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1 UvoD

Invazivni plicni aspergiléza (IPA) u non-neutropenickych pacientl jednotek intenzivni
péce (JIP) je vice nez pouhd vyjimka [1-5]. Nejcastéji je diagnostika IPA zaloZena na kritériich
EORTC / MSG (Definitions of Invasive Fungal Disease from the European Organization for
Research and Treatment of Cancer / Invasive Fungal Infections Cooperative Group and the
National Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group) [6]. U pacientu
JIP s chronickou obstrukéni plicni nemoci (CHOPN) nebo dekompenzovanym onemocnénim
jater, ktefi nejevi zndmky imunodeficience, mlZe mit v€as neodhalena IPA za nésledek na-
rast mortality [7]. IPA non-neutropenickych pacientl se liSi od IPA neutropenickych pacientt
jak z hlediska epidemiologie, klinickych projev(, vysledkd, tak i progndzy a obecné neni pfilis
podrobné popsana [8]. U non-neutropenickych pacientd ma vysetfeni hrudni pocitacovou
tomografii (Computed Tomography, CT) relativné nizkou citlivost (5 % az 24 % odhalenych
pripadl IPA) a bronchoskopie je u non-neutropenickych pacientd s IPA nespecificka a nalezy
jsou Casto podobné s ndlezy pfi jinych infekénich onemocnénich (nodulace, ulcerace, pseu-
domembrany, plaky, nekrézy apod.) [9, 10]. Invazivni postupy, nezbytné k ziskani vzork( pro
histologické vySetfeni a prikaz invaze rodem Aspergillus, jsou provadény pouze u ¢asti paci-
entl a mnohdy nevedou k prikazu invaze [11]. Mezi klasické metody mykologického vyset-
feni patfi mikroskopie a kultivacni prikaz druhu Aspergillus fumigatus z klinického vzorku.
Nativni klinické vzorky lze po maceraci tkané 20% roztokem KOH vySetfovat jako preparaty
obarvené béznymi mikrobiologickymi postupy (Giemsa-Romanowski, Gram-Weigert) pomoci
optického mikroskopu nebo preparaty obarvené fluorochromy pomoci fluorescenéniho nebo

konfokdlniho mikroskopu (viz obrazek 1). Nevyhodou mikroskopickych metod je nizkd senzi-



tivita [12]. Kultivace klinického materialu umozni jednoznac¢nou identifikaci druhu a stanove-
ni citlivosti k antimykotikim. Kultivacni vySetfeni ma velmi nizkou senzitivitu (< 50 %) ale
v pfipadé pozitivniho nalezu vysokou specificitu (az 92 %) [13]. VySe uvedené metody maji
jen omezenou schopnost rozlisit mezi kolonizaci epitelii rodem Aspergillus a transepitelovou
invazi u IPA pacientl pfi pozitivnim nalezu aspergil v respira¢nim traktu. Proto jsou hledany
nové pfristupy, které by zvysSily spolehlivost ¢asné diagndzy IPA a umoznily ¢asnou iniciaci
antifungalni terapie [8].

A. fumigatus je vSudypritomna saprofytickd vzdusna houba, kterd je celosvétové odpo-
védna za vice nez milidén Umrti rocné. Az 90 % vsech pfipadu invazivni aspergildzy (IA) je zpuU-
sobeno A. fumigatus [14]. Dominantni soucasti nejsvrchnéjsi vrstvy bunécné stény celého
rodu Aspergillus je galaktomanan (GM). GM je termostabilni lipopolysacharid o velikosti 25-
75 kDa, ktery se sklddd z mananu a imunogennich galaktofuranozylovych retézct (viz obra-
zek 2). Béhem rustu mikromycety je GM uvolfiovan do okoli. V zdvislosti na velikosti myko-
tické naloze a na imunitnim stavu hostitele je GM prokazatelny nejen lokdlné ale napfiklad i
v krevnim obéhu [15].

Hloubéji, pod povrchovou vrstvou GM, se nachazi vrstva glukan(. Dominantni sloZzkou je
polymer (1,3)-8-D-glukan (BG), ktery je uvolfiovan do okoli v pribéhu pocatecnich fazi ristu
houby (viz obrazek 2). JelikoZ BG uvolfiuje i mnoho dalSich mikromycet hovofime o ném jako
o tzv. panfungalnim antigenu a jeho pfitomnost v séru pacienta tedy signalizuje blize neur-
¢enou mykotickou infekci [16, 17]. V pozdéjsich fazich IPA mizZeme v séru detekovat narlst
GM- a BG-specifickych protilatek [18]. Snaha o zpfesnéni diagnostiky IPA vedla k hledani no-
vych biomarker(, mezi néz patfii siderofory.

Siderofory jsou molekuly s nizkou molekulovou hmotnosti, produkované riznymi skupi-

nami bakterii a hub, jejichZz funkci je chelatovat Zelezo. Nedavny vyzkum ukazal, Ze siderofory
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predstavuji dllezité faktory mikrobidlni virulence a jsou spojeny s procesem ziskdvanim Zivin
pro mikrobidlni rist [19]. Po vazbé Zeleza na siderofor vznika ferrisiderofor, ktery je u hub
vychytdvan specifickymi receptory s transmembrdnovou transportni funkci, ozna¢ovanymi
SIT, coz umozni houbé pfijem Zeleza z okoli [20]. Srovnani genomu hub ukazalo, ze geny koé-
dujici transportéry sideroford jsou pritomny u vsech druh( hub. Mikromycety, které nepro-
dukuji siderofor, pouzivaji SIT pro pfijem sideroford produkovanych jinymi mikroorganismy.
Pouziti siderofort v diagnostice mikrobidlni infekce je omezeno na houby a bakterie. Bakte-
rie (stejné jako savci) vSak na rozdil od hub nemaji transportéry typu SIT [21], ale vyuZivaji
strukturalné odlisSné druhy sideroforovych transportérli, napfiklad transportéry ABC [22].
Rozdily mezi houbami, bakteriemi a savci v struktute sideroford i jejich transportérd umoz-
nuji zavedeni nové diagnostické strategie ke zlepSeni diagnostiky invazivnich infekcnich
onemocnéni.

Pokud budeme schopni tyto specifické znaky aplikovat v praxi, dosahneme velmi vyso-
kych pozitivnich prediktivnich a negativnich prediktivnich hodnot testu, ¢imZz se pozvedne
diagnostika IPA na novou vylepSenou Uroven.

Obrazek 1: Mikroskopie a kultivace z bronchoalveolarni lavaze

A: Mikroskopie Giemsa-Romanowski — vlakna A. fumigatus (zvétSeno 1000x); B: Mikroskopie
narostlé kultury A. fumigatus, detail konidioforl (zvétSeno 400x); C: Kultivace A. fumigatus

na Sabouraudové agaru pfi teploté 37 °C za 3 dny
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Obrazek 2: SloZeni bunécné stény A. fumigatus - upraveno podle schématu bunééné stény

hub Bennet et al. 2006 [23]

Mimobunéény prostor
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2  MOZNOSTI CASNE DIAGNOSTIKY IPA V SOUCASNE LABORATORNI PRAXI

Vyznam vysetreni sérového GM a BG byl dobfe dokumentovan pro véasnou diagnostiku
IA u pacient( s neutropenii [24, 25]. Avsak vyznamné méné studii se zaméruje na vhodnost
téchto testl u pacientd, ktefi neutropenii netrpi [11, 26]. Nepfimé diagnostické testy zalo-
Zené na neinvazivnich vySetfenich jsou stale ve vyvoji a nemohou zatim poskytnout rychlé a
presvédcivé vysledky potvrzujici nebo vyluCujici diagndzu IA ve vétsiné situaci [8]. Z tohoto
dlvodu je v predloZzené praci testovana i diagnostika IPA s vyuZitim detekce A. fumigatus
specifickych IgA a 1gG (IgAG). Prace s témito biomarkery se vyskytuji v literatufe velmi zfidka

a jsou pouzivany spiSe ve skupinach pacientl s chronickou plicni aspergildzou [27, 28]. Dale
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je v této praci prezentovdna nova cesta diagnostiky IPA vyuzivajici zastupce vySe uvedenych

siderofor( triacetylfusarininu C (TAFC) z A. fumigatus.

2.1 Vyznam galaktomananu v diagnostice invazivni aspergildzy non-neutropenickych

pacientt

Test GM prokazuje vysokou citlivost a specificitu pfi analyze bronchoalveolarni lavaze
(BAL) pro stanoveni diagnézy IA [29]. PfestoZe vzorek ziskany pomoci BAL je bezpecny, dobre
tolerovany postup, musi byt bezpecné proveden zkusenym odbornikem a neni vidy natolik
komfortni, aby bylo dosazeno idedlnich podminek pro dostatec¢nou vytéznost vzorku. Navic
provedeni tohoto vysetreni v bézné klinické praxi neni vidy mozné z ddvodu rlznych kon-
traindikaci, napf. nestability cervikdlni patefe, nereagujici hypoxie, nestabilni anginy pecto-
ris, krvacivé diatézy a maligni srdec¢ni arytmie [30]. Proto je vhodné tento priikaz doplnit
vhodnym biomarkerem ze séra, zvlasté v pripadech, kdy GM test provedeny z BAL neposky-

tuje dostatec¢nou citlivost a specificitu pro diagnostiku IA [29].

2.2 Vyznam (1,3)-g-D-glukanu v diagnostice invazivni aspergilézy non-neutropenickych

pacienti

BG mUZe byt detekovan v pripadé invaze do lidské tkané vétsiny zastupc klinicky vy-
znamnych rodd mikromycetl (Aspergillus spp., Candida spp., Trichosporon spp., Fusarium
spp., Acremonium spp., Pneumocystis jirovecii apod.). Vyjimkou jsou druhy rodu Crypto-
coccus a zastupci oddéleni Zygomycota, v jejich pfipadé se BG uvoliuje v prakticky nede-
tekovatelném mnozstvi. Senzitivita a specificita testu je 64-100 %, resp. 45-92 % v zavislosti

na typu vysetfované populace pacientld [16]. V diagnostice invazivnich fungalnich infekci



13

neutropenickych pacientl byl vyhodnocen pfinos vyuziti detekce BG v senzitivité (63 %),
specificité (96 %), pozitivni prediktivni hodnoté (PPH = 79 %) a negativni prediktivni hodnoté
(NPH =91 %) a pozitivni vysledek pfedchdzel priikazu infekce klasickymi mikrobiologickymi a
radiologickymi metodami [31]. Neddvné metaanalyzy potvrdily pfinos detekce BG na Siroké
skupiné pacientl pfi suspektni invazivni kandiddze, invazivni aspergiléze a infekcich zpUso-
benych Pneumocystis jirovecii [32, 33]. Pfinosem se zda byt relativné vysokd NPH tohoto
testu (73-100 %), avSak PPH se v rGznych studiich ukazala byt daleko nizsi (37-89 %). Falesné
pozitivni vysledky testl byly popsany pfi kontaktu se zdravotnickymi prostfedky obsahujicimi
D-glukany nebo celuldzu (gaza, celulézovd membrana pfi hemodialyze, podavani nékterych
antibiotik, resp. krevnich derivatd)[16]. ZvySené koncentrace BG v séru byly také pozorovany
v nékterych ptipadech bakteriémii, zvlasté v pripadé Pseudomonas aeruginosa [34]. Relativ-
né nizka PPH je limitujicim faktorem testu, nicméné se zde otevira mozinost kombinace
s ostatnimi diagnostickymi metodami (GM, IgAG) v rGznych diagnostickych strategiich pouzi-

tych pravé v této studii.

2.3 Vyznam specifickych IgA a IgG proti A. fumigatus v diagnostice invazivni aspergilozy v

séru non-neutropenickych pacientt

Detekce IgAG specificky reagujicich s antigeny A. fumigatus byla do studie zahrnuta s
cilem otestovat a zhodnotit dalSi mozny biomarker, ktery by bylo mozno stanovovat ze séra
pacientl. Detekované protilatky by vsak mohly zahrnovat také ty, které byly vyvolany jinymi
druhy rodu Aspergillus vzhledem ke zktizené vnitrorodové reaktivité povrchovych antigen(
[35]. Detekce specifickych imunoglobulini v ¢asném stadium IPA muze byt komplikovdna

sekundarni imunodeficienci, kterd se vyskytuje u mnoha pacientll s uvedenou infekci, coz
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vede k zpoZzdénému nastupu protilatkové odpovédi [36, 37]. Zda se vsak, Ze test mlze byt

mnohdy uzite¢ny pro samotné potvrzeni IPA [28, 37].

2.4 Vyznam specifickych mikrobialnich sideroforii v diagnostice invazivni aspergilézy

Zavedeni detekce siderofor( v klinickych vzorcich pacientl zahrnuje vétsi spektrum
vyhod neZ pfi vyuZiti ostatnich metod pfimé i nepfimé detekce invazivni mykotické infekce,
véetné neinvazivity, rychlosti, citlivosti a potencidlu pro standardizaci pfi peclivé kvantifikaci
metody méreni [38]. Metody na bdzi metabolitd naopak neumoziuji stanoveni mista infekce
a vyzaduji pfipravu a extrakci vzorku. Vysokoucinna kapalinové chromatograficka separace
vzorku ndsledovand hmotnostné spektrometrickou analyzou s elektrosprejovou ionizaci a
iontovou cyklotronovou rezonanci analyzovanou pomoci Fourierovy transformace (HPLC /
ESI-FTICR) je ndkladnd, ale zatim jedind dostupnd metoda aplikovatelnd pro vyvoj nové dia-
gnostické soupravy. Ndkladnou HPLC / ESI-FTICR metodu by v rutinni praxi mohla v budouc-
nu nahradit standardni metoda zaloZzend na ionizaci laserem za pritomnosti matrice
v kombinaci s detektorem doby letu (MALDI-TOF), metoda v soucasnosti rutinné pouzivand
pro laserovou desorpcni ribozomalni typizaci mikrobl. Pred zhruba 12 lety tato technologie
prekonala své détské nemoci a prekazky, a nyni pfedstavuje spoleény nastroj hmotnostni
spektrometrie (MS) v mnoha oddélenich klinické mikrobiologie [39]. Jako metodicky mezi-
¢lanek pro prlkaz specifickych sideroforl A. fumigatus, nejéastéjSiho plvodce invazivni
aspergildzy v rutinni diagnostické praxi, by se dala na pfechodnou dobu vyuZit nékterd z en-
zymatickych imunoeseji (EIA, ELISA).

