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Úvod
Invazivní mykotické infekce vyvolané
vláknitými houbami, především pak
invazivní aspergilóza (IA), zaujímají
v současnosti čelní místo mezi příči-
nami morbidity a mortality nemoc-
ných s hematologickými malignitami,

ale i mnohými jinými základními cho-
robami, které oslabují imunitu.

Diagnostika této život ohrožující
infekce je v dnešní době založena na
velmi precizně vypracovaných radio-
diagnostických, sérologických a mole-
kulárně biologických metodách a vy-

žaduje od lékařů pečujících o nemocné
v riziku IA velmi úzkou spolupráci
s odborníky z celé řady oborů.

Tento multioborový přístup s rutin-
ním zavedením nejmodernějších dia-
gnostických metod do běžné klinické
praxe umožňuje včasné stanovení
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Souhrn: Invazivní aspergilóza je v současné době nejčastější invazivní mykotickou infekcí vyvolanou vláknitou houbou, respektive
u nemocných s akutní leukemií a po transplantaci krvetvorné tkáně nejčastější invazivní mykózou vůbec. Klíčovým bodem úspě-
chu péče o pacienty s touto život ohrožující infekcí je správné a časné stanovení diagnózy a následné časné podání účinné anti-
mykotické léčby. Velmi významné pokroky v diagnostice invazivní aspergilové infekce (zejména zobrazovací a nekultivační metody)
byly důvodem setkání odborníků z oblasti hematoonkologie a mikrobiologie s cílem vzájemně se o této složité problematice infor-
movat. Níže předkládaná práce pak představuje soubor velmi podrobných informací o možnostech detekce invazivní aspergilové
infekce, který vznikl na základě spolupráce předních odborníků na jednotlivá aspekty diagnostiky invazivní aspergilózy v České
a Slovenské republice a vychází z výše uvedeného setkání. Práce by pak měla sloužit klinickým lékařům a mikrobiologům jako
guidelines v jejich každodenní péči o pacienty s touto invazivní mykózou.

Klíčová slova: invazivní mykotické infekce – invazivní aspergilóza – diagnostika – kultivace – cytologie – histologie – HRCT – ga-
laktomanan – 1,3-β-D-glukan – PCR

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

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



diagnózy, a tak i včasné podání účinné
antimykotické léčby. Tím je umožněno
zásadním způsobem příznivě ovlivnit
prognózu pacientů s IA [1]. Naopak
nedostatky v diagnostickém zázemí
mohou vést k určitému „poddiagnos-
tikování“ IA, respektive podchycení
až velmi pokročilých případů. A u ta-
kových nemocných s pozdně stanove-
nou diagnózu může selhávat i velmi
drahá antimykotická léčba.

Základním cílem CELL – The CzEch
Leukemia Study Group for Life – je
snaha o zlepšení péče o nemocné s he-
matologickými malignitami, především
s leukemiemi, katalyzováním inten-
zivní mezioborové spolupráce. Proto
také CELL v rámci svého podprojektu
„Oportunní infekce“ iniciovala setkání
odborníků hematologů, mikrobiologů
i molekulárních biologů – z České re-
publiky a Slovenské republiky na téma

diagnostiky invazivní aspergilové in-
fekce. Toto setkání umožnilo nejen vzá-
jemnou výměnu zkušeností a znalostí,
ale bylo především vynikající možností
pro navázání vzájemné spolupráce mezi
kliniky a laboratorními pracovníky.

Výsledkem tohoto setkání je námi
předkládaná publikace, která před-
stavuje „state-of-the-art“ v diagnostice
invazivní aspergilózy. Domníváme se,
že jde o mimořádně závažné téma
atraktivní pro řadu klinických i nekli-
nických oborů. Jak v laboratorní
diagnostice, tak v terapii bylo v po-
sledních letech dosaženo neuvěřitel-
ného pokroku a tento pokrok je po-
třeba urychleně zavést do rutinní péče
i v našich zemích. Tato publikace by
tomu měla napomoci.

Rod Aspergillus
Aspergily jsou ubikvitární saprofyté vy-
skytující se celosvětově, jsou přítomny
v půdě, v rostlinných i živočišných
zbytcích. Mnohé mohou být pato-
genní i pro jiné živočichy. Rod má asi
200 známých druhů, z toho necelých
40 druhů bylo popsáno jako původci
mykotických onemocnění člověka. As-
pergily jsou řazeny mezi askomycety,
do čeledi Eurotiales. Stále je respekto-
váno dělení Rapera a Fennellové [2]
do skupin, v nichž je jméno skupiny
dáno typickým druhem, a to i přesto,
že metody molekulární genetiky při-
nášejí v mykologii stejně jako v jiných
oborech revoluci v taxonomii. Jako
aktuální skupiny v humánní mykolo-
gii jsou uváděny skupina Aspergillus fu-
migatus, Aspergillus niger, Aspergillus fla-
vus [3]. Z nich některé mají významné
postavení v environmentální či potra-
vinářské mykologii. Jako původce one-
mocnění člověka je nejčastěji uváděn
druh Aspergillus fumigatus sensu stricto
(obr. 1). Další častěji uváděné druhy
jsou Aspergillus niger (obr. 2), Aspergil-
lus flavus (obr. 3) a Aspergillus terreus,
vzácně pak Aspergillus clavatus, Aspergil-
lus glaucus, Aspergillus nidulans, Aspergil-
lus oryzae [4].

Pro rod Aspergillus [5] je typické hla-
vicovité zakončení konidioforu. Mě-
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Obr. 1. Aspergillus fumigatus (autor: MUDr. Naďa Mallátová, Oddělení lékař-
ské mykologie a parazitologie, Nemocnice České Budějovice).

Obr. 2. Aspergillus niger (autor: MUDr. Naďa Mallátová, Oddělení lékařské
mykologie a parazitologie, Nemocnice České Budějovice).



Epidemiológia invazivnej 
aspergilózy
V epidemiológii invazívnych mykóz
nastali v posledných rokoch výrazné
zmeny. Používanie flukonazolu v pro-
fylaxii viedlo k zníženiu incidencie in-
vazívnych kandidových infekcií a ich
mortality [7], na druhej strane je zjavný

nárast invazívnych mykóz vyvolaných
vláknitými hubami, medzi ktorými do-
minujú infekcie spôsobené Aspergillus
spp. [8]. U imunokompromitovaných
jedincov je najčastejším vyvolávate-
ľom Aspergillus fumigatus (56–64 %) na-
sledovaný Aspergillus flavus (14–18 %), As-
pergillus niger (5–8 %), Aspergillus terreus

chýřek je po celé nebo části obvodu
porostlý fialidami, které mohou být
v jedné nebo dvou řadách. Přes tyto
fialidy prochází mikrokonidie, které
mohou být kulovité i oválné, hladké
i drsné. Měchýřek s fialidami a řetězci
mikrokonidií tvoří tzv. konidiální hla-
vici a její uspořádání je typické pro
jednotlivé druhy aspergilů a je zákla-
dem jejich morfologické identifikace
(obr. 4 a obr. 5). I výsledné zbarvení
kolonií a jejich tvar na kultivačním
mediu je dáno charakterem a zbarve-
ním těchto hlavic. Mikrokonidie jsou
velice malé, u Aspergillus fumigatus 2 až
3 mm, přenáší se vzduchem, ulpívají
na předmětech i potravinách a snadno
mohou být vdechnuty či pozřeny ná-
hodnými hostiteli. Spory pronikají až
do alveolů, kde v závislosti na stavu
hostitelského organizmu terminují
a postupně vyrůstají ve formě vláken
neboli hyf, která tvoří tzv. mycelia.
Růst mycelií rozdělujeme do 3 fází.
V 1. fázi logaritmického růstu dochází
k bohaté látkové výměně spojené
s tvorbou organických substrátů nut-
ných k výstavbě myceliální stěny. Je
podmíněna dostatkem živin a hlavně
glukózy v okolní tkáni. V této fázi může
být uvolňován galaktomanan, který
pak detekujeme v materiálu z dolních
dýchacích cest nebo při dostatečné
angioinvazivitě hyf v séru. S vyčerpá-
ním zdrojů glukózy přechází růst do
fáze stacionární a následně ve 3. fázi
dochází k lýze a destrukci hyf [6].
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Obr. 3. Aspergillus flavus (autor: MUDr. Naďa Mallátová, Oddělení lékařské
mykologie a parazitologie, Nemocnice České Budějovice).

Obr. 4. Aspergillus flavus – obraz 
v elektronové mikroskopii 
(autor: Bc. Martina Tesařová,
PAUAV, České Budějovice).

Obr. 5. Aspergillus fumigatus – obraz v elektronové mikroskopii 
(autor: Bc. Martina Tesařová, PAUAV, České Budějovice).



(5–16 %); zastúpenie jednotlivých
druhov môže mierne kolísať v jednot-
livých centrách [9,10]. Bol zazname-
naný nárast infekcií vyvolaných As-
pergillus terreus (ktorý je rezistentný na
polyénové antimykotiká) v niektorých
centrách v USA až o 100 % [11].

Výskyt a prenos Aspergillus spp.
Aspergillus je ubikvitárnym mikroor-
ganizmom. Nachádza sa v pôde, vo
vode, v potravinách a v hnijúcej vege-
tácii. Boli popísané infekcie spôsobené
kontaminovanou potravou (korenie,
káva, čaj) – sú však raritné. Vstupnou
bránou infekcie sú najmä dýchacie
cesty, ktorými sa aspirujú spóry/ko-
nídiá; nosičom spór/konídií môže byť
aj prach, prípadne aerosol z konta-
minovanej vody. Zriedkavejšie môžu
aspergilové konídiá infikovať poško-
denú kožu (rany, cievne katétre, mo-
kvajúca koža pod obväzmi). Kontami-
nované nemocničné ventilačné alebo
vodovodné systémy sú rizikovým zdro-
jom epidemického výskytu nozoko-
miálnej invazívnej aspergilózy u imu-
nokompromitovaných pacientov, naj-
väčším rizikom sú však stavebné
práce v nemocnici alebo jej blízkom
okolí [12–14]. Aspergilóza sa objavuje
aj ako endogénna reaktivácia po pri-
márnej infekcii alebo kolonizácii, zvy-
čajne v čase prehĺbenia imunideficitu
pacienta (chemoterapia, imunosupre-
sia, relaps malignity a pod). Z tohto
dôvodu nie je niekedy možné spoľah-
livo rozlíšiť nozokomiálny a endogénny
zdroj infekcie. Ochrana rizikového pa-
cienta pred aspergilózou spočíva
v zábrane vdýchnutia konídií použi-
tím vysokoefektívnej filtrácie vzduchu
(LAF/HEPA) a používaním masiek pri
transporte pacienta. Tento prístup je
však limitovaný len pre pacientov po-
čas pobytu v nemocnici, preto je otázka
systémovej antimykotickej/antiaspergi-
lovej profylaxie pre rizikovú populáciu
pacientov veľmi aktuálna [15–17].

Incidencia invazívnej aspergilózy
Incidencia IA závisí od typu pacien-
tov, základnej diagnózy, vykonanej

liečby, typu transplantácie. Môže ko-
lísať od centra k centru, dôležitá je aj
metodika zberu údajov (nemocničné
štúdie, národné prehľady, populačné
štúdie). Väčšina prác potvrdzuje ná-
rast incidencie invazívnych myko-
tických infekcií vyvolaných vláknitými
hubami a zvlášť Aspergillus spp.

Presvedčivé dôkazy o rozsahu inva-
zívnych mykóz podávajú pitevné štú-
die. 25 % pacientov s akútnou leuké-
miou a 12 % pacientov s lymfómom
malo v čase smrti invazívnu myko-
tickú infekciu; 34 % z nich bolo vyvo-
laných Aspergillus spp. [18]. Novšia
štúdia popisuje okrem poklesu pitva-
nosti nárast výskytu invazívnych my-
kóz v priebehu sledovaných rokov –
31 % pitvaných pacientov malo inva-
zívnu mykotickú infekciu. Dominovala
IA s nárastom zo 16 % na 19 % v prie-
behu sledovania a autori pozorovali
aj nárast výskytu infekcií vyvolaných
zriedkavými patogénmi. 75 % infekcií
nebolo diagnostikovaných ante mor-
tem [19]. Nemeckí autori sledovali
v rokoch 1978–1992 v univerzitnom
centre nárast výskytu aspergilózy v pi-
tevnom materiáli z 0,5 % na 5,5 %
[20]. Sledovanie prepúšťacích diagnóz
v amerických nemocniciach v rokoch
1970–1996 potvrdilo nárast IA
z 1,9 prípadov/milión obyvateľov na
38 prípadov/milión obyvateľov [21].
Skúsenosť so Seattlu hovorí taktiež
o zvýšení výskytu IA u pacientov po
autológnej a alogénnej transplantácii;
u autológnej TKB sa incidencia zvýšila
z 0,2 % v roku 1990 na 4 % v roku
1998; u alogénnej TKB zo 4 na 11 %
[22,23]. Údaje z Európy potvrdzujú
trendy výskytu IA [24]. Pacienti po
autológnej TKB mali 1,6 % výskyt IA,
pacienti po alogénnej transplantácii
mali 11,3 % výskyt IA.

Príčiny nárastu IA u pacientov s he-
matologickými malignitami za posled-
ných 20 rokov sú viaceré, najdôležitej-
šie sú však pokroky v transplantológii:
vyšší počet vykonaných transplantá-
cií, mohutná imunosupresívna liečba
(nárast pacientov po nemyeloabla-

tívnych režimoch s GvHD), používanie
chemoterapie alebo imunoterapie,
napr. monoklonálnych protilátok,
spôsobujúcich prehĺbený a dlhodobý
imunodeficit (napr. purínové analógy,
alemtuzumab) [25]. Určitý podiel na
náraste incidencie má aj lepšia, senzi-
tívnejšia diagnostika.

Invazívna aspergilóza 
po alogénnej HSCT
Výskyt IA v populácii pacientov po
alogénnej transplantácii sa môže po-
hybovať medzi 12–15 %, niektoré cen-
trá hlásia dokonca ešte vyššiu inciden-
ciu [26]. Celkový nárast invazívnej
aspergilózy v transplantačných cen-
trách dosahuje 3–4násobok za po-
sledných 20 rokov [27].

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

Výskyt IA u pacientov po alogénnej
transplantácii krvotvorných buniek
závisí od viacerých faktorov. 5–10%
incidencia IA sa popisuje u pacientov
po príbuzenskej HLA-identickej trans-
plantácii a stúpa k 25 % u pacientov
po nepríbuzenskej transplantácii. Prí-
tomnosť GvHD ovplyvňuje výskyt IA –
pri neprítomnosti akútnej GvHD je
výskyt do 6 %, pri akutnej GvHD
stupňa I–II je 13 % a pri akutnej
GvHD stupňa III–IV až 35 %. Pacienti
s extenzívnou chronickou GvHD majú
riziko IA až takmer 40 % [29]. As-
pergilóza je teda najčastejšou príčinou
„komunitnej pneumónie“ u pacien-
tov s GvHD [30]. S nástupom nových
terapeutických postupov v transplan-
tológii (G-CSF, nemyeloablatívne re-
žimy, periférne krvotvorné bunky) je
obdobie neutropénie po transplantá-
cii kratšie, a aj riziko vzniku IA v tom-
to období nižšie ako v predchádzajú-
cich rokoch. Preto sa klinické prejavy
IA objavujú zvyčajne v 2 vlnách. Prvá
vlna sa objaví v období neutropénie,
v čase od transplantácie do prihoje-
nia štepu, čo je zvyčajne do 20–30 dní
po transplantácii a predstavuje asi
20–30 % všetkých IA. V súčasnosti sa
častejšie objaví IA v období po priho-

S4 Vnitř Lék 2007; 53(Suppl)

Invazivní aspergilóza: současné možnosti diagnostiky



jení štepu – po 30 dňoch od trans-
plantácie; 60–70 % sa diagnostikuje
až po 90. dni po transplantácii [22,
23,31,32]. Incidencia IA je porovna-
teľná u pacientov alogénne transplan-
tovaných s použitím konvenčného re-
žimu a s použitím nemyeloablatívneho
režimu (minialogénna transplantácia)
[33,34]. IA sa objavuje u pacientov
po nemyeolablatívnom režime neskôr
(medián 107 dní) ako u pacientov po
myeloablatívnom režime [35].

Incidencia invazívnej aspergilózy
u ostatných hematologických 
malignít
Pacienti s leukémiou, ktorí nepodstú-
pia transplantáciu, sú vystavení riziku
invazívnej aspergilózy vo vysokej miere.
Potvrdzujú to aj uvádzané autoptické
štúdie spolu s klinickými analýzami.
Incidencia invazívnej aspergilózy pa-
cientov s akútnymi leukémiami je
medzi 4,3–9,5 % [27]. Zo 595 pacien-
tov s invazívnou aspergilózou malo
hematologickú malignitu (prevažne
akútnu leukémiu) bez transplantácie
28 % pacientov, čo predstavovalo
najpočetnejšiu skupinu [9]. Príčinou
je imunodeficit spôsobený samotnou
chorobou ako aj chemoterapiou. Ok-
rem myelosupresívneho účinku nie-
ktoré nové liečebné režimy spôsobujú
protrahovanú ťažkú poruchu bunkovej
imunity. Príkladom sú režimy s fluda-
rabínom a alemtuzumabom, pričom

nemožno zabúdať na masívne použí-
vanie steroidov.

Pacienti s lymfoproliferatívnymi ma-
lignitami patria do skupiny s vyšším
výskytom invazívnych mykóz v porov-
naní s bežnou populáciou chorých,
ale v porovnaní s pacientmi s AML,
pacientmi po alogénnej transplantá-
cii a s GvHD je incidencia v tejto sku-
pine nižšia [36].

