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Souhrn: Invazivni mykotické infekce se béhem poslednich dvou dekad staly jednim z dalezitych faktord ovlivriujicich morbiditu
a mortalitu nemocnych s hematologickou malignitou. PtestoZe se v poslednich nékolika letech setkdvame s nédriistem incidence
invazivnich mykdz zpiisobenych vzacné se vyskytujicimi houbami, absolutni vétsina oportunnich mykotickych infekci je zplisobena
kmeny kandid a pfedeviim pak kmeny aspergild. Casna diagnéza a zahajeni tcinné antimykotické lé¢by ma zésadni vliv na pro-
gndézu nemocnych. V posledni dobé doslo k vyraznému pokroku pravé na poli ¢asné diagnostiky invazivnich mykéz - vedle novych
zobrazovacich metod je to pfedeviim rozvoj novych sérologickych metod. V nasledujici souhrnné préci pfinasime zékladni infor-
mace o nejdualezitéjsich 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-p-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 majority of infections are caused by Candida sp. and especially Aspergillus sp. Early diagnosis and prompt initiation of antifungal
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 radiological methods the major
progress has been done in serological methods. In this paper we review the most important of these serological methods and their
position in routine clinical practice.
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mannan - 1,3-B-D-glucan

Diivody pro vyvoj a pouzivani
sérologickych metod

v diagnostice invazivnich
mykotickych infekci

Invazivni mykotické infekce predsta-
vuji zdvaznou infekéni komplikaci
imunokompromitovanych nemocnych
s nadorovym onemocnénim. Ve srov-
nani s bakteridlnimi infekcemi je je-
jich vyskyt jednozna¢né méné casty,
na druhou stranu incidence invazivnich
mykotickych infekei nardista a morbi-
dita a mortalita s nimi spojend je vy-
razné vyssi, nez je tomu u infekei bak-
teridlnich. PrestoZe invazivni mykdzy

990

postihuji celou skupinu nemocnych
s nadorovym onemocnénim, je jejich
vyskyt u pacientd se solidnimi nddory
spiSe vzacny. Naopak velice ¢asté jsou
u nemocnych s hematologickymi ma-
lignitami, a to predeviim, je-li sou-
¢asti [écebného rezimu transplantace
krvetvorné tkané [1,2].

Béhem poslednich dvou dekad do-
8lo k signifikantnimu nardstu frekvence
vyskytu téchto infekci u hematoonko-
logickych nemocnych [1]. U této sku-
piny pacientd se v zavislosti na cha-
rakteru onemocnént, respektive cha-
rakteru a intenzité protinddorové

lécby, pohybuje incidence invazivnich
mykéz od 2 % (napf. autologni trans-
plantace krvetvorné tkané) az po 15 az
25 % (napt. indukénf 1é¢ba akutnf leu-
kemie nebo alogenni transplantace
krvetvorné tkané) [3]. Vedle zvy3enf in-
cidence invazivnich mykotickych in-
fekei v8ak dochdzi i ke zméné ve spektru
vyvolavajicich patogent. Od zacatku
90. let minulého stoletf, kdy se u hema-
toonkologickych nemocnych rozsitila
masivni profylaxe flukonazolem, trvale
klesa incidence invazivnich kandidéz,
zejména vyvolanych na flukonazol cit-
livymi kmeny kvasinek [4-6]. Naopak
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Tab. 1. Nejvyznamnéjsi studie sledujici vyznam detekce GM pro diagnostiku invazivni aspergilézy (IA) u hema-

toonkologickych nemocnych.

Prace celkovy pocet pacientii/  GM cut-off senzitivita
pocet pacientd 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
Herbrecht (2002) [24] 797/153 1,5 29,4
Rovira (2004) [26] 74/8 1,5 75
Pinel (2003) [25] 807/48 1,0 50

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 57,7 84,9
100 100 97
99,6 85 96,8

GM — galaktomannan, IA — invazivni aspergiloza, PPV — pozitivai prediktivni hodnota, NPV — negativnf prediktivni hodnota

ve stejném obdobfi dochazf k vyraznému
nardstu incidence invazivnich infekef
vyvolanych vlaknitymi houbami [4-6].
Absolutni vétsinu predstavuje invazivni
aspergiléza, kterd je v souc¢asné dobé
nejcastéjsi mykdézou u nemocnych po
alogenni transplantaci krvetvorné
tkané [7,8]. Incidence infekci vyvola-
nych ostatnimi vlaknitymi houbami,
a to predevsim invazivni zygomykdza
a invazivni fuzaridza, je nastésti sice
stale nizkd, ale i tato béhem poslednich
nékolika let zvl43té ve velkych transplan-
tacnich centrech vyznamné narostla
[9].

Vysokd mortalita na tato onemoc-
néni, anebo naopak tspéch lécby jsou
ovliviiovdny celou fadou faktor(.
Nicméné klicovy vliv na zlepSenf prezitf
pacientd s invazivni mykotickou infekci
ma casné zahdjenf ucinné antimyko-
tické |écby jesté v dobé, kdy je naloz
mykotického patogenu mala a posko-
zeni tkani omezené [10,11]. BohuZel
v€asné zahdjeni |écby, které vyzaduje
véasnou a co mozna nejpresnéjsi
diagndzu, zlstava nejvétsi prekazkou
a nejednou se stavd, Ze je definitivn{
diagndza stanovena aZ ante mortem.
Klinické symptomy téchto infekcf jsou
totiz velmi variabilni a nespecifické
a casto se rozvijeji az velmi pozdé. Kon-
vencni mikrobiologické metody (mi-
kroskopie, kultivace) jsou vétsinou
v Casnych stadiich nevytézné. Histo-
logicky prtikaz infekce (pfestoze stdle
zUstdva zakladnim kamenem pro de-
finitivni potvrzeni diagndzy), vyZaduje
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invazivni vykon, ktery je ¢asto u trom-
bocytopenickych pacientd neprovedi-
telny. Konven¢éni radiologické metody
jsou mélo senzitivni. Vyjimku predsta-
vuje pouze vysoce rozlisovaci CT
(HRCT) v ¢asné diagnostice plicnich
forem invazivnich mykdz zpasobenych
vldknitymi houbami, nicméné CT na-
lez ndm ani v tomto p¥ipadé nedokaze
prinéstinformaci o plivodu eventudlnich
zmén v plicnim parenchymu [12,13].