Siderofor TAFC specificky pro A. fumigatus muize naptiklad v kombinaci s experimen-
talnim PET poskytnout citlivéjsi a ¢asnéjsi diagnosticky pfistup. Pfedbézné vysledky naznacu-

ji, Ze siderofory predstavuji skute¢né Zivotaschopny ndastroj rozliSovani kolonizace a invaze
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[40]. Zastaveni syntézy sideroforu mikromycetou tak muize odrazet prechod od invazivity do
stavu kolonizace a naopak. Zavedeni TAFC do klinické diagnostické praxe nyni predstavuje
novou nadéji pro ¢asnou diagnostiku IPA [41]. V roce 2018 tym rakouskych autord popsal
vyuzitelnost TAFC v klinické studii IPA u hematoonkologickych pacient v neutropenii, kdy
TAFC byl detekovan metodou kapilarni elektroforézy (CE), elektrosprejové ionizace (ESI) a
MS [42]. Na rozdil od rakouské studie je soubor pacientll analyzovanych v této dizertacni
praci rozmanitéjsi a zahrnuje nejen pacienty v neutropenii, ale také kriticky nemocné non-

neutropenické pacienty.

2.5 Moznosti ostatnich laboratornich testi v diagnostice invazivni plicni aspergilozy

Dalsi metodou, kterd umoznuje ¢asnou diagnostiku IPA je amplifikace genetického ma-
teridlu materidlu aspergilt pfimo z klinickych vzorkd, kterd maze béhem nékolika hodin za-
chytit sekvence 18S rDNA, 28S rDNA, 5.8 rDNA a mitochondrialni DNA [43]. Nicméné tato
metoda je opét zavisla na kvalité a misté odbéru biologického materidlu vzhledem k fokusu
infekce a pfi odbéru tak nardzime na zna¢nou miru invazivity postupu. Metoda polymerdzo-
vé retézové reakce (PCR) k prikazu IPA jesté neni standardizovana [44, 45] a proto chybi
napf. ve spektru kritérii EORTC / MSG z roku 2008 [6]. Ackoliv data publikovanych studii jsou
mnohdy zajimava, neni uzite€nost PCR naptiklad u pacientl v neutropenii dosud jasna a
hodnoty senzitivity a specificity ze séra a plazmy nejsou pfilis pfesvédcivé [46-49]. Uvedend
metoda by neméla byt ovlivnéna ani imunitnim stavem pacientd, ani pfitomnosti jinych
houbovych nebo bakteridlnich patogent. Kombinace prikazu infekce zplisobené druhy rodu
Aspergillus PCR v kombinaci s vySe popsanym priakazem houbovych biomarker( v séru jako

je GM resp. BG, nebo GM v BAL zvysuje diagnostickou citlivost [50]. To bylo zohlednéno i v
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revidované definici invazivni mykotické infekce EORTC / MSG. ZkuSenosti s pacienty v ne-
utropenii jsou ale nedostatecné [51].

Dalsi moznosti pro ¢asnéjsi diagnostiku IPA je metoda detekce glykoproteinového anti-
genu vséru nebo BAL pacientll, ,Lateral Flow Device” — imunochromatograficky test
s postrannim pratokem (LFD) [52]. Nedavna multicentrickd studie hodnotici metodu LFD v
BAL u 133 pacientl z JIP vykazovala senzitivitu, specificitu, PPV a NPV pro pravdépodobnou
IA 80 %, 81 %, 96 % a 44 % [53]. Nicméng, i pres takto slibné vysledky, je zapotfebi dalSich a
vétsich studii pfed dosazenim bezpecnych zavérl o pfinosu LDF pro diagnostiku IPA. Také je
potfeba dodat, Ze LFD neni kvantitativni metodou, coZz m(zZe byt do jisté miry velky problém
pfi monitorovani efektivity terapie neutropenickych pacientd.

Mnohé z dalSich metod jsou zatim ve fazi vyvoje. Naptiklad rlzné technologie detekce
tékavych organickych sloucenin v dechu pacientl infikovanych IPA se senzitivitou v rozmezi
od 94 % do 100 % a specificitou 83 % az 93 % [54, 55]. Dalsi testy detekujici gliotoxin a bis
methylthio-gliotoxin byly pro diagnostiku IPA zatim testovany jen experimentalné [56, 57].
Navic je stdle tfeba objasnit jejich Glohu u neutropenickych a non-neutropenickych pacientt
a je zapotrebi klinickych studii s vétSim poctem pacient(.

Diagnostika IA, resp. IPA z(stava velmi narocnd, protoze zadny z dostupnych diagnos-
tickych testl neposkytuje dostatecnou senzitivitu a specificitu, takze optimalni pfistup zavisi
na soucasném provedeni nékolika diagnostickych testd v rliznych strategiich, véetné kultiva-
ci, detekci ¢asnych biomarker( a molekularnich nastrojl [50]. Pravé proto se tato studie ubi-
rd smérem ke tvorbé optimalni strategie diagnostickych testli pro IPA, stanovovanych
z klinicky nejsnaze standardné odebiratelného vzorku, jakym je u non-neutropenickych paci-
entl sérum pacienta. Dale otevird budouci moZnosti v podobé vyuziti specifickych siderofor(

typu TAFC, nadéjného biomarkeru pro diagnostiku infekci zplsobenych pro A. fumigatus,
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detekovatelného v pacientové moci nadéjného biomarkeru, ktery lze detekovat z pacientovy

moci, kterou Ize rovnéz velmi snadno ziskat [42].
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CiLE PRACE

Hlavni cile dizertacni prace
1. Zhodnotit soucasné moznosti vyuziti detekce fungalnich biomarkerd pouzivanych pfi
Casné diagnostice invazivni plicni aspergilézy zplsobené druhem A. fumigatus, v séru

u non-neutropenickych pacientd,

2. nalézt nejvhodnéjsi kombinaci a strategii rutinné pouzivanych metod méreni koncen-
trace GM, BG a specifickych IgAG proti A. fumigatus, s cilem zvysit specificitu, senziti-

vitu, PPH a NPH v diagnostice IPA

3. testovat mozZnost vyuZiti zcela nového pristupu detekce specifického sideroforu TAFC

metodou HPLC / ESI-FTICR v moci u neutropenickych i non-neutropenickych pacientd.

K dosazeni hlavnich cilG prace byl zvolen nasledujici postup:

1. Byl nashromaZdén statisticky vyznamny soubor vzork( sér pacientll s potvrzenou a
pravdépodobnou IPA, ze kterych byly stanoveny koncentrace fungalnich antigen(
GM, BG a IgAG specifickych pro A. fumigatus pomoci enzymatické imunoanalyzy
(EIA). V této casti studie, kde byly hodnoceny GM, BG a IgAG a jejich kombinace
v diagnostice IPA byla pouZita diagnosticka kritéria , A Clinical Algorithm to Diagnose

Invasive Pulmonary Aspergillosis in Critically Ill Patients” (AspICU) [58, 59]

2. Vramci studovaného souboru sér pacientl byly vyhodnoceny jednotlivé diagnostické
kombinace testli pomoci statistickych nastroja a jednotlivé diagnostické strategie by-
ly vyhodnoceny a nasledné porovndavany vzhledem k typovym skupindm pacientt (ce-

lek, JIP, resp. ostatni nemocni¢ni oddéleni).
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3. Prospektivni testovani moci na pritomnost TAFC bylo provedeno metodou HPLC / ESI-
FTICR a nasledné vyhodnoceno vzhledem k jednotlivym typim non-neutropenickych
a neutropenickych pacientl. Pri hodnoceni souboru suspektnich pacientd s IPA
vySetfovanych na pfitomnost TAFC v moci byla pouZita diagnosticka kritéria AspICU i
kritéria.  EORTC / MSG 1z dlvodu pfitomnosti dvou neutropenickych

hematoonkologickych pacient(i vtomto souboru.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Navrh studie

Pro stanoveni koncentrace fungalnich antigend (GM, BG) jako ¢asnych houbovych bi-
omarker( ze vzork(l séra byl zvolen retrospektivni typ studie, stejné jako v ptipadé stanoveni
koncentrace specifickych IgAG proti A. fumigatus. Pro detekci TAFC A. fumigatus ve vzorcich
moce byl zvolen prospektivni typ klinické studie, schvdleny etickou komisi Zdravotniho Usta-

vu se sidlem v Ostravé pod ¢. j. EK2/2018.

4.1.1 Detekce galaktomananu, (1,3)-B-D-glukanu, specifickych IgA a IgG A. fumigatus

Retrospektivni multicentricka studie byla provedena v obdobi od ledna 2015 do kvétna
2017 na oddéleni bakteriologie a mykologie, Centra klinickych laboratofi, Zdravotniho tstavu
se sidlem v Ostravé ve spolupraci s Lékarskou fakultou Univerzity Palackého v Olomouci,
Ustavem anesteziologie a intenzivni péce Fakultni nemocnice Ostrava, Plicnim oddélenim
SdruZzeného lékarského zafizeni Krnov a Oddélenim parazitologie, mykologie a mykobakte-
riologie Praha Zdravotniho Ustavu se sidlem v Usti nad Labem (viz obrazek 3). Do studie byli
zahrnuti pacienti (starsi 18 let) s nové vznikajicimi respiracnimi obtizemi (napf. produktivnim
kaslem nebo hemoptyzou) a pacienti s akutni exacerbaci CHOPN, intersticidlni plicni nemoci
(IPN) nebo astmatem s nalezem stinli na rentgenovych nebo pocitacové tomografickych (CT)
snimcich plic (opacita mlécného skla, vicecetné nodularni Utvary nebo znameni ,halo“, resp.
,pulmésice”). Pacienti s chronickou nekrotizujici plicni aspergilézou, aspergilomy nebo ne-

utropenii nebyli do studie zatazeni.
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Obrazek 3: Zdravotnickd pracovisté (JIP + ostatni nemocni¢ni oddéleni) participujici na
této studii. Tato zdravotnickd zafizeni se podilela na primarnim odbéru vsSech vzorki

suspektnich pacientl na invazivni plicni aspergildzu zafazenych do této studie.

P e

O Oblast zachytu IPA

Pro rozpoznani IPA byl v nasi studii pouzit nasledujici klinicky algoritmus pro diagnos-
tiku této mykdzy u kriticky nemocnych pacientl AspICU [58, 59]:
Diagnosticka kritéria pro potvrzenou IPA:
1. mikroskopické vySetieni s ndlezem septovanych hyf a pozitivni vysledek kultivace na

Aspergillus sp. z tkariové biopsie nebo vzorku pitvy nebo

2. pozitivni kultivace vzorku primarné sterilniho materidlu ziskaného aseptickym inva-

zivnim zpUsobem.
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Diagnosticka kritéria pro pravdépodobnou IPA:

1) kompatibilni klinické pfiznaky a symptomy,

2) jakakoliv pozitivni kultura z primarné nesterilniho mista, v€etné sputa, dutin, nosohl-

tanu,

3) abnormalni rentgenologicky nalez na hrudniku a/nebo pfi vysetieni plic CT nebo pre-

svédcivy nalez na jinych mistech v téle a dale

4) bud

a)

pritomnost rizikovych faktor( hostitele:

neutropenie (absolutni po&et neutrofild mensi nez 500 / mm?),

zakladni hematologickd nebo onkologickd malignita IéCena cytotoxickymi lat-

kami,

prodlouzené uzivani kortikosteroid v minimalni ddvce 20 mg prednisonu ne-
bo jeho ekvivalentu a / nebo poufZiti kortikosteroidd v kombinaci s jinymi

imunosupresivy,

vrozena imunodeficience.

nebo

b) pozitivni vysledky mikroskopického vySetreni a kultivace vzorku tekutiny z BAL.

Pro diagndzu predpokladané IPA musi byt spInéna vSechna vySe uvedenad kritéria, tj. 1. +

2.+ 3. + 4a. nebo 4b.
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Diagnosticka kritéria v této studii byla doplnéna dalSimi , rizikovymi faktory” nasledovné:
CHOPN, syndrom ziskané imunodeficience, pfijemce transplantovanych orgdn(, dekompen-
zované onemocnéni jater, toxonutritivni hepatopatie, kriticky nemocny pacient s tézkou sep-
si, tézky prabéh chripky (napt. HiN4) a kriticky nemocny pacient s mimotélni oxygenaci [7]. V
souladu s algoritmem AsplCU byli pacienti kategorizovani jako potvrzend IPA, predpokladana
IPA, kolonizace aspergilem nebo non-IPA [59]. Pouze prokazand a predpoklddand IPA byla
povazovdna za skutecné pozitivni a pouze non-IPA byly povaZovdna za skute¢né negativni.
Stanovené sérové parametry (GM, BG a IgAG) byly hodnoceny ve tfech skupinach pacient(:
pacienti na JIP, pacienti ostatnich nemocnicnich oddéleni (ONO) a vsichni pacienti (kombina-
ce JIP + ONO). Do studie byly zahrnuty pouze vysledky prvniho odbéru vzorkd u pacientl s
podezienim na pritomnost IPA jesté pred zahajenim antifungalni terapie.

Alternativni postup EORTC / MSG [6] nebyl zvolen, nebot je optimalizovan spiSe pro onkolo-
gické pacienty s rizikem neutropenie Porovnani diagnostickych kritérii AspICU a EORTC /

MSG je uvedeno v Tabulce 1).
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Tabulka 1: Srovnani diagnostickych kritérii AspICU a EORTC / MSG pro diagnostiku invazivni

plicni aspergildzy (IPA)

Diagndza IPA Diagnosticka kritéria AspICU

Potvrzend Histopatologicky a/nebo kultiva¢ni ¢i mikroskopicky prikaz

Aspergillus spp. v primarné sterilnim materialu (tkan, krev apod.).

