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Souhrn

V Gvodni Céasti prace jsou charakterizovana mykotickh onemocnéni a jejich
puvodci. Mezi kvasinkami dominuje rod Candida s nejcastéjSim druhem C. albicans.
Z vlaknitych hub jsou u nas s nejvyssi frekvenci zachycovana dermatofyta, napadajici
k(Zi a jeji adnexa a zpusobuijici tak lokalni formy infekce. Zastupci jsou fazeni do rod
Trichophyton, Epidermophyton a Microsporum. V nemocni¢nim prostfedi ohroZuji
pacienty zejména vlaknité houby rodu Aspergillus, pfipadné zygomycety, vzacné
i kryptokoky. Mikroskopické houby patfi mezi oportunni patogeny, proto k vyvolani infekce
vyZaduji predispozi¢ni faktory hostitele, nej¢astéji imunodeficitni stavy. K Ié¢bé& puvodcui
myko6z se pouziva specificka skupina antimikrobialnich latek zvana antimykotika. Podle
zpUsobu podavani se déli na lokélni a systémova. K nej¢astéji podavanym skupinam
antifungélnich latek patfi azoly, polyeny a echinokandiny.

Text této prehledové prace je zaméfen na vyCet a charakterizaci metod, které
se pouzivaji ke zjiSténi, zda je mikroskopicka houba k antimykotikim, zvaZovanym
k 16¢bé pfislusné mykdzy, citlivd. Zakladnim poZadavkem objektivniho vysledku testovani
je jeho standardizovany metodicky postup. Postupné byly vypracovany dokumenty, které
jednotlivé faze testovani pfesné popisuji. Prvnim z nich byl dokument M27, vypracovany
americkym Ustavem pro klinické a laboratorni standardy (CLSI). Jedna se o kvantitativni
diluéni postup uréeny ke stanoveni citlivosti kvasinkovitych mikroorganismu. Postupné
byly zminénou instituci vyvinuty i dalSi dokumenty, zaméfené na diluéni testovani citlivosti
vlaknitych hub a pozdéji i kvalitativni difuzni metody. V Evropé byly podobné standardy
definovany Evropskou komisi pro testovani antimikrobialni citlivosti (EUCAST). V dalsi
Casti prace jsou charakterizovany komeréni soupravy, vychazejici z uvedenych
standardnich metodik. V disledku prdmyslové vyroby souprav je jejich vyhodou
predevsim jednoduchost provedeni, coz je v laboratorni praxi pfi kazdodennim testovani
pomérné velkého poctu houbovych izolatd velmi vyhodné. Pfi interpretaci vysledkd
testovani citlivosti mikromycet k antifungalnim pfipravkim je nejzdsadnéjSim problémem
korelace vysledkl ziskanych v laboratofi in vitro s G€innosti 1é€by v klinické praxi. | pfesto
ma testovani citlivosti houbovych agens k antimykotikim duleZzitou roli, v sou¢asné dobé
zejména pri léEbé rezistentnich forem infekci a pfi zjiStovani epidemiologické situace
v rezistenci ke zminénym pfipravkdm uréenym k Ié€bé systémovych mykoz v jednotlivych,

predevsim velkych nemocnicich.



Summary

The initial part of this work describes fungal diseases and pathogens that cause
them. Yeasts are dominated by the genus Candida, with the most frequent species
C. albicans. The most frequent filamentous fungi in this country are dermatophytes that
attack the skin and adnexa, causing local forms of infections. These are represented
by the genera Trichophyton, Epidermophyton and Microsporum. In the hospital setting,
patients are mainly threatened by filamentous fungi of the genus Aspergillus, less
frequently by zygomycetes and rarely by cryptococci. Microscopic fungi are opportunistic
pathogens. Therefore, to cause infection, predisposing host factors are required, most
frequently immunodeficiencies. Fungal diseases are treated with antifungals, a specific
group of antimicrobial agents. Based on their effect, antifungals are classified as local
or systemic. The most frequently administered groups of antifungals are azoles, polyenes
and echinocandins.

The main part of this review is concerned with listing and describing methods used
to determine whether a microscopic fungus is susceptible to antifungals considered
to treat the relevant fungal diseases. The key requirement for objective results of a test
is the use of standardized methods. Gradually, documents accurately describing individual
phases of testing have been created. The first one was M27 produced by the US Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI). It is a quantitative dilution procedure
to determine the susceptibility of yeast microorganisms. Then the institute prepared other
documents aimed at dilution susceptibility testing of filamentous fungi and, later,
qualitative diffusion methods. In Europe, similar standards were defined by the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). The next part of this work
describes commercial kits to be used with the above standard methods. The advantage
of such manufactured kits is their simple design convenient for everyday testing of
relatively large numbers of fungal isolates in laboratory practice. When interpreting results
of testing the susceptibility of microscopic fungi to antifungal agents, the crucial problem
is to correlate results obtained in vivo in the laboratory with treatment outcomes in clinical
practice. Yet tests of fungal pathogen susceptibility to antifungals play an important role.
At present, these are mainly used in the treatment of resistant forms of infections
and to define the epidemiological situation concerning resistance to the above agents

used to treat systemic fungal diseases in individual, mainly large, hospitals.
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1. Uvod

1.1. Mykozy a jejich p Gvodci

Mykdzy jsou onemocnéni vyvolané mikroskopickymi houbami charakterizované tim,
Ze pfi nich plvodce invaduje do tkani. Podle miry invaze je rozdélujeme na lokalni
a systémové. Mezi lokalni fadime dermatomykoézy, které napadaji kizi a jeji adnexa
a subkutanni infikujici podkozi. Systémové mykoézy postihuji vnitfni organy a organové
systémy (Hamal et Svobodov4, 2011; Otéenasek et al, 1990).

Dermatomykézy vyvolava predevsim skupina hub souborné oznacovana jako
dermatofyta, ktera metabolicky vyuZiva keratin pfitomny v rohové vrstvé epidermis.
Radime mezi n& rody Trichophyton, Epidermophyton a Microsporum (Hamal
et Svobodové, 2011; Karaca et Kog, 2004). Kromé& nich mohou lokalni mykdzy zpusobit
také kandidy, aspergily, kryptokoky a dalSi mikromycety. Subkutanni myko6zy vyvolava
napfiklad Sporothrix schenckii, zastupci rodd Cladosporium, Acremonium, Madurella
formou mykotickych infekci a jsou vyvolany nej¢astéji kandidami a aspergily. Vznik
a rozvoj systémovych mykdz je podminén predispozici hostitele. Nejrizikovéjsi skupinu
tvofi téZzce imunokompromitovani pacienti, napfiklad trpici leukémii, zejména
po transplantaci kostni dfené, krvetvornych kmenovych bunék, pacienti infikovani virem
lidské imunodeficience (HIV), nebo se solidnimi naddory a predCasné narozené déti.
Rizikovymi faktory jsou také pokro€ily veék, vétsi chirurgické zakroky a intenzivni
chemoterapeutickd nebo jind imunosupresivni l1é¢ba (Morschhauser, 2012; Tani et al,
2012). Vyznamny predispozi¢ni faktor pro rozvoj mykotické infekce predstavuiji také Zilni
katétry (Schutze, 2001).

Zpusob ziskani ndkazy muaze byt exogenni (z okolniho prostfedi), kdy v nemocnicich
muZze byt zdrojem infekce vzduch, kiiZze a sliznice infikovanych pacientd, kontaminované
roztoky nebo rdzné pfedméty. K endogenni nadkaze dochéazi pfi aktivaci latentni infekce
¢i pfemnoZeni mykotickych agens, pfitomnych na sliznicich pivodné jako soucést bézné
mikroflory, které se mohou u téZce imukompromitovanych pacientd dostat az do krevniho
obéhu a Sifit se tak do celého organismu. Zakladem obrany proti houbovym infekcim
je bunécny typ imunity, pfedevsim fagocyty a T-lymfocyty (Jedlickova, 2006).

Na zakladé bunéc¢né morfologie rozdélujeme mikromycety na dva zakladni typy,
zastupci rodu Candida. Déle k nim patfi napfiklad rody Trichosporon, Malassezia

a Cryptococcus neoformans. Nej¢astéjSimi vladknitymi houbami infikujicimi Clovéka



v komunité jsou dermatofyta. V nemocnicich ohroZuji Zivot pacientt pfedevsim aspergily

a zygomycety (Hajdu et al, 2009).

