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Abstrakt

UVOD: Invazivni aspergiléza je v soutasné dobé nejCastéjsi invazivni
mykotickou infekci u nemocnych s akutni leukemii a po transplantaci krvetvorné
tkané, vyvolanou vidknitou houbou z rodu Aspergillus. KliGovym bodem
uspésne léCby pacienta s touto Zivot ohroZujici infekci je spravné a ¢asné
stanoveni diagndézy a nasledné Sasné podani ¢inné antimykotické 16Eby. Mezi
hlavni sérologicky marker dllezity pro stanovenf diagndzy invazivni aspergilozy
patfi pfedev8im stanoveni galaktomananového antigenu.

CiL: Zhodnotit pfinos dosavadnich znalosti o vyuZziti stanoveni
galaktomananu v ¢asné diagnostice invazivni aspergilézy a ovéfit na souboru
imunckompromitovanych pacientd ohroZenych mykotickou infekci pfinos
stanoveni galaktomananového antigenu metodou ELISA, senzitivitu, specificitu,
pozitivni prediktivni hodnotu a negativni prediktivni hodnotu tohoto testu.

METODIKA: Stanoveni galaktomananového antigenu bylo provedeno
pomoci metody ELISA, detekce aspergilovych NK v klinickych vzorcich pomoci
metody PCR. Vzorky sér byly ziskany od 94 pacientll, z toho 57 muzi a 37 Zen.
Pramérny vék pacientt byl 55,81.

VYSLEDKY: Senzitivita a specificita pravidelného monitorovani GM
metodou ELISA Cinila 75,93 % resp. 92,44 %. Pozitivni prediktivni hodnota byla
41,84 % a negativni prediktivni hodnota ¢inila 98,17 %. Na zékladé ROC kfivky
je hodnota cut - off 0,5 pro metodu ELISA pfijatelna.

ZAVER: The Platelia Aspergillus EIA se vyuziva jako screeningovy test
pro stanoveni IA. Pravidelnost a opakovani odb&rl krve pro detekci GM
vyznamné ovliviiuje senzitivitu metody a jeji schopnost ¢asné detekce IA. Tento

pfistup muZe mit podstatny vliv na spravnost preventivni a empirické

antifungalni terapie.




Abstract

BACKGROUND: Invasive aspergillosis is the most frequent invasive
fungal infection caused by filamentous fungi from the genus Aspergillus,
particularly in patients with acute leukemia and after hematopoietic stem cell
transplantation. Early diagnosis and prompt initiation of antifungal therapy
significantly improve outcomes of the treatment of this serious infectious
complication. For the diagnosis of invasive aspergillosis, the major serological
marker in commonal use is galactomannan.

AIMS: To evaluate the significante of the diagnostic value of serial
screening of circulating GM by using a recently developed sandwich enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) for prolonged — neutropenic and/or steroid
trated patients with hematological disorders and patients undergoing stem cell
transplantation.

METHODS: Assesment of galactomannan antigen was performed using
the standardized ELISA, detection of Aspergillus DNA was performed using the
PCR. Serum samples were obtained from 94 patients (57 men and 37 women).
The average age was 55,81.

RESULTS: The senzitivity and specificity of serial GM monitoring were
75,93 % and 92,44 % respectively. The positive predictive value was almost
41,84 %, the negative predictive value was 98,17 %. Based on the ROC curve,
the cut - off 0,5 (optical density index) for the ELISA could be acceptable.

CONCLUSIONS: The Platelia Aspergillus EIA is a useful screening test
for the detection of IA. Serial determination of serum GM by the sandwitch
ELISA technique is a senzitive tool for the diagnosis of A in hematological
patients at risk. This approach may substantially influence clinical management

with regard to preemptive and empirical antifungal therapy.
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1 Uvod

Vyskyt mykotickych onemocnéni, komplikujicich stavy snizené
rezistence a imunity pacientd s riznymi zavaznymi zakladnimi chorobami
vzrostl za poslednich nékolik desitileti natolik, Ze se stal jednim z vyznamnych
probléml soucasné mediciny. Dlouhodoba terapie Sirokospektrymi antibiotiky,
imunosupresivy, kortikoidy, cytostatiky a jinymi léky, které snizuji imunitni
odolnost organismu, vede u pacientt k ¢astému vyskytu oportunnich mykéz a
dalich oportunnich infektl. Tato terapie diky své mohutné biologické (¢innosti
pfindsi fadu nezadoucich vedlejSich uginku a rizik, z nichZz nejzavazngjsi je
zasah do komplexu hemopoetického a imunitniho systému.

Mnohé mykotické komplikace, které vedou k bezprostfednimu ohroZeni
Zivota terminalni fungemickou generalizaci a organovou diseminaci, jsou ¢asto
vyvolany v prostfedi vyskytujicimi se houbami. Pro nemocné se stavaji
potencialnimi ¢i aktualnimi oportunnimi patogeny s neomezenou proliferaci v
podminkach imunodeficitniho & areaktivniho organismu, vyCerpaného jinou
zakladni chorobou, anebo nasledné jako iatrogenni komplikace
imunosupresivniho €i cytostatického rezimu. Mnohé z organismu jsou také
bé&zné v nozokomialnich podminkach.

IFl vyvolané viaknitymi houbami, pfedevsim IA, zaujimaji v souasnosti
¢elni misto mezi pfi¢inami morbidity a mortality nemocnych s hematologickymi
malignitami, ale i mnohymi jinymi zakladnimi chorobami, které oslabuiji imunitu.

Diagnostika této Zivot ohrozZujici infekce je v dnesni dobé zalozena na
velmi precizné vypracovanych radiodiagnostickych metodach, sérologickych a
molekularné biologickych metodach a vyZaduje od lékail pecujicich o nemocné
v riziku IA velmi izkou spolupraci s odborniky z celé fady obort.

Tento multioborovy pfistup s rutinnim zavedenim nejmodernéjsich
diagnostickych metod do bézné klinické praxe umozZiuje véasné stanoveni
diagnoézy, a tak i véasné podani u¢inné antimykotické 1é¢by. Tim je umoznéno

zasadnim zpuscobem pfiznivé ovlivnit prognézu pacienty (Kodousek, 2003;
Bartakova, Haber, Hamal, 2007).




—

Cil prace
Cilem nasi prace bylo ové&fit na souboru imunokompromitovanych

pacientt ohroZenych mykotickou infekci pfinos stanoveni galaktomananového
antigenu metodou ELISA, senzitivitu, specificitu, pozitivni a negativni prediktivni

hodnotu tohoto testu.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Charakteristika houbové buriky

Houby (Fungi) pfedstavuji velkou skupinu Zivych organisml dfive
fazenou k rostlinam, ale nyni nové vyclenénou jako samostatnou fisi. Jedna se
o jednobunééné a vicebunéné organismy.

Mikroskopické houby maji nékolikavrstevnou bunécnou sténu. Nad
cytoplazmatickou membranou se nachazi vrstva manoproteinl, dale vrstva
sloZzena z glukan( a chitinu. Vné této vrstvy se nachazi dal$i vrstva glukana a
manoproteinu.

Houbové bunky maji eukaryotickou stavbu, ¢imZz se vice podobaiji
savéim burikam nez bakteriim. Hlavni sterol plazmatické membrany hub se
nazyva ergosterol a v soucasnosti vétSina antimykotik pusobi pravé na této
arovni. Vedle hub s typickou vlaknitou strukturou existuje také skupina
houbovych organism( oznadovanych jako — kvasinky.

Zakladni stavebni jednotkou stélky vySsich hub je viakno, nebo-li hyfa.
Jedna se o jedno-,dvou-, ¢i mnohojadernou trubkovitou strukturu, ktera je ve
vétsiné pfipadd tvofena sténovymi septy. Tyto septa u nizSich hub obvykle
chybéji. Hyfy rostou vrcholovym vzrastem, vétvi se a splétaji do podhoubi
mycelia. To, do jaké miry budou hyfy vétvené &i prehradkované, je dano

genotypem mikroorganismu a také charakterem prostfedi, v némz se

mikroorganismus nachazi (Bailey and Scott’s, 1994; Topley and Wilson’s, 1998;
Greenwood, Slack, Peutherer et al.,, 1999; Buchta, Jilek a kol.,2002; Votava a
kol, 2003; hitp://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-006/ebook.htmi?p=H011;
http://en.wikipedia.org/wiki/Fungi).




Obrazek €. 1 - Typy mycelii u mikromycet

mnohojadernd mycelium

dvoujaderné

klizeni spory v
mycelium

(http.//vydavatelstvi,vscht.cz/knihy/uid_es-006/ebook.htmi?p=M022)

2.2 Rozmnozovani hub

Na specializovanych hyfach zvanych sporofory se tvofi pohlavni spory
(vytrusy).

Nepohlavni spory konidie se wvytvafi na specializovanych hyfach
konidioforech.

Zvlastnosti mikroskopickych hub, mikromycet, je jejich schopnost stridat
pohlavni a nepohlavni zplUsob rozmnoZovani. S tim souvisi i vytvareni
sexualnich {teleomorfy) a asexualnich (anamorfy) stadii, ktera si velmi &asto
nejsou vibec podobna a piispivaji ke zvySeni zmatkl v fadach taxonoma.

(Bailey and Scott's, 1994; Topley and Wilson’s, 1998; Buchta, Jilek a
kol., 2002; Votava a kol., 2003, http://en.wikipedia.org/wiki/Fungi).
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2.3 Systém hub

Klasifikace hub vychazi ze zpusobu jejich rozmnoZovani, morfologie
reprodukénich organd, spor a jinych buné&nych struktur. Taxonomie je stale se
vyvijejici obor, proto i systém hub se neustale méni v zavislosti na aktualnim
stavu naseho poznani, v soufasné dobé tedy pfedevSsim na vysledcich
molekularniho studia hub
(http://botany.natur.cuni.cz/cz/lide/kubatova_atlas.php).

2.4 Zakladni charakteristika antifungaini imunity

Znalosti o imunopatogenetickych mechanismech fungalnich infekct jsou
v porovhani s mnozstvim informaci, tykajicich se virovych a bakterialnich
infekci, znaéné omezené. Duvodem je pfedevéim niz$i zajem o fungalni
patogenni mikroorganismy v minulosti a strukturni a funkéni komplikovanost
téchto eukaryotnich organismu.

Oportunné patogenni houby maiji tendenci pretrvavat na vnéjsich i
vnitimich télnich povrsich v latentni podobé. Intaktni imunitni systém neni
schopen jejich Uplné eliminace, ale udrzuje jejich aktivitu pod kontrolou. U oscb
s narusenou imunitou dochazi velmi rychle k aktivaci latentnich fungalnich
infekci a rozvoji patologického procesu. Faktory patogenity a virulence
fungalnich mikroorganismd nejsou pfili§ vyrazné. Napfiklad houby z rodu
Aspergillus vytvareji ucinné hydrolytické enzymy, které poskozuji tkané.
Pfedpoklada se, Ze vétSina imunomodulaénich G€inkG hub je uréovana
sloZenim jejich bunééné stény.

Vstupni branou infekce fungalnimi mikroorganismy jsou povrchy sliznic a
kGze. Vyznamnou ¢ast protekce hostitele vGéi mikroskopickym oportunné
patogennim houbam zajituje nenaruSena lokalni mikrofléra. Naruseni
mikrobialni rovnovahy nebo poruseni slizniéni imunity vede k patologické
kolonizaci sliznic, pfipadné pruniku oportunné patogennich hub za slizni¢ni
bariéry.

Na sliznicni a celkové imunité viéi fungalnim mikroorganismim se
podileji vSechny sloZky pfirozené i specifické imunity. V podéatcich infekce je
zdUraziiovana Uloha pfirozené imunity, zviasté jeji bunééné slozky.
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Makrofagy identifikuji nebezpeéné vzory fungalnich mikroorganisma,
které oznacujeme jakc PAMP membranovymi receptory pro nebezpetné vzory
PPR. Déje se tak prostrednictvim membranové vazanych i solubilnich molekul,
které maji charakter lektin a reaguji s cukernymi slozkami povrchl
mikroskopickych hub. Pokud to velikost dovoli, makrofagy fagocytuji
mikroskopické houby, usmrcuji je a rozkladaji. Makrofagy reguluji zanétovou
obrannou reakci, ktera je odpovédi na infekci oportunné patogennimi houbami,
prostfednictvim  prozanétovych cytokini. RozloZzené fungalni antigenni
fragmenty prezentuji T lymfocytdm a rozvijeji burikami zprostfedkovanou
imunitu.

Vyraznou imunitni reakci na fungalni mikroorganismy je akumulace
polymorfonukleamich leukocytld. Tyto leukocyty jsou rozhodujici sloZzkou v
obrané vG¢i invazivnim fungalnim infekcim. Polymorfonuklearni leukocyty
adheruji na hyfy, které jsou pfilis velké na to, aby mohly byt fagocytovany. Po
vazbé uvolfiuji toxické produkty kyslikového metabolismu a také peptidy s
antimikrobialnimi Gc¢inky, poskozujici hyfy. Aktivaci komplementu alternativni
nebo lektinovou cestou jsou mikroskopické houby cytotoxicky nic¢eny. Slozky
komplementu opsonizuji fungalni mikroorganismy a zesiluji tak jejich
fagocytdzu.

AZ donedavna byla podcenovana Gloha specifickych protilatek v imunité
viici oportunné patogennim mikroskopickym houbam. Nyni je jiz prokdzano, ze
specifické protilatky brani adhezi mikroskopickych hub na buriky hostitele a
neutralizuji solubilni toxické produkty. Jsou schopny zabranit vykli¢eni konidii a
tvorbé hyf (Krejsek, Kopecky, 2004).
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2.5 Zakladni rozdéleni mykéz

Mykézy se fadi mezi onemocnéni, ktera jsou charakterizovana
kolonizaci, naslednou proliferaci a pfipadnou diferenciaci a sporulaci houby v
tkanich nebo v télnich tekutinach hostitele a zpusobujici jeho poskozeni.

Tento infekéni proces muze byt doprovazen projevy intoxikace a
hypersenzitivni reakce na pfitomnost patogenniho agens. K pfenosu houbové
nakazy muze dojit inhalaci, kontaktem &i traumatem.

1. Povrchové mykoézy (mycoses superficiales)

a) Sliznicni
Jedna se o mykdzy postihujici predevsim dutinu Gstni, jicen, nazaini

a paranazaini oblast, oéni rohovku a spojivku, genital.

b) Kozni, dermatomykézy, ,.tineae“
Infekce postihuje keratinizované wvrstvy kaze, viasové folikuly,
nehtové lGzko a valy. Do této skupiny mykdz patfi predevdim
dermatofyty, keratinofilni houby zpUsobujici dermatofytozy.
Dermatofyty pomoci enzyml - keratindz vyuZzivaji keratin, ktery je
soucasti ruznych koznich derivatu.

2. Hluboké (invazivni, visceralni a systémové) mykozy

Onemocnéni postihujici jeden nebo vice organd, mohou diseminovat
a prejit do septického stavu, zvlasté u imunoalterovanych pacientd.

a) Primarné invazivni mykézy
Infekce vyvolané dimorfnimi houbami (blastomykdza, histoplazmoéza,
kokcidioidomykéza) nebo kvasinkou Cryptococcus neoformans
(kryptokokoza).

b) Sekundarné invazivni {oportunni) mykézy

Infekce imunoalterovanych pacientd zplUsobené oportunnimi
houbami, které pro =zdravého, imunckompetentniho jedince,
nepfedstavuji realné nebezpedi. V nasich podminkach jsou vyvolany
zejména kandidami (kandidoza), aspergily (aspergiléza) a
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zygomycetami (zygomykéza) (Buchta, Jilek a kol., 2002; Kadousek,
2003).

2.5.1 Sekundarné invazivni mykézy

Sekundarni mykodzy komplikuji razna zavazna primarni onemocnéni
spojena s poklesem rezistence organismu a imunitnich obrannych
mechanismuU. Etiologicky se uplatiuji potencionalné patogenni mykofyta
relativné nizké virulence. Jejich vyskyt v zevnim prostredi je téméf ubikvitni,
zéasti jde dokonce o endogenni saprofyty, které se pfileZitostné stavaji
aktualnimi patogeny u imunitné oslabeného jedince. Endogenni mykotické
infekce nejsou pro okoli kontagiézni. Obecné jde tedy o mykézy navazujici na
snizenou obranyschopnost a pokles ucinnosti imunitniho stavu organismu z
ruznych pfi¢in. Mezi onemocnéni predisponujici k sekundarnim invazivnim
mykézam patfi pfedevsim:

1. Primarni (vrozené) a sekundarni (ziskané) imunodeficience:
kongenitalni imunodeficience, thymicka dysplazie, AIDS aj.

2. Nadory krvetvornych a lymfatickych tkani: leukémie, maligni
lymfomy, pfipadné generalizace karcinomu provazené defektem celularni nebo
humoralni imunity.

3. RGuzna krevni onemocnéni véetné lézi kostni dfené spojena s
leukopenii a hypogamaglobulinemii. Také terminaini fungémie u febrilnich
granulocytopenickych pacientd.

4. Celkova metabolicka a endokrinni onemocnéni: malabsorpéni a
malnutriéni syndromy déti pfi onemocnéni GITu, chronicka urémie, diabetes
mellitus (Kodousek, 2003).
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2.6 Rod Aspergillus

Aspergily jsou fazeny mezi ubikvitarni saprofyty. Vyskytuji se
celosvétové, jsou pfitomny v pudé, v rostlinnych i Zivocinych zbytcich. Mnohé
mohou byt patogenni i pro jiné zivoéichy. Rod ma asi 200 znamych druh(, z
toho necelych 40 druht bylo popsano jako plvodci mykotickych onemocnéni
glovéka. U imunckompromitovanych pacientl je nejéastéj§im puvodcem IA A.
fumigatus (56-64%), poté A. flavus (14-18%), A. niger (5-8%) a A. terreus (5-
16%)(cit.: Bartakova, Haber, Hamal a kol., 2007;
http://botany.natur.cuni.cz/cz/lide/kubatova_atlas.php).

