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Mykologicka diagnostika plicnich
aspergilovych infekci se zamérenim

na sérologické metody

Mallatova N.

Pracovisté parazitologie a mykologie, Centralni laboratofe, Nemocnice Ceské Budéjovice, a. s.

SOUHRN

Aspergily jsou ubikvitni houby, které u vnimavych jedinc(
mohou zpUsobit zdvaznad onemocnéni. Nejc¢astéji infikova-
nym organem jsou plice. Zdvaznost onemocnéni je zavisla
na stupni invaze houby do plicni tkang, ta stoupa umeérné
s rozvojem imunodeficitu pacienta. Invazivitu procesu pro-
kdze jednoznacné pouze histologické vysetieni vzorku infi-
kované plicni tkané. Klasické mykologické metody detekuji
mikroskopickymi nebo kultivacnimi technikami pfitomnost
houby ve vySetfovanych vzorcich z dychacich cest. Dale
je mozné prokazat v séru nebo bronchoalveolarni tekutiné

ABSTRACT

Mallatova N.: Mycological diagnosis of pulmonary Aspergillus
infections with a focus on serological methods

Aspergillus are ubiquitous fungi that can cause serious
ilinesses in susceptible individuals. The most commonly
infected organ is the lungs. The severity of the disease
depends on the degree of the invasion of the lung tissue
by fungi, which rises proportionally with the development
of immunodeficiency. The only way to clearly determine
the degree to which the lungs have been invaded is to
carry out a histological examination of a sample of the
infected tissue.

Conventional mycological methods can detect the pre-
sence of the fungus in samples from a patient's airways

uvobD

Aspergily jsou ubikvitni saprofytické houby. Jsou pfitom-
ny v ptidé, vzduchu, na rostlinnych i Zivoc¢i$nych zbyt-
cich, vevodé, potravé. Jsou schopny prezivat v teplotnim
rozmezi 12-65 °C, pfi pH 2,1-8,8. Rod Aspergillus patii mezi
askomycety, do Celedi Eurotiales. Znamo je témér 250
druhfi, rozdélenych do 17 sekci. Nejcastéji uvadénym je
Aspergillus fumigatus sensu stricto ze sekce Fumigati. V této
sekci najdeme pfes 30 druhi, které jsou morfologicky
velmi podobné (napt. Aspergillus lentulus, Aspergillus fimiga-
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specificky aspergilovy antigen galaktomanan a nespecificky
beta-D-glukan. Detekce protilatek proti aspergildm ma
pfinos pouze u chronickych forem onemocnéni.

V ¢lanku se autorka zabyva pfinosem jednotlivych mykolo-
gickych vysetrovacich metod v diagnostice riznych forem
plicni aspergildzy.

KLICOVA SLOVA:
plicni aspergiléza - mikroskopické a kultivacni metody
- galaktomanan - beta-D-glukan - lateral flow device

by using microscopy or culture techniques. Furthermore,
it is possible to determine the presence of the specific
Aspergillus antigen, galactomannan, and of non-specific
beta-D-glucan in the serum or bronchoalveolar lavage
fluid. The detection of antibodies against Aspergillus is
only relevant for chronic forms of the disease.

This article discusses the benefits of different mycological
examination methods in the diagnosis of various forms of
pulmonary aspergillosis.

KEYWORDS:

pulmonary aspergillosis - microscopic examination
- culture methods - galactomannan - beta-D-glucan
- lateral flow device
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tiaffinis, Aspergillus pseudofisheri, Aspergillus hiratsukae, Aspergillus
viridinutans atd.) a v rutinni praxi zlistanou vétsinou skryty
pod oznacenim A. fumigatus. Mezi dalsi vyznamné sku-
piny zminované v souvislosti s lidskym onemocnénim
patfti sekce Flavi, Nigri, Terrei, Nidulante s hlavnimi zastupci
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus
nidulans [1, 2]. Hubka et al. molekularné identifikovali 178
izolath Aspergillus spp. ziskanych z klinickych materiala
v Ceské republice (CR). Identifikovano bylo 32 druhti z 12
sekci. U 46 pacientl s prokidzanou a pravdépodobnou
invazivni aspergilézou (I1A) podle kritérii EORTC/MSG



(European Organisation for Research and Treatment of
Cancer/Mycoses Study Group) byl nejcastéji prokazan
A. fumigatus (70 %), prekvapivé vSak nasledovaly napf.
Aspergillus calidoustus a A. lentulus (oba 7 %) a Aspergillus sydowii
Ci Aspergillus tubingensis (oba 4 %). VSechny izolaty od pa-
cientli s chronickou plicni aspergilézou byly urceny jako
A. fumigatus, ten pievaZoval i u pacientdi s aspergilomem
¢i sinusitidou [3].