1.1.1. Infekce zp usobené kandidami

NejCastéjSi mykotickou infekci u lidi je kandidéza. ZpUsobuji ji kvasinky rodu
Candida. NejCastéjSi je Candida albicans, ktera zplsobuje pfiblizné okolo 50 %
onemocnéni. Dalsimi ¢astymi druhy jsou Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
krusei, Candida parapsilosis a Candida lusitaniae. Nékdy se tyto druhy oznaluji jako
non-albicans (Chow et al, 2008; Klepser, 2011). Kandidy pfedstavuji u vétSiny populace
soucast normalni mikroflory lidského organismu, ale pfi naruSeni funkce imunitniho
systému dochazi ke vzniku opakovanych povrchovych infekci nebo systémovych mykéz
(Tani et al, 2012). Infekce maji vétSinou endogenni charakter.

Podle klinickych projevl rozliSujeme lokalni (slizniéni nebo kozni) a systémové
formy infekce (Haber et al, 1995). Lokalni postihuji nejcastéji ustni a poSevni sliznici.
Nejznaméjsi formu orélni kandidézy predstavuje akutni pseudomembrandzni forma
u pacientl se zubni protézou nebo ortodontickymi pfistroji. Mezi lokalni infekce patfi dale
vaginélni kandiddza, intertrigo (kozni infekce v mistech vihké zaparky), parochynium
(zédnét nehtového l4Zka) a onychomykéza (postizeni nehtové ploténky) (Hamal
et Svobodov4, 2011). Na rozdil od lokalnich predstavuji systémové kandiddzy Zivot
ohroZujici onemocnéni. Jejich frekvence se za posledni Ctyfi desetileti vyznamné zvysSila
(Schuster etal, 2013). Jsou pfi nich napadany rizné organy a organové systémy,
variantou systémové infekce je kandidémie. Dochazi pfi ni k invazi kvasinek do krevniho
fecisté. Jejim dlsledkem muze byt vznik diseminované kandidézy, kdy dochazi k invazi

do ruznych vnitfnich tkani a organa (Haber et al, 1995).

1.1.2. Infekce zp Gsobené aspergily
Primarni cestou jejiho ziskéani je vdechnuti spor, které se dostavaji do dolni Casti
dychacich cest. U vétSiny jedincl jsou odstranény &innosti Fasinkového epitelu. Problém
ale nastava u téZzce imunokompromitovanych pacientt, kdy dochazi k priniku spor
do plicniho parenchymu, coZ vede ke vzniku invazivni aspergilézy (VandenBergh et al,
1999).

Invazivni  aspergiloza je vyznamnou pficinou onemocnéni a smrti
imunokompromitovanych pacientd, zejména osob s hematologickymi malignitami,

neutropenii, jedincl po transplantaci kostni dfené nebo organd a pacientt s AIDS. Vysoka
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amrtnost souvisi s tim, Ze onemocnéni neni v€as detekovano a také s menSim poctem
dostupnych systémovych antimykotik v porovnani s antibiotiky, jejich toxicitou, lékovymi
interakcemi a farmakokinetickymi problémy (Maertens, 2006). Invazivni aspergilozu
vyvolava v 80 % pfipadd Aspergillus fumigatus. Mezi dalSi pavodce patfi Aspergillus
niger, Aspergillus flavus, Aspergillus terreus, Aspergillus nidulans a Aspergillus ustus
(Klepser, 2011). A. fumigatus, ale i jiné druhy zpusobuji kromé invazivni plicni aspergilozy
také tzv. bronchopulmonalni aspergil6zu, postihujici pacienty s cystickou fibrézou a jinymi
degenerativnimi onemocnénimi plic. Jsou rovnéz zodpovédné za vznik aspergilomu, kdy
dochazi ke kolonizaci preexistujicich plicnich dutin u jedinc, ktefi byli UspésSné vyléceni

napr. z tuberkuldzy (Alcazar-Fuoli et al, 2008; Kessler et al, 2002).

1.2. Antimykotika

K terapii mykotickych onemocnéni se pouziva skupina antiinfekénich 1éCiv zvana
antimykotika. Podle Ié¢ebného rozsahu je délime na dvé skupiny, lokalni a systémova.
Mezi lokalni Fadime napfiklad klotrimazol, ekonazol, nystatin a dalSi (Haber et al, 1995).
Tato prace se soustieduje spiSe na systémova antimykotika, kterd podle struktury
a mechanismu ucinku délime do nasledujicich &tyf skupin: azoly, echinokandiny, polyeny
a antimetabolity, jak je pfehledné demonstrovano v tabulce |. Vybér vhodné antimykotické
léCby je zavisly na druhu houbového puvodce, formé onemocnéni, stavu pacienta a jeho
imunité (Hajdu et al, 2009).

Tabulka |. Rozdéleni antimykotik

Antimykotikum  Mechanismus U €inku Zastupci

Azoly inhibice syntézy ergosterolu mikonazol, ketokonazol,
reverzibilni inhibici lanosterolu itrakonazol, flukonazol,
14-a-demetylazy vorikonazol, posakonazol

Echinokandiny inhibice biosyntézy bunécné stény kaspofungin, mikafungin,
prostfednictvim inhibice anidulafungin

1,3-B-D-glukan syntazy

Polyeny vazba ergosterolu v houbove amfotericin B, nystatin

plazmatické membrané

Antimetabolity inhibice syntézy houbovych flucytozin
nukleovych kyselin
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1.2.1. Azoly

Jejich uCinek spociva v inhibici syntézy ergosterolu (Klepser, 2011; Tani et al,
a podili se mnoha biologickych vlastnostech, a to na regulaci fluidity membrany, aktivité
a distribuci integralnich proteind a kontrole bunécného cyklu. Ergosterol a jeho
biosynteticka draha jsou nezbytné pro rast hub i jejich preZiti (Alcazar-Fuoli et al, 2008).
Inhibice syntézy ergosterolu spodivA v reverzibilni kompetitivni inhibici lanosterolu
14-a-demetylazy zavislé na cytochromu P450, predstavujici kliCovy enzym biosyntézy
sterolll (Che et al, 2009; Tani et al, 2012), zodpovédny za konverzi lanosterolu
na ergosterol (Maertens, 2006). Pfi jeho inhibici dochazi ke snizeni mnoZstvi ergosterolu,
coz vede k naruSeni membrany i jeji funkce, zastavi se rust hub a morfogeneze (Keady
et Thacker, 2005). Na kvasinky plasobi fungistaticky, proti viaknitym houbam fungicidné.

Azolova antimykotika délime podle chemické struktury na imidazolové a triazolova.
Mezi imidazoly patfi mikonazol a ketokonazol. Triazoly délime na dvé generace. Prvni
generaci predstavuji itrakonazol, flukonazol, druhou vorikonazol a posakonazol
(Jedlickova, 2006; Tani et al, 2012). Mikonazol se v dnesSni dobé kvuli své toxicité
v systémove 1éCbé jiz nepouziva (Haber et al, 1995). Ketokonazol je mélo ucinny, resp.
neucinny proti aspergilim a zygomycetam, lze jej vSak pouzit proti kvasinkam,
dermatofytim a dimorfnim houbam. Itrakonazolem je mozné I|éCit infekce vyvolané
vldknitymi houbami, rezistentni jsou vSak zygomycety (Jedlickova, 2006). Indikaci
pro pouziti flukonazolu jsou predevsim kvasinky (kandidy a kryptokoky), rezistentni je
v8ak C. krusei a ¢ast kmenu C. glabrata (Yang et al, 2005). Rovnéz neni vhodny pfi Ié¢bé
aspergilovych infekci a zygomykéz (JedliCkova, 2006). Vorikonazol je v sou¢asné dobé
povaZzovan za lék volby u invazivni aspergilozy (Keady et Thacker, 2005; Jedlickova,
2006). Posakonazol ma pomérné Siroké spektrum ucinnosti, specificka je jeho antifungalni
aktivita proti zygomycetam, dale plisobi na kandidy, aspergily a kryptokoky (Jedli¢kova,
2006).

Obecné jsou triazoly v souc¢asné dobé pouzivany proti velkému poctu raznych
druht mikromycet, pfiéemz jsou malo toxické a maji velmi dobry farmakodynamicky
ucinek (Che et al, 2009). DalSi preparéaty této skupiny (ravukonazol, isavukonazol) jsou

nyni ve fazi klinickych zkousek.

