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1. Uvod

1.1. Invazivni mykotické infekce u hematoonkologickych nemocnych

Infekce obecné jsou vedle rezistentni nadorové choroby druhou nejCastéj$i ptfi¢inou smrti u
nemocnych s hematologickou malignitou V. Pi¢in jejich zvy$ené nachylnosti k témto komplikacim

je cela fada *?).
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s hematologickym nadorovym onemocnénim setkat, jsou invazivni mykdézy. Ve srovnani
s bakterialnimi infekcemi je jejich vyskyt sice jednoznacné méné Casty, na druhou stranu jejich

incidence dramaticky nariista a morbidita a mortalita s nimi spojend je vyrazn& vyssi *°).

V poslednich nékolika letech jsme svédky vyznamnych zmén v epidemiologii, diagnostice a 1é¢be

invazivnich mykotickych infekci ©.
Epidemiologie

Béhem poslednich 10 let doSlo k vyznamnému nariistu frekvence invazivnich mykotickych infekei
u hematoonkologickych pacientii . Hlavni pfi¢inou je nariistajici po&et nemocnych, kte¥i jsou
1é¢eni agresivnimi protinadorovymi léky a/nebo podstupuji vyrazné imunosuprimujici terapeutické
postupy (alogenni transplantace krvetvorné tkané, 1écba primarné rezistentnich onemocnéni,
pouzivani monoklonalnich protilatek aj.). Incidence invazivnich mykotickych infekci pak zavisi na
typu hematologického onemocnéni, intenzité a typu protinadorové 1é¢by. Pohybuje se od méné nez
0,5% u onemocnéni jako je chronicka lymfatickd leukémie, mnohocetny myelom nebo Hodgkinské
i non-Hodgkinské lymfomy pies 4% u nemocnych s akutni lymfoblasticku leukémii az po incidenci
7% u pacientd s akutni myeloidni leukémii 7. Podobn& je frekvence invazivnich mykotickych
infekci u autolognich transplantaci pod 2% v porovnani s alogennimi, kde se pohybuje mezi 15-

25% 3.



Nejcastéjsimi ptivodei jsou stale zastupci rodi Candida a Aspergillus, nicméné¢ se vyznamné
zménil pomér v jejich zastoupeni. Zatimco vyskyt invazivnich kandidéoz od konce minulého
tisicileti trvale klesa (pfedevsim diky masivnimu rozsiteni flukonazolové profylaxe), pocet infekci
zpasobenych vldknitymi houbami vyznamné nartista ®'%. V absolutni v&t§ing se jedna o invazivni
aspergilozu, ktera je dnes nejfrekventnéjSi invazivni mykotickou infekci u vysoce rizikovych
hematoonkologickych nemocnych — pacientd sakutni myeloidni leukémii a po alogenni
transplantaci krvetvorné tkang ¢! 2°°* 2 Navic stale nabyvaji na vyznamu infekce vyvolané dalimi
vlaknitymi houbami, zejména zygomycetami (Mucor spp., Rhizomucor spp., Rhizopus spp.). Jejich

vyskyt je sice stale raritni, ale béhem poslednich n&kolika let se vyznamng zvysil > 9.

Podrobnou analyzu epidemiologie a rizikovych faktorii predklad4 souhrnna prace autora s ndzvem
»Invazivni mykotické infekce u onkologickych nemocnych: zmény v diagnostice a epidemiologii*

ktera je ptilohou €.1 této kapitoly.
Stanoveni diagnozy invazivnich mykotickych infekei

Jednoznaén€ nejvétsim problémem diagnostiky je nedostatecnd senzitivita ,konven¢nich®
diagnostickych metod — tzn. korelace klinickych a/nebo radiologickych ptiznakt s kultivaénim
a/nebo histologickym prikazem mykotického patogena v primarné sterilnim materidlu (krev,
biopsie). Néekteré klinické priznaky a radiologické nalezy mohou byt u nemocnych s omezenou
moznosti zanétlivé odpovedi pozdni a nespecifické. Také kultivacni vySetieni jsou Casto negativni
nebo pozdné pozitivni a histopatologickd diagnoéza, kterda vyzaduje invazivni proceduru k ziskani

vzorku tkang, je u kritickych a pancytopenickych pacientil jen velmi obtizng proveditelna ‘57

Vsechny zminéné limitace vedly k prudkému rozvoji tzv. ,,nekultivacnich* diagnostickych metod,
které jsou zamétfeny zejména na detekci povrchovych antigenti hub nebo fungéalni DNA.
Jednoznaéné nejvétSich pokrokii bylo dosazeno v Casné diagnostice invazivni aspergilézy. U
invazivni kandidézy jsou nekultivaéni metody prozatim malo presvédcivé a u infekei vyvolanych
ostatnimi houbami stale na tGrovni vyzkumu. Je vSak nutno vzdy zdidraznit, ze konvecni
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mikrobiologické a histologické diagnostické ptistupy jsou stale zdkladem pro stanoveni definitivni
diagnozy hlubokych mykotickych infekei a slouzi jako konfirma¢ni postupy pfi posuzovani ptinosu

novych diagnostickych postupt .

Podrobné informace o moznostech diagnostiky jednotlivych invazivnich mykoéz jsou podéany
v piehledné praci autora ,Invazivni mykotické infekce u onkologickych nemocnych: zmény

v diagnostice a epidemiologii®, ktera je ptilohou €.1 této kapitoly.

Nekultiva¢ni metody pouzitelné pro diagnostiku hlubokych mykoéz

Jak bylo feceno vyse, limitace konvencnich diagnostickych ptistupi vedla k vyznamnému rozvoji
“nekultivacnich” metod. Jejich cilem je zvysit pravdépodobnost stanoveni spravné diagnozy u
nemocnych v riziku nebo s podezienim na infekci. V obou ptipadech je vysledkem zkraceni doby

do definitivni diagndzy a ¢asné nasazeni cilené tzv. ,,pre-emptivni* antimykotické 1écby.

Plati, ze idedlni marker pro nekultivacni diagnostiku invazivnich mykotickych infekci by mél: a)
byt schopen zachytit infekci v jeji ¢asné fazi; b) byt spojen s infekci ne s pouhou kolonizaci
mikroorganismem; ¢) byt specificky pro patogen, ktery je detekovan; d) nemé¢l by zkiizené reagovat
s lidskym DNA, respektive DNA jinych mikroorganismt; e) test by mél byt technicky jednoduse
proveditelny a mé&l by byt standardizovan a validovan !®.

Nekultivaéni metody pouzivané pro casnou diagnostiku invazivnich mykotickych infekci lze

obecné délit na molekularné biologické a sérologické (imunologické).

Metody molekularné biologické vyuzivaji moznosti detekovat nukleové kyseliny mykotickych
patogenit pomoci riznych variant polymerazové tetézové reakce (PCR). Maji svilj jednoznaény
vyznam ve zrychleni a zpfesnéni identifikace hub a jejich zachytu v bioptickych materidlech.
Ovsem vyuZiti je omezené, protoZe doposud nebyla standardizovana optimalni metodika, vysledky

mezilaboratorniho srovnavani jsou nepiesvédcivé. Vysledkem je, ze na zadklad¢é pozitivity PCR



metod zatim nelze zah4jit preemptivni terapii > ' 2*). Jednotlivé aspekty molekularng biologické
diagnostiky invazivni aspergilézy jsou analyzovany v ptehledném c¢lanku ,,Detekce invazivni
aspergilozy pomoci PCR a real-time PCR — prednosti a tskali, ktery je ptilohou ¢.2. Velky diraz
je ale také kladen na ¢asnou diagnostiku zygomykoz — a dosud nejvice nadéjnym postupem je praveé

molekularné biologické vySetfeni materidlu ziskaného bronchoalveolarni lavazi.

Druha skupina nekultiva¢nich metod vyuziva detekci antigenti (nej€asteji antigenti bunééné stény)
hub nebo protilatek proti nim v séru nebo jinych télesnych tekutinach. Tyto metody jsou obecné
nazyvany metodami sérologickymi (imunologickymi). V jejich rdmci byla testovana celd tfada
piistupil, nicméné vétsiho uplatnéni a klinického vyznamu dosdhlo pouze nékolik z nich: detekce
antigenu galaktomannanu pro invazivni aspergiléozu, detekce mannanu a protilatek proti nému
(antimannanu) v diagnostice invazivni kandidézy a detekce 1,3-B-D glukanu, ktery je

,.panfungalnim® antigenem (& '* 2129,

Podrobné souhrnné informace o jednotlivych sérologickych metodach a jejich vyuZitelnosti pro
casnou diagnostiku invazivnich mykotickych infekci u hematoonkologickych nemocnych byly
publikovany autorem ve formé prehledné prace ,,Casna diagnostika invazivnich mykotickych
infekci u hematoonkologickych nemocnych pomoci sérologickych metod®, které je ptilohou ¢.3 této

kapitoly.
Lécba invazivnich mykotickych infekci

Po mnoho let byl jedinym dostupnym lékem pro 1écbu invazivnich mykéz amfotericin B
deoxycholat. V poslednich 10-20 letech jsme vsak svédky vyznamnych zmén i na poli antimykotik
— na trh vstoupila nova 1ékova skupina azolovych antimykotik - jeji zastupci flukonazol, nésledné
itrakonazol, vorikonazol a relativné recentné¢ posakonazol; amfotericin B byl inkorporovan do tii
forem lipidovych nosicl, s cilem snizit toxicitu ptivodni molekuly; a kone¢né byla vyvinuta zcela
nova lékova skupina — echinokandiny, ktera v sou¢asné dobé ¢&ita jiz t¥i zastupce. Rada novych 1éki
ma mensi toxicitu nez pivodni molekula konvenéniho amfotericinu B (C-AMB) a nékteré z nich
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v uréitych piipadech také vé&tsi efektivitu ?”. Dostupnost novych 1é&ebnych moznosti zménila
tradi¢ni antimykotické postupy a alesponi u ¢asti invazivnich mykoéz také zlepsila vysledky 1écby a

prognézu nemocnych.

Jednotlivé skupiny antimykotik v€etné jejich farmakokinetiky a standardni postupy v 1écbé
nejcastéjSich forem invazivnich mykotickych infekci jsou detailn€é analyzovany v piehledné praci
autora s nazvem ,,LL.écba invazivnich mykotickych infekci u onkologickych nemocnych®, ktera je

pfilohou €. 4 této ivodni Casti.

1.2. Prilohy k uvodni kapitole



1.2.1.

Racil Z., Kocmanova L., Wagnerova B., Kien L., Kfikavova L., Mayer J.:
Invazivni mykotické infekce u onkologickych nemocnych: zmény

v epidemiologii a diagnostice Postgradualni medicina, 9, 2007, 3: 240-252
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Souhrn

Invazivni mykoticks infekoe predstavuji
zavaZnou infekdni komplikach imunokam-
promitovarych nemocnych s nadorovym
onemaocngnim. Ve srovndni s balkderiaini-
mi infekeami je jeiich vskyt jednoznadng
méné Easty, na druhou stranu incidence
invazivnich mykotickdch infeke narlsta
a morbidita a mortalita s nimi spojena je
wyrazné vyEsi, nez je tomu u infekci bak-
terialnich. FrestoZe imvazivini mykidzy po-
stihuji celou skupinu nemocnych s na-
dorovym onemocngnim, je jejich wwskyt
U pacientd se solidnimi nadory spie
vzacny. Naopak velice &asté jsou u ne-
macnych s hematologickymi malignita-
mi, a to pradevBim je-li soudasti 1Edebné-
ho rezimu transplantace krvetvorng tka-
n&.a

Ffedchazejici dvé desstilsti pfinesly w-
Znamné zmeny v epidemiclogii invaziv-
nich mykaz a béhem poslednich nékolika
malo let pak doslo | ke znadnym pokro-
kim v diagnostice a lééhE tachto velmi
zavaZnych infekci,

240 m www. postgradmed.cz
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rizikové faktory * klinické priznaky
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Puvodei invazivnich
mykotickych infekci

Vice nef devadesat procent imvazivnich
mykctickych infekel u nemeocnych s nado-
rovm onemaocn&nim je vyvoldno kmeny
Candida spp. a Aspergiius spp. Micmens
stéle GastE se miZeme setkat | s infekce-
mi wyvolarymi takzvarmi vzacnymi miy-
katickymi patogeny, jako jsou piedevim
mikromycety tfidy Zygomycetes (Rhizo-
mucor spp., Rhzopus spp., Mucor spp.,
Absidia spp.), Fusanum spp., a eventuding
i nékters calsi, waloven® vzacné houby
|Alfarmana spp., Scedosponum spp. al.).®
PfestoZe je popsano pfes 100 druhd
kandid, vice neZ 95 % viech Invazivnich
infekel wolavd pouze 5 2 nich: C. albi-
cans, C. glabrata, C. parapsiiosis, C. fro-
picalis, C. krusel, Kmeny kvasinek jsou

bEErwmi komerzaly povrchu lidskeho téla
{pfedevBim sliznic tréviciho dstroji. Meni
proto plekvapenim, Ze v&tSina plipa-
dil Invazivni kandidézy u onkologickych,
a zvlasté pak hematoonkologickych ne-
mocrych je infekei endogenni (prostup
kolonizujicich kmenl kvasinek podkoze-
nou shiznici pfi mukozitidé do cirkulace).
MiZe vEak jit | o infekal excgenni, jak je
tomu u wEtSiny kvasinkowch infekel cen-
tralnich Zilnich katétnd (pfencs pledeviim
rukama personalu). -2

Fodobné jako u kandid je take dokumen-
tovdno kolem 100 aspergilovych rodd,
ale naprostou wEtSinu invazivnich infekci
u lidi wvioldva Jen nékolik z nich: A fumi-
gatus, mend Sastgji pak A flavus, A ni-
ger a A. terreus.™ Aspergilove Konidie
jsou ubikvitni a wskytuii se ve vzduchu,
prachu a tlejici pid&, V nemaocniénim pro-
stfedi je pak miZeme nachazet ve vzdu-
chu, sprchach, rezervoarsch vody a kvé-
tina&ich. Jejich mnoZsta ve vzduchu se
wyrazng zwiuje pil riznvch rekonstnuk-
cich a stavebnich Gpravdch v nemocni-
cich a jejich okoli, Invazivni aspergiléza je

Fostgradualni medicina, 2007, 9, &. 3

11



tedy infekel exogenni, kdy infekei u imu-
nokompromitovanych nemocnych wywo-
laji inhalované konidie.!" 2

Také invazivni zygomykdza a fusaridza
jsou infekce exogenni. Konidie zygomy-
cet a fusarii jsou opét ubikvitni a vyskytuji
se v prachu, stojici vodé a tlgjicl vegetaci.
K infekci dochézi inhalaci, ingesci, even-
tualng i kontaminaci ran. U zygomykoz
dominuje pfenos inhaladni cestou a po-
dobné jako u aspergilowych kmenl mize
dajit k nozokomialnimu rozéifeni zygormy-
cet kimatizaci a op&t pfedevsim v obdobi
rekonstrukenich praci. U fusaridzy je ved-
le inhalaéni cesty velmi ¢astou branou
vstupu infekes do organismu kontamina-
ce drobnych koznich poranéni 2

Epidemiologie

Béhem poslednich dvou dekad doslo
k signifikantnimu nardstu frekvence wy-
skytu invazivnich mykotickych infeker.™
Pfiginou tohoto stavu je neustale narlsta-
jici pocet zavazné imunokompromitova-
nych nemocnych. Od roku 1980 vyrazné
vzrostl poéet pacientd se solidnimi tu-
mory a hematologickymi onemaocnénimi,
ktefi jsou l&ceni agresivni chemoterapil
vedouci k neutropenii, narostlo wyznamné
mnozstvi transplantaci krvetvorné tkané
(pfedevsim pak alogennich transplantaci
krvetvorne tkang), zvwysil se pocet trans-
plantaci solidnich organd, vice nemoc-
nych je léteno imunosupresivnimi léky
z nejriznéjsich indikaci a jsou lédeni i ne-
mocni ve vyasich vékowych skupinach.™

Frekvence wyskytu invazivnich mykotic-
kych infekei je velmi mala u nemocnych
se solidnimi tumory a pohybuje se pod
2 %. Riziko vaniku mykoticke infekce je
zde wyznamné spojeno s intenzitou lEShy
(s nejwyssi frekvenci invazivnich mykdz,
ktera se vSak pohybuje maximalné kolem
2,5 %, se setkavame u nadorowych one-

rmocnéni plic, jionu, Zluéniku a ovarii).®
Absolutni vétéinu piipadd (> 50 %) tvoff
invazivni kandiddza, a to i v souéasnosti,
na rozdil od nemocnych léSenych pro he-
matologickou malignitu. Ve vice nez 2/3
je zplsobena kmeny Candida albicans.
MNaopak infekce wvolané vidaknitymi hou-
bami jsou u téchto nemocnych velmi
vzacne.* 9

Zcela odlisnou situaci nachazime u pa-
cientd s hematologickou malignitou. Zde
se v zavislosti na charakteru onemocné-
ni, respektive charakteru a intenzité proti-
nadorove lecby, pohybuje frekvence inva-
zivnich mykatickych infekel od 2 % (napf.
autologni transplantace krvetvorné tka-
né) az po 15-25 % (napf. indukeéni lécha
akutni leukémie nelxo alogenni transplan-
tace kivetvorné tkans).®

Pravé u této skupiny onkologickych ne-
mocnych dodlo k nejvétsim zménam ve
spektru invazivnich mykoz. Od zagatku
devadesatych let minulgho stoleti, kdy se
rozéifila masivni profylaxe flukonazolem
u hematoonkologickych nemocnych, tr-
vale klesa incidence invazivnich kandi-
déz.“ 7 8 Tento pokles je vak zpdsoben
pouze snizenim wyskytu kandidemii vywvo-
lanych flukonazol citlivymi kmeny kvasi-
nek (pfedevsim Candida albicans). Ma-
opak ve stejne dobé& doslo k wyznam-
nému procentudinimu nardstu infekei wy-
volanych kmeny s vysokou rezistenci na
flukonazol (C. glabrata a C. krussi), které
jsou v soucasneé dob& piicinou vice nez
poloviny invazivnich kandiddz.® Rezis-
tence téchto kmenl na flukonazol se
vaak v riznych zemich (ale i v riznych
nemocniénich zafizenich) lisi a v Ceské
republice je pfiblizné 20-30 % kmend
Candida glabrata a 90-95 % kmend
Candida krusei na flukonazol rezistentni.
Profylaxe flukonazolem a pokles wyskytu
invazivnich kandidowych infekel u hema-
toonkologickych nemocnych za posled-

nich 20 let jsou viak doprovazeny vy-
raznym naristem incidence invazivnich
mykatickych infekcl wywolanych vldkni-
tymi houbami.@ 7 8 Absolutni v&tsinu
t&chto infekci predstavuje invazivni as-
pergildza, ktera je v souCasne dobé nej-
castéjsi mykdzou u nemocnych po alo-
genni transplantaci krvetvorng tkéné. 8 1a
Incidence infekei vyvolanych ostatnimi
vlaknitymi houbami, a to predevsim inva-
zivni zygomykozy (Mucor spp., Rhizomu-
cor spp., Rhizopus spp.) a invazivni fusa-
riézy (Fusarium spp.), je sice nizka, ale
b&hem poslednich nékolika let zvlasté
ve velkych transplantacnich centrech wy-
znamné narostla. (Tab. 1)

Rizikové faktory

Rizikové faktory invazivni
kandidozy

Pacienti s aktivnim nadorovym onemoc-
nénim patii z divadd imunodeficientnibo
stavu zplsobeného samotnou nadoro-
vou chorobou (neutropenie, poskozeni
integrity sliznic zpisobené timto one-
mocngnim a dald) mezi jedince s vy-
sokym rizikem vzniku nozokomidlni kan-
didémie. Celd fada lééebnych postupl
(kortikoterapie, alemtuzumab, vysoko-
davkovany cytosinarabinozid, zavedeni
centralnho Ziinho katétru) a komplikaci
spojenych s nadorovou charobou {renalni
selhani, nutnost chirurgického wykonu,
pobyt na JIF) a protinadorovou léébou
(neutropenie, mukozitida, GvHD, nutnost
antibioticke lecby, kolonizace kmeny kva-
sinek na sliznicich) pak toto riziko dale
vyznamné zvysuje. Ve srovnani s onkolo-
gickymi nemocnymi, ktefi nemaji vyse
zminéné pfidatné rizikove faktory, pak n-
ziko invazivni kandidézy u nemocnych
s malignitou kaZzda tiida antibiotik zvysu-
je 2krat, centralni Zilni katetr Tkrat, mno-
hodstna kolonizace kvasinkami 10krat

Tab. 1 - Incidence invazivnich mykotickych infekci u jednotlivych skupin onkologickych
nemocnych(®: 4: €
Incidence
Onkologické Invazivni Aspergildza Kandidéza Vzacné
onemocnéni/lécba mykdzy pred zavedenim po zaveden( vlaknité houby
celkem profylaxe profylaxe (zygomykoza,
azoly azoly fusariéza a dalsi)

alogenni transplantace 15-25 % 10-20 % 15-25 % <5% vzacné
krvetvorné tkané
akutni leukémie 10-15 % 10 % 15-20 % =5% VZAcne
autologni transplantace 2-6 % <2% 10 % <5% velmi vzacne
krvetvorné tkang
ostatni hematologické < 5% VZAacné 10 % <2 % velmi vzacne
malignity a solidni tumory
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neutropenie

Tab. 2 - Rizikové faktory invazivni kandidézy!! & 29

mukozitida

centralni Zilni katétr

pobyt na JIP

vék > 70

chirurgicky zakrok na gastrointestinalnim traktu

podavani Sirckospektrych antibiotik

renalni selhani

parenteralni vyziva

reakce Stépu proti hostiteli (GvHD = Graft versus Host Disease)

kolonizace sliznic kvasinkami

protinadorova 1Ecba

kortikoterapie (=1 mg/kg/den po dobu > 3 tydni)

nukleotidove analogy

vysokodavkovany cytosinarabinozid

alemtuzumab

Tab. 3 - Rizikové faktory invazivni aspergilézy!: & 19 20

neutropenie — zvlasté hluboka (neutrofily < 0,1x 10%/1) a prolongovana (=10 dni)

reakce Stépu proti hostiteli (GvHD = Graft versus Host Disease) stupng IIHV

alogenni transplantace krvetvorne tkané se st&pem od HLA neshodného
piibuzeneckého darce nebo se St&pem od nepiibuzeneckého darce

vék nad 40 let

reaktivace CMV po transplantaci krvetvorné tkang

kolonizace dychacich cest kmeny aspergild u vysoce rizikovyeh nemocnyich

protinadorova

kortikoterapie (> 1 mg/kg/den po dobu = 3 tydni)

le€ba/nebo légba GvHD | infliximab

alemtuzumab

a akutni dialyza 18krat. Pobyt na JIP pak
vyznamné usnadfiuje pfenos kmend kva-
sinek mezi nemocnymi, a je proto dile-
Zitym pridatnym rizikowym faktorem. !

Jiz z téchto rizikowych faktord je dobfe vi-
ditelng, Ze preventivni opatfeni (pfede-
v&im redukce pouZivani Sirokospektnich
antibiotik, zlepseni pece o Zini katétry
a disledné dodrzovani postupd zabrafiu-
jicich pfenosu infekce rukama persondlu)
mohou z velks Easti sniZit riziko invazivni
kandiddzy.™ (Tab. 2)

Rizikové faktory invazivni
aspergilozy a infekei vyvolanych
ostatnimi vzacnyvmi viaknitymi
houbami

Invazivni aspergildza postihuje daleko
menal spektrum pacientd ve srovnani
s invazivni kandiddzou, Dvé tretiny ne-
macnych s invazivni aspergildzou tvofi
pacienti s hematologickou malignitou
(véetn& nemaocnych lécenych transplan-
taci krvetvorné tkang). Nejvdtsim rizi-
kowym faktorem pro jeji vznik je tedy he-
rmatologicka malignita a jeji lédha. ™ Dalsi
faktory zvySujici riziko u této skupiny ne-
macnych ukazuje Tab. 3.

Pro invazivni zygomykdzu a fusaridzu

242 m www. postgradmed.cz

opét plati, ze nejvyznamn&jsim rizikowvym
faktorem je hematologicka malignita
vietné transplantace krvetvorné tkané.
Riziko invazivni zygomykdzy pak dale
zvysuje GvHD a jeji 1écba, dlouhodoba
kortikoterapie, terapie desferoxaminem,
diabeticka ketoaciddza, renalni selhani
a expozice rekonstrukeénim pracim v ne-
mocnici. Posledni prace take ukazuji na
urcité zvysene riziko zygomykozy pfi
dlouhodobem podéavani vorikonazolu, Si-
rokospektrého antimykotika, které viak
na zygomykdzy neni iéinné." 3

Hlavnimi rizikovymi faktory invazivni fusa-
ridzy jsou neutropenie a reakce St&pu
proti hostiteli a jeji lécba, zejmena je-li
pouzito vysokych davek kortikoidd, M 312

Klinické projevy

Klinické projevy invazivni
kandidozy

Invazivni kandiddza probiha ve vétsSing
pfipadi pod obrazem izolovang kandi-
demie. Klinickeé manifestace kandidemie
jsou vsak velmi nespecificke. VEtsinou je
jedinym pfiznakem pietrvavajici horecka,
eventudlné septicky stav nereaguijicl na
podavani Sirokospektrjch antibiotik.3

Pravé ze znalosti této situace vychazi
princip empiricke antimykoticke lechy
febrilni neutropenie — horecky u neutro-
penickych nemocnych nereagujici na
5—7denni podavani Sirokospektrych anti-
biotik.

Ffiblizng u 15 % onkclogickych nemaoc-
nych s neutropenii se v pribéhu invazivni
kandiddzy objevi makronodularni rash.
MNejcast&ji je lokalizovan na konéetinach,
ale miZe byt | celatélovy a casto je za-
méfovan za kozni polékovou alergickou
reakci.'® Histologické vySetieni téchto
morf pak prokaze v hlubsich vrstvach
dermis pfitomnost blastokonidii a pseu-
dohyf.'imi'

Hermatogenni cestou miZe infekce dise-
minovat do nejrliznésich tkani a organd.
Teoreticky miize daojit k postizeni jakékoliv
tkané, a potom tedy k rozvoji piiznakd
wyphyvajicich z postizeni téchto organd.
U neutropenickych nemocnych, v&tsinou
s dlouhodobou  hlubokou neutropenil
(napf. u nemocnych leécenych pro akutni
leukemii), je nejcastéjsi formou této tka-
fiove diseminace invazivni kandidozy po-
stizeni jater, sleziny a v nékterych pripa-
dech i ledvin — tzv. hepatosplenicka kan-
diddza.l'

Klinické projevy invazivni
aspergilozy

Vzhledem k inhalacni formé infekee zaci-
na invazivni aspergiloza ve vEtsing pfipa-
dii pod obrazem pneurncnie, jen pfibliz-
né v 5 % piipadd pak pod cbrazem sinu-
sititidy. Infekce miize nasledné opét dise-
minovat hematogenni cestou do nejriiz-
néjsich organd (jétra, CNS, ledviny). U he-
matoonkologickych nemocnych a pre-
deviim pak u pacientd po transplantaci
krvetvorneé tkang k této diseminaci do-
chézi ve 30-50 % pfipadi."® Obr. 1, 2.

Klinické projevy invazivni
zvgomykozy a fusariozy

Invazivni zygomykdza typicky postihuje
rinocerebralni oblast. U neutropenickych
nemocnych se vSak nejCastéji setkame
s formou plicni. Meéné Caste je pak posti-
Zeni kozZni a gastrointestinglni. Typickym
projevem zygomykozy je vaskularni (pre-
devaim arteridlni) invaze a ndsledna trom-
botizace cév s infarzaci a nekrotizaci
okolnich tkani. V okoli postizeni se pak
vytvari pyogenni reakce. |IJ hematoonko-
logickych nemocnych nejcast&jsi, tzv.
plicni forma invazivni zygomykdzy je navic
dopravazena febrilnim stavemn a angioin-
vaze vede k rychle diseminaci infekce do
kontralaterdlni plice a dalsich organd. Vel-
mi charakteristickou viastnosti této inva-
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zivni mykotické infekce je extrémné rych-
la progrese vétdinou s fulminantnim kon-
cem."® Klinicks formy pak ukazuje Tab. 4.
Zatimco u imunokompetentnich nemoc-
nych fusaridza postihuje v&tsinou pouze
misto vstupu mikroorganismu (keratitida,
onychomykdza, kozni infekee), u 75 %
nemacnych s hematologickou malignitou
infekce z mista vstupu do organismu
(kozni léze, dychaci cesty) velice rychle
hematogenng diseminuje." P disemi-
naci infekce mizZe byt postizen prakticky
jakykoliv organ, nicmeng nejcastéji se
setkdme s postizenim kiize (70-90 %),
plic a paranazélnich sind (70-80 %).012
Onemocnéni se pak Klinicky manifestuje
jako febrilni stav nereaguijici na antibic-
tickou lecbu, vEtSinou soudasné s pneu-
maonil, sinusititidou nebo celulitidou v mis-
t& kozni léze, pokud tato byla branou

b 2 — Diseminovana invazivni aspergiloza — postizeni
miyckardu (Epky ukazuji mista postizeni)

vstupu infekce. Jak je zminéno wyie,
u vitsiny nemocnych dochéazi phi dise-
minaci charakteristicky k rozvoji mnoho-
cetnych bolestivych kozZnich 1€z (drobne
ulcerdjici léze, podkozni noduly, erytem),
které mohou vznikat po celém téle, predi-
lekéné viak na konéetindch.'? Klinicky
priib&h onemaocnéni je opét vétainou veli-
ce rychly.

Diagnostika

Historicky byla diagndza invazivni myko-
ticke infekce limitovana korslaci Klinic-
kych piiznakd s kultivaénim nebo histolo-
gickym prikazem patogenu ve sterilnim
Klinickém materialu. Phiznaky invazivnich
mykdz jsou vsak u imunckompromito-
vanych nemocnych s omezenou moz-
nostl zanétlive adpovédi vétsinou pozdni

rinocerebralni forma

Tab. 4 - Klinické formy invazivnhi zygomykézy
a jejich projevy!1€

nejéastési klinicka forma (typicky postihuje nemocné
s diabetickou ketoaciddzou)

piiznaky podobni sinusitidé (bolesti obliceje, ofi);
nasledné dochazl k pfiznakim z rychlé progrese
do struktur oblieje a orbity

teplaty nemusi byt vZzdy pittomny

a karotid

tastou komplikaci je trombdza kaverndznich sind

plicni forma

nejéastéjsl forma onemocnéni u pacientd
s hernatologickou malignitou

projevuje se nespecifickymi piznaky progredujici
pneumonie — horecka, kasel, dusnost; po angicinvazi
miZe vzniknout hemoptyza

gastrointestinalni forma

typicky postihuje nemocné s tézkou malnutrici

nejéastéji postihuje zaludek, ileum, colon

klinicky obraz odpovida piiznakdim
z intraabdomindiniho abscesu

vétsinou je diagndza stanovena aZ sekéné

kozni forma
popéalenin

vznika v mistech drobnych porané&ni, hmyziho vpichu,

dochézi k rychlg progredujicl destrukei kiZze
a k rychléemu Sifeni do podkoznich tkani

diseminovana forma

nejcastéji vznika hematogenni diseminaci plicni formy

Postgradudini medicina, 2007, 9, &. 3

Obr. 3 — Piima mikroskopie barveni podle Grama —
Aspergiius spp. (material sputum)

a nespecifické. KultivaZni vysetieni ze
sterilnich materiald je &asto negativni
anebo pozdné pozitivni a histopatologic-
ka diagnoza, ktera vyZaduje invazivni pro-
ceduru k ziskani vzorku tkané, je u kri-
tickych a pancytopenickych pacientd jen
velmi obtizng proveditelnd."™ 13 Nardst
invazivnich mykotickych infekei a jejich
vysoka mortalita viak vedly k pozadav-
ku Easngjsiho stanoveni diagndzy, a tak
i k tasn&jsimu zahajeni antimykoticke lec-
by s cilem Zzlepsit progndzu nemocnych
5 touto infekcl. Proto dodlo v poslednim
desstileti k rozvoji sérologickych a mole-
kuldrné biologickych metod (tzv. nekulti-
vacnich metod), které tuto diagnostiku
umoziuji. Jednoznaéng nejvétsich po-
krokdl bylo v tomto sméru dosaZeno
v Casne diagnostice invazivni aspergilo-
zy. U invazivni kandiddzy jsou nekultivac-
ni metody prozatim méngé presvédcCive
a u infekei vyvolanych ostatnimi viakni-
tymi houbami stéle na drovni vyzkumu.
Pofad ale plati, ze konvenéni mikrobiclo-
gické a histologické diagnostické pfistu-
py jsou zakladnim kamenem pro definitiv-
ni stanoveni diagndzy invazivni mykoticke
infekce. 1

Uspésna diagndza a l&éba invazivnich
mykdz tedy jednoznaéné vyzaduje ty-
movy piistup zahrnujicl spolupraci Klini-
ki, mikrobiclogll, molekularnich biologti
a patolog.

Metody pro diagnozu invazivnich
mykotickych infekei

Konvenéni mikrobiologické metody
Pfima mikroskopie. Pfima mikroskopie
klinickych materidld je zakladnim a nej-
rychlejsim krokem pro diagnostiku inva-
zivnich mykdz. Mdze pfinést prvni pred-
b&Znou informaci o piitomnosti kvasinek
nebo plisni v klinickem materialu a v né-
kterych phipadech je mozZné podle morfo-
logie struktur orenta&né urcit i pravdé-
podobného plvodce infekce, PFi pfimé
mikroskopii je k barveni natérd z ode-
branych biclogickych vzorkl pouZivano
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Tab. 5 - Charakteristicka mikroskopicka morfologie
nejvyznamné&jSich mykotickych patogenil'?

Mykoticky patogen Charakteristicka mikroskopicka morfologie

Candida spp. ovalng pudici kvasinky 26 pm, moznost pitomnosti
pseudohyfi a v nékterych phipadech i skuteénych
septovanych hyfi

Aspergillus spp. septované dychotomicky se v&tvici hyfy uniformini Sife
(3—6 pm), v kavitach mohou byt viditelng i hlavicky konidii

zygomykdzy Siroke, tenkost&nneg, aseptovang nebo velmi fidce
septované hyfy &ife 6-25 pm), okraje hyfl jsou
nerovnob&Zne a vetvenl je nepravidelng

Fusarium spp. septované, pravidelng se vétvici hyfy s pravidelnym
okrajemn

Mannan

Tab. 6 - Pri¢iny faleSné pozitivity a negativity pFi detekci
mannanu a antimannanu(19

Falesna pozitivita

neni popisovana

Falesna negativita

infekce C. krusei, C. parapsilosis,
C. kefyr

slabsi vazba mezi protilatkou v testu
s mannanem téchto kmend
(rliznd exprese epitopu)

nedostateéna frekvence odbérd

rychla eliminace

vysoky titr protilatek proti mannanu

rychlgjsi eliminace

Antimannan

Falesna poazitivita

kolonizace imunitni odpovéd na antigeny kolonizujicich
kvasinek

Falesna negativita

imunosuprese | nedostatedna tvorba protilétek

Galaktomannan

Tab. 7 - Pri€iny falesSné pozitivity a negativity pri detekci
galaktomannanu(18

Falesna poazitivita

GvHD (reakce st&pu proti hostiteli)

neznama (pravdépodobné tvorba
autoprotilatek)

alogenni transplantace
krvetvorne tkang

posgkozeni integrity GIT pfi mukozitidé
a prinik galaktomannanu ze stravy

predéasng narozeni novorozenci

neznama (pravdépodobné kolonizace
Bifidobacterium spp. a prinik pies
nezralou sliznici GIT)

kontaminace vatou

spoletna glukopyrongza

Bifidobacterium spp. (kolonizace)

molekularni podobnost povrchowych
antigend

Penicillium marneffel (infekce nebo
kontaminace vzorku)

sdileny galaktomannan

co-amoxicilin, ampicilin)

antibiotika (piperacilin‘tazobaktam,

piimés galaktomannanu

Falesna negativita

protilatky proti galaktomannanu

tvorba imunokomplexd a zrychlena
eliminace

mald frekvence odbérd

koliséni galaktomannanu b&hem dne
a b&hem dndi

profylaxe antimykotiky s Uginnosti
na Aspergillus spp.

nizsi load mykotického patogenu = nizsi
mnoZstvi uvolnéneho galaktomannanu
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Obr. 4 - Kultivace — Candids slbicans

Obr. 5 - Kuttivacs — Asperglius fumigstus

predevsim barveni podle Grama nebo
Giemsy a velice uZitetne je i barveni za
pouZiti flucrescencnich barviv (napf. Cal-
cofluor), kterd se specificky vaZzou na chi-
tin ve sténach hub.

Welkou vyhodou pfimé mikroskopie je
rychlost (wysledky mohou byt k dispozi-
ci jiz do 1 hodiny od odb&ru materidlu).
Newyhodou tohoto vySetieni je relativné
mala senzitivita, ktera je nizsi nez u kulti-
vace, a tedy negativita pfimé mikroskopie
materialu nevylucuje mykotickou infek-
ci"? Obr. 3.

Kultivace. Kultivace kvasinek a plisni
7 biclogickych materiald ma pro diagno-
zZu invazivnich mykéz zasadni wvyznam.
UmeZiiuje presnou identifikaci patogent
a nasledn& je navic mozne vysetfeni jejich
citivosti k antirmykotikdm.

Kultivaéni pnikaz mykotickych patogend
mé viak nékolik limitujicich faktord. Prv-
nim z nich je obecna viastnost kvasinek
a plisni, kterou je obwykle pomalejsi riist,
nez je tomu u vétsiny baktérii. Rychlost
rlistu je odligna u riznych hub. Zatimeo
kvasinky lze kultivaéné prokézat jiz bé-
hem nékolika dnd, uvlaknitych hub mize
byt wsledek wySetfeni k dispozici v inter-
valu az nékolika tydni. Kultivadni prikaz
mykdz, zvlasté pak viaknitych hub, je te-
dy vEtSinou pozdni a invazivni mykdza je
v abdaobl kultivaéniho prikazu vétsinou jiz
ve velmi pokrodilém stavu, '

Druhym limitujicim faktorem kultivace je

-
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Obi. & - Histologie — barveni hematoxilin-sozinem.
Invazivni aspergilbza — postizeni plic.

prediktivnl hodnota prikazu mykotickeho
patogenu v klinickém materialu. Kultivas-
ni prikaz kvasinek nebo plisniv primarmé
sterinim materidlu (hemokultura, mozko-
misni mok, biopsie tkani) ma teméf 100%
prediktivnl hodnotu a je-liv kontextu s kli-
nickym stavem nemocného, pak je dia-
gndza invazivni mykdzy jistd. Ale i v t&ch-
to pfipadech je nutné myslet na moznost
kontaminace (houby se b&zZné nachézi
v prostiedi). Zatimco napfiklad prikaz
kment Candida spp., Cryptococcus spp.
nebo Fusarium spp. z hemokultury je
s vysokou pravdépodobnosti signifikant-
ni, kultivaéni prikaz kmend Aspergillus
spp. (s wyjimkou A. ferreus) nebo Peni-
cillium spp. (s wyjimkou E marneffei) je
s nejvats pravdépodobnosti zpdsoben
kontaminaci pii odb&mu nebo zpracovani
vzorku. Zcela odligna je prediktivni hod-
nota prikazu mykotickych agens z pri-
marné nesterilnich materiald, jako je teku-
tina ziskana bronchoalveolarni lavazi,
sputum, punktaty paranazalnich dutin
nebo moé. V' téchto pfipadech neni pri-
kaz mykotickych patogend povazovan
za dostatecné signifikantni, aby byl dia-
gnostickym kritérem pro invazivni mykd-
zu, nebot se miZe jednat o kolonizaci.
Prediktivni hodnota téchto ndlezd vSak
vyZnamné zavisi na typu mykotického
agens, na charakteru vy3etfovaného ma-
teridlu a na hloubce imunitniho deficitu
nemaocného. "7 Plikladem mize byt kulti-
vaéni nélez mykotickych patogend z ma-
terialu z dychacich cest, kde prediktivni
hodnota je vys& u vlaknitych hub nez
u kvasinek a u vidknitych hub je tim vyaai,
&im hlubai je imunodeficit nemocného.
Obr. 4, 5.

Histologické metody

Histologicky prikaz mykotickych pato-
gendl v primarné steriini tkani pledstavuje
jeden ze zakladnich bodd v diagnostice
invazivnich mykoéz. Jeji velkou wyhodou
je vedle wysoké specificity predevaim
rychlost dostupnosti vysledku wySetieni.

Postgradualni medicina, 2007, 9, &. 3
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Obi. 7 - Histologie - barveni podle Grocootta,
Invazivni aspergiléza — postizeni plic — stejny pacient
jake na Obr. &.

K orientacni identifikaci jednatlivych mik-
roorganismi je vyuzivdana jejich morfolo-
gicka odlisnost. Na druhou stranu pravé
proto, Ze se jedna pouze o morfologicke
hodnoceni (bez nasledného kultivacniho
priikazu), neni mozZna jednoznaéna iden-
tifikace plvodes invazivni mykotické in-
fekce, ktera je nezbytna pro volbu G&in-
ného antimykotika.'” Morfologické cha-
rakteristiky nejéastéjdich plvoded inva-
zivnich mykdz v histologickem vySetfeni
ukazuje Tab. 5.

Standardni histologicke barveni hemato-
xilin-eoczinem dokaZe zobrazit nejen my-
kézu, ale i tkanovou reakci v jejim okoli.
Pro zvyseni pravdépodobnosti zachytu
i malého mnozZstvi mykotickych struktur
ve tkani se viak pouZiva nékolik special-
nich barveni, jako je metoda stiibfeni
podle Grocotta a PAS (periodic acid-
-Schiff). Bohuzel — prestoZe jsou jiZ po-
psany imunofluorescencni metody wy-
uZivajici monoklonalni nebo polyklonal-
ni protilatky zaméfené proti bun&&nym
strukturdm jednotlivych hub, které umoz-
AUl presnéjsi identifikaci pdvodee — ko-
meréné zatim dostupné nejsou. Hlavni
pfitinou je cela fada antigennich podob-
nosti mykotickych patogend, coz vede
Casto ke zkiiZzene reakci, a tak k falesne
pozitivité t&chto metod."™ Obr. 6, 7, 8.
Nekultivaéni metody

Hlavnim divodem rozsifeni téchto metod
je rychla, senzitivni, specificka a neinva-
zivni diagnostika invazivnich mykéz, ktera
by vedla k Sasnemu zahgjeni cilene anti-
mykoticke lechy.

Metody wyuZivajici detekci cytoplazma-
tickych antigend, antigend bunééné sté-
ny nebo protilatek proti nim v seru nebo
jinych télesnych tekutinach pomoci imu-
nologickych nebo biochemickych metod
se souhrnné oznaduji jako sérologicke
metody. Pro sérologickou diagnostiku in-
vazivnich mykoz byla testovana cela fada
metod. Nicméné vétsho uplatnéni a kli-
nickeho wyznamu dosahlo pouze nékolik

Obi. 8 - Histologie - barveni podle Grocootta. lrvazivei
aspergiliza — postizeni GNS —stejny pacient jako na
Obr. 1.

Obr. @ - Detekce galaktomannanu ELISA metodikou -
wysledek reakics (ndsledné je detekovdna intenzita
Zlutého zabarveni)

z nich: detekece antigenu mannanu a pro-
tilatek proti nému (antimannanu) v dia-
gnostice invazivni kandiddzy, detekce
antigenu galaktomannanu pro invazivni
aspergildzu a nové pak detekce antigenu
1,3-B-D glukanu, ktery umozfuje ,pan-
fungalini™ diagnostiku.

Druhou skupinu nekultivacnich metod
pak tvofi metody molekularné biclogicke,
ktere vyuzivaji detekei nukleowych kyselin
mykotickych patogend pomoci riizrych
variant polymerdazové Fetézoveé reakce
(PCR).

Mannan a antimannan. Mannan je hlavni
glykoprotein bunééné stény kvasinek,
ktery se uvolfiuje do télesnych tekutin,
kde pak muzZe byt detekovan. V cirkulaci
velice rychle indukuje tvorbu protilatek
(tzv. antimannant) rdznych tid. Vzniklé
imunitni komplexy jsou pak z ob&hu veli-
ce rychle eliminovany. Pro dspésnou de-
tekci mannanu je tedy nutny frekventni
a opakovany odbér vzorkd séra a take
uvolnéni mannanu z imunokomplexd
zahfatim wvzorku pfi jeho zpracovani.
K mannanemii dochazi pfiblizné u 31—
90 % nemocnych s kandidemil a procen-
to pozitivit je wznamné ovlivnéno celou
fadou faktor(: frekvenci odbérd (nizka
frekvence odbér( vede k faleéné negativi-
t& vysledku), stupném imunodeficitu ne-
mocného, kmenem kandidy vyvolavaji-
cim invazivni infekci (faledn& negativni je
reakce u infekel wyvolanych C. krusel, C.
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Obr. 14 —HRCT plic - invazini aspergildza — postizeni plic. Vwvol obrazu na HRCT u nemocného s 14denni
reutriopenii pe chemeterapli pro akutni mysloidni leukémil, (4) mnohoéetné drobné denzity bilat.; (B) atypicka

Ok, 10 - Fredozadni snimek plic — invazivni aspergiliza
— postizeni plic (kinovité zastieni v pravém laloku na
rozhrani stiedniho a homiho pole a mnohodstng makkes
infiltraty vievo — nespecificky obraz)

Obr 11 = HRCT plic - invaziwni aspergiléza - postizeni
plic {v obou lakecich plie mnohodstng denzity misty az
sphpvajici, majici charakter mEéného

zakalene 7777 CEHD)

Obr 12 - CT mozku — invazivni aspergildza — postizeni
CNS (stejny pacient jako na obrézku 1 a 8)

Obr 13 = CT jater - invazivni aspergiléza — postizeni
jater imnohosetna loZiska v jitrech natina

| postkontrastné hypodenzni; Sipky ukazuji mista
postizeni)

246 m wWww,

. postgradmed.cz

infiltrace |. dx.; (C) kulovitd loZisko = air crescent sign a okelnim infittratem | dx.)

parapsilosis a C. kefyr) a metodou pouzi-
tou k detekci mannanu.™® Dfive pouziva-
na latexova aglutinace méla velmi nizkou
senzitivitu a dnes je jiZ nahrazena sandwi-
chovou ELISA metodou, ktera je wznam-
né citlivéjsi a komeréné dostupna jako
Flatelia Candida Ag (Bio-Rad). Jako pozi-
tivni je v tomto kitu oznatovan vzorek
s hodnotou mannanu vEtai nez 0,5 ng/ml.
K diagnostice invazivni kandiddzy je vy-
uZivana také detekce protilatek proti
mannanu, jiZ zminény tzv. antimannan.
W nasich podminkach je nejcastéji pouzi-
vana opét ELISA metoda detekujici proti-
latky proti mannanu viech tiid, komeréng
dostupna jako Platelia Ab/Ac/Ak (Bio-
Rad). Fii pougiti tohoto testu je pak zjisté-
na hodnota 510 AU/ml oznadovana jako
intermediarni a hodnota = 10 AU/m jako
pozitivni. Klinické wyuZiti detekce proti-
latek je viak znatné limitovano. Pfiginou
je jednak fale&na negativita u imunokom-
promitovanych nemocnych, u kterych
dochazi k produkei ¢asto jen minimalniho
mnoZstl protildtek, a jednak faleSna po-
zitivita U pacient’ se slizniéni kolonizaci
kvasinkami, kdy dochazi k imunitni odpo-
védi na antigeny téchto kolonizujicich
kmend.' (Tab. 6)

Galaktomannan. Galaktomannan je poly-
sacharid bunééné stény hub specificky
pro kmeny aspergild, ktery je uvolfiovan
do séra a télesnych tekutin. K jeho detek-
ci v séru (ale i v jinych télesnych tekuti-

nach) se opét dfive pouZivala metoda la-
texové aglutinace, ktera viak byla nahra-
zena jednoznacné citlvéjsi sandwichovou
ELISA metodou (Platelia Aspergillus EIA,
Bio-Rad). Tento test wwuziva vaziby mono-
Klonalni protilatky na galaktofuranove epi-
topy molekuly galaktomannanu. MnozZstvi
téchto epitopl miZe kolisat mezi jednot-
livymi aspergilovymi kmeny a v riznych
fazich infekce. Pfedpoklada se, ze pro
uvolnéni galaktomannanu z hyf do cir-
kulace je nezbytnd angicinvaze infek-
ce. Stupef angicinvaze pak kolisa v za-
vislosti na imunitnim deficitu nemocného
a stupni poskozeni tkani cytostatiky nebo
radicterapii. Nutnost angiocinvaze je take
vysvétlenim, pro& u nékterych typl as-
pergilovych infekc, jako napf. aspergilo-
mu, kde hyfy rostou v preformovanég duti-
né bez invaze do tkané, je test negativni.
Po priiniku do cirkulace miZze byt galak-
tomannan vazan specifickymi protilat-
kami a vytvaret imunitni komplexy, a tak
veést k faledné negativité testu. Nicmeéné
U imunokompromitovanych nemaocnych,
u kterych je imunitni odpovéd potladena,
se tento mechanismus uplatfivje pravdé-
podobné jen minimaln&.t'7 18

Test je semikvantitativni, vysledek je uda-
van ve formé indexu pozitivity — podilu
opticke denzity testovaného vzorku a op-
tické denzity kontrolniho vzorku, obsahu-
jicho piiblizng 1 ng galaktomannanu/ml.
Hodnota indexu pozitivity, od kterého je

1,3 B-D glukan

Tab. 8 - Priciny faleSné pozitivity a negativity
pri detekci 1,3-B-D glukanu(!?

Falesna poaitivita

hemodialyza s celuldzovou kapsli
(ne polymetylmetakrylatove)

obsahuje (1,3)-8-D-glukan

gaza obsahuje (1,3)-8-D-glukan

intravendzni imunoglobuliny

obsahuje (1,3)-B-D-glukan z celuldzowich
membran pfi zpracovavani krevnich
derivatd

Falesna negativita

neni popisovana
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Tab. 9 - Zobrazovaci metody a jejich pouziti pro diagnostiku invazivnich mykotickych infekci

Metoda

Infekce, u které Ize vyuzit

Nélez

Nevyhody a limitace metody

rtg plic

invazivni aspergiloza,
fusaridza, zygomykdza

infiltraty v plicnim parenchymu

zmény nespecificke
a velmi pozdni

rtg paranazalnich dutin

invazivni aspergiloza, fusaridza

zastinéni dutin

zZmény nespecificke

uzv

hepatosplenicka kandiddza,

hypoechogenni loziska

zmény nespecificke

parenchymatéznich diseminace invazivnich infeker
organu vyvolanych vldknitymi houbami
CT mozku diseminace invazivnich infekcr hypodenzni loZiska zmény nespecificke

vyvolanych vldknitymi houbami

CT paranazalnich dutin

invazivni aspergildza, fusardza

hyperplasticke sliznizni lemy,
event. vwpinéni celych dutin;
Casta destrukee skeletu

HRCT plic

invazivni infekce wyvolana
vlaknityrmi houbami

charakteristickeé zmany;

u neutropenickych nemocnych
take s charakteristickym
vyvojem (bliZe viz text)

nelze od sebe odiisit jednotlive
infekce wyvolang
viaknitymi houbami

Tab. 10 - Diagnostika invazivni kandidézy - vyuziti jednotlivych metod

| senztivita | Specificita | PPV

INPv | Komentat

Konvenéni mikrobiologické metody (kultivace a mikroskopie)

hemokultura cca 50 % temér 100 % MNejwyznamnéjsi material pro diagnostiku invazivni
kandiddzy. Specificita wyrazné klesa, jde-li
o hemokulturu odebranou z Zilnho katétru
(moZna keolonizace zevniho konce katétru).
ostatni sterilni relativné temér 100 % Klinicky méné wyuZitelne — biopsii tkani neni éasto
materialy wysoka moZneé provest u kritickych nemocnych
(mozkomisni mok,
biopsie tkani
a punktaty abscest)

sputum, trachealni
aspirat, tekutina
ziskana BAL

pozitivni kultivace neni kritériem pro diagndzu invazivni kandiddzy — moZna kolonizace

mod

pozitivni kultivace neni vétsinou kritériem pro diagnézu invazivni kandiddzy — znamka
kolonizace/kontaminace, zvlasté u nemocnych s moovym katétrem

Histologie — primarné sterilni materialy

biopsie tkani relativné temér 100 % klinicky méné wyuzitelné — biopsii tkani neni éasto
a punktaty abscesu | wysokd mozZneé provest u kritickych nemocnych
Sérologické metody
mannaniel: 22) 3040 % 08 % 85 % 84 %
antimannani21, 22) 53-67 % 04 % 72 % 87 % casta falesna pozitivita pfi kolonizaci nemocného
kvasinkami
kombinovana 80 % 92-93 % 78 % 93 % predchazi o 6—7 dni pied pozitivni HBIK
detekce mannanu
a antimannanu22)
1,3 B-D glukan(23 81,30 % 87,1 %t 83,8 %A |75,1 %* |pfedchazi 10 dni Klinickou diagnézul®)
A — pro celou skupinu IFI

Zobrazovaci metody

CT, Uzv
parenchymatéznich
organu zejména
jater a sleziny

nutne provedeni u vSech nemocnych s kandidémii pro vylougeni organove diseminace infekce —
zvlagté pfi pretrvavajicl kadidémii (7777) a kandidémii(?777), ktera neni katétrového plvadu

echokardiografie nutne provedeni u vdech nemocnych s kandidemii pfi pretrvavajici kandidemii (777), zvlasté je-li
spojena s hemodynamickou nestabilitou, novym poslechovym nélezem na chlopnich,
a u nemocnych s pfedchozim onemocnénim chlopni

ocni pozadi vhodné provedeni u vdech nemocnych s kandidémii pro vyloueni organove diseminace infekes —

v soucasne dobé vak pozitivni nalez spise vyjimeény
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Tab. 11 - Diagnostika invazivni aspergilézy - vyuziti jednotlivych metod

| senzitivita | Specificita | PPV | NPV | KomentaF
Konvenéni mikrobiologické metody - kultivace
material z dychacich | 40 % 90 %P zavisi na rizikovosti 95 %=
cest (sputum, nemacngho!28!
trachealni aspirat 1. alogenni HSCT,
tekutina ziskana hematologicka
z BAL)#5. 28) malignita,
neutropenie — 72 %
2. autologni HSCT,
kortikoterapie, solidni
tumory — 58 %
3. ostatni— 14 %
ostatni sterilni relativngé temé&f 100 % temer 100 % Klinicky meng wyuzitelng —
materialy wysoka — biopsii tkani neni €asto maozne
(mozkomisni mok, napf. CT provést u kritickych nemocnych
biopsie tkani vedena
a punktaty tenkojehlova
abscesti) biopsie
plic = 71 %27
Konvenéni mikrobiologické metody - cytologie
material z dychacich | 64 % 00 % zavisi na rzikovosti 97 %
cest (sputum, nemocneho — vysoke
trachealni aspirat, riziko — hematologicka
tekutina ziskana malignita, alogenni
z BAL)® HSCT — 84 %
ostatni sterilni relativné temér 100 Y| teméar 100 % Klinicky mené wyuzitelné — biopsii
materialy vysoka — napr. tkani neni ¢asto mozné provest
(mozkomisni mok, CT vedena u kritickych nemocnych
biopsie tkani tenkojehlova
a punktaty abscest) |biopsie plic
=71 %7
Histologie — primarné sterilni materialy
biopsie tkani relativngé temér 100 % | temer 100 % Klinicky mené wyuZitelné — biopsii
a punktaty abscest | vysoka — napf. tkani neni ¢asto mozné proveést
CT vedena u kritickych nemocnych
tenkojehlova
biopsie plic
=71 %k
Sérologické metody
galaktomannan - a7 % 99 % 99 % 98 % pozitivita = 2 a vicekrat IP =/ = 0,5,
sérum(@ specificita stoupa s rizikovosti
nemocného, pozitivita pfedchazi
a7 0 10 dnl klinickou diagnézu®
vyvoj hadnoty IF pii lecbeé koreluje
s [é&ebnou odpovéd/=®
galaktomannan - 85 % 100 % 100 % 88 % pozitivita v tekuting ziskane BAL
tekutina ziskana BAL casto predchazii o nékolik dni
pozitivitu v séru
1,3- B-D glukan® 80,0 % 87,1 %~ 83,8 %* 75,1 %" | predchazi 10 dni Klinickou
diagnézu¥* — pro celou skupinu IFI
Zobrazovaci metody
rtg plic znémky nespecifické a pozdni
HRCT plic Vyhody: pozitivni u 40-50 % neutropenickych Newyhody: zmé&ny na HRCT nejsou jednoznatné
nemocnych s nomalnim rtg plic, pravidelng typicke pro mykoticke infekce, nelze
provadéns HRCT plic zkrati dobu do stanoveni odiisit typ mykoticke infekce s angicinvazi
dg. o 57 dni, charakteristicky vywoj zmén na HRCT
(hallo, atypicka infitrace, air crescent)
u neutropenickych nemocnych

CT paranazalnich
dutin

indikovéano pfi znamkéach postizeni PND — infiltrace asto s invazi do skeletu

CT (UZV)
parenchymatéznich
organi zejména
jater a sleziny,
event. mozku

HSCT 7?77, PND 7277, IFI 7277, PPV 777, NPV 7772

nutneé u nemocnych s Klinickymi znamiami pretrvavaijicl infekee &i organoveho postizeni pro wylouceni
hematogenni diseminace infekce
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Invazivni fusaridéza

Tab. 12 - Diagnostika invazivni fusariézy a zygomykoézy - vyuziti jednotlivych metod

Konvenéni mikrobiologické metody - kultivace a cytologie

hemokultura

ostatnich viaknitych hub

pozitivni u 4060 % pacient(i), zasadni vyznam pro stanoveni diagnézy a odligeni od

ostatni materidly (kizZe, punktat
z paranazalnich dutin, material
z dychacich cest, bioptické materialy)

zasadni wznam pro stanoveni diagndzy a odliseni od ostatnich wiaknitych hub,
pii pozitivnim nalezu a piitomnem klinickem korelatu u imunosuprimovanych
nemocnych je vzhledem k zavaznosti nédlez ve vEtSing phipad interpretovan jako

Kinicky wyznamny
Histologie
biopsie tkani zejména koznich lézi [ Zasto prvni provedené vy&etieni, pro definitivni odlieni nutna kultivace
Sérologické metody

1,3-B-D glukan®

senzitivita specificita PPV

NPV predchazi 10 dni

100,0 % 87,1 %A 83,8 9*

75,1 %~ Klinickou diagndzul

A — pro celou skupinu IF

Zobrazovaci metody - podle mista postiZzeni

rtg plic

znamky nespecificke a pozdni

HRCT plic

vidknitou houbou

zmeny neodlisitelne od invazivni aspergildzy, respektive infekee vyvolang jinou

CT paranazalnich dutin

indikovano pr znamkach postizeni PND — infiltrace €asto s invazi do skeletu

CT (UZV) parenchymatéznich organa,
zejména jater a sleziny, event. mozku

nutné u nemocnych s klinickymi znamkami pretrvavajici infekce &i organového
postiZeni pro vylouceni hematogenni diseminace infekce

Invazivni zygomykdza

Konvenéni mikrobiologické metody - kultivace a cytologie

aspirat z paranazalnich dutin,
material z dychacich cest, eventualné
dalii bioptické materidly (kize,
biopsie strevni, punktaty
parenchymatéznich organ)

jako Klinicky wwznamny

zasadni wznam pro stanoveni diagndzy a odliseni od ostatnich wiaknitych hub,
pii pozitivnim nalezu a piitomnem klinickem korelatu u imunosuprimovanych
nemocnych je vzhledem k zavaznosti nédlez ve v&t&iné piipadd interpretovan

Histologie

biopsie tkani

| 2asto jediné vyaetieni s pozitivni wsledkem, pro definitivni odli§eni nutna kultivace

Sérologické metody

nelze pouzit

Zobrazovaci metody — dle mista postizeni

g plic

znamky nespecificke a pozdni

HRCT plic

vidknitou houbou

zmény neodlisitelné od invazivni aspergildzy, respektive infekce vyvolané jinou

CT paranazalnich dutin

indikovano pfi znamkach postizeni PND — infiltrace €asto s invazi do skeletu

CT (UZV) parenchymatéznich organd,
zejména jater a sleziny, eventualné
mozku

PPV 7277, NPV 777, IFI 7777

nutneé u nemaocnych s klinickymi znamkami pretrvavajici infekce & organoveho
postiZeni pro vylouceni hematogenni diseminace infekce

vzorek oznacovan jako pozitivni, mé pak
velky wznam pro senzitivitu i specificitu
testu. V soucasne dobé je jako pozitivni
oznatovan vzorek s hodnotou indexu po-
Zitivity = 0,5.

Podobné jako u ostatnich nekultivacnich
metod se i pies nesporny vyznam detek-
ce galaktomanannu pro diagnostiku inva-
zivni aspergildézy mizeme setkat s fa-
lednou pozitivitou a negativitou testu. Je-
jich phciny ukazuje Tab. 7.
Galaktomannan Ize s vyhodou detekovat
i v jinych materialech, nez je serum. Nej-
Castéji je vyuZivana detekce galaktoman-
nanu v tekuting ziskane broncheoalveolar-
ni lavazi pro diagnostiku plicni formy in-
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vazivni aspergildzy a mozkomignim moku
pro posouzeni postizeni CNS touto infek-
ci. Obr. 9.

1,3-8-D glukan. 1,3-B-D glukan je hlav-
nim polysacharidem bunééne stény cele
fady hub. Na rozdil od galaktomanannu
je integralni soucasti skeletu bungéne
stény a do okol je uvoliovan pouze pii
rGstu buiiky. Pro jeho detekci v séru je te-
dy vedle angioinvaze nutna i viabilita my-
kotického patogenu. 1,3-B-D glukan je
sice pfitomen v bun&éné sténé véech pa-
togennich hub, ale jeho mnozstvi, a tedy
i tendence k uvolhovani do okoli je u jed-
notlivych patogent odigna, Mize byt te-
dy cznacen jako tzv. panfungdlni marker,

nebot je detekovatelny kromé u nemoc-
nych s invazivni aspergilézou a kandido-
zou take u nemocnych s infekcemi wyvo-
lanymi vzacnymi houbami, jako jsou Fu-
sanum spp., Trnchosporon spp., Saccha-
romyces spp., Acremonium spp. aj. Na
druhou stranu nelze tento test pouzit
k detekci kryptokokové infekee a k dia-
gnostice invazivni zygomykdzy. PFiginou
je pravé wyie zmingné malé mnoZstvi
1,3-8-D glukanu v jejich buné&éne sté-
néll:ﬁ'_l

Pro detekci 1,3-B-D glukanu se pouZiva
takzvany G-test. Tento test vyuZiva schop-
nosti glukanu aktivovat koagulaéni cestu
v lyzdtu amébocytd z kraba Ostrorepa
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amerického. Aktivované koagulaéni enzy-
my pak od&tépuji chromogenni substrat
a je wyhodnocovana zména zabarveni
v Case. Komeréné dostupny G-test se
jmenuje Fungitell (Cape Code), kde jako
pozitivni je oznadovan vzorek s hodnotou
= 80 pg/ml.

Hlavni vyhadou tohoto testu je jeho pan-
fungalita®, newyhodou je jak velka citlivost
(méfeny jsou pikogramove hodnoty poly-
sacharidu), a tak i laboratorni a finanéni
naroénost. | u tohoto testu jsou popiso-
vany faledné pozitivity (Tab. 8).07
Meolekularné biclogické metody. Moleku-
larni biclogie predstavuje velice nadgj-
ny pfistup pro diagnostiku invazivnich
mykdz. Podobné jako u baktérii se zda,
Ze nejslibngjsim pfistupem je kombinace
Sirokospektre PCR (,panfungalni PCR®),
kdy je amplifikovan produkt spolecny té-
mé&f pro vdechny patogenni houby (napf.
185 rBNA) s naslednou specifikaci ampli-
fikovaného produktu pormoci restrikéni
endonukledzové analyzy, sekvenace ne-
bo hybridizace.!'?

\ soucasng dobé& vSak molekulamé bic-
logicke metody stale nepatfi mezi rutinni
postupy pii diagnostice invazivnich my-
koz. Hlavni pficinou je neexistence mezi-
laboratorni standardizace. '™
Zobrazovaci metody

Zobrazovaci metody umoziuji detekovat
orgdnove postiZeni invazivni mykdzou.
ProtoZe hlavni formou invazivni kandidé-
zy je v soucasne dobé izolovana kandi-
demie, neni pfekvapenim, Ze hlavni uplat-
néni nachazi zobrazovaci metody pfi
posuzovani crganoveho postizeni inva-
zivni infekel vyvolanou vidknitymi houba-
mi. Jejich hlavni nevyhodou je, Ze nepfi-
nasl Zadnou informaci o plvodei, ktery
postizeni organd vvolal, a je tedy nutno
je vzdy kombinovat s biopsii a naslednym
histologickym a mikrobiclogickym wySet-
fenim, které pak diagndzu invazivni my-
katicke infekce teprve stanowi. BohuZel,
vzhledem k trombocytopenii a ¢asto i ki-
tickému stavu hematoonkologickych ne-
mocnych s invazivni mykotickou infekei,
biopsie v&tsinou neni mozna. Velkym pfi-
nosem palk v tomto pfipadé& mohou byt
wyse zminéné nekultivatni diagnosticke
metody. Dostupné zobrazovaci metody,
jejich wyuZiti, nejtast&jsi nalezy a limitace
t&chto metod ukazuje Tab. 9.
Jednoznaéné nejvétsl piinos ze zobrazo-
vacich metod pfindsi HRCT plic, a to pfi
diagnostice invazivnich mykatickych in-
fekei vywolanych vidknitymi houbami, pie-
devsim invazivni aspergilozy. HRCT je
pozitivni u 40-50 % nemocnych s inva-
zivni aspergildzou a normalnim nalezem
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na rentgenovém snimku plic. U neutro-
penickych nemocnych maji zmény na
HRCT plic i typicky wwoj. V' Casne fazi in-
fekce se setkavame s takzvanymi ,halo®
pfiznaky (pozitivni u 68 % nemocnych
v 3. den infekce). V pozdni fazi infekce
pak nachazime tzv. ,air crescent” piiznak
(pozitivni u 83 % nermocnych v 14. den in-
fekee). Newhodou HRCT je vBak fakt, Ze
nas dokaze informovat pouze o piitom-
nosti infekce plic wvolang viaknitou hou-
bou s angicinvazi, nepfinasi vsak informaci
0 eticlogii této infekce. Nejcastéji jde sice
0 invazivni aspergildzu, ale stejny obraz
miZeme nachdzet i u invazivni zygomyka-
zy, eventudng i fusaridzy.@ Obr. 10-14.

Diagnostika jednotlivych
invazivnich mykoz

Wyuziti jednotlivych diagnostickych metod
U nejwyznamnéjsich invazivnich myko-
tickych infekcl ukazuji Tab. 10-12.

Zaver

Poslednich 10-15 let pfedstavuje velmi
wvyznamneé obdobi v oblasti invazivnich
mykatickych infekci u onkologickych ne-
mocnych.