Z vyse uvedeného vyplyva potreba
novych pfistupl k ¢asné diagnostice
invazivnich mykotickych infekei, zvlasté
pak v souvislosti se skupinou nejvice
ohrozenych nemocnych pacient( s he-
matologickou malignitou. Obdobi mezi
vznikem infekce a rozvojem klinickych
ptriznakd predstavuje terapeutické
okno - pokud je ovéem v tomto ob-
dobi infekce pravidelnym screeningem
detekovéna, mlZe byt ¢asné zahdjena
agresivni antimykotickd lé¢ba s ndsled-
nym zlepsenim progndzy nemocnych.

Tento takzvany pre-emptivni p¥istup
vyzaduje rychlé, neinvazivni, senzitivni
a specifické diagnostické metody.

Tyto pozadavky splriuji v poslednich
letech se rozvijejici nekultiva¢ni diagnos-
tické metody, které obecné délime na
molekularné biologické a sérologické.

Metody molekuldrné biologické vy-
uzivaji detekce nukleovych kyselin my-
kotickych patogenti pomoci riznych
variant polymerdzové fetézové reakce
(PCR). Bohuzel prestoze se zdd PCR
detekce invazivnich mykéz velmi per-
spektivni, doposud nebyla nalezena

standardni a optimalni metodika, kterd
by byla vSeobecnéji rozsifena, a tak do
dnesniho dne nelze vysledky mezila-
boratorné srovndvat. PCR metody tedy
zatim neni moZno vyuZit jako diagno-
stické kritérium pro invazivni myko-
tické infekce [14,15].

Druhd skupina nekultivaénich me-
tod vyuziva imunologickych nebo bio-
chemickych postupti k detekci cyto-
plazmatickych antigen(, antigent bu-
nécné stény nebo protilatek proti nim
v séru nebo jinych télesnych tekuti-
nach. Tyto metody se souhrnné ozna-
¢uji jako sérologické. V ramci sérolo-
gické diagnostiky invazivnich mykdz
byla zkou3ena celd Fada postupd. Nic-
méné vétsiho uplatnéni a klinického
vyznamu dosédhlo pouze nékolik z nich:
detekce antigenu galaktomannanu
pro invazivni aspergilézu, obdobné de-
tekce mannanu a protildtek proti nému
(antimannanu) v diagnostice invazivn{
kandiddzy a nové pak detekce antigenu
1,3-B-D-glukanu, ktery umoznuje
»panfungalni“ diagnostiku.

V této souhrnné praci bychom chtéli
informovat o moznostech laboratorn{
diagnostiky pomoci sérologickych
metodik a o klinickém wyuZiti takto
ziskanych vysledkd v ¢asné diagnostice
invazivnich mykotickych infekci u he-
matoonkologickych pacient(.

Galaktomannan - marker
invazivni aspergilézy (1A)
Galaktomannan (GM) je polysacharid
bunécné stény aspergil( a nékterych
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dalsich hub, ktery se uvolfiuje do té-
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 monoklondlnich protilatek
EB-A2, které jsou vysoce specifické
pro B-1,5-galaktofuranozylové konce
aspergilového galaktomannanu. Prvn{
komeréni kit pro detekci GM byl po-
staven na principu latexové aglutinace
a uveden na trh vroce 1990 (Pastorex
Aspergillus). Vzhledem k relativné vyso-
kému detekénimu limitu (15-20 ng/ml)
je v8ak jeho pouzivani spojeno s niz-
kou senzitivitou. V roce 1995 byl pro-
to na trh uveden novy produkt firmy
BioRad, ktery vyuziva ELISA metodiku
(Platelia Aspergillus). Jeho detekéni
limit je vyrazné nizsi (0,5-1 ng/ml),
coz odpovida vyrazné vyssi senzitivité
[18,19]. Reakce je semikvantitativni -
vysledek je uddvan jako index pozitivity
(IP), coz je pomér mezi naméfenou op-
tickou denzitou a optickou denzitou
kontrolniho séra obsahujiciho pfi-
blizné 1 ng GM/ml.

Prospektivni studie sledujici detekci
galaktomannanu jako markeru inva-
zivni aspergilézy u nemocnych s vyso-
kym rizikem vzniku této infekce uka-
zaly, ze Platelia Aspergillus test ma
vysokou specificitu pohybujici se v roz-
mezi 81-100 %. Extrémné vysoka je
také negativni prediktivni hodnota
testu, kterd je v absolutni vétsiné stu-
dif nad 95 %. Negativni vysledek testu
tedy s velmi vysokou pravdépodob-
nosti vylucuje invazivni aspergilézu
a falesné negativity jsou vzacné
[12,19-26]. Na druhou stranu senzi-
tivita a pozitivni prediktivni hodnota
jsou bohuZzel do ur¢ité miry slabymi
misty tohoto testu.