V porovnaní s pacientmi s akútny-
mi leukémiami je výskyt invazívnych
mykóz všeobecne v post mortem ana-
lýzach asi polovičný [28].

Rizikové faktory
Samotná hematologická malignita
a liečba predstavujú rizikový faktor
pre vznik invazívnej aspergilózy. Naj-
významnejšie rizikové faktory asocio-
vané s rozvojom invazívnej aspergilózy
sú uvedené v tab. 1.

Pacienti po alogénnej transplantá-
cii sú vo včasnej fáze (do d +40) viac
ohrození, ak nie sú chránení LAF
[29,37]. Väčšina IA sa u pacientov po
alogénnej transplantácii vyskytuje po
prihojení štepu. Analýza rizikových fak-
torov v tejto skupine pacientov preu-
kázala najväčšie riziko u pacientov
s vysokými dávkami steroidov podáva-
ných minimálne 2 týždne alebo stred-
nými dávkami steroidov (< 1 mg/kg/
/deň) podávaných aspoň 4 týždne. Vy-
soké riziko pre vznik IA nieslo podá-
vanie gancikloviru, 3. a 4. stupeň akút-

nej GvHD a sekundárna neutropénia
[32].

Riziko relapsu invazívnej aspergilózy
hrozí najmä u najrizikovejších pa-
cientov na dlhodobej imunosupresív-
nej liečbe a u tých, ktorí nedosiahnu
remisiu. Relaps sa objaví veľmi často
v pôvodnej lokalizácii infekcie; asper-
gilová sínusitída má tendenciu relap-
sovať a diseminovať častejšie. Rizikové
faktory relapsu invazívnej aspergilózy
sú v tab. 2.

Mortalita invazívnej aspergilózy
Mortalita IA je vysoká a závisí od stavu
základného ochorenia pacienta, lo-
kalizácie infekcie, včasnosti správnej
diagnózy, použitej profylaxie a liečby.
Kvôli chýbajúcim jednoznačným kri-
tériám a rôznej metodike (napr. čas
hodnotenia efektu liečby alebo pre-
žívanie od stanovenia diagnózy) je
niekedy ťažké porovnať jednotlivé
štúdie. Trendy mortality kopírujú
trendy výskytu invazívnej aspergilózy,
v roku 1981 bola incidencia IA
0,1/100 000 obyvateľov, v roku 1996
0,4/100 000 obyvateľov [8]. Prehľad
50 klinických štúdií vykonaných do
roku 1995 popisuje celkovú mortalitu
IA 58 %. Vek samotný nehrá významnú
úlohu, mortalita pacientov do 20 ro-
kov je 68 % a nad 20 rokov 52–59 %.
Pacienti po transplantácii krvotvor-
ných buniek mali mortalitu 86,7 %,
pacienti s leukémiou/lymfómom lie-
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Tab. 1. Rizikové faktory
invazívnej aspergilózy.

• GvHD 
• steroidy 
• dlhodobá neutropénia
• deplécia T-lymfocytov
• transplantácia krvotvorných buniek 
• imunosupresívna terapia
• predchádzajúca invazívna

mykotická infekcia
• akútna CMV infekcia
• nekontrolované základné ochorenie
• mukozitída
• konštrukčné práce v nemocnici

alebo jej okolí
• masívna transfúzna terapia

Tab. 2. Rizikové faktory relapsu invazívnej aspergilózy [202].

• dokumentovaná (dokázaná/pravdepodobná) IA
• IA postihujúca prínosové dutiny
• neúplné vymiznutie infekcie podľa zobrazovacích metód pred ďaľšou kúrou

chemoterapie
• systémové kortikoidy
• nedosiahnutie KR základného ochorenia
• vysoké dávky cytozínarabinozidu
• > 3 antibiotiká 
• trvanie neutropénie > 27 dní
• alogénna TKB 
• nepríbuzenská alebo príbuzenská „mismatched“
• dĺžka primárnej antimykotickej liečby < 1 mesiac
• zdroj krvotvorných buniek (pupočníková krv > kostná dreň > periférne kmeňové

bunky)



čení konvenčnou liečbou mali morta-
litu 50 %. Typ prípravného režimu pri
alogénnej transplantácii – myeoloab-
latívny verzus nemyeloablatívny – neov-
plyvnil signifikantne mortalitu pacien-
tov s IA (76–86 %) [33,35]. Miesto
infekcie je významným prediktorom
mortality – pacienti s pľúcnou asper-
gilózou zomreli v 59–86 % prípadov,
pacienti s aspergilózou CNS v 88–99 %,
pacienti s aspergilózou prínosových
dutín v 66 %; pacienti s kožnou for-
mou aspergilózy mali len 25% morta-
litu [9,38,39]. Neutropenickí pacienti
nemajú automaticky vyššiu mortalitu
než nonneutropenickí pacienti s IA.
V monocentrickom 6-ročnom prehľade
bola mortalita nonneutropenikov s IA
89 % a neutropenikov 60 % [31].
Známa Herbrechtova štúdia popisuje
v 12. týždni od začiatku liečby morta-
litu u 29–42 % pacientov [40]. Realitu
približujú údaje hovoriace o celko-
vom prežívaní pacientov s pravdepo-
dobnou alebo dokumentovanou inva-
zívnou aspergilózou po roku od dia-
gnózy invazívnej infekcie: prežíva asi
20 % pacientov [22,23]. Retrospek-
tívna analýza pacientov z francúzskych
transplantačných centier udáva 62%
mortalitu pacientov s IA po 4 mesia-
coch od stanovenia diagnózy. Navyše
sa autori pokúsili analyzovať prognos-
tické faktory mortality v čase diagnózy
IA v tejto kohorte pacientov. Vek 12 až
35 rokov, diseminovaná forma IA,
prítomnosť pleurálneho výpotku, po-

čet monocytov < 120/mm3, dlhodobé
podávanie steroidov v predchádza-
júcich 2 mesiacoch, dávka steroidov
> 2 mg/kg v čase diagnózy IA a ne-
kontrolovaná GvHD významným spô-
sobom korelovali s mortalitou [41].

Použitie modernej diagnostiky, účin-
nej profylaxie alebo preemptívnej te-
rapie, poznanie a ovplyvňovanie rizi-
kových faktorov viedlo v niektorých
centrách k zníženiu mortality na IA
[42].

Klinická manifestace 
invazivní aspergilózy
Nejčastější branou vstupu infekce je
inhalační cesta, proto invazivní asper-
gilóza postihuje převážně plíce (80 až
90 %). Podle invaze do plicních struk-
tur se rozlišují 3 typy plicní aspergi-
lózy – bronchoinvazivní aspergilóza,
angioinvazivní aspergilóza a nekroti-
zující aspergilóza. Aspergilóza para-
nazálních dutin (invazivní sinoorbi-
tální aspergilóza) a CNS (nitrolební
aspergilóza) jsou další 2 nejčastější
lokalizace. Výskyt CNS postižení u ne-
mocných po alogenní HSCT s proká-
zanou IA může dosahovat až 50 %
[43]. Při generalizaci procesu může
být však postižen jakýkoli orgán (led-
viny, slezina atd).

Kožní forma invazivní aspergilózy
patří mezi méně časté. U diseminova-
ných forem IA se vzácně také myslí na
možnost postižení GIT, srdce a ledvin
[18].

Klinický obraz plicní formy invazivní
aspergilózy (IPA), včetně CT nálezů,
souvisí s angiotropizmem aspergilů,
které postihují cévní systém s násled-
ným hemoragickým infarktem posti-
žené tkáně a prokrvácením okolí.

Spektrum plicního postižení po
transplantaci kostní dřeně je širší
(tab. 3), v diferenciální diagnóze in-
fekční etiologie však musí být IA na
prvním místě klinické rozvahy.

Klinický stav vzbuzující podezření na
invazivní aspergilózu není specifický
(tab. 4). Podezření na IPA vzbudí ne-
ustupující horečka i přes léčbu ATB,
kašel, bolest na hrudi, dušnost, ev.
hemoptýza [44–46].

Při invazivní sinoorbitální aspergi-
lóze dominují příznaky z postižení pa-
ranazálních dutin (horečka, kašel, epis-
taxe, bolest hlavy, výtok z nosu, lokální
bolest, bolest v krku atd), a při nitro-
lební aspergilóze nespecifické známky
postižení CNS (alterace vědomí, křeče
atd). Projevy při diseminaci infekce
do jiných než výše zmíněných tkání
pak mohou mít specifické projevy dle
lokalizace.

Zobrazovací metody v diagnostice
invazivní aspergilózy
Prostý snímek 
hrudníku – nálezy u IPA
Nativní, zadopřední RTG snímek hrud-
níku z diagnostického hlediska IPA
je relativně nepřínosný. Morfologie
RTG nálezu je nespecifická a velmi
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Tab. 3. Plicní postižení po transplantaci kostní
dřeně – sekční nálezy (n = 50) – upraveno podle
[203].

1. difuzní alveolární postižení 36 %
2. difuzní alveolární krvácení 24 %
3. invazivní plicní aspergilóza 12 %
4. plicní edém 12 %
5. bronchopneumonie 12 %
6. fokální alveolární krvácení 14 %
7. plicní hypertenze 10 %
8. plicní embolie 4 %
9. PTLD 4 %
10. bronchiolitis obliterans 1 %
11. plicní cytolytické tromby 1 %

Tab. 4. Klinické příznaky při sekčně potvrzené
invazivní plicní aspergilóze ve srovnání s jinou etio-
logií plicního postižení – upraveno podle [204].

IPA kontroly
n = 47 n = 49

klinický nález (%) (%) p
– horečka 77 65 0,2
– trvalá horečka 49 37 0,2
– kašel 64 45 0,06
– hemoptýza 26 18 0,4
– dušnost 79 84 0,5
– pleurální bolest 28 12 0,06
– paranazální sinusitida 13 8 0,5
– třecí šelest 11 2 0,11
– epistaxe 9 2 0,2



různorodá (tab. 5), patologický nález
se často objevuje až pozdně. Proto
při negativitě RTG nálezu nelze plicní
mykózu vyloučit, naopak je zásadně
nutné indikovat CT vyšetření – heli-
kální nebo spirální CT, HRCT, MSCT
(multislice CT – multidetektorové CT),
které odhalí již diskrétní změny, které
nativní RTG nezobrazí.

CT plic – nálezy u invazivní 
plicní aspergilózy
Zásadní přínos CT oproti RTG vyšet-
ření potvrdily i výsledky srovnání pros-
tých RTG snímků s CT, bronchoal-
veolární laváží a klinickým průběhem.
CT vyšetření proti prostému RTG má
významně vyšší senzitivitu (89 % vs
58 %; p < 0,0001), vyšší negativní pre-
dikční hodnotu (78 % vs 47 %,
p < 0,0001) a i významně vyšší přesnost
nálezu (90 % vs 68 %, p < 0,0001).
CT vyšetření je také přínosnější pro
diagnózu mykotické i bakteriální in-
fekce, potvrzené BAL (p < 0,05) [47].

Různé formy IPA mají odlišný CT
nález. Typickým CT nálezem broncho-
invazivní aspergilózy je obraz „rašícího
stromu“ (tree in bud), ale mohou se
objevit i nálezy „mléčného skla“ (ground
glass), nebo lobární kondenzace. An-
gioinvazivní aspergilóza má typický
počáteční nález „halo sign“ (obr. 6),
světlejší zónu charakteru mléčného skla
(ground-glass attenuation), obkružu-
jící nodulární nebo masivní konsoli-
daci plicní tkáně [48]. Konsolidace
tkáně je tvořena nekrózou (v důsledku
angioinvaze aspergilových hyf) a světlý

lem na periferii krvácením do alveolů
v okolí. Tento nález byl u invazivní
plicní aspergilózy popisován již dávno
dříve [49], avšak až znalost patolo-
gickoanatomického korelátu k CT ná-
lezu a ke klinickým projevům u neu-
tropenických nemocných [44,50,51]
zařadila tento nález mezi relativně spe-
cifické u IPA. Postupným vývojem do-
chází k retrakci infarktového centrál-
ního ložiska, s absorpcí nekrotických
hmot na periferii a vzniklý prostor je
následně vyplněn vzduchem. Radioo-
pákní okraj hemoragické tkáně proti
vzdušné dutině vytváří na CT obraz air-
crescent sign. Nález air-crescent sign
lze považovat za typický pro pozdější
stadium IPA, diagnostický význam má
však jen u odpovídajícího klinického
stavu imunoalterovaných nemocných
[52].

Morfologie CT nálezu u rizikových
nemocných s angioinvazivní aspergi-
lózou plic je natolik charakteristická,
že na jejím základě lze vyslovit velmi
silné podezření na plicní aspergilózu
[51] (obr. 6) a podle současných kri-
térií diagnostické jistoty je tento nález
podkladem „pravděpodobné diagnózy“
[46].

Pro formu bronchopneumonickou
jsou charakteristické centrilobulární

noduly, typické pro šíření infekce bron-
chopneumonickou cestou. Často jsou
však nálezy smíšené, výskyt „čisté“
bronchopneumonie nepřesahuje 10 %
[53]. S výjimkou vyššího přežití (73 %
vs 25 %) nemocných s angioinvazivní
IPA po alogenní transplantaci kostní
dřeně není mezi oběma formami IPA
zásadní rozdíl z hlediska klinických
projevů, rizikových faktorů, volby lé-
čebného režimu, hloubky a délky
neutropenie, ani formy a závažnosti
GVHD [33].

Ve snaze časově posunout CT dia-
gnózu IPA, ještě před objevením halo
signs a kavitací (obr. 6), byl hodno-
cen diagnostický význam časnějšího
nálezu centrální hypodenzity („hypo-
dense sign“) v oblasti nodulárního ná-
lezu nebo v oblasti konsolidace [54,
55]. Při podezření na IPA u imunoal-
terovaných nemocných mohou být cen-
trální hypodenzity považovány jako
pomocný morfologický nález. Tento
CT nález má sice nízkou senzitivitu,
ale vysokou specificitou u rizikových
nemocných má u IPA prediktivní 
význam.

Z hlediska pravidelných kontrol CT
a hodnocení vývoje plicního postižení
je významná informace o dynamice
CT nálezů u IPA [56]. Dlouhodobé sle-
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Obr. 6. Vývoj CT nálezu při plicní angioinvazivní aspergilóze u nemocných
s neutropenií (autor: MUDr. Jana Červenková, Radiologická klinika VFN Praha).
Obr. 6A. Relativně specifický nález na CT v počátečním období rozvoje in-
vazivní plicní aspergilózy. Bývá v období neutropénie nejčastěji po léčbě
akutní leukémie. Je patrné typické „halo sign“ (= prokrvácení) na periferii
centrální kondenzace (nekróza).
Obr. 6B. Nález z období reparace granulocytů (den 10–20), dochází k rozpadu
infikované nekrotické tkáně. Na okraji kondenzace plicní tkáně se objevuje roz-
padová dutina (= air crescent sign) tvaru měsíčku.

Tab. 5. Nálezy na RTG hrudníku
při invazivní plicní aspergilóze. 

• mnohočetná ložiska
• ostře ohraničené uzly
• bronchopneumonie
• rozpadové dutiny 

(mikro- až makroabscesy)
• pleurální výpotek
• plicní infarkt
• oboustranné i jednostranné nálezy
• normální nález (pozitivní často až

histologie ante mortem)



dování nemocných po transplantaci
kostní dřeně s neutropenií a GVHD
ukázalo, že velikost nodulárních lézí
při prvním záchytu je asi 3 cm2 (me-
dián) a v 90 % dochází až do 9. dne
(= medián i průměr) ke zvýšení počtu
lézí i jejich rozměru. V následujících
3,5 dnech (= medián, průměr = 7 dní)
je fáze plateau, kdy počet lézí klesá
o 17 % (= medián). U 42,5 % nemoc-
ných pak dojde v mediánu 80 dní
k úplné normalizaci CT nálezu. Při hod-
nocení prediktivních faktorů má ne-
gativní hodnotu počáteční nález kavi-
tace, při němž trvá úprava CT nálezu
2,5krát déle oproti ostatním nále-
zům. Nález rozpadových dutin je však
paradoxně příznivým prognostickým
faktor vyléčení, při tom ani vlastní ve-
likost ani počet rozpadových lézí ne-
má vliv ani na dobu do normalizace
CT nálezu, ani na celkový výsledek
léčby. Vzhledem k tomu, že rozpad
tkáně je nálezem již pokročilé infekce,
pak je prodloužená doba do úpravy
CT, u tohoto počátečního CT nálezu
zcela pochopitelná.

Horger [54,55] stejně jako Brodoe-
fel [56] u podobného souboru také ne-
prokázal prognostický význam počtu
a velikostí nodulárních lézí (s halo sign
u 82 %) v počátku IPA, v práci však
neuvádí přítomnost rozpadových du-
tin jako počáteční nález na CT. Vyšet-
ření CT má význam i pro posouzení
diagnostického přínosu bronchoalveo-
lární laváže při podezření na IPA [57].
U angioinvazivní aspergilózy (na CT
nodulace) je výtěžnost menší než u as-
pergilové bronchopneumonie s CT ná-
lezem segmentální konsolidace plicní
tkáně. Optimální výtěžnost broncho-
skopie a BAL je při bilaterálním po-
stižení nebo výskytu mnohočetných
ložisek [45].

Diferenciální diagnostika 
CT nálezů imitujících invazivní
plicní aspergilózu
Nodulární nálezy na CT s halo sign či
bez něj nejsou pro IPA zcela specifické.
Podobné nálezy má i angioinvazivní
mukormykóza, plicní tuberkulom, me-

tastázy choriokarcinomu, broncho-
genní karcinom, maligní lymfom, me-
tastázy angiosarkomu, eozinofilie plic
(Loefflerův syndrom), aktinomykóza
plic a další [58,59]. Proto je zřejmé,
že hodnocení CT nálezu je nutné
vždy provádět v kontextu s klinickým
stavem a s dalšími diagnostickými
postupy.