Pravdépodobna Pritomnost alespon jednoho kritéria z kazdé ze tfi kategorii:

1) kompatibilni klinické pfiznaky a symptomy;

2) jakakoliv pozitivni kultura z primarné ne-sterilniho mista (sputum, dutiny)

3) abnormalni rentgenovy nélez hrudniku a/nebo CT plic, pfesvédcivy nalez na

jinych mistech téla

a bud'

a) rizikové faktory hostitele (absolutni neutropenie < 500 / mm?),

b) hematologickad nebo onkologicka malignita IéCeni cytotoxickymi latkami,

c) prodlouZené uzivani kortikosteroidu

d) vrozend imunodeficience

dalsi rizikové faktory hostitele podle Koulenti D. et al. (2014) [7] a Bassetti M. et
al (2017) [8]

e) CHOPN

f)  syndrom ziskané imunodeficience

g) prijemci transplantovanych organa

h) dekompenzované onemocnéni jater

i)  toxonutritivni hepatopatie




25

j)  kriticky nemocny pacient s téZzkou sepsi

k) tézky pribéh chripky (napf. HIN1)

[)  kriticky nemocny pacient s mimotélni oxygenaci

nebo pozitivni vysledky mikroskopického vySetfeni a kultivace vzorku BAL

Diagnosticka kritéria EORTC / MSG

Potvrzend Histopatologicky a/nebo kultiva¢ni ¢i mikroskopicky priikaz

Aspergillus spp. v primarné sterilnim materialu (tkan, krev apod.).

Pravdépodobna Pritomnost alespon jednoho kritéria z kazdé ze tfi kategorii:
1) rizikové faktory hostitele (napk. absolutni neutropenie < 0,5 x 10° /I trvajici

déle nez 10 dni, nebo dlouhodoba tj. > 3 tydny terapie kortikosteroidy);

2) klinicka kritéria (znamky infekce dolnich cest dychacich s pfitomnosti
jednoho ze tfi nalezl na CT plic: 1) “halo sign”, 2) air-crescent sign

(rozpadova dutinka ve tvaru ptlmésice) a 3) kavitace;

3) mykologicka kritéria, tj. kultivacni pozitivita z nesterilnich lokalit (BAT)

a/nebo pozitivita nékterého z biomarker (GM, BG, PCR)

Diagnosticka kritéria AspICU se oproti EORTC / MSG lisi v kategorizaci IPA pravdépo-
dobna a konkrétné v bodé 2 a dalSich rizikovych faktorech hostitele, také zde chybi ¢ast my-
kologickych kriterii (GM, BG a PCR), ktera jsou v diagnostickych kritériich EORTC / MSG pfi-
tomna (viz Tabulka 1), coz umoznilo vyuZiti téchto diagnostickych kritérii na souboru non-

neutropenickych pacientd z JIP a ONO.
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4.1.2 Triacetylfusarinin C

Prospektivni multicentrickd studie na vysSetfovani pfitomnosti siderofor v moci paci-
entld s prokazanou a pravdépodobnou (EORTC / MSG) / pravdépodobnou (AsplICU) IPA trvala
unoru-kvétnu 2018 na klinickych pracovistich (viz kap. ¢. 4.1.1. a obrazek 3).

Do studie byli zahrnuti pacienti (> 18 let) s nové vznikajicimi respiracnimi obtizemi
(napf. kaSel s vykaslanim nebo hemoptyzou) nebo pacienti s akutni exacerbaci (napf.
CHOPN, intersticialni plicni nemoci [IPN] nebo astmatem) s ndlezem stinG na snimcich ze
zobrazovacich metod plic, opacitou mlécného skla, viceCetnych noduldrnich utvar(i nebo
znameni ,halo” anebo ,palmésice”). Dale pacienti, ktefi byli prijati na JIP s potvrzenou inva-
zivni infekci nebo pacienti splfujici alespon dvé diagnosticka kritéria pro rychlou diagnostiku

,Sepsis Related Organ Failure Assessment” (qSOFA), pacienti vyZadujici vazopresory pro

stfedni arterialni tlak (MAP) = 65 mm Hg a laktat hladiny = 2 mmol / i navzdory dostatecné

resuscitaci. Zavaznost nemoci na JIP byla zdokumentovana metodami Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation Il (APACHE II) a SOFA [60].

IPA non-neutropenickych pacientll zpisobena A. fumigatus byla hodnocena dle krité-
rii AspICU (viz kap. €. 4.1.1.). Pro vyhodnoceni IPA pacientl byly vyuzity GM ze séra a bron-
choalveolarni lavaze (BAL), jakoz i sérové IgG a IgA (IgAG) specifické pro A. fumigatus vhodné
pro diagnostiku IPA podle publikace Dobias et al., 2018 [61]. V tomto souboru pacientl se
vyskytovali také dva hematoonkologicti pacienti, v jejichZ pripadé byla pouzita kritéria zara-

zeni pro IPA neutropenickych pacient EORTC / MSG 2008 [6].
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Definice EORTC / MSG:
IPA byly hodnoceny jako potvrzena s definici:

Mikroskopickd analyza primarné sterilniho materidlu: histopatologické, cytopatolo-
gické nebo primé mikroskopické vysetieni vzorku ziskaného aspiraci jehlou nebo sterilni bi-
opsii, v niZ jsou pozorovany hyfy, spolu s prikazem o souvisejicim poskozeni tkané. Kultivace
primarné sterilniho materialu: ziskani kultury Aspergillus spp. ze vzorku ziskaného plicni bi-
opsii.

Diagnosticka kritéria pro pravdépodobnou IPA zahrnovala:

1) Faktory hostitele (jeden z ndsledujicich musi byt splnén)
a) Nedavna neutropenie (<500 neutrofilt/mm?) po dobu 110 dni zpétné
b) Pacient po alogenni transplantaci

c) ProdlouZzenda doba uZivani kortikosteroid( v minimalni ddvce 0,3 mg/kg/den ekviva-

lentu prednisonu po 13 tydn(
d) Terapie jinymi zndmymi imunosupresivy T-lymfocyt(
e) Vrozend tézka imunodeficience
2) Klinické ptiznaky (jeden z nasledujicich tfech znak( na CT)
a) Husta, dobre ohranicena léze s nebo bez , halo” efektu
b) Léze tvaru pllmésice
c) Dutina

3) Mykologicka kritéria (jedno z nésledujicich)
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a) Primy prakaz (cytologie, pfima mikroskopie nebo kultivace) ze sputa, BAL, bronchidl-

niho seSkrabu znacici pfitomnost fungdlnich partikuli Aspergillus spp.

b) Nepfimé testy (detekce antigenl nebo komponentl bunécné stény): galaktomanan

v plazmé, séru nebo BAL; (1,3)-p-D-glukan v séru.

4.1.2.1 Diagnosticka strategie

Vzorky moci pacientl byly ziskany k detekci specifickych mikrobidlnich sideroford bé-
hem jednotlivych epizod IPA, pred lécbou a u nékterych pacientli nékolikrat béhem lécby,
tak aby bylo mozné sledovat dynamiku koncentrace TAFC v moci. VSechny laboratorni de-
tekce GM, BG a IgAG ze séra a BAL byly provedeny jako soucast rutinniho diagnostického

procesu.

4.2 (1,3)--pD-glukan, galaktomanan, specifické IgA a IgG proti A. fumigatus v séru

Vzorky séra byly soucasné testovany na pritomnost koncentrace BG, GM a IgAG. BG
byla detekovdna pomoci Fungitell® (Associates of Cape Cod, Falmouth, USA) v souladu s po-
kyny vyrobce. V této dizertacni praci byl pouZivan cut-off stanoveny vyrobcem. VSechny vy-
sledky ze séra pacienta byly povaZovany za pozitivni, pokud byla koncentrace BG > 80 pg / ml
[62]. Detekce GM, antigenu Aspergillus spp. byla provedena pomoci Aspergillus EIA (Bio-Rad
Platelia ™) podle pokynl vyrobce [63]. Z praktickych dlivodd byla pouZita Siroce pouzivana
standardni hrani¢ni hodnota indexu GM 0,5. Vzorky séra byly povaZovany za pozitivni, pokud

hodnota indexu pozitivity GM byla 20,5. Pro testovani protilatek specifickych k A. fumigatus
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(IgAG) bylo vyuZito diagnostické metody ELISA 1gG / IgA A. fumigatus (Immunolab GmbH,
Kassel, Némecko) pouzivajici lyzat a testovani probihalo podle pokyni vyrobce. Optimalni
mezni hodnota IgAG byla podobna standardni hranici IgA a IgG stanovené vyrobcem. Vzorky
séra byly povazovany za pozitivni, jestlize hodnota indexu pozitivity koncentraci I1gG a IgA v
séru byla 21,2. Test umoznil stanoveni specifické reaktivity protilatek pro isotypy IgA a IgG

oddélené.

4.3 Zpracovani vzorkt a HPLC / ESI-FTICR

Extrakce sideroforu z moci byla provedena podle protokolu prizplisobeného profilova-
ni metabolitl v laboratofi Mikrobiologického ustavu Akademie véd Ceské republiky (prof.
Ing. Vladimir Havlic¢ek, Ph. D.). Vzorky moci (20 pl) byly smiseny s ferrioxaminy B, D, G a E
(alikvotem FOX-MIX EMC Microcollections, GmbH, Tubingen, Némecko, 10 pL, 1 pg / mlv5
% ACN), které slouzily jako vnitini standard. Vzorky byly dale fedény methanolem (110 ul),
¢imz byl ziskdn methanolicky roztok pfiblizné 80 %. Vzorky byly jemné protfepany a inkubo-
vany pres noc pfi -80 °C. Potom vzorky prosly centrifugaci pfi 14 000 x g po dobu 10 minut (4
az 8 °C). Supernatant byl pfenesen do nové 1,5-ml zkumavky, lyofilizovan do sucha a sklado-
van pfi -80 °C. Pred analyzou HPLC / ESI-FTICR ve tfech opakovanich byly vsechny vzorky
znovu rozpustény v 5% acetonitrilu (60 ul). Kazdy vzorek (5 ul) byl nanesen do BCG C18 / 1,7-
im, 2,1 x 5 mm VanGuard predkolonu (Waters, Praha, Ceska republika) pfi pritoku 50 pL /
min. Siderofory pak byly oddéleny na analytické koloné se stejnou fazi. Hmotnostni spektra

kladnych iontl ESI byla ziskana pomoci hmotnostniho spektrometru 12 T SolariX FTICR (Bru-
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ker Daltonics, Billerica, MA, USA) v rezimu CASI (continuals accumulattion of selected ions)

s izola¢ni $ifou 700 - 1 000 m / z).

4.4 Analyza dat

Senzitivita, specificita, pozitivni prediktivni hodnota (PPH), negativni prediktivni hodno-
ta (NPH) a presnost hodnot testu GM, BG a IgAG byly vypocteny s ohledem na prokazanou
nebo pravdépodobnou diagndzu IPA (AsplCU) s vyuZitim vySe uvedenych kritérii pro diagnos-
tiku IPA [58, 59]. Pfi statistickém vyhodnoceni udaji byly pro charakterizaci studované sku-
piny pouzity popisné statistiky (medidn, aritmeticky priimér, smérodatnd odchylka, min. a
max. hodnota) a frekvencni tabulka. Pro hodnoceni byl pouzit neparametricky 2-vzorkovy
Wilcoxon(v test, chi-kvadrat test a Fisher(iv test presnosti. Senzitivita, specificita, PPH, NPH
a presnost byly ddle vypocteny za pomoci 95 % intervall spolehlivosti a ROC analyzy s vyjad-
renim hodnoty plochy pod kfivkou (AUC, area under the curve). ROC analyza je nastroj pro
hodnoceni a optimalizaci binarniho klasifikaéniho systému (testu), ktery ukazuje vztah me-
zi specificitou a senzitivitou daného testu pro vSechny pfipustné hodnoty prahu. Je-li plocha
rovna jedné, je test idedlni a ma 100 % senzitivitu i specificitu. Statistické testy byly hodno-
ceny na urovni 5 % vyznamnosti a p <0,05 byl povaZzovan za statisticky vyznamny Udaj. Pro

analyzu byl pouZit statisticky software Stata verze 13.
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5 VYSLEDKY

5.1 Populacni studie

5.1.1 Galaktomanan, (1,3)-g-D-glukan, specifické IgA a IgG proti A. fumigatus v séru

Do studie bylo zatazeno celkem 87 pacient(. Pacienti byli klasifikovani pomoci algorit-
mu AsplCU [8, 59] jako “proven” (potvrzenad) IPA (n = 10), “putative” (pravdépodobna) IPA (n
= 31) a non-IPA kolonizace (n = 46). Jejich klinické charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 2.
Primérny vék byl 62,7 let (vékovy rozsah pacientu, 18-85 let), pficemzZ 56 % pacient(l bylo
muzského a 44 % Zenského pohlavi. Nej¢astéjSim zadkladnim onemocnénim byla nemaligni
plicni onemocnéni (56,3 %), nasledovali pacienti bez zakladniho onemocnéni (20,7 %) a paci-
enti vyZadujici terapii kortikosteroidy (13,8 %). Dvacet osm subjektd bylo z JIP (32,2 %, pod-

skupina 1) a 59 z ONO (67,8 %, podskupina I1).
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Tabulka 2: Klinickd charakteristika 87 pacient(l testovanych kvuli podezieni na IPA

IPA

(n=41), n (%)

Non-IPA

(n=46),n (%)

Celk. pacienti

(n=87),n (%)

Vék, r., median (rozsah)

Muzi
Zeny
Zakladni diagndza

Ne-maligni plicni onemocnéni

Tumor

Hepatorenalni syndrom

Cardiovaskularni choroby

Predesla plicni tuberkuldza

Diabetes mellitus

HIV

Rhabdomyolyza

Myelodysplasticky syndrom

Anaplasticky syndrom
Imunosupresivm’terapie1
Glukokortikosteroidy?