Pro rod Aspergillus je typické zakonceni konidioforu mé-
chyfkem porostlym fialidami v jedné ¢i dvou fadach,
jejich usporadani je charakteristické pro jednotlivé dru-
hy. Pfes né uvolniuje houba do prostfedi mikrokonidie
velikosti 2-5 pm. Ty se volné pohybuji vzduchem a ulpi-
vaji na pfedmétech, proto je nejcastéjsi branou vstupu
infekce dychaci trakt a nejcastéji postizenym organem
jsou plice. Spéry mohou pouze kolonizovat sliznice dy-
chacich cest nebo v zavislosti na stupni obranyschopnosti
hostitele mtiZe dojit i k rozvoji infekce. Kolonizace muze
vést k senzibilizaci pacienta a rozvoji alergickych forem
nemoci. U pacientdl s nezavaznym plicnim onemocné-
nim, bez vyrazné systémové poruchy imunity, dochazi ke
vzniku kolonizac¢nich forem onemocnéni oznacovanych
jako aspergilom. Chronické formy pak postihuji pfevaz-
né pacienty se zavaznym onemocnénim plic (chronicka
obstruktivni plicni nemoc [CHOPN], tuberkuléza, fibrézy
atd.), Casto 1écené kortikoidy. Pfi vyrazném snizeni obra-
nyschopnosti hostitele dochazi k rozvoji invazivni plicni
aspergilézy (IPA), kterd mlze vyustit i v generalizovanou
formu onemocnéni. Jednotlivé klinické syndromy, jejich
diagnostika a 1é¢ba jsou podrobné popsany v doporuce-
ném postupu diagnostiky a 1é¢by plicni aspergilézy pro
pneumology [4]. Spory aspergild pronikaji diky své ve-
likosti snadno do alveolil, u imunodeficitniho hostitele
mohou vykli¢it a rist ve formé vlaken (hyf) azZ do podoby
myecelia. Zakladnim pfedpokladem je dostatek Zivin,
hlavné glukoézy, v okolni tkani. Houba vyuziva hostite-
le jako zdroj stavebnich materiali pro svoji bunécnou
sténu. Béhem rlstu jsou uvoliiovany do okoli nékteré
soucasti bunécné stény aspergili, jako je galaktomanan
(GM), ktery se pak da detekovat v bronchoalveolarni
tekutiné (BAT). U silné imunosuprimovanych pacientti
prorusti houba i cévni sténou (angioinvazivita procesu),
a pak je mozné GM detekovativ séru [5].

Vzhledem k nizké senzitivité kultiva¢nich metod ziskala
detekce GM vyznamné postaveni v diagnostice plicnich

SOUHRNNE SDELENiI

forem aspergilézy, pozitivita GM je jednim ze zdkladnich
parametri pfi rozhodovani o nasazeni antimykotické
terapie. Avsak interpretace vysledku neni jednoducha,
vzdy je nutné posoudit veskeré aspekty spojené s odbérem
materidlu, jeho zpracovanim, souvislost s ostatnimi
vysledky a klinicky stav pacienta.

Hlavnim cilem ¢lanku je pfispét ke spravné interpre-
taci vysledki ziskanych v mykologickych laboratofich
s dlirazem na interpretaci pozitivniho nilezu GM v BAT.

DIAGNOSTICKA KRITERIA

EORTC/MSG publikovala kritéria pro definovani prokaza-
né, pravdépodobné a mozné diagnézy invazivniho fun-
galniho onemocnéni (IFD) [6]. Podle téchto kritérii je IFD
jednoznacné prokazano pouze v pfipadé, Ze je pozitivni
histologicky, mikroskopicky ¢i kultiva¢ni nalez houby
z primarné sterilnich lokalit vykazujicich znamky in-
fekce. Za pravdépodobnou lze diagnézu povazovat tehdy,
pokud u predisponovaného pacienta s klinickymi znam-
kami infekce je prokazan alespon néktery z mikrobiolo-
gickych markert infekce. Mezi né se fadi mikroskopicky
¢i kultiva¢ni priikaz houby z méné validnich klinickych
vzorki (BAT, aspirat z dychacich cest, sekret z paranazal-
nich dutin) nebo pozitivni priikaz biologickych markert
ze séra ¢i jinych télnich tekutin (tab. 1). Molekuldrné ge-
netické metody detekce byly navrZeny mezi diagnosticka
kritéria z divodl nedostatecné standardizace metody
az v lonském roce, zatim ovSem mezi platna kritéria
nepatfi. EORTC/MSG kritéria jsou vychozi i pro dalsi
diagnostické postupy doporucené v intenzivni mediciné
¢i v plicnim 1ékafstvi [7, 8]. Oporu pro vybér vhodnych
diagnostickych postupi a interpretaci nalezii je mozné
hledat také v doporuceni ECIL (European Conference on
Infections in Leukemia) pro uziti klasickych diagnostic-
kych metod i detekce biologickych markerd v klinické
mykologii [9, 10].

LABORATORNI METODY PRINOSNE
V DIAGNOSTICE PLICNi ASPERGILOZY

Mykologické vySetfovaci metody je mozné rozdélit na
klasické (mikroskopie, kultivace) a metody detekujici

Tabulka 1. Diagnosticka kritéria pro IFD vyvolana viaknitymi houbami (upraveno podle [6])

Table 1. Diagnostic criteria for IFD induced by fibrous fungi (adapted from [6])

Diagnosticka jistota

S z lokalit vykazujicich znamky infektu

histologicky, mikroskopicky, kultivac¢ni priikaz houbovych vldken z primarné sterilnich materialt (napt. plicni tkan)

Diagnosticka kritéria

rizikové faktory hostitele

napf. absolutni neutropenie <0,5 x 109/ trvajici déle nez 10 dni, nebo dlouhodoba tj. > 3 tydny kortikoterapie

