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Souhrn: Vjichodiska a cile: Pro prognézu nemocnych s invazivni aspergilézou (IA) md zdsadni vyznam vcasné stanovena diagnéza.
V poslednich nékolika letech ziskala na vyznamu v ¢asné diagnostice IA detekce galaktomananu ELISA metodikou. Cilem této prace
je analyza vyuZitelnosti této metody v bézné klinické praxi hematoonkologického oddéleni. Pacienti a metody: V obdobi od kvétna
roku 2003 do Fijna roku 2006 byl u nemocnych v riziku IA provddén odbér krve pro detekci galaktomananu (GM) v séru ELISA
metodikou. Vy3etfeni nemocni byli nasledné na zékladé vysledk konvenc¢nich diagnostickych metod a sekénich nalezd klasifiko-
vani dle pravdépodobnosti pfitomnosti IA. Vysledky: Celkem bylo vySetfeno na pfitomnost GM 11 360 vzorkd séra od 911 dospé-
lych pacientd. IA (pravdépodobna/prokazand) byla diagnostikovana u 42 (4,6 %) z nich. Souhrnné byla senzitivita, specificita,
pozitivni a negativni prediktivni hodnota detekce galaktomananu pro diagnostiku |A na nasem pracovisti 95,2 %, 90,0 %, 31,5 %
a 99,7 %. Jako hlavni p¥i¢iny omezené pozitivni prediktivni hodnoty testu byly identifikovany jednak velké procento falesnych po-
zitivit testu (predevdim zplsobené soucasnym podavanim nékterych penicilinovych antibiotik nebo infuzniho roztoku Plasma-Lyte)
a jednak fakt, Ze velké procento nami vySetfovanych nemocnych spada do skupiny pacientii s hematologickou malignitou, u nichz
je prevalence IA velmi nizka. Zdvér: Detekce GM v séru je spojena s vysokou senzitivitou a excelentni negativni prediktivni hodno-
tou v diagnostice IA u hematoonkologickych nemocnych. Pro jesté vy3si vytéznost testu je nezbytnd znalost a eliminace moznych
pticin faleSnych pozitivit, stejné tak jako zacileni screeningu na nemocné nejvice ohrozené touto infekci.
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malignity

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

Summary: Premises and objectives: Timely diagnosis is of critical importance for the prognosis of invasive aspergilosis (I1A) patients.
Over recent years, |A detection of galactomannan using the ELISA method has assumed growing importance. The objective of the
study was to analyse the usability of the method in current clinical practice of a hemato-oncological ward. Patients and methods: From
May 2003 to October 2006, blood samples were taken from patients at IA risk to detect galactomannan (GM) in serum using the
ELISA method. The patients who underwent the tests were classified by the probability of IA presence on the basis of the results of
conventional diagnostic methods and section findings. Results: A total of 11,360 serum samples from 911 adult patients were tes-
ted for GM presence. IA (probable/proven) was diagnosed in 42 (4.6 %) of them. The rates of sensitivity, specificity, positive and
negative predictive value of galactomannan detection for IA diagnosis in our ward were, respectively, 95.2 %, 90.0 %, 31.5 % and
99.7 %. The principal causes of the limited positive predictive value of the test were the high percentage of false-positive test results
(mainly caused by concomitant administration of some penicillin antibiotics or Plasma-Lyte infusion solution), as well as the fact
that a large percentage of patients we examined fell within the group of patients with hematological malignity with a very low preva-
lence of IA. Conclusion: GM detection in serum is associated with high sensitivity and excellent negative predictive value in IA dia-
gnosis in hemato-oncological patients. Knowledge and elimination of possible causes of false-positive results as well as focusing the
screening on patients at greatest risk of infection are necessary for an even better exploitation of the test.
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Uvod
Invazivni aspergiléza (1A) je v soucasné

dobé nejcastéjsi invazivni mykézou
u hematoonkologickych nemocnych,

a to predeviim u pacientl podstupuji-
cich intenzivni chemoterapii pro akutn{
leukemii nebo alogennf transplantaci
krvetvorné tkané (HSCT - hematopoie-

