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1. Uvod

Zavainé infekce zplUsobené mikroskopickymi houbami (mikromycetami), obecné
oznacované jako mykdzy, se stavaji v poslednich letech vyznamnym medicinskym
problémem. Nejbéznéjsimi etiologickymi agens jsou kvasinkovité mikroorganismy rodu
Candida, vlaknité houby rodu Aspergillus, dale kvasinky Cryptococcus neoformans, resp.
Cryptococcus gattii a sporadicky vlaknité mikromycety z Celedi Mucoraceae (1,2). Kandidy se
v poslednich tficeti letech staly ¢tvrtou nejcastéjsi pricCinou hematogennich nakaz, u kriticky
nemocnych na jednotkach intenzivni péce (JIP) dokonce treti (3,4). Tato onemocnéni maiji
vétsinou endogenni puvod a postihuji zejména imunokompromitované nemocné. Invazivni
formy mykdz jsou obecné spojeny s vysokou mirou mortality, ktera je srovnatelna snad jen
se septickymi stavy vyvolanymi Pseudomonas aeruginosa (5). Vysvétleni této nepfiznivé
progndzy pravdépodobné souvisi s nespecifickymi pfiznaky, imunodeficity pacientd a dale
Casové narocnymi a ne vzdy zcela spolehlivymi laboratornimi postupy, slouzicimi k detekci
etiologického agens. Na pribéhu onemocnéni se negativné odrazi i ¢asté podcenovani Ci
opomenuti rizikovych faktorl pro vznik invazivni mykdzy a s tim souvisejici opozdéné
zahajeni cilené antifungalni |écby. Laboratorni potvrzeni houbové etiologie a ucinnost
naslednych opatreni jsou do znacné miry zdavislé na kvalité odebraného materidlu a na
spolupraci klinického |ékafe a mykologa. Jak jiz bylo zminéno, zakladnim predpokladem
uspésnosti antifungalni terapie je jeji v€asné zahajeni. Na druhé strané je nutno zdlraznit, Ze
Castym pouzivanim antimykotik u pacientd s pomérné nizkym rizikem rozvoje invazivni
houbové infekce dochazi obvykle pouze ke zbytecnému zvySovani nakladd na lécbu,
poskozovani pacienta toxickymi ucinky IéCiv, pfipadné vyvolani selekéniho tlaku pro vznik
rezistentnich kmen(. Z dlivodu ¢astého pouzivani antifungalniho preparatu flukonazolu (FLA)
v klinické praxi, zejména v profylaxi, zacind narlstat incidence kvasinkovych infekci,
zpUsobenych druhy, resp. kmeny, vici nimZ ztraci ucinnost.

Vétsina lékarsky vyznamnych mikromycet je fazena mezi tzv. imperfektni (nedokonalé)
houby, u nichZz je zatim znama pouze schopnost nepohlavniho zplsobu mnozeni (6).
Taxonomickda nomenklatura uprednostiiuje nazev pohlavniho stddia (teleomorfy) pred
nepohlavnim (anamorfou). Naopak v diagnostické praxi laboratofi klinické mykologie se
mnohem castéji pouZivd nazev anamorf, protoze teleomorfy byly vétSinou objeveny az

pozdéji, v dobé, kdy byl jiz zdravotnicky personal zvykly na plvodné zavedeny nazev
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nepohlavniho stadia. JelikozZ je tato dizertacni prace zamérena na problematiku z pohledu
klinické mykologie, budou v ni pouzivany predevsim ndzvy anamorf.

PfedloZena studie se zabyvd laboratornimi metodami prukazu kvasinkovitych
mikromycet, moznostmi jejich druhové identifikace, testovanim citlivosti k antimykotikim
a klinickym vyznamem v etiologii rliznych onemocnéni. Je cilené zamérena na tfi druhy -
Candida pelliculosa (teleomorfa Wickerhamomyces anomalus), Candida utilis (Cyberlindnera
jadinii) a Candida fabianii (Cyberlindnera fabianii), které jsou pomoci rutinné pouZivanych

diagnostickych postupt véetné komercénich biochemickych souprav Spatné odlisitelné.

1.1. Etiologie kvasinkovych infekci

Nejcastéjsimi vyvolavateli kvasinkovych infekci jsou zastupci rodu Candida. Z hlediska
cetnosti zaujima stale prvni misto Candida albicans, nicméné pocet pripadd, vyvolanych non-
albicans druhy neustale nar(std. Jak jiz bylo zminéno, je tento trend, zvlasté u nékterych
znich, zrejmé zplUsoben profylaktickym, resp. terapeutickym podavanim FLA
imunokompromitovanym pacientim. Studie Hachema et al. dokumentuje zvyseny vyskyt
Candida krusei (teleomorfa Pichia kudriavzevii), kvasinky znamé rezistenci k FLA, u jedincl
s neutropenii, kteti jim byli 1éCeni (7). Snizenou citlivosti na zminéné antimykotikum se
vyznacuje i Candida glabrata, ktera se stava nejcastéjsim non-albicans druhem izolovanym
z hemokultur. Zvyseny zachyt Candida parapsilosis u pfipadi hematogennich infekci byva
spojen s dlouhodobé zavedenym vendznim katétrem. Vysvétlenim maze byt skutecnost, Ze
je tato kvasinka zndma svou schopnosti osidlovat umélé povrchy, véetné vendznich katétr(,
a tvofit na nich biofilm (8). Vyskytuje se ¢astéji na kGZi neZ na epitelu sliznic a to rovnéz
u zdravych osob (9). Pokud kolonizuje ruce oSetfujiciho persondlu, mize dojit k jejimu
pfenosu na imunokompromitované jedince a vzniku nozokomidlni infekce. K ohrozenym
skupindam patfi novorozenci a pacienti na JIP (10,11). DalSim druhem s c¢astym vyskytem
v klinickém materidlu je Candida tropicalis, ktera byva uvadéna jako etiologické agens pfi
fungémiich, a to hlavné u neutropenikld a pacientll s hematologickymi malignitami (12).
Z ostatnich non-albicans kvasinek, Ucastnicich se na vzniku mykotickych onemocnéni, jejichz
incidence je v soucasné dobé celosvétové na vzestupu, Ize uvést napt. Candida guilliermondii
(Meyerozyma guilliermondii), Candida lusitaniae (Clavispora lusitaniae), Candida kefyr
(Kluyveromyces marxianus), Candida rugosa, Candida inconspicua, Candida zeylanoides,

Candida utilis (Cyberlindnera jadinii) a Candida famata (Debaryomyces hansenii) (10,13).
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Onkologicka centra a oddéleni s intenzivni péc¢i zaznamenaly v poslednich letech nardst
zavaznych mykotickych infekci, zpUsobenych kvasinkovymi mikromycetami, spadajicimi
tradicné do jinych roda. Prikladem je Malassezia furfur, ktera byva, i kdyZz jen vzacné,
uvadéna jako etiologické agens kandidémie v souvislosti s parenteralni hyperalimentaci (14).
Nejvice ohroZzenou skupinou jsou proto nedonosSeni novorozenci, kterym je podavana
nitroZilni vyZiva obsahujici tukové emulze. Jinak tato lipofilni kvasinka nejcastéji zplUsobuje
koZni onemocnéni zvané pityriasis versicolor a podili se na vzniku seboroické dermatitidy
(14,15). V téchto pripadech se uvazuje o hereditarnim vlivu a Uloze opalovacich krémi
a oleju, obsahujicich latky tukového charakteru.

Narast pripadl invazivnich mykoz zplsobenych kvasinkou C. neoformans byl v posledni
dobé zaznamendan zejména u pacientl se syndromem ziskané imunodeficience (AIDS),
u nichZ je kryptokokdza tfetim nejéastéji diagnostikovanym infekénim onemocnénim (16).
Klinicky se jedna zejména o postizeni plic, mimoradné zavaina je meningoencefalitida, ktera
je ve strfedni a jizni Africe nejbéinéjsi formou zanétlivého postizeni CNS u dospélych
(17,18,19).

Na vzniku invazivnich mykdz se u imunokompromitovanych pacientll mohou podilet
i zastupci anamorfnich rodl Trichosporon a Geotrichum. Tyto kvasinkovité mikromycety jsou
obecné povazovany za méné virulentni, faktorem usnadnujicim jejich patogenni uplatnéni je
imunitni oslabeni hostitelského organismu (20,21). V ojedinélych pfipadech mohou vyvolat

onemocnéni respiracniho a gastrointestinalniho traktu (22,23).

vewvs

1.2. Nejcastéjsi formy kvasinkovych infekci

Nejbéznéjsimi onemocnénimi, se kterymi se mizZzeme setkat u ¢lovéka, jsou mykdzy, tj.
invazivni formy infekce. Protoze v pripadé kvasinek jsou obvykle zplsobeny zastupci rodu
Candida, nazyvaji se kandiddzy. Podle miry priniku do tkani je lze rozdélit na povrchové,
u nichZ jsou zasazeny pouze sliznice, kliZe, pfip. kozni adnexa a hluboké, resp. systémové ci
invazivni (v uzs$im smyslu slova), kde dochazi k priniku do vnitfniho prostfedi a postiZeni
jednotlivych orgdnl nebo celych organovych systému (24).

Slizniéni a kozni projevy se vyskytuji nejen u téice imunokompromitovanych
nemocnych, ale ¢asto také u relativné zdravych lidi, zejména jedincd s lokalni dispozici.

Predilekéni lokalitou pro rozvoj kozni kandiddzy jsou mista vihké zaparky v koznich zahybech,



|9

nejCastéji v interglutealni ¢i ingvinalni oblasti, kde se vytvari optimalni podminky pro rdst
a mnozeni kvasinek.

Kvasinkové onychomykdzy Ize z klinického hlediska délit na nékolik typl. Chronicka
paronychia se sekundarni dystrofii nehtl, pfip. i s postiZenim meziprstnich prostor jsou
diagnostikovana jako profesiondlni infekce u lidi, jejichz ruce jsou dlouhodobé vystaveny
vlhkosti nebo prostredi bohatému na sacharidy, coZ jsou nejcastéji cukrari nebo pekafi (25).
Distalni nehtova infekce byva naproti tomu spojena s Raynaudovym fenoménem nebo jinou
formou vaskularni insuficience. Kandidovd onychomykdéza muzZe vznikat i sekundarné
v souvislosti s jinym koZnim onemocnénim, napf. psoridzou (26).

Kandiddza sliznic se nejcastéji vyskytuje v dutiné ustni. Z klinického hlediska lze
rozeznat nékolik forem oralni kandiddzy, které se od sebe navzajem lisi svym pribéhem,
zavaznosti, klinickym obrazem a terapii (27). U novorozencll a pacientl se zadvazinym
zakladnim onemocnénim (napf. AIDS, leukémie, maligni lymfomy) se vyskytuje akutni
pseudomembrandzni kandiddza, pfi niz dochazi na zarudlé sliznici ke tvorbé typickych
bélavych nebo Zlutobilych povlakd zvanych soor (Cesky moucnivka). Akutni atroficka
kandidéza se objevuje po |écbé antibiotiky, kdy jde v podstaté o premnoZeni kvasinek
v dUsledku potlaceni fyziologické bakterialni mikroflory. Projevuje se rozsahlou erytematodzni
stomatitidou doprovazenou atrofii papil jazyka (28). Nejvétsi pocet pfipadd oralnich
kvasinkovych infekci vSak zaujima chronicka atrofickd kandiddza, kterou trpi az 65 %
pacientl pokrocilého véku. Predispozi¢nim faktorem je noseni snimatelnych zubnich nahrad,
pod nimiz vznika specifické mikroprostfedi s nizsim pH a redukovanou koncentraci kysliku.
Pfi soucasné ztizené dentalni hygiené se tak vytvari priznivé podminky pro rozvoj zanétu
(29). Mezi hlavni symptomy této formy patfi erytém a bolestivost sliznice doprovazené
sniZzenou salivaci. Chronicka hyperplasticka kandiddza, neboli kandidova leukoplakie se ¢asto
zjistuje u kuraka. Je charakteristicka tuhymi bilymi loZisky, obvykle se vyskytujicimi na jazyku
a bukalni sliznici. Osetrujici 1ékar by mél mit na paméti, Ze recidivujici ¢i jinak netypicky
probihajici oralni kandidéza mze byt prvnim klinickym projevem infekce virem lidského
imunodeficitu (HIV).

Druhou nejcastéji postizenou lokalitou je pochva. Vulvovagindlni kandiddzu prodéla
béhem fertilniho obdobi az 75 % Zen, pricemz 40-45 % z nich ma zkusSenosti s rekurenci (30).
Z hlediska interpretace nalezu je vSak nutno zdulraznit, Ze, podobné jako v dutiné Ustni, jsou

i zde kvasinky béZznou soucasti fyziologické mikrofléry. Jejich bezpfiznakové nosicstvi bylo
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zjisténo v priméru u 20 % zdravych Zen (31). Pfesné udaje o incidenci vulvovaginalni
kandiddzy vsak nejsou Uplné, jelikoz se nejedna o nemoc podléhajici centralni evidenci. Sbér
dat je ztizen absenci spolehlivych diagnostickych metod a také tim, Ze se mnoho Zen vyhyba
navstéveé gynekologické ambulance a své obtiZe si l1é¢i pomoci volné prodejnych pfipravka
(30,32). K nejcastéjsSim subjektivnim projevim onemocnéni patfi pruritus, paleni
a bolestivost pochvy, dyspareunie a dysurie. Pfi gynekologickém vySetfeni byva zjistovan
erytém a edém v oblasti vulvy, ktery mlze prechazet az do tfiselné a/nebo periandlni oblasti.
Délozni hrdlo je rudé a bolestivé, cervix viak byva beze zmén (33,34). Pfi postiZeni perinea
dochazi v pokrocilych pfipadech az k tvorbé fisur a erozi, doprovazenych ingvindini
lymfadenopatii. U nékterych Zen se mlzZe objevit vytok, jehoZ intenzita a charakter byva
znacné variabilni. V literature je obvykle popisovan jako hojny s charakteristickou
tvarohovitou konzistenci, ale nékdy mlze byt jen mirny a vodnaty (32,35). Epidemiologicky
se v Sirsim slova smyslu jedna o pohlavné prenosnou chorobu, u muzl jsou zanétlivé projevy
lokalizované na glans penis a prepuciu, kde probihaji pod klinickym obrazem balanitidy nebo
balanopostitidy.

Nejzavainéjsi formu povrchové slizniéni infekce predstavuje chronickd mukokutanni
kandiddza, ktera vznika jako dlsledek vrozené poruchy aktivace T-lymfocytl nebo tvorby
faktorl potrfebnych k aktivaci makrofagl (36). Zminéné kvasinkové onemocnéni mize
predchazet i diagndze nékterych endokrinopatii, jako je napt. autoimunitni polyglandularni
syndrom typu | (Blizzarddv syndrom) (37). Chronickd mukokutanni kandiddéza se projevuje
tézkymi perzistentnimi nebo rekurentnimi infekcemi klze a sliznic, chronickymi paronychii
a dystrofickou kandidovou onychomykdzou, ktera vede az k Uplné destrukci nehtt (38).