Pravdépodobna diagnéza ez e il

nutna 3 kritéria

klinické symptomy infekce, charakteristicky ndlez na CT

mykologicka kritéria

(GM v séru, BAT, BDG v séru)

kultivacni, mikroskopicka pozitivita z nesterilnich lokalit (napf. BAT) pozitivita nékterého z biologickych markert

Mozna diagnéza rizikové faktory hostitele

nutna 2 kritéria klinické zndmky
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biologické markery (priikaz houbovych antigend) v kli-
nickych vzorcich. Prikaz protilatek proti nim ma vyznam
u non-neutropenickych pacientdi s chronickym pribé-
hem onemocnéni. Kromé mikrobiologickych metod
maji v diagnostice aspergilézy vyznamnou roli i metody
histologické a v soucasné dobé rychle se rozvijejici meto-
dy molekularné genetické, které ale nejsou pfedmétem
tohoto sdéleni.

Histologické vysSetfeni umozni kromé diagnostiky
houbové infekce prokazat také invazivitu procesu.
Problematické je ovSem ziskani vhodného vzorku (plic-
ni tkan), a proto jsou tato vySetfeni provadéna ztidka,
vétsinou az post mortem. Za standardni metodu pro prikaz
hub je povazovano barveni podle Grocotta, které je diky
stfibfeni velmi kontrastni a umozni dobfe rozeznat tma-
vé zbarvena houbova vlakna. PAS (Periodic Acid Schiff)
je barveni, které cili na glykogen ve tkanich, dokaze
1épe zobrazit okolni struktury a silu invaze houbovych
vlaken. Prokazatelna jsou houbova vlakna i v klasickém
hematoxylin-eosin barveni - obrazek 1 [11]. Pfi inter-
pretaci nalezu je tfeba mit na paméti, ze histologické
barveni neodlisi aspergily od ostatnich hyalohyfomycet.
Aspergily je mozné identifikovat z parafinovych bloc¢kl
tkané s vyuzitim hybridizace insitu nebo pomoci imuno-
histochemickych metod, které vyuzivaji monoklonalni
protilatku k identifikaci houbovych vlaken v bloccich
vySetfované tkané. Materialy poslané k histologické-
mu vySetfeni nejsou diky oSetfeni formaldehydem dale
pouzitelné pro mykologické vySetfeni. Je proto tfeba jiz
pti odbéru myslet na to, ze vzorek bude poslan do vice
laboratofi.

144# 2 J; >

Obr. 1. Aspergilova vlakna v histologickém preparatu, barveni
hematoxylin-eosinem (Patologie Nemocnice C. Budéjovice, a. s.)

Figure 1. Aspergillus filaments in a hematoxylin-eosin stained
histological sample (Pathology Service, Ceské Budgjovice
Hospital, JSC)

MYKOLOGICKE VYSETROVACIi METODY

Odbér Kklinického materialu

Mykologické vySetfeni vzorkidl z dychacich cest miaze
prinést zdsadni diagnosticky poznatek v zavislosti na
druhu a kvalité odebraného materidlu. Za optimalni
povazujeme materidl z dolnich dychacich cest ziskany
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invazivnimi metodami, nejlépe tkan nebo BAT. Prace
Escribano et al. vSak ukazuje na mozny pfinos vySetfeni
ijinych materidlti z dychacich cest. Autoti vySetfili BAT
a nékteré z dalsich material odebranych z dychacich
cest (sputum, trachealni sekret, bronchialni sekret,
pleurdlni tekutina) u 14 pacientl s prokdzanou a prav-
dépodobnou aspergilézou (CHOPN 43 %, hematologic-
ké malignity 22 %). Jednotlivé izolaty Aspergillus spp.
(celkem 155) ze vSech druhti materiald identifikovali
molekuldarné geneticky. V 93 % byly izolované druhy
Aspergillus spp. shodné v BAT a nékterém dal$im mate-
rialu z dychacich cest [12]. Pfesto je nutné kazdy myko-
logicky nalez posuzovat individualné, zvazit moznost
kolonizace dychacich cest (zvlasté postizenych jinym
chronickym procesem) nebo i kontaminace vzorku pii
odbéru ¢i v laboratofti.

Vzorky je tfeba odebrat za ptisné aseptickych podminek
do sterilnich nadobek. Transport do laboratotfe by mél byt
rychly, do dvou hodin je mozné vzorky ponechat pti po-
kojové teploté, pti predpokladané delsi dobé transportu je
tfeba zajistit chladnickovou teplotu (4-8 °C), tkar je mozné
zalit sterilnim fyziologickym roztokem proti vyschnuti
[13, 14]. Vzorky by mély byt zpracovavany v biohazardnich
boxech, aby nedoslo k environmentalni kontaminaci. Pri
skladovani vzorkd v laboratofi je tfeba respektovat postupy
doporucené vyrobci diagnostickych souprav.