Senzitivita testu v rliznych pracich to-
tiz znac¢né kolisa, a to v rozmezi 30 az
100 % [12,19-26]. P¥icin
senzitivity, a tedy faktor(, které 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

kolfsajicf
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al, ale i dal3 autofi prokazali, Ze sni-
Zeni cut-off z hodnoty IP = 1,5 na
hodnotu IP = 0,5 vede k vyraznému
zvySeni senzitivity testu pfi soucasném
jen mirném zhorSeni jeho specificity
(82,7 % vs 96,5 %) [27]. Toto snizeni
cut-off indexu pozitivity je duleZité
predevsim u nemocnych, kteti dosta-
vaji profylakticky antimykotika s efek-
tem na vldknité houby a u nemoc-
nych po transplantaci krvetvorné
tkdné s reakci Stépu proti hostiteli
(GvHD). U obou téchto skupin paci-
entd je mykotickd ndloz nizkd a proto
pii uZiti vy$8ich hodnot cut-off IP by
tito nemocni byli faleSné oznadeni za
negativni a naopak pfi cut-off IP = 0,5
je test dokaze spravné oznacit za pozi-
tivni [28,29]. Druhym faktorem ovliv-
nujicim senzitivitu je frekvence a pravi-
delnost vySetfovani. Maximaln{ senzi-
tivity je u vysoce rizikovych nemocnych
(pacienti s akutnf leukemii podstupu-
jici indukéni nebo reindukénf [é¢bu,
nemocni podstupuijici alogenni trans-
plantace krvetvorné tkané, zviasté pak
pfi rozvoji reakce Stépu proti hostiteli)
dosazeno, jestlize jsou odbéry krve
pro detekci GM provadény pravidelné
a to 2-3krat tydné a potom minimal-
né Tkrat tydné po propusténi z hospi-
talizace, jestlize riziko invazivni asper-
gilézy trvd (napf. pfi pFitomnosti
chronické reakce $tépu proti hostiteli)
[19,30].

Druhym slabym mistem je pozitivni
prediktivni hodnota (PPV) testu (¢ili
pozitivni vysledek spravné oznacf ne-
mocného s invazivni aspergilézou).
PPV kolisa v rliznych pracich v rozmezi
50-100 % [12,19-26]. Opét se setka-
vame s celou Fadou faktor(, které
PPV testu ovlivriuji. Prvnim z téchto
faktord je incidence IA ve vySetfované
skupiné pacientd. Pravdépodobnost,
Ze pozitivni vysledek testu oznaci sku-
tecné nemocného pacienta, je nejvyssi
ve skupindch nemocnych s nejvyssi in-
cidenci invazivn{ aspergilézy a témi jsou
predevsim nemocni s akutni leukemif
a pacienti po alogenni transplantaci
krvetvorné tkané (incidence IA je zde
10 % resp. 20 %). U ostatnich skupin

pacientd, kde je incidence IA nizka (ne-

mocni s lymfomy, mnohocetnym mye-

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

[18]. Druhym faktorem ovliviiujicim

PPV a specificitu Platelia Aspergillus

testu, je kritérium, které oznadi paci-

enta jako pozitivniho (jednordzova vs
opakovand/konsekutivni pozitivita
vzorku). Maertens et al vyuzil test

k prospektivnimu sledovéni nemoc-

nych s vysokym rizikem invazivni as-

pergilézy a prokazal, Ze jak pfi pouzi-

ti cut-offindexu pozitivity 1,0, tak 0,5

specificita testu vyznamné nardsta,

pokud je nemocny oznacen za sku-
te¢né pozitivniho az pfi pozitivité

2 vzorka jdoucich za sebou (85,4 % vs

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

Kone¢né nejvyznamnéjsim faktorem

ovlivriujicim PPV testu je pFitomnost

falesnych pozitivit. | pfes pouzivani
konsekutivni pozitivity, je az 20 % po-
zitivnich vysledkd falesné pozitivnich

[18]. PFicin fale$nych pozitivit Platelia

Aspergillus testu je celd fada a mo-

hou byt rozdéleny do 3 skupin:

a) kontaminace vzorku pfi odbéru
nebo zpracovani,

b) pranik antigenu (pravého nebo
zkfizené reagujiciho) pFes posko-
zenou nebo nezralou sliznici zazi-
vaciho traktu,

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

Nejvyznamnéjsi pticiny falesné po-
zitivity ukazuje tab. 2. Odliseni falesné
pozitivity od pozitivity skute¢né je
¢asto nesnadné. Kontaminaci vzorku
nam pomdze identifikovat jednak re-
test pozitivniho vzorku a jednak jiz vyse
zminény pozadavek na nutnost mini-
malné 2 pozitivnich vzorkd pro ozna-
¢eni nemocného jako skute¢né pozi-
tivniho. V ostatnich pfipadech je nutnd
jednak znalost moznych p¥icin falesné
pozitivity lékafem, ktery provadf inter-
pretaci vysledkd, ale predevsim pfi-
tomnost jinych zndmek invazivni as-
pergilézy (klinicky stav, zobrazovaci
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Tab. 2. Pfi¢iny falesné pozitivity Platelia Aspergillus testu.

Falesna pozitivita

Mechanismus

1. Kontaminace vzorku pfi odbéru nebo zpracovani vzorku

¢ kontaminace vzdusnymi sporami
Aspergillus sp. a Penicillium sp.