1.2.2. Echinokandiny
DalSi skupinou antimykotik jsou cyklické lipopeptidy echinokandiny. Jejich G¢€inek
spoCivad vinhibici syntézy houbové bunécné stény nekompetitivni inhibici
1,3-B-D-glukan syntazy, enzymu zodpovédného za vyrobu 1,3-B-D-glukanu, ktery
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je nezbytnou slozkou houbové bunétné stény. Snizeni mnoZstvi obsahu glukanu
v bunéc¢né sténé vede Kk jejimu oslabeni, osmotickému Soku, lyze a smrti buriky (DiNubile
et al, 2004; Maertens, 2006; Perlin, 2007). Na vétSinu kvasinek echinokandiny pusobi
fungicidné, na vlaknité houby fungistaticky (Klepser, 2011).

Mezi zastupce echinokandinovych antimykotik patfi kaspofungin, mikafungin
a anidulafungin (Klepser, 2011; Tani et al, 2012). Pro klinické pouziti byl jako prvni
licencovan kaspofungin. Spektrum antimykotické aktivity echinokandin zahrnuje kandidy,
véetné druhl rezistentnich k flukonazolu, a aspergily. Nejsou ucinné proti Cryptococcus
neoformans (DiNubile et al, 2004). Mala 0c&innost je pozorovana rovnéz vudi

zygomycetam a fuzariim (Perlin, 2007).

1.2.3. Polyeny

Tato antimykotika vaZzi ergosterol v houboveé cytoplazmatické membrané, coz vede
k jejimu naruSeni, vzniku pori a zvySené propustnosti nasledované bunécnou smrti
(Hac-Wydro et Dynarowicz-tatka, 2006; Klepser, 2011; Jedlickova, 2006). Jejich toxicita
souvisi s vazbou na cholesterol bunéénych membran v sav&ich bunkach, avSak ucinek
na cholesterol je vyrazné nizsi, nez na ergosterol.

Mezi polyeny patfi zejména amfotericin B a nystatin. Amfotericin B objevila
Elisabeth Hazen a izolovala Rachel Brown ze Streptomyces nodosus (Hac-Wydro
et Dynarowicz-tgtka, 2006; Jedlickova, 2006). Pouzivad se jako konvencéni deoxycholat
nebo ve formé lipidovych substanci (Haber et al, 1995; Jedlickova, 2006).

Proti kvasinkam i vlaknitym houbam pUsobi fungicidné. Ze srovnani amfotericinu
B-deoxycholatu s lipidovymi formami vyplyva, Ze posledné jmenované jsou lépe
tolerovany a mohou byt podavany ve vysSich davkach (Klepser, 2011). Amfotericin B
ma velmi Siroké antimykotické spektrum zahrnujici zygomycety, aspergily, dale kandidy
kryptokoky i rezistentni rhodotoruly. Necitlivé jsou k amfotericinu B zastupci rodu
Scedosporium, Aspergillus terreus a udajné i ¢ast kmenl Candida lusitaniae (Klepser,
2011; Yang et al, 2005). DalSim zastupcem skupiny je nystatin, produkovany rGznymi
kmeny rodu Streptomyces (Hac-Wydro et Dynarowicz-tgtka, 2006). V soucasné dobé
se pouziva jako soucést pfipravki k lokalni aplikaci. Podobné jako amfotericin B je G¢€inny

proti pomérné Sirokému spektru patogennich hub (Hamal et Svobodova, 2011).

1.1.1. Antimetabolity
Jedinym predstavitelem této skupiny je flucytozin. Jednad se o fungistaticky

preparat, syntetizovany puvodné jako cytostatikum. Jeho mechanismus G¢inku spociva
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v blokéddé proteosyntézy vestavénim fluorouracilu misto uracilu do ribozomalni
a transferové RNA.

M& pomérné uzké spektrum ucinku, zaméfené na kvasinky a kryptokoky. Jeho
nevyhodou je rychly vznik rezistence. Velmi vyhodné je jeho pouZziti v kombinaci
s amfotericinem B pfi léEbé mykotickych meningitid. NejvyznamnéjSim nezZzadoucim
ucinkem je negativni pasobeni na kostni dfefi s naslednou granulocytopenii (Haber et al,
1995; Schutze, 2001)
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2. Cil

Hlavnim cilem této bakalarské prace je vypracovani pfehledu soucasného stavu
testovacich metod uréenych ke stanoveni citlivosti k antimykotikiim.

Jako dil¢i cile byly stanoveny:

- shromazdéni dostupnych literarnich zdroji

- pfehled vyvoje standardizovanych postupu

- charakterizace a hodnoceni standardizovanych metodik a sou¢asnych komerénich
produktu

- ziskani praktickych zkuSenosti s vyuZzitim jedné z komercnich souprav pro
testovani klinickych izolatt kandid a aspergil.
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3. Metody testovani citlivosti

Testy uréené pro stanoveni citlivosti k antimykotikim jsou zaméfeny na houby, které
mohou zpuUsobit onemocnéni, zejména na druhy rezistentni k béznym antimykotickym
pFipravkim (EUCAST, 2008). Stanoveni citlivosti mikromycet k antimykotikiim se zavadi
kvali zvySujici se frekvenci systémovych mykéz u imunosuprimovanych pacientl
a zvySujicimu se vyskytu rezistentnich kmenu mikromycet. Diky testovani citlivosti
muzZzeme v€as detekovat rezistenci mikromycet k nékterym druhim antimykotik
pfed zahajenim IéCby a zabranit tak smrti pacienta (Mallatova et al, 2011). Kromé
stanoveni rezistence ma testovani citlivosti vyznam pro epidemiologické studie a srovnani

in vitro aktivity novych a stavajicich antimykotik (EUCAST, 2008).

3.1. Vyvoj standardizovanych metodik

Prvni instituci, kterd se zabyvala standardizaci testovani citlivosti k antimykotikiim, byl
americky Narodni vybor pro klinické laboratorni standardy (National Committee for Clinical
Laboratory Standards - NCCLS) (Mallatova et al, 2011), pfejmenovany v roce 2005
na Ustav pro klinické a laboratorni standardy (Clinical and Laboratory Standards Institute -
CLSI) (NCCLS, 2005). Tento ustav vytvofil Subkomisi pro testovani citlivosti pro
antimykotika v roce 1982. Vyslednou praci subkomise byla metodika uréena pro kvasinky
a vlaknité houby.

V Evropé se problematikou testovani antimikrobialni citlivosti zabyvd Evropska
spole¢nost Klinické mikrobiologie a infekéniho |ékafstvi (European Society of Clinical
Microbiology and Infectious - ESCMID). V ramci této spole¢nosti je vytvofena Evropska
komise pro testovani antimikrobialni citlivosti (The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing - EUCAST). Vroce 1982 vramci ni byla vytvofena Subkomise
pro testovani antifugélni citlivosti (Antifungal susceptibility testing - AFST). Vysledkem jeji
prace jsou standardizované dokumenty k testovani citlivosti u kvasinek a vlaknitych hub
(Mallatové et al, 2011).

3.1.1. Standardizované dilu €éni metody
PouZivaji se k uréeni minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) antimykotickych

latek. Sleduje se schopnost hub viditelné rist na mikrotitracni desti¢ce, ta obsahuje zivné

s s

antimykotika zpusobujici inhibici rastu hub. Referenéni diluéni metody pro testovani
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antimikrobialni citlivosti se vyuZivaji pro stanoveni aktivity nového antimykotika,
k potvrzeni citlivosti organismu, u kterého rutinni testy davaji nejasné vysledky
a pro stanoveni citlivosti hub, kde bézZné dilu¢ni testy nemuseji podavat spolehlivé
vysledky (EUCAST, 2008).

Prvnim vysledkem Subkomise pro testovani citlivosti pro antimykotika (CLSI) byl
vroce 1992 dokument M27 nazvany Referenéni metoda pro antifungalni testovani
citlivosti kvasinek bujénovou diluéni metodou, jeho nejaktualngjsi verzi je dokument
M27-A3 z roku 2008. V roce 1998 byla vydana Referenéni metoda pro testovani citlivosti
konidiogennich vlaknitych hub bujonovou diluéni metodou, dokument M38. Nejnoveéjsi
variantu predstavuje dokument M38-A2 vydany vroce 2008 (Guinea et al, 2007;
Mallatova et al, 2011).

Subkomise pro testovani antifugalni citlivosti (EUCAST — AFST) vydala
standardizovany dokument EDef 7.1 Metoda pro stanoveni citlivosti k antifugalnim latkam
pro fermentujici kvasinky bujonovou diluéni metodou roku 2008, revidovan byl 2012
(EDef 7.2). Pozdégji byl vytvofen dokument i pro vladknité houby EDef 9.1 Metoda
pro stanoveni minimélnich inhibi€nich koncentraci antifugélnich latek konidiogennich
vladknitych hub diluéni bujonovou metodou (Arendrup et al, 2012; Mallatova et al, 2011).
Vyvoj uvedenych metodik je uveden v Tabulce .