KLASICKE MYKOLOGICKE METODY

Mikroskopické vysetfeni

Mikroskopicky 1ze vySetfovat nativni vzorky optickym
mikroskopem po pfidani 20% KOH, déle preparaty barve-
né béznymi mikrobiologickymi postupy (Gram, Giemsa,
Gram-Weigert) nebo fluorescencnim mikroskopem po
obarveni fluorochromy. Rod Aspergillus ma septované
hyfy 3-12 pm §iroké, vétvici se do tvaru pismene V (di-
chotomické vétveni, ihel pod 45 stupni, obr. 2). Metoda
je rychla, levna, nevyhodou je nizka senzitivita [9].
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Obr. 2. Aspergilova vlakna v bronchoalveolarni tekuting,
barveni podle Grama (foto autorka)

Figure 2. Aspergillus filaments in Gram stained bronchoalveolar
lavage fluid (photo by the author)



Mikroskopicky obraz aspergilézy v§ak neni jednoznac-
ny, podobny nalez mizeme vidét i u ostatnich hyalohy-
fomykéz (fuzariéza, scedosporidéza), proto je nezbytny
ikultiva¢ni prikaz agens, ktery umozni jednoznacnou
identifikaci druhu.

Kultivacni vySetfeni

Kultivacni vySetfeni ma v pripadé pozitivniho nalezu
vysokou specificitu (aZ 92%), avsak nizkou senzitivitu
(< 50%) [15]. Vzorky se kultivuji na Sabouraudové agaru,
eventualné s pfidavkem antibiotik (chloramfenikol,
gentamicin) k potlaceni rstu bakterif, pfi teploté 35 az
37 °C. Kmeny rodu Aspergillus tvoii kolonie za 2-7 dni,
pokud je pacient 1écen antimykotiky i pozdéji. Nalez
Aspergillus spp. v hemokultute je obvykle povaZovan za
kontaminaci. Zachyt je velmi vzacny, vétSinou pfi ter-
minalnich fazich akutni IA [9].

K identifikaci houby jsou vyuzivany specifické znaky
mikromorfologické (konidiofor, fialidy, mikrokonidie)
a makromorfologické (barva kolonii, charakter a rych-
lost ristu), které se vice projevi pfeockovanim izolath
na média s vy$§im obsahem Zivin (Czapkav agar, agar
se sladovym extraktem). Identifikace do druhu pomoci
charakteristickych rstovych a mikroskopickych znaki
neni pfesna. A. fumigatus sensu stricto (obr. 3) je v op-
tickém mikroskopu nerozeznatelny od ostatnich dru-
hi rodu Aspergillus sekce Fumigati, napf. A. lentulus nebo
A. fumigatissimus. Jednoznacnou identifikaci poskytnou
molekuldrné genetické metody. Novinkou je metoda
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (Matrix Assisted
Laser Desorption/Ionization - Time of Flight), ktera iden-
tifikuje druhy na zakladé jedine¢ného hmotnostniho
spektra proteinl charakteristického pro dany mikroor-
ganismus. Urcovat takto je mozné ovSem pouze druhy,
které maji sva hmotnostni spektra identifikovana a vlo-
Zena do databaze pristroje [16].

Dalsi z vyhod kultiva¢niho vySetfeni je moznost stanovit
citlivost izolovaného agens k antimykotikim. V sou-
Casné dobé jsou k dispozici standardizované postupy

Obr. 3. Aspergillus fumigatus v optickém mikroskopu (foto
autorka)

Figure 3. Aspergillus fumigatus under an optical microscope
(photo by the author)
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CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) a EUCAST
(European Committee for Antimicrobial Susceptibility
Testing) i komercné vyrabéné testy Etest (bioMérieux,
Marcy 1‘Etoile, Francie) a Sensititre YeastOne (TREK
Diagnostic Systems, Cleveland, USA) umoznujici stano-
vit MIC (minimalni inhibi¢ni koncentraci) ke vSem bézné
pouzivanym systémovym antimykotikim [17, 18, 19].
A. fumigatus je obvykle dobfe citlivy k azolim (vyjma flu-
konazolu, ke kterému je primarné rezistentni) i amfote-
ricinu B. Linden et al. zpracovali multicentrickou studii
(22 center z 19 zemi) a v souboru 3 788 izolatd Aspergillus
sekce Fumigati izolovanych od pacienti s prokidzanou
a pravdépodobnou aspergilézou prokazali rezistenci
k azolm v praméru 3,2 % [20]. Situace v jednotlivych
centrech se v§ak vyznamneé lisila (0-26,1 %). Mortalita
u pacientd s IA vyvolanou rezistentnimi izolaty byla
88%. Pacienti infikovani rezistentnimi izolaty neméli
v anamnéze 1écbu azoly. Autoti podpofili teorii o vzniku
rezistentnich druhu A. fumigatus v pfirodé diky naduzivani
fungicidnich azold v zemédélstvi [21, 22].

U pacientl s chronickou formou aspergildzy, ktefi jsou
dlouhodobé 1é¢eni azoly, dochdzi ke vzniku rezistence
pravdépodobné i diky selekci rezistentnich kment A. fu-
migatus [23]. Expertni skupina v Cele s Paulem Verweijem
doporucuje u pacient s chronickou formou aspergilézy
provadét béhem 1é¢by opakovana kultivacni vySetfeni
sputa, v pripadé pozitivniho nalezu vzdy stanovit MIC,
a to z nékolika izolovanych kolonii soucasné k odhaleni
rezistentnich variant [24].