Bez zakladniho onemocnéni
JIP
ONO

65,5 (26-85)

25 (61)
16 (39)

24 (58,6)

3(6,5)
2 (4,9)
0
1(2,4)
0
0
1(2,4)
1(2,4)
1(2,4)
1(2,4)
8 (19,5)

8(19,5)
13 (31,7)
28 (68,3)

65 (18-85)

24 (52)
22 (48)

26 (56,5)

3(7,3)
2 (4,3)
3(6,5)

0
1(2,2)
1(2,2)

0

0

0

0
4(8,7)

10 (21,7)
15 (32,6)
31 (67,4)

62,7 (18-85)

49 (56)
38 (44)

50 (56,3)

6 (6,9)
4 (4,6)
3(3,5)
1(1,2)
1(1,2)
1(1,2)
1(1,2)
1(1,2)
1(1,2)
1(1,2)
12 (13,8)

18 (20,7)
28 (32,2)
59 (67,8)

1Imunosupresivnl' terapie po transplantaci organ; 2Terapie glukokortikosteroidy equivalent prednisonu

=20 mg/den. IPA: invazivni plicni aspergildza, JIP: jednotka intenzivni péce, ONO: ostatni nemocni¢ni oddéleni
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RozlozZeni zékladnich diagndz 41 pacientl s potvrzenou (n = 10) nebo pravdépodob-
nou (n = 31) IPA (AsplICU) jsou znazornény na obrazku 4, jejich klinické charakteristiky a na-
mérené hodnoty GM, BG, IgAG ze séra ve zdrojové tabulce. Osm pacientli nemélo v
anamnéze zadné zdkladni onemocnéni. Ve skupiné pacientd s nemalignim plicnim onemoc-
nénim se IPA vyskytovala nejCastéji (24/41), v této skupiné bylo 14 pacientd s chronickou
obstruktivni plicni nemoci (CHOPN), 6 mélo intersticialni plicni nemoc (IPN), 3 bronchopne-
umonii a jeden cystickou fibrézu (obrazek 5). Dalsi 3 pacienti méli maligni orgdnové one-
mocnéni, jeden mél fulminantni ataku rabdomyolyzou a jeden byl uZivatelem drog. Osm pa-
cientl bylo pred diagndzou IPA |é¢eno systémovou kortikosteroidni terapii (Ié¢ba glukokorti-
kosteroidy ekvivalentu prednisonu > 20 mg / den) a jeden pacient uZival imunosupresivni
|é¢bu vzhledem ke svému zakladnimu onemocnéni. Mortalita u pacientl s prokazanou nebo
pravdépodobnou IPA (AspICU) byla 17,1 %. AvSak pouze jeden pacient zemrel v pfimé sou-
vislosti s IPA vyvolaného masivni kortikosteroidni terapii rabdomyolyzy (diseminovana
aspergiléza prokazana sekci). Tfi pacienti na JIP zemreli v souvislosti se svym zakladnim
onemocnénim (IPN, CHOPN a bronchopneumanii); podobné, 3 pacienti ONO zemfeli v sou-
vislosti se svym zakladnim onemocnénim (IPN, CHOPN a organova malignita). Tri pacienti z

ONO nahle zemfreli na plicni embolii a tachyarytmii pfed tim, neZ byli pfevezeni na JIP.
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Obrazek 4: RozlozZeni zakladnich diagnéz a rizikovych faktord v populaci pacientd s IPA
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Obrazek 5: RozloZeni zdkladnich diagnéz v populaci pacienti s Ne-malignim plicnim one-

mocnénim a IPA
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5.1.2 Triacetylfusarinin C v moci

Do studie bylo zafazeno sedm pacientl z jednotek intenzivni péce, u kterych vzniklo
podezieni na IPA. Non-neutropenicti pacienti byli klasifikovani pomoci algoritmu AspICU [8,
59] jako, “putative” (pravdépodobnad) IPA (n = 3) a non-IPA nebo kolonizace (n = 2) a pomoci
kritérii EORTC / MSG 2008 (Definitions of Invasive Fungal Disease from the European Organi-
zation for Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections Cooperative Group
and the National Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group) [6] byli
klasifikovani pacienti v neutropenii jako ,probable” (pravdépodobna) IPA (n = 2). Jejich kli-

nické charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3: Klinicka charakteristika 8 pacient( s potvrzenou, pravdépodobnou IPA (EORTC /

MSG nebo AspICU) a non-IPA

2 2 2
EORTC/MSG Rizikové lgA”  lgG"  GM ,
vék Oddéleni 2008, faktory pro TAFC' (P2 (IP2 (P2 BG' (2
Pohlavi (r) nemocnic ZD aRF AspICU 2012  IPA Vzorek* (pg/ml) 1,2) 1,2) 0,5)  80pg/ml) Umrti
M 79 P ChFipka (HIN1) Pp (AsplCU) ETA 81200| 4.6 0,3 5,9 276 Ano
Non-IPA
7 75 JIP Bronchopneumonie (AsplCU) 0 0,25 0,32 0,84 203 Ne
Mnohocetny Pp
M 50 JIP myelom (EORTC/MSG)  neutropenie 3100 - - 1,56 501 Ne
CHOPN, Chripka
M 66 JIP (HIN1) Pp (AsplICU) BAL 400 - - 0,1 161 Ne
Pp
z 66 JIP Bunécény lymfom (EORTC/MSG)  neutropenie sputum | 12600 - - 3,14 115 Ano
Kolonizace Diabetes
M 50 JIP bronchopneumonie  (AsplCU) mellitus 2. sputum | 1400 | 0,14 0,77 0,26 155 Ne
M 65 JIP ARDS Pp (AspICU) steroidy sputum ]100000] 0,14 0,11 7,9 >523 Ano
Non-IPA
z 29 JIp Polytrauma (AsplCU) 0 - - 0,1 - Ne

*Vzorek, ktery byl mikroskopicky a kultivaéné pozitivni na A. fumigatus; "Koncentrace byly mé&Feny v mogi;

2 vy ,
Koncentrace byly méfeny v séru

ZD a RF: zakladni onemocnéni a “dalsi rizikové” faktory [7], AspICU 2012: klinicky algoritmus pro diagnostiku

invazivni plicni aspergildzy kriticky nemocnych pacientl [59], EORTC / MSG 2008 [6], Pp: pravdépodobnd IPA

podle AspICU nebo EORTC / MSG, IPA: invazivni plicni aspergiléza, TAFC: triacetylfusarinin C, BG: (1, 3)-B-D-

glukan, GM: galaktomannan, IgA, 1gG: A. fumigatus specifické protilatky, IP: index pozitivity, CHOPN: chronicka

obstruktivni plicni nemoc, MDS: myelodysplasticky syndrom, IPN: intersticialni plicni nemoc, steroidy: Terapie

glukokortikosteroidy equivalent prednisonu 220 mg/den,BAL: bronchoalveolarni lavaz, ETA: endotrachealni

aspirat, JIP: jednotka intenzivni péce

Pramérny vék byl 60 let (vékovy rozsah pacientd, 29-79 let), pficemz soubor pacient(

tvorilo pét muzu a tfi Zeny. Ve dvou pripadech byla zdkladnim onemocnénim tézka chripka

(HIN1), z toho byl jeden ptipad na podkladé chronické obstruktivni plicni nemoci, ve tfrech
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pripadech trpéli pacienti bakteridlni bronchopneumonii, z toho v jednom pfipadé se jednalo
o akutni respiracni selhani s kortikosteroidni terapii a ve dvou pfipadech se jednalo o pacien-
ty hematoonkologické JIP v neutropenii s mnohocetnym myelomem a bunéénym lymfomem.
V tomto souboru pacientl se zamérné vyskytuje jeden pacient s polytraumatem, polybakte-
ridlnim nalezem na ranach a plicich, ktery nebyl suspektni z IPA.

V prabéhu studie zemfeli tfi pacienti, ztoho dva s nejvétsi pravdépodobnosti v pfimé
souvislosti s IPA (sekce nebyla provedena). U tfetiho pacienta (hematoonkologie) byl nalez
popsdan jako IPA pfti lécbé vorikonazolem v remisi, avSak doSlo k umrti v souvislosti s nahle
vzniklym septickym stavem (Pseudomonas aeruginosa) a celkovym vycerpanim pacienta (Ze-
ny).

U pacienta s bunéé¢nym lymfomem a pravdépodobnou IPA byly navic v deseti dennich
intervalech odebrany dalsi dvé kontrolni moce pro sledovani dynamiky koncentrace TAFC

v pribéhu terapie vorikonazolem.
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5.2 Diagnosticky a prognosticky vyznam stanoveni galaktomananu, (1,3)-B-D-glukanu,

specifickych IgA a IgG proti A. fumigatus v séru

Vysledky testovani GM, BG a IgAG v séru jsou uvedeny v tabulkach 4,5,6 a 7.

Tabulka 4: Vysledky testovani galaktomananu, (1,3)-8-D-glukanu a specifickych IgA a IgG pro-
ti A. fumigatus jednotlivé a v kombinacich pfi rozpoznavani IPA ve skupiné vSech studova-

nych pacient(

Vsichni pacienti

GM BG IgAG GM+IgAG BG+IgAG GM+BG GM+BG+ GM/BG GM/BG/

(C1%) (C1%) (C1%) (C1%) (C1%) (Cl%) 1gAG (C1%) IgAG

(CI'%) (Cl %)

Sensitivita (%) 48,8 82,9 75,6 65,9 61,0 46,3 31,7 85,4 97,6
(20/41) (34/41) (31/41) (27/41) (25/41) (19/41) (13/41) (35/41) (40/41)

(32,9-64,9) (67,9-92,8) (59,7-87,6) (49,4-79,9) (44,5-75,8) (30,7-62,6) (18,1-48,1) (70,8-94,4) (87,1-99,9)

Specificita (%) 91,3 73,9 95,7 100,0 100,0 95,7 100,0 69,6 65,2
(42/46) (34/46) (44/46) (46/46) (46/46) (44/46) (46/46) (32/46) (30/46)
(79,2-97,6)  (58,9-85,7) | (85,2-99,5) | (92,3-100,0)  (92,3-100,0) (85,2-99,5)  (92,3-100,0) (54,2-82,3) (49,8-78,6)

PPH (%) 83,3 73,9 93,9 100,0 100,0 90,5 100,0 71,4 71,4
(20/24) (34/46) (31/33) (14/14) (25/25) (19/21) (13/13) (35/49) (40/56)
(62,6-95,3)  (58,9-85,7) | (79,8-99,3) | (76,8-100,0)  (86,3-100,0)  (69,6-98,8)  (75,3-100,0) | (56,7-83,4) | (57,8-82,7)

NPH (%) 66,7 82,9 81,5 63,0 74,2 66,7 62,2 84,2 9%,8
(42/63) (34/41) (44/54) (46/73) (46/62) (44/66) (46/74) (32/38) (30/31)
(53,7-78,0)  (67,9-92,8) | (68,6-90,7) | (50,9-74,0) (61,5-84,5)  (54,0-77,8)  (50,1-73,2) | (68,7-94,0) | (83,3-99,9)

Presnost (%) 71,3 78,2 86,2 69,0 81,6 72,4 67,8 77,0 80,5
(62/87) (68/87) (75/87) (60/87) (71/87) (63/87) (59/87) (67/87) (70/87)
(60,6-80,5)  (68,0-86,3)  (77,1-92,7)  (58,1-78,5) (71,9-89,1)  (61,8-81,5)  (56,9-77,4)  (66,8-854)  (70,6-88,2)

AUC 0,7004 0,7842 0,8563 0,5000 0,5000 0,7100 0,5000 0,7747 0,8139

GM: galaktomanan, BG: (1,3)-B-D-glukan, IPA: invazivni plicni aspergiléza; GM/BG, GM/BG/IgAG (metoda “ale-
spon jeden test pozitivni”): IPA byla u pacienta diagnostikovana, kdyzZ byl jeden ze dvou nebo ze tfi biomarkert
pozitivni; GM+IgAG, BG+IgAG, GM+BG, GM+BG+IgAG: IPA byla u pacienta diagnostikovana jen, pokud byly oba

nebo vsechny tfi biomarkery pozitivni soucasné; PPH: pozitivni prediktivni hodnota; NPH: negativni prediktivni
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|: “ |n

hodnota; AUC: “area under the curve” (Oblast pod kfivkou — ROC analyza); Cl: “confidence interval” (interval

spolehlivosti)

Tabulka 5: Vysledky testovani galaktomananu, (1,3)-8-D-glukanu a specifickych IgA a IgG pro-
ti A. fumigatus jednotlivé a v kombinacich pfi rozpoznani IPA v podskupiné pacientl z jedno-

tek intenzivni péce

Podskupina I.
JIP
GM BG IgAG GM+IgAG BG+IgAG GM+BG GM+BG+IgAG GM/BG GM/BG/IgAG
(C1 %) (C1%) (C1 %) (C1 %) (C1 %) (C1 %) (C1 %) (C1 %) (C1 %)
Sensitivita (%) 61,5 92,3 30,8 15,4 30,8 61,5 15,4 92,3 92,3
(8/13) (12/13) (4/13) (2/13) (4/13) (8/13) (2/13) (12/13) (12/13)
(31,6-86,1)  (64,0-99,8) (9,1-61,4) (1,9-45,4) (9,1-61,4) (31,6-86,1) (1,9-45,4) (64,0-99,8) (64,0-99,8)
Specificita (%) 93,3 53,3 100,0 100,0 100,0 93,3 100,0 53,3 53,3
(14/15) (8/15) (15/15) (15/15) (15/15) (14/15) (15/15) (8/15) (8/15)
(68,1-99,8)  (26,6-78,7) (78,2-100,0) (78,2-00,0) (78,2-100,0) (68,1-99,8) (78,2-100,0) (2,6-78,7) (26,6-78,7)
PPH (%) 88,9 63,2 100-0 100,0 100,0 88,9 100,0 63,2 63,2
(8/9) (12/19) (4/4) (2/2) (4/4) (8/9) (2/2) (12/19) (12/19)
(51,8-99,7)  (38,4-83,7) (39,8-100,0) (15,8-00,0) (39,8-100,0) (51,8-99,7) (15,8-100,0) (38,4-83,7) (38,4-83,7)
NPH (%) 73,7 88,9 62,5 57,7 62,5 73,7 57,7 88,9 88,9
(14/19) (8/9) (15/24) (15/26) (15/24) (14/19) (15/26) (8/9) (8/9)
(48,8-90,9)  (51,8-99,7) (40,6-81,2) (36,9-76,6) (40,6-81,2) (48,8-90,9) (36,9-76,6) (51,8-99,7) (51,8-99,7)
Pfesnost (%) 78,6 71,4 67,9 60,7 67,9 78,6 60,7 71,4 71,4
(22/28) (20/28) (19/28) (17/28) (19/28) (22/28) (17/28) (20/28) (20/28)
(59,0-91,7)  (51,3-86,8) (47,6-84,1) (40,6-78,5) (47,6-84,1) (59,0-91,7) (40,6-78,5) (51,3-86,8) (51,3-86,8)
AUC 0,7744 0,7282 0,5000 0,5000 0,5000 0,7744 0,5000 0,7282 0,7282

GM: galaktomanan, BG: (1,3)-B-D-glukan; IPA: invazivni plicni aspergiléza; GM/BG, GM/BG/IgAG (metoda “ale-
spon jedentest pozitivni”): IPA byla u pacienta diagnostikovana, kdyZ byl jeden ze dvou nebo ze tfi biomarker(
pozitivni; GM+IgAG, BG+IgAG, GM+BG, GM+BG+IgAG: IPA byla u pacienta diagnostikovana jen, pokud byly oba
nebo viechny tfi biomarkery pozitivni soucasné; PPH: pozitivni prediktivni hodnota; NPH: negativni prediktivni