Metodicky postup obou standardizovanych metod je velmi podobny, prfesto
existuje nékolik rozdili. Napfiklad pro kvasinky jsou rozdily v metodice nasledujici: dno
jamek mikrotitracni desticky CLSI kulaté, EUCAST rovné; obsah glukézy v médiu
RPMI 1640 CLSI 0,2 %, EUCAST 2,0 %; denzita inokula CLSI 0,5-2,5 x 10° cfu/ml,
EUCAST 0,5-2,5 x 10° cfu/ml; doba inkubace CLSI 24 a 48 hodin, EUCAST 24 hodin;
vyhodnoceni hodnoty MIC houbovych patogent CLSI vizualng, zatimco podle dokumentu
EUCAST fotometricky. Vysledné hodnoty MIC ziskané podle postupl v dokumentech
CLSI a EUCAST pfitom vykazuji vysokou korelaci, az 95 % (Mallatova et al, 2011; Pfaller
et al, 2010).

Problémem této metody je obtizna dostupnost Cistych forem antimykotickych
pFipravkd pfimo od vyrobce (pfipravky uréené ke klinickému pouziti nesmi byt testovany)
a také technicky naro¢né provedeni metodiky. Antimykotika se musi skladovat
v desikéatoru, vétSinou pfi -20 °C, aby nedoslo ke ztraté jejich Gc€innosti. K rozpusténi se
u flucytozinu, flukonazolu, kaspofunginu, mikafunginu pouziva voda a pro amfotericin B,
ketokonazol, itrakonazol, vorikonazol, posakonazol a anidulafungin dimetylsulfoxid
(DMSO). Jako Zivnhou pudu je pfihodné pouzit médium RPMI 1640 s glutaminem,
bez obsahu bikarbonatll a s fenolovou Cerveni jako barevnym indikatorem pH. Rust

kolonii v jamkéch Ize vyhodnotit vizualné.
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Kontrola spravného prabéhu vysledkd metody se provadi pomoci kmenu
ke kontrole kvality (quality kontrol — QC), nejCastéji pochazi z Americké sbirky
typovych kultur (ATCC) a dodavaji se v lyofilizovaném stavu. Metodika CLSI pouziva
kmeny Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258, Paecilomyces
variotii ATCC MYA-3630 a EUCAST Candida Albicans ATCC F8555, Candida krusei
CL 3403, Aspergillus fumigatus ATCC 204305, Aspergillus fumigatus F 6919, Aspergillus
flavus CM 1813 (EUCAST, 2008; Mallatova et al, 2011).

Tabulka Il. Vyvoj standardizovanych metodik.

CLSI EUCAST

Typ Cislo Rok Typ Cislo Rok

metody  dokumentu ~ vydani | metody  dokumentu  Vydani
Kvasinky diluéni M27-P 1992 diluéni EDis 7.1 2002

diluéni M27-T 1995 diluéni EDef 7.1 2008

diluéni M27-A 1997 diluéni EDef 7.2 2012

diluéni M27-A2 2002

diluéni M27-A3 2008

difuzni M44-p 2003

difuzni M44-A 2004

difuzni M44-A2 2009
VIaknité diluéni M38-P 1998 diluéni EDef 9.1 2008
houby dilueni  M38-A 2002

diluéni M38-A2 2008

difuzni M51-P 2009

difuzni M51-A 2010

CLSI = Clinical and Laboratory Standards Institute; EUCAST = The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing
Dokumenty: P = proposed (navrhovany), T = tentative (zkusmy), A = approved (schvéleny)

3.1.2. Standardizované difuzni metody
Diskovéa difuzni metoda pFedstavuje jednoduchou, flexibilni a cenové dostupnou
alternativu  k mikrodilu¢ni metodice (Espinel-Ingroff, 2007). Princip metody spociva

v méfeni z6n inhibice rdstu mikromycet. Inhibiéni zéna vznika v dusledku difuze
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antimikrobialnich latek z diskd napusténych presné uréenou koncentraci antimikrobialni
latky na agarové plotné, ty jsou pfed vlastnim poloZzenim impregnovanych disku
inokulovany testovanym organismem. Vyhodnoceni spoCivd ve zméfeni velikosti
inhibi¢nich z6n. Doba inkubace se odviji v zavislosti na druhu mikroorganismu
(McGill et al, 2009).

Metodiky testovani citlivosti jsou uvedeny v dokumentech CLSI M44 a M51.
Dokument M44 je uréen k testovani citlivosti kvasinek difuzni diskovou metodou,
nejnovéjsi verzi je dokument M44-A2. Dokument M51, nyni verze M51-A, zahrnuje
metodiku pro testovani vlaknitych hub, ale neni uren pro dermatofyta. Vysledky
uvedenych standardizovanych difaznich metod poskytuji hodnoty srovnatelné
s hodnotami ziskanymi diluénimi technikami.

Postupy pro testovani vlaknitych hub a kvasinek se od sebe liSi v nékolika bodech.
Vlaknité houby se kultivuji na Mueller-Hinton agaru. Pfi pfipravé média pro kvasinky
se k tomuto agaru pfidava jeSté 2% glukéza a metylénova modF, které zlepSuji rust
kvasinek a poskytuji ostfejsi inhibiéni zony kolem diskd. Disky maji pfesné stanovené
mnozstvi antimykotik, které se vzdjemné liSi, obvykle v souvislosti s jejich schopnosti
difuze. Denzita inokula se v pfipadé vlaknitych hub upravuje na hodnotu
0,4-5 x 10° cfu/ml, pro kandidy 1-5 x 10° cfu/ml. U vlaknitych hub se denzita upravuje
pomoci spektrofotometru, u kandid vizualné podle stupnice McFarlanda. Inkuba¢ni doba
je raznd, specifickd pro jednotlivé druhy mikromycet (Espinel-Ingroff, 2007; Mallatovéa
et al, 2011).

Podle pruméru inhibiéni zony je testovany kmen zafazen do kategorie citlivy, citlivy
v zavislosti na davce, intermediarni, rezistentni, ¢i necitlivy. Vyhodami této metody jsou
jednoduchost provedeni a nizk& cena, Ize ji proto s vyhodou pouZzit v rutinni laboratorni
diagnostice. Jedinym problémem je jeji kvalitativni charakter, proto by u zjiSténych
rezistentnich a malo citlivych kmen( méla byt stanovena kvantitativnhi metodou hodnota
MIC (Mallatova et al, 2011).

3.2. Komer €ni soupravy

V rutinni diagnostické praxi jsou vesmés upfednostiiovany komeréni soupravy, které
z vySe uvedenych standardizovanych metod vychézeji. Jejich hlavni vyhodou je, Ze
se nemusi pfipravovat, ale objednaji se pfimo u vyrobce. | kdyZ jde o cenové nakladnéjsi
pFistup, je vyvaZzen znacnou €asovou Usporou, ta je pfi zpracovavani velkého mnoZzstvi

vzorkl v bézné diagnostické laboratofi zasadni (Cuenca-Estrella, 2010).
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Existuje fada souprav od raznych vyrobcu zaloZzend na kvalitativnim i kvantitativnim
principu. Na zakladé nedavného doporuceni odbornikd je k testovani kandid a kryptokoku
nejvhodné&jsi Sensititre YeastOne, zatimco k testovani viaknitych hub a ostatnich druht

kvasinek je nejvhodnéjsi E-test (Mallatova et al, 2011).

3.2.1. Diluéni

Sensititre YeastOne

Mikrodilu€ni kolorimetricky test Sensititre YeastOne (TREK Diagnostic Systems) patfi
mezi kvantitativni metody. Umoznuje snadnou identifikaci rezistentnich kmenu
mikromycet va¢i vybranym druhdm antimykotik (Mallatova et al, 2011).