Problematické jsou ovSem i nékteré dalsi druhy ze sekce
Fumigati jako napt. jiz zminény A. lentulus nebo A. fumiga-
tissimus, které byvaji rezistentni k azoliim i amfoterici-
nu B [25]. Mezi dal$imi druhy rezistentnimi k azolim
byva zmiriovan A. ustus, jako necitlivy k amfotericinu B
A. terreus.

DETEKCE SPECIFICKYCH _
BIOLOGICKYCH MARKERU

Test na pruikaz galaktomananu

GM je termostabilni lipopolysacharid bunéc¢né stény hub
o velikosti 25-75 kDa skladajici se zmananu a imunogen-
nich galaktofuranozylovych fetézci. GM je uvoliiovan do
okoli béhem ristu houby. Kromé aspergilil je pfitomen
i ve sténé dalSich hub, jako jsou napt. rody Penicillium,
Fusarium nebo Alternaria. Mnozstvi uvolnéného GM je
zavislé na velikosti mykotické naloze a na imunitnim
stavu hostitele [5].

Pro detekci GM je celosvétové pouzivana komerc¢ni send-
vicova enzymimunoanalyza (Platelia Aspergillus [BioRad,
Francie|, dale GM ELISA), kterd vyuziva k detekci krysi
monoklonalni protilaitku MADb EB-A2 identifikujici ga-
laktofuranozylové fetézce molekuly GM. Detek¢ni limit
je1ng/ml. Vysledek je udavan jako index pozitivity (IP)
nebo GM index, coz je pomér mezi optickou denzitou
nameétenou ve vySetfovaném vzorku a kontrolnim séru.
Jako pozitivni je hodnocen vzorek s IP > 0,5. PGvodné
byla hrani¢ni hodnota IP > 1,5. Maertens et al. v§ak
prokazali, ze sniZeni hrani¢ni hodnoty IP > 0,5 vede
ke zvySeni senzitivity z 76,3 % na 97,4 % pti snizeni
specificity pouze o 7 % [26]. ECIL doporucuje hodnotit
pacienta jako pozitivniho, pokud ma jeden vzorek s IP >
0,7 nebo 2 za sebou jdouci vzorky s IP > 0,5 [10]. Kritéria
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EORTC jsou méné striktni, postacuje 1vzoreksIP > 0,5.
U pacientd s akutni leukémii je GM ¢asny marker, pfed-
chazi pozitivni klinické a radiologické znamky infekce
0 5-8 dni v 65, respektive 72 % pripadl [27]. ECIL proto
doporucuje monitorovani GM 2krat tydné u pacientd ve
vysokém riziku aspergilézy. Detekce GM v séru ma nej-
vyssi diagnosticky pfinos u neutropenickych pacientt
s hematologickymi malignitami. Pfeiffer et al. uda-
vaji v metaanalyze zahrnujici 27 studii z let 1999-2005
specificitu 89% a senzitivitu 71% [28]. K podobnym vy-
sledktim dosli i Leeflang et al., ktefi zpracovali do své
metaanalyzy 30 studii publikovanych v letech 1998-2007
(senzitivita byla 79% a specificita 82%) [29]. Aktualizace
metaanalyzy z roku 2015 zahrnujici 50 studii a 5 660
pacientd (z toho 586 mélo prokdzanou a pravdépodobnou
I1A) prokazala pfiIP > 0,5 senzitivitu testu 82% a specifici-
tu 81%. Se stoupajicim IP (> 1,5) se sice zvysila specificita
testu, neimeérné vsak klesla senzitivita (93 %, respektive
61 %) [30]. Cordonnier et al. prokazali, Ze hladiny GM
stoupajiu pacientt se zvysujici se neutropenii [31]. GM
mize byt vyuZit i k monitorovani 1é¢by. Vyznamnym
faktorem je i podani antimykotické profylaxe, které
vede naopak ke sniZeni senzitivity testu [32]. Vysoké
negativni prediktivni hodnoty (NPV) testu ukazuji na
znacny pifinos metody pii diferencidlni diagnoéze.
Metoda ma vSak i sva omezeni. Falesna pozitivita je
nejcastéji nalézana pri podavani beta-laktamovych an-
tibiotik, coZ je pravdépodobné zptisobeno kontaminaci
pripravki pti vyrobé. Dalsi castou pfic¢inou falesné poziti-
vity je podani roztoku PlasmaLyte, ktery také muze, diky
biotechnologickému postupu, obsahovat zbytky GM. Pro
ziskani spravného vysledku je tfeba vyloucit PlasmaLyte
z podavani minimalné 24 hodin. Méné castou pri¢inou
fale$né pozitivity mtze byt pfitomnost nékterych jinych
hub nebo i bakterii ve stfevé, ¢i pfitomnost fragmentt
galaktofuranu v potravinach, zvlasté u pacientd s po-
§kozenim intestinalni slizni¢n{ bariéry. Pficinou fale$né
negativity je nejcastéji antimykoticka 1écba [10].
Souprava byla ptivodné standardizovana pouze pro sé-
rum a pozdéji pro BAT. Postupné vsak byla prokdzana
moznost stanoveni GM i v jinych télnich tekutinich
(mozkomisni mok, moc) [33]. ProtozZe aspergilézou jsou
nejcastéji zasazeny plice, ziskala detekce GM v BAT vy-
znamné postaveni. Maertens et al. analyzovali 99 BAT od
pacientli s hematologickymi malignitami. BAT vySetfili
mikroskopicky, kultivacné a na prtkaz GM ELISA meto-
dou [34]. Vyhodnotili senzitivitu, specificitu, NPV a po-
zitivni prediktivni hodnotu (PPV) pfi riznych hodnotach
IP (> 0,5; >1,0; > 1,5; >2,0) v souboru prokdzanych IPA
a prokazanych a pravdépodobnych IPA. Jako optimalni
hodnotu pfi detekci GM z BAT doporucili IP > 1,0, kdy
senzitivita v souboru prokdzanych a pravdépodobnych
IPA byla 91,3 %, specificita 87,7 %, NPV 96 % a PPV 76,3 %.
Zasadni rozdil byl hlavné v PPV, kterd pfi hodnoté
IP > 0,5, byla pouhych 68 %.