* kontaminace vatou (nap¥. pfi
desinfekci mista odbéru)

detekce GM z kontaminujicich
vldken aspergilti a penicilif

vy

zkfizena rekce
s glukopyranozovymi zbytky

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

* pfedcasné narozené déti,
novorozenci

* mukozitida, stfevni GvHD

3. Reakce s antigeny v cirkulaci
* infekce Penicillium sp.

* penicilinova ATB (piperacilin/
tazobaktam, ampicillin, amoxicilin/
klavulanat od nékterych vyrobcti)

4. Ostatni - zmifiované, ale neovérené pfil

¢ cyklofosfamid

* bakteriemie

* paraproteinemie

e transfuzni pfipravky a krevni derivaty

pranik antigent z Bifidobacterium sp.
pfes nezralou mukdzu a zkfizena
reaktivita polysacharid@ buné¢né
stény bifidobakterii s EB-A2

pranik GM ze stravy pres
poskozenou mukdzu

zkfizena reakce

s polysacharidem penicilii
reakce s GM kontaminujicim
semisyntetickd penicilinovd ATB

Ve

iny

Poznamky Reference
sporadické pozitivity; [57]
k odlidenf slouZi retest vzorku
v laboratofi a vy3etieni [58]
opakovaného odbéru
[59]
GM obsaZen v celé fadé potravin [60,61]
(téstoviny, ryze, kyselé zeli a dalsr);
vétsinou soucasné s postizenim
GIT nutny alespon ¢astecné
zachovany peroralnf pfijem stravy
[32]
klinicky nej¢astéjsi a nejvyznam- [18,62,63]
néjsi pricina falednych pozitivit
[32]
[32]
[64]
[65]

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

metody) a nebo alespon pfitomnost
rizika pro jeji vznik (napt. nemocny
po alogenni transplantaci krvetvorné
tkané). Klinicky nejvyznamnéjsi p¥iciny
moznych faleSnych pozitivit testu jsou
pozitivita p¥i podavani penicilinovych
antibiotik (piperacilin/tazobaktam,
ampicilin, nékteré amoxiciliny/klavula-
naty) a pozitivita pti postizeni zaziva-
ctho trakeu [18].

Detekce GM pomoci testu Platelia
Aspergillus prindsi nékolik klinicky
velmi dulezitych vyhod.

GM muze byt pti pravidelné prova-
déném monitoringu zachycen v séru
nemocnych s invazivni aspergilézou
ve velmi ¢asném stadiu infekce, ¢asto
pfed rozvojem symptom( nebo po-
dezelych radiologickych abnormalit.
V praci Maertense et al predchazela
pozitivita GM v séru u 55 % nemoc-
nych rozvoj febrilii, a to s medidnem
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3,5 dne, u 80 % pacient(i abnormali-
tu na RTG a nebo CT plic s media-
nem 8, resp. 6 dn(. Pravdépodobné
nejdilezitéjsim faktem viak zdstavd,
Ze pozitivita GM predchdzela u témér
90 % pacient s medidnem 6 dn( za-
hdjeni Gcinné antimykotické lécby.
Pravidelné provadéné vysetiovani GM
u nemocnych s vysokym rizikem |A tedy
umozni o fadu dnf zkratit interval do
stanoveni diagndzy a do zahdjeni po-
davani G¢inného antimykotika a tak
vyrazné zlepsit prognézu téchto pa-
cientd [11,12].

Dalsi velkou vyhodou GM je moz-
nost diferencialni diagnostiky abnor-
malit na HRCT plic. Obraz invazivni
aspergilézy na HRCT, prestoze jsou
popisované nékteré charakteristické
znambky (halo sign, air crescent sign),
mUze byt velmi variabilni a p¥i negati-
vité konven¢nich mikrobiologickych

metod (kultivace, mikroskopie ze sputa
nebo tekutiny z bronchoalveoldrni la-
vaze) je zjisténi mykotické etiologie
procesu velmi obtizné, ne-li nemozné
[33]. Je-li v3ak abnormalita na HR
CT doplnéna soucasnou pozitivitou
GM ze séra, pak jsou jiz splnéna kri-
téria pravdépodobné invazivni asper-
gilézy dle EORTC/MSG (European
Organisation for Research and Trea-
ment of Cancer/Mycosis Study Group),
a mohou tak byt ihned podana anti-
mykotika s ti¢inkem na kmeny asper-
gilt [30,34]. Konecné, na rozdil od
HRCT, mize GM detekovany v séru
(resp. vvoj indexu pozitivity) slouzit jako
marker lé¢ebné odpovédi a nebo na-
opak selhavdni zvolené antimykotické
|é¢by [30]. PFi efektivni antimykotické
[é¢bé hodnota IP v priibéhu [écby klesa,
a naopak pti jejim selhavani hodnota
IP intenzivné nardsta, a dojde-li k vice
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nez dvojnasobnému nérGstu IP po
1 tydnu antimykotické 1é¢by, je s vice
nez 90% jistotou zvoleny lécebny po-
stup neucinny [35].

Prestoze je Platelia Aspergillus test
urcen primarné k vySetfovanf séra, lze
pomoci néj detekovat GM i v jinych
télesnych tekutindch, eventudlné v tkd-
nich [36]. ProtoZe invazivni aspergi-
|6za je ve vétsiné pripadd inhala¢ni
infekci a primarné jsou postizeny plice,
neni prekvapent, Ze nejcastéji vySetfo-
vanym materidlem jinym nez sérum je
tekutina ziskand bronchoalveoldrni
lavazi (BAL). Detekce GM z tekutiny
ziskané BAL je spojena se senzitivitou
pohybujici se od 60-100 %. Senzitivita
je opét vyssi, jestlize je pouzit jako
cut-off dnes doporucovany IP = 0,5,
pricemz specificita testu z(istavd stdle
vysokd (94 %) [37]. Vyhodou detekce
GM z tekutiny ziskané BAL je prede-
v8im vyznamné vyssi senzitivita a cas-
néjsi pozitivita ve srovndni s konvenc-
nimi mikrobiologickymi metodami
pouzivanymi k detekei IA z materidlu
ziskaného BAL (kultivace, mikrosko-
pie). Jsou popsany ptipady, kdy pozi-
tivita GM z tekutiny ziskané BAL
predchézela pozitivitu GM v séru. Tyto
nalezy odpovidaji patogenezi plicni
formy invazivni aspergilézy. V bézné
klinické praxi, kdy vétsinou provadime
BAL v pfipadé ndlezu plicnich infiltratd
na zobrazovacich metoddch, je ¢asovy
rozdil mezi pozitivnim zdchytem GM
z krve a z BAL vétsinou minimalnf.