Při diferenciálně diagnostických po-
chybách, zejména v počátku febrilní
neutropenie je možné provést vyšet-
ření angio-CT [60]. Přímá invaze as-
pergilových hyf do cév je příčinou de-
fektů perfuze. Výpadek kontrastu v zo-
brazení cévního systému svědčí pro
okluzi, a tak podpoří diagnózu angio-
invazivní aspergilózy již v časném sta-
diu onemocnění. Rozsáhlejší zkušenosti
s touto metodou při diferenciální
diagnostice IPA však nejsou dosud
k dispozici.

Možnosti (semi)invazivně 
získat materiál k průkazu 
invazivní aspergilózy
Cesta k potvrzení diagnózy invazivní
aspergilózy histologickým (ev. cytolo-
gickým) a kultivačním vyšetřením bý-
vá riskantní a vyžaduje použití inva-
zivních metod. Vhodný bioptický ma-
teriál tak není ve většině případů
k dispozici, a to nejčastěji v důsledku
rozhodnutí klinického lékaře upustit
od invazivní procedury, neboť její rizika
převažují nad možným přínosem. In-
vazivní aspergilózou často trpí těžce
imunosuprimovaní pacienti, mnohdy
s trombocytopenií a koagulopatiemi,
při plicním postižení navíc často v re-
spirační insuficienci – jakýkoliv dia-
gnostický výkon může být velmi ris-
kantní. Četnost diagnostických invaziv-
ních procedur se velmi liší mezi centry,
ve kterých jsou rizikoví pacienti léčeni.
Rozhodnutí musí být individuální,
zobecnit lze jediné: u každého pacienta
s fokální infekcí suspektní z IA by měla
být některá z vyšetřovacích metod k zís-
kání reprezentativního vzorku alespoň
zvážena [61].

V následujícím výčtu uvádíme po-
užívané invazivní přístupy. Soustředíme

se převážně na metody k vyšetření
plicní formy IA, která je nejčastější.

Plíce
Bronchoalveolární laváž (BAL)
Získaný materiál je vhodný k vyšetření
sérologickému (GM), PCR, kultivač-
nímu, cytologickému.

BAL je standardním vyšetřením v dia-
gnostice nozokomiální pneumonie
(hospital acquired pneumonia – HAP)
a s umělou plicní ventilací asociované
pneumonie (ventilator-associated pneu-
monia – VAP) [62]. Flexibilní bron-
choskop je po přehlédnutí bronchiál-
ního stromu zaveden do postižené
oblasti a po zaklínění do segmentár-
ního či subsegmentárního bronchu je
aplikováno několik porcí sterilního fy-
ziologického roztoku (standardně 4krát
50 ml), který je zpět částečně aspiro-
ván a odeslán k vyšetření. V průběhu
bronchoskopie je možno získat ma-
teriál také pouhou aspirací nebo
bronchiálním výplachem několika ml
fyziologického roztoku. Takto získaný
materiál odráží složení bronchiálního
sekretu v místě odběru.

Výkon lze provést při plném vědomí
s lokální anestezií oblasti hrtanu, ev.
za pomoci mírné sedace. BAL je často
prováděna také cestou endotracheální
kanyly u intubovaných pacientů.

Kromě klasické BAL lze provést
„chráněnou BAL“ (protected BAL) či
„chráněný kartáčkový stěr“ (protec-
ted specimen brush sampling). Tyto
modernější a nákladnější metody byly
v poslední době porovnány v diagnos-
tice neutropenických pacientů s he-
matologickými malignitami a oproti
klasické BAL nepřinesly větší výtěžnost
[63], navíc jsou technicky a časově
náročnější [64], teoretickou výhodou
je použití vnitřního chráněného pra-
covního kanálu, což snižuje možnost
kontaminace v orofaryngeální oblasti.

U imunokompromitovaných a velmi
často onkologicky nemocných pa-
cientů (kteří tvoří většinu pacientů
s IA) nelze obecná doporučení k dia-
gnostice VAP a HAP aplikovat bez
modifikace.
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Podle obecných doporučení má
být BAL provedena před zahájením či
změnou antibiotické terapie. To však
u nejrizikovějších pacientů (hemato-
logické malignity, transplantace kostní
dřeně) není vždy možné vzhledem k nut-
nosti zahájit empirickou antimikro-
biální terapii ihned po stanovení dia-
gnózy pneumonie. Také průkaz lepšího
přežití imunosuprimovaných pacientů,
kterým byla provedena BAL do 5 dnů
od diagnózy pneumonie, ztratil sta-
tistickou významnost v podskupině
pacientů s hematologickou maligni-
tou či po transplantaci kostní dřeně
[65]. Naopak byla tato mortalitní vý-
hoda zřejmá pro podskupinu pacientů
po transplantaci solidních orgánů.

Literární údaje o výtěžnosti BAL se
různí a pohybují se mezi 30 a 70 %
(procento, ve kterém BAL vede k sta-
novení specifické diagnózy). Jen u části
těchto úspěšných BAL však nález vede
ke změně terapie. Nižší procenta
úspěšnosti, menší vliv na změnu léčby
a absence vlivu na mortalitu jsou po-
pisovány u pacientů po transplantaci
kostní dřeně či u neutropenických pa-
cientů hospitalizovaných na jednot-
kách intenzivní péče [66–70]. Kon-
krétně pro diagnózu IA je za použití
cytologie a kultivace z BAL (bez mo-
dernějších sérologických a PCR me-
tod) uváděna senzitivita okolo 50 %
[71,72].

Komplikace se vyskytují zhruba v 10 %
a nejčastějšími jsou hyposaturace kys-
líku přechodně nebo i s nutností umělé
plicní ventilace či krvácení do plic.

Dopad uvedeného na praktické po-
stupy je ten, že se jednotlivá pracoviště
řídí vlastní zkušeností a počet prová-
děných BAL vykazuje velké regionální
rozdíly i v rámci ČR. Používá-li se BAL
rutinně a spolupráce s intenzivisty,
pneumology, rentgenology a mikro-
biology je pravidelná a dobrá, je časná
BAL jistě přínosem. Naopak na pra-
covištích, která dávají přednost kon-
zervativnějším přístupům a BAL je
prováděn zřídka a později po stano-
vení diagnózy nejsou výsledky pro dia-
gnózu přínosné.

Bronchoskopická transbronchiální
punkce s aspirací jehlou nebo
s použitím bioptických kleští
Získaný materiál je vhodný k vyšet-
ření kultivačnímu, cytologickému, ev.
histologickému.

Jde o metodu, kterou lze doplnit
prováděné bronchoskopické vyšetření.
Provádí se obvykle pod skiaskopic-
kou kontrolou. Zvýšení diagnostické
výtěžnosti u imunokompromitova-
ných pacientů však nebývá významné
[68] a přináší další riziko komplikací.
Metoda umožňuje biopsii přímo ze
suspektního ložiska. Je tedy teoreticky
vhodná např. pro diagnózu aspergi-
lové tracheobronchitidy.

Transparietální punkční biopsie
a aspirace tenkou jehlou
Získaný materiál je vhodný k vyšetření
kultivačnímu, cytologickému, histolo-
gickému ev. sérologickému a moleku-
lárně biologickému.

Jde o diagnostickou metodu, která
je populárnější v USA než v Evropě.
V České republice, pokud je autorům
známo, se v diagnostice invazivní as-
pergilózy u imunosuprimovaných pa-
cientů uplatňuje zřídka.

Technicky jde o transparietální punkci
prováděnou většinou jehlou 18–22 G,
která je za pomoci CT (ev. i sonogra-
fie a skiaskopie) vedena k plicnímu
ložisku. Lze použít jak jehly aspirační,
tak „samořezné“. Výkon lze provést
v lokální anestezii.

Vhodnou indikací je přístupné
a dobře ohraničené periferně ležící
ložisko nesousedící s velkými cévami.
Někteří autoři zvažují biopsii jak
z centra ložiska, tak z jeho periferie –
vyvstává zde však obava z nárůstu
komplikací při náročnějším výkonu
[73]. Metoda není vhodná k objasnění
difuzních zastření.

Výtěžnost metody kromě rizikového
profilu pacienta závisí také na pořadí,
které punkční biopsie v diagnostic-
kém procesu zaujme – většinou jde
o situaci, kdy je negativní BAL a záro-
veň CT potvrzený infiltrát přístupný
k punkci.

Nosari et al hodnotila retrospek-
tivně 17 biopsií tenkou jehlou u pa-
cientů s hematologickou malignitou
po negativní BAL se suspekcí na inva-
zivní mykózu na základě CT vyšetření
– byla 8krát potvrzena IA, 4krát inva-
zivní zygomykóza, pozitivní prediktivní
hodnota byla 100 %, ve 2 případech,
které byly v dalším průběhu diagnos-
tikovány jako invazivní mykóza, byla
punkční biopsie falešně negativní
[72]. V retrospektivní analýze finských
autorů [74] (provedeno 30 biopsií ten-
kou jehlou u 21 pacientů po trans-
plantaci kostní dřeně) byla senzitivita
pro IA 50% – k tomuto výsledku však
bylo ve 2 případech potřeba opako-
vané punkce. Biopsie tenkou jehlou má
jako ostatní bioptická vyšetření vyso-
kou pozitivní a nízkou negativní pre-
diktivní hodnotu.

Komplikace jsou poměrně časté,
zvláště pneumotorax se rozvine až
v 50 % případů. Ve velké většině je
však jen drobný, plášťový, jen v asi 4 %
vyžaduje drenáž (http://www.asper-
gillus.org.uk).

Diagnostická otevřená 
plicní biopsie
Získaný materiál je vhodný k vyšet-
ření kultivačnímu a histologickému,
eventuálně molekulárně biologickému
a sérologickému.

Nejinvazivnější z dosud uvedených
vyšetření umožňuje získat operativní
cestou dostatečně velký bioptický vzo-
rek za cenu operačního rizika. Tato
metoda je v éře sérologické a PCR dia-
gnostiky IA, moderních zobrazovacích
metod a účinných antimykotik vní-
mána jako příliš riziková [75]. Specifická
diagnóza, tj. nález etiologicky defino-
vaný, je zjištěna přibližně v 70 % pří-
padů. Zbývající nálezy odhalí většinou
nespecifickou reakci plicní tkáně.

Někteří autoři však referují o dob-
rých zkušenostech. K dispozici je studie
[76], ve které autoři provedli 32 ote-
vřených biopsií u pacientů s hemato-
logickými malignitami, kteří měli
v CT obraze typické známky invazivní
mykózy. Invazivní mykózu diagnosti-
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kovali pouze v 17 případech (z toho
13 IA), a ukázali tak neobvykle nízkou
pozitivní prediktivní hodnotu samot-
ného HRCT vyšetření. Podařilo se jim
také provést tyto výkony bez mortality
a s relativně nízkou morbiditou. Výho-
dou podobného přístupu byla i mož-
nost kompletní resekce solitárního
ložiska.

Ve větší studii [9] bylo provedeno
67 otevřených biopsií pacientům s he-
matologickými malignitami a speci-
fickou diagnózu se podařilo stanovit
v 62 %. V 57 % byla na základě výsled-
ku biopsie změněna terapie. V den 30
a 90 po biopsii přežívalo více pacien-
tů, u nichž byla specifická diagnóza
biopsií stanovena. Komplikace se vy-
skytly v 13 % včetně 5 pacientů vyža-
dujících umělou plicní ventilaci, 1 pa-
cient zemřel v souvislosti s biopsií. Ve
starší práci byla převážně v pediatrické
populaci po transplantaci kostní
dřeně (87 otevřených biopsií) četnost
komplikací 21 % [77].

Diagnostická biopsie cestou 
videoasistované torakoskopie
(VATS)
Získaný materiál je vhodný k vyšetření
kultivačnímu a histologickému, even-
tuálně molekulárně biologickému
a sérologickému.

Jde o potenciálně méně zatěžující
alternativu k torakotomii, v již zmíněné
studii však byla tíže komplikací ob-
dobná u obou výkonů [9]. Nevýho-
dou může být chybějící možnost sta-
vět velké krvácení.

Materiál získaný při plicním 
resekčním výkonu
Získaný materiál je vhodný k vyšetření
kultivačnímu a histologickému, even-
tuálně molekulárně biologickému
a sérologickému.

Není vzácností, že je definitivní dia-
gnóza IA stanovena až při plicní re-
sekci. Předchozí snahy o potvrzení dia-
gnózy některou invazivní metodou buď
nebyly úspěšné anebo nebyly prová-
děny a pacient byl léčen antimykotiky
na základě diagnózy pravděpodobné

IA (typicky pozitivita galaktomananu
+ typický CT nález) nebo jen na základě
diagnózy možné IA, ev. neléčen. S uve-
dením méně toxických a účinných
antiaspergilových preparátů do praxe
jsou resekční výkony prováděny méně
často. I nadále jsou za indikace k re-
sekčnímu výkonu považovány: ložiska
IA v těsné blízkosti velkých cév nebo
hemoptýza ze solitárního ložiska či ži-
vot ohrožující hemoptýza. Volba ope-
račního výkonu může být také ovliv-
něna intolerancí nebo toxicitou dlou-
hodobé antimykotické terapie nebo
nutností časně pokračovat v onkolo-
gické terapii.

Rozsah výkonu (segmentektomie,
lobektomie, pulmonektomie) a pro-
vedení závisí na velikosti a lokalizaci
ložiska, funkčním stavu plic a celko-
vém stavu pacienta a je předmětem
společné rozvahy s operatérem.

Paranazální dutiny
Punkce paranazálních sinů
Získaný materiál je vhodný k vyšetření
sérologickému, PCR, kultivačnímu,
cytologickému.

Přímá detekce hyf či pozitivní kulti-
vace z tohoto materiálu přispívá jako
mikrobiologické kriterium k diagnóze
pravděpodobné IA.

Otevřená a endoskopická biopsie
Získaný materiál je vhodný k vyšetření
kultivačnímu a histologickému, cyto-
logickému ev. molekulárně biologic-
kému a sérologickému.

Indikace k těmto invazivním proce-
durám vzniká ve spolupráci s ORL spe-
cialistou. V posledních letech se pro-
sazují endoskopické metody [78]. Byla
publikována práce, podle níž bylo při
agresivním diagnostickém přístupu –
nazální endoskopie s biopsií všech
podezřelých ložisek při každé klinické
suspekci na IA paranazálních dutin –
zachyceno mezi pacienty po trans-
plantaci kostní dřeně 14 invazivních
aspergilóz, které byly za použití kom-
binace antimykotické terapie a endo-
skopické chirurgie ve 100 % eradiko-
vány [79]. Vzorek k histologickému

vyšetření má být odebrán šetrně před
zahájením agresivního sání či použitím
nástrojů k odstranění nekrotických
hmot.

Mozek
Punkce mozkomíšního moku
Získaný materiál je vhodný k vyšetření
sérologickému, PCR, kultivačnímu,
cytologickému.

Přímý záchyt aspergilových hyf je si-
ce velmi nepravděpodobný, nicméně
vyšetření je významné diferenciálně dia-
gnosticky (nález maligních elementů,
jiných infekčních agens). Pro diagnos-
tiku invazivní aspergilózy CNS nabývá
na významu vyšetření galaktomananu
a PCR v mozkomíšním moku.

Stereotaktická biopsie a otevřený
neurochirurgický výkon
Získaný materiál je vhodný k vyšetření
kultivačnímu a histologickému, even-
tuálně molekulárně biologickému
a sérologickému.

Rozhodnutí provést tato invazivní
vyšetření vzniká ve spolupráci s neuro-
chirurgem po pečlivém prostudování
snímků počítačové tomografie, ev. nu-
kleární magnetické rezonance a zvá-
žení poměru rizika a možného přínosu.
U velmi rizikových pacientů jsou tato
vyšetření často nahrazována moder-
nějšími sérologickými a PCR metodami.
Při centrálních neurologických symp-
tomech a odpovídajícím ložisku v CT
či MRI obraze je nutné vyšetřit také
ostatní orgány (především provést
HRCT plic). V retrospektivní studii mělo
100 % pacientů s CNS invazivní as-
pergilózou postižen alespoň jeden
další orgán [80].

Další orgány: kůže, vertebrální 
a jiné osteomyelitidy, cévní 
náhrady, endoftalmitida, 
pacemakerová infekce, infekční
endokarditida a další
Bioptické metody se pochopitelně liší
podle lokalizace. U těchto vzácněj-
ších lokalizací IA saháme k bioptic-
kým vyšetřením častěji – zvláště z dife-
renciálně diagnostických důvodů.
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Minimální požadavky 
k bezpečnému zajištění 
nejčastějších invazivních výkonů
Koagulační parametry
Pro většinu elektivních invazivních vý-
konů jsou požadovány standardní
koagulační testy (minimálně aPTT
a Quickův test) v normálních mezích.
Pro substituci trombocytů je uvádě-
na jako bezpečná hodnota 50 ×  109/l
pro většinu punkčních výkonů i např.
pro laparotomii. Při operačních vý-
konech ve zvláště kritických místech,
jako je centrální nervový systém či
oko, jsou požadavky na substituci
trombocytů vyšší (100 × 109/l). Nut-
ná je kontrola hodnoty trombocytů
těsně před výkonem, po podání sub-
stituce [81].

Ostatní
Všechny invazivní diagnostické výkony
při suspekci na IA vyžadují dostup-
nost intenzivní péče včetně možnosti
umělé plicní ventilace v případě kom-
plikací. Mnohé jsou elektivně pro-
váděny v analgosedaci či celkové
anestezii.

Rozhodnout, kdy celkový stav a míra
dušnosti a respirační insuficience
umožňuje provést např. BAL bez nut-
nosti umělé plicní ventilace, bývá velmi
obtížné.

