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Plucna aspergiloza

MUDr. Miroslav Gaspar
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Plticna aspergil6za predstavuje Siroké spektrum roznych klinickych foriem postihnutia dolnych dychacich ciest - od alergickych prejavov
az po zivot ohrozujtice infekcie u vysoko rizikovych pacientov. Existuju rozne klasifikacie plticnej aspergil6zy, ale najcastejsie sa rozlisuju
Styri zakladné formy: invazivna pltcna aspergil6za, chronicka nekrotizujuca plicna aspergiléza, plicny aspergilém a alergicka bron-
chopulmonalna aspergiléza. Vyvolavatelom ochorenia st ubikvitarne vlaknité huby rodu Aspergillus. Autor uvadza prehlad klinickych
foriem plucnej aspergil6zy a moznosti ich laboratérnej diagnostiky.
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Pulmonary aspergillosis

Pulmonary aspergillosis represents a wide range of different clinical forms of affection of the lower respiratory tract - from allergic sym-
ptoms to life-threatening infections in high-risk patients. There are several classifications of pulmonary aspergillosis, but most often,
four main forms are being distinguished: invasive pulmonary aspergillosis, chronic necrotizing pulmonary aspergillosis, pulmonary
aspergilloma and allergic bronchopulmonary aspergillosis. Causative agents of disease are ubiquitous filamentous fungi of the genus
Aspergillus. The author presents an overview of clinical forms of pulmonary aspergillosis and possibilities of their laboratory diagnostics.
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Uvod

V poslednych rokoch sa rozsiruje spektrum etiologickych agensov
infekcii zdévodu narastajuceho poc¢tu imunokompromitovanych jedin-
cov liecenych agresivnymi chemoterapeutikami, a tieZ vdaka zlepsujicim
sa moznostiam diagnostiky. Do popredia sa dostavaju tiez mikroskopické
huby - kvasinky a vldknité huby (1, 2). Zastupcovia rodu Aspergillus sa
bezne vyskytuju v prostredi. Vstupnou branou infekcie s dychacie cesty,
pacient sa nakazi inhalaciou spdr (konidif) (3). Konidie sa vdaka svojej malej
velkosti mézu dostat az do plicnych alveol, v ktorych za vhodnych pod-
mienok klicia a prerastaju vo forme mycélia (splet hyf — hubovych vldken)
cez okolité struktury, pripadne az do krvného obehu, a tak do dalsich
organov. Predilekénou lokalizaciou aspergildzy su placa (4). Mimoplicna
lokalizacia je vzécnejsia (paranazalne dutiny, oblicky, mozog, pecen, koza).
Najcastejsim povodcom humannych aspergiléz je Aspergillus fumigatus
(5), nasledovany druhmi A. flavus, A. niger a A. terreus (6, 7).

Formy plucnej aspergilézy

Invazivna plucna aspergildza (IPA)

Tato najzavaznejsia forma plicnej aspergildzy (PA) sa vyskytuje
predovietkym u vyrazne imunitne oslabenych jedincov. Letalita
IPA sa pohybuje od 50 % az do 90 % (5). Najviac ohrozenf su pacienti
s dlhodobou neutropéniou, akutnou leukémiou, po transplantacii kr-
votvornych buniek a orgénov (srdce, plica, pecen, oblicky), dlhodobo
liecenf kortikosteroidmi alebo imunosupresivami (7, 8). V klinickom
obraze dominuje horucka, neproduktivny drazdivy kasel, dyspnoe,
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pleurdlna bolest, pleurdlny treci selest (8, 9). Nasledkom angioinvazivity
je hemoptyza, pri masivnejsom postihnuti vznikaju kavitacie. Moze dojst
k diseminacii — najma do CNS (centrdlny nervovy systém), o sa spaja
s velmi nepriaznivou prognézou (3). V zdvaznych pripadoch pribudaju
zndmky konsolidacie pluc, tachypnoe, progresivne sa zhorsujuica hypo-
xémia az respiracné zlyhanie. Na Uspesné zvladnutie IPA je nevyhnutné
vCasné stanovenie diagndzy a najma podavanie Ucinnej antimykotickej
(ATM) liecby (7, 9). V sucasnosti je liekom volby vorikonazol, v druhej linii
lipidovy komplex amfotericinu B, posakonazol alebo kaspofungin (8).
Niekedy je potrebna aj chirurgickd intervencia (6).