III

hodnota; AUC: “area under the curve” (Oblast pod kfivkou — ROC analyza); Cl: “confidence interval” (interval

spolehlivosti)
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Tabulka 6: Vysledky testovani galaktomananu, (1,3)-8-D-glukanu a specifickych IgA a IgG pro-
ti A. fumigatus jednotlivé a v kombinacich pfi rozpoznani IPA v podskupiné pacientd z ostat-

nich nemocnic¢nich oddéleni

Podskupina II.
ONO
GM BG IgAG GM+IgAG BG+IgAG GM+BG GM+BG+IgAG GM/BG GM/BG/IgAG
(C1 %) (C1 %) (C1 %) (Cl1 %) (Cl1 %) (C1 %) (Cl1 %) (C1 %) (Cl %)
Sensitivita (%) 42,9 78,6 96,4 42,9 61,0 39,3 39,3 82,1 100
(12/28) (22/28) (27/28) (12/28) (21/28) (11/28) (11/28) (23/28) (28/28)
(24,5-62,8)  (67,9-92,8)  (81,7-99,9) (24,5-62,8) (55,1-89,3) (21,5-59,4) (21,5-59,4) (63,1-93,9) (87,7-100,0)
Specificita (%) 90,3 83,9 93,5 100,0 100,0 96,8 100,0 77,4 71,0
(28/31) (26/31) (29/31) (31/31) (31/31) (30/31) (31/31) (24/31) (22/31)
(74,2-98,0)  (58,9-85,7)  (78,6-99,2)  (88,8-100,0) (88,8-100,0)  (83,3-99,9) (88,8-100,0) (58,9-90,4) (52,0-85,8)
PPH (%) 80,0 81,5 93,1 100,0 100,0 91,7 100,0 76,7 75,7
(12/15) (22/27) (27/29) (12/12) (21/21) (11/12) (11/11) (23/30) (28/37)
(51,9-95,7)  (58,9-85,7)  (77,2-99,2)  (73,5-100,0) (83,9-100,0)  (61,5-99,8) (71,5-100,0) (57,7-90,1) (58,8-88,2)
NPH (%) 63,6 81,3 96,7 66,0 74,2 63,8 64,6 82,8 100,0 (22/22)
(28/44) (26/32) (29/30) (31/47) (31/38) (30/47) (31/48) (24/29) (84,6-100,0)
(47,8-77,6)  (67,9-92,8)  (82,8-99,9) (50,7-79,1) (65,7-92,3) (48,5-77,3) (49,5-77,8) (64,2-94,2)
PFesnost (%) 67,8 81,4 94,9 72,9 81,6 69,5 71,2 79,7 84,7
(40/59) (48/59) (56/59) (43/59) (52/59) (41/59) (42/59) (47/59) (50/59)
(54,4-79,4)  (68,0-86,3)  (85,9-98,9) (59,7-83,6) (77,1-95,1) (56,1-80,8) (57,9-82,2) (67,2-89,0) (73,0-92,8)
AUC 0,6659 0,8122 0,9499 0,5000 0,5000 0,6803 0,5000 0,7978 0,5000

GM: galaktomanan, BG: (1,3)-B-D-glukan; IPA: invazivni plicni aspergiléza; GM/BG, GM/BG/IgAG (metoda “ale-
spon jedentest pozitivni”): IPA byla u pacienta diagnostikovana, kdyZ byl jeden ze dvou nebo ze tfi biomarker(
pozitivni; GM+IgAG, BG+IgAG, GM+BG, GM+BG+IgAG: IPA byla u pacienta diagnostikovana jen, pokud byly oba
nebo viechny tfi biomarkery pozitivni soucasné; PPH: pozitivni prediktivni hodnota; NPH: negativni prediktivni

III

hodnota; AUC: “area under the curve” (Oblast pod kfivkou — ROC analyza); Cl: “confidence interval” (interval

spolehlivosti)
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Ze sledované populace pacientd (n = 87) byly pozitivni hodnoty GM, BG a IgAG stano-
veny ve 24, 46 a 33 pfipadech. Nejméné jeden z testl byl pozitivni u 46, oba testy soucasné
byly pozitivni u 34 a vSechny tfi testy byly souc¢asné pozitivni u 13 pacient(.

Ze 41 pacientl s pravdépodobnou (AsplCU) nebo prokdzanou IPA mélo pozitivni vysle-
dek 20 na GM, 34 pozitivnich testd bylo pfi stanoveni BG a 31 pozitivnich vysledk( v pfipadé
IgAG. Ve strategii “nejméné jeden pozitivni vysledek” (GM / BG) byl pozorovan u 34 ze 41
pacientl s pravdépodobnou (AspICU) nebo prokazanou IPA; 19 pacientl bylo v GM a BG
pozitivni v obou testech a 13 pacientd bylo v GM, BG a IgAG pozitivni ve vSech tfech testech,
z nichZ Sest bylo povaZovano za prokazané IPA. 15 pacient(, ktefi byli pozitivni v pfipadé BG,
byli negativni na GM, zatimco pouze jeden pacient pozitivni na GM byl v pfipadé BG negativ-
ni. Sest pripadd, které byly pozitivni na GM, bylo negativnich pfi testovani IgAG a 15 piipadd,
které byly pozitivni v testovani na IgAG, byly negativni na GM, z nichZ pouze pét bylo nega-
tivnich na BG. Z 10 pacientll s prokazanou IPA byly tfi pfipady negativni na GM, jeden pfipad
byl negativni na BG, jeden negativni na IgAG a devét pacientl pozitivnich na alespon dva ze

tFi testd soucasné (GM, BG nebo IgAG).

5.2.1 Detekce galaktomananu ze séra

V podskupiné | (pacienti na JIP, tabulka 5) byla pouZitim GM testu dosaZzena zvySena
senzitivita (61,5 %) a specificita (93,3 %) a také lepsi hodnota plochy pod kfivkou (AUC =
0,7744) ve srovnani se skupinou vsichni pacienti a podskupinou pacientd ONO (viz tabulka
4). V podskupiné Il (ONO, tabulka 6) byly dosazeny horsi vysledky senzitivity testu (senzitivita

42,9 %, specificita 90,3 % a AUC = 0,6659) nez u skupiny vsichni pacienti (JIP + ONO).
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5.2.2 Detekce (1,3)-B-D-glukanu ze séra

Srovnanim testu BG se standardizovanym hodnocenim IPA byla stanovena senzitivita
testu na 82,9 % a specificita na 73,9 % (AUC = 0,7842) ve skupiné vsichni pacienti (JIP + ONO,
tabulka 4). U pacientd podskupiny | (JIP, tabulka 5) byla citlivost testu 92,3 % a specificita
pouze 53,3 % (AUC = 0,7282). V podskupiné Il (ONO, tabulka 6) byla citlivost testu BG 78,6 %
a specificita 83,9 %, pricemz dosahovala nejlepsSich hodnot v plose pod kfivkou (AUC =

0,8122) ve srovnani se skupinou vsichni pacienti (JIP + ONO) a podskupinou | (JIP).

5.2.3 Detekce specifickych IgA a IgG proti A. fumigatus ze séra

U non-neutropenickych pacientll dosahovala senzitivita a specificita testu IgAG ve sku-
piné vsichni pacienti (JIP + ONO) 75,6 % a 95,7 %, pficemZ hodnota plochy pod kfivkou byla
vyssi (AUC = 0,8563, tabulka 4). V ptipadé pacientl v podskupiné | (JIP) byla v8ak mira senzi-
tivity a specificity 30,8 % a 100 %, s velmi slabou hodnotou plochy pod kfivkou (AUC = 0,5,

tabulka 4).

5.2.4 Laboratorni diagnostika IPA zaloZena na pozitivité galaktomananu a (1,3)-B-D-

glukanu soucasné

Strategie pozitivity obou testdt GM a BG soucasné pro diagnézu IPA u non-
neutropenickych pacientl ve skupiné vsichni pacienti (JIP + ONO, tabulka 4) vykazovala sen-
zitivitu 46,3 % a specificitu 95,7 %; PPH se zvysila na 90,5 % (AUC = 0,7100). U pacient(i v
podskupiné | (JIP) pfindsi tato strategie horsi vysledky nez individudlné pouzité testy BG nebo
GM (tabulka 5). Senzitivita detekce BG pouZité samostatné byla mnohem vyssi nez senzitivi-
ta obou testl kombinovanych do strategie, a to 92,3 % (AUC = 0,7282) a 61,5 % (AUC =

0,7744). Strategie zaloZend na pozitivité obou testl GM i BG soucasné u pacientl podskupi-
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ny Il (ONO) ukazala senzitivitu pouhych 39,3 % a velmi sluSnou specificitu 96,8 %; PPH se

zvysila na 91,7 % (AUC = 0,6803, tabulka 6).

5.2.5 Laboratorni diagnostika IPA zaloZzend na pozitivité vice testl soucasné v rtiznych
kombinacich (galakotmananu, (1,3)-B-D-glukanu a specifickych IgA a I1gG proti A.

fumigatus)

Hodnoty senzitivity, specificity, PPH a NPH testd GM a BG v kombinacnich strategiich s
v podskupiné pacientu | (JIP). ZvySeni specificity a PPH pro diagnostiku IPA na hodnotu 100 %
bylo dosazeno ve vSech trech skupinach pacient(, pokud byla interpretace zaloZena na stra-

tegii soucasné pozitivnich testli GM a IgAG nebo BG a IgAG (tabulka 4-6).

5.2.6 Laboratorni diagnostika IPA zaloZena na strategii “alespori jeden pozitivni test” (ga-

laktomanan, (1,3)-B-D-glukan, specifické IgAG)

U pacientl v podskupiné | (JIP) dosahla strategie "alespon jednoho pozitivniho testu" v
kombinaci BG a GM vyssi senzitivity 92,3 %, ale specificita poklesla na 53,3 % (AUC = 0,7282,
tabulka 5). U pacient( v podskupiné Il (ONO) tato strategie vykazovala senzitivitu 82,1 % a
specificitu 77,4 % (AUC = 0,7978, tabulka 6). Pfi pouzZiti strategie ,alespon jeden pozitivni
test” pro vechny tfi biomarkery (GM, BG a IgAG) bylo v podskupiné Il (ONO) dosaZeno senzi-
tivity 100 %, zatimco u pacientd podskupiny | (JIP) byla senzitivita 92,3 % a NPH ¢inila pouze
88,9 %. Ve skupiné vsichni pacienti (JIP + ONO) byla senzitivita 97,6 % a NPH 96,8 %

(tabulka 4).
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Primérné hodnoty rozdilu GM a BG u prezivsich a nepreZivSich pacientd mezi skupi-

nami (JIP, ONO) nebyly statisticky vyznamné (IP = 0,43 vs. IP = 1,14, P = 0,307 a 185,5 pg / mL

oproti 225,0 pg / mL, P = 0,303). Jediny statisticky signifikantni rozdil mezi prezivsimi a ze-

mielymi pacienty s IPA byl v koncentracich specifického IgA, pficemz prezivsi pacienti méli

namérené koncentrace IgA vyssi (IP = 2,16 vs IP = 1,10, P = 0,017, tabulka 7).

Tabulka 7: Prognosticky vyznam galaktomananu, (1,3)-g-D-glukanu a specifickych IgAG z hle-

diska IPA a mortality

Prezivsi pacienti Zemreli pacienti hodnota p
(n=34) (n=7)

GM [median IP (range)] 0,43 (0,11-9,80) 1,14 (0,16-6,18) 0,307

BG [median pg/ml (range)] 185,5(0,0-523,0) 225,0(0,0-523,0) 0,303

IgA [median IP (range)] 2,16 (0,32-11,17) 1,1 (0,24-3,08) 0,017

IgG [median IP (range)] 2,88 (0,26-8,41) 2,26 (0,47-4,15) 0,268

GM: galaktomanan, BG: (1,3)-p-D-glukan, IP: index positivity, IPA: invazivni plicni aspergildza, IgA: A. fumigatus

specificky izotyp IgA, 1gG: A. fumigatus specificky izotyp 1gG
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5.3 Detekce triacetylfusarininu C v moci

Osm pacientl bylo prospektivné vysetfovano na pritomnost sideroford v moci od tuno-
ra do kvétna 2018. V souboru pacientl rGznych typl se zamérné vyskytuje jeden pacient
s polytraumatem, polybakteridlnim nalezem na ranach a plicich, ktery nebyl suspektni z IPA.
U vSech pacient(l byly rovnéZ rutinné stanoveny koncentrace GM a BG ze vzorkl séra, test
specifického IgAG nebyl stanoven ve dvou pripadech pro neutropenii pacientl a ve dvou
pripadech pro nedostatek séra. Hmotnostni spektrometrie byla pro IPA citlivéjSim nastrojem
neZz detekce GM ve dvou pfipadech. Pro IPA zplsobenou A. fumigatus byl TAFC dominant-
nim biomarkerem, ktery mohl byt snadno detekovan metodou HPLC / ESI-FTICR (obrazek 6).
Hmotnostni spektrum s TAFC se ukazalo byt velmi prikazné a je uvedeno v detailu na obraz-
ku 6. Pokusné byly testovany i vzorky séra téchto osmi pacientt, avsak chemicky Sum vznika-
jici z izobarickych molekul byl natolik komplikujici, Ze testovat TAFC pfimo ze sér pacient(
neni prozatim mozné (data nejsou uvedena). U vzork(i moci je situace opacna.

U pacienta, ktery slouzil jako negativni kontrola (polytrauma bez suspekce IPA) byly
detekovany nulové koncentrace TAFC v moci. V souboru osmi typovych pacientl byl zachy-
cen Siroky rozptyl hodnot (tabulka 3, obrazek 7). U pacientli s hematoonkologickou maligni-
tou v neutropenii a pravdépodobnou IPA (EORTC / MSG) dosahoval rozsah koncentrace TAFC
vmoci daleko nizsich hodnot (3100 - 12600 pg/ml) nei v prfipadé pacientd
s pravdépodobnou IPA (AsplCU) bez neutropenie a hematoonkologického onemocnéni (400
— 100 000 pg/ml). V této skupiné non-neutropenickych pacientl se vyskytuji dva pripady
suspektni IPA, z nichZ jeden byl vyhodnocen dle algoritmu AspICU 2012 [59] jako kolonizace

A. fumigatus s hodnotou koncentrace TAFC v moci 1400 pg/ml a druhy prfipad byl hodnocen
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jako pravdépodobna IPA (AspICU) o koncentraci TAFC v moc¢i 400 pg/ml. U non-IPA pacientky
s bakteridlni bronchopneumonii nebyla detekovdna zddnda koncentrace TAFC v modi.