Histologické vyšetření
Průkaz aspergilových hyf v tkáních
spolu s odpovídající invazí a poškoze-
ním okolních struktur zůstává zlatým
standardem v diagnostice IA.

Odběr materiálu
Rozhodnutí provést u často velmi ri-
zikového pacienta biopsii z hlubokých
vnitřních orgánů je natolik závažné,
že musí být vyvinuta maximální snaha,
aby byl získaný materiál správně vy-
šetřen. Již samotné provedení odběru
ovlivňuje výtěžnost.

V ideálním případě mají být záro-
veň vyšetřeny vzorky normální tkáně
a tkáně z centra a periferie ložiska (http:
//www.mycology.adelaide.edu.au).

To samozřejmě nejde zajistit vždy,
např. u biopsie tenkou jehlou.

Průvodka k histologickému mate-
riálu musí obsahovat informaci o tom,
že jde o vzorek získaný od imunosupri-
movaného pacienta s podezřením na
invazivní mykózu.

Cesta od odběru 
k histopatologickému vyšetření
V podmínkách ČR musí již odebírají-
cí klinik rozdělit materiál na část ode-
sílanou ke kultivačnímu vyšetření (do
sterilní nádobky) na oddělení mikro-
biologická a na část k vyšetření cyto-
logickému (nativně), ev. histopatolo-
gickému (ve formolu), které jsou
odesílány na patologická ev. speciali-
zovaná cytologická oddělení.

Je zkušeností nejen autorů, že ode-
sláním celého preparátu na patolo-
gické oddělení je tento pro kultivační
vyšetření často ztracen.

Problémem může být i nedostatečné
zajištění logistiky a informovanosti
všech, kdo se o cenný materiál starají,
v českých podmínkách vše koordi-
nuje sekundární klinický lékař, jehož
snaha je stejně důležitá jako zkuše-
nost a zručnost bioptujícího lékaře či
histopatologa.

Zpracování vzorku 
histopatologem a barvení
U většiny pacientů bude invazivní as-
pergilóza jen jedním z diferenciálně
diagnosticky možných nálezů, při zpra-
cování je třeba myslet i na možnost
nálezu maligních buněk, neinfekčního
zánětu atd.

Kromě standardního barvení hema-
toxylinem-eozinem (HE, zde mohou
být hyfy zcela pominuty) jsou tkáně
imunokompromitovaných pacientů
se suspektní mykózou barveny podle
Grama (spíše na mikrobiologických
odděleních) a také dvěma základními
„fungálními barvivy“: Gomori-Gro-
cott za použití stříbrných solí a PAS
(periodic acid Schiff). Praxe, kdy se až
dle HE preparátu rozhoduje, zda spe-
ciálně barvit, není podle britských do-

poručení správná a způsobuje zpož-
dění diagnostiky mykóz.

Dvě základní metody pro průkaz hub
– PAS a Grocott-Gomori – je vhodné
provést paralelně. Zatímco Grocott-
-Gomori stříbření je velmi kontrastní
a velmi zřetelně odliší fungální vlákna
oproti pozadí, PAS umožní barvení
i popis zachovalých okolních struk-
tur, detaily vláken či popis vztahu hyf
k okolní tkáni – invaze apod.

Imunohistochemické metody (po-
mocí antiaspergilových protilátek
WF-AF-1 nebo EB-A1) [82,83] a PCR
metody [84] k druhovému určení hyf
v histologickém vzorku nejsou dosud
v ČR běžně užívány.

Další možností je užít fluorescenč-
ních metod (v ČR nejčastěji Rylux
BSU, dále Calcofluor white, Uvitex 2B,
Blankophor), které sice nejsou speci-
fické pro rod Aspergillus, ale mají sluš-
nou senzitivitu v zachycení fungálních
patogenů a jsou rychlé [85].

Minimum pro klinika 
k orientovanému rozhovoru
s histopatologem
Aspergilové hyfy jsou užší (2–5 μm)
než zygomycetové, bývají septované.
Na rozdíl od pravoúhlého větvení
u zygomycet je větvení aspergilových
hyf typicky ve 45°. Po léčbě mohou
být hyfy modifikovány. U rychle pro-
gredujících infekcí IA jsou vlákna stej-
noměrné šířky, u chronických případů
mají hyfy bulózní rozšíření. Spóry (dia-
gnostické pro druhové určení) nebý-
vají přítomny, pouze výjimečně v pli-
cích tam, kde je kontakt se vzduchem
[86]. Přesto je dobré pro případ ne-
gativní kultivace vědět, že v histolo-
gickém preparátu jsou hyfy některých
plísní od hyf aspergilových neodliši-
telné – jsou to Scedosporium spp., Fusa-
rium spp., Paecilomyces spp., Geotrichum
candidum, Acremonium spp., Scopulario-
psis spp., Penicillium spp., Schizophyllum
commune a jiné.

Předání výsledku klinikovi
Pozitivní výsledky by měly být telefo-
novány nebo jiným způsobem okamžitě
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sděleny klinikům. Podle britských do-
poručení [87] by měla zpráva obsa-
hovat informaci o: přítomnosti kvasi-
nek, přítomnosti hyf, přítomnosti
septování hyf – pokud lze určit, pří-
tomnosti melaninu, rozměrech hyf či
kvasinek, lokalizaci vzhledem k buňce,
zvláštních strukturách či formách.

Interpretace výsledků 
a význam pro klinický postup
Každý záchyt hyf či jiných fungálních
součástí v histologickém vzorku z ob-
lasti, kde bylo přítomno tkáňové po-
škození, má velký význam. Je potvrzením
invazivní mykotické infekce. Vzhledem
k používání empirické antimykotické
terapie nebo terapie preemptivní (ří-
zené např. monitorací galaktomana-
nu a včasným HRCT snímkem) bude
v době histologického průkazu již vět-
šina imunokompromitovaných pa-
cientů léčena antimykotiky. Zvláště
v případě, kdy tomu tak není nebo je
použité antimykotikum na prokázané
agens neúčinné, může být rychlé in-
formování klinika a následná změna
léčby život zachraňující.

Snaha je vždy za pomoci mikrosko-
pických známek, imunohistochemie,
PCR, ale především kultivace určit
agens na úroveň druhu. Vláknité plísně
jsou dnes převažujícím typem opor-
tunních fungálních infekcí a některé
z nich jsou rezistentní na mnohá anti-
mykotika. I v rámci rodu Aspergillus se
citlivost k antimykotikům liší (např.
rezistence Aspergillus tereus k amfoteri-
cinu B). Určení kauzálního druhu má
tedy zásadní význam pro pokračová-
ní léčby a následné (v hematoonko-

logii často dlouhodobé) sekundární
profylaxe.

Pozitivní histologický nález po dlou-
hodobé antimykotické terapii může
znamenat také průkaz selhání terapie
a vést k její změně.

Diagnostická jistota, kterou histo-
logie přináší, vede v ideálním případě
k rychlé, agresivní léčbě diagnostiko-
vané invazivní mykózy, a tak mohou
být ukončeny aplikace některých em-
piricky podávaných antimikrobiálních
preparátů. Takto vedená léčba může
vést rychleji k léčebné odpovědi
a umožnit tak mimo jiné dříve pokra-
čovat v léčbě základního (často on-
kologického) onemocnění, a zvýšit tak
naděje pacienta na vyléčení.

Mykologické vyšetřovací metody
Odběr a zasílání materiálu
Základem úspěšného mykologického
vyšetření je kvalifikovaný odběr vhod-
ného biologického materiálu. Nelze
opomenout ani včasný transport ma-
teriálu do laboratoře a jeho uchování
za vhodných podmínek, aby nedošlo
k úhynu nebo nežádoucímu pomno-
žení organizmů. Odběr materiálu na
průkaz vláknitých mikromycet je po-
měrně problematickou záležitostí. Za
ideální se považují vzorky odebrané
přímo z podezřelého ložiska invaziv-
ními technikami (biopticky, endosko-
picky, peroperačně nebo incizí z po-
stižené tkáně) [76,88]. V případě, že
nemáme tuto možnost, snažíme se
odebrat materiál z postižené lokality,
např. BAL při postižení plic, výplach
z dutin, mok při ložiskovém postiže-
ním CNS a podobně. Musíme počítat
s tím, že se snižující se validitou mate-

riálu klesá i výtěžnost mykologického
vyšetření. Technika odběru by měla
maximálně omezit možnost kontami-
nace vzorku. Při malém množství zís-
kaného materiálu nebo hrozí-li vy-
schnutí, je vhodnější odebírat přímo
do tekutého kultivačního media ne-
bo sterilního fyziologického roztoku.
Vzorky dodáme do laboratoře co nej-
rychleji, v případě nutnosti uchová-
váme při 4 °C, materiál odebraný do
kultivačních medií při pokojové teplotě.

Pro mykologa je velice důležité, aby
odesílající lékař, kromě nezbytných
náležitostí, uvedl na průvodce také
lokalitu, odkud je materiál odebírán,
a správnou diagnózu pacienta. Jsou
to rozhodující kritéria, podle kterých
mykolog posuzuje závažnost nálezu.
Většina mikromycet je běžnou sou-
částí životního prostředí, některé do-
konce součástí naší mikroflóry, a tím
bohužel také častou kontaminantou
jak při odběrech biologického mate-
riálu, tak při zpracování v laboratoři.

Mikroskopické vyšetření – cytologie
Mikroskopické vyšetření má v labora-
torní diagnostice mykóz nezastupitel-
nou úlohu. Mikroskopické preparáty
jsou většinou snadno proveditelné
a mohou být prohlíženy ve velice
krátké době. V řadě případů lze s po-
užitím běžných barvení (Gram, Giemsa)
potvrdit mykotickou etiologii nebo
i stanovit skupinovou diagnózu. Pro
aspergilózu je typický nález širokých
septovaných hyf s větvením do tvaru
písmene V (dichotomické), obr. 7.
Vlákna mukormycet jsou neseptova-
ná a odstupují pod úhlem větším než
45° [89]. Z přítomnosti dalších ele-
mentů, charakteristické bakteriální
flóry, epitelií a leukocytů, můžeme usu-
zovat na kvalitu odběru, přítomnost
zánětu a význam mykotického nálezu
ve vyšetřovaném vzorku.

Někteří mykologové upřednostňují
tzv. fluorescenčně mikroskopické me-
tody, kdy stěny houbových elementů
obarvené fluorescenčním barvivem
(např. rylux) září v dopadajícím světle
fluorescenčního mikroskopu [90].
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Tab. 6. Interpretační kritéria dle CLSI (MIC v μg/ml).

citlivý (S) citlivost závislá inter- rezistentní 
na dávce (SDD) mediární (R)

flukonazol ≤ 8 16–32 ≥ 64

itrakonazol ≤ 0,125 0,25–0,5 ≥ 1

vorikonazol ≤ 1 2 ≥ 4

flucytosin ≤ 4 8–16 ≥ 32



nález oportunních patogenů z pri-
márně sterilních lokalit (krev, mozko-
míšní mok). Při izolaci z takových
materiálů, jako je sputum nebo i se-
kret z dolních dýchacích cest (DDC),
musí být nález interpretován s velkou
opatrností. Je třeba znát klinický
stav pacienta, vyšetření ev. opakovat,
doplnit nebo ověřit dalšími vyšetřo-
vacími postupy (průkaz galaktoma-
nanu, PCR, CT). Velkým pomocníkem
v těchto případech může být právě
mikroskopický nález. Dále je třeba si
uvědomit všudypřítomnost aspergilo-
vých mikrokonidií, a tedy velice snad-
nou možnost kontaminace vzorku jak

při odběru, tak při práci v laboratoři,
a to zvláště mykologické.

Soubani uvádí, že 90 % nálezů As-
pergillus spp. z DDC u pacientů z oddě-
lení plicního a ARO, sledovaných
v období 5 let, bylo vyhodnoceno jako
kolonizace [93]. Jinak je třeba hod-
notit nálezy u pacientů hematoonko-
logických, po transplantaci kostní
dřeně nebo s déletrvající neutropenií.
Tady je pozitivní kultivační nález z ma-
teriálů DDC signifikantní pro inva-
zivní infekci [94]. Stanovení rychlé
a správné diagnózy usnadní dobrá
komunikace mezi klinikem a labora-
torním pracovníkem.

Kultivační vyšetření
Kultivace odebraného materiálu na
vhodném izolačním médiu je zákla-
dem mykologické diagnostiky. Pouze
kultivační průkaz vede k jednoznačné
identifikaci vyvolávajícího agens. Kul-
tivační vyšetření má vysokou specifitu
(92 %) v případě pozitivního nálezu,
ale nízkou senzitivitu (50 % a méně)
ve srovnání s dalšími metodami [91,
92]. K izolaci mikromycet se nejčastěji
používá tzv. Sabouraudovo médium,
selektivní a diagnostická média (Cza-
pek-Dox) jsou pak využívána spíše při
identifikaci narostlých kultur [5]. Ma-
teriál můžeme očkovat i do tzv. teku-
tých médií. Tato duplicita zvyšuje zá-
chytnost a zároveň eliminuje možnost
kontaminace vzorku při zpracování
v laboratoři. Nejdříve můžeme očeká-
vat narostlé kolonie aspergilů (obr. 1–3)
za 24–48 hod u druhu Aspergillus fumi-
gatus nebo Aspergillus flavus. Některé
druhy rostou pomaleji a také u léčených
pacientů očekáváme pozdější nárůst.
Kultivaci ukončujeme obvykle po 10 až
14 dnech, ale předběžné výsledky
jsou odesílány dříve. Identifikace do
druhu se provádí na základě charak-
teristických mikroskopických znaků
a může být poměrně náročná odborně
i časově.

Interpretace nálezu
Součástí laboratorního vyšetření je i in-
terpretace nálezu. U primárních pa-
togenů je jejich průkazem fakticky sta-
novena diagnóza. Složitější situace
nastává při izolaci oportunních pato-
genů jako Aspergillus. Signifikantní je
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Obr. 7. Aspergillus spp. v BAL – barveno dle Grama (autor: MUDr. Naďa
Mallátová, Oddělení lékařské mykologie a parazitologie, Nemocnice České
Budějovice).

Tab. 7. Nejvýznamnější studie sledující význam detekce galaktomananu pro diagnostiku invazivní aspergilózy
u hematoonkologických nemocných.
práce celkový počet pacientů/ GM cut-off senzitivita specificita PPV NPV 

počet pacientů s IA index (%) (%) (%) (%)

Maertens (1999) [112] 243/33 1,0 92,6 95,4 93,0 95,0
Maertens (2001) [113] 362/95 1,0 89,7 98,1 87,5 98,4
Maertens (2002) [114] 100/27 1,0 97,4 98,8 94,4 98,8
Sulahians (2001) [115] 797/53 1,5 90,5 94,0 52,0 98,7
Herbrecht (2002) [116] 797/153 1,5 29,4 94,8 57,7 84,9
Maertens (2004) [126] 104/29 2×0,5 96,5 98,6 98,6 98,4
Pinel (2003) [117] 807/48 1,0 50,0 99,6 85,0 96,8



Stanovení citlivosti mikromycet
k antimykotikům
Celosvětově respektovaná CLSI (Clincal
Laboratory Standard Institute, USA)
schválila v roce 1998 dokument M 38A,
který standardizuje způsob prová-
dění testů citlivosti pro vláknité mi-
kromycety (NCCLS, 1998). Jedná se
o metodu kvantitativní, diluční, po-
skytující možnost stanovit minimální
inhibiční koncentraci (MIC) a umož-
ňující dle hodnoty MIC zařadit testo-
vaný izolát do kategorie citlivý (S), citlivý
v závislosti na dávce (SDD – Suscep-
tible-Dose Dependent), rezistentní (R).

Interpretační kritéria jsou uvedena
v tab. 6. Pro nově přicházející antimy-
kotika zatím interpretační kritéria
stanovena nejsou. Pro běžné rutinní
použití a poměrně malý počet testo-
vaných kmenů je tato metoda pracná
a i finančně náročná.

Disková difuzní metoda
Disková difuzní metoda se používá
pro orientační vyšetření citlivosti mi-
kromycet k antimykotikům. Jako me-
toda kvalitativní umožňuje stanovit
citlivost nebo rezistenci podle toho,
zda vyšetřovaná mikromyceta ve sta-

novené koncentraci buněk na agarové
půdě vytvoří nebo nevytvoří přípust-
nou zónu inhibice růstu kolem disku
s určitou koncentrací antimykotika
po předepsané době inkubace.

Pro stanovení citlivosti vláknitých mi-
kromycet k antimykotikům není tato
metoda standardizována.

Etest
Etest (AB Biodisk, Švédsko) je metoda
pro kvantitativní vyšetření citlivosti,
která kombinuje principy diskové di-
fuzní a diluční metody. Pro vysoký stu-
peň shody s výsledky MIC získanými
mikrodiluční standardní metodou je
Etest vhodný k vyšetřeni MIC antimy-
kotik u kvasinkovitých organizmů i vlák-
nitých mikromycet [95–97].

Etest je inertní plastikový proužek,
který na své jedné straně obsahuje ex-
ponenciální gradient koncentrací sta-
bilizované antimikrobní látky v suchém
stavu, na druhé straně proužku je vy-
značen kód antimikrobní látky a kon-
tinuální stupnice, obvykle odpovída-
jící rozmezí 15 ředění antimikrobní
látky dvojnásobně geometrickou řadou.
Stupnice slouží k odečítání MIC. Na
povrch agaru naočkovaného inoku-

lem testované mikromycety se přiloží
proužek stranou, která obsahuje
antimikrobní látku. Prostředí, teplota
a doba inkubace závisí na vyšetřova-
ném mikroorganizmu. Po inkubaci se
vytváří kolem proužku Etestu elipsa
inhibovaného růstu. MIC se odečítá
v místě, kde elipsa přetíná okraj
proužku (obr. 8).