Souprava je primarné urCena k testovani kvasinek. V souCasné dobé je v3ak
vyrobcem doporuena i k testovani aspergild. Jednotlivé jamky mikrotitraCni desticky
obsahuiji kolorimetricky indikator pH Alamar blue a dvojnasobné se zvySujici koncentrace
antimykotik ve vysuSeném stavu (Carrillo-Mufioz et al, 2003). Souprava se vyrabi
v nékolika variantach, vétSinou obsahuje: flukonazol, itrakonazol, ketokonazol,
posakonazol, vorikonazol, flucytozin, amfotericin B a kaspofungin. Antimykotika jsou
v jamkach mikrotitracni desticky nejCastéji v 11- nebo 12-nasobnych koncentracich.
Proces pfipravy antimykotik se technologicky shoduje s dokumentem CLSI M27.
K rehydrataci vysuSenych antimykotik dochézi pfidanim 100 ul houbového inokula
do kazdé z jamek mikrotitraéni destiCky. Priprava a konecna koncentrace inokula
je pro kvasinky a vlaknité houby odliSna. U aspergilll se pfidava k 11 ml inokulaéniho
bujonu YeastOne obsahujiciho médium RPMI 1640 (je soucéasti soupravy) 20 pl spor
rozpusténych v destilované vodé, kone¢na koncentrace je pak 0,4-5x 10%  cfu/ml.
U kvasinek se denzita suspenze upravuje na hodnotu odpovidajici rozmezi
0,5-2,5 x 10° cfu/ml. MnoZstvi bunék se méFi a kontroluje za pouZiti spektrofotometru
pfi vinové délce 530 nm. Pfi ristu mikromycet dochazi k barevné zméné, obsah jamky
z pavodni modré barvy zriZovi. V negativnim pfipadé zustava obsah modry. Vyhodnoceni
destiCek se provadi po inkubaci pfi 35°C u kvasinek po 24 hodinach, u vidknitych hub
po 48 az 72 hodinach a u kryptokokl za 72 hodin, nejlépe s pomoci &teciho zrcatka.

Vyhodou testu je jeho spolehlivost a dale v porovnani se standardizovanymi dilu&nimi
metodikami i jednoduchost a rychlost provedeni. D4 se pouzit pro rutinni laboratorni
testovani (Mallatova et al, 2011, Carrillo-Mufioz et al, 2003).

V praxi tuto metodu pouZili Carrillo-Mufioz et al (2003) ktestovani 100 druhu
oportunnich vlaknitych hub (Aspergillus spp., Fusarium spp., Scedosporium spp.), kdy

potvrdili spolehlivost a vhodnost techniky pfi rutinnim laboratornim testovani. Bertout et al
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(2011) srovnavali Sensititre YeastOne s referenéni metodikou CLSI (M27-A3) s pouZitim
102 kandid a kryptokoku, kdy byla také prokézana dobréa shoda vysledka.

V Ceské republice je k dispozici analogicky panel Micronaut-AM (Merliné). Vyrabi
se ve dvou variantach: k testovani jednoho kmene kvasinek s SirSim spektrem a vétSim
poctem fedéni antimykotik (celkem 9 druhtd) a dvou kmenu ke stanoveni MIC

6 antifungdlnich latek.

Fungitest

Uvedena souprava firmy Bio-Rad Laboratories slouZi na rozdil od Sensititre YeastOne
pouze k semikvantitativnimu stanoveni citlivosti a je rovnéZz zaloZzena na mikrodilucni
metodé. Je vhodna zejména pro testovani druh( Candida spp. a Cryptococcus
neoformans. Testuje citlivost k hraniénim koncentracim antimykotik, proto mizeme zjistit,
zdali testovany kmen je citlivy, citlivy v zavislosti na koncentraci antimykotika nebo
rezistentni, ale nelze stanovit pfesnou hodnotu MIC (Davey et al, 1998; Mallatova et al,
2011).

Fungitest vyuziva 6 druhd antimykotik: amfotericin B, flucytozin, mikonazol,
ketokonazol, itrakonazol a flukonazol ve dvou rdznych hraniénich koncentracich:
amfotericin B 2 a 8 pl/ml, flucytozin 2 a 32 pl/ml, mikonazol 0,5 a 4 pl/ml, ketokonazol
0,5 pl/ml a 4 pl/ml, itrakonazol 0,5 a 4 pl/ml a pro flukonazol 8 a 0,4 pl/ml. Tyto hraniéni
koncentrace jsou obsaZzeny v 16jamkové mikrotitracni desti¢ce, pfiemz 2 jamky slouZzi
jako pozitivni kontrola, 2 jamky jako negativni kontrola. Zbylych 12 jamek obsahuje
po dvou hrani¢nich koncentracich Sesti antimykotik. Postup inokulace je podobny jako
u Sensititre YeastOne. Inkubace probih& pfi 37 °C po dobu 48 hodin u kandid, 30 °C
72 hodin u kryptokoku. Vyhodnoceni MIC se provadi na zékladé barevné zmény (Davey
et al, 1998; Willinger et al, 2002).

Willinger et al (2002) na 50 druzich kandid zjistili korelaci vysledk( s metodikou CLSI
dokumentu M27, dosahovala 96,4 az 100 %. Dobré shody vysledku prokazali i Davey
et al (1998).

ATB-fungus

Tato souprava firmy bioMérieux, v souCasné dobé verze ATB-fungus 3,
se vyhodnocuje na rozdil od pfedchozich metod turbidimetricky (tj. na zakladé zakaleni),
nikoliv kolorimetricky.

Sestavéa z plastikové mikrodesticky obsahujici 16 péara jamek. Prvni péar slouZi jako
kontrola rdstu, neobsahuje tedy Zadné antimykotikum. DalSich 15 pard jamek obsahuje

4 antimykotika v nésledujicim, dvojnasobné& se zvySujicim rozmezi koncentraci:
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amfotericin B 0,5-16 pg/ml, flukonazol 0,125-4 pg/ml, vorikonazol 0,06-8 pg/ml a flucytozin
4-16 pg/ml. Nevyhodou je Uzké spektrum antimykotik (Eraso et al, 2008; Mallatova et al,
2011).

Eraso et al (2008) srovnavali dvé komeréni metody, vySe zminény ATB Fungus
a Sensititre YeastOne u 133 kmen0 kandid. Hodnoty minimalnich inhibiénich koncentraci

stanovené obéma soupravami se shodovaly v rozsahu 91,2-97,7 %.

VITEK 2 AST-YS

Jedn& se o pIné automatizovany komeréni spektrofotometricky systém (bioMérieux).
Spektrofotometricky ur€uje rast kvasinek a umoznuje pfedevsim biochemickou identifikaci
kvasinek, ale rovnéz stanoveni jejich citlivosti k systémovym antimykotikim. Navic Ize
stanovit i hodnotu MIC (Mallatova et al, 2011).

Tento systém zahrnuje specifické karty, které umoZzniuji identifikaci druhu na zéakladé
srovnani biochemického profilu s rozsahlou databdzi. Obsahuje také kartu AST-YSO1
umoziujici kvantitativni testovani citlivosti k amfotericinu B, flukonazolu, flucytozinu,
kaspofunginu a vorikonazolu. Pfedstavuje v podstaté miniaturizovanou verzi techniky
dvojitého fedéni pouzivaného pro stanoveni MIC. Vzhledem k tomu, Ze je systém plné
automatizovany, po umisténi karty do pfistroje neni za potfebi dalsi manuélni manipulace.
Naockovani karty probiha pomoci vakuové plniciho procesu. Poté dochazi k zapeceténi
a automatickému vloZeni do c&teciho inkubatoru. Hodnoty MIC jsou uréeny pomoci
integrovaného softwarového programu. Vyhodou systému je, Ze vyhodnocuje MIC velmi
rychle ve srovnéni s ostatnimi metodami (Cuenca-Estrella, 2010).

Vysledky ziskané pomoci uvedeného systému vykazuji vysokou korelaci s metodikami
CLSI i EUCAST, nezahrnuji v8ak pomalu rostouci druhy. Vyhodou je moZnost sou¢asné
identifikace a stanoveni citlivosti testovaného kmene, pIné automatizovany postup,
rychlost vyhodnoceni po 12 a7z 14 hodinach a mozZnost ureni MIC i pro kombinace
systémovych antimykotik. Nevyhodami jsou 0zké spektrum antimykotik a omezené
mnoZstvi jejich testovanych koncentraci (Cuenca-Estrella, 2010; Mallatova et al, 2011).

V nedavné dobé& Cuenca-Estrella et al (2010) po testovani 154 kvasinek dospéli
k zavéru, Zze VITEK 2AST-YS piedstavuje rychlou a spolehlivou alternativu technik CLSI
nebo EUCAST v Klinickych laboratofich.
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3.2.2. Difazni

E-test (Epsilometer-test)

Komeréni metoda E-test (bioMérieux) principialné vychazi z diskové difuzni metody,
ale slouzi ke kvantitativnimu hodnoceni.