Daldim materidlem, ve kterém je
¢asto GM detekovan, je mozkomi3nf
mok. Postizen{ centrdlniho nervového
systému je vétSinou souddsti disemi-
nace plicni formy IA, spiSe vyjimecné
jde o izolované postiZeni. Detekce GM
z mozkomi$niho moku u nemocnych
s postizenim CNS je spojena, na roz-
dil od velmi ¢asto negativni kultivace,
s velmi vysokou senzitivitou pohybujicf
se mezi 80-100 % [38,39]. Pozitivita
GM z mozkomi$niho moku (samotna
nebo spolu s pozitivitou GM v séru)
je tak vedle klinického a pripadné i ra-
diologického nalezu jediny mikrobio-
logicky marker, ktery muize vést k dia-
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Tab. 3. Detekce galaktomannanu - Platelia Aspergillus — souhrn.

Indikace

* pravidelny monitoring minimdlné 2-3krat za tyden indikovdn o pacienttl
s nejvy33im rizikem IA (alogenni HSCT, GvHD, neutropenie pti [écbé AML)
* u ostatnich hematologickych nemocnych indikovan odbér pfi febriliich
nereagujicich na antibiotika nebo rozvoji plicnich infiltrata

Interpretace

* jako pozitivn( je se oznacuje vzorek s IP > 0,5
* jako pozitivni se oznac¢uje nemocny s minimalné s dvéma vzorky s IP > 0,5
e kazdy prvni vzorek s IP > 0,5 by mél byt v laboratofi retestovan pro odliseni

laboratorni kontaminace

¢ kazda prvni pozitivita by méla byt ovéfena odbérem dal3iho vzorku

v co nejkrat$im ¢asovém intervalu

Vyuziti
¢asna detekce invazivni aspergilézy

rizikové body:
a) moznost falesnych pozitivit

b) falesné negativity jsou spise vzacné

diferencialni diagnostika plicnich infiltratd
monitorace |é¢ebné odpovédi na antimykotika

c) nizké (hrani¢ni) hodnoty vysledki Ize ocekavat u nemocnych s profylaxi
antimykotiky s ti¢inkem na vlaknité houby

Dalsi materialy vhodné k testovani

Yevs -

casnéj$i pozi

tekutina ziskand z BAL - diferencidlni diagnostika plicnich infiltratd, moznost
tivity ve srovndni s detekci GM v séru
mozkomidni mok - diagnostika postizeni CNS invazivni aspergilézou

IA — invazivni aspergiloza, HSCT — transplantace krvetvorné tkdné, GvHD — reakce Stépu
proti hostiteli, AML — akutni myeloidni leukemie, IP — index pozitivity, BAL — bronchoalveo-

ldrni lavdz, CNS — centrdlni nervovy systém

gnoze postizeni CNS invazivn{ asper-
gilézou [38]. Je viak nutné si uvédomit,
ze i pfi plicni formé |A (bez postizeni
CNS) muze ¢ast sérového GM proni-
kat pres hematoencefalickou bariéru
stejné tak jako muze dojit k ,,kontami-
naci“ mozkomi$niho moku GM z krve
pFi hemoragickém odbéru vzorku lik-
voru. IP pozitivity GM v mozkomi$nim
moku vSak v téchto p¥ipadech byvaji
vyrazné nizsf [30,38].

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

Mannan a antimannan -
diagnostika invazivni kandidézy
(IC)

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

pergilézy (IA) mnohem slozitéjsi.
PrestoZe riizné metodiky pro sérolo-
gickou diagnostiku IC byly testovdny
jizod 80. let minulého stoletf, jsou pub-
likované zkusenosti mnohem spora-
di¢téjsi, nez je tomu u invazivni asper-
gilézy (IA). Hlavnim problémem je
slozita interpretace vysledk(, kterd 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
pranik kvasinek riiznym stupném po-
$kozenou mukézou az k jednoznacné
infekci krevniho Fecisté a tkani [40].
V priibéhu vyvoje byla testovdna fada
markerd vyuZitelnych pro ¢asnou dia-
gnostiku IC (enoldza, heat shock pro-
teiny, arabinitol a dalsf), nicméné Sir-
$iho klinického vyuZiti dosdhly jen dva
testy (komeréné dostupné) — detekce
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Tab. 4. Nejvyznamnéjsi studie sledujici vyznam detekce mannanu, anti-
mannanu a jejich kombinace pro diagnostiku invazivni kandidézy.

Prace senzitivita
(%)
Mannan
Sendid et al (1999) [42] 40
Eloy et al (2002) [66] 43
Rimek et al (2004) [67] 67
Rimek et al (2004) [68] 73
Chen et al (2004) [69] 30
White et al (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
Prela et al (2005) [71] 89

specificita PPV NPV
(%) (%) (%)
98 85 84
100
49
97
94 72 87
52
93 78 93
92-100
84 86 88

PPV — pozitivni prediktivni hodnota, NPV — negatival prediktivai hodnota

mannanu a protildtek proti nému, tzv.
antimannanu.