Systémové infekce maji mnohem zdvaznéjsi pribéh a mnohdy kon¢i smrti pacienta.
Vétsina pripadd vznikd jako dlsledek Sifeni kvasinek krevnim obéhem. Zakladnim
predpokladem jejich vzniku je kolonizace sliznic, resp. kliZe kvasinkami. Vyznamnym
predispozi¢nim faktorem ze strany hostitele je poskozena integrita prirozenych ochrannych
bariér, zejména sliznic, k niz dochazi napf. pfi mukozitidé vzniklé v dusledku radio- di
chemoterapie, nebo pfi chirurgickych zakrocich v abdomindlni oblasti. Klinické projevy
systémové kandidézy jsou nespecifické, proto mohou byt snadno zaménény s infekci
bakterialni etiologie. V pripadé kandidémie jsou nejcastéjSim a obvykle i jedinym projevem
pretrvavajici febrilie nereagujici na podani Sirokospektrych antibiotik. Pfiblizné u 15 %

pacientl s neutropenii se v jejim pribéhu objevi na kzi makronodularni rash (39). Byva
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lokalizovan na koncetinach, ale muze byt i celotélovy a Casto je zaménovan za polékovou
alergickou reakci. Histologické vysetreni ale prokaze v hlubsich vrstvach klze pritomnost
blastokonidii a pseudohyf (40).

Pokud je zasazeno vice orgdanl s nebo bez prokazané fungémie, jedna se
o diseminovanou kandiddzu (41). Nej¢astéji jsou postizeny jatra, slezina, plice a ledviny (42).
Hepatosplenickda kandidéza na sebe upozorni kromé horecky (86 % nemocnych), prajmu
(32 %), ikteru (29 %), nevolnosti a zvraceni (25 %), také bolestmi bficha (54 %), narUstajici
hepatosplenomegalii a vzestupem jaternich enzymu (43). Kandiddza plic a ledvin se svymi
projevy nelis$i od pneumonie, resp. nefritidy bakteridlni etiologie. Z dalSich, vzacnéji se
vyskytujicich klinickych forem systémové infekce lze uvést meningitidu, peritonitidu nebo
osteomyelitidu. | pfes zkvalitnéni terapeutickych moznosti zavedenim novych systémovych
antifungdlnich pfipravkl se stale jedna o infekce se Spatnou progndzou a vysokou mirou
mortality, dosahujici 40-70 % (5,44). Ekonomicky vyznamnym aspektem jsou vyssi naklady na

lé¢bu nemocnych v disledku jejich podstatné delsi hospitalizace (45,46).

1.3. Rizikové faktory mykoz

Zakladnim predpokladem vzniku kandidémie, resp. invazivni kandiddzy je jiz vySe
zminénda kolonizace kize a sliznic kandidami. K vyznamnym rizikovym faktordm téchto
systémovych mykotickych infekci patfi poruseni integrity pfirozenych obrannych bariér.
Celistvost kizZe a sliznic mlZe byt oslabena v souvislosti s cytostatickou I1é¢bou a radioterapii,
pti celkové parenteralni vyzivé, hemodialyze, nebo v dusledku dlouhodobé zavedenych
vendznich a mocovych katétr(i (47). K dalSim rizikovym faktordm invazivni kandiddzy Ize fadit
dlouhodoby pobyt v nemocnici na oddélenich s intenzivni péci (>3 dny), kriticky stav pacienta
(APACHE 1l skoére >15), chirurgické zakroky predevsim v abdominaini oblasti, uméla plicni
ventilace, lécba kortikoidy a imunosupresivy (48). V dlsledku terapie Sirokospektrymi
antibiotiky dochazi ke zménam v intestinalni mikrofléfe a nasledné k pomnozeni kvasinek
v travicim traktu. Z néj se pak mohou kandidy dostat pres strevni sliznici do krevniho obéhu.
Dalezitou roli hraje i charakter zakladniho onemocnéni véetné zplsobu jeho |écby, coz mize
zasadné ovlivnit imunitni stav hostitele (40). Incidenci navySuje i vzrUstajici pocCet pacientl
s AIDS, ktery byva doprovdzen zavaznymi a casto obtizné lécitelnymi houbovymi infekcemi.

Hlavni rizikové faktory systémovych mykdz véetné kandiddz jsou shrnuty v tabulce 1.

V sirsim kontextu k nim lze dale radit napf. rozvoj cestovani a dopravy, v jejichz dlsledku
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dochazi k zavleceni plvodcl z endemickych oblasti do novych lokalit a pobyt ve znecisténém

prostredi, ktery obecné sniZuje odolnost organismu vici raznym infekcim.

Tab. 1: Rizikové faktory systémové mykotické infekce - volné podle Yapara (49)

= hematologické a orgdnové malignity = zavedeny vendzni katétr

= neutropenie = |écba imunosupresivy, cytostatiky, kortikoidy
= renalni selhdni = radioterapie

= akutni pankreatitida = chirurgicka intervence

= diabetes mellitus = terapie Sirokospektrymi antibiotiky

= popaleniny = prolongovana hospitalizace na JIP

= infekce HIV = hemodialyza

= slizni¢ni kolonizace kvasinkami = transplantace kostni dfené a solidnich organa
= nizkad porodni hmotnost = uméla plicni ventilace

= vrozené malformace = celkova parenteralni vyZiva

Pro non-neutropenické pacienty hospitalizované na JIP byl na zakladé hodnoceni
napomoci v rozhodovani o v€asném zahajeni antimykotické IéCby. Princip spociva v pfifazeni
urcitého poctu bodd kazdému z vybranych rizikovych faktord uvedenych v tabulce 2 a pfi
podezieni na kandiddzu pak celkovy soucet téchto "rizikovych bodd" pomahd odlisit prostou
kolonizaci od invazivni infekce. Hranice, pfi které pravdépodobnost vzniku systémového

onemocnéni vyznamné vzrlsta, byla na zakladé vysledkd studii stanovena na 2,5 (50).

Tab. 2: "Kandida skére" u non-neutropenickych pacientt podle Leon et al. (50)

Rizikovy faktor Body
parenteralni vyZiva 1
chirurgicky vykon 1
multifokalni kolonizace 1
tézka sepse 2

1.4. Zdroje a zplsoby prenosu kvasinek, faktory virulence
Jelikoz kandidy bézné kolonizuji kGiZi a sliznice, je naprosta vétsina infekci, zplsobenych
témito mikromycetami, endogenniho charakteru. Nejcastéji jsou osidleny gastrointestinalni

a urogenitalni trakt a sliznice orofaryngu. Zména asymptomatické kolonizace v zanétlivé
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onemocnéni zpravidla vznika na zakladé souhry vice rtznych faktord. Pri oslabeni imunitnich
mechanismu hostitele nebo v dusledku terapie Sirokospektrymi antibiotiky dojde k zvyseni
mnozZstvi kvasinek v poméru k prlvodni mikrofléfe. DalSim dulezitym krokem vedoucim
k rozvoji kandiddzy je tvorba pseudohyf. K jejich formovani mizZe dochazet vlivem nékterych
exogennich faktord, napf. estrogent (51). Poté, co je vytvoreno pseudomycelium, mohou
kandidy snaze invadovat do prilehlych tkani. Z biochemického hlediska je proces invaze
doprovazen produkci hydrolytickych enzymd, jako jsou sekrec¢ni aspartatova proteinaza
a fosfolipaza (35,52,53). Predpoklada se, Ze v patogenezi zanétu hraje vyznamnou roli i tzv.
fenotypovy switching. Jedna se o schopnost spontanni transformace kvasinkovych bunék,
s niZz jsou spojeny zmény nékterych jejich vlastnosti a aktivity gend. Diky uvedenému
fenoménu se kvasinky pravdépodobné mohou pfizpUsobit rozdilnym podminkdm v rlznych
anatomickych lokalitach lidského téla (54). Jako priklad zminéné adaptace lze uvést expresi
raznych typl genQ C. albicans v zavislosti na pH prostredi, ve kterém se tato kvasinka
nachazi. Neutralni pH, které je napf. v krevnim recisti a ve tkanich, vede k expresi genu
PHR1, kodujici tvorbu beta-(1,3)-glukanosyltransferazy, ktera ma rozhodujici ulohu pfi
syntéze bunécné stény. Na vaginalni sliznici je vsak misto néj exprimovan gen PHR2, kddujici
produkci stejného enzymu, avsak pfi nizsich hodnotach pH (55,56).

Kvasinkové mikromycety se mohou Sifit i exogenné, a to pfimym kontaktem se
zdrojem infekce, kterym byva obvykle c¢lovék (ruce osSetfujiciho personalu, sliznice
pohlavnich organ(l), dale nepfimo kontaminovanymi predméty (vySetfovaci ndstroje,
implantované protézy) ¢i infuznimi roztoky, ptip. i potravinami (1,57). Respiracni zpuUsob
nakazy, napf. inhalaci prachu z pldy, kontaminované vyschlym trusem ptakl, je znamy

u C. neoformans.

1.5. Farmakoterapie mykdz se zamérenim na kvasinkové mikromycety
K |écbé mykdz se pouziva specifickda skupina antimikrobialnich latek oznacovana jako
antimykotika. Jsou dostupnd v nejrdznéjSich lékovych formach vhodnych k lokalnimu
i celkovému podavani. LéCebnou strategii je nutno volit s ohledem na zavaznost mykotické
infekce a klinicky stav pacienta. Z dalSich faktord je rozhodujici Sife druhového spektra
antifungalniho pfipravku, jeho vedlejsi ucinky, interakce s jinymi léky a naklady spojené

s terapii.
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Nejpocetnéji zastoupené jsou azolové preparaty, zahrnujici lokalni i celkové pfipravky.
Podle chemické struktury se rozliSuji vyvojové starSi imidazolové - ketokonazol (KET),
mikonazol, klotrimazol, ekonazol - a novéjsi triazolové derivaty - (FLA), itrakonazol (ITR),
vorikonazol (VOR), posakonazol (POS), isavukonazol, terkonazol. Mechanizmus jejich Gcinku
spocCiva v blokadé syntézy ergosterolu, ktery je nezbytnou soucasti cytoplazmatické
membrany hub prostfednictvim inhibice fungalniho cytochromu P-450. Postupnym vyvojem
od imidazoll k nejnovéjsim triazolim se zvySuje antifungalni specificita. Proto je u neddvno
vyvinutych preparatt plsobeni na lidsky cytochrom P-450 v hepatocytu minimalni. V pripadé
FLA je dalSi vyhodnou vlastnosti vliv na membranové struktury kvasinkovych bunék
a zabrana jejich prechodu do myceliarni formy. Omezuje také adherencni schopnosti kandid
na endotel cév a povrchy fyziologickych membrdn, ¢imz je chrani pred poskozenim. Je Giéinny
proti kandidam, kryptokokim a plvodclim nékterych endemickych mykdéz (2). Jeho
spektrum vsak nezahrnuje C. krusei, kterd je k FLA rezistentni. Navic zhruba 10 % kmenu
C. glabrata ma redukovanou citlivost, vyZadujici vyssi davkovani, a pfiblizné u 10 % byla
zaznamenana rezistence (58). Rovnéz nékteré vzacnéji izolované druhy kandid, jako
C. rugosa nebo C. inconspicua, se vyznacuji vyssim podilem in vitro rezistentnich kultur
(59,60). Prti aplikaci je treba brat v uvahu také funkci ledvin, kterymi se uvedené
antimykotikum vylucuje. VOR, POS a isavukonazol plsobi proti celému spektru kandid véetné
FLA-rezistentnich. Prvné zminéné antimykotikum je na C. krusei ucinné dokonce i pfi jeji
rezistenci k amfotericinu B (61). U nékterych kmenl C. glabrata (5,5 %) lze pozorovat
zktizenou rezistenci ke vSem azolUm, ktera se in vitro projevi vyssimi hodnotami minimalnich
inhibi¢nich koncentraci (MIC). Mezi nezadouci ucinky celé této skupiny patfi alergie, elevace
jaternich transamindz a nevolnost, pfipadné zvraceni u peroralné podavanych pripravka.

Nejstarsi skupinou antifungalnich latek jsou polyeny. Patfi sem tii preparaty:
amfotericin B (AMB), nystatin a natamycin. Mechanismem jejich Ucinku je vazba
antimykotika na ergosterol obsazeny v bunééné membrané houby s naslednou poruchou
semipermeability. Plsobeni natamycinu a nystatinu je vyuZivdno v topickych pfipravcich
(masti, krémy, vagindlni globule a kapsle). AMB je uréen predevsim pro systémové pouziti
a vice nez 50 let predstavoval pro své mimoradné Siroké spektrum ucinku a nizky vyskyt
rezistenci zlaty standard v |écbé invazivnich mykotickych onemocnéni. Kromé celé rady
kvasinek a vlaknitych hub (véetné zygomycet) plsobi i na néktera protozoa, napt. leishmanie

(62,63). U nékterych kmenu C. lusitaniae byla Gidajné zaznamenana rezistence in vitro (64).
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Tzv. konvenéni AMB (chemicky AMB deoxycholdt) neni viak jiz od roku 2009 v CR
registrovan. DUvodem je jeho vysokd toxicita: akutni, provazena slabosti, horeckou,
tfesavkou a hypokalemii, ale zejména chronickda, projevujici se predevsim kumulativni
nefrotoxicitou. Vyznamné nizsi riziko posledné zminéného nezadouciho Ucinku predstavuje
AMB vazany na tukové nosice, tj. u nas registrovany lipidovy komplex a v zahranici dostupna
lipozomalni forma a koloidni disperze (62).

Jedinym zastupcem antimetabolitd je flucytozin (5-fluorocytozin, FCZ), ktery vsak
v soucasné dobé neni v CR registrovan. Plvodné byl vyvinut jako cytostatikum, jeho
antimykotické ucinky byly objeveny az pozdéji. FCZ je do burky aktivné transportovan
prostfednictvim membranové cytozin-permeazy a v ni je kaskadou biochemickych procest
pfeménén na aktivni metabolity, z nichz biologicky ucinny je predevsim 5-fluorouracil. Ten je
po pfeméné na 5-fluorouridin trifosfat vestavén jako falesny pyrimidinovy analog do
ribozomalni a transferové RNA, ¢imZ dojde k blokadé proteosyntézy. Dalsi jeho ucinek
spociva v blokadé tvorby DNA inhibici enzymu thymidylat syntetazy. Soucasti antifungalniho
pUsobeni je i schopnost FCZ blokovat adhezi kandid na sliznice (2,65). Nejvyssi
antimykotickou Gcinnost vykazuje proti kvasinkdm rodd Candida a Cryptococcus, nebot
obsahuji ve své cytoplazmé cytozin-deaminazu, nezbytnou ke konverzi na jeho aktivni
metabolity. Nevyhodou FCZ je relativné vysoké procento primarni a rychly vyvoj sekundarni
rezistence, coz znemoznuje jeho déledobéjsi podavani. Z tohoto dlvodu je pouZivan pouze
v kombinovanych reZzimech (66). Vyznamny je synergismus s AMB a azolovymi antimykotiky,
zejména FLA. Vzhledem k tomu, Ze vyborné pronika do tkani, véetné CNS, pouziva se ve
zminénych kombinacich napf. k |écbé kryptokokové meningitidy nebo infekci CNS,
zpusobenych relativné malo virulentni M. furfur (67,68,69). FCZ muZe vzacné vyvolat
nezadouci anafylaktické reakce, proto je nutné pfi zahajeni lécby mit tuto skutecnost na
paméti.