E-test je plastikovy prouzek obsahujici gradient antimykotika ve vysuSené formé
na jeho spodni strané, kterd se pfiklada na povrch média RPMI 1640 s 2% glukézou
s testovanym kmenem kvasinek nebo vliaknitych hub. BEéhem nasledné inkubace dochazi
k difazi antimikrobialni latky do agaru. Druha strana prouzku obsahuje stupnici zobrazujici
hodnoty gradientu koncentrace antimykotika. Hodnota MIC odpovida mistu, kde
se protina inhibiéni zéna s prouzkem. K dispozici jsou prouzky obsahujici vdechny druhy
vyznamnych systémovych antimykotik (Mallatova et al, 2011; McGill et al, 2009).
Vyhodnoceni testu se provadi po 24, 48 nebo 72 hodinach v zavislosti na druhu testované
mikromycety.

E-test je vhodny k testovani citlivosti kvasinek i vliaknitych hub (Guinea et al, 2007).
Vyhodou je moznost uréeni hodnoty MIC pfi velmi jednoduchém technickém provedeni
(Mallatova et al, 2011).

Guinea et al (2007) srovnavali E-test s metodikou CLSI M38-A na 283 klinickych
izolatech druhu A. fumigatus pro amfotericin B, itrakonazol a vorikonazol. Hodnoty MIC
obou metod velmi dobfe korelovaly, vyjimkou byl amfotericin B, kde byly ve 23 % pfipadd
zaznamenany odliSné vysledky.

V soucasné dobé nabizi analogicky vyrobek italsk& firma Liofilchem pod oznagenim
MIC Test strip.

Neo-Sensitabs

Jedna se o kvalitativni systém vychézejici ze standardizované difuzni diskové metody
CLSI M44 a M51. Obvyklé papirové disky jsou nahrazeny tabletami se standardizovanym
mnozstvim antimykotik (Mallatova et al, 2011). Uvedena metoda je vhodna k testovani
kvasinek i vlaknitych hub (Espinel-Ingroff et Canton, 2008).

Nevyhodou této metody je kvalitativni charakter, tedy nemoZnost uréeni MIC
(Espinel-ingroff, 2007; Espinel-Ingroff et Canton, 2008).

Espinel-Ingroff et al (2007) prokazali u kandid vysokou shodu se standardni
mikrodiluéni technikou M27-A u péti systémovych antimykotik, pficemZz celkova
kategoricka shoda (tj. souhlasné zarazeni do kategorie citlivy, citlivy v zavisloti na davce,

intermediarni nebo rezistentni) byla 98,2 %. U vlaknitych hub pouZzili tuto metodu
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Espinel-Ingroff et Canton (2008) rovnéz pfi testovani péti systémovych antimykotik,

pficemz primérna shoda s diluénim standardem M38-A byla pramérné 86,6 %.
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4. Experimentalni ¢ast

Cilem této ¢asti prace bylo stanoveni MIC u vybranych kmenu kvasinek a vlaknitych

hub k systémovym antimykotikim pomoci soupravy Sensititre YeastOne.

4.1. Material a metodika

Testovany soubor tvofilo po deseti kmenech kandid a aspergild ndhodné vybranych

z klinického materiélu. V pfipadé kandid Slo o Sest kmenU Candida utilis a ¢tyfi Candida

pelliculosa. Z aspergilt se jednalo o tfi kmeny Aspergillus felis a Aspergillus lentulus, dva

Aspergillus calidoustus a po jednom Aspergillus nidulans a Aspergillus viridinutans.

Ke stanoveni citlivosti byla pouZzita destiCka Sensititre YeastOne, varianta YO-9, jejiz

spektrum a fedéni antimykotik je pfehledné demonstrovano v tabulce IlI.

Tabulka Ill. RozloZeni a koncentrace antimykotik [u  g/ml] YeastOne.

AND | AND | AND | AND | AND | AND | AND | AND | AND | AND | AB
POS 0,015 | 0,03 | 0,06 | 0,12 | 0,25 | 0,5 1 2 4 8 0,12
MF MF MF MF MF MF MF MF MF MF MF AB
0,008 | 0,015 | 0,03 | 0,06 | 0,12 | 0,25 | 0,5 1 2 4 8 0,25
CAS | CAS |CAS | CAS | CAS |[CAS | CAS | CAS | CAS | CAS | CAS | AB
0,008 | 0,015 | 0,03 | 0,06 | 0,12 | 0,25 | 0,5 1 2 4 8 0,5
FC FC FC FC FC FC FC FC FC FC FC AB
0,06 | 0,12 | 0,25 | 0,5 1 2 4 8 16 32 64 1
PZ PZ PZ PZ PZ PZ PZ PZ PZ PZ PZ AB
0,008 | 0,015 | 0,03 | 0,06 | 0,12 | 0,25 | 0,5 1 2 4 8 2
VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | AB
0,008 | 0,015 | 0,03 | 0,06 | 0,12 | 0,25 | 0,5 1 2 4 8 4
V4 4 4 4 V4 4 V4 4 V4 V4 4 AB
0,015 | 0,03 | 0,06 | 0,12 | 0,25 | 0,5 1 2 4 8 16 8
FzZ FzZ Fz Fz FzZ Fz FzZ FzZ FzZ FzZ Fz FzZ
0,12 | 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 | 256

POS - pozitivni kontrola, AND — anidulafungin, AB — amfotericin B, MF — mikafungin,
CAS - kaspofungin, FC — flucytozin, PZ — posakonazol, VOR — vorikonazol, 1Z—itrakonazol,
FZ- flukonazol
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Pfiprava inokula a postup testovani byly provadény podle pokynl vyrobce. Stru¢né,
v pfipadé kandidovych kultur bylo bakteriologickou klickou odebrano nékolik izolovanych
kolonii, které byly rozpuStény ve sterilni vodé. Optickd denzita suspenze byla
spektrofotometricky upravena na hodnotu odpovidajici 0,6-5 x 10° cfu/ml. 20 pl suspenze
bylo poté pfeneseno do 11 ml YeastOne bujonu. Toto inokulum bylo rozpipetovano
po 100 pl do jamek mikrotitrani desticky, ktera byla poté pfekryta kryci folii. DestiCky byly
umistény maximalné po tfech nad sebou do termostatu a inkubovany 24 az 48 hodin
pfi 35°C.

V pfipadé vlaknitych hub byly pomoci vatového tampoénu sbirany konidie, které byly
preneseny do fyziologického roztoku s Tweenem 20. Poté z néj byl odebran supernatant,
ktery byl pfenesen do YeastOne bujonu tak, aby vzniklo inokulum o koncentraci
0,5 x 5. 10* cfu/ml. Dal3i postup byl shodny s vy3e uvedenym popisem u kandid. Destigky
byly inkubovany 48 az 72 hodin pfi 35°C.

Vyhodnoceni bylo provedeno na zékladé zmény zbarveni z modré (inhibice ristu
houby) na rdzovou (indikujici rdst houby). ZplGsob hodnoceni je demonstrovan
v jamce modré zbarveni. V testovaci destiCce byla zafazena kontrola ristu, coz byla

jamka, kterd neobsahovala Zadné antimykotikum.

Obr. 1. Zp tisob hodnoceni r Gstu aspergil G v desti €kach soupravy Sensititre YeastOne
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4.2. Vysledky

Vysledky testovani jsou pfehledné shrnuty v tabulkach IV a V.

Vyplyva z nich, Ze hodnoty MIC se liSily v zavislosti na dobé inkubace. U kvasinek byly
vyznamné odlisné po 24 a 48 h inkubace, u vildknitych hub po 48 a 72 h. Pfi porovnavani
vysledkd byly nakonec u kvasinek vyuzity hodnoty MIC po 48 h a u vlaknitych hub
po 72 h.

PFi porovnavéani ucinnosti testovanych antimykotik in vitro u kvasinek bylo zjiSténo,
Ze proti C. utilis byl s jedinou vyjimkou (kmen 2-38) malo ucinny kaspofungin, nebot jeho
MIC byla vysSi, nez nejvySSi koncentrace uvedeného antimykotika v fedicich jamkéach.
VySSi hodnoty MIC byly u vétSiny izolatd zjistény také v pfipadé flucytosinu (16,0 pg/ml).
Vici ostatnim antifungalnim latkam byly izolaty C. utilis i C. pelliculosa pomérné dobre
V pfipadé Zadného antimykotika nebyly zjiStény podstatné rozdily mezi MIC obou
testovanych druhu.