Kmen se podle MIC zařadí do kate-
gorie citlivý, citlivý v závislosti na dávce
(azoly), ev. intermediární (amfotericin
B, 5-flucytozin), rezistentní, dle inter-
pretačních kritérií CLSI standardu
(tab. 6). V současné době jsou na trhu
diagnostické proužky s flukonazolem,
ketokonazolem, itrakonazolem, vori-
konazolem, amfotericinem, flucytozi-
nem. Kaspofungin a posakonazol jsou
určeny pro experimentální použití, neboť
nejsou stanovena interpretační kritéria.

Metodika Etestu umožňuje stanovit
MIC antimykotik podávaných v kom-
binaci. Účinek tzv. kombinační tera-
pie je hodnocen pomocí FIC indexu
(fractional inhibitory concentration
index). FIC index (FICI) stanovíme jako
součet poměrů MIC antimykotik tes-
tovaných v kombinaci a samostatně.
Synergie je definována FICI ≤ 0,50,
antagonizmus FICI > 4 [98,99].

Komerční soupravy 
pro stanovení citlivostí
Některé laboratoře používají ke sta-
novení citlivosti komerčně dostupné
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Obr. 8. Kultura Aspergillus spp. s Etestem vorikonazolu (autor: MUDr. Naďa
Mallátová, Oddělení lékařské mykologie a parazitologie, Nemocnice České
Budějovice).

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

Faktory snižující senzitivitu
• pacienti bez hematologické malig-

nity/bez neutropenie [206] 
• lokalizovaná forma aspergilové

infekce [207] 
• vysoká hodnota cut-off indexu

pozitivity [126] 
• nízká frekvence odběrů [121] 
• předchozí podávání antimykotik

[125] 
• přítomnost protilátek proti 

galaktomananu [116] 
• dlouhodobé uchovávání vzorků

v zamraženém stavu [111] 



firemní sety Fungitest (Biorad, Fran-
cie) nebo ATB Fungus (Biomerieux,
Francie). První z nich umožňuje zařa-
dit testovaný izolát do již zmiňova-
ných kategorií (S, SDD, R), druhý
umožňuje i stanovení omezeného
spektra MIC. Tyto soupravy nejsou
určeny pro stanovení citlivosti vlákni-
tých mikromycet k ATM. Souprava
Sensititre Yeast One, která by byla
k tomuto stanovení vhodná, není na
našem trhu k dispozici [100].

Interpretace
Při interpretaci respektujeme kritéria
CLSI (tab. 6). Je třeba brát zřetel
zvláště na izoláty, které se nacházejí

v kategorii citlivý v závislosti na dávce.
Zde doporučujeme jako první krok
při terapeutickém neúspěchu zvýšení
dávky podávaného antimykotika. Ve
většině studií zabývajících se in vitro
citlivostí aspergilů k antimykotikům,
pro něž nejsou dána interpretační kri-
téria, se hodnoty MIC 50 (minimální
koncentrace antimykotika, která inhi-
buje růst 50 % populace) pro posako-
nazol, pohybují do 0,5 μl/ml [101,
102]. Z toho můžeme odvozovat, že
dosáhneme-li při našem testování vý-
sledné MIC pod uvedené hodnoty,
bude náš izolát pravděpodobně citlivý.
Pro kaspofungin také nepřesahuje MIC
50 0,5 μl/ml [96,101,103], avšak Kart-

sonis dokládá, že kaspofungin byl kli-
nicky úspěšný i při léčbě kandid
s MIC 2,0 μl/ml.

Korelace laboratorních výsledků
citlivostí vláknitých mikromycet k ATM
a klinické odpovědi na léčbu je stále
problematickou záležitostí.

Stanovení účinku kombinační tera-
pie je v současné době na úrovni teo-
retické. Výsledky in vitro studií jsou
značně rozdílné. Singh shrnuje, že pro
amfotericin a azoly jsou in vitro vý-
sledky zřídka synergní, v klinické praxi
není výhoda nad monoterapií demon-
strována, in vitro je amfotericin a echi-
nokandiny často synergní, v klinice
je úspěšného výsledku dosaženo ve
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Tab. 9. Příčiny falešné pozitivity Platelia Aspergillus testu.

Falešná pozitivita Mechanizmus Poznámky Ref.
1. Kontaminace vzorku při odběru nebo zpracování vzorku
– kontaminace vzdušnými spórami detekce GM z kontaminujích sporadické pozitivity; k odlišení [144]

Aspergillus spp. a Penicillium spp. vláken aspergilů a penicílií slouží retest vzorku v laboratoři 
– kontaminace vatou (např.  zkřížená rekce s gluko a vyšetření opakovaného 

při dezinfekci místa odběru) pyranozovými zbytky odběru [147]

2. Průnik antigenu z GIT při postižení nebo nezralosti GIT
– předčasně narozené děti, průnik antigenů z Bifidobacterium spp. [143]

novorozenci přes nezralou mukózu a zkřížená 
reaktivita polysacharidů buněčné 
stěny bifidobakterií s EB-A2

– mukozitida, střevní GvHD průnik GM ze stravy přes GM obsažen v celé řadě  [141,142]
poškozenou mukózu potravin (těstoviny, rýže, kyselé 

zelí a další); většinou současně 
nutný alespoň částečně zacho- 
vaný perorální příjem stravy

3. Reakce s antigeny v cirkulaci
– infekce Penicillium spp. zkřížená reakce  [91]

s polysacharidem penicilií

– Plasma-Lyte (infuzní roztok) reakce s GM kontaminujícím  klinicky jedna z nejčastějších [139]
roztok. Ke kontaminaci dochází  a nejvýznamnějších příčin 
při výrobě kalcium glukonátu,  falešných pozitivit
který je součástí roztoku

– penicilinová ATB reakce s GM kontaminujícím klinicky jedna z nejčastějších [129,132]
(piperacilin/tazobaktam, semisyntetická penicilinová ATB a nejvýznamnějších příčin 
ampicilin, amoxicilin/klavulanát falešných pozitivit
od některých výrobců)

4. Ostatní – zmiňované, ale neověřené příčiny
– cyklofosfamid; bakteremie; [91,109, 

paraproteinemie; transfuzní 146]
přípravky a krevní deriváty 



35–60 %, echinokandiny s azoly jsou
in vitro převážně synergní, klinické stu-
die nejsou, ojedinělé dokumentované
případy prezentují úspěch [104]. Po-
dobné hodnocení najdeme i v práci
Johnsonové [99].

Veškeré získané výsledky je třeba
vždy hodnotit v korelaci s klinickým
stavem pacienta.

Nekultivační diagnostické metody
Časně zahájená cílená antimykotická
léčba, která však vyžaduje časné sta-
novení co možná nejpřesnější diagnózy,
je jedním z klíčových faktorů zlepšují-
cích prognózu nemocných s invazivní
aspergilózou [1]. Konvenční diagnos-
tické přístupy bohužel velmi často se-
lhávají a to jak ve své senzitivitě, tak
časnosti stanovení definitivní diagnózy.

Výše zmíněné obtížnosti v diagnos-
tice invazivní aspergilózy proto v prů-

běhu posledních několika let vedly
k rozvoji tzv. nekultivačních diagnos-
tických metod.

Tyto postupy můžeme dělit na dvě
skupiny: a) metody sérologické – vy-
užívající detekci antigenů, protilátek
nebo metabolitů aspergilových kmenů
[105] a b) metody molekulárně ge-
netické – detekující nukleové kyseliny
aspergilů.

Ze všech nekultivačních metod má
v současné době jednoznačné defi-
nované a zásadní místo v diagnostice
invazivní aspergilózy sérologický test
využívající detekci galaktomananu.
„Panfungální“ sérologický test využí-
vající záchyt fungálního antigenu 1,3-
β-D-glukanu je pak metodou novou,
která podobně jako molekulárně
genetické postupy ve formě různých
variant PCR mají doposud postavení
pouze výzkumné a nelze je k diagnos-

tice invazivní aspergilózy zatím použít
v běžné rutinní praxi.

Detekce galaktomananu
Galaktomanan: struktura, 
uvolňování a možnosti detekce
antigenu
Kmeny aspergilů uvolňují při svém
růstu do okolí exoantigeny, které jsou
pak detekovatelné v malém množství
v tělesných tekutinách. V roce 1978
Lehmann a Weiss našli v séru imuno-
kompromitovaných laboratorních zví-
řat infikovaných kmeny aspergilů
a následně také v séru a moči pacientů
s invazivní aspergilózou antigen, který
byl poté identifikován jako galakto-
manan (GM), což je termostabilní
heteropolysacharid buněčné stěny
aspergilů [106,107]. Molekula GM
o velikosti 25–75 kDa se skládá z ne-
imunní mananové korové části a imu-
noreaktivních bočních řetězců zakon-
čených galaktofuranozylovými jednot-
kami [107,108]. In vitro studie ukazují,
že různé kmeny aspergilů uvolňují
různá množství GM, klinická závaž-
nost této rozdílnosti se však nezdá být
významná. Na druhou stranu vedle
aspergilových kmenů uvolňují GM také
kmeny penicilií a při invazivní infekci
tímto patogenem (která je však velmi
vzácná) může být tedy galaktoma-
nan v séru také detekován [109]. Na
zvířecích modelech byla prokázána
korelace mezi mykotickou náloží ve
tkáních a množstvím uvolněného, re-
spektive detekovatelného GM v séru
[110]. Kromě toho je to fáze růstu
hyf, mikroprostředí, ve kterém probí-
há infekce, imunitní stav jedince, stav
renálních funkcí a konečně antimyko-
tická léčba, které ve svém konečném
bodě mohou ovlivnit definitivní množ-
ství GM v cirkulaci [6].

Pro detekci GM je možno použít ně-
kolik imunochemických metod – late-
xovou aglutinaci, radioimunoanalýzu
a sendvičovou ELISA, které se liší de-
tekčním limitem i senzitivitou. Komerč-
ního užití dosáhly pouze dvě – latexová
aglutinace (Pastorex Aspergillus, Bio-
Rad, France) a sendvičová ELISA
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Tab. 10. Využití detekce galaktomananu – Platelia Aspergillus – 
souhrnné informace.

Indikace
Pravidelný monitoring GM v séru indikován minimálně 23krát za týden u pacientů
s nejvyšším rizikem IA (alogenní HSCT, GvHD, neutropenie při léčbě AML)

U ostatních onkologických nemocných a jinak imunosuprimovaných pacientů
(např. po transplantaci solidních orgánů) je indikován odběr při febriliích
nereagujících na antibiotika nebo rozvoji plicních infiltrátů

Interpretace
Jako pozitivní je se označuje vzorek s IP > 0,5

Jako pozitivní se označuje nemocný s minimálně s dvěma vzorky s IP > 0,5

Každý první vzorek s IP > 0,5 by měl být v laboratoři netestován pro odlišení labo-
ratorní kontaminace

Každá první pozitivita by měla být ověřena odběrem dalšího vzorku 
v co nejkratším časovém intervalu

Využití
časná detekce invazívní aspergilózy

diferenciální diagnostika plicních infiltrátů

monitorace léčebné odpovědi na antimykotika

rizikové body:
a) možnost falešných pozitivit
b) falešné negativity jsou spíše vzácné
c) nízké (hraniční) hodnoty výsledků lze očekávat u nemocných s profylaxí

antimykotiky s účinkem na vláknité houby

Další materiály vhodné k testování
tekutina získaná z BAL – diferenciální diagnostika plicních infiltrátů, možnost čas-
nější pozitivity ve srovnání s detekcí GM v séru

mozkomíšní mok – diagnostika postižení CNS invazivní aspergilózou



(Platelia Aspergillus, BioRad, France).
Oba komerční sety využívají pro de-
tekci králičí monoklonální protilátku
EB-A2, která rozpoznává β-(1-5) vá-
zané galaktofuranozylové zbytky na
molekule GM. Pro pozitivitu testu
je nezbytná přítomnost minimálně
4 těchto epitopů [6].

Latexová aglutinace (Pastorex Asper-
gillus, BioRad, France) se ještě místy
používá (zejména tam, kde je vyšetření
prováděno spíše příležitostně), v ru-
tinní diagnostice je ale v současné době
nahrazena sendvičovou ELISA meto-
dikou, která je 10–15krát (při použití
cut-off 1,5) a nebo až 30krát (při po-
užití cut-off 0,5) senzitivnější. Je tedy
schopna detekovat větší počet nemoc-
ných s invazivní aspergilózou a rovněž
pozitivita je při použití této metody
časnější [111]. Reakce je semikvanti-
tativní a její výsledek je udáván jako
index pozitivity (IP) – poměr mezi na-
měřenou optickou denzitou a optic-
kou denzitou kontrolního séra obsa-
hujícího přibližně 1 ng GM/ml. Jako
pozitivní se označuje vzorek s IP > 0,5
a jako pozitivní pacient pak nemocný
s více než 2 po sobě jdoucími pozitiv-
ními odběry.

Využití detekce galaktomananu
pro diagnózu invazivní aspergilózy
Studie, sledující detekci galaktoma-
nanu jako markeru invazivní aspergi-
lózy u nemocných s rizikem vzniku této
infekce ukázaly, že Platelia Aspergillus
test má vysokou specificitu pohybu-
jící se od 81 do 100 %. Extrémně vy-
soká je také negativní prediktivní
hodnota testu, která je v absolutní vět-
šině studií nad 95 %. Negativní výsle-
dek testu tedy s velmi vysokou pravdě-
podobností vylučuje invazivní aspergi-
lózu a falešné negativity jsou vzácné
[112–120].

Na druhou stranu senzitivita a po-
zitivní prediktivní hodnota (PPV) jsou
bohužel do určité míry slabými místy
tohoto testu. Senzitivita testu v růz-
ných pracích značně kolísá, a to od
30 do 100 % a velmi podobně je tomu
i u PPV, která se pohybuje od 50 do

100 % [112–120]. Přímé porovnání
výsledků jednotlivých studií je však
velmi obtížné, ne-li nemožné, neboť
oba dva zmiňované parametry mohou
být ovlivněny celou řadou faktorů
[121].

Faktory ovlivňující senzitivitu testu
Typ a závažnost imunosuprese
Nedávno publikovaná metaanalýza
studií sledujících tento problém po-
ukázala na značné rozdíly v senzitivitě
metody v závislosti na studované po-
pulaci nemocných. Zatímco poolovaná
senzitivita testu pro nemocné s hema-
tologickou malignitou byla 70%, pro
nemocné po transplantaci orgánu
byla jen 22%. Tyto výsledky potvrzují
fakt, že test je více přínosný pro ne-
mocné s nádorovým onemocněním
než pro jiné skupiny pacientů. Ale
i mezi onkologickými pacienty lze na-
jít významné rozdíly. Ve studiích, do
kterých bylo zařazeno velké procento
pacientů s tzv. „low-risk“ neutropenií
(solidní tumory, lymfomy, autologní
transplantace krvetvorné tkáně), je
senzitivita nižší než ve studiích s vysoce
rizikovými nemocnými (alogenní trans-
plantace krvetvorné tkáně, akutní
leukemie) [114,116].

Výše zmíněné nálezy odpovídají ne-
dávno rozpoznaným rozdílům v pato-
genezi invazivní aspergilózy u jedinců
s a bez neutropenie [122]. U neutro-
penických zvířecích modelů je asper-
gilová plicní infekce charakterizována
intenzivním růstem hyf, vysokou fun-
gální náloží a velkou angioinvazí. Vý-
sledkem je pak vysoká nálož GM
v plicní tkáni i v séru. Naopak, jestliže
byla imunosuprese zvířecího modelu
navozena kortikoidy, byla hlavní pří-
činou progrese choroby intenzivní zá-
nětlivá infiltrace plicního parenchymu.
Fungální nálož a angioinvaze byly nízké
a výsledkem tedy byla i koncentrace
GM v séru těsně při hranici detekce.

Manifestace aspergilové infekce
Manifestace invazivní aspergilózy před-
stavuje kontinuum stavů s odlišnými
histopatologickými a radiologickými

nálezy, jejichž rozvoj je dán především
imunitním stavem jedince. Spektrum
postižení sahá od angioinvazivní formy
u těžce imunosuprimovaných až po
alergickou bronchopulmonální asper-
gilózu u hypersenzitivních nemocných
[123]. Je zřejmé, že přechod antigenů
(včetně GM) do cirkulace se bude
u různých stupňů angioinvaze lišit.
Zatímco lokální nekrotizace plicního
parenchymu u angioinvazivní formy
bude průchod GM usnadňovat, u lo-
kalizovaných nebo ohraničených forem
aspergilové infekce (např. tracheo-
bronchitida u pacientů po transplan-
taci plic nebo ohraničený aspergilom)
bude průnik GM menší nebo dokon-
ce žádný, a výsledek detekce Platelia
Aspergillus testu pak bude negativní
[124].

Předchozí podání antimykotik
Podávání antimykotik s efektem na
kmeny aspergilů léčebně nebo profy-
lakticky omezuje velikost a rychlost
nárůstu mykotické nálože, stejně tak
jako intenzitu její angioinvaze. Tento
mechanizmus je pak pravděpodob-
nou příčinou snížené senzitivity Platelia
Aspergillus testu u této skupiny pa-
cientů. V práci Maarové et al byla
senzitivita detekce GM u nemocných
po transplantaci krvetvorné tkáně lé-
čených profylakticky antimykotiky
s efektem na vláknité houby pouze
20% ve srovnání se senzitivitou 80% ve
skupině pacientů bez profylaxe [125].