Nejnovéjsi skupina echinokandin je reprezentovana kaspofunginem (KAS),
anidulafunginem (AND) a mikafunginem (MIK). Cilovym mistem pUlsobeni echinokandin( je
enzymaticky komplex 1,3-B- a 1,6-B-D-glukan syntdza. Jeho specifickou nekompetitivni
inhibici zabrani echinokandiny polymeraci glukanu, hlavni slozky bunécné stény vétsSiny
patogennich hub. Pfi pdsobeni antimykotika v ni dojde k osmotické nestabilité s naslednou
lyzou bunky, vysledny efekt je tedy fungicidni (70). Echinokandiny jsou obecné velmi dobre

tolerovany, maji minimum nezddoucich Gcink( a Siroké antifungdlni spektrum, pfedevsim na
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kvasinky, nejsou vsak tucinné proti kryptokokdm (71,72). V soucasné dobé jsou konsenzualné
doporucovany jako lék volby pfi lécbé systémové kandiddzy a kandidémie u stfedné tézkych
a zavaznych infekci (73).

Ostatni skupiny antimykotik jsou urceny k lé¢bé povrchovych mykdz. K nejznaméjsim
patfi alylaminy, inhibujici syntézu ergosterolu v cytoplazmatické membrané hub. U&inné jsou
predevsim na dermatofyty, kde in vitro pUsobi fungicidné (74). Nejcastéji pouZivanym
preparatem z této skupiny je terbinafin, ktery Ize aplikovat nejen lokdlné, ale v podobé kapsli
i celkové. Skupina hydroxypyridon( je predstavovana zejména ciklopiroxolaminem, jehoz
antifungalni ucinek spolivda ve zméné permeability cytoplazmatické membrany. Tim je
narusen transport bilkovin do nitra bunék (36). Plsobi na Siroké spektrum hub, ale také na
nékteré bakterie a ma dobry prinik do hlubsich vrstev kliZze a nehtl (74).

Da se predpokladat, Ze se nynéjsi nabidka antimykotik v budoucnu rozsifi o dalsi
skupiny. V soucasnosti je studovan ucinek novych pripravkll, jako jsou benanomycin A
(pradimiciny), nikkomycin Z (nikkomyciny) ¢i derivaty sordarinu, dobrych vysledkl bylo

udajné dosazeno i testovanim lipozomalniho nystatinu (61,75).
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2. Moznosti identifikace kvasinek v mykologické laboratori

Identifikace kvasinek na JUroven druhu hraje vyznamnou roli z klinického
i epidemiologického hlediska. Rychlé a presné urceni kultury je pro oSetfujiciho lékare
mnohdy nezbytné vzhledem k nutnosti véasného zahajeni cilené antimykotické terapie.
Nékteré druhy mikromycet mohou byt totiz rezistentni k uréitym antifungalnim preparatim,
coz muze byt divodem selhani |écby. Jak jiz bylo uvedeno vyse, mize zminény problém
nastat pfi podavani FLA u mykdz, zplsobenych C. krusei. Sekundarni (ziskana) odolnost se
muaze vyvinout u C  glabrata v dlsledku dlouhodobé perordini |écby
imunokompromitovanych pacientd azolovymi pfipravky (76,77). Vazquez ve své studii zjistil,
Ze 94 % izolatl C. glabrata rezistentnich k FLA vykazovalo soucasné zktizenou rezistenci ke
KET a 88 % ke klotrimazolu (78). Terapie AMB muze selhat u infekci zplsobenych nékterymi
kmeny C. lusitaniae, v mensi mife byl uvedeny jev popsan také u C. glabrata, C. krusei
a Trichosporon asahii (79,80). Rezistenci k echinokandinlm mohou kvasinky ziskat
v disledku bodovych mutaci genl FKS1 a FKS2, kédujicich glukan syntazu, jeZ je cilovym
enzymem puUsobeni téchto fungicidnich latek (81,82,83). Nardst takovych kmenl byl
v poslednich letech zaznamenan zejména v ramci druhu C. glabrata (84). Za méné citlivé jsou
povazovany také C. parapsilosis a C. guilliermondii, u nichZ byly in vitro zaznamenany 4-
100ndasobné vyssi hodnoty MIC echinokandinG v porovnani s citlivymi izolaty C. albicans
(85,86). Klinicky dopad uvedené skutecnosti vSak neni dosud jasny, jelikoZ infekce zpUsobené
témito druhy zatim dobie odpovidaji na dosavadni terapii zminénou skupinou antimykotik
(87).

Vyse uvedené skutecnosti presvédcéivé dokumentuji nutnost exaktni druhové
identifikace kvasinek, zejména u pacientd v neutropenii na hematoonkologickych
oddélenich, kde, jak jiz bylo zminéno, dochdzi nasledkem profylaktického podavani FLA
k selekci non-albicans druhu rezistentnich k tomuto preparatu (88).

Z epidemiologického hlediska hraje uréovani kvasinek vyznamnou roli pfi hledani
mozného zdroje nozokomialnich mykdz, napt. v pripadé miniepidemii hematogennich infekci
u pacientll se zavedenymi vendznimi katétry na JIP (89).

Bézné dostupné metody lze v zasadé rozdélit na fenotypové, zalozené na rozdilech
v morfologii, biochemické aktivité a antigennim sloZeni kvasinek a molekuldrné-biologickeé,
jejichz principem je analyza nukleovych kyselin nebo proteinli. Pfehled nejcasté;ji

pouZivanych metod pro identifikaci kvasinkovych mikromycet je sumarizovan v tabulce 3.
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Tab. 3: Pfehled laboratornich metod pouzivanych k identifikaci kvasinek

Charakter metod Princip Zpusob identifikace Kritérium hodnoceni
klicici hyfy, chlamydospory,
nativni preparat
mikromorfologie artrospory, pseudomycelium
barveny preparat askospory, pouzdra
; produkce pigmentd, aktivita vzhled na selektivnich a
fenotypové fluorescence nebo barva kolonie
enzymu diagnostickych pGdach
sérologické reakce sérologické testy aglutinace
analyza biochemickych asimilacni testy zména barvy, intenzita zakalu
vlastnosti fermentacni testy produkce CO;
L, analyza DNA FISH, PCR + PAT rozdily v DNA
molekularné-
analyza RNA NASBA rozdily v RNA
biologické . — _
analyza protein( MALDI-TOF MS hmotnostni spektrum

DNA - deoxyribonukleova kyselina, FISH - fluorescencni hybridizace in situ, PCR - polymerazova retézova reakce,
PAT - postamplifikacni testy, RNA - ribonukleova kyselina, NASBA - amplifikace zaloZena na sekvencich nukleové kyseliny,
MALDI-TOF MS - hmotnostni spektrometrie (matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight)

2.1. Fenotypové metody
2.1.1. Mikroskopické techniky

Na zdkladé morfologie Ize mikromycety rozdélit na vlaknité houby a kvasinky. Pro
prvné zminéné je typicka tvorba pravych vlaken (hyf), které se splétaji v podhoubi
(mycelium). Hyfy jsou tvoreny vétsim poctem protdhlych bunék, jez jsou od sebe oddéleny
septy a rozristaji se prodluZzovanim. Kvasinky se naproti tomu rozmnoZuji pucenim
a zGstanou-li materské buriky v kontaktu s dcefinymi, dochazi ke vzniku retizkovych utvara,
které vldkna, resp. podhoubi jen pfipominaji a nazyvaji se proto pseudohyfy, resp.
pseudomycelium. Na rozdil od vladknité formy se nevytvari septa a misto kontaktu dvou
sousednich bunék je vyrazné uzsi nez jejich prlimér. Zvlastni skupinu pak predstavuji tzv.
dimorfni houby (napf. rody Histoplasma, Coccidioides, Blastomyces), které jsou schopny
vlivem vnéjsich podminek, zejména teploty, pfechdzet z jedné formy do druhé.

Hodnoceni mikromorfologie je dilezitym krokem v procesu identifikace. V pripadé
kvasinek lze pouzit nativni i barvené preparaty.

Nativni preparat se vyuZivad pfi tzv. testu klicicich vlaken (germ tubes), ktery slouzi
k rychlé identifikaci C. albicans. Céast kolonie z vy$etfované kultury se nejprve 2,5-3 h
inkubuje v séru pfi 35° C a poté se na sklicku hodnoti pfitomnost klicicich hyf, tj. kratkych

vlaken, vyrustajicich z kvasinkovych bunék. Jejich tvorba mulze byt ovlivnéna typem
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pouzitého média, velikosti inokula a kultivacni teplotou (90). Princip nativniho preparatu je
vyuzivan i k posouzeni mikroskopického vzhledu vysetfované kultury po dvoudenni inkubaci
pfi laboratorni teploté na nutricné chudém ryZzovém nebo kukuficném agaru. Hodnoti se
predevsim schopnost tvorby silnosténnych, kulovitych utvar(, tzv. chlamydospor, typickych
pro C. albicans a Candida dubliniensis. Na zdakladé pritomnosti, resp. absence
pseudomyceldrnich vldken ¢i pravého mycelia a charakteru blastospor Ize predbézné urcit
nékteré dalsi druhy kvasinkovych mikromycet. U rodd Geotrichum a Trichosporon se na
ryzovém agaru vyskytuji obdélnikové artrospory (91). Hlavni mikromorfologické znaky

nejéastéji vyskytujicich se kvasinek jsou shrnuty v tabulce 4.

Tab. 4: Mikroskopicky vzhled vybranych druht kvasinek (92)

Mikroskopicky vzhled
Druh kvasinky e
pseudomycelium chlamydospory artrospory
mycelium

Candida albicans + + + 0
Candida dubliniensis + + + 0
Candida krusei + 0 0 0
Candida glabrata 0 0 0 0
Candida tropicalis + + 0 0
Candida parapsilosis n 0 0 0
Saccharomyces spp. +* 0 0 0
Geotrichum spp. 0 + 0 +
Trichosporon spp. + + 0 +

+ pfitomny, 0 nepfitomny, “zfidka mGze tvofit kratké pseudohyfy

Nejznaméjsi barvici metodu v mikrobiologii, podle Grama, nelze v |ékarské mykologii,
na rozdil od bakteriologie, pfi identifikaci vyuZit, nebot vSechny kvasinkové buriky jsou
v podstaté grampozitivni. UzZitecnéjsi jsou k tomuto Ucelu jind barveni, napft. podle Burriho
lze pomoci cinské tuSe prokdzat polysacharidovd pouzdra kryptokokl, podle Wirtze

a Conklina zase zhodnotit morfologii a pocet askospor u teleomorfnich druht kvasinek.
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2.1.2. Moznosti kultivace

Nejznaméjsi pldou pro kultivaci mikromycet je selektivni Sabouraudlv glukézovy agar
(SGA) s chloramfenikolem. Uvedené antibiotikum totiz potlaci rist vétSiny grampozitivnich
a gramnegativnich bakterii a usnadni tak izolaci kvasinek a vlaknitych hub z klinického
materidlu. Naprosta vétSina kandid zde vyrista v podobé okrouhlych, polomatnych,
smetanové bilych kolonii, proto ji nelze vyuZit pfi urcovani druh(. K tomuto ucelu se naopak
hodi néktera ze selektivné-diagnostickych pld. Tato média obsahuji fluorogenni nebo
chromogenni substraty, které umoznuji detekovat druhové specifickou aktivitu enzyma.
Pouzivani prvné zminéné skupiny pud v rutinni diagnostice je v soucasnosti na Ustupu, nebot
pomahaji identifikovat pouze C. albicans. Dalsi nevyhodou je nutnost hodnoceni
fluorescence v ultrafialovém svétle (93). Média obsahujici chromogenni substraty jsou
zaloZena na rozdilech v barvé kolonii a jejich velkou prednosti v porovnani s tradi¢nimi
diagnostickymi postupy je rychla, byt jen orientaéni druhova identifikace a pomérné snadna
detekce smésnych kultur. Zatimco nejstarsi generace téchto pud byla vyvinuta pouze pro
urcovani C. albicans, v soucasné dobé se pomoci nich da predbéiné diferencovat nékolik
dalsich kvasinkovych druhl. V laboratofich Ustavu mikrobiologie LF UP v Olomouci se
vyuiivd chromogenni pdda COLOREX Candida (Trios, Ceskd republika) vyrabéna
z dehydratovaného zakladu s komerénim ndzvem CHROMagar Candida (CHROMagar
Microbiology, Francie). Zminéné médium napomaha k urceni ¢tyr nejcastéji se vyskytujicich
kandid, které zde wvyruUstaji v morfologicky a barevné odliSnych koloniich: C. albicans
(zelenozluté, pozdéji az zelenomodré), C. tropicalis (tmavé modré, ¢asto s patrnou difuzi
modrého zbarveni do okoli), C. glabrata (tmavé rlGzové aZ fialové s lesklym povrchem)
a C. krusei (svétle rGZové, matné, s nepravidelnymi okraji). ZkuSeni mykologové jsou schopni
podle typického vzhledu a zbarveni rozeznat vétSinu kmenQ dalSich klinicky vyznamnych
druh( kvasinek, napf. Saccharomyces cerevisiae, kterd vyr(istd nejcastéji v podobé fialovych
drobnéjsich kolonii s vyvysenym stfedem, C. parapsilosis miva bilé se zprohybanym
povrchem, C. lusitaniae svétle r(izové ¢i namodralé a T. asahii tmavé zelené s drsnym
povrchem. Rozdily v barvé u vysSe jmenovanych druhl jsou demonstrovany na obrazku 1.
Z dalsich, ¢asto pouZivanych chromogennich pid Ize uvést napf. CandiSelect 4 (Bio-Rad
Laboratories, USA) nebo Brillance Candida Agar (Oxoid, Velka Britanie).

K selektivnimu zachytu patogennich kryptokok( lze pouzit Bird Seed Agar (BD

Diagnostics, USA), ktery podporuje produkci tmavé hnédého melaninu (94).
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Obr. 1: Morfologie kolonii na chromogenni piadé COLOREX Candida

a - Candida albicans, b - Candida krusei, c - Candida tropicalis, d - Candida glabrata, e - Trichosporon asahii,
f- Candida lusitaniae, g - Saccharomyces cerevisiae, h - Candida parapsilosis
2.1.3. Sérologické metody

Sérologicka identifikace kvasinkovych kultur je zaloZzena na principu latexové
aglutinace. Vyuzivad reakce specifickych antigen bunécné stény urcitych druhl kvasinek
s pfislusnymi monoklonalnimi protilatkami. Do této kategorie patfi komercni soupravy,
slouzici k vzajemnému odliseni C. albicans a C. dubliniensis, jako je ELITex Bicolor dubliniensis
(ELITechGroup, Francie). Vysledky testu jsou demonstrovany na obrazku 2. Od stejného

vyrobce je k dispozici také produkt k identifikaci C. krusei, ELITex krusei.