Kmeny aspergilt byly naopak k vétSiné antimykotik rezistentni, coz zfejmé souviselo
s vybérem druh, které jsou z hlediska vyskytu v klinickém materialu pomérné vzacné, ale
v tomto pfipadé se jednalo o sougast specificky zaméreného vyzkumu. Kromé ocekavané
rezistence k flukonazolu byla naprosta veétSina izolatl vysoce rezistentni
i k echinokandinuam, itrakonazolu a flucytozinu, kde byl obvykle zaznamenan rust i
v jamkach s nejvysSimi koncentracemi antimykotik. Vy3Si hodnoty MIC byly zjistény
i v pfipadé amfotericinu B (rozmezi 1,0 — 4,0 ug/ml) a vorikonazolu (s jedinou vyjimkou
kmenu A. calidoustus pohybovaly v rozmezi 0,12 — 0,5 pg/ml. Z hlediska vysledkd MIC

vSech testovanych antimykotik byl jako nejcitlivéjSi zaznamenan kmen A. calidoustus 08.
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Tab. IV. Vyhodnoceni metody Sensititre YeastOne u k  andid.

AB‘AND‘MF‘CAS‘ FC ‘PZ‘VOR‘IZ‘FZ AB‘AND‘MF‘CAS‘FC‘PZ‘VOR‘IZ‘FZ
Antimykotikum
MIC/24 hodin [ug/ml] MIC/48 hodin [ug/ml]

CAPE 2-28 05 006 0,03 0,25 8,0 10 006 05 2 |05 025 003 05 160 20 006 10 4,0
CAPE 2-29 05 003 006 012 <o0,06 05 003 025 20|10 0,12 006 05 0,12 10 006 0,5 4,0
CAPE 2-30 05 012 0,06 0,25 8,0 05 003 05 20|10 0,12 0,06 025 16,0 40 006 05 20
CAUT 2-33 0,25 0,038 0,03 0,06 8,0 10 006 05 40|10 0,12 006 >80 160 10 0,06 1,0 4,0
CAUT 2-34 05 003 0,03 0,06 8,0 10 006 05 20|10 0,06 003 >80 160 10 0,12 05 4,0
CAUT 2-35 0,25 0,12 0,06 05 <006 05 003 05 20|05 0,12 006 >80 0,12 10 0,06 1,0 8,0
CAUT 2-36 05 0,06 006 0,12 8,0 05 006 05 20|10 006 0,06 >80 16,0 1,0 0,06 055 4,0
CAUT 2-37 05 003 0,06 0,12 8,0 05 003 025 20|10 006 0,06 >80 16,0 1,0 0,06 05 4,0
CAUT 2-38 0,25 0,06 0,03 006 0,12 05 003 05 20|05 006 0,03 0,12 0,25 1,0 0,06 05 20

CAPE 3-16 0,25 0,08 0,03 0,06 8,0 10 006 05 20|05 003 006 05 160 10 0,12 05 4,0

CAPE = Candida pelliculosa, CAUT = Candida utilis
AB = amfotericin B, AND = anidulafungin, MF = mikafungin, CAS = kaspofungin, FC = flucytozin, PZ = posakonazol, VOR = vorikonazol, IZ = itrakonazol,

FZ = flukonazol



Tab. V. Vyhodnoceni metody Sensititre YeastOne u as

pergil G.

Antimy- AB ‘ AND ‘ MF ‘ CAS ‘ FC ‘ Pz ‘VOR ‘ 1Z ‘ FzZ | AB ‘AND ‘ MF ‘ CAS ‘ FC ‘ Pz ‘VOR ‘ 1Z ‘ Fz

kotikum MIC/48 hodin [ug/ml] MIC/72 hodin [ug/ml]

ASCA03 | 0,5 <0,015 0,06 05 160 10 10 >16,0 >2560|10 >80 >80 >80 640 20 >80 >16,0 >256,0
ASCAO08 |10 <0,015 0,06 05 160 10 10 >16,0 >256,0(10 0,25 05 80 640 10 10 >16,0 128,0

ASFEO04 | 1,0 >8,0 >8,0 >80 >64,0 0,12 40 >16,0 >256,0|4,0 >80 >80 >80 >64,0 025 40 >16,0 >256,0
ASFEO5 | 2,0 >8,0 >8,0 >80 >64,0 025 20 >16,0 >256,0|4,0 >80 >80 >80 >64,0 05 40 >16,0 >256,0
ASFE 06 | 2,0 >8,0 >8,0 >8,0 >64,0 0,25 >4,0 >16,0 >256,0|4,0 >80 >80 >8,0 >64,0 0,5 >80 >16,0 >256,0
ASLEO06 | 2,0 >8,0 >8,0 >8,0 >64,0 0,12 2,0 >16,0 >256,0|40 >80 >80 >80 >64,0 0,12 2,0 >16,0 >256,0
ASLEO08 | 2,0 >8,0 >8,0 >80 >64,0 0,06 20 0,12 >2560|40 >80 >80 >80 >64,0 012 40 >16,0 >256,0
ASLEO09 | 2,0 >8,0 >8,0 >80 >64,0 006 10 0,12 >2560|4,0 >80 >80 >80 >64,0 012 20 >16,0 >256,0
ASNI45 | 2,0 >8,0 >80 >80 >64,0 0,12 4,0 >16,0 >256,0|20 >80 >80 >80 >64,0 05 4,0 >16,0 >256,0
ASVI03 | 2,0 >8,0 >80 >80 >64,0 0,12 2,0 >16,0 >256,0|20 >80 >80 >80 >64,0 0,25 4,0 >16,0 >256,0

ASCA = Aspergillus calidoustus, ASFE = Aspergillus felis, ASLE = Aspergillus lentulus, ASNI = Aspergillus nidulans, ASVI = Aspergillusviridinutans

AB = amfotericin B, AND = anidulafungin, MF = mikafungin, CAS = kaspofungin, FC = flucytozin, PZ = posakonazol, VOR = vorikonazol, IZ = itrakonazol,

FZ = flukonazol



4.3. Zaver

Celkové lze konstatovat, Ze testovani citlivosti kvasinek i aspergild komeréni
kvantitativni diluéni soupravou Sensititre YeastOne je pfi porovnani se standardizovanymi
metodikami, popsanymi v dokumentech CLSI a EUCAST technicky snadno a rychle
proveditelné, navic zejména na zakladé nam dostupnych literarnich Gdaju poskytuje
vysledky velmi dobfe korelujici se zminénymi postupy, coZz z hlediska potfeb rutinni
diagnostiky zcela vyvaZzuje vysSi naklady na pofizeni souprav. Navic neni nutny pomérné
slozity administrativni postup pfi  ziskadvani Cistych  substanci antimykotik
od farmaceutickych firem, coz je zminénymi dokumenty striktné vyZadovano. Proto Ize
uvedenou soupravu jednozna¢né doporucit pro stanoveni citlivosti mikromycet

k systémovym antifungalnim latkdm v laboratofich klinické mykologie.

29



5. Literatura

Alcazar-Fuoli, L., Mellado, E., Garcia-Effron, G., Lopez, J. F., Grimalt, J. O,
Cuenca-Estrella, J. M., Rodriguez-Tudela, J. L. (2008): Ergosterol biosynthesis
pathway in Aspergillus fumigatus. Steroids, 73: 339-347.

Arendrup, M. C., Cuenca-Estrella, M., Lass-Florl, C ., Hope, W., EUCAST-AFST
(2012): EUCAST technical note on the EUCAST definitive dokument EDef 7.2: method
for the determinativ of broth dilution minimum inhibitory concentrations of antifungal
agents for yeasts EDef 7.2 (EUCAST-AFST). Clinical Microbiology and Infection,
18: E246-E247.

Bertout, S., Dunyach, C., Drakulovski, P., Reynes, J., Mallié, M. (2011): Comparison
of the Sensititre YeastOne dilution method with the Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI) M27-A3 microbroth dilution reference method for determining MIC of eight
antifungal agents on 102 yeast strains. Pathologie Biologie, 59: 48-51.

Carrillo-Mufioz, A. J., Quindds, G., Ruesga, M., Val le, O., Peman, J., Cantén, E.,
Hernandez-Molina, J. M., Santos, P. (2003): In vitro antifungal susceptibility testing

of filamentous fungi with Sensititre Yeast One. Mycoses, 49: 293-297.

Che, X., Sheng, Ch., Wang, W., Cao, Y., Xu, Y., Ji, H., Dong, G., Miao, Z., Yao, J.,
Zhang, W. (2009): New azoles with potent antifungal activity: Design, synthesis
and molecular doping. European Journal of Medicinal Chemistry, 44: 4218-4226.