Cut-off
Velice důležitým faktorem ovlivňují-
cím senzitivitu testu je hodnota tzv.
cut-off indexu pozitivity (cut-off IP),
tedy hodnota indexu pozitivity, od
které je vzorek označen jako pozitivní.
Maertens et al a i další autoři proká-
zali, že snížení původně výrobcem
doporučovaného cut-off z hodnoty
IP = 1,5 na hodnotu IP = 0,5 vede k vý-
raznému zvýšení senzitivity testu při
současném jen mírném zhoršení jeho
specificity (82,7 % vs 96,5 %) [126].
Toto snížení cut-off indexu pozitivity
je důležité především u nemocných,
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kteří dostávají profylakticky antimy-
kotika s efektem na vláknité houby
a u nemocných po transplantaci kr-
vetvorné tkáně s reakcí štěpu proti
hostiteli (GvHD) léčenou imunosu-
presivy. U obou těchto skupin pa-
cientů je, jak výše zmíněno, mykotická
nálož nízká, a proto při užití vyšších
hodnot cut-off IP by tito nemocní byli
falešně označeni za negativní, a na-
opak při cut-off IP = 0,5 je test do-
káže správně označit za pozitivní
[125,127].

Frekvence prováděných odběrů
Frekvence a pravidelnost odběrů krve
pro detekci galaktomananu významně
ovlivňují senzitivitu metody a její schop-
nost časné detekce invazivní aspergi-
lózy. Zatímco v práci Maertense et al
byl průměrný počet odběrů na epizodu
11,2, ve studii Herbrechta et al pouze
4,1. Senzitivita metody pak byla v první
práci 89,7 %, ve druhé pak pouhých
31,6 % [40,113]. Progrese invazivní
aspergilózy může být u těžce imuno-
suprimovaných jedinců velmi rychlá
a ke změně z negativních do pozitiv-
ních hodnot tak může dojít během
několika dnů. Nedostatečná frekvence
odběrů a nebo nepravidelnost v jejich
provádění pak může vést ke zmeškání
okamžiku, kdy hodnota indexu pozi-
tivity (IP) těsně přesáhne 0,5 a vzorek
se stane časně pozitivním. Obecně se
doporučuje provádět pravidelný ru-
tinní screening rizikových nemocných
(nemocní s akutní leukemií nebo po
alogenní transplantaci krvetvorné
tkáně) 2–3krát týdně, v rizikových ob-
dobích (febrilní neutropenie nereagu-
jící na antibiotickou léčbu, nález in-
filtrátů na HRCT plic) ev. i častěji
[111]. Podle našich zkušeností však
více než 1 odběr za den (při použití
cut-off IP 0,5) již senzitivitu testu dále
nezvýší [128].

Faktory ovlivňující PPV testu
Druhým slabým místem testu je pozi-
tivní prediktivní hodnota (PPV) testu
(čili pozitivní výsledek správně označí
nemocného s invazivní aspergilózou).

Opět se setkáváme s celou řadou fak-
torů, které PPV testu ovlivňují.

Prvním z těchto faktorů je incidence
IA ve vyšetřované skupině pacientů.
Pravděpodobnost, že pozitivní výsle-
dek testu označí skutečně nemocného
pacienta, je nejvyšší ve skupinách ne-
mocných s nejvyšší incidencí invazivní
aspergilózy, a těmi jsou především
nemocní s akutní leukemií a pacienti
po alogenní transplantaci krvetvorné
tkáně (incidence IA je zde 10 %, resp.
20 %). U ostatních skupin pacientů,
u nichž je incidence IA nízká (nemocní
s ostatními hematologickými malig-
nitami a nebo po autologní transplan-
taci krvetvorné tkáně, pacienti po trans-
plantaci solidních orgánů), je vý-
znamně nižší i PPV testu [129].

Druhým faktorem ovlivňujícím PPV
a specificitu Platelia Aspergillus testu
je kritérium, které označí pacienta ja-
ko pozitivního (jednorázová vs opa-
kovaná/konsekutivní pozitivita vzorku).
Maertens et al využili testu k prospek-
tivnímu sledování nemocných s vyso-
kým rizikem invazivní aspergilózy
a prokázali, že jak při použití cut-off
indexu pozitivity 1,0, tak 0,5 specifi-
cita testu významně narůstá, pokud
je nemocný označen za skutečně po-
zitivního až při pozitivitě 2 vzorků jdou-
cích za sebou (85,4 % vs 98,8 %
a 98,6 % vs 85,1 %) [114,126].

Konečně nejvýznamnějším faktorem
ovlivňujícím PPV testu je možnost fa-
lešných pozitivit. I přes používání
konsekutivní pozitivity je až 20 % po-
zitivních výsledků falešně pozitivních
[129]. Izolované falešné pozitivity mo-
hou být způsobeny kontaminací vzorku
při odběru nebo při zpracování vzduš-
nými spórami aspergilů nebo penici-
lií. Tyto izolované falešné pozitivity
však lze jednoduše odlišit retestem
pozitivního vzorku (negativní výsledek
retestu svědčí pro kontaminaci při
zpracování vzorku) a provedením kon-
trolního odběru vzorku séra (negativní
výsledek pak svědčí pro kontaminaci
při odběru vzorku). Retest prvního
pozitivního vzorku a především odběr

kontrolního séra by měly být prove-
deny co možná nejdříve (do 24 až
48 hod), aby nedošlo k prodlení v čas-
ném stanovení diagnózy invazivní
aspergilózy.

Klinicky závažnějším problémem
jsou však falešné pozitivity testu pře-
trvávající i v opakovaných odběrech,
které pak imitují obraz nalézaný při
skutečné infekci. Odlišení falešné a sku-
tečné pozitivity je především u vysoce
rizikových nemocných, kde lze infekci
vzhledem k imunodeficitu očekávat,
velmi obtížné. Pro klinika je tedy ne-
zbytná dobrá znalost možných příčin
falešné pozitivity testu, jednak pro jeho
správnou interpretaci, ale především
pro nutnost v maximální míře tyto
faktory u pravidelně monitorovaných
nemocných eliminovat. Nejčastější
příčiny falešné pozitivity Platelia
Aspergillus testu jsou zmíněny v ná-
sledujícím textu [6,111,121,129,130].

Intravenózní podání 
penicilinových antibiotik
Aplikace penicilinových antibiotik – pi-
peracillinu, piperacilinu/tazobaktamu,
některých amoxicilin/klavulanátů
a ampicilinu – je jedním z nejčastěj-
ších příčin falešné pozitivity při detekci
GM [131–134]. Důvodem je pravdě-
podobně kontaminace antibiotik
GM při jejich semisyntetické výrobě.
Tento proces využívá kmenů penicilií
a GM z jejich buněčných stěn se pak
pravděpodobně dostává do finálního
výrobku [121]. Množství kontaminu-
jícího GM kolísá jednak mezi jednot-
livými antibiotiky, ale také mezi jed-
notlivými šaržemi jednoho výrobku,
a proto intenzita falešné pozitivity (tj.
IP séra nemocných) při podávání
těchto preparátů kolísá [135]. Vzhle-
dem k odlišné kinetice kontaminujícího
GM od kinetiky vlastního antibiotika
dochází při podávání léku ke kumulaci
GM, a tak i k nárůstu měřeného IP
v séru nemocných [136]. Navíc po
ukončení podávání antibiotika falešná
pozitivita testu vzhledem k pomalejší
eliminaci kontaminujícího GM přetr-
vává ještě téměř 6 dnů [137].
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Eliminace falešných pozitivit při po-
dávání výše zmíněných preparátů je
složitá. Ideální je vyloučení používání
těchto antibiotik u nemocných, u kte-
rých probíhá monitoring GM. To je
možné u ampicilinu a amoxicilinu/kla-
vulanátu, ale velmi obtížné u pipera-
cilinu/tazobaktamu. V těchto přípa-
dech je pak doporučován odběr vzorku
séra pro vyšetření GM těsně před po-
dáním další dávky antibiotika, kdy by
měla být koncentrace kontaminujícího
GM nejnižší [138]. Nicméně vzhledem
ke zmíněné kumulaci kontaminujícího
GM lze tohoto mechanizmu využít
pouze v prvních 2 dnech podávání léku,
neboť následně je i ustálená koncent-
race kontaminujícího GM vysoká [136].
Podle našich zkušeností lze minimali-
zovat falešné pozitivity při podávání
piperacilinu/tazobaktamu testová-
ním jednotlivých šarží a používáním
pouze šarží GM negativních. K velmi
podobným názorům pak dochází také
Bart-Delabesse et al [134].

Přítomnost GM nebyla potvrzena
v celé řadě další antibiotik (cefalospo-
riny, chinolony, vankomycin, amino-
glykosidy, karbapenemy) a podávání
těchto léků nemocným nevedlo k roz-
voji falešných pozitivit Platelia Asper-
gillus testu [136,138].

Aplikace roztoku Plasma-Lyte
Hage et al publikovali falešnou pozi-
tivitu při detekci GM z tekutiny získané
bronchoalveolární laváží (BAL) při sou-
časném použití infuzního roztoku
Plasma-Lyte (Baxter) jako lavážní te-
kutiny [139]. Vysoký index pozitivity
byl zjištěn také při testování jednotli-
vých šarží roztoku. Příčinou falešné
pozitivity je opět pravděpodobně
kontaminující GM, který se do roztoku
dostává při výrobě – Plasma-Lyte to-
tiž obsahuje kalcium glukonát, který
se vyrábí fermentací pomocí kmenů
aspergilů. Autoři však nepředpoklá-
dali, že by při podání roztoku intrave-
nózně (což je ale jeho hlavní použití)
po distribuci v cirkulaci mohlo množ-
ství kontaminujícího GM způsobit fa-
lešnou pozitivitu. Naše zkušenosti však

ukazují, že právě intravenózní podá-
vání roztoku Plasma-Lyte je vedle pe-
nicilinových antibiotik jednou z hlav-
ních příčin falešné pozitivity Platelia
Aspergillus testu (nepublikovaná da-
ta). Řešením této příčiny falešných
pozitivit testu je pak používání jiných
infuzních roztoků pro hydrataci ne-
mocných, u kterých probíhá rutinní
screening GM [140].

Průnik antigenu 
z gastrointestinálního traktu
GM ze stěny aspergilů a penicilií byl
prokázán v celé řadě potravin a nápojů
a je běžně nalézán ve stolici [141].
Menší molekuly GM ze střeva tedy
mohou teoreticky přecházet do cirku-
lace při narušení integrity střevní mu-
kózy. Předpokládá se, že tento me-
chanizmus je jednou z možných příčin
falešné pozitivity Platelia Aspergillus
testu u nemocných s mukozitidou a sou-
časně alespoň částečně zachovaným
perorálním příjmem stravy [142].
V klinické praxi se však s touto situací
u onkologických nemocných příliš
často nesetkáváme. Na druhou stranu
však právě průchod polysacharidů ze
stěny bakterií Bifidobacterium spp. (zkří-
ženě reagující s protilátkou EB-A2
použitou v Platelia Aspergillus testu)
ze zažívacího traktu přes nezralou mu-
kózu je jednou z hlavních příčin falešné
pozitivity Platelia Aspergillus kitu
u předčasně narozených dětí [143].

Infekce jinými patogeny
Vzácnou příčinou falešné pozitivity
při detekci GM může být infekce my-
kotickými patogeny, které nesou zkří-
ženě reagující epitopy s kmeny asper-
gilů, jako jsou infekce vyvolané Peni-
cillium spp. a Cryptococcus neoformans
[144,145]. Tyto infekce jsou však na-
štěstí velmi raritní. Někteří autoři spe-
kulují také o falešné pozitivitě testu
při infekci některými z běžných bakterií
(Escherichia coli, Staphylococcus spp., Ente-
rococcus spp., Pseudomonas spp.), nicméně
Swanink et al neprokázal reaktivitu
kmenů s testem in-vitro a falešné po-
zitivity Platelia Aspergillus testu u ne-

mocných s bakteriemií nebyly v žádné
korelaci s výsledky kultivace [109].

Ostatní příčiny falešné pozitivity
V literatuře lze najít celou řadu mož-
ných příčin falešných pozitivit Platelia
Aspergillus testu. Nicméně jde spíše
o popisy jednotlivých případů, než že
by se jednalo o klinicky významné
a frekventní příčiny falešných poziti-
vit. Navíc většinou nejsou potvrzeny
více autory a jejich mechanizmus není
většinou jednoznačně vysvětlen. Jsou
popsány falešné pozitivity testu při
autoimunitních stavech a přítomnosti
paraproteinu, při dialýze, při použití
cyklofosfamidu a při kontaminaci
vzorku vatou [146–149].

Detekce galaktomananu 
umožňuje časnější diagnózu IA
Pravidelný a rutinní monitoring GM
umožňuje zkrátit časový interval do
stanovení diagnózy invazivní aspergi-
lózy. Ve studii Maertense et al před-
cházela antigenemie diagnózu IA sta-
novenou na základě radiologických
abnormalit o 8 dní v 80 % případů
a diagnózu stanovenou na základě po-
zitivního kultivačního vyšetření pak
o 9 dní u 89 % nemocných [114]. Po-
dobně i několik další prací prokázalo
předcházení pozitivity GM přibližně
o 7 dní pozitivitu zobrazovacích me-
tod [115,150]. Navíc v prospektivní
studii Maertense et al byla antigene-
mie primárním impulzem pro prove-
dení HRCT plic u 84 % hematologic-
kých nemocných s febrilní neutropenií
a tento „impulz“ předcházel klasické
důvody k provedení HRCT [151]. Je
však zřejmé, že pravděpodobnost
časné pozitivity GM bude ovlivněna
frekvencí prováděných odběrů a hod-
notou zvoleného cut-off indexu pozi-
tivity (IP). Při použití dnes doporučo-
vaného cut-off IP 0,5 předcházela po-
zitivita testu v práci Marrové et al
rozvoj klinických příznaků a definitivní
stanovení diagnózy o 6, resp. 10 dní.
Naopak při použití cut-off IP 1,0 nebo
1,5, pozitivita testu výše zmíněné pa-
rametry nepředcházela vůbec [125].
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Galaktomanan jako marker 
léčebné odpovědi IA
Z klinického pohledu je velmi důležité
časné zhodnocení odpovědi IA na léčbu
antimykotiky. Klinický obraz, ale ani
nález na HRCT, však nemohou v prv-
ních 2 týdnech léčby k tomuto hod-
nocení sloužit [56,121]. Jak bylo zmí-
něno výše, při studiích na zvířecích mo-
delech byla prokázána korelace mezi
fungální náloží v plicích a množstvím
GM v plicním parenchymu, resp. hla-
dinou GM v séru [110].

Tato zjištění jsou pak vysvětlením
pro nálezy klinické a celá řada autorů
prokázala využití detekce GM v séru
jako markeru léčebné odpovědi. Při
úspěšné léčbě IA dochází tedy k po-
klesu hladin GM a naopak s trvale
rostoucí hladinou GM a nebo reku-
rencí nárůstu po předchozím poklesu
se setkáváme u pacientů, u kterých
léčba selhává [113,115,150]. Vzestup
GM IP o více než 1,0 po 7 dnech léčby
je s více než 90% pozitivní prediktivní
hodnotou spojen se selháním terapie
a měla by být zvážena její změna
[152]. Za určitých okolností se však
můžeme setkat s paradoxním vzestu-
pem GM IP i přes dobrou léčebnou
odpověď infekce. K paradoxnímu vze-
stupu GM může docházet při součas-
ném závažném renálním selhání ev.
i s nutností hemodialýzy (porucha
clearence vysokomolekulárního GM,
který není eliminován ani hemodialý-
zou) a v prvních několika málo dnech
léčby echinokandiny (poškození a roz-
pad buněčné stěny obsahující GM)
[153–155].

Detekce galaktomananu 
z ostatních materiálů
Přestože je Platelia Aspergillus test
určen primárně k vyšetřování séra, lze
pomocí něj detekovat GM i v jiných
tělesných tekutinách ev. v tkáních
[156].

Protože invazivní aspergilóza je ve
většině případů inhalační infekcí a pri-
márně jsou postiženy plíce, není pře-
kvapením, že nejčastěji vyšetřovaným
materiálem jiným než sérum je tekuti-

na získaná bronchoalveolární laváží
(BAL). Detekce GM z tekutiny získané
BAL je spojena se senzitivitou pohy-
bující se od 60–100 %. Senzitivita je
opět vyšší, jestliže je použit jako cut-
off dnes doporučovaný IP 0,5, při-
čemž specificita testu zůstává stále
vysoká (94 %) [157]. Výhodou de-
tekce GM z tekutiny získané BAL je
především významně vyšší senzitivita
a časnější pozitivita ve srovnání s kon-
venčními mikrobiologickými metodami
používanými k detekci IA z materiálu
získaného BAL (kultivace, mikroskopie).
Jsou popsány případy, kdy pozitivita
GM z tekutiny získané BAL předchá-
zela pozitivitu GM v séru. Tyto nálezy
odpovídají patogenezi plicní formy
invazivní aspergilózy. V běžné klinické
praxi, v níž většinou provádíme BAL
v případě nálezu plicních infiltrátů na
zobrazovacích metodách, je časový
rozdíl mezi pozitivním záchytem GM
z krve a z BAL většinou minimální. Po-
dobně jako při testování séra se
i v případě detekce GM v tekutině
z BAL můžeme setkat s falešnou pozi-
tivitou i negativitou. Zejména u nízce
rizikových nemocných je možná faleš-
ná pozitivita při kolonizaci dýchacích
cest kmeny aspergilů. Nicméně po-
dobně, jako je tomu při interpretaci
pozitivního kultivačního záchytu asper-
gilů z materiálu z dýchacích cest, je
i PPV Platelia Aspergillus testu v tomto
případě tím vyšší, čím je nemocný ri-
zikovější. Falešně negativní pak může
být detekce GM z tekutiny z BAL u ne-
mocných, u kterých je BAL proveden
více než 3 dny od zahájení účinné
antimykotické léčby [158].