Morfologické znaky jsou zaloZeny pfedevSim na stavbé konidioforu,
tedy na nepohlavnim stadiu houby, jehoZ funkci je produkovat spory a §ifit se
jimi do okoli. U nékterych druhll je 2zndmo také pohlavni stadium
charakteristické tvorbou plodnic. Pro rod Aspergillus je typické hlavicovité
zakonéeni konidioforu. Mé&chyiek je po celém nebo é&asti obvodu porostly
fialidami, které mohou byt v jedné nebo dvou Ffadach. Pfes tyto fialidy prochazi
mikrokonidie, které mohou byt kuiovité, ovalné, hladké i drsné. Méchyiek s
fialidami a fetézci mikrokonidii tvoii konidialni hlavici a jeji uspofadani je
charakteristické pro jednotlivé druhy aspergilu a je zakladem jejich morfologické
identifikace. Také vysledné zbarveni kolonii a jejich tvar na kultivaénim médiu je
dan charakterem a zbarvenim téchto hlavic. Mikrokonidie jsou velice malé,
pfenaseji se vzduchem, ulpivaji na pfedmétech a potravinach, mohou byt
snadno vdechnuty &i pozfeny ndhodnymi hostiteli. Spory mohou pronikat
hiuboko do alveold, kde v zavislosti na stavu hostitelského organismu terminuiji
a postupné vyrustaji ve formé& viaken neboli hyf, vytvafejici mycelia. Hyfy jsou
ruzné dlouhé, dichotomicky vétvené, v tkani maji asto radialni usporadani.

Rust mycelii muze byt rozdélen do 3 fazi. V 1. fazi logaritmického rustu
dochazi k bohaté latkové vyméné spojené s tvorbou organickych substrati
nutnych k vystavbé myceliaini stény, coz je podmin&no dostatkem Zivin,
pfedevdim glukdzy v okolni tkani. V této fazi mize byt uvolnén GM, ktery poté
detekujeme v materidlu z doinich dychacich cest nebo pfi dostateéné
angioinvazivité hyf v séru. S vy&erpanim zdroji glukézy pfechazi rust do faze
stacionarni a nasledné ve 3. fazi dochazi k lyze a destrukci.
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Makroskopické znaky jsou zaloZzeny na hodnoceni vzhledu kolonii.
Kolonie se hodnoti na standardnich Zivnych médii: CYA, MEA. Nejvyznamnéjsi
makroskopické znaky:

» zbarveni kolonii, zbarveni spodni stany kolonii

* povrchova struktura kolonii

« velikost kolonii po 7, 10, 14 dnech

+ vzhled konidialni hlavice pod binokularni lupou
(Haber et al, 1995, Bartdkova, Haber, Hamal a kol, 2007;
http.//botany.natur.cuni.cz/pdf/kubatova/3.03%20Eurotiales-Aspergillus.pdf ).

2.6.1 Aspergillus fumigatus
Taxonomie:
Rige (kingdom) - Fungi
Oddéleni (phylum) — Ascomycota
Tfida (class) — Eurotiomycetes
Rad (order) — Eurotiales
Druh (species) — A.fumigatus

Hlavni diagnostické znaky: Modrozelené sametové kolonie rychle rostouci jak
pfi 26 °C tak i pfi 37 °C, kyjovité méchyiky, sloupcovité hlavice dobfe
pozorovatelné pod binokularni lupou.

Patogenita: A. fumigatus je vyznamny oportunni patogen, nejéastéjsi pluvodce
invazivni diseminovane aspergilozy. Déle mUlZe zpUsobovat alergické
bronchopulmonalni aspergilézy, myokarditidy, ledvinové infekce, koZni a nosni
infekce a externi otomykézy.

Vyskyt: A. fumigatus se vyskytuje celosvétové, hojnéji v8ak v teplejdich
oblastech, na rozmanitych plodinach. Produkuje mykotoxiny fumitremorginy,
verruculogen a gliotoxin. U ¢&lovéka muze byt nalazen na kizi, v uSich,

respiracnim sekretu a zaludec¢ni stave.
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Doba potrebna k identifikaci kultivaci: 2 - 6 dni

(Bailey and Scott's, 1994; Hoog, Guarro, Gené et al., 2000; Larone,
2002; Skorepovd, 2008, www.vscht.cz/obsah/fakulty/fobt/ostatni/miniatlas/asp-
fu.htm; http://botany.natur.cuni.cz/cz/lide/kubatova_atlas.php ).

Obrazek ¢. 2 : Aspergillus fumigatus

Aspergillus
fumigatus

konidie
flalidy
Schyiek

stopka

konidiofor

(http.//www.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatias/asp-fu.htm)
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Obrazek ¢. 3: Aspergillus fumigatus

(Autor:Petra Martincovd, UKM FN Hradec Krdlové), 400x

Obrazek ¢€.4: Aspergillus fumigatus - konidie

(Autor:Petra Martincovd, UKM FN Hradec Krélové), 200x




Obrazek ¢. 5: Aspergillus fumigatus

(Autor:Petra Martincovd, UKM FN Hradec Krélové)

2.6.2 Aspergillus flavus
Taxonomické zarazeni:
Rise (kingdom) — Fungi
Oddéleni (phylum) — Ascomycota
Trida (class) — Eurotiomycetes
Rad (order) — Eurotiales
Druh (species) — A.flavus

Hlavni diagnostické znaky: Rychle rostouci Zlutozelené kolonie, konidie

jemné bradavcité.

Patogenita: A. flavus patifi mezi oportunni patogeny, zpusobuijici napfiklad
aspergilézu plic, alergickou bronchopuimonalni aspergilézu, kozni infekce,

myokarditidy, ledvinové infekce a diseminované infekce.
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vyskyt: Vyskytuje se celosvétove, hojnéji véak v subtropickych a tropickych
oblastech, na ruznych substratech rostlinného plvodu a v pad&. Velmi &asto
byva izolovan zvlasté z burskych ofiSki a z ceredli. Muze produkovat
hepatotoxické a kancerogenni aflatoxiny B a kyselinu cyklopiazonovu. U
lovéka byva izolovan z klZe, respiraéniho sekretu a Zaludeéni $tdvy.

Doba potrebna k identifikaci kultivaci: 1 - 4 dny

(Bailey and Scott’s, 1994; Hoog, Guarro, Gené et al., 2000; Larone, 2002:
www.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatlas/asp-fl.htm;
hitp://botany.natur.cuni.cz/cz/lide/kubatova_atlas.php).

Obrazek ¢. 6: Aspergillis flavus

Aspergillus
flavus
~—— konidie

: fialidy
metuly
méchjiek

(http.//www.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatias/asp-fl.htm).
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Obrazek é. 7: Aspergillus flavus

(Autor: Petra Martincovd, UKM FN Hradec Krélové), 400x

Obrazek €. 8: Aspergillus flavus - konidie

(Autor:Petra Martincovd, UKM FN Hradec Krdlové), 200x
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Obréazek ¢. 9: Aspergillus flavus

(Autor:Petra Martincovd, UKM FN Hradec Krélové)

2.6.3 Aspergillus niger
Taxonomické zarazeni:

Rise (kingdom) — Fungi
Oddéleni (phylum) — Ascomycota
Tfida (class) — Eurotiomycetes
Rad (order) — Eurotiales

Rod (genus) — Aspergillus

Druh ( species) — A.niger

Hlavni diagnostické znaky: Rychle rostouci ¢emé kolonie, ¢emé Kulovité
konidie.

Patogenita: A. niger zpisobuje prfedevsim otomykdzy, zfidka diseminuje..

Vyskyt: A. niger se vyskytuje celosvétové, predevéim v teplejsich oblastech, na
rozmanitych potravinach, jak rostlinného tak i Zivogisného plvodu. Casto se
vyskytuje i v xerofilnich podminkach.



Dlouhc byl povaZovan za netoxinogenni, avSak v 90.letech byla u nékolika
kmenu zjisténa produkce mykotoxinu ochratoxinu. U Elovéka mizZe byt nalezen

v udich, respiraénim sekretu, Zaludeéni $tavé a na kizi.
Doba potiebna k identifikaci kultivaci: 1 - 4 dny

(Bailey and Scott’s, 1994; Hoog, Guarro, Gené et al,, 2000; Larone,
2002; Skorepova, 2008;
http//www.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatlas/asp-ni.htm;
http://bolany.natur.cuni.cz/cz/lide/kubatova_atlas.php).

Obrazek ¢. 10: Aspergillus niger

Aspergillus
niger

— konidie

A :::"ii"-"‘m.l.! I”"E':'--.-. :
“t\\\“fﬁ fff/‘;@ ;

konidiofor

(http://www.vscht.cz/obsah/fakulty/fobt/ostatni/miniatias/asp-ni.htm).
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Obrazek ¢. 11: Aspergillus niger

{Autor: Petra Martincovd, UKM FN Hradec Krélové), 400 x

Obrazek ¢. 12: Aspergillus niger — konidie

(Autor: Petra Martincovd, UKM FN Hradec Krdlové), 200x
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Obrazek ¢. 13: Aspergillus niger

(Autor: Petra Martincovd, UKM FN Hradec Krélové)

[ 2.6.4 Aspergillus terreus
Taxonomické zarazeni :
Rige (kingdom) - Fungi
Oddéleni (phylum) — Ascomycota
Trida (class) — Eurotiomycetes
i Rad (order) — Eurotiales
Rod (genus)— Aspergillus
Druh (species) — A.terreus

Hlavni diagnostické znaky: Pomémé rychle rostouci, okrové, sametové

kolonie. Konidie kulovité az elipsoidni.

Patogenita: Jednd se o oportunni patogen, zplsobujici infekce plic,
diseminované infekce, endokarditidy, onychomykézy, alergické

bronchopuimonalni infekce.
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vyskyt: Vyskytuje se pfedevsim na potravinach a v prostfedi budov, byva
izolovan z pudy a klinického materialu. MuZe byt nalezen na kizi, v nose,

respiratnim sekretu a Zaludeéni $tavé.
Doba potrebna k identifikaci kultivaci: 2 - 6 dni

(Bailey and Scott’'s, 1994, Hoog, Guarro, Gené et al., 2000; Larone,
2002, http://www.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatias/asp-tr.htm;
http.//botany.natur.cuni.cz/cz/lide/kubatova_atlas.php).

Obrazek €. 14: Aspergillus terreus

(Autor:Petra Martincovd, UKM FN Hradec Krdlové), 400x




Obrazek €. 15: Aspergullus terreus ~ konidie

(Autor:Petra Martincovd, UKM FN Hradec Krélové), 200x

Obrazek ¢. 16: Aspergillus terreus

(Autor:Petra Martincovd, UKM FN Hradec Krélové)




2.7 Aspergiléza

Aspergiléza je charakterizovana jako infekéni onemocnéni zplUsobené
houbami z rodu Aspergillus. Tyto houby mohou plsobit na organismus jako
alergen a nebo mohou vyvolavat rizné formy IA.

Aktivné proliferujici hyfy maji zna&nou schopnost penetrace rlznymi
tkariovymi komponentami a bariérami véetné cévni stény. Tato angioinvazivita
ma za nasledek trombangiitidu vedouci k nekrézam a je také pfi¢inou fungémie
s naslednou generalizaci a mykotickym vysevem do vnitinich organd.
Zavaznost infekce je rlzna v zavislosti na topice léze a na stupni imunitni
odolnosti organismu pacienta (Haber, 1995, Kodousek, 2003; Skofepova,
2008).

2.7.1 Epidemiologie

Aspergily se nachazeji v pudé, ve vods, v potravinach, v hnijici vegetaci,
v kontaminované potravé ( kofeni, kava, ¢aj). Vstupni branou infekce jsou
predeviim dychaci cesty (viz.. kapitola 2.6). Kontaminované nemocnicni

ventilaéni ¢i vodovodni systémy jsou rizikovym zdrojem epidemického vyskytu

nozokomialni 1A u imunokompromitovanych pacient, nejvétsim rizikem jsou
v8ak stavebni prace v nemocnici €i v jejim blizkém okoli. Aspergiléza se také
objevuje jako endogenni reakce po primarni infekci a nebo kolonizaci, obvykle v
dobé hlubokého imunodeficitu pacienta. Z tohoto divodu neni nékdy mozné
spolehlivé rozliSit nozokomialni a endogenni zdroj infekce (Haber, 1995; Haber,
Malldtova, Kocmanova, 2007).

2.7.2 Rizikové faktory

IFl pfedstavuji zavazné infekéni komplikace u imunokompromitovanych
nemocnych s nadorovym onemocnénim. Zakladni nadorovd choroba a
predevsim poté protinadorova lé¢ba (chemoterapie, radioterapie, protinadorové
protilatky) vedou k poklesu neutrofilnich granulocytl k tzv. neutropenii, kterd je
jednim ze zavaznych rizikovych faktord infekénich komplikaci. Riziko infekce
vyrazné stoupd s hloubkou tohoto poklesu. Vedle hloubky neutropenie je velmi
dilezita také délka jejiho trvani. S prodluzujici se dobou neutropenie vyrazné
stoupa riziko vzniku mykotickych infekci. PfestoZze invazivni mykézy mohou
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postihnout celou skupinu nemocnych s nadorovym onemocneénim, jejich vyskyt
u pacient se solidnimi nadory je spise vzacny.

Naopak ¢asté jsou u nemocnych s hematologickymi malignitami a to
predevsim je-li souéasti lé€ebného rezimu transplantace krvetvorné tkané. Jiz
samotna hematologicka malignita a le¢ba predstavuji rizikovy faktor pro vznik
IA.
| Mezi nejvyznamnéjsi rizikové faktory IA tedy patfi lécba vysokymi
davkami kortikosteroid(, ktera eliminuje prvni fagocytami obrannou linii plicnich
alveolarnich makrofagu, dlouhodoba granuiocytopenie a imunosupresivni lé¢ba.

Riziko relapsu JA hrozi predevéim nejrizikovéjsich pacientim na
dlouhodobé imunosupresivni 1é¢bé a u téch, ktefi nedosahnou remise. Relaps
se velice ¢asto objevuje v puvodni lokalizaci infekce (Bartakova, Haber , Hamal
a kol., 2007).

Rizikové faktory IA:
¢ GvHD
* steroidy
* diouhodoba neutropenie
¢ dalece T lymfocytl
* transplantace krvetvornych bunék
* imunosupresivni terapie
* pfedchazejici IF|
* akutni CMV infekce

Rizikové faktory relapsu IA
* dokumentovana IA
» systémové kortikoidy
* nelplné vymizeni infekce pied dalsi kiirou chemoterapie
* > 3 antibiotika R
* trvani neutropenie > 27 dni
¢ délka primami antimykotické lé¢by < 1 mésic

* zdroj krvetvornych bunék

(Bartakova, Haber, Hamal a kol, 2007)
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2.7.3 Klinicka manifestace

Predilekéni lokalizaci aspergilézy jsou predeviim plice, které mohou byt
postizeny az v 90 %, mimoplicni lokalizace je vzacnéjsi. Rozeznavéme 3
zakladni formy postizeni respiraéniho traktu, a to: invazivni aspergilézu,
alergickou plicni aspergilozu a plicni aspergilom (mycetom).

Jen ve 20 - 30 % jsou postizeny i jiné systemy — GIT, jatra, mozek, srdce,
ledviny. Mlze se jednat o izolovanou infekci &i infekci spojenou s infekei v
plicich (Haber, 1995, Poljak, Kré, Ehrmann, 1997, Larone, 2002; Kodousek,
2003; Malcolm, Warnock, 2003; http://www.aspergillus.org.uk/).

2.8 Plicni aspergildza

Jako prvni popsal aspergilovou infekci plic roku 1847 Sluyter a nazval ji —
pneumomycosis (cit.. Haber, 1995). Oznaceni aspergiléza pochazi od Presenia,
a to az z roku 1850 (cit.: Haber, 1995).

2.8.1 Invazivni aspergiléza

Nejéast&j$im klinickym projevem u imunoalterovanych nemocnych je IA.
Zakladnim onemocnénim byva v naprosté prevaze akutni hemobiastéza
s neutropenii nebo maligni lymfom. Infekce obvykle zagind endobronchialni
proliferaci hyfalni formy plisné, poté dochdzi k tkanové invazi s postizenim
plicnich cév, s krvacenim nebo ischemickou nekrézou parenchymu (plicnimi
infarkty) a rozpadem tkané. Tato forma invazivni aspergilové infekce se nazyva
akutni nekrotizujici pneumonitida.

Klinicky je stav provazen septickymi horetkami, neproduktivnim kaslem,
tachypnoi, hemoptyzou, pleuralnim syndromem s tfecim Selestem a projevy
hypoxie rizného stupné.

Chronicka nekrotizujici pneumonitida je pomalu progredujici forma
akutni nekrotizujici pneumonitidy, dfive nazyvana pseudotuberkuléza nebo
chronicka granulomatézni aspergiléza. Chronicka forma aspergilozy je chapana
jako jeden pél sirckého spektra klinické manifestace plicni aspergilézy a akutni
forma jako pél opacny, mezi nimiz je mnoho klinicky pfechodnych tvard.
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V souvislosti s transplantaci plic byla definovana dalsi, relativné
specifickd jednotka akutni formy invazivni plicni aspergilozy, ulcerativni
tracheobronchitida. Klinicky ndlez je velmi chudy, onemocnéni muze velmi
dlouho probihat asymptomaticky ( Haber, 1995; Topley and Wilson's, 1998;
Hoog, Guarro, Gené et al., 2000, Malcolm, Warnock, 2003, Kodousek, 2003;
Bartakova, Haber, Hamal a kol., 2007,
htto.//www.aspergillus.org.ulk/aspergillosisframeset.htmi;http://www.doctorfungu
s.org/mycoses/human/aspergillus/aspergillosis. htm).

2.8.2 Plicni aspergilom

Plicni aspergilom, mycetom, je projevem saprofytické kolonizace jiz
vytvofenych, preformovanych plicnich dutin, které komunikuji s bronchialnim
stromem a které vznikly vétSinou po prodélané tuberkuléze, sarkoidoze,
invazivni plicni aspergiléze, rozpadem nadoru, nebo v bronchiektaziich.
Proliferace mycelia v uvedeném prostiedi se déje apoziénim zplsobem v
zavislosti na r(zné rastové aktivité v casovém sledu. Timto zpUsobem vznikaji
charakteristicky koncentricky zonainé vrstvené struktury mycelia a utvary
kulovitého tvaru a rizné velikosti — aspergilomy. Aspergilomy jsou ve vétsiné

pfipadd solitarmi a zGstavaji topicky ohranitené (Bailey and Scott's, 1994;
Haber, 1995; Topley and Wilson's, 1998; Malcolm, Warnock, 2003; Kodousek,
2003; http://www.aspergillus.org.uk/aspergillosisframeset.htmi;
http://www.doctorfungus.org/mycoses/human/aspergillus/aspergillosis.htm).