Obr. 2: Vzajemné odliseni druhu Candida albicans (vlevo) a Candida dubliniensis (vpravo)
pomoci diagnostické soupravy ELITex Bicolor dubliniensis
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2.1.4. Biochemické metody

Biochemické metody se vlaboratori klinické mykologie vyuzivaji k definitivnimu
druhovému urceni. Jsou zaloZzeny na testovani schopnosti kvasinek utilizovat rGzné zdroje
uhliku a dusiku. Principialné je lze rozdélit na auxanogramy a zymogramy. Prvné zminéna
skupina vyuziva pfi reakcich kyslik a Stépeni uvedenych Zivin probihd formou asimilace.
V prfipadé zymograml jsou substraty utilizovany za anaerobnich podminek, tedy
fermentacnimi pochody.

Auxanogramy a zymogramy si lze pfipravit pfimo v laboratofi. V praci Otéenaska et al.
je publikovén navod k jejich zhotoveni, véetné slozeni pouzitych médii (95). Vyhodnoceni Ize
provadét nejlépe podle klice vytvoreného Fragnerem, kterym lze identifikovat az 50
kvasinkovych druhli (89,96). Metodicky postup je ale pomérné pracny, obtizné
standardizovatelny a na rozdil od firemnich produktl, kdy jsou jednotlivé testy v jamkach
mikrodesticek, vyZaduje podstatné vice prostoru v termostatu. Proto je mnohem praktic¢téjsi
pouzit nékterou z komercnich souprav, zaloZzenych na testovani schopnosti asimilace rliznych
uhlikatych sloucenin, nejcastéji sacharidd. Vysledek identifikace je zndm za 24-72 h
v zavislosti na typu pouzitého testu a konkrétnim druhu kvasinky. Nékteré soupravy jsou
zaloZeny na turbidimetrickém hodnoceni vysledkd, tj. porovnavani intenzity zakalu v jamkach
s prisluSnymi substraty s pozitivni nebo negativni kontrolou. Denzitu Ize posoudit prostym
okem, nebo pomoci vhodného pfistroje. Jako priklad Ize uvést komeréni produkty APl 20C
AUX a ID 32C (oba bioMérieux, Francie). U jinych souprav je hodnoceni kolorimetrické, kdy
v pozitivnim pfipadé dojde k barevné zméné média. Kromé testovanych chemikalii je totiz
v jamkach obsaZen indikator pH, napf. bromkresolova cerven. Nejpouzivanéjsimi vyrobky
zaloZzenymi na tomto principu jsou Auxacolor 2 (Bio-Rad Laboratories), RapID Yeast Plus
(Thermo Fischer Scientific, USA) nebo VITEK 2 YST (bioMérieux). U nékterych souprav se
k vyvhodnoceni biochemickych reakci vyuzivd kombinace obou pfistupl, jako je tomu
v pfipadé CANDIDAtest 21 (Erba Lachema, Ceska republika) MICRONAUT-Candida (Merlin
Diagnostika, Némecko) nebo Biolog YT MicroPlate (Biolog, USA) (97).

Zminény produkt se sklada z 32 jamek, z nichz 31 obsahuje dehydratované substraty
(sorbitol, D-xyléza, D-ribdza, glycerol, L-ramndza, palatindza, erytritol, D-melibidza,
glukuronat sodny, D-melezitéza, glukonat draselny, levulinat, D-galaktdza, cykloheximid, D-

sacharéza, N-acetylglukosamin, DL-laktat, L-arabinéza, D-celiobiéza, D-rafinéza, D-maltdza,
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D-trehaldza, 2-ketoglukonat draselny, a-metyl-D-glukopyranosid (MDG), N-acetyl-glukos-
amin, L-sorbdza, eskulin, D-manitol, D-laktdza, inositol a D-glukéza) a zbyla, kterd zadny
neobsahuje, slouZzi jako negativni kontrola. Inokulaci jamek testovanym kmenem
a hodnoceni intenzity zdkalu porovnanim s negativni kontrolou po 48-72 h inkubace je
mozno provadét automaticky nebo ru¢né. Ve vysledkovém protokolu jsou testy rozdéleny do
deseti skupin po trech, pficemz kazdé trojici jsou pridéleny hodnoty 1, 2 nebo 4 v pripadé
utilizace substratu, v opacném pfripadé vidy 0. Poté se v kazdé skupiné tato Cisla seCtou.
Ziskany desetimistny Ciselny kod je identifikacnim softwarem apiweb (bioMérieux) pfifazen
k ur¢itému druhu kvasinky, zahrnuté v databdzi a nasledné je stanovena i procentualni mira
shody. Na zakladé rozdilnych biochemickych aktivit, resp. rdznych numerickych profilli lze

pomoci zminéné soupravy rozlisit az 61 druh( kvasinek.

2.1.5. Testovani citlivosti k antimykotikliim

Ucelem testovani citlivosti k antifungalnim piipravkdm in vitro je detekce rezistentnich
kmenU v populaci mikromycet nebo odhaleni rezistence, vzniklé béhem terapie. Metody
pouzivané ke stanoveni citlivosti kvasinek k antimykotikiim lze principialné rozdélit na difuzni
a dilu¢ni. Difuzni testy jsou oznaCovany jako kvalitativni, jelikoz - s vyjimkou diagnostickych
prouzk( E-test - poskytuji informaci pouze o citlivosti nebo rezistenci mikromycety k dané
l[atce. Pomoci kvantitativnich dilu¢nich metod je mozno urdit i jeji MIC, definovanou jako
nejmensi mnozstvi antimykotika, schopné potlacit rlst a mnozeni prislusného houbového

izolatu.

Difuzni metody

Principem difuznich test( je postupné uvolnovani latek s antimykotickym Gcéinkem ze
zdroje (disky, tablety) do agarové pudy, kterd je predem inokulovana vySetfovanym
kmenem. Béhem inkubace dochazi k potlaceni ristu citlivych izolatl v okoli disku a vytvoreni
tzv. zény zabrany (inhibice) rlstu kultury (98). Vyhodou uvedenych metod je jednoduchost
a rychlost provedeni a finan¢ni nenaro¢nost. Standardizované postupy pro testovani citlivosti
k antimykotikdm u kvasinek vychazeji z dokumentu M44, vytvofeného americkym Ustavem
pro klinické a laboratorni standardy (CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute). Po
jednodenni kultivaci kandid na SGA nebo krevnim agaru se prenese pfiblizné pét kolonii do

zkumavky s fyziologickym roztokem a nasledné se upravi denzita suspenze na 0,5 podle
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McFarlandovy zadkalové stupnice. To odpovidd mnoZstvi 1-5 x 10° CFU (colony forming units -
jednotek tvofricich kolonie) v 1 ml. Po 15 minutach je vySetfovana kultura pomoci vatového
tamponu inokulovdana na Miller-Hintonlv agar s pridavkem 2 % glukézy a 0,5 mg/l
metylénové modfi. Po uplynuti 2-5 minut jsou na pGdu kladeny disky napusténé
standardnim mnozZstvim antimykotik. Nasleduje inkubace 24-72 h pfi 35 °C v zavislosti na
druhu kvasinky. Poté je méren primeér vzniklych zén zadbrany rldstu pomoci posuvného
méridla nebo automatizovanych systém(0 a na zdkladé porovnani vysledné hodnoty
s interpretacnimi kritérii je kmen oznacen jako citlivy, citlivy v zavislosti na davce,
intermediarni nebo rezistentni. Kvalita vysledk( zavisi na spravném provedeni jednotlivych
krokli metody a presnosti pfi odectu prdméru inhibicnich zén. DaleZitou soucasti je
verifikace pomoci doporucenych referencnich kment (99).

Z komercnich produktl, vychdazejicich z principu difuzni metody, se osvédcil zejména
Neo-Sensitabs (Rosco Diagnostica, Dansko). Misto diskll jsou pouZivany tablety, ze
systémovych antimykotik jsou k dispozici AMB, FCZ, KET, FLA, ITR, VOR, POS, KAS
a terbinafin, k testovani jsou nabizena i néktera antifungalni generika pro lokdlni pouziti.
Studie srovnavajici Neo-Sensitabs se standardni difuzni a dilu¢ni metodou CLSI dokladaji do
znacné miry korelaci dosazenych vysledkd (100,101).

Kvantitativni modifikaci difuzni agarové metody jsou diagnostické prouzky E-test
(bioMérieux), piivodné vyvinuté svédskou firmou AB Biodisk. V celé své délce jsou napustény
exponencidlné rostoucimi koncentracemi antimykotik, obvykle v rozsahu 15 fedéni.
Doporucovanou pudou pro testovani citlivosti u kvasinek je médium RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich, USA) s pridavkem 2 % glukézy a 1,5 % agaru, pufrované MOPS (3-(N-
morfolino)propansulfonova kyselina, Sigma-Aldrich). Alternativou, zejména pro azolova
antimykotika, je kasitonovy agar, vyrabény nékterymi firmami pod nazvem Antimycotic
Sensitivity Test Agar. Po inkubaci se kolem prouzku vytvori zéna zabrany rlstu, kterd ma tvar
elipsy. V misté, kde se okraj inhibi¢ni zény dotyka prouzku, je mozno odecist MIC. Na zakladé
vysledkl rady studii Ize E-test povazZovat za spolehlivou alternativu standardizované dilu¢ni
metody (napr. 101,102,103), pficemzZ je mozné timto velmi jednoduchym zplsobem testovat
citlivost ke vSem v soucasnosti pouzivanym systémovym antimykotik(im. Urcitou nevyhodou
je vSak pomérné vysoka cena. V podstaté stejny produkt nabizi pod ndzvem MIC Test Strip
italskd firma Liofilchem, avSak zatim existuje jen malo informaci o korelaci vysledkd se

standardnimi metodami.
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Dilucni metody

Testovani citlivosti kvasinek mikrodiluéni metodou se provadi v jamkach
mikrotitracnich destic¢ek, které obsahuji odstupriované (exponencialné redéné) koncentrace
antifungalnich latek. Inokulace se provadi standardnim mnozZstvim cisté kultury testovaného
kmene a po inkubaci se porovndva intenzita rlstu v jednotlivych fedénich s kontrolni jamkou
pti niz dochdazi k 90% inhibici rlstu populace kvasinek. Na zakladé porovndni téchto hodnot
s klinickymi limity (breakpointy) se kmen oznaci za citlivy nebo rezistentni k testovanym
antimykotikim. Jako breakpoint se v tomto pripadé oznacuje koncentrace antifungalni latky,
kterou je mozné dosahnout v télnich tekutinach nebo jinych cilovych mistech v prabéhu
optimalni [écby (104).

Prvni standardizovany postup pro testovani citlivosti kvasinek k antimykotikim
mikrodilu¢ni bujénovou metodou byl publikovan americkym CLSI (dfive NCCLS - National
Committee on Clinical Laboratory Standards) v roce 1992 jako dokument M27-P, ktery byl
poté nékolikrat zrevidovan az na nynéjsi verzi M27-A3 a jeji dodatek M27-S4 (105,106).
V Evropé byl pozdéji vydan analogicky ndvod, jehoz autorem je Subkomise pro testovani
antifungalni citlivosti, zfizena v rdémci Evropské komise pro testovani antimikrobialni citlivosti
(EUCAST - European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). Z plivodniho ndvrhu
nesouciho oznaceni E.Dis. 7.1. byla postupné vytvorena soucasna definitivni metodika E.Def.
7.3. (107). Oba doporucené postupy (CLSI a EUCAST) jsou pres mirné odliSnosti, shrnuté
v tabulce 5, v zasadé stejné. Mikrodilu¢ni metoda je nyni standardizovana pro AMB, FCZ,
KET, FLA, ITR, VOR, POS a echinokandiny, v pfipadé M27-A3 navic pro ravukonazol a E.Def.
7.3. pro isavukonazol (105,107).

Tab. 5: Rozdily v metodice mezi dokumenty M27-A3 a E.Def. 7.3

Metodicky krok M27-A3 E. Def.7.3
denzita inokula (CFU/ml) 0,5-2,5 x 103 0,5-2,5 x 10°
glukéza v médiu (%) 0,2 2,0
dno jamek desticky kulaté rovné
inkubace (h) 24 248 24
hodnoceni MIC vizualné fotometricky
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Z komercné dostupnych produktli, odvozenych ze zminénych standardizovanych
postupl a vhodnych pro béZnou laboratorni diagnostiku, je nejznaméjsi kolorimetricka
mikrodiluéni souprava Sensititre YeastOne (Thermo Fischer Scientific) (108,109).
Mikrotitracni desticka obsahuje antimykotika ve vysuseném stavu a redéni odpovidajicim
standardu CLSI M27-A2, navic vSak barevny indikator Alamar blue. Rlst kandid se projevi po
pridani suspenze kultury a inkubaci zménou jeho barvy v jamkach z pldvodni modré na
Cervenou. Produkt je vyrabén ve vice variantach, pficemzZ nejvice antimykotik umoznuje
testovat YO10: AMB, FCZ, FLA, ITR, POS, VOR, KAS, AND a MIK. Velkou prednosti této
metody je jeji snadné provedeni, jednoduché hodnoceni vysledk(i a dobra mezilaboratorni
reprodukovatelnost. Na stejném principu je zaloZena i dalSi kolorimetrickd souprava
MICRONAUT-AM (Merlin Diagnostika). Barevnym cinidlem je v tomto ptripadé AST-indikator
(resazurin a methylénovd modf). V zavislosti na usporadani a poctu vybranych antimykotik
Ize hodnotit citlivost jednoho, dvou nebo ¢tyf kmend na jedné mikrotitracni desticce.
Nejnovéjsi varianta MHK 2 urfena pro hodnoceni jedné kvasinkové kultury obsahuje devét
systémovych antimykotik, stejnych jako v pfipadé YO10. Z dalSich kolorimetrickych
mikrodiluénich souprav Ize uvést napf. ASTY panely (Kyokuto Pharmaceutical Industrial Co.,
Japonsko) nebo SensiQuattro Candida EU (Liofilchem), ale ty nejsou v Ceské republice

v soucasné dobé dostupné.

2.2. Molekularni metody
Mezi molekuldrni Ize v souCasné dobé radit metody genetické a proteinové. Prvni
skupina analyzuje nukleové kyseliny, druhd detekuje odliSnosti v bilkovinnych spektrech
bunék. Tyto techniky Ize vyuzit k identifikaci kvasinek, tj. jejich uréeni na uUroven druhu, ale

i k typizaci, kdy jsou zkoumany odlisnosti jednotlivych kmen( v rdmci urcitého druhu.