U pacientky s bunéénym lymfomem a pravdépodobnou IPA, byl zjistén klesajici trend
koncentrace TAFC v moci ve dvou nasledujicich odbérech po deseti dnech od zahdjeni tera-

pie vorikonazolem (12600 pg/ml — 1300 pg/ml — 100 pg/ml, obrazek 8).

Obrazek 6: Priikaz TAFC v moci pacienta
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TAFC detekovany MALDI-FTICR (vloZeny obrazek) a stopovou analyzou HPLC/ESI-FTICR (906.330 s 0.01 oknem).

Vzorek byl extrahovany dichlorometanem z moci pacienta pritomného v datasetu této studie.
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Obrazek 7: Soubor pacientl ve studii rozdéleny podle koncentrace triacetylfusarininu C v

moci a diagnostickych kritérii IPA
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Obrazek 8: Kinetika triacetylfusarininu C v pribéhu lécby hematoonkologického pacienta

s pravdépodobnou IPA
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6 DISKUZE

6.1 Detekce galaktomananu

Galaktomanan (GM) je rodové specificky antigen ktery Aspergillus uvoliuje béhem
rastové faze z povrchové vrstvy bunécné stény. Tento biomarker je béZné vyuzivany pro dia-
gnostiku invazivni aspergildzy (IA), zejména u pacientl s hematologickymi malignitami nebo
po transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék [24]. Situace u nehematologickych a
non-neutropenickych pacient( je vSak odliSnd. Nedavné studie ukazaly, Ze rozsah citlivosti
GM testu u takovychto pacientl je 23,1 % - 57,9 % a rozsah specificity je 76,1 % - 94,1 % pfi
pouziti cut-off 20,5 [64-66]. Pficinou snizené senzitivity tohoto jevu jsou cirkulujici neutrofily,
které vyvazuji antigen a pric¢inou zvySeného rozsahu specificity falesné pozitivity vzork( raz-
ného puvodu [8] . V této studii na naSem souboru pacientl byly hodnoty senzitivity a specifi-
city testu obdobné (48,8 % a 91,3 %, AUC = 0,7004) ve skupiné vsichni pacienti (JIP + ONO,
tabulka 4). Vysledky naznacuji, Ze test GM muzZe byt méné uziteCny pro diagnostiku IPA u
non-neutropenickych pacientl (obrazek 9), coz je ve shodé s recentnimi studiemi jinych sku-

pin autord [11, 65].

6.2 Detekce (1,3)-8-D-glukanu

(1,3)-B-D-glukan (BG) je dalsi biomarker pouzivany pro diagnostiku invazivnich houbo-
vych onemocnéni. BG muzZe byt detekovan v séru pacientl infikovanych oportunnimi houbo-

vymi patogeny v pocatecni fazi infekce, s vyjimkou Cryptococcus neoformans a mikromycet
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z oddéleni Zygomycota [67]. Z literatury je patrno, Ze senzitivita a mira specificity testu BG v
ptipadé pacientl s hematologickymi malignitami a IPA dosahuiji SirSiho rozsahu 66 % - 90 % a
75,5 % - 85 %, pricemz za pozitivni vzorky jsou povazovany ty, které se rovnaji nebo presahuji
hodnotou 80 pg / ml [68-70]. Ve studii Cai et al., [11], vykazoval BG test pfi diagnostice IPA u
non-neutropenickych pacient(l senzitivitu 48,1 % a specificitu 78,8 %. Dalsi studie provedena
u imunosuprimovanych, uméle ventilovanych kriticky nemocnych pacientd uvedla senzitivitu
a specificitu testu BG 88 % a 82 % [71].

Na zakladé vysledkd nasi studie mlze byt u pacientd podskupiny | (JIP, tabulka 5) vy-
loucena pravdépodobnad diagndza IPA (AsplCU), pokud je hodnota BG v séru nizsi nez 80 pg /
ml. Podobné zavéry byly zaznamenany u invazivni mykotické infekce ve studii pacient(, po
transplantaci jater [72]. Z vysledk(i mUZeme uzavfit, Ze u non-neutropenickych pacientd je

pro vylouceni diagndzy IPA sérologicky priikaz BG vhodnéjsi nez GM.

6.3 Detekce specifickych IgA a IgG proti A. fumigatus v séru

Dalsi cilem predlozené studie bylo stanoveni koncentraci imunoglobulin( specifickych
k A. fumigatus v izotypech IgA a IgG mérenych a hodnocenych souéasné. Stanoveni koncent-
race specifickych IgA a IgG v séru pacientll s podezienim na infekce zplsobené jednotlivymi
zastupci rodu Aspergillus bylo pouZito v jiz dfivéjSich studiich. Tyto studie potvrdily, Ze zmény
koncentraci specifickych IgA mohou byt vice informativni nez zmény koncentraci specifickych
IgG [28]. Detekce protilatek specifickych k aspergilovym antigenlim neni zafazena mezi krité-
ria EORTC / MSG, a to hlavné proto, Ze v minulosti byly tyto analyzy zaméreny prevaziné na

neutropenické pacienty, u kterych je rozvoj protilatkové odpovédi spiSe zaleZitosti az post
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neutropenické doby, coz je vramci ¢asné diagndzy IPA témér nepouzitelné. V poslednich
letech se spektrum pacientli ohrozenych IPA a IA rozSifuje i na non-neutropenické pacienty
[73] vzhledem k nar(stu invazivnich zdkrok( a dlasich novych rizikovych faktor(i zminénych
vysSe v tabulce 1. PredloZena studie je proto pomérné ojedinéla. Test IgAG mUze byt velkym
pfinosem u non-neutropenickych pacientli nejen z podskupiny Il (ONO) s pravdépodobnou
IPA (AsplCU), protoZe senzitivita a specificita dosahovala 96,4 % a 93,5 % (AUC = 0,9499, ta-
bulka 6). Test mlze také pomoci zvysit specificitu testll GM a BG pacientl v podskupiné |

(JIP) (tabulka 5).

Obrazek 9: Srovnani senzitivity, specificity, PPH a NPH test(i GM, BG a IgAG ve skupiné vsich-
ni pacienti
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6.4 Dvojita pozitivita detekci galaktomananu a (1,3)-B-D-glukanu

Vzhledem k tomu, Ze sérologicky priikaz BG vykdzal vysokou senzitivitu a priikaz GM
li, Ze by kombinace obou testl mohla zlepsit diagnostiku IA u pacientd s hematologickymi
malignitami [74, 75]. Jak je popsano vyse, situace byla u nasi skupiny non-neutropenickych
pacientU slozitéjsi, a to vzhledem k nizsi sérové hladiné GM. Nicméné soucasné vyhodnoceni
BG a GM nezvysilo senzitivitu stanoveni IPA ani u non-neutropenickych pacientd. Naopak,
stanoveni na zakladé soucasné pozitivity BG a GM u non-neutropenickych pacientd zvysilo
pouze PPH pro diagndzu IPA u pacient( v podskupiné Il (ONO), cozZ je patrné pti porovnani

obrazku 9 a 10.

Obrazek 10: Srovnani senzitivity, specificity, PPH a NPH testd GM + BG ve skupiné vSichni

pacienti, JIP.a ONO
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6.5 Dvojita pozitivita detekci galaktomananu a specifickych IgA a IgG proti A. fumigatus
nebo (1,3)-B-D-glukanu a specifickych IgA a IgG proti A. fumigatus nebo trojita pozi-

tivita galaktomananu, (1,3)-B-D-glukanu a specifickych IgA a I1gG proti A. fumigatus

Kombinace testl GM a BG s testy specifického IgAG v Zadné z testovanych podskupin
nezvysila sensitivitu a pro rutinni praxi neni tato strategie pfiliS pfinosna. Naopak pfi dia-
gnostice IPA kombinace testu specifického IgAG s GM nebo BG zvysuje specificitu a PPH na
100 %. Toto zjisténi plati pro vSechny tfi skupiny pacientd ve studii (Obrazek 11). Kombinaci
malo senzitivnich testl se jejich senzitivita nezvysSi, zatimco vysledna specificita

v kombinacich test(l stoupa.

Obrazek 11: Srovnani senzitivity, specificity, PPH a NPH testll GM + IgAG a BG + IgAG ve

skupiné vsichni pacienti, JIP a ONO
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6.6 Strategie “alespon jeden pozitivni test” (galaktomanan a (1,3)-B-D-glukan nebo ga-

laktomanan, (1,3)-B-D-glukan a specifické IgA a IgG proti A. fumigatus)

Cai a kol. [11] uvadéji, Ze strategie alespon jednoho pozitivniho vysledku dvou testu
(GM, BG) pro diagnostiku IPA u non-neutropenickych pacientd mize mit pomérné vysokou
senzitivitu (70,4 %) a specificitu (75,8 %). Podobné udaje byly zjiStény v ramci predlozené
studie. Pfi vyhodnoceni testu GM a BG metodou “alespon jeden pozitivni test” bylo dosaze-
no senzitivity (85,4 %) a specificity (69,6 %, AUC = 0,7747) u skupiny vSichni pacienti (skupina
JIP + ONO, tabulka 4). Aby se zvysila senzitivita a NPH analyzy, byl test IgAG v této studii pfi-
dén do metody hodnoceni ,alespon jeden pozitivni test” k testu GM a BG, protoze u nékte-
rych skupin pacientl neni pouziti testovani koncentrace IgA a IgG specifickych k Aspergillus
spp. samostatné vhodné nebo jsou jeho interpretace nejasné [36, 76]. Data z nasi studie po-
tvrdila, Ze vyhodnoceni testll GM a BG v kombinaci s testem IgAG metodou “alespon jeden
pozitivni test” je pro diagnostiku IPA u non-neutropenickych pacientd vhodné, nebot zvysuje

senzitivitu na 92,3 % - 100 %, coz je patrné na obrazku 12 v porovnani s obrazky 9, 10 a 11.
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Obrazek 12: Srovnani senzitivity, specificity, PPH a NPH testll metodou hodnoceni vysledki
»alespon jeden pozitivni test” GM/BG/IgAG ve skupiné vsichni pacienti, JIP a ONO
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6.7 Vyznam koncentrace specifickych IgA proti A. fumigatus v mortalité pacientd pfi in-

vazivni aspergildze

Rada nedévnych klinickych pfipad(i a monocentrickych studii ukdzala, Ze CHOPN je rizi-
kovym faktorem pro IPA, pokud jsou kortikosteroidy poddvany déle nez 3 mésice a IPA je
silnym prediktorem umrti u kriticky nemocnych pacientli s CHOPN [50, 77, 78]. V predklada-
né studii byla nejbéznéjsi primdarni diagndézou u pacientl s pravdépodobnou (AspICU) nebo
prokdzanou IPA pravé CHOPN (34,1 % pacient(l) s Umrtnosti 14,3 %. Zadny z pacientd s
CHOPN nebyl Iécen glukokortikosteroidy ekvivalentu prednisonu = 20 mg / den. Nejvétsi
skupinu pacient( s diagnézou CHOPN, nasledovala skupina pacientl s diagnézou IPN (14,6 %
pacientl), s umrtnosti 33 % a skupina pacientd s organovou malignitou (7,3 %) s 33 % umrt-
nosti. V predkladané studii bylo sledovano osm pacientl (19,5 %) s prokazanou nebo prav-

dépodobnou aspergilézou (AspelCU), ktefi neméli zadnou zakladni predispozici pro IPA, po-
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dobné jako u jinych studii [10, 11] . Pouze jeden ze studovanych 8 pacientl pochazel z pod-
skupiny Il (ONO), zatimco zbyvajicich 7 pacientd (87,5 %) pochdazelo z podskupiny | (JIP). Zad-
ny z pacientl bez zakladni predispozice pro IPA nezemrel. Vysvétleni statisticky vyznamné
rozdilnych koncentraci izotypu IgA specifického pro A. fumigatus ve skupiné prezivsich a ne-
prezivsich pacientl (IP = 2,16 vs IP = 1,10, P = 0,017, tabulka 6) m{Ze byt zaloZzeno na obec-
ném vycerpani pacienta zahrnujici vy¢erpani systémového a slizni¢niho imunitniho systému.
Rozdil v izotypové odezvé IgG mUzZe byt spojen s rozpoznavanim odlisnych antigen( A. fumi-
gatus a s odliSnym prinosem izotypU IgA nebo IgG pfi kontrole infekce A. fumigatus, jak bylo
prokazano v jinych pfipadech bronchopulmondlni aspergilézy [28, 36]. Neni zfejmé, zda sni-
Zeni IgA specifického pro A. fumigatus pfimo souvisi s fulminantnim vysledkem IPA, ale rozdi-
ly ve vyvoji hladin 1gG a IgA podporuji hypotézu o dominantni roli IgA pfi kontrole progrese

onemocnéni u nasich pacientd.

6.8 Detekce triacetylfusarininu C v moéi pacientid s pravdépodobnou (EORTC / MSG) /

pravdépodobnou (AspICU) IPA

Recentni prace uvadéji, ze siderofory jsou chelatacni latky syntetizované mikroorgani-
zmy slouzici pro vychytavani volného Zeleza [22, 79], celd fada mikroorganizmu vytvafi tyto
latky jako druhové specifické molekuly A. fumigatus [20, 80, 81]. Vzhledem k esencialni roli
volného Zeleza pro metabolismus mikroorganismu jsou siderofory jednim s faktor( virulence
[80]. Z toho vyplyvd, Ze tvorba siderofort mikroorganismy je existenéni nutnosti, a proto by
mély byt tyto siderofory vyuzitelné pro diagnostiku invazivnich infekci véetné aspergildz, coz
potvrzuji studie na mysich modelech [41]. Nizkomolekuldrni povaha sideroforl je na jednu

stranu vyhodna pro MS analyzy na druhou stranu vsak pfedstavuje technologickou vyzvu pro
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klinicko-diagnostické aplikace, nebot v komplexnim vzorku, jakym je moc¢ a zejména sérum
dosud nebyly siderofory u pacientl analyzovany. V této praci prezentované analyzy TAFC s
pouzitim vysoce citlivych metod hmotnostni spektrometrie jako (HPLC, ESI-FTICR) navazuiji
na studie provedené na mysich modelech tymem prof. Ing. Vladimira Havli¢ka, Ph. D. (MBU
AVCR) [82]. Zjisténi, e TAFC je vysoce specificky pro A. fumigatus, dominantniho pdvodce
IPA (90 %), je patrné i na vzorcich moci sedmi typovych pacientl v predlozené praci (pro-
spektivni studie provedena v obdobi Unor — kvéten 2018). Lidskd moc se zatim jevi jako neji-
dealnéjSim biologicky materidl pro stanoveni TAFC v porovnani se sérem, kde je metodika
dosud pouzitelnd pouze u 28 % vzorkl [83]. PFficinou je vysoky chemicky Sum vznikajici z izo-
barickych molekul, které je natolik kritické, Ze testovat TAFC pfimo ze sér pacientl neni pro-
zatim spolehlivé.