Zwyseni podtu imunosuprimovanych ne-
mocnych, zmény v protinddorove 1&thé,
ale i profylaktické pouzivani antimykotik
vedly k narfistu incidence invazivnich my-
kéz zphsobenych vidknitymi houbami,
zejmeéna pak invazivnich aspergildz. Stale
Casté&ji se viak setkavame i s infekcemi,
které zplsobuji vzacng, dfive zcela raritni
vldknite houby, jako jsou invazivni zygo-
mykdza a fusaridza.

MNa druhou stranu pravé diagnostika inva-
zivni aspergildzy, a to diagnostika nekulti-
vacni, zaznamenala v poslednich letech
zcela zasadni pokroky a umoZiiuje cas-
né&jsi zahajeni cileng antimykoticke 1echy,
tak dilezité pro progndzu nemocnych
s touto infekcl. Nutno vSak podotknout,
Ze nekultivaini diagnostika ostatnich in-
vazivnich mykoz, a to véetné invazivni
kandidozy, je stale spige ve fazi wzkumu,
zcela jisté ne rutinniho pouzZivani. Ale i zde
lze v nékolika nasleduijicich letech (pfe-
devsim po vétsich zkusenostech s detek-
ci 1,3 B-D glukanu a standardizaci PCR
metod) odekavat podobné pozitivni zmé-
ny ve viasné diagnostice, a tak i v [E¢hé
téchto zavazny infekel.
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Detekce invazivni aspergilézy pomoci PCR a real-time PCR -
prednosti a askali

M. LENGEROVAL, Z. RACIL2, K. HRNCIROVAL, J. LOCHMANOVA?, D. DVORAKOVAL, J. MAYER12

!Centrum molekuldmi biologie a genové terapie, Interni hematoonkologicka klinika, FN Brno
nterni hematoonkologicka klinika, FN Bmo

SOUHRN

Lengerova M., Raéil Z., Hrnéifova K., Lochmanovi J., Dvofakova D., Mayer J.: Detekce invazivni aspergilézy pomoci PCR a realti-
me PCR - pfednosti a tskali

Piestoze PCR detekce mykotickych pategent v klinickych vzorcich se na strankach odbornych éasopisii objevuje jiz vice nez dvacet
let, je pouziti této metody pro rutinni diagnostiku invazivni aspergilozy stile diskutabilni. A to i piesto, Ze metody molekularni biolo-
gie jiz naily své stalé misto v mnoha odvétvich moderni mikrobiologie. Genotypizace bakterialnich kment rezistentnich na antibioti-
ka, molekularni epidemiologie, ale i rutinni detekee, napf. virovych infekei z nejriznéjsich klinickych materiald je v dneini dobé zce-
la béznou praxi. Ve viech téchto oblastech znamenalo zavedeni metody PCR diagnostiky zrychleni, zpfesnéni a zjednoduseni celého
procesu. Tento piehledovy ¢lanek ma za cil ukazat, v éem je detekee pavoded mykotickych infeked jina a proc se ji dosud nepodafilo
zavést do rutinni praxe.

Klicova slova: PCR, real-time PCR, Aspergillus sp., invazivni aspergiloza

SUMMARY

Lengerova M., Racil Z., Hrncifova K., Lochmanova J., Dvofdkova D., Mayer J: Detection of invasive aspergillosis by PCR and
real-time PCR — benefits and drawbacks

PCR detection of fungal pathogens in clinical samples has been discussed in journals for more than two decades. However, its use for
diagnosing invasive aspergillosis is still controversial, despite the fact that molecular methods are routinely used in various fields of
modern microbiology. These are e. g. genotyping of bacterial strains resistant to antibiotics, molecular epidemiology or routine detec-
tion of viral infections in clinical material. PCR methods have made the diagnostic applications faster, simpler and more accurate. This
review deals with issues related to molecular methods for diagnosing invasive fungal infections and the main factors limiting their use
in everyday clinical practice.

Keywords: PCR, real-ttme PCR, Aspergillus sp., invasive aspergillosis
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Uvod

Aspergillus sp. je saprofytickd plisei, kterd md v Zivotnim
prostiedi dileZitou roli v metabolizmu uhliku a dusiku. Jeji
piirozenou nikou je ptda, kde roste se podili na rozkladu or-
ganického substritu. V rdmei svého reprodukéniho cyklu
produkuje kazdy organizmus tisice konidii, které se uvoliu-
ji do prostiedi. Konidie Fady druhfi, véetné patogennich pro
¢lovéka, jsou velmi malé (2-3 um), takZe se mohou pfi
vdechnuti dostat az do plicnich alveoli. Inhalace konidii
imunokompetentnimi jedinci nevede obvykle k Zidnému
klinické mu projevu, k jejich eradikaci z dychacich cest staci
bézné tkinové obranné mechanizmy a mechanizmy vrozené
bunééné imunity. Jeité v nedivné dobé byl rod Aspergillus
povazovan za pomérné slabého patogena zptisobujiciho pie-
vizné alergické projevy u osob dlouhodobé vystavenych
prostiedi s velkym vyskytem plisni (napf. pracujici v zemé-
délstvi). Spolu s tim, jak se imunosupresivni 1é¢ba stiva
agresivnéjsi a imunokompromitovanych pacientdi piibyva,

se viak situace dramaticky zménila [1,2.3].

U téchto pacientli Aspergillus sp. zpiisobuje predeviim
infekee dolnich a vyznamné méné castéji hornich dychacich
cest (neinvazivni — aspergilom, invazivni — pneumonie,
sinusitida). Pfiblizné u 20 % nemocnych pak dochdzi k di-
seminaci procesu z plic hematogenni cestou s ndslednym
postizenim pfedeviim centrdlni nervové soustavy a paren-
chymatdznich orgdni (jdtra, slezina). Postizen miiZe byt ale
teoreticky jakykoliv orgin.

Za vice nez 90 % aspergilovych infekei je zodpovédny
druh A. fumigatus. K tomuto prvenstvi piispivd nékolik fak-
torli — zejména malé spory tohoto druhu, rychly riist myce-
lia pfi teploté 37 °C a skromné nutriéni poZadavky [4]. In-
fekce u lidi mohou zpiisobovat také dalsi druhy — A. flavus,
A. terreus, A. niger a A. nidulans.

Pro prognézu nemocnych md zdsadni vyznam &asné za-
hdjeni antimy kotické 1écby, a tedy i Casné stanoveni diagnd-
zy. Vzhledem k tomu, Ze konvenéni diagnostické metody
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(kultivace, cytologie, zobrazovaci metody) ¢asto ve své sen-
zitivitd a Casnosti selhdvaji, doslo v poslednich letech k roz-
voji nekultivaénich diagnostickych metod. Mezi tyto, vedle
metod imunologickych (detekujici antigeny mykotickych
patogenti), patf priavé i PCR (z angl. polymerase chain re-
action, polymerdzovi fetdzové reakce) diagnostika. Uspéind
detekee mykotickych patogenti pomoci PCR md nékolik zd-
kladni kamenii — vybér vhodného klinického materidlu pro
testovdni, izolaci DNA, vybér vhodné PCR metody a v ne-
posledni fadé spravna interpretace vysledki. Bohuzel kazdy
jednotlivy z nich skryvd mnohd uskali.

Vibér vhodného klinického materidlu pro detekci

Mikroskopickd detekee fungdlnich hyf a pozitivni kulti-
vace jinak sterilni tkané jsou samozfejmé nejpfesnéjsi dia-
gnostické metody. bohuzel u vétiiny pacienti je toto mozné
aZ pfi velkém a nevratném poskozeni vnitfnich orgdnt popf.
post mortem. Ziskini materidlu (nejéastéji plicniho paren-
chymu) navic vyZaduje biopsii, kterd je jen velmi obtizné
proveditelnd u kritickych nemocnych s trombocytopenii
a koagulopatii.

V piipadé plicniho postiZeni je u imunokompromitova-
nych pacientii asto provadéna bronchoalveoldrni lavaz
(BAL) za ucelem ziskdni materidlu z dolnich cest dycha-
cich.

Senzitivita a negativni prediktivni hodnota PCR detekce
Aspergillus sp. v BAL dosahuje 90-100 %, ale pozitivni
prediktivni hodnota jen 32-52 % — fale$né pozitivni vysled-
ky jsou tedy pomérné asté. Detekce Aspergillus sp. v tom-
to materidlu totiz miize odrdzet nejen infekci, ale i kolo-
nizaci, popf. kontaminaci. Jestlize
predpokladime, Ze mnoZstvi patogena
je pii kolonizaci niZs{ neZ pfi aktivni
infekei mohlo by pokrok v tomto smé-
ru znamenat zavedeni kvantitativni
PCR [6]. Nastaveni vhodné hranice
pozitivity, napf. na zdkladé poctu kopii
v 1 ml BAL, by potom umoZznilo roz-
délit pacienty do skupin s v&tiim ¢i
mensim rizikem rozvoje invazivni my-
kotické infekce (IFI, z angl. invasive
fungal infections).

BAL je viak také invazivni proce-
durou a jeji provedeni miize byt u &as-
ti nemocnych spojeno s komplikacemi
(krvaceni, zhorfeni ventilatnich para-
metrli). Navic je lavdz provadéna aZ na
zakladé abnormality na zobrazovacich
metoddch, tedy pfi jiZz vétSinou plné
rozvinuté plicni patologii.

Bioptované tkiné ani tekutina
z BAL tedy nejsou vZdy optimalnim
materidlem pro screening nemocnych
s rizikem invazivni aspergilozy.

V klinické praxi je vzorkem, ktery
Ize ziskat relativné snadno a opakova-
né, periferni krev. Detekce fungalni
DNA v periferni krvi je nejcastéjsi sc-
reeningovou  metodou pouZivanou
u pacientii s rizikem rozvoje IFL

5

1
rnm min. min.

Co vlastmé v krvi detekujeme?

Zakladni otizkou, kterou je potfeba zodpovédét, je. jakou
¢ast nebo formu plisfiové buiiky obsahujici DNA v krvi
vlastné detekujeme. Jde o uvolnéné konidie, neviabilni frag-
menty plisiovych hyf, fagocytované Cdsti nebo volnou
DNA? Piitomnost konidii je velmi nepravdépodobnd, proto-
Ze pro jejich tvorbu nemaji plisné v krevnim fe€isti vhodné
prostiedi (neni pFitomno rozhrani se vzduchem). Pfitomnost
volné DNA, jako mozného cile izolace, nelze vylouéit, pro-
toZe bylo publikovino nékolik praci detekujicich DNA
v plazmé [7] a séru [8]. Mennink-Kersten a kol. [9] publi-
kovali, Ze fungilni DNA je do krve uvoliiovina pouze po na-
rudeni hyf napf. v diisledku obrannych mechanizmi hostite-
le nebo autolyzy pfi nedostatku Zivin, Problémy s detekef
fungilni DNA v krvi viak naznacuji, Ze volna DNA patrné
nebude dominantni slozkou.

PouZit{ riiznych technik izolace DNA z riiznych krevnich
frakei pFindsi Casto velmi rozporuplné vysledky. Costa
a kol. [10] publikovali, Ze mnoZstvi DNA ziskané po izolaci
ze séra, plazmy a leukocytil je srovnatelné. Loeffler a kol.
[11] uvadéji, Ze pro detekci Aspergillus sp. je vhodnéjsi pro-
vadét izolaci z plné krve nez z plazmy. White a kol. [12] zji-
stili, Ze po inokulaci DNA izolované ze zndmého mnoZstvi
A. fumigatus a nasledné izolaci pomoci pEistroje pro auto-
matickou izolaci nebyl ani jeden ze vzorki pozitivni (v dis-
kuzi uvddéji, Ze zvolend metoda nebyla pravdépodobné
vhodna pro izolaci volné DNA nebo doslo k degradaci DNA
piisobenim DNiz).

Je tedy velmi pravdépodobné, ze DNA je v krvi pfitomna
v riiznych formdch, napf. podle stadia infekece nebo zahije-

Obrazek 1

Schéma izolace DNA pomoci rozbijecich sklen&nych kuligek a kolonky. Vychozim
materialem je zpravidla 5 ml periferni krve (A). V prvnim kroku dochazi k lyzi
erytrocytl pomoci hypotonického roztoku (B). Tento krok je nutny k odstranéni
krevniho barviva hemoglobinu, ktery je znamym inhibitorem PCR. Zbytek bunék
je poté sedimentovan centrifugaci (C) a peletka prfenesena do zkumavky
s lyzaénim roztokem a sklenénymi rozbijecimi kulickami (D). Poté je zkumavka
intenzivné tfepana na vortexu, asi 5-15 minut (E). Zbytky bun&éného debrisu
spolu s kulickami jsou opét sedimentovany centrifugaci (F) a supernatant
nanesen na kalonku (G). Na té je selektivné zachycena uvolnéna DNA,
promyta od zbytk( proteind a poté pomaoci roztoku se specifickym pH odmyta

do shémé zkumavky (H).

\,/ )
oy 40

Obrazek 2

Schéma uspofadani podiednotek rDNA a ITS oblasti v genomu A. fumigatus

ITS1 EH ITS2 288
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Obrazek 3
Srovnani sekvenci oblasti 185 rDNA mezi A. fumigatus (GenBank accession number AF548062) a nékterymi airbarne fungi — Acremonium alternatum (AY083232),
Cladosporium cladosporioides (AF548070), Fusarium culmorum (AF548073), Penicillium verruculosum (AF510496). Cerné bloky vyznaduji dseky sekvence hamologické
mezi viemi druhy.
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Ohrazek 4

ni/nezahdjeni antimykotické terapie.
Obecné lze ficl, Ze pfi spravné zvolené
izolaéni metodé je dobrym vychozim ma-
teridlem plnd periferni krev, kterd obsahu-
je jak volnou DNA tak krevni buiky s fa-
gocytovanymi Edsticemi.

druhy

Stanoveni a srovnéni citlivosti izolag-
nich a detekénich metod

Provést absolutni stanoveni citlivosti
pouzivanych izolaénich a detekénich me-
tod je téméF nemozné. BéZné se tato sta-
noveni providéji inokulaci krve od nega-
tivniho pacienta bud izolovanou DNA,
definovanym poétem konidii nebo vliken
plisiiové kultury. Ani jedna z téchto metod
vSak nenf schopnd plné simulovat situaci
v klinickém vzorku. Izolovani DNA ne-
miize poskytnout informaci o situaci, kdy
je DNA vzaviend v odolné bunééné sténé
plisni, konidie se v krvi nevyskytuji
a plesné natitrovat hyty také neni mozné.
Proto musime mit na paméti, Ze srovndni
citlivosti mezi jednotlivymi pracemi
a uvadéné absolutni hodnoty jsou jen vel-
mi orientaéni.

& mezi viemi

' TCTOTG

&

CAGH

kysekvence homologick

cuji dse

ARTTATTRCT I TT A

ATEOARCAT

Vybér metody izolace DNA

Zcela zasadnim krokem pro tspésnou
detekei fungdlnich patogent je izolace
DNA. Velmi i¢innd metoda izolace DNA
je potfebnd zejména z dlivodu malé kon-
centrace cirkulujici fungdlni DNA. V lite-
ratufe se uvadi, Ze v krvi cirkuluje pii my-
kotické  infekci  mnoZstvi DNA
odpovidajici 1 CFU v | ml krve. Pfi béz-
ném odbéru cca 5 ml krve mame tedy
k dispozici cca < 5 CFU na vzorek. Tyto
musime nejprve odizolovat a pak jesté de-
tekovat pomoci PCR. Pokud po izolaci
DNA extrahujeme do vysledného objemu
50 pl - pak je jedna CFU pitomna v kaz-
dych cca 10 pl. Pouzijeme-li toto mnoZstvi
do PCR dostivime se velmi blizko k de-
tekénim limitlim této metody. MiZe se
stit, Ze vznikd tzv. sampling efekt, tedy
jedna z paralel PCR miiZze byt negativni
a jind pozitivni. Ke spravné interpretaci
takovych vysledkii potom pomiiZe opako-
vany odbér vzorkd.

Na rozdil od bunéénych stén bakteridl-

ATCTTOTOHTHCTERAG

kem (U13369). Cerné bloky vyzna

€&

s

HEEE

TrTOARTRAT TTATTA

2 ARHT

-ﬂ
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blasti 185 rDNA mezi A. fumigatus (AF548062) a clow

g ﬁ g nich bunék a obalil virt, které lze rozrugit
5 g pomoci detergenti pfitomnych v lyzac-
£ g nich roztocich vétsiny komeréng doddva-
@ 51 nych izolacnich kitil, je slozeni bunééné
& G stény hub podobné spige buiikdm rostlin-
g ' nym neZ zivo¢isnym (pfitomnost sloZitych
n polysacharidii, jake je glukan, galakto-

mannan, chitin a dalsf). Pfi izolaci fungdl-
ni DNA je proto nutné jeji narufeni me-
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chanicky, chemicky nebo enzymaticky. Srovndnim G&innos-
ti izolace fungdlni DNA pomoci riznych komercnich kiti
[13] a in-house metod [14,15,16] se v posledni dobé zabyva-
lo nékolik praci. Pro mechanické rozbiti se jako nejiéinnéj-
§i ukdzalo rozdrceni mycelii v tekutém dusiku za pouZiti tie-
ci misky a tlouéku. Tento postup lze viak s Gspéchem pouzit
jen pro izolaci DNA z kultur, kdy se DNA ndsledné pouZi-
vi napi. pro genotypizaci plisni. Jeji pouZiti v rutinni dia-
gnostické praxi neni moZné vzhledem tomu, Ze se nejednd
o jednorizovy materidl a hrozila by cross-kontaminace
vzorkl. Dalsi metodou mechanického rozruseni bunéénych
stén je pouziti inertnich sklenénych kuli¢ek a vortexu. Ten-
to postup byl pouZit jednak v nékolika in-house metodéich
izolace a je také zdkladem izolace v nékolika komerénich
kitech. Dalsi zpiisoby, jako napf. sonikace, byly pouZiviny
méné casto. Chemickd metoda rozloZeni houbovych stén
spoéivd v inkubaci vzorku s riiznymi chemickymi inidly —
kyselymi (riizné koncentrovand HCI) nebo zdsaditymi (5M
NaOH), a je opét viceméné na tirovni experimentu.
Nejcastéji pouzivané je enzymatické plisobeni, které spo-
&iva v inkubaci vzorku s roztokem proteolytickych a celulo-
Iytickych enzymd (nejcastéji se jednd o protedzu nebo pro-
teindzu K a roztok zymolydzy nebo lytikazy). Hlavni
nevyhodou tohoto postupuje je pomérné dlouhd doba inku-

Obrazek 5

Schématické znazornéni provedeni panfungalni nested PCR

bace vzorku s enzymy (1h - pies noc). Celkovid doba izola-
ce DNA z plné krve pak trvd nejméné 6 hodin. Tim se sni-
Zuje moZnost pouZiti této metody pro rutinni screeningova
vy setfent.

Zdi se, Ze nejvhodnéjii metodou je kombinace vice riiz-
nych pretreatmentii (oSetieni vzorku mechanicky, chemicky
nebo enzymaticky) a ndsledné izolace DNA na kolonce po-
moci komeréniho kitn. Napf. pouZiti sklenénych kulicek
a vortexu zajisti rozbiti odolnych bunéénych stén, ndslednd
aplikace proteindzy K zlyzuje nadbyteéné lidské buiky
a fungdlni DNA pak izolujeme na kolonce. Na obrdzku 1 je
zndzornéno schéma izolace DNA z plné krve s vyuZitim
sklenénych kulicek a kolonek s pfibliZnou dobou trvani jed-
notlivych krokii.

Po izolaci je velmi vhodné zméfit koncentraci ziskané
DNA, protoze v piipadé izolace z plné krve je fungalni
DNA ziskdna spolu s velkym nadbytkem lidské DNA. Je
nutné mit stle na paméti, Ze zejména pii detekci IDNA ge-
ni existuje zna¢nd homologie mezi sekvencemi lidské
a fungdlni rDNA. V pfitomnosti velkého nadbytku lidské
DNA v PCR reakei primery mohou nespecificky nasedat na
lidskou DNA a timto je inhibovina specifickd amplifikace.

Dalsi moZnost{ jak izolovat fungdlni DNA je pouZiti au-
tomatického izoldtoru (s nebo bez pretreatmentu vzorku)
a pifsluiného kitu. Hlavnimi nevyho-
dami pouZiti je vysokd pofizovaci ce-
na piistrojl, vysoké niklady na jedno-
tlivou analyzu (nékolik tis. K&),
omezené mnoZstvi zpracovaného

o

= ]

vzorku a omezené spektrum detekova-

mista pro nasedant primeri v 185 rDNA sekvenci

externi kolo PCR

nych mykotickych patogent.

Vybér cilové sekvence pro PCR

Mnozstvi fungdlni DNA pfitomné
v krvi je na samé hranici citlivosti
PCR metod. Proto jsou jako cilové se-
kvence pro amplifikaci metodou PCR
nejéastéji pouzivany tzv. multikopiové
geny (jsou v genomu piitomny v desit-

Virzi

kdch az stovkéch kopii). Nejcastéjsimi

hd

interni kolo PCR

cilovymi geny pro PCR detekci jsou
geny pro jadernou ribozomdlni DNA
(rDNA) a mitochondridlni DNA

V genomu A. fumigatus je pritomno
asi 120 kopii rDNA genii a sklddaji se
ze tif podjednotek: 18S rRNA,
5,85 rRNA a 285 rRNA. Mezi jednot-
livymi podjednotkami se pak nachéze-

4+ O m_ g o 2R
I I I

S —— —7 7 Virii

I
" wzzd ., o I

ji oblasti ITS1 (internal transcribed
spacer 1) a ITS2 (internal transcribed
spacer 2) — schéma viz obrizek 2.
Kromé toho, Ze jsou piitomny ve vice
kopiich jsou geny pro rDNA mezidru-
hové hodné konzervované. Proto jsou

V7  (HHH———Hi

Casto pouZiviny k naviZeni primerd

Emm  panfungdlni primery
[0 Aspergillussp. primery [

Candida sp. primery
Fusarium sp. primery

pro tzv. panfungalni PCR (bude vy-
svétleno nize). Pouziti konzervova-
nych tsekd genomu mize byt velkou
vyhodou, ale miiZe také znaéné zkom-
plikovat situaci. Oblasti totiZ nejsou

[188
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konzervované jen mezi jednotlivymi druhy rodu Aspergil-
lus, ale Easto také s ostatnimi plisnémi, napf. takovymi, kte-
ré ¢asto nazyvime ,,air-borne fungi®, tj. plisnémi bézné pii-
tomnymi v prostiedi (obr. 3). Napi homologie oblasti
ITS1-5.85-ITS2 (které patii mezi nejvice variabilni &asti ge-
nu pro rDNA) mezi A. fumigatus a Penicillium sp. dosahu-
je téméf 90 % [17]. To vie je nutné mit na paméti pii navr-
hovin{ primerd. Porovndni sekvenci zvolenych primeri
oproti databdzi sekvenc{ je naprostou nutnosti. Nase zkuge-
nosti vak ukazuji, Ze ani toto neni zdrukou 100% specifici-
ty PCR reakce. Proto je nutné, zejména pi1 zavadéni nové
metody, ovéfit specificitu vznikajicich PCR produkti se-
kvenaci. Suboptimdlni podminky pii PCR reakci mohou
umoznit amplifikaci sekvenci tieba i s nékolika bazovou ne-
shodou (mismatch) proti cilové sekvenci.

Dalsim tiskalim zvolenych primeri miize byt homologie
zvolené sekvence s lidskou tDNA (obr. 4). PiestoZe se jed-
ni o fylogeneticky velmi vzddlené druhy existuje jisty
stupeii homologie. Po podrobngjsi analyze jsme zjistili, né-
které dosud publikované primery vz z principu nemohou
specificky detekovat fungilni DNA (napi. primery N5 a N6
v prici Gutzmer a kol. [18]). Takové primery byly napf.
publikovany ve studiich, které byly casto provadény na la-
boratornich kulturdich, kde nebyla lidski DNA pfitomna.
Pro detekei fungdlni DNA piimo v klinickych vzorcich jsou
ale nepouZitelné.

PCR a real-time PCR
V podstaté lze pouZivané metody rozdélit na dvé zdklad-
ni skupiny — metody panfungdlni a metody specifické.
Panfungalni maji za tikol amplifiko-
vat DNA z homaolognich oblasti geno-
mu nékolika druhti bud' v ramci jedno-
ho rodu [19] nebo 1 nékolika rodi
soucasné [20.21]. Jednd se vEétiinou
o metody kvalitativni (tzn. vysledek je
pouze pozitivni/negativni) — ¢asto ne-

ni a kvantitativni panfungdlni PCR je pouZziti real-time PCR
s fluorescenénim barvivem SYBR Green. V této reakci
vznikaji PCR produkty jako pfi kvalitativni PCR, ale pfi re-
akei jsou jesté do vznikajici dvoufetézcové DNA nespeci-
ficky inkorporoviny molekuly SYBR Greenu. Specifické
produkty Ize od nespecifickych po PCR reakei odlisit pro-
vedenim tzv. analyzy tani PCR produkti (melting analysis).
Spoé¢iva v postupném zahfiviani reakéni smési v rozmezi
teplot 50-99 °C. Pfi vzriistajicl teploté dochdzi k denatura-
ci dvoufetdzcové DNA, uvolnéni molekul SYBR Greenu
a tim vymizeni fluorescence. Specifické a nespecifické pro-
dukty budou v diisledku riizné délky (ale i obsahu GC piri
atd.) denaturovat pfi riizné teploté, a tim je lze odligit. Pou-
Ziti SYBR Green real-time PCR je tedy mozné a bylo po-
psdno [22], ale jeho optimalizace je sloZitd. Navic k jedno-
znaénému uréeni druhu mykotického patogena je Zasto
nutné vysetfeni doplnit o daldi kroky, napf. o sekvenacni
analyzu.

Nejrychlejsi a nespecifiété)$i metodou detekee je pouZiti
real-time PCR se specifickymi sondami. Do soucasné doby
bylo publikovino nékolik desitek praci, které k detekci fun-
gdlnich infekci pouZivaji real-time PCR. Nejcastéji se jedna
o reakce specifické pro jeden rod ¢i druh. V podstaté jsou
pouzity viechny 3 zikladni piistupy, které miizeme u real-
time PCR nalézt — hybridizaéni sondy [10,23,24,2526],
hydrolyzaéni sondy [8,27,28] i molecular beacons [29]. Le-
wis White a kol. [30] publikovali (mezi)ndrodni multicen-
trickou studii srovndni PCR metod pro detekei Aspergillus
sp. a Candida sp. Zatimco metody pro detekei Candida sp.
byly mezilaboratorné dobfe srovnatelné a dosahovaly dosta-

Obrazek 6

Schéma wy&etfovani klinickych vzorkl na pfitomnost mykotickych patogeni
jak bylo nawzeno v praci Lewis-White a kol. [30]

sted (.uhnizdsné*) PCR ke zvyseni [
citlivosti. Pfiklad pouZiti nested pan-

panfungilni PCR ]

fungdlni PCR je uveden v obrizku 6.
V prvnim (externim) kole jsou do re- *

pozitivnt

akce pouZity primery, které nasedaji
na tisek DNA homologni pro viechny

!’

detekované druhy. V druhém (inter- *,

nim) kole jsou potom v jedné nebo vi- Candida (2Can/3Can) a Aspergilius PCR
Aspergillus (2Asp/4Asp) PCR

ce nezdvislych reakcich pouZity pri-

v
(2Asp,/4Asp) Ji

mery specifické napf. pro jednotlivé
rody nebo druhy. Primery dokdZou na
cilovou sekvenci nasednout i pies jed-
no— nebo dvoubdzové neshody v piro-

b

v v

[ pozitivni ] [ negativni ]

vini (nemély by byt pfitomny v po-

slednich tfech bazich na 3" — konci negativii

primeru). PouZiti nested PCR je obec- 7

né spojovino s vyssim rizikem konta-
minace v diisledku v&tsi manipulace
s PCR produkty z externiho kola. Na-

opakovat panfungilni PCE,
sekvenovar PCR produkr,
hledat jiny fungdlni patogen

opak velkou vyhodou je zvySend citli-

vost reakee, kterd je cca 10x citlivéjs( v 3 4
nez real-time PCR. wiledek: jaké kvasinky v?s]cdc}c: byl dclckm-‘:’\r_a wisledek: kvasinky ani
J'lstj(m mezikrokem mezi kvalitativ nebo plisné detekoviny rod Candida nebo Aspergillus plisné nebvly detekoviny
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Cujic citlivosti (10 CFU), testované metody pro detekei As-
pergillus sp. byly mnohem variabilnéjsi. Po podrobnych
analyzich bylo doporugeno schéma testovini klinickych
vzorkil, které je prezentovino na obrdzku 6.

Prvnim krokem je testovani pomoci panfungilni PCR
publikované Loefflerem a kol. [26]. Na tuto navazuje pouZi-
ti dvou specifickych metod pro detekci Candida sp. a dvou
metod pro detekei Aspergillus sp. Pro detekci rodu Asper-
gillus sp. byly vybrdny dvé real-time metody vyuZivajici
hydrolyzaéni sondy, které vznikly kombinaci dfive publiko-
vanych metod [7,12]. BohuZel u obou metod jsou v élinku
zminény problémy se specificitou — dochdzi k amplifikaci
lidské DNA pfi pouZiti pfistrojii Rotorgene 3000 (Corbet
Research) a 7300 Real-time PCR System (Applied Biosys-
tems). Reakce tedy zfejmé nejsou dostate¢né robustni na to,
aby mohly byt pouzivany rutinné jako screeningova metoda.

Zaver

Zivérem je mozno fici, Ze PCR a real-time PCR maji své
misto vedle ostatnich modernich metod pro diagnostiku in-
vazivni aspergilézy. Technické zvladnuti metod izolace se
jiZ nyni stavd snadnéjsim diky vyvoji novych komerénich
kit V soucasné dobé je také jiz k dispozici prvni komeréni
kit pro detekeci Aspergillus sp. — Aspergillus Tracer (Affige-
ne, Francie). Klicovym problémem ziistdvad objasnéni biolo-
gickych procesti pfi invazivni mykotické infekci, reakei
imunitniho systému a odpovédi na antimykotickou 1é¢bu. Ve
svétle téchto poznatkii pak bude moZné pochopit a sprivné
interpretovat vysledky molekulirné-biologické detekee my-
kotickych patogenil v klinickych vzorcich.

Tato price byla podporovina grantem IGA MZ CR
NR8452-3/2005.

Literatura:

1. Marr KA, Carter RA, Bozckh M, Martin P, Corey L. Invasive aspergillosis in al-
lopenzic stem cell transplant recipiants: changes in epidemiology and risk factors.
Blood. 2002; 100013 43584366,

. Jordanides NE, Allan EK, McLintock LA, et al. A prospactive study of ral-time
panfungal PCR for the early diagnosis of invasive fungal infection in hagmato-on-
cology patients. Bone Marrow Transplant. 2005:35(4):386-305,

3. R&GIZ. Kocmanové I Wagnerovd B, et al. Invazivni mykotické infekes u onkolo-
pickych nemocnych: zmény v epidemiologii a diagnostice. Posterad Med.
2007;9(3):240-252.

4. Latge JP. The pathobiology of Asperpillus fumigatus. Trends Microbiol, 2001
9{8): 382389,

5. Raad 1. Hanna H, Huaringa A, et al. Diapnosis of invasive pulmonary aspergillo-
sis using polymerase chain reaction-based detection of Aspergilius in BAL. Chest.
2002;121(4 11711176

6, Rantakokko-Jalava K. Laaksonen S, Issakainen J, et al. Semiquantitative detecti-
on by real-time PCR of Aspergillus fumigatus in bronchoalveolar lavage fluids
and tissue biopsy specimens from patients with invasive aspergillosis. J Clin Mic-
robiol. 200341 (943044311

7. Kami M, Fukui T, Ogawa 5, et al. Usz of real-time PCR. on blood samplas for di-
agnosis of invasive aspergillosis. Clin Infect Dis. 2001:33(9): 15041512,

8. Challier S, Bayer 5, Abachin E, Berche P. Development of a serum-based Tagman
real-time PCR assay for diapnosis of invasive asperpillosis. J Clin Microbiol.
2004;42(2): 344846,

=]

9. Mennink-Kersten MASH. Ruegebrink D, Wasei N, Melchers WIG, Verweij PE In
wvitro release by Aspergillus fumigatus of galactofuranose antigens, 1,3-[beta}-D-
glucan, and DINA, surrogate markers used for diagnosis of invasive aspergillosis.
J. Clin. Microbiol. 2006:44(5) [711-1718.

10. Costa C, Costa M. Desterke C. et al. Real-time PCR coupled with automated
DNA extraction and detection of galactomannan antigen in serum by enzyme-lin-
ked immunosorbent assay for diagnosis of invasive aspergillosis. J Clin Microbi-
al. 2002:40(6):2224-2227.

11. Loeffler J, Hebart H, Brauchle U. Schumacher U, Einszle H. Comparison betwe-
en plasma and whole blood specimens for detection of Aspergilius DNA by PCR.
J Clin Microbiol. 2000;38(10); 38303833,

12. White PL, Linton CJ, Ferry MD, JTohnson EM, Barnzs RA. The evolution and eva-
luation of a whale blood polymerase chain reaction assay for the dataction of in-
wvasive aspergillosis in hematology patients in a routing clinical setting. Clin Infect
Dis. 2006:42(4):47 5486,

. Fredricks DIV, Smith C, Meier A Comparison of six DNA extraction methods for
recovery of fungal DNA as assessed by quantitative PCR. J Clin Microbiol.
2005,43(10):5122-5128.

14. Griffiths LJ, Anyim M. Doffman SE, et al. Comparison of DNA extraction met-
hods for Aspergillus fumigatus using real-time PCR. J Med Microbiol. 2006:55
(PLO)1IET-1191,

15, Karakousis A, Tan L, Ellis D, Alexion H, Wormald FT. An assessment of the effi-
ciency of fungal DNA extraction methods for maximizing the detzction of medi-
cally important fungi using PCR. J Microbiol Methods. 2006650135848

16, Lugert R, Schettler C, Gross U, Comparison of different protocols for DNA pre-
paration and PCR for the detection of fungal pathogens in vitro, Mycoses.
200645943 298304,

17. Henry T. Iwen PC, Hinrichs SH. Identification of Aspergilius species using inter-
nal transcribed spacer regions | and 2. J Clin Microbiol. 2000:38(4): 15101515

18, Guizmer R, Mommert 5, Kuttler U, Werfel T, Kapp A Rapid identification and
differzntiation of fungal DNA in dermatological specimens by LightCycler PCR.
JMed Microbiol. 2004;53(Pt 12): 1207-1214.

19. Skladny H. Buchheidt D, Baust C. et al. Specific detection of A spergillus species
in blood and bronchoalveolar lavage samples of immunocompromised patients by
two-step PCR. JClin Microbiol. 1999;37(12):3865-3871.

20, Jaeger EE. Carroll NM, Choudhury S, et al. Rapid detection and identification of
Candida, Asperpillus, and Fusarium species in ocular samples using nested PCR.
J Clin Microbiol. 2000;38(8): 29022908,

21. Gaudio PA, Gopinathan U, Sangwan V, Hughes TE. Polymerase chain reaction ba-
sed detection of fungi in infected corneas. BrJ Ophthalmol. 2002:86/7 ):755-760.

22.Bu R, Sathiapalan RK, Ibrahim MM, et al. Monochrome LightCycler PCR assay
for detection and quantification of five comman species of Candida and Aspenpil-
lus. 7 Med Microbiol. 2005;54(Pt 3):243-248,

23.Pryce TM, Kay ID. Palladino S, Heath CH. Real-time automated polymerase cha-
in reaction (PCR) to detect Candida albicans and A spergillus fumigarus DNA in
whole blood from high-risk patients. Diagn Microbiol Infect Dis. 2003:47(3):
487496,

24, Spigss B, Buchheidt D, Baust C, et al. Development of a LightCyeler PCR assay
for detection and quantification of Asperpilius fumigatus DNA in clinical ssmples
from neutropenic patignts. J Clin Microbiol. 2003;41(5): 18111818,

25, Klingspor L, Jalal 5. Molecular detection and identification of Candida and As-
perillus spp. from clinical samples vsing ral-time PCR. Clin Microbial Infect.
2006, 12{8y745-753,

26, Loeffler J, Henke N. Hebart H. et al. Quantification of fungal DNA by using flu-
omscence msonance energy transfer and the light cycler system. J Clin Microbial.
2000, 3823 586550,

27. Costa C, Vidaud D, Olivi M, et al. Development of two rzal-time quantitative Ta-
gqMan PCR assays to detect circulating Aspergillus fumigatus DNA in serum.
J Microbiol Methods. 2001 :44(3): 263269,

. Sanguinztti M, Posterare B, Pagano L, et al. Comparison of rzal-time PCR, con-
ventional PCR, and palactomannan antigen detection by enzyme-linked immuno-
sorbent assay using bronchoalveolar lavage fluid samples from hematology pati-
ents for diagnosis of invasive pulmonary aspergillosis. JClin Micmobiol, 2003
41(8): 359223625,

29, Musher B, Fredricks D, Leisenring W, et al. Aspergillus galactomannan enzy me
immunoassay and quantitative PCR for diagnosis of invasive aspergillosis with
bronchoalvealar lavage fluid. JFClin Micmbiol. 2004:42(12):5517-5522.

0. White PL. Barton R, Guiver M. et al. A consensus on fungal polvmerase chain
reaction diagnosis?: a United Kingdom-Ireland evaluation of polymerase chain
rzaction metheds for detection of systemic fungal infections. J Mal Diagn, 2006,
B(3) 376384,

=

(o]
@

[190

Klinicka mikrobiologie a infekéni |Ekarfstvi 2007 5

30



1.2.3.

Racil Z., Kocmanova 1., Wagnerova B., Lengerova M., Mayer J.: Casna
diagnostika invazivnich mykotickych infekci u hematoonkologickych

nemocnych pomoci sérologickych metod. Vniti‘ni 1ékaistvi, 53, 2007, 9: 990-999

31



Casna diagnostika invazivnich mykotickych infekci
u hematoonkologickych nemocnych pomotci
serologickych metod
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Souhrn: Invazivni mykotické infekce se béhem poslednich dvou dekad staly jednim z dilezitych faktord ovlivaujicich merbiditu
a mortalitu nemocnych s hematologickou malignitou. Prestoze se v poslednich nékolika letech setkavame s narfistem incidence
invazivnich mykoz zplhsobenych vzacné se vyskytujicimi houbami, absolutni vétiina oportunnich mykotickych infekci je zpisobena
kmeny kandid a predevéim pak kmeny aspergili. Casna diagnéza a zahdjeni Gcinné antimykotické lécby ma zasadni vliv na pro-
gndzu nemocnych. V pesledni dobé dodlo kvyraznému pokroku pravé na peli casné diagnestiky invazivnich mykoz - vedle novych
zobrazovacich metod je to predeviim rozvoj novych sérologickych metod. V nasledujici souhrnné praci pfinasime zakladni infor-
mace o nejdilezitéjsich z nich a zejména o jejich vyuziti v rutinni klinické praxi.

Klicova slova: hematologické malignity - invazivni mykotické infekce - sérologické metody - galaktomannan - mannan - anti-
mannan - 1,3-f-D-glukan

Early diagnosis of invasive fungal infections in hematooncological patients by serological methods

Summary: Invasive fungal infections have become one of the major causes of morbidity and mortality in hematooncological pa-
tients over the past 2 decades. Even there is an increasing incidence of invasive fungal infections caused by rare filamentous fungi,
the majerity of infections are caused by Candida sp. and especially Aspergillus sp. Early diagnosis and prompt initiation of anti-
fungal treatment are leading factors influencing prognosis of patients with invasive fungal infection. Important advances in the
field of early diagnosis of invasive fungal infections have been realized over the last years. Beside of new radiclogical methods the
major progress has been done in serological methods. In this paperwe review the most important of these serological methods
and their position in routine clinical practice.

Key words: hemartological malignancies - invasive fungal infections - serological methods - galactemannan - mannan - anti-

mannan - 1,3-f-D-glucan

Diivody pro vyvoj a pouzivani
sérologickych metod

v diagnostice invazivnich
mykotickych infelkci

Invazivni mykoticke infekce predsta-
vuji zavainou infekcni komplikaci
imunokompromitovanych nemocnych
s nadorovym onemocnénim. Ve srov-
nani s bakterialnimi infekcemi je je-
jich wyskyt jednoznacné méné casty,
na druhou stranu incidence invazivnich
mykotickych infekei narfista a morbi-
dita a mortalita s nimi spojena je vy-
razné vyssi, nez je tomu u infekei bak-
teridlnich. PrestoZe invazivni mykdzy

VnitF Lék 2007; 53(9):

postihuji celou skupinu nemocnych
s nadorovym onemaocnénim, je jejich
vyskyt u pacient( se solidnimi nadory
spize vzacny. Naopak velice casté jsou
u nemocnych s hematologickymi ma-
lignitami, a to predeviim, je-li sou-
casti lécebného reZzimu transplantace
krvetvorné thkane [1,2].

Béhem poslednich dvou dekad do-
&lo k signifikantnimu naristu frekvence
wyskytu téchto infekci u hematoonko-
logickych nemocnych [1]. U této sku-
piny pacientl se v zavislosti na cha-
rakteru onemocnéni, respektive cha-
rakteru a intenzité protindadorové

lécby, pohybuje incidence invazivnich
mykoz od 2 % (napf. autologni trans-
plantace krvetvorné thkané) az po 15 az
25 % (napf. indukeni lécba akutni leu-
kemie nebo alogenni transplantace
krvetvorne tkané) [3]. Vedle zvyseni in-
cidence invazivnich mykotickych in-
fekciviak dochazi i ke zméné ve spektru
wvoldvajicich patogend. Od zacatku
90. let minulého stoleti, kdy se u hema-
toonkologickych nemocnych rozsitila
masivni profylaxe flukonazolem, trvale
klesa incidence invazivnich kandidéz,
zejména vyvalanych na flukonazol cit-
livymi kmeny kvasinek [4-6]. Naopak
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toonkologickych nemocnych.

Préace celkovy podet pacienti/ GM cut-off senzitivita
pocet pacienti s |1A index (%)
Maertens (1999) [20] 243/33 1,0 92,6
Maertens (2001) [21] 362/95 1,0 89,7
Maertens (2002) [22] 100/27 1,0 97.4
Sulahians (2001) [23] 797/53 1,5 90,5
Herbrechr (2002) [24] 797/153 1,5 294
Rovira (2004) [26] 74/8 1,5 75
Pinel (2003) [25] 807/48 1,0 50

Tab. 1. Nejvyznamnéjii studie sledujici vyznam detekce GM pro diagnostiku invazivni aspergilozy (I1A) u hema-

specificita PPV NPV
(%) (%) (%)
95,4 93 95
98.1 87,5 98,4
98.8 94,4 98,8
94 52 98,7
94,8 577 84,9
100 100 97
99,6 85 96,8

GM — galaktomannan, 1A — invazival aspergildza, PPV — pozitival prediktivaf hodnota, NPV — negativai prediktivai hodnota

ve stejném obdobi dechazi k vyraznému
nartstu incidence invazivnich infekci
vyvolanych vlaknicymi houbami [4-6].
Absolutnivétiinu predstavuje invazivni
aspergildza, ktera je v soucasné dobé
nejcastejsi mykdzou u nemocnych po
alogenni transplantaci krvetvorné
tkane [7,8]. Incidence infekci vyvola-
nych ostatnimi vlaknitymi houbami,
a to predeviim invazivni zygomykdza
a invazivni fusarioza, je nastésti sice
stdle nizka, ale i tato béhem poslednich
nékolika lerzvlasee ve velkych transplan-
tacnich centrech vyznamné narostla
[9]

Vysoka mortalita na tato onemoc-
néni, anebo naopak Gspéch lécby jsou
ovliviovany celou fadou faktort.
Nicméne klicovy vliv na zlep3eni preZiti
pacientl s invazivni mykotickou infekci
ma casné zahajeni Gcinné antimyko-
tické lécby jesté v dobé, kdy je naloz
mykotického patogenu mald a posko-
zeni tkani omezené [10,11]. BohuZel
vcasné zahajeni lécby, kreré vyzaduje
vfasnou a co moina nejpresnéjsi
diagnozu, zlstava nejvetsi prekazkou
a nejednou se stava, Ze je definitivni
diagnodza stanovena aZ ante mortem.
Klinické symptomy téchto infekei jsou
totiz velmi variabilni a nespecifické
a casto se rozvijeji aZ velmi pozdé. Kon-
vencni mikrobiologické metody (mi-
kroskopie, kultivace) jsou vétsinou
v ¢asnych stadiich newtézné. Histo-
logicky priikaz infekce (prestoze stale
zstava zakladnim kamenem pro de-
finitivni potvrzeni diagnozy), vyzaduje

invazivni vykon, ktery je casto u trom-
bocytopenickych pacientdi neprovedi-
telny. Konvencni radiologické metody
jseu malo senzitivni. Vyjimku predsta-
vuje pouze vysoce rozlisovaciho CT
(HR CT) v casné diagnostice plicnich
forem invazivnich mykdz zptsobenych
vlaknitymi houbami, nicméné RTG na-
lez nam ani v tomto pripadé nedokaze
prinéstinformaci o plvodu, eventualné
zménachv plicnim parenchymu [12,13].
Z wyse uvedeného vyplyva potreba
nowych pristup( k casné diagnostice
invazivinich mykotickych infekei, zvlasté
pak v souvislosti se skupinou nejvice
ohrozenych nemocnych pacientl s he-
matclogickou malignitou. Obdobi mezi
vznikem infekce a rozvojem klinickych
priznak predstavuje terapeuticke
okno - pokud je oviem v tomto ob-
dobi infekce pravidelnym screeningem
detekovana, mlze byt casné zahajena
agresivni antimykoticka lécba s nasled-
nym zlepsenim prognozy nemocnych.
Tento takzvany preemptivni pFistup
vyZaduije rychlé, neinvazivni, senzitivni
a specifické diagnostické metody.
Tyto pozadavky splfujiv poslednich
letech se rozvijejici nekultivacni diagnos-
tické metody, které obecné délime na
molekularné biologické a sérologicke.
Metody molekularné biologickeé vy-
uzivaji detekce nukleovych kyselin my-
kotickych patogen(i pomoci riiznych
variant polymerazové fetézové reakce
(PCR). BohuzZel prestoze se zda PCR
detekce invazivnich mykdz velmi per-
spektivni, doposud nebyla nalezena

standardnia optimalni metodika, ktera
by byla vieobecnégji rozéitena, a tak do
dne3niho dne nelze wysledky mezila-
boratorné srovndvat. PCR metody tedy
zatim neni moZno vyuzit jako diagno-
stické kritérium pro invazivni myko-
tické infekce [14,15].

Druba skupina nekultivacnich me-
tod vyuziva imunologickych nebo bio-
chemickych postupi k detekci cyto-
plazmatickych antigend, antigend bu-
neécneé stény nebo protilatek proti nim
v séru nebo jinych télesnych tekuti-
nach. Tyto metody se souhrnné ozna-
Cuji jako sérologické. V' ramci sérolo-
gicke diagnostiky invazivnich mykoz
byla zkousena celd Fada postupil. Nic-
méné vétdiho uplatnéni a klinického
wznamu dosahlo pouze nékolik z nich:
detekce antigenu galaktomannanu
pro invazivni aspergildzu, obdobné de-
tekce mannanu a protilatek proti nému
(antimannanu) v diagnostice invazivni
kandidozy a nové pak detekce antigenu
1,3-B-D-glukanu, krery umoZhuje
spanfungalni® diagnostiku.

V éto souhrnné praci bychom chteéli
informovat o moZnostech laboratorni
diagnostiky pomoci sérologickych
metodik a o klinickém wyuziti takto
ziskanych vysledkd v ¢asné diagnostice
invazivnich mykotickych infekei u he-
matoonkelogickych pacientd.

Galaktomannan — marker
invazivni aspergilézy (1A)
Galaktomannan (GM) je polysacharid
bunécné stény aspergill a nékterych

VnitF Lék 2007; 53(9):
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dalsich hub, krery se uvoliuje do t&-
lesnych tekutin pfi rdstu a invazi asper-
gilovych hyf do tkani [16,17]. Pro de-
tekci tohoto antigenu v séru a ostat-
nich télesnych tekutindch se vyuziva
krysich monoklonalnich protilatek
EB-A2, kreré jsou wysoce specifické
pro B-1,5-galaktofuranozylové konce
aspergilového galaktomannanu. Prvni
komercni kit pro detekci GM byl po-
staven na principu latexové aglutinace
a uveden na trhv roce 1990 (Pastorex
Aspergillus). Vzhledem k relativné vyso-
kému detekénimu limitu {15-20 ng/ml)
je viak jeho pouZivani spojeno s niz-
kou senzitivitou. V roce 1995 byl pro-
to na trh uveden novy produke firmy
BioRad, ktery vyuziva ELISA metodiku
(Platelia Aspergillus). Jeho detekcni
limit je wyrazné nizsi (0,5-1 ng/ml),
coZ odpovida wrazné vysii senzitivite
[18,19]. Reakce je semikvantitativni -
vysledek je udavan jako index pozitivity
(IP) - pomér mezi naméfenou optickou
denzitou a optickou denzitou kontrol-
niho séra obsahujiciho priblizné 1 ng
GM/ml.

Prospektivni studie sledujici detekci
galaktomannanu jake markeru inva-
zivni aspergildzy u nemocnych s wso-
kym rizikem vzniku této infekce uka-
zaly, Zze Platelia Aspergillus test ma
vysokou specificitu pohybujici sev roz-
mezi 81 %-100 %. Extrémné vysoka je
také negativni prediktivni hodnota
testu, ktera je v absolutni vétsiné stu-
dii nad 95 %. Negativni vysledek testu
tedy s velmi vysokou pravdépodab-
nosti vylucuje invazivni aspergilézu
a falesné negativity jsou wvzacné
[12,19-26]. Na druhou stranu senzi-
tivita a pozitivni prediktivni hodnota
jsou bohuzel do urcité miry slabymi
misty tohoto testu.

Senzitivita testu v riiznych pracich
totiz znacné kolisa, a tov rozmezi 30 %
az 100 % [12,19-26]. Pricin kolisajici
senzitivity, a tedy faktor(, kreré senzi-
tivitu testu ovliviiuji, je nékolik. Prvnim
bodem je hodnota tzv. cut-off indexu
pozitivity (cut-off IP), tedy hodnoty
indexu pozitivity, od které je vzorek
oznacen jako pozitivni. Maertens et

Vhiti Lék 2007; 53(9):

al, ale i daléi autofi prokazali, Ze sni-
Zeni cut-off z hodnoty IP = 1,5 na
hodnotu IP = 0,5 vede k vyraznému
zvyseni senzitivity testu pii soucasném
jen mirném zhorseni jeho specificity
(82,7 %vs 96,5 %) [27]. Toto snizeni
cut-off indexu pozitivity je dilezité
predeviim u nemocnych, krefi dosta-
vaji profylakticky antimykotika s efek-
temn na vlaknité houby a u nemoc-
nych po transplantaci krvetvarné
thkané s reakci stépu proti hostiteli
(GvHD). U obou téchra skupin paci-
enttl je mykoticka naloZ nizka a proto
pfi uZiti wiiich hodnot cut-off IP by
tito nemocni byli fale3né oznaceni za
negativni a naopak pfi cut-offIP = 0,5
je test dokdZe spravné oznaditza pozi-
tivni [28,29]. Druhym faktorem ovliv-
Aujicim senzitivitu je frelkvence a pravi-
delnost vysetrovani. Maximalni senzi-
tivity je u vysoce rizikovych nemocnych
(pacienti s akutni leukemii podstupu-
jici indukéni nebo reindukéni lécbu,
nemocni podstupujici alogenni trans-
plantace krvetvorné tkané, zviasee pak
pfi rozvoji reakce stépu proti hostiteli)
dosaZeno, jestlize jsou odbéry krve
pro detekci GM provédény pravidelné
ato 2-3krat tydné a potom minimal-
né Tkrat tydné po propusténiz hospi-
talizace, jestlize riziko invazivni asper-
gilézy trva (napf. pfi pfitomnosti
chronické reakce stépu proti hostiteli)
[19,30].

Druhym slabym mistem je pozitivni
prediktivni hodnota (PPV) testu (<ili
pozitivni vysledek spravné oznaci ne-
mocného s invazivni aspergilozou).
PPV kolisa v rliznych pracich v rozmezi
50 %-100 % [12,19-26]. Opét se se-
tkavame s celou Fadou faktord, kreré
PPV testu ovliviiuji. Prvnim z téchro
faktord je incidence IA ve vySetfované
skupiné pacientt. Pravdépodobnost,
Ze pozitivni vysledek testu oznaci sku-
tecné nemocného pacienta, je nejvyssi
ve skupinach nemocnych s nejvy3si in-
cidenci invazivni aspergilozy a témi jsou
pfedeviim nemocni s akutni leukemii
a pacienti po alogenni transplantaci
krvetvorné tkané (incidence IA je zde
10 % resp. 20 %). U ostatnich skupin

pacient(y, kde je incidence 1A nizka ( ne-

mocni s lymfomy, mnohodetnym mye-

lomem, chronickymi leukémiemi a nebo
po autologni transplantaci krvetvorné
tkang), je vwwznamneé nizsi i PPV testu

[18]. Druhym fakcorem ovliviujicim

PPV a specificitu Platelia Aspergillus

testu, je kritérium, kreré oznadi paci-

enta jako pozitivniho (jednorazovavs
opakovana/kensekutivni pozitivita
vzorku). Maertens et al wyuzil test

k prospektivnimu sledovani nemoc-

nych s vysokym rizikem invazivni as-

pergildzy a prokazal, Ze jak pfi pouzi-

ti cut-off indexu pozitivity 1,0, tak 0,5

specificita testu vyznamné nar(sta,

pokud je nemocny oznacen za sku-
tecné pozitivniho az pfi pozitivité
2vzorkl jdoucich za sebou (85,4 % vs

98,8 % a 98,6 % vs 85,1 %) [22,27].

Konecné nejvyznamnéjsim faktorem

ovliviujicim PPV testu je pFitomnost

faleSnych pozitivit. | pres pouzivani
konsekutivni pozitivity, je az 20 % po-
zitivnich wysledk( faleéné pozitivnich

[18]. Pricin falesnych pozitivit Platelia

Aspergillus testu je celd Ffada a mo-

hou byt rozdéleny do 3 skupin:

a) kontaminace vzorku pii odbéru
nebo zpracovani,

b) prinik antigenu (pravého nebo
zkFizené reagujiciho) pres posko-
zenou nebo nezralou sliznici zazi-
vaciho traktu,

c) reakce s antigenem (pravym nebo
zkFizené reagujicim) v cirkulaci
[18,31,32].

Nejvyznamnéjsi pticiny falesné po-
zitivity ukazuje tab. 2. Odliseni faleiné
pozitivity od pozitivity skutecné je
casto nesnadné. Kontaminaci vzorku
nam pomzZe identifikovat jednak re-
test pozitivniho vzorku a jednak jiz vyse
zminény poZadavek na nutnost mini-
malne 2 pozitivnich vzorki pro ozna-
ceni nemocného jako skutecné pozi-
tivniho. V ostatnich pripadech je nutna
jednak znalost moznych pticin falesné
pozitivity lékatem, ktery provadi inter-
pretaci wsledkd, ale predevsim pfi-
tomnost jinych znamek invazivni as-
pergildzy (klinicky stav, zobrazovaci

Casna diagnostika invazivnich mykotickych infekci u hematoonkologickych nemocnych
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Tab. 2 Priciny fale3né pozitivity Platelia Aspergillus testu.

Falesnd pozitivita

1. Kentaminace vzorku pfi odbéru nebo zpracovani vzorku

* kontaminace vzduinymi sporami
Aspergillus sp. a Penicillium sp.

* kontaminace vatou (napf. pii
desinfekei mista odbéru)

2. Prinik antigenu z GIT pfi postiZzeni nebo nezralosti GIT

« predcasné narozené déti,
novorozenci

* mukezitida, strevni GvHD

3. Reakee s antigeny v cirkulaci
+ infekce Penicillium sp.

+ penicilinova ATB (piperacillin/
tazobactam, ampicillin, co-amo-
xicillin od nékterych vyrobetl)

4. Ostatni - zmifiované, ale neovéfené priciny

+ cyklofosfamid

* bakteriemie

* paraproteinemie

+ transfuzni pripravky a krevni derivary

Mechanismus Poznamky Reference
detekee GM z kontaminujicich sporadické pozitivity; [57]
vldken aspergild a penicilii k odligeni slouzi retest vzorku
zkiizena rekee v laboratofi a vySetreni [58]
s glukopyranozovymi zbytky opakovaného odbéru
prinik antigent z Bifidobacterium sp. [59]
pres nezralou mukdzu a zkFizena
reaktivita polysacharidd bunééné
stény bifidobakterii s EB-A2
prinik GM ze stravy pres GM obsazen v celé Fadé potravin [60,61]
poskozenou mukdzu (téstoviny, ryze, kyselé zeli a dalsi);
vEtsinou soucasné s postizenim
GIT nutny alespon éastecné
zachovany peroralni pfijem stravy
zkfizena reakce [32]
s polysacharidem penicilii
reakce s GM kontaminujicim klinicky nej¢astéjsi a nejvyznam- [18,62,63]
semisynteticka penicilinova ATB néjsi pricina falesnych pozitivit
[32]
[32]
[64]
[63]

GM — galaktomannan, GIT — gastrointestinalnl trakt, ATB — antibiotika

metody) a nebo alespon pFitomnost
rizika pro jeji vznik (napf. nemocny
po alogenni transplantaci krvetvorné
tkane). Klinicky nejvyznamnéjsi pticiny
moznych faleSnych pozitivit testu jsou
pozitivita p¥i podavani penicilinovych
antibiotik (piperacilin/tazobactam,
ampicilin, nékteré co-amaxiciliny) a po-
zitivita pfi postizeni zaZzivaciho trakru
[18].

Detekce GM pomoci testu Platelia
Aspergillus pFinasi nekolik klinicky
velmi dilezitych whod.

GM miize byt pFi pravidelné prova-
déném monitoringu zachycen v séru
nemocnych s invazivni aspergilozou
ve velmi ¢asném stadiu infekce, ¢asto
pfed rozvojem symptomd nebo po-
dezielych radiologickych abnermalit.
V praci Maertense et al predchazela
pozitivita GM v séru u 55 % nemoc-
nych rozvoj febrilii, a to s medidanem

3,5 dne, u 80 % pacient abnormali-
tw na RTG a nebo CT plic s media-
nem & resp. 6 dnl. Pravdépodobné
nejdilezitéjsim faktem viak ziistava,
Ze pozitivita GM predchazela u temér
90 % pacientd s medianem 6 dn( za-
héjeni Gcinné antimykotické lécby.
Pravidelné provadéné vysetfovani GM
u nemocnych svysokym rizikem A tedy
umozni o Fadu dni zkratit interval do
stanoveni diagndzy a do zahajeni po-
davani ucinného antimykotika a tak
vyrazné zlepsit prognodzu téchto pa-
cientl [11,12].

Dalsi velkou whodou GM je moz-
nost diferencialni diagnostiky abnor-
malit na HR CT plic. Obraz invazivni
aspergilézy na HR CT, prestoZe jsou
popisované nékreré charakreristickeé
znamky (halo sign, air crescent sign),
muze byt velmivariabilni a pfi negati-
vité konvencnich mikrobiologickych

metod (kultivace, mikroskopie ze sputa
nebo tekutinyz bronchoalveolarni la-
vaze) je zjisténi mykotické etiologie
procesu velmi obtiZzné, ne-li nemoiné
[33]. Je-li viak abnormalita na HR
CT doplnéna soucasnou pozitivitou
GM ze séra, pak jsou jiz splnéna kri-
téria pravdépodobné invazivni asper-
gildzy dle EORTC/MSG (European
Organisation for Research and Trea-
ment of Cancer/Mycosis Study Group),
a mohou tak byt ihned podana anti-
mykotika s Gcinkem na kmeny asper-
giltt [30,34]. Konecné, na rozdil od
HR CT, mlize GM detekovany v séru
(resp. wvoj indexu pozitivity) slouZit jako
marker lécebné odpovédi a nebo na-
opak selhavanizvolené antimykoticke
lécby [30]. PFi efektivni antimykotické
lécbé hodnota IPv pritbéhu lecby klesa,
a naopak pfi jejim selhavani hodnota
IP intenzivné nar(sta, a dojde-li kvice
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nez dvojnasobnému narastu IP po
1 tydnu antimykotické lécby, je s vice
nez 90% jistotou zvoleny lécebny po-
stup nedcinny [35].

PestoZe je Platelia Aspergillus test
urcen primarneé k vydetrovani séra, |ze
pomoci néj detekovat GM i v jinych
télesnych tekutinach, eventualné v tka-
nich [36]. ProtoZe invazivni aspergi-
l6za je ve vétdiné pripadi inhalacni
infekei a primarné jsou postiZeny plice,
neni prekvapeni, Ze nejcastéji vysetro-
vanym marterialem jinym nez sérum je
tekutina ziskana bronchoalveolarni
lavazi (BAL). Detekce GM z tekutiny
ziskané BAL je spojena se senzitivitou
pohybujici se od 60-100 %. Senzitivita
|8 opét vyssi, jestlize je pouZit jako
cut-off dnes doporucovany IP = 0,5,
pricemz specificita testu zstava stale
vysoka (94 %) [37]. Vyhodou detekce
GM z tekutiny ziskané BAL je pFede-
vsim viznamné vyssi senzitivita a cas-
néjii pozitivita ve srovnani s konvenc-
nimi mikrobiclegickymi metodami
pouzivanymi k detekci |A z materialu
ziskaného BAL (kultivace, mikrosko-
pie). Jsou popsany pfipady, kdy pozi-
tvita GM z tekutiny ziskané BAL
predchazela pozitivitu GM v séru. Tyto
nalezy odpovidaji patogenezi plicni
formy invazivni aspergilozy. V béiné
klinické praxi, kdyvetiinou provadime
BAL v pripade nalezu plicnich infiltratd
na zobrazovacich metodach, je Casowy
rozdil mezi pozitivnim zachytem GM
z krve a z BAL vétdinou minimalni.

Dalsim materidlem, ve kterém je
casto GM detekovan, je mozkomisni
mok. Postizeni centralniho nervového
systému je vétdinou soucasti disemi-
nace plicni formy IA, spife vyjimecné
jde o izolované postizeni. Detekce GM
z mozkomiiniho moku u nemocnych
s postizenim CNS je spojena, na roz-
dil od velmi casto negativni kultivace,
s velmi vysokou senzitivitou pohybujici
se mezi 80-100 % [38,39]. Pozitivita
GM z mozkomizniho moku (samotna
nebo spolu s pozitivitou GM v séru)
je tak vedle Klinického a pHpadné i ra-
diologického nalezu jediny mikrobio-
logicky marker, ktery mGze vést k dia-

VhitF Lék 2007; 53(9):
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Tab. 3. Detekce galaktomannanu - Platelia Aspergillus - souhrn.

Indikace

+ pravidelny monitoring minimalné 2-3krat za tyden indikovan o pacientd
s nejvyssim rizikem A (alogenni HSCT, GvHD, neutropenie pri lecbé AML)
+ u ostatnich hematologickych nemecnych indikovan odbér pri febriliich
nereagujicich na antibiotika nebo rozvoji plicnich infiltratd

Interpretace

+ jako pozitivni je se cznacuje vzorek s IP > 0,5
+ jako pozitivhi se eznacuje nemocny s minimalné s dvéma vzorky s [P > 0,5
+ kazdy prvnivzorek s [P = 0,5 by mél byt v laboratori netestovan pro odliseni

laboraterni kontaminace

+ kazda prvni pozitivita by méla byt ovéfena odbérem daliiho vzorku

v co nejkratsim casovém intervalu

Vyuziti
+ ¢asna detekee invazivni aspergilozy

rizikove body:
a) moznost falesnych pozitivit

b) falesné negativity jsou spise vzacné

diferencialni diagnostika plicnich infiltratd
monitorace lécebné odpovédi na antimykotika

c) nizké {hrani¢ni) hodnoty wysledkd |ze ocekavat u nemocnych s profylaxi
antimykotilky s Géinkem na vlaknité houby

Dalsi materialy vhodné k testovani

+ tekutina ziskand z BAL - diferencialni diagnostika plicnich infilcrat, moznost
¢asnéj&i pozitivity ve srovnani s detekci GM v séru
» mozkomisni mok - diagnostika postizeni CNS invazivni aspergildzou

1A — invazivni aspergiloza, HSCT — transplantace krvetvorné thané, GvHD — reakee itépu
proti hostiteli, AML — akutni myeloidni lewkemie, IP — index pozitivity, BAL — bronchoalveo-

ldrnf favdz, CNS — centrilni nervovy systém

gnodze postizeni CNS invazivni asper-
gilozou [38]. Je viak nutné si uvédomit,
Ze i pti plicni formé |A (bez postizeni
CNS) mize cast sérového GM proni-
kat pres hematoencefalickou bariéru
stejné tak jako mhzZe dojit k kontami-
naci® mozkomisniho moku GM z krve
pfi hemoragickem odbéruvzorku lik-
voru. IP pozitivicy GM v mozkomiinim
moku viak v téchto pripadech byvaji
vyrazné nizsi [30,38].

Detekce GM z jinych télesnych teku-
tin eventuelné z tkani byla sice testo-
vana, nicméné interpretace vysledki
neni v soucasné dobé jednotna (30).

Mannan a antima.nnan -
diagnostika invazivni kandidézy
(1C)

Sérologicka diagnostika invazivni kan-
didézy (IC) je na rozdil od invazivni as-

pergilozy (IA) mnohem sloZitéjsi.
PrestoZe rlizné metodiky pro sérolo-
gickou diagnostiku IC byly testovany
Jiz od 80. let minulého stoleti, jsou pub-
likované zkugenosti mnohem spora-
dictéj3i, nez je tomu u invazivni asper-
gilozy (IA). Hlavnim problémem je
slozita interpretace vysledkd, ktera sou-
visi s patofyziologii IC, ktera je dyna-
mickym procesem. U hematoonkolo-
gickych nemocnych predstavuje vznik
invazivni kandidézy kontinuum od ko-
lonizace nemocného pres postupny
prinik kvasinek rliznym stupném po-
Skozenou mukozou az k jednoznacné
infekci krevniho Tecisté a thkani [40].
V pribehu vwyvoje byla testovana fada
markerl vyuzitelnych pro casnou dia-
gnostiku IC (enoldza, heat shock pro-
teiny, arabinitol a dalsi), nicméné Sir-
Stho klinického wuziti dosédhly jen dva
testy (komercné dostupné) - detekce
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PPV — pozitival prediktival hodnota, NPV —

Préce senzitivita
(%)
Mannan
Sendid et al. (1999) [42] 40
Eloy et al. (2002) [66] 43
Rimek et al. (2004) [67] &7
Rimek et al. (2004) [68] 73
Chen et al. (2004) [69] 30
White etal. (2005) [70] 75
Antimannan
Sendid et al. (1999 [42] 53
Persat et al. (2002) [45] 95
Mannan + antimannan
Sendid et al. (1999) [42] 80
Chen et al. (2004) [69] 80
Prelaecal. (2005)[71] 80

Tab. 4. Nejwznamnéjii studie sledujici vyznam detekce mannanu, anti-
mannanu a jejich kombinace pro diagnostiku invazivni kandidozy.

specificita PPV NPV
(%) (%) (%)
a8 as a4
100
49
97
94 72 87
52
93 78 93

92-100

84 &6 88

negatival prediktival hodnota

mannanu a protilatek proti nému, tzv.
antimannanu.