tic stem cell transplantation) [1-4].
| pFes to, Ze jsou v soucasné dobé k dis-
pozici novd, velmi G¢inna systémova
antimykotika, zdstdvd mortalita |A
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u hematoonkologickych pacientd vel-
mi vysokd a presahuje 50 % [5]. Jed-
nim z hlavnich faktord ovliviiujicich
mortalitu nemocnych s |A je v¢asnost
zahdjeni Gc¢inné antimykotické 1é¢by,
kterd vSak vyzaduje v¢asné stanovenf
diagnézy [6]. BohuZel pravé ¢asné sta-
noveni presné diagndzy je u |A velice
komplikované. Klinické ptiznaky in-
fekce jsou nespecifické, konvenéni mik-
robiologické metody malo senzitivni
a dévaji opozdény vysledek. Kone¢né
histologicky priikaz hyf ve steriln{ tkdni
vyzaduje biopsii, ktera je viak ¢asto
u kritickych nemocnych s trombocy-
topenii a koagulopatii neproveditelna.
PfestoZze md pro ¢asnou diagnostiku
IA velky vyznam pravidelné provadé-
né vysoce rozlisovaci CT plic (HRCT -
High Resolution CT), ma toto vysetfen{
své limity. Obraz ,halo sign®, ktery je
velice ¢asto popisovan u neutropenic-
kych nemocnych s IA, nenf specificky
pouze pro IA [7], je pozorovatelny
jen kratkodobé, ale predevsim pravi-
delné a rutinni provadéni HRCT nenf
na viech pracovistich schiidné. Obtiz-
nost ¢asné diagnostiky IA vedla k roz-
voji tzv. nekultiva¢nich diagnostic-
kych metod vyuzivajicich detekci my-
kotickych antigen(i (galaktomanan,
1,3 B-D glukan) a nebo fungalnich nu-
kleovych kyselin (r&izné varianty PCR)
[8,9].

S detekei 1,3 B-D glukanu v dia-
gnostice A je dosud jen relativné malo
zkusenosti a r(izné varianty PCR (vzhle-
dem k heterogenité pouzivanych me-
tod) nemohou byt dosud v zddném p¥i-
padé poutity jako kritérium IA[10]. Na-
opak jednoznacné zdsadniho vyznamu
pro ¢asnou diagnostiku IA doznala sé-
rologickd metoda vyuZivajici detekci
antigenu specifického pro bunéc¢nou
sténu Aspergillus sp. - galaktomananu
(GM) - a to pomoci komer¢né do-
stupného testu Platelia® Aspergillus
(Bio-Rad, Francie), se kterou jsou rov-
néz nejrozsahlejsi zkusenosti. Jedna se
o sandwichovou ELISu (Enzyme Lin-
ked Immunosorbent Assay), kterd vy-
uziva vazby krysich monoklonalnich
protilatek EB-A2 s B-1,5-galaktofura-
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nosylovymi konci galaktomananu.
V poslednich nékolika letech cela ¥a-
da praci prokazala jeji velmi dobrou
senzitivitu, negativni prediktivni hod-
notu a schopnost zkrétit dobu do sta-
noveni diagnézy |IA i o fadu dni ve
srovnani s konvenénimi diagnostic-
kymi metodami [ 11-14]. Z druhé strany
viak existuje Fada faktorti, které mo-
hou vyuZitelnost metody ovlivnit: cut-
-off indexu pozitivity (hodnota indexu
pozitivity, od kterého je vzorek ozna-
¢en jako pozitivn(), frekvence odbér,
izolovana nebo konsekutivni pozitivita
jako pozadavek pro oznadeni nemoc-
ného za GM pozitivni, moznost fales-
nych pozitivit testu a dal3i [15].

Cilem nasi préce je retrospektivni
analyza vyuZitelnosti detekce galakto-
mananu v séru pomoci Platelia®Asper-
gillus testu pro ¢asnou diagnostiku in-
vazivni aspergilézy, a to po 3,5letém
extenzivnim pouzivani metody v bézné
klinické praxi na hematoonkologic-
kém oddélent.

Pacienti a metody
Sledovana populace a design
V obdobi kvétna roku 2003 do zaF
roku 2006 byla u viech dospélych Ié-
¢enych na nasem pracovisti predevsim
z diivodil hematologické malignity pfi
soucasném riziku rozvoje IA provadén
rutinni monitoring detekce GM v krvi.
Odbéry krve pro zachyt GM byly u pa-
cientl podstupujicich indukéni a re-
indukénf 1écbu akutni leukemie anebo
alogennf transplantaci krvetvorné
tkdné provadény pravidelné 2-3krat
tydné, ev. ¢astéji, a to od zacdtku che-
moterapie do propusténi. U ostatnich
nemocnych byl monitoring zahdjen
v pripadé vzniku klinické pravdépo-
dobnosti nebo rizika invazivni myko-
tické infekce (nejcastéji v pripadé fe-
brilni neutropenie nereagujici na 5denni
podavani Sirokospektrych antibiotik
anebo v pfipadé rozvoje abnormalit
na HRCT nebo konveénim RTG snimku
plic) a provadén opét 2-3krat tydné
po dobu trvani rizika.

Nemocn{ byli obvykle hospitalizo-
vani na standardnim t¥ildzkovém po-

koji s centralnf ipravou vzduchu, oviem
kromé pacientl podstupujicich alo-
genni transplantaci krvetvorné tkané,
kteti byli ve vétsiné p¥ipadi umisténi
na jednolGzkovém pokoji s tpravou
vzduchu pomoci HEPA filtru az do
doby ptihojeni $tépu (absolutni po-
et neutrofilnich granulocytti > 1,0 x
x 10%/). Po dobu neutropenie, respek-
tive u pacientl po alogennf transplan-
taci krvetvorné tkané také po dobu
intenzivni imunosuprese pro reakti-
vaci Stépu proti hostiteli (Graft Ver-
sus Host Disease - GvHD) byla podé-
vadna antimykotickd profylaxe fluko-
nazolem v davce 400 mg/den.