Chronicka nekrotizujuca pltucna aspergiléza (CNPA)

Tato vzéacna chronickd infekcia je takmer vzdy spdsobena druhom
A. fumigatus (5). Ide o lokédlnu invéziu hyf do plicneho parenchymu, bez
angioinvazivity a disemindcie do inych orgdnov, pri ktorej dochadza
k nekrézam a zadpalu. CNPA sa vyskytuje najma u starsich pacientov
s chronickymi plicnymi ochoreniami (chronicka obstrukéna plticna
choroba, plticna tuberkuléza, pneumokonidza, cystické fibrdza, sarkoiddza,
plicny infarkt) a nezriedka aj s miernym imunodeficitom ¢i chronickym
alkoholizmom (3).

Placny aspergilém

Aspergilém (mycetém) je gulovity Utvar tvoreny masou hyf, hlienu,
fibrinu a leukocytov. Vytvéra sa v preexistujucej dutine plicneho pa-
renchymu. Najcastejsou pri¢inou vzniku tychto dutin je tuberkuléza,
sarkoidéza, iny nekrotizujuci plicny proces (absces, iné plicne in-



fekcie), cysticka fibréza alebo nador (3, 5). Aspergilém len zriedkavo
meni svoju velkost a pri poskodeni ciev v bezprostrednej blizkosti méze
sposobit krvacanie. Definitivnou lie¢bou je chirurgické riesenie — resekcia
aspergilému alebo cielend embolizécia vyZivovacej bronchidlnej artérie.

Alergicka bronchopulmondlna aspergiléza (ABPA)

Tato forma aspergildzy sa vyskytuje predovsetkym u pacientov s prie-
duskovou astmou alebo cystickou fibrézou a vyrazne zhorsuje priebeh
tychto ochoreni (3). ABPA predstavuje hypersenzitivnu reakciu na koloni-
zaciu dychacich ciest Aspergillus spp. Dochadza k upchatiu dychacich ciest
zhlukom hlienu, hyf, zdpalovych buniek, bez poskodzovania plicneho
tkaniva (5). Priebeh ochorenia je mozné liecebne ovplyvnit celkovymi
kortikoidmi a v niektorych pripadoch pridanim ATM (3).

Diagnostika plticnej aspergilozy

Diagnostika pluicnej aspergildzy je interdisciplinarny proces. Opiera
sa o klinicky obraz, zobrazovacie metddy a laboratérne vysetrenia. HRCT
(high-resolution computed tomography — pocitacova tomografia s vysokym
rozliSenim) mé v porovnanf's klasickym RTG vySetrenim ovela vacsi prinos
v diagnostike. Pri IPA sa stretdvame s réznorodymi nalezmi — mnohopo-
Cetné loziska, kavitacie, pleurdlny vypotok, ,ground glass opacity” (obraz
mlie¢neho skla), ,halo sign” (prekrvécanie na periférii centralnej konden-
zacie) alebo ,air crescent sign” (rozpadova dutina).

Dalsim krokom by mali byt mikrobiologické analyzy: stanovenie
galaktomandnu (GM) v BAL (bronchoalveoldrna lavédz) a krvnom sére,
mikroskopicka a kultivacnd analyza BAL (9, 10, 11, 12, 13).

Mozaiku vysetreni méze doplnit dékaz DNA (deoxyribonucleic acid
— deoxyribonukleové kyselina) Aspergillus spp. metédou PCR (polymerase
chain reaction — polymerdzova retazova reakcia) vo vzorkach BAL, krvi a inych
primdrne sterilnych biologickych materidloch (8,9, 10). Ndpomocnou meté-
dou je tiez detekcia 1,3-8-D-glukdnu (BDG), najma vo vzorkach krvného séra
(vynimocne aj v BAL). Jednou z moznosti je histologické vysetrenie vzoriek
ziskanych biopsiou pltcnych infiltratov, aviak pre vysoké riziko komplikécif
a Castu kontraindikaciu vykonu sa tadto moznost Sirsie nevyuZiva.