Obrazek ¢. 17: Houbova infekce A.niger uvniti staré tuberkulézni kaverny.
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(hito//www.aspergillus.org. uk/asperg.-ﬂos:sframeset. htmi).

2.8.3 Alergicka plicni aspergiléza

Hypersenzitivni reakce na aspergilové antigeny je podkladem nékolika
klinickych jednotek — alergické bronchopulmonalni aspergilozy, alergické
alveolitidy a astmatu. Tyto jednotky se manifestuji u nemocnych s
neporusenym imunitnim systémem. Jedna se o hypersenzitivni reakce [. a lll.
typu. Aspergily v tomto pfipadé kolonizuji bronchialni strom bez tendence k
tkafiové invazi. Nemocny trpi  epizodickymi zachvaty  dusnosti
bronchospastického charakteru se sipavym dychanim, kaslem a expektoraci
mensiho mnozstvi nahnédlého sputa. Zachvat je u nékterych pacientl provazen
hemoptyzou, pleuraini bolesti & horeckou.

Diagnostika je komplexni, v krevnim obraze je nachazena eozinofilie,
pozitivni kozni testy na aspergilovy antigen, pozitivni precipitace protilatek s
aspergilovym antigenem, zvy3ené sérové hladiny IgE, zvySena hladina
specifického IgE proti aspergilovému antigenu, pozitivni kultivaéni nalez sputa
| (Haber, 1995; Topley and Wilson's, 1998; Greenwood, Slack, Peutherer et al.,
1999; Malcoim, Warnock, 2003; Kodousek, 2003;
http://www.aspergillus.org.uk/aspergillosisframeset.htmi;

http//www.doctorfungus.org/mycoses/human/aspergillus/aspergillosis. htmy).
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2.9 Mimoplicni aspergiléza

Z extrapulmonalnich projevlt |A je vyznamna -+ aspergiléza
paranazalnich dutin. Intenzita a forma klinickych pfiznaku je bezprostfedné
ovlivnéna zakladnim imunitnim stavem nemocného. V pfipadé zachovalé
imunitni reakce jde v podstaté o aspergilom, bez tendence k invazi a bez
vyznamnych Klinickych projevu. U imunodeficitnich pacientt je v popfed! obtiZi
bolest hlavy a licni oblasti s otokem orbity, obrna okchybnych nervu a pozdéji
porucha zraku. Nékdy maze dojit az k lokalni destrukei skeletu, k infiltraci kize.
Klinicky prubéh je dramaticky, velmi podobny rhinoorbitaini mukormykédze,
véetné nepfiznive prognozy. Stav vyZaduje vedle antimykotické léCby Casto
chirurgické feseni. K diagnostice se vyuziva pfedevsim CT sken a RTG.

* Cerebralni aspergildéza je projevem hematogenni diseminace infekce
z plic, pfestup z paranazalnich dutin je vyjime€ny. Rozsah postizeni je ruzny,
nejCastéj$i lokalizace je v kife mozkové, kde se wvytvali solitarni nebo
mnohocetné abscesy nebo granulomy, mohou vSak byt postizeny i mozkové
pleny. Klinickeé projevy odpovidaji formé a lokalizaci infekce, od projevu
nitrolebeéni hypertenze k pfiznakum meningealniho drazdéni s parézami nervd
a poruchou védomi. Pacienti s mirnou poruchou imunodeficience trpi pouze
mirnymi bolestmi hlavy a fokalnim neurologickym deficitem. U pacientt s
vyraznou imunodeficienci se cerebralni aspergildza projevuje nespecifickymi
nalezy, napfiklad zménami mentainiho charakteru a opakovanymi zachvaty.
Mozkova infarktova loziska zpusobena cerebraini arterialni trombézou mohou
mit za nasledek neurologické pfiznaky, kifee a zvyseni mozkomisniho tlaku. K
diagnostice se vyuZiva predeviim CT sken a MRI. Dale biopsie a vySetieni
CSF. Klinické vySetfeni, tak i pomocné nalezy jsou vsak diagnosticky
nepriznacné, kultivaéni prukaz aspergila z moku vetSinou selhava. Prognéza je
neprizniva.

+ Pfi diseminaci infekce muzZe byt také postizen GIT, s prevazujicimi
projevy aspergilové ezofagitidy a nebezpeéim vzniku abscesu. Ulcerace stfevni
sliznice predilekéné postihuji oblast céka, ale mohou byt lokalizovany kdekoli, v
orofaryngu, Zaludku nebo tenkém stfevé. Castym pravodnim jevem je krvaceni,

vyjimeéné muze dojit k perforaci stfevni stény.
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+ Apergiléza jater se projevuje nejCastéji ve formé abscesu, bud
solitarnino nebo mohou byt cela jatra prostoupena miliarnim rozsevem
drobnych dutinek. Postizeni je vétsinou asymptomatické, s vy§simi hodnotami
jaternich enzyma, zejména bilirubinu a alkalické fosfatazy.

* Ledviny byvaji postizeny u 10 % nemocnych, s tvorbou izolovanych
nebo mnohocetnych mikroabscest v klfe i ve deni. Symptomatologie je velmi
chuda.

» Aspergilova endokarditida je spojena s rizikem perforace chlopni pfi
rozpadu abscesu, septické emboly z velkych a kifehkych adenoidnich vegetaci
na chlopnich jsou podkladem mnohdy dramatickych klinickych projevu, které se
viak nelisi od symptomatologie bakterialni endokarditidy. Mezi nespecifické
symptomy patfi ztrata vahy, unava a ztrata chuti k jidlu. U 80 % pacient(
dochazi ke vzniku embolu, ktery ucpava hlavni artérie, zvlasté mozkové.

* Postizeni myokardu prakticky vZdy provazi systémovou aspegilézu,
nej¢astéji plicni. V srde¢nim svalu jsou okrsky nekrézy a infarktova loZiska, jako
projev trombdzy koronarnich tepen. Tromby obsahuji vliakna plisné. Az ve 40%
je postizen muralni endokard.

» Oftalmomycosis. Vétsinou se jedna o mykotickou komplikaci v rdmci
ulcerosni keratokonjunktivitidy. Vzacné je pozorovano masivni postizeni oka ve
formé& panoftalmie v pribéhu generalizované aspergilové infekce provazené

cévni trombodzu.
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Obrazek ¢&. 18: Aspergillus keratitis

(http.//www.aspergillus.org.uk/aspergillosisframeset. htmi).

¢ Otomykéza. Jedna se o onemocnéni postihujici zvukovod pfipadné
dutinu tympalni pfi chronické perforativhi mezotitidé. Pacienti trpi zhorSenym
sluchem a bolesti.

» Kozni aspergiléza. U imunodeficientnich pacientu jsou popisovany 2
typy kozni aspergilézy. U prvniho typu léze vznikaji blizko mista vsunutého
intravendzniho katetru, zejména u pacientd, ktefi méli na pokozku pfiloZzeny
kontaminovany obvaz &i dlahu. Léze se projevuiji fialovym erytémem, zatvrdlymi
strupy, nektrotizujicimi viedy s Eernymi strupy.

U druhého typu kozni aspergildzy Iléze vznikaji v dusledku
hematogenniho $ifeni infekce z plic nebo z infikovanych tkani. Tato forma
aspergilézy se rozviji u 5% pacientl s |A. Léze mohou mit charakter makularni
nebo nodularni, mohou byt izolované nebo mnohocetné, zarudlé nebo
nekrotické, mohou vznikat i rozsahlé ulcerace, vétsinou na koncetinach, kryté
&emou krustou. Diagndza vyzaduje bioptické a kultivaéni vysetreni.

» Osteomyelitida predstavuje méné béZnou formu aspergilozy, avsak
pfinasi velké riziko pro déti s CGD. K $ifeni infekce dochazi z plicnich 1ézi a
nejvice postizenou oblast tvofi Zzebra a patef. Apergilova osteomyelitida muze
byt také nasledkem iatrogenniho poskozeni béhem chirurgického zakroku.
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Pacienti si Casto ztézuji na horecku, bolest a velkou citlivost postizenych
mist.
(Bailey and Scot’ts, 1994, Haber, 1995; Topley and Wilson's, 1998; Hoog,
Guarro, Gené et al., 2000; Malcolm, Warmock, 2003; Kodousek, 2003;

http.//www.aspergillus.org.uk/aspergillosisframeset.htmi).

2.10 EORTC/MSG

V roce 2002 spoleénost EORTC a MSG publikovali standardni definice
pro IF| (cit.: Ben, Peter, Thomas, Walsh, 2008). IFI byly pomoci téchto definic
rozdéleny do tfi kategorii — prokazané, pravdépodobné a mozné |[FI.
Prokazand IFl pouze vyZadovala, aby byl patogen detekovan histologicky nebo
aby byla pozitivni kultivace wvzorku tkané ziskané z mista infekce.
Pravdépodobné a mozné IF| byly zaloZzeny na 3 elementech — faktor hostitele,
ktery identifikuje pacienta v riziku, klinickych symptomech a mykologickém
dikazu, ktery zahrnuje nejen kultivace a mikroskopii, ale také nepfimé testy.

Rozdéleni umoznilo lépe definovat IFl s rlznou jistotou diagndzy. Tyto
definice se ovSem neobes$ly bez svych nedostatkl, napfiklad kategorie
moznych IFl zahmovala mnoho nejistych pfipadl. Proto se spolecnosti
EORTC/MSG opét sesli v roce 2003 v Chicagu a vsichni ¢lenové se shodli na
tom, Ze je tieba definice revidovat (cit.: Ben, Peter, Thomas, Walsh, 2008). Byl
pfijat nazev IFD. Kritéria pro prokdazané a pravdépodobné [FD byly
modifikovany, aby lépe odrazely postupy nepfimych testll, zatimco kategorie
moznych IFD byla revidovana, aby zahrnovala pouze pfipady, jejich pfi¢inou je
houbova etiologie, i kdyz mykologicka evidence chybi. Z tohoto diivodu definice
pravdépodobnych a moznych IFD byly zaloZzeny na stejnych 3 elementech jako
originalni definice — faktor hostitele, klinicka manifestace a mykologicky dlkaz.

Pfi pouziti EORTC/MSG kritérii pro stanoveni jistoty diagnézy (viz.:
fabulka ¢.1 a ¢.2) bylo zjisténo, Zze v soudasné dobé je absolutni vétsina
nemocnych lé&ena pro pravdépodobnou IA. Casné zahajeni é8by pfi spinéni
kritérii pravdépodobné IA umozni vyrazné zlepsit prognézu nemocnych s touto
velmi zavaznou infekci (Bartakovd, Drgoria, Haber , Hamal, Tetkovsky a kol.,
2007; Ben, Peter, Thomas, Walsh, 2008).




——

Tabulka ¢.1: Definice IA

[Prokazana IA

histo/cytopatologicky prikaz vidken (hyf) ziskané aspiraci tenkou jehlou nebo

z bioptického vzorku tkané s prukaznym vztahem (mikroskopicky nebo
nesporné zobrazovaci technikou) k poskozené tkani nebo

pozitivni kultivace ze vzorku ziskaného sterilnim odbérem z normalné sterilniho
mista ( s vyjimkou vzorki moéi a sliznic), které klinicky nebo radiologicky

odpovida mistu infekce.

Pravdépodobna IA

pfitomnost alespori jedncho z rizikovych faktord hostile a

jednoho mikrobiologického kritéria a

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

mista {organu) odpovidajici infekci

Mozna IA

piitomnost alespofi jednoho z rizikovych faktor( hostitele a bud’
jeden mikrobiologicky faktor nebo

jeden velky klinicky faktor (nebo dva malé) odpovidajici infekci

(Bartakova, Drgonia, Haber , Hamal, Tetkovsky a kol., 2007)

Tabulka €. 2: Faktory pouzivané v kritériich pro diagnézu IA

Rizikové faktory hostitele/pacienta

* leukocyty < 0,5 x 10’712 10 dni
« perzistujici hore¢ka > 96 hodin refrakterni na adekvatni ATB Iécbu

* télesna teplota > 38 °C nebo < 36 °C + jeden dalsi faktor:
- neutropenie 2 10 dni v pfedchozich dnech
- vysoké davky imunosupresiv v pfedchozich 30 dnech
- invazivni mykéza pfi pfedchozi imunosupresivni lé¢bé
- AIDS
* znamky a projevy suspekini z GvHD = 2. stupné
« dlouhodobad (> 3 tydny) kortikoterapie v pfedchozich 60 dnech

Mikrobiologické faktory
* pozitivni kultivace nebo mikroskopicky prikaz Aspergilius spp. ze sputa nebo
BAL
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« pozitivni kultivace nebo mikroskopicky prikaz Aspergiflus spp. Z aspiratu ze
sinusy
e pozitivni antigen — GM — v BAL, likvoru, krvi

Klinické faktory
» musi byt relevantni mistu odbéru infekéniho agens a ¢asu projeva

Postizeni plic

- velké kritérium — nalez na HRCT — nové infiltraty typu: halo sign, air-crescent
sign, kavitace v misté konsolidace plicni tkané

- malé kritérium — pfiznak postizeni dolnich dychacich cest (kasel, bolest na
hrudi, hemoptyza, dudnost), fyzikalni nalez pleuralniho Selestu, atypické plicni
infiltraty nesplhujici ,velka® kritéria, plueralni vypotek

Postizeni paranazalnich dutin

- velké kritérium — RTG znamky invaze do dutin {(eroze stén sinusi nebo
expanze infekce do okolnich struktur, destrukce baze lebni)

- malé kritérium - pfiznak infekce homich dychacich cest {sekrece z nosu nebo
ucpany nos), ulcerace nosu nebo krusty na sliznici, epistaxe, periorbitalni otok,
bolest maxilarni oblasti, Eerné nekrotické léze nebo perforace patra

Postizeni CNS

- velké kritérium — RTG prikaz infekce CNS (mastoiditida, parameningealni
loziska, extraduralni empyém, loziska v mozku nebo v mise)

- malé kritérium - fokalni neurologicky ndlez (kfeGe, hemiparéza, paréza
kranidlnich nervll), mentaini zmény, iritace mening, abnormalni biochemicky i
cytologicky nalez v likvoru {pfi negativni kultivaci jinych patogend &i nalezu
malignich bunék)

Diseminovana infekce

- pfiznaky postiZzeni vice organd/tkani

(Bartakovad, Drgonia, Haber , Hamal, Tetkovsky a kol., 2007).
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2.11 Mortalita IA

Mortalita |A je vysoka a zavisi od stavu zakladniho onemocnéni pacienta,
lokalizace infekce, v€asnosti spravné diagndzy, pouzité profylaxi a lécbé. Kvali
chybéjicim jednoznaénym kritériim a rlizné metodice je nékdy tézké porovnat

jednotlivé studie. Trendy mortality kopiruji trendy vyskytu IA. V roce 1981 byla
' incidence |A 0,1/100 000 obyvatel, v roce 1996 0,4/1000 000 obyvatel. Piehled
50 klinickych studii vykonanych do roku 1995 popisuje celkovou mortalitu A
58%. Vék samotny nehraje vyznamnou ulohu, mortalita pacientll do 20 rokd je
68 % a nad 20 rokl 52-59 %. Pacienti po transplantaci krvetvornych bunék méli
mortalitu 86,7 %, pacienti s leukémii méli mortalitu 50 % (cit.: Bartdkovd, Haber
, Hamal a kol., 2007). Typ pfipravného rezimu pfi alogenni transplantaci —
myeloabiativni & nemyeloablativhi — neovlivnil signifikantné mortalitu pacientl s
IA.

Misto infekce je vyznamnym prediktorem mortality — pacienti s plicni
aspergilézou umfeli v 59 - 86 % pfipadu, pacienti s aspergilézou CNS v 88 - 99
%, pacienti s kozni formou aspergilozy méli jen 25 % umrtnost. Neutropenicky
pacienti nemaji automaticky vyssi mortalitu nez nonneutropenicky pacienti s |A.
Mortalita nonneutropenickych pacientl s IA byla 89 % a u neutropenickych
pacinetl s |IA 60 % (cit.: Bartdkova, Haber , Hamal a kol., 2007).

PouZiti moderni diagnostiky, uéinné profylaxe, poznani a ovliviiovani
rizikovych faktord vede v nékterych pfipadech ke snizeni mortality na IA
(Bartakovd, Haber , Hamal a kol., 2007).

2.12 Terapie aspergilézy

Terapie aspergilovych infekci je svizelna. Jednim z problému je relativhné
pozdni stanoveni diagnézy, dalsi je ten, ze v nékterych pripadech se terapie
neobejde bez chirurgického zakroku, ktery muze byt provazen tézkym
krvdcenim v disledku fibrinolytické aktivity aspergilovych exoenzymd.

Na zakladé reprezentativnich klinickych studii byly stanoveny léebné
postupy IA. Lékem prvni volby u prokazané IA je VORI. V randomizované
srovnavaci nezaslepené studii, VORI (N = 144) versus ¢-AmB (N = 133),
hodnocené nezavislym panelem odbomiki VORI poprvé dosahl lepsich
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vysledk(l nez dosud uzivany c-AmB. Ve skupiné VORI byla celkova odpoved
52,8 %, v rameni s c-AmB pak 31,6 %. VORI dosahl statisticky vyznamné
lepsich vysledki i z hlediska preZiti: 70,8 % proti 57,9 %. Jako Iék druhé volby
se nejtastéji pouziva: ABLC, ABCD, CASPO, c-AmB, ITRA, POSA (Haber,
1995; Haber, Malldtovd, Kocmanova, 2007).

2.13 Diagnostické moznosti systémovych mykoz

Pfistup klinika pfi podezfeni na mykotickou infekci spodiva zejména ve
zhodnoceni rizikovych faktor(. Zasadni roli v hodnoceni hraje samoziejmé
zékladni onemocnéni a lééebny postup, ktery rliznou mérou ovlivni imunitni
stav hostitele.

JelikoZ neni zadny specificky klinicky projev, ktery by svédéil pro infekci
mikroskopickymi houbami, je dllezité na tyto infekce myslet a provést fadu
rutinnich, ale i specialnich vysetfeni (Haber, Malldtovd, Kocmanovd, 2007).