Béhem hospitalizace byli pacienti
sledovani z hlediska rozvoje ptiznakd
invazivni mykotické infekce. Denné bylo
provadéno klinické vysetren( Iékarem.
Konveéni snimek srdce a plic byl indi-
kovdn vstupné a ndsledné v priibéhu
febrilni neutropenie minimalné 1krat
tydné, ev. ¢astéji. V tydennim intervalu
byla provddéna surveillance bakterio-
logického a mykologického osidlenf
v modi, stéru z rekta a dutiny Udstn.
Odbér hemokultur a kultiva¢ni a mi-
kroskopické vysetieni ostatnich klinic-
kych material( (predevsim sputum)
bylo provadéno v ptipadé rozvoje fe-
brilii, respektive klinickych pfiznakd
infekce.

V pripadé zvysené pravdépodobnosti
vzniku invazivni mykotické infekce (fe-
brilni neutropenie nereagujici na 5 dnti
antibiotické 1écby, rozvoj plicnich in-
filtratd na konvenénim RTG snimku
plic, pozitivni kultivace s priikazem
vlaknité houby z materidlu z dychacich
cest) nastoupila série vySetfeni s ci-
lem maximdlniho mozného prikazu
vyvolavajiciho agens. Bylo provedeno
HRCT plic a v pfipadé pozitivity pak
bronchoalveoldrni lavaz (lavazni te-
kutina byla vySetfovdna kultiva¢né,
cytologicky, imunofluorescen¢né pro
prakaz Pneumocystis jiroveci a moleku-
larné biologicky pro prikaz virovych
patogent, mykoplazmat, chlamydif
a Pneumocystis jirovecr).

Empiricka antibiotickd |é¢ba febrilnf
neutropenie zahrnovala monoterapii
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cefepimem, piperacilin/tazobaktamem,
vyjime¢né meropenemem. V p¥padé
klinické indikace byl do kombinace
pfidan vankomycin nebo aminoglyko-
sid. Pro empirickou antimykotickou
lécbu byl v absolutnf vétsiné pripadd
zvolen konvenéni amfotericin B, wyji-
mecné kaspofungin nebo vorikonazol.

V ptipadé tmrti nemocného byla
v maximdlné mozné mife a p¥i sou-
hlasu rodiny provedena patologicko
anatomicka pitva. Ve sledovanych le-
tech byla sekce provedena priimérné
u 56 % nemocnych zemftelych na na-
Sem pracovisti.

Retrospektivné byla analyzovéna
zdravotnickd dokumentace vySetfova-
nych pacient( s cilem urcit pravdépo-
dobnost invazivni aspergilézy a zjistit
moznou jinou pficinu pozitivity GM
v séru.

Detekce galaktomananu
Srazliva krev odebrana nemocnym byla
ihned (pti provedeni odbéru v pra-
covni dobu) nebo nejpozdéji nasle-
dujici den rdno (byl-li odbér proveden
v nocnich hodinach) transportovéna
na mikrobiologické oddélenf ke zpra-
covani. Do odeslani byla srazliva krev
na hematoonkologickém pracovisti
uchovavana na vy¢lenéném misté p¥i
pokojové teploté. Na mikrobiologic-
kém oddéleni bylo po centrifugaci
vzorku (3 min/3 000 otacek) oddéleno
sérum a preneseno po 300 pl do 2 ste-
rilnich Ependorfovych zkumavek. V pi-
padé, Ze se material nevySetfoval ten-
tyz den, byly zkumavky zmraZeny na
-20 °C, a takto uchovavany do oka-
mziku zpracovani (maximalné 72 hod).
Galaktomanan byl detekovdn po-
moci komer¢ni soupravy Platelia® As-
pergillus (BioRad, France). Vzorky
byly v laboratofi zpracovany podle
doporuceni vyrobce tohoto setu.
Vysledek testu byl vyddvan jako bez-
rozmérny index pozitivity (IP), ktery
odpovidd poméru naméfené optické
denzity (OD) vzorku a OD kontrolniho
séra o koncentraci 1 ng GM/ml. Jako
pozitivn{ byly oznaceny séra s I[P > 0,5.
Pro oznaceni nemocného za ,galak-
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tomanan pozitivniho“ bylo zvoleno
kritérium IP > 0,5 ve 2 po sobé jdou-
cich (konsekutivnich) vzorcich. Pro vy-
louceni laboratorni kontaminace byl
vzdy prvni pozitivni vzorek u kazdého
pacienta retestovan. PFi pozitivité re-
testu byl vyzddan a nasledné otestovédn
dalsi vzorek séra od nemocného.

