¢asovém intervalu

Vyuziti

¢asna detekce invazivni aspergilézy

rizikové body:
a) moznost falesnych pozitivit
b) fale$né negativity jsou spise vzacné

Dalsi materidly vhodné k testovani

diferencialni diagnostika plicnich infiltrdtd

Tab. 10. Vyuziti detekce galaktomananu - Platelia Aspergillus -

Pravidelny monitoring GM v séru indikovan minimdlné 23krat za tyden u pacient
s nejvy33im rizikem IA (alogenni HSCT, GvHD, neutropenie pti [é¢bé AML)

U ostatnich onkologickych nemocnych a jinak imunosuprimovanych pacientt
(napt. po transplantaci solidnich organt) je indikovan odbér pti febriliich
nereagujicich na antibiotika nebo rozvoji plicnich infiltratd

Jako pozitivni je se oznacuje vzorek s IP > 0,5
Jako pozitivni se oznacuje nemocny s minimélné s dvéma vzorky s IP > 0,5

Kazdy prvnivzorek s IP > 0,5 by mél byt v laboratoti netestovan pro odlieni labo-

Kazdd prvni pozitivita by méla byt ovéfena odbérem dalsiho vzorku

monitorace lé¢ebné odpovédi na antimykotika

c) nizké (hrani¢ni) hodnoty vysledk Ize o¢ekavat u nemocnych s profylaxi
antimykotiky s ti¢inkem na vlaknité houby

tekutina ziskand z BAL - diferencidlni diagnostika plicnich infiltratd, moznost ¢as-
néj$i pozitivity ve srovndni s detekci GM v séru

mozkomini mok - diagnostika postizeni CNS invazivni aspergilézou

35-60 %, echinokandiny s azoly jsou
in vitro prevazné synergni, klinické stu-
die nejsou, ojedinélé dokumentované
pfipady prezentuji tspéch [104]. Po-
dobné hodnoceni najdeme i v praci
Johnsonové [99].

Veskeré ziskané vysledky je tieba
vzdy hodnotit v korelaci s klinickym
stavem pacienta.

Nekultiva¢ni diagnostické metody
Casné zahajend cilend antimykoticka
léc¢ba, kterd viak vyzaduje ¢asné sta-
noveni co moznd nejpiesnéjsi diagndzy,
je jednim z kli¢ovych faktort zlep3uji-
cich prognézu nemocnych s invazivnf
aspergilézou [ 1]. Konvenéni diagnos-
tické pristupy bohuzel velmi casto se-
lhavaji a to jak ve své senzitivité, tak
c¢asnosti stanoven( definitivni diagndzy.

Vy3e zminéné obtiZnosti v diagnos-
tice invazivn{ aspergilézy proto v pru-

S16

béhu poslednich nékolika let vedly
k rozvoji tzv. nekultiva¢nich diagnos-
tickych metod.

Tyto postupy miizeme délit na dvé
skupiny: a) metody sérologické - vy-
uzivajici detekci antigend, protildtek
nebo metabolitl aspergilovych kment
[105] a b) metody molekularné ge-
netické - detekujici nukleové kyseliny
aspergild.

Ze viech nekultiva¢nich metod ma
v soucasné dobé jednoznacné defi-
nované a zdsadni misto v diagnostice
invazivni aspergilézy sérologicky test
vyuzivajici detekci galaktomananu.
»Panfungalni“ sérologicky test vyuZi-
vajici zchyt fungalniho antigenu 1,3-
B-D-glukanu je pak metodou novou,
ktera podobné jako molekularné
genetické postupy ve formé riznych
variant PCR maji doposud postaven(
pouze vyzkumné a nelze je k diagnos-

tice invazivni aspergilézy zatim pouzit
v bézné rutinni praxi.

Detekce galaktomananu
Galaktomanan: struktura,
uvolfiovani a moznosti detekce
antigenu

Kmeny aspergilt uvolfiuji pFi svém
ristu do okolf exoantigeny, které jsou
pak detekovatelné v malém mnoZstvi
v télesnych tekutindch. V roce 1978
Lehmann a Weiss nasli v séru imuno-
kompromitovanych laboratornich zvi-
fat infikovanych kmeny aspergilt
a ndsledné také v séru a moci pacient(
s invazivni aspergilézou antigen, ktery
byl poté identifikovan jako galakto-
manan (GM), coZ je termostabilni
heteropolysacharid bunécné stény
aspergilt [106,107]. Molekula GM
o velikosti 25-75 kDa se skladd z ne-
imunni mananové korové ¢asti a imu-
noreaktivnich boc¢nich Fetézcli zakon-
¢enych galaktofuranozylovymi jednot-
kami [107,108]. In vitro studie ukazuj,
Ze rdzné kmeny aspergilli uvolfuji
raznad mnozstvi GM, klinickd zévaz-
nost této rozdilnosti se viak nezda byt
vyznamnd. Na druhou stranu vedle
aspergilovych kmen0 uvoliuji GM také
kmeny penicilii a p¥i invazivni infekci
timto patogenem (kterd je viak velmi
vzacnd) moze byt tedy galaktoma-
nan v séru také detekovdn [109]. Na
zvitecich modelech byla prokdzéna
korelace mezi mykotickou ndloZi ve
tkdnich a mnoZstvim uvolnéného, re-
spektive detekovatelného GM v séru
[110]. Kromé toho je to faze rdstu
hyf, mikroprostredi, ve kterém probi-
ha infekce, imunitni stav jedince, stav
rendlnich funkcf a kone¢né antimyko-
ticka 1é¢ba, které ve svém konecném
bodé mohou ovlivnit definitivni mnoz-
stvi GM v cirkulaci [6].

Pro detekci GM je mozno pouzit né-
kolik imunochemickych metod - late-
xovou aglutinaci, radioimunoanalyzu
a sendvicovou ELISA, které se lisi de-
tekénim limitem i senzitivitou. Komerc-
niho uziti dosdhly pouze dvé - latexovd
aglutinace (Pastorex Aspergillus, Bio-
Rad, France) a sendvi¢ovd ELISA
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(Platelia Aspergillus, BioRad, France).
Oba komeréni sety vyuZivaji pro de-
tekei krdli¢i monoklondlni protilatku
EB-A2, kterd rozpoznavd B-(1-5) va-
zané galaktofuranozylové zbytky na
molekule GM. Pro pozitivitu testu
je nezbytnd pfitomnost minimalné
4 téchto epitopti [6].

Latexovd aglutinace (Pastorex Asper-
gillus, BioRad, France) se jesté misty
pouzivd (zejména tam, kde je vySetten{
provadéno spise ptilezitostné), v ru-
tinnf diagnostice je ale v souc¢asné dobé
nahrazena sendvi¢ovou ELISA meto-
dikou, kterd je 10-15krat (p¥i pouziti
cut-off 1,5) a nebo az 30krat (pti po-
uziti cut-off 0,5) senzitivnéjsi. Je tedy
schopna detekovat vétsi pocet nemoc-
nych s invazivni aspergilézou a rovnéz
pozitivita je pFi pouZiti této metody
¢asnéjsi [111]. Reakce je semikvanti-
tativni a jeji vysledek je udavdn jako
index pozitivity (IP) - pomér mezi na-
méfenou optickou denzitou a optic-
kou denzitou kontrolniho séra obsa-
hujictho priblizné 1 ng GM/ml. Jako
pozitivni se oznacuje vzorek s IP > 0,5
a jako pozitivni pacient pak nemocny
s vice nez 2 po sobé jdoucimi pozitiv-
nimi odbéry.

VyuZiti detekce galaktomananu
pro diagnézu invazivni aspergilézy
Studie, sledujici detekci galaktoma-
nanu jako markeru invazivni aspergi-
|6zy u nemocnych s rizikem vzniku této
infekce ukdzaly, Ze Platelia Aspergillus
test ma vysokou specificitu pohybu-
jici se od 81 do 100 %. Extrémné vy-
sokd je také negativni prediktivnf
hodnota testu, kterd je v absolutn{ vét-
giné studif nad 95 %. Negativni vysle-
dek testu tedy s velmi vysokou pravdé-
podobnosti vylucuje invazivni aspergi-
|6zu a fale$né negativity jsou vzacné
[112-120].

Na druhou stranu senzitivita a po-
zitivn{ prediktivni hodnota (PPV) jsou
bohuzel do urcité miry slabymi misty
tohoto testu. Senzitivita testu v r(iz-
nych pracich znacné kolisa, a to od
30 do 100 % a velmi podobné je tomu
i u PPV, ktera se pohybuje od 50 do

100 % [112-120]. P¥{mé porovnani
vysledkd jednotlivych studii je v3ak
velmi obtizné, ne-li nemozné, nebot
oba dva zmifiované parametry mohou

byt ovlivnény celou fadou faktort
[121].