GM v BAT ma vysokou senzitivitu i specificitu také u pa-
cientll s nehematologickym onemocnénim (solidni or-
ganové transplantace, CHOPN, pacienti na jednotkach
intenzivni péce). Senzitivita testu souvisi s antigenni
nalozi v misté detekce. Rozvoj houbové infekce a jeji
invazivita probiha v zavislosti na stupni obranyschop-
nosti hostitele. U pacientdl s vysokym stupném imu-
nosuprese houba invaduje béhem rastu v plicni tkani
do okoli v¢etné cévniho systému a uvoliiuje GM, ktery
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je pak detekovatelny v misté loziska infekce i v séru.
U pacientdi s méné vyraznou imunosupresi indukova-
nou napi. dlouhodobou kortikoterapii (CHOPN, plicni
fibrézy) je tendence k angioinvazivité vyrazné nizsi,
rlst houby je pomalejs$i a GM nebyva u téchto pacienti
detekovan v séru, ale pouze v materidlu z dychacich
cest [35, 36]. Detekce z BAT ma tedy vySsi senzitivitu
i specificitu nez detekce ze séra. Guo et al. udavaji ve
své metaanalyze z roku 2010 senzitivitu pro IPA z BAT
86 % a specificitu 89 % pri IP > 0,5 a 85 % a 94 % pti IP
>1,0.[37] Vyskyt faleSné pozitivity je tedy mozné castec-
neé korigovat zvySenim hodnoty IP. To dokazuje i studie
Zhanga et al., ktefi sledovali ptinos detekce GM z BAT
pro diagnostiku IPA u pacientli s CHOPN. Béhem 2 let
shromazdili 125 pacient s CHOPN, z toho 3 s prokaza-
nou a 8 s pravdépodobnou IPA. Pfi hodnoté IP > 0,5 byla
senzitivita, specificita, PPV a NPV 90,9 %, 62,5 %, 25 %
a 98 %. V BAT, ptfi hodnoté IP > 1,0, se senzitivita testu
nezmeénila, ovSem specificita se zvysila na 95 %, PPV
a NPV na 71,4 % a 98,7 %. Kultivacné bylo ve skupiné
s IPA pozitivnich 64 % vzorki, v kontrolni skupiné 14 %
vzorka [38]. Z toho je zfejmé, Ze pfi hodnoceni nalezu
unon-neutropenickych pacientti je nutné mit na pameéti
to, Ze i kolonizace dychacich cest m@ze zpiisobit pozi-
tivitu testu na GM a neodlisi ji ani kultivacni vySetfeni
ze sputa ¢i BAT. To potvrzuje i niz§i specificita testu na
GM u pacientli po transplantaci plic nebo u pacientti
s chronickou aspergilézou, u kterych je kolonizace dy-
chacich cest bez klinickych pfiznak{ popisovana casto
[39, 40]. Detekce GM ze séra a BAT je dnes metodou,
na které je postavena tzv. pravdépodobna diagnéza IA
podle kritérii EORTC/MSG a svoji pozici si ziskala i u dia-
gnostiky chronickych forem. Vzdy je ale tfeba hodnotit
vysledek v souvislosti s dalsimi laboratornimi vysledky,
klinickym nalezem a vysledky zobrazovacich metod.

Lateral flow device (LFD)

LED je detek¢ni test zaloZeny na principu imunochro-
detekci vlaknitych hub v padé [41]. Test vyuziva mono-
klonalni mysi protilatku (MAD JE5), ktera vazZe epitopy ex-
tracelularniho glykoproteinu uvolnujiciho se z bunécné
stény aspergil@ béhem jejich rstu. Vznikly komplex je
detekovan na nitrocelulézové membrané pomoci koloid-
nich partikuli zlata. Komplex antigen-protilatka-zlato
je viditelny v ptipadé pozitivniho vysledku jako prouzek
rlizné intenzity do 10-15 minut po naneseni vySetfované
tekutiny (obr. 4). Jako interni kontrola slouzi imobilizo-
vany komplex mysi protilatky inkorporovany v membra-
né a viditelny v piipadé pozitivniho i negativniho vysled-
ku jako pomérné intenzivné se barvici prouzek. Vyhodou
testu je nenaro¢nd priprava vzorku. Thorton prokazal
i vysokou specificitu MAD JF5, ta se vaZe vyhradné na
antigeny uvoliiujici se béhem rstu hub rodu Aspergillus.
Specialné testoval druhy hub, u kterych je znamo, Ze
mohou vyvolat faleSnou pozitivitu v GM ELISA (rody
Penicillium, Alternaria, Fusarium, Acremonium, Cladosporium...).
Zkiizenda reakce byla pozorovana pouze u nékterych dru-
ht rodu Penicillium. Metaanalyza sedmi studii z let 2008 az
2015 zahrnovala celkem 630 pacientl v riziku IA, z nichZ
278 byly hematologické malignity, 233 mélo onemocnéni
plic, 68 solidni organové transplantace, dalsi pacienti
rizna jind onemocnéni. Prokdzana nebo pravdépodobna
IA byla diagnostikovana u 115 pacientli. Testovano bylo