Definice pravdépodobnosti
invazivni aspergilézy

Jako pacienti s prokazanou IA byli oz-
nacdeni nemocni s pozitivnim histolo-
gickym/kultivacnim priikazem Asper-
gillus sp. ze sterilniho mista nebo ze
sekce. Nemocnym byla zavérem sta-
novena klinickd diagnéza - vysoce
pravdépodobna IA a na zakladé této
diagndzy byli také tak léceni; byli za-
hrnuti do skupiny pravdépodobné IA
(nejcastéji kombinace rizikovych fak-
tor(, febrilif nereagujicich na antibio-
tika a vysoce pravdépodobného nalezu
na zobrazovacich metodach - nejcas-
téji HRCT). Ostatni nemocni byli
oznaceni jako pacienti s moznou |A
(vétsinou pacienti s rizikovymi faktory
a febriliemi nereagujicimi na antibio-
tika, ale se zcela nespecifickym ndle-
zem na zobrazovacich metodéch)
a nebo bez |A (jedinci zcela asympto-
maticti bez nédlezu na zobrazovacich
metodach, ktefi nebyli lé¢eni antimy-
kotiky ani empiricky).

Vzhledem k charakteru analyzy,
kterd zcela vychdzi z kazdodenni redlné
praxe na hematoonkologickém oddé-
leni, nebyla poutzita pro klasifikaci ne-
mocnych EORTC/MSG kritéria. Tato
kritéria maji v rutinni praxi jen ome-
zené poutZiti a vétdina nemocnych by
pti jejich aplikaci byla v analyze ozna-
¢ena za pacienty s maximdlné moznou
invazivni mykotickou infekei [16,17].

Statisticka analyza

Statistické zpracovani bylo provedeno
na drovni pacienta (per pacient ana-
lysis). Pacienti s prokdzanou a prav-
dépodobnou IA byli oznaceni jako
skute¢né pozitivni. Ostatni nemocni
pak jako skute¢né negativni. Senziti-
vita, specificita, pozitivni a negativni
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Tab. 1. Zakladni onemocnéni
a typ protinddorové lé¢by GM
pozitivnich pacientt.

Pocet GM pozitivnich pacientd 127

Zakladni diagnéza

Akutnf{ leukemie 43
Non Hodgkinsky lymfom 30
Mnohocetny myelom 22
Chronicka lymfatickd leukemie 12
Myelodysplasticky syndrom 5
Hodgkinsky lymfom 5
Vlasatobunééna leukemie 2
Ostatni 8
Protinddorova lé¢ba

Alogenni HSCT 11
Autologni HSCT 29
Lécba akutni leukemie 31
Ostatni 43
Bez lécby 13

prediktivni hodnota byly vypocitdny
pomoci 2 x 2 tabulky.

Vysledky

Souhrnna analyza

Od kvétna roku 2003 do Fijna roku
2006 bylo celkem odebrano a na pfi-
tomnost GM vysetfeno 11 360 vzor-
kil séra od 911 dospélych nemocnych
lé¢enych na nasem pracovisti (pru-
mér 12,5 vzork(i/pacienta).

|A byla diagnostikovana u 42 (4,6 %)
pacientl z naseho souboru - z toho
prokdzand |A u 7 (17 %) pacientd
a pravdépodobnd 1A u 35 (83 %)
nemocnych.

Z celkového poctu vysetrenych vzorka
sér byl index pozitivity vy33i nez 0,5 na-
méFen u 890 (7,8 %) z nich.

Kritéria pro oznacenf za GM pozi-
tivn{ (IP > 0,5 v miniméalné 2 konseku-
tivnich vzorcich) splnilo 127 (13,9 %)
nemocnych.

Zékladni onemocnéni a typ proti-
nadorové lééby GM pozitivnich pa-
cientd ukazuje tab. 1.

Souhrnné byla senzitivita, specificita,
pozitivn{ a negativni prediktivni hod-
nota detekce GM pro diagnostiku IA
na nasem pracovisti 95,2 %, 90,0 %,
31,5% a 99,7 % (tab. 2).
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falesna
pozitivita
testu
68,5 %

spravna
pozitivita

testu
31,5%

penicilinova

ATB 39 %

ostatni 9 %

PLASMA-LYTE

52 %

Tab. 2. Souhrnnd analyza
pfinosnosti detekce GM pomoci
Platelia® Aspergillus testu.

2*IP>0,5
senzitivita 95,2 %
specificita 90,0 %
PPV 31,5%
NPV 99,7 %

Graf 1. Rozdéleni GM pozitivnich pacientdl dle spravnosti pozitivity
Platelia® Aspergillus testu a procentudlni zastoupeni jednotlivych pFicin

fale$nych pozitivit.