Faktory ovliviiujici senzitivitu testu
Typ a zdvaznost imunosuprese

Neddvno publikovand metaanalyza
studif sledujicich tento problém po-
ukdzala na zna¢né rozdily v senzitivité
metody v zdvislosti na studované po-
pulaci nemocnych. Zatimco poolovand
senzitivita testu pro nemocné s hema-
tologickou malignitou byla 70%, pro
nemocné po transplantaci organu
byla jen 22%. Tyto vysledky potvrzuji
fakt, Ze test je vice pFinosny pro ne-
mocné s nddorovym onemocnénim
nez pro jiné skupiny pacient(i. Ale
i mezi onkologickymi pacienty Ize na-
jit vyznamné rozdily. Ve studiich, do
kterych bylo zafazeno velké procento
pacient( s tzv. ,low-risk“ neutropenii
(solidni tumory, lymfomy, autologni
transplantace krvetvorné tkdné), je
senzitivita nizsf nez ve studiich s vysoce
rizikovymi nemocnymi (alogenni trans-
plantace krvetvorné tkané, akutni
leukemie) [114,116].

Vyse zminéné ndlezy odpovidaji ne-
davno rozpoznanym rozdiléim v pato-
genezi invazivni aspergilézy u jedinct
s a bez neutropenie [122]. U neutro-
penickych zvitecich modeld je asper-
gilova plicnf infekce charakterizovdna
intenzivnim rastem hyf, vysokou fun-
gélni ndlozi a velkou angioinvazi. Vy-
sledkem je pak vysokd naloz GM
v plicni tkdni i v séru. Naopak, jestlize
byla imunosuprese zvifectho modelu
navozena kortikoidy, byla hlavni p¥i-
c¢inou progrese choroby intenzivni za-
nétliva infiltrace plicniho parenchymu.
Fungdlni naloz a angioinvaze byly nizké
a vysledkem tedy byla i koncentrace
GM v séru tésné pri hranici detekee.

Manifestace aspergilové infekce

Manifestace invazivni aspergil6zy pred-
stavuje kontinuum stavd s odlisnymi
histopatologickymi a radiologickymi
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nalezy, jejichz rozvoj je ddn predevsim
imunitnim stavem jedince. Spektrum
postiZen{ sahd od angioinvazivni formy
u téZce imunosuprimovanych az po
alergickou bronchopulmonalni asper-
gilézu u hypersenzitivnich nemocnych
[123]. Je zfejmé, Ze pFechod antigend
(v¢etné GM) do cirkulace se bude
u rlznych stupnli angioinvaze lisit.
Zatimco lokdlni nekrotizace plicniho
parenchymu u angioinvazivni formy
bude priichod GM usnadriovat, u lo-
kalizovanych nebo ohranicenych forem
aspergilové infekce (napt. tracheo-
bronchitida u pacientl po transplan-
taci plic nebo ohraniceny aspergilom)
bude priinik GM mensi nebo dokon-
ce zadny, a vysledek detekce Platelia
Aspergillus testu pak bude negativni
[124].

Predchozi poddni antimykotik

Podavani antimykotik s efektem na
kmeny aspergili |é¢ebné nebo profy-
lakticky omezuje velikost a rychlost
nardstu mykotické nédloZe, stejné tak
jako intenzitu jeji angioinvaze. Tento
mechanizmus je pak pravdépodob-
nou p¥i¢inou snizené senzitivity Platelia
Aspergillus testu u této skupiny pa-
cientd. V praci Maarové et al byla
senzitivita detekce GM u nemocnych
po transplantaci krvetvorné tkané lé-
¢enych profylakticky antimykotiky
s efektem na vlaknité houby pouze
20% ve srovnanf se senzitivitou 80% ve
skupiné pacient(l bez profylaxe [125].

Cut-off

Velice dllezitym faktorem ovlivriuji-
cfm senzitivitu testu je hodnota tav.
cut-off indexu pozitivity (cut-off IP),
tedy hodnota indexu pozitivity, od
které je vzorek oznacen jako pozitivni.
Maertens et al a i dalsi autoti proka-
zali, Ze snizeni plvodné vyrobcem
doporucovaného cut-off z hodnoty
IP=1,5nahodnotu IP = 0,5 vede k vy-
raznému zvySeni senzitivity testu pfi
soucasném jen mirném zhorsenf jeho
specificity (82,7 % vs 96,5 %) [126].
Toto snizen{ cut-off indexu pozitivity
je dulezité predeviim u nemocnych,
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ktefi dostavaji profylakticky antimy-
kotika s efektem na vldknité houby
a u nemocnych po transplantaci kr-
vetvorné tkdné s reakci $tépu proti
hostiteli (GvHD) lé¢enou imunosu-
presivy. U obou téchto skupin pa-
cientd je, jak vySe zminéno, mykotickd
naloz nizkd, a proto pfi uziti vyssich
hodnot cut-off IP by tito nemocni byli
falesné oznaceni za negativni, a na-
opak p¥i cut-off IP = 0,5 je test do-
kdZze spravné oznadlit za pozitivni
[125,127].

Frekvence provddénych odbérii

Frekvence a pravidelnost odbér( krve
pro detekci galaktomananu vyznamné
ovliviiuji senzitivitu metody a jeji schop-
nost ¢asné detekce invazivni aspergi-
|6zy. Zatimco v praci Maertense et al
byl prlimérny pocet odbér(i na epizodu
11,2, ve studii Herbrechta et al pouze
4,1. Senzitivita metody pak byla v prvni
praci 89,7 %, ve druhé pak pouhych
31,6 % [40,113]. Progrese invazivni
aspergilézy mize byt u tézce imuno-
suprimovanych jedinc(i velmi rychld
a ke zméné z negativnich do pozitiv-
nich hodnot tak muZe dojit béhem
nékolika dnti. Nedostatecnd frekvence
odbért a nebo nepravidelnost v jejich
provadéni pak muze vést ke zmeskani
okamziku, kdy hodnota indexu pozi-
tivity (IP) tésné presdhne 0,5 a vzorek
se stane ¢asné pozitivnim. Obecné se
doporucuje provddét pravidelny ru-
tinn{ screening rizikovych nemocnych
(nemocni s akutni leukemii nebo po
alogenni transplantaci krvetvorné
tkané) 2-3krat tydné, v rizikovych ob-
dobich (febrilni neutropenie nereagu-
jici na antibiotickou écbu, nalez in-
filtratd na HRCT plic) ev. i castéji
[111]. Podle nasich zkuSenosti v3ak
vice nez 1 odbér za den (pti pouziti
cut-off IP 0,5) jiz senzitivitu testu ddle
nezvysi [128].

Faktory ovliviiujici PPV testu

Druhym slabym mistem testu je pozi-
tivni prediktivni hodnota (PPV) testu
(¢ili pozitivni vysledek spravné oznaci
nemocného s invazivni aspergilézou).
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Opét se setkdvame s celou Fadou fak-
tordl, které PPV testu ovliviiuji.
Prvnim z téchto faktord je incidence
IA ve vySetfované skupiné pacientd.
Pravdépodobnost, Ze pozitivni vysle-
dek testu oznacf skute¢né nemocného
pacienta, je nejvy$si ve skupindch ne-
mocnych s nejvy3si incidenci invazivni
aspergilézy, a témi jsou predevsim
nemocni s akutni leukemii a pacienti
po alogenni transplantaci krvetvorné
tkané (incidence IA je zde 10 %, resp.
20 %). U ostatnich skupin pacient(,
u nichz je incidence IA nizka (nemocni
s ostatnimi hematologickymi malig-
nitami a nebo po autolognf transplan-
taci krvetvorné tkané, pacienti po trans-
plantaci solidnich orgdnd), je vy-
znamné nizsf i PPV testu [129].
Druhym faktorem ovliviiujicim PPV
a specificitu Platelia Aspergillus testu
je kritérium, které oznadi pacienta ja-
ko pozitivniho (jednorazova vs opa-
kovand/konsekutivni pozitivita vzorku).
Maertens et al vyuzili testu k prospek-
tivnimu sledovéni nemocnych s vyso-
kym rizikem invazivni aspergilézy
a prokazali, ze jak pfi pourziti cut-off
indexu pozitivity 1,0, tak 0,5 specifi-
cita testu vyznamné narstd, pokud
je nemocny oznacen za skute¢né po-
zitivniho az pti pozitivité 2 vzorkd jdou-
cich za sebou (85,4 % vs 98,8 %
a 98,6 % vs 85,1 %) [114,126].
Koneéné nejvyznamnéjsim faktorem
ovliviiujicim PPV testu je moznost fa-
lesnych pozitivit. | pres pouzivani
konsekutivn{ pozitivity je aZz 20 % po-
zitivnich vysledkd falesné pozitivnich
[129]. Izolované fale$né pozitivity mo-
hou byt zptsobeny kontaminaci vzorku
pfi odbéru nebo pti zpracovani vzdus-
nymi spérami aspergildl nebo penici-
lii. Tyto izolované falesné porzitivity
viak lze jednoduse odlisit retestem
pozitivniho vzorku (negativni vysledek
retestu svéd¢i pro kontaminaci pfi
zpracovani vzorku) a provedenim kon-
trolniho odbéru vzorku séra (negativni
vysledek pak svédci pro kontaminaci
pti odbéru vzorku). Retest prvniho
pozitivniho vzorku a predeviim odbér

kontrolniho séra by mély byt prove-
deny co moznd nejdfive (do 24 az
48 hod), aby nedoslo k prodleniv ¢as-
ném stanoveni diagndzy invazivni
aspergildzy.