Dalším materiálem, ve kterém mů-
že být GM detekován, je mozkomíšní
mok. Postižení centrálního nervového
systému je většinou součástí disemi-
nace plicní formy IA, spíše výjimečně
jde o izolované postižení. Detekce
GM z mozkomíšního moku u nemoc-
ných s postižením CNS je spojena, na
rozdíl od velmi často negativní kulti-
vace, s velmi vysokou senzitivitou po-
hybující se mezi 80–100 % [159,160].

Pozitivita GM z mozkomíšního moku
(samotná nebo spolu s pozitivitou
GM v séru) je tak vedle klinického a ev.
i radiologického nálezu jediným mi-
krobiologickým markerem, který může
vést k diagnóze postižení CNS inva-
zivní aspergilózou [159]. Je však nutné
si uvědomit, že i při plicní formě IA
(bez postižení CNS) může část séro-
vého GM pronikat přes hematoence-
falickou bariéru, a stejně tak může
dojít ke „kontaminaci“ mozkomíšního
moku GM z krve při hemoragickém
odběru vzorku likvoru. IP pozitivity GM
v mozkomíšním moku však v těchto pří-
padech bývají výrazně nižší [159,161].

Detekce GM z jiných tělesných te-
kutin ev. z tkání byla sice testována,
nicméně interpretace výsledků není
v současné době jednotná [161].

Detekce 1,3-ββ-D-glukanu
1,3-ββ-D-glukan: struktura, 
uvolňování a možnosti detekce
Dalším markerem v nekultivační dia-
gnostice invazivních mykotických in-
fekcí je 1,3-β-D-glukan. Obecně jsou
glukany polymery složené z různě vá-
zaných glukóz, které se dále liší dle
druhu této glykozidické vazby – v bu-
něčné stěně většiny medicínsky význam-
ných patogenních hub včetně asper-
gilů se nachází 1,3-β-D-glukan.

Mennink-Kersten zkoumala dyna-
miku jeho uvolňování na in vitro mo-
delu s kmenem Aspergillus fumigatus
a prokázala, že polysacharid je (stejně
jako další aspergilový antigen galak-
tomanan) detekovatelný v médiu bě-
hem logaritmické fáze růstu houby.
Glukan se ovšem vylučuje o něco po-
zději než galaktomanan a jeho koncen-
trace je nižší. 1,3-β-D-glukan není
součástí lidských, bakteriálních ani
virových buněk, ale je vylučován do
séra pacientů s invazivní mykotickou
infekcí.

Pro laboratorní diagnostiku se vy-
užívá schopnosti 1,3-β-D-glukanu re-
agovat s lyzátem amébocytů kraba Li-
mulus polyphemus nebo Tachypleus triden-
tatus. V amébocytech je obsažen tzv.
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faktor G (serinová proteáza), který se
v přítomnosti 1,3-β-D-glukanu akti-
vuje (reakce je specifická pro tuto gly-
kozidickou vazbu) a krátká následná
kaskáda je vizualizovaná buď odště-
pením barevného produktu z při-
daného chromogenního substrátu,
anebo změnou turbidity média (dle
použitého setu).

V současné době jsou dostupné
3 komerčně vyráběné sety založené na
tomto principu – 2 japonské a 1 ame-
rický – liší se použitím amébocytů z růz-
ných krabů, cut-off a typem reakce
(tab. 11). Zkušenosti s dvěma japon-
skými sety jsou omezeny takřka vý-
hradně na Japonsko – v Americe či Ev-
ropě je používán americký set Fungi-
tellTM, který byl také v roce 2004
uznán FDA jako vhodný pro diagnos-
tiku invazivní mykózy u rizikových
pacientů.

Tímto setem lze stanovit koncen-
traci polysacharidu v séru pacientů
v řádu pg/ml. Jako pozitivní je ozna-
čován vzorek s koncentrací glukanu
> 80 pg/ml a podobně jako u ga-
laktomananu se jako pozitivní označí
pacient s alespoň 2 po sobě jdoucími
pozitivními vzorky. Doporučovaná frek-
vence odběrů je alespoň 2krát týdně.

Při interpretaci výsledků je ovšem
nutné vzít v úvahu, že na rozdíl od ga-
laktomananu je glukan „panfungální“
antigen, což znamená, že pozitivní jsou
vzorky séra nejen u pacientů s inva-
zivní aspergilózou, ale rovněž při
invazivní kandidóze, fusarióze, pneu-
mocystóze, histoplazmóze atp. Naopak
při infekcích kryptokoky a zygomyce-
tami jsou výsledky tohoto testu nega-
tivní – tyto oportunní patogeny ne-
obsahují glukan v buněčné stěně
v dostatečném množství a není tedy
detekovatelný.

Klinické využití – výhody 
a nevýhody testu
Vzhledem k již zmiňovaným problé-
mům se správnou a hlavně časnou
diagnostikou invazivních mykotických
infekcí (malá senzitivita mikroskopie
a kultivace, mnohdy nemožnost ode-
brat validní materiál pro tato vyšetření
apod), je každá standardní metodika
(jako je tato) přínosem.

Velkou výhodou testu je tedy jeho
pozitivita v časných stadiích invaze
houby a z toho plynoucí možnost včas
zareagovat na infekci antimykotickou
léčbou a zlepšit prognózu pacienta.
Další výhodou – ale při interpretaci

výsledků současně nevýhodou – je ši-
roké spektrum patogenů, které lze
detekovat pomocí 1,3-β-D-glukanu
(Candida spp., Trichosporon spp., Saccha-
romyces spp., Aspergillus spp., Fusarium spp.
atd). Proto se jako nejvýhodnější jeví
využívat tento set zejména v kombinaci
s dalšími nekultivačními testy, které
identifikují specifické houbové anti-
geny ev. protilátky proti nim (galakto-
manan, mannan, glukuronoxyloman-
nan atp). Dále lze pomocí glukanu
monitorovat status infekce (uvolňuje
se v logaritmické fázi růstu houby,
což svědčí pro aktivní infekci) a léčeb-
nou odpověď (úspěšná léčba vs její
selhání).

Naopak nevýhodami jsou kromě vy-
soké ceny vyšetření a relativní labora-
torní náročnosti (FungitellTM vyžaduje
reader, umožňující číst vyhřívanou ki-
netickou reakci) hlavně falešné poziti-
vity a negativity.

Falešné pozitivity
Nejčastěji jsou falešné pozitivity způ-
sobeny léčbou antibiotiky – amoxici-
lin/klavulanát, ev. imipenem, genta-
mycin, dále pak dialýzou s celulózo-
vou membránou, kontaminací gázou,
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Tab. 11. Možnosti stanovení 1,3-ββ-D-glukanu – komerční kity.

název FungitellTM(dříve GlucatellTM) Fungitec GTM Wako WB003

výrobce Associates of Cape Cod (USA) Seikagaku Kogyo Corp. (Japonsko) Wako Pure Chem. Ind. (Japosko)
cutt-off 80 pg/ml 20 pg/ml 11 pg/ml
krab L. polyphemus T. tridentatus T. tridentatus
reakce kolorimetrická kolorimetrická turbidimetrická

Tab. 12. 1,3-ββ-D glukan jako marker pro diagnostiku invazivních mykotických infekcí – publikované studie.

autor set cutt-off počet pac. senzitivita specifita PPV NPV
Miyazaki (1995) [208] Fungitec G 20 60 ne ne ne ne
Obayashi (1995) [209] Fungitec G 20 202* 90 100 59 97
Kawazu (2004) [210] Wako 11 149 55 98 67 96
Odabasi (2004) [211] Glucatell 60 283 70 96 79 93
Pazos (2005) [150] Glucatell 120 40 88 90 70 96
Ostrosky-Zeichner (2005) [212] Fungitell 80 333 64 92 89 73
Pickering (2005) [213] Fungitell 80 76 93 77 52 98

* počet febrilních epizod



bakteriální sepsí. V neposlední řadě
je tu laboratorní kontaminace – sou-
prava je schopná detekovat pi-
kogramová množství ubikvitního glu-
kanu, a je tedy náročná na kvalitu
laboratorních pomůcek a přesnost
práce.

Falešné negativity
Jak prokazuje Pickering et al, vysoké
koncentrace bilirubinu a triglyceridu
mohou inhibovat reakci. Rovněž
malé množství materiálu vstupujícího
do reakce (5 μl) může při nepřesné
laboratorní práci způsobit falešnou
negativitu.

1,3-ββ-D-glukan v diagnostice 
invazivních mykotických infekcí
V současné době nejsou dostatečné
zkušenosti s využitím glukanu jako jed-
noznačného markeru invazivní myko-
tické infekce v běžné klinické praxi.

Publikované studie uvádějí senziti-
vitu testu v rozmezí 55–93 %, specifi-
citu mezi 77–100 % (tab. 12), dlužno
ovšem podotknout, že tyto výsledky
nejsou mezi sebou objektivně srovna-
telné – testovaní pacienti jsou v růz-
ném riziku invazivní mykózy, rovněž se
liší kritéria pro pozitivitu, použité sety,
počet vzorků na pacienta apod.

V každém případě by mělo mít sta-
novení 1,3-β-D-glukanu své místo
v panelu pro diagnostiku mykóz – ať
už při verifikaci infekcí vzácnými my-
kotickými agens nebo třeba jako kon-
firmace falešných pozitivit, zejména
galaktomananu [105].

Molekulárně genetické metody
Význam a současné postavení
v diagnostice
Genetické metody jsou v diagnostice
invazivní aspergilózy zaměřené na
detekci aspergilových nukleových kyse-
lin v klinických vzorcích. Od počátku
90. let 20. století až dodnes prodělá-
vají intenzivní vývoj, proto nejsou do-
sud k dispozici obecně akceptované
a standardizované postupy. Podstata
metod také nemusí být klinickým lé-
kařům dostatečně známa, jejich přínos
může být podceňován, nebo naopak
spojován s nereálným očekáváním. Je
nepochybné, že mohou přispět ke
zkvalitnění diagnostiky, z pohledu kli-
nických lékařů zejména k rychlejšímu
objasnění etiologie infekce, zahájení
i monitorování cílené antimykotické
léčby. Vždy však bude nutné, aby úz-
kou spoluprací klinických a labora-
torních pracovníků byly získané vý-
sledky správně interpretovány.

V současné genetické diagnostice
existuje řada různých metodických pří-
stupů. Jejich průběh a výsledek může
být ovlivněn prakticky na každé úrovni,
od způsobu odběru a volby typu vzorku
až po finální interpretaci a komplikuje
tak vzájemné porovnávání.

Vyšetřovaný materiál
Nejčastěji vyšetřovaným klinickým
materiálem je krev, kterou lze použít
plnou nebo jen sérum. Zatím mezi nimi
nebyl zjištěn zásadní rozdíl, optimální
frakce pro průkaz aspergilové DNA
tak zůstává nejasná [85]. Bylo však

dokumentováno, že se stoupajícím ob-
jemem odebrané krve se zvyšuje i prav-
děpodobnost záchytu DNA [162].
K výhodám vyšetření séra patří mož-
nost současné detekce antigenů, ur-
čitým úskalím je průkaz jen volně
cirkulující DNA, neboť hyfy, stejně jako
fagocytované houbové elementy živé
či usmrcené, jsou odstraněny spolu
s krevní sraženinou. Nevýhodou izo-
lace z plné krve je časová a technická
náročnost, dále riziko enzymatické
degradace DNA. Životaschopné ele-
menty by navíc měly být prokazatelné
hemokultivací, i když aspergily jsou
z krve izolovány jen zřídka, pravděpo-
dobně v důsledku rychlé fagocytózy
a usmrcování mikrofágy [163]. Při od-
běru plné krve je nutné vyloučit inhi-
biční vliv heparinu a citrátu na prů-
běh amplifikace, EDTA tento účinek
nemá [164]. Podobně inhibičně pů-
sobí řada dalších léků a infuzních roz-
toků [85]. Pravděpodobnost farmaky
podmíněných negativních výsledků lze
snížit zařazením interní kontroly am-
plifikace, např. přidáním 10 pg myší
DNA ke zkoumanému vzorku [165].

Buchheidt a Hummel uvádějí, že prů-
kaz DNA z BAL je citlivější než z krve,
především pro primární lokalizaci in-
vazivní aspergilózy v plicní tkáni. Vzhle-
dem k častému omezení infekce na
určitou oblast plicního parenchymu je
však záchyt značně závislý na kvalitě
provedeného endoskopického vyšet-
ření [166]. Limitujícím faktorem je
i vyšší riziko falešně pozitivních vý-
sledků v důsledku inhalace aspergilo-
vých spór z ovzduší. Bart-Delabesse
et al ve své studii uvádějí, že až 25 %
vzorků BAL od zdravých dobrovolníků
bylo z uvedeného důvodu falešně po-
zitivních [167]. Dalším problémem je
obtížnost provedení u kriticky nemoc-
ných, zejména z hlediska verifikace
výsledků opakováním odběrů.

Aspergily i další vláknité houby lze
detekovat a identifikovat i v bioptic-
kých vzorcích, jsou však u kriticky ne-
mocných pacientů často nedostupné.
Klasická kultivace zde bývá obvykle
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Tab. 13. Přehled amplifikačních metod.

typ detekovaná typ způsob 
amplifikace NK reakce identifikace

PCR DNA jednokolová sekvenování
hybridizace se sondou

uhnízděná (nested) (Southern blot, 
PCR-EIA, INNO-LiPA)

kvantitativní restrikce endonukleázami
v reálném čase délkový polymorfizmus

konformační 
polymorfizmus

NASBA RNA



v dalším kroku je pak agens přesně
určeno [174–176]. Alternativně lze již
zpočátku použít specifické primery
zaměřené na 3–4 nejčastější druhy,
včetně dominujícího Aspergillus fumi-
gatus [162,177,178]. První přístup je
vhodný při nejasné etiologii infekce
s nutností rychlého potvrzení nebo vy-
loučení houbového agens, např. u neu-
tropenických pacientů po transplan-
taci kostní dřeně, druhý se uplatňuje
při verifikaci invazivní aspergilózy. Cí-
lovými oblastmi DNA jsou obvykle
vysoce konzervované úseky přítomné
v genomu ve velkém počtu kopií. Vět-
šinou se jedná o sekvence odvozené
z 18S podjednotky genu pro rRNA, dále
z mitochondriálních genů kódujících
některé z tRNA genů a cytochrom B
nebo z ITS oblastí rRNA [179–183]
(schéma 1).

Uhnízděná PCR a kvantitativní PCR
v reálném čase
Snížení hodnoty cut-off indexu pozi-
tivity na > 0,5 při stanovení galakto-
mananu ELISA se odrazilo ve výraz-
ném zlepšení senzitivity zmíněného testu
při porovnávání s klasickou jednoko-
lovou PCR [171]. Proto jsou v praxi
stále více využívány její citlivější modi-
fikace. Jednou z nich je uhnízděná
(nested) PCR, jejímž principem je po-
užití dvou amplifikačních kol. V prv-

ním je amplifikován vybraný úsek DNA,
poté je vzniklý produkt podroben
druhé PCR s novými primery vymezují-
cími kratší úsek uvnitř prvního [184].

Další perspektivní a v poslední době
široce používanou modifikací je kvan-
titativní PCR v reálném čase (real time
qPCR) [171,185]. Od tradiční se liší
tím, že na vlákno DNA nasedá kromě
primerů také sonda značená fluoro-
chromem. K nárůstu intenzity fluores-
cence pak dochází v závislosti na po-
čtu vzniklých amplikonů, což je moni-
torovatelné přímo v průběhu reakce,
tedy v reálném čase. Výsledkem je
křivka, z níž lze odvodit původní
množství DNA ve vzorku. Z klinického
hlediska je kvantifikace výhodná pro
porovnávání množství DNA v postupně
odebíraných vzorcích, tedy pro sledo-
vání vývoje infekce, případně i účin-
nosti léčby, navíc výsledek může být
k dispozici již během několika hodin
po odběru. Kvantitativní PCR spolu
s detekcí galaktomananu tak zásadním
způsobem rozšiřují možnosti monito-
rování rizikových pacientů [157,186].
Po technologické stránce jsou nej-
známější dvě varianty real time qPCR,
TaqMan a Light CyclerTM. Jejich hlavní
výhodou, proti nested PCR, je prů-
běh v uzavřeném systému, který mi-
nimalizuje riziko vnější kontaminace.
Detekční limit obou modifikací bývá

neúspěšná, proto je použití moleku-
lárně genetických technik v tomto pří-
padě zvlášť výhodné.

Izolace DNA
Lýza buněčné stěny hub se provádí růz-
nými způsoby, nejčastěji mechanicky
skleněnými perličkami nebo enzyma-
ticky rekombinantní lytikázou [168,
169]. Pro získání čisté DNA se využívá
kromě klasické, ale pracné, fenol-chlo-
roformové extrakce, i řada komerč-
ních souprav, např. QIAmp Tissue Kit
(Qiagen), DNA Lego Kit (TopBio) nebo
FastDNA Kit (Qbiogene). Při porov-
nání různých způsobů však byly zjištěny
rozdíly v množství a kvalitě DNA, které
mohou ovlivňovat výsledky detekce
[170]. Stejně důležitá je skutečnost,
že v průběhu každé extrakce dochází
ke ztrátám DNA [171]. Účinnost může
být zvýšena používáním souprav pro
automatizované izolace vysoce čisté
DNA, snižujících i riziko kontaminace.
V porovnání s manuálními postupy
vyžadují nákladnější zařízení, např.
MagNA Pure LC (Roche Diagnostics)
[172].

Amplifikace polymerázovou 
řetězovou reakcí
Pro detekci houbového agens je využí-
vána především amplifikace DNA for-
mou různých modifikací polymerá-
zové řetězové reakce (PCR). V principu
jde o cyklické množení úseku dvoj-
vláknové DNA, vymezeného většinou
dvojicí oligonukleotidů (primerů),
pomocí tepelně odolného enzymu
DNA-polymerázy. Výhodou je jedno-
duchost provedení, neboť je automa-
tizováno v termocykleru, dále rychlost
získání výsledku. PCR je vysoce citlivá,
vyžaduje jen nepatrné množství vstupní
DNA, proto je i náchylná ke kontami-
naci [173].