Detekce GM pomoci Platelia® As-
pergillus testu diky vynikajici senzitivité
umoznila zachytit 40 ze 42 p¥ipadl
pravdépodobné/prokdzané invazivni
aspergilové infekce, ke kterym doslo
ve sledovaném obdobi. U obou GM
negativnich nemocnych s IA byl vysle-
dek GM testu sice také pozitivni, ale
pouze v 1 vzorku séra, a tak nebyla
splnéna kritéria pro oznacenf pacientt
za GM pozitivni.

782 pacient(i ze 784 oznacenych tes-
tem za GM negativni nemélo invazivn{
aspergilovou infekci a tedy diky exce-
lentni NPV dokazal Platelia® Asper-
gillus test s vysokou pravdépodob-
nosti A vyloudit.

Urcitym limitem metody viak byla
jeji nizka pozitivn{ prediktivni hodnota.
Tato skute¢nost md nékolik hlavnich

pFicin - jednak velké procento fales-
nych pozitivit testu a rovnéz fakt, ze
velké procento nami vySetfovanych ne-
mocnych spada do skupiny pacientd
s velmi nizkou prevalenci IA.

Falesné porzitivity Platelia®
Aspergillus testu

Z celkového poctu 127 GM pozitivnich
pacientll byla pravdépodobnda nebo
prokdzana IA dle vyse popsanych kri-
térii stanovena u 40 z nich (31,5 %).
V 68,5 % ptipadd (87 pacient() byla
pozitivita testu faleSnd i presto, Ze
pro oznaceni nemocného za GM pozi-
tivniho byla vyzadovédna konsekutivn{
pozitivita.

39 % (n = 34) pripadu falesné pozi-
tivity bylo zplsobeno podavanim pe-
nicilinovych antibiotik. Testovanim

jednotlivych penicilinovych antibiotik
byly jako pticina identifikovdany né-
které SarZe piperacilinu/tazobaktamu,
ampicilinu a kone¢né amoxicilin/kla-
vulandtu (a to pouze od nékterych vy-
robcl), tab. 3. Fale$né pozitivity pfi
detekci GM u hematoonkologickych
nemocnych kumulovaly v obdobich,
kdy zminéna antibiotika, respektive je-
jich nekontrolované 3arze, byly na na-
$em pracovisti poddvény (do poloviny
roku 2004), graf 2. Od druhé poloviny
roku 2004 byl z pouzivani vyloucen
ampicilin. GM pozitivni amoxicilin/
klavulanat byl nahrazen GM negativ-
nim preparatem od jiného vyrobce.
Konecné viechny Sarze piperacilin/ta-
zobaktamu jsou od té doby pred dis-
tribuci testovany pomoci Platelia® As-
pergillus testu a poufZity jsou vylu¢né
Sarze GM negativni, tzn. takové, které
nejlépe v koncentrované podobé a nebo
alespori v nafedéni na koncentraci od-
povidajici dosazené koncentraci anti-
biotika v séru maji IP < 0,5. Tato opa-
tienf (s vyjimkou kratkého obdobi v roce
2005, kdy nebyly k dispozici GM ne-
gativni $arze piperacilin/tazobaktamu)
vedla k eliminaci falesnych pozitivit Pla-

Tab. 3. Testovan{ ptitomnosti GM (pozitivity Platelia® Aspergillus testu) v jednotlivych Sarzich penicilinovych
antibiotik v koncentrované podobé a po naredéni na plazmatickou koncentraci.

Pocet koncentrované ATB nafedéné
testovanych ATB na plazmatickou koncentraci
sarzi ATB Pocet Sarzi Pocet Sarzi
Pramérny IP GM pozitivni Primérny IP  GM pozitivni
(IP>0,5) (IP>0,5)
piperacillin/tazobaktam (Tazocin®) 20 2,38 (0,02-8,35) 12 (60 %) 0,29 (0,03-1,3) 3(15%)
amoxicillin/klavulanat (Augmentin®) 1 5,41 (4,24-6,97) 11 (100 %) 0,4 (0,08-2,03) 4 (36 %)
amoxicillin/klavulanat (Amoksiklav®) 10 0,15 (0,03-0,85) 1(10 %) 0,08 (0,03-0,18) 0
ampicillin (Ampicillin Pliva®) 3 4,85 (0,2-7,45) 2 (66 %) 0,87 (0,08-1,82) 2 (66 %)
ampicillin/sulbaktam (Unasyn®) 8 0,09 (0,07-0,12) 0 0,08 (0,07-0,09) 0
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Tab. 4. Pozitivni prediktivni hodnota (PPV) Platelia®
Aspergillus testu u jednotlivych skupin hematoonko-
logickych nemocnych s odliSnou prevalenci IA.

Protinddorova lé¢ba

Cely soubor

Alogenni HSCT

Indukce akutni leukemie

Konzolidace akutni leukemie

Ostatni protinadorova lécba (BEACOPP,
CHOP, VAD, FC, CODOX/IVAC, ostatn)
Autologni HSCT

PPV (n=30).