Tabulka ¢. 3: Diagnostické moznosti IFI

| Metody Techniky Poznimka
Zobrazovaci ertg nativni snativni rtg plic: vysoka
ehr- CT (spiralni CT) falesné negativita +

nespecifické obrazy
Odbéry vzorkl oBAL emikroskopické,
kultivaéni,  cytologické,

sérologické vysetfeni...

estéry, vyplachy, odbéry esputum, moé&, stéry

ztkani a  télesnych kozni, peritonedlni
tekutin tekutina, operacni rany,
drény
ebioptické — tenkou eplice, jatra, sval, kosti...
punkéni jehlou,
peroperaéné
Kultivaéni ehemokultura eopakované odbéry
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Sérologicke santigeny (ELISA) easpergily:galaktomanan,
epanfungalni — glukan

ekandidy: mannan

eprotilatky epouze u kandid
IMolekulamé biologické  ePCR ekrev, likvor, sputum,
oFISH BAL

(Haber, Malldtova, Kocmanova, 2007).

2.14 Moznosti invazivné ziskat material k prukazu IA

Cesta k potvrzeni diagndzy IA histologickym a kultivaénim vy3etfenim
byvé riskantni a vyZaduje pouziti invazivnich metod. Vhodny biopticky material
tak neni ve vétsiné pfipadd k dispozici. Rizika invazivnich procedur &asto
pfevazuji nad moznym pfinosem. Jakykoliv diagnosticky vykon u tézce
imunosuprimovanych pacientl mize byt riskantni. Cetnost diagnostickych
invazivnich procedur se lii mezi centry, ve kterych jsou rizikovi pacienti lé¢eni.
Rozhodnuti musi byt individualni, zobecnit Ize jediné: u kazdého pacienta s
fokaini infekci suspektni z IA by méla byt néktera z vysetfovacich metod k
ziskani reprezentativhiho vzorku alespoh zvazena (Bartdkovd, Haber , Hamal a
kol., 2007).

2.14.1 Plice

¢ BAL

Ziskany material je vhodny k vy3etieni sérologickému (pozitivita GM se
objevi dfive nez v séru), PCR, kultivaénimu a cytologickému.

BAL je standardnim vySetfenim v diagnostice nozokomialni pneumonie a
s umélou plicni ventilaci asociované pnemunomie. Takto ziskany material
odrazi slozeni bronchialniho sekretu v misté odbéru. Podle obecnych
doporuéeni ma byt BAL provedena pfed zahajenim ¢i zménou ATB terapie. To
vSak u nejrizikovéjSich pacientd neni vzdy mozné vzhledem k nutnosti zahajit
empirickou antimikrobidlni terapii ihned po stanoveni diagnézy pneumonie.

e Bronchoskopicka transbronchialni punkce s aspiraci jehlou nebo s

pouzitim bioptickych klesti
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Ziskany material je vhodny k vySetieni kultivaénimu, cytologickému,
histologickemu.

Metoda umoZrfiuje biopsii pfimo ze suspekiniho loZiska. Je tedy
teoreticky vhodna pro diagnézu aspergilové tracheobronchitidy.

¢ Transparietaini punkéni biopsie a aspirace tenkou jehlou
Ziskany material je vhodny k vySetfeni kuitivadnimu, cytologickému,

histologickému, sérologickému a molekuiarné biologickému.

e Diagnosticka oteviena plicni biopsie

Ziskany materidl je vhodny k vySetfeni kultivaénimu a histologickému,
eventualné molekularné biologickému a sérologickému.

Nejinvazivnéj§i z dosud uvedenych vysetieni umozriuje ziskat operativni
cestou dostatené velky biopticky vzorek za cenu operaéniho rizika.

¢ Diagnosticka biopsie cestou videoasistované torakoskopie
Ziskany material je vhodny k vySetieni kultivaénimu a histologickému,
eventualné molekularmneé biologickému a sérologickému.

¢ Material ziskany pfi plicnim resekénim vykonu

Ziskany material je vhodny k vySetfeni kultivainimu a histologickému,
eventualné molekulameé biologickému a sérologickému.

Rozsah vykonu a provedeni zdvisi na velikosti a lokalizaci loZiska,
funkénim stavu plic a celkovém stavu pacienta (Hofmeister, Czerlanis, Forsythe
et al, 2006; Bartdkovd, Haber , Hamal a kol, 2007; Haber, Malldtova,
Kocmanovd, 2007).

2.14.2 Paranazalni dutiny

¢ Punkce paranazalnich dutin

Ziskany material je vhodny k wvySetfeni sérologickému, PCR,
kultivagnimu, cytologickému.

Pfima detekce hyf i pozitivni kultivace z tohoto materidlu pfispiva jako
mikrobioiogické kritérium k diagndze pravdépodobné [A.
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e Otevrena a endoskopicka biopsie
Ziskany material je vhodny k vysetfeni kultivaénimu, histologickému,

cytologickému, molekularné biologickému a sérologickému (Bartdkova, Haber,
Hamal a kol., 2007).

2.14.3 Mozek

e Punkce mozkomisniho moku

Ziskany materidl je vhodny k vySetfeni sérologickému, PCR,
kultivaénimu, cytologickému.

Pfimy zachyt aspergilovych hyf je sice velmi nepravdépodobny, avSak
vySetieni je vyznamné diferencialné diagnosticky. Pro diagnostiku 1A CNS
nabyva na vyznamu vysetieni GM a PCR v mozkomisnim moku.

e Stereotakticka biopsie a otevieny neurochirurgicky vykon

Ziskany material je vhodny k vysetfeni kultivaénimu a histologickému,
eventualné molekuldamé biologickému a sérologickému (Bartakovd, Haber ,
Hamal a kol., 2007).

2.14.4 Dalsi organy: kuze, endoftalmitida, cévni nahrady,
vertebralni a jiné osteomyelitidy, infekéni endokarditida a dalsi

Bioptické metody se lisi podle lokalizace. U t&chto vzacnéjdich lokalizaci
IA sahame k bioptickym vysSetfenim castéji — zvlasté z diferencialné
diagnostickych davodu (Bartakova, Haber, Hamal a kol., 2007).

2.15 Zobrazovaci metody v diagnostice IA

2.15.1 RTG

Mezi hlavni nalezy na RTG hrudniku pfi invazivni plicni aspergiléze patfi
— mnohocetna lozZiska, ostie ohrani¢ené uzly, bronchopneumonie, rozpadové
dutiny, pleuraini vypotek, plicni infarkt, oboustranné i jednostranné nalezy,
normalni nalez (pozitivni ¢asto az histologie ante mortem).

RTG snimek hrudniku je sice rutinnim vstupnim vy3etfenim, avsak jeho

diagnosticky pfinos pii podezieni na plicni mykdzu je relativné maly.
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Morfologie RTG nélezu je nespecifickd a velmi riznoroda, patologicky
nalez se Casto objevuje az pozdné {Baridkovd, Haber, Hamal a kol., 2007;

Haber, Malldtova, Kocmanova, 2007).

2152CT

Zasadni pfinos CT oproti RTG vysetieni potvrdily i vysledky srovnavani
prostych RTG snimkt s CT, bronchoalveolami lavazi a klinickym prabéhem. CT
vy$etfeni proti prostému RTG md vyznamné vy3si senzitivitu, vy83i negativni
predikéni hodnotu a i vyznamné vy3si piesnost ndlezu. CT vySetfeni je takeé
pfinosnéjsi pro diagnézu mykotické infekce, potvrzené BAL.

Morfologie CT ndalezu u rizikovych nemocnych s angioinvazivni
aspergildzou plic je natolik charakteristicka, Zze na jejim zakladé lze vyslovit
velmi silné podezieni na plicni aspergilézu a podle soulasnych Kkritérii
diagnostické jistoty je tento ndlez podkladem ,pravdépodobné® diagndzy
(Bartdkovd, Haber, Hamal a kol., 2007; Haber, Malldtovd, Kocmanovd, 2007).

2.16 Histologické vysetfeni
Prikaz aspergilovych hyf v tkanich spolu s odpovidajici invazi a
poskozenim okolnich struktur zistava zlatym standardem v diagnostice 1A.
Rozhodnuti provést u velmi ¢asto rizikovych pacient( biopsii z hlubokych
vnitinich organ( je natolik zavazné, Zze vzorek musi byt maximaing spravné
vysetfen (Munoz, Guinea, Bouza, 2006; Bartakovd, Haber, Hamal a kol.., 2007;
Haber, Mallatova, Kocrmanova, 2007).

2.17 Mykologické vysSetfovaci metody

Zakladem uspésného mykologického vysetfeni je kvalifikovany odbér
vhodného biologického materidlu, v€asny transport materidlu do laboratofe a
jeho uchovavani za vhodnych podminek. Odbér materidlu na prikaz vlaknitych
mikromycet je pomémé problematicky. ldealni jsou vzorky odebrané pfimo z
podezielého loZiska invazivnimi technikami. V pfipadé, Ze neni tato moznost,
materiadl mlzZe byt odebran z postizené oblasti napfiklad pomoci BAL pifi
postizeni plic, vyplachem z dutin a podobné. Pfi malém mnoZstvi ziskaného
materidlu nebo hrozi-li vyschnuti, je vhodnéj$i odebrat material pifimo do

tekutého kultivaéniho média nebo sterilniho fyziologického roztoku. Je dllezité,
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aby byly vzorky dodany do laboratofe co nejrychleji a v pfipadé nutnosti byly
uchovavany pfi 4 °C a nebo pfi pokojové teploté, pokud byl material odebran do
kultivacniho media {Bartdakovad, Haber, Hamal a kol., 2007; Haber, Malldtova,

Kocmanova, 2007).

2.17.1 Mikroskopické vysetreni

Mikroskopické vysetieni ma v laboratorni diagnostice mykéz
nezastupitelnou uUlohu. Mikroskopické preparaty jsou vétSinou snadno
provediteiné a mohou byt prohlizeny ve velice kratké dobé. V fadé pfipadu lze s
pouZitim b&Znych barveni potvrdit mykotickou etiologii, avSak nelze obvykle
patogen zaradit do rodu a druhu, Ize pouze stanovit skupinovou diagnézu.

Mikroskopické vy3etieni je zasadné piinosné v diferenciaini diagnostice
aspergilézy. Typickym nalezem pro aspergildézu je nélez 3irokych septovanych
hyf s vétvenim do tvaru V.

Neéktefi mykologove upfednostiuji fluorescenéné mikroskopické metody,
kdy stény houbovych elementl obarvené fluorescenténim barvivem zafi v
dopadajicim svétle fluorescencniho mikroskopu (Bartdkovd, Haber, Hamal a
kol., 2007; Haber, Mallatova, Kocmanova, 2007).

2.17.2 Kultivaéni vysetreni

Kultivace odebraného materidlu na vhodném izolaénim médiu je
zadkladem mykologické diagnostiky. Pouze kultivatni prikaz vede k
jednoznaéné identifikaci vyvolavajiciho agens. Kultivaéni vySetfeni ma vysokou
specifitu (92 %) v pfipadé pozitivniho nélezu, ale nizkou senzitivitu (50 % a
méné) ve srovnani s dalsimi metodami (cit.: Bartakovd, Haber, Hamal a kol.,
2007).

K izolaci mikromicet se nejCastéji pouziva Sabouraudovo meédium,
selektivni a diagnosticka média (Czapek-Dox) jsou pak vyuZivana spise pfi
identifikaci narostlych kultur. Material mize byt ockovan také do tekutych médii.

Nardst kolonie aspergill mize byt oCekavan za 24 - 48 hodin u druhu
Aspergillus fumigatus nebo Aspergillus flavus. Nékteré druhy rostou pomaleji a
také u [é€enych pacientll je ocekavan pozdéjsi narust. Kultivace byva ukongena
obvykle po 10 - 14 dnech, ale prfedbéZzné vysledky jsou odesilany dfive.
Identifikace do druhu se provadi na zakladé charakteristickych mikroskopickych
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znakll a mUze byt pomé&mé naroéna odborné i Easové (Bartakova, Haber,
Hamal a kol., 2007; Haber, Malldatovd, Kocmanova, 2007).

2.17.3 Stanoveni citlivosti mikromycet k ATB

Celosvétové respektovand CLSI schvdlila v roce 1998 dokument M 38A,
ktery standardizuje zplsob provadéni testl citlivosti pro vidknité mikromicety
(cit.: Bartdkova, Haber, Hamal a kol., 2007). Jedna se o metodu kvantitativni,
diluéni, poskytujici moznost stanovit MIC a umoziujici dle hodnoty MIC zaradit
testovany izolat do kategorie citlivy (S), citlivy v zavislosti na davce (SDD),
rezistentni (R).

Pro bézné rutinni pouZiti a pomémé maly pocet testovanych kmenu je
tato metoda pracna i finanéné narocna.

V soucCasné dobé jsou na trhu diagnostické prouzky s flukonazolem,
ketokonazolem, itrakonazolem, vorikonazolem, amfotericinem, flucytozinem.

Metodika Etestu umozhuje stanovit MIC antimykotik podavanych v
kombinaci. Uginek této kombina&ni terapie je hodnocen pomoci FICI. FICI je
stanoven jako soucet poméru MIC antimykotik testovanych v kombinaci a
samostatné (Bartakovd, Haber, Hamal a kol, 2007; Haber, Mallatova,
Kocmanova, 2007).

2.18 Nekultivaéni diagnostické metody

Casné zahajena cilena antimykoticka lédba, ktera véak vyzaduje asné
stanoveni co mozna nejpiesngjsi diagndzy, je jednim z kliovych faktort
zlepsujicich prognézu nemocnych s IA. Konvencni diagnostické pfistupy
bohuzel velmi ¢asto selhavaiji a to jak ve své senzitivité, tak ¢asnosti stanoveni
definitivni progndzy.

Tyto obtiznosti v diagnostice IA proto v pribéhu poslednich nékolika let
vedly k rozvoji nekultivaénich diagnostickych metod.

Tyto postupy mlzeme rozdélit na dvé skupiny: 1. metody sérologické —
vyZaduijici detekci antigendl, protilatek nebo metabolitt aspergilovych kmeni a
2. metody molekularné genetické — detekujici NK aspergill.

Ze vsech nekultivaénich metod ma v souéasné dobé jednoznatné
definované a zasadni misto v diagnostice IA sérologicky test vyuzivajici detekci
GM. Panfungaini sérologicky test vyuzivajici zachyt fungalniho antigenu 1,3-B-
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D-glukanu je pak metodou novou, ktera podobné jako molekularné genetické
postupy ve formé& rlznych variant PCR maji doposud postaveni pouze
vyzkumné a nelze je k diagnostice |A zatim pouzit v bézné rutinni praxi
(Bartdakovd, Haber, Hamal a kol., 2007).

2.19 Sérologické markery IA

2.19.1 GM

Kmeny aspergilii uvolfiuji pfi svém rdstu do okoli exoantigeny, které jsou
poté detekovatelné v malém mnozstvi v télesnych tekutinach. V roce 1978
Lehmann a Weiss nasli v séru imunokopromitovanych laboratomich zvifat
infikovanych kmeny aspergili a nasledné také v séru a mocéi pacientu s IA
antigen, ktery byl poté identifikovan jako GM (cit.: Weiss, Lehman, 1979).

GM je termostabilni heteropolysacharid bunééné stény aspergill.
Molekuia GM o velikosti 25 - 75 kDa se sklada z neimunni mananové korové
¢asti a imunoreaktivnich bodénich fetézcl zakonéenych galaktofuranozylovymi
jednotkami. In vitro studie ukazuji, Ze rizné kmeny aspergilll uvolfuji rizna
mnoZstvi GM, klinicka zavaZnost této souvislosti vSak neni vyznamna. Na
druhou stranu vedle aspergilovych kmend uvolfiuji GM také kmeny penicilii a pfi
invazivni infekci timto patogenem muzZe byt GM v séru také detekovan. Kromé
toho je to faze rlstu hyf, mikroprostiedi, ve kterém probihaji infekce, imunitni
stav jedince, stav rendlnich funkci a antimykoticka lé¢ba, které ve svém
konecnem bodé mohou ovlivnit definitivni mnozstvi GM v cirkulaci (Bartakovd,
Haber, Hamal a kol, 2007; Haber, Mallatova, Kocmanova, 2007:
http://www.doctorfungus.org/mycoses/human/aspergillus/aspergillosis.htm).

2.19.2 Detekce galaktomananu

Pro detekci GM je mozno pouzit nékolik imunochemickych metod —
latexovou aglutinaci, radioimunoanalyzu a sendvi¢ovou ELISA., které se lisi
detekénim limitem | senzitivitou. Komeréniho wyuZiti dosahly pouze dvé -
latexova aglutinace ( Pastorex Aspergillus, BioRad, France} a sendviCova
ELISA (Platelia Aspergillus, BioRad, France). Oba komeréni sety vyuZivaji pro
detekcei kralici monoklonalni protilatku EB-A2, ktera rozpoznava B-(1-5) vazané
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zbytky na molekule GM. Pro pozitivitu testu je nezbytnd pfitomnost minimainé 4
téchto epitopu.

Latexova aglutinace se jesté misty pouziva, zvlasté tam, kde je vysetieni
provadéno spiSe pfilezitostné. V rutinni diagnostice je v souasné dobé
nahrazena sendvicovou ELISA metodou. Tato metoda detekuje vétsi pocet
nemocnych s |A a také pozitivita pfi pouziti této metody byva castéjsi. Reakce
je semikvantitativni a jeji vysledek je udavan jako index pozitivity (IP) — pomeér
mezi naméfenou optickou denzitou a optickou denzitou kontrolniho séra
obsahuijiciho pfiblizné 1ng GM/ml. Jako pozitivni se oznacuje vzorek s IP > 0,5
a jako pozitivni pacient pak nemocny s vice nez 2 po sobé jdoucimi pozitivhimi
odbéry.

Pravidelny a rutinni monitoring GM tedy umozZiuje zkratit Sasovy interval
do stanoveni diagnézy |A. Je v3ak ziejmé, Zze pravdépodobnost asné pozitivity
GM bude ovlivhéna frekvenci provadénych odbér( a hodnotou zvoleného cut -
off IP.