2.2.1. Genetické metody k identifikaci kvasinek

Genetické metody slouzici k identifikaci kvasinek jsou zaloZeny na odliSnostech
v sekvencich nukleotid( tvofricich retézce nukleovych kyselin. PouZivaji se ¢asto v kombinaci
s jejich pfimym prikazem v odebraném klinickém materidlu, lze je vSak vyuzit i pro urcovani
vypéstovanych kultur mikromycet (110). Hlavni problém jejich vyuziti v bézné diagnostické

praxi predstavuje predevsim absence obecné uznavaného standardizovaného postupu.
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Laboratofe maji proto zatim k dispozici vlastni vyzkousené techniky, které, jsou-li delsi dobu
pouzivany, lze v téchto mistnich podminkach povaZovat za spolehlivé.

Pro identifikaci houbovych patogen( je vyuZivana predevsim DNA. Nékteré genetické
metody ji analyzuji pfimo, u jinych se v souvislosti s ur¢enim plvodce onemocnéni nejdrive

zvysSuje jeji kvantita pomoci amplifikace.

Prima analyza DNA

Nejznaméjsi technikou z této skupiny metod je tzv. fluorescencni in situ hybridizace
(FISH). Vyuziva ptimé vazby (hybridizace) sondy znacené fluorochromem na komplementarni
useky ve vySetfované DNA. Sondou je rizné dlouha jednovldknova molekula DNA nebo RNA
se znamou sekvenci nukleotidl. Zkoumany material je nejprve fixovan na podloZni skli¢ko.
Po rozruSeni bunék nasleduje denaturace DNA, ¢imz dojde k jejimu rozvolnéni do podoby
jednovlaknovych molekul, na néz se mlze sonda navazat. Ve fluorescenénim mikroskopu zafi
mista hybridizace sondy a vySetfované DNA barvou pfislusného fluorochromu.

Klinické laboratore mohou pro rychlou identifikaci kvasinek pfitomnych
v hemokulturach vyuzit komercni soupravy PNA FISH (Advandx A/S, Dansko), zejména ve
varianté Yeast Traffic Light. Limitujicim faktorem je omezené spektrum druhl a ne zcela
presna identifikace, nebot fluorescence barevné odliSuje kvasinky predevsim v zavislosti na
citlivosti detekovanych druh( k systémovym antimykotikim: C. albicans a/nebo Candida
parapsilosis (zelena - empiricky dobfre citlivé), C. tropicalis (Zluta - méné citlivy) a C. glabrata
a/nebo C. krusei (Cervena - nejvice rezistentni). Dalsi nevyhodou uvedeného produktu je

pomérné vysoka cena (89).

Amplifikace DNA

Amplifikace DNA se provadi pomoci polymerdzové retézové reakce (PCR). Principidlné
pfi ni dochazi k cyklickému zmnoZovani Useku DNA, ktery je vymezen dvojici oligonukleotid(,
tzv. primerd, schopnych vazby na vybrané specifické sekvence na templatové DNA, kterou
predstavuje jedno z vlaken pUvodni dvousroubovice. Dalsi dlleZitou soucasti reakce jsou
deoxynukleosidtrifosfaty (dNTPs), které predstavuji stavebni kameny nové DNA
a termostabilni enzym DNA-polymerdza, ktery z nich wvytvari komplementarni useky.
Samotna reakce probiha ve tfech krocich: (1) zahrati na 94-96 °C, ¢imz dojde k denaturaci
DNA, tedy k oddéleni obou vldken dvousroubovice (2) ochlazeni na 50-65 °C, pfi niz dochazi

k nasedani primerU na odpovidajici sekvence v fetézcich DNA a (3) zahrati na 72 °C, coz vede
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k aktivaci DNA-polymerazy, kterd z dNTPs vytvori komplementarni isek DNA. Uvedeny cyklus
krokll se obvykle 30-40krat opakuje. Vyhodou PCR je jednoduchost provedeni, jelikoz fizeni
jednotlivych fazi je automatizovano v termocykleru. Po nékolika opakovanych cyklech tak Ize
z nepatrného mnozstvi vstupni DNA ziskat velké mnozstvi délkové presné definovanych
produktl. Kvalita provedeni musi byt odpovidajicim zplisobem dodrZzovana a kontrolovana,
aby nedoslo ke kontaminaci a s ni spojené dezinterpretaci vysledku.

Variantou popsané jednokolové PCR, majici vyssi citlivost a specifitu, je tzv. nested PCR
(vlozenda, uhnizdéna). Jeji princip spociva v pouZiti dvou amplifikacnich kol za sebou.
V prvnim dochazi k namnozZeni useku DNA vybraného tak, aby zahrnoval cilové sekvence
charakteristické pro Sirsi spektrum patogent. Poté je vznikly produkt podroben druhé PCR
snovym pdrem primerd, vymezujicich krats$i Usek DNA uvnitf Useku namnoZeného
v predchozi reakci, ktery je obvykle specificky pro urcity druh mikroorganismu. Kvasinky je
mozné timto zpusobem identifikovat ve druhém kole na zakladé odlisné délky produktu
pomoci jedné dvojice primerd nebo nested PCR vyuzit jako tzv. multiplex PCR, kdy se poufZije
smés vétsSiho poctu parl primerl, schopnych amplifikovat Useky DNA typické pro rlzné
druhy. Podstatnou nevyhodou nested PCR proti jednokolové je vyssi riziko kontaminace
a s tim spojeny casty vyskyt chybnych vysledkl (24,111).

V dalsi varianté, kvantitativni PCR v realném case (qPCR), se pouZiva k detekci produktu
fluorescenéné znacena sonda. Jak vyplyva z nazvu, umoznuje zminénd modifikace na rozdil
od béZné PCR primou kvantifikaci vytvotenych amplikont v kazdém jednotlivém cyklu PCR
(tedy v redlném case), a to v dusledku zvysujici se intenzity fluorescence. Navic lze odvodit
i plvodni mnoZstvi DNA ve vysetfovaném materialu. Prakticky vyznam spociva v porovnavani
kvantity DNA v postupné odebiranych vzorcich béhem monitorovani pribéhu infekéniho
onemocnéni a ke sledovani ucinnosti zvolené terapie. Pro identifikaci mikromycet lze gPCR
vyuzit opét v podobé multiplex PCR, nebot Siroké spektrum rlznych fluorescencnich barviv
umoZiuje pouziti vice sond v jedné reakci soucasné (24).

Z komercnich produkt zaloZzenych na tomto principu lze uvést LightCycler SeptiFast
Test (Roche Diagnostics, USA). Pomoci uvedené soupravy je mozné zachytit a identifikovat
25 nejdullezitéjsich mikrobiadlnich patogen(i z hemokultur, véetné péti nejc¢astéjsich druh

kvasinek: C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata a C. krusei (89).
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Postamplifikacni analyzy DNA

Postamplifikacni metody slouzi k identifikaci agens na Uroven rodu nebo druhu, pokud
to jiz nebylo provedeno pfimo v rdmci PCR (112).

Za nejpresngjsi postamplifikacni techniku je povazovano sekvencovani, kterym se
stanovi poradi nukleotidli ve vybraném useku molekuly DNA. Nevyhodou je vsak casova,
finanéni a technickad naroc¢nost. K usnadnéni procesu existuji komerc¢né dostupné soupravy,
napf. MicroSeq D2 rDNA Fungal Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA), zacileny na
doménu D1/D2 velké podjednotky genu pro rRNA. Soucasti produktu je i databaze obsahuijici
1072 zaznam( sekvenci, které jsou rozdéleny mezi 289 druht kvasinek. V klinické laboratofi
se mUZe uplatnit zejména pfi izolaci vzacnéjsich kandid, které nelze urcit bézné pouzivanymi
diagnostickymi postupy (113). Vysledky ziskané zminénou soupravou lze analyzovat i pomoci
jinych databdzi, které jsou prabéiné aktualizovany zafazovanim novych druhd, coz zvysuje
spolehlivost a rozSifuje mozZnosti exaktni identifikace. Velmi dobrych vysledk( za
podstatného urychleni celého procesu a snizeni financ¢nich nakladd Ize dosahnout pomoci
pyrosekvencovani (114).

Casto pouZivanou postamplifikaéni technikou je hybridizace produktu se znagenou
sondou (115). Nejvyssi potencidl pro vyuZiti v bézné diagnostické praxi ma pro svou
jednoduchost a citlivost technika zaloZend na principu enzymimunoanalyzy (PCR-ELISA).
Reakce se ucastni dvé sondy. Prvni, znacend digoxigeninem, se navaze na komplementarni
sekvenci DNA, druhad, s biotinem, vytvofi vazbu se streptavidinem, jimz je potazena jamka
mikrotitracni desti¢ky, v niz test probihd. Hybridizace je prokazdna, stejné jako v pripadé
klasické ELISA, zménou barvy roztoku v jamce po pfidani protilatky proti digoxigeninu
(s navazanou kfenovou peroxidazou) a prislusného substratu. Jiny slibny pfistup pfedstavuje
vyuziti teploty tani amplikonG. Princip spocivd v uvolnéni fluorescencniho barviva pfri
denaturaci obarveného dvouretézcového produktu amplifikace. Vysledkem méreni je krivka,
jejiz pribéh zavisi na délce vytvofeného Useku DNA, ale také na jeho sekvenci, nebot ¢asti
bohaté na adenin a tymin taji pfi nizSich teplotach nez ty, které obsahuji pfevainé guanin
a cytozin. Na principu postamplifikacni hybridizace je zaloZena i technologie DNA cipd,
umoznujici rychlou a prfesnou identifikaci Sirokého spektra kandid, ale i jinych mikromycet.
Jedna se o velkokapacitni mikroskopické soupravy oligonukleotidovych sond navazanych na

pevny povrch, se kterymi hybridizuje fluorescencné znaceny Usek vySetfované DNA. Signaly
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jsou detekovany fluorescenénim snimacem a analyzovany specidlnim pocitacovym
programem.

Tradi¢ni a nejjednodussi metodu post-PCR identifikace predstavuje analyza délky
amplifikovanych produktl (Amplified Product Length Polymorphism, APLP) v agarézovém
gelu, odvozenych ¢asto z dvou druhové, ale i kmenové specifickych Usek(, tzv. internal
transcribed spacers (ITS1, ITS2) mezi podjednotkami genu pro rRNA. RozliSovaci schopnost
zminéné techniky lze dale zvysit restrikci endonukleazami a naslednou analyzou délkového
polymorfismu vzniklych fragmentd DNA (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP).
Dalsi zajimavou metodou je hodnoceni konformacniho polymorfismu jednovlaknové DNA
(Single Strand Conformation Polymorphism, SSCP). Je zaloZena na existenci mensich rozdil(
v sekvencich vysoce konzervovanych Usekl DNA. Po denaturaci vznikaji elektroforeticky
prokazatelné rozdily v jejich tercidrni strukture. Limitujicim faktorem vyuziti zminéné

techniky je pracnost a nutnost specialnich odbornych znalosti.

Amplifikace RNA

Specifickou a velmi citlivou metodou, vyuZivanou k amplifikaci RNA, je tzv. NASBA
(Nucleic Acid Sequence Based Amplification). Cyklu podobného PCR se ucastni tfi enzymy -
reverzni transkriptdaza, RNdza H a T7 RNA polymeraza. Amplifikace je ve srovnani s PCR
rychlejsi, protoze mohou byt vyuZity kopie genU jiZz namnoZené samotnymi bunkami pfi
transkripci. Navic reakce probiha za konstantni teploty, takZze neni potrebny termocykler.
Hlavni nevyhodu zminéné metody predstavuje samotnd RNA, kterd je mimo burnku velmi
rychle degradovana vSudypfitomnymi RNazami. K minimalizaci uvedeného jevu je nutné
pridani ochranného pufru a/nebo inhibitord zminénych enzymda. Sir$i vyuZiti v diagnostické

praxi komplikuji i pomérné vysoké naklady (110,115).

2.2.2. Genetické metody k typizaci kvasinek
Genetické typizacni metody umoZnuji vzajemné porovnavani jednotlivych kmen(. Na
rozdil od druhové identifikace, vyuZivajici spiSe konzervativni sekvence, se zaméruji na
variabilni Useky. Nicméné pouzivané techniky se do urcité miry s postamplifikacnimi
analyzami popsanymi vyse prekryvaiji.
NejdUlezitéjsimi kritérii pfi hodnoceni téchto metod jsou reprodukovatelnost vysledk(
a zejména rozliSovaci schopnost, pfimo Uumérna nalezenému genetickému polymorfismu.

Typizace se vyuziva pfi epidemiologickych analyzach nozokomialnich nakaz, a to zejména pfri
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vyhledavani zdroji infekce a zplsob( jejich Sifeni (116). Dale se uplatiuji pri analyze
mechanismu vyvoje rezistence, zkoumani pricin opakovanych infekci u téhoz pacienta, studiu
faktora virulence a patogenetickych mechanism( infekce nebo mikroevoluce bunéénych
populaci (117,118).

Sekvencovani se v typizaci kvasinek vyuzivd nejcastéji v podobé multilokusové
sekvencni typizace (Multilocus Sequence Typing, MLST), jejiz podstatou je porovnavani
sekvenci nukleotidd ve vybranych lokusech DNA. Nejprve jsou tyto kratké useky
amplifikovany PCR, nasledné sekvencovany a takto ziskané soubory sekvenci poté
analyzovany. K hlavnim prednostem zminéného pristupu patfi vysoka rozliSovaci schopnost
a prakticky absolutni mezilaboratorni reprodukovatelnost, umoznujici tvorbu centralnich
databazi a provadéni globdlnich epidemiologickych studii (110,119). Urcitou nevyhodou je
ekonomickd narocnost, ktera je vSak v posledni dobé kompenzovana zavadénim levnéjsich
alternativnich technologii, napt. pyrosekvencovani (114).

K typizaci Ize ddle pouzit RFLP, kterd je v porovnani s pfedchozi technikou rychla
a finanéné nenarocna (24,120). Kvasinkova DNA je podrobena restrikci fidce Stépicimi
endonukledazami napf. EcoRl, Sfil, BssHIl a vzniklé fragmenty jsou ndsledné separovany
pomoci elektroforézy na zakladé odliSné molekulové hmotnosti. Vznikly soubor pruhd, tzv.
fingerprint, je po obarveni ethidium bromidem zviditelnén pomoci transiluminatoru.
V minulosti castéji pouzivanou pracnéjsi variantu, avSak s vyrazné s vysSi rozliSovaci
schopnosti, pfedstavuje kombinace RFLP a hybridizace se zna¢enou sondou po preblotovani
fingerprintu podle Southerna na nitrocelulézovou membranu (24,89).

K typizaci kvasinkovych izolatll je casto pouZivana nahodna amplifikace polymorfni
DNA (Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD). Tato metoda, zaloZzend na PCR, byla
vyvinuta nezavisle dvéma vyzkumnymi tymy (121,122). Jeji uziteCnost pfi epidemiologickych
studiich kandidovych infekci je v literature presvédcivé dokumentovana (123,124,125,126).
Rozdil proti klasické PCR spociva v pouziti pouze jednoho kratkého primeru, ktery se
nahodné navazuje na vice ¢i méné komplementdarni sekvence na mnoha mistech templatové
DNA. To je umozZnéno tzv. reZimem s nizkou stringenci, dosazenym zejména nizsi reakcni
teplotou nez u obvyklého cyklu PCR. Nachazi-li se rozpoznané sekvence na obou vlaknech
DNA v protilehlych Usecich vzdalenych maximalné 3 kilobaze (kb), jsou odpovidajici fetézce
syntetizovany proti sobé, dokud nepresahnou misto hybridizace primeru na druhém vlakné.