31,5% Nélez na HRCT

73 % Air crescent

46 % Halo

33 % Intersticidlni proces

29 % Konsolidace
Makronoduly > 1 cm

14 % Mikronoduly <1 cm

Tab. 5. Charakter postiZzeni u nemocnych
s pravdépodobnou/prokazanou IA u kterych bylo
provedeno HRCT a byli oznaceni za GM pozitivni

n %

2 6,7 %

1 3,3%

2 6,7 %
14 46,7 %

6 20,0 %

5 16,7 %

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

52 % (n = 45) pripadt falesnych
pozitivit bylo zplisobeno podavanim
infuzniho roztoku Plasma-Lyte a je-
jich vyskyt a pocet koreloval se zvy3u-
jici se spotfebou tohoto infuzniho
roztoku na nasem pracovisti (graf 2).

U 9 % (n = 8) pfipadt falesné pozi-
tivity Platelia® Aspergillus testu nelze
pFic¢inu presné identifikovat. U 2 pa-
cientd z této skupiny |ze zvazovat jako
pFic¢inu tézkou mukozitidu s nésled-
nym prichodem antigenu ze zaZiva-
ctho traktu, u ostatnich nemocnych je
viak falesnd pozitivita testu zcela
nevysvétlena.

Testovani nemocnych

s nizkou prevalenci IA

Pouze 33 % GM pozitivnich nemoc-
nych z naseho souboru spadalo do
skupiny s vysokym vyskytem |A (alo-
genni HSCT a lécba akutni leukemie).
Ostatni GM pozitivni pacienti tedy
patf{ do skupiny s nizkou prevalencf |A.
Tento fakt je také jednou z pFicin nizké
PPV Platelia® Aspergillus testu. Jestlize
PPV testu v celém souboru nemoc-
nych byla 31,5 %, u nejvice rizikovych
pacientl byla vyrazné vyssi (alogenni
HSCT - 73 %, indukce akutni leukemie
46 %), a naopak u nejméné rizikovych
nemocnych jesté nizsi (autologni HSCT
- 14 %, ostatni lé¢ba 29 %), tab. 4.

Detekce galaktomananu

a vztah k HRCT

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

Vniti Lék 2008; 54(1): 45-52

Prvni pozitivita GM predchdazela po-
zitivitu na HRCT priimérné o 2 dny
(minimum -20 dni; maximum +14 dnf)
a velice ¢asto pravé pozitivita GM byla
u rizikovych nemocnych indikaci k pro-
vedeni HRCT.

Vedle schopnosti GM predchézet
pozitivitu na HRCT méla v nasem sou-
boru pozitivita GM v séru zdsadni vy-
znam pro diferencidlni diagnostiku ab-
normalit identifikovanych 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 pacientd (90 %) byl
nélez na HRCT nespecificky, a pravé
soucasnd pozitivita GM v séru umoz-
nila oznadit tyto nalezy za abnorma-

lity vyvolané invazivni aspergilovou
infekef (tab. 5).

Diskuse

Spravna a dasna diagnostika inva-
zivni aspergildzy, nejc¢astéjsi invazivni
mykézy hematoonkologickych ne-
mocnych soucasné doby, je velice ob-
tiznd. Konvenéni diagnostika je mélo
senzitivni a dava opozdény vysledek.
Neziidka je diagnéza stanovena az
post mortem [18].

V poslednich letech doslo ke 2 z4-
sadnim pokrokdm v diagnostice této
Zivot ohrozujici infekce - rutinnimu
pouzivani HRCT a zavedeni detekce
antigenu bunécéné stény aspergilti (ga-
laktomananu) pomoci Platelia® As-
pergillus testu.

0.
2.Q 3.Q 4Q 1.Q
2003 2003 2003 2004 2004 2004 2004 2005 2005 2005 2005 2006 2006 2006

pocet falednych pozitivit / spotfeba PLASMA-LYTE (stovky litr()

2.Q 3.Q 4.Q

1.Q 2.Q 3.Q 4Q 1.Q 2.Q 3.Q

O — kvartdl

Graf 2. Pocet a ¢asovani vyskytu faleSnych pozitivit Platelia® Aspergillus

testu dle jednotlivych p¥icin.
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V literatufe existuje nékolik pracf
poukazujicich na velmi dobrou senzi-
tivitu a ¢asnost pozitivity galaktoma-
nanu (GM) v séru ve skupiné hema-
toonkologickych nemocnych, je-li po-
uzivan jako cut-off indexu pozitivity
(IP) 0,5 a odbéry krve jsou provadény
2-3krét tydné [14,19].

Cilem nami predklddané prace bylo
zhodnoceni vyuzitelnosti detekce GM
v séru pro diagndézu invazivni aspergi-
|6zy v bézné rutinni praxi na hema-
toonkologickém oddéleni. Velikostf
souboru s vice jak 11 000 odbéry od
900 nemocnymi je tato prace podle
nasich znalosti nejvétsi dosud publi-
kovanou na toto téma.