Polysacharid mannan je spolu s glu-
kany hlavni komponentou bunécné
stény kvasinek. Na rozdil od glukand je
viak vazan kovalentnimi vazbami na
proteiny bunécné stény a je vysoce imu-
nogenni [40]. V pribéhu invazivni kva-
sinkové infekce dochazi k uvolfovani
mannanu do télesnych tekutin, kde
pak mizZe byt detekovén. Jeho biolo-
gicky polocas v krvi je viak velmi kratky
(pohybuje se v hodinach) a pokud tedy
ma byt zachycen, je nutny frekventni
odbér vzorkd krve (41). Pro detekci
mannanu je vyuzivana monoklenalni
protilatka EB-CA1, rozpoznavajici
o-oligomanosové zbytky. Inicialné (po-
dobné jako u galakromannanu) byla
tato protilatka pouzitav latexové aglu-
tinaci (Pastorex Candida). Oviem de-
tekeni limit této soupravy je opet re-
lativné nizky (1,5 ng/ml) a senzitivita
testu tak nedostatecna. V soucasné
dobé se mannan detekuje pomoci
senzitivnéjsi ELISA metodiky (Platelia
Candida Ag) s limitem 0,1-0,5 ng/m|
a za pozitivni je povaZovan vzorek s kon-
centraci mannanu vetsi nez 0,5 ng/ml.
lzolovana detekce tohoto antigenu
pro diagndzu invazivni kandidozy je
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viak i pfes pouziti ELISA metodiky li-
mitovana nizkou senzitivitou, ktera se
pohybuje v rozmezi 30 %-70 % (tab. 4).

Existuji dvé hlavni pficiny.

Predeviim je to tranzientnost a rychla
eliminace mannanu z cirkulace a tak
nejsou-li odbéry provadény dosta-
tecné casto, nemusi byt mannan vibec
zachycen. Pfikladem miiZe byt prace
Sendida et al, kde byl mannan ve sku-
piné nemocnych s IC, u krerych bylo
k dispozici nékolik odbérh, zachycen
ve 40 % pfipad(. Ale pokud byl od
pacienth k dispozici pouze jeden vzo-
rek krve, byla senzitivita testu pouze
11 % [42].

Druhym faktorem, ovliviujicim sen-
zitivitu, je rozdilna schopnost testu
rozpoznavat riizné druhy kvasinek. Mo-
noklonalni protilatka EB-CAT se vaze
o-oligomanozové zbytky sloZené z vice
jak 4 manodz. Tyto jsou prezentovany
ve velkém poctu na povrchu Candida
albicans, Candida glabrata a Candida tro-
picalis, ale v daleko men3im mnozstvi
na povrchu Candida parapsilosis, Candida
krutsei a Candida kefyr. Z téchro divodd
Je senzitivita testu pro detekci IC zp(Q-
sobené poslednimi tremi jmenovanymi
druhyvelmi mala a pohybuje se pouze
kolem 30 % [40]. Specificita testu pro

detekci mannanu kolisa, ale ve vétiiné
praci se pohybuje nad 90 %. Prestoze
falesna pozitivita nebyva casta, mlze
existovat u neutropenickych nemoc-
nych s mukozitidou v ditsledku priniku
antigen( kelonizujicich kvasinek pres
poskozenou bariéru zaZivactho trakru
[43].

Podobné jake galaktomannan lze
i mannan detekovat pomoci Platelia
Candida Ag testu také v jinych téles-
nych tekutinach nez v séru. Dosavad-
ni zkuSenosti jsou viak jen omezené.
Nejvice je vyuzivana detekce z mozko-
misniho moku pro diagnézu kandi-
dové meningitidy, kdy je test pozitivni
azve 100 % pripadd [44].

Mannan je vysoce imunogenni mo-
lekulou a v organizmu vede k rychlé
wvorbé protilatek viech tid - tzv. anti-
mannant. Antimannan pak opét mize
byt wyuzitv diagnostice invazivni kan-
didozy. K detekci antimannanu slou-
Zi nejcasté)i ELISA metodika. Prestoze
jsou komercné dostupné testy pro
stanoveni protilatek jednotlivch tfid
(IgG, lgA, IgM), vetii senzitivitu pfi-
nasi a tak i rozéifenéjsi je test deteku-
Jici celkové protilatky proti mannanu
(Platelia Candida Ab) [45]. Vysledek
je oznacovan za pozitivni, jestlize kon-
centrace protilatek pfesahne 10 AU/m|
(Arbitrary Units). Senzitivita i specifi-
cita samostatné pouzitého Platelia Can-
dida Ab pro diagnostiku invazivni kan-
didézy viak v rliznych pracich znacné
kolisa (od 50 do 90 %) [42]. Nizka
senzitivita testu je dana predeviim
omezenou schopnosti tvorby protila-
tek u imunokompromitovanych hema-
toonkologickych nemocnych [40].
Druhym faktorem snizujicim senziti-
vitu je opét (podobné jako u detekce
mannanu) omezena schopnost dete-
kovat infekcivyvolanou kmeny Candida
parapsilosis, Candida krusei a Candida
kefyr (test pouziva jako antigen mannan
z kmentl Candida albicans, krery ma jen
omezenou reaktivitu s protilatkamivzni-
kajicim pfi infekci temito kmeny kva-
sinek) [40]. Hlavnim problémem je
viak nizka specificita testu. Velka cast
nemocnych i pfes svou imunosupresi
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Tab. 5. Nejwznamnéjsi studie sledujici vyznam detekce 1,3-B-D-glukanu (Fungitell) pro diagnostiku invazivnich

mykotickych infekci.

Price

Koo et al. (2006) [53]

Koo et al. (2006) [53]

Pazos eral. (2005) [52]

Pickering et al. (2005) [54]
Ostrosky-Zeichner et al. (2005) [51]
Ostrosky-Zeichner et al. (2005) [51]
Odabasi et al. (2004) [50]

cut-off (pg/ml)  senzitivita (%)  specificita (%) PPV (%) NPV (%)

> 60-80 7 88
> 80-100 68 9

> 120 88 89 70 96

>80 93 77 52 97

=60 70 87 84 75

=80 64 92 &9 78

> 60 100 90 43 100

PPV — pozitival prediktivnl hodnota, NPV — negativai prediktivai hodnota

reaguje na zvysenou kolonizaci kvasin-
kami (predeviim v oblasti GIT) prave
tvorbou antimannanu, a to i ve wso-
kém titru, a to bez klinickych znamek
invazivni kandidézy. Jednoznacné ozna-
ceni téchto vysledkl za striktné faleiné
pozitivni je viak spornou otdzkou.
Vznik invazivni kandidozy je, jak vyse
zminéno, dynamicky proces a koloni-
zace nemocného kvasinkami je neza-
vislym rizikovym faktorem pro vznik in-
fekce. Je tedy spise otazkou, zda od me-
tody ocekavame casnou a nebo jistou
diagnézu invazivni kvasinkove infekce
a dle toho to bude cut-off hodnoty
vysledku testu, kreré bude délici ¢arou
mezi dobrou senzitivitou nebo dob-
rou specificitou testu [40].

S cilem zvysit senzitivitu obou testt
publikovali v roce 1999 Sendid et al
praci, ve ktereé vychazeji z biologické-
ho wyskytu mannanu a antimannanu
v krvi béhem infekee a pro casnou dia-
gnostiku pouzili soucasnou kombino-
vanou detekci téchto markerd [42].
Zatimco senzitivita pii detekci izolo-
vaného mannanu nebo antimannanu
byla velmi nizka (40 % resp. 53 %), po-
kud byl pacient monitorovan soucasné
obéma testy a za pozitivniho byl ozna-
¢en nemocny s pozitivitou bud man-
nanu, nebo antimannanu, pfipadné
obou, pak senzitivita narostla az na
80 % pfi stale uspokojivé specificité
(94 %) [42]. Podobnych vysledk( pak
pozdeji dosahly i dalsi autofi (tab. 4).
| pfes nesporné vyhody tohoto pfi-
stupu se zde stéle setkavame s jiz zmi-
novanymi slabymi misty obou testd:

Vhit¥ Lék 2007; 53(9):

a) faleSnou negativitou mannanu i anti-
mannanu pfi infekci wvolané nékre-
rymi nonalbicans kmeny kvasinek,

b) falesnou pozitivitou antimannanu
u kelonizovanych nemocnych.

Je tedy ziejmé, Ze jednoznacné po-
staveni (byt kombinované) detekce
mannanu a antimannanu v diagnos-
tice invazivni kandidoézy neni moiné
v dnesni dobé bez dal3ich rozsahlejsi
praci pevné stanovit.

Detekce 1,3-B-D-glukanu -

»panfungdlni* diagnostika

1,3-p-D-glukan (BG) je jednim z hlav-
nich polysacharidi, ktery obsahuje bu-
nécna stena prakticky viech mykotic-
kych patogentl. Je specifickym antige-
nem hub a nevyskytuje se v burikach
bakeérii, vird ani bunkach lidskych.
Jako integralni soucast skeletu bu-
nécné stény hub je zde daleko pevnéji
vazan, nez napt. galaktomannan nebo
mannan a do télesnych tekutin se proto
uvoliuje jen ve fazi ristu mykotického
agens, a to navic ve velmi malém
mnoZstvi [46]. BG mize byt detekovan
v télesnych tekutinach pfi invazivni
infekci zplisobené jak kmeny kandid
a aspergil(, tak také pri infekci zplso-
bené vzacnymi patogeny, jako je Fusa-
rium sp., Acremonium sp., Trichosporon sp.,
Sacharomyces sp., ale také napfiklad
Prewmagystis jiroveci, BohuZel vzhledem
k malému mnoZstvi BG v sténé a pre-
devsim k minimalnimu uvolnovaniz ni
neni BG v télesnych tekutinach dete-
kovatelny pfi infekci vyvolané krypto-
koky a zygomycetami (Mucor sp., Rhi-

zopus sp., Rhizomucor sp.) [47-49]. Kza-
chytu antigenu v télesnych rekutinach
se pouzZiva kolorometrického testu za-
loZzeného na vlastnosti BG aktivovat
zv. fakror G, ktery je soucasti ame-
bocyth ziskanych z klepitkatcl ostro-
repa amerického (Limulus polyphemus)
nebo ostrorepa vychodoasijského
(Tachypleus tridentatus). Faktor G se
v pritomnosti BG aktivuje a kracka
kaskadova reakce je vizualizovana po-
moci chromogenniho substratu. Na-
sledné je méfena zmeéna optické den-
zity v case (kineticka reakce) a nebo
koncova opticka denzita (endpoint
reakce) [19]. Existuje nékolik komercne
dostupnych testl k detekei BG, kreré
se mirné technicky lisi, nicméné v Bv-
ropé a USA je nejroziiteng)si Fungi-
ellTM (Cape Code). Vzhledem ke své
Jpanfungali” se Fungitel™ test jevi
Jjako velice zajimavy pro ¢asnou diag-
nostiku invazivnich mykéz. Na dru-
hou stranu nejsou zatim zkusenosti
s testem takove, aby mohl byt jedno-
znacnym kritériem pro stanoveni
diagnozy invazivni mykoticke infekce
v bézné klinické praxi.

Senzitivita FungitellTM testu kolisa
od 64 % do 100 % [50-53], a to ze-
Jménav zavislosti na hodnoté cut-off,
od které je vzorek oznacen jako pozi-
tivni (tab. 5). V soucasné dobé se do-
porucuje jako pozitivni oznadit vzo-
rek s naméfrenou hodnotou vyssi nez
80 pg/ml a naocpak za negativni vzo-
rek s hodnotou pod 60 pg/ml. Pres-
toZe detailni kinetika BG pfi invazivni
mykdze neni znama, jsou popsany
pripady, kdy k wznamnému nardstu
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BG doélo béhem 5 dni. Z téchro di-
vodd je pro casny zachyt invazivni
mykotické infekce doporucovan od-
bér krve minimalné 2krart tydné [19].
Pravidelny monitoring vysoce riziko-
wvych nemocnych ve wyie zminéném
intervalu mize vyznamné zkratit do-
bu do stanoveni diagndzy. V praci Pa-
zose et al pozitivita BG predchazela
rozvoj febrilii s medianem 5 dnd, prvni
klinické priznaky mykdzy s medianem
11 dni, nalez na HR CT s medianem
9 dni a zahajeni antimykorticke lécby
dokonce s medianem 14 dnii [52].

Uspokojiva je specificita a prede-
vaim NPV testu, kreré se pohybuji ko-
lem 90 % resp. 95 % (50-53). Pri nega-
tivnim vysledku tedy mdzeme s velkou
pravdépodobnosti invazivni mykozu
(s vyjimkou zygomykozy a kryptoko-
kové infekce) wyloudit.

Podobné jako u detekce GM
i v tomto testu se setkavame s velmi
kolisavou PPV {od 40 % do 90 %)
a opét je hlavni pFicinou moznost fa-
lesnych pozitivit [50-53]. Jako mozné
priciny falesné pozitivity byly popsiny:
hemodialyza s celulézovou kapsli[19],
Gram-pozitivni bakteriemie [54],
transfuzni pfipravky a krevni derivaty
(predeviim intravendzni globuliny, al-
bumin, koagulacnifaktory a pripravky
s pouZitim filtrace pfi vyrobé) [54],
kontaminace gazou [54] a podavani
nékterych antibiotik (amoxicilin/kla-
vulenat, ev. imipenem, gentamicin)
[53,55] Nutno viak pripomenout, Ze
jen v nékterych z vyse uvedenych pii-
padi byla jednoznacné prokazana pri-
tomnest kontaminujiciho glukanu. Na-
opak nelze (vzhledem k panfungalité
a vysokému detekénimu limitu testu)
s jistotou wyloucit, Ze mohlo jitv radé
pripadl o pacienty se subklinickou
invazivni mykotickou infekci. Test je
obecné velmi nachylny na kvalitu la-
boratorniho zpracovani. Vysetreni se
provadi z minimalniho mnoZstvi séra
(pfiblizné 5 &l) a doporucuje se po-
uzivat specialni odbérové sety a labo-
ratorni material neobsahujici glukan.
Pickering et al také popsal postupné
nar{stajici pozitivicu vzorku zpsobe-
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nou pouze opakovanym pfenasenim
vzorku séra do transportnich zkuma-
vek [54]. Viechny zminéné faktory pak
mohou relativné snadno ovlivnit wy-
sledek testu a vySetieni je tedy vhodné
provadétv laboratofi se zkusenostmi
s touto metodikou.

BG v diagnostice invazivnich myko-
tickych infekci pFinasi nekolik wvy-
znamnychvyhod. Podobné jako u ga-
laktomannanu i zde lze pomoci vyvoje
hodnot BG sledovar lécebnou odpo-
ved na podand antimykotika. Navic
viak tato korelace bylavedle invazivni
aspergildzy popsana i u invazivni kan-
didézy [54-56]. Dale je nespornou
vyhodou testu jeho panfungalita.
Teoreticky by nam jediny test dokazal
zachytit jak invazivni aspergilozu,
kandidozu a fuzaridzu, tak i nékteré
daldi vzacné invazivni mykotické in-
fekce véetné pneumocystové pneumo-
nie [19]. Na druhou stranu je nutno
opét pripomenout, Ze test nezachyti
nemocné s invazivni zygomykoézou
a kryptokokovou infekei. PFi pozitivité
je navic nutné provést dalsi labora-
torni (kultivace, mikroskopie, vysetfeni
galaktomannanu, mannanu, ev. PCR),
RTG a klinické vysetteni s cilem maxi-
malné zpresnit etiologii infekce a tak
maximalné zacilic antimykotickou
lécbu. Pozitivita by tedy méla byt sig-
nalem k zahajeni cileného patrani po
invazivni mykoze. Naopak negativita
testu nam s vysokou pravdépodob-
nosti (s wjimkou vse zminénych pfi-
pad) systémovou mykotickou infekci
vylouci [19]. Konecné se zda byt velice
zajimavé pouzit detekce BG ke konfir-
maci pozitivniho wsledku Platelia As-
pergillus (zn. galakrtomannanu) a tak
vyloucit nebo naopak potvrdit falesnou
pozitivitu galaktomannanu. V praci
Pazose et al méli pacienti s invazivni
aspergilézou pozitivitu v obou tes-
tech. Naopak pozitivita pouze BG nebo
pouze GM svédcila pro falesnou po-
zitivitu jednoho z testli [52].

Zavér
Casna diagnostika invazivnich mykotic-
kych infekci u hematoonkologickych

nemocnych pomoci sérologickych me-
tod zaznamenala v poslednich letech
velky pokrok. Sérologickymi metodami
jsme schopni detekovat nejen inva-
zivni kandidozu a aspergilozu, ale i ce-
lou Fadu dalsich vzacnych invazivnich
mykoz. BohuZel stale neni k dispozici
sérologickd metoda, krerd by umoz-
novala diagnostiku systémovych zy-
gomykoz - infekci, jejichZ incidence
v poslednich letech zvlasté pak na he-
matoonkologickych pracoviitich po-
stupné narfista.

Zcela jednoznacné misto v casne
diagnostice invazivni aspergilozy si
wbudovala detekce galaktomannanu
pomoci Platelia Aspergillus testu.
Umoznuje zkraceni doby do stanove-
ni diagnozy, diferencialni diagnostiku
plicnich infilcrach a pfedeviim casné
zahajeni ucinné antimykoticke lécby,
jejiz efekt napomaha monitorovat.
Hlavnim problémem viak zlstava re-
lativne velky pocet falesnych pozitivit.
Kombinace s 1,3-f-D-glukanem nebo
s PCR wiak tyto falesné pozitivity
pravdépodobné dokaze odlisit.

Detekce mannanu a antimannanu
v diagnostice invazivni kandidozy ma
bohuzel celou Fadu limitd a podobneé
jako ,panfungalni® diagnostika po-
moci 1,3-B-D-glukanu bude pro uréeni
jednoznacného mista v klinické praxi
wzadovat vetsiho poctu velkych pros-
pektivnich studii.

Prace byla podpofena |GA MZ CR
NR8452-3/2005.

Literatura

1. Praller MA. Invasive Fungal Pathogens:
Current Epidemiclegical Trends. Clin
Infect Dis 2006; 43(Suppl 1): 53-514.

2. Ruhnke M, Maschmeyer G. Manage-
ment of mycoses in patients with hema-
tologic disease and cancer - review of the
literature. Eur | Med Res 2002; 7:
227-235.

3. O'Brien SN, Blijlevens NMA, Mahfouz
TH et al. Infections in Patients with Hema-
tological Cancer: Recent Developments.
Hemarology 2003; 2003: 438-472.

4, van Burik JH, Leisenring W, Myerson
D et al. The effect of prophylactic fluco-
nazole on the clinical spectrum of fungal

VnitF Lek 2007; 53(9):

39



diseases in bone marrow transplant reci-
pients with special atcention to hepatic can-
didiasis. An autopsy study of 355 patients.
Medicine (Baltimore) 1998; 77: 246-254.
5. Groll AH, Shah PM, Mentzel C et al.
Trends in the postmortem epidemiology
of invasive fungal infections at a universi-
ty hospital. | Infect 1996; 33: 23-32.

6. Yamazaki T, Kume H, Murase 5 et al.
Epidemiology of visceral mycoses: analy-
sis of data in annual of the pathological
autopsy cases in Japan. ] Clin Microbiol
1999, 37: 1732-1738.

7. Morgan ], Alexander B, Wannemuehler
K. Quantification of Risk for lnvasive
Fungal Infection (IFl) among Transplant
(TX) Recipients Reporting to TRANSNET.
Program and abstracts of the 45th
ICAAC Ocober 30-November 2, 2004;
Washingron, D.C., USA: Abstract M-1058.
8. Marr KA, Carter RA, Boeckh M et al.
Invasive aspergillosis in allogeneic stem
cell transplant recipients: changes in epi-
demiology and risk factors. Blood 2002,
100: 4358-4366.

9. Marr KA, Carter RA, Crippa F er al.
Epidemiology and outcome of mould
infections in hematopoietic stem cell
transplant recipients. Clin Infect Dis
2002; 34: 909-917.

10. Nolla-Salas |, Sitges-Serra A, Leon-Gil
C et al. Candidemia in non-neutropenic
critically ill patients: analysis of prognos-
tic factors and assessment of systemic
antifungal therapy. Study Group of Fun-
gal Infection in the ICU. Intensive Care
Med 1997; 23: 23-30.

11. von Eiff M, Roos N, Schulten R et al.
Pulmonary aspergillosis: early diagnosis
improves survival. Respiration 1995; 62:
341-347.

12. Mclintock LA, Jones BL. Advances in
the melecular and serological diagnosis
of invasive fungal infection in haemate-
oncology patients. Br | Haematol 2004;
126: 289-297.

13. Shao PL, Huang LM, Hsueh PR. Inva-
sive fungal infection - laberatory diagne-
sis and antifungal treatment. | Microbiol
Immunoel Infect 2006; 39: 178-188.

14, Alexander BD, Pfaller MA. Contem-
porary Tools for Diagnosis and Manage-
ment of Invasive Mycoses. Clin Infect Dis
2006; 43(Suppl 1): S15-527.

15. Maertens |, Deeren D, Diericlkec D et
al. Preemptive antifungal therapy: sdill
a way to go. Curr Opin Infect Dis 2006
19: 551-556.

16. Lehmann PF, Reiss E. Invasive asper-
gillesis: antserum for circulating antigen

VnitF Lék 2007; 53(9):

produced after immunization with serum
from infected rabbits. Infect Immun 1978;
20: 570-572.

17. Reiss E, Lehmann PF. Galactomannan
antigenemia in invasive aspergillosis.
Infect Immun 1979; 25: 357-365.

18. Wheat L. Galactomannan antigene-
mia detection for diagnosis of invasive
aspergillosis, part |. Clin Microbiol News|
2005; 27: 51-57.

19. Quindes G New microbiological tech-
niques for the diagnosis of invasive myco-
ses caused by filamentous fungi. Clin Mic-
robiol Infect 2006, 12(Suppl 7): 40-52.
20. Maertens |, Verhaegen J, Demuynck H
et al. Autopsy-controlled prospecrive eva-
luation of serial screening for circulating
galactomannan by a sandwich enzyme-lin-
ked immunosorbent assay for hematologi-
cal patients at risk for invasive Aspergillo-
sis. | Clin Microbiol 1999; 37: 3223-3228.
21. Maertens |, Verhaegen |, Lagrou K et
al. Screening for circulating galacto-
mannan as a noninvasive diagnostic ool
for invasive aspergillesis in prolonged neu-
tropenic patients and stem cell transplan-
ration recipients: a prospective validation.
Blood 2001; 97: 1604-1610.

22, Maertens J, Van Eldere |, Verhaegen |
et al. Use of circulating galactomannan
screening for early diagnosis of invasive
aspergillosis in allogeneic stem cell trans-
plant recipients. ] Infect Dis 2002, 186:
1297-1306.

23. Sulahian A, Boutboul F, Ribaud P et
al. Value of antigen detection using an
erzyme immuncassay in the diagnosis
and prediction of invasive aspergillosis in
two adult and pediatric hematclogy units
during a 4-year prospective study. Cancer
20015 91: 311-318.

24. Herbrecht R, Letscher-Bru V, Oprea C
et al. Aspergillus galactomannan detec-
tion in the diagnosis of invasive asper-
gillesis in cancer patients. | Clin Oncol
2002; 20: 1898-1906.

25, Pirel C, Fricker-Hidalge H, Lebeau B
et al. Detection of circulating Aspergillus
fumigatus galactomannan: value and li-
mits of the Platelia test for diagnosing
invasive aspergillosis. | Clin Microbiol
2003; 41: 2184-2186.

26. Rovira M, Jimenez M, De La Bellacasa JP
etal. Detection of Aspergillus galactoman-
nan by enzyme immunoabsorbent assay in
recipients of allogeneic hematopoietic
stem cell transplantation: a prospective stu-
dy. Transplantation 2004; 77: 1260-1264.
27. Maertens ], Theunissen K, Verbeken E
et al. Prospective clinical evaluartion of lo-

wer cut-offs for galactomannan detection
in adult neutropenic cancer patients and
haematological stem cell transplant reci-
pients. Br] Hae matol 2004; 126: 852-860.
28. Marr KA, Balajee SA, MclLaughlin Let
al. Detection of galactomannan antige-
nemia by enzyme immunocassay for the
diagnesis of invasive aspergillosis: va-
riables that affect performance. | Infect
Dis 2004; 190: 641-649.

29, Marr KA, Laverdiere M, Gugel A et al.
Antifungal therapy decreases sensitivity
of the Aspergillus galactomannan enzy-
me immunoassay. Clin Infect Dis 20035,
40: 1762-1769.

30. Wheat L Galactomannan antigene-
mia detection for diagnosis of invasi-
veaspergillosis, Part Il. Clin Microbiol
Newsl 2005; 27: 59-63.

31. Mennink-Kersten MA, Donnelly JP,
Verweij PE. Detection of circulating ga-
lactomannan for the diagnosis and ma-
nagement of invasive aspergillosis. Lancet
Infect Dis 2004; 4; 349-357.

32. Wheat L. Rapid diagnosis of invasive
aspergillosis by antigen detection. Transpl
Infect Dis 2003; 5: 158-166.

33. Lee YR, Choi YW, Lee K] et al. CT ha-
lo sign: the spectrum of pulmonary disea-
ses. Br | Radiol 2005; 78: 862-865.

34. Ascioglu S, Rex JH, de Pauw B et al.
Defining opportunistic invasive fungal in-
fections in immunocompromised patients
with cancer and hematopoietic stem cell
transplants: an international consensus.
Clin Infect Dis 2002; 34: 7-14.

35. Boutboul F, Alberti C, Leblanc T et al.
Invasive aspergillosis in allogeneic stem
cell transplant recipients: increasing anti-
genemia is associated with progressive di-
sease. Clin Infect Dis 2002; 34: 939-943,
36. Klont RR, Mennink-Kersten MA, Ver-
wei] PE. Utility of Aspergillus antigen detec-
tion in specimens other than serum speci-
mens. Clin Infect Dis 2004; 39: 1467-1474.
37. Musher B, Fredricks D, Leisenring W
et al. Aspergillus galactomannan enzyme
immunoassay and quantitative PCR for
diagnosis of invasive aspergillosis with
brenchoalveolar lavage fluid. | Clin Mic-
robiol 2004; 42: 5517-5522.

38, Viscoli C, Machetti M, Gazzola P et
al. Aspergillus galactormannan antigen in
the cerebrospinal fluid of bone marrow
rransplant recipients with probable ce-
rebral aspergillesis. ] Clin Microbiol
2002; 40: 1496-1499.

39. Kami M, Ogawa 5, Kanda Y et al.
Early diagnoesis of central nervous system
aspergillosis using polymerase chain

Casna diagnostika invazivnich mykotickych infekci u hematoonkelogickych nemocnych

653

40



reaction, latex agglutination test, and en-
zyme-linked immunosorbent assay. Br
] Haemarol 1999; 106: 536-537.

40. Sendid B, Poirot JL, Tabouret M et al.
Combined detection of mannanaemia
and antimannan antibodies as a strategy
for the diagnosis of systemic infection cau-
sed by pathogenic Candida species. | Med
Microbiol 20025 51: 433-442.

41. Kappe R, Muller J. Rapid clearance of
Candida albicans mannan antigens by li-
ver and spleen in contrast to prolonged
circulation of Cryptococcus neoformans
antigens. | Clin Microbiel 1991; 29:
1665-1669.

42, Sendid B, Tabouret M, Poirot JL et al.
MNew enzyme immunoassays for sensitive
derection of circulating Candida albicans
mannan and antimannan antibodies:
useful combined test for diagnosis of sys-
temic candidiasis. ] Clin Microbiol 1999,
37: 1510-1517,

43. Greenfield RA, Troutt DL, Rickard RC
et al. Comparison of antibody, antigen,
and mertabolite assays in rat models of
systemic and gastrointestinal candidiasis.
] Clin Microbicl 1988, 26: 409-417.

44, Verduyn Lunel FM, Voss A, Kuijper EJ et
al. Detection of the Candida antigen man-
nan in cerebrospinal fluid specimens from
patients suspected of having Candida me-
ningitis. ] Clin Microbicl 2004; 42: 867-8710).
45. Persat F, Topenot R, Piens MA et al.
Evaluarion of different commercial ELISA
methods for the serodiagnosis of systemic
candidosis. Mycoses 2002; 45: 455-460.
46. Latge JP. Aspergillus fumigatus and
aspergillosis. Clin Microbicl Rev 1999,
12: 310-350.

47. Miyazaki T, Kohno 5, Mitsutake K et
al. (1--=3)-beta-D-glucan in culture fluid
of fungi activates factor G, a limulus
coagulation factor. ] Clin Lab Anal 1995;
9: 334-338.

48. Miyazaki T, Kohno S, Mitsutake K et
al. Plasma (1-->3)-bera-D-glucan and
fungal antigenemia in patients with candi-
demia, aspergillosis, and cryptococcosis.
J Clin Microbiol 1995; 33: 3115-3118.

49, Yoshida M, Obayashi T, lwama A et
al. Detection of plasma (1 ——> 3)-beta-D-
glucan in patients with Fusarium, Tri-
chosporon, Saccharomyces and Acremo-
nium fungaemias. | Med Vet Mycol 1997,
35: 371-374.

50. Odabasi Z, Martriuzzi G, Estey E et al.
Beta-D-glucan as a diagnostic adjunct for
invasive fungal infections: validation, cu-
toff development, and performance in
patients with acute myelogenous leuke-

654

__ Casna diagnostika invazivnich mykotickych infekci u hematoonkologickych nemocnych

mia and myelodysplastic syndrome. Clin
Infect Dis 2004; 39: 199-205.

51. Ostrosky-Zeichner L Alexander BD,
Kerr DH et al. Multicenter clinical evalua-
tion of the (1-->3) beta-D-glucan assay as
an aid to diagnosis of fungal infections in
humans. Clin Infect Dis 2005; 41: 654-659.
52. Pazos C, Ponton |, Del Palacio A Con-
tribution of (1->3)-beta-D-glucan chro-
mogenic assay to diagnosis and therapeu-
tic monitoring of invasive aspergillosis in
neutropenic adult patients: a compari-
son with serial screening for circulating
galactomannan. | Clin Microbiol 2005;
43: 299-305.

53. Koo S, Bryar |, Page JH et al. Clinical
utility of the (1-3)-B-D-Glucan Assay. Pro-
gram and abstracts of the 45th |CAAC
Semptember 27-30, 2006; San Francisco,
California, USA: Abstract M-1600.

54. Pickering JW, Sant HW, Bowles CA et
al. Evaluation of a (1->3)-beta-D-glucan
assay for diagnosis of invasive fungal in-
fections. ] Clin Microbiol 2005; 43:
59857-5962.

55. Mennink-Kersten MA, Warris A,
Verweij PE. 1,3-beta-D-glucan in patients
receiving intravenous amaxicillin-clavulanic
acid. N Engl | Med 2006, 354: 2834-2835.
56. S5ims CR, Mohr |, Paetznick V. Correla-
tion of Clinical Outcome with [-glucan
(BG) Levels in Prs With Invasive Candidiasis.
Program and abstracts of the 45th ICAAC
Semptember 27-30, 2006; San Francisco,
California, USA: Abstract M-1599.

57. Kappe R, Schulze-Berge A. New cause
for false-positive results with the Pastorex
Aspergillus antigen larex agglutination test.
J Clin Microbicl 1993; 31: 2489-2490.

58. Dalle F, Lopez ], Caillot D et al. False-
positive results caused by cotton swabs in
commercial Aspergillus antigen latex
agglutination test. Eur J Clin Microbiol
Infect Dis 2002; 21: 130-132.

59. Mennink-Kersten MA, Ruegebrink D,
Klont RR et al. Bifidobacterial lipoglycan
as a new cause for false-positive platelia
Aspergillus enzyme-linked immuncsorbent
assay reactivity. ] Clin Microbiol 2005;
43: 3925-3931.

60. Ansorg R, van den Boom R, Rath PM.
Detection of Aspergillus galactomannan
antigen in foods and antibiotics. Mycoses
1997; 40: 353-357.

61. Blijlevens NM, Donnelly P, Meis JF et
al. Aspergillus galactomannan antigen le-
vels in allogeneic haematopoietic stem
cell transplant recipients given total pa-
renteral nutrition. Transpl Infect Dis
2002; 4: 64-65.

62, Viscoli C, Machetti M, Cappellano P
et al. False-positive galactomannan pla-
telia Aspergillus test results for partients
receiving piperacillin-tazobactam. Clin
Infect Dis 2004; 38: 913-916.

63. Adam O, Auperin A, Wilquin F et al.
Treatment with piperacillin-tazobactam
and false-positive Aspergillus galacro-
mannan antigen test results for patients
with hemartological malignancies. Clin
Infect Dis 2004; 38: 917-920.

64. Knight F, Mackenzie DW. Aspergillus
antigen latex test for diagnosis of invasive
aspergillosis. Lancer 1992; 339: 188.

65. Swanink CM, Meis JF, Rijs A] et al.
Specificity of a sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay for detecting As-
pergillus galactomannan. | Clin Micro-
biol 1997 35: 257-260.

66. Eloy O, Tabella C, Harzic M et al. De-
tection of circulating Candida albicans
mannan and antimannan antibodies: use-
ful for diagnesis of deep seated candidiasis.
Ann Biol Clin (Paris) 2002; 60: 711-714.
67. Rimek D, Redezke K, Steiner B et al.
Experience with the Platelia Candida ELI-
5A for the diagneostics of invasive candi-
dosis in neutropenic patients. Mycoses
2004, 47: Suppl 1: 27-31.

68. Rimek D, Redetzke K, Singh ] et al.
Performance of the Candida mannan
antigen detection in patients with funge-
mia. Mycoses 2004; 47 (Suppl 1) 23-26.
69. Chen Y, Sun H, Wang ] et al. Use-
fulness of Combined Detection of Man-
nanemia and Antimannan Antibodies for
the Diagnosis of Invasive Candidiasis. Pro-
gram and abstracts of the 44ch ICAAC
Ocrober 30-November 2, 2004; Washing-
ton, D.C., USA: Abstract M-264.

70. White PL, Archer AE, Barnes RA
Comparison of nen-culture-based meth-
ods for detection of systemic fungal in-
fections, with an emphasis on invasive Can-
dida infections. | Clin Microbiol 2005;
43: 2181-2187.

71. PrellaM, Bille |, Pugnale M et al. Early
diagnosis of invasive candidiasis with
mannan antigenemia and antimannan
antibodies. Diagn Microbiol Infect Dis
2005; 51: 95-101.

MUDr. Zdenék Rdcil

www. fnbrno.cz
e-mail: zracil@fmbrno.cz

Doruceno do redakce: 26. 2. 2006
Prijato po recenzi: 28. 3. 2007

VnitF Lék 2007; 53(9):

41



1.2.4.

Racil, Z., Kocmanova, 1., Weinbergerova, B., Winterova, J., Bohata, S., Mayer,
J.: Léc¢ba invazivnich mykotickych infekci u onkologickych nemocnych.

Farmakoterapie, 4, 2008, 2: 207-217

42



| farmakote rapeutické postupy

Lécba invazivnich

mykotickych infekci

MUDr. Zdenék R&cil", Mgr. lva Kocmnanova™;

) MUDr. Barbora \Weinbergerova®; MUDr. Jana Winterova’;

MUDr. Sérka Bohata™”; Prof. MUDr. Jifi Mayer, CS¢.” | *Interni hematoonkologick4 klinika FN
aLF MU, Brno; **Oddélenf klinické mikrobiclogie FN, Brno; ***Radiologicka klinka FN a LF MU, Brno

Uvod

Béhem poslednich dvou desetileti celosvétové wrazné
nardsta incidence invazivnich mykotickych infekei (IF).
K pfi¢indm tohoto jevu patii kromé zlepieni diagnostickych
postupil predeviim pokroky v 1ékafské pédi, které umoziiu-
il pfezivani nemocnych se zavaznymi a Zivot ohroZujicimi
chorobami. Agresivni terapeutické pfistupy k nejriznajsim
zakladnim onemocnénim vedou ke zvyeni poctu imuno-
suprimovanych jedincd v populaci. Invazivnimi mykézami
jsou nejvice ohroZeni pacienti s nadorowymi chorcbami,
déle také nemocni na jednotkach intenzivni péce a po
transplantaci solidnich orgénd. Zatimco u nemocnych se
solidnimi nadory je wyskyt hlubokych mykéz pomérné nizky
{incidence se pohybuje do 2 %) a vé&tiinou jde o invazivni
kandidézu, zcela odlidnou situaci nachdzime u pacientd
s hematologickou malignitou.2 Zde se v zévislosti na cha-
rakteru onemocnéni, respektive charakteru a intenzité pro-
tinddorové léchy, pohybuje frekvence IFl od 2 % aZ po
156-25 %.% MNejvice jsou chroZeni pacienti po alogenni
transplantaci krvetvorné tkané a s akutni leukemii.

Pravé u této skupiny onkelogickych nemocnych doslo
k nejvétiim zménam ve spektru plvodcd invazivnich my-
kéz. Od zacatku devadesatych let minulého stoleti, kdy se
na hematoonkologickych pracovistich rozsifila masivni pro-
fylaxe fluconazolem, trvale klesa incidence invazivnich kan-
diddz 45 Tento pokles je dén piedeviim snizenim wyskytu
kandidemii wyvelanych kvasinkami citlivymi na fluconazol
(pfedeviim Candida albicans). Zarovei se v uvedeném ob-
dobi naopak zvysil vyskyt infekd vyvolanych kmeny s vyso-
kou rezistenci na fluconazol (C. glabrata a C. krusel), které
jsou v soucasné dobé povaZzovany za etiologické agens vice
nez poloviny invazivnich kandidéz na téchto oddélenich.
Rezistence na fluconazel se oviem v riznych zemich (ale
i v riznych nemocni¢nich zafizenich) lisi; v Ceské republice

je na fluconazol rezistentnich pfiblizné 20-30 % kmena
Candida glabrata a 90-95 % kmen( Candida krusei.

Pokles wyskytu kandidowych infekci u hematoonkologic-
kych nemocnych za poslednich 20 let je viak doprovazen
wyraznym nardstem invazivnich infekei vyvolanych viaknity-
mi houbami. A<V naprosté vétsing piipadd se jedna o inva-
zivni aspergildzu, kterd je v soucasné dobé nejcastajsi my-
kézou u nemocnych po alogenni transplantaci krvetvorné
tkan&.? Incidence infekci vyvolanych ostatnimi vlaknitymi
houbami, a to pfedeviim invazivni zygomykdzy (Mucor spp.,
Rhizomucor spp., Rhizopus spp.) a invazivni fusaridzy (Fu-
sarium spp.) je sice nizka, ale b&hem poslednich nékolika
let zvl&3té ve velkych transplantacnich centrech wyznamné
vzrostla.®

Po mnoho let byl jedinym dostupnym pfipravkem pro lé¢-
bu téchto infekci amphotericin-B deoxycholat. Na pocatku
90. let 20. stoleti viak vyvoj na tormto poli znaéné pokrodil. Na
trh vstoupila nova lékova skupina azolowych antimykotik —
fluconazol a nésledné itraconazol a amphotericin-B byl za-
korporovan do ti forem lipidowych nosica s cilem snizit to-
xicitu pivodni molekuly. Vyvoj nowych 1éki se pak jesté vice
zrychlil po roce 2000, kdy byly pro pouZiti schvaleny dva
azoly nové generace a zcela nové lékovéd skupina, echino-
kandiny, kterd v soucasné dobé& &td jiz tii zastupce. Rada
novych 16k ma mensi toxicitu nez pavodni molekula kon-
venéniho amphotericinu-B (C-AMB) a nékteré z nich jsou
v uréitych pfipadech také Ocinnajsi?

Vétsina antimykotik uréenyich pro lécbu invazivnich my-
kéz interferuje se syntézou nebo integritou ergosterclu
v bunééné membrang mykotickych patogend nebo zasa-

huje do tvorby jejich bun&éné stény. Podle mechanismu
plsobeni délime tedy antimykotika do nékolika lékawych
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I tabulka 1 Klinicky vwwznamna a pouzivana antimykotika v 1é¢bé invazivnich mykotickych infekei — déleni a mechanismus uéinku

Lékova skupina
Polyeny

Zastupci
Amphotericin-B deoxycholat

Misto pusobeni
Bunééna membrana

Mechanismus plsobeni
Vazba na ergosterol v bunééné membréané s naslednym

Amphotericiny na lipidovém nosici:
Amphotericin-B lipidovy komplex (ABLC)
Armphotericin-B koloidni disperze (ABCD)
Lipidovy amphotericin-B (L-AMB)

poikozenim jeji integrity. Zvyseni permeability bunécné
stény vede k lyze buriky.

Anidulafungin

Micafungin

Azoly Fluconazol Bunééna membrana | Interakce s enzymy syntetizujicimi ergosterol,
Itraconazol ktery je soucasti bunééné stény. Vysledkem je poskozeni
Voriconazol stability membrany s naslednou lyzou buriky.
Posaconazol

Echinckandiny Caspofungin Bunééna sténa Inhibice enzymu produkujiciho 1,3-p-D-glukan,

ktery je jednou z hlavnich soucasti bunééné stény.
Nasledné dochazi ke snizeni kvality bunécné stény
a ztraté jeji ochranné funkee pro buriku.

skupin: na polyeny, azoly, echinokandiny a ostatni (do po-
sledni skupiny patfi prakticky pouze flucytosin, dnes pouZi-
vany jiz wjimeéng v kombinované lé¢bé kryptokokové in-
fekce s C-AMB) (tabulka 1).

Polyeny

Amphotericin-B a jeho lipidové formy maji Siroké spek-
trum pasobeni. Mechanismus jejich Géinku spociva ve vaz-
bé na ergosterol (sterol podobny cholesterolu) bunééné
membrany mykotické burky s naslednym poikozenim jeji
integrity. Vysledkem je pak unik intracelularniho obsahu
a lyza burky.

Amphotericin-B deoxycholat

Amphotericin-B deoxycholat (tzv. konvenéni amphote-
ricin-B, C-AMB) byl donedavna diky svému Sirokospekiré-
mu a fungicidnimu ucinku zlatym standardem v léché in-
fekci zplGsobenych kandidami, kryptokoky a wlaknitymi
houbami.? Jeho pouziti je limitovano nutnosti intravendzni-
ho podani, a pfedeviim jeho toxicitou — nefrotoxicitou, to-
¥icitou spojenou s infuzi, a porusenim rovnovahy ionta.

Reakce spojené s infuzi C-AMB (zimnice, tfesavka, ho-
re¢ka, bronchospasmus a hypotenze) vznikaji az u 50-60 %
lécenych nemocnych a lze je velmi wznamné omezit apli-
kaci léku v dostateéné dlouhé (minimalné 4-6 hodin) nebo
24hodinové infuzi, a predeviim pak premedikaci, kterd
pfedchazi wvlastni podani C-AMB (antipyretikum, event.
v kombinaci s hydrocortisonem a antihistaminikern).10

Nejzavaznajsimi nezadoucimi ucinky C-AMB jsou viak
nefrotoxicita a ztrata iontd (pfedeviim drasliku a hoféiku),
jez mohou vznikat az v 80 % pfipadd.’? | tyto nezadouci
ucinky 1ze wrazné omezit — C-AMBE by nemél byt podavan
nemaocnym s preexistujicim poskozenim renalnich funkci
ani souéasné s daldimi léky s renalni toxicitou; nutné je udr-
Zeni dostateéné diurézy (az 4 | za den), co? si vétiinou vy-
2ada kanylaci centralni zily s monitoravanim centralniho zil-

208 | frmaceae

Ostatni Flucytosin Mykoticka RMA Fluecytosin se po vstupu do buriky metabolizuje na

5-fluorouracil a je nasledné inkorporovan do mykotické RNA.
Vysledkem je porucha tvorby RNA/DNA a zénik buriky.

niho tlaku pii intenzivni intravendzni hydrataci. Nezbytné je
intenzivné substituovat ztratu iontd, predeviim kalia, a to
opét vétiinou ve formé kontinualni infuze koncentrované-
ho piipravku kalia, popf. | magnezia, cestou centralni zily.
Uréité snizeni nefrotoxicity pfindsi i podavani C-AMB v kon-
tinualni 24hodinové infuzi. Neméla by také byt piekrocena
kumulativni davka C-AMB 4 g (pogkozeni ledvin pfi pfekro-
ceni této davky je vétiinou ireverzibilni).2.11-13

Amphotericiny-B na tukovém nosici

Lipidové piipravky amphotericinu-B — liposomalni am-
photericin-B (L-AMB, Ambisome — v CR neni registrovan),
amphotericin-B lipidovy komplex (ABLC, Abelcet) a am-
photericin-B koloidni disperze (ABCD, Amphodil) — dosud
neprokazaly v 16¢bé IFI pfednosti oproti C-AMB.2 Tyto pfi-
praviky maji nékolik nespornych wwhod. Hlavni z nich je vy-
znamné snizeni nefrotoxicity. | pfes omezeni rizika posko-
zeni ledvinnych funkci viak neni rendlni toxicita pfi jejich
podavani nulovd a pohybuje se (v zavislosti na definici ne-
frotoxicity) od 10 do 30 % (tabulka 2). Neziddoudi Uéinky
spojené s infuzi (horecka, zimnice, tfesavka a dalsi) jsou
méné casté u L-AMB a ABLC, ale naopak wy3si u ABCD.
S wyjimkou L-AMB se proto i u lipidowych pfipravkd amp-
haotericinu-B doporucuje podani premedikace.? Dalsi pfed-
nosti je lepsi pranik do nékterych tkani. Prakticky viechny
dosahuji ve srovnani s C-AMB vy3sich koncentraci v jatrech
a slezing, L-AMB pak navic také v mozkové tkani a ABLC
v plicich. Uréitou newyhodou amphotericinu na lipidowych
nosicich je pfedeviim jejich mnohonasobng wyisi cena ve
srovnani s C-AMB.

Azoly

Tato antimykotika patfi mezi nejraziifendjs pFipravky
pouzivané v lécb& mykdz. Mechanismus jejich plsobeni
spodiva v inhibici na cytochromu P-450 zévislé syntézy er-
gosterolu, ktery je nezbytnou souddsti bunééné stény hub.
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Dévka (mgfkg/den)

C-AMB
0,5-1,5 mglkg/den

Farmakokinetika ve srovnani s C-AMB

Maximalni koncentrace v séru

2,9 paiml

L-AMB
3-5 malkg/den

Vyrazné vyssi (83 pg/ml)

ABLC
5 matkg/den

Nizsi (1,7 pg/ml)

ABCD
3-6 mag/kag/den

Stejna (3,1 pg/ml)

Distribuéni objem

Prinik do tkani ve srovnani s C-AMB

1,11kg

Vyrazné nizsi (0,1 Ikg)

Vyrazné wyii (131 kg)

Stejny (4,3 Vkg)

Jatra 2% 2% 0,5-1x

Slezina 0,4x 5x 3x

Plice NA 2% 0,2x

Ledviny 0,1x 0,2x 0,2x

Mozek 0,1x 0,2% 1.2x%

Toxicita

Nefrotoxicita Vysoka (az 80 %) Nizka (10-20 %) Nizka az stfedni Nizka az stredni

(15-25 %) (15-25 %)

Toxicita spojena s infuzi Vysoka Nizka (10-20 %) Stiedni Velmi vyscka

(50-60 %) (2040 %) (70-80 %)

Zatimco prvni skupina azold — imidazoly (ketoconazol, clo-
trimazol, miconazol) se abvykle pouzivd pro 1ébu povrcho-
wych mykotickych infekei, druhd skupina azold — triazoly
(fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol) je urée-
na pro terapii jak povrchowych, tak systémowych fungélnich
onemocnéni. Tabulka 2 pak ukazuje zakladni vlastnosti
jednotlivych triazold.

Prvni generace triazold (fluconazol, itraconazol)
Fluconazol (Diflucan, Mycomax) déinkuje na kmeny
kandid a kryptokok(, nema viak Zadny ucinek na vldknité
houby. Jde o triazel s vynikajici absorpci a na rozdil od
ostatnich 1ékd z této skupiny se wluéuje predeviim ledvi-
nami. Jeho hlavni whodou je predeviim vysoka bezpeénost
a minimalni riziko interakci. Je dostupny jak v peroralni, tak
v intravendzni formé. Masivni rozsifeni tohoto léku viak

vedlo k néardstu poétu izolatd primarné (C kruse) nebo
druhotné rezistentnich (C glabrata) v populaci.™*
ltraconazol (Sporanox) je rovnéz dostupny jak pro per-
oralni, tak pro intravendzni podani. Intravendzni forrma cb-
sahuje vehikulum SBECD (sulfo-butyl-ethercyclodextring,
které zvyiuje rozpustnost léku ve vodé. Perordlni forma je
k dispozici v podobé kapsli a roztoku, v obou pfipadech je
viak hlavnim problémerm velmi omezend absorpéni schop-
nost. Kapsle maji nizsi biologickou dostupnost, navic wy-
znamné ovlivnénou pfijmem potravy. © néco lepsi farmako-
kineticky profil md we zminény perordlni roztok.
Medostateéna absorpee perordlniho itraconazolu spelu s rizi-
kem cetnych lékovych interakai je pak pficinou vyrazné intra-
a interindividualni variability plazmatickych koncentraci léku.
Aby bylo zajisténo dosaZeni Géinnych koncentraci v séru,
a haopak aby se wyloudilo nebezpedi wysokych koncentraci,

I tabulka 3 Farmakokinetika a zakladni vlastnosti triazol(

Vazba Absorpce po | Prinik do tkani/ | Davkovani Nutnost Nutnost
na plazmatické | p. o. podani mozkomiiniho redukce davky redukece davky
bilkoviny moku u renalniho poskozeni | u jaterniho poskozeni
Fluconazol 11 % >90 % A+l 400-800 (1 200) mg/den Ano Ne
p.oJd. v
traconazol | 95 % Variabilni +++H+ ai - 200 mg 2% denné p.o; p.o. forma ne Nejsou adaje
a o 30 % vyisi 200 mg 2x dennéi.v.den 1a 2 | i.v. forma je
u soluce pak 200 mg 1x denné kontraindikovana
(maximalné i.wv daldi dny
viak cca 55 %)
Voriconazol | 58 % 90 % +t Nasycovaci davka (den 1) p.o. forma ne Ano
400 mg 2% denné p.o; i.v. forma je u stfedné téZkého
6 mglkg 2x denné i. v. kontraindikovéna a tézkého
Udrizovaci davka (ostatni dny):
200 mg 2x denné p.o.;
3 mglkg 2x denné
Posaconazol | > 98 % 8-47 % +++++ ai — 400 mg 2x denné p.o. Ne Nejsou udaje
(ale koncentrace | s jidlem nebo 200 mg 4x denné
v CNS dobré) p.o. pii omezené moznosti jidla
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Farmakokinetika a zakladni vlastnosti echinokandind

Vazba Pranik do Déavkovani Nutnost Nutnost Interakce
na plazmatické | mozkomitniho redukce davky| redukce davky| pfisoucasném
bilkoviny moku u rendlnihe | u jaterniho podavani
poikozeni poskozeni ciclosporinu
Caspofungin 96,5 % Ne Nasycovaci davka (den 1): 75 mg i. v. Tx denné | Ne Ano Ano
Udrzovaci davka {ostatni dny): 50 mg iwv.
1x denné
Anidulafungin |84 % Ne Nasycovaci davka (den 1): 200 mg i.v. 1x denné | Ne Ne Ne
Udrzovaci davka (ostatni dny): 100 mg i. v.
1x denné
Micafungin 99 % Ne 100-150 mg i. v. 1x denné Ne Ne Ne

které mohou byt spojeny s neZadoucimi Gdinky, je vieobec-
né doporucovano méfeni plazmatickych koncentraci léku
s ohledem na cilové koncentrace 500-2 000 ng/ml.15

Druha generace triazolu

Voriconazol (Vfend) a posaconazol (Noxafil) predstavuji
druhou generaci triazold se Sirokym spektrem Gcinku na
kandidy, Cryptococcus neoformans a viaknité houby, véet-
né Aspergifius spp., Scedosporium spp. a Fusarium spp.

Voriconazol je Géinny i na kandidy rezistentni na fluco-
nazol, i kdyZ lze jiz také pozorovat kmeny se zkfiZzenou re-
zistenci.'® Ja dostupny jak ve formé perorlnich tablet a roz-
toku s velmi dobrou biologickou dastupnosti, tak ve formé
intravendzni infuze (opét za pouZiti nosice SBECD). Vorico-
nazol se valmi dobfe vstifebdva, pfesto maze byt pfi raznych
abnormalitich gastrointestindlniho traktu jeho absorpce
zhoriend. Mavic podobné jako u itraconazolu dochéazi pii
riznych lékovych interakcich k ovlivnéni intenzity metabolis-
mu antimykotika indukel cytochromu P-450. Také u vorico-
nazolu se tedy mdZeme setkat s pomérné znaénou intra-
a interindividudlni variabilitou plazmatickych koncentraci
léku. Stéle vice je proto doporuéovéno monitorovani téch-
to koncentraci, zvlasté pfi l6¢bé Zivot ohroZujicich infekd.
Cilové koncentrace jsou pak doporucovany v rozmezi od
1,0-2,0 do 4,0 pg/ml."?
né dobé posaconazol. Zkfizené rezistence s fluconazolem
u kvasinek jsou mélo ¢asté, a navic jde o jediny azol s kli-
nickym Gcinkem na zygomycety.'® Posaconazol je zatim do-
stupny pouze ve formé peroralniho roztoku. Jeho absorpce
je mnoherm proménlivéjsi, nez je tomu u voriconazolu, a wy-
znamné se zlepsuje pii soucasném poziti jidla. Neni-li poda-
ni dostateéného mnoZstvi stravy mozné, pak je doporuco-
vano rozdéleni denni davky na vice ¢asti. Lékové interakce
prostiednictvim cytochromu P-450 jsou sice u posaconazo-
lu minimalni, aviak pravé nejistota v dostatecné absorpd
léku na jedné stranéd a vztah mezi ucinkem lééby invazivni
asperqgilézy a dosazenou plazmatickou koncentraci na stra-
né druhé je davodem, pro¢ fada autord doporucuje také
mé&feni plazmatickych koncentraci tohoto triazolu.1®

NeZadouci tuéinky triazol
Vieobecné predstavuji azoly bezpeénou skupinu antimy-
kotik, a ta i pii dlouhodobém uzivani { ). Vaachny

triazoly mohou zptsobit hepatotoxicitu, kterd vétéinou pro-
bihd pod obrazem rizné intenzivni elevace transamindz a jen
wjimecng wyZaduje ukonéeni podavani léku. Intravendzni
forma itraconazolu a variconazolu je pak vzhledem k riziku
kumulace vehikula SBECD kontraindikovana pfi poskozeni
renalnich funkci2? Jednou z nejwyznamnajsich nevyhod tri-
azoll je to, Ze jsou metabolizovany prostfednictvim systé-
mu jaternich cytochroma P-450 (CYP) — predeviim
CYP2C9, CYP2C19 a CYP3A4. Geneticky dand aktivita
téchto enzymatickych systémi, stejné jako vliv jinych léka,
které jsou induktory CYP nebo nacpak jeho substraty,
mize vést k ovlivnéni plazmatickych koncentraci, a tim
k omezeni Géinnosti, nebo naopak ke zvwsené toxicité tri-
azolowych antimykotik. Naopak triazoly jsou inhibitory
CYP, a vedou proto ke zwySovani koncentraci 16k meta-
bolizovanych timto systémerm. Bohuzel jednou z nejwy-
znamné&jsich lékowych skupin pouzivanych u pacientd
ohroZenych IFl jsou imunosupresiva (ale i celd fada dal3ich
léka, jako carbamazepin, barbiturdty, rifampicin a dalsi).
Podavani nékterych triazold soucasné s uréitymi imuno-
supresivy je ¢asto kontraindikovéno (napf. sirolimus pfi po-
davanivoriconazolu), nebo pinejmensim rmusi byt spejeno
s méfenim plazmatickych koncentraci tachto lékd. Nejvys-
ii riziko ,obousmérné” lékové interakce nachazime z tria-
zoll u itraconazolu a voriconazolu, vyznamné menii je pak
u posaconazolu a fluconazalu. 2122

Echinokandiny

Mistern plsobeni echinckandind je na rozdil od azold
a polyen bunééna sténa. Inhibici enzymu 1,3-f-0 syntetazy
blokuji tvorbu 1,3-p-D glukanu, jednoho ze zikladnich ka-
mend bunécné stény. Pod vlivern echinokandind dochézi k wy-
Zznamnému naruseni tvofici se bunééné stény hub a nasledné
osmotické lyze mykotické buriky.?® Skutecnost, Ze cilové mis-
to plsobeni echinokandind neni piitomne v bufice savci, je
wysvétlenim pro minimalni toxicitu této lékové skupiny.

W soucasné dobé jsou k dispozici tii echinakandiny: cas-
pofungin (Cancidas), anidulafungin (Ecalta) a micafungin
(Mycamine). Vsechny se vyznacuji Ucinnosti na kmeny kan-
did a aspergild, a naopak jsou neddinné pfi infekcich vyvo-
lanych Cryptococcus neoformans a jinymi vidknitymi hou-
bami nez Aspergillus spp.

Echinokandiny jsou dostupné pouze v intravendzni po-
dobé&. Do tkani pronikaji velmi dobfe, s wijimkou mozko-

46



mitniho meoku, kde je vzhledem k vysoké vazbé na plazma-
tické bilkoviny pranik maly. Jejich podavani je spojeno s mi-
nirmalni toxicitou, a vzhledem k tomu, Ze nejsou metaboli-
zovény cestou cytochromu P-450, maji také jen velmi malo
lékovych interakci. Vyjimkou je ciclosparin — pfi souéasném
podavani caspofunginu a micafunginu muiZe dochazet
k elevadi jaternich enzymi. Pfi rendlnim selhavani neni nut-
né snizeni davky echinokanding, pfi 1%im poskozeni ja-
ternich funkci je pak nizsi davkovani doporuéovéno jen
u caspofunginu (tabulka 4).

Ostatni [éky

Pouziti ostatnich &k v terapii IFl u enkologickych ne-
mocnych je omezeno prakticky pouze na flucytosin, ktery
je soudasti kormbinované 1&¢by kryptokokové meningiticy.

Flucytosin patii mezi antimetabolity. Po vstupu do buri-
ky se metabolizuje na 5-fluorouracil a je nasledné wélenén
do mykotické RMA. Vysledkem je porucha syntézy RNA/DNA
a jeji zanik. Flucytosin je k dispozici v perordlni i intravendz-
ni podobé. Mé& velmi dobrou farmakokinetiku, véetné wyni-
kajiciho praniku do mozkomisniho moku. Jeho hlavnim
omezenim je Uzké spektrum Gginku (pouze kvasinky a kryp-
tokoky), a piedeviim velmi rychly rozvoj ziskané rezistence.
Proto se pouZivd pouze v kombinované antimykotické léc-
bé&. Dnes je prakticky jedinou jeho indikaci pouziti v kombi-
naci s C-AMB v &ché kryptokokové meningitidy.1?

s w . . - - -

Pro Gspésnou lécbu invazivni kandidézy (IC) ma zasad-
ni wyznam, aby lécba byla zahdjena pokud mozno co nej-
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dfive od okamziku pozitivniho vysledku kultivaéniho vyiet-
feni na Candida spp. z priméarné sterilniho mista.

Volba antimykotik pfi 1&¢hé IC je proces skladajici se
vétsinou ze dvou krok. V prvnim ckamziku je klinik infor-
movéan o pfitomnosti kvasinky v hemokultufe nebo priméar-
né sterilnim materialu. Teprve s odstupem nékolika dnd pfi-
chazi informace o piesné identifikadi, eventudlné citlivosti
na antimykotika.

Z dostupnych antimykotik prokazaly téinnost v [é¢bé 1C
v dobfe uspofddané randomizované studii fluconazol,
amphotericin-B deoxycholét (a jeho lipidové formy), vorico-
nazol a viechny tfi echinokandiny (tabulka 5). Dosud chy-
bi relevantni Uidaje o pouZiti itraconazolu a posaconazolu
v lécha IC.

Tato zZjisténi viak plati pro bézné pacienty bez neutro-
penie. Zprav o Géinnosti jednotlivych l&civ u nemaocnych
s neutropenii je wrazné méné. Ve wie zminénych velkych
studiich byli tito nemacni v&tdinou wyloudeni, nebo tvofili
jen velmi malou &ast kohorty. Z téchto davoda je velmi ob-
tizné rozhodnout, zda stejnd doporuéeni Ize aplikovat i na
pacienty s neutropenii.2*

Inicialni lé¢ba invazivni kandidozy (do
vysledku identifikace kmene)

Pacienti bez neutropenie

Lékem volby pro tuto inicidlni 1é¢bu u nemocnych bez
neutropenie je fluconazol v dévce 400-800 mag/den nebo
echinokandiny (caspofungin 70 mg/den 1. den a nasledné
50 mafden; anidulafungin 200 mg/den 1. den a nasledné

I tabulka 5 Souhrn randomizovanych studii sledujicich Géinnost jednotlivich antimykotik v primarni 1é€bé invazivni kandidézy

Indikace Srovnavané léky Podet Lééebny Definice uspésné lécby
nemocnych | Gspéch (%)

Rex a spol. 1994 Kandidemie FLU 103 72 (70 %) | Klinickd a mikrobiclogicka odpovéd
C-AMB 103 81 (79 %)

Anaissie a spol.® Invazivni kandidoza | FLU 75 48 (64 %) | Klinickd a mikrobiologicka odpovéd
C-AMB 67 44 (66 %) | na kondi lécby

Phillips a spol. 1987% | Kandidemie FLU 50 25 (50 %) | Klinicka a mikrobiologicka odpovéd
C-AMB 53 31 (58 %)

Mora-Duarte a spol.® | Kandidemie KASPO 109 B0 (73 %) | Klinicka a mikrobiclogicka odpovéd
C-AMB 115 71 (62 %) | na kondi i. v. |&cby

Kullberg a spol. 20059 | Kandidemie VORI 248 101 (41 %) | Klinicka a mikrobiologicka odpovédve 12. tydnu
C-AMB 122 50 (41 %)
nasledovany FLU

Reboli a spol. 20077 | Invazivni kandidoza | ANIDULA 127 96 (76 %) | Klinickd a mikrobiologicka odpovéd
FLU 118 71 (60 %) | na kond i. v. |&¢by

Kuse a spol. 20072 Invazivni kandidoza | MICA 202 181 (90 %) | Klinicka a mikrobiclogicka odpovéd
L-AMB 190 170 (90 %) | na kondi lécby

Pappas a spol. 2007 | Invazivni kandidoza | MICA 150 191 146 (76 %) | Klinicka a mikrobiologicka odpovéd
MICA 100 199 142 (71 %) | na kend i. v. [échy
KASPO 188 134 (72 %)

Wysvétliviy

C-AME - konvenéni amphotericin-B (amphotericin-B deoxycholat), L-AME - liposomalni amphotericin-B, FLU —fluconazal, VORI —voriconazol, KASPO - caspofungin,

MICA —micafungin, ANIDULA — anidulafungin
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I tabulka & Doporuéeni pro lécbu invazivni kandidézy

Pacient
Nen-neutropenicky pacient
Hemodynamicky stabilni

Inicialni lécba

Fluconazol (400-800 mg/den)

Caspofungin (70—-50 mg/den)

Micafungin(100 mg/den)

Kriticky nemocny

Anidulafungin

Nasledna lécba Délka lécby K
Délka léchy je 14 dni

od posledni pozitivni kultivace
a wvymizeni klinickych

pfiznakl infekee

Vytazeni centralniho
Zilniho katetru
indikovano vady

(200100 mgfden)
Amphotericin-B deoxycholat
0,6 mglkg/den (event.
amphotericin-B na lipidovém
nosici)

Neutropenicky pacient

Caspofungin (7050 mg/den)
Micafungin(100 mg/den)
Anidulafungin

(200100 mgfden)
Amphotericin-B deoxycholat
0,6 mglkg/den (event.
amphotericin-B na lipidovém
nosici)

100 mg/den; micafungin 100 mg/den) nebo amphotericin-B
deoxycholat v mnozstvi 0,6 mao/kg/den.

Fluconazolu se dava pfednost u nemocnych, ktefi nejsou
v kritickém stavu a nedostavali profylaxi azoly, echinokandi-
ndrm naopak u pacientad, ktefi jsou v kritickém stavu (pfede-
viim s multiorganovym selhdvanim) nebo u nichz byla po-
ufita pied rozvojem infekce profylaxe azoly Pokud tito
nemocni nemaji poikozené rendlni funkce, Ize u nich zvolit
také amphotericin-B deoxycholat nebo jeho lipidové formy.

Pacienti s neutropenii

U t&chto nemocnych, zvldstd byla-li pouZita profylaxe
azoly (kterd je zde velmi rozifend) nebo jsou-li kolonizové-
ni kmeny C glabrata a C. krused, neni fluconazol vhodnou
inicialni 1&¢bou. Do definitivniho uréeni kmene kvasinky
jsou proto doporugovany jako inicidlni volba echinokandiny
nebo amphotericin-B deoxychaolat ve vie uvedenych dav-
kach. Echinokandiny jsou doporuéovany opét pFedeviim
u jedincd s neutropenii a organovym poskozenim, zejména
s poskozenim rendlnich funkd, a to pro své minimalni ne-
zadouci Gcinky. P izolovaném zharseni ledvinnych funkci
lze zvazit také lipidové formy amphotericinu-B, vzdy viak
s vadomim, Ze jejich nefrotoxicita neni na rozdil od echino-
kandind nulova.

Na druhou stranu je nutno brat v dvahu, Ze ve studiich
prokazujicich Géinnost jednotlivich echinckandind je jen
maly podet nemocnych s neutropenii. Z téchto ddvedd,
i kdyZ Ize pfedpokladat podobny Géinek celé lékové skupiny,
neni anidulafungin oficidlng indikovan v 1é¢bé I1C u neutro-
penickych jedincn . 24-27

Lécba invazivni kandidézy po identifikaci
kmene kandidy

Pi infekci wyvolané C. krusei jsou lékem volby echino-
kandiny nebo amphatericin-B deoxycholat (event. jeho lipi-

MNasledné moina dprava
medikace dle vysledku
kultivaéniho vyietfeni
uréeni citlivosti na
antimykotika in witro

Délka léchy je 14 dni

od posledni pozitivni kultivace
a vymizeni klinickych
pfiznakl infekce a soudasné
vymizeni neutropenie

Zilniho katetru
vhodné

daové formy). Nasledné, pokud je kmen in vitro citlivy na vo-
riconazol, 1ze pouzit také tento triazal.

Jdedi o infekci wyvolanou < glabrata a nebyla testovdna
citlivost na antimykotika, je opét indikovana lé¢ha echinokan-
diny nebo amphotericinem-B deoxychaolatem (event. jeho li-
pidovymi formami). Pokud je tato kvasinka in vitro citlivd na
fluconazol nebo voriconazol, pak je mozné, zejména u ne-
mocného, jeho? stav je stabilni, zménit [&cbu na tyto triazoly.