Polysacharid mannan je spolu s glu-
kany hlavni komponentou bunécné
stény kvasinek. Na rozdil od glukand je
vsak vdzdn kovalentnimi vazbami na
proteiny bunécné stény a je vysoce imu-
nogenni [40]. V pribéhu invazivni kva-
sinkové infekce dochazi k uvolriovan{
mannanu do télesnych tekutin, kde
pak mize byt detekovan. Jeho biolo-
gicky polocas v krvi je viak velmi krdtky
(pohybuje se v hodinach) a pokud tedy
ma byt zachycen, je nutny frekventn(
odbér vzorkd krve [41]. Pro detekci
mannanu je vyuzivdna monoklonalni
protildtka EB-CAT, rozpoznavajici
o-oligomanosové zbytky. Inicidlné (po-
dobné jako u galaktomannanu) byla
tato protildtka pouZita v latexové aglu-
tinaci (Pastorex Candida). Ovéem de-
tekéni limit této soupravy je opét re-
lativné nizky (1,5 ng/ml) a senzitivita
testu tak nedostate¢nd. V soucasné
dobé se mannan detekuje pomocf
senzitivnéj$i ELISA metodiky (Platelia
Candida Ag) s limitem 0,1-0,5 ng/ml
a za pozitivn( je povazovan vzorek s kon-
centraci mannanu vétsi nez 0,5 ng/ml.
Izolovanad detekce tohoto antigenu
pro diagnézu invazivni kandidézy je
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viak i pfes pouziti ELISA metodiky li-
mitovdna nizkou senzitivitou, kterd 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 provddény dosta-
te¢né ¢asto, nemusi byt mannan viibec
zachycen. P¥ikladem m(ize byt prace
Sendida et al, kde byl mannan ve sku-
piné nemocnych s IC, u kterych bylo
k dispozici nékolik odbért, zachycen
ve 40 % pfipadd. Ale pokud byl od
pacient( k dispozici pouze jeden vzo-
rek krve, byla senzitivita testu pouze
11 % [42].

Druhym faktorem, ovlivriujicim sen-
zitivitu, je rozdilnd schopnost testu
rozpoznavat rtizné druhy kvasinek. Mo-
noklondlni protildtka EB-CA1 se vaze
o-oligomandzové zbytky slozené z vice
jak 4 mandz. Tyto jsou prezentovany
ve velkém poctu na povrchu Candida
albicans, Candida glabrata a Candida tro-
picalis, ale v daleko mensim mnoZstvi
na povrchu Candida parapsilosis, Candida
krusei a Candida kefyr. Z téchto davod
je senzitivita testu pro detekei IC zp(-
sobené poslednimi tfemi jmenovanymi
druhy velmi mald a pohybuje se pouze
kolem 30 % [40]. Specificita testu pro

Casna diagnostika invazivnich mykotickych infekei u hematoonkologickych nemocnych

detekci mannanu kolisa, ale ve vétsiné
praci se pohybuje nad 90 %. Prestoze
falesna pozitivita nebyva ¢asta, muze
existovat u neutropenickych nemoc-
nych s mukozitidou v déisledku préniku
antigentl kolonizujicich kvasinek pres
poskozenou bariéru zaZivaciho traktu
[43].

Podobné jako galaktomannan lze
i mannan detekovat pomoci Platelia
Candida Ag testu také v jinych téles-
nych tekutindch nez v séru. Dosavad-
ni zkuSenosti jsou viak jen omezené.
Nejvice je vyuZivdna detekce z mozko-
miSniho moku pro diagnézu kandi-
dové meningitidy, kdy je test pozitivn{
az ve 100 % pripadd [44].

Mannan je vysoce imunogenni mo-
lekulou a v organizmu vede k rychlé
tvorbé protildtek viech t¥id - tzv. anti-
mannand. Antimannan pak opét muze
byt vyuZit v diagnostice invazivni kan-
didézy. K detekci antimannanu slou-
Zi nejc¢astéji ELISA metodika. Prestoze
jsou komeréné dostupné testy pro
stanoveni protildtek jednotlivych tfid
(1gG, IgA, IgM), Vvétsi senzitivitu pfi-
nasf a tak i rozsitenéjsi je test deteku-
jici celkové protildtky proti mannanu
(Platelia Candida Ab) [45]. Vysledek
je oznacovan za pozitivni, jestlize kon-
centrace protildtek presdhne 10 AU/ml
(Arbitrary Units). Senzitivita i specifi-
cita samostatné pouzitého Platelia Can-
dida Ab pro diagnostiku invazivn{ kan-
diddézy viak v riiznych pracich zna¢né
kolisd (od 50 do 90 %) [42]. Nizka
senzitivita testu je ddna predeviim
omezenou schopnosti tvorby protild-
tek u imunokompromitovanych hema-
toonkologickych nemocnych [40].
Druhym faktorem snizujicim senziti-
vitu je opét (podobné jako u detekce
mannanu) omezend schopnost dete-
kovat infekci vyvolanou kmeny Candida
parapsilosis, Candida krusei a Candida
kefyr (test pouziva jako antigen mannan
z kmen( Candida albicans, ktery md jen
omezenou reaktivitu s protilatkami vzni-
kajicim p¥i infekci témito kmeny kva-
sinek) [40]. Hlavnim problémem je
vsak nizkd specificita testu. Velka ¢ast
nemocnych i pfes svou imunosupresi
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Tab. 5. Nejvyznamnéjsi studie sledujici vyznam detekce 1,3-f-D-glukanu (Fungitell) pro diagnostiku invazivnich

mykotickych infekci.

Prace

Koo et al (2006) [53]

Koo et al (2006) [53]

Pazos et al (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 73 88
> 80-100 68 91

> 120 88 89 70 96

> 80 93 77 52 97

> 60 70 87 84 75

> 80 64 92 89 78

> 60 100 90 43 100

PPV — pozitivni prediktivni hodnota, NPV — negatival prediktivai hodnota

reaguje na zvysenou kolonizaci kvasin-
kami (predevsim v oblasti GIT) pravé
tvorbou antimannanu, a to i ve vyso-
kém titru i bez klinickych zndmek
invazivni kandiddzy. Jednozna¢né ozna-
¢eni téchto vysledkd za strikené falesné
pozitivn{ je viak spornou otédzkou.
Vznik invazivni kandidézy je, jak vyse
zminéno, dynamicky proces a koloni-
zace nemocného kvasinkami je neza-
vislym rizikovym faktorem pro vznik in-
fekce. Je tedy spiSe otdzkou, zda od me-
tody ocekdvame c¢asnou a nebo jistou
diagnézu invazivni kvasinkové infekce
a dle toho to bude cut-off hodnoty
vysledku testu, které bude délici ¢arou
mezi dobrou senzitivitou nebo dob-
rou specificitou testu [40].