Volba cílových sekvencí
Cílové sekvence DNA pro přímou de-
tekci aspergilů bývají nejčastěji univer-
zální (panfungální), kdy jsou nejprve
amplifikovány úseky společné širokému
spektru původců systémových mykóz,
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Schéma 1. Schéma rRNA genu. 
SSU – malá podjednotka; LSU – velká podjednotka; IGS – mezigenový NTS – non-
transcribed spacer; ETS – external transcribed spacer; ITS – internal transcribed spacer.



uváděn 10–100 fg/ml–1 (10 fg hou-
bové DNA odpovídá 1 kopii genomu
nebo 1 cfu) [185].

Identifikace aspergilů v klinických vzorcích
Postamplifikační detekční techniky
umožňují identifikaci agens na úroveň
rodu až druhu, dále mohou zvyšovat

citlivost a specifitu PCR. Nejčastější je
hybridizace produktu se značenou
sondou po přeblotování na membrá-
nu podle Southerna nebo postup za-
ložený na principu enzymoimunoa-
nalýzy (PCR-ELISA), s výhodou lze vy-
užít i rozdílné teploty tání amplikonů,
případně reverzní hybridizace pomocí

technologie INNO-LiPA nebo DNA čipů
[180,187–190]. Nejvyšší potenciál pro
komerční využití má PCR-ELISA, ze-
jména pro průběh v jamkách mikro-
titrační destičky. Vysoká citlivost a spe-
cificita byla dokumentována ve studii
zaměřené na diagnostiku invazivní as-
pergilózy u pacientů s hematologic-
kými malignitami a v této studii vý-
znamně přispěla ke zvýšenému počtu
časně diagnostikovaných případů.
U většiny z nich pozitivita testu před-
cházela nebo byla zachycena součas-
ně s průkazem bioptickým nebo počí-
tačovou tomografií či galaktomananu
[191]. Z ostatních je z hlediska validity
výsledku nejlepší volbou přímé sekve-
nování, dále se využívá analýza délky
amplif ikovaných produktů (AFLP)
nebo jejich restrikce endonukleázami
(RFLP), možné je i hodnocení kon-
formačního polymorfizmu jednovlák-
nové DNA (SSCP) [192–195].

Specificita a senzitivita
Četné studie uvádějí vysokou citlivost
(> 92 %) a negativní prediktivní hod-
notu (> 99 %) PCR, většinou doku-
mentují i dobrou specifitu. Případná
nižší pozitivní prediktivní hodnota je
ovlivněna malým počtem případů pro-
kázané nebo pravděpodobné invazivní
aspergilózy a může být proto způso-
bena i jediným falešně pozitivním vý-
sledkem. K verifikaci skutečného stavu
tak bude třeba vyhodnotit ještě řadu
rozsáhlých studií [171]. Objektivní in-
terpretace laboratorních výsledků
dále vyžaduje dostupnost veškerých
klinických informací. Již pouhá pří-
tomnost antimykotik v krvi snižuje zá-
chytnost DNA PCR, což spolu se ztrá-
tami při extrakci může vést k falešně
negativním výsledkům [196]. Obecně
se udává, že k potvrzení pozitivity je
třeba prokázat aspergilovou DNA
nejméně ve 2 po sobě odebraných
vzorcích. V klinických podmínkách však
ztrátu pozitivity umožňují různé fak-
tory, proto by za signifikantní měla být
považována také intermitentní de-
tekce DNA získaná během 2týdenního
monitoringu [197]. Vzhledem k nedo-
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Tab. 14. Definice invazivní aspergilózy – podle [46].

Prokázaná invazivní aspergilóza
histo/cytopatologický průkaz vláken (hyf) získané aspirací tenkou jehlou nebo
z bioptického vzorku tkáně s průkazným vztahem (mikroskopicky nebo nesporně
zobrazovací technikou) k poškozené tkáni nebo

pozitivní kultivace ze vzorku získaného sterilním odběrem z normálně sterilního
místa (s výjimkou vzorků moči a sliznic), které klinicky nebo radiologicky
odpovídá místu infekce.

Pravděpodobná invazivní aspergilóza
přítomnost alespoň jednoho z rizikových faktorů hostitele a
jednoho mikrobiologického kritéria a
jednoho velkého (nebo dvou malých) klinických kritérií s klinickými projevy místa
(orgánu) odpovídajícími infekci

Možná invazivní aspergilóza
přítomnost alespoň jednoho z rizikových faktorů hostitele a buď
jeden mikrobiologický faktor nebo
jeden velký klinický faktor (nebo dva malé) odpovídající infekci

Schéma 2. Postup vyšetření u nemocných ve velmi vysokém riziku plicní IA.

pravděpodobná
IA

pacient ve vysoké riziku IA (alogenní HSCT,
akutní leukemie)

monitorace GM v séru 2-3krát týdně

pozitivní (2krát IP > 0,5) negativní

HRCT

patologické
(hlavně halo

nebo ložiskové
infiltráty)

normální

možná falešná
pozitivita GM -
nutno opakovat
GM a eventuálně

konfirmovat
vyšetřením 

1,3-β-D-glukanu.
Při pokračování

kliniky nutno
opakovat HRCT

pokračovat v monitoringu GM



vyjádřila řada center převážně z Ev-
ropy, ale i Austrálie, Japonska, Kanady
a dalších zemí, záštitu převzala Mezi-
národní společnost pro lékařskou
a veterinární mykologii – ISHAM
(http://www.isham.org). Cílem pro-
jektu je rychlé zařazení standardní
metodiky PCR mezi EORTC/MSG
kritéria pro diagnostiku invazivních
mykóz [46]. K dispozici je již také první
komerční souprava pro průkaz asper-
gilové DNA pomocí PCR [200]. Ge-
netická diagnostika aspergilózy by se
tak zanedlouho mohla stát součástí
běžné praxe i v českých laboratořích,
zejména velkých nemocnic s hemato-
onkologickými pacienty. Záchyt asper-
gilové DNA přitom vhodně doplňuje

sérologickou detekci jejich antigenů.
Současné využívání real time qPCR
a průkazu galaktomananu, s důsled-
ným dodržováním frekvence odběrů,
umožňuje kvalitní monitorování rizi-
kových pacientů, stejně jako rychlou
diagnostiku invazivní aspergilózy.
Představuje však i možnost významné
prognostické informace, neboť klesa-
jící index galaktomananu a/nebo
konverze PCR z pozitivity do negativity
obvykle potvrzují účinnost antifungální
léčby [85].

Závěr
Diagnostika invazivní aspergilózy za-
znamenala v posledních letech obrov-
ský pokrok. Jednoznačně je vidět

statečným znalostem o kinetice fun-
gemie mohou být tyto sporné výsledky
důsledkem počátečního stadia in-
fekce, jejího subklinického průběhu,
dále antimykotické profylaxe nebo te-
rapie, ale rovněž kontaminace, v pří-
padě BAL i kolonizace dýchacích cest.
Uvedené skutečnosti akcentují nutnost
hodnocení výsledků PCR v kontextu
radiologických, sérologických a kli-
nických informací [171].

Amplifikace NASBA
Na principu cyklického množení pro-
duktu je založena také další specific-
ká a vysoce citlivá metoda, NASBA
(Nucleic Acid Sequence-Based Ampli-
f ication), kterou lze amplif ikovat
RNA. Její předností proti PCR je, že
využívá kopie genů již namnožené sa-
motnými buňkami při transkripci
a postup množení je tak výrazně rych-
lejší. Další výhodou je její izotermický
charakter, není tedy potřebný termo-
cykler. Detekuje však RNA hlavně v ži-
vých buňkách, neboť extracelulárně je
rychle degradována. K minimalizaci
uvedeného jevu je třeba ochranný
pufr RNA a/nebo inhibitor RNAázy
[171]. Další limitací je vysoká cena re-
akční směsi enzymů. Metoda se běžně
používá ve virologii, recentně byl tímto
způsobem monitorován i průběh in-
vazivní aspergilózy u hematologických
pacientů [198].

Standardní metodika 
a perspektivy genetické diagnostiky
Význam genetických metod byl proká-
zán v řadě nezávislých studií. Problé-
mem zůstává malý počet údajů o me-
zilaboratorní reprodukovatelnosti vý-
sledků, jehož odstranění by mělo vést
k vývoji všeobecně uznávané stan-
dardní metodiky. V roce 2006 byl pub-
likován konsenzus Britské společnosti
lékařské mykologie pro diagnostiku
aspergilóz a kandidóz pomocí PCR
[199]. Na jeho základě byla vytvořena
pracovní skupina směřující k vytvo-
ření standardu pro diagnostiku as-
pergilózy PCR akceptovaného celo-
světově. Ochotu podílet se na vývoji
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Schéma 3. Postup vyšetření u ostatních pacientů s rizikovými faktory pro
rozvoj plicní IA.

ostatní pacienti s rizikovými faktory IA (viz tab. 15) s rozvojem
příznaků plicní infekce (horečka nereagující na ATB, 

kašel, výpotky)

provedení RTG plic

abnormální (hlavně ložiska) negativní

– mykologické vyšetření sputa
– GM v séru (opakovaně)

– BAL (mykologické vyšetření, 
cytologie, GM v BAL)

HRCT

patologické
(hlavně halo

nebo ložiskové
infiltráty)

normální

– mykologické
vyšetření sputa

– GM v séru
(opakovaně)

– BAL (mykolo-
gické vyšetření, 

cytologie, 
GM v BAL)

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

– pravidelná
monitorace GM
2–3krát týdně
– s odstupem
několika dní

opakovat HRCT
při přetrvávání

symptomů 

pravděpodobná IA



trend nečekat na definitivní potvrzení
diagnózy, ale vysoce rizikové pacienty
monitorovat a při prvních příznacích
infekce včasně zahájit antimykotic-
kou léčbu.

Hlavním „tahounem“ těchto velkých
změn jsou nekultivační diagnostické
metody – především pak detekce ga-
laktomananu většinou v kombinaci
s HRCT.

Jejich optimální začlenění do scree-
ningu nemocných ve vysokém riziku
IA, respektive do diagnostického po-
stupu při podezření na plicní pato-
logii u pacientů s rizikovými faktory
pro IA, je zobrazeno na schématech
2 a 3.

I přes tento nesporný pokrok v dia-
gnostických postupech je ještě nutno
do diagnostického panelu vložit další
nekultivační metody – PCR a 1,3-β-D-
-glukan (s využitím 1,3-β-D-glukanu
nejsou zatím rozsáhlejší zkušenosti
a molekulárně biologické metody ne-
jsou standardizovány) a rovněž vytvo-
řit optimální návod na jejich kombi-
naci a postavení i ve vztahu k HRCT.

„Konvenční“ diagnostické metody
(histologie, cytologie, kultivace) však
i dnes, nezávisle na výše zmíněných
moderních metodách, zůstávají stále
„konfirmačním“ standardem v dia-
gnostice IA.

Při použití EORTC/MSG kritérií pro
stanovení jistoty diagnózy IA (tab. 14
a tab. 15) [46] zjistíme, že v současné
době je absolutní většina nemocných
léčena pro tzv. pravděpodobnou IA.
Časné zahájení léčby při splnění kri-
térií pravděpodobné IA (bez čekání na
definitivní potvrzení diagnózy) umožní
výrazně zlepšit prognózu nemocných
s touto velmi závažnou infekcí [201].
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Tab. 15. Faktory používané v kritériích pro diagnózu invazivní
aspergilózy – upraveno podle [46].

rizikové faktory hostitele/pacienta
• leukocyty < 0,5 × 109/l ≥ 10 dní 
• perzistující horečka > 96 hod refrakterní na adekvátní ATB léčbu 
• tělesná teplota > 38 °C nebo < 36 °C + jeden další faktor:

– neutropenie ≥ 10 dní v předchozích dnech 
– vysoké dávky imunosupresiv v předchozích 30 dnech
– invazivní mykóza při předchozí imunosupresivní léčbě
– AIDS

• známky a projevy suspektní z GvHD ≥ 2. stupně
• dlouhodobá (> 3 týdny) kortikoterapie v předchozích 60 dnech

mikrobiologické faktory
• pozitivní kultivace nebo mikroskopický průkaz Aspergillus spp. ze sputa nebo BAL
• pozitivní kultivace nebo mikroskopický průkaz Aspergillus spp. z aspirátu ze sinusů
• pozitivní antigen – galaktomanan – v BAL, likvoru, krvi (v krvi minimálně ze

dvou konsekutivních odběrů) 

klinické faktory
• musí být relevantní místu odběru infekčního agens a času projevů 

postižení plic
velké kritérium nález na HRCT – nové infiltráty typu: halo sign, air-crescent

sign, kavitace v místě konsolidace plicní tkáně
malé kritérium příznaky postižení dolních dýchacích cest (kašel, bolest

na hrudi, hemoptýza, dušnost)
fyzikální nález pleurálního šelestu 
atypické plicní infiltráty nesplňující „velká“ kritéria
pleurální výpotek

postižení paranazálních dutin
velké kritérium RTG známky invaze do dutin (eroze stěn sinusů nebo expanze

infekce do okolních struktur, destrukce báze lební) 
malé kritérium příznaky infekce horních dýchacích cest (sekrece z nosu, 

nebo ucpaný nos)
ulcerace nosu nebo krusty na sliznici, epistaxe, periorbitální
otok, bolest maxilární oblasti, černé nekrotické léze nebo 
perforace patra 

postižení CNS
velké kritérium RTG průkaz infekce CNS (mastoiditida, parameningeální

ložiska, extradurální empyém, ložiska v mozku nebo v míše)
malé kritérium fokální neurologický nález (křeče, hemiparéza, paréza kraniál-

ních nervů), mentální změny, iritace mening, abnormální bio-
chemický i cytologický nález v likvoru (při negativní kultivaci
jiných patogenů či nálezu maligních buněk)

diseminovaná infekce
příznaky postižení více orgánů/tkání

Poděkování
Práce vznikla z iniciativy a za velké podpory CELL – The CzEch Leukemia Study Group for Life. Dále byla práce podpořena IGA NR
8452-3/2005 a VZ MŠMT č. MSM 6198959223.



Zkratky
5FC flucytosin (nebo 5-fluorocytosin)
APLP analýza délky amplifikovaných

produktů (amplified product
length polymorphism)

ARO anesteziologickou resuscitační
oddělení

ATB antibiotika
ATM antimykotika
BAL bronchoalveolární laváž
cfu jednotky tvořící kolonie (colony

forming units)
CLSI institut pro vytváření standardů

v klinických laboratořích 
(Clincal Laboratory Standard
Institute, USA)

CNS centrální nervový systém
CT počítačová tomografie (com-

puted tomography)
DDC dolní dýchací cesty 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
EDTA etylendiamin tetraoctová

kyselina (ethylenediamine
tetraacetic acid)

EIA enzymoimunoanalýza 
(enzyme immunoassay)

ELISA enzyme-linked immunosorbent
assay 

fg femtogramy
FIC interakční koeficient pro kombi-

naci antimikrobních látek (frac-
tional inhibitory concentration)

FICI FIC index 
G jednotka průměru katétrů
G-CSF granulocytární kolonie stimu-

lující faktor – granulocytární
růstový faktor (granulocyte-
colony stimulating factor)

GIT gastrointestinální trakt
GM galaktomanan
GvHD reakce štěpu proti hostiteli

(Graft versus Host Disease)
HAP nozokomiální pneumonie 

(hospital acquired pneumonia)
HRCT vysoce rozlišovací CT 

(high resolution CT)
HSCT transplantace krvetvorných

buněk (hematopoietic stem
cell transplantation)

IA invazivní aspergilóza
INNO-LiPA INNO-line probe assay
IP index pozitivity 
IPA plicní forma invazivní 

aspergilózy (invasive 
pulmonary aspergillosis)

ISHAM Mezinárodní společnost
pro lékařskou a veterinární
mykologii (International
Society for Human and
Animal Mycology)

kDa kilodalton
LAF laminární proudění vzduchu

(laminary air flow)
HEPA vysoce účinná filtrace

vzduchu (high efficiency
particulate arresting)

MIC minimální inhibiční koncentrace
MSCT multidetektorové CT 

(multislice CT)
NASBA metoda amplifikace RNA

pomocí 3 enzymů 
(nucleic acid sequence-
based amplification)

NCCLS národní komise pro vytvá-
ření standardů v klinických
laboratořích, USA (Natio-

nal Committee on Clinical
Laboratory Standards, USA)

NK nukleová kyselina
NPV negativní prediktivní hodnota

(negative predictive value)
PAS periodic acid Schiff
PCR polymerázová řetězová reakce

(polymerase chain reaction)
PPV pozitivní prediktivní hodnota

(positive predictive value)
PTLD potransplantační lymfoprolife-

rativní choroba (posttransplant
lymfoproliferative disease)

qPCR kvantitativní polymerázová
řetězová reakce

R rezistentní (resitant)
RFLP délkový polymorfizmus restrikč-

ních fragmentů (restriction frag-
ment length polymorphism)

RNA ribonukleová kyselina
RNAáza enzym hydrolyzující fosfodies-

terové vazby RNA 
S citlivý (susceptible)
SDD citlivý v závislosti na dávce 

(susceptible dose dependent) 
SSCP hodnocení konformačního

polymorfizmu jednovláknové
DNA (single-stranded confor-
mational polymorphism)

TKB transplantace krvetvorných
buněk

USA Spojené státy americké
VAP s umělou plicní ventilací aso-

ciované pneumonie (ventilator-
associated pneumonia)

VATS diagnostická biopsie 
cestou videoasistované
torakoskopie 
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