U infekci wyvolanych C parapsilosis jsou lékem volby
fluconazol nebo amphotericin-B deoxychalat (event. jeho
lipidové farmy). U tohoto druhu totiz neni z ddvodu sniZe-
né citlivosti in vitro doporu¢ovano pouZiti echinokanding 2

Dalsi doporuceni

Odstranéni zilniho katetru

IJ viech non-hematologickych nemocnych s kandidernii
je vzdy doporuéovana wwména centrélniho Zilniho katetru
(CZK) jako mozného primarniho zdroje kandidové infekee.
U hematoonkelogickych nemocnych mize byt dile zdro-
jem infekce poskozeni gastrointestindlniho traktu proting-
dorovou lé¢hou a nasledny pranik kolonizujicich kandid do
drkulace. Sila dkazdl pro odstranéni CZK je zde proto
menii. Aviak i pfesta, vzhledemn k riziku nasledného osidle-
ni katetru, se vieobecné doporuéuje jeho wytazeni 24

Optimalni délka lécby

Standardni délka lécby absolutné nejéast&jsi formy IC —
kandidemie — je 14 dni od posledni pozitivni hermnokultury
s prikazern Candida spp. a soucasného vyrmizeni klinickych
piiznak infekce. U hematoonkologickych pacientd je navic
pied ukondenim lééby wZadovano vymizeni neutropenie.

Pii organovém postizeni kvasinkovou infekci se lécha
ukonéuje az po uplném wymizeni mikrobiologickych, radio-
logickych a klinickych pfiznaka postizeni 4

Vytazeni centralniho
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Viyznam uréovani citlivosti na antimykotika in vitro

Wysledky studii, v nichz je zkournan vztah mezi citlivos-
ti krend kvasinek in vitro a klinickym Géinkemn léku in vivo,
sice nejsou jednoznaéné, aviak vieobecné se toto testova-
ni doporuéuje (zejména vzhledem k riziku rezistence kandid
non-albicans na azolova antimykotika).

Uréeni citlivosti in vitro maze pomodi vysvétlit nedosta-
teény ucinek inicidlng zvoleného antimykotika a usnadni
volbu cilené antimykotické léchy. Dale pak testovani citli-
vosti in vitro (obrazek 1) umozfiuje eventudini zménu in-
travendzni antimykotické 1écby za perorélni terapii azoly
u nemocnych, u kterych je zjistovano zlepsovani klinického
obrazu, ale lécha dosud nedosahla doporucované délky.24
(tabulka 6)

7w . = -

Mezi léky s ucinkerm na kmeny aspergild patii ampho-
tericin-B a jeho formy na lipidovém nosiéi, itraconazol, vo-
riconazol, posaconazol a echinckandiny. Dosud bylo prove-
deno pouze pét randomizovanych studii, v nichZ byly tyto
piipravky sledovény v primarni 16¢ébé nejcast&jsi invazivni
mykdzy u hematoonkologickych nermocnych — invazivni as-
pergildzy (14) (tabulka 7).

Vatiina informaci o |&¢ba 1A (jak primdrni, tak zachran-
né) tedy pochazi z rizné velkych nerandomizovanych ko-
hort nemaocnych a z retrospektivnich analyz.

Primarni |é¢ba invazivni aspergilézy

Donedavna byl zlatym standarder v 16¢b& |1A amphote-
ricin-B deoxycholat v davee 1,0-1,25 ma/kg/den. Tato léc-
ba viak méla uspéch nangjwys u tfeting nemocnych, a navic
podavani C-AMB, které v indikaci 1A hylo ¢asto dlouhodo-
bé, bylo spojeno s vysokym rizikern nefrotoxicity.2? Od roku
2002 se po publikaci Herbrechta spol. stal standardem
v primarni |&ébé |1A voriconazol. Voriconazol prokazal v této
indikaci nejen v&tsi ac¢innost nez C-AMB (53 % vs. 32 %),
ale navic bylo jeho podani spojeno s mensim rizikern ne-
frotoxicity a po inicialni intravendzni 1&¢hé je u tohoto pfi-
pravku mozny prechod na perordini formu 2 Dosud neni
dostatek informaci, zda je mozné 1échu zahdjit ihned per-
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obrazek 1 Candida glabrata in vitro rezistentni
k triazoltm a citlivd k echinokandindm
(testovano pomoci E-testu)

ordlni formou léku, a proto je stile doporuéeno inicialné
podavat formu intravendzni. Vzhledem ke korelaci mezi
plazmatickou koncentraci 1éku a Géinkem lécby |A je stile
fastdji poukazovano na nutnost menitorovani koncentraci
léku v plazmé a eventudlni dpravu dévkovani podle wsled-
ku. Takowy postup sice zatim neni b&zny, mize viak dale
Zvysit pravdépodobnost tspéchu lééby této Zivat ohrozuji-
ci infekce 3!

Voriconazol je také lékem volby pfi diseminaci 1A do
CNS. Ve studii Schwartze a spol. bylo lééebné adpovédi
v tomto pfipadé dosaZzeno u 35 % pacientd 32

Je-li voriconazol kontraindikovén, je alternativou v pri-
marni 1é¢hé |A liposomalni amphotericin-B (L-AME), ktery
viak v CR neni dostupny, nebo amphotericin-B lipidovy
komplex (ABLC).2 Jejich Géinnost v této indikaci byla 50 %
respektive 47 % 323 Naopak tiieti amphotericin na lipido-
vém nosici — amphotericin-B kolcidni disperze — obecné
neni v této indikaci doporucovén, a to zejména na zakladé
vysledkd prace Bowdena a spol.2335

Informace o podani echinckanding v monoterapii pfi
inicidlni léb& 1A jsou omezené a nejsou to léky volby v této

tabulka 7 Souhrn randomizovanych studii srovnédvajicich uc¢innost jednotlivych antimykotik v primarni 1é¢bé

invazivni aspergilézy

Srovnavané léky | Podet nemocnych | Lécebny Gspéch PreZiti Signifikantni rozdil
Herbrecht a spol. 2002% VORI 144 53 % 71 % Ano (p =0,02)
C-AME 132 32 % 58 %
Bowden a spol. 2002% ABCD 28 13 % 40 % Ne
C-AMBE 86 15 % 27 %
Leenders a spol. 1998% L-AMB 26 69 % 81 % Ne
C-AMB 29 59 % 62 %
Ellis a spol. 1998% L-AME 1 ma'kg a1 58 Y% 41 % Ne
L-AMB 4 mg'kg 45 54 % 32 %
Cornely a spol. 2007 L-AME 3 mg'kg 107 50 % 2% Ne
L-AMB 10 mg/kg 94 45 % 59 %

frmdoteae [ 213

49



Pacient s diseminovanou invazivni
aspergilézou s postizenim jater —

CT obraz jater s loZisky infekce (Sipky)
pred zahajenim lé¢by (A)

a po 1 mésici (B),

respektive 3 mésicich (C) antimykotické
l&¢by kombinaci voriconazolu

s caspofunginem

indikaci. V nedavno uvefgjnéné praci Viscoliho a spol. pro-
kazal caspofungin v primoléché 1A jen omezenou Géinnost
(33 %).3 Wjimkou jsou nemocni s multiorganovym posti-
Zenim — zde miZe byt caspofungin (popfipadé v budoucnu
také ostatni echinokandiny) diky své vysoké bezpecnosti
prakticky jedinym pouZitelnym antimykotikem. Zprav
o ostatnich echinokandinech je jen poskrovnu. Velmi po-
dobné je tomu u itraconazolu a u posaconazolu, kde Gda-
je dokonce zcela chybaji. Tyto léky tedy nelze doporucit
v primarni lécha 14,24

Trebaze v literatufe pfibyva udajd o pouZiti kombinova-
né antimykotické léchy (pfedeviim voriconazolu, posacona-
zolu nebo lipidowych amphotericing spolu s echinokandiny)
jiz v primarni 1é¢bé 1A a tyto zpravy jsou éasto velmi po-
vzbudivé, zatim neni takovy postup vieobecné piijiman 2437

Zachranna lécha invazivni aspergilézy

Volba antimykaotik pfi selhani primarni léchy je sloZita.
Prakticky viechny informace o Géinnosti jednotlivich &k
v tomto piipadé pochazeji pouze z nekomparativnich nebo
retrospektivnich analyz. Navic dosud chyhéiji sirsi informace
o ngjvhodngjii 1écha pii selhani voriconazolu jako antimy-
kotika prvni volby. lediné dostupné Gdaje jsou o pouziti va-
riconazolu, posaconazolu, L-AMB, ABLC, ABCD, caspofun-
ginu a micafunginu v zdchranné léché a Gcinnost téchto
|ékii se pohybuje mezi 30 a 50 % 122334384

Pro pacienty s |A, ktefi jsou primarné rezistentni na za-
kladni lé¢bu nebo ji netoleruji, je (na rozdil od primarni léc-
by) mnohem vice informaci o moznosti kombinované anti-
mykotické léchy. Kombinace pfedeviim triazold druhé
generace s echinokandiny (event. amphotericind na lipido-
vych nosicich s echinokandiny) jsou v této indikaci jiz moz-
nosti volby, a nékteré prace dokonce poukazuji na pro-
dlouZeni doby pieZivani takto lécenych nemocnych .4

i Y

{ )
Dalsi doporuceni

Délka lécby

V Iéché |A nelze stanovit pfiesnou a optimalni délku léc-
by. Lé¢ha musi trvat tak dlouho, dokud dplné neodezni kli-
nické, mikrobiclogické a radiologické znamky infekce
a soucasnéd nevymizi eventudlné pfitomny imunodeficit,
ktery ke vzniku infekce pfispél (napf. neutropenie, reakce
stépu proti hostiteli, velké davky imunosupresiv apod.).24

Chirurgicka lééha

Vieobecné nelze chirurgicky wikon v terapii IA doporu-
git. le nutno jej pfisné individudlng zvazit v pfipadech, kdy
je velké plicni loZisko v tésném kontaktu s velkou cévou
nebo je pficinou hemoptyzy. Mohl by byt zvazovan také pfi
piitormnosti lokalizovaného loZiska mimo plicni tkan, a to
i v pfipadé postizeni CNS.24

Testovani citlivosti na antimykotika

Ve vé&tiiné pfipadd 1A u onkologickych nemocnych neni
vysledek kultivacniho vyietfeni pozitivni a diagndza je velice
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I tabulka 8 Doporuceni pro lécbu invazivni aspergilézy

| farmakoterapeutické postupy

Primarni leé¢ba

Poznamly

Voriconazol Inicialné i. v.; vhodné méfeni
plazmatickych koncentraci
L-AME nebo ABLC Lék volby pfi nemoZnosti pouziti voriconazolu

Zachranna lécba
Voriconazol

Poznamky
Nebyl-li pouzit v primarni 1écbé

Posaconazol

L-AME, ABLC

Caspofungin

Kombinace caspofungin
s voriconazolem/posaconazolem
nebo ABLGL-AMB

Délka léchy

Dokud nedojde ke kompletnimu odeznéni klinickych,
mikrobiclogickych a radiologickych znamek infekce

a soucasné neodezni eventualné piitomny imunodeficit
Délka léchby

Deokud nedojde ke kompletnimu odeznéni klinickych,
mikrobiologickych a radiologickych znamek infekece

a soucasné neodezni eventualné piitomny imunodeficit

Viyswétliviy

ABLC - amphotericin B lipidovy komplex; L-AMB - liposomalni amphotericin B

¢asto stanovena na zakladé zobrazovacich metod v kombi-
naci s pozitivitou galaktomananu. Pokud se podafi etiolo-
gické agens wykultivovat, pak je vzdy doporuéenao dourceni
druhu. Tato informace je ddleZitd pro volbu antimykotik
predeviim u infekel vyvolanych kmenem Aspergiffus terre-
us, u nichz vzhledem k pfirozené rezistenci mize selhavat
lécha polyeny.4®

Rutinni testovani citlivosti viaknitych hub k antimykotikam
viak doporudeno neni. Dosud chybéi jednoznaéné ddaje
o korelaci mezi rezistenci in vitro a in vivo.24 (tabulka 8)

Lécba vzacnych invazivnich

Lécba invazivni zygomykdzy

Zygomycety patii mezi houby fadu Mucorales a tvofi 5i-
roké, fidece septované nebo vibec neseptované hyfy. Invaziv-
ni infekci mohou zpdsobovat rody Rhizopus spp., Rhizamu-
cor spp., Absidia spp. a dalsi. Invazivni zygomykdza je
charakterizovana rychlou angicinvazi s naslednou trombaotic-
kou okluzi cév a tkdfovau nekrdzou. Mezi typické formy in-
vazivni zygomykdzy patii plicni, rhinocerebrdlni a disermino-
vana infekce. V soucasné dobé neni k dispozici Zadny
spolehlivy nekultivaéni test pro €asnou detekc této Zivot
ohrozujici infekce, a proto je veskera diagnostika zaloZzena na
kombinaci klinického obrazu (infiltrace paranazélnich dutin
s destrukci skeletu nebo plicnich infiltrdtd se znamkami an-
gioinvaze na CT) s pozitivnim mikroskopickym nebo kultivaé-
nim nalezem z bioptované, velmi éasto jiz nekrotické tkana
u nemocného se zvysenym rizikem (nermocni s dlouhodobou
neutropenii, s diabetem, léceni chelatatary Zeleza).# Zygo-
mycety jsou in witro citlivé k amphotericinu-B a posaconazo-
lu a rezistentni vO&i ostatnim azoldm a echinokandindrm 4

Zaklademn terapie invazivni zygomykdzy je véasné roz-
poznani mozné infekce u chrozeného jedince. Predeviim
pii znamkach infekece v sinoorbitalni oblasti (nereaguijici na
konvenéni antibiotickou lé¢bu) by mélo byt velmi casné
provedeno zobrazovaci vyietieni nasledované chirurgickym

odbérermn materialu k histologickému, respektive kultivaéni-
mu potvrzeni mozné mykotické infekece. Ve druhém kroku
je nutné eliminavat rizikavé faktory — Gprava ketoacidézy,
vysazeni chelataéni 1écby nebo maximalné mozné snizeni
imunosuprase,

Vlastni lécba invazivni zygomykdzy spoéiva v rychlé a ra-
zantni chirurgické resekci postizenych tkani v kombinaci
s antirmykotickou léchou. Lékem volby jsou zde lipidové for-
my amphotericinu-B, pfedeviim L-AMB (v CR viak neni do-
stupny), eventualing ABLC. Néktefi autofi doporuéuji vysoké
davky téchto antimykotik (10-15 mg/ka/den), jednoznacny
pfinos wysokych davek viak prokazan nebyl#® Pii pouzitl
ABLC (misto L-AMB) a souéasném postiZeni CNS touto in-
fekci je nutno zvazovat horsi prinik léku do mozkové tkana
ve srovnani s C-AMB. Alternativou lipidowych forem polye-
nl je dnes nejnovasi z azolowich antimykotik posaconazol,
ktery v davce 800 mgiden v zachranné léché invazivni zy-
gomykdzy vedl v 60 % piipadd k [é¢ebné odpovéadi 1@

Terapie invazivni fusariézy

Fusarium spp. patfi mezi vidknité houby s vétvenymi
septavanymi hyfy, mikroskapicky podobnymi hyfam asper-
gil. Invazivni fusaridza je velmi ojedingld infekce a prabiha
vétiinou pod obrazem diseminovaného procesu, s hored-
kami nejasného plvedu, s moZnosti postizeni jakéhokoliv
organu, s mnohofetnymi koznimi noduly a velice ¢asto
s pozitivnim mikroskopickym nebo kultivaénim nélezem
z hemokultury 47

Tyto houby patfi k patogendm nejvice rezistentnim v
dostupnym antimykotikam. Casté jsou rezistence vidi poly-
endim a v menii mife také vad novym triazolim. 4 Echino-
kandiny jsou in vitro neidinné.® Lékem volby pfi fusariové
infekei je v souéasné dobé voriconazol ve standardnich dav-
kéch, v zachranné 1é¢hé mél pak dobry ucinek také posa-
conazal 4748 Predeviim u infekci vyvolanych £ solani mohou
byt Ucinné rovnéz liposomalni formy amphotericinu-B.47 PFi
selhavani dostupné léchy jsou pak popsany piipady, kdy
bylo dosaZeno uspéchu pfi podavéani kombinace voricona-
zolu s amphotericiny na lipidowych naosicich.

frmaatease [ 215

51



Lécba invazivni kryptokokové infekce

Infekce wyvolané druhem Cryptococcus necformans se
rozvijeji obvykle po inhalaci basidiospor této kvasinky. Pri-
marni plicni infekce vétSinou probihd subklinicky, méné
¢asto pod obrazem pneumonie. Pfi nasledné diseminaci ma
patogen afinitu k CNS, proto je nejtypiétéjsim projevern in-
vazivni kryptokokdzy meningitida. Mnohem méné obvyklé
je postizeni ke, kosti a visceralnich organa. Ve stfedni Ev-
ropé je kryptokokové infekce u nemocnych s malignitami
velmi vzacna, miaZzeme se s ni viak setkat tam, kde je pou-
Zita protinddorova lécba vedoud k deficitu CD4+ lymfocytad.

Standardnim lécebnym postupern v terapii kryptokokové
meningitidy je v soucasné dobé kombinace C-AMB v dévce
0,7-1 mo/kg/den s flucytosinem v davee 100-150 ma'kg/den
(rozdéleno do 4 davek) po dobu 2 tjdni s naslednou udrzo-
vadi terapil fluconazolem v davce 400 mg/den, a to v celkové
délce minimalng 10 tydna. Celkova délka udrfovad terapie je
déna piedeviim individudlnim posouzenim imunitniho stavu
nemocného.

Dochézi-li k selhavani inicidlni 1&¢by, lze volit vyisi az vy-
soké davky fluconazolu (800 mg/den i vice) event. ampho-
tericiny-B na lipidovérn nosici (s védomim omezeného pri-
niku do CNS pfi podani jinych piipravkd nez L-AMB)
v davce 3-6 mg/kg/den po dobu celkem 6-10 tydna 5

Pii izclované kryptokokové pneumonii lze u lehéich fo-
rem pouzit fluconazol nebo C-AMB v monoterapii. U t&23ich

Zavér

V soucasné dobé jsme svédky naristajictho poétu pii-
padd invazivnich mykotickych infekcl souéasné s rostoucim
poctem vnimavych jedincd v populaci. Pdvodci invazivnich
mykotickych infekci u onkologickych nemocnych jsou
i v soucasnosti ve vatiing pfipadd kandidy a aspergily, stile
castéji se viak setkavame se vzacnymi mykotickymi pato-
geny, ¢asto obtizné diagnostikovatelnymi a rezistentnimi na
dostupna antimykotika.

V poslednich letech bylo dosaZeno zcela zasadniho po-
kroku v diagnostice hlubokych mykdz (zavedeni HRCT)
a detekce galaktomananu u invazivni aspergildzy) a sou-
£asné se wznamné rozéifila nabidka antimykotik. Velmi vy-
znamné zlepieni lécebnych moznosti pfinesla predeviim
dostupnost nowych irokospektralnich triazold a echinokan-
dind a eventualné pouziti jejich kombinace. Casna dia-
gnostika invazivnich mykotickych infekel a nasledné véasné
podani téinné lécby tak umozfiuje alespof éasteéné snizit
mortalitu tachto infekci 5!

Pfes tyto nesporné pokroky je pfed nami jesté mnoho
tkold predeviim na poli diagnostiky a rovnéZ léchy non-as-
pergilovych vidknitych mykéz, jejichz mortalita je stile ne-
pfipustné vysoka.

forem je lécba stejné jako u kryptokokové meningitidy 5
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2.  Vyzkum na poli diagnostiky a terapie invazivnich

mykotickych infekci na IHOK LF MU a FN Brno

Vyzkum na poli oportunnich infekci u hematoonkologickych nemocnych ma na Interni
hematoonkologické klinice LF MU a FN Brno dlouhodobou tradici. V roce 2003 byla na tomto
pracovisti zalozena ,,Pracovni skupina pro oportunnich infekce®, jejimz vedoucim je od pocatku
autor této prace. Toto multioborové uskupeni ftesi problematiku vSech typd infekei u
hematoonkologickych nemocnych. Nicméné — zmény v epidemiologii a zvySeni incidence zivot
ohrozujicich hlubokych houbovych onemocnéni vedly k vyprofilovani vyzkumnych aktivit této
Pracovni skupiny smérem k Casné diagnostice a optimalizaci terapie téchto infekci. Interni
hematoonkologické klinika LF MU je jednim z kli¢ovych hematoonkologickych pracovist' v CR,
které se zaméfuje na invazivni mykdézy a rovndZ organizuje pravidelnd Cesko-Slovenska
mezioborova setkani odbornikd k této problematice. Vysledkem téchto snah jsou doporuceni pro
diagnostiku a 1éc¢bu (cilenou, empirickou, preemptivni a profylaktickou) invazivnich mykoéz,
publikovand v renomovanych ceskych ¢asopisech. Mezi Uspéchy Pracovni skupiny pro oportunni
infekce patii i pfidéleni 3 vyzkumnych projekt s podporou Interni grantové agentury Ministerstva
zdravotnictvi CR, z nichZ jeden jiz byl velmi usp&né dofesem. Z pracovisté také na toto téma
vzeslo nékolik plvodnich praci publikovanych ve vyznamnych zahrani¢nich impaktovanych

casopisech.

Obsahové je vyzkum zaméfen zejména na moznosti ¢asné diagnostiky invazivnich mykoéz, coz je
vzhledem k jejich vysoké mortalité¢ a morbidité pfi pozdni diagnostice klicovy bod, na kterém zavisi

do zna¢né miry prognoza pacientil s t€émito zivot ohrozujicimi infekcemi.

Vyzkum lze rozdélit do nékolika hlavnich oblasti a témto oblastem pak odpovida ¢lenéni dalsi casti

prace.
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v

A) Zatimco pied rokem 2000 byla nejcastéjsi invazivni mykotickou infekci na naSem pracovisti

B)

O

invazivni kandidéza, po roce 2000 (zcela v souladu s celosvétove publikovanymi daty) zacal
nariistat pocet ptipadii hlubokych mykotickych infekei vyvolanych vlaknitymi houbami,
zejména rodem Aspergillus. I vyskyt ostatnich (vzacnych) houbovych rodu stoupa, ale pocet
pfipadl za rok je mnohem mensi. Pfes velkou snahu naSich i své€tovych pracovist’ se zatim
nepodaftilo vytvofit optimalni PCR metodiku pro rutinni skrining. Zasadni postaveni v ¢asné
diagnostice invazivni aspergiléozy ma proto standardizovana sérologickd metoda — detekce
galaktomannanu. Metodou a naSimi vysledky se =zabyva kapitola 3. Detekce

galaktomannanu v ¢asné diagnostice invazivni aspergilézy (str. 57).

Jistou limitaci pfi detekci galaktomannanu je moZnost faleSnych pozitivit testu, které ztézuji
interpretaci vysledku. Nase pracovisté¢ vyznamné piispélo k vyzkumu v této oblasti, coz
blize popisuje kapitola 4. Identifikace moZnych prifin faleSné pozitivity Platelia

Aspergillus ELISA testu (str. 78).

Kromé detekce galaktomannanu pomoci Platelia Aspergillus ELISA testu, je k dispozici pro
diagnostiku invazivni aspergilézy nova sérologicka metoda — detekce 1,3-B-D glukanu.
Glukan je panfungalni marker, coz pochopitelné¢ znamend, ze jeho pozitivita je spojena
nejen s invazivni aspergilézou, ale také kandidozou, fusari6zou ev.infekcemi zpiisobenymi
dalsimi houbami. Pracovisté autora ma tento test rutinné k dispozici jako jediné v CR.
ZkuSenostmi s timto testem se podrobné zabyva kapitola 5. 1,3-B-D glukan v diagnostice
invazivni aspergilozy a jinych invazivnich mykotickych infekci hematoonkologickych

nemocnych (str. 91).

D) Vedle zmén v epidemiologii doSlo zejména diky moznostem casné diagnostiky a

dostupnosti novych lé¢ebnych postupi ke zménam i v lécebnych vysledcich. Analyzou
epidemiologie, pfinosnosti diagnostickych metod a lécebnych vysledkti na pracovisti autora

se zabyva kapitola 6. Epidemiologie, diagnostika a 1éfebné vysledky pripada
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E)

invazivnich aspergilovych infekei na Interni hematoonkologické klinice LF MU a FN

Brno (str. 121).

Invazivni infekce vyvolané patogeny ze tfidy Zygomycet jsou velmi vzacné, nicméné jejich
pocty stale nariistaji. Diagnostika je extrémné obtiznd a v ¢asném pftistupu se — na rozdil od
zbytku houbovych infekei — uplatiuji pouze molekularné-biologické metody. Vyzkum na
tomto poli je analyzovan v kapitole 7. Casna diagnostika invazivni zygomykézy (str.

136).
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3. Detekce galaktomannanu v ¢asné diagnostice invazivni

aspergilozy

V této kapitole jsou shrnuty literarni informace o galaktomannanu a jeho detekci. Jeji soucasti je
prehledné prace autora podavajici podrobné informace a vlastni zkuSenosti s metodou na THOK LF

MU a FN Brno.

Az donedavna byla diagnostika invazivni aspergilézy velmi obtizna a pozdni, nebot jedinou
moznosti byl histologicky nebo kultiva¢ni prikaz ve sterilnich tkanich ziskanych biopsii. Rutinni
zavedeni detekce galaktomannanu v séru do diagnostického algoritmu u nemocnych v riziku bylo

zasadni zménou k lepSimu v ¢asné diagnostice invazivni aspergilozy.

3.1. Detekce galaktomannanu — literarni data

Galaktomannan: struktura, uvoliiovani a moZnosti detekce antigenu

Zastupci rodu Aspergillus uvoliuji pfi svém rastu do okoli exoantigeny, které mohou byt nésledné
detekovany v télesnych tekutinach. Jednim z téchto exoantigenl je polysacharid, ktery je soucasti
bunécné stény houby — galaktomannan. Pro jeho detekci je moZzno pouzit nékolik imunochemickych
metod - latexovou aglutinaci, radioimunoanalyzu a ELISu. Lisi se zpisobem provedeni, detekénim
limitem 1 senzitivitou. Komeréniho uziti dosdhly pouze dvé — latexova aglutinace (Pastorex
Aspergillus, BioRad, Francie) a sendvicova ELISA (Platelia Aspergillus, BioRad, Francie). Oba

komeréni sety vyuzivaji pii detekci vazbu antigenu s krali¢i monoklonélni protilatkou EB-A2.

Latexova aglutinace (Pastorex Aspergillus, BioRad, Francie) se v soucasné dobé pouziva spiSe
zfidka (zejména tam, kde je toto vySetfeni provadéno spise prileZitostn€). Pro rutinni diagnostiku u
hematoonkologickych pacientii je mnohem vhodnégjsi metoda ELISA, zejména pro vyssi citlivost -
je 10 az 15krét (pfi pouziti cut off 1,5) a nebo az 30krat (pfi pouziti cut off 0,5) citlivéjsi nez

latexova aglutinace. Je tedy schopna detekovat vice nemocnych s invazivni aspergilézou a rovnéz
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pozitivita je pii pouZiti této metody asngjsi “V. Reakce je semikvantitativni a vysledek je udavan
jako index pozitivity (IP) — tj. pomér mezi optickou denzitou testovaného vzorku a optickou
denzitou kontrolniho séra obsahujiciho pfiblizn¢ Ing galaktomannanu/ml. Jako pozitivni se
oznacuje vzorek sIP > 0,5 a pozitivni pacient je kazdy s vice nez dvéma po sobé¢ jdoucimi

pozitivnimi odbéry.
Vyuziti detekce galaktomannanu pro diagnézu invazivni aspergilézy

Studie sledujici pfitomnost galaktomannanu u nemocnych s rizikem vzniku invazivni aspergilozy
ukazaly, ze Platelia Aspergillus test ma vysokou specificitu pohybujici se od 81% do 100%.
Extrémné vysoka je také negativni prediktivni hodnota testu, ktera je v absolutni vétSiné studii nad
95%. Negativni vysledek testu tedy s velmi vysokou pravdépodobnosti vylucuje invazivni

o1y v oo . ’ r (28-
aspergilozu a fale§né negativity jsou vzacné @539

Na druhou stranu senzitivita a pozitivni prediktivni hodnota (PPV) jsou bohuZel do urc¢ité miry
slabymi misty tohoto testu. Senzitivita testu v rtiznych pracich zna¢né kolisa a to od 30% do 100%

a velmi podobné je tomu i u PPV, ktera se pohybuje od 50% do 100% %9

Podrobna analyza literarnich dat o galaktomannanu, metodach (zejména ELISA) pro jeho detekci a
jejich klinickém vyuziti je provedena v nasledujici ptehledné praci: (Racil Z., Kocmanova 1.,
Wagnerova B., Winterova J., Mayer, J.: Vyuziti detekce galaktomannanu pro ¢asnou diagnostiku

invazivni aspergil6zy. Klinicka mikrobiologie a infekéni 1€katstvi, 13, 2007, 5, 176-183)
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3.1.1.

Racil Z., Kocmanova L., Wagnerova B., Winterova J., Mayer J.: VyuZziti detekce
galaktomannanu pro ¢asnou diagnostiku invazivni aspergilézy. Klinicka

mikrobiologie a infekéni 1ékafstvi, 13, 2007, 5, 176-183
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Vyuziti detekce galaktomannanu pro ¢éasnou diaghostiku
invazivni aspergilozy

Z. RACILL, |. KOCMANOVA2, B. WAGNEROVA?, J.WINTEROVA?, J. MAYER?

Interni hematoonkologicka klinika, Fakultni nemocnice Brno
20Oddéleni klinické mikrobiologie, Fakultni nemocnice Brno

SOUHRN

Racil Z., Kocmanova 1, Wagnerovi B., Winterova J., Mayer J.: VyuZiti detekce galaktomannanu pro Zasnou diagnostiku invazivnf as-
pergilozy

Invazivni aspergiloza piedstavuje zavaznou a casto letdlni mykotickou infekei imunokompromitovanych pacientd, jejiz incidence v po-
slednich letech nardsta. Vysokd mortalita infekee je dana na jedné strané tizi imunosuprese nemocnych, ale na druhé strané prede-
viim obtiZnosti stanovit diagnozu této infekee éasné. Rozvoj neinvazivnich nekultivaénich metod v poslednich letech pfedstavuje zi-
sadni zménu v asné diagnostice invazivni aspergilové infekce. Oviem jedind z nich ma v soucasnosti své jasné postaveni a to je
stanoveni galaktomannanu ELISA metodikou. Test ma piedeviim excelentni negativni prediktivni hodnotu a umoznuje s vysokou
pravdépodobnosti infekei vyloucit. Na druhou stranu jeho velmi dobra senzitivita pomiize ¢asto stanovit diagnézu jeité pred jasnou
klinickou manifestaci infekce. Nicméné hlavnimi limitacemi testu jsou kolisani senzitivity ovlivnitelné celou fadou faktord a moznost
faleénych pozitivit. Cilem této prace je souhrn dosavadnich znalosti o vyuziti galaktomannanu v ¢asné diagnostice invazivni aspergi-
lozy.

Klicova slova: invazivni mykotickeé infekce, invazivni aspergiloza, sérologicka diagnostika, galaktomannan

SUMMARY

Ri¢il Z., Kocmanovi 1., Wagnerova B., Winterové J., Mayer ].: Contribution of galactomannan antigen detection to early diagnosis of
invasive aspergillosis

Invasive aspergillosis is a serious and often lethal fungal infection in immunocompromised patients, with increasing incidence in re-
cent years. The high mortality is related not only to severe immunosuppression but especially to difficulties in early diagnosis. The de-
velopment of noninvasive nonculture diagnostic methods in recent years is a major advance in the early diagnosis of invasive asper-
gillosis, but the only method with a clear position is currently galactomannan detection by sandwich ELISA. The test has an excellent
negative predictive value and is able to exclude invasive aspergillosis with high probability. In addition, its good sensitivity often allows
diagnosis of the condition before it is clinically manifested. However, variations in sensitivity due to numerous factors and potential
false-positive results in certain populations are the main limitations to its use. The purpose of this review is to summarize the current
knowledge of the use of galactomannan in the early diagnosis of invasive aspergillosis.
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Uvod spravnou diagnézu. Na podkladé sprivné diagnézy Casné

V poslednich dvou dekiddch jsme svédky naristu inci-
dence invazivnich mykotickych infekef a hlavni skupinou
nemocnych, které postihuji, jsou pacienti s hematologickou
malignitou. U hematoonkologickych nemocnych je absolut-
né nejéastéjsi mykozou invazivni aspergildza, kterd se vy-
skytuje s incidenci 8-20 % u nejvice rizikovych skupin
(pacienti lé¢eni pro akutni leukémii a po transplantaci krve-
tvorné tkdné) [1, 2]. Mortalita invazivni aspergilové infekce
je u téchto imunosuprimovanych pacientl vysokd a pohybu-
je se v soucasné dobé kolem 40 % [1]. Vysokd mortalita je
ddna nejen zdvaznym deficitem imunitniho systé mu nemoc-
nych, ale velice Easto piedeviim obtiZnosti ¢asné stanovit

zahdjend cilend antimykoticka 1é¢ba je jednim z klicovych
faktord zlepsujicich prognézu nemocnych s invazivni asper-
gildzou [3].

Konvenéni diagnostické piistupy bohuzel velmi Casto se-
lhivaji. Kultivace nebo histologie ze sterilniho materidlu
vyZaduje biopsii, kterd vSak u pacientli s koagulopatif
a trombocytopénii neni moznd. Navic, je-1i biopsie prove-
dena, je senzitivita vlastniho kultivaéniho a histologického
vysetfeni omezend. Kultivace a cytologie materidlu z dy-
chacich cest ma opét omezenou senzitivitu a pozitivni vy-
sledek kultivace je navic vétiinou pozdni. Pravdépodobni
diagndza invazivni aspergilozy je tedy nejcastéji v klinické

[176
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praxi provadéna na zdkladé kombinace klinického obrazu
a ndlezu ,halo™ nebo ,air crescent” na HRCT. Tyto ndlezy
jsou viak nejen médlo senzitivii (obraz invazivni aspergilé-
zy miize byt na HRCT velmi pestry a ne vidy lze nalézt
.halo” nebo air crescent™), ale také milo specifické (obraz
halo® miiZeme nachdzet i u celé fady jinych plicnich pato-
logif) [4.5].

Vyse zminéné obtiZe v ¢asné a senzitivni diagnostice in-
vazivii aspergilézy vedly k rozvoji nekultivaénich diagnos-
tickych metod. Pokud vyuZivaji detekei antigenti, protildtek
nebo metabolitii, hovofime o metoddch sérologickych a po-
kud detekuji nukleové kyseliny, jsou oznacovany jako meto-
dy molekuldrné biologické.

Ze viech nekultiva¢nich metod md v soucasné dobé jed-
noznaéné definované a zdsadni misto v diagnostice invaziv-
ni aspergilézy detekce galaktomannanu. Cilem této souhrn-
né price je podani pfehledné informace o vyuZiti detekce
galaktomannanu pro diagnézu invazivni aspergilové infekce.

Galaktomannan: struktura, uvolfiovani a moZnosti de-
tekce antigenu

Kmeny aspergili uvoliiuji pfi svém riistu do okolf exoan-
tigeny, které jsou pak detekovatelné v malém mnoZstvi v té-
lesnych tekutindch. V roce 1978 Lehmann a Weiss nasli
v séru imunokompromitovanych laboratornich zvirat infi-
kovanych kmeny aspergilii a ndsledné také v séru a moéi
pacientli s invazivni aspergilézou antigen, ktery byl poté
identifikovén jako galaktomannan (GM), coz je termostabil-
ni heteropolysacharid bunécné stény aspergili [6,7]. Mo-
lekula GM o velikosti 25-75kDa se skladd z neimunni ma-
nnanové korové Cdsti a imunoreaktivnich bonich Fetézci
zakonéenych galaktofuranosylovymi jednotkami [7.8].
In vitro studie ukazuji, Ze riizné kmeny aspergilii uvolfuji
riiznd mnozstvi GM, klinickd zdvaZnost této rozdilnosti se
viak nezdd byt vyznamnd. Na druhou stranu vedle aspergi-
lovych kmenii uvoliinji GM také kmeny penicilii a pfi inva-
zivni infekei timto patogenem (kterd je vSak velmi vzdcnad)
miize byt tedy galaktomannan v séru také detekovan [9]. Na
zvifecich modelech byla prokazédna korelace mezi mykotic-
kou ndloZi ve tkdnich a mnoZstvim uvolnéného, respektive
detekovatelného GM v séru [10]. Kromé toho je to fize ri-
stu hyt, mikroprostiedi ve kterém probihd infekee, imunitni
stav jedince, stav rendlnich funkef a koneéné antimykoticka
lé¢ba, které ve svém kone&ném bodé mohou ovlivnit defini-
tivni mnozstvi GM v cirkulaci [11].

Pro detekci GM je moZno pouzit nékolik imunochemic-
kych metod - latexovou aglutinaci, radioimunoanalyzu
a sendvifovou ELISu. Lisi se detekEnim limitem i senzitivi-
tou (tabulka I). Komeréniho uziti dosahly pouze dvé — late-
xovd aglutinace (Pastorex Aspergillus, BioRad, France)
a sendvicova ELISA (Platelia Aspergillus, BioRad, France).
Oba komeréni sety vyuZivaji pro detekci krdli¢i monoklo-
ndlni protilatku EB-A2, kterd rozpoznava B(1-5) vizané ga-
laktofuranosylové zbytky na molekule GM. Pro pozitivitu
testu je nezbytnd pfitomnost minimdlné 4 tichto epitopi
[11].

Latexova aglutinace (Pastorex Aspergillus, BioRad, Fran-
ce) se jeSté misty pouZivd (zejména tam, kde je vySetfeni
provadéno spiSe piileZitostné - v rutinni diagnostice je ale
v soucasné dobé nahrazena sendvicovou ELISA metodikou,

kterd je 10 az 15krat (pii pouZiti cut off 1,5) a nebo aZ 30krat
(pfi pouZiti cut off 0,5) senzitivnéjsi. Je tedy schopna dete-
kovat vice nemocnych s invazivni aspergilézou a rovnéz po-
zitivita je pii pouZiti této metody casnéjsi [12]. Reakce je
semikvantitativnf a jeji vysledek je udavin jako index pozi-
tivity (IP) — pomér mezi naméfenou optickou denzitou
a optickou denzitou kontrolniho séra obsahujiciho pfiblizné
Ing GM/ml. Jako pozitivn{ se oznacuje vzorek s IP > 0.5
a jako pozitivni pacient pak nemocny s vice nez dvéma po
sobé jdoucimi pozitivnimi odbéry.

Vyuiiti detekce galaktomannanu pro diagnézu inva-
zivni aspergilézy

Studie sledujici detekei galaktomannanu jako markeru in-
vazivii aspergilézy u nemocnych s rizikem vzniku této in-
tekce ukdzaly, Ze Platelia Aspergillus test ma vysokou spe-
cificitu pohybujici se od 81 % do 100 %. Extrémné vysoka
je také negativni prediktivni hodnota testu, kterd je v abso-
lutni vét§ing studif nad 95 %. Negativni vysledek testu tedy
s velmi vysokou pravdépodobnosti vylu€uje invazivni as-
pergildzu a faledné negativity jsou vzicné [13,14.15.16,17,
18,19,20.21].

Na druhou stranu senzitivita a pozitivni prediktivni hod-
nota (PPV) jsou bohuzel do uréité miry slabymi misty to-
hoto testu. Senzitivita testu v riznych pracich znacné kolisd
ato od 30 % do 100 % a velmi podobné je tomu i u PPV,
kterd se pohybuje od 50 % do 100 % [13,14.15,16.17 18,19,
20.21]. Piimé porovndni vysledki jednotlivych studii je
viak velmi obtiZzné, ne-1i nemozné, nebot oba dva zmifova-
né parametry mohou byt ovlivnény celou fadou faktord [22]
(tabulka 2).

Faktory ovliviiujici senzitivitu testu

Typ a zdvaZnost imunosuprese

Nedidvno publikovand metaanalyza studifi sledujicich ten-
to problém poukdzala na znaéné rozdily v senzitivité meto-
dy v zdvislosti na studované populaci nemocnych. Zatimco
poolovand senzitivita testu pro nemocné s hematologickou
malignitou byla 70 %. pro nemocné po transplantaci orgdnu
byla jen 22 %. Tyto vysledky potvrzuji fakt, Ze test je vice
pfinosny pro nemocné s nadorovym onemocnénim nez pro
jiné skupiny pacientii. Ale 1 mezi onkologickymi pacienty
lze najit vyznamné rozdily. Ve studiich do kterych bylo za-
fazeno velké procento pacienti s tzv. ,.low-risk™ neutropénii
(solidni tumory, lymfomy, autologni transplantace krvetvor-
né tkiné) je senzitivita niz3i, nez ve studiich s vysoce rizi-
kovymi nemocnymi (alogenn{ transplantace krvetvorné tka-
né, akutni leukémie) [15.17].

VySe zminéné nilezy odpovidaji neddvno rozpoznanym
rozdiliim v patogenezi invazivni aspergilézy u jedinct
s a bez neutropenie [23]. U neutropenickych zvifecich
modelil je aspergilovd plicn{ infekce charakterizovdna inten-
zivnim ristem hyf, vysokou fungalni ndloZi a velkou angio-
invazi. Vysledkem je pak vysokd ndloz GM v plicni tkdni
i v séru. Naopak, jestlize byla imunosuprese zvifeciho mo-
delu navozena kortikoidy, byla hlavni pfi¢inou progrese
choroby intenzivni zdnétlivd infiltrace plicniho parenchy-
mu. Fungdlni ndloZ a angioinvaze byly nizké a vysledkem
tedy byla i koncentrace GM v séru t&sné pii hranici detek-
ce.
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Manifestace aspergilové infekce

Manifestace invazivni aspergilézy piedstavuje kontinuum
stavii s odlidnymi histopatologickymi a radiologickymi na-
lezy, jejichz rozvo] je dan pfedeviim imunitnim stavem je-
dince. Spektrum postiZzeni sahd od angioinvazivni formy
u téZce imunosuprimovanych az po alergickou bronchopul-
mondlni aspergildézu v hypersenzitivnich nemocnych [24].
Je ziejmé, Ze piechod antigeni (v&etné GM) do cirkulace se
bude u riznych stupiii angioinvaze liSit. Zatimeco lokdln{
nekrotizace plicniho parenchymu u angioinvazivni formy
bude priichod GM usnadiiovat, u lokalizovanych nebo ohra-
ni¢enych forem aspergilové infekce (napf. tracheobronchiti-
da u pacientii po transplantaci plic nebo ohranifeny asper-
gilom) bude prinik GM menii nebo dokonce Zidny
a vysledek detekce Platelia Aspergillus testu pak bude ne-
gativni [25].

Pfedchoz{ podani antimykotik

Podédvini antimykotik s efektem na kmeny aspergilii 1é-
¢ebné nebo profylakticky omezuje velikost a rychlost ndri-
stu mykotické niloze, stejné tak jako intenzitu jeji angioin-
vaze. Tento mechanizmus je pak pravdépodobnou pficinou
sniZené senzitivity Platelia Aspergillus testu u této skupiny
pacientti. V praci Maarové et al byla senzitivita detekce
GM u nemocnych po transplantaci krvetvorné tkdné 1éce-
nych profylakticky antimykotiky s efektem na vldknité hou-
by pouze 20% ve srovndni se senzitivitou 80% ve skupiné
pacientli bez protylaxe [26].

Tabulka 1
Detekéni limit jednotlivich metod pro diagnostiku
galaktomannanu v séru [31]

Metoda Detekénf limit
Latexova aglutinace 15 ng/ml
Radicimunoanalyza 10 ng/ml
Sendwichova ELISA 0,5-1 ng/ml

Cut-off

Velice diileZitym faktorem ovliviiujicim senzitivitu testu
je hodnota tzv. cut-off indexu pozitivity (cut-off IP), tedy
hodnota indexu pozitivity. od které je vzorek oznaden jako
pozitivni. Maertens et al. a i dal3i autofi prokdzali, Ze sniZe-
ni pivodné vyrobcem doporucovaného cut-off z hodnoty
IP = 1,5 na hodnotu IP = 0,5 vede k vyraznému zvySeni sen-
zitivity testu pfi soucasném jen mirném zhorSeni jeho spe-
cificity (82,7 % x 96,5 %) [27]. Toto sniZeni cut-off indexu
pozitivity je dilezité pfedeviim u nemocnych, ktefi dosti-
vaji profylakticky antimykotika s efektem na v1iknité hou-
by a u nemocnych po transplantaci krvetvorné tkdané s reak-
cf Stépu proti hostiteli (GvHD) lééenou imunosupresivy.
U obou téchto skupin pacientl je jak vySe zminéno myko-
tickd ndloz nizkd a proto pfi uZiti vy$sich hodnot cut-off IP
by tito nemocni byli faleSné oznaCeni za negativni a naopak
pfi cut-off IP = 0,5 je test dokdZe spravné oznacit za pozi-
tivni [26,28].

Frekvence provddénych odbéri

Frekvence a pravidelnost odbérii keve pro detekei galak-
tomannanu vyznamné ovliviuji senzitivitu metody a jeji
schopnost Casné detekce invazivni aspergildzy. Zatimco
v préici Maertense et al. byl primérny pocet odbéri na epi-
zodu 11,2 ve studii Herbrechta et al. pouze 4,1. Senzitivita
metody pak byla v prvni praci 89.7 % ve druhé pak pouhych
31,6 % [4,14]. Progrese invazivni aspergildzy miZe byt
u téZce imunosuprimovanych jedinct velmi rychld a ke
zméné z negativnich do pozitivnich hodnot tak mize dojit
béhem nékolika dnii. Nedostatecnd frekvence odbérli a ne-
bo nepravidelnost v jejich providéni pak miiZze vést ke
zmeskani okamziku, kdy hodnota indexu pozitivity (IP) tés-
né presdhne 0,5 a vzorek se stane asné pozitivnim. Obecné
se doporucuje provddét pravidelny rutinni skrining riziko-
vych nemocnych (nemocni s akutni leukémii nebo po alo-
genni transplantaci krvetvorné tkdang) 2—-3krit tydné, v rizi-
kovych obdobich (febrilni neutropenie nereagujici na
antibiotickou 1é¢bu, ndlez infiltrati na HRCT plic) eventu-
elné i Castéji [12]. Podle naSich zkugenosti viak vice neZ je-
den odbér za den (pfi pouziti cut-off IP 0,5) jiZ senzitivitu
testu dile nezvysi [29] (tabulka 3).

Tabulka 2
Nejwznamnéjsi studie sledujici vyznam detekce galaktomannanu pro diagnostiku invazivni aspergildozy u hematoonkologic-
kych nemocnych

Priice celkovy podet GM cut-off senzitivita (%) specificita (%) PPV (%) NPV (%)
pac./podet pac. s A index

Maertens (1999)[ 13] 243/33 1.0 92,6 05.4 93 95
Maertens (2001)[ 14] 362/95 1.0 89.7 98,1 87.5 98.4
Maertens (2002)[15] 100/27 10 974 98,8 044 98 8
Sulahians{2001)[ 16] 797453 1.5 90,5 94 52 98,7
Herbrecht(2002)[ 17] 797/153 15 294 94,8 517 34.9
Maertens (2004 )[27] 104/29 2*0.5 96.5 98,6 98.6 98.4
Pinel{2003)[18] 807/48 1.0 50 99,6 85 96,8

GM — galaktomannan, IA — invazivni aspergiléza, PPV — pozitivni prediktivni hodnota, NPV — negativni prediktivni hodnota

[178
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Faktory ovliviiujici PPV testu

Druhym slabym mistem testu je pozitivni prediktivni hod-
nota (PPV) testu (¢ili pozitivoi vysledek spravné oznaéi ne-
mocného s invazivni aspergildzou). Opét se setkivdme s ce-
lou Fadou faktori, které PPV testu ovliviiuji.

Prvnim z téchto faktorii je incidence IA ve vySetfované
skupiné pacientii. Pravdépodobnost, Ze pozitivni vysledek
testu oznaci skutecné nemocného pacienta je nejvyssi ve
skupindch nemocnych s nejvy$si incidenci invazivni asper-
gildzy a tmi jsou predeviim nemocni s akutni leukémif
a pacienti po alogenni transplantaci krvetvorné tkdné (inci-
dence 1A je zde 10 %, resp. 20 %). U ostatnich skupin pa-
cientli, kde je incidence IA nizkd (nemocni s ostatnimi
hematologickymi malignitami a nebo po autologni trans-
plantaci krvetvorné tkdné, pacienti po transplantaci solid-
nich orgint), je viznamné nizsi i PPV testu [30].

Druhym faktorem ovliviiujicim PPV a specificitu Platelia
Aspergillus testu je kriterium, které oznaci pacienta jako po-
zitivniho (jednordzova versus opakovand/konsekutivni pozi-
tivita vzorku). Maertens et al. vyuZil test k prospektiviimu

sledovini nemocnych s vysokym rizikem invazivni aspergi-
lézy a prokdzal, Ze jak pfi pouZiti cut-off indexu pozitivity
1,0 tak 0.5 specificita testu vyznamné narlistd, pokud je ne-

Tabulka 3
Faktory ovliviujici senzitivitu Platelia Aspergillus

Faktory sniZujfcf senzitivitu

Pacienti bez hematologické malignity/bez neutropenie [63]

Lokalizovand forma aspergilové infekee [64]

Vysokd hodnota cut-off indexu pozitivity [27]

Nizkd frekvence odbéri [22]

Piedchozi podivani antimykotik [26]

Pitomnost protilitek proti galaktomannanu [17]

Dlouhodobé uchovavani vzorkl v zamraZzeném stavu [12)

Tabulka 4
Pficiny falesné pozitivity Platelia Aspergillus testu
Faleind pozitivita Mechanizmus Pozndmky Ref.
1. Kontaminace vzorku pfi odb&ru nebo zpracovini vzorku
Kontaminace vzduSnymi spdrami detekce GM z kontaminujich [44]

Aspergillus sp. a Penicillium sp.

vldken aspergilli a penicilii

sporadické pozitivity: k odliseni
slouzi retest vzorku v laboratofi

Kontaminace vatou
(napf. pfi desinfekei mista odbéru)

zkifZzena rekce
s glukopyranozovymi zbytky [47]

a vysetfeni opakovaného odbéru

2. Priinik antigenu z GIT pfi postiZeni nebo nezralosti GIT

Pred&asné narozené déti, priinik antigenii z Bifidobacterium sp. pies [43]
novorozenci nezralou mukézu a zkiizena reaktivita

polysacharidd buné&éné stény

bifidobaktériis EB-A2
Mukozitida, stievn i{GvHD priinik GM ze stravy GM obsazen v celé fadé potravin  [41.42]
pies poskozenou mukdzu (téstoviny, ryZe, kyselé zeli a dalii):
vétiinou soufasné nutny alespof
Gastecné zachovany perordlni
plijem stravy

3. Reakce s antigeny v cirkulaci
Infekee Penicillium sp. zkfizena reakce s polysacharidem penicilii [65]
Plasma-Lyte (infuzni roztok) reakce s GM kontaminujicim roztok. klinicky jedna z nejast&jsich [40]

Ke kontaminaci dochdzi pii vyrobé a nejvyznamnéjsich pFicin
kalcium glukonatu, ktery je falegnych pozitivit
soucasti roztoku
Penicilinovd ATB reakee s GM kontaminujicim klinicky jedna z nejéast&jSich [30.33]
(piperacillin/tazobaktam, semisyntetickd penicilinova ATB a nejvyznamnéjsich piicin
ampicillin, co-amoxicillin fale$nych pozitivit
od nékterjich vyrabeil)
4. Ostatnf - zmifiované, ale neovéfené pfiginy
Cyklofosfamid; Bakterémie; Paraproteiné mie; Transfuzni piipravky a krevni derivaty [9.46,65]
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mocny oznacen za skuteéné pozitivniho az pfi pozitivité 2
vzorkil jdoucich za sebou (85,4 % vs. 98,8 % a 98,6 % vs.
85.1 %) [15,27].

Koneéné nejvyznamnéjiim faktorem ovliviiujicim PPV
testu je moZnost falesnych pozitivit. I pfes pouZivani konse-
kutivni pozitivity je az 20 % pozitivnich vysledki falesné
pozitivnich [30]. Izolované faleSné pozitivity mohou byt
zplisobeny kontaminaci vzorku pfi odbéru nebo pii zpraco-
vani vzduinymi spdrami aspergilii nebo penicilii. Tyto izo-
lované faleSné pozitivity viak lze jednoduse odlisit retestem
pozitivniho vzorku (negativni vysledek retestu svédéi pro
kontaminaci pfi zpracovani vzorku) a provedenim kontrol-
niho odbéru vzorku séra (negativni vysledek pak svédéi pro
kontaminaci pfi odbéru vzorku). Retest prvniho pozitivnitho
vzorku a pfedeviim odbér kontrolniho séra by mél byt pro-
veden co moznd nejdifve (do 24-48 hodin), aby nedoslo
k prodleni v ¢asném stanoveni diagndzy invazivni aspergi-
lozy.

Klinicky zdvaZnéjsim problémem jsou vsak faledné pozi-
tivity testu pretrvivajici i v opakovanych odbérech, které
pak imituji obraz nalézany pii skute¢né infekci. OdliSent fa-
leiné a skuteéné pozitivity je pfedeviim u vysoce rizikovych
nemocnych, kde lze infekei vzhledem k imunodeficitu ofe-
kavat, velmi obtizné. Pro klinika je tedy nezbytnd dobrd
znalost moznych pficin faleSné pozitivity testu, jednak pro
jeho spravnou interpretaci, ale pfedeviim pro nutnost v ma-
ximdlni mife tyto faktory u pravidelné monitorovanych ne-
mocnych eliminovat. Nejéastéjsi pficiny faleSné pozitivity
Platelia Aspergillus testu jsou zminény v ndsledujicim textu
[11,12,22,30,31].

Intravendznf podén{ penicilinovych antibiotik

Aplikace penicilinovych antibiotik — piperacillinu, pipe-
racillinu/tazobactamu, nékterych co-amoxicillind a ampicil-
linu — je jednim z nejcastéjiich pficin faledné pozitivity pii
detekci GM [32,33,34,35]. Divodem je pravdépodobné
kontaminace antibiotik GM pfi jejich semisyntetické vyro-
bé. Tento proces vyuziva kmenid penicilii a GM z jejich bu-
néénych stén se pak pravdépodobné dostiva do findlniho
vyrobku [22]. MnoZstvi kontaminujiciho GM kolisa jednak
mezi jednotlivimi antibiotiky, ale také mezi jednotlivymi
sarZemi jednoho vyrobku a proto intenzita falesné pozitivi-
ty (tj. IP séra nemocnych) pfi podavéni téchto prepardtii ko-
lisd [36]. Vzhledem k odliiné kinetice kontaminujiciho GM
od kinetiky vlastniho antibiotika dochdzi pfi poddvini léku
ke kumulaci GM a tak i k ndrfistu méfeného IP v séru ne-
mocnych [37]. Navic po ukonéeni podavini antibiotika fa-
le$na pozitivita testu vzhledem k pomalejsf eliminaci konta-
minujiciho GM pfetrvavd jesté téméf 6 dnd [38].

Eliminace faleSnych pozitivit pfi poddvéini vyse zminé-
nych preparitii je sloZitd. Idedlni je vyloudeni pouZivini
téchto antibiotik u nemocnych, u kterych probihd monito-
ring GM. Toto je mozné u ampicillinu a co-amoxicillinu, ale
velmi obtizné u piperacillinw/tazobactamu. V t@chto pfipa-
dech je pak doporucovin odbér vzorku séra pro vySetieni
GM tésné pred poddnim dalsi dévky antibiotika, kdy by mé-
la byt koncentrace kontaminujiciho GM nejniZsi [39]. Nic-
méné vzhledem ke zminéné kumulaci kontaminujiciho GM
Ize tohoto mechanizmu vyuZit pouze v prvnich dvou dnech
poddvani 1éku, nebof ndsledné je i ustdlend koncentrace

kontaminujiciho GM vysokd [37]. Podle naSich zkuSenosti
lze minimalizovat faleiné pozitivity pfi poddvani piperacil-
linu/tazobactamu testovinim jednotlivych SarZi a pouZivi-
nim pouze Sarzi GM negativnich. K velmi podobnym nizo-
rim pak dochdz{ také Bart-Delabesse et al. [35].

Pritomnost GM nebyla potvrzena v celé Fadé dal3ich anti-
biotik (cefalosporiny, karbapenemy, aminoglykosidy. chino-
lony, vankomycin) a poddvini t2chto 1ékii nemocnym ne-
vedlo k rozvoji falesnych pozitivit Platelia Aspergillus testu
[37.39].

Aplikace roztoku Plasma-Lyte

Hage et al. publikoval faleSnou pozitivitu pfi detekei GM
z tekutiny ziskané bronchoalveoldrni lavazi (BAL) pfi sou-
casném pouziti infuzniho roztoku Plasma-Lyte (Baxter)
jako lavdzni tekutiny [40]. Vysoky index pozitivity byl zjis-
tén také pii testovini jednotlivych $arzi roztoku. Pficinou
falesné pozitivity je opét pravdépodobné kontaminujici
GM, ktery se do roztoku dostdvd pfi vyrobé — Plasma-Lyte
totiZ obsahuje kalcium glukondt, ktery se vyrdbi fermentaci
pomoci kmenil aspergilii. Autofi viak nepfedpoklddali, ze
by pii podani roztoku intravendzné (coZ je ale jeho hlavni
pouziti) po distribuci v cirkulaci mohlo mnoZstvi kontami-
nujiciho GM zplsobit faleSnou pozitivitu, Nase zkuSenosti
viak ukazujf, Ze pravé intravendzni poddvdni roztoku Plas-
ma-Lyte je vedle penicilinovych antibiotik jednou z hlav-
nich pficin faleSné pozitivity Platelia Aspergillus testu
(nepublikovand data). Resenim této pFiciny faleinych pozi-
tivit testu je pak pouzivini jinych infuznich roztoki pro hy-
drataci nemocnych, u kterych probihd rutinni skrining GM.

Priinik antigenu z gastrointestindlntho traktu

GM ze stény aspergilii a penicilii byl prokdzdn v celé fa-
dé potravin a ndpojii a je béZné nalézdn ve stolici [41]. Men-
§i molekuly GM ze stfeva tedy mohou teoreticky pfechdzet
do cirkulace pfi naruSeni integrity stievni mukdzy. Pfedpo-
kldda se, Ze tento mechanizmus je jednou z moznych pFicin
falesné pozitivity Platelia Aspergillus testu u nemocnych
s mukozitidou a souCasné alespoi Cdstecné zachovanym
perordlnim piijmem stravy [42]. V klinické praxi se viak
s touto situaci u onkologickych nemocnych piilis casto ne-
setkdvime. Na druhou stranu viak pravé priichod polysa-
charidi ze stény baktérii Bifidobacterium sp. (zkiizené rea-
gujici s protilitkou EB-A2 pouzitou v Platelia Aspergillus
testu) ze zazivaciho traktu pies nezralou mukdzu je jednou
z hlavnich p¥icin faleSné pozitivity Platelia Aspergillus kitu
u piedéasné narozenych déti [43].

Infekce jinymi patogeny

Vzicnou piicinou faleiné pozitivity pfi detekei GM miize
byt infekee mykotickymi patogeny, které nesou zkfiZené re-
agujici epitopy s kmeny aspergilii, jako jsou infekce vyvola-
né Penicillium sp. a Cryptococcus neoformans [44.45]. Ty-
to infekce jsou viak naStésti velmi raritni. Néktefi autori
spekuluji také o faledné pozitivité testu pfi infekei néktery-
mi z béZnych baktérii (E. coli, Staphylococcus sp., Entero-
coccus sp., Pseudomonas sp.), nicméné Swanink et al
neprokdzal reaktivitu kment s testem in-vitro a faleiné po-
zitivity Platelia Aspergillus testu u nemocnych s bakteriémii
nebyly v Zddné korelaci s vysledky kultivace [9].
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Ostatnf pfi¢iny fale§né pozitivity

V literatufe lze najit celou fadu moznych piicin falesnych
pozitivit Platelia Aspergillus testu, Nicméné jde spide o po-
pisy jednotlivych pfipadd, nez Ze by se jednalo o klinicky
vyznamné a frekventni pficiny faleinych pozitivit. Navic
vétsinou nejsou potvrzeny vice autory a jejich mechanizmus
neni vétiinou jednoznacné vysvétlen. Jsou popsdny faleSné
pozitivity testu pfi autoimunitnich stavech a pfitomnosti pa-
raproteinu, pfi dialyze, pii pouZiti cy klofosfamidu a pfi kon-
taminaci vzorku vatou [46,47,48,49] (tabulka 4).

Detekce galaktomannanu umoZiiuje ¢asnéjsi diagnézu
1A

Pravidelny a rutinni monitoring GM umoziiuje zkritit ¢a-
sovy interval do stanoveni diagndzy invazivni aspergilozy.
Ve studii Maertense et al. pfedchdzela antigenémii diagnd-
za IA stanovend na zdkladé radiologickych abnormalit
0 & dni v 80 % piipadl a diagndza stanovend na zdkladé
pozitivniho kultivaéniho vydetfeni pak o 9 dni u 89 % ne-
mocnych [15]. Podobné i nékolik dalsi praci prokdzalo
predchdzeni pozitivity GM piiblizné o 7 dni pozitivitu zo-
brazovacich metod [16,50]. Navic v prospektivni studii
Maertense et al. byla antigenémie primdrnim impulzem pro

provedeni HRCT plic u 84 % hematologickych nemocnych
s febrilni neutropénii a tento .impulz® pfedchdzel klasic-
kym divodim k provedeni HRCT [51]. Je viak ziejmé, Ze
pravdépodobnost ¢asné pozitivity GM bude ovlivnéna frek-
venci providénych odbéri a hodnotou zvoleného cut-off in-
dexu pozitivity (IP). Pfi pouZiti dnes doporu¢ovaného cut-
off IP 0,5 piedchézela pozitivita testu v prici Marrové et al.
rozvoji klinickych pfiznaki a definitivnimu stanoveni diag-
nézy o 6 respektive 10 dni. Naopak pfi pouZiti cut off IP 1,0
nebo 1,5 pozitivita testu vySe zminéné parametry nepied-
chizela viibec [26].

Galaktomannan jako marker 1é€ebné odpovédi IA

Z klinického pohledu je velmi diileZité ¢asné zhodnoceni
odpovédi TA na 1écbu antimykotiky. Klinicky obraz, ale ani
ndlez na HRCT viak nemochou v prvni 2 tydnech lé¢by k to-
muto hodnoceni slouZit [22,52]. Jak bylo zminéno vyse, pii
studiich na zvifecich modelech byla prokdzina korelace me-
zi fungdlni naloZi v plicich a mnoZstvim GM v plicnim pa-
renchymu, respektive hladinou GM v séru [10].

Tato zjisténi jsou pak vysvétlenim pro nilezy klinické
a celd Fada autorii prokdzala vyuziti detekce GM v séru jako
markeru lécebné odpovédi. Piiispésné lécbé 1A dochdzi te-

Tabulka 5
Detekce galaktomannanu — Platelia Aspergillus — souhrn

Indikace

Pravidelny monitoring minimdlné 2-3krdt za tyden indikovin u pacientil s nejvy$sim rizikem IA (alogenni HSCT, GvHD, neutropénie

pii [66bé AML)

U ostatnich onkologickych nemoenych a jinak imunosuprimovanych pacientii (napf. po transplantaci solidnich orgéni) je indikovin
odbér pii febriliich nereagujicich na antibiotika nebo rozvoji plicnich infiltrdti

Interpretace

Jako pozitivni je se oznacuje vzorek s I[P > 0,5

Jako pozitivni se oznacuje nemocny s minimalng s dvéma vzorky s [P > 0,5

Kazdy prvni vzorek s [P > 0.5 by mél byt v laboratofi retestovin pro odliseni laboratorni kontaminace

Kazda prvni pozitivita by méla byt ovéfena odbérem daliiho vzorku v co nejkratiim ¢asovém intervalu

VyuFiti

Casné detekee invazivni aspergilozy

Diferencidlni diagnostika plicnich infiltrati

Monitorace 1é¢ebné odpovédi na antimykotika

Rizikové body:
a) moZnost falednych pozitivit
b) faleiné negativity jsou spife vzdcné

c) nizké (hraniéni) hodnoty vysledkii lze ofekivat u nemocnych s profylaxi antimykotiky s i¢inkem na vldknité houby

Dal#f materidly vhodné k testovin{

Tekutina ziskand z BAL — diferencidlni diagnostika plicnich infiltritt, moznost ¢asnéjii pozitivity ve srovndni s detekei GM v séru

MozkomiEni mok — diagnostika postizeni CNS invazivni aspergilézou

[A — invazivni aspergiléza, HSCT — transplantace krvetvorné tking, GvHD — reakce Sté&pu proti hostiteli. AML akutni myeloidni leuké-
mie, IP — index pozitivity, BAL bronchoalveoldirni laviz, CNS — centrilni nervovy systém
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dy k poklesu hladin GM a naopak s trvale rostouci hladinou
GM a nebo rekurenci ndriistu po pfedchozim poklesu se set-
kdvime u pacientl. u kterych 1é&ba selhdvd [14,16,50]. Vze-
stup GM IP o vice jak 1,0 po 7 dnech 1é€by je s vice jak 90%
pozitivni prediktivni hodnotou spojen se selhdnim terapie
a méla by byt zvdZena jeji zména [53]. Za uréitych okolnos-
ti se viak miZeme setkat s paradoxnim vzestupem GM IP
i pfes dobrou lé¢ebnou odpovéd infekce. K paradoxnimu
vzestupy GM miize dochdzet pii soucasném zdvaZném re-
ndlnim selhdni eventuelng i s nutnosti hemodialyzy (poru-
cha klirens vysokomolekuldarniho GM, ktery neni elimino-
vin ani hemodialyzou) a v prvnich nékolika mdlo dnech
lécby echinokandiny (poSkozeni a rozpad bunécné stény ob-
sahujici GM)[54,55.56].

Ostatni materidly

Piestoze je Platelia Aspergillus test uréen primarné k vy-
Setfovani séra, lze pomoci néj detekovat GM i v jinych t&-
lesnych tekutindch eventuelné v tkanich [57].

Protoze invazivni aspergildza je ve vétsiné piipadi inha-
lacni infekei a primdrné jsou postiZeny plice, neni pfekva-
penim, Ze nejcastéji vySetfovanym materilem jinym nez
sérum je tekutina ziskand bronchoalveolirni lavazi (BAL).
Detekce GM z tekutiny ziskané BAL je spojena se senziti-
vitou pohybujici se od 60-100%. Senzitivita je opét vyssi
jestlize je pouZit jako cut-off dnes doporuc¢ovany IP 0,5, pfi-
cemz specificita testu ziistava stile vysokd (94 %) [58]. Vy-
hodou detekce GM z tekutiny ziskané BAL je pfedeviim
vyznamné vySssi senzitivita a Casnéj8i pozitivita ve srovnani
s konvenénimi mikrobiologickymi metodami pouzivanymi
k detekei IA z materidlu ziskaného BAL (kultivace, mikro-
skopie). Jsou popsdny pfipady, kdy pozitivita GM z tekuti-
ny ziskané BAL pfedchdzela pozitivitu GM v séru. Tyto
nilezy odpovidaji patogenezi plicni formy invazivai asper-
gilézy. V béZné klinické praxi, kdy vétSinou provddime
BAL v pfipadé ndlezu plicnich infiltrdti na zobrazovacich
metodéach, je Gasovy rozdil mezi pozitiviim zichytem GM
z krve a z BAL vétsinou minimdlni. Podobné jako pfi testo-
vini séra se i v piipadé detekce GM v tekutiné z BAL mi-
Zeme setkat s faleSnou pozitivitou i negativitou. Zejména
u nizce rizikovych nemoenych je moZnd falesnd pozitivita
pii kolonizaci dychacich cest kmeny aspergilii. Nicméné
podobné jako je tomu pii interpretaci pozitivniho kultivag-
niho zdchytu aspergilii z materidlu z dychacich cest je i PPV
Platelia Aspergillus testu v tomto piipadé tim vysii, ¢im je
nemocny rizikovéjsi. Faleiné negativni pak miiZze byt detek-
ce GM z tekutiny z BAL u nemocnych, v kterych je BAL
proveden vice nez 3 dny od zahdjeni G¢inné antimykotické
16chy [59].