Klinicky zdvaznéjsim problémem
jsou viak fale$né pozitivity testu pre-
trvavajici i v opakovanych odbérech,
které pak imituji obraz nalézany pfi
skutecné infekci. Odliseni falesné a sku-
te¢né pozitivity je predeviim u vysoce
rizikovych nemocnych, kde Ize infekci
vzhledem k imunodeficitu ocekavat,
velmi obtizné. Pro klinika je tedy ne-
zbytna dobra znalost moznych p¥icin
falesné pozitivity testu, jednak pro jeho
spravnou interpretaci, ale predevsim
pro nutnost v maximalni mife tyto
faktory u pravidelné monitorovanych
nemocnych eliminovat. Nej¢astéjsi
pFiciny fale$né pozitivity Platelia
Aspergillus testu jsou zminény v na-
sledujicim textu [6,111,121,129,130].

Intravendzni poddni

penicilinovych antibiotik

Aplikace penicilinovych antibiotik - pi-
peracillinu, piperacilinu/tazobaktamu,
nékterych  amoxicilin/klavulanatd
a ampicilinu - je jednim z nejcastéj-
Sich pricin falesné pozitivity p¥i detekci
GM [131-134]. DGvodem je pravdé-
podobné kontaminace antibiotik
GM pfi jejich semisyntetické vyrobé.
Tento proces vyuzivd kmend penicilif
a GM z jejich bunéénych stén se pak
pravdépodobné dostavd do finalniho
vyrobku [121]. MnoZstvi kontaminu-
jictho GM kolisd jednak mezi jednot-
livymi antibiotiky, ale také mezi jed-
notlivymi Sarzemi jednoho vyrobku,
a proto intenzita falesné pozitivity (.
IP séra nemocnych) p¥i poddvani
téchto preparatl kolisd [135]. Vzhle-
dem k odligné kinetice kontaminujictho
GM od kinetiky vlastniho antibiotika
dochazi pti podavani léku ke kumulaci
GM, a tak i k nardstu méfeného IP
v séru nemocnych [136]. Navic po
ukonéeni podavani antibiotika fale3nd
pozitivita testu vzhledem k pomalejsi
eliminaci kontaminujictho GM pretr-
vava jesté témé¥ 6 dnl [137].
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Eliminace falesnych pozitivit p¥i po-
davani vy8e zminénych preparat( je
slozitd. Idedlni je vylouceni pouzivan{
téchto antibiotik u nemocnych, u kte-
rych probihd monitoring GM. To je
mozné u ampicilinu a amoxicilinu/kla-
vulandtu, ale velmi obtizné u pipera-
cilinu/tazobaktamu. V téchto ptipa-
dech je pak doporucovan odbér vzorku
séra pro vySetfeni GM tésné pred po-
danim dalsi davky antibiotika, kdy by
méla byt koncentrace kontaminujiciho
GM nejnizsi [138]. Nicméné vzhledem
ke zminéné kumulaci kontaminujiciho
GM lze tohoto mechanizmu vyuzit
pouze v prvnich 2 dnech podavani léku,
nebot nasledné je i ustalend koncent-
race kontaminujictho GM vysoka [ 136].
Podle nasich zkuSenosti Ize minimali-
zovat fale$né pozitivity pti podavani
piperacilinu/tazobaktamu testova-
nim jednotlivych Sarzi a pouzivanim
pouze Sarzi GM negativnich. K velmi
podobnym nazortim pak dochdzi také
Bart-Delabesse et al [134].

Pfitomnost GM nebyla potvrzena
v celé fadé dalsi antibiotik (cefalospo-
riny, chinolony, vankomycin, amino-
glykosidy, karbapenemy) a podavani
téchto lékii nemocnym nevedlo k roz-
voji falednych porzitivit Platelia Asper-
gillus testu [136,138].

Aplikace roztoku Plasma-Lyte

Hage et al publikovali faleSnou pozi-
tivitu pii detekci GM z tekutiny ziskané
bronchoalveoldrni lavazi (BAL) pfi sou-
¢asném pouziti infuzniho roztoku
Plasma-Lyte (Baxter) jako lavaznf te-
kutiny [139]. Vysoky index pozitivity
byl zjistén také pfi testovani jednotli-
vych Sarzi roztoku. P¥i¢inou falesné
pozitivity je opét pravdépodobné
kontaminujici GM, ktery se do roztoku
dostava p¥i vyrobé - Plasma-Lyte to-
tiz obsahuje kalcium glukonat, ktery
se vyrabi fermentaci pomoci kmen(
aspergild. Autoti viak nepredpokla-
dali, ze by pfi podani roztoku intrave-
nézné (coz je ale jeho hlavni poutitf)
po distribuci v cirkulaci mohlo mnoz-
stvi kontaminujictho GM zplsobit fa-
leSnou pozitivitu. Nase zkuSenosti viak

ukazujf, ze pravé intravendzni poda-
vani roztoku Plasma-Lyte je vedle pe-
nicilinovych antibiotik jednou z hlav-
nich pri¢in fale$né pozitivity Platelia
Aspergillus testu (nepublikovand da-
ta). Redenim této pficiny falednych
pozitivit testu je pak pouZivanf jinych
infuznich roztokd pro hydrataci ne-
mocnych, u kterych probihd rutinni
screening GM [140].

Priinik antigenu

z gastrointestindlniho traktu

GM ze stény aspergiltl a penicilii byl
prokdzan v celé Fadé potravin a ndpojl
a je bézné nalézan ve stolici [141].
Mensi molekuly GM ze stfeva tedy
mohou teoreticky pfechazet do cirku-
lace pFi naruseni integrity stfevni mu-
kézy. Predpokladd se, Ze tento me-
chanizmus je jednou z moznych pticin
fale$né pozitivity Platelia Aspergillus
testu u nemocnych s mukozitidou a sou-
¢asné alespori ¢aste¢né zachovanym
peroralnim p¥jmem stravy [142].
V klinické praxi se v8ak s touto situaci
u onkologickych nemocnych p#ilis
casto nesetkdvdme. Na druhou stranu
viak pravé priichod polysacharidii ze
stény bakterii Bifidobacterium spp. (zk¥i-
Zené reagujici s protilatkou EB-A2
pouzitou v Platelia Aspergillus testu)
ze zazivaciho traktu pres nezralou mu-
kdzu je jednou z hlavnich pficin falesné
pozitivity Platelia Aspergillus kitu
u pred¢asné narozenych déti [143].

Infekee jinymi patogeny

Vzécnou pticinou falesné pozitivity
pti detekci GM muZe byt infekce my-
kotickymi patogeny, které nesou zk¥i-
Zené reagujici epitopy s kmeny asper-
gilti, jako jsou infekce vyvolané Peni-
cllium spp. a Cryptococcus neoformans
[144,145]. Tyto infekce jsou vsak na-
Stésti velmi raritni. Néktefi autofi spe-
kuluji také o falesné pozitivité testu
pfi infekci nékterymi z béznych bakterif
(Escherichia coli, Staphylococcus spp., Ente-
rococeus spp., Pseudomonas spp.), nicméné
Swanink et al neprokazal reaktivitu
kmend s testem in-vitro a fale$né po-
zitivity Platelia Aspergillus testu u ne-
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mocnych s bakteriemif nebyly v zddné
korelaci s vysledky kultivace [109].

Ostatni priciny falesné pozitivity

V literatute Ize najit celou fadu moz-
nych p¥icin faleSnych pozitivit Platelia
Aspergillus testu. Nicméné jde spise
o popisy jednotlivych p¥ipadt, nez ze
by se jednalo o klinicky vyznamné
a frekventni pficiny faleSnych poziti-
vit. Navic vétsinou nejsou potvrzeny
vice autory a jejich mechanizmus nenf
vétsinou jednoznacné vysvétlen. Jsou
popsany fale$né pozitivity testu pfi
autoimunitnich stavech a pfitomnosti
paraproteinu, pti dialyze, p¥i pouziti
cyklofosfamidu a pfi kontaminaci
vzorku vatou [146-149].

Detekce galaktomananu

umoziiuje ¢asnéjsi diagnézu IA
Pravidelny a rutinni monitoring GM
umozriuje zkratit ¢asovy interval do
stanoveni diagndzy invazivni aspergi-
|6zy. Ve studii Maertense et al pred-
chazela antigenemie diagnézu IA sta-
novenou na zdkladé radiologickych
abnormalit o 8 dni v 80 % pripadu
a diagndzu stanovenou na zakladé po-
zitivntho kultivacniho vySetfeni pak
0 9 dni u 89 % nemocnych [114]. Po-
dobné i nékolik dalsi pracf prokazalo
predchézeni pozitivity GM ptiblizné
o 7 dnf pozitivitu zobrazovacich me-
tod [115,150]. Navic v prospektivn{
studii Maertense et al byla antigene-
mie primarnim impulzem pro prove-
deni HRCT plic u 84 % hematologic-
kych nemocnych s febrilni neutropenii
a tento ,,impulz predchézel klasické
davody k provedeni HRCT [151]. Je
viak zfejmé, Ze pravdépodobnost
¢asné pozitivity GM bude ovlivnéna
frekvenci provadénych odbért a hod-
notou zvoleného cut-off indexu pozi-
tivity (IP). PFi pouZiti dnes doporuco-
vaného cut-off IP 0,5 predchézela po-
zitivita testu v praci Marrové et al
rozvoj klinickych pfiznakd a definitivni
stanoveni diagndzy o 6, resp. 10 dnf.
Naopak p#i poutZiti cut-off IP 1,0 nebo
1,5, pozitivita testu vyse zminéné pa-
rametry nepfedchdzela viibec [125].
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Galaktomanan jako marker
lécebné odpovédi IA

Z klinického pohledu je velmi dlezité
¢asné zhodnoceni odpovédi IA na lé¢bu
antimykotiky. Klinicky obraz, ale ani
nalez na HRCT, vdak nemohou v prv-
nich 2 tydnech lécby k tomuto hod-
nocenf slouZit [56,121]. Jak bylo zmi-
néno vyse, pti studiich na zvifecich mo-
delech byla prokazana korelace mezi
fungdlni néloZi v plicich a mnoZstvim
GM v plicnim parenchymu, resp. hla-
dinou GM v séru [110].