celkem 220 sér a 430 BAT. Senzitivita a specificita v BAT
byla 86% a 93%, v séru 68% a 87%, nejvyssi byla u pacient
s hematologickymi malignitami, niz§i u pacientd s one-
mocnénim plic [42]. Metoda ma srovnatelnou specificitu
i senzitivitu s CM ELISA i PCR. White et al. demon-
strovali na souboru 103 hematologickych pacientd ve

Obr. 4. Lateral flow device - demonstrace pozitivniho vysledku
(foto autorka)

Figure 4. Lateral flow device - appearance of a positive result
(photo by the author)

vysokém riziku IA (8 prokdzana IA, 14 pravdépodob-
na, 22 mozna, 59 kontrolni skupina) specificitu LFD
odpovidajici PCR (98 vs. 96,6 %) a vyssi nez GM ELISA
(98 vs. 77,3 %). Senzitivita LFD byla niZsi nez PCR (81,8
vs. 95,5 %), avSak vysSsi neZ GM ELISA (81,8 vs. 77,3 %).
[43] Jako velice pozitivni hodnotili autofi rychlost a jed-
noduchost provedeni LFD testu. Metoda zatim neni
zafazena mezi kritéria EORTC pro diagnostiku IA.

Dechovy test

Zajimava z hlediska nekultiva¢ni diagnostiky IPA se jevi
prace Koo et al. publikovana v loriském roce, kdy autoti
identifikovali in vitro sekundarni metabolity (monoter-
peny) specifické pro nékteré klinicky vyznamné druhy
rodu Aspergillus. Nasledné se pokusili o jejich identifikaci
v dechu pacientd se suspektni IA, a to s vysokou Uspés-
nosti (senzitivita 94%, specificita 93%) [44].

DETEKCE NESPECIFICKYCH
BIOLOGICKYCH MARKERU

Test na prikaz beta-D-glukanu (Limulus test)

Beta-D-glukan (BDG) je polysacharid bunécné stény mno-
ha druhi@t mikromycet a je uvoliiovan do okoli v poc¢atec-
nich fazich ristu houby. Detekovan mizZe byt u vétsiny
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z nich (Candida spp., Trichosporon spp., Aspergillus spp.,
Fusarium spp., Acremonium spp., Pneumocystisjirovecii a dal-
§1), u nékterych je obsaZen v prakticky nedetekovatelném
mnozstvi (fad Mucorales, Cryptococcus spp.). Hovotime pro-
to o tzv. panfungalnim antigenu a jeho pfitomnost v séru
pacientt signalizuje bliZze neur¢enou mykotickou infekci.
Test je zaloZen na schopnosti BDG reagovat s lyzatem
amébocytll ostrorepa Limulus polyphenus (odtud nazev
Limulus test) nebo Tachypleus tridentatus, ¢imz dojde k ak-
tivaci serinové protedzy. Rychlost vzniklé kaskadové re-
akce je pak imérna koncentraci BDG ve vzorku. Vznikly
produkt se méfi kolorimetricky nebo turbidimetricky
v zavislosti na druhu pouZzité soupravy. V CR je k dispo-
zici souprava Fungitell™ (Associates of Cape Cod, USA),
detek¢ni limit je 60-80 pg/ml. Senzitivita a specificita
testu je 64-100 % a 45-92 % v zavislosti na typu vySetfova-
né populace a designu studie [10]. Ke zvySeni senzitivity
prispiva duplicitni vySetfovani vzorka [10, 45]. Pfinos
metody pro diagnostiku IA u neutropenickych pacient
zhodnotili ve studii Senn et al., kdy senzitivita a spe-
cificita testu dosahovaly u této skupiny pacientl 63 %
a 93 %. Pozitivni vysledek pfedchdzel nalezu z kla-
sickych mikrobiologickych a radiologickych metod
[46]. Recentni metaanalyzy Karageorgopoulose et al.
a Onishiho et al. potvrdily pfinos detekce BDG u Siroké
skupiny pacientd se suspektni invazivni kandidézou,
1A a zv1asté infekci zptisobenou Preumocystis jirovecii [47,
48]. Za pfinos je povazovana relativné vysoka NPV testu
(73-100 %), PPV je udavana 37-89 %. FaleSné pozitivni
reakce jsou popsany pii kontaktu se zdravotnickymi
prostfedky obsahujicimi D glukany nebo celulézu, coz
je tfeba gaza nebo celulézova membrana pii hemodia-
lyze, dale pfi podani nékterych antibiotik a krevnich
derivatd nebo pti bakteriémii [10]. Nespecifita reakce
arelativné nizka PPV jsou limitujici faktory testu, nic-
méné diky vysoké NPV ma metoda, zvlasté v kombinaci
s GM ELISA ¢i specifickou PCR, své opodstatnéni i pfi
diagnostice IA.