Pfi dalSi amplifikaci se k obéma vzniklym fetézclm vytvori komplementarni Useky, jeZz jsou
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ohrani¢ené misty navazani primerl. Takové fragmenty se v nasledujicich amplifikacich
syntetizuji ve srovnani s ostatnimi v mnohem vétsim poctu. Uvedenym zplsobem vznika
v pribéhu reakce velké mnoZstvi kmenové specifickych produktl variabilni délky, které jsou
nasledné separovany pomoci elektroforézy (120). Pfednosti metody je predevsim jeji rychlé
a jednoduché provedeni, ekonomickd nendrocnost a vysokd rozliSovaci schopnost. Mezi
hlavni nedostatky patfi nizka mezilaboratorni reprodukovatelnost a pfilis velkd komplexnost
fingerprintu, kterd m(Ze vést k problematické interpretaci vysledkd. Z posledné zminéného
dlvodu byla navrzena modifikace, tzv. analyza krivek tani RAPD (Melting Curve of Random
Amplified Polymorphic DNA, McRAPD), zaloZzena na porovnavani odlisné teploty tani pfi
denaturaci dvouvlaknovych amplikon( vytvorenych v prabéhu RAPD (127).

Svym principem je RAPD podobny délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmentu
(Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP). Jsou pfi ném amplifikovany vybrané
restrikéni fragmenty genomové DNA, k nimzZ jsou pfipojeny tzv. adaptory se znamou sekvenci
nukleotidl. Pfi PCR jsou pouZity primery komplementarni k sekvencim adaptoru
prodlouzené o 1-3 nahodné zvolené nukleotidy. Tim dochazi k amplifikaci pouze téch
fragment(, které maji na koncich (pred pripojenim adaptorll) odpovidajici zvolené kratké
sekvence. Nevyhodou proti RAPD je vSak pracnost a ndkladnost.

Z dalsich typizacnich metod vyuzivajicich PCR je tfeba zminit analyzy hypervaribilnich
sekvenci (115). Pritom se vyuZiva primer(, nasedajicich na specifické sekvence nukleotidd,
které jsou v genomu pfitomné ve velkém poctu kopii a lokalizované na rliznych mistech. Tim
dochazi k amplifikaci produktl o rizné délce. Za timto ucelem byly vyvinuty rdzné techniky
(délkovy polymorfismus mikrosatelitli, inter-repeat PCR, PCR fingerprinting). Vyhodou vsech
zminénych postupl je jednoduchost provedeni, vysoka rozliSovaci schopnost a ve srovnani
s RAPD i mezilaboratorni reprodukovatelnost vysledk(l. Podobné prednosti ma i technologie

DNA ¢ipU, jiz zminéna v souvislosti s identifikaci.

2.2.2.1. Karyotypizace

Karyotypizace je genetickd metoda analyzujici délkovy polymorfismus chromozom.
K jejich separaci na zakladé odliSné molekulové hmotnosti se vyuzivd pulzni gelova
elektroforéza (PFGE), pfi niZz dochdzi k pravidelnému sttidani orientace elektrického pole.
Malé chromozomy nebo jejich ¢asti potrebuji k pfizplsobeni jinému sméru pohybu v gelu

méné casu a prochazeji jim proto rychleji nez velké. Vytvoreny fingerprint (karyotyp) ma
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v optimalnim pripadé tolik pruhl, kolik je v burice chromozomd nebo z nich vzniklych
fragmentQ, jsou-li pfed separaci rozstépeny restrikénimi enzymy.

Na miru rozliseni karyotypu mohou mit vyznamny vliv nasledujici faktory:
Pulzni ¢as. Jedna se o Casovy interval mezi reorientacemi elektrického pole. Pohyb DNA je
u kratSich chromozomu pfimo umérny logaritmu jejich molekulové hmotnosti, u delSich je
vSak obtizné definovatelny. U velkych molekul navic dochazi k jevu, ktery se nazyva trapping.
Jedna se o zachytavani DNA v pérech gelu, coz brani jejimu dalSimu putovani a tim optimalni
separaci jednotlivych fragmentl. Nejlepsiho rozliseni Ize dosahnout pomoci postupného
prodluzovani pulzniho ¢asu az do maxima potifebného pro rozdéleni nejdelSich chromozomua
(129).
Elektrické napéti je obvykle uddvano ve V/cm délky gelu. JelikoZz gel ve vétsiné
horizontalnich ponornych elektroforetickych komor vyuZije pfiblizné 80 % napéti zdroje,
musi byt vyslednd hodnota stanovena vynasobenim napéti na vystupu ze zdroje
0,8 a naslednym vydélenim ziskané hodnoty délkou gelu. ZvySovani napéti v elektrickém poli
umoznuje separaci vétsich molekul DNA, je-li vSak pfilis vysoké, mlzZze dochazet k trappingu.
Slozeni pufru. PFGE vétSinou probiha v rezimech pouzivajicich vyssi napéti nez je tomu
u béiné elektroforézy, a proto se pfi ni tvofi podstatné vice tepla. K zabranéni prehfivani
gelu se doporucuje pouziti 0,5 x TBE (Tris-borat-EDTA) pufru, ktery je malo vodivy. DNA je
sice pohyblivéjsi v TAE (Tris-acetat-EDTA) pufru, ten vSak pro svoji vodivost gel zahfiva.
Teplota pufru se obvykle snizuje na 4-15 °C. Principialné je mozné provadét PFGE ve znacné
Sirokém teplotnim rozmezi, u mensich fragmentl DNA by ale za vyssich teplot mohlo dojit
k trappingu a vyznamnému rozsirovani pruhl. DulleZitou podminkou spravného pribéhu
separace DNA je udriovani stdle stejné teploty ve vSech mistech gelu. Toho Ize docilit
cirkulaci pufru s vyuzitim peristaltické pumpy.
Uhel ptisobeni elektrického pole je obvykle nastaven na 110-120°, pfic¢em? bylo zji$téno, Ze
rozmezi 105-165° ma na vysledek separace jen maly vliv (130). Obecné plati, Ze ¢im je Uhel
mensi, tim rychleji se DNA pohybuje gelem. Proto se pro potrfebu rozdéleni velkych
fragment( DNA voli spiSe malé uhly a naopak.
Druh a koncentrace agardzy. Nizké koncentrace umozniuji snadnéjsi rozdéleni vétsSich
molekul DNA a zaroven urychluji migraci vSech fragment( gelem. Pro PFGE jsou nejvhodnéjsi

specialni agardzy s vétsimi pory, ¢imz je usnadnéna separace dlouhych chromozoma (120).
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PFGE je zndma v fadé variant. Historicky nejstarSim systémem je elektroforéza ve
stfidavém ortogonalnim poli (Orthogonal Field Alternating Gel Electrophoresis, OFAGE), jejiz
princip je schématicky znazornén na obrdzku 3. Pravidelné sttidani aktivity par( elektrod A
a B zpuUsobuje hadovity pohyb DNA v gelu. Hlavni nevyhodou OFAGE je, Ze v dlsledku
usporadani elektrod se vytvari nehomogenni elektrické pole, coz vede k rozdiliim v rychlosti
a sméru pohybu fragmentl DNA v jednotlivych drahach. Nasledkem toho vznikaji deformace,

které brani objektivné vyhodnotit fingerprint.

Obr. 3: Schéma elektroforézy v ortogonalnim poli

V souvislosti s timto problémem bylo pozdéji vyvijeno Usili upravit systém tak, aby
dochazelo ke generovani homogenniho elektrického pole. Modifikace PFGE, vzniklé na
tomto zakladé, se vzajemné lisSi druhem, poltem a usporadanim elektrod. Nejcastéji
pouZzivané varianty jsou schématicky znazornény na obrazku 4.

Patfi k nim elektroforéza v pficné alternujicim poli (Transverse Alternating Field
Electrophoresis, TAFE), umoznujici separaci velkych fragmentl DNA. Gel je ukotven do
vertikalni polohy pomoci plastovych prouzk( a vztlaku pufru a situovdn mezi dva linedrni
pary elektrod, které jsou umistény pred a za rovinou gelu. Molekuly DNA jsou nuceny se
pohybovat ,cik-cak” celou tloustkou gelu. Uhel mezi alternujicimi poli je v oblasti jamek
110°, smérem ke spodni strané gelu se postupné zvétsuje. Elektroforéza v inverznim poli
(Field Inversion Gel Electrophoresis, FIGE) je nejjednodussim systémem, vyuzZiva pouze jeden
par elektrod (131). Je vSak vhodna k separaci molekul maximalné do velikosti 100 kb. Princip

spociva v pravidelném stridani elektrického pole, kdy DNA nejprve putuje ven z jamek a poté
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zpét smérem k jamkam. Uhel mezi poli je proto 180°. Aby DNA v gelu putovala smérem
dopredu, musi byt pulzni ¢as nebo intenzita elektrického pole vétsi v pfimém nez ve zpétném
sméru. U elektroforézy v rotujicim poli (Rotating Field Gel Electrophoresis, RFGE) je sttidani
elektrického pole zajisténo pomoci specialni plosSiny, ktera se pohybuje mezi dvéma
homogennimi elektrickymi poli v Uhlu 120°, coZ nahrazuje vypinani a zapinani poli

v nepohyblivém systému (130,132).

Obr. 4: Princip jednotlivych variant pulzni gelové elektroforézy
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a - v pricné alternujicim poli, b - v inverznim poli, ¢ - v tzv. contour-clamped homogennim poli (CHEF),
d - v rotujicim poli, e - CHEF s programovatelnymi autonomné fizenymi elektrodami
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Pro karyotypizaci kvasinek se nejcastéji vyuziva elektroforéza v homogennim
elektrickém poli specifického obrysu (Contour-clamped Homogeneous Electric Field, CHEF).
Systém pracuje s vétSim poctem elektrod, usporadanych do urcitého tvaru. Prvni model byl
navrzen Davisem et al. (133). Sklada se ze specialné konstruované elektroforetické komory
s 24 platinovymi elektrodami sefazenymi do tvaru Sestithelniku se vzajemnou pfi¢nou
vzdalenosti 33 cm. Ke zméné orientace elektrického pole dochazi pod fixnim uhlem 120°, gel
o velikosti 14 x 13 cm je umistén ve stfedu komory. Clark et al. provedli pozdéji modifikaci
tohoto systému navrZzenim programovatelnych autonomné fizenych elektrod. Kazda z nich
pracuje nezavisle na ostatnich, ¢imz je dosazeno Siroké variability ve sméru elektrickych poli
pUsobicich na gel. Systém proto mulzZe byt naprogramovan do vsech predchozich typd PFGE,
Ize ho tedy s vyhodou vyuzit i v pfipadech obtiznych separaci dlouhych usekd DNA (130,134).

Izolaci chromozom kvasinek nelze provadét zplsoby, bézné uzivanymi v molekularni
genetice pro izolaci nukleovych kyselin, nebot by pfitom doslo k naruseni integrity jejich
dlouhych fetézc DNA. Na gelu by pak nevznikly pruhy, ale pouze neostré skvrny tvorené
velkym mnoZstvim fragmentl. Proto je nutné zabudovat intaktni kvasinkové buriky do
blockl nizkotajici agardzy, ktera chrani chromozomy pred rozldmanim a cely dalsi postup
izolace provadét v nich.

Karyotypizace pomoci PFGE je vétSinou autori hodnocena jako spolehlivy, technicky
nenarocny zpusob typizace kandid se snadnym vyhodnocenim a vysokou rozliSovaci
schopnosti (135,136,137). Limitujicim faktorem pro interpretaci nélezl, zejména u vétsich
soubor izolat(, je absence definovanych kritérii pro rozliseni kmen(. DalSimi nevyhodami je

dlouhy casovy interval nutny k ziskani vysledkd a vysoka porizovaci cena pristroju.

2.2.3. Hmotnostni spektrometrie

V poslednich letech se pfri identifikaci mikrob(, tedy i patogennich hub vietné
kvasinek, stdle vice vyuzivda hmotnostni spektrometrie. Uvedenou molekularni metodou,
pattici na rozdil od predchozich mezi fenotypové, lze v principu tfidit ionty na zakladé jejich
molekulové hmotnosti. Pfistroje, pomoci nichz se uvedeny zpisob uréovani mikroorganisma
provadi, se obecné nazyvaji hmotnostni spektrometry. Skladaji se ze tfi modull, z nichz
prvnim je zdroj iontl. V mikrobiologii se vyuziva technologie zvana MALDI (Matrix Assisted
Laser Desorption/lonization - ionizace laserem za ucasti matrice), umoznujici analyzu velkych

organickych molekul, které, jsou-li ionizovany, maji tendenci k rozpadu. Druhym modulem je



| 37

analyzator doby letu (Time of Flight, TOF), ktery vyuZiva k urychleni letu iontl elektrické
pole. Pokud maiji ¢astice stejny naboj, zavisi namérené casy vyhradné na jejich molekulové
hmotnosti, pficemz leh¢i ionty putuji praletovou trubici analyzatoru rychleji nez tézsi.
Posledni prvek pristroje, zvany detektor, zaznamenava aktualni prlichody iontl. Schematické
usporadani jednotlivych komponent hmotnostniho spektrometru s technologii MALDI-TOF je

znazornéno na obrazku 5.

Obr. 5: Schéma hmotnostniho spektrometru s technologii MALDI-TOF

a - laser, b - atenuator, fotodioda, c - priletova trubice, d - CCD kamera, e - predzesilovac,
f - Cislicovy zdznamnik, g - pocitac

Identifikace mikroorganism(i pomoci MALDI-TOF je zaloZena na analyze protein(
v jejich bunkach. Vysetfovany vzorek je nejprve umistén na specidlni kovovou desticku
a prekryt matrici. Tato smés je kratce ozarena laserem, coZz zplsobi uvolnéni iontl, které
jsou v elektrickém poli urychleny a pres pruletovou trubici se dostavaji k detektoru. Zmérena
rychlost ¢astic je ndsledné prevedena na odpovidajici molekulovou hmotnost. Ziskané
hmotnostni spektrum v podobé kfivek je nasledné porovnavano s aktualné dostupnymi

zaznamy, ulozenymi v referenéni pocitacové databazi pfistroje. Vysledek je pomoci
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biostatistickych metod interpretovdn numericky jako pravdépodobnost, Ze dany
mikroorganismus patfi k urcitému druhu, pricemz nalezené skore se pohybuje v rozmezi 0,0
az 3,0. Identifikaci lze pokladat za relevantni, jestlize je tato Cciselna hodnota rovna
minimalné 2,0.