Pri hodnocent vysledkd jsme vychd-
zeli z klinickych kritérif pravdépodob-
nosti invazivni aspergildzy, a nikoliv z ve-
lice ¢asto pouzivanych EORTC/MSG
kritérii [16], kterd jsou doporucova-
na jako referencni pro klinické studie.
BohuZel v3ak vétsinou neodpovidaji
bézné rutinni praxi. Ve stanoveni dia-
gndzy prokdzané IA se EORTC/MSG
a nami pouzitd klinicka kritéria nelisi,
rozdilné vak bylo hodnoceni pravdé-
podobné IA. Pacienti oznaceni v na-
Sem souboru za nemocné s pravdé-
podobnou IA nemuseli vzdy splfiovat
kritéria EORTC/MSG. Tento pfistup
k hodnoceni, prestoze mize byt urci-
tym limitem nasi analyzy, viak daleko
vice odpovida bézné klinické praxi.

Vysledek nasi studie prokazal vyso-
kou senzitivitu testu pro diagnostiku
IA u hematoonkologickych nemocnych
a zachytil 40 ze 42 pf¥ipadt IA (senzi-
tivita 95 %). U jednoho z GM negativ-
nich nemocnych z naseho souboru
vznikla IA pti profylaktickém podava-
ni vorikonazolu - u pacientd lé¢enych
antimykotiky s efektem na kmeny as-
pergilii mohou byt vzhledem k nizsi
mykotické ndlozi hodnoty GM v séru
hrani¢ni [19]. Predpokladdme, ze pravé
tento jev byl pfi¢inou pouze jednord-
zové a nikoliv jiz opakované pozitivity
GM v séru u naseho pacienta, ktery
tak musel byt oznacen za GM nega-
tivniho (diky zvolenému kritériu 2 po-
zitivnich konsekutivnich vzorkd séra).
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Dal3im velkym p¥inosem testu, ktery
vyplynul z nasdi analyzy, je jeho velmi
vysokd negativni prediktivni hodnota.
S pravdépodobnosti 99,7 % dokazal
pfi negativité test vyloudit pritomnosti
IA. V klinické praxi je pravé schopnost
s vysokou pravdépodobnosti vyloucit
|A u rizikovych skupin nemocnych velmi
pfinosnd a umoznuje zacilit dia-
gnostické a |écebné postupy dalSimi
sméry.

Nase analyza také prokdzala velky vy-
znam kombinace detekce GM a véasné
provedeného HRCT plic u nemocnych
v riziku IA. Pozitivita GM v séru sice
v priméru predchdzela pozitivitu
HRCT plic o 2 dny a byla ve vétsiné pfi-
padd signdlem k provedeni HRCT, na
druhou stranu u 9 nemocnych (30 %)
naopak abnormalita na HRCT pred-
chazela pozitivitu GM v séru. Kombi-
nace obou metod tedy umozni rozsi-
fit pocet pacientl, u kterych bude
diagnéza |A stanovena ¢asné.

Jednou z nejdilezitéjsich vyhod kom-
binace obou dvou zminénych metod
je v8ak moznost pomoci GM odlisit
etiologii infiltratd na HRCT plic. V na-
$em souboru pouze 10 % pacient(
mélo na HRCT obraz , specificky” pro
IA. Ve viech ostatnich p¥ipadech to
byla pravé pozitivita GM v séru, kterd
etiologii nespecifickych plicnich nalezl
odlidila, respektive umoznila stanovit
diagndzu IA (tab. 5).

Slabym mistem detekce GM v séru
je podle nasich zkusenosti velmi nizka
pozitivni prediktivni hodnota (PPV) -
tedy pravdépodobnost, Ze pozitivni
vysledek testu bude odpovidat pfi-
tomnosti invazivni aspergilézy. PFi
PPV 31,5 % tedy témér 70 % pozitivit
Platelia® Aspergillus testu nebylo zp(i-
sobeno IA.

PPV kazdého testu zavisi na preva-
lenci hodnoceného onemocnéni ve
sledované populaci [20]. A praveé vy-
soké zastoupenf( pacientd s nizkym ri-
zikem 1A v nasem souboru (2/3 GM
pozitivnich pacientli predstavovali
nemocni s nizkou pravdépodobnosti
IA) je jednim z dlleZitych faktord,

ktery vedl k tak nizké PPV. Zacileni
pravidelného screeningu GM pouze na
nemocné s nejvyssim rizikem IA (alo-
genni HSCT, indukéni a reindukéni
lécba AML) pak jednoznaéné zvysi
pFinosnost testu, respektive zvysi jeho

PPV. PPV testu ve skupiné 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 fale3né pozitivnich
vysledkd.