Vysledky predkladané studie ukazuji slibnou cestu vyvoje budouci diagnostiky IPA. Ho-
enigl et al. (2018) ve své praci predklada budouci vyuziti TAFC jako biomarkeru pro ¢asnou
diagnostiku IA z modi pacientl. V této praci bylo testovano 44 vzorkd moci od 24 hematoon-
kologickych pacientl (pravdépodobnd, mozna a non-IA) na pfitomnost TAFC metodou kapi-
larni elektroforézy nasledné elektrosprej ionizace a kone¢né hmotnostni spektrometrie. Ze
studie je patrno, Ze senzitivita a specificita TAFC v moci je podobnad jako senzitivita a specifi-
cita GM v séru a BAL, pficemz GM slouzi jako standard pro mykologickd kritéria 1A [42].
Oproti studii Hoenigl et al. (2018) provedené pouze u pacientli s hematologickymi maligni-
tami (neutropenicky pacient nebo pacient v nedavné neutropenii)[42] byl nas pilotni pro-
spektivné studovany soubor pravdépodobnych (AspICU) a pravdépodobnych (EORTC / MSG)
IPA sloZen ze Sesti non-neutropenickych pacientd a dvou pacientli s malignim hematologic-
kym onemocnénim. Z vysledkl lze predpokladat, Zze az bude soubor pacientld robustnéjsi

(klinicka studie dale pokracuje) projevi se lepsi vysledky detekce TAFC v diagnostice IPA
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oproti ostatnim biomarkerim se statistickou vyznamnosti. Budeme moci kalkulovat senzitivi-
tu, specificitu, NPH, PPH a prokdzat, Ze TAFC daleko senzitivnéjSim a specifictéjSim biomarke-
rem hlavné pro skupinu non-neutropenickych kriticky nemocnych pacientl s predpokladem
IPA z jednotek intenzivni péce. Toto tvrzeni doklada fakt, Ze nami provedeny prikaz TAFC
z modi non-neutropenickych pacientd pomoci HPLC / ESI-FTICR byl citlivéj$im nastrojem nez
detekce GM ze séra ve dvou pfipadech. Pfitomnost Cistoty hmotnostniho spektra (detail viz
vySe, obrazek 4), ktery je porovnatelny s vysledky ve studii Hoenigla et al. [42] naznacuje
velky potencidl v moznosti UspéSného prenosu tohoto diagnostického pfistupu do rutinni
laboratorni praxe.

V nasem souboru neutropenickych a non-neutropenickych pacientu
s pravdépodobnou (EORTC / MSG) a pravdépodobnou (AsplICU) IPA byl naméfen pomérné
Siroky rozsah hodnot koncentraci TAFC (0 — 100 000 pg / ml, tabulka 3, obrazek 7), co? je
velmi dobrym znamenim pro budouci vyhodnocovani robustnéjsiho celku pacientl s IPA
v pokracujici studii ve smyslu nastaveni hodnot (cut-off) pro diferenciaci kolonizace od IPA.
V nasi studii jsme zaznamenali zdsadni rozdil v rozsahu koncentraci TAFC v moci neutrope-
nickych a non-neutropenickych pacientd (3100 — 12600 pg / ml; 400 — 100 000 pg / ml), coz
je patrné z obrazku 13. Pozorovany rozdil je zdsadni pro vyuzZitelnost metody pro vcasnou
diagnostiku IPA u obou skupin paciend. Cim vy$3i byly koncentrace TAFC v mo¢i pacient(, tim
vyssi byla pravdépodobnost umrti (viz obrazek 7), zda se, Ze biomarker TAFC mUzZe Uzce sou-
viset s mortalitou pacientd na [IPA. Na pfipadu pravdépodobné IPA pacientky
s hematologickou malignitou lé¢ené vorikonazolem byla naméfena pfima souvislost koncen-
trace TAFC s efektivitou Ié€by IPA, kdy koncentrace TAFC v moci se po cca 20-ti dnech Uspés-
né |écby blizila témér k nule (viz obrazek 8). Klesajici koncentrace pfi antifungdlini 1é¢bé IPA

jsou patrné i v praci Hoenigla et al. (2018) [42].
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suspektni IPA, kdy prvni byl diagnostikovan dle algoritmu AsplCU 2012 [59] jako kolonizace
A. fumigatus s hodnotou koncentrace TAFC v moci 1400 pg/ml a druhy pripad byl hodnocen
jako pravdépodobna IPA (AsplICU) s koncentraci TAFC v moci 400 pg/ml. Samoziejmé se zde
jedna o predbézind data, ale pokud se tato metoda potvrdi na robustnich datech, jako vysoce
specifickd mohla by v budoucnu rozdélit nejasnou a Sedou zénu klinickych kritérii AsplCU
[59] a EORTC / MSG na pozitivni a negativni pfipady [6], pficemZ by mohla pomoci vyresit
klinické dilema IPA a non-IPA. V nejnovéjsim souhrném ¢lanku Bassetti M. et al. (2018) bylo
uvedeno, Ze nova kritéria pro diagnézu IA u non-neutropenickych pacientl jsou potfebna,
protoZe se jejich pocet stale zvysSuje a neurcitost diagndzy hrani¢nich pripadd nabyva na vy-
znamu. Podle predloZenych zjisténi by mohla detekce TAFC v moci a v budoucnu i v séru pfi-
spét k minimalizaci Sedé zény soucasnych kriterii, a tak zasadnim zplsobem ovlivnit mykolo-

gicka kritéria v diagnostice |A potaimo IPA.
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Obrazek 13: U pacientl s hematoonkologickou malignitou v neutropenii a pravdépodobnou
IPA dosahoval rozsah koncentrace TAFC v moci daleko nizsich hodnot (3100 — 12600 pg/ml)
nez v pfipadé pacientl s pravdépodobnou IPA (AspICU) bez neutropenie a hematoonkolo-

gického onemocnéni (400 — 100 000 pg/ml)
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7 Limity studie

Prvni omezeni této studie je zdanlivé maly pocet shromazdénych vzork( pro robustni
statistické hodnoceni. Je nutné zdlraznit, Ze tento soubor pacientl s prokdzanou a pravdé-
podobnou IPA (AspICU) dostatecné vyjadfuje vyskyt invazivnich aspergiléz v populaci non-
neutropenickych pacientl celé oblasti severni moravy a casti Stredoceského kraje. Za druhé,
PPH mohla byt ovlivnéna prevalenci IPA. Na druhé strané dostupné udaje o prevalenci IPA
pro tuto populaci pacientl jsou ponékud rozmanité; napfriklad IA na JIP se vyskytuje v roz-

mezi od 0,3 % do 5,8 % [84, 85], Diagndza IPA je problematicka a skutecny vyskyt IPA je ob-
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tizné odhadnout z dlvodu nespecifické klinické prezentace [7]. | kdybychom vypoditali
stfedni hodnotu prevalence IPA ve vzorci pro vypocet PPH a NPH, hodnoty by nebyly realis-
byly ve studii stanovovany specifické isotypy IgA a IgG pro A. fumigatus, marginalné se vy-
skytly pozitivni koncentrace IgA a IgG také v pfipadech pozitivnich kultivaénich nalezd non-A.
fumigatus (viz zdrojova tabulka). Vysvétlenim muiZe byt vnitro rodova zkfizena reaktivita
zaloZend na podobnosti exoantigenl druhl A. fumigatus, A. flavus, A. nidulans, A. niger a A.
terreus, ktery byl také popsan jinymi autory [35] nebo se pod pozitivhim ndlezem non-A. fu-
migatus ukryval A. fumigatus, ktery nebyl prokazan pomoci kultivace. Za ¢tvrté, diagnostika
IPA u pacientl v septickém stavu je komplikovana potencialni faleSnou pozitivitou nékterych
testl zpUsobenou bakteriemii nebo kandidémii, zvlasté v pfipadé zvySenych koncentraci BG
v séru. Také z téchto dlvodU byly méfeny GM a IgAG soucasné s BG. Vysledky vypadaiji slib-
né, ale skupina kriticky nemocnych pacientl byla pfilis mala a dalsi aplikace strategii GM/BG
+ IgAG v studiich obdobného typu je pro ovéreni téchto vysledkl nezbytna.

Hlavnim limitem druhé ¢asti prace zamérené na detekci TAFC v moci neutropenickych
a non-neutropenickych pacientd s pravdépodobnou (EORTC / MSG) a pravdépodobnou IPA
(AsplICU) je omezena velikost souboru studovanych pacientd, nicméné studie stale pokracuje
a v soucasné dobé mame takovychto pacient(i okolo 30-ti a za nedlouho se jisté podafi tento

unikatni soubor pacientd vyhodnotit a vysledky publikovat.
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8.1 Galaktomanan, (1,3)-g-D-glukan a specifické IgA a IgG proti A. fumigatus

Diagnostické testovani koncentrace GM a BG v séru u non-neutropenickych pacient( je
méneé uzitecné pro diagnostiku IPA ve srovnani s Udaji u neutropenickych pacientd ve studi-
ich podobného typu. V pfipadé non-neutropenickych pacient( je testovani IgAG v kombinaci
s testy GM a BG vyhodou za pouziti metody "alespon jeden pozitivni test" a muizZe zlepsit
citlivost diagnostiky IPA u tohoto typu pacient(l. Nejvétsi zdokonaleni pro diagnostiku IPA
bylo dosazeno, kdyz byly testy GM nebo BG kombinovany s vyuZitim metody "alespon jeden

test pozitivni" a v pripadé pochybnosti byl rozhodujicim faktorem pozitivni test IgAG.

8.2 Triacetylfusarinin C

Vysledky predlozené pilotni studie diagnostiky IPA pomoci priikazu TAFC ukazuji moz-
nou budouci cestu, kterou se diagnostika IA, respektive IPA miZe do budoucna ubirat. Tento
nadéjny biomarker umozni v€as reagovat na moznost hrozby IPA nejen u kriticky nemocnych
pacientl, ale také u pacientld v neutropenii, zejména umozni adekvatni a véasné nasazeni
terapie neutropenickych i non-neutropenickych pacient( v riziku IPA. Stanoveni koncentrace
TAFC z moci muze byt uzitecné v diagnostice IPA jako adekvatni specificky test k soucasné
hojné vyuZivanému prikazu GM vséru u neutropenickych pacientll a v pfipadé non-
neutropenickych pacientd by mél prikaz TAFC v moci lépe, ¢asnéji a citlivéji identifikovat

IPA.
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9 SOUHRN

Detekce sérovych galaktomananl (GM) a (1-3) -g-D-glukan( (BG) je povaZovana za uZzi-
tecnou pro diagnostiku invazivni plicni aspergildzy (IPA) u neutropenickych pacient(i. Dopo-
sud pouze nékolik studii hodnotilo tyto biomarkery u non-neutropenickych pacient(, ktefi
byli v podezieni z IPA. Cilem této studie bylo vyhodnotit pfinos obou testl spolecné s testem
detekce IgA a 1gG (IgAG) specifickych k Aspergillus fumigatus pro sérologickou diagnostiku
IPA u non-neutropenickych pacient(. DalSimi intra a extraceluldrnimi biomarkery hub, které
byly vyuzity vtéto prdci jsou siderofory. Siderofory jsou molekuly s nizkou molekulovou
hmotnosti které chelatujici Zelezo a jsou vylu¢ované rliznymi skupinami bakterii a hub. Tyto
molekuly by mohly byt vyuzity jako ¢asny vysoce specificky biomarker IPA.

GM, BG, IgAG: Séra 87 pacientl s podezienim na IPA byla analyzovana retrospektivné. Paci-
enti byli zafazeni do skupin s prokdzanou IPA (n = 10), pravdépodobnou IPA (n = 31), pacienti
bez IPA nebo kolonizovani A. fumigatus (n = 46). Pfi poutziti testll GM, BG a IgAG u pacientu
zarazenych do studie byla senzitivita / specificita / pozitivni prediktivni hodnota (PPH) / ne-
gativni prediktivni hodnota (NPH) 48,8 % /91,3 % /83,3 % / 66,7 %, 82,9% /73,9 % / 73,9 %
/82,9% a756%/957%/93,9%/81,5%. Nejvyssi specificita a PPH byla dosaZzena stano-
venim IgAG. ZvysSeni senzitivity a NPH bylo dosazeno pomoci metody "alespon jeden pozitiv-
ni test" s testy GM a BG, pficemz hodnoty senzitivity / specificity / PPH / NPH byly 85,0 % /
69,6 % / 71,4 % / 84,2 %. Nicméné nejvyssi senzitivita a NPH byla dosazena metodou "ale-
spon jeden pozitivni test" pfi kombinaci testd GM, BG a IgAG (97,6 % a 96,8 %).

Zapojeni testu IgAG vylepsuje diagnostiku IPA u non-neutropenickych pacientd tim,
Ze zvysi senzitivitu a NPH analyzy v kombinaci s testovdanim GM nebo BG, zejména v pfipadé,

kdyz existuji pochybnosti v diagndze IPA.
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TAFC: Do studie bylo zafazeno osm pacientl z jednotek intenzivni péce s podezienim na IPA.
Hmotnostni spektrometrie byla pro IPA citlivéjSim ndstrojem nez detekce GM ve dvou pfipa-
dech. Pro IPA zplisobenou A. fumigatus byl TAFC dominantnim biomarkerem, ktery prokazan
metodou HPLC / ESI-FTICR.

Stanoveni koncentrace TAFC z moc¢i mlze byt uZitecné v diagnostice IPA jako test
suplementarni ¢i alternativni k v soucasnosti hojné vyuzivanému priakazu GM v séru u ne-
utropenickych pacient(. V pfipadé non-neutropenickych pacientl by mél prikaz TAFC v moci

Iépe, ¢asnéji a citlivéji identifikovat IPA neZ je tomu v pfipadé GM.