S cilem zvysit senzitivitu obou testd
publikoval v roce 1999 Sendid et al
praci, ve které vychdzi z biologického
vyskytu mannanu a antimannanu
v krvi béhem infekce a pro ¢asnou dia-
gnostiku pouzil sou¢asnou kombino-
vanou detekci téchto marker( [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 % pri stéle uspokojivé specificité
(94 %) [42]. Podobnych vysledkd
pozdéji dosahli i dal$i autofi (tab. 4).
| pres nesporné vyhody tohoto pri-
stupu se zde stale setkdvdme s jiz zmi-
fiovanymi slabymi misty obou testd:

996

a) fale$nou negativitou mannanu i anti-
mannanu pti infekci vyvolané nékte-
rymi non-albicans kmeny kvasinek,

b) fale$nou pozitivitou antimannanu
u kolonizovanych nemocnych.

Je tedy zfejmé, Ze jednoznacéné po-
staveni (byt kombinované) detekce
mannanu a antimannanu v diagnos-
tice invazivni kandidézy neni mozné
v dnedni dobé bez daldich rozsahlejsi
praci pevné stanovit.

Detekce 1,3-B-D-glukanu -

»panfungalni® diagnostika

1,3-B-D-glukan (BG) je jednim z hlav-
nich polysacharidd, ktery obsahuje bu-
nécnd sténa prakticky vsech mykotic-
kych patogend. Je specifickym antige-
nem hub a nevyskytuje se v burikdch
baktérii, vird ani burikach 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
uvolriuje jen ve fazi ristu mykotického
agens, a to navic ve velmi malém
mnozstvi [46]. BG mUze byt detekovan
v télesnych tekutindch pfi invazivni
infekci zptsobené jak kmeny kandid
a aspergild, tak také pti infekci zptso-
bené vzdcnymi patogeny, jako je Fusa-
rium sp., Acremonium sp., Trichosporon sp.,
Saccharomyces sp., ale také naptiklad
Pneumocystis jiroveci. BohuZzel vzhledem
k malému mnozstvi BG v sténé a pre-
deviim k minimalnimu uvolfiovani z nf
neni BG v télesnych tekutindch dete-
kovatelny pfi infekci vyvolané krypto-
koky a zygomycetami (Mucor sp., Rhi-

zopus sp., Rhizomucor sp.) [47-49]. K za-
chytu antigenu v télesnych tekutindch
se pouziva kolorometrického testu za-
lozeného na vlastnosti BG aktivovat
tzv. faktor G, ktery je soucdsti amé-
bocytl ziskanych z klepitkatct ostro-
repa amerického (Limulus polyphemus)
nebo ostrorepa vychodoasijského
(Tachypleus tridentatus). Faktor G se
v pfitomnosti BG aktivuje a kratka
kaskadova reakce je vizualizovand po-
moci chromogenniho substratu. Na-
sledné je méfena zména optické den-
zity v Case (kinetickd reakce) a nebo
koncova optickd denzita (endpoint
reakce) [19]. Existuje nékolik komeréné
dostupnych testl k detekci BG, které
se mirné technicky lisf, nicméné v Ev-
ropé a USA je nejroziitenéjsi Fungi-
tell™ (Cape Code). Vzhledem ke své
spanfungalité“ se Fungitell™ test jevi
jako velice zajimavy pro ¢asnou diag-
nostiku invazivnich mykéz. Na dru-
hou stranu nejsou zatim zkuSenosti
s testem takové, aby mohl byt jedno-
znaénym kritériem pro stanovenf{
diagndzy invazivni mykotické infekce
v bézné klinické praxi.

Senzitivita Fungitell™ testu kolisd
od 64 % do 100 % [50-53], a to ze-
jména v zavislosti na hodnoté cut-off,
od které je vzorek oznacen jako pozi-
tivni (tab. 5). V souc¢asné dobé se do-
porucuje jako pozitivni oznacit vzo-
rek s naméfenou hodnotou vyssi nez
80 pg/ml a naopak za negativni vzo-
rek s hodnotou pod 60 pg/ml. Pres-
toze detailnf kinetika BG pfi invazivn{
mykéze neni zndma, jsou popsdny
pfipady, kdy k vyznamnému nardstu
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BG doslo béhem 5 dnd. Z téchto di-
vodl je pro casny zachyt invazivni
mykotické infekce doporucovan od-
bér krve minimalné 2krat tydné [19].
Pravidelny monitoring vysoce riziko-
vych nemocnych ve vySe zminéném
intervalu maZe vyznamné zkratit dobu
do stanoveni diagnézy. V préci Pazo-
se et al pozitivita BG predchézela roz-
voj febrilii s medidnem 5 dnd, prvni
klinické pfiznaky mykdzy s medidnem
11 dn(, nalez na HRCT s medidnem
9 dndl a zahdjeni antimykotické 1écby
dokonce s medidnem 14 dna [52].

Uspokojivd je specificita a prede-
vSim NPV testu, které se pohybuji ko-
lem 90 %, resp. 95 % (50-53). P¥i nega-
tivnim vysledku tedy miizeme s velkou
pravdépodobnosti invazivni mykézu
(s vyjimkou zygomykdzy a kryptoko-
kové infekce) vyloudit.