Dal3im materidlem, ve kterém mize byt GM detekovin,
je mozkomiSni mok. Postizeni centrdlniho nervového systé-
mu je vétiinou soucdst! diseminace plicni formy IA, spise
vyjimeéné jde o izolované postizeni. Detekce GM z mozko-
misniho moku u nemocnych s postizenim CNS je spojena,
na rozdil od velmi Casto negativni kultivace, s velmi vyso-
kou senzitivitou pohybujici se mezi 80-100 % [60,61]. Po-
zitivita. GM z mozkomiSniho moku (samotnd nebo spolu
s pozitivitou GM v séru) je tak vedle klinického a eventuel-
né i radiologického ndlezu jediny mikrobiologicky marker,
ktery miize vést k diagndze postiZeni CNS invazivni asper-

gildzou [60]. Je viak nutné si uvédomit, Ze 1 pii plicni formé
IA (bez postiZeni CNS) miiZe Cast sérového GM pronikat
pres hematoencefalickou bariéru a stejné tak mize dojit ke
Lrontaminaci mozkomisniho moku GM z krve pfi hemor-
hagickém odbéru vzorku likvoru. IP pozitivity GM v moz-
komiSnim moku viak v téchto pripadech byvaji vyrazné
nizsi [60,62].

Detekce GM z jinych t€lesnych tekutin eventuelné z tka-
ni byla sice testovina, nicméné interpretace vysledkd neni
v soucasné dobé jednotnd [62].

Zaver

AZ doneddvna byla diagnostika invazivni aspergildzy vel-
mi obtiznd a pozdni, nebot Casto jedinou moznosti stanove-
ni diagnézy byl histologicky nebo kultivacni prikaz hyf ze
sterilnich tkanf ziskanych biopsii. Rutinni zavedeni detekce
galaktomannanu do diagnostického algoritmu u nemocnych
v riziku invazivni aspergilézy pfedstavuje zdsadni zménu
v Casné diagnostice IA. PfestoZe test neni zcela jisté napros-
to idedlni, pravidelny skrining nemocnych v riziku umoz-
fiuje zkrdceni doby do stanoveni diagnézy infekce a tak
i zlepfeni prognézy nemocnych s TA. Vysokd negativni pre-
diktivini hodnota testu naopak usnadiiuje rozhodnuti o ukon-
ceni empiricky podané drahé antimykotické lécby, respekti-
ve umoZiinje vyckat s jejim zahdjenim. Rutinni monitoring
GM ELISA metodikou dovoluje zacilit podini modernich,
ale drahych antimykotik na nemocné s vysoce pravdépo-
dobnou IA (tzv. preemptivni poddni antimykotik) a tak ales-
poil Edstecné sniZit celkovou cenu této 16¢by.

Préce byla podporena IGA MZ CR NR8452-3/2005,
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3.2. Detekce galaktomannanu — vlastni zkuSenosti

Z literarniho ptehledu vyplyva, Ze prestoze Platelia Aspergillus neni testem naprosto spolehlivym,
pravidelny skrining nemocnych v riziku umoziuje jednoznacné vyS$i a cCasnéj$i zachyt
pravdépodobné invazivni aspergilézy. Vysoka negativni prediktivni hodnota testu také usnadiiuje
rozhodnuti o ukonceni empiricky podané antimykotické 1é¢by, respektive umoziiuje vyckat s jejim
zahdjenim. Rutinni monitoring galaktomannanu ELISA metodikou dovoluje zacilit podani
modernich, ale drahych antimykotik na nemocné s vysoce pravdépodobnou invazivni aspergil6zou

(tzv. preemptivni podani antimykotik).

Pracovisté autora bylo jednim z prvnich v Ceské republice, kde byl test ve spolupraci s Oddélenim
klinické mikrobiologie FN Brno zaveden a pouzivan v klinické praxi. Test zdsadnim zplisobem

zmé&nil diagnostiku invazivni aspergil6zy na pracovisti autora.

Mnohaleté pouZzivani testu bylo podrobné analyzovéno v nésledujici pivodni praci (R&cil, Z.,
Kocmanova, 1., Wagnerova, B., Winterova, J., Lengerova, M., Moulis, M., Mayer, J.: VyuZziti
detekce galaktomannanu pro diagnostiku invazivni aspergilézy u hematoonkologickych

nemocnych. Vnitini 1€katstvi, 54, 2008, 1: 45-52)
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VyuZiti detekce galaktomananu pro diagnostiku
invazivni aspergilézy u hematoonkologickych
nemocnych

Z. Racil', I. Koemanova?, B. Wagnerova', |. Winterova', M. Lengerova', M. Moulis®, ). Mayer'

Hntera hematoonkologicked kinka Lékarsks fakilty MU a BV Brao, pramviste Bohunics, prednasta prof, AUy fifl Vorfek, Co
20ddzlent Winické mikrobiafogie BN Brmo, pracvittd Bohunlce, priv. MUDF Afona Seviavd
3 Usten featalogie { ek fakufty MU a BN Brna, fracovisté Bohunice, pfednosta prof W UOE Jirka tardk, Clc.

Souhrn: Vithodisks @ cfie. Pro progndzu nemocnych s invazivnl aspergildzou (1A4) md zdsadnf wznam wiasné stanovend diagndza.
Y poslednich nékolika letech ziskala na viznamu v #asné diagnostice 1A detekre galaktormanany ELISA metodikou. Cilem téon prace
je analfza weuZitelnosti této metody v being klinické praxi hematoonkologického oddélent. Facent g mefody V obdobi od kvétna
raku 2003 do Fiina by 2006 byl u nemaocrgch v riziky [A providin odbr krve pro detekel galakiomananu (G v séry ELISA
metodikou. Vigetfeni nemocni byli ndsledné na rakladé wisledkd korvendnich diagnostickiich metod a sekénich ndlezi klzsifiko-
vani dle pravdépodobnosti pritomnosti 1A, Weledfy: Celkemn bylo vySetfeno na pfitomnost G 11 360 vzorkd séra od 9171 dospé-
rh pacienti. [A (pravdépodobnd/prkizand) byla diagnostikovana u 42 (4 8 %) z nich. Souhmné byla senzitivita, specificita,
pozitivnl a negativnl prediktivni hodnota detelee galaktomanany pro diagnostiky [A na nagem pracowidt 25,2 5%, 90,0 %, 31,5 %
a 99,7 %. Jako hlavnf pPiding omezend pozitvnf predikcivnl hodnoty test byly identifikovdny jednak velké procento falednych po-
Titivit testy ( piedesiim zphsobens soudzsmm podivanim nékteryeh penicilinowch antibiotik nebo infuzniho mztaku Plasmz-Lyte)
ajednzk fakt, fe velké procento rdmivydetfovanich nemaocnpch spadd do skupiny pacient! s hematologickou malignitou, u nich
je prevalence |A velmi nizkd. Zavir: Detebre O v séru je spojena s wysokou senzitivitou a excelentni negativni prediktivni hodno-
tou v diagnostice 1A U hematoonkalogickych nemoarych, Pro jebte wisl witdZnost testu e nezbytnd znalost 2 eliminace moZmych
ptiZin falef njch pozitivit, stejné tak jako zacilenf screeningu na nemocné nejvice ohroZend touto infekef.

Kliéova slova: invazivni zspergiléza - sérologicks metody - aspergilovi antigen - galaktomanan - fasnd dizgndza - hematolo gicks
malignity

The use of galactomannan detection in diagnosing invasive aspergilosis in hemato-oncological patients

Surmary: Premmises and abjecties: Timely diagnnsis is of critical impartance for the progresis of invasive aspergilosis (14 patients.
Crver recent years, | A detection of galactomannan using the ELIZA method has assumed growing importance. The objective of the
study was to analyse the usability ofthe method incurrent clinical practice ofa hemato-oncological ward. Batients and metheds: From
Ilay 2003 to Cetober 2006, Blood samples were taken from patients at 1A sk to detect galactamannan (kY in serurm using the
ELISA methcd. The patients who underwent the tests were classified by the probability of 14 presence on the basis of the results of
conventional diagnastic methods and section findings. Results: A total of 11,360 serum samples from 917 adult patients were tes-
ted for QM presence. A (probable/proven) was diagnosed in 42 (4.6 %) of them. The rates of sensitivity, specificity, positive and
negative predictive value of galactomannan detection for |4 diagnosis in our ward were, respectively, 5.2 %, 50.0%, 31.5 % and
997 %. The principal cavuses of the limited positive predictive value of the test were the high percentage of false-positive test resnlts
{mainty caused by concomitant administration of some penicillin antibiotics or Plasma-Lyte infusion solution), a5 well as the fact
thata large percentage of patients we examined fell within the group of patients with hemamlogical malignitywith 2 very low preva-
lerce of |4, Concusion: G detectinm in serum is azsacizted with high sensitivity and exicellent negative predictive value in 14 dia-
grosisin hemato-oncological patents. Knowledge and elimination of possible causes of false-positive results aswell as focusing the
SCreening on patients at greatest risk of infaction are necessary foran even better exploitation of the test.

Keywords: invasive aspergilosis - serologic methods - aspergillus antigen - galactomannan - timely diagnosis - hematological malignity

Uvod a to pfedevdm u paciennd podstupuj- i siem cell wansplantatony [1-4].
Invazivniaspergiléza (1A} je vsoufasné  cfch intenzvnl chemoterapii pro alumi | pfes to, Ze jsou v soudasné dobé ke dis-
dobé nejcastéjdi invazivni mykdzou  leukemii nebo alogennf transplantaci  pozici nova, velmi Géinnd systémova
u hematoonkologickich nemocnych,  krvetvorné tkang (HSCT - hematopoie-  antimykotika, zistavd mortalita 1A
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u hematoonkologickych pacientl vel-
mi vysokd a presahuje 20 % [3]. Jed-
nim z hlavnich faktond ovliviiujicich
mortalitu nemocnych s 1A je viasnost
zahajeni ucinné antimykotické lé¢by,
kterd viak wZaduje viasné stanoven(
diagndzy [#]. BohuZel pravé faand sta-
noven( pfesné diagnozy je u IA velice
komplikované. Klinické pfiznaky in-
fekce jsou nespedificke, konvenanl mil-
robiclogické metody malo senzitivni
a davajl opo2dény wsledek. Konecné
histologicky prikaz hyf ve sterilnf thani
vyZaduje biopsii, kterd je viak Casto
u kritickych nemocnych s trombocy-
topenil a koagul opatr neproveditelnd.
FfestoZe ma pro &asnou diagnostiku
1A velly viznam pravidelng provade-
né vysoce rozlisovaci CT plic (HRCT -
High Resolution CT), md toto vySetfeni
své limity. Obraz ,halo sign”, ktery je
velice fasto popisovan u neutropenic-
kych nemocnych s 1A, neni specificky
pouze pro IA [/], je pezorovatelny
jen kritkodohg, ale pYedeviim pravi-
delné a rutinni provadéni HRCT nenf
naviech pracovistich schidné. Obti-
nost Lasné diagnostiky 1A vedla k raz-
voji zv. nekultivalnfch diagnostic-
kych metod wuzivajicich detelci nmy-
kotickjch antigenti (galaktomanan,
1,3 B-D glukan} a nebo fungdlnich nu-
kleovych kyselin {nmizné varianty PCR)
[8.9].

S detekcl 1,3 f-D glukanu v dia-
gnostice 1A je dosud jen relativng malo
zkugenosts a rdmé varianty PCR {vzhle-
dem k heterogenité pouivanych me-
tod ) nemohou byt dosud v Zadném pii-
padé poufity jake kritérium 1A [10]. Na-
opak jednoznaéné zdsadnihovjznamu
pro &asnou diagnostiku 1A doznala sé-
rologickd metoda vyuZivajicd detekdi
antigenu spedifického pro bunénou
sténu Aspergifius sp. — galaktomananu
{GM} - a to pomeci komercng do-
stupného testy Platelia® Aspergillus
{Bio-Rad, Francie}, se kterou jsou rov-
néZ nejrozsdhlej¥l zkuSenosti. lednd se
o sandwichovou ELISu (Enzyme Lin-
ked Immunosorbent Assay), kterd vy-
uzivd vazhy krysich monaklonalnich
protilitek EB-AZ s -1 5-galakrofiira-

46

nosylovymi konci galaktomananu.
Y poslednich nekolika letech cela fa-
da praci prokdzala jejl velmi dobrou
senzitivitu, negativni prediktivni hod-
notu a schopnost zkratit dobu do sta-
noveni diagndzy 1A i o Tadu dni ve
srovndni s konvendnimi diagnostic-
kymi metodami [11-14]. Z druhé strany
viak existuje Fada faktom, které mo-
hou vyuéitelnost metody ovlivnit: cut-
-offindexu pozitivity (hodnota indexu
pozitivity, od kierého je vzorek ozna-
den jako pozitivni), frekvence odbérn,
izolovana nebo konsekutivni pozitivita
jako pofadavek pro oznaceni nemoc-
ného za GM pozitivni, moZnost faled-
nych pozitivit testu a dalsi [15].

Cilem na3i prace je retrospektivni
analyza vyuditelnosti detekce galakto-
mananu v séru pomocl Matelia®Asper-
gillus testu pro asnou diagnostila in-
vazivnl aspergildzy, a to po 3,5letém
extenzivnim pouZivani metody v b&zné
klinické praxi na hematoonkologic-
lkém oddélent.

Pacienti a metody
Sledovana populace a design
Y obdobi kvéma roku 2003 do zafi
roku 2006 byla u viech dospélych 12
cenych na nadem pracouvidti predeviim
z divod hematologické malignity pFi
soucasném riziku rozvoje |A provadeén
rutinni monitoring detekee GM v kv,
Qdbry krve pro zichyt GM bylyu pa-
cientld podstupujicich indukéni a re-
indukeni lécbu akutni leukemie anebo
alogenni transplantaci krvetvorné
tkané provadény pravideln& 2-3krar
tydné, ev. Zasté)i, a to od zaddtku che-
moterapie do propustEni. U ostatnich
nemocnych byl monitoring zahdjen
v pfipade vznilu Klinické pravdépo-
dobnosti nebo rizika invazivni myko-
tické infekce {nejcastzji v pfipadé fe-
brilnf neutropenie nereagujicina sdennf
podavini girokospekerych antibiotik
anebo v pFipadé rozvoje abnormalit
na HRCT nebo konvednim RTG snimku
plic) a provadén opét 2-3krdt tydne
pe dobu trednf rizika.

Nemocni byli obwvykle haspitalizo-
vdni na standardnim tfiliiZkovém po-

VyuZiti detekce galaktomananu pro diagnostiku invazivni aspergildzy u hematoonkologickych nemocnyich

koji s centralnl tipravou vzduchu, oviem
kromé pacient podstupujicich alo-
gennfl transplantaci krvetvorné tkant,
krerl byli ve vEtging pripadd um/isténi
na jednoliZkovém pokoji s dpravou
vzduchu pomoci HEPA filu a2 do
doby pfihojeni SEpu {absolutni po-
et neutrofilnich granulocyt » 1,0 x
* 10°%1). Po dobu neutropenie, respek-
tive u pacienti po alogenn| transplan-
taci krvetvorné tkdng také po dobu
intenzivni imunosuprese pro reakti-
vaci Stfpu proti hostiteli {Graft Ver-
sus Host Disease - GvHD ) byla poda-
vana antimykotickd profylaxe fluko-
nazolem v davce 400 mg/den.

Béhem hospitalizace byli pacienti
sledovani z hlediska rozvoje priznaki
invazivil mykotické infekce. Denné bylo
provadéno klinické vysetfeni lékarem,
Konvednisnimek srdce a plic byl indi-
kovan vstupné a nasledné v pmib&hu
febrilni neutropenie minimalng 1krat
tdng, ew castji. V gidennim intervalu
byla provadéna surveillance bakierio-
logického a mykologického osidlent
¥ modi, stéru z rekta a dutiny dstnl.
Odbér hemekultur a kultivacni a mi-
kroskopické wysetfenil ostatnfch klinic-
kych mareridlt (pfedevdim sputum)
bylo provadéno v pFipadé rozvoje fe-
brilii, respektive klinickych priznaki
infekce.

V pifpadi avéené pravdipodobnosii
vznilat invazivni mykotické infekee (fe-
brilnf neutropenie nereagujicl na 5 dni
antibioticke lécby, rozvoj plicnich in-
filerdnd na konvenénim RTG snimku
plic, pozitivni kultivace s prikazem
waknité houby z matendlu z dychacich
cest} nastoupila série vySetfeni s ci-
lern maximalniho mozného prikazu
wwoldvajictho agens, Bylo provedeno
HRCT plic a v pfipadé pozitivity pak
bronchoaleolarni lavaz (lavazni te-
kutina byla vySetfovana kultivalng,
ovtologicky, imunofluorescenéng pro
prikaz Presmocystis jirrec a moleku-
lamé biologicky pro prikaz virovych
patogenn, mykoplazmat, chlamydif
a Presimnocystis jirovect).

Empiricka antibioticla léba febrilnf
neutropenie zahmaovala monoterapii
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cefepimem, piperacilin,/tazobaktamem,
vyjimeiné meropenemem. V pripadé
klinické indikace byl do kombinace
pfidan vankomyain nebo aminoglyko-
sid, Pro empirickou antimykotickou
lécbu byl v absolutn( vétsing pripadd
zvolen konvendni amfotericin B, wii-
mecné kaspofiingin nebo vorikonazol.

V pfipad# umrti nemocného byla
¥ maximdlné moiné mife a pfi sou-
hlasu rodiny provedena patologicko
anaromickd pitva. Ve sledovanych le-
tech byla sekce provedena primérné
u 56 % nemocnych zemfelych na na-
sem pracovist,

Retrospektivn® byla analzovdna
zdravotnickd dokumentace wietfova-
nych pacienti s cilemurdic pravdépo-
dobnost invazivni aspergil6zy a zjistit
moZnou jinou pifdinu pozitivicy GM
v séru,

Detekee galaktomananu
Sradliva krev odebrand nemocngm byla
ihned {pfi provedenf odbéru v pra-
covnl dobu) nebo nejpozdéji nasle-
dujici den ranc {byl-l odb&r proveden
v no&nich hedindch) transportovdna
na mikrebiclogické oddéleni ke zpra-
covani. Do odeslin( byla sraliva krev
na hematoonkologickém  pracovisti
uchovavana na vyclengném miste pfi
pokojové teplotg. Na mikrobiologic-
kém oddelenl bylo po centifugaci
vzorlu (3 ming3 000 orddek y oddélenc
sérum a pfenesenc po 300 pl do 2 ste-
rilnich Ependorfovych zkumavek. V' pfi-
padé, ?e se mareridl nevysetioval ten-
7 den, byly zkumavky zmraZeny na
=20 °C, a takto uchovaviany do oka-
miiku zpracovan (maximalng 72 hod).
Galaktomanan byl detekovan po-
mocl komerdn( soupravy Platelia® As-
pergillus (BioRad, France). Vzorky
byly v laboratofi zpracovany podle
doporuceni vjrobee tohoto setu.
Vysledel: testu byl vydavan jako bez-
rozmérny index pozitivity (IP), ktery
odpovidd poméru namérené optické
denzity {OD ) weorku a OD kontrolnthe
séra o kencentraci 1 ng GM/ml. Jako
pozitivni byly oznafenyséras|P » 0,5,
Pro oznadeni nemocného za galak-

tomanan pozitivniho” bylo zvoleno
kritérium I > 0,3 ve 2 po sobé jdou-
ofch (konsekutiviich) veordich, Pro vy-
lougeni laboratorni kontaminace byl
vidy prvni pozitivnivzorek u kazdého
pacienta retestovan. Pri pozitivit? re-
testn byl wadddn a nddedn® otestovdn
dal¥f vzorek séra od nemocného.

Definice pravd épedobnosti
invazivni aspergilozy

Jako pacienti s prokizanou 1A bli oz-
nadeni nemocni s pozitivnim histolo-
gickym/kultivaZnim prikazem Asper-
gillus sp. ze sterilniho mista nebo ze
sekce. Nemocnym byla zavErem sta-
novena klinickd diagnéza - wysoce
pravdépodobna 1A a na zakladé této
diagndzy byli také tak leceni; byli za-
hrnuti do skupiny pravdépodobné 1A
{nejtast&ji kombinace rizikowch fak-
tort, febrilif nereagujfcich na antibio-
tika a vysoce pravdépodobného ndlezu
na zobrazovacich metodach - nejlas-
t&ji HRCT) Ostatnd nemocni byli
oznadeni jako pacienti s moZnou 1A
{vé&inou pacienti s rizikovymi faktory
a febriliemi nereagujicimi na antibio-
tika, ale se zcela nespecifickym néle-
zem na zobrazovacich metodach}
anebo bez 1A (jedinci zcela asympto-
matiéti bez nalezu na zobrazovacich
metodach, kefi nebyli leceni antimy-
lkotiky ani empiricky).

Vzhledem k charakreny analyzy,
ktera zcela vychazl z kaZdodennf redlné
praxe na hematoonkologickém odde-
lenf, nebyla pouZita pro klasifikad ne-
mocmich EORTC/MSG kritéria. Taro
kritéria maji v rutinnl praxi jen ome-
zené poufiti a vBtiina nemocnych by
pfi jejich aplikaci byla v analyze ozna-
fena za padenty s maximalng moZnou
invazivni mykotickou infekcl [16,17].

Statistickd analyza

Staristické zpracovani bylo provedeno
na virovni pacienta (per pacient ana-
lysis). Pacienti s prokdzanou a prav-
dépodobnou 1A byli oznaleni jako
skuteZné pozitivni, Ostatnl nemocni
pak jako skitecné negativni. Senziti-
vita, specificita, pozitivni a negativni

Tab. 1. Zakladni onemaocnéni
a ryp protinadorové lécby GM
pazitivnich pacienti,

n
Pafet GiM pozitivrich padentll 127

Zikladnf diagndza

Akl leukzmie 43
Non Hadgkd nslg lymfam Kl
bnohodetny myelom 22
Chronickd yrafatickd leokernie 12
Myelodysplasticky syndram 3
Hodgkinsky ymfom 3
Vlasatobundgng leukemiz 2
Clstatni g

Protinadarova létba

Alngennt HSCT n
Antologni HECT 23
LéFha akutnf leukemie K|
Ostatni 43
Bez &by 13

prediktvni hodnota byly wpodlitiny
pomoci 2 * 2 tabullg.

Vysledky

Souhrmna analyza

Od kvétna roku 2003 do fijna roku
2006 bylo celkem odebréno a na pii-
tomnaost Ghl wietfeno 11 350 vzor-
kit séra od 911 dospelich nemacnych
léCenych na nasem pracovisti (prui-
mér 12,5 vrorkil/pacienta}.

14 byla diagnostilovina u 42 (4,6 %)
pacient z naieho soubom - z toho
prokdzand |A u 7 (17 %) pacientd
a pravdépodebna 1A u 35 (83 %)
nemocnych,

Z celkoviho podu waetfenych vzarka
sér byl index pozitivity wiii nez 0,5 na-
méfen u 890 {78 %) z nich.

Kritéria pro oznaieni za GM pozi-
tivnf {IP > 0,5 v minimdlné 2 konseku-
tivnich vearcich) splnilo 127 (13,9 %)
nemocnych.

Zakladni onemocngni a typ proti-
nadorové 1&chy GM pozitivnich pa-
cient ukazuje tab. 1.

Souhrnng byla senzitivita, specificita,
pozitivni a negativni prediktivni hod-
nota detekce GM pro diagnostiku IA
na naiem pracovisti 957 %, 900 %,
31,5 % a 99,7 % (tab. 2).
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Graf 1. Rozdéleni GM pozitivnich pacientt dle spravnosti pozitivity
Platelia® Aspergillus testu a procentudlni zastoupen/ jednotlivych piicin

faleXnych pozirivir.

Detekce GM pomodi Platelia™ As-
pergillus testi diky vynika| (ol senzitivite
umoznila zachytit 40 ze 42 p¥ipadi
pravdépodobné/prokdzané invazivni
aspergilové infekce, ke kterym doslo
ve sledovaném obdobi. U obou GM
negativnich nemocmych s A byl wsle-
dek GM tesmu sice také pozitivnl, ale
pouze v 1 vzorku séra, a tak nebyla
splnéna kritéria pro oznadeni pacientu
za GOM porzitivii.

782 pacienti ze 784 omacenych tes-
tem za G negativni nemélo invazivni
aspergilovou infekci a tedy diky exce-
lentni NPV dokdzal Platelia® Asper-
gillus test s vysokou pravd&podob-
nostl 1A wloudit.

Urcitym limitem metody wsak byla
jei nizka pozitivil’ prediktivi’ hodnota,
Tato skutednost ma nigkolik hlavnich

pficin - jednak velké procento fales-
nych pozitivit testin a rovné&7 fakt, fe
velké procento nami vy3etfovarych ne-
mocnych spada do skupiny pacient
s velmi nizkou prevalenci IA.

Faleiné pozitivity Platelia®
Aspergillus testu

Z celkového poctu 127 GM pozitiviich
pacienttd byla pravdépodobna nebo
prokdzana 1A dle vie popsanych kri-
térif stanovena u 40 z nich (31,5 %),
V &85 % pfipadn (87 pacienni) byla
pozitivita test falena i pfesto, Ze
pro oznaceni nemocného za G pozi-
tivniho byla wZadovana kensekutivnl
pozitivita,

39 % (n = 34) pfipadad falesné pozi-
Livity bylo zplisobeno podavanim pe-
nicilinowgch antibiotik, Testovdn(m

Tab. 2. Souhrnna analyza
pFinasnosti detekce GM pomodc!
Platelia® Aspergillus testu,

2%|P>0,3
senzitivita 95,2 %
specificita 90,0 %
PRV 3,5%
MPY 997 %

jednotlivich penicilinowch antibiotik
byl jako pficina identifikovdny né-
které SarZe piperacilinu/ tazobaktamu,
ampicilinu a kone¢né amoxicilin/kla-
vulandtu {4 to pouze od nékterych vy-
robcity, tab. 3. Falesné pozitivity pfi
detekci G u hemaroonkologickych
nemecnych kumulovaly v obdebich,
kdy zminéna antibiotika, respektive je-
jich nekontrolovand garze, byly na na-
Sem pracovisti podavany {do poloviny
roku 20043, graf 2. Od druhé poloviny
roku 2004 byl z pouiivani wloucen
ampicilin, GM  pozitivni amoxicilin/
Idavilanat byl nahrazen GM negativ-
nim prepardtem od jiného wyrabce.
Konecne viechny sarfe piperacilin/ta-
robaktamu jsou od té doby pfed dis-
ribuci testovdny pomodci Platelia® As-
pergillus testu a pougity jsou wylucng
Sarfe GM negativni, tzn. takové, které
nejlépe v koncentrované podobé a nebo
alespoii v nafedeni na koncentradi od-
povidajici dosaZené koncentraci anti-
biotika v sérumaji IP < 0,5, Tato opa-
tenl {s vijimkou kratkého obdobl v roce
20035, kdy nebyly k dispozici GM ne-
gatinl 3arie piperacilin/tazobaktamu)
vedla k eliminaci faleSnyich pozirivir Pla-

Tab. 3. Testovani pFitomnosti GM (pozitivity Platelia® Aspergillus testu) v jednotlivych Sarich penicilinovych
antibiotik v kencentrované podobé a po nafedénf na plazmatickou koncentraci,

Polet koncentrované ATB nafedéné
testovanych ATB na plazmatickou koncentraci
Sarif ATB Polet Sarl Polet Sarzf
Priimérny 1P GM pozitivni Priimérny IP GM pozitivni
{IP>0,5) {IP>Q,5)
piperacillin/tazobakam (Tazocir®) a0 2,38 (0,02-8,35)  12(40%) 0,2%(0,03-1,3) 3(15%)
amozcllingkavulandt (Augmentin®) 1 3,41 (4246571 1 (100%) 0,4(0,08-2,08) 4(36%)
amasicillingKavulandr (Amoksiklayv®) 10 0,15 (0,03-0,85) 1(10%) 0,08 (0,03-0,18) 0
ampicillin (Ampicillin Pliva®) 3 485 (D,2-7 45} 2 (56 %) 067 (0,08-182) 2 (A6 %)
ampicillingsulbaktam {Unasyn®) = 0,02 (0,07-0,12Y 0 0,08 (0,07-0,09) o0
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Protinadorovd |écba

Cely soubaor

Alogenni H3CT

Indukce akutnl leukemiz

Konzolidace akutr laukemia

Ostatni protinddarowa, [£¢ba ( BEAZORE,
CHOR, WAD, FC, CODOR/ VAT, ostatnl
Autolognl H5CT

Tab. 4. Pozitivni prediktivni hodnota (PPV) Platelia®
Aspergillus testu u jednotlivych skupin hematoonko-
logiclkych nemocnych s odlinou prevalencrl IA,

Tab. 5. Charakter postiZeni u nemocnych
s pravdépodobnou/ prokazanou IA u krerych bylo
provedeno HRCT a byli oznaleni za GM pozitivnl
PRV (n=230)
A,5% Nilez na HRCT n %
73N Alr Crescent 2 6.7 %
46 % Hzlo 1 3,3%
33 % Intersticidlnt proces 2 £,7 9
29% Konsolidace 14 46,7 %
Makrornaduby > 1 cm 3 W.0%
14 % Mikroneduly < 1 cm 3 16,7 %

telia® Aspergillus testu zpiischenych
penicilinovymi antibiotiky (graf 2).

52 % {n = 45) pfipadd falefnych
pozitvit bylo zpasobeno poddvdnim
infuzntho rozioku Plasma-Lyte a je-
jich wiskyt a podet koreloval se zvydu-
jici se spotfebou tohoto infuzniho
roztoku na nadem pracovidti (graf 2).

U &% (n=_8)pfipadt faleiné pozi-
tivity Platelia® Aspergillus tesmu nelze
pficinu presné identifikovat. U 2 pa-
cient( z této skupiny ze zvaZovat jako
pricinu t&fkou mukozitidu s nasled-
nym pmichodem antigenu ze zaZiva-
ctha traknu, u ostamich nemocnych je
viak falesnd pozitivita testu zcela
nevysvétlena.

Testovdni nemocnych

s nizkou prevalenci 1A

Pouze 33 % GM pozitivnich nemoc-
nych z naseho soubonu spadalo do
slupiny s vysokym wskytem 1A (alo-
genn{ HSCT a é&ba akutni leuke mie).
Ostatni GM porzitivni pacienti tedy
patil do skupiny s nizkou prevalencl 1A,
Tento fakt je také jednou z pfién nizké
PPV Platelia® Aspergillus testu. Jestlize
PPV testu v celém souboru nemoc-
nych byla 31,5 %, u nejvice rizikovich
pacientil byla vyrazné vysdi {alogenni
HSCT - 73 %, indukee akutnfleukemie
46 %}, anacpak u nejméné rizikowych
nemocrtych |ebté mi A0 {autologni HSCT
- 14 %, ostatni 1&cha 29 %), tab. 4.

Detekee galaktomananu

avztah k HRCT

U 30 ze 40 (75 %) GM pozitivnich ne-
mocnych s [A bylo provedeno HRCT.

Vnitf Lék 2008; 54{1): 45-52

Prvni pozitivita GM pfedchazela po-
zitivitu na HRCT priméme o 2 dny
(minimum -20 dni; maamum +14 dni)
a velice Casto pravi podtvita GM byla
urizikowch nemocnych indikacl k pro-
vedeni HRCT.

Vedle schopnosti GM pFedchazet
pozitivitu na HRCT méla v nadem sou-
boru pozitivita GM v séru zasadni vy-
znam pro diferencidlni diagnostku ab-
normalit identifikevanych na HRCT.
Pouze u 3 nemocnych {10 %} byl ob-
raz na HRCT povaZovan za charak
teristicky” pro angioinvazivni formu
mykdzy (air crescent nebo halo).
U zbyvajicich 27 pacient {90 %) byl
nalez na HRCT nespecificky, a pravé
SOUEASN A pozitivita GM v séru umo?-
nila oznadit tyto nélezy za abnorma-

lity wyvolang invazivil aspergilovou
infeker {tab. 5).

Diskuse

Spravnd a <asnd diagnostika inva-
zivnl aspergildzy, nejcastépi invazivni
mykdzy hemataanknlagiclgch ne-
mocmych soucasné doby, je velice ob-
tEna. Konvenéni diagnostika je malo
senzitivnl a ddva opoZdény visledek,
Nezfidka je diagndza stanovena a?
post mortem [18].

V poslednich letech doflo ke 2 za-
sadnim pokrokiim v diagnostice této
Fivot ohrofujici infekce - rutinnimu
pouivani HRCT a zavedeni detekce
antigenu bun#éné stény aspergili (ga-
laktomananu} pemoc Platelia®™ As-
pergillus testu,

padet faldngch pazitivit/ spotfeba PLASMA-LYTE {stovky litrd)

W T g - onaun
. = foletng pozicivita - AT
m falednd pozitivita - PLASMALYTE
: s spotfeba PLASMA-LYTE (vestovach iy

Graf 2, Polet a asovanl wskytu falednych pozitivit Platelia® Aspergillus

testu dle jednatlivich prigin,
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V literatufe existuje nékolik praci
poukazujicich na velmi dobrou senzi-
tivitu a &asnost pozitivity galaktoma-
nanu {GM} v séru ve skuping hema-
toonkologickych nemocngch, jedi po-
uZivdn jako cut-off indexu pozitvity
(P 0.5 a odbiry krve jsou provddiny
-3kt tydns [14,19].

Cilem ndmi predkladané prace bylo
zhodnoceni vwuZitelnost detekce GM
v séru pro diagndzu invazivni aspergi-
Iézy v béné rutinni praxi na hema-
toonkologickém oddélent. Velikosti
souboru s vice jak 11 000 odbéry od
900 nemocnymi je tato prace podle
nasich znalostf nejvEral dosud publi-
kovanou na toto téma.

Pfi hodnocenivysledkd jsme wycha-
zeli z klinickych kritérii pravdépodob-
nost invazvil aspergilézy, a nikoliv z ve-
lice &asto pouZivanych EORTC/MSG
kritérif [16], kterd jsou doporudova-
na jako referen&ni pro klinické studie.
Bohufel viak vitSinou necdpovidaji
béné rutinni praxi, Ve stanoven( dia-
endzy prokdzané |A se EORTC/MSG
a nami pouZiti Kinicka kritéria nelisi,
rozdilng viak bylo hodnocen( pravdé-
podobné 1A, Pacienti oznafeni v na-
iem souboru za nemocné s pravdé-
podobnou |A nemuseli vidy spliiovat
kritgria EORTC/MSG. Tento piistup
k hodnocenl, pfestaZe mife byt urdi-
m limitermn nadl analyzy, vialk dalelo
vice odpovida b&zné ldinické praxi.

Vysledek nasi studie prokdzal vyso-
kou senzitivitu testu pro diagnostiku
1A u hematoonkologideych nemocryich
a zachytil 40 ze 42 pripadi |A (senzi-
tivita 25 %). U jednoho z GM negativ-
nich nemocnych z nafeho souboru
vznilda 14 pfi profylaktickém podava-
nivorikonazolu —u pacient lédenych
antimykotiky s efektem na kmeny as-
pergild mohou byt wzhledem k niZsi
mykotické naloZi hodnoty GM v séru
hraniéni [12]. Predpokldddme, e prévé
tento jev byl pFiginou pouze jednora-
zové a nikoliv jiZ opakované pozitivity
GM v séru u naseho pacienta, ktery
tak musel byt oznafen za GM nega-
tivniho (dilky zvolenému kritériu 2 po-
zitivnich konselativnich vzorlal séra).

0

Dalsim velkym pfinosem testu, ktery
vyplynul z nadl analyzy, je jeho velmi
vysokd negativni prediktivin hodnota.
S pravdépodebnosti 99,7 % dokdzal
PpFi negativité test vyloudit piitomnost
1AV Idinické praxi je pravé schopnost
s vysokou pravdépodobnostl vloudic
1A urizikovych skupin nemoanych velmi
pfinosnd a umotiiuje zacllit dia-
gnostické a lecebné postupy dalsimi
smery.

Naie analyza také prokdzala velky vy-
7znam kombinace detekce GM a viasné
provedeného HRCT plic unemocnych
v riziku 1A, Pozitivita GM v séru sice
v priméru predchazela pozitivitu
HRCT plic 0 2 dny a byda ve vEtiing pii-
padi signdlem k provedeni HRCT, na
druhou stranuu 8 nemocnych (30 %)
nacpak abnormalita na HRCT pred-
chazela pozitivitu GM v séru, Kombi-
nace obou metod tedy umoini rozsi-
Fit pocet pacientl, u kterjch bude
diagnéza IA stanovena Casné,

Jednou z nejdalefiwjsich whod kom-
binace obou dvou zmiénych metod
je viak moZnost pomoci GM odlisit
eticlogii infiltrand na HRCT plic, V na-
Zem soubory pouze 10 % pacienuld
mélo na HRCT obraz specificlky™ pro
IA. Ve vSech ostatnich pripadech to
byla pravé pozitivita GM v séru, kiera
etiologii nespecifidcych plicnich nalezt
adliila, respektive umoZnila stanovit
diagnézu 1A (tab. 5).

Slabym mistem detekce GM v séru
je podle nasich zkuSenosti velmi nizka
pozitivnl prediktivni hodnota (PPV) -
tedy pravdépodohnost, ¥ pozitivni
visledek testu bude odpovidat pfi-
tomnosti imazivni aspergildzy. P
PPY 31,5 % tedy Lemér 70 % pozitivic
Platelia® Aspergillus testu nebylo zpi-
sobeno 1A,

PPV kaZdého testu zavis! na preva-
lenci hodnoceného onemocniéni ve
sledované populaci [20]. A pravé vy-
soké zastou peni pacientii s nizkym ri-
zikem |A v nagem souboru (2/3 GM
pezitivnich pacient pfedstavovali
nemocn( s nizkou pravdépodobnostd
14) je jednim z dolefinich fakron,

VyuZiti detekce galaktomananu pro diagnostiku invazivni aspergilszy u hemaroon kologickych nemocnych

ktery vedl k tak nizké PPV. Zacileni
pravidelného screeningu GM pouze na
nemocné s nepaSaim rizikem 1A (alko-
genni HSCT, indulkéni a reinduksni
lécba AML) pak jednoznacng zwii
pfinosnost testu, respektive zwysi jeho
PPV, PPV testu ve skuping nemocnych
po alogenni HSCT v nasem souboru
byla 73 % (tab. 4).

Hlavni pficinou tak nizké PPV Pla-
telia® Aspergillus testu viak bylo vy-
soké procento falein# pozitivnich
wysledhd.

Izolované faleiné pozitivity testu
(zptisobené predeviim kontaminaci
vzorku aspergilovymi, ev. penidlinevymi
viakny pfi odb&ni nebo zpracovani
vzorku} |ze eliminovat opakovinim od-
béru a wiadovanim konsekutivni po-
zitivity pro to, aby byl nemocny ozna-
Zen jako GM pozitivnl, Velky problém
predstavuji opakované falesné poziti-
vity, které lze u rizikowych nemocnych
fasto jen velmi obtizng odliit od po-
zitivit skutedngich,

Podobné jako je popisovdno v lite-
ratufe, i v nafem souboru bylo jed-
now z hlaynich pfiin poddvani nékte-
rych penicilinowch antibiotil, 39 %
viech falesnych pozitivit tesmu v nazem
soubomn bylo zptisobeno podavanim
téchto antibiotik. Penicilinovd antibio-
tika ( piperacilin/tazebaktam, amoxi-
cilin/klavulanac a ampicilin} jsou vy-
rabéna semisynteticky s pomoct Peni-
ciliim sp. GM ze stén penicilif nasledné
kontaminuje vlastni vjrobek a vede
k falesné pozitivité Platelia® Aspergil-
lus testu p¥i vySetfovan( séra nemoc-
nych lécenych zminénymi preparaty
[8]- MnoZstvi kontaminujictho GM je
vjednotivych gardich antbiotk nzné,
Proto Fegenim, kierd vedlo lceliminaci
faleSmych pozitivit zphisobenych po-
davdnim penicilinovych antibiotik na
natemn pracovisti, bylo:

a) ukontenl poddvdni ampicilinu;

by ndhrada amoxicilingKavulantu
za GM negativnl pfipravek od jiného
wyrobce;

c) pravidelné méfeni mnoZstvl GM ve
vBech nowych Sarsich piperaciling/ta-
zobaktamu urfenych pro nade pra-

Vit Léle 2008; 54(1): 45-52
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COVIStE a pouZiti pouze Sarl |, GM
negativnich” (IP < 0,3}, nejlépe jiZ
v koncentrované podob# antibio-
tika, ev. polud nenf jind volba, ale-
spofi po natedéni na obwyklou plaz-
matickou koncentraci léku (tab. 3
a graf 23,

NovE byl identifikovdn jako zdroj
faletneé pozitivity Platelia™ Aspergillus
testu infuzni roztok Plasma-Lyte (Bax-
ter, USA} [21-23]. Tento infuznf roz-
tal obsahuje kalcium glilkonar, krery
jevyrabén fermentaci na kmenech as-
pergilt, a GM pak opét kontaminuje
findlni wrobek. Index pozitivity pfi
testovani jednotliych 2ar# pfipravku
v Platelia® Aspergillus testu je obvykle
vysoky [22]. Spotfeba infuzniho roz-
toku Plasma-Lyte na nadem pracovi$t
od lkonce rolu 2004 velmi prudce
stoupala a s nawySujicl se spotfebou
nasledng koreloval i prudky vzestup
pottu Falednych pozitivit pfi detekei
GM v séru u nemocnych hydratova-
nych timto roztokem. 68,5 % pripadu
viech faleSnych pozitivit v nasem sou-
boru bylo zpliscbene podavanim vite
zminéného roztoku, Faledné pozitvity
pfi detekci GM v séru zptisobené po-
davanim roztoku Plasma-Lyte |ze velice
snadno eliminovat vyloucenim pou#i-
vani Plasma-Lyte k hydrataci u hema-
toonkologickych nemocnyich s pred-
pokladem wySetfovani GM v sém.

Pokud bychom wyloudili z analyzy
falegné pozitvity pfi detekai GM zpil-
sobené podavanim penicilinowych
antibiotik a roztoku Plasma-Lyte ( ne-
bot obé pFiciny jsou pomoci wie zmi-
nénych opatfeni eliminovateing), po-
fet GM fale3né& pozitivnfch pacienti
by klesl z 87 na § a pozitivni predik-
tivnl hodnota testu { PPV) by stoupla
Z31,5 % na 83,3 %.

Zavér

Vysledlky nasi prace pFedstawuji nej-
vetdi dosud publikovanou analyzu
sledujici vyznam detekce GM u hema-
toonkologickych nemocnych pomaoci
sandwichové ELISy (Plarelia® Asper-

Vnith Lék 2008; 54¢1): 45-52

gillus, Bio-Rad, Francie) v diagnosti-
ce invazivni aspergilové infekce. Pro-
ldzali jsme jejl excelentni senzitiviu
a negativni predikdvni hodnomw stejné
tak jako velky wznam jeji kombinace
s HRCT plic. V béZné Winiclé praxi je
véak numo myslet na moZnost fale$né
pozitivnich wysledld a tak omezenou
pozitivni prediktivni hodnotu testu.
Znalest. a eliminace dvou hlavnich
piicin techto Falednych pozitivit - po-
davani nékterych penicilinovych anti-
biotile a aplikace infuzniho rozrolu
Plasma-Lyte - vtak umofiuje tyto fa-
legné pozitivity testu viznamnou me-
rou minimalizovar.

Podékovani
Prace byla podpofena 1GA MZ CR
NESA52-3/2000 avZ WSMO1983522 15,
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4. Identifikace moznych pricin faleSné pozitivity Platelia

Aspergillus ELISA testu

Klinicky zavaznym problémem testu jsou falesné pozitivity, které pretrvavaji i v opakovanych
odbérech a imituji skute¢nou infekei. Odliseni falesné a skutecné pozitivity je predevsim u vysoce
rizikovych nemocnych, kde lze infekci vzhledem k imunodeficitu ocekdvat, velmi obtizné. Pro
klinika je tedy nezbytna dobra znalost moznych pfi¢in falesné pozitivity testu, jednak kvili spravné
interpretaci vysledku, ale pfedev§im pro nutnost v maximalni mife tyto faktory u pravidelné
monitorovanych nemocnych eliminovat. Nejcastéjsi priciny faleSné pozitivity Platelia Aspergillus

testu jsou zmindny v nasledujicim textu %21 26-37:38)

4.1. Intravenozni podani penicilinovych antibiotik

Aplikace penicilinovych antibiotik — piperacillinu, piperacillinu/tazobactamu, nékterych co-
amoxicillini a ampicillinu — je jednim znejcastéjSich piicin faleSné pozitivity pii detekcei

(942 " Diivodem je pravdépodobné kontaminace antibiotickych preparati

galaktomannanu
zminénym polysacharidem pfi jejich semisyntetické vyrob&. Pfi tomto procesu se totiz vyuZziva
fermentacnich schopnosti hub (zejm. penicilii) a galaktomannan z jejich bunéénych stén se
pravd&podobné mize dostat do finalniho vyrobku "®. Dluzno Fici, Ze ptitomnost polysacharidu
nemtiZe nijak ohrozit pacienta, jemuz je 1€k podavan. Mnozstvi kontaminujiciho galaktomannanu je
rizné nejen pro jednotlivé druhy antibiotik, ale i u stejného preparatu se hodnoty rizni mezi
jednotlivymi Sarzemi. Proto také intenzita falesné pozitivity (tj. IP séra nemocnych) pii podavani

), coz potvrdila i prace znaSeho pracovi§té ©. Vzhledem k odlisné

téchto preparatii kolisa **
kinetice kontaminujiciho polysacharidu a kinetice vlastniho antibiotika, dochazi pti podavani 1éku
ke kumulaci galaktomannanu a tak i k naristu méfeného IP v séru nemocnych “Y. Navic po
ukonceni podavani antibiotika muize faleSna pozitivita testu vzhledem k pomalejsi eliminaci

polysacharidu pretrvavat az 6 dnit .
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Eliminace faleSnych pozitivit zptisobenych podavanim vyse zminénych preparati je slozitd. Idealni
je jejich vylouceni z terapie u nemocnych, u kterych probiha monitoring galaktomannanu, coz je
mozné u ampicillinu a co-amoxicillinu, ale velmi obtizné u piperacillinu/tazobactamu. V téchto
ptipadech je pak doporucovan odbér vzorku séra t€sné pied podanim dalsi davky antibiotika, Cili
vzhledem ke zminéné kumulaci polysacharidu Ize tohoto mechanismu vyuzit pouze v prvnich dvou
dnech podavani léku “?. Podle nasich zkuSenosti lze minimalizovat fale§né pozitivity pii podavéani
piperacillinu/tazobactamu testovanim jednotlivych Sarzi a pouzivanim pouze Sarzi galaktomannan

negativnich. K velmi podobnym nazoriim pak dochéazi také Bart-Delabesse et al. “?.

Cela rada dalSich antibiotik (cefalosporiny, chinolony, vankomycin, aminoglykosidy, karbapenemy)
je ,.galaktomannan — negativni“ a jejich podavani nemocnym nevedlo k faleSnym pozitivitam

Platelia Aspergillus testu “* 9.

4.2. Aplikace roztoku Plasma-Lyte

Hage et al. publikoval faleSnou pozitivitu pii detekci galaktomannanu z tekutiny ziskané
bronchoalveolarni lavazi (BAL) pfi soucasném pouZiti infuzniho roztoku Plasma-Lyte (Baxter) jako
lavazni tekutiny “”. Vysoky index pozitivity byl zjistén také pii testovani jednotlivych 3arZi
roztoku. Pfi¢inou fale$né pozitivity je opét pravdépodobné kontaminujici galaktomannan, ktery se
do roztoku dostava pii vyrobé — Plasma-Lyte totiz obsahuje kalcium glukonat, ktery se vyrabi
fermentaci pomoci kmenti aspergilli. Autofi vSak nepiedpoklddali, ze by pii podani roztoku
intraven6zné (coz je ale jeho hlavni pouziti) po distribuci v cirkulaci mohlo mnoZstvi

kontaminujiciho galaktomannanu zpisobit faleSnou pozitivitu.

Na pracovisti autora této prace vSak probéhly in vitro a in vivo analyzy, stejné tak jako
retrospektivni pfehodnoceni vSech nemocnych, kterym byl infuzni roztok podavan. Analyza
identifikovala Plasma-Lyte podavany intraven6zné jako hlavni pfiCinu faleSné pozitivity testu na

pracovisti. Tento prioritni nalez byl publikovan jako pivodni prace v Journal of Clinical
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Microbiology (Racil, Z., Kocmanova, 1., Langerova, M., Wintrova, J., Mayer, J.: Intravenous
PLASMA-LYTE as a major cause of false-positive results of platelia Aspergillus test for
Galactomannan detection in serum. Journal of Clinical Microbiology, 45, 2007, 9: 3141-3142),
ktera je ptilohou této kapitoly. Odstranéni této pficiny faleSnych pozitivit testu je jednoduché —
pouzivani jinych infuznich roztokli pro hydrataci nemocnych, u kterych probiha rutinni skrining

galaktomannanu.

4.3. Prinik antigenu z gastrointestinalniho traktu

Pritomnost galaktomannanu byla prokézana v celé fad€ potravin a napoju a je také bézné nalézan v
lidské stolici “¥. Mensi molekuly polysacharidu by tedy teoreticky mohly ze stfeva ptechazet do
cirkulace pfi naruseni integrity stfevni mukdzy. Pravé prichod polysacharidii, obsazenych ve sténé
baktérii Bifidobacterium spp. (zkiizené reagujici s protilaitkou EB-A2), ze zazivaciho traktu ptes
nezralou mukoézu, je jednou zhlavnich pficin faleSné pozitivity Platelia Aspergillus kitu u

piedgasné narozenych déti *.

Predpokladalo se, Ze tento mechanismus by mohl byt pti¢inou faleSné pozitivity Platelia Aspergillus
testu u nemocnych s mukozitidou a soucasné alespont ¢aste¢né¢ zachovanym peroralnim piijmem

stravy 0)

. Vklinické praxi se vSak stouto situaci u onkologickych nemocnych piili§ Casto
nesetkdvame. Na pracoviSti autora byla proto provedena rozsdhla studie, kterd analyzovala
reaktivitu s Platelia Aspergillus testem ve stolici a soufasné v plazmé nemocnych v rtiznych
stadiich mukozitidy. Vysledky byly publikovany jako ptivodni prace v European Journal of Clinical
Mikrobiology and Infectious Disease (Racil, Z., Kocmanova, 1., Weinbergerova, B., Toskova,
M., Winterova, J., Lengerova, M., Buresova, L., Timilsina, S. & Mayer, J. Mucositis does not
lead to false-positivity of the Platelia Aspergillus enzyme-linked immunosorbent assay. Eur J
Clin Microbiol Infect Dis, 29, 2010, 7: 851-855). Prace jasn¢ prokazala, Ze i pfes pifitomnost

velkého mnozstvi antigenli ve stolici (silné reagujicich s testem) u nemocnych s totalni parenteralni

vyzivou, tyto antigeny neprochdazi ptes poskozenou mukézu do cirkulace. Toto je dilezité zjisténi
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zejména pro pacienty po alogenni transplantaci krvetvorné tkané, protoze pokud pozitivita testu

nemtize byt zptisobena mukozitidou je nutné pocitat s moznosti pravdépodobné invazivni mykozy.

MV

Ostatni pti€iny faleSné pozitivity testu

Ostatni pfiCiny faleSné pozitivity testu jsou jiz velmi raritni. MiiZe jit o infekce jinymi mykotickymi
patogeny, které v testu zk¥izené reaguji (Penicillium sp. a Cryptococcus neoformans) " 2. Spise
ve formé& kasuistik jsou popsany faleSné pozitivity testu pii autoimunitnich stavech a pfitomnosti

paraproteinu, pii dialyze, pfi pouziti cyklofosfamidu a p¥i kontaminaci vzorku vatou ©*2%.

4.4. Prilohy ke kapitole
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4.4.1.

Racil, Z., Kocmanova, 1., Langerova, M., Wintrova, J., Mayer, J.: Intravenous
PLASMA-LYTE as a major cause of false-positive results of platelia Aspergillus
test for Galactomannan detection in serum. Journal of Clinical Microbiology,

45,2007, 9: 3141-3142
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Galactomannan (GM) detection by the Platelia Aspergiilus
(PA) enzyme immunoassay (Bio-Rad, France) is a test widely
used for the early diagnosis of invasive aspergillosis (IA) in he-
matooncological patients. False-positive results for this test were
reported by several authors, associated mainly with the use of the
beta-lactam antibiotics piperacillin-tazobactam and amoxicillin-
clavulanic acid (1, 4). Recently, the intravenous hydration fluid
PLASMA-LYTE (Baxter) was identified as the cause of false-
positive results with the PA test when it was used for broncho-
alveolar lavage (3). However, regarding the serum concentration
following intravenous administration, the authors speculated that
it would be below the detection limit of the PA assay (due to
dilution in the intravascular compariment).

The PA test has been used in our department since May 2003
for regular screening (twice a week) of patients with hematolog-
ical malignancy who are at risk for IA. Between January 2005 and
March 2007, a total of 1,137 patients were tested with the PA
assay, and 172 of them had more than two positive blood samples
(optical density index above (1.5 within 7 days). Fifty-five (32%)
positive patients had proven or probable LA, according to the
European Organization for Research and Treatment of Cancer/
Mycoses Study Group criteria (2). For 117 (68%) patients, the
test results were finally assessed as false positives. A gradual
increase in the number of false-positive results among patients
tested for GM in sera was observed during the year 2006 and at
the beginning of 2007. False positivity due to the use of beta-
lactam antibiotics was excluded, as all batches of piperacillin-
tazobactam and amoxicillin-clavulanic acid used at our depart-
ment have been tested for the presence of GM since July 2005.
Only negative batches (PA assay optical density index of <035)
were administered to our patients.

After the report about the possible influence of PLASMA-
LYTE on PA assay results had been published, we tested the
four different batches of PLASMA-LYTE solution available at
our institution. All of these were highly GM positive, with a
mean optical density index of 7.73 (range, 7.15 to 8.53).

Therefore, we decided to perform a study with healthy volun-

TABLE 1. Results of the Platelia Aspergillus test after PLASMA-
LYTE infusion in healthy volunteers

Optical density index
Samples usad

Mean Min Max
PLASMA-LYTE lots 778 7.67 7.88
Blood sampled before infusion 0.11 0.09 0.13
Blood sampled after infusion (h)
0 274 252 31
5 1.52 1.04 L.81
7 1.37 0.84 L.71
i 0.92 0.56 L.06
24 0.53 0.28 0.66
34 0.40 0.18 0.57

3141

teers to confirm our hypothesis that the intravenous administra-
tion of PLASMA-LYTE can also lead to false-positive results
with the PA assay when serum is tested. Four lots (1,000 ml each)
from two different batches were given to four healthy volunteers
in 1-h infusions. Blood samples for GM detection using the PA
test were obtained by separate venipunctures before administra-
tion, then immediately after the end of infusion, and then after 5,
7,10, 24, and 34 h. In all healthy subjects, PLASMA-LYTE
administration led 1o positive PA assay results that persisted for
24 h after infusion (Table 1).

The validation of PLASMA-LYTE as the cause of false posi-
tivity in healthy volunteers made us reevaluate the clinical and
medical histories of all patients with false-positive results with the
PA test in order to trace the possible source of GM contamina-
tion. When we focused on PLASMA-LYTE, which has been used
in our hematooncological department since October 2004, we
found that the administration of this solution could account for
80% of false-positive results with the PA test for our patients
tested between January 2005 and March 2007 and, more pre-
cisely, 909 of those for patients given only negative batches of
beta-lactam antibiotics (July 2005 to March 2007). Moreover, an
increase in the number of false-positive results correlated well
with the increased consumption of the PLASMA-LYTE solution.
Data concerning false and true PA test positivity, the cause of
false positivity, and PLASMA-LYTE consumption are summa-
rized in Fig, 1.

To the best of our knowledge, this is the first report of false-
positive results with the PA test, using PLASMA-LYTE as an
intravenous hydration and testing the serum used. PLASMA-
LYTE solution has been retrospectively identified as the most
probable cause of a false-positive result with the PA assay in over
80% of samples from patients without clinical evidence of invasive
aspergillosis. This observation has also been confirmed with
healthy volunteers. Our findings are very important for routine
practice, and such information could avoid the unnecessary pre-
emptive use of mold-active antifungal drugs.

This work was supported by a research grant from the Ministry of
Health, Czech Republic, IGA NR 8452-3/2005, and partly by CELL, the
Czech Leukemia Study Group for Life.
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Abstract We are reporting a study evaluating the crossover of
antigens reacting in Platelia Aspergillus (PA) enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) from faeces to vessels during
mucositis as a possible cause of false-positivity of this test. In
our series of 102 episodes of different grades of mucositis,
we found strong reactivity of faecces in the PA ELISA test
irrespective of the grade of mucositis, the percentage of oral
food intake or the presence of total parenteral nutrition.
However, none of the patients included in the study were
positive in the serum (when the criterion of two samples with
cut-off index of positivity [IP]>0.5 was used).

Introduction

The detection of the circulating galactomannan (GM) antigen is
of high importance in the early diagnosis of invasive
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aspergillosis (IA) in patients with a haematological malignancy.
Its regular monitoring in the serum using Platelia Aspergillus
(PA) enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) test
(BioRad, France) is standard in most haematooncological
units. A meta-analysis noted the test’s sensitivity of 79%,
specificity 86% and overall accuracy of 89% [1]. However,
false-positive results are one of the major limits of this assay.
During recent years, two major factors contributing to this
false-positivity of GM ELISA test were well defined—the
administration of some antimicrobials (piperacillin/tazobac-
tam, amoxicillin and ampicillin) and Plasma-Lyte solution
(Baxter). These represent >90% of GM false-positive results
in some centres [2, 3]. Mucositis and the passage of dietary
GM or exoantigens from bacteria or fungi into the blood
circulation via mucosal lesions of the gastrointestinal tract has
been hypothesised by some investigators to be another source
of false-positivity of the test [4, 5]. However, till now, there
have not been any studies evaluating this theory. We,
therefore, conducted a study to evaluate the clinical relevance
of mucositis and its severity, as well as the amount of oral
intake during the period of mucositis, to GM ELISA test
performance in patients with a haematological malignancy.

Patients and methods

Between December 2007 and August 2009, 75 patients
treated with chemotherapy with the risk of mucositis
occurrence were enrolled in our study. All patients signed
their written informed consent for inclusion in the study.
Any time during the episode of a certain degree of
mucositis, two consecutive blood samples and one stool
sample for GM detection were obtained within a 24-h interval
in patients with different grades of mucositis. A patient could
be included in the study several times if the grade of mucositis
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progressed. The severity of oral mucositis was scored
according to the World Health Organization (WHO) scale
[6] and for the grading of intestinal mucositis the National
Cancer Institute Common Toxicity Criteria (NCI-CTC)
Version 3.0 scale for non-infectious diarrhoea was used [7].

At the time of sampling, none of the included patients
had signs of IA (according to the European Organization
for Research and the Treatment of Cancer/Mycosis Study
Group) [8] or any other invasive fungal disease and had
prophylaxis or empirical treatment with a mould-active drug.
All patients received oral or intravenous co-trimoxazole as
Preumocystis jiroveci prophylaxis and 97% of patients had
anti-fungal prophylaxis with fluconazole at the time of
sampling. Antibiotics used for the empirical treatment of
febrile neutropaenia (if present) consisted of: piperacillin/
tazobactam (only GM-negative batches were used for
treating our patients), cefepime, amikacin and meropenem.
The percentage of standard oral food intake (regularly
monitored by nursing staff) and the presence of total
parenteral nutrition at the time of sampling were collected.

PA ELISA kit was used for GM detection. Analysis of
serum samples was performed according to the manufac-
turer’s recommendation. For the analysis of stool samples,
1 g of faeces was disintegrated in 1 ml of distilled water and
then centrifuged at 3,000 rpm for 10 min. If there was
diarrhoea, 2 ml of faccal material were directly centrifuged.
After centrifugation, 300 pl of supernatant was tested in the
PA ELISA test. Reactivity of the assay was expressed as an
index of positivity (IP) per stool sample. Faecal specimens
were tested within 48 h after collection and were stored at
2-8°C until the time of analysis.

Results

Two hundred and four blood and 102 stool samples
obtained in 102 episodes of mucositis in 75 patients (1.4
episode per patient) with different haematological malig-
nancies were analysed for GM presence (blood samples)
and PA ELISA reactivity (stool samples), respectively.
Baseline haematological disease, as well as anti-cancer
treatment are shown in Table 1.

Stool samples were highly reactive in the PA ELISA
assay, with a median IP of 3.52 (range 0.07-14.4). The
reactivity of facces in the PA ELISA assay was not
significantly influenced by the mucositis grade, percentage
of standard daily oral intake or the presence of total
parenteral nutrition (Table 2, Fig. 1). The difference
between the median reactivity of faccal samples obtained
during different grades of mucositis in the PA ELISA assay
was not statistically significant (p=0.416; Kruskal-Wallis
analysis of variance [ANOVA]). The medians of IPs of
stool samples obtained during episodes with various percen-
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Table 1 Demographic data

No. (%) [range]

No. of patients 75
39 (52%)/36 (48%)
56 [20-71]

Male/female
Median age (years)

Baseline disease

Acute myeloid leukemia/myelodysplastic 11 (15%)
syndrome

Acute lymphoblastic leukemia 14 (19%)

Multiple myeloma 22 (29%)

Non-Hodgkin’s lymphoma 19 (25%)

Hodgkin’s lymphoma 5 (7%)

Other 4 (5%)
Type of anti-cancer treatment
Allogeneic HSCT

Related/unrelated

11 (15%)
6 (7%)/5 (8%)

Myeloablative/non-myeloablative 8 (11%)/3 (4%)
conditioning

Autologous HSCT

Induction/re-induction chemotherapy of

acute leukemia/myelodysplastic syndrome

Consolidation chemotherapy of acute leukemia 8 (10%)

38 (51%)
5 (7%)

Convention chemotherapy of lymphoma 10 (13%)

Other 3 (4%)
No. of monitored episodes of mucositis 102

Oral mucositis 21 (21%)

Intestinal mucositis 42 (41%)

Oral and intestinal mucositis 39 (38%)

HSCT = haematopoietic stem cell transplantation

tages of standard daily food intake were not different: 100%
to 75% of daily amount, median IP 3.52; 74% to 50%, 4.53;
49% to 25%, 4.47; 24% to 0%, 3.02 (p=0.6606; Kruskal—
Wallis ANOVA). Finally, the median IP in facces from
episodes with total parenteral nutrition were slightly lower
compared to other samples, but this was not statistically
significant (2.15 vs. 3.98; p=0.090; Mann—Whitney).

In contrast, GM levels in serum samples were independent
of GM 1n faeces and grade of mucositis (Table 1). The median
GM IP in serum samples was 0.11 (range 0.04-2.48). When
criterion for the test positivity of one sample with I[P > 0.5 was
used, only one patient (moreover, without mucositis) would
be marked as GM-positive. However, a consecutive sample
from the same patient had GM [P<0.5 and using common
clinical criterion for PA ELISA test positivity (two samples
with IP>0.5), the patient was identified as GM-negative.

Discussion

In the presented study, we have found no false-positive
results of the PA ELISA test (defined as GM IP>0.5 in two
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Table 2 Median and 25-75% interquartile range of Platelia Asper-
gillus (PA) enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) assay index
of positivity (IP) in the serum and stool samples, percentage of daily
oral intake and percentage of patients with total parenteral nutrition

during different grades of mucositis according to the World Health
Organization (WHO) and National Cancer Institute Common Toxicity
Criteria (NCI-CTC) scales

Grade of
mucositis (no.
of tested episodes)

Median IP (25-75%
interquartile range):
serum samples

No. of episodes with single/
consecutive [P>0.5 in serum
samples (positive result)

Median % of
standard daily
oral intake

Median IP (25-75%
interquartile range):
stool samples

% of patients with
total parenteral
nutrition

0 (n=22) 0.13 (0.09-0.16) 1/0
1 (n=19) 0.13 (0.09-0.16) 0/0
2 (n=22) 0.12 (0.08 0.18) 0/0
3 (n=19) 0.09 (0.08-0.15) 0/0
4 (n=20) 0.10 (0.07-0.16) 0/0

2.80 (1.62-8.19) 100 0%
3.59 (0.64-8.12) 90 0%
4.01 (2.83-9.51) 50 0%
5.69 (0.28-10.5) 10 16%
242 (1.04-6.24) 0 100%

IP = index of positivity

consecutive serum samples) in 75 patients with haemato-
logical malignancies during 102 episodes of different
grades of mucositis. However, 102 matched stool samples
obtained in the same period revealed strong reactivity of
facces in this assay with a median IP of 3.5. This intensive
reactivity of facces was not influenced by the grade of
mucositis, daily oral food intake amount or nourishment
with total parenteral nutrition. Thus, our study did not
confirm the possibility of crossover of these faccal antigens
during a period of mucositis to the serum and their
influence on the outcome of the assay reaction when testing
these serum samples.

The specificity of the PA ELISA test for the early
diagnosis of IA is hampered by the occurrence of false-
positive results. Although a majority of these events could be
explained by the administration of penicillin antimicrobials
or gluconate containing electrolyte solutions, till now, almost
every review of the literature concerning GM detection also
reports mucositis and passage of the antigen through damaged
mucosa as a possible source of the false-positivity of the assay.

Serum samples
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Fig. 1 Median, 25-75% interquartile range, minimal and maximal
index of positivity (IP) of Platelia Aspergillus (PA) enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) in the serum and stool samples during

However, there have been only very limited data
published so far concerning and supporting this hypothesis.
Ansorg et al. studied the presence of GM antigen using a
latex agglutination (LA) test in foods and faeces and found
79% of hospital meals and all facces samples from
haematopoietic stem cell transplantation (HSCT) recipients
and healthy volunteers to be reactive in this GM LA assay
[4]. The authors assume that, during the period of mucosal
damage, these faecal antigens obtained from food could
cross through mucosal lesions and, henceforth, cause test
positivity. Mennink-Kersten et al. hypothesised that the
false-positivity of the PA ELISA assay in premature
neonates with immature intestinal mucosa might be due to
the presence of a lipoteichoic acid of Bifidobacterium spp.
colonising the neonatal gut [9]. Tested neonatal facces
strongly reacted with the PA ELISA assay [10]. Since
bifidobacteria or their components could pass across the
damaged mucosa, they can hypothetically also be the cause
of false-positive reactivity in immunocompromised patients
with mucositis [10]. However, clinical studies confirming
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different grades of mucositis according to the World Health

Organization (WHO) and National Cancer Institute Common Toxicity
Criteria (NCI-CTC) scales
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the hypothesis and laboratory findings of these two authors
have not been performed till now.