Hlavnimi vyhodami identifikace pomoci MALDI-TOF ve srovnani s dosud béiné
pouzivanymi zpUsoby urcovani mikroorganismi je Sife referencni databaze, presnost
identifikace, dale rychlost (béhem nékolika minut Ize identifikovat az 96 izolatd),
jednoduchost interpretace vysledk(, minimalni chybovost a v neposledni fadé nizké provozni
naklady, pomine-li se vysokd pofizovaci cena spektrometru. U nékterych pfistroji ma navic
uZivatel mozZnost sam upravovat databazi hmotnostnich spekter a timto zplsobem ji
rozSifovat o nové, dosud do ni nezafazené druhy, pfipadné provadét typizaci kmend.
Recentné je MALDI-TOF pouzivana také pro pfimou identifikaci mikroorganismu

v hemokulturach a k detekci mechanism0 antibiotické rezistence (138).
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3. Cile prace

Hlavni cile predlozené dizertacni prace byly:

1)

2)
3)

4)

Nalézt spolehlivy a jednoduchy zplsob diferenciace kvasinek druhu C. fabianii,
C. pelliculosa a C. utilis,

stanovit frekvenci jejich vyskytu v klinickych vzorcich,

porovnat vysledky MIC vybranych systémovych antimykotik uvedenych druhl
kvasinek z rliznych aspekt(i a analyzovat pfipadné rozdily v citlivosti k jednotlivym
antifungalnim pripravkim,

provést vnitrodruhovou typizaci souboru kultur C. fabianii a zjistit miru pribuznosti

mezi kmeny izolovanymi z rlznych télnich i nemocnicnich lokalit.

K dosazeni hlavnich cili prace byl zvolen nasledujici postup:

1)

2)

3)

4)

Vzhled kolonii do studie zahrnutych kmend byl hodnocen na SGA a chromogenni
padé, mikromorfologie byla posuzovdna na ryzovém agaru. Druhova diferenciace
byla provadéna biochemicky a hmotnostni spektrometrii. Identifikace izolatl, které
nebyly presvédcivé urceny dvéma vySe uvedenymi metodami, byla verifikovana
sekvencovanim.

Vramci studovaného souboru kmenl byl vyhodnocen podil jednotlivych druhd
a frekvence jejich vyskytu ve vékovych skupindch, dale v zavislosti na pohlavi, typu
klinického materialu a misté hospitalizace pacientu.

Pro testovani citlivosti souboru izolatl k antimykotikim byla zvolena mikrodilu¢ni
kolorimetrickd metoda. Ziskané hodnoty MIC byly nasledné porovnavany z hlediska
druhu kvasinky, véku a pohlavi pacient(, typu klinického materidlu a zdravotnického
zafizeni, ze kterého byly kultury ziskany.

K posouzeni vnitrodruhové variability kmenU byla vyuZita karyotypizace metodou

PFGE.



| 40

4. Material a metody

Studovany soubor zahrnoval 256 klinickych izolatd kvasinek, uréenych na zakladé
morfologie a biochemickych vlastnosti jako C. pelliculosa nebo C. utilis. Kultury pochazely od
pacientd z deseti nemocnic v riiznych regionech Ceské republiky. Sbér probihal prospektivné
od ledna 2011 do prosince 2014. Pocet kmen( ziskanych z jednotlivych zdravotnickych
zarizeni byl v uvedeném obdobi nasledujici: Fakultni nemocnice (FN) Olomouc 101 (63,7 %),
FN u sv. Anny v Brné 27 (10,5 %), FN v Motole 15 (5,9 %), Zdravotni Ustav se sidlem v Ostravé
13 (5,1 %), Nemocnice Ceské Budé&jovice 10 (3,9 %), FN Hradec Kralové 9 (3,5 %), FN Brno
7 (2,7 %), VSeobecnda FN v Praze 5 (1,9 %), FN Plzen 4 (1,6 %) a Krajska nemocnice Liberec
3 (1,2 %). Soubor kvasinek z FN Olomouc byl rozsifen o 62 kultur C. pelliculosa, resp. C. utilis,
které byly izolovany v dobé pred zahajenim studie.

Kandidy byly ziskdny od 256 pacientd, z nichz 146 byli muzi (57,3 %) a 110 Zeny
(42,7 %). V pripadé, Ze doslo u nékterého jedince k opakovanému kultivaénimu zachytu
téhoz druhu kvasinky, byl do studie zarfazen pouze prvné izolovany kmen. Doplnujici
informace o pacientech (pohlavi, vék, diagndza) byly vyhledavany v laboratornich
informacnich systémech jednotlivych nemocnic. Mikrobiologové ze spolupracujicich
zdravotnickych zafizeni pfedem obdrzeli tabulky pro snadnéjsi doplfiovani pozadovanych
udajl. S osobnimi daty pacient bylo nakladano tak, aby nedochazelo k porusovani zasad
stanovenych zakonem ¢. 101/2000 Sb. U kazdého nemocného bylo zaznamenano pouze
pocatecni pismeno kirestniho jména a prijmeni, rok narozeni a pohlavi. Kromé toho byla
u vSech pacient( zjiSténa zakladni diagndza podle aktualni Mezindrodni statistické klasifikace
nemoci a pridruzenych zdravotnich problémd (MKN-10), dale specifikovan klinicky material,
ve kterém byl izolat zachycen a uvedena nemocnice, ptip. oddéleni, kde byl pacient vySetien
nebo hospitalizovan. Ziskané Gdaje byly spolecné s vybranymi klinickymi daty zapisovany do
prehledu vytvoreného v programu MS Excel, jak je demonstrovano v tabulce 6.

Pocty izolovanych kandid v jednotlivych klinickych vzorcich byly nasledujici: 78 kultur
pochdzelo z dolnich dychacich cest (bronchoalveolarni lavdz, endosekret, sputum),
63 z vytéru z nosohltanu, nosu nebo dutiny Ustni, 63 z modi, 15 z hemokultur, resp.
centralnich Zilnich katétrd, 10 ze sekretu z drénu nebo punktatu, 10 ze stolice, resp.
perianalniho stéru, 10 z kGize nebo koZnich adnex, po dvou ze stéru z poSevni sliznice, rany
a spojivek a jeden izolat byl ziskdn ze zevniho zvukovodu. Pro verifikaci identifikace byl

vySetfovany soubor doplnén o typové kmeny C. fabianii (Cyberlindnera fabianii CBS 5481),
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C. pelliculosa (Wickerhamomyces anomalus CBS 605) a C. utilis (Cyberlindnera jadinii CBS
841).

Véechny kandidy zahrnuté do studie byly uloZeny do sbirky hub na Ustavu
mikrobiologie Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci a FN Olomouc
v zamrazovacim médiu Difco Skim Milk (Becton, Dickinson and Company, USA), 100 g/I

s pridavkem 33 % glycerinu (Carl Roth, Némecko) pfi teploté -78 °C.

Tab. 6: Demonstrace zpracované databaze kultur kvasinek

kmen (shirka) | ID32Ckéd | ID32C| % | MALDI | MALDI | PFGE | Cislo vzorku | pacient | pohlavi | rok narozeni | dg. | klin.material | nemocnice
CAPE 4-14 | 4275350711 | CAUT (90,1 | 2,152 | CAFB | ano | IDE 05320 HS i 2003 Q622 mot FN-OI
CAPE 4-15 | 4275350111 | CAPE |57,3| 2,337 | CAFB | ano | IDE05671 PM m 2004 B370 | stér/vytér krk FN-OI
CAPE 4-16 4277350111 | CAPE (54,2 2,165 | CAFB | ano | IDE 05986 zp m 2002 J189 kanyla FN-OI
CAPE 4-19 4274350111 ( CAPE (71,5 2,257 | CAFB | ano | IDE 98827 SL i 1994 Q627 mot FN-Ol
CAPE 4-20 | 4274350311 | CAUT (77,9 | 2,243 | CAFB | ano | IDE01333 MA i 1999 R110 | stér/vytér krk FN-OI
CAPE4-21 | 4274350111 | CAPE |71,5( 2,33 | CAFB | ano | IDE01338 KV m 1912 1180 sputum FN-OI
CAPE 4-22 4274350111 | CAPE (71,5( 2,083 | CAFB | ano INEO13 TF m 1942 1219 | stér/wytér krk FN-Ol
CAPE 4-23 | 4274350111 | CAPE |71,5| 2,16 | CAFB | ano | IDE01462 | GM m 1999 1042 | stér/vytér krk FN-OI
CAPE 4-24 | 4275350111 | CAPE |57,3| 2,178 | CAFB | ano | IDE 01665 FZ i 1944 €250 mot FN-OI
CAPE 4-25 | 4274350111 | CAPE |71,5( 2,043 | CAFB | ano | IDE 01782 ™ m 1954 C719 | stér/vytér krk FN-OI
CAPE 4-26 4274350111 ( CAPE (71,5( 2,188 | CAFB | ano INEO2S RM z 1904 $021 mot FN-Ol
CAPE 4-27 4274350111 ( CAPE (71,5( 2,228 | CAFB | ano | IDE02117 MM m 1998 Q620 mot FN-Ol
CAPE 4-28 | 4274350111 | CAPE |71,5( 2,328 | CAFB | ano | IDE 02208 HJ m 2002 P073 stolice FN-OI
CAPE 4-29 | 4274750111 | CAPE [99,5( 2,418 | CAFB | ano | IDE02219 SP m 2001 H660 kanyla FN-OI
CAUT 2-19 4275350311 ( CAUT (S0,1( 2,011 | CAFB | ano | IDE 11192 SF m 1932 1961 mot FN-Ol
CAUT 2-20 4275350311 | CAUT [S0,1| 2,095 | CAFB | ano | IDE11279 BD m 2010 1189 | stér/vytér krk FN-Ol
CAUT 3-16 | 4275350311 | CAUT [90,1| 2,325 | CAFB | ne | 37S0/KVA KT m 1947 C13 | okoli kanyly Ostrava
CAUT 3-17 | 4275350311 | CAUT (30,1 2,325 | CAFB | ne 178/KVA HJ m 1940 121 sputum Ostrava
CAUT 3-18 4275350311 | CAUT (50,1 2,325 | CAFB ne 512/KVK ME i 1930 E86 mot Ostrava
CAUT 3-19 4275350111 | CAPE (57,3 2,271 | CAFB ne 592/5VK 2Z m 1935 J18 mot Ostrava
CAUT 3-20 | 4274350111 | CAPE |71,5| 2,216 | CAFB | ne | 5422/KVA SM i 1961 A4l mot Ostrava

4.1. Morfologicka identifikace kvasinek
Kvasinky byly ockovdany na SGA s chloramfenikolem (Trios) a chromogenni pldu
COLOREX Candida (Trios) a inkubovany 48 h pfi 37 °C. Mimoto byly vSechny studované
kultury inokulovany vpichem jehly na SGA a kultivovany 10 dni pfi teploté 37 °C, aby bylo
mozné detailné popsat vzhled kolonii. Mikromorfologicka struktura izolat( byla posuzovana
po sedmidenni inkubaci pfi laboratorni teploté na ryzovém agaru (Trios) ve svételném

mikroskopu Olympus CX41 (Olympus, Japonsko) pfi 100-200nasobném zvétseni.

4.2. Biochemicka identifikace kvasinek
K biochemické identifikaci byla pouzita komercni souprava ID 32C (bioMérieux).
K ovéreni kvality jednotlivych Sarzi byl pouzit vyrobcem doporuceny kmen C. glabrata ATCC

90030. Kultury kvasinek byly o¢kovany na SGA (Trios) a poté inkubovany 24-48 h pfi 37 °C.
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Metodicky postup vychazel z pokyn( vyrobce, pricemz pro Upravu zakalu suspenze kvasinek
na hodnotu 2,0 stupnice podle McFarlanda byl pouzit turbidimetr DENSILAMETER-II (EMO,
Ceska republika). Testy byly hodnoceny vizualné po 48 h. Ziskany desetimistny kédovy profil

byl vyvhodnocen pomoci identifikacniho programu apiweb (bioMérieux).

4.3. Identifikace kvasinek hmotnostni spektrometrii

K identifikaci izolatd touto metodou byl pouzit hmotnostni spektrometr Microflex LT
(Bruker Daltonics, USA). Kvasinky byly nejprve inokulovany na SGA a inkubovany 18-24 h pfi
37 °C.

Nasledovala proteinova extrakce pomoci etanolu a kyseliny mravenci. Nékolik
izolovanych kolonii bylo nejprve homogenizovdano ve 300 ul destilované vody
v mikrocentrifugacni zkumavce o objemu 1,5 ml. Ke vzniklé suspenzi bylo pfidano 900 ul
absolutniho etanolu (> 99,8 %) a cela smés byla centrifugovana na pfistroji Hettich Mikro 185
(Hettich, Némecko) 2 min pfi maximalnich otackach. Po odstranéni supernatantu byl
sediment znovu centrifugovadn a po nasledném odsati zbytkového etanolu se nechal nékolik
minut schnout pfi laboratorni teploté. V dalsSim kroku bylo v zavislosti na mnozZstvi peletu
pridano 5-50 pl 70% kyseliny mravenci, smés byla promichana, vortexovana a poté doplnéna
stejnym mnoiZstvim acetonitrilu. Nakonec byl roztok opét centrifugovan 2 min pfi
maximalnich otackach.

Supernatant byl poté prenesen v mnoizstvi 1 pl na tercik MALDI desticky. Zde byl po
zaschnuti prekryt 1 pl matrice, ktera obsahovala a-kyano-4-hydroxyskoficovou kyselinu
v organickém rozpoustédle, pfipraveném smichanim kyseliny trifluoroctové, acetonitrilu
a destilované vody. Poté byla desticka vloZzena do pfistroje a spustén proces stanoveni
hmotnostniho spektra protein(. K analyze vysledk( byly vyuzity programy MALDI Biotyper
Flex Control (verze 3.4) a MALDI Biotyper RTC (verze 3.1, oba Bruker Daltonics). Méreni bylo
provadéno v rozmezi 2,000-20,137 Da. JelikoZ pfi zahajeni studie nebylo v pocitacové
databazi obsazeno hmotnostni spektrum C. fabianii, muselo do ni byt aktivné vloZeno
opakovanym testovanim typového kmene kmene C. fabianii CBS 5481. Kazdy izolat
testovaného souboru kvasinek byl méren minimalné trikrat ve tfech nezavislych
experimentech a pro vyhodnoceni vysledk(l identifikace bylo vidy pouzito nejvyssi namérené

skore.
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4.4. Sekvencovani

Identifikace kvasinek sekvenacni metodou byla provedena ve spolupraci s firmou
GeneProof, a.s. Brno. K sekvenaci bylo vybrano celkem 21 kmen(. Jednalo se predevsim
o kandidy, u nichZ bylo na hmotnostnim spektrometru opakované naméreno skore nizsi nez
2,0. Soubor zahrnoval 10 C. fabianii, 6 C. pelliculosa, 4 C. utilis a jeden neurceny izolat. Jako
pozitivni kontrola byl pouzZit typovy kmen C. fabianii CBS 5481 (koncentrace 8 ng/ul).