Detekce BDG v BAL neni standardizovana, ojedinélé prace
ukazujina srovnatelnou senzitivitu s GM pti detekci IA,
avsak na vyrazné nizsi specificitu (71 % a 67 %) [49].
Hoenigletal. prezentovali studii srovnavajici GM ELISA,
BDG, LFD, PCR a klasické diagnostické metody na sou-
boru 78 vzorkd BAT ziskanych od pacientii v riziku IPA
(3jista IPA, 14 pravdépodobna, 17 mozna, 44 kontrolni
skupina). Senzitivita GMELISA(IP>0,5), BDG (>80 pg/ml)
a LFD byla srovnatelna (82 % vs. 88 % vs. 88 %), specifi-
cita byla vyrazneé vy$si u GM a LFD testu (95 %) stejné
jako PPV (88 %) ve srovnani s BDG (73 % a 56 %). PCR
provadéné u pacientd s prokdzanou a pravdépodobnou
IPA mélo vysokou specificitu (100%) pfi nizsi senzitivité
(70%). Klasické metody byly limitovany nizkou senziti-
vitou (53%), BDG nizkou PPV i specificitou (56% a 73%).
Zvys$eni hrani¢ni hodnoty IP > 1 u GM ELISA vedlo ke
zvySeni specificity a PPV a sniZeni senzitivity reakce.
Za optimalni autofi povazovali kombinaci GM ELISA (IP
>1) a PCR, kde v souboru prokazanych a pravdépodob-
nych IPA dosahla senzitivita a NPV 100 %. V ptipadé
nemoznosti provést PCR doporucili kombinaci GM
ELISA a LFD [50].

Protilitkova odpovéd
Detekce specifickych anti-aspergilovych protilatek také
neni zatazena mezi kritéria EORTC/MSG. Je to spojeno

201766,¢.4  EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE

179



180

SOUHRNNE SDELENI

hlavné s vyskytem IA, ktera v minulosti postihovala
prevazné neutropenické pacienty, u kterych se rozvoj
protilatkové odpovédi nepredpokladal. Spektrum pa-
cientfi, které postihuje IA, se v§ak v poslednich letech
vyznamneé rozs§ifuje mezi non-neutropenické pacienty.
To vede ke zvysujicimu se zajmu o sérologické metody
detekce protilatek. K dispozici jsou imunoenzymatické,
imunochromatografické, fluorescencni, komplement-
fixacni i hemaglutina¢ni metody. Chybi vSak stu-
die, které by zhodnotily pfinos jednotlivych metod.
Znovuobjeveni se protilatek u pacientd s hematolo-
gickymi malignitami je povazovano za prognosticky
priznivy znak. Naopak pfitomnost protilatek u pfijemci
transplantati z hematopoietickych kmenovych bunék
(HSCT) muiZe signalizovat rozvoj IA v posttransplantacni
fazi [51]. Své misto mezi mykologickymi vySetfovacimi
metodami ma detekce specifickych protilatek tfidy IgG,
stanovovanych vétSinou precipitacni reakci u pacien-
tl s chronickou aspergilézou, pii suspektnim nalezu
v zobrazovacich metodach a pfi klinickych znamkach
chronické plicni infekce [8, 36].

ZAVER

Laboratorni diagnostika plicnich onemocnéni vyvo-
lanych zastupci rodu Aspergillus neposkytuje vétSinou
jednoznacny zavér, proto by vysledky mély byt vzdy
interpretovany zkusenym odbornikem. Pfinos nejcastéji
pouzivanych mykologickych metod je shrnut v tabulce 2.
Zakladnim testem, na kterém je dnes laboratorni dia-
gnostika invazivnich forem plicni aspergilézy postave-
na, je prikaz GM. Pri interpretaci nalezu je tfeba mit na
pameéti vSechny aspekty, které mohou vysledek ovlivnit
- klinicky stav pacienta, jeho 1é¢ba, odbér materialu,
transport, zpracovani v laboratofi i biologické vlastnosti
dané mikromycety. Ke stanoveni diagnoézy a eventualni-
mu doporuceni 1é¢by je pak nutné hodnotit laboratorni
nalez vzdy v kombinaci s klinickymi symptomy, ndle-
zy ze zobrazovacich metod a predispozi¢nimi faktory
pacienta, cozZ vyZzaduje tizkou spolupraci jednotlivych
odbornik.

Tabulka 2. Pfinos mykologickych laboratornich metod v diagnostice plicni aspergilézy (upraveno podle [6, 8, 9, 10])

Table 2. Benefit of mycological laboratory methods in the diagnosis of pulmonary aspergillosis (adapted from [6, 8, 9, 10])

Mikroskopie Kultivace GM v séru GM v BAT BDG Protilatky
Akutni invazivni forma ot . et 4+ s -
Chronicka forma -+ 4t + 4 R St
Aspergilom ++ ot - + - e
Alergicka forma + + - _ B "

+++ silné doporuceno
++ doporuceno
+ okrajové doporuceno
- nedoporuceno

++ recommended

- not recommended
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