Herbrecht et al. found a lower positive predictive
value (PPV) of the PA ELISA test caused by a high
frequency of false-positive results in the group of adult
patients after allogeneic HSCT (42.9%). According to
their previous findings with high amounts of GM in the
foods supplied to children with positive tests, the same
hypothesised mechanism could be the explanation for the
false-positivity of the assay during the first month after
allogeneic HSCT when mucosal damage is frequent [5].
However, other investigators have failed to prove this
theory [11].

Finally, Blijlevens et al. found no false-positivity of the
PA ELISA assay in their study of patients after HSCT
during the period of severe mucositis if they were fed
exclusively by total parenteral nutrition. However, they
disclosed that, if the damaged digestive tract is exposed to
food containing GM, the translocation of the antigen can
potentially occur, but no study has been done on this field
[12].

To our knowledge, this is the first study analysing
facces (as a major part of gut compartment) and blood
for PA ELISA reactivity in explicitly defined stages of
mucositis in haematooncological patients. In accordance
with Ansorg et al., a vast majority of stool samples from
our patient group were found to be strongly reactive in
the PA ELISA test. The reason for this positivity could
be antigens of food origin, as Ansorg et al. described.
However, because the stool samples were also strongly
reactive in patients with total parenteral nutrition, there
must be other sources of GM or antigens reacting with
the assay (e.g. bifidobacteria, but this was not analysed
in our study). Blijlevens et al. mentioned the necessity of
taking food consumption into account when monitoring
GM in patients (especially with mucositis), because this
could be a source of GM for possible mucosal transloca-
tion. However, our data showed that, if their hypothesis
would be correct, GM (or other antigens reacting with the
test) will cross damaged mucosal barriers also in their
group of patients with total parenteral nutrition, because
facces are strongly reactive in the PA ELISA assay,
urespective of food intake.

In all accounts, our study showed that there is no
crossover of GM or other antigens reacting with the PA
ELISA assay from strongly reactive stool to the serum
through differently damaged mucosa and the previous
hypothesis of other authors [4, 10, 12] were not confirmed.
If this antigen cross would have happened, it would have
been very occasional, because in 58 serum samples obtained
in 29 episodes of severe mucositis (grade 3 and 4) in our
study, none had GM IP>0.5. The only positive serum
sample in our study was acquired from a patient without
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mucositis and this positivity was probably caused by GM
contamination of the sample, because a paired serum sample
from the same day was negative in the assay (IP 0.17).

Finally, a high frequency of false-positive results of the
PA ELISA assay and low PPV in Herbrecht et al.’s study is
impossible to explain by the presence of mucositis. It must
be known that this mentioned study was performed several
years before the mmformation about the most important
reasons for false-positivity of the PA ELISA test (antibiotics
and Plasma-Lyte solution) was identified. It 1s very likely
that these factors, but not mucositis, are of a higher
probability to have caused the mentioned results.

Our results could have several limitations. Firstly,
patients could be included several times in the study, when
their grade of mucositis changed. However, only 27
episodes occurred in patients already included in the study,
and in half of them, the first sample had been obtained
during the period of mucositis grade 0 or 1. Thus, this could
not have influenced results from the most important group
of samples obtained during severe mucositis, when the
possibility of crossover of antigens from the intestinal tract
to the serum would be expected. Secondly, the PA ELISA
test is not validated for faccal samples and, thus, the results
from stool samples must be considered as indicative.
However, the main goal of our study was to show a strong
reactivity of faecal samples in the PA ELISA test that is not
influenced by oral food mtake. Thirdly, in our study, we
have not analysed the source of PA ELISA test reactivity of
faecces. However, we build on the knowledge of the
conclusions of Mennink-Kersten et al.’s and Ansorg et
al.’s studies, which describe several reasons for this
reactivity, and we have concentrated on the confirmation
or exclusion of crossover of these antigens via damaged
mucosa.

In summary, our study showed high reactivity of faeces
(irrespective of the amount of oral food intake) in the PA
ELISA assay and, for the first time, it has been confirmed
that there 1s no or very limited crossover of GM or other
antigens causing reactivity of the PA ELISA test (e.g.
lipoteichoic acid of Bifidobacterium spp.) via the damaged
mucosa In adult patients with haematological malignity.
Thus, the presence of antigens reacting with this assay in
faeces during mucositis is not likely to have mfluenced the
performance of the PA ELISA assay when serum samples
are tested.
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5. 1,3-8-D glukan v diagnostice invazivni aspergilozy a
jinych invazivnich mykotickych infekci hematoonkologickych

nemocnych

Uvodni ¢&ast této kapitoly obsahuje literarni informace o 1,3-B-D glukanu a jeho detekci, rovnéz ve
form¢ piehledné prace autora k tomuto tématu. Ve druhé Casti jsou popsany vlastni zkuSenosti

autora se zminénou metodikou na IHOK LF MU a FN Brno.

Detekce 1,3-B-D glukanu jako ,,panfungalniho markeru umoziuje pomoci jednoho testu vcasné
diagnostikovat nejen invazivni aspergilozu, ale také invazivni kandidoézu a dal$i vzadcné houbové

infekce, snad s vyjimkou zygomykozy a kryptokokozy (18

5.1. Detekce 1,3-B-D glukan — literarni data

1,3-B-D glukan — struktura, uvolfiovani a moZnosti detekce

Glukany jsou polymery slozené¢ zrazné véazanych glukéz, které se dale lisi dle druhu této

glykosidické vazby — v bunééné sténé vétSiny hub se nachézi 1,3-beta-D glukan.

Pro laboratorni diagnostiku se vyuZzivéa schopnosti glukanu reagovat s lyzatem amébocytl ostrorepa
Limulus polyphemus nebo Tachypleus tridentatus. V téchto bunkach je obsazen tzv. faktor G
(serinova protedsa), ktery se v pfitomnosti 1,3-beta-D glukanu aktivuje (specificky pro tuto
glykosidickou vazbu) a spousti kratkou kaskddovou reakci, kterd je vizualizovana bud’ odstépenim
barevného produktu z ptidaného chromogenniho substritu a nebo zménou turbidity média (dle

pouzitého setu) ©7 %,

V soucasné dobé jsou dostupné tfi komercn€ vyrabéné sety zalozené na tomto principu se lisi
pouzitim amébocytl z riznych krabt, cut-off a typem reakce. ZkuSenosti s dvéma japonskymi sety
jsou omezeny takika vyhradné¢ na Japonsko — v Americe ¢i Evropé je pouzivan americky set

Fungitell™ ©7-3%),
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Vsechny sety umoziuji kvantitativni stanoveni koncentrace polysacharidu v séru pacientd a to
v tadu pg/ml. Jako pozitivni je oznaCovan vzorek s koncentraci glukanu > 80 pg/ml a podobné jako
u galaktomannanu se jako pozitivni oznaci pacient s alesponn dvéma po sobé jdoucimi pozitivnimi
vzorky. Doporucovana frekvence odbéra je alespon 2x tydné. Pii interpretaci vysledka je ovSem
nutné vzit v uvahu, ze na rozdil od galaktomannanu je glukan ,,panfungalni* antigen, coz znamena,
ze pozitivni jsou vzorky séra nejen u pacientli s invazivni aspergilozou, ale rovnéz pii invazivni
kandidoze, fusarioze, pneumocystdze, histoplazmoze atp. Naopak pii infekcich kryptokoky a
zygomycetami jsou vysledky tohoto obvykle testu negativni — tyto oportunni patogeny neuvolnuji

glukan z bun&éné sténd hub v dostateéném mnozstvi a neni tedy detekovatelny ¢

Vyuziti detekce 1,3-8-D glukan pro diagnézu invazivnich mykotickych infekei

Literarni zkuSenosti s detekci glukanu jsou vSak omezené a navic jsou data znacné heterogenni.
Tato heterogenita je ddna kromé jiného riznym designem studii, kdy jen mala cast sleduje piinos
metody ve skriningu invazivnich mykotickych infekci. DalSim faktorem by mohlo byt rizné
technické teseni tii komeréné dostupnych testt (Fungitell, Associates of Cape Cod, USA; Fungitec
G, Seikagaku Kogyo, Japan; Wako test, Wako Pure Chemical Industries, Japan)®”. Nedostatek
zkusenosti lze do jisté miry vysvétlit rovnéz relativné velkou finan¢ni ndroCnosti testu — pfi
doporu¢eném duplicitnim testovani stoji analyza jednoho vzorku asi 1000 K¢ (bez nakladi na
provoz laboratofe). Navic vzhledem k uspotfadani testu je nutné c¢ekat na naplnéni celé destiCky

vzorky, coz miize v rutinni diagnostice zptisobit ¢asovy skluz.

V literatufe mizeme tedy najit jen nékolik obsahlejsich publikaci — prace Obayashiho et al. ©?,

Senna et al. (61), Ostrosky-Zeichnera et al. (62), Persatové et al. (63), Odabasiho et al. ®. Prvni z nich
detekuje hladinu glukanu pomoci v Evropé malo pouzivaného testu Fungitec G (Seikagaku Kogyo)
s cut off 20 pg/ml. Ve velmi recentni praci Senna et al. " je k diagnostice pouzit dalsi (v naich
podminkach malo casty) Wako test (Wako Pure Chemical Industries) s cut off 7 pg/ml. V

autory prezentovaném souboru je vSak atypicky vysoké procento invazivnich mykotickych infekci —
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invazivni mykozu zde prodélalo pies 60 % sledovanych nemocnych ¢! Y. Ostrosky-Zeichner et al.
62 yyuziva testu Fungitell™ (Associates of Cape Cod), ale jeho soubor negativnich kontrol se
sklada ze zdravych darcti a nemocnych zcela bez rizika invazivnich mykotickych infekci. Persatova

et al. © pracuje se stejnym testem (Fungitell™) v pfipadech prokazané ¢i pravdépodobné invazivni

mykotické infekce.

Senzitivita v praci Odabasiho et al. ®® byla pfi izolované pozitivité > 60 pg/ml 100 % a ve studii
Ostrosky-Zeichnera ? pak pii stejném cut off 69,9 % respektive pti hodnoté 80 pg/ml pak 64.4 %

a v analyze Persetové et al. (63)

pii stejném vysSim cut off dokonce 77,8 %: specificita testu byla
v praci Odabasiho et al. 59 _ 90 %, Ostrosky-Zeichner et al. © _ 87,1 % respektive 92,4 %,

Persatova et al. ¢ — 92,5 %.

Nicméné publikovana data maji mnoho limitaci a ve zpravach z bézné klinické praxe se jako
zasadni limit jevi nizkd pozitivni prediktivni hodnota testu, zplisobena vysokou frekvenci falesnych

pozitivit.

Podrobny literarni piehled o testu a jeho vyuziti podava nasledujici prehledny ¢lanek - Kocmanova,
I., Racil, Z., Koukalova, D., et al.: Laboratorni stanoveni 1,3-b-D glukanu a jeho vyuziti

v diagnostice invazivnich mykoz. Klinicka mikrobiologie a infekéni 1€katstvi, 14, 2008, 3: 88-92.
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5.1.1.

Kocmanova, 1., Raédil, Z., Koukalova, D., et al.: Laboratorni stanoveni 1,3-b-D
glukanu a jeho vyuziti v diagnostice invazivnich mykoz. Klinicka mikrobiologie

a infek¢ni lékaistvi, 14, 2008, 3: 88-92
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LABORATORNI STANOVENI 1,3-3-D-GLUKANU A JEHO VYUZITI
V DIAGNOSTICE INVAZIVNICH MYKOZ

I. KOCMANOVA1, Z. RACIL2, D. KOUKALOVA?, J. MAYER!

1Oddéleni klinické m.r'krabr"afagr’e, FN Brno, <Interni hematoonkologickd klinika, FN Brno,
*Ustav mikrobiologie LF UP v Olomouci

SOUHRN

Kocmanova L, Racil Z., Koukalova D., Mayer ].: Laboratorni stanoveni 1,3-B-D-glukanu a jeho vyuZiti v diagnostice invazivoich my-
kiz

Invazivni mykotické infekee jsou stile ¢astéjéi infekéni komplikaci v imunokompromitovanych nemocnych. Pro snizeni mortality pa-
cientil s timto onemocnénim je dilezité uréit diagndzu co nejdfive. V ¢asné diagnostice se zatim nejvic osvédéuji sérologické metody,
tedy stanoveni houbovych antigeni (event. protilitek proti nim) v séru nemocnych pomoci nekultivaénich metod. Kromé dnes jiz ru-
tinné pouzivanych antigent, jako je galaktomanan a manan, se nové objevuje moznost vyuzit 1,3-B-Dglukan, polysacharid obsazeny
v bunééné sténé fady mikroskopickych hub. Tento antigen lze stanovit komeréné vyrabénymi testy a mize byt vhodnym doplnénim
do panelu ostatnich markeri rychlé diagnostiky invazivnich mykoz, nebo lze s jeho pomoci vylouéit falesné pozitivoi vysledky z ostat-
nich metod.

Klicova slova: invazivni mykotickd infekce, sérologickd diagnostika, 1,3-8-D-glukan

SUMMARY

Kocmanova L, Ragil Z., Koukalova D., Mayer J.: 1,3-f-D glucan measurement and its usefulness in the diagnosis of invasive fungal
infections

The incidence of deep fungal infections has increased in immunocompromised patients. Prompt and reliable diagnosis is crucial for
improving the outcome of this lifethreatening disease. Non-culture-based diagnostic methods, such as antigen (antibody) detection, are
very often used. Detection of 1,3-beta-D) glucan, a panfungal antigen from fungal cell walls, is one of the new commercially available
diagnostic techniques that appear to be useful for patients with suspicion of fungal infection (aspergillosis, candidiasis and infection
with rare species). This test can be used directly for early diagnosis of invasive fungal infection or as a tool to identify false positive
results of other methods.

Keywords: invasive fungal infection, serological diagnosis, 1,3-beta-D glucan
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Uvod

Invazivni mykotické infekee (IFI) jsou zdvaznou infekéni
komplikaci nejen u nemocnych imunokompromitovanych
ndadorovym onemocnénim nebo HIV-pozitivitou, ale v po-
sledni dobé 1 u nemocnych dlouhodobé hospitalizovanych
na jednotkdch intenzivni péce, po tézkych chirurgickych zd-
krocich apod. V porovndni s bakteridlnimi infekeemi je je-
jich vyskyt méné Casty, nicméné jejich incidence naristd
a jsou spojeny s vysokou mortalitou. Kromé toho se méni
epidemiologie tohoto onemocnéni, nebof kazdym rokem se
roziifuje spektrum hub, které jsou nové izoloviny z humdn-
nich materidla jako etiologickd agens. Houby, které byly
diive povazoviny za saprofyty nebo plvodee povrchovych
infekei, se zadinaji uplatiovat jako invazivni patogeny (Cla-
dophialophora spp., Alternaria spp., Malassezia spp. a dal-
i) [1,2].

Rovnéz se méni pomér mezi onemocnénimi zpusobenymi
skupinou kandid a jim podobnych mykoorganismi. jako je
Trichosporon spp., Malassezia spp., Saccharomyces spp.

a skupinou vliknitych hub. Incidence invazivnich kandidéz
se ve vieobecné populaci v poslednich letech ustilila, ale
roste pocet infekei zpisobenych vidknitymi nebo vzdcnymi
houbami [3]. Tyto skute¢nosti odpovidaji za pomérné bouf-
livy vyvoj diagnostickych metod v klinické mykologii v po-
slednich letech, nebof rychlejdi a spolehlivéjsi stanoveni
diagnézy a véasné nasazeni odpovidajici lécby zvySuji pa-
cientovu Sanci na peziti [4].

MoZnosti mikrobiologické diagnostiky invazivnich
mykotickych infekci

Pro laboratorni uréeni diagndzy invazivni mykozy se ob-
vykle pouzivd kombinace vice metod: od klasické mikro-
skopie a kultivace nejlépe z primdrné sterilnich materidli,
pfes prikaz antigenu nebo protilitek v riznych tlesnych
tekutindch az po stanoveni specifickvch sekvenci DNA
(PCR metodiky)[5].

Konvenéni diagnostické metody jsou sice velmi specific-
ké a patii ke ,.zlatému* standardu diagnostiky, aviak jejich
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citlivost pfi prikazu IF] je pomérné mald [6]. Mnohem vét-
&i citlivost vykarzuji metody sérologické, kterymi lze pomo-
¢i imunologickych nebo biochemickych postupi stanovit
houbové antigeny cytoplazmatické nebo sténové, event. pro-
tilitky proti nim. Pro nékteré z téchto markeri jiZ existuji
standardizované a komer¢né dostupné soupravy, b&iné pou-
Zivané je stanoveni galaktomananu v diagnostice invazivni
aspergilézy (Platelia Aspergillus EIA, Bio-Rad Laboratori-
es, Francie) nebo mananu v invazivni kandidéze (Platelia
Candida Ag, Bio-Rad Laboratories, Francie). Interpretace
hladiny protilatek (antigalaktomananu a antimananu) v dia-
gnostice IFl je pfinejmensim diskutabilni [7] a jejich vyuzi-
ti je pochopitelné omezeno na non-neutropenické pacienty
[8]. Novéji lze rovnéZz detekovat antigen 1.3-B-D-glukan,
ktery umoZiiuje ..panfungdlni diagnostiku.

1,3-beta-D-glukan: struktura, uvolfiovini a moZnosti
detekce

Obecné jsou glukany polymery sloZené z riizné vizanych
glukdz, které se dile lidi podle druhu této glykosidické vaz-
by. V bunééné sténé vétdiny medicinsky vyznamnych pato-
gennich hub véetné aspergilu se nachdzi 1,3-beta-D-glukan.
Tento polysacharid je v pfirodé Siroce roziifen, kromé hub
je nalézdn rovnéZ v fasdch, bakteriich nebo vyssich rostli-
ndch, naopak se nenachdzi v lidskych ani virovych buiikich
[9].

Mennink-Kersten zkoumala dynamiku jeho uvolfiovini na
in vitro modelu s kmenem A fimigatus a prokdzala, 7e po-
Iysacharid je (stejné jako dalii aspergilovy antigen galakto-
manan) detekovatelny v médiu béhem logaritmické fize
riistu houby. Glukan se oviem vylucuje o néco pozdéji nez
galaktomanan a jeho koncentrace je niz3i [10]. Zaroven se
tyto hodnoty 1i$i u riznych druhii rodu Aspergillus.

Pro laboratorni diagnostiku 1,3-beta-D-glukanu se vyuZi-
vil tzv. G-testu, ktery byl vyvinut v roce 1992 Obayashim na
zikladé podobnosti s limulus testem, pouZivanym na detek-
ci endotoxinu gramnegativnich bakterii [11,12]. G-test je za-
loZen na schopnosti 1,3-beta-D-glukanu reagovat s lyzdtem
amébocyta krabu Limulus polyphemus nebo Tachypleus
tridentatus. Polysacharid aktivuje v amébocytech obsaZeny
tzv. faktor G (proenzym serinové protedzy), kterv spousti
kritkou kaskddovou reakei, specifickou pro glukany obsa-
hujici privé tuto 1,3-beta-D glykosidickou vazbu. Tato kas-
kada je vizualizovand bud odStépenim barevného produktu
z pridaného chromogenniho substritu anebo zménou turbi-
dity média (1i5i se dle pouZitého setu)[7.13]. Kvili specifi-
cité testu je v komercnich soupravich z lyzitu amébocyti
bud odstranén nebo alespon inhibovin tzv. faktor C, ktery
spousti tuto reakci pro endotoxin. Tim je zabrinéno moZ-
nym zkfizenym pozitivitim v pfipadé, Ze by ve vzorku by-
ly ptitomny bakterie produkujici endotoxin (obr. I).

V soucasné dobé dostupné a komeréné vyribéné sety, za-
loZené na uvedeném principu, jsou bud’ japonské nebo ame-
rické provenience. Rozdily mezi nimi spoivaji v pouZiti
amébocyti z riznych krabi, v rizné hraniéni hodnoté a ty-
pu reakce (tabulka I).

Zkusenosti s japonskymi sety jsou omezeny takfka vy-
hradné na Japonsko. V USA a Evropé je pouZivdna soupra-
va Fungitell™ (Associates of Cape Cod, USA), kterd byla
také v roce 2004 uznana FDA (Food and Drug Administra-

tion — Sprdva potravin a 1é¢iv USA) jako vhodnd pro dia-
anostiku invazivni mykdzy u rizikovych pacientd [12,14].

Timto setem lze stanovit koncentraci polysacharidu v sé-
ru pacientd v fadu pg/ml. Jako pozitivni je oznacovin vzo-
rek s koncentraci glukanu > 80 pg/ml a podobné jako u ga-
laktomananu se jako pozitivni oznali pacient, ktery md
minimédlné dva po sobé jdouci pozitivni vzorky. Doporuco-
vand frekvence odbért je alespofi dvakrit tydné, nicméné
jejich idedlni Cetnost meni zndma vzhledem k malému
mnoZstvi informaci o kinetice antigenu [14]. Vzorky séra
musi byt pfed vstupem do reakce oSetieny alkalickou rea-
gencil, kterd zajisti konverzi trojité Sroubovice polysachari-
du na mnohem reaktivnéjsi jednofetézcové glukany. Vysoké
pH dile inaktivuje serinové protedzy a jejich inhibitory v kr-
vi, jako moZné pficiny faleiné pozitivity i negativity testu.

Pii interpretaci vysledka je nutné vzit v dvahu, Ze na roz-
dil od galaktomananu je glukan ..panfungdlnim® antigenem,
coZz znamend, Ze pozitivni vysledky vykazuji vzorky séra
nejen od pacientd s invazivni aspergilézou, ale rovnéz pri
invazivni kandidéze, fusaridze, pneumocystoze, histoplaz-
mdze atd. [13]. Naopak pfi infekcich kryptokoky a zygomy-
cetami jsou vysledky testu negativni, nebof tyto oportunni
patogeny neobsahuji v bunécné sténé glukan v dostatecném
a detekovatelném mnozstvi| 16].

Klinické vyuZiti — vyhody a nevyhody testu

Vzhledem k jiz zmifiovanym problémim se sprivnou
a hlavné ¢asnou diagnostikou IFT (mald senzitivita konvené-
nich diagnostickych metod, mnohdy nemoznost odebrat va-
lidni materidl pro tato vySetfeni apod.) je kazda dal3i stan-
dardni metodika pfinosem.

Welkou vyhodou testu je jeho pozitivita v Casnych stadiich
invaze houby, z toho plynouci moZnost véasné reakce na in-
fekci antimykotickou 1é¢bou a tim zlepSeni progndzy pa-
cienta. Dokize tedy zkritit interval do definitivniho stano-
veni diagndzy, respektive do poddni Géinné antimykotické
lécby [16]. Daldi vyhodou, na druhou stranu viak pfi inter-
pretaci vysledki soucasné nevyhodou, je Siroké spektrum
patogenu, které lze detekovat pomoci 1,3-beta-D-glukanu
(Candida spp.. Trichosporon spp.. Saccharomyces spp., As-
pergillus spp., Fusarium spp. atd.) [13]. Proto se jako nejvy-
hodnéjsi jevi vyuZivat tento test zejména v kombinaci s dal-
§imi nekultivatnimi postupy. které identifikuji specifické
houbové antigeny event. protilitky proti nim (galaktoma-
nan, manan, glukuronoxylomanan atd.) [7,14.17].

Déle lze pomoci glukanu monitorovat stav infekee (uvol-
fuje se v logaritmické fizi ristu houby, coz svédéi pro ak-
tivni infekei) a lé¢ebnou odpovéd (dspésnou lécbu vs. jeji
selhdni). Pazos et. al napfiklad poukazuji na pokles glukanu
(i galaktomananu) u pacienta s invazivni aspergildzou ts-
péiné 1éfeného kombinaci amfotericinu B s kaspofunginem
a naopak zvyEeni hladiny glukanu u nemocného nereaguji-
ciho na lé¢bu amfotericinem B [18].

Nezanedbatelnou vihodou testu by rovnéz mohla byt sku-
tefnost, Ze v pokusu na my3im modelu kolonizace kandida-
mi neovliviiovala hladinu glukanu, na rozdil od navyseni
kandidového markeru mananu [19]. Vysledky u kolonizova-
nych pacientil jsou oviem nejednoznacné [20,21].

Naopak nevyhodami jsou, kromé vysoké ceny vysletfeni
a relativni laboratorni ndro¢nosti (Fungitell™ vyZzaduje
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spektrofotometr umoZiujici ¢ist a vyhodnotit kinetickou re-
akci provddénou pfi teploté 37 °C), hlavné faleiné pozitivni
¢i negativni vysledky.

Fale3né pozitivity

Nejcast&ji jsou falesné pozitivity zplsobeny 1écbou anti-
biotiky (amoxicilinem-klavulanitem, event. imipenemem,
gentamicinem), dile pak dialyzou s celulézovou membri-
nou, kontaminaci gdzou, uvadéné jsou i pfi bakteridlni sepsi
[7.16,22]. Otizkou zustivd vliv kolonizace pacienta myko-
tick¥m agens.

Nové testovala Mennink-Kersten ve Fungitell™ kultury
néktervch gramnegativnich i grampozitivnich bakterii sus-
pendovanych v glukan negativnim lidském séru obohace-
ném glukézou, pfitom jako glukan pozitivni vysly vzorky
s Alcaligenes faecalis, Streptococcus pneumoniae a Pseu-
domonas aeruginosa. S ostatnimi vybranymi bakteriemi by-
ly vysledky testu negativni (Staphylococcus spp., Lactoba-
cillus spp., Bifidobacterium spp. atd.) [23]. Prestoze zatim
nejsou jednoznacné zkusenosti u pacientd, je moiné pled-
poklddat, ze sepse uvedenymi bakteriemi by mohly zpluso-
bit faleiné pozitivni vysledek, je tedy vhodné pfi hodnoce-
ni k soucasnému bakteriilnimu nalezu prihlizet.

V neposledni fadé je moind laboratorni kontaminace.
Souprava je schopnd detekovat pikogramovd mnoZstvi ubi-
kvitniho glukanu, proto je ndrocnd na kvalitu laboratornich
pomticek a presnost price. Pickering et al. popisuji u dvou

negativnich vzorka dokonce nékolikandsobné zvyseni kon-
centrace beta-glukanu po pouhém piepipetovdni materidlu
do novych zkumavek [16].

Fale¥né negativity

Vysoké koncentrace bilirubinu a triglyceridu mohou reak-
ci inhibovat [16]. Rovné? mald frekvence odbéri (dopo-
rucend frekvence je dvakrit tydné) mizZe podobné jako u ga-
laktomananu zpusobit, Ze vysledek testu bude faleiné
negativni.

1,3-beta-D-glukan v diagnostice invazivnich mykotic-
kych infekci

V souéasné dobé nejsou dostatecné zkusenosti s vyuZzitim
glukanu jako jednoznacného markeru IFI v bézné klinické
praxi.

Publikované studie riznjch autord uvidéji senzitivitu tes-
tu pro diagnostiku invazivnich mykéz v rozmezi 55-93 %,
specificitu mezi 77-100 %, tyto vysledky viak nejsou mezi
sebou objektivné porovnatelné. VySetfovani pacienti byli
v ruzném riziku invazivoi mykdzy, porovndvané infekce
byly odliiné houbové etiologie, rovnéz se lidila kritéria pro
pozitivitu, pouZité sety, polty vzorki na pacienta apod.
[13.,16.17.18,20,24,27] (tabulka 2).

V roce 1995 publikovali Obayashi et al. vysledky detekce
glukanu u 179 pacienti vétiinou s hematologickou maligni-
tou (202 tebrilnich epizod). S testem FungiTec G a hrani¢ni

Tabulka 1
Moznosti stanoveni 1,3-beta-D-glukanu — komeréni Kity

Nizev Fungitell™ Fungitec G™ Wako WB003 B-G Star
Vyrobce Associates of Cape Cod Seikagaku Kogyo Corp. Wako Pure Chem. Ind. Maruha Corporation
(USA) (Japonsko) (Japonsko) (Japonsko}

Hrani¢ni hodnota 80 pg/ml 20 pg/ml 11 pg/ml 20 pg/ml
Krab L. polyphemus T. tridentatus L. polyphemus T. tridentatus
Reakce kinetickd kinetickd kinetickd end-point

kolorimetrickd kolorimetrickd turbidimetrickd kolorimetricka

Tabulka 2

1,3-beta-D-glukan jako marker pro diagnostiku IFl podle publikovanych studii
Autor Set HH Poiet pacientil SE SP PPV NPV
Miyazaki (1995) Fungitec G 20 0] Ne Ne Ne Ne
Obayashi (1995) Fungitec G 20 179 90 100 59 97
Kawazu (2004) Wako 11 149 55 98 67 96
Odabasi (2004) Glucatell 60 283 70 96 79 93
Pazos (2003) Glucatell 120 40 88 90 70 96
Ostrosky-Zeichner (2005) Fungitell 80 333 64 92 89 13
Pickering (2005) Fungitell 80 76 93 T 52 98

Legenda: HH — hramiéni hodnota, SE — senzitivita, SP — specificita, PPV — pozitivni prediktivni hodnota, NPV — negativni prediktivni

hodnota

[90
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hodnotou 20 pg/ml dosdhli v diagnosti-
ce IFI senzitivity 90 % (37 glukan pozi-
tivnich epizod ze 41 u mikrobiologicky

Obr. 1

Princip stanoveni 1,3-beta-D-glukanu pomoci Fungitel|™

nebo histologicky prokdzané IFI). pozi-

1ebo OBICK) | KASKADA PRO ENDOTOXIN § | KASKADA PRO 1,3-beta-D-GLUKAN
tivni prediktivni hodnota byla 59 %.
VEichni pacienti bez IFI byli negativni {endotoxim |

(specificita 100 %). Rovnéz zadny z ne-

mocnych kolonizovanych néjakou hou-

bou nevykazoval vzestup koncentrace

glukanu nad 20 pg/ml [20].

Do studie Ostrosky-Zeichnera bylo
zafazeno 333 pacienti, 163 z nich mélo
prokdzanou nebo pravdépodobnou in-

Makior B L=

aktivovany 1,3-hewa-D-glukan
fakwor C
b aktivovany akrivovany | Faktor G
Y1 fakior B faktor G [ :I

vazivni mykézu (kandidézu, aspergil6-
zu, fusaridzu, zygomykézu nebo kryp-
tokokozu).  Uddvand  senzitivita,
specificita, pozitivni a negativni predik-
tivni hodnoty testu byly 64.4 %,
02,4 %, 89 %, respektive 73 % a to pfi
hraniéni hodnoté 80 pg/ml (test Fungi-
tell{tm)). Vétsina nemocnych se zygo-
mykézou a kryptokokézou méla hodno-
ty glukanu pod 60 pg/ml (byli tedy oznaeni jako
negativni)[24]. Upton et al. oviem upozoriuji, Ze sloZeni
skupin v této studii, kontrolni a s IF1, neni z hlediska rizika
vzniku IFI srovnatelné, coZ miiZze ovlivnit pozitivni i nega-
tivni prediktivni hodnoty [25].

Za pouziti stejného setu (Fungitell™), ale pfi hraniéni
hodnoté 60 pg/ml otestovali ameriéti autofi 283 pacientd
s akutni myeloidni leukémii nebo myelodysplastickym syn-
dromem. Ve skupiné nemocnych s prokdzanou a pravdépo-
dobnou invazivoi mykdzou vykazoval test excelentni nega-
tivni prediktivni hodnotu (100 %). Pozitivni prediktivni
hodnota pfi pouZiti pouze | séra byla 43 %, pro 3 ndsledné
odebrané vzorky se ale zvy$ila na 80 %. Detekce glukanu
predchdzela stanoveni diagnézy praimérné o 10 dni (rozme-
zi =32 a7 +2 dny) a profylaktickd nebo empirickd lécba an-
timykotiky neovliviovala vysledky testu [13].

Pazos et al. providéli retrospektivni analyzu vzorki od 40
neutropenickych dospélych ve vysokém riziku invazivni as-
pergilézy, ve které porovnavali vysledky dvou nekultivac-
nich diagnostik, detekce galaktomananu a glukanu. Sedm
Z pacientd mélo prokdzanou nebo pravdépodobnou mykdzu
dle EORTC-MSG kritérii (European Organization for Re-
search and Treatment of Cancer — Mycoses Study Group, tj.
Evropska organizace pro vyzkum a lé€bu rakoviny — Skupi-
na pro studium mykéz). Senzitivita, specificita, pozitivni
a negativni prediktivni hodnota byla pro jednotlivy test (ga-
laktomanan a glukan) stejnd, tj. — 87,5 % a 89,6 %. 70 % re-
spektive 96,3 %. Pfi kombinaci obou test stoupla pozitivni
prediktivni hodnota a specificita na 100 %, ostatni dva uka-
zatele pfitom zistaly stejné [18].

Dosud neexistuje mnoho zkufenosti s detekei glukanu
u non-neutropenickych pacientd. Digby et al. prezentovali
vysledky u 46 pacientd s bakteridlni nebo mykotickou in-
fekei na jednotee intenzivni péce. Vzhledem k velkému po-
¢tu falednych pozitivit doporuéuji vyuZit glukan spife jako
negativni prediktor IFI [26]. Zkufenosti s monitorovinim
glukanu u déti zatim publikoviny nebyly.

sriZeci enzym

sriafeci proenzym

Boc-Leu-Gly-Arg-pNA "
(nebarevny substrai)

Boc-Len-Glyv-Arg +
p-nitro-anilin =
méfeny barevny produke

F o

Zéveér

Stanoveni 1,3-beta-D-glukanu md své misto v panelu me-
tod pro diagnostiku invazivnich mykéz. Jeho vyuZiti pro
prospektivni sledovini infekei zplsobenych Candida spp..
Aspergillus spp.. Fusarium spp.. Acremonium spp. event.
ostatnimi mykotickymi agens vyjma kryptokokl a zygomy-
cet, je zatim pro nedostatek vétSiho poctu klinickych studii
nejednoznacné. MiZze viak byt uZiteéné pii verifikaci infek-
cf zptsobenych vzdcnymi houbami nebo pro konfirmaci
faledné pozitivnich ndlezii ostatnich nekultivatnich metod
(zejména galaktomananu). Nadéje tedy vzbuzuje zejména
v kombinaci s dal$imi nekultivaénimi postupy.

Pod&kovéni
Price byla podpofena IGA NR 8452-3/2005 a VZ
MSM6198959223,
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5.2. Detekce 1,3-6-D glukan — vlastni zkuSenosti

Ve spolupraci s IHOK LF MU a FN Brno byla metodika na stanoveni hladin glukanu zavedena
vroce 2005 na Oddé¢leni klinické mikrobiologie FN Brno a pracovis§t¢ autora ma jedny
z nejobsahlej§ich zkusenosti s testem u hematoonkologickych nemocnych v Ceské republice, ale i

v Evropgé.

Nejprve probéhla rozsahla studie, kterd méla za primarni cil zjistit redlnou klinickou vyuZitelnost
testu pro casnou detekci invazivnich mykotickych infekci pfi rutinnim skriningu rizikovych
hematoonkologickych nemocnych. Diky své ,,panfungalité* byl pfedpoklad znacného potencialu

testu — v idedlnim piipadé by jedna metoda mohla diagnostikovat nejen nejcastéjsi invazivni

mykdzy — invazivni aspergilozu a kandidozu, ale i event. nékteré vzacné patogeny.

Vyzkum probihajici za podpory grantové projektu IGA MZ CR viak ukazal, Ze pfi rutinnim
skriningu se diky velmi vysoké citlivost testu setkdvame s extrémné vysokou frekvenci falesnych
pozitivit a pozitivni prediktivni hodnota testu pak klesé k nizkym hodnotadm. Nase vysledky byly
recentné publikovany v Journal of Medical Microbiology a prace je ptilohou této kapitoly (Racil,
Z., Kocmanova, 1., Lengerova, M., Weinbergerova, B., Buresova, L., Toskova, M., Winterova,
J., Timilsina, S., Rodriguez, I. & Mayer, J. Difficulties in using 1,3-beta-D glucan as the
screening test for the early diagnosis of invasive fungal diseases in patients with hematological
malignancies - high frequency of false positive results and their analysis. J Med Microbiol.,
59, 2010, 9: 1016-1022). Lze predpokladat, Ze prace velmi vyznamné ovlivni redlné pouzivani testu

na hematoonkologickych pracovistich.

V ramci naSeho vyzkumu jsme také velmi detailn¢ studovali velké mnozstvi moznych pficin
faleSnych pozitivit. Z celého panelu analyzovanych situaci, se vSak ani jedna neukdzala jako
jednoznacna pricina. Avsak prokazalo se, ze kazda ze studovanych okolnosti, které jsou ale zcela

bézné pii 1écbé hematoonkologickych nemocnych, mize anekdotarné vysledek testu ovlivnit. Jejich
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kombinace mlize byt pfi¢inou takto nizké PPV testu. Veskeré analyzované situace jsou detailné

popsany ve vySe zminéné praci.

Zatimco skriningové pouziti u hematoonkologickych nemocnych se nejevi jako zcela idedlni, nas
dalsi vyzkum ukézal, Ze velmi vyznamnou roli miiZze mit stanoveni glukanu jako konfirmacni test
pro pozitivni galaktomannan. V pfipad€, ze zvySeni cirkulujiciho galaktomanannu zpisobila
skutecné invazivni aspergiloza, pak by i1 hodnoty 1,3-B-D glukanu mély byt zvySené a test byt

pozitivni.

NaSe prace, kteréd je dalsi ptilohou této kapitoly (Racil, Z., Kocmanova, 1., Weinbergerova, B.,
Winterova, J., Lengerova, M., Hrncirova, K., Mayer, J.: Detekce 1,3-§-D glukanu v
diagnostice invazivnich mykotickych infekci u nemocnych s hematologickou malignitou:
prinos metody ve skriningu invazivnich mykéz a v konfirmaci galaktomannan pozitivnich.
Klinicka mikrobiologie a infek¢ni 1ékarstvi, 15, 2009, 2: 48-57) tyto vysledky skute¢né potvrdila

a v soucasné dobg¢ je také test na naSem pracovisti v této indikaci pouzivan.
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We have evaluated the contribution of the 1,3- i-p-glucan (BG) assay for the screening of invasive
fungal infections (IFls) in patients with haematological malignancies. Serum samples from patients
at risk of IFl were collected twice a week and retrospectively tested using the BG assay. BG
screening was performed on 1143 samples from 91 patients during 104 anticancer treatment
cycles. Proven and probable cases of IFl occurred in 8 (8.7 %) treatment cycles. Depending on
the criterion of positivity used (1x =60 pg ml™", 1x =80 pg ml™", 2x =60 pg ml™" or 2x
=80 pg ml 1) the sensitivity and specificity were 89, 89, 67 and 44 b, and 20, 48, 33 and 56 %,
respectively. Akhough the test was marked as positive in 82, 68, 54 and 45 % of all the treatment
cycles, in the majority of cases, these positivities were probably false. The major limit of the BG
test was an extremely low positive predictive value (10 to 129%). We have analysed mucositis,

candida colonization, bacteraemia, use of antimicrobials, erythrocyte and thrombocyte filtered
blood products, collecting tubes or sampling via venous catheters. Even though no factor is a
major source of BG, it could at least partially influence BG assay performance. Thus, BG
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detection has a limited usefulness as a screening method for IFls in patients with haematological

INTRODUCTION

Invasive fungal infections (IFls) are serious and often a life-
threatening complication in patients with haematological
malignancies (Marr er al, 2002; Pagano er al, 2006).
Invasive aspergillosis (IA) and invasive candidiasis (IC)
represent the majority of IFIs with an attributable mortality
of 30—40% (Pagano et al, 2006). Early diagnosis and the
initiation of efficacious antifungal treatments are major

Abbreviations: AUC, area under the cuwve; BG, 1,3-f-o-glucan; CVC,
cenfral venous catheter EORTC/MSG, European Organization for
Research and the Treatment of Cancer/Mycosis Study Group; GM,
galactomannan; HSCT, haematopoietic stem cell transplantation; 14,
invasive aspergillosis; IC, invasive candidiasis; IFl, invasive fungal
infection; NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive value;
ROC, receiver operating characteristic; WHO, World Health Organization.

factors in contributing to the prognosis of patients with
IFls (Garey et al, 2006; von Eiff er al, 1995). Since
conventional microbiological methods often lack sensitiv-
ity in the diagnostics of IFI, non-culture-based tests are
used for an early noninvasive diagnosis of these infections.
While galactomannan (GM) has an undoubted role in the
diagnosis of IA (Maertens er al., 2002, 2004, 2005), the
utility of mannan and antimannan detection is somewhat
limited (Sendid er al,, 2002), and PCR methods have not
vet been standardized (Mengoli er al, 2009).

1,3-fi-p-glucan (BG) is a fungal-cell-wall polysaccharide
that is released into the bloodstream of patients with IC, TA
and some other IFIs, except for invasive zygomycosis
and cryptococcosis (Kedzierska er al, 2007). Thus, the
detection of BG seems to be a very interesting tool for IFI

019209 © 2010 3GM  Printed in Great Britain
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diagnostics in haemato-oncological patients — making early
diagnosis possible for the two major IFIs in one test
Several commercial kits with different reactivity have now
been made available for BG detection (Obayashi et al.,
2008). Most of the available studies have used the detection
of BG in samples from patients with proven or probable
IFIs (Hachem et al, 2009; Obayashi et al, 2008; Ostrosky-
Zeichner et al., 2005; Persat et al., 2002, 2008; Pickering
et al., 2005) and there is only limited data about the use of
BG detection in IFI screening (Ellis er al, 2008; Koo et al,,
2009; Odabasi er al., 2004; Pazos er al, 2005; Senn et al.,
2008). This should be the main role of all tests used for the
guiding of the pre-emptive antifungal treatment - therapy
of a suspected or presumed fungal infection in advance of
confirmation. We therefore conducted a study to evaluate
the clinical usefulness of BG detection for the screening and
early diagnosis of IFI in routine clinical settings in patients
with haematological malignancies.

METHODS

Patients. Between September 2004 and June 2007, 91 patients who
had undergone 104 anticancer treatment cycles with an intermediate
[high dose chemotherapy with autologous haematopoietic stem cell
transplantation (HSCT)] and high risk (induction/reinduction for
acute myelogenous leukaemia or allogenic HSCT) of IF] were enrolled
in our study. Furthermore, in 37 patients, paired blood samples were
collected for excluding the central venous catheter (CVC) as a source
of BG contamination. All patients signed their written informed
consent for sample and data collection, and the study was approved
by the Institutional Review Board.

Clinical management. Patients were hospitalized in standard air-
controlled rooms or in high-efficiency particular air-filtered single
rooms. All patients received antifungal prophylaxis (89% of
treatment cycles with fluconazole and 11% with oral voriconazole).
Regular (twice a week) monitoring of Candida spp. colonization (in
the throat, rectum and urine) and GM antigenaemia (Platelia
Aspergillus EIA; Bio-Rad) was performed on all patients. If febrile
neutropenia not responding to antibiotics occurred, the patient
received empirical antifungal treatment mostly with conventional
amphotericin B, and then a routine full diagnostic work up for IFL
was performed.

Definitions. The new anticancer treatment cycle has been defined as
the period from beginning a distinct cycle of chemotherapy until
discharge, to the beginning of a new chemotherapy cycle or until day
+ 100 after transplantation (in the case of patients after allogenic
HSCT). The diagnosis of IF] was assessed according to the European
Organization for Research and the Treatment of Cancer/Mycaosis
Study Group (EQORTC/MSG) criteria and definitions published in
2002 (the criteria available at the time of the study) (Ascioglu er al,
2002). The BG results have not been used for diagnostic categoriza-
tion of 1FL. If mucositis was present, the severity was scored at the
time of the serum sample collection according to the World Health
Organization (WHO) scale (WHO, 1979).

Blood sampling. Blood samples for BG analysis were taken twice a
week. Collection was performed mostly through venous catheters
using routine plastic test tubes (7.5 ml Monovette; Sarstedt). Samples
were alowed to dot for at least 1 h, and then the serum was harvested
by aspiration and stored frozen at —20 "C (2004-2006) or at —80 "C

(starting in 2006 ). Sterile storage tubes (Sarstedt) and sterile pipette
tips (Eppendorf) were used.

BG detection assay. B was detected with the Fungitell test kit as
recommended by the manufacturer (Associates of Cape Cod). A total
of 5 pl of serum were briefly pretreated with 20 pl alkaline reagent
(0.125 M KOH/0.6 M KCI) for 10 min at 37 °C and then 100 pl
reconstituted Fungitell reagent was added The reaction was
incubated for 40 min at 37 “°C and the optical density was measured
at 405/4%0 nm every 20 s (iIEMS MF reader; Labsystems). Correlation
coefficients were >>0.98 in all reactions. All specimens were tested in
duplicate. The concentration of BG in each sample was calculated
using a calibration curve. BG results were not used for the
management or classification of IFL

Tests for false positivity. Plastic blood collection tubes ( Monovette
7.5 ml; Sarstedt) were analysed for BG contamination. Each tube was
shaken for 60 min with 2 ml reagent grade water (Associates of Cape
Cod) that had been tested. Antibiotics were tested as a routinely
prepared intravenous solution and then after dilution to a common
serum concentration by reagent grade water. Erythrocytes and platelet
concentrates were centrifuged and acellular liquid supematant was
tested in the same way as the serum.

Statistical analysis. Per test analysis was performed as published
elsewhere (Maertens et al, 2007; Marr eral, 2004). Fisher’s exact test
was used for binary outcomes, the Mann—Whitney test was used for
the comparison of cycles with and without IFI in continuous
variables, and for pair wise comparison the Wilcoxon test was used. A
two-sided P wvalue <Z0.05 was considered statistically significant.
Sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) and negative
predictive value (NPV) were calculated when cydes without IF] were
considered as being true negatives, and cyces with proven and
probable IFI as true positives. The receiver operating characteristic
(ROC) curve and the area under the curve (AUC) were used to
estimate the disciminatory capability of the BG assay for [F1
screening in haemato-oncological patients. PPV was estimated for
different values of prevalence using the obtained value of sensitivity
and specificity. For statistical analysis, the software Statistica, version
8.0 (StatSoft), and R (R Development Core Team) were used.

RESULTS AND DISCUSSION

BG in screening of IFI

During 104 anticancer treatment cycles (44 %, treatment of
acute myelogenous lenkaemia;, 399%, allogenic HSCT;
16 %, autologous HSCT; 1%, other) in 91 patients (63 %
male, 37 % female) 9 cases of possible IAs, 8§ probable IAs
and 1 proven IC occurred. The incidence of all TFIs was
17.3%; proven and probable IFls occurred in 8.7 % of
cycles. BG was measured in 1143 blood samples — median 9
samples per treatment cycle (minimum 3, maximum 46) —
and in 422 (37 %) and 308 (27 %) BG values were =60 and
=80 pg ml™", respectively.

The test detected 8/9 (89 %) of proven and probable cases
of IFIs if the criterion one/single samples =60 or =80 pg
ml~ ' were used, and only 6/9 (67 %) and 4/9 (44%) when
criterion two/consecutive samples =60 and =80 pg ml ',
respectively, were used. Interestingly, the BG values in the
only case of proven IFI (candidaemia caused by Candida
krusei) did not reach any of these cut-offs and the test

2
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remained negative. However, the BG detection was not
performed with the same blood sample as the one that was
Candida culture positive, although the sample used was
collected at the same time.

The sensitivity, specificity, PPV and NPV of the assay in
our study population for different criteria of positivity are
shown in Table 1. There could be several factors affecting
the sensitivity of the assay in our study: relatively low
incidence of proven and probable IFIs; using GM as part of
the criteria for probable IA (possibility of false-positive
results — but all known causes were eliminated); admin-
istration of antifungal prophylaxis (however, fluconazole
was used in 89 % of cycles, thus probably only sensitivity
for IC cases could be decreased); and finally early and
prompt administration of pre-emptive antifungal treat-
ment when the criteria for IFI were fulfilled.

However, the major limitation of using BG detection for
IFI screening in our study was an extremely low PPV
(varying from 10 to 12 %), regardless of the cut-off and
single or consecutive positivity that was used. PPV depends
on the prevalence of IFIs in the study and this was only
8.7% in our analysis. This could be one of the major
limitations in our study but this number is appropriate for
a combined group of patients with an intermediate and a
high risk of IFI. Moreover, the PPV remained low, even if
the results were recalculated for a hypothetical higher
prevalence of IFIs. For cut-off 2 values =60 pgml™' and a
prevalence of IFI 10, 15 and 20%, the corresponding PPV
would be 12, 18 and 24%, and for cut-oft one positivity
=80 pg ml ' PPV 14, 21 and 27 %.

The other explanation for a high number of BG-positive
cycles could be the high sensitivity of the test. It detects IFI
at a very early stage before being detected clinically and
could be covered and treated by empirical antifungal
treatment. However, we did not confirm this hypothesis of
cryptic IFL. The percentage of anticancer treatment cycles
with systemic antifungal treatment (empirical, pre-emptive
or specific) were not different between BG-positive
and BG-negative cycles, irrespective of the criterion of a
positive cycle used. Using the criterion for the BG-positive
treatment cycle of one sample with a BG value =60 pg
ml ™', the frequency of systemic antifungal therapy was
32% in BG positive as well as 32% in BG negative
treatment cycles ( P=1.0). Similarly, for the criterion of one

sample with BG value =80 pg ml™" these frequencies were
35 and 26 %, respectively (P=0.53).

Thus, the major reason for the extremely low PPV in our
study [also described by other authors (Digby er al., 2003;
Mattiuzzi et al., 2007)] was a high frequency of clinically
false-positive results (positive test results without clinical
correlates). A total of 76 % out of 422 and 75 % out of 308
BG-positive samples with a BG level =60 and =80 pg
ml ™', respectively, were clinically false positive. Similarly,
approximately only 20% of all BG-positive cycles (irre-
spective of the criterion used) had any sign of IFL. Frequent
false positivities are an explanation for the absence of any
statistically significant differences in mean, median and
peak BG levels, as well as in the number of BG-paositive
samples between the treatment cycles with and without IFI
(Table 2) and for the ROC curve showing with AUC 0.562
minimal discriminatory capability of the BG assay for IFI
screening (Fig. 1).

Analysis of the possible causes of clinically false-
positive results in the BG assay

We have performed subsequent analysis of data obtained
from our patient group together with further in vitro tests,
to identify the influence of all the major known factors
described in the literature as a possible source of BG
causing clinical false positivity in the BG assay. Mucositis,
possibly leading to cross-over of Candida spp. or its
antigens through damaged mucosa (Ellis er al,, 2008), and
candida colonization (Pazos er al, 2005) as the cause of
clinically false-positive results of the BG assay are not likely.
Considering only cycles without TIFI, there wasn’t a
statistically significant difference in the frequency of
mucositis, severe mucositis (WHO grade 1T and IV)
or candida colonization between BG-positive and BG-
negative cycles. (The criterion for a BG-positive treat-
ment cycle for one value =60 pg ml ': the incidence of
mucositis — 48 % in BG-positive cycles vs 47 % in BG-
negative cycles, P=1.0; the incidence of severe mucositis —
230 ws 29%, P=0.753; the incidence of candida
colonization — 46 % vs 41 %, P=0.789. The criterion for
a BG-positive cycle for one value =80 pg ml " the
incidence of mucositis — 48 vs 48 %, P=1.0; the incidence
of severe mucositis — 24 vs 25 %, P=1.0; the incidence of
candida colonization — 47 % vs 43 %, P=0.789).

Table 1. Performance of the BG assay — per cycle analysis

One value Two values One value Two values
=60 pg ml ' (%) =60 pg ml ' (%) =80 pgml ' (%) =80 pg ml ' (%)
Sensitivity #8.89 66.67 #8.89 44.44
Specificity 19.77 47 .67 32.56 55.81
PPV 10.39 11.76 12.12 9.52
NPV 94.44 93,18 96.55 90.57
hitp//imm.sgmjournals.org 3
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Table 2. Differences in BG levels and the number of BG-positive samples in cycles with and

without IFl (Mann—Whitney test)

Cycles without 1FI

Cydes with proven P
and probable IFL

Median {minimum-maximum) BG
concentration in positive samples (pg ml™')

Cut-off of 60 pg ml™'

Cut-off of 80 pg ml ™'

Median (minimum-maximum) of peak BG

115 (60-1380)

141 (80-1380)

143 (0-1380)
concentrations (pg ml™ ') during cycles

Median no. of BG-positive samples per cycles

Cut-off of 60 pg ml™' 3.0

Cut-off of 80 pg ml~' 3.0

97 (62-1000) 0.521
143 (80-1000) 0.276
177 (44-1000) 0.552
5.5 0.224
4.0 0.825

During six cycles, without signs of IFI, false GM positivity
(two samples with the index of positivity =0.5) occurred
(four — administration of Plasmalyte solution (Baxter
Czech), one — administration of piperacillin/tazobactam,
one —unknown ). Except for the patient with unknown GM
positivity, all patients were BG negative in this period.

Antigens of some bacterial strains could react with the test
and lead to false positivity (Digby er al,, 2003; Mennink-
Kersten et al, 2007; Pickering et al, 2005). Thus we have
analysed 10 episodes of bacteraemia (excluding positive
blood culture for coagulase-negative Staphylococcus) that
occurred in 8 out of 104 treatment cycles during our study.
However, only in six of these bacteraemias, BG positivity

1.04 Sensithity: 85.9 %
Specificity: 326 %
0.8+
= 0.6
=
w 0.4+
0.2+

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1—specificity

Fig. 1. ROC curve of sensitivity (true-positive results) versus
1-specificity (false-positive results) using different peak values of
BG during the treatment cycle as cut-off values to define positivity.
For a ROC curve with good discriminatory ability the value of the
AUC should be = 0.75; however, for the ROC curve presented in
this study this value is only 0.582. Thus the peak value of BG
during the treatment cycle isn't a useful indicator for detecting IFL. It
is impossible to estimate a good cut-off value (with high sensitivity
and specificity) for the test because in our ROC curve the increase
in sensitivity means almost the same decrease in specificity.

could be possibly considered as related. Three infections
were caused by Enterococcus spp., two by Pseudononas spp.
and one by Kiebsiella sp. infection. We did not identify any
case of Preumocystis jiroveci pneumonia in our patient
population during the study (Desmet e al, 2009;
Watanabe et al., 2009).

We have tested several batches of four of the most
commonly used antibiotics in our department as a known
possible source of BG - cefepime, piperacillinftazobactam,
meropenem, amoxicillin/clavulanate (Marty et al., 2006).
All antibiotics except cefepime had a BG value <80
pg ml " when the vials of a stock solution were analysed.
All five different batches of cefepime were strongly BG
positive before dissolving (median 602 pg ml™ '}, but after
dilution to the common serum concentration the solution
was negative in the BG assay (median 18 pg ml™"). During
16 out of 38 BG-positive treatment cycles (defined as two
consecutive samples with a BG level =80 pg ml™") without
IFI, cefepime was administered. In 14 out of these 16
cycles, cefepime could possibly have contributed to false-
positive results. Thus, its administration could have at least
partially contributed to fale positive BG results signific-
antly frequently (Table 3), especially if the serum sample
was obtained shortly after the drug administration (Marty
et al., 2006). The use of intravenous immunoglobulin and
albumin was very rare in our study population (Usami
et al,, 2002) and none of our patients underwent dialysis
during the period of BG monitoring (Koo et al, 2009).

Leukocyte removing filters could be the source of BG
(Kedzierska et al, 2007; Nagasawa et al, 2003). We have
tested thrombocyte and erythrocyte concentrates, with and
without using these filters. Only 1 out of 11 filtered
transfusions had a BG level =60 pg ml™' (median 27
pg ml~', minimum 7 pg ml™', maximum 72 pg ml™').
Interestingly 3 out 11 non-filtered blood products had BG
=60 pg ml ' (median 50 pg ml" ', minimum 21 pgml ',
maximum 80 pg ml ').

We hypothesized that the inserted CVC could potentially

be contaminated by a fungal species (mainly Candida spp.)
and thus any blood samples obtained through CVCs could
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Table 3. Details of 25 out of 38 treatment cycles without signs of IFl and with a BG level =80 pg ml™" in two consecutive samples

where a possible explanation for BG positivity was identified

BG-positive cycles defined as two consecutive samples with BG level =80 pg ml™ .

Patient  Patient’s BG results (pg ml™ "} Possible influence of BG performance
initials  anticancer
treatment
cyde
I AL 2 & 130, 111%, 51%, 80%, 136 (*) Cefepime administration
Z.D. 1 0, 129%, 184%, 1637, 22, 51, 101 (*) Bacteraemia ( Enterobacter sp.)
L. H 1 0, 212, 76, 97, 97, 67, 0%, 49%, 90* (*) Cefepime administration
F. H. 1 0, 353, 23, 162, 41, 1767, 101%, 174%, 1907, 1397, (*) Bacteraemia ( Enterococcus spp.)
AL 1 62, 07,1897, 6117, 31, 1177, 517, 71, 45, 23, 36, 118, 33 (*) Cefepime administration
M. L. 1 82, 65, 74, 63, 43, 12, 84, 21, 14, 69, 104, 62, 33, 110, 28, 0, 40, (*) Intestinal GvHD and (1)
6, 45, 33, 0, 56, 76, 85, 0, 43, 36, 0, 91, 37, 149%%, 87%, 75% cefepime administration
M. M. 1 0%, 1380%, 967, 947, -%, 205%, 924*, 392%, g8~ MNone ~however, (*) all the period also false
positivity of GM of unknown origin
I. M. 2 46, 74, 75, 17, 17, 52, 21, 0, 10, 2487, 1247 103%, 207%, 71%, (*) Very severe intestinal GvHD with severe
232% 0, 64 mucosal damage; BG decrease after empirical
antifungal treatment
A M. 1 75, 48, 90, 75, 186, 71, 141, 120, 311, 216, O, 64, 61, 55, 1187, (*) Administration of intravenous
6967, 1017, 1597, 58, 161, 44, 20, 278, 69, 79, 63, 52,0 immunoglobulin
M.N. 1 5087, 1397, 987, 120%, 49+, 1011, 67, 1187, 224, 190% (*) False GM positivity caused by Plasmalyte
administration and (1) administration of
cefepime
M.P. 1 217, 302, 214, 115% (*) Cefepime administration
MR, 1 20, 19, 0, 26%, 160*, 155, 0, 0, 44, 141, 44 (*) Cefepime administration
M.S 1 1 9,129, 137, 1307, 917, 0, 0, 0, 131, 41, 12, 31, 31, 100 (*) Cefepime administration
M.S. 2 1 0,0, 0,0, 0%, 132%, 297%, 104 (*) Cefepime administration
D. S 1 26, B0, 33, 74, 10727, 3017, 147, 1407, 0, 12,0, 36 (*) Febrile neutropenia with clinical
improvement after empirical antifungal therapy
E. 5. 1 4057, 2747, 1317, 53, 47, 117, 0, 48, 0, 12, 176, 4, 27, 2031, (*) Bacteraemia ( Enterobacter sp.) and (1)
2781, 591, 209%, 2131, 591, 1131, 55, 68, 24, 62, paracesophageal abscess (culture positive for
Enterococcus sp., Enterobacter sp. and Candida
sp.)
E.5 1 120, 266, 115%, 727%,127%, 617, 145, 149, 321 (*) Cefepime administration
1.5 1 1 50, 22, 0, 26, 44, 66, 61, 34, 0, 0, 111%, 110%, 2607, 8, 32,0 (*) Bacteraemia ( Pseudomonas sp.)
1.5 2 1 62, T 681, 471, 125%, 222, 209, 88, 90, 107, 224, —, 203, —, 79, (*) Bacteraemia (Klebsiella sp.) and (1) cefepime
—, 133, 127¢ administration
K.5. 1 13, 182, 168, 184~, 372% (*) Cefepime administration
M. 5. 1 0,0, 0,66, 219, 339%, 742%, 72 (*) Cefepime administration
LV 1 1 47, 161, 74, 19, BO®, 128%, 947, 147 1377, 1677, 827, 787%, 21, (*) Intestinal GvHD
46, 77, 0, 61, 26, 0, 130, 25,0, 177, 15, 0, 68, 75, 69, 28, 95,
120, 74, 73, 55, 0, 53, 0, 131, 65, 486, 9, 64, 82, 64
DoV, 1 58, 0, 133, 61, 0, 114%, 2237 78, 165, 751, 169, 93 (*) Cefepime administration
LW, 1 18, 3807, 305%, 415%, 193%, 202*, 207, 6387, 550%, 4%, 0%, 384%, (*) Severe typhlitis; also mannan repeatedly
72, 670 positive

GGvHD, Graft versus host disease.

*, Important samples in the BG column and the corresponding possible explanation for the BG positivity as indicated on the right.
t, Important samples in the BG column and the corresponding possible explanation for the BG positivity as indicated on the right.

contain BG. To test this hypothesis, paired blood samples and 17 with uncomplicated febrile neutropenia. However,
{one sample from CVC and one from a peripheral only three blood samples obtained via CVC had BG
venepuncture) were taken from 37 patients out of the =80 pg ml™' and in two of them the wvenepuncture
presented study — 20 patients without any signs of infection samples were also positive with this cut-off.
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Because BG could contaminate blood collection tubes, 40
plastic collection tubes (Monovette 7.5 ml; Sarstedt) used
in our department were tested for BG. The BG concentra-
tion was =80 pg ml™" in only three (7.5%) cases. Thus,
the vast majority of collecting tubes can be marked as BG
negative. Furthermore, any kind of clustering of false-
positive results into specific collection or processing dates
have not been identified, hence the important factor of
contamination of the storage tubes or pipette’s tips can be
excluded.

All in virro tests mentioned above and performed for
the reason of identification of possible sources of BG
contamination were performed after the end of the study.
However, all production batches of antibiotics, filtered
blood products, CVCs and tubes available at the time
of analysis were tested. Thus the probability of large
differences in results between these two periods, if the same
supplier and brand were used, is relatively small

Although none of the studied factors was identified as the
major reason for clinically false-positive results of the BG
test, each of them could at least partially influence some
patient results. Individual patient data were reviewed in 38
BG-positive treatment cycles (defined as two consecutive
samples with a BG level =80 pg ml™') without IFI
(clinically BG-false-positive cycles) in order to find a
possible reason for BG positivity during the period. There
were only 13 cycles where no clear explanation was found.
In the remaining 25 (Table 3), at least some clinically false-
positive results during the cycle could be explained.

Conclusions

In summary, although the BG assay can correctly identify
patients with IFI, when it is used for screening, the
sensitivity of the assay is relatively limited. Moreover, the
major limitation of this test is the high frequency of false-
positive results. With its extremely low PPV, the positive
result of the test in the majority of cases does not mean the
presence of IFI. Moreover, in contrast to the GM assay,
there wasn’t a single or even a small number of causes for
these false positivities that could be easily eliminated after
their identification. On the contrary, practically all factors
and situations that were analysed in our study could
partially contribute to the positivity of the test in patients
without signs of IFL. Thus, in summary, a combination of
all the possible sources of BG that were analysed in our
study and possibly others yet unknown lead to such a high
rate of false-positive results in often severely ill patients
with haematological malignancies. Hence, according to our
results, BG positivity cannot be used as a marker for the
beginning of a pre-emptive antifungal treatment in this
group of patients, and also the inclusion of BG positivity
into the new EORTC/MSG criteria for IFI, published in
2008 (De Pauw er al, 2008), thus may need to be
reconsidered. The only contribution of the assay in our
study was its high NPV. However, this raises the question
of the value of a relatively expensive test requiring specific

laboratory equipment. Hence, in the described group of
high-risk hosts where IA is until now a major pathogen
with double incidence compared to IC, we propose that the
BG assay used as a part of the surveillance strategy does not
bring any major advantage compared to the GM ELISA
test.
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Detekce 1,3-3-D glukanu v diagnostice invazivnich mykotickych
infekci u nemocnych s hematologickou malignitou:
pfinos metodyve skriningu invazivnich mykéz
a v konfirmaci galaktomanan pozitivnich vzorku
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SOUHRN
Raeil Z., Kocmanova 1., Weinbergerova B., Winterova J., Langerova M., Hroéifova K., Mayer ].: Detekee 1,3-f-D glukanu v diagnostice
invaziﬂmkhmykﬂﬁckfthinfeh:[ummomﬁchshemxtologmkﬂu malignitow pfinos metody ve skriningu invazivnich mykdz

Vychodiska a cile: 1,3-B-D glukan (BG) je antigenem bunééné stény mykotickych patogeni a lze jej detekovat jednim z komeréné do-
stupnych testi uréenych k éasné diagnostice invazivnich mykoz (IFI). Hlavni deklarovanou vyhodou testu je jeho diroké pokryti riz
nych pivodeil IFL. Nagim cilem byla v prvni fadé retrospektivni analyza vyuzitelnosti monitoringu BG ve skriningu hlubokych my-
koz a v druhé fadé ovéteni moznosti konfirmovat pomoci tohoto markeru pozitivoi vysledek detekee aspergilového antigenu —
galaktomananu (GM) - a tak zvysit pravdé podobnost spravné diagnozy invazivni aspergilozy (LA).

Pacienti a metody: V obdobi od ledna 2005 do éervna 2007 byl u pacienti ve sttednim a vysokém rizikn rozvoje IFI providén odbér
krve na detekei BG pro skrining hlubokych mykdz. Navic pak od unora do fijna 2007 byli viichni nemocni, ktefi spliovali kritérium
pozitivity GM v ramci pravidelného monitoringu, vysetfeni soucasné na BG.

Vysledky: V ramci skriningu bylo odebrino a na pfitomnost BG vygetfeno 1 154 vzorki séra v pribéhu 104 lééebnych cykli. Incidence
IFI v souboru byla 17,3 % (n = 18) z toho pravdépodobna a prokizana invazivni mykoza byla zjisténa v 9 pfipadech (8,6 %). Jako nej
prinosnéjsi ve smyslu senzitivity, specificity, PPV a NPV byl identifikovin cut off pfi koncentraci BG v 1 vzorku nad 80 pg/ml, kdy vy~
se zminéné hodnoty byly 88,9 %, 40,7 %, 13,6 % a 97,2 %. Klinicky relevaninéjsi viak byla limitni hodnota dvou konsekutivnich vzorki
s koncentraci BG nad 60 pg/ml (66,7 %, 47,7 %, 11,8 % a 93,2 %). Nejvétisim omezenim metody byla nizkid PPV zpiisobena velice Eastou
faleénou pozitivitou testu. Metoda pti kritériich | vzorek nad 80 pg/ml oznaéila 65 cykli a pii dvou vzorcich nad 60 pg/ml 58 cykla
za pozitivoi — v 51 piipadech (78,4 %), respektive 45 (77,5 %) viak &lo o pozitivitu faleinou. V nadi praci jsme neprokazali vztah poziti
vity vysledku testu k vyisi frekvenci poddni empirické antimykotické lécby, k pfitomnosti a stupni mukozitidy, ke kolonizaci kvasin
kami, aplikaci vybranych antibiotik a infuznich roztoki, stejné tak k bakteriémiim. Pfi ovéfovani pozitivity (konfirmaci) GM bylo iden-
tifikovino 40 epizod u 39 nemocnych. V 31 (78 %) pfipadech byla pozitivita GM faleéna a nebyla spojena s klinickymi pfiznaky IA.
Senzitivita GM v diagnostice [A byla 100 %, ale PPV pouze 18 % Konfirmace vysledkn konsekutivni pozitivity GM s pouZitim hra
ni¢niho IP > 0.5 konsekutivni pozitivitou BG pfi cut off nad 60 pg/'ml se jevi pro diagnostiku IA jako nejvyhodnéjsi - pii zachovini
maximalni senzitivity byla eliminovana vétsina faleinych pozitivit GM a PPV pii kombinaci stoupla na 88 %.