Chow, J. K., Golan, Y., Ruthazer, R., Karchmer, A. W., Carmeli, Y., Lichtenberg, D.,
Chawla, V., Young, J., Hadley, S. (2008): Factors Associated with Candidemia Caused
by Non-albicans Candida Species Versus Candida albicans in the Intensive Care Unit.
Clinical Infectious Diseases, 46: 1206-1213.

Cuenca-Estrella, M., Gomez-Lopez, A., Alastruey-lzq uierdo, A., Bernal-Martinez, L.,

Cuesta, I., Buitrago, M. J., Rodriguez-Tudela, J. L . (2010): Comparison of the Vitek 2
Antifungal Susceptibility System with the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) and European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) Broth

Microdilution Reference Methods and with the Sensititre YeastOne and Etest Techniques

30



for In Vitro Detection of Antifungal Resistance in Yeast Isolates. Journal of Clinical
Microbiology, 48: 1782-1786.

Davey, K. G., Holmes, A. D., Johnson, E. M., Szekel vy, A.,, Warnock, D. W. (1998):
Comparative Evaluation of FUNGITEST and Broth Microdilution Methods for Antifungal
Drug Susceptibility Testing of Candida Species and Cryptococcus neoformans. Journal
of Clinical Microbiology, 36: 926-930.

DiNubile, M. J., Motyl, M., Sable, C. A. (2004): Caspofungin: the first licensed antifungal

drug of the novel echinocandin class. Clinical Microbiology Newsletter, 26: 81-85.

Eraso, E., Ruesga, M., Villar-Vidal, M., Carrillo-M ufoz, A. J., Espinel-Ingroff, A.,
Quindéds, G. (2008): Comparative evaluation of ATB Fungus 2 and Sensititre YeastOne
panels for testing in vitro Candida antifungal susceptibility. Revista Iberoamericana
de Micologia, 25: 3-6.

Espinel-Ingroff, A. (2007): Standardized disk diffusion method for yeasts. Clinical
Microbiology Newsletter, 29: 97-100.

Espinel-Ingroff, A., Canton, E. (2008): Comparison of Neo-Sensitabs Tablet Diffusion
Assay with CLSI Broth Microdilution M38-A and Disk Diffusion Methods for Testing
Susceptibility of Filamentous Fungi with Amphotericin B, Caspofungin, Posaconazole,

and Voriconazole. Journal of Clinical Microbiology, 46: 1793-1803.

Espinel-Ingroff, A., Canton, E., Gibbs, D., Wang, A . (2007): Correlation
of Neo-Sensitabs tablet diffusion assai results on three different agar media with CLSI
broth microdilution M27-A2 and disk diffusion M44-A results for testing susceptibilities
of Candida spp. and Cryptococcus neoformans to amphotericin B, caspofungin,

fluconazole, itraconazole, and voriconazole. Journal of Clinical Mircobiology, 45: 858-864.
EUCAST (2008): EUCAST Definitive Document Edef 7.1: method for the determination
of broth dilution MIC sof antifungal agents for fermentative yeasts. Clinical Microbiology

and Infection, 14: 398-405.

Guinea, J., Peldez, T., Alcala, L., Bouza, E. (2007): Correlation between the E test

and the M-38A microdilution method to determine the activity of amphotericin B,

31



voriconazole, and itraconazole against clinical isolates of Aspergillus fumigatus.

Diagnostic Microbiology and Infectious Disease, 57: 273-276.

Haber, J., Jesenska, Z., Kr éméry, V., MaSova, |. (1995): Systémové mykdzy a jejich

|éEba, Galén, Praha.

Hac-Wydro, K., Dynarowicz-t atka, P. (2006): Nystatin in Langmuir monolayers at the

air/water interface. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 53: 64-71.

Hajdu, S., Obradovic, A., Presterl, E., Vécsei, V. (2009): Invasive mycoses following
trauma. Injury, 40: 548-554.

Hamal, P., Svobodova, L. (2011): Mykézy a antimykotika. Interni medicina pro praxi,
13: 445-449.

Jedli €kova, A. (2006): Systémové mykdzy, Maxdorf, Praha.

Karaca, N., Kog, A. N. (2004): In vitro susceptibility testing of dermatophytes: comparison
of disk diffusion and reference broth dilution methods. Diagnostic Microbiology
and Infectious Disease, 48: 259-264.

Keady, S., Thacker, M (2005): Voriconazole in the treatment of invasive fungal infection.

Intensive and Critical Care Nursing, 21: 370-373.

Kessler, M. M., Willins, D. A., Zeng, Q., Mastro, R . G. D., Cook, R., Doucette-Stamm,
L., Lee, H., Caron, A., McClanahan, T. K., Wang, L. , Greene, J., Hare, R. S., Cottarel,
G., Shimer, G. H. (2002): The use of direkt cDNA selection to rapidly and effectively
identify genes in the fungus Aspergillus fumigatus. Fungal Genetics and Biology,
36: 59-70.

Klepser, M. (2011): The value of amphotericin B in the treatment of invasive fungal
infections. Journal of Critical Care, 26: 225.e1-225.e10.

Mallatova, N., Hamal, P., Kocmanova, |., Buchta, V. , Mencl, K. (2011): Testovani
citlivosti mikromycet k antimykotikim in vitro u imunosuprimovanych
pacient( - doporuéeni odbornik(i s podporou CELL a SLM CLS JEP. Postgraduélni
medicina, 13: 51-65.

32



Maertens, J. (2006): Caspofungin: an advanced treatment approach for suspected
or confirmed invasive aspergillosis. International Journal of Antimicrobial Agents,
27: 457-467.

McGill, K., Kelly, L., Madden, R. H., Moran, L., Ca rroll, C., O'Leary, A., Moore, J. E.,
McNamara, E., O'Mahony, M., Fanning, S., Whyte, P. (2009): Comparison of disc
diffusion and epsilometer (E-test) testing techniqgues to determine antimicrobial
susceptibility of Campylobacter isolatesof blood and human clinical origin. Journal
of Microbiological Methods, 79: 238-241.

Morschhéuser, J. (2010): Regulation of multidrug resistence in pathogenic fungi. Fungal
Genetics and Biology, 47: 94-106.

NCCLS (2005): NCCLS changes name to Clinical and Laboratory Standards Institute.
Clinical Microbiology Newsletter, 27: 113.

Otéenasek, M., Hejtmanek, M., Manych, J., Tomsikova, A . (1990): VySetfovaci metody

pF mykotickych onemocnénich, Avicenum, Praha.

Perlin, D. S. (2007): Resistance to echinocandin-class antifungal drugs. Drug Resistance
Updates, 10: 121-130.

Pfaller, M. A., Andes, D., Diekema, D. J., Espinel- Ingroff, A., Sheehan, D. (2010):
Wild-type MIC distributions, epidemiological cutoff values and species-specific clinical
breakpoints for fluconazole and Candida: Time for harmonization of CLSI and EUCAST

broth microdilution methods. Drug Resisthance Updates, 13: 180-195.
Schuster, M. G., Meibohm, A., Lloyd, L., Strom, B. (2013): Risk factors and outcomes
of Candida krusei bloodstream infection: A matched, case-control study. Journal

of Infection, 66: 278-284.

Schutze, G. E. (2001): Antifungal agents for the treatment of systematic mycoses.

Seminars in Pediatric Infectious Diseases, 12: 246-253.

33



Tani, N., Rahnasto-Rilla, M., Wittekindt, C., Salmi nen, K. A., Ritvanen, A., Ollakka, R.,
Koskiranta, J., Raunio, H., Juvonen, R. O. (2012): Antifungal activities of novel
non-azole molecules against S. cerevisiae a C. albicans. European Journal od Medicinal
Chemistry, 47: 270-277.

VandenBergh, M. F. Q., Verweij, P. E., Voss, A. (1999):Epidemiology of nosocomial
fungal infection: invasive aspergillosis and the environment. Diagnhostic —microbiology
and Infectious, 34: 221-227.

Willinger, B., Engelmann, E., Hofmann, H., Metzger, S., Apfalter, P., Hirschl, A. M.,
Makristathis, A., Rotter, M., Raddatz, B., Seibold, M. (2002): Multicenter comparison of
Fungitest for susceptibility testing of Candida species. Diagnhostic Microbiology
and Infectious Disease, 44: 253-257.

Yang, Y-L., Li, S-Y., Cheng, H-H., Lo, H-J. (2005): Susceptibilities to amphotericin B

and fluconazole of Candida species in TSARY 2002. Diagnostic Microbiology
and Infectious Disease, 51: 179-183.

34