Tato zjisténi jsou pak vysvétlenim
pro nélezy klinické a cela fada autord
prokdzala vyuziti detekce GM v séru
jako markeru léc¢ebné odpovédi. P¥i
Uspésné lécbé IA dochazi tedy k po-
klesu hladin GM a naopak s trvale
rostouci hladinou GM a nebo reku-
renci nardstu po predchozim poklesu
se setkdvdme u pacientl, u kterych
lé¢ba selhavd [113,115,150]. Vzestup
GM IP o vice nez 1,0 po 7 dnech lécby
je s vice nez 90% pozitivni prediktivn{
hodnotou spojen se selhanim terapie
a méla by byt zvaZena jeji zména
[152]. Za urditych okolnosti se viak
muZeme setkat s paradoxnim vzestu-
pem GM IP i pfes dobrou lé¢ebnou
odpovéd infekce. K paradoxnimu vze-
stupu GM muZe dochdézet pfi soucas-
ném zdvazném rendlnim selhanfi ev.
i s nutnosti hemodialyzy (porucha
clearence vysokomolekuldrniho GM,
ktery nenf eliminovan ani hemodialy-
zou) a v prvnich nékolika malo dnech
lécby echinokandiny (poskozeni a roz-
pad bunécné stény obsahujici GM)
[153-155].

Detekce galaktomananu

z ostatnich materiald

Prestoze je Platelia Aspergillus test
urcen primarné k vySetfovani séra, lze
pomoci néj detekovat GM i v jinych
télesnych tekutindch ev. v tkdnich
[156].

ProtoZe invazivni aspergiléza je ve
vétsiné piipadi inhala¢ni infekei a pri-
marné jsou postizeny plice, nenf pre-
kvapenim, Ze nejc¢astéji vySetfovanym
materidlem jinym nez sérum je tekuti-
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na ziskand bronchoalveolarni lavazi
(BAL). Detekce GM z tekutiny ziskané
BAL je spojena se senzitivitou pohy-
bujici se od 60-100 %. Senzitivita je
opét wy33i, jestlize je poutit jako cut-
off dnes doporucovany IP 0,5, pfi-
¢emz specificita testu zlstdva stéle
vysokd (94 %) [157]. Vyhodou de-
tekce GM z tekutiny ziskané BAL je
predevsim vyznamné vyssi senzitivita
a ¢asnéjsi pozitivita ve srovnani s kon-
venénimi mikrobiologickymi metodami
pouzivanymi k detekci IA z materidlu
ziskaného BAL (kultivace, mikroskopie).
Jsou popsény ptipady, kdy pozitivita
GM z tekutiny ziskané BAL predcha-
zela pozitivitu GM v séru. Tyto ndlezy
odpovidaji patogenezi plicni formy
invazivni aspergilézy. V bézné klinické
praxi, v niz vétsinou provadime BAL
v ptipadé nélezu plicnich infiltratd na
zobrazovacich metodach, je casovy
rozdil mezi pozitivnim zachytem GM
z krve a z BAL vétsSinou minimdlnf. Po-
dobné jako ptFi testovani séra se
i v ptipadé detekce GM v tekutiné
z BAL miizeme setkat s falesnou pozi-
tivitou i negativitou. Zejména u nizce
rizikovych nemocnych je mozn4 fales-
nd pozitivita pti kolonizaci dychacich
cest kmeny aspergilli. Nicméné po-
dobng, jako je tomu pFi interpretaci
pozitivniho kultiva¢niho zachytu asper-
gilll z materidlu z dychacich cest, je
i PPV Platelia Aspergillus testu v tomto
pFipadé tim vyssi, ¢im je nemocny ri-
zikovéjsi. Falesné negativni pak mdize
byt detekce GM z tekutiny z BAL u ne-
mocnych, u kterych je BAL proveden
vice nez 3 dny od zahdjeni ucinné
antimykotické 1é¢by [158].

Dalsim materidlem, ve kterém ma-
ze byt GM detekovan, je mozkomi3ni
mok. Postizen{ centrdlniho nervového
systému je vétsinou souddsti disemi-
nace plicnf formy IA, spiSe vyjimecné
jde o izolované postizeni. Detekce
GM z mozkomi8niho moku u nemoc-
nych s postizenim CNS je spojena, na
rozdil od velmi ¢asto negativni kulti-
vace, s velmi vysokou senzitivitou po-
hybujici se mezi 80-100 % [159,160].

]

Pozitivita GM z mozkomi$niho moku
(samotna nebo spolu s pozitivitou
GM v séru) je tak vedle klinického a ev.
i radiologického ndlezu jedingym mi-
krobiologickym markerem, ktery mtze
vést k diagndze postizeni CNS inva-
zivni aspergilézou [159]. Je v8ak nutné
si uvédomit, Ze i p#i plicni formé IA
(bez postizeni CNS) miize ¢4st séro-
vého GM pronikat pfes hematoence-
falickou bariéru, a stejné tak muze
dojit ke , kontaminaci“ mozkomi$niho
moku GM z krve pti hemoragickém
odbéru vzorku likvoru. IP pozitivity GM
v mozkomiSnim moku viak v téchto pfi-
padech byvaji vyrazné nizsi [ 159,161].

Detekce GM z jinych télesnych te-
kutin ev. z tkdnf byla sice testovdna,
nicméné interpretace vysledki neni
v soucasné dobé jednotnd [161].

Detekce 1,3-B-D-glukanu
1,3-B-D-glukan: struktura,
uvolfiovani a moznosti detekce
Dal$im markerem v nekultivaéni dia-
gnostice invazivnich mykotickych in-
fekef je 1,3-B-D-glukan. Obecné jsou
glukany polymery slozené z rlizné va-
zanych glukdz, které se dale lisi dle
druhu této glykozidické vazby - v bu-
nécné sténé vétsiny medicinsky vyznam-
nych patogennich hub vcetné asper-
gilt se nachazi 1,3-B-D-glukan.

Mennink-Kersten zkoumala dyna-
miku jeho uvolfiovani na in vitro mo-
delu s kmenem Aspergillus fumigatus
a prokdzala, Ze polysacharid je (stejné
jako daldf aspergilovy antigen galak-
tomanan) detekovatelny v médiu bé-
hem logaritmické faze ristu houby.
Glukan se ovsem vylucuje o néco po-
zdéji nez galaktomanan a jeho koncen-
trace je nizsi. 1,3-B-D-glukan neni
soucasti lidskych, bakteridlnich ani
virovych bunék, ale je vylu¢ovan do
séra pacient( s invazivni mykotickou
infekci.

Pro laboratorni diagnostiku se vy-
uziva schopnosti 1,3-B-D-glukanu re-
agovat s lyzatem amébocytti kraba Li-
mulus polyphemus nebo Tachypleus triden-
tatus. V amébocytech je obsazen tzv.
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nazev Fungitell™(d¥ive Glucatell™)
vyrobce Associates of Cape Cod (USA)
cutt-off 80 pg/ml

krab L. polyphemus

reakce kolorimetricka

Tab. 11. Moznosti stanoveni 1,3-B-D-glukanu - komeréni kity.

Fungitec G™

20 pg/ml
T. tridentatus

kolorimetrickd

Seikagaku Kogyo Corp. (Japonsko)

Wako WB003
Wako Pure Chem. Ind. (Japosko)

11 pg/ml
T. tridentatus

turbidimetrickd

autor

Miyazaki (1995) [208]
Obayashi (1995) [209]
Kawazu (2004) [210]
Odabasi (2004) [211]

Pazos (2005) [150]
Ostrosky-Zeichner (2005) [212]
Pickering (2005) [213]

* pocet febrilnich epizod

Tab. 12. 1,3-B-D glukan jako marker pro diagnostiku invazivnich mykotickych infekci - publikované studie.

set cutt-off  pocet pac. senzitivita  specifita PPV NPV

Fungitec G 20 60 ne ne ne ne
Fungitec G 20 202* 90 100 59 97
Wako 1" 149 55 98 67 96
Glucatell 60 283 70 96 79 93
Glucatell 120 40 88 90 70 96
Fungitell 80 333 64 92 89 73
Fungitell 80 76 93 77 52 98

faktor G (serinova protedza), ktery se
v pfitomnosti 1,3-B-D-glukanu akti-
vuje (reakce je specifickd pro tuto gly-
kozidickou vazbu) a krétkd nasledna
kaskada je vizualizovand bud odsté-
penim barevného produktu z pri-
daného chromogenniho substratu,
anebo zménou turbidity média (dle
pouZitého setu).