GM je také dllezity marker lé&ebné odpovédi IA. V prvnich dvou tydnech
klinicky obraz ani nalez na HRCT nemuze slouZit k éasnému zhodnoceni IA na
Ié¢bu ATM. Pfi Gspésné lécbé IA dochazi k poklesu hladin GM. Pokud ovSem
lécba selhava, dochazi k narGstu hladin GM. Za urditych okolnosti se mizeme
setkat s paradoxnim vzestupem GM IP i pfes dobrou lééebnou odpovéd
infekce. K tomuto vzestupu muize dojit pii soutasném zavainém renalnim
selhani a v prvnich nékolika dnech lé¢by echinokandiny (Weiss, Lehman, 1979;
Wheat, 2005; Maertens, Theunissen, Lodewyck et al., 2007; Bartdakova, Haber,
Hamal a kol., 2007;
http://www.doctorfungus.org/mycoses/human/aspergillus/aspergillosis.htm).

2.19.3 Vyuziti detekce GM pro diagnézu IA

Studie, sledujici detekci GM jako markeru |A u nemocnych s rizikem
vzniku této infekce ukazaly, Ze Platelia Aspergillus test ma vysokou specificitu
pohybujici se od 81 - 100 %. Extrémné vysoka je také NPV testu, ktera je v
absolutni vétsiné studii nad 95 % (cit.; Bartakovd, Haber, Hamal a kol., 2007).
Negativni vysledek testu tedy s velmi vysokou pravdépodobnosti vylucuje IA a

FN jsou vzacné.
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Na druhou stranu senzitivita a PPV jsou slabymi misty tohoto testu.
Senzitivita testu v riznych praci znaéné kolisa a to od 30 - 100 % a velmi
podobné je tomu i u PPV, ktera se pohybuje od 50 do 100 % {cit.: Bartakova,
Haber, Hamal a kol., 2007). Pfimé porovnavani vysledkl jednotlivych studii je
vSak velmi obtizné, protoze oba dva zmifiované parametry mohou byt ovlivnény
celou fadou faktor( {Bartdakovd, Haber, Hamal a kol., 2007).

2.19.4 Faktory ovliviiujici senzitivitu testu

* Typ a zavaznost imunosuprese

Pred par lety publikovana metaanalyza studii sledujicich tento problém
poukazala na znaéné rozdily v senzitivité metody v zavislosti na studované
populaci nemocnych. Zatimco senzitivita testu pro nemocné s hematologickou
malignitou byla 70 %, pro nemocné po transplantaci organu byla jen 22 %. Tyto
vysledky potvrdily fakt, Ze test je vice pfinosny pro nemocné s nadorovym
onemocné&nim nez pro jiné skupiny pacientl. Ale také mezi onkologickymi
pacienty Ize najit vyznamné rozdily. Ve studiich, do kterych bylo zafazeno velké
procento pacientl s ,low-risk” neutropenii {(solidni tumory, lymfomy, autologni
transplantace krvetvomné tkané), je senzitivita nizsi nez ve studiich s vysoce
rizikovymi pacienty {alogenni transplantace krvetvorné tkané, akutni leukémie)
(Bartakova, Haber, Hamal a kol., 2007).

» Manifestace aspergilové infekce

Manifestace IA  pfedstavuje kontinuum stavid s  odliSnymi
histopatologickymi a radiologickymi nalezy, jejichz rozvoj je dan pfedevsim
imunitnim stavem jedince. Spektrum postizeni saha od angioinvazivni formy u
tézce imunosuprimovanych az po ABPA u hypersenzitivnich nemocnych. Je
zifejmé, Ze prechod antigent (véetné GM) do cirkulace se bude u riznych
stupfill angioinvaze lisit. Zatimco lokalni nekrotizace plicniho parenchymu u
angioinvazivni formy bude prachod GM usnadiovat, u lokalizovanych nebo
ohranicenych forem aspergilové infekce (tracheobronchitida u pacienta po
transplantaci plic nebo ohraniteny aspergilom) bude prinik GM mensi nebo
dokonce zadny a vysledek detekce Platelia Aspergillus testu poté bude

negativni.
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* Pfedchozi podani ATM

Podavani ATM s efektem na kmeny aspergilu lé¢ebné nebo profylakticky
omezuje velikost a rychlost narustu mykotické ndloze, stejné tak jako intenzita
jeji angioinvaze. Tento mechanismus je pak pravdépodobné pficinou sniZzeni
senzitivity Platelia Aspergillus testu u této skupiny pacientu. V praci Maarové et
al byla senzitivita detekce GM u nemocnych po transplantaci krvetvorné tkané
lé¢enych profylakticky ATM s efektem na vlédknité houby pouze 20 % ve
srovnani se senzitivitou 80 % ve skupiné pacientl bez profylaxe (cit..
Bartdkova, Haber, Hamal a kol., 2007).

e Cut-off

Velice dulezitym faktorem ovliviujici senzitivitu testu je hodnota cut-off
IP, tedy hodnota IP, od kterého je vzorek oznacen jako pozitivni. Maertens et al
a i dalsi autoii prokazali, 2e snizeni cut-off na hodnotu 0,5 vyrazné zvysilo
senzitivitu testu pfi souCasném jen mimém zhordeni jeho specifity (cit.:
Bartdkovd, Haber, Hamal a kol., 2007). Toto snizeni cut-off IP je dllezité
predevéim u nemocnych, ktefi dostavaji profylakticky ATM s efektem na
vldknité houby a u nemocnych po transplantaci krvetvorné tkané s GvHD
|é€enou imunosupresivy. U obou téchto skupin pacientd je mykoticka naloz
nizka a proto pfi uziti vyssich hodnot cut - off IP by tito nemocni byli falesné
oznaceni za negativni.

* Frekvence provadénych odbérti

Frekvence a pravidelnost odbérd krve pro detekci GM vyznamné
ovliviuji senzitivitu metody a jeji schopnost ¢asné detekce IA. Zatimco v praci
Maertense et al byl primémy pocet odbéri na epizodu 11,2, ve studii
Herbrechta et al pouze 4,1 (cit.: Bartdkovd, Haber, Hamal a kol., 2007).
Senzitivita metody pak byla v prvni praci 89,7 %, ve druhé pak pouhych 31,6 %.
Progrese |IA mizZe byt u téZce imunosuprimovanych jedincd velmi rychla a ke
zméné z negativnich do pozitivnich hodnot tak mize dojit béhem nékolika dnu.
Nedostate¢na frekvence odbérd a nebo nepravidelnost v jejich provadéni poté
muze vést ke zmeskani okamziku, kdy hodnota IP tésné pifesahne 0,5 a vzorek
se stane ¢asné pozitivnim. Obecné se doporuéuje provadét pravidelny rutinni
screening rizikovych nemocnych (nemocni s akutni leukemii nebo po alogenni
transplantaci krvetvorné tkané) 2 - 3 krat tydné. V rizikovych obdobich (febrilni
neutropenie nereagujici na antibiotickou lé¢bu, nalez infiltratd na HRTC plic) i
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¢astéji. Vice nez jeden odbér za den (pfi pouzité cut - off 0,5) jiz senzitivitu testu
dale nezvysi (Maertens, Eldere, Verhaegen et al., 2002, Herbrecht, Letscher-
Bru, Oprea et al, 2002, Marr, Balajee, McLaughlin et al., 2004, Maertens,
Theunissen, Verbeken et al., 2004; Bartakova, Haber, Hamal a kol., 2007).

2.19.5 Faktory ovliviidjici PPV testu

Druhym slabym mistem testu je PPV testu (pozitivni vysledek spravné
ozna¢i nemocného s |A). Opét existuje celd rada faktor(i, které PPV testu
ovliviiji.

Prvnim z téchto faktorl je incidence IA ve vySetfované skupiné
pacientd. Pravdépodobnost, Ze pozitivni vysledek testu ozna&i skutecné
nemocného pacienta, je nejvys§si ve skupinach nemocnych s nejvy3si incidenci
IA a témi jsou predevéim nemocni s akutni leukemii a pacienti po alogenni
transplantaci krvetvorné tkané. U ostatnich skupin pacientd, u nichz je
incidence IA nizka (nemocni s ostatnimi hematologickymi malignitami a nebo
po autologni transplantaci krvetvomé tkané, pacienti po transplantaci solidnich
organu), je vyznamné nizsi i PPV testu.

Druhym faktorem ovliviiujicim PPV a specificitu Platelia Aspergillus testu
je kritérium, které oznaéi pacienta jako pozitivniho. Maertens et al vyuZili
testu k prospektivnimu sledovani nemocnych s vysokym rizikem IA a prokazali,
Ze jak pfi pouziti cut-off 1,0, tak 0,5 specificita testu vyznamné naristé, pokud je
nemocny oznacen za skute¢né pozitivniho az pfi pozitivité 2 vzorku jdoucich po
sobé (cit.: Baridkovd, Haber, Hamal a kol., 2007).

Moznost faleSnych poazitivit je nejvyznamnéjsim faktorem ovliviiujicim
PPV testu. lzolované falesné pozitivity mohou byt zplsobeny kontaminaci
vzorku pii odbéru nebo pii zpracovani vzdusnymi sporami aspergili nebo
penicilii. Tyto izolované faledné pozitivity [ze jednoduSe odliSit retestem
pozitivniho vzorku (negativni vysledek retestu svédéi pro kontaminaci pfi
Zpracovani vzorku) a provedenim kontroiniho odbéru vzorku séra (negativni
vysledek pak svéd&éi pro kontaminaci pfi odbéru vzorku). Retest prvniho
pozitivniho vzorku a piedevsim odbér kontrolniho séra by mély byt provedeny
co mozZna nejdrive (do 24 - 48 hodin).

v s

pietrvavajici i v opakovanych odbérech, které pak imituji obraz nalézany pfi
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skutecné infekci. Odliseni falesné a skute¢né pozitivity je pfedevsim u vysoce
rizikovych nemocnych, kde Ize infekci vzhiledem k imunodeficitu o&ekavat, velmi
obtizné. Pro klinika je tedy nezbytna dobra znalost moznych pfi¢in falesné
pozitivity testu, jednak pro jeho spravnou interpretaci, ale pfedevdim nutnost v
maximalni mife tyto faktory u pravidelné nemocnych eliminovat.

Pri¢iny falednych pozitivit:

* Intravenozni podani penicilinovych ATB

Aplikace penicilinovych ATB - piperacillinu, piperacilinu/tazobaktamu,
nékterych amoxicilin/klavulanatd a ampicilinu — je jednim z nejcastéjSich pri¢in
falesné pozitivity pii detekci GM. Dlvodem je pravdépodobné kontaminace
antibiotik GM pfi jejich semisyntetické vyrobé. Tento proces vyuzivda kmend
penicilii a GM z jejich buné&nych stén se pak pravdépodobné dostava do
finalniho vyrobku. MnoZstvi kontaminujiciho GM kolisa jednak mezi jednotlivymi
ATB, ale také mezi jednotlivymi Sarzemi jednoho vyrobku a proto intenzita
faleSné pozitivity pfi podavani téchto preparatu kolisa. Vzhledem k odlidné
kinetice kontaminujictho GM od kinetiky vlastniho ATB dochazi pii podavani
léku ke kumulaci GM a tak i naristu méreného IP v séru nemocnych. Navic po
ukoncéeni podavani ATB falesna pozitivita testu vzhiedem k pomalejsi eliminaci
kontaminujictho GM pfetrvava temér jesté 6 dnu.

Eliminace FP pfi podavani vyse zminénych preparat( je slozita. Idedlni je
vylouceni pouzivani té&chto ATB u nemocnych, u kterych probihd monitoring
GM. To je mozné u ampicilinu a amoxicilinu/klavulanatu, ale velmi obtizné u
piperacilinu/tazobaktamu. V téchto pfipadech je pak doporu¢ovan odbér vzorku
séra pro vySetieni GM tésné pred podanim daldi davky ATB, kdy by mé&la byt
koncentrace kontaminujicthho GM nejnizsi. AvSak vzhledem ke zminénée
kontaminaci GM ize tohoto mechanizmu wvyuzit pouze v prvnich 2 dnech
podavani léku, nebot nasledné je i ustdlena koncentrace kontaminujiciho GM
vysoka. Falesne pozitivity Ize minimalizovat pfi podavani .
piperacilinu/tazobaktamu testovanim jednotlivych Sarzi a pouzivanim Sarzi GM
negativnich.

Pfitomnost GM nebyla potvrzena v celé fadé dalSich ATB (cefalosporiny,
chinolony, vankomycin, karbapenemy) a podavani téchto Iékd nemocnym

nevedlo k rozvoji falednych poazitivit.
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* Aplikace roztoku Plasma - Lyte

Hage et al publikovali FP pfi detekci GM z tekutiny ziskané BAL pfi
soucasném pouziti infuzniho roztoku Plasma-Lyte (Baxter} jako lavazni tekutiny
(cit.: Bartdkovd, Drgoria, Haber , Hamal, Tetkovsky a kol., 2007). Vysoky IP byl
zZjistén také pii testovani jednotlivych SarZzi roztoku. Pri¢inou FP je opét
pravdépodobné kontaminujici GM, ktery se do roztoku dostava pfi vyrobé —
Plasma-Lyte totiz obsahuje kalcium glukonat, ktery se vyrabi fermentaci pomoci
kmenu aspergili. Autofi v8ak nepfedpokladali, 2e by pfi podani roztoku
intraven6zné (coz je v3ak jeho hlavni pouZiti) po distribuci v cirkulaci mohlo
mnozstvi kontaminujiciho GM zpusobit FP. AvSak intravenézni podani roztoku
Plasma - Lyte je vedle penicilinovych ATB jednou z hlavnich pficin FP.
Resenim této piidiny je pouZivani jinych infuznich roztok( pro hydrataci
nemocnych, u kterych probiha rutinni screening.

¢ Prunik antigenu z GIT

GM ze stény aspergilu a penicilii byl prokazan v celé fadé potravin a
napojll a je bézné nalézan ve stolici. Mensi molekuly GM ze stieva tedy mohou
teoreticky pfechazet do cirkulace pfi narudeni integrity stfevni mukdzy.
Pfedpoklada se, Ze tento mechanizmus je jednou z moZnych pri¢in FP u
nemocnych s mukozitidou a soucasné alespori éasteéné zachovanym piijmem
stravy. V klinické praxi v8ak tato situace u onkologickych nemocnych neni pfilis
¢asta. Na druhou stranu vSak pravé prichod polysacharidi ze stény bakterii
Bifidobacterium spp. (zkfizené reaguji s protilatkou EB - A2 pouzitou v Platelia
Aspergillus testu) ze zazivaciho trakiu pfes nezralou mukézu je jednou z
hlavnich pfi¢in FP Platelia Aspergillus kitu u pfed&asné narozenych déti.

* Infekce jinymi patogeny

Vzacnou pfi¢inou FP pii detekci GM muze byt infekce mykotickymi
patogeny, které nesou zkfiZzené reaguijici epitopy s kmeny aspergild, jako jsou
infekce vyvolané Penicillium spp. a Cryptococcus neoformans . Tyto infekce
jsou nastésti jen velmi raritni.

V literature Ize najit celou fadu moznych pficin FP Platelia Aspergillus
testu. Tyto piipady vSak nejsou potvrzeny vice autory a jejich mechanizmus
neni vétsinou jednoznacné vysvétlen. Jsou popsany FP testu pfi autcimunitnich

stavech a pfitomnosti paraproteinu, pfi dialyze, pfi pouiiti cyklofosfamidu a pfi
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kontaminaci vzorku vatou (Ansorg, Boom, Rath, 1997; Adam, Auperin, Wilquin
et al., 2004; Hage, Reynolds, Durkin et al., 2007; Bartakovd, Haber, Hamal a
kol., 2007).

2.19.6 1,3-B-D-glukan

1,3-B-D-glukan je dalsim markerem v nekultivaéni diagnostice
invazivnich mykotickych infekci. Obecné jsou glukany polymery slozené z rizné
vazanych glukéz, které se dale lisi dle druhu této glykozidicke vazby — v
bunétné sténé vétSiny medicinsky vyznamnych patogennich hub vCetné
aspergilt se nachazi 1,3-p-D-glukan. Glukan se ovSem vylu€uje o néco pozdéii
nez GM a jeho koncentrace je niz8i. 1,3.8-D-glukan neni soudasti lidskych,
bakteridlnich ani virovych bunék, ale je vylutovan do séra pacientd s IFI
(Bartakova, Haber, Hamal a kol., 2007).

2.19.7 Detekce 1,3-B-D-glukanu

Pro laboratorni diagnostiku se vyuziva schopnosti 1,3-B-D-glukanu
reagovat s lyzatem amébocytlu kraba Limulus polyphemus nebo Tachypleus
tridentatus.

V soucasné dobé ovSem nejsou dostateCné zkuSenosti s vyuzitim
glukanu jako jednoznaéného markeru IFl v bé&zné klinické praxi. Stanoveni 1,3-
B-D-glukanu by véak mélo mit své misto v panelu pro diagnostiku mykéz — at
uz pfi verifikaci infekci vzacnymi mykotickymi agens nebo tfeba jako konfirmace
FP, zejména GM (Bartdkova, Haber, Hamal a kol., 2007).
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2.20 Molekularné genetické metody

Genetické metody jsou v diagnostice IA zaméfené na detekci
aspergilovych NK v klinickych vzorcich. Tyto metody pfispivaji ke zkvalithéni
diagnostiky, z pohledu klinickych lékafl zejména k rychlejSimu objasnéni
etiologie infekce, zahajeni i monitorovani cilené ATM I|é&by. V soucasné
genetické diagnostice existuje fada rlznych metodickych pfistupl. Jejich
pribéh a vysledek mize byt ovlivnén prakticky na kazdé trovni, od zpisobu
odbéru a volby typu vzorku az po finalni interpretaci, coz komplikuje vzajemné
porovnavani (Bartdkovd, Haber, Hamal a kol., 2007; Hamal, 2007).