Zavér: Naje analyza vychdzejici z rutinniho pouziti detekee BG pro skrining IFI prokazala omezenou pouzitelnost této metody. Pi li
mitované senzitivité jsou vysledky spojeny s velmi nizkou PPV, zpiisobenou castymi faleénymi pozitivitami.

Detekce BG je ale vyhodnym doplaujicim vySetfenim u nemocnych s konsekutivni pozitivitou GM, kde soufasna pozitivita GM a BG
dokaze zvysit pozitivni prediktivni hodnotu kombinace testi v diagnostice [A a tak eliminovat vétiinu faleinych pozitivit GM.

Klifovd slova: invazivni mykotickd infekce, sérologické metody, 1,3-p-D glukan, hematologické malignity

SUMMARY
Ragil Z., Kocmanova L, Weinbergerova B., Winterova J., Langerova M., Hroéifova K., Mayer J.: Detection of 1,3 f-D glhican for dia-
gnosis of invasive fungal infections in hematooncological patients: usefulness for screening of invasive mycosis and for confirmation
of galactomannan positive results
Background and aims: 1,3-f-D glucan (BG) - the antigen of fungal cell wall can be detected by a commercially available test for early
detection of invasive fungal infections (IFI). The main advantage of this test is its broad coverage of fungal species. The aim of our stu-
dy was to evaluate usefulness of BG detection for screening of IF] and for confirmation of galactomannan (GM) positive blood sam-
ples. Combination of the results of both tests could lead to correct and early diagnosis of invasive aspergillosis (IA).
Patients and methods: Between January 2005 and July 2007 blood samples were collected in patients from intermediate to high risk
of IFL. Moreover, between February and October 2007 all patients that had consecutive positive results of GM had their positive sam-
ples tested also for BG.
Results: In BG screening study, 1154 of blood samples from 104 treatment cycles were tested for BG. The incidence of IFT was 17,3%
{n = 18} and probable or proven IFI was detected in 9 cases (8,6%). The highest sensitivity, specificity, PPV and NPV (88, 9%, 40, 7%,
13, 6% and 97, 2%) were obtained when as criteria for positivity cut off 80 pg/ml and one positive result were used. When consecutive
positivity of the test was applied as criterium, cut off 60 pg/ml was found more useful (sensitivity 66,7%, specificity 47,7%, PPV 118%
and NPV 93,2%). Low PPV, caused by frequent false positive results, was identified as main limitation of this assay. 65 treatment cyc-
les were positive if 1 sample above 80 pg/ml was used as a cut of for positivity. If consecutive positivity with cut off 60 pg/ml was used,
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58 treatment cycles were positive. But in 51 (78,4%) and 45 (77.5%) cases, respectively, the positivity was not associated with IFT (false
positivity). We did not find any correlation between positive BG assay result and frequency of empirical antifungal treatment, muco-
sitis, yeast colonization, administration of selected antibiotics or infusion solutions or bacteriaemia

In our confirmation study, 40 GM positive episodes in 39 patients were identified. In 31 (78%) GM positivity was false and was not as-
sociated with clinical signs and symptoms of TA. Sensitivity of GM detection in [A was 100% but PPV only 18%. Confirmation of con-
secutive GM positive samples (using cut off index positivity 0,5) by consecutive positivity of BG (with cat off 60 pg/ml) was found ve-
ry useful for diagnosis of [A — most of GM false positive results were eliminated and PPV increased to 88%.

Conclusions: Our analysis focused on routine use of BG test for panfungal screening of IF] in patients with hematological malignan-
cy and confirmed limited usefulness of this test in such setting. Low sensitivity together with low PPV are major limits of this test. On
the other hand, BG testing seems to be a promising tool for confirmation of consecutive GM positive result in serum in patients with

IA. Positivity of both tests could increase their PPV of tests and eliminate false positive results.

Keywords: Invasive fungal infections, serological methods, 1.3-3-D glucan, hematological malignancy
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UOvod

Incidence invazivnich mykotickych infekei (IFI) u hema-
tologickych nemocnych stile naristd. Je to ndsledek zvysu-
jici se agresivity chemoterapeutickych rezimi, pouZivini
novych €k (alemtuzumab, rituximab), navyieni poctu alo-
gennich transplantaci krvetvorné tkdné (predeviim od ne-
piibuzného didrce) a transplantaci u star§ich a nebo velmi
predlécenych pacientd, stejné tak jako pouZivini novych
imunosupresiv v E¢bé reakee Stépu proti hostiteli (GvHD =
Graft versus Host Disease) [1]. IFI jsou spojené s vysokou
morbiditou a mortalitou [2] a ¢asto byvaji diagnostikoviny
pozdé a nebo vibec vzhledem k malé senzitivité konvend-
nich diagnostickych metod [1]. V diagnostice vétSiny pripa-
di invazivni kandidézy (IC) je zdkladnim kamenem kulti-
vace puvodee z krve nebo jinych sterilnich materidld, kterd
ale byvi pozitivni priblizné v 50 % pfipadi. Nové zobrazo-
vaci metody (vysoce rozlifovaci CT — HRCT) dokédzi s vel-
kou senzitivitou zachytit plicni patologii u invazivni asper-
gilové infekce (IA), ale obraz je vétiinou nespecificky.
K definitivni diagnéze IA je nutné provedeni bronchoalveo-
lirni lavdze nebo plicni biopsie s histopatologickym
a kultivacnim vysetfenim, jejichZ senzitivita je viak bohu-
zel omezend a navic provedeni miZe byt éasto nemoiné pro
kriticky stav nemocného [3.4]. Tyto divedy limituji pouZi-
telnost konvenénich postupi a vedou k rozvoji tzv. ..nekulti-
vacnich” diagnostickych metod s cilem zvysit pocet zachy-
cenych pripadi invazivnich mykdz a maximalné zkritit
dobu do zahdjeni cilené antimykotické 1é¢by a tak zlep3it
prognézu nemocnych s [FL

Prvni ze skupiny ..nekultivaénich® metod jsou molekuldr-
né biologické testy — zejména rizné varianty polymerizové
fetézové reakce (PCR), kterd detekuje nukleové kyseliny
hub. Vzhledem k jejich velké heterogenité jsou v soucasné
dobé vyuzitelné spife k vyzkumnym déelim.

Druhd skupina je pak zastoupena metodami sérologicky-
mi, pomoci kterych miZeme stanovit fungdlni antigeny
nebo protilitky proti nim v tlesnvch tekutindch. Zatimco
monitoring galaktomananu (Platelia® Aspergillus, Bio-Rad)

mi jiZ dnes pevné misto v ¢asné diagnostice IA, s moni-
torovdanim mananu (Platelia® Candida Ag, BioRad) a proti-
litek proti nému - antimananu (Platelia® Candida
Ab/Ak/Ac, BioRad) v diagnostice IC tak rozsidhlé zkuse-
nosti dosud nejsou [5.6].

K sérologickym metoddm patii rovn& menitoring 1,3-f-
D-glukanu (BG). BG je polysacharid, ktery obsahuje bu-
néfnd sténa prakticky viech mykotickych patogeni. Mize
byt detekovin v télesnych tekutindch pri invazivni infekei
zplsobené jak kmeny kandid a aspergild, tak pfi infekci
zplhsobené vzdenymi patogeny jako je Fusarium spp..
Acremonium spp., Trichosporon spp., Saccharomyces spp.
a také Pneumocystis jiroveci. Vzhledem k malému mnoz-
stvi BG ve sténé kryptokokd a zygomycet (Mucor spp.,
Rhizopus spp.. Rhizomucor spp.) a k minimédlnimu uvolfio-
vini z ni neni BG detekovatelny pii infekci vyvolané témito
patogeny [7.8.9]. K zichytu antigenu se pouzivi kolorime-
trického testu zalozeného na schopnosti BG reagovat
s amébocyty ziskanymi z klepitkatcli Ostrore pa amerického
(Limulus polyphemus) nebo Ostrorepa vychodoasijského
(Tachypleus tridentatus) [10]. Existuje nékolik komercné
dostupnych setd liSicich se technickym provedenim, nicmé-
né v Evropé a USA je roziifen jen jeden z nich — Fungitell™
(Associates of Cape Code, USA).

Cilem této price bylo ovéfit vyuzitelnost detekee BG pro
¢asnou . panfungilni diagnostiku IF] pfi pravidelném skri-
ningu vysoce rizikovych hematoonkologickych nemocnych
a také ovEfit moznost konfirmovat galaktomanan pozitivni
vzorky a tak zpfesnit diagnostiku invazivni aspergilézy.

Pacienti a metody

Sledovan4 populace a design

V obdobi od ledna 2005 do &ervna 2007 probihal na
Interni hematoonkologické klinice FN Brno rutinni monito-
ring detekce 1,3-B-D glukanu (BG) v krvi: pro skrining by-
11 vybrini pacienti s hematologickou malignitou a soucasné
vysokym rizikem rozvoje invazivni mykotické infekee (ne-
mocni podstupujici alogenni transplantaci krvetvorné tkiné,

[ 50
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pacienti s akutni leukémii lé¢eni indukénifreindukéni
chemoterapii a jedinci po aplikaci vysokodivkované che-
moteraple s naslednou podporou autologni transplantaci
krvetvorné tkané). Odbéry krve byly providény pravidelné
dvakrit tydné a to od piijmu do propusténi, respektive po
propusténi jeité jednou tydné do dne +100 u nemocnych po
alogenni transplantaci krvetvorné tkdné.

Nemocni byli obvykle hospitalizoviini na standardnim tFi-
lizkovém pokoji s centrilni dpravou vzduchu. Vjimku tvo-
fili pacienti podstupujici alogenni transplantaci krvetvorné
tkdng, ktefi byli umisténi na jednoliZkovych pokojich
s tpravou vzduchu pomoci HEPA filtru a7 do doby priho-
jeni Stépu (absolutni pocet neutrofilnich granulocytt
> 1,0 x 10%1). Po dobu neutropénie, respektive u pacienti po
alogenni transplantaci krvetvorné tkdané také po dobu inten-
zivni imunosuprese pro reaktivaci Stépu proti hostiteli
(Graft Versus Host Disease — GvHD), byla poddvina anti-
mykotickd profylaxe flukonazolem v dévee 400 mg/den
a méné castdji vorikonazolem v diavee 400 mg/den.

Béhem hospitalizace bylo u pacienti denné providéno
klinické vySetfeni lékafem a sledovin rozvoj pfiznaki inva-
zivni mykotické infekce. Konvenéni snimek srdee a plic byl
indikovin vstupné a ndsledné v prabéhu febrilni neutropénie
minimdlné jednou tydné, eventuelné Eastéji. V tydennim in-
tervalu byla provddéna bakteriologickd a mykologickd sur-
veillance v mo¢i, stéru z rekta a dutiny dstni. Dva az tfikrat
tydné byl providén odbér krve pro detekeci galaktomananu
(GM) ELISA metodikou (Platelia® Aspergillus, Bio-Rad).
Odbéry hemokultur a mikrobiologicka vySetfeni ostatnich
klinickych materidla (pfedeviim sputa) byly providény
v pfipadé rozvoje febrilii, respektive klinickych pfiznaki in-
tekee. Pii zvySené pravdépodobnosti vzniku invazivni my-
kotické infekee (febrilni neutropénie nereagujici na 5 dni
antibiotické 1é¢by, rozvoj plicnich infiltritd na konvenénim
rentgenovém snimku plic, pozitivoi kultivace s prakazem
vldknité houby v materidlu z dychacich cest) ndsledovala sé-
rie vyietieni s cilem maximédlniho mozného prikazu vyvo-
ldvajictho agens — HRCT plic a v pfipadé pozitivity pak
bronchoalveoldrni lavaz.

Empirickd antibiotickd E¢ba febrilni neutropénie zahrno-
vala monoterapii cefepimem, piperacilin/tazobaktamem vy-
jimecné meropenemem. V piipadé klinické indikace byl do
kombinace pfidin vankomycin nebo aminoglykosid. Pro
empirickou antimykotickou 1é¢bu byl v absoluini vétSiné
piipadd zvolen konvenéni amfotericin B, vyjimeéné kaspo-
fungin nebo vorikonazol. Pfi dmrti nemocného byla
v maximilné mozné mife a po souhlasu rodiny provedena
patologicko-anatomickd pitva.

Od tnora do Fijna 2007 pak navic byli ,.galaktomanan po-
zitivni* pacienti konfirmovini pomoci detekce glukanu.
Indikace k vy3etfeni GM byly rizné — nejCastéji se viak jed-
nalo o skrining invazivni aspergilézy (IA) u vysoce riziko-
vych nemocnych a nebo o diferencidlni diagnostiku plicnich
infiltritd zjisténych na zobrazovacich metoddch. K labo-
ratornim vysledkiim byla retrospektivné analyzovéina zdra-
votnickd dokumentace s cilem uréit pravdépodobnost [A.

Zpracovin{ materidlu
Srizliva krev odebrand nemocnym byla ihned (pfi prove-
deni odbéru v pracovni dobu) nebo nejpozdéji nasledujici

Tabulka 1

Charakteristika souboru s vyuZitim detekce 1,3-f-D
glukanu pro skrining invazivnich mykdz (HSCT —
transplantace krvetvorné tkané, GvHD — reakce &tépu
proti hostiteli, IFl — invazivni mykoticka infekce)

n %o
Potet pacientdl 91
MuzifZeny 57134 63 37
Potet 1éfebnych cykid 104
Pocet vzorkd krve 1154
Primérny pocet vzorki 11,1
na lééebny cyklus
Zdkladn{ onemocnéni 91
Akutni myeloidni leukémie 45 49.5
Non Hodgkinsky lymfom 12 13.2
Akutni lymfoblastickd leukémie 9 99
Chronickd myeloidni leukémie 9 9.9
Mnohocetny myelom 8 8.8
Chronicka lymfatickd leukémie 3 55
Hodgkinsky lymfom 2 22
Aplastickd anémie 1 1.0
Charakter ¢ebnych cykli 104
Akutni leukémie indukénif 45 433
freindukénd 16ba
Alogenni nepfibuzeneckd HSCT 20 19.2
Alogenni pfibuzeneckd HSCT 17 16,3
Autologni HSCT 17 16,3
Lécba GvHD 3 2.9
Konsolidacni 16¢ba akutni leukémie 1 1.0
Ostatni 1 1.0
Pravdépodobnost invazivni mykdzy 104
die EORTC/MSG v lé&ebném cyklu
Bez invazivni mykotické infekee 86 827
MoZnd invazivni mykotickd infekce 9 8.7
Pravdépodobnd invazivni mykoticka 8 17
infekee
z toho invazivni aspergiloza 8
# toho invazivni kandidoza 1]
7 toho ostaini’ invazivii mykozy 0
Prokdzand invazivni mykotickd infekce 1 0.9
z toho invazivni aspergiloza 0
# toho invazivni kandiddza !
# toho ostatni invazivii mykézy 0
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den rino (byl-li odbér proveden v nocnich hodindch) tran-
sportovina na mikrobiologické oddéleni ke zpracoviani. Do
odeslini byl materiil na hematoonkologickém pracovidti
uchovdvin na vyélenéném misté pri pokojové teploté. Na
mikrobiologickém oddéleni byl vzorek zcentrifugovin
(3 minuty/2 000-3 000 otacek), oddéleno sérum a pienese-
no po 300 pl do sterilnich oznacenych Sroubovacich zku-
mavek typu Eppendorf. Zkumavky byly zamraZeny na
20 °C a takto uchoviviny do okamziku zpracovini, coz by-
lo v pfipadé testovdni galaktomananu maximéilné 72 hodin.
V pfipadé testovini BG byly k dispozici pii této teploté az
do ukonéeni projektu (testovino bylo vidy jen 5 pl séra).

Detekce 1,3-f-D glukanu pomoci komerénf soupravy
Fungitell™ (Associates of Cape Cod, USA)

Laboratorni diagnostika 1.3-beta-D glukanu pomoci
Fungitell™ vyuZivd tzv. G-testu, ktery je zaloZen na schop-
nosti 1,3-beta-D glukanu reagovat s lyzitem amébocyta kra-
ba Limulus polyphemus. Polysacharid aktivuje v amébocy-
tech obsazeny faktor G (proenzym serinové protedzy ), ktery
spousti kritkou kaskddovou reakci, specifickou pro glukany
obsahujici pravé tuto 1.3-beta-D glykosidickou vazbu. Tato
kaskdda je vizualizovina oditépenim barevného produktu
z pfidaného chromogenniho substritu.

Sérum ofetfené alkalickou reagencii bylo po 10 minutové
inkubaci pii 37 °C v mikrotitraéni desti¢ee smichdno
s rekonstituovanymi amébocyty a chromogennim substri-
tem. Kinetickd reakce probihala pi teploté 37 °C (tato tep-
lota byla udrfovina po celou dobu méfenila absorbance
v jamkdch (nardstajici vlivem tvorby barevného produktu)
byla méfena ve 20 vtefinovych intervalech po dobu 40 mi-

nut pii 405/490 nm za pouziti automatické ho readeru iIEMS
MF se softwarovym vybavenim Ascent Version 2.6 (Lab-
systems, Finland).

Vysledni zména absorbance v ¢ase byla pro kazdy vzorek
dosazena do soufasné testované kalibratni kiivky
s rozmezim 31,25 pg/ml a7 500 pg/ml a odvozena koncent-
race polysacharidu ve vzorku. Dle doporudeni vyrobee byla
za pozitivni povaZovina séra s koncentraci vy3$i nei
80 pg/ml a za negativni séra pod 60 pg/ml. Séra
s koncentraci 60—80 pg/ml byla oznacena jako . hranicni*.

Detekce pgalaktomananu pomoc!{ komerénfho setu
Platelia® Aspergillus EIA (BioRad)

Galaktomanan byl vyietfovin metodou ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay). Slo o jednokrokovou send-
vi¢ovou reakei, kterd s vyuZitim krysich monoklondlnich
protilitek EBA-2 detekuje volny galaktomanan v séru.
Platelia® Aspergillus EIA je semikvantitativni reakce — vy-
sledky jsou uvddény pomoci tzv. indexu pozitivity (IP) —
coZ je pomér optické denzity vzorku a optické denzity kon-
trolntho séra o koncentraci 1 ng galaktomananwml. Toto
bezrozmérné Cislo tedy zhruba odpovidd koncentraci poly-
sacharidu ve vzorku.

Vysledky testu byly hodnoceny takto: séra s IP> 0,7 byla
povazovina za pozitivni, s [P = 0,5-0.7 za hraniéni a s [P
< (1.5 za negativni. Jako ,.galaktomanan pozitivni* byl ozna-
¢en pacient se dvéma po sobé jdoucimi vzorky s IP > 0.5.

Pro vyloudeni laboratorni kontaminace byl prvni pozitiv-
ni vzorek u kazdého pacienta vZdy retestovin. PFi pozitivité
retestu byl vyzdddn a ndsledné otestovin dalsi vzorek séra.

Tabulka 2

Senzitivita, specificita, pozitivni prediktivni hodnota (PPV) a negativni prediktivni hodnota (NPV) detekce 1,3--D glukanu

(BG) pro skrining invazivnich mykotickych infekei.

1 vzorek 1 vzorek 2 vzorky 2 vzorky
> 60 pg/ml > 80 pg/ml > 60 pg/ml > 80 pg/ml
Senzitivita (%) 889 88.9 66,7 444
Specificita (%) 18.6 40,7 7.7 53.5
PPV (%) 10,3 % 136 % 11,8 % 9.1 %
NPV (%) 941 % 97.2 % 93,2 % 90.2 %
Tabulka 3

Podil nemocnych |1&Eenych preemptivné a empiricky antimykotiky ve skupiné nemocnych BG pozitivnich a negativnich
pf riznych cut off (BG — 1,3 B-D glukan, ns — neni vyznamné)

Léeni antimykotikem v prib&hua cykiu
Cut off u BG pozitivnich (%) u BG negativnich (%) statistickd vyznamnost
1 vzorek > 60 pg/ml 40 28 ns
1 vzorek > 80 pg/ml 43 28 ns
2 vzorky > 60 pg/ml 45 28 ns
2 veorky = 80 pg/ml 41 35 ns

[52
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Viechny lééebné cykly byly klasifikoviny na zdkladé
pravdépodobnosti invazivni mykotické infekce (IFI) pomo-
ci EORTC/MSG (European Organisation for Research and
Treatment of Cancer/Mycosis Study Group) kritérii [11].

Jako , prokdzand® IFI byl oznaCen stav u nemocni s pozi-
tivnim histologickynv/kultivacnim prikazem Aspergillus
spp.. Candida spp. event. jinych mykotickych patogeni
z primdrné sterilniho mista. .,Pravdépodobnad™ IFI (praktic-
kv pouze IA) byla pfifazena pacientim s kombinaci riziko-
vvch faktora, klinickych priznaki (ndlez na zobrazovacich
metodich soufasné s priznaky orgdnového postizeni)
a mikrobiologickych kritérii (prukaz Aspergillus spp.
v materidlu z dychacich cest nebo pozitivita GM v séru
eventuelné v tekutingé z BAL). . Moznd® IFI (opét prakticky
pouze [A) byla charakterizovina izolovanou pFitomnosti
bud klinickvch nebo mikrobiologickych faktora u riziko-
vého nemocného. V ostatnich pfipadech se jednalo o léceb-
né cykly bez IFL

Statistickd analjza

Statistické zpracovdni bylo provedeno na trovni lééebné-
ho cyklu (per patient analysis). Na zdkladé price Mennink-
Kerstenové et al. [12] byli jako skute¢né pozitivni oznaceni
pouze memocni s prokdzanou a pravdépodobnou IFI
a naopak jako skute¢né negativni pak pfipady bez IFL
Senzitivita, specificita, pozitivni a negativni prediktivni
hodnota byly vypoditiny pomoci 2 x 2 tabulky. Hodnoceni
statistické vyznamnosti Cetnosti empirického a preemptiv-
niho poddvini antimykotik v jednotlivych skupindch lé¢eb-
nvch cykla bylo provedeno pomoci binomického testu.

Vysledky
1,3-8-D glukan ve skriningu invazivnich mykotickych in-
fekef

Zikladn{ charakteristika souboru

Od ledna 2005 do ¢ervna 2007 jsme provedli skrining in-
vazivnich mykotickych infekei (IFI) pomoci detekee 1,3-p-
D glukanu (BG) u 91 vysoce rizikovyich nemocnych
s hematologickou malignitou podstupujicich 104 lé¢ebnych
cvkln. Celkem bylo odebrino a na piitomnost BG vySetre-
no 1 154 vzorki séra (primér 11,1 vzorku/lécebny cyklus).

Absolutni vétiina z celkového poétu monitorovanych 1é-
cebnych cykla probéhla bez znamek [FI dle EORTC/MSG
kritérii. Incidence IFI (mo#né, pravdépodobné, prokdizané)
v souboru byla 17.3 % (n = 18). Pravdépodobni a prokdzani
invazivni mykdza viak byla diagnostikovina jen v 9 pFipa-
dech (8.6 %) — z toho v B pripadech pravdépodobnd inva-
zivni aspergiléza a v jednom pfipadé prokdzand invazivni
kandidéza (kandidémie).

Charakteristiku nemocnych, 1ééebnych cykla a pripadi
invazivnich mykotickych infekci ukazuje tabulka I.

Béhem viech lé¢ebnych cykld bylo poddvino profylak-
ticky antimykotikum — v 96 (92 %) cyklech se jednalo
o flukonazol a v 8 (8 %) o vorikonazol.

VyuZitelnost BG pro skrining IFI
Z celkového poétu vySetfenych vzorkd sér vykazovalo
422 (37 %) obsah BG v koncentraci vy3si nez 60 pg/ml
a 308 (27 %) z nich pak v koncentraci vysi nez 80 pg/ml.
V 86 (83 %), respektive v 63 (63 %) ze 104 1éCebnych
cykli byla alespoifi v jednom odebraném vzorku v jeho pri-

Tabulka 4
Kolonizace kvasinkami b&hem l&tebnych cykld, které byly bez znamek IF| a sougasné BG pozitivni pfi raznych limitnich
hodnotach testu (BG — 1,3-f-D glukan, IFl - invazivni mykotické infekce)

Bez zndmek IFT a soufasné BG pozitivni n Z toho kolonizovéno kmeny kvasinek (9z)
2 vzorky > 60 pg/ml Ano 45 40
Ne 41 51
1 vzorek > 80 pg/ml Ano 51 41
Ne 35 51
Tabulka 5

Pfitomnost mukozitidy jakéhokoliv stupng a stupné Il a IV dle WHO b&hem l&tebnych cykll, které byly bez znamek
invazivni mykotické infekce a soutasné BG pozitivni pfi rdznych limitnich hodnotach testu
(BG - 1,3 B-D glukan, IFl - invazivni mykoticke infekce)

Bez zndmek IFT n Pfitomna mukozitida (%) Pfitomna mukozitida pr.
a soudasné BG pozitivni I a IV dle WHO (%)
2 vzorky > 60 pg/ml Ano 45 47 24

Ne 41 49 24
1 vzorek > 80 pg/ml Ano 51 43 22

Ne 35 54 29
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béhu naméfena koncentrace glukanu > 60 pg/ml, respektive
> 80 pg/ml V 58 (56 %) (pii cut off 60 pg/ml) respektive
ve 49 (47 %) (pii cut off 80 pg/ml) lé¢ebnych cyklech byly
tyto hodnoty naméfeny minimdlng ve 2 vzorcich jdoucich
po sobé (konsekutivni pozitivita).

Senzitivitu, specificitu, pozitivni a negativni prediktivni
hodnotu pfi pouziti cut off 60 a 80 pg/ml u izolovanych ne-
bo konsekutivnich pozitivit ukazuje tabulka 2.

Pii pouziti izolované pozitivity byla senzitivita testu
v detekei IFI shodna jak pro cut off 60 pg/ml tak pro hod-
notu cut oft 80 pg/ml a to 88,9 % — test dokizal zachytit 8
z 9 pravdépodobnych a prokdzanych [FI (v obou pfipadech
nebyla zachycena invazivni kandidéza). Vzhledem
k extrémné nizké specificit® (18,6 %) pfi cut off 60 pg/ml se
zdd relevantnéj§i pouZiti vy3si hodnoty cut off (80 pg/ml),
kdy pfi stejné senzitivité vyznamné narostla specificita tes-
tu z 18,6 % na 40,7 %.

Tabulka 6
Z akladni charakteristika souboru s vyuzitim 1,3 p-D
glukanu pro konfirmaci GM pozitivnich vzorkd
(HSCT — transplantace krvetvorné tkané)

n %
Potet pacientd 39
Potet 1é&ebnych cykl 40
Zikladni onemocnéni 39
Akutni myeloidni leukémie 16 41,0
Non Hodgkinsky lymfom 5 12,8
Akutni lymfoblastickd leukémie 3 1.7
Mnohoéetny myelom 5 12,8
Chronickd lymfatickd leukémie 4 10,3
Hodgkinsky Iymfom 2 5.1
Ostatni 4 10,3
Charakter léfebngch cykid 40
Akutni leukémie indukéni'reindukéni 1é¢ba 13 33
Alogenni nepfibuzeneckd HSCT 5 12
Alogenni pribuzeneckd HSCT 4 10
Autologni HSCT 8 20
Kortikoterapie 2 3
Rituximab/alemtuzumab (+/- chemoterapie) 3 15
Ostatni (CHOP, MINE) 3 135
Bez 16chy 2 5
Pravdépodobnost imvazivni aspergilézy 40
dle EORTC/MSG v ¥é¢ebném cyklu
Bez invazivni mykotické infekce 31 115
MoZnd invazivni mykotickd infekee 2 3
Pravdépodobnd invazivni mykotickd infekce 1 17,5
Prokdzana invazivni mykotickd infekce 0 0

V situaci, kdy byl za pozitivniho oznafen nemocny
s konsekutivni pozitivitou, vedlo pouZiti hrani¢éni hodnoty
80 pg/ml k velmi vyraznému snizeni senzitivity testu a7 na
44,4 % (test oznacil jako pozitivni pouze 4 z 9 pravdépo-
dobnych/prokdzanych IFI) a to jen pfi malém zvySeni spe-
cificity, OvEem pii vyZadovini konsekutivni pozitivity
vychdzi z nadich vysledki jako vyhodnéjii limitni hodnota
2krit nad 60 pg/ml, kterd byla spojena s vySSi senzitivitou —
66,7 % (pozitivnich bylo 6 z 9 pravdépodobnych/prokiza-
nych IFT ).

Nezivisle na pouzitém cut off nebo konsekutivni poziti-
vité byla v naSem souboru vyznamné nizkd pozitivni
prediktivni hodnota testu (PPV) pohybujici se mezi
9,1-13.6 %. Pozitivni vysledek testu tedy v absolutni vétSi-
né piipadid neznamenal, Ze nemocny prodélivd invazivni
mykézu. Pfi limitni hodnoté 1krit nad 80 pg/ml bylo pozi-
tivnich 65 lé¢ebnych cykla a z toho pouze v 8 respektive
6 piipadech byla splnéna kritéria pravdépodobné respektive
mozné [FL. V 51 Ec¢ebnych cyklech (78.4 % z BG pozitiv-
nich) nebyly pfitomny Zddné znidmky invazivni mykdzy.
Podobné vysledky byly zjistény pro cut off 2krdt nad 60
pe/ml — z 58 BG pozitivnich cykli byla pravdépodobnd IFI
detekovdna u 6, moznd invazivni mykdza v 7 a Zadné
zndmky hluboké mykotické infekce u zbyvajicich 435 cykla
(77.5 %).

Negativni prediktivni hodnota metody se pak pohybovala
v rozmezi 90,2-07.2 % dle zvoleného cut off. Test tak
umoznil pfi negativnim vysledku s vysokou pravdépodob-
nosti oznacit nemocné, ktefi invazivni mykotickou infekei
neméli.

Vztah antimykotické 1é€by k pozitivité testu

Vzhledem k relativné malému poctu pravdépodobnych
a prokizanych mykéz v souboru byla provedena analyza ne-
mocnych, ktefi byli lé¢eni antimykotiky (empiricky a nebo
preemptivné) a to ve vztahu k visledku testu.

I kdyz v 1écebnych cyklech s pozitivnim BEG bylo procen-
to poddni antimykotika vy33i (dle cut off se procento pohy-
bovalo od 40 %45 % ve srovndni s 28 %35 % ve skupi-
nich BG negativnich) nebyl tento rozdil statisticky
vyznamny (viz tabulka 3).

Moiné faktory vedouci k fale¥né pozitivnfm visledkim
testu

Hlavni pfi¢inou jiz zminéné velmi nizké PPV testu byl
vysoky pocet faleSnych pozitivit. Tii étvrtiny z BG pozitiv-
nich cykld v nasi studii bylo pozitivnich faleiné.

V analyjze mozné etiologie tohoto jevu jsme se zaméfili
na potencidlni faktory popsané v literatufe.

Prvni z nich je kolonizace kvasinkami. V nasem souboru
byvla z BG pozitivnich (1 vzorek s koncentraci > 80 pg/ml)
lé¢ebnych cykla bez zndmek invazivni mykotické infekce
dle EORTC/MSG kriténi nalezena kolonizace ve 41 % pii-
pada az BG negativnich dokonce v 50 %. Velmi podobnych
vysledkd jsme pak dosahli v pfipadé dvou konsekutivnich
vzorka s koncentraci > 60 pg/ml — kolonizace kvasinkami
bvla nalezena u 40 % BG pozitivnich a u 50 % BG negativ-
nich cykll bez priznaki IFI (tabulka 4). Nage analyza tedy
neprokizala vztah mezi fale$nou pozitivitou testu a koloni-
zaci kandidami.
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Protoze poskozeni integrity zaZivaciho traktu by mohlo
vést k priniku zejména kandidovych antigent pies defektni
sliznici a tak zpiasobit faleinou pozitivitu Fungitell™ testu,
zaméfili jsme se také na vyskyt faleiné pozitivnich vysled-
kil v pribéhu rozvoje mukozitidy. Jak pfi pouZiti limitni
hodnoty 2krit nad 60 pg/ml tak pfi cut off lkrit nad 80
pg/ml jsme viak neprokdzali vy3si zastoupeni léCebnych
cykld s mukozitidou (a to ani tézkého stupné) mezi nemoc-
nymi s fale$né pozitivnim vysledkem testu (tabulka 5).

Vzhledem k prokdzané reaktivité testu s kmeny Alcali-
genes faecalis, Streptococcus pneumoniae a Pseudomonas
aeruginosa in vitro [13] byla u viech nemocnych bez znd-
mek IFl provedena retrospektivni analyza bakteriologic-
kvch nilezi z hemokultur. Ve dvou pripadech byla naleze-
na bakteriémie zpiisobend Pseudomonas aeruginosa, pouze
v jednom viak byla spojena s opakovanou pozitivitou BG
a to jak pii cut off 60 pg/ml tak 80 pg/ml. Pneumokokovi
infekce krevniho fecisté byla prokdzdna pouze v jednom pii-
padé a nebyla spojena s pozitivitou testu.

Zidny z nemocnych ve sledovaném souboru nemél infek-
ci Pneumocystis jiroveci, kterd rovnéZ zpisobuje pozitivitu
BG.

Souddsti analyzy bylo také stanoveni hladiny BG
v nejiastéji pouzivanych antibioticich a infuznich roztocich.
Na zikladé nékterych in vitro dat [14] a predeviim v nivaz-
nosti na zkusenosti s faleSnou pozitivitou Platelia® Asper-
gillus testu zpiisobenou antibiotiky [15], jsme chtéli v maxi-
milni mife vyloucit vliv téchto litek na hladiny BG ve
vzorcich a tak eventuelné objektivizovat moZnost faleiné
pozitivity testu. Antibiotika v koncentrované podobé obsa-
hovala BG v mnozstvi > 80 pg/ml (naméfené pramérné
hodnoty BG byly ndsledujici): cefepim — 103.5 pg/ml; me-
ropenem — 176 pg/ml; piperacilin/tazobaktam 165 pg/ml;
amoxicilin/klavalandt — 309 pg/ml). Po nafedéni na sérové
koncentrace viak byla viechna testovand antibiotika nega-
tivni.

Z infuznich roztokd byl testovin pripravek Plasma — Lyte
(Baxter) a fyziologicky roztok. Zatimco Plasma — Lyte ob-
sahoval malé mnoZstvi BG (primérnd hodnota byla 63
pg/ml), které je viak vzhledem k nafedéni po intravendéznim
podédni zanedbatelné, fyziologicky roztok byl zcela bez pri-
tomnosti BG.

Vyuzitf 1,3-8-D glukanu pro konfirmaci pozitivnich vysled-
ki galaktomananu v diagnostice invazivn{ aspergil6zy

Od dnora do fijna 2007 byli vichni nemocni, ktefi
v ramci pravidelného monitoringu galaktomanananu (GM)
splnili kritérium pozitivity (dva konsekutivni vzorky s TP
> 0.5). vySetieni soucasné na 1.3--D glukan.

Celkem bylo identifikovino 40 epizod dvojndsobné pozi-
tivity GM v séru u 39 nemocnych. Zdkladni onemocnéni
pacienti a jejich onkologickou 1é¢bu ukazuje tabulka 6.

Ze 40 1écebnych cykli s ndlezem konsekutivni pozitivity
GM v séru byla splnéna ve 2 (5 %) pfipadech kritéria moz-
né, v 7 (18 %) pravdépodobné a v Zdidném cvklu pak krité-
ria prokidzané [A dle EORTC/MSG. V 31 (78 %) pripadech
byla pozitivita GM faleSnd a nebyla spojena s klinickymi
piiznaky 1A

Senzitivita GM v diagnostice A byla 100 %, ale PPV
pouze 18 %. VEtSina pozitivnich vysledka tedy byla faleiné
pozitivnich. Soucasné vySetreni BG dokdzalo procento fa-
lednych pozitivit GM eliminovat a PPV pii kombinované
pozitivitd GM 1 BG v zdvislosti na zvoleném cut off vy-
znamné stoupla. Kombinace konsekutivni pozitivity GM
s pouzitim hrani¢niho [P > 0,5 a konsekutivni pozitivity BG
pii cut off 60 pg/ml se jevi pro diagnostiku [A jako nejvy-
hodnéjii. Pfi zachovini maximalni senzitivity tak byla eli-
minovina vétiina faleinych pozitivit GM (tabulka 7). Jako
hlavni pficina velkého poétu vzorki s IP > 0.5 v tomto ob-
dobi byla retrospektivné identifikovina faleind pozitivita
zpusobend aplikaci roztoku Plasma Lyte (Baxter) [16].

Diskuze

Vysokd morbidita a mortalita IFI u nejvice rizikovych ne-
mocnych a zlepdeni jejich prognézy pfi vCasném zahdjent
antimykotické 1é¢by vedly v poslednich letech k rozvoji
nekultivacnich diagnostickych metod — sérologickych
a molekulirné biologickych [17]. Z téchto metod dosdhla
spolehlivosti v rutinni diagnostice pouze detekce galakto-
mananu v diagnostice IA (Platelia® Aspergillus, Bio-Rad)
[6]. Dalsi sérologické metody (detekce mananu a antima-
nanu), stejné tak jako rizné varianty polymerizové fetézové
reakee jednoznaéné postaveni v diagnostice IFI dosud ne-
maji [6].

Tabulka 7
Senzitivita a pozitivni prediktivni hodnota samostatného galaktomananu a v kombinaci s BG pfi riznych limitnich
hodnotach tohoto testu (GM - galaktomanan, BG - 1,3-8-D glukan, PPV — pozitivni prediktivni hodnota,
|A - invazivni aspergildza)

GM pozitivoi GM pozitivni + GM pozitivni +  GM pozitivni +  GM pozitivoi +
{=vzorky IP 1 vzorek 5 BG 1 vzorek s BG 2 vzorky s BG 2 vzorky s BG
> 0.5) > 60 pz/ml > 80 pg/ml = 60 pg/ml > 80 pg/ml
Celkem pozitivnich cykli 40 (100 %) 21 (52 %) 18 (45 %) 10 (25 %) 9(22.5 %)
v testw'v kombinaci testi
Pocet cykli s IA 7 7 7 7 7
{pravdépodobnd, prokdzand)
PPV testwkombinace testi 18 % 37 % 44 % 88 % M %
Senzitivita testw'kombinace testi 100 % 100 % 100 % 100 % 11 %

GM pozitivni = 2 konsekutivni vzorky s IP > 0.5
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Detekce 1,3-B-D glukanu jako ,panfungdlniho® markeru
je novou diagnostickou metodou, kterd umozifiuje pomoci
jednoho testu vEasné diagnostikovat nejen invazivni asper-
gildzu, ale také invazivni kandiddzu a nékteré vzdcné hou-
bové infekee s vyjimkou zygomykdzy a kryptokokézy [5].

Literdarni zkuSenosti s detekei BG jsou viak omezené
a navic jsou data zna¢né heterogenni. Tato heterogenita je
dédna kromé jiného riznym designem studii, kdy jen mald
cdst sleduje prinosnost metody ve skriningu IFL. Dal$im fak-
torem by mohlo byt rizné technické fefeni tfi komeréné do-
stupnvch testi (Fungitell, Associates of Cape Code, USA:
Fungitec G, Seikagaku Kogyo, Japane; Wako test, Wako
Pure Chemical Industries, Japane) [18]. Nedostatek zkuge-
nosti s timto antigenem lze do jisté miry vysvétlit rovnéz re-
lativné velkou finan¢ni niroCnosti testu — pfi doporuéeném
duplicitnim testovdni stoji analyza jednoho vzorku asi
1 000 K& (bez niklada na provoz laboratofe). Navic vzhle-
dem k uspofiddni testu je nutné ¢ekat na naplnéni celé
desticky vzorky, coz muze v rutinni diagnostice zpusobit ¢a-
sovy skluz.

Nasi prici, vyuZivajici BG pro skrining IFI u rizikovych
hematoonkologickych nemocnych, je moiné pfirovnat pou-
ze k nékolika mélo dosud prezentovanym studiim — prici
Obayashiho et al. [19], Senna et al. [20], Ostrosky-Zeich-
nera et al. [21], Persatové et al. [22], Odabasiho et al. [18].
Prvni z nich vyuziva v Evropé nepouzivany test Fungitec G
(Seikagaku Kogyo) s cut off 20 pg/ml. Ve velmi recentni
prici Senna et al. [20] je k diagnostice pouZit dalsi (v nasich
podminkdch mélo ¢asty) Wako test (Wako Pure Chemical
Industries) s cut off 7 pg/ml. PrestoZe se designem naSi ana-
lyze velmi blizi, hlavnim rozdilem je atypicky vysoké pro-
cento IFI v jimi prezentovaném souboru — invazivni myké-
zu zde prodélalo pies 60 % sledovanych nemocnych
[20.23]. Ostrosky-Zeichner et al. [21] sice vyuZivd stejného
testu (Fungitell™, Associates of Cape Code) jako my, ale
jeho soubor negativnich kontrol se sklidd ze zdravych ddr-
cii a nemocnych zcela bez rizika IFL. Také Persatovi et al.
[22] sleduje predeviim vyuZitelnost Fungitell™ testu
u pfipadi prokdzané ¢i pravdépodobné [FI. Podminky nej-
podobnéjéi nafim md studie Odabasiho et al. [18].

V nadi analyze byla s nejvy3ii senzitivitou (88.9 %) spo-
jena pozitivita jednoho vzorku > 60 pg/ml, bohuzel speciti-
cita testu byla v tomto pfipadé nepfijatelné nizkd — pouze
18.6 %. ProtoZe stejné senzitivity bylo dosaZeno také pri
koncentraci BG ve vzorku > 80 pg/ml za vyrazné vy3ii spe-
cificity (40,7 %), jevila by se tato hodnota cut off jako kli-
vysledky pfirovnat k literdrnim datim (senzitivita v prdci
(Odabasiho et al. [18] byla pfi izolované pozitivité > 60
pg/ml 100 % a ve studii Ostrosky-Zeichnera [21] pak pfi
stejném cut off 69,9 % respektive pfi hodnoté 80 pg/ml pak
64.4 % a v analyze Persetové et al. [22] pfi stejném vyESim
cut off dokonce 77.8 %), je specificita testu podle naSich
zkuSenosti vyznamné nizii (Odabasi et al. [18] — 90 %,
Ostrosky-Zeichner et al. [21] — 87,1 % respektive 92,4 %,
Persatova et al. [22] — 92,5 %). Hlavni pfi¢inou extrémné
nizké specificity je velmi vysoké procento pozitivnich vy-
sledkn — 83 % respektive 63 % 1é¢ebnych cykli obsahovalo
alespofi jeden vzorek s mnozstvim BG nad 60 respektive
nad 80 pg/ml — coZ je &islo vysoce plekracujici pravdépo-

dobnost vyskytu invazivnich mykotickych infekci.

Cut oft jednorizové pozitivity BG > 80 pg/ml by se jevi-
lo jako optimdlni, v klinické praxi viak ve vétSing piipadi
neni mozné provést rozhodnuti nebo stanoveni diagndzy na
zdkladé izolované pozitivity testu. Pokud bychom pozado-
vali nédslednou pozitivitu BG v minimdlné dvou vzorcich,
pak se naopak jevi jako optimdlni cut off 60 pg/ml nebof pfi
hodnoté 80 pg/ml vyrazné klesd senzitivita testu a to
z 66,7 % na 44,4 %. Specificita je pfi konsekutivni poziti-
vité prirozené vy3&i — 47.7 % respektive 53,3 % (tabulka 2).

Velmi dobfe vychidzi z nasi analyzy negativni prediktivni
hodnota testu. Jestlize pouZijeme deklarovanou ,.optimalni®
hodnotu cut off — jeden vzorek nad 80 pg/ml nebo 2 vzorky
nad 60 pg/ml — pak negativni vysledek s pravdépodobnosti
97.2 % respektive 93,2 % sprivné oznacil pacienta bez pii-
tomnosti IFL

Nejvétiim limitem testu je extrémné nizkd pozitivni
prediktivni hodnota, kterd se dle cut off pohybuje od
0,1-13,6 %. Prestoze i jiné price poukazuji na nizii PPV
testu — Odbasi et al. [18] uvadi 43 % pfi izolované a 57 %
pii konsekutivni pozitivité BG nad 60 pg/ml — hodnoty PPV
v nasem souboru, ktery viak svym designem odpovidd béz-
né klinické praxi, jsou velmi nizké.

PPV je do znatné miry zdvisld na prevalenci onemocnéni
v populaci. | kdyZ prevalence pravdépodobné a prokdzané
IFI v nasem souboru byla relativné nizkd — 8,6 %, zcela od-
povidd souCasnému trendu ve vyskytu IF] ve skupiné stied-
né aZ vysoce rizikovich hematoonkologickych nemocnych
a nijak nevybotuje z literdrné dostupnych dat [2].

Hlavni pficinou nizké PPV jsou (podobné jako u nizké
specificity) faleiné pozitivai vysledky. Faktori, které vedly
k tak vysokému procentu pozitivnich vysledki testu oviem
bez spojeni s dokumentovanou invazivni mykézou, bude ji-
sté vetsi podet.

Podobné jako Obayashi et al. [19] jsme ani my neproka-
zali vztah mezi faleinou pozitivitou testu a kolonizaci kme-
ny kvasinek. Dokonce bylo kvasinkami kolonizovino vice
pacienti ze skupiny BG negativnich (tabulka 4).

Navic jsme se zaméfili na pfitomnost a stupefi mukoziti-
dy. kterd by mohla vést k priniku BG ze zazivaciho traktu
(soucist stény kolononizujicich kmend kvasinek a jinych
mikroorganismi, respektive soucdst stravy) a tak byt jednou
z pri¢in faleSné pozitivity metody. Procentudlni zastoupeni
vyskytu mukozitidy a to i téZké formy viak opét nebylo od-
lifné u nemocnych s negativnim nebo faleiné pozitivnim
vysledkem Fungitell™ testu.

Ve studii Pickeringa et al. [24] autofi identifikovali 11 z 15
nemocnych s bakteriémii vyvolanou grampozitivnimi koky
a 3 z 10 pacienta s infekei krevniho feciité zpusobenou
gramnegativnimi tyCkami, ktefi méli minimdlné jeden vzo-
rek krve fale$né pozitivni. Mennink-Kerstenovi viak ve své
prici potvrdila in vitro zkfiZzenou reaktivitu testu pouze
s kmeny Pseudomonas aeruginosa, Alcaligenes faecalis
a Streptococcus pneumoniae [13]. Kultury ostatnich testo-
vanych kmeni nevedly k reaktivité testu a je tedy moZné, Ze
pozitivita BG béhem bakteriémii ve studii Pickeringa et al.
byla vyvoldna jinymi pfi¢inami. V nasi analyze pouze jeden
nemocny ze ti, ktefi méli bakteriémii zphsobenou vyie
zminénymi kmeny, mél také soucasné pozitivni BG. D4 se
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tedy pfedpoklidat, e bakteriémie vyvolané kmeny reaguji-
cimi in vitro s Fungitell™ testem nebudou hlavni pfic¢inou
faleinych pozitivit.

K pozitivité testu mize vést i jind invazivni mykotickd in-
fekee, nez pouze invazivni aspergiléza a kandidéza [21.22].
W nasi prici jsme viak zadny takovy pripad neidentifikova-
li (vetné infekce vyvolané Pneumocystis jirovec).

Marty et al. testovali pomoci Fungitell™ testu 44 riznych
antibiotik [14]. Sedm z nich obsahovalo v koncentrované
podobé mnozstvi BG vétsi nez 60 pg/ml. ale po nafedéni na
maximdlni koncentraci dosaZitelnou v séru byly zjisténé
hodnoty negativni a nemélo by tedy dochdzet k faleiné po-
zitivité pfi jejich poddvini. K podobnym zdvérim jsme do-
spéli pfi testovini antibiotik a infuznich roztokd nejcastéji
poddvanych na naSem pracovisti. Falesné pozitivity z téchto
pricin jsou tedy opét méné pravdépodobné.

V literatufe se ddle miZeme setkat s faleSnou pozitiviton
BG pfi dialyze s celulézovou kapsli [25], kterd viak u nds
neni pouZivina.

Dalii moznosti je kontaminace pfi odbéru vzorku nebo je-
ho zpracovini. Nicméné u relativné velkého poétu nemoc-
nych byla pozitivita opakovand (i po dobu nékolika tydnid),
coz by svédCilo spiSe proti kontaminaci. Ur¢ity vliv na nage
vysledky by mohl mit také fakt, Ze nebyl pouZivin glukanu
prosty negativni laboratorni materidl. Vzhledem k tomu, Ze
na jednom testovaném panelu (pfi jednom béhu) byla obvy-
kle pozitivni jen mald ¢dst vzorkil, k zdsadnimu ovlivnéni
vysledki touto cestou by také dochidzet nemélo.

Z vyie popsaného tedy vyplyvi, Ze jsme neidentifikovali
jednoznaény zdroj faleSnych pozitivit BG. Jeho odstranéni
by umoznilo vyznamné zvysit PPV testu, podobné jako
k tomu bylo u GM po odstranéni nékterych antibiotik
a infuznich roztokt z pouZivdni [16].

Na druhou stranu je mozné, Ze vzhledem k vysoké senzi-
tivitt metody mohlo u ¢dsti nemocnych (zvlifté pak
v pfipadé mukozitidy, nebo stfevni GvHD) dojit k ur€ité
tranzientni fungémii, jejimZ vysledkem by mohla byt pozi-
tivita testu i pres nedostatek jasnych klinickych zndmek IFI
(s vyjimkou ,,pouhé* izolované horecky nejasného piivodu).
V tomto pripadé bychom vak alespon ofekdvali, Ze ve sku-
piné BG pozitivnich nemocnych bude signifikantné vetsi
procento empirického a preemptivniho podani systémovych
antimykotik. Tuto hypotézu, pravdépodobné opét z divodu
faleinych pozitivit, jsme v3ak nebyli schopni potvrdit.

Pouziti detekce BG pro rutinni ,.panfungdlni™ skrining [FI
u hematoonkologickych pacienti méd tedy zfejmé jenom
omezeny pfinos, na rozdil od moZnosti konfirmovat pozi-
tivni vysledky pfi detekci galaktomananu v séru. Detekee
GM — dnes jiz rutinni a zdkladni metoda v ¢asné diagnosti-
ce [A [5] — maZe byt i pfes velké zkuSenosti spojena
s vyskytem faledné pozitivnich v{sledki. Pazos et al. [26]
prokizali zvyseni specificity a PPV pfi kombinovaném vy-
setfeni GM i BG a jejich souCasné pozitivité. V ndmi pre-
zentované prici pak konfirmace konsekutivnich, galakto-
manan pozitivnich vzorkd pomoci 1,3-B-D glukanu
z uchovanych alikvoti umoznila vyraznym zpisobem odli-
sit nemocné s faleinou pozitivitou Platelia® Aspergillus tes-
tu azvysit tak PPV pii detekci [A z 18 % na 88 %. Pfi sou-
Casném zachovini vysoké senzitivity tento piistup umoZnil
minimalizovat rizike naduzivani drahych systémovych anti-

mykotik, které miZe byt s faleSnou pozitivitou GM velmi
asto spojeno.

Zavér

Pfestofe prvotni price vyufivajici 1,3-p-D glukanu
v diagnostice IF] poukazuji na velmi uspokojivou pfinos-
nost testu, nase analyza vychdzejici z rutinniho pouZiti
metody pro ,panfungilni* skrining nemocnych s hematolo-
gickou malignitou v riziku IFI tento fakt nepotvrdila. Nej-
vySS[ senzitivity jsme dosdhli pfi jednorizové pozitivité
vzorku s koncentraci nad 80 pg/ml. V bé&zné praxi, kdy ve
vétding piipadii pro potvrzeni diagnézy vyZadujeme konse-
kutivni pozitivitu, je pak nejvyhodn&jsi pouZiti cut off 60
pg/ml. V tomto piipadé viak jiz senzitivita metody klesa.
Jednoznacné velkym problémem je znatné vysoké procento
faleiné pozitivnich vysledka a s tim spojend extrémné nizka
pozitivai prediktivni hodnota.

Podle nasich zkuSenosti tedy neni metoda dostateéné ,.ro-
bustni™ pro rutinni skrining IFI v klinické praxi. V soucasné
dobé, kdy na hematoonkologickych pracovistich jednoznac-
né dominuji pfipady invazivni aspergilézy, je vyhodnéjsi
pouZivat pro skrining propracovanou a cenové piijatelnéjsi
detekci galaktomananu ELISA metodikou. Samoziejmé
s védomim, Ze ¢asnd diagnostika je timto omezena pouze na
pripady invazivni aspergilozy.

Detekce 1,3-B-D glukanu je vihodnym dopliiujicim vy-
fetfenim u nemocnych s konsekutivni pozitiviton galakto-
mananu, kde soucasnd pozitivita GM a BG dokdze zvysit
pozitivni prediktivni hodnotu a tak eliminovat mozné fales-
né pozitivity galaktomananu.

Souhrnné lze Fici, Ze rutinni pouZivini Fungitell™ testu
bude jesté vyzadovat daldi klinické studie zahrnujici vétsi
pocet nemocnych z béiné klinické praxe. Jediné touto ces-
tou — podobné jako tomu bylo pfi postupném ziskdvéni in-
formaci béhem pouZivini Platelia® Aspergillus testu — si
metoda miZe najit své misto v kazdodenni praxi lékait pe-
Eujicich o nemocné s rizikem vzniku invazivnich mykdz.

Podékovan{ .
Prace byla podpofena IGA MZ CR NR8452-3/2005a VZ
MSM6198959223,
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6. Epidemiologie, diagnostika a 1éCebné vysledky pripadu
invazivnich aspergilovych infekci na Interni

hematoonkologické klinice LF MU a FN Brno

V této kapitole je prezentovan souhrnny vyzkum na poli diagnostiky a terapie invazivni aspergilozy

na pracovisti autora.

Jak jiz bylo zminéno, invazivni aspergilozy jsou v soucasné dob¢ jednoznacné nejcastejsi hlubokou
mykézou u hematoonkologickych nemocnych. V ptedchozich kapitolach byl ptedlozen detailni
piehled literatury a zkuSenosti pracovisté autora s dvéma nejvyznamnéj$imi metodami pouzivanymi

pro ¢asnou diagnostiku této hluboké mykozy.

Nicméné vedle zmény v Casnosti diagnostiky invazivni aspergilové infekce je zdsadni zménou 1

dostupnost novych ucinnych antimykotik, eventuelné jejich pouziti v kombinaci.

Soucasti této kapitoly je piivodni prace autora, ktera analyzuje piipady hlubokych aspergilovych
infekci na Interni hematoonkologické klinice LF MU a FN Brno v letech 2000-2006 (Racil, Z.,
Mayer, J., Kocmanova, 1., Wagnerova, B., Winterova, J., Folber, F., Lengerova, M., Moulis,
M., Zatkova, D., Smardovs, L., Janikova, A., Navratil, M., Dvorakova, D., Vorli¢ek, J.:
Invazivni aspergilové infekce u hematoonkologickych nemocnych: vyznam jednotlivych
diagnostickych metod, lé¢ebnych postupii a nastin finanéni ndrocnosti 1écby. Vnitini

lékarstvi, 54, 2008, 2: 24-36).

Préace je prioritni publikaci v ¢eské literatute, kterd analyzuje takto rozsahly soubor pacientl a to
nejen po strance piinosu jednotlivych diagnostickych metod a vysledkt riznych typi antimykotické
1éCby a sleduje rovnéz i1 financni naro¢nost 1€cby. Bylo jednoznacné prokdzano, ze 1 ptes vyrazné
zvysSeni frekvence téchto infekci, celkova mortalita 1 mortalita na vlastni infekci se vzhledem

k Casnosti diagnozy a kombinované antimykotické 1é¢bé zdsadnim zplisobem snizila.
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Péwvodni prace

Invazivni aspergilové infekce u hematoonkologickych
nemocnych: vyznam jednotlivych diagnostickych
metod, lé¢ebnych postupu a nastin finanini
narocnosti léchy

Z. Radil', ). Mayer', I. Kocmanové?, B. Wagnerovd', . Winterova', F. Folber', M. Lengerova', M. Moulis®, D. Zackova', L. Smardova’,
A. Janikova', M. Navratil', D. Dvorakova, ). Vorlicek'

! Interni hematoankologicka klinika Lékarske fakulty MU a FIN Brna, pracovisté Bohunice, pfednosta prof. MUDr. fiff Vorlicek, CSc.

?Oddeélent klinické mikrobiologie FIN Brno, pracovisté Bohunice, prednostka prim. MUDr. Alena Sevétkove

3 Ustav patologie Lekarske fakulty MU a FIN Brao, pracoviité Bohunice, prednosta prof. MUDr. Jirka Madak, CSc.

Souhrn: Vichodiska a die: Invazivni aspergildza (IA) pfedstavuje nejwyznamnéjsi invazivni mykozu u hematoonkeloegickych nemoc-
nych. Cilemn predkladané prace je analyza vyskytu, diagnostiky a lécby IA na hematoonkologickém pracovistiv Ceské republice. Tato
data dosud chybi. Padenti @ metody: Byla provedena retrospektivni analyza zdravotnické a laboratorni dokumentace za obdobi od
ledna roku 2000 do presince roku 2006 u nemocnych z naseho pracovisté s diagnézou pravdépodobné/prokazané 1A, Vysledky:
Celkem bylo diagnostikovano 52 pripadd 1A u 51 nemocnych (17,3 % prokazana |A/82,7 % pravdépodobna IA). Ve sledovaném
obdobi doilo kvyraznému nardstu poctu pripadi I1A diagnostikovanych v jednem roce (1 1A v roce 2000 vs 21 |A v roce 2006)
avétsina (61,5 %) infekei byla nozokomialniho pivedu. Ve 46 pripadech (88,5 %) se jednalo o izolovanou plicni formu IA. Nejri-
zikovéjSimi nemocnymi byli pacienti léceni pro akutni leukemii nebo podstupujici alogenni transplantaci krvetvorné tkané (dohro-
mady 52 %). V klinickém obraze dominovala pretrvavajici horecka (92,3 % pfipadl) a piiznaky postizeni plicniho parenchymu
(69,2 % pripadd). Konvenéni diagnostické metody véetné autopsie dokazaly zachytit |A pouze v 15 (28,8 %) pripadech. Ve viech
ostatnich pripadech (71,2 %) umoznila stanoveni diagndzy |A detekce galaktomananu (GM). Jeji zavedeni také zkratilo zahajeni
Gcinné antimykoticke lécby o 4 dny. Inicialni lecba |A vedla souhrnné k dosazeni lécebné odezvy (kompletni a parcialni remise)
u 18 (34,6 %) infekci - nejvyssi procento lécebné odezvy bylo zaznamenano pfi monoterapii vorikonazolem (42 %) a pfi pouziti
kombinace kaspofunginu s vorikonazolem (83 %). Pro selhani inicidlni lécby byla u 21 (40,3 %) pfipadl IA podavana terapie zi-
chranna. Nejcastéji byla zvolena kombinace kaspofunginu s vorikonazolem anebo monoterapie vorikonazelem s lé¢ebnou odpo-
vedi 55 %, resp. 50 %. Zavedeni novych antimykotik spolu se zvySenim poctu pripadil 1A vedlo kvyraznému nardstu roéni ceny anti-
mykotické lécby a to z 11,5 tisice Ké v roce 2000 na 6,2 milidnu K& v roce 2006. Zavér: |A je stale astéj3i infekéni pficinou Gmrei
u nemocnych s hematologickou malignitou. Rutinni zavedeni a pouzivani novych nekultivacnich metoed v diagnostice |A spolu
s casnou aplikaci novych, acinnych antimykotik viak umozfuje wznamné zlepsit prognézou nemocnych s touto zavaznou infekef.

Kli¢ova slova: invazivni mykoza - Aspergifius - invazivni aspergiloza - galaktomanan - casna diagnoza - antimykoticka lécba - he-
matologickeé malignity

Uvod

Invazivni mykoticke infekce pathiv sou-
casné dobé mezi jedny z hlavnich in-
fekcnich pricin mortality nemocnych
s hematologickou malignitou. V posled-
nich 2 dekdddch jsme svédky zmén
v epidemiologii techto infekci - nej-
Casteji se u této skupiny nemocnych
objevuje invazivni aspergiloza (IA)
s incidenci 10-20 % a s mortalitou
50-90 % u nejvice rizikovych z nich

(pacienti s akutni leukemii a po alo-
genni transplantaci krvetvorné tkane)
[1-3].

Od pocatku 21. stoleti viak dochazi
kvyraznému zlepseni diagnostiky této
zivot ohrozujici infekce a to jednak
zavedenim rutinniho provadéni vysoce
rozlisovaciho CT plic (HRCT plic) u fe-
brilnich neutropenickych pacientd
nereagujicich na lécbu dirokospektrymi
antibiotiky a pfedeviim pak rozsie-

nim pravidelného monitoringu pfitom-
nosti aspergilového antigenu (galakto-
mananu) v séru nemocnych v riziku 1A
[4,5].

Kromeé toho se v poslednich néko-
lika letech wyrazné rozsifily lécebné
MOoZnosti u této zavazné infekce. K dis-
pozici jsou nové lékové formy po-
lvend, nové a Ucinnéjsi azoly a zcela
nova trida antimykotik - echinokan-

diny [6].
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Invasive aspergillosis in hematooncological patients: advantages and disadvantages of various diagnostic methods,
treatment options and financial costs of therapy

Summary: Background: Invasive aspergillosis (1A) is a leading invasive fungal infection in hematooncological patients. The aim of
this study was to analyse the incidence, diagnostic procedures and treatment of IA in hematooncelogical department in large
hospital in the Czech Republic. Patients and methods: A retrospective analysis of medical and laboratory records from patients
hospitalised in our department with proven/probable |A between January 2000 and December 2006 was performed. Resufts:
52 cases of IA in 51 patients were identified (17.3 % proven I1A/82.7 % probable |A). Number of |A cases notably increased during
study period (1 case of |A in 2000 vs 21 cases of [A in 2006) and majerity of them was of nosocomial origin {61.5 %). Pulmonary
aspergillosis was diagnosed in 46 cases (88.5 %). Patients treated for acute leukemia or undergeoing allogeneic stem cell
transplantation represent the group at the highest risk of IA (in total 52 % of cases). Fever and signs of pulmonary involvement
were the most common clinical signs of infection (presented in 92.3 % and 69.2 cases respectively). Conventional diagnostic
methods including autopsy were able to diagnose only 15 cases of A (28.8 %). In all other cases (71.2 %) the diagnosis was done
by detection of galactomannan {GM) in serum. Introduction of GM monitoring enabled erlier initiation of antifungal treatment
by 4 days. Initial therapy of |A led to the treatment response (partial and complete) in 18 (34.6 %) of infections - the highest
percentage of response has been seen in voriconazole monotherapy group (42 %) and when combination of voriconazole and
caspofungin has been used (83 %). Salvage therapy was initiated due to the failure of initial treatmentin 21 (40.3 %) of cases. Pa-
tients were treated mostly with combination of vericonazele and caspofungin and/or menotherapy with voriconazole has been
used with treatment response 55 % and 50 % respectively. Introduction of new antifungal drugs together with increased number
of patients with IA led to the marked increase of toral costs spent on treatment of |A per year - from 11,5 thousands CZK in 2000
to 6,2 millions CZK in 2006. Condusions: 1A is the most frequent cause of infection-related mortality in patients with haematolo-
gical malignancies. Routine use of non-culture base methods in diagnosis of |1A together with treatment using new, effective anti-
fungals can improve prognosis of patients with this life threatening infection.

Key words: invasive fungal infection - Aspergilius - invasive aspergillosis - galactomannan - early diagnosis - antifungal therapy -

hemartological malignancies

Precizni diagnostika a cilend a sou-
casné casto razantni lécba umoZnuji
v nékterych centrech wyrazné zlepsit
progndzu pacientl [7].

PrestoZe je k dispozici cela fada pub-
likaci analyzujicich ptipady IA na jed-
notlivych svétovych pracovistich [8],
prace podobného charakteru v ceské
literatufe dosud prezentovana nebyla.

Cilem predkladaného sdéleni je ret-
rospektivni analyza pfipadd invaziv-
nich aspergilovych infekci na jednom
z velkych hematoonkologickych pra-
covist v Ceské republice, zejména po-
souzeni vyskytu, rizikevych faktor(,
klinickych projev(, diagnostiky a lécby
této hluboke mykozy. Lze se opravnéné
domnivat, Zze obdobna situace mize
byt i na jinych pracovistich.

Pacienti a metody

Sledovand populace

Interni hematoonkologickd klinika FN
Brno-Bohunice ma k dispozici 74 |G-
zek pro lécbu celého spektra hemato-
logickych malignit. Primérna rocni ob-
loznost ve sledovaném obdobi 2000 az
2006 byla 93,8 % (91,3-95,4 %). Cel-
kovy pocet hospitalizaci byl 19 514,

coz je v priméru 2 788 hospitalizaci
(2 618-2920) za rok.

Nemocni byli obvykle hospitalizo-
vani na standardnim 3lGzkovém po-
koji s centralni Gpravou vzduchu,
oviem kromé pacientll podstupuijicich
alogenni transplantaci krvetvorné
tkane, krefi byli ve vétding pripadi
umisténi na jednollzkovém pokoji
s Upravou vzduchu pomoci HEPA fil-
tru, a to aZ do doby pfihojeni stépu
(absolutni pocet neutrofilnich granu-
locytd > 1,0 = 10°/1).

Po dobu neutropenie, respektive
u pacientil po alogenni transplantaci
krvetvorné tkané také po debu inten-
zivni imunosuprese pro reaktivaci Stépu
proti hostiteli (Graft Versus Host Di-
sease - GvHD), byla nemocnym po-
davana antimykoticka profylaxe flu-
konazolem v davce 400 mg/den.

Béhem hospitalizace byli pacienti
peclive sledovani stran rozvoje pfi-
znakd invazivni mykotické infekce.
Denne leékati provadeli klinicka vyset-
feni, konvencni snimek srdce a plic byl
indikovan vstupné a nasledné v pri-
béhu febrilni neutropenie minimalné
Tkrat tydne ev. casteji. V tydennim in-

tervalu probihala surveillance bakre-
riologického a mykologického osidleni
v modi, stéru z rekta a dutiny Ustni.
Odbér hemokultur a kultivacni wiet-
feni ostatnich klinickych materialt bylo
provadéno v pfipadé rozvoje febrilii
respektive klinickych pfiznakl infek-
ce. Od kverna roku 2003 také probi-
hal pravidelny screening nemocnych
v riziku invazivni aspergilozy pomoci
detekce aspergilového antigenu - ga-
lakcomananu (kit Plateliar Aspergillus,
Bio-Rad, France) v séru, a to nejméné
2krat tydné u rizikovych nemocnych
(alogenni HSCT a lécba akutni leuke-
mie), a u ostatnich pacientd pak pFi
febriliich nereagujicich na antibiotika
a pii rozvoji plicnich infileratd na zob-
razovacich metodach. Vzorek séra tes-
tovany v Plateliar Aspergillus byl ozna-
cen jako pozitivni pfi indexu pozitivity
(IP) vy&8im nez 0,5, Jako galaktoma-
nan (GM) pozitivni nemocny byl oz-
nacen pacient s minimalné 2 pozitiv-
nimi odbéry za sebou.