V soucdasné dobé jsou dostupné
3 komeréné vyrabéné sety zalozené na
tomto principu - 2 japonské a 1 ame-
ricky - li3 se pouzitim amébocytd z rliz-
nych krab(, cut-off a typem reakce
(tab. 11). Zkusenosti s dvéma japon-
skymi sety jsou omezeny takvka vy-
hradné na Japonsko - v Americe ¢i Ev-
ropé je pouzivan americky set Fungi-
tell™, ktery byl také v roce 2004
uznan FDA jako vhodny pro diagnos-
tiku invazivni mykdzy u rizikovych
pacientd.

Timto setem lIze stanovit koncen-
traci polysacharidu v séru pacientt
v faddu pg/ml. Jako pozitivni je ozna-
¢ovan vzorek s koncentraci glukanu
> 80 pg/ml a podobné jako u ga-
laktomananu se jako pozitivni oznadf
pacient s alespori 2 po sobé jdoucimi
pozitivnimi vzorky. Doporucovana frek-
vence odbér( je alespori 2krdt tydné.
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Pfi interpretaci vysledk( je oviem
nutné vzit v tvahu, Ze na rozdil od ga-
laktomananu je glukan ,panfungalni“
antigen, cozZ znamena, Ze pozitivn{ jsou
vzorky séra nejen u pacientl s inva-
zivni aspergilézou, ale rovnéz pfi
invazivni kandiddze, fusariéze, pneu-
mocystdze, histoplazmdze atp. Naopak
pfi infekcich kryptokoky a zygomyce-
tami jsou vysledky tohoto testu nega-
tivni - tyto oportunni patogeny ne-
obsahuji glukan v bunééné sténé
v dostate¢ném mnozstvi a neni tedy
detekovatelny.

Klinické vyuziti - vyhody

a nevyhody testu

Vzhledem k jiz zmifiovanym problé-
mam se spravnou a hlavné ¢asnou
diagnostikou invazivnich mykotickych
infekci (mald senzitivita mikroskopie
a kultivace, mnohdy nemoznost ode-
brat validni material pro tato vySetteni
apod), je kazdd standardni metodika
(jako je tato) pFinosem.

Velkou vyhodou testu je tedy jeho
pozitivita v ¢asnych stadiich invaze
houby a z toho plynouci moznost v¢as
zareagovat na infekci antimykotickou
lécbou a zlepsit prognézu pacienta.
Dalsi whodou - ale p¥i interpretaci

vysledk(l soucasné nevyhodou - je $i-
roké spektrum patogend, které lze
detekovat pomoci 1,3-B-D-glukanu
(Candida spp., Trichosporon spp., Saccha-
romyces spp., Aspergillus spp., Fusarium spp.
atd). Proto se jako nejvyhodnéjsi jevi
vyuZivat tento set zejména v kombinaci
s dal$imi nekultiva¢nimi testy, které
identifikuji specifické houbové anti-
geny ev. protilatky proti nim (galakto-
manan, mannan, glukuronoxyloman-
nan atp). Ddle Ize pomoci glukanu
monitorovat status infekce (uvoliuje
se v logaritmické fazi rGstu houby,
coz svédci pro aktivni infekci) a léceb-
nou odpovéd (Uspésnd lécba vs jeji
selhdnf).

Naopak nevyhodami jsou kromé vy-
soké ceny vysetien( a relativni labora-
torni ndro¢nosti (Fungitell™ vyZzaduje
reader, umoznujici &ist vyh¥ivanou ki-
netickou reakci) hlavné falesné poziti-

vity a negativity.

Falesné pozitivity

Nejcastéji jsou falesné pozitivity zpd-
sobeny lé¢bou antibiotiky - amoxici-
lin/klavulandt, ev. imipenem, genta-
mycin, dale pak dialyzou s celulézo-
vou membrdnou, kontaminaci gdzou,
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NASBA RNA

uhnizdénd (nested)

kvantitativn{
v redlném cCase

Tab. 13. Pfehled amplifika¢nich metod.

typ detekovana typ zpisob
amplifikace NK reakce identifikace
PCR DNA jednokolova sekvenovani

hybridizace se sondou
(Southern blot,
PCR-EIA, INNO-LiPA)
restrikce endonukledzami
délkovy polymorfizmus
konformaéni
polymorfizmus

bakteridlni sepsi. V neposledni fadé
je tu laboratorni kontaminace - sou-
prava je schopnad detekovat pi-
kogramova mnozstvi ubikvitniho glu-
kanu, a je tedy ndro¢nd na kvalitu
laboratornich pomtcek a presnost
prace.

Falesné negativity

Jak prokazuje Pickering et al, vysoké
koncentrace bilirubinu a triglyceridu
mohou inhibovat reakci. Rovnéz
malé mnoZstvi materidlu vstupujiciho
do reakce (5 pl) mize pti nepresné
laboratorni praci zplsobit faleSnou
negativitu.

1,3-B-D-glukan v diagnostice
invazivnich mykotickych infekci

V soucasné dobé nejsou dostatecné
zkugenosti s vyuzitim glukanu jako jed-
nozna¢ného markeru invazivni myko-
tické infekce v bézné klinické praxi.

Publikované studie uvadéji senziti-
vitu testu v rozmezi 55-93 %, specifi-
citu mezi 77-100 % (tab. 12), dluzno
ovéem podotknout, Ze tyto vysledky
nejsou mezi sebou objektivné srovna-
telné - testovan( pacienti jsou v rliz-
ném riziku invazivni mykdézy, rovnéz se
lif kritéria pro pozitivitu, pouZité sety,
pocet vzork{l na pacienta apod.

V kazdém pripadé by mélo mit sta-
noveni 1,3-B-D-glukanu své misto
v panelu pro diagnostiku mykéz - at
uz pti verifikaci infekef vzacnymi my-
kotickymi agens nebo tfeba jako kon-
firmace faleSnych pozitivit, zejména
galaktomananu [105].
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Molekularné genetické metody
Vyznam a soucasné postaveni

v diagnostice

Genetické metody jsou v diagnostice
invazivni aspergilézy zaméfené na
detekci aspergilovych nukleovych kyse-
lin v klinickych vzorcich. Od pocétku
90. let 20. stoleti az dodnes prodéla-
vajf intenzivni vyvoj, proto nejsou do-
sud k dispozici obecné akceptované
a standardizované postupy. Podstata
metod také nemusi byt klinickym [é-
kafim dostate¢né zndma, jejich ptinos
mUze byt podceriovan, nebo naopak
spojovén s neredlnym ocekavanim. Je
nepochybné, ze mohou prispét ke
zkvalitnéni diagnostiky, z pohledu kli-
nickych lékai zejména k rychlejsimu
objasnéni etiologie infekce, zahdjenf
i monitorovani cilené antimykotické
[écby. Vzdy viak bude nutné, aby tz-
kou spolupraci klinickych a labora-
tornich pracovnikd byly ziskané vy-
sledky spravné interpretovany.

V soucasné genetické diagnostice
existuje Fada réiznych metodickych p¥i-
stup(l. Jejich prabéh a vysledek maze
byt ovlivnén prakticky na kazdé drovni,
od zplsobu odbéru a volby typu vzorku
az po findlnf interpretaci a komplikuje
tak vzdjemné porovnavani.

Vysetfovany material

Nej¢astéji vySetfovanym klinickym
materidlem je krev, kterou Ize pouzit
plnou nebo jen sérum. Zatim mezi nimi
nebyl zjistén zdsadni rozdil, optimaln{
frakce pro priikaz aspergilové DNA
tak zOstavd nejasnd [85]. Bylo viak

dokumentovano, Ze se stoupajicim ob-
jemem odebrané krve se zvySuje i prav-
dépodobnost zachytu DNA [162].
K vwhoddm vysetten( séra patfi moz-
nost soucasné detekce antigen(, ur-
¢itym uskalim je priikaz jen volné
cirkulujici DNA, nebot hyfy, stejné jako
fagocytované houbové elementy Zivé
¢i usmrcené, jsou odstranény spolu
s krevni srazeninou. Nevyhodou izo-
lace z pIné krve je ¢asova a technicka
narocnost, déle riziko enzymatické
degradace DNA. Zivotaschopné ele-
menty by navic mély byt prokazatelné
hemokultivaci, i kdyz aspergily jsou
z krve izolovany jen zfidka, pravdépo-
dobné v dusledku rychlé fagocytézy
a usmrcovani mikrofdgy [163]. P¥i od-
béru plné krve je nutné vyloucit inhi-
bi¢ni vliv heparinu a citrdtu na pra-
béh amplifikace, EDTA tento Gcinek
nema [164]. Podobné inhibi¢né pa-
sobi Ffada dalsich Iék(i a infuznich roz-
tokd [85]. Pravdépodobnost farmaky
podminénych negativnich vysledkd |ze
snizit zafazenim interni kontroly am-
plifikace, napt. pfiddnim 10 pg mysi
DNA ke zkoumanému vzorku [165].