2.20.1 Vysetiovany material

Jednim z vy$etfovanych klinickych materidll je krev, kterou lze pouzit
plnou nebo jen sérum. Zatim mezi nimi nebyl zjistén zasadni rozdil, optimalni
frakce pro prikaz aspergilové DNA tak zlstava nejasnd. Bylo vSak
dokumentovano, Zze se stoupajicim objemem odebrané krve se zvySuje i
pravdépodobnost zachytu DNA. K vyhodam vySetieni séra patfi moznost
soucasné detekce antigen(, urcitym uskalim je pritkaz jen volné cirkulujici DNA,
nebot hyfy, stejné jako fagocytované houbové elementy zivé ¢i usmrcené, jsou
odstranény spolu s krevni srazeninou. Nevyhodou izolace z pIné krve je Casova
a technicka naroénost, déle riziko enzymatické degradace DNA. Zivotaschopné
elementy by navic mély byt prokazatelné hemokultivaci, i kdyz aspergily jsou z
krve izolovany jen zfidka, pravdépodobné v disledku rychlé fagocytézy a
usmrcovani mikrofagy. Pfi odbéru plné krve je nutné wyloucit inhibi¢ni vliv
heparinu a citraitu na prubéh amplifikace, EDTA tento u€inek nema.
Pravdépodobnost farmaky podminénych negativnich vysledkd Ize snizit
zarazenim interni kontroly amplifikace, napfiklad podanim 10 pg my3i DNA ke
zkoumanému vzorku.

Buchheidt a Hummel uvadéji, Zze prikaz DNA z BAL je citlivéjsi nez z
krve, pfedev&im pro primami lokalizaci 1A v plicni tkani (cit.: Bartdkova, Haber,
Hamal a kol., 2007). Aspergily Ize také detekovat a identifikovat i v bioptickych
vzorcich, avdak s biopsii plic je spojené vysoké riziko vzniku pneumotoraxu.
Klasicka kultivace zde byva obvykle nelspésna, proto je pouziti molekulameé
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genetickych technik v tomto pfipadé zviast vyhodné (Hope, Waish, Denning,
2005; Halliday, Wu, James, 2005; Bartakova, Haber, Hamal a kol., 2007).

2.20.2 1zolace DNA

Lyza bunécné stény hub se provadi rdznymi zpdsoby, nejcastéji
mechanicky sklenénymi perlickami nebo enzymaticky rekombinantni Iytikdzou.
Pro ziskani d&isté DNA se vyuZivd kromé Klasické, ale pracneé, fenol-
chloroformové extrakce, i fada komerénich souprav, napiiklad QIAmp Tissue
Kit, DNA Lego Kit nebo FastDNA Kit. Pfi porovnani riznych zpusob( véak byly
zjistény rozdily v mnoZstvi a v kvalité DNA, které mohou ovlivivovat vysledky
detekce. Dulezita je také skuteénost, Zze v prabéhu kazdé extrakce dochazi ke
ztratam DNA. Uginnost miZe byt zvySena pouzivanim souprav pro
automatizované izolace vysoce Cisté DNA, sniZujicich i nziko kontaminace
(Bartdkovd, Haber, Hamal a kol., 2007).

2.20.3 Amplifikace polymerazovou retézovou reakci

e PCR je amplifikac¢ni metoda, ktera slouzi pro detekci houbového
agens. Tato metoda se vyznacuje vysokou citlivosti (> 92 %) a NPV (> 99 %)
PCR a také pomérné dobrou specificitou (cit.: Bartakova, Haber, Hamal a kol.,
2007). V principu jde o cyklické mnozeni uUseku dvojvidknové DNA,
vymezeného dvojici oligonukleotidi (primertl), pomoci tepelné odolného
enzymu DNA-polymerazy. Vyhodou je pfedevsim rychlost, moznost zpracovani
rady materialt, které jsou ¢asto obtizné kultivovateliné. PCR je vysoce citliva,
vyZzaduje jen nepatrné mnozZstvi vstupni DNA, proto je i nachylna ke
kontaminaci. Je dlleZité mit na paméti, ze pouha pfitomnost ATM v krvi snizuje
zachytnost DNA PCR, coZ spolu se ztratami pii extrakci mize vést k FN
vysledkim.

o Nested PCR. V praxi jsou Casto vyuzivany citlivej8i modifikace PCR.
Jednou z nich je uhnizdéna (nested) PCR, jejimz principem je pouziti dvou PCR
za sebou. V prvnim kole je amplifikovan vybrany usek DNA. Vznikly produkt je
poté podroben druhé PCR s novymi primery, které vymezuji kratsi isek DNA
uvniti useku namnozeného v prvni reakci.

¢ Real - time PCR je v posledni dobé Siroce pouzivana metoda. Jedna

se o PCR v redlném Case, kterou Ize vyuzit nejen ke kvalitativnimu, ale také ke
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kvantitativnimu stanoveni. Kvantitativni stanoveni neznamych vzorkd je
umozZnéno za prispéni kvantitativnich standardu.

Metoda je zalozena na klasickém PCR s tim rozdilem, Zze specialni
pristroj umoznuje kontinualné monitorovat pfirtistky DNA b&hem kazdého cyklu.
Zakladni podminkou je pfitomnost fluorescenéniho substratu, ktery se vaze na
syntetizovanou DNA a uroven detekované fluorescence pak odrazi mnozstvi
nasyntetizované NK. Vysledkem méfeni je kfivka, z niz |ze odvodit plvodni
mnozstvi DNA ve vzorku.

Po technologické strance se nejvice v ramci real - time PCR vyuZivaji
specifické sondy — hydrolytické a hybridiza¢ni. Z pfistroju se asto pouZivaji -
TagMan a LightCycler. Jejich hlavni vyhodou, oproti nested PCR, je pribéh v

uzavieném systému, ktery minimalizuje riziko vzdusné kontaminace.

+ Identifikace aspergilti v klinickych vzorcich.

Postamplifikaéni detekéni techniky umoZ2iuji identifikaci agens na Grovefi
druhu, dale mohou zvysSovat citlivost a specificitu PCR. Nejcastéjsi je
hybridizace produktu se znac¢enou sondou po pfeblotovani na membranu
podie Southerna nebo postup zaloZzeny na principu enzymoimunoanalyzy
(PCR-ELISA), s vyhodou Ize vyuzit také analyzy teploty tani amplikon(.

PCR-ELISA - reakce se uéastni dvé oligonukleotidové sondy. Prvni,
znacena digoxigeninem, se navaze na specifické komplementami sekvence
DNA, druha je vychytavaci znagena biotinem. Vytvofeny komplex DNA s obéma
sondami se pfenese do jamek mikrotitraéni desti¢ky potaZzenych streptavidinem,
na ktery se navaze. Specificka hybridizace je detekovana zménou barvy v
jamce po pfidani protilatky proti digoxigeninu zna¢ené kfenovou peroxidazou a
substratu, podobné jako v klasické ELISA.

Princip teploty tani amplikoni spoéiva v uvolfiovani fluorescenéniho
barviva pfi denaturaci fluorochromem obarvensho dvouretézcového amplikonu.
Vysledkem méfeni je kiivka teploty tani produktd, jejiz prabéh zavisi jednak na
délce amplikonu, jednak na jeho sekvenci, protoze Useky DNA bohaté na
adenin a tymin taji pfi nizSich teplotach nez useky, obsahujici pfevazné guanin
a cytosin. To umozfiuje blizsi identifikaci napf. druh( aspergilG.

Z ostatnich je z hlediska validity vysledku nejlepsi volbou piimé
sekvenovani, ddle se vyuziva APLP nebo RFLP, mozné je i hodnoceni SSCP
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(Einsele, Hebart, Roller at al., 1997; Ascioglu, Rex, Pauw et al., 2002; Loeffler,
Hebart, Sepe et al., 1998; Adam, Merad, Antoun et al., 2005; Bolehovska,
Pliskova, Buchta et al., 2006; Bartakova, Haber, Hamal a kol., 2007, Hamal,
2007).

2.20.4 Amplifikace NASBA

Na principu cyklického mnoZeni produktu je zaloZzena také dalsi
specifickd a vysoce citliva metoda. NASBA, kterou Ize amplifikovat RNA. V
rutinni praxi se véak velmi malo pouziva. Jeji pfednosti proti PCR je, Ze vyuziva
kopie gend jiz namnozené samotnymi bufkami pfi transkripci a postup mnozeni
je tak vyrazné rychlejsi. Dalsi vyhodou je jeji izotermicky charakter, neni tedy
potiebny termocykler. Detekuje vSak RNA hlavné v Zivych burkéch, nebot
extracelularné je rychle degradovana.

Metoda se bézné pouZiva ve virologii, recentné byl timto zptsobem
monitorovan i priibéh IA u hematologickych pacientl (Bartdkova, Haber, Hamal
a kol., 2007; Hamal, 2007).

Tabulka €. 4: Prehled amplifikaénich metod

Typ Detekovana Typ reakce Zpusob
lamplifikace  NK identifikace
oPCR eDNA eJednokolonova eSekvenovani

eHybridizace se

sondou

eNested PCR eSouthern blot
oPCR-EIA

eReal time PCR eRestrikce
endonukledazami
eDélkovy
polymorfizmus
eKonfirmaéni
polymorfizmus
oNASBA oRNA
(Bartakova, Haber, Hamal a kol., 2007).
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2.21 Shrnuti laboratorni diagnostiky invazivnich mykoz

1. Laboratomi diagnostika invazivnich mykéz — pfinos vysetfeni podle rostouci
senzitivity.

* mikroskopie

* kultivace

* stanoveni antigenu galaktomannan, manan, glukuronoxylomannan

* 1,3-p-D-glukan

* PCR

2. Laboratomi diagnostika invazivnich mykéz — piinos vy$etieni podle rostouci
specifity

+ kultivace z primarné nesteriinich materialu

¢ 1,3-B-D-glukan

» stanoveni antigenu galaktomannan, manan, glukuronoxylomannan

* kultivace a mikroskopie z primarné sterilnich materialtl (krev, likvor)

3. Laboratorni diagnostika invazivnich mykéz — pfinos vysetieni podle ¢asové
naroénosti do ziskani vysledku

¢ mikroskopie (minuty)

* 1,3-B-D-glukan (hodiny)

» galaktomannan, manan, glukuronoxylomannan (hodiny)

* PCR (kolem 24 hodin)

* kultivace (dny az tydny)

(Haber, Kocmanova, Malldtova, 2007).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Charakteristika souboru

Vysetfovany soubor byl tvofen 94 pacienty (57 muzi, 37 Zzen, primérny
vék pacient byl 55,81). Opakovanymi odbéry v ¢ase bylo od téchto pacientu
ziskdno 1 115 vzorkl. Nejéastéji se jednalo o pacienty s diagnézou C 833, C
920, C 911,C900a C811.

3.2 Pouzité metody

3.2.1 Prikaz galaktomannanového antigenu plisné rodu
Aspergillus

Princip:

Na dné jamek je navazana kralici monoklondlni protilatka (EBA — 2 anti
galactomannan m Ab). Na tu se zupraveného pacientského séra vaze
galaktomanan. Komplex monokiondlni protilatky a galaktomananu reaguje
s dalsi protilatkou ozna¢enou enzymem (anti — galaktomananova monoklonalni
protilatka). Obé reagencie se pipetuji sou¢asné. Po inkubaci a promyti se pro
zviditelnéni reakce vaze na tento komplex (Ab | — Ag — Abll) chromogen a
barevna reakce se méfi na fotometru.

Pracovni postup:

Priprava reagencii:

Promyvaci roztok:

fedime 10x v destilované vodé (napf. 100 ml konc. roztoku + 900 ml dest.vody)

Lyofilizované kontroly a kalibratory:

rekonstituujeme v 1 ml apyrogenni vody, fadné promichame a po 5 minutach
inkubace rozdélime do Sroubovacich lahvi¢ek po 300 ul

-



TMB: roztok chromogenu a substratového pufru michame v poméru 1:50 (napf.
na 16 jamek michame 80 ul chromogenu + 3 920 ul substratového pufru TMB)

Pfiprava kalibratoru, kontrol a pacientskych vzorki pred viastnim
stanovenim:
Do malych Sroubovacich lahvi¢ek nepipetujeme po 300 ul pacientskych sér
(kalibrator, negativni a pozitivni kontrola jsou jiz rozpipetovany a zpracovavaji
se stejné jako pacientska séra). Do kazdé pfidame po 100 ul roztoku R7 a
promichame na Vortexu. Lahvicky vlozime do kadinky vystlané bunicinou, na
vafi¢i pfivedeme k varu a vafime pfi 100°C asi 3 minuty. Dojde k vysraZeni
bilkovin.
Nasleduje centrifugace za pouziti ultracentrifugy:
parametry: teplota 4°C

otacky 10 000 g

¢as 10 minut
Odklopime viko centrifugy, vicko rotoru a vlozime lahvitky. Nasadime vicko
rotoru (zatladit silou), zavieme viko centrifugy a zmackneme tlacitko START. Po
10 minutach se centrifuga sama zastavi. Dojde k oddéleni vyprecipitovanych
bilkovin od supernatantu. Ten se ddle zpracovava a proto je nejlépe ho ihned
odebrat.

Postup stanoveni:

1. Pfipravime si potfebny pocet jamek (pouze po osmi, protoZe nejdou
dalit).

2. Zamichame konjugat.

3. Do kazdé jamky ihned pfidame po 50 ul konjugatu.

4. Pipetujeme po 50 ul supernatantu negativni kontroly (R3) do 1. jamky,
do 2. a 3. jamky supernatant kalibratoru (R4), do 4. jamky supematant
pozitivni kontroly (R5) a od 5. jamky supematanty pacientskych ser
v duplikatech.

5. Jamky zakryjeme félii a inkubujeme 90 minut v termostatu pfi 37°C.

6. Vyklepneme obsah jamek a promyjeme 5x 350 ul promyvaciho
roztoku. Pfebyteénou kapalinu vytfeme do buniciny.
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7. Pipetujeme do kazdé jamky po 200 ul pfipraveného substratu TMB
s chromogenem.

8. Inkubujeme 30 minut ve tmé pfi laboratorni teploté.

9. Reakci zastavime pridanim 100 ul ukonéovaciho roztoku do kazdé
jamky.

10.Méfime intenzitu Zlutého zabarveni na fotometru pfi vinové délce 450

nm (program Genesis: absorbance 450 nm.prt).

Dokumentace, zpracovani a hodnoceni dat

Ze dvou absorbanci kalibrator( vypoéteme primér Cut-Off.
Hodnoceni se provadi formou indexu: |= absorbance pacientského vzorku /

pramér Cut-off.

Negativni index je mensi nez 0,5
Pozitivni index je va&tsi nez 0,5
Diagnéza musi byt potvrzena klinickym obrazem pacienta a jeho dalSim

vysetfenim.
Znaky analytické metody:

Senzitivita: 31,6 — 100 %
Specifita: 89,9 — 98,6 %

Manipulace s materidlem

Viz. Smérnice pro pfijem, zpracovani a expedici

Pristroje a pomucky

- nastavitelna mikropipeta na objem 100, 300 ul
- michagka Vortex

- kadinka

- varfic

- ultracentrifuga

- promyvaci zarizeni

- termostat

- fotometr
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Reagencie:

R1: mikrotitraéni destitka s nedélitelnymi stripy
R2: promyvaci roztok (10x koncentrovany)

R3: negativni kontrola (lyof.)

R4: kalibrator (lyof.)

R5: pozitivni kontrola (lyof.)

R6: konjugat

R7: fedici roztok na zpracovani sér, kalibratoru, kontrol
R8: TMB substratovy pufr

R9: chromogen

R10: ukoncéovaci roztok

Spotrebni material:

- Zluté a modré pipetovani $picky na jedno pouziti
- Sroubovaci lahvicky o objemu 2 ml
- buniéita voda

- destilovana voda

Poznamky:

- je nezbytné nutné dodrzovat vdechny instrukce uvedené v navodu

- pfed pouzitim je tfeba nechat viechny reagencie vytemperovat na laboratorni
teplotu

- pfed vlastnim stanovenim je nutné reagencie i nafedéna pacientska séra
zamichat

- pusobeni vihkosti na jamky nebo kontaminace prachem nebo jinymi casticemi
méa za nasledek degradaci antigenu, proto se nespotfebované jamky ihned
vraci do féliového sacku se dvéma balicky vysouseciho prostiedku a sacek se
Zznovu pevné uzavre.

- pfebyte¢ny konjugat a substrat se nikdy nevraci do lahvi¢ky s &istou reagencii
- nedoporucuje se michat substance ze souprayv riznych Sarzi

- ke kazdé radé stanoveni je tfeba pouzit novou kalibraéni zavislost

(SOP, Ustav kiinické imunologie a alergologie, Fakultni nemocnice Hradec
Kralové).
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3.2.2 Detekce aspergilovych NK metodou real — time PCR

Real — time PCR

Metoda je zaloZzena na klasickém PCR s tim rozdilem, ze specialni
pfistroj umoZnuje kontinudlné monitorovat pfiristky DNA béhem kazdého cyklu
(u klasického PCR se detekuje az findlni produkt). Zakladni podminkou je
piitomnost fluorescenéniho substratu, ktery se vaze na syntetizovanou DNA a
aroveri detekované fluorescence pak odrazi mnozstvi nasyntetizované NK.
Data jsou tedy sbhirdna béhem celého PCR procesu na specialnich
“termocyklerech” s optikou umozZiiujici excitaci substratd a naslednou detekci
fluorescence v kazdé jamce (http://mat.skola-
biotechnologie.cz/2006/lll. workshop/Q_PCR.pdf).

Detekce

Na piistroji LightCycler real — time PCR je cyklické zmény teploty
dosaZeno pomoci vzduchu. Tento vzduch je zahfivan vyhfivaci spirdlou, jejiz
teplota je kontrolovana pomoci termoclanki v tepelné komore.

PCR reakce probiha ve specidlnich borokfemicitych kapilarach, kters
mohou obsahovat aZz 20 pl reakéni PCR smési. Tyto kapilary maji velky povrch
v(&i objemu, coz zaruéuje rychlé dosazeni pozadované teploty i uvniti kapilary.

Kombinace pouziti vzduchu a velky povrch kapilary viiéi objemu dovoluje
jednotlivé PCR cykly dokonéit za méné nez 30 s. Kompletni PCR reakce, ktera
je tvofena 30 - 40 cykly mize byt provedena za 20 - 30 minut.