Izolované falesné pozitivity testu
(zplsobené predeviim kontaminaci
vzorku aspergilovymi, ev. penicilinovymi
vldkny pt#i odbéru nebo zpracovani
vzorku) Ize eliminovat opakovanim od-
béru a vyzadovdnim konsekutivni po-
zitivity pro to, aby byl nemocny ozna-
¢en jako GM pozitivni. Velky problém
predstavuji opakované falesné poziti-
vity, které |ze u rizikovych nemocnych
¢asto jen velmi obtizné odlisit od po-
zitivit skutec¢nych.

Podobné jako je popisovano v lite-
ratufe, i v naSem souboru bylo jed-
nou z hlavnich pF¥icin podavani nékte-
rych penicilinovych antibiotik. 39 %
viech fale$nych pozitivit testu v nasem
souboru bylo zplisobeno podavanim
téchto antibiotik. Penicilinova antibio-
tika (piperacilin/tazobaktam, amoxi-
cilin/klavulanat a ampicilin) jsou vy-
rabéna semisynteticky s pomocf Peni-
cillium sp. GM ze stén penicilii ndsledné
kontaminuje vlastni vyrobek a vede
k falesné pozitivité Platelia® Aspergil-
lus testu p¥i vySetfovdni séra nemoc-
nych lécenych zminénymi preparaty
[8]. MnoZstvi kontaminujictho GM je
v jednotlivych Sarzich antibiotik riizné.
Proto fe$enim, které vedlo k eliminaci
falesnych pozitivit zplisobenych po-
davanim penicilinovych antibiotik na
nasem pracovisti, bylo:

a) ukonceni podavani ampicilinu;

b) ndhrada amoxicilin/klavulandtu
za GM negativni pfipravek od jiného
vyrobce;

c) pravidelné méreni mnozstvi GM ve
viech novych Sarzich piperacilin/ta-
zobaktamu urcenych pro nase pra-
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covisté a pouziti pouze 3arzi ,GM
negativnich® (IP < 0,5), nejlépe jiz
v koncentrované podobé antibio-
tika, ev. pokud nenf jind volba, ale-
spori po nafedéni na obvyklou plaz-
matickou koncentraci léku (tab. 3
a graf 2).

Nové byl identifikovan jako zdroj
falesné pozitivity Platelia® Aspergillus
testu infuzni roztok Plasma-Lyte (Bax-
ter, USA) [21-23]. Tento infuzni roz-
tok obsahuje kalcium glukonat, ktery
je vyrabén fermentaci na kmenech as-
pergilti, a GM pak opét kontaminuje
finalni vyrobek. Index pozitivity pfi
testovani jednotlivych Sarzi pfipravku
v Platelia® Aspergillus testu je obvykle
vysoky [22]. Spotteba infuzniho roz-
toku Plasma-Lyte na nasem pracovisti
od konce roku 2004 velmi prudce
stoupala a s navysujici se spotfebou
nasledné koreloval i prudky vzestup
poctu fale$nych pozitivit pfi detekci
GM v séru u nemocnych hydratova-
nych timto roztokem. 68,5 % pfipadi
viech fale$nych pozitivit v nasem sou-
boru bylo zplsobeno podavanim vyse
zminéného roztoku. Fale3né pozitivity
p¥i detekci GM v séru zplisobené po-
dévénim roztoku Plasma-Lyte Ize velice
snadno eliminovat vylou¢enim pouzi-
vani Plasma-Lyte k hydrataci u hema-
toonkologickych nemocnych s pred-
pokladem vySetfovani GM v séru.

Pokud bychom wyloucili z analyzy
falesné pozitivity p¥i detekci GM zp(-
sobené poddvanim penicilinovych
antibiotik a roztoku Plasma-Lyte (ne-
bot obé p¥iciny jsou pomoci vyse zmi-
nénych opatfeni eliminovatelné), po-
¢et GM fale3né pozitivnich pacient(
by klesl z 87 na 8 a pozitivni predik-
tivni hodnota testu (PPV) by stoupla
z31,5% na 83,3 %.

Zavér

Vysledky nasi prdce predstavuji nej-
vétsi dosud publikovanou analyzu
sledujici vyznam detekce GM u hema-
toonkologickych nemocnych pomocf
sandwichové ELISy (Platelia® Asper-
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gillus, Bio-Rad, Francie) v diagnosti-
ce invazivni aspergilové infekce. Pro-
kdzali jsme jeji excelentni senzitivitu
a negativni prediktivni hodnotu stejné
tak jako velky vyznam jeji kombinace
s HRCT plic. V bézné klinické praxi je
viak nutno myslet na moznost falesné
pozitivnich vysledk( a tak omezenou
pozitivni prediktivni hodnotu testu.
Znalost a eliminace dvou hlavnich

pricin téchto falesnych pozitivit - po-
davani nékterych penicilinovych anti-
biotik a aplikace infuzniho roztoku
Plasma-Lyte - v8ak umozZriuje tyto fa-
leSné pozitivity testu vyznamnou mé-
rou minimalizovat.

Podékovani
Price byla podpofena IGA MZ CR
NR8452-3/2005 a VZ MSM6198959223.
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