64

10 SUMMARY

Detection of serum galactomannan (GM) and (1-3)-B-D-glucan (BG) is considered useful

for non-culture diagnosis of invasive pulmonary aspergillosis (IPA) in neutropenic patients.
Only few studies evaluated these seromarkers in non-neutropenic patients suspected for
having IPA. The aim of this study was to evaluate both tests together with the Aspergillus
fumigatus-specific serum IgG and IgA (IgAG) test for serological IPA diagnosis in non-
neutropenic patients. Other intracellular and extracellular fungi biomarkers used in this work
are siderophores. Siderophores are low molecular weight chelating molecules secreted by
various groups of bacteria and fungi that could be used as an early highly specific biomarker
of IPA.
GM, BG, IgAG: Sera from 87 patients suspected of having IPA were retrospectively analyzed.
Patients were categorized into groups of proven IPA (n=10), pravdépodobnd (AspICU) IPA
(n=31), and non-IPA colonization (n=46). When the GM, BG, and IgAG assays were used for
patients included in the study, the sensitivity/specificity / positive predictive value
(PPV) / negative predictive value (NPV) were 48.8 %/91.3 %/83.3 %/66.7 %, 82.9 %/73.9
%/73.9 %/82.9 %, and 75.6 %/95.7 %/93.9 %/81.5 %, respectively. Thus, the highest specifici-
ty and PPV were confirmed for the IgAG assay. Improvements in the sensitivity and NPV
were achieved by “at least one positive” analysis with the GM and BG assays, with the sensi-
tivity/specificity/PPV/NPV values being 85.0 %/69.6 %/71.4 %/84.2 %. Nevertheless, the
highest sensitivity and NPV were achieved by the “at least one positive” analysis combining
the GM, BG, and IgAG tests (97.6 % and 96.8 %, respectively).

The involvement of the IgAG assay could improve IPA diagnosis in non-neutropenic pa-

tients by increasing the sensitivity and NPV when combined with the GM or BG assays. Fur-



65

ther improvement was achieved by combining the GM, BG, and IgAG assays using the “at
least one positive test” strategy, especially if doubt exists.

TAFC: The study included seven patients from intensive care units that were suspected of
IPA. Results of TAFC detection by Mass spectrometry was more sensitive to IPA than GM
detection in two cases. For the A. fumigatus-induced IPA, TAFC was the dominant biomarker
that could easily be detected by HPLC / ESI-FTICR.

Determination of TAFC concentration from urine may be useful in the diagnosis of IPA as an
adequate specific test for the currently widely used serum GM in neutropenic patients, and
in the case of non-neutropenic patients, urinary TAFC should be better, more timely and

more sensitive to IPA.
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(1,3)--D-glukan a specifické IgA a IgG proti Aspergillus fumigatus
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13.2 Seznam obrazka

Obrazek 1: Mikroskopie a kultivace z bronchoalveolarni lavaze

Obrazek 2: SloZeni bunécné stény Apergillus fumigatus - upraveno podle schématu bunécné
stény hub Bennet et al. 2006 [23]

Obrazek 3: Zdravotnickd pracovisté (JIP + ostatni nemocni¢ni oddéleni) participujici na této
studii. Tato zdravotnicka zafizeni se podilela na primarnim odbéru vSech vzorkd suspektnich
pacientl na invazivni plicni aspergilézu zarazenych do této studie.

Obrazek 4: RozlozZeni zakladnich diagnéz a rizikovych faktorl v populaci pacientd s IPA
Obrazek 5: RozloZeni zakladnich diagndz v populaci pacientd s Ne-malignim plicnim one-
mocnénim a IPA

Obrazek 6: Prikaz TAFC v moci pacienta

Obrazek 7: Soubor pacientl ve studii rozdéleny podle koncentrace triacetylfusarininu C v
moci a diagnostickych kritérii IPA

Obrazek 8: Kinetika triacetylfusarininu C v pribéhu |écby hematoonkologického pacienta
s pravdépodobnou IPA

Obrazek 9: Srovnani senzitivity, specificity, PPH a NPH test(i GM, BG a IgAG ve skupiné vsich-
ni pacienti

Obrazek 10: Srovnani senzitivity, specificity, PPH a NPH testd GM + BG ve skupiné vSichni
pacienti, JIP a ONO

Obrazek 11: Srovnani senzitivity, specificity, PPH a NPH testli GM + IgAG a BG + IgAG ve
skupiné vsichni pacienti, JIP a ONO

Obrazek 12: Srovnani senzitivity, specificity, PPH a NPH testll metodou hodnoceni vysledki

»alespon jeden test pozitivni“ GM/BG/IgAG ve skupiné vsichni pacienti, JIP a ONO
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Obrazek 13: U pacientl s hematoonkologickou malignitou v neutropenii a pravdépodobnou
IPA dosahoval rozsah koncentrace TAFC v moci daleko nizsich hodnot (3100 — 12600 pg/ml)
nez v pfipadé pacientl s pravdépodobnou IPA (AspICU) bez neutropenie a hematoonkolo-

gického onemocnéni (400 — 100 000 pg/ml)

13.3 Seznam zkratek

ARDS: syndrom akutniho respira¢niho selhani

AsplICU: A Clinical Algorithm to Diagnose Invasive Pulmonary Aspergillosis in Critically lll Pa-
tients — klinicky algoritmus pro diagnostiku invazivni plicni aspergilézy u kriticky nemocnych
pacientl

AUC: ,area under the curve” — oblast pod kfivkou

BAL: bronchoalveolarni lavaz

BG: (1,3)-p-D-glukan

CE: kapilarni elektroforéza

Cl: interval spolehlivosti

EIA: enzymatickd imuno esej

EORTC / MSG: Definitions of Invasive Fungal Disease from the European Organization for
Research and Treatment of Cancer / Invasive Fungal Infections Cooperative Group and the
National Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group — Definice invaziv-
niho houbového onemocnéni evropské organizace pro vyzkum a Iécbu rakoviny / studijni
skupiny, spolupracujici skupiny pro invazivni houbové infekce a ndrodniho institutu pro aler-
gie a mykotické infekce

ETA: endotrachedlni aspirat

GM: galaktomanan
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HPLC / ESI-FTICR: Vysokoucinna kapalinova chromatografie s elektrosprejovou ionizaci a

zafizenim s iontovou cyklotronovou rezonanci Fourier-transform

CHOPN: chronicka obstruktivni plicni nemoc

IA: invazivni aspergil6za

IgAG: Aspergillus fumigatus specifické IgA a IgG

IPA: invazivni plicni aspergildza
IPN: intersticialni plicni nemoc

JIP: jednotka intenzivni péce

LFD: ,Lateral Flow Device” metoda detekce glykoproteinového antigenu v séru nebo BAL

pacientt

MALDI-TOF: matrix assisted laser desorption/ionization v kombinaci s detektorem doby letu

— time of flight

MDS: myelodysplasticky syndrom
MS: hmotnostni spektrometrie
NPH: negativni prediktivni hodnota
ONO: ostatni nemocnic¢ni oddéleni
PCR: polymerdazova retézova reakce
PET: pozitronova emisni tomografie
PPH: pozitivni prediktivni hodnota
RF: dalsi rizikové faktory

ROC: ,reciever operating characteristic”
SIT: transportni dopravci sideroforu

TAFC: triacetylfusarinin C

ZD: zakladni onemocnéni



85

Zdrojova tabulka: Soubor vsech 87 studovanych pacientl testovanych na galaktomanan, (1,3)-p-D-glukan a specifické IgA a IgG proti Aspergillus fumigatus

Vék Rizikovy IgA IgG GM BDG
C. P. (r) Oddéleni ZD aRF AspiCU faktor IPA  Vzorek* Rod Druh (IP21.2) (1P21.2) (IP20.5) (=80pg/ml) Umrti
1 72 4 - Rhabdomyolyza potvrzend REILe]l)Y Tkan Aspergillus fumigatus ano
2 Z 75 ONO MDS potvrzend REILeIl)Y Tkan Aspergillus fumigatus Ne
3 M 65 ONO CHOPN potvrzend g Tkan Aspergillus fumigatus Ano
4 M 71 ONO CHOPN potvrzend g Tkan Aspergillus fumigatus Ne
5 Z 22 ONO Anaplasticky lymfom potvrzend |§ Tkan Aspergillus  fumigatus Ne
6 M 70 ONO Toxikomanie potvrzend |§ Tkan Aspergillus  fumigatus Ne
7 M 50 ONO CHOPN potvrzend |§ Tkan Aspergillus  fumigatus Ne
8 M 60 ONO CHOPN potvrzend |§ Tkan Aspergillus niger Ne
9 M 67 ONO CHOPN potvrzend |§ Tkan Aspergillus  fumigatus Ne
10 M 66 ONO Tumor potvrzenda g Tkan Aspergillus  fumigatus Ano
11 M 58 pravdépod. |§ BAL Aspergillus  fumigatus Ano
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fumigatus
fumigatus
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Ano

Ne



27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

N
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56
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N
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46

39
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46
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41

66

53

65

66

44
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ONO

ONO
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ONO

ONO

Bronchopneumonie

Emfyzém

IPN

Tumor

ARDS

Hepatorenal. syndrom
CHOPN

Kardiovaskul. onem.

CHOPN

non-IPA

non-IPA

non-IPA

non-IPA

non-1PA
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non-1PA

non-1PA

non-1PA

Steroidy

Steroidy

BAL

BAL

BAL

BS

BS

BS

ETA

ETA
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ETA

ETA

ETA

ETA
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ETA

88

Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus

Aspergillus

Aspergillus

fumigatus
flavus

fumigatus
fumigatus
fumigatus
fumigatus
fumigatus
fumigatus
fumigatus
fumigatus
fumigatus
fumigatus
fumigatus
fumigatus

fumigatus

0.52

0.5

0.52

1.04

0.57

2.615

0.42

0.7

0.95

0.37

0.2

1.04

0.144

0.37

0.46

0.34

0.93

1.81

0.68

0.64

0.988

0.44

0.21

0.34

0.92

1.01

0.483

0.54

0.992

0.12 0 Ne
0.22 265 Ne
0.133 0 Ne

0.643 64 Ne

0.17 12 Ne
0.207 0 Ne
0.153 Ano
0.087 Ne
0.14 Ne
0.15

0.208 0 Ne
0.16 13 Ne

0.16 13 Ne
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62
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64

65

66
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69
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N

68
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54

40

62

74

81

54

56

41

46

80

72

86

65

ONO

ONO

ONO

ONO

ONO

ONO

ONO

ONO

ONO

Cirhéza jater

Kardiovaskul. Onem.

Bronchopneumonie

Bronchitida

Astma

Diabetes

Tumor

Kardiovaskul. Onem.
HIV

Astma

CHOPN

Astma

non-IPA

non-IPA

non-IPA

non-IPA

non-1PA

non-IPA

non-IPA

non-IPA
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non-IPA
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ETA
ETA
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ETA
Sputum
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Sputum
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Sputum
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Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus

Aspergillus

Aspergillus

fumigatus
fumigatus
fumigatus
fumigatus
fumigatus
fumigatus
fumigatus
fumigatus
fumigatus
fumigatus
nidulans
fumigatus
niger
fumigatus

fumigatus

0.64

1.14

0.367

0.418

0.58

0.24

2.34

0.73

0.496

0.35

0.21

1.96

0.31

0.218

0.368

0.716

0.47

0.154

1.349

0.8

0.59

0.83

1.94

0.601

0.38

0.27

1.76

0.68

0.518

0.264

0.21

0.22

0.174 79 Ne
0.17 0 Ne
0.094 0 Ne
0.285 0 Ne
0.23 0 Ne
0.17 0 Ne
0.175 0 Ne
0.147 0 Ne
0.16 0 Ne
0.12 0 Ne
0.14 0 Ne
8.2 523 Ne
0.124 0 Ne
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85
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42

30
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40
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43

34

56

81
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ONO

ONO

ONO

ONO

ONO

ONO

ONO

ONO

ONO

ONO

ONO

ONO

ONO

ONO

ONO

Bronchopneumonie
Bronchiektazie
Bronchitida
CHOPN

Tumor

CHOPN

Astma

CHOPN

CHOPN

CHOPN

CHOPN

CHOPN

CHOPN

Astma

non-IPA

non-IPA

non-IPA
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non-1PA
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Aspergillus
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Aspergillus
Aspergillus
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Aspergillus
Aspergillus
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fumigatus
fumigatus
niger

fumigatus
fumigatus
fumigatus
fumigatus
fumigatus

fumigatus

0.29

0.4

1.484

0.58

0.54

0.42

0.29

0.73

0.65

0.55

0.264

0.23

0.23

0.35

0.85

0.75

2.19

1.619

1.04

0.51

3.43

0.42

3.37

1.59

1.98

0.784

0.37

0.525

0.72

1.432

0.166 0 Ne
0437 71 Ne
0137 O Ne
0182 0 Ne
0.172

0.182

0.138 0 Ne
0.31 41 Ne
0.156 30 Ne
65 Ne
0.33 25 Ne
0.135 25 Ne
0.17 15 Ne
0323 0 Ne
0.11 301 Ne



87

A

91

53 ONO CHOPN non-IPA - Sputum Aspergillus  fumigatus JONE] 0.29 0.148 75

Ne

*Vzorek, ktery byl mikroskopicky a kultivacné pozitivni na Aspergillus spp.

ZD a RF: zédkladni onemocnéni a “dalsi rizikové” faktory[7], AspICU 2012: klinicky algoritmus pro diagnostiku invazivni plicni aspergildzy kriticky ne-
mocnych pacient[59], IPA: invazivni plicni aspergiléza, BG: (1, 3)-8-D-glukan, GM: galaktomanan, IgA, 1gG: Aspergillus fumigatus specifické protilat-
ky, IP: index pozitivity, CHOPN: chronickd obstruktivni plicni nemoc, MDS: myelodysplasticky syndrom, IPN: intersticialni plicni nemoc, Steroidy: Te-
rapie glukokortikosteroidy equivalent prednisonu =20 mg/den, TPL jater: transplantace jater, IST: imunosupresivni terapie, BAL: bronchoalveolarni

lavdz, ETA: endotrachedlni aspirat, JIP: jednotka intenzivni péce, ONO: ostatni nemocnic¢ni oddéleni