Buchheidt a Hummel uvadéji, ze pra-
kaz DNA z BAL je citlivéjsi neZ z krve,
predeviim pro primarn{ lokalizaci in-
vazivni aspergilézy v plicni tkani. Vzhle-
dem k castému omezeni infekce na
urcitou oblast plicniho parenchymu je
viak zdchyt znaéné zavisly na kvalité
provedeného endoskopického vyset-
feni [166]. Limitujicim faktorem je
i vy88i riziko fale$né pozitivnich vy-
sledkd v disledku inhalace aspergilo-
vych spér z ovzdusi. Bart-Delabesse
et al ve své studii uvadéji, ze az 25 %
vzork{ BAL od zdravych dobrovolnik
bylo z uvedeného dlivodu falesné po-
zitivnich [167]. Daldim problémem je
obtiznost provedeni u kriticky nemoc-
nych, zejména z hlediska verifikace
vysledk( opakovanim odbéra.

Aspergily i dalsi vlaknité houby Ize
detekovat a identifikovat i v bioptic-
kych vzorcich, jsou viak u kriticky ne-
mocnych pacientl ¢asto nedostupné.
Klasickda kultivace zde byva obvykle
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nedspésna, proto je pouziti moleku-
larné genetickych technik v tomto pfi-
padé zvlast vyhodné.

Izolace DNA

Lyza bunééné stény hub se provadi riiz-
nymi zpsoby, nej¢astéji mechanicky
sklenénymi perlickami nebo enzyma-
ticky rekombinantni lytikazou [168,
169]. Pro ziskani ¢isté DNA se vyuziva
kromé klasické, ale pracné, fenol-chlo-
roformové extrakce, i fada komerd&-
nich souprav, napt. QIAmp Tissue Kit
(Qiagen), DNA Lego Kit (TopBio) nebo
FastDNA Kit (Qbiogene). P¥i porov-
nanf rtiznych zpisobd viak byly zjistény
rozdily v mnoZzstvi a kvalité DNA, které
mohou ovliviiovat vysledky detekce
[170]. Stejné dalezita je skutecnost,
Ze v pribéhu kazdé extrakce dochazi
ke ztratdm DNA [171]. Ucinnost maize
byt zvySena pouZivanim souprav pro
automatizované izolace vysoce Cisté
DNA, snizujicich i riziko kontaminace.
V porovnani s manudlnimi postupy
vyzaduji nakladnéjsi zatizeni, napt.
MagNA Pure LC (Roche Diagnostics)
[172].

Amplifikace polymerazovou
Fetézovou reakci

Pro detekci houbového agens je vyuzi-
véna predeviim amplifikace DNA for-
mou riznych modifikaci polymera-
zové Fetézové reakce (PCR). V principu
jde o cyklické mnoZzeni tseku dvoj-
vldknové DNA, vymezeného vétsinou
dvojici oligonukleotidt (primer(),
pomoci tepelné odolného enzymu
DNA-polymerazy. Vyhodou je jedno-
duchost provedent, nebot je automa-
tizovano v termocykleru, déle rychlost
ziskanf vysledku. PCR je vysoce citliva,
vyZaduje jen nepatrné mnoZstvi vstupni
DNA, proto je i nachylna ke kontami-
naci [173].

Volba cilovych sekvenci

Cilové sekvence DNA pro pfimou de-
tekci aspergilt byvaji nej¢astéji univer-
zéIni (panfungdlni), kdy jsou nejprve
amplifikovény tseky spolecné sirokému
spektru pivodct systémovych mykdz,
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Schéma 1. Schéma rRNA genu.

SSU — mald podjednotka; LSU — velkd podjednotka; IGS — mezigenovy NTS — non-
transcribed spacer; ETS — external transcribed spacer; ITS — internal transcribed spacer.

v dal$im kroku je pak agens presné
urceno [174-176]. Alternativné lze jiz
zpocatku pouzit specifické primery
zamé¥ené na 3-4 nejcastéjsi druhy,
véetné dominujictho Aspergillus fumi-
gatus [162,177,178]. Prvni pfistup je
vhodny pfi nejasné etiologii infekce
s nutnosti rychlého potvrzeni nebo vy-
louceni houbového agens, napf. u neu-
tropenickych pacientli po transplan-
taci kostnf diené, druhy se uplatriuje
pti verifikaci invazivni aspergilézy. Ci-
lovymi oblastmi DNA jsou obvykle
vysoce konzervované tseky pritomné
v genomu ve velkém poctu kopif. Vét-
inou se jednd o sekvence odvozené
z18S podjednotky genu pro rRNA, déle
z mitochondridlnich gent kédujicich
nékteré z tRNA genl a cytochrom B
nebo z ITS oblasti rRNA [179-183]
(schéma 1).

Uhnizdénd PCR a kvantitativai PCR

v redlném case

SniZeni hodnoty cut-off indexu pozi-
tivity na > 0,5 pfi stanoveni galakto-
mananu ELISA se odrazilo ve vyraz-
ném zlep3eni senzitivity zminéného testu
p¥i porovnavani s klasickou jednoko-
lovou PCR [171]. Proto jsou v praxi
stéle vice vyuzivany jeji citlivéjsi modi-
fikace. Jednou z nich je uhnizdénd
(nested) PCR, jejimZ principem je po-
uziti dvou amplifikaénich kol. V prv-

nim je amplifikovan vybrany tisek DNA,
poté je vznikly produkt podroben
druhé PCR s novymi primery vymezuji-
cimi kratsi tisek uvnit¥ prvniho [184].

Dalsi perspektivni a v posledni dobé
Siroce pouzivanou modifikacf je kvan-
titativni PCR v redlném case (real time
gqPCR) [171,185]. Od tradi¢ni se lisf
tim, Zze na vldkno DNA nased& kromé
primer( také sonda znacena fluoro-
chromem. K ndristu intenzity fluores-
cence pak dochézi v zavislosti na po-
¢tu vzniklych amplikond, coz je moni-
torovatelné pfimo v pribéhu reakce,
tedy v redlném case. Vysledkem je
kfivka, z niz lze odvodit pavodni
mnozstvi DNA ve vzorku. Z klinického
hlediska je kvantifikace vyhodna pro
porovnavani mnoZstvi DNA v postupné
odebiranych vzorcich, tedy pro sledo-
vani vyvoje infekce, p¥ipadné i Gcin-
nosti |écby, navic vysledek maze byt
k dispozici jiz béhem nékolika hodin
po odbéru. Kvantitativni PCR spolu
s detekei galaktomananu tak zdsadnim
zplsobem rozsifuji moznosti monito-
rovani rizikovych pacientt [157,186].
Po technologické strance jsou nej-
znaméjsi dvé varianty real time qPCR,
TagMan a Light Cycler™. Jejich hlavni
vyhodou, proti nested PCR, je pri-
béh v uzavfeném systému, ktery mi-
nimalizuje riziko vnéjsi kontaminace.
Detekéni limit obou modifikaci byva
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pozitivni (2krat IP > 0,5)

HRCT

N

patologické normalni
(hlavné halo +
nebo loZiskové . L
infileracy) mozna falesna
i Y pozitivita GM -
¢ nutno opakovat

GM a eventudlné
konfirmovat
vySetienim
1,3-B-D-glukanu.
Pti pokracovani
kliniky nutno
opakovat HRCT

pravdépodobna
1A

pacient ve vysoké riziku IA (alogenni HSCT,
akutni leukemie)

monitorace GM v séru 2-3krat tydné

negativni

'

pokracovat v monitoringu GM

Schéma 2. Postup vySetfeni u nemocnych ve velmi vysokém riziku plicni 1A.

Prokézana invazivni aspergiléza

Tab. 14. Definice invazivni aspergilézy - podle [46].

histo/cytopatologicky priikaz vliaken (hyf) ziskané aspiraci tenkou jehlou nebo
z bioptického vzorku tkané s prikaznym vztahem (mikroskopicky nebo nesporné
zobrazovacf technikou) k poskozené tkani nebo

pozitivni kultivace ze vzorku ziskaného sterilnim odbérem z normélné sterilniho
mista (s vyjimkou vzorkd mo¢i a sliznic), které klinicky nebo radiologicky

odpovida mistu infekce.
Pravdépodobnad invazivni aspergil6za
jednoho mikrobiologického kritéria a
(orgdnu) odpovidajicimi infekci
Mozn4 invazivni aspergil6za

jeden mikrobiologicky faktor nebo

pfitomnost alespori jednoho z rizikovych faktort hostitele a

jednoho velkého (nebo dvou malych) klinickych kritérii s klinickymi projevy mista

pfitomnost alespori jednoho z rizikovych faktord hostitele a bud’

jeden velky klinicky faktor (nebo dva malé) odpovidajici infekci

uvadén 10-100 fg/ml" (10 fg hou-
bové DNA odpovida 1 kopii genomu
nebo 1 cfu) [185].