Podobné jako u detekce GM
i v tomto testu se setkdvdme s velmi
kolisavou PPV (od 40 % do 90 %)
a opét je hlavni pfi¢inou moznost fa-
lesnych pozitivit [50-53]. Jako mozné
pFiciny falesné pozitivity byly popsany:
hemodialyza s celulézovou kapsli
[19], grampozitivni bakteriemie [54],
transfuzni p¥ipravky a krevni derivdty
(predevsim intravendzni globuliny, al-
bumin, koagulaénf faktory a p¥ipravky
s pouzitim filtrace p¥i vyrobé) [54],
kontaminace gazou [54] a podavéni
nékterych antibiotik (amoxicilin/kla-
vulandt, ev. imipenem, gentamicin)
[53,55]. Nutno v8ak pfipomenout, Ze
jen v nékterych z vySe uvedenych p¥i-
padu byla jednoznacné prokdzana pti-
tomnost kontaminujictho glukanu. Na-
opak nelze (vzhledem k panfungalité
a vysoké citlivosti testu) s jistotou vy-
loucit, Ze mohlo jit v Fadé p¥ipadd
o pacienty se subklinickou invazivn{
mykotickou infekci. Test je obecné
velmi nachylny na kvalitu laborator-
niho zpracovani. Vysetreni se provadi
z minimalniho mnoZstvi séra (pfi-
blizné 5 pl) a doporucuje se pouzivat
specidlni odbérové sety a laboratorn{
materidl neobsahujici glukan. Picke-
ring et al také popsal postupné na-
rGstajici pozitivitu vzorku zpUsobe-
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nou pouze opakovanym prenasenim
vzorku séra do transportnich zkuma-
vek [54]. Vsechny zminéné faktory pak
mohou relativné snadno ovlivnit vy-
sledek testu a vy3ettenf je tedy vhodné
provadét v laboratofi se zkusenostmi
s touto metodikou.

BG v diagnostice invazivnich myko-
tickych infekei p¥indsi nékolik vy-
znamnych vyhod. Podobné jako u ga-
laktomannanu i zde Ize pomoci vyvoje
hodnot BG sledovat |é¢ebnou odpo-
véd na podana antimykotika. Navic
viak tato korelace byla vedle invazivni
aspergilézy popsana i u invazivni kan-
didézy [54-56]. Daéle je nespornou
vyhodou testu jeho panfungalita.
Teoreticky by nam jediny test dokazal
zachytit jak invazivni aspergilézu,
kandidézu a fuzaridzu, tak i nékteré
dal3f vzacné invazivni mykotické in-
fekce véetné pneumocystové pneumo-
nie [19]. Na druhou stranu je nutno
opét pripomenout, Ze test nezachyti
nemocné s invazivni zygomykdzou
a kryptokokovou infekci. P pozitivité
je navic nutné provést daldi labora-
tornf (kultivace, mikroskopie, vySetreni
galaktomannanu, mannanu, ev. PCR),
RTG a klinické vySetteni s cilem maxi-
malné zpFesnit etiologii infekce a tak
maximélné zacilit antimykotickou
lécbu. Pozitivita by tedy méla byt sig-
nélem k zahdjenf cileného patrani po
invazivni mykéze. Naopak negativita
testu nam s vysokou pravdépodob-
nostf (s vyjimkou vySe zminénych pfi-
padu) systémovou mykotickou infekci
vylou¢i [19]. Konecné se zda byt velice
zajimavé pouzit detekce BG ke konfir-
maci pozitivniho vysledku Platelia As-
pergillus (tzn. galaktomannanu), a tak
wyloucit, nebo naopak potvrdit falesnou
pozitivitu galaktomannanu. V préci
Pazose et al méli pacienti s invazivni
aspergilézou pozitivitu v obou tes-
tech. Naopak pozitivita pouze BG nebo
pouze GM svéd¢ila pro falesnou po-
zitivitu jednoho z testd [ 52].

Zavér
Casna diagnostika invazivnich mykotic-
kych infekei u hematoonkologickych

Casna diagnostika invazivnich mykotickych infekci u hematoonkologickych nemocnych

nemocnych pomoci sérologickych me-
tod zaznamenala v poslednich letech
velky pokrok. Sérologickymi metodami
jsme schopni detekovat nejen inva-
zivni kandidézu a aspergildzu, ale i ce-
lou Fadu dal3ich vzadcnych invazivnich
mykéz. BohuzZel stale neni k dispozici
sérologickd metoda, kterd by umoz-
novala diagnostiku systémovych zy-
gomykdz - infekci, jejichz incidence
v poslednich letech zvlasté pak na he-
matoonkologickych pracovistich po-
stupné nardsta.

Zcela jednoznaéné misto v Casné
diagnostice invazivni aspergilézy si
vybudovala detekce galaktomannanu
pomoci Platelia Aspergillus testu.
Umozniuje zkraceni doby do stanove-
ni diagndzy, diferencialni diagnostiku
plicnich infiltratd a predevdim casné
zahdjeni Ucinné antimykotické lécby,
jejiz efekt napomahd monitorovat.
Hlavnim problémem v3ak zGstava re-
lativné velky pocet falesnych pozitivit.
Kombinace s 1,3-p-D-glukanem nebo
s PCR v3ak tyto falesné pozitivity
pravdépodobné dokaze odlisit.

Detekce mannanu a antimannanu
v diagnostice invazivni kandidézy ma
bohuzel celou fadu limitl a podobné
jako ,panfungalni diagnostika po-
mocf 1,3-B-D-glukanu bude pro urceni
jednoznacného mista v klinické praxi
vyzadovat vétsiho poctu velkych pros-
pektivnich studif.

Prace byla podporena IGA MZ CR
NR8452-3/2005.
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