Opticka jednotka LightCycleru 1.5 detekuje fluorescenci ze Spiky
kapildry. Fluorescence je méfena béhem PCR, vidy jednou béhem kaZdého
cyklu. Opticka jednotka je tvofena 3 detekénimi kanaly, které méfi emitujici
svétlo ve 3 riznych vinovych délkach a LED diodou, kterd slouZi jako svételny
zdroj. Modré svétlo z LED (470nm) je soustfedéno na pfisludnou Spicku kapilary
a je zde provadéna detekce vznikajici fluorescence. Emitujici fluorescencni
zafeni je vedeno zpatky do optické jednotky, kde se nachazi sada filtrh a
zrcadel separujici zafenf na zakladé jeji rozdilné vinové délky. K detekci poté
dochazi na jednom ze tii kanald. Data jsou ihned pfenesena na obrazovku
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pocditae, coz umoziiuje sledovani v ¢ase. Az 32 kapilar muZe byt umisténo v
karuselu. Aktuaini mefici Cas pro kazdou kapilaru je pfiblizné 20 ms
(http.//mat.skola-biotechnologie.cz/2006/Ill.workshop/Q_PCR.pdf).

Monitorovani real — time PCR pomoci hybridiza¢nich sond

Hybridizacni sondy jsou jednou z moznosti, které se vyuZivaji k detekci a
kvantifikaci DNA. Jedna se o dvé specifické oligonukleotidové sondy
komplementarni k uréitému Useku cilové DNA. Zékladem je dvojice specifickych
hybridizaénich sond oznaéenych rozdilnymi fluorescenénimi barvami: prvni
sonda je oznacena na 3’konci a pini funkci donorové barvy; druha sonda je
oznacena na 5 ’konci, a slouzi jako akceptorova barva.

Donor (fluorescein) je excitovan modrym zarenim ze zdroje a emituje
zelené fluorescencni zafeni s mimé delSi vinovou délkou. Po piiblizeni sond do
tésné blizkosti emitovanda energie excituje akceptor (napf. LCRed 640), ktery se
nachazi na druhé hybridizacni sondé. Dochazi k emisi fluorescenéniho zareni o
jiné vinové délce.

Tento pfenos energie se nazyva - fluorescenéné rezonanéni pfenos
energie (FRET). Jedna se o pfenos zavisly na vzdalenosti mezi excitovanym
donorovym fluoroforem a jinym akceptorovym fluoroforem.

Intenzita emitovaného zafeni LC Red 640 je méfena na kanale 2 (640
nm) LightCycleru na konci kaZdého annealingu. Cim vice produktu, tim v
dfivéj$im cyklu zaéne vzrastat fluorescence nad uréitou prahovou hodnotu —
kvantita je odeditana za zdkladé tzv. treshold cyklu.

MnozZstvi DNA je uvadéno napf. v kopiich/ml.

Pfepocet: (kopie/ul) . eluéni objem (pl) /vstupni objem (ml) = kopie/ml

(http://mat.skola-biotechnologie.cz/2006/1ll.workshop/Q_PCR.pdf;, SOP —

Ustav klinické biochemie a diagnostiky, Fakultni nemocnice Hradec Kraloveé).
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Obrazek &. 19- Ukazka vysledku real-time PCR. 1. pacinet je silné
pozitivni, 2. pacient pozitivni a 3. je negativni. Vy3etfeni se provadi v dubletu a

kvantitativni udaj je v kopiich/pl.
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1zolace bakterialni DNA komercénim kitem QlAamp DNA Mini Kit (250) firm
QIAGEN — tkaiiovy protokol

Poznamky:

» Pfedehfat termoblok na 56 a 70 °C.

» Vzorky ekvilibrovat na laboratorni teplotu.

* Vytemperovat AE nebo sterilni vodu na laboratorni teplotu pro krok 11.

» Pokud je vyprecipitovany AL, je nutné precipitat rozpustit zahfatim na 70 °C.
Material:

BAL, sputum, punktat, mo¢, stéry, likvor, hutné materialy atd.

Pracovni postup:

1. 1 az 1,5 ml biologického materialu centrifugovat 10 minut pfi 13 000
otackach.

2. Supernatant odsat a k 30 — 50 pl sedimentu pfipipetovat 180 pl ATL
pufru.

3. Pfipipetovat 20 pl QIAGEN proteinazy K, dukladny vortex.

4. Inkubace 3 hodiny, popfipadé pfes noc pfi 56 °C, v prabéhu inkubace
ob&asny vortex, po skonéeni inkubace kraice prito€it v centrifuze.

5. Pripipetovat 200 pl AL pufru. Vortexovat pulsy 15 s.

6. Inkubovat 10 minut pfi 70 °C, po skonc¢eni inkubace kratce pfitodit v
centrifuze.

7. Pripipetovat 200 pl 96% etanolu, vortexovat v pulsech 15 s a kratce
pritoéit v centrifuze.

8. Prelit mix z kroku 6 na kolonku se sbé&rnou tubou.

9. Centrifugovat 1 minutu pfi 8 000 otackach. Kolonu umistit na novou
sbé&rnou tubu — pouzitou sbérnou tubu odstranit.

10. Pripipetovat na kolonu 500 pl AW1 pufru, centrifugovat 1 minutu pfi
8 000 otackach, kolonu umistit na novou sbérnou tubu — pouzitou
sbérnou tubu odstranit.

11. Pfipipetovat na kolonu 500 pl AW2 pufru, centrifugovat 3 minuty pfi
13 000 otackach, shérnou tubu odstranit.

12. Kolonu nasadit na 1,5 ml zkumavku. Pripipetovat 200 pl AE pufru.
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13. Inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté, centrifugovat 1 minutu pfi
8 000 otackach.
Pro dlouhodobé skladovani vzork( uchovavat DNA pfi — 20 °C.

Pfiprava a skladovani roztoku:
ATL — Pfimo k pouziti. Skladovat pfi pokojové teploté.

QIAGEN proteinaza K — Pfimo k pouziti. Skladovat pfi pokojové teploté. Lze
pouzit i proteinazu K (10mg/ml): 0,1 g proteinazy K rozpustit v 10 ml destilované
vody. Jeden pracovni roztok skladovat v chladu pfi teploté 2-8 °C. Ostatni
pracovni roztoky skladovat pfi — 20 °C.

AL - Pfimo k pouziti. Skladovat pfi pokojové teploté.

96% etanol — Piimo k pouziti. Skladovat pri teploté — 20 °C.

AW1 — Pridat 125 ml 96% etanolu, promichat. Skladovat pfi pokojové teploté.

AW2 — Pridat 160 ml 96% etanolu, promichat. Skladovat pfi pokojové teploté.

AE — Primo k pouziti. Skladovat pfi pokojoveé teploté.
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Prikaz a kvantifikace Aspergillus species DNA pomoci in-house real-time
PCR na pristroji LightCycler 1,5 (Roche).

Primery z oblasti mitochondrialniho genu, hybridizaéni sonda (znacéeni
fluorescein-LCRed 640), produkt 91 bp.

5 pl smési + 5 pl tem platové DNA (standardu nebo vody) 1 vzorek

Voda 0,6 pl
LC FastStart DNA Master HybProbe Kit (Roche) 1x 1,0 ul
(1a+1b)} (10x)

Mg?* (25 mmol/l) 3 mmol/l 1,2 pl
primer P (Generi-Biotech)} (10 pmol/ul) 0,8 umol/l 0,8 pl
primer/sonda P+LC (10 pmol/ul) (TIB-MOLBIOL) 0,8 umol/l 0,8 pl
sonda FI (10 pmol/ul) (TIB-MOLBIOL) 0,4 umol/l 0,4 pl
UNG (1U/ui) 02U 0,2 ul

* Pfiprava mixu 1a+1b: pfidat 60 pl LC FastStart Reaction Mix HybProbe 1b
(bezbarvé vicko) k LC FastStart Enzyme 1a (Cervené vicko).

» Hybridizaéni sondy — zasobni sondy — primer/sonda P+LC a sonda Fl — jsou
pfipraveny v pracovni konceniraci 10 pmol/ pl a uloZeny v krabi¢ce ASP pfi
20°C (NEREDIT). Pouzivané sondy jsou uloZeny v kovové tubé v chladu.
Program: ASPI.

Teplotni profil:

50 °C 5 minut

95 °C 10 minut

55x (95°C 6s;60°C10s;72°C 15 )

72°C40s

40°C15s

Detekce:

Zaznam fluorescence (LC Red 640 na kanalu F2) na konci kazdého annealingu
{na konci 10 s pfi 60 °C).

Odecet: kanal F2/F1

(SOP, Ustav klinické biochemie a diagnostiky, Fakultni nemocnice Hradec

Kréalové).
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3.2.3 SOP pro kultivaci a identifikaci vlaknitych hub

Pracovni postup:

Material zpracovavany v mykologické laboratofi

1. Primokultivace materiall na kultivaci vlaknitych hub {vyjma
dermatofytl) odeslanych pfimo do mykologické labortatofe na 82 (37 °C
a nebo 28 °C, v pfipadé negativity zustava v termostatu 1 tyden).
2. Priprava barvenych preparati z tekutych materidli (likvor, sputum,
BAL..) — barvi se orienta¢né krystalovou violeti nebo Gramem
3. Izolace a identifikace vlaknitych hub narostlych na S2 v ostatnich
laboratofich (v pripadé cisté primokultury Ize vynechat). Kultivace ve
37°C nebo 28 °C.
IDENTIFIKACE VLAKNITYCH HUB
A. Vlaknité houby typu Aspergillus sp, Penicillium sp. apod. se
identifikuji
1. podle morfologie rlstu a zbarveni kolonii na pudach
2. mikroskopickym preparatem v Lugolové roztoku, kde patrame po
charakteristickém usporadani hyf a konidit
(SOP, Ustav kiinické mikrobiologie, Fakultni nemocnice Hradec Kréalové).
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4 Vysledky

Vysledky jsou usporadany v tabulkach a grafech. Vzhledem k rozsahu
ziskanych dat (1115 vzork( ziskanych opakovanymi odbéry od 94 pacientu)
jsou kompletni data ulozena na pfilozeném CD (zadni strana desek diplomové
prace).

V nasledujici zakladni tabulce (viz. tabulka €. 5) jsou uvedeny uUdaje
s ohledem na datum provedeni PCR. VySetfeni metodou PCR se z dlvodu
vysokych finanénich nakladid provadi mnohem méné ¢&asto nez vySetfeni
metodou ELISA, které je finanéné vyhodnéjsi.

Statistické zpracovani vysledka bylo provedeno pomoci software
MedCalc.

K zavereCnému zhodnoceni senzitivity a specificity jednotlivych
parametru jsme pouzili ROC analyzu (program MedCalc).

ROC - analyza: (Receiver operating characteristic plot).

Grafické vyhodnoceni diskriminanich schopnosti funkci nebc veliin
(napt. pouzivanych diagnostickych testd). Sestrojuje se vynesenim hodnot
klinické citlivosti (osa y) proti hodnotam klinické nespecificnosti (osa x) pro
vSechny rozhodovaci Urovné. ROC kiivky poskytuji hodnoty klinické senzitivity a
specifiCnosti, pozitivnich a negativnich prediktivnich hodnot a klinické
veérohodnosti (Likehood ratio-LR). Hodnota plochy pod kfivkou (AUC)
kvantifikuje diagnostickou spravnost zkousky. ROC analyza dovoluje
optimalizovat hodnoty rozhodujicich Grovni pro zvoleny ucel (dosazeni vyssi
citlivosti nebo specifi¢nosti nebo optimaini kombinace obou) (Metrologicka
terminologie v analyticke laboratori).
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Tabulka €.6: Uvadi srovnani vysledkd stanoveni GM metodou ELISA

s detekci aspergilovych NK metodou PCR. Uvedeny jsou pouze vysledky, ve
kterych se datum odbéru pro PCR shodovalo s datem odbéru pro ELISA test.

91 vzorku EESAUGH)
ozitivni negativni hrani¢ni
pozitivni \ -
PCR negativni 64 2
hraniéni -- 5 -

Graf ¢.1:Zobrazuje grafické znazoméni dosazenych kombinaci vysledka.

ELISA+,PCR+ ELISA-,PCR- ELSA-PCR+ ELISA+ PCR-
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Graf ¢. 2 Zobrazuje porovnani Cetnosti pozitivnich a negativnich
vysledkl metodou ELISA a PCR.

ELISA PCR

Graf €. 3: Zobrazuje shodu ve smyslu pozitivity a negativity ve

vysledcich obou srovnavanych metod.

pozitivni

R T —

11¢ i
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o Senzitivita a specificita ELISA testu
Senzitivita a specificita ELISA testu byla vypoctena podle nasledujicich
vztahu:;

Pro senzitivitu: ala+b a = skute¢né pozitivni

b = faleSné negativni

Senzitivita = udava pravdépodobnost vyskytu pozitivniho vysledku testu,
pokud je sledovany parametr pfitomen.

Vyjadfuje skutenou pozitivni hodnotu, tedy kolik pozitivnich pacienty se
touto metodou odhali.

Pro specificitu: d/c+d ¢ = falesné pozitivni
d = spravné negativni

Specificita: udava pravdépodobnost, Ze hodnota testu bude negativni,
pokud sledovany parametr neni pfitomen.
Vyjadfuje skute¢nou negativni hodnotu, tedy u kolika pacientd s pozitivni

hodnotou testu byl sledovany parametr opravdu pfitomen.

Senzitivita testu ELISA pro diagnézu IA je 75,93 %

Specificita testu ELISA pro diagnézu IA je 92,44 %




ROC analyza
| galaktomanan
100 |-
80 -
- L
2 60
= i
% -
D 40 -
20 |
0 2 '] 2 | '] B '] | '] '] 2 I 'l 'l 'l l Il i 1 l
O 20 40 60 80 100
100-Specificity
| Criterion values and coordinates of the ROC curve
| Criterion | Sensitivity | 95% Cl | Specificity | 95% C |
>=0,02 100,00 93,3 - 100,0 0,00 0,0-05
>0,16 100,00 93,3 - 100,0 27,19 24,0- 30,5
50,17 98,15 90,1 - 99,7 30,90 27.6-343
0,18 98,15 90,1-99,7 34,48 31,1-38,0
I 0,19 96,30 87,2-99,4 38,86 354-424
»0,2 94,44 84,6-98,8 44,69 41,1-48,3
>0,22 94,44 84,6-98,38 52,25 48,6 - 55,9
I »0,23 92,59 821-97,9 56,63 53,0 - 60,2
>0,24 90,74 79,7 -96,9 61,01 57,4 - 64,5
>0,25 90,74 79,7 - 96,9 84,19 60,7 - 67,6
>0,26 87,04 751 -946 66,98 63,5 - 70,3
| »0,28 87,04 75,1-94,6 72,68 69,3 - 75,8
50,29 83,33 707 -92,1 75,07 71,8-78,1
>0,34 83,33 707-921 82,89 80,0-855
! 0,35 j 81,48 68,6 - 90,7 83,69 80,9 - 86,3
| >n39° 81,48 68,6 - 90,7 88,33 85,8 - 90,5
| >0,4 79,63 66,5 - 89,4 89,26 86,8-914
| >0,41 79,63 66,5 - 89,4 89,66 87,3-917 .
| >0,42 77,78 64,4-87,9 89,79 87,4-91,9
| >0,45 77,78 64,4 - 87,9 91,38 89,1-933
| | >0,46 7593 | 62,4 - 86,5 91,51 89,3-934
| =05 75,03 62,4 - B6,5 93,24 91,2-94,9
[ | 50,51 74,07 60,3 - 85,0 93,37 91,4-95,0
| 50,52 7220 58,4-835 93,77 91.8-954
| >0,55 7222 58,4 - 83,5 94,03 92,1 - 95,6
| >0,56 7037 56,4 - 82,0 94,16 92,2- 95,7
' >0,57 70,37 56,4 - 82,0 94,30 92,4-958
50,59 6852 = 544-805 94,56 92,7 - 96,1
0,61 68,52 54,4 -80,5 95,23 93,5 - 96,6




>0,62 66,67 52,5-78.9 95,36 93,6 - 96,7
>0,63 62,96 48,7 - 75,7 95,36 93,6 - 96,7
>0,65 62,96 48,7 - 75,7 95,76 94,1-97,1

| >0,67 57,41 43,2-70.8 95,76 94,1-97,1 |
>0,7 57,41 43,2-70.8 96,15 94,5-97.4
>0,71 55,56 41,4 -69.1 96,29 94,7 - 97,5
>0,72 55,56 41,4 -69,1 96,42 94,8 - 97,6
»0,73 53,70 39,6 - 67,4 96,42 948-97.6
>0,74 53,70 396-67.4 96,55 950-97,7
>0,75 51,85 378-657 96,55 950-97,7
>0,78 51,85 378-657 96,82 95,3 - 67,9
>0,79 50,00 36,1 - 63,9 96,82 953 -97.9
>0,8 50,00 36,1-63.9 96,95 95,5 - 98,1
>0,84 42,59 292-56,8 96,95 95,5 - 98,1
! >0,88 4259 29,2 - 56,8 97,21 95,8 - 98,3
| >0,89 40,74 27,6 - 55,0 97,21 95,8-98,3
>0,9 40,74 27,6-55,0 97,35 95,9 - 98,4
| »0,94 38,89 25,9 - 53,1 97,35 95,9 - 98,4
| >0,97 38,89 259 - 53,1 97,75 96,4 - 98,7
>0,98 37,04 243-513 97,88 96,6- 98,8
>1,04 37,04 243-51,3 98,28 97,1 - 99,1
>1,06 35,19 227-494 98,41 97,2-99,2
>1,2 31,48 195-456 98,41 97,2-99.2
>1,33 31,48 19,5-456 98,67 97,6 - 99,4
>1,36 29,63 18,0-43,6 98,67 97.6-99.4
>1,39 27,78 165-41,6 98,81 97,7 -99,5
>1,41 27,78 165-416 98,94 97,9-995
>1,42 25,93 15,0 - 39,7 99,07 98,1 -99.6
>1,54 22,22 121-356 99,07 98,1 - 99,6
>1,6 22,22 12,1- 356 99,20 98,3-99.7
>1,66 16,67 79-293 99,20 98,3 - 99,7
F >1,74 16,67 7.9-29,3 99,34 98,5-99.8
»2,02 14,81 6.6 - 27,1 99,34 98,5 -99.8
>2,18 14,81 66-271 99,47 98,6 -99.9
>2,82 5,56 12-154 99,47 98,6-99,9
»2,85 5,56 1,2-15,4 99,60 98,8 - 99,9
>3,03 1,85 03-9,9 99,60 98,8-99,9

e PPV a NPV testu ELISA

Pozitivni predpovédni hodnota: vyjadiuje pravdépodobnost, Ze
onemocnéni je pfitomno, pokud je vysledek testu pozitivni (%).