V piipadé zvyiené pravdepodob-
nosti vzniku invazivni mykotické in-
fekee (febrilni neutropenie nereagujici
5 dnii na antibiotickou lécbu, rozvoj
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plicnich infilerath na konvencnim
RTG snimku plic, pozitivni kultivace
s prikazem vlaknité houby v materidlu
z dychacich cest) probéhla série vyse-
treni s cilem prokazat etiologické agens.
V maximalni mazné mife bylo prove-
deno HRCT plic a v pFipadé pozitivity
bronchoalveolarni lavaz (BAL). Lavazni
tekutina byla vyZetfovana kultivacne,
cytologicky, imunofluorescencné pro
prikaz Pneumogystis jiroveci a moleku-
larné bioclogicky pro prikaz virowch
patogenl, mykoplazmat, chlamydii
a opet Preumocystis jiroveci, Od zaki roku
2003 byla tekutina ziskana lavazi tes-
tovana na pfitomnost galaktomananu,

Spite vyjimecné byla provadéna
biopsie plicnich infilcratl nalezenych
na HRCT plic (tenkejehlova pod CT
kontrolou, torakoskopicky nebo to-
rakotomicky) nebo eventualné biop-
sie jinych postizenych tkani. Ziskany
material byl pak opét vysetfen histo-
logicky, cytologicky a kultivacné.

Jako empirickd antimykoticka lécba
byva vétiinou zvolen konvenéni am-
fotericin B, v indikovanych ptipadech
kaspofungin nebo vorikonazol.

V pfipadé umrti nemocného byla
v maximalné moZné mife a pfi sou-
hlasu rodiny provedena patologicko-
anatomicka pitva. Ve sledovanych le-
tech byla sekce provedena primérné
u 63 % (92-44 %) pacientd zemielych
na nadem pracovisti. Procento sekci
bylo ponékud vyssiv letech 2000, 2001
a 2005 (92%,71%a 79 %).

Design studie

Tato retrospektivni analyza zahrnuje
7leté obdobi od 1. ledna 2000 do 31.
prosince 2006. Pfipady invazivni as-
pergilézy byly recrospektivné identifi-
kovany z rhznych zdroji - histolo-
gické vysledky sekénich a bioprickych
materidll, mikrobiologické wysledky
(kultivace, mikroskopie, galaktomanan)
a zdravotnicka dokumentace.

Definice

Do analyzy byli zahrnuti nemocni
s prokazanou a pravdépodobnou 1A
dle EORTC/MSG (European Organi-
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Graf 1. Pocet ptipadi pravdépodobné/prokazané invazivni aspergilozy (1A) na
Interni hematoonkoloigcké klinice FN Brno-Bohunice v letech 2000-20086.

zation for Research and Treatment of
Cancer/Mycosis Study Group) kritérii
[9]. Jako pacienti s ,prokdzanou” |A
byli oznaceni nemocni s pozitivnim
histologickym/kultivacnim prikazem
Aspergillus spp. ze sterilniho mista
nebo ze sekce. ,Pravdépodobna® IA
byla pfifazena pacientiim s kombinaci
rizikovych faktori, klinickych priznakd
(nalez na zobrazovacich metedach
vetdinou v kombinaci s pfiznaky orga-
nového postiZzeni) a mikrobiologickych
kricérii { prikaz Aspergillus spp. z marte-
rialu z dychacich cest nebo pozitivita
CM v séru, ev. v tekutiné z BAL).

Jake nozokemialni byly oznaceny
infekce, u kterych dodlo k rozvoji pro-
jevii po 7 a vice dnech od pFijmu na
nase pracovisté (pozitivni klinické pFi-
znaky z organového postizeni infekci,
zobrazovaci metody, mikrobiologické
nebo histologické wietteni), prestoze
jednoznacna definice nozokomialniho
pivodu IA neni v literatufe presné vy-
mezena [10]. V ostatnich ptipadech
byly infekce povaZovany za ziskané
v komunité (k projeviim infekce doglo
do 7 dnil od pFijeti) nebo za neklasifi-
kovatelné (diagndza byla stanovena
az sekéné nebo nebylo moZno presné
stanovit zacatek priznaki).

Pfi hodnoceni lécebné odezvy in-
fekce jsme vychazeli z posouzeni pre-

Zivani nemocného, jeho klinického
stavu, radiologického nalezu a vivoje
mikrobiologickych parametrii ( prede-
viim galaktomananu). Kompletni
a parcialni lécebna odezva byly pova-
Zovany za Uspésny vysledek lécby a ne-
vedly ke zméné antimykotické lécby
(s wyjimkou ,step down®, pfi nemz byla
dvojkombinace zménéna za monote-
rapii). Naopak stabilni stav infekce,
stejné tak jako progrese onemocnéni
byly povaZovany za selhani lécby a pFi
priznivé celkové progndze nemocného
byla rato situace indikaci ke zméne
antimykotické lécby. Za selhani anti-
mykotické lécby bylo povaZzovano také
umrti antimykotiky lé¢eného nemoc-
ného z diivodd progrese |A.

Vysledky
Zakladni charakteristika souboru

Mezi lety 2000-2006 bylo diagnosti-
kovano 52 ptipadd IA u 51 nemoc-
nych. Doslo k wznamnému narfistu
poctu nové zjistenych onemocnéni |1A
za rok - z 1 pFipadu v roce 2000 na
21 infekciv roce 2006 (graf 1).

Mezi histologicky prokazané infek-
ce (,proven |A®) patfilo 9 (17,3 %)
pfipadd |A azbylych 43 (82,7 %) pak
patfilo mezi infekce pravdépodobne
(,probable IA®),
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Tab. 1. Charakteristika souboru.

Zakladni charakteristika
- pocet pacientil
- pocet pfipadi |A

Typ lA
- plicni forma 1A
- diseminovana forma 1A

Plavod infekee

- nozokomialni infekce
- komunitni infekece

- nelze uréit

Zakladni onemocnéni (n = 51)
- AML

-NHL

-ALL

-CLL

-MDS

- autoimunitni onemaocnéni

- ostatni

n (%) n (%)
Protinadorova lé¢ba (n - 52)
51 - terapie akutni leukemie 17 (32,7 %)
52 - alogenni HSCT 10 (19,2 %)
- autologni HSCT 5(9,6%)
- ostatni 10 (19,2 %)
42 E??,’SS;’;) _ bez lécby 10 (19,2 %)
Rizikové faktory |1A
- neutropenie 10 a vice dni 41 (78,8 %)
P —n e (o g 31 (59,6 %)
12(23,1%) - imunosupresivni lécba 14 (26,9 %)
8 (154 %) _GvHD 5 (9,6 %)
19 (37,3 %)
8 (157 %)
6 (11,8 %) IA — invazival aspergilaza, AML — akutni myeloidni leukemie,
5(9,8%) NHL — nonhodgkinsky lymfom, ALL — akutnl lymfoblastickd
3(5,9%) lewkemie, CLL — chronicka lymfatickd lewkemie, MDS — myelodys-
6 (11,8 %) plasticky syndrom, HSCT — transplantace krvetvorne thané,
4(7,8%) GvHD — reakee stépu proti hostiteli

Veétiina pfipadd (88,5 %) invaziv-
nich aspergilovych infekci byla ome-
zena na postizeni plic. K diseminaci
infekce doslo v 6 (11,5 %) ptipadech
- nejcastéji do jatera sleziny (3 pripady),
izolované pak do jinych tkani (trac-
nik, mozek, myokard, ledviny, nadvarle,
paranazalni dutiny).

Za nozokomialné ziskané bylo oz-
naceno 32 (61,5 %) pripadd infekei, ve
12 (23,1 %) pfipadech se jednalo o in-
fekce komunitni a u 8 (15,4 %) pa-
cientl nebylo mozné plivod onemoc-
néni urdic (tab. 1).

Zakladni onemocnéni

a rizikové faktory 1A

Zakladni hematologické onemocnéni
pacientl s |A ukazuje graf 2. Z grafu
je velice dobfte vidét rizikovost nemoc-
nych s akutni leukemii - témér polo-
vina (48 %) viech pfipad( byla dia-
gnostikovana pravé u pacientd s tim-
to onemocnénim.

Graf 3 pakzobrazuje jejich protina-
dorovu lecbu. K 52% poctu infekci
doslo opét u pacientl lécenych che-
moterapii pro akutni leukemii anebo
podstupujicich alogenni transplantaci
krvetvorné tkané.

Z analyzy vyplyva vztah vyskytu |A
k aktivité zakladniho nadorového one-
mocnéni: 20 pripadi (38,4 %) bylo
diagnostikovano u pacientd, ktefi
dosud nebyli léceni nebo pravé pod-
stoupili 1. sérii hematologicke lécby -
tedy s aktivni nadorovou chorobou.
Na druhou stranu 23 infekei (44,2 %)
vzniklo u vysoce ,predlécenych® je-
dinch, krefi obdrzeli 5 a vice sérii pro-
tinadorove |écby, z vwznamné casti pro
recidivy hemartologického onemocneni.
Opét se tedy casto jednalo o pacienty
s aktivni zakladni chorobou. Velka
wpredlécenost” je také pravdépodob-
nou pficinou cetnéjsiho vyskytu pfi-
padd |A u nemocnych s NHL a CLL
v nasem souboru - 4 (80 %) pacienti
s CLL a 4 (50 %) s NHL byli vysoce
spredléceni®.

Nejcastejsim rizikowm faktorem byla
dlouhodobd neutropenie (10 a vice
dnd), a to u 41 pripadl (78,8 %),
dlouhodoba kortikoterapie (10 a vice
dni) u 31 (59,6 %), imunosupresivni
lécbau 14 (26,9 %) a GvHDv 5 (9,6 %)
pfipadech IA (tab. 1). Neutropenie
a imunosupresivni lécba jako zavazné
rizikové faktory IA mohou byt vysvét-
lenim pro vznik infekce u 10 nemoc-
nych, ktefi neobdrzeli protinadoro-

vou lécbu - 5 (50 %) z nich byli pa-
cienti s akutni leukemii nebe MDS,
inicialné neutropenictd a dosud nelé-
ceni, a dalsi 4 (40 %) z vyZe jmenova-
né skupiny byli nemocni léceni imu-
nosupresivni (vétsinou kombinovanou)
lé¢bou pro autoimunitni onemocnéni.

Klinické projevy

Nejcastéjsim organem postizenym
invazivni aspergilovou infekei byly plice
(98 % pripadi IA mélo postizeni plic-
niho parenchymu). U vétdiny nemoc-
nych jsme pak nachazeli klinicky ob-
raz, odpovidaji pneumonii s dlou-
hotrvajici horeckou nereagujici na
podavani Sirokospektrych antibiotik.
Febrilie nereagujici na antibiotickou
lécbu byla pritomna u 92,3 % infekci
a 69,2 % pripadit mélo minimalné je-
den z pfiznak( plicniho postizeni pfi
IA, jakymi jsou kaZel (54 %), dusnost
(31 %), torakalgie (6 %), hemoptyza
(2 %). Priznaky z postizeni mimo-
plicnich thani se vyskytly u 3 (5,7 %)
infekci (enteroragie a porucha védo-
mi); 2 nemocni (3,8 %) byli v dobé
diagnozy afebrilni a asymptomaticti
(graf 4). V obou pfipadech slo o pa-
cienty s nové diagnostikovanou akutni
leukemii, u kterych byl soucasné se
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Graf 2. Rozdéleni pfipadd IA dle zakladniho hematolo-
gického onemocnéni (n = 51 pacient().

AML - akutni myeloidni leukemie, NHL - nonhodgkinsky
lymfom, ALL - akutni lymfoblasticka leukemie, CLL - chro-
nicka lymfaticka leukemie, MDS - myelodysplasticky syn-
drom, autoimunita - autoimunitni ocnemocnéni

Graf 3. Rozdéleni pripadii IA dle typu
protinadorové lécby.

HSCT - transplantace krvetvorné tkané

zahajenim protinadorové lécby zaha-
jen také pravidelny monitoring GM.
Pozitivni vysledek testu u rizikového
nemocného inicioval casné provedeni
HRCT s pozitivnim vysledkem.

Diagnostické metody

Autopsie

Autopsie byla provedena u 16 (64 %)
z 25 zemrelych nemocnych. U 5 pa-
cientl vedla az sekce ke stanoveni
diagnozy IA. V 6 pripadech autopsie
potvrdila diagndzu stanovenou jiz
ante mortem (5 pripadd bylo dia-
gnostikovaneo na zaklade detekce GM
a1 pak pomoci HRCT). Naopaku 5 au-
toptickych vysetfeni pacientl s prav-
dépodobnou A (stanovenou Tkrat na
zakladé nalezu na HRCT a 4krat po-
dle vysledks GM) nebyla histologicky
ani kultivacné aspergilova infekce za-
chycena. Viichni nemocni z této sku-
piny viak byli v dobeé amrtiléceni anti-
mykotiky a ve 2 pFipadech dokonce
nékolik tydnd,

Biopsie primarné sterilnich tkani

Pouze ve 2 (3,8 %) pfipadech byla
provedena tkanova biopsie (plice;

nadvarle a slezina) a v obou pripadech
s pozitivnim vysledkem histologického
vysetreni. Kultivace naopak byla ze viech
bioptovanych tkani od obou nemoc-
nych negativni.

Konvenéni mykologické vySetfeni
materidlu z dychacich cest

Sputum bylo odebrano a vyZetieno
korvencénimi mykologickymi metodami
(kultivace, mikroskopie) u 49 nemoc-

nych (94,2 %). Toto mykologicke vy-
Setfeni viak prineslo pozitivni wysle-
dek pouze 3krat (6,1 %). U viech
3 pacientl byla navic pozitivni pouze
kultivace s identickym wysledkem na-
lezu Aspergillus fumigatus. Mikrosko-
pické vySetfeni sputa bylo u véech
3 nemocnych negativni.

BAL byl proveden ve 30 (57,7 %)
pripadech. Konvenéni mykologicka
diagnostika viak byla pozitivni pouze

80 % 1~
70 % 1
60%- 54%
50% -
3%
30% AL
20% 1
0% -_,_—_-_,_-_
febrilie  kaZel dufnost torako- hemo- ostatni Zadné
algie ptyza syrmptomy
Klinicky projev
Graf 4. Klinické projevy IA a jejich vyskyt.
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Tab. 2. Charakter postizeni na RTG plic a HRCT plic v dobé stanoveni

diagnozy IA.

RTG plic - nalez (n - 48)
- negativni
- pozitivni

n (%)

14(29,1 %)
34 (70,9 %)

Charakter postizeni na RTG plic v dobé diagnozy (n = 34)

- loziskova infiltrace
- mnohodetnd loziska
- intersticialni proces
- difuzni zastinéni

HRCT plic - nalez (n - 42)

- negativni
- pozitivni

25 (73,5 %)
5(14,7 %)
3(8,8%)
1(2,9%)

0
42 (100 %)

Charakter postizeni na HRCT plic v dobé diagnozy (n = 42)

- halo

- air crescent

- intersticialni proces
- konsolidace

- makronoduly = Tem
- mikronoduly < Tcm

3(7, %)
3 (7, %)
2(47 %)
19 (45,2 %)
9(21,4%)
6(14,2 %)

u 2 nemocnych (6,7 %). U obou byl
vykultivovan Aspergillus fumigatus, mik-
roskopické vySetieni lavazni tekutiny
bylo pozitivni jen u 1 ztéchto 2 pfipad.

Souhrnné |ze Fici, Ze vySetfeni mate-
ridlu z dychacich cest konvencnimi
mikrobiologickymi metodami napo-
mohlo stanoveni diagndzy IA pouze
u 5 (9,6 %) nemocnych z naseho
souboru.

Zobrazovaci metody

Bézne RTG vysetreni plic bylo prove-
deno u vetsiny pacientil z naseho sou-
boru (48; 92,3 %). U 14 (29,1 %) z nich
byl snimek v dobé stanoveni diagnézy
|Azcela negativni. Ve zbyvajicich 70,9 %
pripad( pak byl sice RTG snimek pa-
tologicky, ale obraz byl zcela nespeci-
ficky s dominantnim nalezem loZisko-
veho postizeni plicniho parenchymu
(tab. 2).

Vysoce rozlisovaci CT (HRCT) plic
bylo provedeno u 42 (80,7 %) infekci.
Na rozdil od konvenéniho snimku bylo
abnormalni ve véech pripadech (100 %).
HRCT bylo indikovano také u 10 ne-
mocnych s negativnim nalezem na kon-
vecnim snimku plic a ve viech 10 pFi-
padech byl nalez na HRCT patologicky.

30

HRCT tak prokazalo vysokou (100%)
senzitivitu pro diagnostiku plicnich
abnormalit pfi IA a schopnost identi-
fikovat tyto abnormality v dobé, kdy
nalez na konvencnim snimku je do-
sud v normalnich mezich.

Na druhou stranu véak v dobé dia-
gnozy mel jen velmi maly pocet ne-
mocnych obraz podezfely z angioin-
vazivni formy IA. Pouze ve 3 (7,1 %)
pfipadech byl nalezen obraz ,halo®
a u dalsich 3 (7,1 %) nemocnych
znamky ,air crescent”. U absolutni vét-
siny infekei (85,8 %) byl nalez na HRCT
zcela nespecificky a pestry. HRCT tedy
poukazalo na pfitomnost plicni pa-
tologie, nicméné pfineslo relativné ma-
lou informaci o mozné etiologii pro-
cesu (tab. 2).

Galaktomanan (GM)

U 43 invazivnich aspergilowych infek-
ci bylo vysetfeno sérum na pfitom-
nost GM. Za GM pozitivni bylo ozna-
ceno 41 pfipadd (95,3 %). U zbyvaji-
cich 25 nemocnych byl pozitivni pouze
1 vzorek krve a tak nemohli byt ozna-
ceni za pozitivni. Oba pacienti byli
v dobé odbérti léceni antimykotiky
s Ucinkem na kmeny aspergilli, coz

mohlo ovlivnit mnoZstvi mykotické na-
loZe, respektive mnoZstvi uvolfiovaného
GM.

Vedle excelentni senzitivity umoznila
pozitivita tohoto antigenu v séru od-
lisit etiologii nespecifickych abnorma-
lit na HRCT. 35 pacientii mélo sou-
casneé provedeno HRCT a GM byl v séru
pozitivni. Pouze ve 4 (11,4 %) pfipa-
dech byl na HRCT obraz charakteris-
ticky pro IA. U zbylych 31 (88,5 %) in-
fekei byl nalez na HRCT nespecificky
a pravé soucasna pozitivita GM do-
kazala identifikovat u téchto abnor-
malit pravdépodobnou aspergilovou
etiologii.

Prinosnost jednotlivych

metod pro diagnostiku IA
Konvencni diagnostické metody (vietné
autopsie) umoznily stanovit diagnozu
IA pouze v 15 (28,8 %) pfipadech
z naseho souboru. Zavedeni detekce
GM zasadnim zplisobem diagnostiku
teto zivot ohrozujici infekce zmeénilo:
37 (71,2 %) pripadt |A zachycenych
na nasem pracovisti bylo stanoveno
na zaklade pozitivity GM, vétdinou
v kombinaci s nalezem abnormality
na zobrazovacich metodach (graf 5).

Vedle zvyseni poctu zachycenych in-
vazivnich aspergilovych infekci umoz-
nilo zavedeni GM také zkraceni doby
do stanoveni diagnozy respektive do
zahajeni Gcinné antimykoticke lécby.
V obdobi do kvétna roku 2003 byla
antimykoticka lécba zahajovana pri-
merné 15 dni od prvnich Klinickych
priznakdi (vétsinou febrilii). Po zave-
deni detekce GM, tedy od kvétna roku
2003, byla Gcinna antimykotika po-
davana primeérné 11 dni od prvnich
projevil infekce. Detekce GM tedy
zkratila dobu do startu antimyko-
tickeé lecby primérneé o 4 dny.

Navic byla pozitivica GM v séru ve-
lice Casto indikatorem k casnému
provedeni HRCT. Jestlize v obdabi pred
zavedenim GM byla primérna doba
abnormalniho nalezu na HRCT 21 dni
od rozvoje klinickych projevil, po
jeho zavedeni se tato doba zkratila
na 11 dni.
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Lécba

Volba antimykotik a lécebna strategie
se v prilbéhu sledovaného obdobi ra-
dikalné zménila. Zatimco do roku 2003
byl pouzivan predeviim konvencni
amfotericin B (C-AMB), od této doby
byla vétdina nemocnych lécena v pri-
molécbé vorikonazolem nebo kembi-
naci vorikonazolu a kaspofunginu.

Inicialni lécba vedla souhrnné k do-
sazeni lécebné odpovédi (kompletni
a parcialni remise) u 18 (34,6 %)
infekci.

PFi monoterapii konvencnim am-
fotericinem B (n = 8), itrakonazolem
(n=6) a kaspofunginem (n = 5) bylo
lécebné odezvyv primolécbé IA dosa-
Zeno maximalné u 20 % nemocnych.
Nejcasteji véak byl v monoterapii po-
uzitvorikonazol (n = 24}, jehoz poda-
vani vedlo u 42 % pacienti k lécebné
odpovédi. V 6 pripadech byla pro vy-
sokou rizikovost nemocnych (v 80 %
pfipadi se jednalo o nemocné po alo-
genni transplantaci krvetvorné tkané
nebo akutni leukemie u mladych pa-
cienti), a to zejménav roce 2006, jako
primarni terapie zvolena kombinovana
lécba intravendznim kaspofunginem
s peroralnim vorikonazolem. Presto-
Ze jde o maly pocet nemocnych, je
v pripadé kombinace procento lécebné
odezvy vyznamné vyssi nez pHi mono-
terapii vorikonazolem nebo kaspofun-
ginem, a to 83 % (graf 6).

Pro selhani inicialni lécby byla
u 21 (40,3 %) pripadl IA podavana
terapie zachranna. Nejcastéji byla zvo-
lena kombinace kaspofunginu s vori-
konazolem (n = 9) s 55% lécebnou
odezvou a monoterapie vorikonazolem
(n = 4) s podobnou odezvou (50%).
Ostatni léky a kombinace pak byly
pouZity jen v izolovanych pripadech
(graf 7).

Zavedeni novych Gcinnych antimy-
kotik v letech 2002 a 2003 spolu se
zvyfenym poctem véasné diagnosti-
kevanych nemocnych s [A vedl k vy-
raznému narbstu financniho objemu
za antimykotickou lécbu této infekce.
Za 7leté obdobi cinila celkem cena
antimykotické lécby IA 17,2 miliond K&.
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Graf 5. Procento pripadt A diagnostikovanych pomeci jednotlivych metod.
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Graf 6. Pocet piipadi IA lécenych jednotlivymi antimykotiky/kombinacemi
antimykotik a jejich Gcinnost pii pouziti v primolécbe IA.

SD - stabilizovany stav choroby pti lécbé, CR - kompletni lécebnd odezva,
PR - castecna lécebné odpoved, AMFO B - amfotericin B, ITRA - itrakona-
zol, CASPO - kaspofungin, VORI - vorikonazol

Zatimco v roce 2000 (1 pFipad IA le-
ceny C-AMB) predstavovala rocni cena
antimykotické lécby 1A 11 500 K,
v roce 2006 (22 pripadd IA lécenych
novymi azoly a echinokandiny) cinila
tato castka jiz 6,2 milionu K¢ (graf 8).

Izolovany vzestup spotfeby za anti-
mykotickou lécbu v roce 2003, ktery ne-
odpovida poctu pFipadil IA v tomto
roce, byl zpiisoben komplikovanou
lécbou jediného nemocného s dise-

minovanou, a navic s odstupem casu
relabujici formou IA. Tento nemocny
byl émeéf 200 dni v roce 2003 lécen
kombinovanou antimykotickou lé¢-
bou azolu s echinokandinem, ktera
vedla ke kompletni lécebné odezvy.

Mortalita

Celkova mortalita nemocnych ze sou-
boru byla 50,9 % (26 z 51 nemocnych).
Invazivni aspergilova infekce byla

31
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Graf 7. Pocet pripadt IA [écenych jednotlivymi antimykotiky/kombinacemi

antimykotik a jejich GCinnost pfi pouziti v zachranné lécbe 1A

SD - stabilizovany stav choroby pfi lécbé, CR - kompletni |écebna odpoved,
PR - castecna lécebné odpoved, AMFO B - amfotericin B, [TRA - itrakona-
zol, CASPO - kaspofungin, VORI - vorikonazol, POSA - posakonazol
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Graf 8. Cena za antimykotickou léc¢bu 1A v letech 2000-2006.

pricinou nebo velmi vyznamnym
spolupadilejicim se faktorem dmrti
u 16 (31,3 %) pacientd.

vych let a to ze 100 % v roce 2000 na
5 % v roce 2006 (graf 9).

Diskuse

Mortalita i wie zminéna tzv. ,attri-
buted” mortalita byla vy35i u nemoc-
nych s prokazanou 1A (91,6 % a 83,3 %)
ve srovnani s pacienty s pravdépo-
dobnou |A (38,4 % a 12,8 %).

LHAttributed” mortalita také velmi
vyznamneé klesala v priibéhu jednotli-

32

Nami predkladana prace predstavuje
podle nadich znalosti prvni a nejroz-
sahlejsi analyzu invazivnich aspergilo-
vych infekci u hematoonkologickych
pacientli v Ceské republice.

Pestrost klinického obrazu této in-
fekce a obtiznost jeji diagnostiky Ize

wecist z nékolika popisti pripadd 1A
z naseho pracoviité prezentovanych
vtab. 3.

Z prace je velice dobfe patrny vy-
znamné narGstajici pocet pfipadd 1A
na nasem pracovisti ve sledovaném
7letém obdobi a situace u nas tak ko-
piruje epidemiologii invazivnich my-
kéz na svétovych hematoonkolo-
gickych pracovistich [11].

Rostouci vyskyt 1A na nasi klinice
|ze vysvétlit nékolika faktory.

Jisté se uplatnil stale vyssi pocet pro-
vedenych nepribuzenskych alogennich
transplantaci krvetvorné tkane (2 v roce
2000 az 13 v roce 2006), coz vedlo
k narlistu poctu pacientl nejohroze-
néjsich 1A. Ostatni parametry, kreré
by mohly ovlivnit narlst pripadl IA
z pohledu spektra nemacnych, ziista-
vaji v jednotlivych letech stejné - po-
cet hospitalizaci, pocet ostatnich ne-
mocnych mimo alogenni nepfibuzen-
skou transplantaci krvetvorné tkané
ve skupiné vysoce rizikovych pacientd
(4. alogenni pfibuzenské transplan-
tace, akutni leukemie, ev. autologni
transplantace krvetvorné tkané), stejné
tak jako procento sekci (naopak se
od roku 2000 a 2001 mirné snizuje).

Druhym dileziym momentem (ze-
jména v roce 2006}, ktery mohl ovliv-
nitnarGst pripadd |A, predstavuji také
rozsahlé stavebni Gpravy v okoli FN
Brno-Bohunice. Na potencialni vliv my-
kotickymi sporami kontaminovaného
vnitiniho prostiedi nemocnice upo-
zornuje take fake, Ze vétsina pfipada
IA na nasem pracovisti (61,5 %) byla
nozokomialnihe plvodu. Tato hypo-
téza, prestoze jeji alespon castecny
vliv je na zakladé licerarnich dat prav-
dépodobny [12], nemlze viak byt
vzhledem k chybéni pravidelného
aeroskopického monitoringu vnitiiho
prostiedi ve FN Brno-Bohunice jed-
noznacné potvrzena.

Naopak zasadni vyznam na zvyeni
poctu pfipadl IA (zejména pravdépo-
dobné IA) mélo vyrazné zlep3eni za-
chytu jednotlivych pripadi téro infekee
po zavedeni ¢asné diagnostiky pomoci
rutinni detekce GM od roku 2003.
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Data pro srovnani epidemiologie
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kych pracovistich v Ceské republice 90 % 1
bohuzel nejsou k dispozici. Nicmeéneé se 80 9% 4
da predpokladat, Zze ev. nizké pocry 20% 4~
pfipadd |A zde mohou byt zplsobeny ]
moznym , poddiagnostikovanim® této 60% 1
zavazné infekce, zvlasté pokud neni 50% 1
jednoznacné vypracovany a zcela ru- 40 % 1
tinni pristup k sérologicke diagnostice 30 % 4
IA pomoci detekce GM. 20% 4.
V kontextu s publikovanymi pracemi 10% 4 ss
predstavuji nejrizikoveé)si skupinu pro ”-m_|
postiZeni |A pacienti s akutni leuke- 0% 5000 2001 2002 2003 2004 ~ 2005 2006

mii (48 % ptipadd) [11]. Z pohledu

- A ) K infek
protinadorové lécby pak nemocni rokintekce

podstupujici terapii pro akutni leuke-  Graf 8. Cena za antimykotickou lécbu A v letech 2000-2006.

Tab. 3. Viybrané kazuistiky nemocnych s invazivni aspergilozou (I1A).

Popis piipadu

Kazuistika 1 - IA diagnostikovana velmi casné pomoci detekce GM a HRCT plic pred rozvojem klinické manifestace32lety muz
s nové diagnostikovanou AMLv roce 2006, bez neutropenie, lécen kortikoidy (prevence tumor lysis syndromu), afebrilni, asymp-
romaticky. Po zahajeni indukéni CHT, zahajen monitoring GM Zkrart tydné. Jiz 1. vzorek krve byl pozitivni a tento nalez se potvrdil
i v opakovaném wysetfeni (maximalni IP = 2,54). Pro rizikovost pacienta (nové diagnostikovana AML zahajujici indukéni lecbu)
indikevano i pres chybéni klinickeho obrazu HRCT plic s prekvapivym nalezem nékolika makronodulé = 1 em. Byla tak stanove-

na diagnoza pravdépodobné IA (izolovana plicni forma) a zahajena kembinovana antimykoticka lécba kaspofunginem s voriko-
nazolem (15 dni) s efektem PR a nasledné vorikonazolem (18 dni) s efektern CR.

Kazuistika 2 - |A diagnostikovana pomoci GM a HRCT s negativnim nalezem na RTG plic v dobé jasné patelogie na HRCT59leta
Zena s nové diagnostikovanou sekundarni AML s MDS v roce 2006, s neutropenii trvajici déle nez 10 dni. V obdobi drefnového
utlumu po indukéni CHT dedlo k rezveji febrilni neutropenie. RTG plic bylo s negativnim nalezem. Protoze febrilie nereagovaly na
empirickou ATB terapii, byla 8. den lécby zahajena empiricka antimykoticka lécba C-AMB. | pres tute lécbu febrilie pokracovaly
a 4. den lecby C-AMB doslo kvzestupu GM = 0,5, a to i v opakovaném vzorku. Provedeni HRCT plic prokazalo nékelik konsoli-
daciv plicnim parenchymu. Byla stanovena diagndza pravdépodobné |A (izolovana plicni forma) a antimykerticka lécba C-AMB
zménéna za terapii vorikonazolem (53 dni) s efektem CR.

Kazuistika 3 - Casné diagnostikovana IA pomeci GM45lety muz s nové diagnostikovanou sekundarni AML v roce 2006 po pred-
chozilécbé B-CLL a s neutropenii trvajici déle nez 10 dni. 4. den od zahajeni podavani indukéni CHT dosle pfi pravidelném mon-
itoringu k nalezu pozitivity GM v séru, krera byla potvrzena opakovanym vyietfenim (maximalni IP = 6,07). Se zpozdénim 6 dni
se rozvinuly febrilie a 9 dnd i plicni symptomatologie. HRCT plic provedené 10 dnl od 1. pozitivity GM a 1 den od rozvoje plicni
symptomatelogie prokazalo rozsahlou konsclidaci v plicnim parenchymu. Bronchealveclarni lavaz mime pozitivity GM byla ne-
gativni. Byla stanovena diagndza pravdépodobné |A (izolovana plicni forma). Kombinovana antimykoticka lécba kaspofunginu
s vorikonazolem (64 dni) vedla k PR a nasledné dlouhodoba menoterapie vorikonazolem pak k CR onemocnéni.

Kazuistika 4 - Diseminovana forma IA z obdebi pred rutinnim zavedenim detekce GM18lety muz s nové diagnostikovanou ALL
vroce 2003, s neutropenii a kortikoterapii trvajici déle nez 10 dni s febriliemi a progredujicim jaternim poskozenim prav-
dépodobné pfi infiltraci jater zakladni chorobou. 4 dny od zahajeni indukéni CHT obsahujici kortikoterapii dochazi k progresi
jaterniho poskozeni, k progredujici encefalopatii a k rozvoji bilateralni pneumonie s loziskovym nalezem na RTG plic a konsoli-
dacemi na HRCT plic. Provedena BAL prokazala pneumocystovou pneumonii (PCR). Kultivaéné byla lavaz sterilni. Pii lé¢bé
vysokodavkovanym co-trimoxazolem dochazi k zlepsovani febrilii a plicni symptomatologie. Pretrvava viak nalez infiltrace na RTG
plic a proto byla 20. den od zahajeni indukéni lécby provedena opakovana BAL se zcela negativiim wysledkem viech vysetreni. Na
CT mozku (provedené pro progredujici kvantitativni poruchu védomi) byly identifikovany rezsahlé malacie bilateralné. Provedena
biopsie mozkové tkané neméla diagnosticky pfinos. Pro nutnost rizené ventilace indikované z divodi respiraéniho selhavani pri
poruchach védomi byla provedena necilena BAL s pozitivni kultivaci (Aspergillus fumigatus), ale vysledek mohl byt uzavfen a do
rukou kliniki se dostal az 10 dnii od odbéru materialu. V mezidobi (30. den od zahajeni protinadorove lécby) viak dochazi k exitu
(multiorganové selhani) a teprve sekéni nalez prekvapivé prokazuje diseminovanou formu 1A { postizeni plic, mozku, myokardu, ledvin).
Diagnéza prokazané |A (diseminované) byla tedy stanovena az ante mortem a jediné pozitivni kultivacni vySetfeni materialu  »e»
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Tab. 3. Vybrané kazuistiky nemocnych s invazivni aspergilozou (1A) - pokracovani.

ze 3. lavaze je k dispozici az po definitivnim stanoveni diagndzy sekci. Prestoze k infekci doslo jesté pred zavedenim rutinni detekce
GM, byl material uchovan v ramci vyzkumného projekeu a retrospektivné vysetfen. Toto vysetfeni prokazalo pozitivicu GM jak v
tekuting ze viech 3 BAL (1. pezitivita GM 26 dnl pred stanovenim definitivni diagnozy autopsii), tak v séru (1. pozitivita 8 dni
pred definitivnim stanoveni diagnozy autepsii). Tento pfipad jednoznaéné ukazuje na to, jak wrazné by byla zkracena doba de
stanoveni diagnozy, kdyby infekce probéhla v dobé jiz rutinniho vySetrovani GM.

Kazuistika 5 - 1A s exterémné rychle progredujicim GM v séru z negativnich do pozitivnich hodnot s GM jako prognostickym mar-
kerem35lery muz s AA diagnostikovanou v roce 2006 podstupujici alegenni nepfibuzenskou HSCT s neutropenii a kortikoterapii
> 10 dnii. Casné potransplantaéni obdobi bylo kemplikovano tézkou mukozitidou a epidermolyzou (toxicita pripravného rezimu)
a febrilni neutropenii inicidlné reaguijici na ATB terapii. HRCT provedené 3. den po transplantaci pro febrilie a poslechowy nalez
prokazalo konsolidace plicniho parenchymu. GM odebrany 3. den po transplantaci byl v krvi negativni. 6. potransplantacni den
viak dochazi k prudkému nardiscu hodnot GM do vysokych pozitivit (maximalni IP - 7,13). BAL pro tézkou mukozitidu dutiny
ustni a obtizné korigovatelnou krvacivou diatezi nebylo mozno provést. | pfes netypicky nalez na HRCT byla stanovena diagnoza
pravdépodobne |A (izelovani plieni forma) a zahajena kombinovana antimykoticka lécba kaspofunginu s vorikonazolem. | pres
lé¢bu dochazi k prudké progresi hodnot IP GM a nemocny 17, porransplantacéni den umird. Autoptické vysetfeni (véerné kulti-
vace) potvrdilo rezsahlou plicni formu |A.

Kazuistika 6 - |A z obdobi pred zavedenim GM s diseminaci, reagujici az na kombinovanou antimykotickou lecbu3lety muz pod-
stupujici reindukéni chemoterapii pro AML diagnostikovanou v roce 2002, dlouhedobé neutropenicky. Jiz v pribéhu podavani
CHT doslo k rozvoji febrilni neutropenie s atypickymi infiltracemi na RTG a HRCT. BAL nebylo mozné provést pro strikturu
2wkacich svall jako nasledek tézké odontogenni infekee. Pro pokracujici febrilie byl 9. den od zahajeni CHT poddn C-AMB jake
empiricka antimykoticka lécba s efektem ustupu febrilii, ale perzistenci nélezu intersticidlniho procesu na HRCT. Detekce GM
v dobé infekce (rok 2002) nebyla k dispozici. 37 dni od zahajeni CHT a 12 dni od ukonéeni podavani empirické antimylkotické
terapie C-AMB dodlo k rozvoji belestivosti v levém podzebfi a USG wvyetfeni dutiny bisni prokazalo splenemegalii s mnohodet-
nymi lozisky. 38. den od zahajeni CHT byla provedena splenektomie a histologicky byla prokazana mykerticka leziska s morfologii
hyf odpovidajici IA. Byla rak stanovena diagndza prokazané diseminované |A (postizeni plic a sleziny). Byla zahajena antimy-
koticka rerapie kaspofunginem (16 dni) s efektem PR a nasledné terapie peroralni formou vorikenazolu (27 dni) s efektem pro-
grese. V priibéhu lé€by totiz doslo k rozvoji zdufeni v oblasti nadvarlete a z histologického wietfeni po provedené orchiekromii
byla prokazana opét infiltrace mykotickymi vlakny. Soucasné provedené CT bficha pak prokazale i nékolik lozisek v jatrech. Proto
byla zahdjena kombinovana antimykoricka lécbé kaspofunginu s vorikonazolem a soucasné pod touto intenzivni antimykotickou
lécbou podany 2 konsolidaéni CHT s naslednou alogenni HSCT. Po 115 dnech kombinované antimykoticke lécby i pres soucasné
probihajici protinadoroveou lécbu doglo k CR onemaocnéni.

AML — akutnl myeloidnl leukemie, CHT — chemoterapie, GM — galaktoranan, [P — index pozitivity, HRCT — vysoce razlisovacd CT, PR — par-
cialni remise, CR — kompletni remise, MDS — myelodysplasticky syndrom, C—-AMB — konvenéni’ amfotericin B, B-CLL — B chronickd lymfatickd
leukemie, PCR — polymerdzovd Fetézovd reakce, AA — aplastickd anémie, USG — ultrasonografie

mii, respektive alogenni HSCT (52 %)
[13].

Nase analyza také porvrdila fadu let
znamy fakt, Ze dlouhodoba neutro-
penie a kortikoterapie maji pro riziko
IA velly vyznam - tyto rizikové faktory
byly pfitomny u 78,8 %, respektive
59,6 % pripadi IA [14,15].

Absolutné nejvice invazivnich asper-
gilowch infekcivznikd po inhalaci spor.
Proto neni prekvapenim, Ze vétsina I1A
v natem souberu probihala pod kli-
nickym obrazem plicniho postizeni
(69,2 %), vétsinou s horeckou nerea-
gujici na podavani sirokospektrych
antibiotik (92,3 %).

Tyto klinickeé projevy jsou viak velice
nespecificke.

34

Konvencni diagnostické metody
(véetné stanoveni diagndzy ante mor-
tem pfi autopsii) dokazou v bézné ru-
tinni praxi hemartoonkeologického
pracoviité identifikovat jen velmi ma-
lou cast pripadl, a to vétinou v jiz
znacné pokrocilém stadiu [16]. Také
v nasem souboru dokazaly konven<ni
mikrobiologickeé, histologické a radio-
logické metody identifikovat pouze
15 (28,8 %) pripadl IA, a to v 5 pfi-
padech az ante mortem.

Zavedeni vysoce rozlisovaciho CT
plic (HRCT) do algoritmu péce o ne-
mocné s rizikem rozvoje IA wrazné
zvysilo pravdépodobnost casného za-
chytu této infekce [4]. HRCT dokazalo
v nasem souboru se 100% senzitivi-
tou zachytit plicni patologii, bohuzel

jenve 14,2 % byl detekovan obraz po-
pisovany jako charakteristicky pro 1A
[4]. Tak jen u velmi malé casti ne-
mocnych mohlo byt vysloveno pode-
zieni na mykotickou etiologii na za-
kladé nalezu na HRCT plic.

Velmi wznamny pokrok v casné dia-
gnostice |A znamenalo rozsiteni de-
tekce galaktomananu (GM) pomoci
ELISA metodiky do rutinni praxe
[17].

Senzitivita této metody je vysoka
pfi pouziti cut-off indexu pozitivity
0,5 v rutinnim monitoringu minimalné
2-3krat tydné [18]. V nasem souboru
byla 95,3 %. Nalez hranicné pozitiv-
nich vysledkl u 2 zbylych GM negativ-
nich pacientl podporuje potfebu uZiti
snizeneho cut-off indexu pozitivity

Vit Lek 2008; 54(2):
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u nemocnych, kteH jsou monitorovani
v pribéhu podavani antimykotik
s Ucinkem na vlaknité mykozy (napt.
profylakticky nebo empiricky) [19]. Oba
2 zmineni pacienti byli v dobé stano-
veni diagnadzy léceni antimykotiky s (icin-
kem na kmeny aspergill,

Pro klicovy wyznam pravidelného
monitoringu GM svedci pak prede-
viim fakt, Zze 71,2 % pripadl IA na na-
gem pracovisti bylo diagnostikovano
pomoci detekce tohoto antigenu,

Pozitivita GM nadro zkratila dobu
do stanoveni definitivni diagnozy prav-
dépodobné |A, respektive zkratila dobu
do zahajeni podavani Gcinné antimy-
kotické lécby, a to o 4 dny ve srovnani
s historickymi kontrolami. Rovnéz casto
iniciovala casné provedeni HRCT a po-
mohla k diferencidalni diagnostice
nespecifickych abnormalit v plicnim
parenchymu nalezenych pfi tomto
vysetteni.

Jistou limitaci metody je moznost fa-
lesnych pozitivit [17]. Jejich znalost
lékarem, keery wysledek testu hodneoti,
viak podle nasich zkusenosti moz-
nost spatné interpretace vysledku do-
kaze wyznamné minimalizovat.

V soucasné dobeé je standardni ini-
cialni lecbou |A ve vétiiné center vori-
konazol [6]. Také na nasem pracovisti
byla monoterapie vorikonazolem ne;j-
castéji pouzivanou lécbou prvni linie,
PrestoZe procento kompletnich a par-
cialnich lécebnych odpovédi bylo
v nasem scuboru penékud mensi nez
ve studii Herbrechta et al (42 % v na-
sem souboru vs 52 % v praci Her-
brechta) [20], byla lécba vorikonazo-
lem v monoterapii UC¢innéjsi nez
ostatni pouzita antimykotika. Velmi
zajimavym trendem (i kdyZ jde o maly
pocet nemocnych) je viak 83 % léceb-
nych odpovédi pki pouziti kombino-
vané antimykotické [écby kaspofungi-
nem s vorikonazolem jako lécby prvni
linie.

Znacné komplikovanou je pak za-
chranna lecba IA u nemocnych,
u kterych terapie prvni linie selhala.
V nasem souboru jsme v této indikaci
nejcastéji pouzili opét kombinaci

Vit Lék 2008; 54(2):

kaspofunginu s vorikonazolem, a to
s lécebnou odpovedi 55 %. Velmi
dobra byla také Gcinnost monotera-
pie varikenazolem (50 %). Nutno viak
upozornit, Ze ve vétiiné pripadd pfi
pouziti monoterapie vorikonazolem
v zachranné lé¢bé ilo o nemocné, kiefi
byli léceni pouze konvencnim amfo-
tericinem B. Pacienti s kombinova-
nou antimykotickou lécbou byli vy-
razné castéji ,predléceni modernimi
a Gcinnymi antimykotiky.

Koneéné velmi vyznamny momen-
tem wvypljvajicim z nadi analyzy je
zménave vwoji ,attributed” mortality.
PrestoZe jsme ve sledovaném 7letém
obdobi pezorovali vyrazny nardst
v prevalencilA, ,,
wznamné klesla. Tento nalez, jehoz
hodnota maze byt do urcité miry li-
mitovana retrospektivnim charakte-
rem analyzy, Ize vysvétlit nékolika fakty.
V pribéhu let a pFedeviim pak v roce
2006 se vyrazné zwsilo procentudlni
zastoupeni ptipadl pravdépodobné
IA, krera je spojena s nizsi mortalitou
[10]. Zasadni vliv na zlepieni prognozy
nasich pacientl s IA viak mélo zave-
deni detekce GM a tak zkraceni doby
do stanoveni diagnozy spolu se zave-
denim pouzivani novych Gcinnych
antimykotik, ev. ve formé jejich kom-
binace. Tento trend lze pozorovati na
jinych pracovistich v Evropé [7] a bude
zajimaveé sledovat, zda-li se na nasem
pracoviiti tendence ve wrazném sni-
Zovani mortality invazivnich aspergi-
lowych infekei potvrdi i v nasledujicich
letech. Dalsi snizeni morbidity, ale
i mortality této Zivot ohrozujici infekce
(alespon u nejvice rizikovych pacientd)
by mohlo pfinést rozéiteni profylak-
tického pouzivani novych antimykotik
s Gcinkem na kmeny aspergild [21,22].

Nesporné zlepieni péce o pacienty
s IA v priibéhu nami sledovaného ob-
dobi vsak bylo doprovazeno i wraz-
nym narlstem financniho objemu
spotfebovaného za pouZita antimy-
kotika, ktery se v priibéhu 7 let zvysil
o 3 Fady (z tisic K¢ na miliony Kg).

Jednim z nejdilezitéjsich bodi v pre-
venci IA jako inhalacni infekce je

attributed” mortalita

Invazivni aspergilové infekce u hematoonkologickych nemocnych

uprava vnitiniho prostfedi hemato-
onkologickych oddéleni (vwwbudovani
HEPA filtrace a pozitivni pretlak vzdu-
chu) [12]. PrestoZe rekonstrukce jed-
notlivych pracovist je velice nakladna,
je ve svétle wie uvedenych dat otaz-
kou, zda-li v kratkém casovém hori-
zontu cena za antimykotickou lécbu
IA nepFekroci castku za tyto Upravy.

Zavér

Invazivni aspergil6za predstavuje v sou-
casné dobé nejcastéjdi invazivni my-
kotickou infekci hematoonkologickych
nemocnych. Ve vétiiné pfipadd jde o in-
fekci nozokomialni, a tak Gpravy vniti-
niho prostredi (HEPA filtrace vzdu-
chu a pozitivni pretlak) mohou jeji
incidenci vyznamné snizit. Nami pred-
kladana prdce velmi detailné pouka-
zala na wysokou rizikovost pacientd
s akutni leukemii a po alogenni trans-
plantaci krvetvorné tkang, stejné tak
na znacnou obtiznost diagnostiky této
infekce pfi pouziti konvencnich dia-
gnostickych metod. Zcela zasadni
zménou v diagnostice I1A bylo zavedeni
detekce galaktomananu - nejen je
mozno zachytit vétsi pocet pacientd
s touto infekci, ale diagnostika je cas-
ngjsi a v kombinaci s ¢asnym poda-
nim acinné antimykotické lécby pak
miZeme byt svédky zlepsovéni se pro-
gndzy této Zivot ohrozujici infekce.

Podékovani
Price byla podporena IGA MZ CR
NR8452-3/2005.
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7. Casna diagnostika invazivnich zygomykéz

7.1. Epidemiologie a mozZnosti diagnostiky — literarni prehled

Incidence invazivnich infekci vyvolanych ostatnimi vlaknitymi houbami, a to predevS§im
zygomycetami a fusarii je sice nizkd, ale béhem poslednich nékolika let zvlast€¢ ve velkych

v 7 ’ « 14
transplantacnich centrech vyznamné narostla .

Pavodcem az 90% vSech zygomykdz je Rhizopus spp. (viibec nejCastéji Rhizopus oryzae), dale pak
Mucor spp., Absidia spp., Rhizomucor pusillus, Cunninghamella bertholletiae, Apophysomyces

elegans a vzacnéji nékteré dalsi druhy.

Invazivni zygomykoéza typicky postihuje rhinocerebralni oblast, ale u neutropenickych nemocnych
se nejcastéji setkdme s formou plicni. Méné Casté je pak postizeni kozni a gastrointestinalni.
Typickym projevem zygomykézy je vaskularni (pfedevSim arteridlni) invaze a nasledna
trombotizace cév s infarzaci a nekrotizaci okolnich tkani. V okoli postiZeni se pak vytvaii pyogenni
reakce. Plicni forma invazivni zygomykozy je doprovazena febrilnim stavem a angioinvaze vede
k rychlé disseminaci infekce do kontralaterdlni plice a dalSich organti. Velmi charakteristickou
vlastnosti této invazivni mykotické infekce je extrémné rychld progrese vétSinou s fulminantnim

koncem ¢,

Pro invazivni zygomykézu a fusariozu plati, Ze nejvyznamnéjSim rizikovym faktorem je
hematologick4 malignita v€etn¢ transplantace krvetvorné tkan€. Riziko invazivni zygomykozy dale
zvySuje GvHD a jeji 1écba, dlouhodobéd kortikoterapie, terapie desferoxaminem, diabeticka
ketoacidoza, rendlni selhdni a expozice rekonstrukénim pracim v nemocnici. Posledni studie také
ukazuji na urCité zvysSené riziko zygomykdzy pii dlouhodobém podévani vorikonazolu,

sirokospekrého antimykotika, které viak na zygomykozy neni G&inné “ 9.

Definitivni diagnéza v piipad¢ zygomykdzy byva zpravidla stanovena na zakladé histologického

prikazu houbovych vldken v postizené tkani, kultivace umoziuje urceni konkrétniho druhu
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mykotického agens. Pro zygomycety jsou charakteristické Siroké, tenkosténné, neseptované nebo
velmi fidce septované hyfy vétvici se v thlu kolem 90°, Casto v prosttedi zbytkli rozrusené okolni
tkans.©” I pies zfejmy histologicky nalez viak miZze byt kultivace ze vzorku tkan& negativni — diky
predchozi antifungdlni 1écbé nebo v disledku homogenizace vzorka tkéné, které snizuji
zivotaschopnost hub.®® Pomoci zobrazovacich metod (RTG, HRCT, CT) nelze rozlisit mezi
infekcemi zpiisobenymi riiznymi vlaknitymi houbami. Vzhledem k naprosté absenci sérologickych
testh pro detekci zygomycetovych infekei, obraci se v poslednich letech pozornost k vysoce

citlivym molekularné biologickym metodam.

Tato problematika je ovSem velmi komplikovana, patogenti byva ve vzorcich 1 pii masivni infekei
malé mnoZstvi a je zapotifebi velmi u¢innd metoda izolace fungdlni DNA. Zaroven je nutno brat
v tvahu zvySené riziko moznosti kontaminace vzorki mikromycetami z prostiedi. Velmi vhodné se
proto zda pouziti specifickych metod, které tyto umi prostied’ové kontaminanty z detekce vyloucit.
Kvantifikace naloze houbové DNA ve vzorku pomoci real-time PCR nam pak miize pomoci odlisit

ptipadnou kontaminaci/kolonizaci od aktivni infekce.

7.2. Invazivni zygomykozy na Interni hematoonkologické klinice LF MU a FN

Brno — molekularné biologicka diagnostika

Situace na naSem pracovisti kopiruje literarni data. Piesto, Ze infekce vyvolné zygomycetami jsou
raritni, jejich incidence nariista a v poslednich letech je jejich vyskt frekventnésji nez vyskyt

invazivni kandidézy (Graf 1.)

Graf 1. Vyskyt invazivnich mykotickych infekci na IHOK LF MU a FN Brno 1997-2009.
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Invazivni zygomykoza a infekce vyvolana neurcenou vlaknitou houbou

Identicky s literarnimi daty se ve vétSiné piipadi jednd o diagnozu pozdni, zaloZzenou na
histologickém/kultivaénim vySetfeni tkan€ z bioptického materialu (ve vétSin€ piipadii terapeutické

resekce loziska) a nebo z materidlu pii autopsii.

Na rozdil od invazivni aspergildézy, kde sérologickd diagnostika dominuje nad diagnostikou
molekularné biologickou, v pfipad¢ invazivni zygomodzy predstavuji molekularné biologické

metody jedinou moznost pro ¢asnou diagnostiku.

V ramci Pracovni skupiny pro oportunni infekce byla zavedena do praxe in house specificka
seminested real-time PCR metoda s High Resolution Melt analyzou specifickou pro Zygomycety
(9 Kktera je v pripadé pozitivity nasledovana specifickou real-time PCR metodou pro ur&eni
konkrétnich druht (pro potvrzeni vysledkii HRM a presnéjsi kvantifikaci ndloze zygomycetové

DNA ve vzorku).

Nase vysledky s pouzitim této metody na materialech z tkani ziskanych biopsii a z tekutiny ztiskané

bronchoalveolarni lavazi byly recentné¢ publikovany a prace je ptilohou této kapitoly (Hrncirova,
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K., Lengerova, M., Kocmanova, I., Racil, Z., Volfova, P., Palousova, D., Moulis, M.,
Weinbergerova, B., Winterova, J., Toskova, M., Pospisilova, S. & Mayer, J. Rapid Detection and
Identification of Mucormycetes from Culture and Tissue Samples Using High Resolution Melt

Analysis. J Clin Microbiol., 48, 2010, 9: 3392-3394)
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We present a method for rapid and simple detection of clinically relevant mucormycetes in cultures and
clinical samples. This seminested real-time PCR uses mucormycete-specific primers and is followed by species
identification using high-resolution melt (HRM) analysis. The method is highly suitable for routine clinical

diagnostics.

Invasive infections caused by mucormycetes started to occur
more frequently in the last decade and are connected with
rapid progression and high mortality rates. Early diagnostics
and targeted treatment are crucial. Most zygomycosis cases
(over 90%) are caused by Rhizopus spp., followed by Mucor
spp., Lichtheimia spp., Rhizomucor pusillus, and, rarely, some
other species (2, 9, 11, 16).

Definitive diagnosis of mucormycosis is usually made after
histopathological proof of mucormycete-like hyphae in in-
volved tissue; the causative agent can be determined only by
culture (13). So far, no serological test is available and radio-
logical methods are nonspecific.

Molecular detection of mucormycetes is complicated by sev-
eral factors, and we still do not have any standard protocol.
Few methods for the detection of mucormycetes have been
published, and only some have been evaluated using clinical
samples (1, 5, 10, 14, 15, 17) or samples from animal models
(6, 7).

The aim of this study was to develop a rapid and sensitive
technique for the detection and identification of clinically im-
portant mucormycetes. We adopted primers from a qualitative
method previously published by Bialek et al. (1) that is specific
for members of the order Mucorales targeting 18S ribosomal
DNA (rDNA). We modified it to seminested real-time PCR
with EvaGreen dye, followed by species distinction by high-
resolution melt (HRM) analysis. HRM analysis uses amplifi-
cation of DNA in the presence of intercalation dye. Fluores-
cence 1s measured during a controlled melting of PCR product
that results in a melt curve that depends mainly on GC content,
length, and sequence of the PCR product. This simple method

* Corresponding author. Mailing address: Centre of Molecular Bi-
ology and Gene Therapy, Department of Internal Medicine—Hema-
tooncology, University Hospital Brno, Cernopolni 9, 613 00 Brno,
Czech Republic. Phone: 420532234641, Fax: 420532234623, E-mail:
khrncirova@fnbrno.cz.

¥ Published ahead of print on 30 June 2010.

can be used for genotyping or mutation scanning without the
need for time-consuming sequencing (4, 12).

DNA was isolated from 50 pl of fungal culture (inoculum
was prepared by covering sporulating colonies with approxi-
mately 2 ml of sterile 0.85% saline) or a piece of fresh tissue (2
by 1 mm) using the ZR fungal/bacterial DNA kit (Zymo Re-
search). Tissue samples were incubated in lysis bufter over-
night, and cultures were immediately processed according to
the manufacturer’s protocol. Disruption was extended to 15
min (Disruptor Genie; Scientific Industries). DNA from for-
malin-fixed, paraffin wax-embedded (FFPE) tissue samples
was 1solated from 2 or 3 scrolls (5 to 10 pm cach) of paraffin
block using a DNeasy blood and tissue kit (Qiagen). Paraffin
was dissolved in 1 ml of xylene, and then the tissue was washed
two times using 1 ml of 96% cthanol and incubated in 180 pl
of ATL buffer and 20 pl of proteinase K (600 milliabsorbance
units/ml solution) at 55°C overnight and then at 90°C for 1 h.
The next steps were done in accordance with the manufactur-
er’s protocol. DNA isolation from clinical samples was done in
a biological safety cabinet. An aliquot of sterile water was
processed with each set of samples as a control of potential
contamination during the isolation process.

Five microliters of DNA was amplified in 25 pl of amplifi-
cation mixture that contained a 0.2 M concentration each of
primers ZM1 and ZM2 (1), 120 pM deoxynucleoside triphos-
phates (ANTPs; Roche, Germany), 2.5 mM MgCl,, 1 X Gene-
Amp PCR Gold bufter, and 1.5 U AmpliTaq Gold DNA poly-
merase (Applied Biosystems). The cycling conditions were 10
min at 95°C for 16 cycles (30 s at 94°C, 30 s at 50°C, and 60 s
at 72°C) and 7 min at 72°C. One microliter of PCR product
from the external round was then amplified in duplicate using
Rotorgene 6000 (Corbett Research, Australia). Twenty-five
microliters of the amplification mixture contained a 0.4 pM
concentration each of primers ZM1 and ZM3 (1), 12.5 pl of
SensiMix HRM, and 1 pl of EvaGreen (both SensiMix HRM
and EvaGreen from Quantace, United Kingdom). The cycling
conditions were 10 min at 95°C for 40 cycles (15 s at 95°C, 20 s
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FIG. 1. Representative result of high-resolution melt (HRM) analysis. Shown are HRM curves for six mucormycete isolates (black curves) and

one negative and one positive tissue sample (gray curves).

at 60°C, and 30 s at 72°C; acquired on the green channel),
followed by HRM analysis (ramp from 74°C to 79.5°C, rising by
0.1°C each cycle, acquired on the HRM channel). Rotorgene
6000 series software (version 1.7) was used for analysis of the
results. All positive results were confirmed by sequencing of
the PCR product. DNA was purified using a QIAquick PCR
purification kit (Qiagen, Germany) and sequenced using a
BigDye Terminator v1.1 cycle sequencing kit (Applied Biosys-
tems) on an ABI Prism 310 genetic analyzer (Applied Biosys-
tems). Sequences were analyzed using the BLAST alignment
program of the GenBank database.

We used DNA extracted from five mucormycete cultures
diluted in Tris-EDTA (TE) butfer as positive controls in every
run. A DNA isolation control (sterile water processed with
clinical samples) and a negative control of PCR (sterile water)
were added to each run as well.

In this study, we tested 31 fungal isolates, comprising 10
mucormycete isolates and 21 isolates from other filamentous
fungal groups (Department of Clinical Microbiology, Univer-
sity Hospital Brno and Czech Collection of Microorganisms,
Czech Republic). All mucormycete isolates were correctly
identified. The melting temperatures (7,,) for cach species
were as follows: for Rhizopus microsporus, 76.46°C; for Rhizo-
pus oryzae, 76.59°C; for Mucor racemosus, 76.78°C; for Mucor
circinelloides, 76.98°C; for Rhizomucor pusillus, 77.87°C; and
for Lichtheimia corvmbifera, 78.56°C. Representative HRM
curves for six different mucormycetes are shown in Fig. 1. All
HRM analysis results were confirmed by sequencing. None of
the nonmucormycete fungi were positively tested. The results
are summarized in Table 1.

We also tested 12 tissue samples, 7 (6 fresh and 1 FFPE)
from patients with histopathologically or culture-proven zygo-
mycosis and 5 (3 fresh and 2 FFPE) from patients without
zygomycosis (obtained from hemato-oncological patients from

TABLE 1. List of fungal isolates used in this

HRM analysis®

study and results of

Organism

Accession no. or

Result of zygomycete

source HRM analysis
Mucormycetes
Rhizopus oryzae Clinical isolate; DCM  Rhizopus oryzae
CCM 8075 Rhizopus oryzae
Rhizopus sp. Clinical isolate; DCM  Rhizopus oryzae
Rhizopus microsporus Clinical isolate; DCM  Rhizopus microsporus
Rhizomucor pusillus CCM F-211 Rhizomucor pusillus
Mucor racemosus CCM 8190 Mucor racemosus
Mucor circinelloides Clinical isolate; DCM  Mucor circinelloides
Lichtheimia corymbifera CCM 8077 Lichtheimia corymbifera
Clinical isolate; DCM  Lichtheimia corymbifera
Clinical isolate; DCM  Lichtheimia corymbifera
Other filamentous fungi
Fusarium oxysporum Clinical isolate; DCM  Negative
Clinical isolate; DCM  Negative
Fusarium proliferatum Clinical isolate; DCM  Negative
Fusarium solani CCM 8014 Negative
Aspergillus fumigatus Clinical isolate; DCM  Negative
Clinical isolate; DCM  Negative
Aspergillus niger Clinical isolate; DCM  Negative
CCM 8155 Negative
Aspergillus flavus CCM 8363 Negative
CCM F-171 Negative
Aspergillus terreus CCM 8082 Negative
Aspergillus ustus CCM F-414 Negative
Aspergillus nidulus CCM F-266 Negative
(nidulans)
Aspergillus sydowii Environment: DCM  Negative
Scedosporium apiospermum  Clinical isolate; DCM  Negative
Cladosporium Environment; DCM  Negative
cladosporioides
Cladosporium CCM F-348 Negative
cladosporioides f. sp.
pisicola
Penicillium commune CCM F-327 Negative
Penicillium brevicompactumn CCM 8040 Negative
Environment: DCM  Negative
Penicillium chrysogenum Environment; DCM  Negative

@ CCM, Czech Collection of Microorganisms, Czech Republic; DCM, Depart-
ment of Clinical Microbiology, University Hospital Brno, Czech Republic.
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TABLE 2. List of tissue samples used in this study and results of HRM analysis

Patient Tissue sample Histopathology result Culture result HRM analysis result

1 Lung Positive Negative Rhizopus microsporus

2 Lung (FFPE) Positive Negative Rhizomucor pusillusimiehei

3 Oral cavity Positive Lichtheimia corymbifera Lichtheimia corymbifera

4 Lung Positive Rhizopus microsporus Rhizopus microsporus

5 Lung Positive Lichtheimia corymbifera Lichtheimia corymbifera

6 Oral cavity 1 Positive Rhizopus microsporus Rhizopus microsporus
Oral cavity 2 Positive Rhizopus microsporus Rhizopus microsporus

7 Lung Negative Negative Negative

8 Lung Negative Negative Negative

9 Lung (FFPE) Negative Negative Negative

10 Lung Negative Negative Negative

11 Lung (FFPE) Negative Negative Negative

University Hospital Brno, Czech Republic). All seven tissue
samples from patients with proven zygomycosis were PCR
positive, and in all cases, we were able to directly determine the
mucormycete species: R. microsporus (n = 4), L. corymbifera
(n = 2), and R. pusillus/Rhizomucor michei (these two species
have 100% sequence homology in the target region and there-
fore cannot be distinguished; n = 1). All five tissue samples
from patients without zygomycosis were negative. Results are
summarized in Table 2, and representative HRM analysis
curves are shown in Fig. 1. Amplification of fragmented DNA
from FFPE samples can be problematic (8). In this study, we
tested one FFPE tissue from a patient with proven zygomyco-
sis, and the result was positive.

The sensitivity of the method was assessed by amplification
of dilutions (2 % 107 to 2 % 10° copies/5 pl) of plasmid DNA
(external PCR products of R. pusillus and A. corymbifera
cloned into the pCR2.1 vector; Invitrogen). Reproducible melt
curves were obtained for concentrations up to 0.1 fg of plasmid
DNA, the detection limit corresponding to the original quali-
tative method (1), in both species.

To assess potential PCR inhibition, human albumin gene
was detected by real-time PCR (3) in all tissue samples. No
inhibition was observed.

In conclusion, the HRM assay presented is very simple and
enables rapid and accurate detection and identification of mu-
cormycetes in tissue samples and culture isolates. It is able
to distinguish the main clinically relevant mucormycetes and
shows no cross-reactivity with nonmucormycete filamentous
fungi. It is highly sensitive and specific and is suitable for
routine clinical diagnostics. Its potential for use in diagnostics
with other clinical materials, such as bronchoalveolar lavage
fluid, sputum, etc., needs further study but is evident.

Nucleotide sequence accession numbers. Sequences of
products from the internal round of PCR were deposited in
GenBank under the following accession numbers: for Rhizopus
microsporus, HM234125; for Rhizopus oryzae, HM234126;
for Mucor racemosus, HM234127; for Rhizomucor pusillus,
HM234128; and for Lichtheimia corymbifera, HM234129.

This study was supported by grants from the Ministry of Health of
the Czech Republic (NS10442-3/2009 and NS10441-3/2009).
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8. Zavér

Tato habilitacni prace dokumentuje vyzkumné projekty a zkuSenosti na poli diagnostiky a terapie
hlubokych mykotickych infekci vzniklé vramci Pracovni skupiny pro oportunni infekce Interni
hematoonkologické kliniky LF MU a FN Brno. Habilitacni prace poukazuje na systemati¢nost
vyzkumu a dlouhodobé plnéni zvolenych cilit — tzn. zvysit zachyt invazivnich mykoz, zkratit dobu
do definitivni diagnozy, zoptimalizovat 1é¢bu a tak vyznamnym zpiisobem zlepSit prognodzu

nemocnych.

Casna diagnostika invazivnich mykotickych infekci je velmi komplikovana problematika, na které

pracuje vice ¢1 mén¢ uspésné celé fada svétovych pracovist'.

Vysledky naseho vyzkumu a nase zkuSenosti na poli sérologickych metod vyznamnym zptisobem
prispély k rozsifeni detekce galaktomannanu na ostatni hematoonkologickd pracoviité v Ceské a
Slovenské republice. Navic naSe prace v oblasti moznych pficin faleSné pozitivity tohoto testu maji
jednozna¢né¢ mezinarodni dopad. Vyzkum a zkuSenosti s detekci 1,3-B-D glukanu na nasem
pracovisti jsou jedny z nejvétSich v mezindrodnim métitku a ndmi publikovana prace jisté ovlivni
dal$i vyzkum a pouzivéni tohoto testu. Velmi vyznamnd je i1 prezentovand systematickd prace na
poli molekularné biologické diagnostiky klinicky velmi zavaznych a obtizn¢ diagnostikovatelnych

invazivnich zygomykoz.

Progndza nemocnych s invazivnimi mykotickymi infekcemi se v Ceské a Slovenské republice za
poslednich n€kolik let vyznamné zlepsila. Jde nepochybné o vysledek celonarodni aktivity na tomto
poli. NaSe pracovisté a pracovni skupina se svym mezioborovym piistupem hraji v t€chto snahach
dilezitou roli a v tadé pohledl je ndS program a vyzkum prezentovany v této habilitaéni préci

piikladem pro ostatni centra.
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