Identifikace aspergilii v klinickych vzorcich
Postamplifika¢ni detekéni techniky
umoziujf identifikaci agens na troveri
rodu az druhu, dédle mohou zvySovat
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hybridizace produktu se znacenou
sondou po preblotovdni na membra-
nu podle Southerna nebo postup za-
loZeny na principu enzymoimunoa-
nalyzy (PCR-ELISA), s vyhodou lze vy-
uZiti rozdilné teploty tani amplikon,
pFipadné reverzni hybridizace pomoci

technologie INNO-LiPA nebo DNA ¢ipii
[180,187-190]. Nejvyssi potencial pro
komeréni vyuziti ma PCR-ELISA, ze-
jména pro pribéh v jamkdch mikro-
titraéni desticky. Viysoka citlivost a spe-
cificita byla dokumentovana ve studii
zaméFené na diagnostiku invazivn{ as-
pergilézy u pacientli s hematologic-
kymi malignitami a v této studii vy-
znamné prispéla ke zvySenému poctu
¢asné diagnostikovanych ptipadd.
U vétsiny z nich pozitivita testu pred-
chézela nebo byla zachycena soucas-
né s priikazem bioptickym nebo podi-
tacovou tomografif ¢i galaktomananu
[191]. Z ostatnich je z hlediska validity
vysledku nejlepsi volbou pfimé sekve-
novani, dale se vyuziva analyza délky
amplifikovanych produktd (AFLP)
nebo jejich restrikce endonukledzami
(RFLP), mozné je i hodnocen( kon-
formac¢niho polymorfizmu jednovldk-
nové DNA (SSCP) [192-195].

Specificita a senzitivita

Cetné studie uvadgji vysokou citlivost
(> 92 %) a negativni prediktivni hod-
notu (> 99 %) PCR, vétsinou doku-
mentuji i dobrou specifitu. Pfipadna
nizsi pozitivni prediktivni hodnota je
ovlivnéna malym poctem p¥ipadtl pro-
kdzané nebo pravdépodobné invazivni
aspergilézy a mdze byt proto zpUso-
bena i jedinym fale$né pozitivnim vy-
sledkem. Kverifikaci skute¢ného stavu
tak bude tfeba vyhodnotit jesté fadu
rozsahlych studii [ 171]. Objektivni in-
terpretace laboratornich vysledkd
dale vyzaduje dostupnost veskerych
klinickych informaci. Jiz pouha pfi-
tomnost antimykotik v krvi sniZuje z4-
chytnost DNA PCR, coZ spolu se ztra-
tami p¥i extrakci mize vést k falesné
negativnim vysledkdim [196]. Obecné
se uddva, ze k potvrzeni pozitivity je
treba prokdzat aspergilovou DNA
nejméné ve 2 po sobé odebranych
vzorcich. V klinickych podminkach viak
ztrdtu pozitivity umozniuji riizné fak-
tory, proto by za signifikantni méla byt
povazovana také intermitentni de-
tekce DNA ziskana béhem 2tydenniho
monitoringu [197]. Vzhledem k nedo-
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stateénym znalostem o kinetice fun-
gemie mohou byt tyto sporné vysledky
disledkem pocateéniho stadia in-
fekce, jejtho subklinického pribéhu,
dale antimykotické profylaxe nebo te-
rapie, ale rovnéz kontaminace, v pfi-
padé BAL i kolonizace dychacich cest.
Uvedené skutecnosti akcentuji nutnost
hodnoceni vysledkdi PCR v kontextu
radiologickych, sérologickych a kli-
nickych informaci [171].

Amplifikace NASBA

Na principu cyklického mnozeni pro-
duktu je zaloZena také dalsi specific-
kd a vysoce citlivd metoda, NASBA
(Nucleic Acid Sequence-Based Ampli-
fication), kterou lze amplifikovat
RNA. Jeji ptednosti proti PCR je, Ze
vyuziva kopie genl jiz namnoZzené sa-
motnymi bunkami pt¥i transkripci
a postup mnozeni je tak vyrazné rych-
lejsi. Dalsi vyhodou je jeji izotermicky
charakter, neni tedy pottebny termo-
cykler. Detekuje v8ak RNA hlavné v zi-
vych burikdch, nebot extraceluldrné je
rychle degradovdna. K minimalizaci
uvedeného jevu je tfeba ochranny
pufr RNA a/nebo inhibitor RNAdzy
[171]. Dalsi limitacf je vysokd cena re-
akéni smési enzymil. Metoda se bézné
pouzivd ve virologii, recentné byl timto
zplisobem monitorovan i priibéh in-
vazivni aspergilézy u hematologickych
pacientl [198].

Standardni metodika

a perspektivy genetické diagnostiky
Vyznam genetickych metod byl proka-
zan v fadé nezavislych studii. Problé-
mem zlstavd maly pocet tidajd o me-
zilaboratornf{ reprodukovatelnosti vy-
sledkd, jehoZ odstranéni by mélo vést
k wyvoji vSeobecné uzndvané stan-
dardni metodiky. V roce 2006 byl pub-
likovan konsenzus Britské spole¢nosti
lékafské mykologie pro diagnostiku
aspergiléz a kandidéz pomoci PCR
[199]. Na jeho zékladé byla vytvorena
pracovni skupina sméfujici k vytvo-
feni standardu pro diagnostiku as-
pergilézy PCR akceptovaného celo-
svétové. Ochotu podilet se na vyvoji
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abnormalni (hlavné lozZiska)

- mykologické vySetfeni sputa
- GM v séru (opakované)
- BAL (mykologické vy3etieni,
cytologie, GM v BAL)

s

ostatni pacienti s rizikovymi faktory IA (viz tab. 15) s rozvojem

priznakd plicni infekce (horecka nereagujici na ATB,

kasel, vypotky)

provedeni RTG plic

\

negativni

N

patologické normalni
(hlavné halo
nebo loZiskové
infiltrdty)

- mykologické - pravidelna
vySetfeni sputa monitorace GM
- GM v séru 2-3krét tydné
(opakované) - s odstupem

- BAL (mykolo- nékolika dnf

gické vysettent, opakovat HRCT
cytologie, pFi pretrvavani
GM v BAL) symptomi

Y
Y

pravdépodobna IA

pozitivni cytologie, kultivace sputa nebo tekutiny
z BAL, pozitivni GM v séru nebo BAL

Schéma 3. Postup vySetteni u ostatnich pacientd s rizikovymi faktory pro

rozvoj plicni IA.

vyjadrila fada center prevazné z Ev-
ropy, ale i Austrélie, Japonska, Kanady
a dalSich zemlf, zastitu prevzala Mezi-
ndrodni spolecnost pro lékarskou
a veterindarni mykologii - ISHAM
(http://www.isham.org). Cilem pro-
jektu je rychlé zafazeni standardnf
metodiky PCR mezi EORTC/MSG
kritéria pro diagnostiku invazivnich
mykdz [46]. K dispozici je jiz také prvni
komer¢ni souprava pro priikaz asper-
gilové DNA pomoci PCR [200]. Ge-
netickd diagnostika aspergilézy by se
tak zanedlouho mohla stdt soudastf
bézné praxe i v ¢eskych laboratotich,
zejména velkych nemocnic s hemato-
onkologickymi pacienty. Zachyt asper-
gilové DNA pfitom vhodné doplriuje

sérologickou detekei jejich antigend.
Soucasné vyuZivani real time qPCR
a prikazu galaktomananu, s désled-
nym dodrzovanim frekvence odbér(,
umoznuje kvalitni monitorovani rizi-
kovych pacient(, stejné jako rychlou
diagnostiku invazivni aspergilézy.
Predstavuje vSak i moznost vyznamné
prognostické informace, nebot klesa-
jici index galaktomananu a/nebo
konverze PCR z pozitivity do negativity
obvykle potvrzuji i¢innost antifungalni
lécby [85].

Zavér

Diagnostika invazivni aspergilézy za-
znamenala v poslednich letech obrov-
sky pokrok. Jednoznacné je vidét
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Tab. 15. Faktory pouzivané v kritériich pro diagnézu invazivni
aspergilézy - upraveno podle [46].

rizikové faktory hostitele/pacienta
¢ leukocyty < 0,5 x 10°/1 2 10 dni
e perzistujici horecka > 96 hod refrakterni na adekvatni ATB lécbu
* télesnd teplota > 38 °C nebo < 36 °C + jeden dal3i faktor:
- neutropenie > 10 dni v pfedchozich dnech
- vysoké davky imunosupresiv v predchozich 30 dnech
- invazivni mykéza p¥i predchozi imunosupresivni [é¢bé

- AIDS

* znamky a projevy suspektni z GvHD > 2. stupné
* dlouhodobd (> 3 tydny) kortikoterapie v predchozich 60 dnech

mikrobiologické faktory
* pozitivni kultivace nebo mikroskopicky prakaz Aspergillus spp. ze sputa nebo BAL

* pozitivni kultivace nebo mikroskopicky prikaz Aspergillus spp. z aspiratu ze sinustl