Mikrobiologicka diagnostika PA

Pri podozreni na plicnu aspergildzu sa odporuca zaslat biologic-
ky materidl cielene do mykologického laboratéria. Medzi diagnosticky
najprinosnejsie vzorky patrf BAL, biopticka vzorka pluc, krvné sérum,
punktdty z primarne sterilnych lokalit a pri podozreni na diseminaciu do
CNS aj likvor. Menej vhodnym materidlom je odsaty sekrét (OS) zdolnych
dychacich ciest (DDC) alebo sputum. Pozitivny ndlez v tychto biologickych
materidloch méze byt sposobeny kolonizaciou dychacich ciest.

Mikroskopia je ¢asovo nendrocnd, ale vyzaduje si skiisenost mykoldga
(1,9). Pritomnost hyf v biologickom materidli z DDC zvysuje pravdepo-
dobnost moznej plicnej aspergildzy. Senzitivita mikroskopie sice vyrazne
kolise (0 % az 90 %) (10), ale pritomnost elementov mikroskopickych
hub vo vzorke méze klinikov nasmerovat k mykotickej etioldgii infekcie.
Nevyhodou tejto analyzy okrem nizkej senzitivity je, Ze neumoznuje
identifikovat pévodcu do rodu a druhu. Hyfy Aspergillus spp. sa nedaju
spolahlivo odlisit od hyf niektorych dalsich rodov mikromycét (9, 10, 13).

Kultivacia vidknitych hub je ¢asovo ndro¢né (2 az 14 dni), avsak pozi-
tivny nalez umoznuije urcit mozného pévodcu infekcie (1, 2). Nevyhodou
kultivacie je okrem df?ky jej trvania tiez nizka senzitivita — okolo 50 % (9),
¢o mobze suvisiet s predoslou ATM lie¢bou pacienta a faktom, Ze elementy
mikroskopickych hub nemusia byt vo vzorke rovnomerne rozptylené.
Pokial sa Aspergillus sp. vykultivuje z bioptickej vzorky tkaniva, diagno-
za aspergilézy je potvrdend (10). Zakladnym kultivacnym médiom je
Sabouraudov glukézovy agar. Z narastenej kultury (obrazok 1) sa zhotovf
preparét, napriklad v laktofenole s bavinikovou modrou (obrazok 2). Na
zaklade makro- a mikromorfoldgie sa izolat identifikuje na Grover druhu
(respektive sekcie alebo len rodu). Kvantitativna citlivost kmena na ATM sa
stanovuje formou E-testu. Vysledkom je ¢iselny Udaj v jednotke mg/|, ktory
predstavuje hodnotu MIC (minimum inhibitory concentration — minimalna
inhibicna koncentracia) daného ATM pre konkrétny izoldt Aspergillus sp.
(obrazok 3). Standardnou pddou na stanovenie citlivosti vidknitych hub
na ATM je RPMI médium (Roswell Park Memorial Institute medium). Podla
Vestnika Ministerstva zdravotnictva Slovenskej republiky z roku 2010 sa
odporuca stanovovat citlivost na vorikonazol, amfotericin B, posakonazol,
kaspofungin a itrakonazol (14).