Negativni predpovédni hodnota: vyjadfuje pravdépodobnost, Ze

onemocnéni neni pfitomno, pokud je test negativni (%).

PPV testu ELISA pro diagnézu IA je 41,84 %
NPV testu ELISA pro diagnozu A je 98,17 %
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5 Diskuze

Cilem nasi prace bylo ziskat pfehled dosavadnich znalosti o vyuZiti GM
v Casné diagnostice IA a ovéfit na souboru imunokompromitovanych pacientt
ohrozenych mykotickou infekci pfinos stanoveni GM metodou ELISA,
senzitivitu, specificitu, PPV a NPV tohoto testu.

IA predstavuje zavazné a casto letalni mykotické onemocnéni u
imunokompromitovanych pacientd. Vysoka mortalita u pacientd se zavaznou
mykotickou infekci je podminéna predevsim téZkou imunosupresi nemocnych a
zaroven, na strané druhé, obtiznosti ¢asného stanoveni této diagndzy.

Podle kritérii EORTC/MCG je za prokdzanou povazovana mykoticka
infekce potvrzena histologickym nebo mikroskopickym prukazem ve vzorku
pacienta ziskaném invazivnimi technikami nebo kultivacné. Zachytnost je
udavana dlouhodobé okolo 50 % (http:/kmil.trios.cz/UstiAbstr/usti05b9.htm).
Kultivaéni techniky maji vysokou specificitu, ale bohuzel nizkou senzitivitu.

V poslednich letech dosahly velkého rozvoje metody umoznujici
stanoveni nékterych sloZzek bunééné stény v télnich tekutindch a metody
molekularni diagnostiky. Aspergily uvoliuji pfi svém rastu GM, ktery mlzeme
prokazat metodou ELISA. Tento test pomize Casto stanovit diagézu jesté pied
jasnou klinickou manifestaci infekce. Rizikem je v8ak vyskyt FP vysledku,
jejichZ pfi¢inou mize byt napfiklad podani nékterych ATB, &i alterace stfevni
stény. Obsah GM v séru s velkou pravdépodobnosti souvisi s invazivitou rastu
aspergilovych hyf. Detekce jeho hladiny je proto pfinosem predevS§im u
pacientll s vysokym rizikem rozvoje aspergildozy. Na zvifecich modelech byla
prokazana korelace mezi mnozstvim GM v plicni tkani, a hladinou GM v séru
{(Petraitis V., Petraitiene R., Solomon J. et al., 2006).

Detekce GM v séru Ize pouzit jako marker lé€ebné odpovédi. Pii
Uspésné lécbé 1A by mélo dochazet k poklesu hladin GM. Pokud hladina GM
naristd nebo dojde opakované k narustu po pfedchozim poklesu je
pravdépodobné, Ze lécba selhava (Maertens J. Verhaegen J. Lagrou K. Van
Eldere J. Boogaerts M, 2001; Sulahian A. Boutboul F. Ribaud P. Leblanc T.
Lacroix C. Derouin F, 2001).
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Je vSak na misté upozornit, Ze za urCitych okolnosti muze stoupat
hladina GM i pfesto, Zze lé¢ba byla GUspésna. K tomuto jevu dochazi za situace,
probiha-li sou¢asné zavazné renalni selhani a v pfipadé uziti nékterych lédiv (E/
Salleeby CM, Ellison KJ, Knapp KM et al., 2005; Kiont RR, Mennink-Kersten
MA, Ruegebrink D et al., 2006).

Vedle aspergilovych kmenu uvolfiuji GM také kmeny penicilii a pri infekci
muze byt GM v séru rovnéz detekovan (IF timto patogenem je v3ak velmi
vzacna) (Swanink CM, Meis JF, Rijs AJ et al., 1997).

Kromé vySe uvedeného, hladinu GM oviiviiuje také mikroprostredi, ve
kterém probiha infekce, imunitni stav jedince, stav renalnich funkci a
antimykoticka iéCba (Mennink-Kersten MA, Donnelly JP, Verweij PE, 2004).

Metodu ELISA jsme srovnavali s metodou PCR a zaroven s klinickym
zavérem klinika. Metodou ELISA bylo vySetfenc 94 pacientll, od nichz bylo
ziskano opakovanymi odbéry 1115 vzorku.

K srovnani vysledku stanoveni GM metodou ELISA s detekci
aspergilovych NK metodou PCR jsme vysetiili 91 vzorkd. Shody v obou testech
(ve smyslu pozitivni-pozitivni, negativni-negativni, hraniéni-hranicni) bylo
dosazeno u 71 vzorkt (78,02 %). Ke shodé ve smysiu pozitivity doslo u 7
vzorkl (7,69 %). Ke shodé ve smyslu negativity doslo u 64 vzorku (70,33 %).
Shody v kategorii ,hrani¢ni“ v obou testech nebylo dosazeno. HraniCni nalez
metodou ELISA byl nalezen u 2 vzorkl (2,2 %) s klinickym zavérem 1x NE a 1x
NEDORESENO. Hrani&ni nalez metodou PCR byl nalezen u 5 vzork (5,49 %)
s klinickym zavérem 4x NE a 1x nedofeseno.

Studie, které se zabyvaly detekci GM u nemocnych s rizikem vzniku A
prokazaly vysokou specificitu v rozsahu od 81-100 %. Velmi vysoka byla také
NPV, ktera &inila ve vétsiné studii vice nez 95 %. Z uvedeného vyplyva, Ze
negativni vysledek s vysokou pravdépodobnosti vyluCuje IA. (Maertens J.
Verhaegen J. Demuynck H. Brock P. Verhoef G. Vandenberghe P. Van Eldere
J. Verbist L. Boogaerts M, 1999; Maertens J. Verhaegen J. Lagrou K. Van
Eldere J. Boogaerts M, 2001, Maertens J., Van Eldere J., Verhaegen J. et al,
2002; Herbrecht R., Letscher-Bru V., Oprea C. et al, 2002; Pinel C, Fricker-
Hidalgo H, Lebeau B et al., 2003).
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Nami stanovena specificita Cinila 92,44 %, coz odpovida literamim
udajom.

Nami stanovena NPV byla 98,17 %, coz odpovida vétSiné studii, ve
kterych byla uvadéna > 95 %.

FN se vyskytly, podobné jako v pracich fady autorl, pouze u
zanedbatelného poétu pfipadd (1,6 %), (FN je vzacna).

Mirné poblematickymi misty naseho testu se ukazala byt senzitivita a
PPV. Senzitivita testd v pracich riznych autort kolisa mezi 30 - 100 %, stejné
jako PPV, ktera je uvadéna mezi 50 - 100 % (Maertens J. Verhaegen J.
Demuynck H. Brock P. Verhoef G. Vandenberghe P. Van Eldere J. Verbist L.
Boogaerts M, 1999; Maertens J. Verhaegen J. Lagrou K. Van Eldere J.
Boogaerts M, 2001, Maertens J., Van Eldere J., Verhaegen J. et al, 2002;
Herbrecht R., Letscher-Bru V., Oprea C. et al, 2002; Pinel C, Fricker-Hidalgo H,
Lebeau B et al., 2003).

Nami stanovena senzitivita byla vzhledem k literamim Gdajum pomeérné
vysoka 75,93 %. Bylo tedy dosaZzeno minimainé stejné, spiSe vSak lepsi
hodnoty.

Nami stanovena PPV ¢inila 41,84 %, ale i pfes svou pomémeé nizkou
hodnotu odpovidala hodnotam v jinych, podobné zaméfenych studiich.

Pocet FP byl mirné vyssi (7,05 %) nez FN, coz odpovida i nizsi hodnoté
PPV.

Srovnavat vysledky z riznych studii je velmi obtizné v dusledku ovlivnéni
danych parametr( fadou faktoru (Maertens J., Theunissen K., Lodewyck T. et
al, 2007).

Sulahian et al udava specificitu testu 94 % (Sulahian A. Boutboul F.
Ribaud P. Leblanc T. Lacroix C. Derouin F, 2001).

Pazos et al udava specificitu testu 96 % a senzitivitu testu 73 %, PPV 73
%, NPV 98 % (Pazos C. del Palacio A, 2003).

Suarez et al udava specificitu 95,8 % a senzitivitu 88,2 %, PPV 75 %,
NPV 98,3 % (Suarez F. Lortholary O. Buland S. Rubio MT. Ghez D. Mahe V.
Quesne G. Poiree S. Buzyn A. Varet B. Berche P. Bougnoux ME, 2008).
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Zavaznym Cinitelem, ktery ovliviiuje senzitivitu metody je hodnota cut-off
IP. Je prokazano, Zze sniZzeni puvodni hodnoty doporuCené vyrobcem na
hodnotu IP = 0,5 vede k vyraznému zvy3eni senzitivity pfi mimém zhorseni
specificity (Maertens J., Theunissen K., Verbeken E. et al, 2004).

Pokud je hladina GM u pacien( nizka, pfi hodnoceni vysledku testu
pomoci vySsi hodnoty IP cut-off mohou byt tito pacienti oznadeni za negativni,
naopak pfi cut - off 0,5 je test dokaze spravné oznacit za pozitivni (Maertens J.,
Theunissen K., Verbeken E. et al, 2004; Marr Ka, Balajee SA, McLaughlin L. et
al, 2004). Uziti cut - off 0,5 je nékolikanasobné senzitivnéjsi nez cut - off napr.
1,5 (Aquino VR, Goldani LZ, Pasqualotto AC, 2007).

Nami, pomoci ROC analyzy stanovena optimalni cut - off hodnoty IP =
0.5, odpovida literarnim Gdajim a je v souladu se sou¢asnymi Udaiji vyrobce. P¥i
této hodnoté je dosazenc optimalni senzitivity a specificity 75,93 % resp.
93,24%.

Interpretace vysledkd blizici se hodnoté IP = 0,5 je mnohdy
problematicka. Pfi mirném snizeni cut - off na hodnotu IP = 0,39 (viz. ROC
analyza) stoupne senzitivita testu na 81,48 % a specificita klesne jen mirné, na
88,33 %.

Na zakladé tohoto naseho zjisténi se nabizi otazka, zda by u pacientt
s hodnotami IP = 0,39-0,5 nebylo vhodné oznalit tyto pfipady za pacienty
v riziku, u nichz je 1A ,mozna"? U kvalitativnich testd je obvyklé, Ze se uvaZuje
tzv. ,8eda zé6na". V nasem pfipadé by to znamenalo, ze by vznikl interval $edé
zény napt. 0,4 - 0,5.

Vyznamnym faktorem owvlivijici senzitivitu testu a schopnost véasné
detekce IA je frekvence odbérl. Maertans et al uvadi prumérny pocet odbérh na
pacienta 11,2 pfi senzitivitt metody 89,7 %. Herbrecht et al uvadi pouze 4,1
odbéri pii senzitivité metody pouhych 31,6 % (Maertens J. Verhaegen J.
Lagrou K. Van Eldere J. Boogaerts M, 2001; Herbrecht R, Denning DW,
Patterson TF et al., 2002).

V nasem souboru se pocet odbérl u pacienti pohyboval mezi 1-40,
v extrémnim pfipadé az 60 odbéry.

Rozvoj IA u téZce imunosuprimovanych jedinch je velmi rychly a
k vyskytu GM v obéhu a tim ke zméné hodnot IP z negativity do pozitivity mlze

dojit b&hem nékolika dnu.
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Frekvence zpracovani odbérl na pracovidti UKIA je 2x tydns, v pripadé
naléhavé potfeby v rezimu statim i mimo tyto terminy.

Pravidelny screening se doporucuje provadét 2 - 3x tydné, v rizikovych
obdobi i ¢astéji (Aquino VR, Goldani LZ, Pasqualotto AC, 2007). Vice nez 1
odbér za jeden den pfi cut off IP = 0,5 jiz senzitivitu testu dale nezvysi (Racil Z,
Kocamnova I, Kubicova E et al.,2006).

Pravideiné monitorovani hladiny GM umoznuje zkratit ¢asovy interval do
stanoveni diagnézy a véasné zahdjeni 1éCby. Pravdépodobnost ¢&asného
zachytu poazitivity GM bude jisté ovlivnéna ¢etnosti odbérl a hodnotou cut - off
indexu IP. Pii pouZiti doporuéeného cut - off IP = 0,5 pfedchazela pozitivita
testu definitivni stanoveni diagnézy o 10 dni. Pfi pouziti cut - off IP = 1 uz
pozitivita testu tyto parametry nepredchazela vibec (Marr Ka, Balajee SA,
McLaughlin L. et al, 2004).

Z naseho pozorovani vyplyva, Zze prukaz GM antigenu metodou ELISA je
v prvni fadé vhodna ke screeningu a monitorovani pacienti. Metoda PCR
slouzi k detekci aspergilovych NK a je tedy predevsim vhodna k potvrzeni
diagnozy.
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Pacient ¢.1: Pfiklad monitoringu v Case. Modra kiivka znaéi hladiny GM.
Cervena krivka poéet kopii ASP DNA/mI. Kiivka udavajici po&et kopii ASP
DNA/ml v éase odpovida prabéhu kfivky zachycujici GM stanovené metodou
ELISA.
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| Pacient ¢.2: Piiklad monitoringu v ¢ase. Modra kiivka znaéi hladiny GM.
Cervena kiivka podet kopii ASP DNA/mI. Uvedeny graf doklada vyznam
opakovani stanoveni v rdmci screeningu a monitorovani lééby metodou ELISA.
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6 Zaver

Vyskyt mykotickych onemocnéni, komplikujicich stavy sniZzené
rezistence a imunity pacientl s riznymi zavaznymi zakladnimi chorobami a
ohrozZujicich jejich Zivot terminalni fungemii, vzrostl za poslednich nékolik
desitileti natolik, Ze se stal jednim z vyznamnych problému souc¢asné mediciny.

V nasi studii jsme se snazili ziskat piehled dosavadnich znalosti o vyuZiti
stanoveni GM v cCasné diagnostice IA a ovéiit na souboru
imunokompromitovanych pacientl ohroZzenych mykotickou infekci pfinos
stanoveni GM metodou ELISA, senzitivitu, specificitu, PPV a NPV tohoto testu.

Z naseho pozorovani vyplyva, ze prikaz GM antigenu metodou ELISA je
v prvni fadé vhodny ke screeningu a monitorovani pacientd. Metoda PCR slouzi
k detekci aspergilovych NK a je tedy predevsim vhodna k potvrzeni diagndzy.

Pravdépodobnost ¢asného zachytu pozitivity GM bude jisté ovlivnéna
Setnosti odbérl a hodnotou cut - off indexu IP.

Oéekavany pfinos je dosazen pfi hodnoté cut - off IP = 0,5. Pii pohledu
na vysledky nami provedené analyzy se nabizi mozZnost zavedeni kategorie
hodnoceni vysledkd ,hraniéni“, spadajiciho do nami navrzeného rozmezi Sedé
zény 0,4 — 0,5. Senzitivita testu a tim i pravdépodobnost zachytu by poté
stoupla na 81,48 %.

Pravidelny screening hladin GM se doporucuje provadét 2 - 3x tydné,
v rizikovych obdobi i Castéji.

Diagnostika IA zaznamenava v poslednich letech obrovsky pokrok. Stale
vice se rozsifuje trend necekat na definitivni potvrzeni diagnézy, ale vysoce
rizikové pacienty monitorovat a pfi prvnich pfiznacich infekce vCasné zahdijit
antimykotickou lé¢bu.

Velkého rozvoje dosahly predevsim nekultivacni diagnostické metody a
to nejen sérologické (z nichZz nejvyznamnéjsi je detekce GM metodou ELISA),
ale také molekularné genetické.
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Seznam pouzitych zkratek

ABCD - Abelcet

ABLC — Amphocil

ABPA — Allergic bronchopulmonary aspergillosis
AIDS — Aquired immunodeficiency syndrome
AE - eluéni roztok

AL — lyzaéni roztok

APLP — Amplified product length polymorphism
ATB — antibiotika

ATL - tkafovy pufr

ATM - antimykotika

BAL — bronchoalveolarni lavaz

c-AmB — konvenéni amfotericin B

CASPO - kaspofungin

CGD - chronicka granulomatoza

CLSI - Clinical laboratory standard institute
CMV - cytomegalovirus

CNS - centralni nervovy systém

CSF — colony stimulating factor

CT - computer tomography

CYA — Czapkuyv agar s kvasni¢nym extraktem
DNA - deoxyribonukleova kyselina

EBA — 2 anti galactomanna Ab

EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid

ElA - enzymoimunoanalyza

ELISA — Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
EORTC — European organization for research and treatment of cancer
FICI — fractional inhibitory concentration index
FISH - fluorescenéni in situ hybridizace

FN — fale$né negativni (fale$na negativita)

FP — fale$né pozitivni (faledna pozitivita)

FRET - Fluorescence Resonance Energy Transfer

GIT - gastrointestinalni trakt




GM - galaktomanan

GvHD - graft-versus-host disease

hr-CT — high resolution Computed Tomography
|A - invasivni aspergiloza

IFD - invasive fungal disease

IFI — invasive fungal infection

IPA — plicni forma invazivni aspergilozy

IP — index pozitivity

ITRA - itrakonazol

LED- light-emitting-diode

MEA - agar se sladovym extraktem

MIC — minimalni inhibiéni koncentrace

MRI — magnetic resonance imaging

MSCT — multislace CT

MSG — Mycoses study group

NASBA — Nucleic Acid Sequence Based Amplification
NK — nukleova kyselina

NPV — negativni prediktivni hodnota

PAMP - Pathogen Associated Molecular Patterns
PAS - periodic acid schiff

PCR — polymerazova fetézova reakce

POSA - posakcnazol

PPR — Pathogen Pattern Receptors

PPV — pozitivni prediktivni hodnota

RFLP — restriction fragment length polymorphism
RTG - rentgen

SDD - susceptible-dose dependent

SN — spravné negativni

SP — spravné pozitivni

SSCP - single-stranded conformational polymorphism
82 - Sabourauduv agar s chloramfenikolem
TMB - tetramethylbenzidin

UNG - Uracil-N-Glycosylase

VORI - vorikonazol
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