* pozitivni antigen - galaktomanan - v BAL, likvoru, krvi (v krvi minimalné ze
dvou konsekutivnich odbérti)

klinické faktory

* musi byt relevantni mistu odbéru infekéniho agens a ¢asu projevi

postizeni plic
velké kritérium

malé kritérium

nalez na HRCT - nové infiltrdty typu: halo sign, air-crescent
sign, kavitace v misté konsolidace plicni tkané

pfiznaky postiZzeni dolnich dychacich cest (kasel, bolest

na hrudi, hemoptyza, dusnost)

fyzikalni nélez pleuralniho Selestu

atypické plicni infiltraty nesplfujici ,velkd“ kritéria
pleurdlni vypotek

postiZzeni paranazélnich dutin

velké kritérium

malé kritérium

postizeni CNS
velké kritérium

malé kritérium

RTG zndmky invaze do dutin (eroze stén sinusti nebo expanze
infekce do okolnich struktur, destrukce baze lebni)

pfiznaky infekce hornich dychacich cest (sekrece z nosu,

nebo ucpany nos)

ulcerace nosu nebo krusty na sliznici, epistaxe, periorbitalni
otok, bolest maxildrni oblasti, ¢erné nekrotické léze nebo
perforace patra

RTG priikaz infekce CNS (mastoiditida, parameningealni
loZiska, extraduralni empyém, loZiska v mozku nebo v mise)
fokalni neurologicky nalez (krece, hemiparéza, paréza kranial-
nich nervt), mentalni zmény, iritace mening, abnormalni bio-
chemicky i cytologicky nalez v likvoru (pfi negativni kultivaci
jinych patogen( ¢i nalezu malignich bunék)

diseminovana infekce
pfiznaky postiZeni vice organt/tkani

Podékovani

trend necekat na definitivni potvrzenf
diagnodzy, ale vysoce rizikové pacienty
monitorovat a pfi prvnich p¥iznacich
infekce véasné zahdjit antimykotic-
kou lécbu.

Hlavnim ,tahounem® téchto velkych
zmén jsou nekultivaéni diagnostické
metody — pfedeviim pak detekce ga-
laktomananu vétsinou v kombinaci
s HRCT.

Jejich optimaln{ zac¢lenéni do scree-
ningu nemocnych ve vysokém riziku
IA, respektive do diagnostického po-
stupu pfi podezfeni na plicni pato-
logii u pacientd s rizikovymi faktory
pro A, je zobrazeno na schématech
2a3.

| ptes tento nesporny pokrok v dia-
gnostickych postupech je jesté nutno
do diagnostického panelu vlozit dalsf
nekultiva¢ni metody - PCR a 1,3-8-D-
-glukan (s vyuzitim 1,3-B-D-glukanu
nejsou zatim rozsdhlejsi zkugenosti
a molekuldrné biologické metody ne-
jsou standardizovany) a rovnéz vytvo-
fit optimalni navod na jejich kombi-
naci a postaveni i ve vztahu k HRCT.

,Konvenéni“ diagnostické metody
(histologie, cytologie, kultivace) viak
i dnes, nezdvisle na vySe zminénych
modernich metodach, ziistavaji stale
Lkonfirma¢nim“ standardem v dia-
gnostice |A.

P¥i pouziti EORTC/MSG kritérii pro
stanoven( jistoty diagndzy IA (tab. 14
atab. 15) [46] zjistime, Ze v soucasné
dobé je absolutni vétsina nemocnych
|écena pro tzv. pravdépodobnou IA.
Casné zahdjeni lécby p¥i splnéni kri-
térii pravdépodobné |A (bez ¢ekani na
definitivni potvrzeni diagnézy) umozni
vyrazné zlepsit prognézu nemocnych
s touto velmi zadvaznou infekci [201].

Prace vznikla z iniciativy a za velké podpory CELL - The CzEch Leukemia Study Group for Life. Dale byla prace podpofena IGA NR
8452-3/2005 a VZ MSMT & MSM 6198959223,
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Zkratky

SFC flucytosin (nebo 5-fluorocytosin)

APLP  analyza délky amplifikovanych
produktd (amplified product
length polymorphism)

ARO anesteziologickou resuscitacnf
oddéleni

ATB antibiotika

ATM  antimykotika

BAL bronchoalveolarni lavaz

cfu jednotky tvotici kolonie (colony
forming units)

CLsI institut pro vytvaren{ standard
v klinickych laboratofich
(Clincal Laboratory Standard
Institute, USA)

CNS centralni nervovy systém

cT pocitacova tomografie (com-
puted tomography)

DDC  dolni dychaci cesty

DNA  deoxyribonukleova kyselina

EDTA  etylendiamin tetraoctova
kyselina (ethylenediamine
tetraacetic acid)

EIA enzymoimunoanalyza
(enzyme immunoassay)

ELISA  enzyme-linked immunosorbent
assay

fg femtogramy

FIC interakéni koeficient pro kombi-
naci antimikrobnich latek (frac-
tional inhibitory concentration)

FICI FIC index

G jednotka préiméru katétrd

G-CSF  granulocytarni kolonie stimu-

lujici faktor - granulocytdrni
ristovy faktor (granulocyte-
colony stimulating factor)

GIT

GM

GvHD
HAP
HRCT
HSCT

1A
INNO-LiPA

IP
IPA

ISHAM

kDa

HEPA

MIC

MSCT

NASBA

NCCLS

gastrointestindlni trakt
galaktomanan

reakce $tépu proti hostiteli
(Graft versus Host Disease)
nozokomialni pneumonie
(hospital acquired pneumonia)
vysoce rozlisovaci CT

(high resolution CT)
transplantace krvetvornych
bunék (hematopoietic stem
cell transplantation)
invazivnf aspergiléza
INNO-line probe assay
index pozitivity

plicni forma invazivni
aspergildzy (invasive
pulmonary aspergillosis)
Mezinarodni spole¢nost
pro lékatskou a veterinarn{
mykologii (International
Society for Human and
Animal Mycology)
kilodalton

laminarni proudéni vzduchu
(laminary air flow)

vysoce ucinna filtrace
vzduchu (high efficiency
particulate arresting)
minimalni inhibi¢ni koncentrace
multidetektorové CT
(multislice CT)

metoda amplifikace RNA
pomoci 3 enzym(

(nucleic acid sequence-
based amplification)
ndrodn{ komise pro vytva-
feni standardt v klinickych
laboratotich, USA (Natio-

NK
NPV

PAS
PCR

PPV

PTLD

qPCR

RFLP

RNA
RNA&za

SDD

SSCP

TKB

USA
VAP

VATS

Invazivni aspergiléza: sou¢asné moznosti diagnostiky

nal Committee on Clinical
Laboratory Standards, USA)
nukleova kyselina

negativni prediktivni hodnota
(negative predictive value)
periodic acid Schiff
polymerazova fetézova reakce
(polymerase chain reaction)
pozitivni prediktivni hodnota
(positive predictive value)
potransplanta¢ni lymfoprolife-
rativni choroba (posttransplant
lymfoproliferative disease)
kvantitativni polymerazova
fetézova reakce

rezistentni (resitant)

délkovy polymorfizmus restrik¢-
nich fragmentd (restriction frag-
ment length polymorphism)
ribonukleova kyselina

enzym hydrolyzujici fosfodies-
terové vazby RNA

citlivy (susceptible)

citlivy v zavislosti na dévce
(susceptible dose dependent)
hodnoceni konformac¢niho
polymorfizmu jednovldknové
DNA (single-stranded confor-
mational polymorphism)
transplantace krvetvornych
bunék

Spojené staty americké

s umélou plicnfi ventilacf aso-
ciované pneumonie (ventilator-
associated pneumonia)
diagnosticka biopsie

cestou videoasistované
torakoskopie

Prace vznikla jako vysledek jedndni odbornik( na setkdni pofadaného CELL - The CzEch Leukemia Study

Group for Life dne 11. 1. 2007 v Brné.

Seznam icastnikii jedndni (abecedné):
Martin Brejcha (Novy Ji¢in), Melanie Cermanovd (Hradec Krélové), Petr Cetkovsky (Praha), Daniel Codl (Praha), Radim Dobias
(Ostrava), Jana Dolezalova (Liberec), Lubo3 Drgona (Bratislava, Slovenska republika), Jan Haber (Praha), Petr Hamal (Olomouc),
Jana Hanzli¢kova (Plzen), Kristyna Hrnéifova (Brno), Petr Hubacek (Praha), BoZena Jandova (Brno), Helena Janouskova (Plzert), Iva
Kocmanova (Brno), Michal Kouba (Praha), Dagmar Koukalova (Olomouc), Vladimir Kracik (Liberec), Tana Laznickova (Praha),
Nada Malldtova (Ceské Budg&jovice), Dagmar Matuskova (Ruzomberok, Slovenska republika), Jit Mayer (Brno), Karel Mencl
(Pardubice), Jakub Mrazek (Ostrava), Peter Mudry (Brno), Adam Paulik (Hradec Kralové), Dagmar Pospisilova (Olomouc), Vladislav
Raclavsky (Olomouc), Zdenék Racil (Brno), Filip Razicka (Brno), Pavel Sauer (Olomouc), Gabriela Sméla (Praha), Jan Trupl
(Bratislava), Barbora Voxova (Hradec Kralové), Barbora Wagnerova (Brno), Pavel Zak (Hradec Kralové)
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