Stanovenie GM v BAL a krvnom sére metédou ELISA (enzyme-
-linked immunosorbent assay — imuno-enzymatickd analyza na dokaz
antigénov alebo protildtok) sa stalo jednym z kldéovych laboratér-
nych vysetreni pri podozrenina IPA (7, 15). Tento antigén sa uvolfuje
z bunkovej steny niektorych mikroskopickych hub (vratane druhov
rodu Aspergillus) pocas ich rastu. Mnozstvo GM vo vzorke sa vyjadruje
pomocou indexu pozitivity (IP), ktory ma rézne hrani¢né hodnoty
(cut-off) v biologickych materidloch BAL a sérum. Vo vzorkach BAL je
cut-offIP=1,0 (11, 15). V krvnom sére je GM negativny pri IP < 0,5; slabo
pozitivny od IP > 0,5 az do < 0,7 a pozitivny pri IP > 0,7. Ndlez IP GM
> 0,5 v dvoch za sebou nasledujucich vzorkéach je mikrobiologickym
kritériom pre pravdepodobnu aspergildzu (9). Pri detekcii GM je ¢asto
pozorovand skrizena (falosnd) pozitivita. Je opisovana pri systémovych
infekcidch vyvolanych inymi rodmi mikroskopickych hub (Penicillium
spp., Paecilomyces spp., Alternaria spp., Rhodotorula spp., Histoplasma
capsulatum), lie¢be pacientov niektorymi beta-laktdmovymi anti-
biotikami (@mpicilin, ampicilin/sulbaktdm, piperacilin/tazobaktam,
amoxicilin/ klavulanat), kolonizécii ¢revnej sliznice Bifidobacterium
spp. u novorodencov (najma nedonosenych), prieniku GM z niekto-
rych mlie¢nych vyrobkov cez poskodenu stenu gastrointestindlneho
traktu (mukozitida pri ¢revnej GvHD, graft-versus-host disease — reakcia
Stepu voci hostitelovi po transplantdcii), aplikacii roztoku Plasmalyte®,
kontamindcii vzorky pocas odberu alebo pri spracovani materialu (vata,
vzdusné konidie Aspergillus spp., Penicillium spp.) (9, 10, 16). Pozitivita
GM v BAL pri pltcnej aspergildze méze ¢asovo predchadzat jeho
pozitivitu v krvnom sére (9), preto sa pri podozreni na IPA odporuca
vcas odobrat BAL na stanovenie GM. Vyhodou vysetrenia hladiny GM
(predovsetkym v BAL) je jeho vysoka senzitivita a $pecifickost (61 % az
94 % a 71 % az 92 %) (10), ako aj negativna prediktivna hodnota (92 %
az 98 %) (5), pricom vyssie hodnoty sa zaznamenali pri vysetreni BAL
(10). Monitorovanie hodnot IP GM je jednym z ukazovatelov Uspesnosti
ATM liecby pacienta s IPA.
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Obrdzok 1. A. fumigatus, Sabouraudov agar, 7-dnova kultura (fotografia:
autor)

Protilatky voci A. fumigatus sa stanovuju z krvného séra, napriklad
nepriamou hemaglutinaciou (celkové protilatky) alebo metddou ELISA
- Specifické protilatky tried IgA, IgM a IgG, respektive IgE. Pri nepria-
mej hemaglutina¢nej metéde sa ako hrani¢ny titer protildtok udava
hodnota 1 :320. V takom pripade sa odporuca opakovat vysetrenie
s odstupom 2 az 3 tyzdriov. Signifikantnu reakciu v zmysle aspergilézy
predstavuje titer > 1 : 640. Vyhodou tychto sérologickych analyz je
vyuZitie ich stanovenia pri diagnostike ABPA, CNPA alebo plicneho
aspergilomu.

Pri diagnostike IPA je mozné vyuzit aj stanovenie BDG (9, 10, 17).
Tento antigén sa uvoliiuje do krvného obehu pri aktivne prebiehajucej
systémovej mykdze, a to nielen priaspergildze, ale aj pri infekcii vyvolanej
inymi mikroskopickymi hubami - s vynimkou mukormycét a druhov
rodu Cryptococcus (9). Nizsia Specifickost (76 %) je jednou z nevyhod
tohto laboratérneho testu (15). Falosne pozitivny nélez bol pozorovany
u pacientov liecenych niektorymi antibiotikami (@amoxicilin/klavulandt,
imipeném, gentamicin), pri dialyze s pouzitim celulézovej membrany,
kontaminacii gdzou, bakteridlnej sepse alebo laboratérnej kontamina-
cii (9). Silnou strankou tejto metddy je vysokd negativna prediktivna
hodnota (94 %) (15).

Metoédy molekularnej biolégie sa vyuzivaju ¢oraz Castejsie. Pri podoz-
reni na IPA sa stanovuje pritomnost DNA Aspergillus spp. v biologickych
vzorkdch PCR analyzami. K dispozicii je niekolko komercnych stprav na
rézne typy PCR reakcif a podla viacerych studif sa dosahuju dobré vysledky
z hladiska senzitivity (70 % az 91 %), Specifickosti (97 % az 100 %), pozitivnej
(100 %) a negativnej prediktivnej hodnoty (93 %) (10, 15). Stale vsak chyba
Standardizacia tychto analyz pre rutinné laboratérne vysetrenie. Pozitivny
PCR nélez u imunokompromitovaného symptomatického pacienta ma
vysoku diagnostickd hodnotu. Molekuldrno-biologické stanovenia su vsak
vysoko senzitivne, preto méze lahko dojst k falosne pozitivnym vysledkom,
napriklad pri kontamindcii vzorky konidiami Aspergillus spp. z prostredia
alebo pri kolonizacii DDC.

Interpretacia vysledkov mykologickych vysetreni je néro¢na a odpo-
rdca sa podla moznosti potvrdit ndlez opakovanym vysetrenim.
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Obrdzok 2. A. fumigatus, mikroskopicky preparat v laktofenole s baviniko-
vou modrou, zvac¢senie 500-krat (fotografia: autor)

Obrdzok 3. A. fumigatus, E-test vorikonazolu (Liofilchem® s. r. I, Taliansko),
RPMI médium - 24-hodinovy nélez, MIC = 0,094 mg/| (fotografia: autor)

Odber a transport biologického materialu

Biologicky materiél je potrebné odoberat asepticky do sterilnych
uzatvératelnych odberovych nddob a po odbere ich uz neotvarat.
VSeobecne plati, ze materidl by mal byt doru¢eny do laboratéria
¢o najskor po odbere — pri diagnostike PA cielene na oddelenie
mykoldgie. Rovnako délezité je spravne a Citatelne vyplnit mikrobio-



logicku (mykologicku) Ziadanku vratane uvedenia adekvatnej diagno-
zy. Identifika¢né Udaje pacienta (meno, rodné ¢islo), typ materiédlu
a pozadovanych analyz je potrebné zaznacit aj na odberovej nadobe
(skimavke, tampodne).

Materidl ziskany pri bronchoskopii (BAL) a bioptické vzorky sa uscho-
vavaju v steriinom fyziologickom roztoku. Sputum sa odoberd rano pri
prvej expektordcii po vypldchnuti Ustnej dutiny cistou pitnou vodou.

Na stanovenie sérového GM a protildtok voci A. fumigatus sa odobera
krv do skimavky s gélom (respektive do skimavky bez protizrazavé-
ho ¢inidla) s objemom minimalne 2 az 3 ml. Pri moZnosti transportu
materidlu do 2 hodin od odberu sa méze skladovat pri izbovej teplote
(+18 °C az +25 °C). Ak je predpokladand lehota dorucenia vzorky 2 az 24
hodin, je potrebné uschovat ju pri teplote +2 °C az +8 °C. Pri dlh§om
skladovani je potrebné oddelit krvné sérum (v lamindrnom boxe,
aby sa minimalizovalo riziko kontamindcie vzorky) a zamrazit ho na
-18°Caz-24°C.

Kultivacia spolu s mikroskopiou (pri poziadavke na kultivacné vysetre-
nie sa vykonava automaticky) biologického materidlu sa realizuje denne.
GM a celkové protilatky voci A. fumigatus sa vysetruju t. ¢. 2-krdt tyzdenne
(utorky a piatky), pricom material musf byt doruceny do laboratéria naj-
neskor den vopred.

Stanovenie sérového galaktomanénu a protildtok voci A. fumigatus je
urcené hospitalizovanym pacientom, rovnako aj pacientom z hematoon-
kologickych, imunoalergologickych a pneumologickych ambulancif pri
podozreni na niektord z foriem plicnej aspergilézy. U ostatnych ambu-
lantnych pacientov sa tieto analyzy poskytuju na priamu platbu (cennik
dostupny na webovom rozhranf laboratorif).

Zaver

Plicna aspergiléza si vyzaduje néleziti pozornost pre svoj réznoro-
dy klinicky obraz, problematicku diagnostiku a v mnohych pripadoch
aj nepriaznivud prognozu. Zédkladom Uspesnej laboratérnej diagnostiky
IPA je v¢asné rozpoznanie jej hrozby na zaklade rizikovych faktorov
pacienta, nespecifickych klinickych priznakov a s pomocou dalsich
vysSetrovacich metdd (9, 15). Vysledky jednotlivych laboratérnych
vysetreni je potrebné interpretovat v sulade s klinickym stavom pa-
cienta, ako aj vysledkami zobrazovacich metdd, ¢o predpokladé Uzku
spoluprdcu odetrujucich lekarov a mikrobioldgov pri manazmente
pacienta s plicnou aspergilézou.
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