Sekvenace byla zahajena izolaci kvasinkové DNA pomoci kolonkové metody s vyuzitim
soupravy GeneProof PathogenFree DNA Isolation Kit (GeneProof, Ceska republika). V dal$im
kroku byla provedena amplifikace variabilniho Useku ITS2 genu pro rRNA metodou PCR na
pristroji GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). K tomuto uUcelu byly pouzity
univerzalni primery UNFreverse/forward (139). Produkty PCR byly precistény pomoci
soupravy QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Némecko) a vizualizovany na 2%
agarozovém gelu. Sekvenacni reakce byla namichana s vyuzitim sady BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) a provedena na pfistroji GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems). Produkty sekvenacni reakce byly precistény pomoci kolonkové
soupravy DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen) a nasledné sekvenovany na analyzdtoru ABI Genetic
Analyzer 3130 (Applied Biosystems). Zjisténé sekvence DNA byly vyhodnoceny programem
Sequencing Analysis 5.2 (Applied Biosystems) a MEGA 5.10 a porovnany s databazi Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) amerického Narodniho centra pro biotechnologické

informace (140).

4.5. Testovani citlivosti k antimykotikim mikrodilu¢ni metodou

Testovani citlivosti k antimykotikim (AMB, FCZ, FLA, ITR, VOR, POS, KAS, AND, MIK)
bylo provedeno kolorimetrickou mikrodiluéni soupravou Sensititre YeastOne YO10 (Thermo
Fischer Scientific). RozloZeni jednotlivych antimykotik a jejich koncentraci je schématicky
znazornéno v tabulce 7.

Z cCisté kultury kvasinek inkubované 24 h pfi 37 °C byla ve sterilni vodé vytvorena
homogenni suspenze, upravena pomoci turbidimetru DENSILAMETER-II (EMO) na denzitu
0,5 podle McFarlandovy zakalové stupnice. Prenesenim 20 ul této smési do zkumavky
s 11 ml YeastOne bujénu byla ziskana pozadovana koncentrace 1,5-8 x 10° CFU/ml. Déle bylo
postupovano podle pokynl vyrobce. Ke kontrole kvality byly pouzity kmeny C. krusei

ATCC 6258 a C. parapsilosis ATCC 22019. Schopnost rlstu kultury v mikrotitracni desticce
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soupravy byla zjistovana zménou barvy média z modrého na Cervené v jamce s pozitivni
kontrolou, v niZz nebylo obsazeno antimykotikum. Z této jamky bylo poté odebrano 10 pl
suspenze a plosné rozockovano na SGA (Trios), pfiéemZ naslednym hodnocenim poctu

vyrostlych kolonii bylo kontrolovano spravné nastaveni denzity inokula.

Tab. 7: Schéma usporadani mikrotitracni desticky Sensititre YeastOne YO10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A PK AND | AND | AND | AND | AND | AND | AND | AND | AND | AND | AMB
0,015]0,03 0,06 0,12 |0,25| 0,5 | 1,0 | 2,0 | 4,0 8,0 | 0,12

B| MIK | MIK | MIK | MIK | MIK | MIK | MIK | MIK | MIK | MIK | MIK | AMB
0,008 | 0,015| 0,03 (0,06 |0,12 |0,25| 0,5 | 1,0 | 2,0 | 4,0 8,0 | 0,25

C| KAS | KAS | KAS | KAS | KAS | KAS | KAS | KAS | KAS | KAS | KAS | AMB
0,008 | 0,015| 0,03 | 0,06 | 0,12 | 0,25 | 0,05| 1,0 | 2,0 | 4,0 8,0 0,5

D| FCz FCZ | FCZ | FCZ | FCZ | FCZ | FCZ | FCZ | FCZ | FCZ | FCZ | AMB
0,06 | 0,12 |0,25| 05 | 1,0 | 2,0 | 40 | 8,0 | 16,0 | 32,0 | 64,0 1,0

E| POS | POS | POS | POS | POS | POS | POS | POS | POS | POS | POS | AMB
0,008 | 0,015 0,03 | 0,06 0,12 0,25| 0,5 | 1,0 | 20 | 40 | 8,0 2,0

F| VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | VOR | AMB
0,008 | 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25| 0,5 | 1,0 | 20 | 40 | 8,0 4,0

G| ITR ITR ITR | ITR | ITR | ITR | ITR | ITR | ITR | ITR ITR | AMB
0,015} 0,03 | 0,06 10,12 |0,25| 0,5 | 1,0 | 20 | 40 | 80 | 16,0 | 8,0

H| FLA FLA | FLA | FLA | FLA | FLA | FLA | FLA | FLA | FLA | FLA FLA
012 | 025|105 | 10| 20 | 40 | 80 | 16,0 | 32,0 | 64,0 | 128,0 | 256,0

AMB - amfotericin B, FCZ - flucytozin, FLA - flukonazol, ITR - itrakonazol, VOR - vorikonazol, POS - posakonazol,
KAS - kaspofungin, AND - anidulafungin, MIK - mikafungin, PK - pozitivni kontrola (kontrola rastu)
Koncentrace antimykotik jsou uvedeny v ug/ml.

Za hodnotu MIC bylo povaZzovano nejvyssi redéni antimykotika, ve kterém nedoslo
k Zadné barevné zméné nebo kde bylo plvodni modré zbarveni v porovnani s kontrolni
jamkou jen minimalné zménéno.

U celého souboru kvasinek byly MIC stanoveny po 24 a 48 h inkubace pti 35 °C.
Vysledky byly analyzovdny a porovnany z rGznych hledisek (podle druhu kandid, pohlavi
a véku pacient(, typu klinického materialu a nemocnic, ve kterych byly izolaty ziskany).

Dale byl na zakladé doporuceni vyrobce soupravy, vychdazejiciho z interpretacnich
kritérii CLSI urcen pomér citlivych, citlivych v zavislosti na davce, rezistentnich, necitlivych,
pfip. intermediarnich kmenu pro vSechna antimykotika kromé PQOS, u néhoZ dosud nejsou

definovany klinické breakpointy. Zminéna kritéria jsou prehledné sumarizovana v tabulce 8.
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Tab. 8: Interpretacni kritéria CLSI pro testovani citlivosti kandid k antimykotikiim (177,176)

Antimykotikum C CcD | R N
Amfotericin B <1 22
Flucytozin <4 8-16 232
Flukonazol <8 16-32 264
Itrakonazol <0,125 0,25-0,5 >1
Vorikonazol <1 2 24
Echinokandiny <2 >2

C - citlivy, CD - citlivy v zavislosti na davce, | - intermediarni, R - rezistentni, N - necitlivy

4.6. Karyotypizace pulzni gelovou elektroforézou

4.6.1. Izolace DNA a vlastni provedeni pulzni gelové elektroforézy

Testovany soubor tvofilo 131 nahodné vybranych izolatd kvasinek, z nichz 124
predstavoval druh C. fabianii, 5 C. pelliculosa a 2 C. utilis. Kultury byly o¢kovany na SGA
s chloramfenikolem (Trios) a COLOREX Candida (Trios) a nasledné inkubovany 24-48 h pfi
37 °C. Dvé ai tfi izolované kolonie byly pfeneseny do kénickych zkumavek (falkonek) s 10 ml
Sabouraudova bujénu, umistény na trepacku Sanyo Orbital Shaker (Sanyo, Japonsko)
ainkubovany 16 h pfi 30°C a 170 rpm. Druhy den byla suspenze kvasinek v bujénu
centrifugovana 10 min/2000 rpm, po odstranéni supernatantu dvakrat promyta ve 2 ml SE
pufru [75 mM NaCl (Duchefa Biochemie, Holandsko), 25 mM EDTA (Sigma-Aldrich); pH 8,0]
a nakonec resuspendovana v 1 ml tohoto pufru. Smés pro pripravu agarézovych blockl byla
vytvorena smichanim 150 pl kvasinkové suspenze, 12,5 ul roztoku zymolyazy (Sigma-Aldrich)
a 300 pl LMP agardzy (Bio-Rad Laboratories) a do rozplnéni udrZovéna v termobloku TS-100
Thermo Shaker (Biosan, Lotyssko) pfri teploté 50-56 °C. Poté byla opatrné rozplnéna sterilni
sklenénou Pasteurovou pipetou do tvofitek agarézovych block(i. Pro kazdy izolat bylo
vytvoreno celkem 5 blocka, které byly umistény pfiblizné na 30 min do chladnicky. Poté byly
preneseny do zkumavek s 4,625 ml 0,5 M EDTA (pH 8) a 0,375 ml B-merkaptoetanolu (Sigma-
Aldrich). Roztoky byly inkubovany 16 h pti teploté 37 °C a 120 rpm ve vodni |azni s tfepanim
Julabo SW 20 (Julabo Labortechnik, Némecko). Nasledujici den byly blocky promyty
roztokem 0,05 M EDTA a poté inkubovany ve zkumavkach s 5 ml ESP pufru [0,5 M EDTA
(Sigma-Aldrich), 1 % N-lauroyl-sarkosin (Sigma-Aldrich)] a 250 ul proteindzy K (Serva

Electrophoresis, Némecko) po dobu 48 h pti 50 °C a 120 rpm ve vodni lazni s tfepanim Julabo
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SW 20 (Julabo Labortechnik). Dale byly vzorky dvakrat promyty 5 ml 0,05 M EDTA a poté
preneseny do mikrocentrifugacnich zkumavek s 1,5 ml 0,05 M EDTA. Zkumavky byly
skladovany v chladni¢ce do doby pouZiti.

Gel pro elektroforetickou detekci chromozomuU byl pfipraven smichanim 0,8 g LMP
agardzy (Bio-Rad Laboratories) a 80 ml 0,5 x TBE pufru [44,5 mM Tris (Sigma-Aldrich),
44,5 mM kyselina boritd (Duchefa Biochemie), 1 mM EDTA (Sigma-Aldrich)]. Smés byla
rozehrata do vycereni a vylita do pripravené elekroforetické formy o rozmérech 13 x 14 cm.
Poté se nechala ztuhnout 15 min pfi laboratorni teploté a nasledné 30 min v chladnicce. Do
jamek gelu byla vloZena pfiblizné tretina blocku. Jako standard pro méreni molekulové
hmotnosti byla pouzita chromozomalni DNA kmene Hansenula wingei YB-4662-VIA (Bio-Rad
Laboratories), ktera byla umisténa vidy do obou okrajovych jamek gelu. Geneticka analyza
byla provedena na elektroforetickém pfristroji CHEF-DR Il (Bio-Rad Laboratories). PFGE
probihala 48 h za nasledujicich podminek: elektrické napéti 3 V/cm, pulzni ¢as 500 s
a teplota 14 °C. Po skonceni elektroforézy byl gel umistén na dobu 20 min do vodni [azné
s 0,5 pl/ml ethidiumbromidu (Carl Roth, Némecko) a nasledné promyt v destilované vodé. Ke
zviditelnéni chromozomu byl pouzit transiluminator (Ultra-Lum, USA). Jako dokumentacni
zarizeni byla pouzita kamera ovladana programem Scion Image (Scion, Japonsko)

s naslednou Upravou souboru pomoci software Scion VisiCapture 1.3 (Scion).

4.6.2. Analyza dat

Rozdily v karyotypech jednotlivych kmen( byly posuzovany vizudlné na zakladé
vzajemného porovnani poctu a pozic separovanych chromozom( v elektrogramu. Kromé
toho byly fingerprinty vyhodnoceny programem GelCompar Il (Applied Maths, USA). Nejprve
byly definovany drahy, které byly normalizovany pomoci pouzitych standard(i pro méreni
molekulové hmotnosti. Kazda draha byla ndsledné spojena s pfislusSnou polozkou pfedem
vytvofené databdze testovanych kandid. Poté byly nejprve automaticky a nasledné
manualné stanoveny pozice pruh( odpovidajici jednotlivym chromozomim. Normalizované
fingerprinty byly porovnavany pomoci Jaccardova koeficientu podobnosti pro binarni data
(S;). Jedna se o matematickou parovaci funkci, kterd méfi shodu mezi péry izolatd v rozmezi
hodnot 0 a 1, pficemzZ 0 znamena nepritomnost a 1 pritomnost prislusného karyotypu. Jak je

, a s . , ape ; P / s
patrné ze vzorce (§; = o ), Sy dava stejnou vahu pozitivnimu a a nesouhlasnému parovani
a C

b a c. Hodnota S =1 znamend identicky sparované karyotypy, S =0 Zadné parovani
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a Svrozmezi 0,01-0,99 zvysujici se pomér sparovanych znakl, tj. pruhl fingerprintu.
Tolerance polohy pruhl fingerprintu byla stanovena na 1 %. Pro konstrukci dendrograma
byla vybrdna metoda skupinového parovdni pomoci nevazenych aritmetickych priméru
(UPGMA), vyuzivajici postupny shlukovaci algoritmus. Pfi ném je nejprve stanovena lokalni
homologie mezi fingerprinty a postupné, na zakladé klesajici podobnosti, vytvaren
dendrogram.

Ziskané karyotypy kvasinek byly dany do kontextu s vysledky identifikace hmotnostni
spektrometrii, pfip. sekvencovanim s cilem porovnat mezidruhové rozdily v poctu
a usporadani chromozomd.

Vnitrodruhova variabilita izolatl C. fabianii byla posuzovana nejprve vizualné, poté
pomoci dendrogramu a hodnocena s ohledem na pohlavi a vék pacient(, biochemické profily
ziskané soupravou ID 32C, typ klinického materidalu a nemocnicni oddéleni, ze kterych byly
kultury ziskdany. Mimoto byla matematicky definovand rozliSovaci schopnost,
tj. pravdépodobnost, Zze dva kmeny, zvolené nahodné z nepfibuznych populaci, budou
prislusnou typizacni technikou rozliseny. K vypoctu byl pouzit tzv. Simpsonav index diverzity

(D) (120,141).

1 S
D= 1—m jzzlxl'(xl'—l)

s - pocet biotypu, x; - poc¢et kmen( souboru spadajicich do j-tého biotypu, N - velikost souboru
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5. Vysledky

5.1. Morfologicka identifikace kvasinek

Morfologie kultur C. fabianii, C. pelliculosa a C. utilis na SGA s chloramfenikolem po
48 h kultivace pfi 37 °C je demonstrovana na obrazku 6. VSechny izolaty vyrlstaly v podobé
okrouhlych, polokulovitych kolonii smetanové bilé barvy, s rovnym okrajem, hladkym
povrchem a charakteristickym kvasnicovym zapachem. U izolatd C. pelliculosa byl po 24 h
pozorovan v porovnani s obéma dalSimi druhy pomalejsi rlst. Detailni struktura
makrokolonii na SGA s chloramfenikolem po desetidenni inkubaci pfi 37°C je
demonstrovana na obrazku 7. C. fabianii méla hladky povrch s lehce vyvySenym stfedem
arovné okraje, C. utilis naopak vpadlé centrum a mirné laloénatou periferii. V pfipadé
C. pelliculosa byly u nékterych kmenud na povrchu kolonii pozorovany drobné bradavi¢naté

vyrustky.

Obr. 6: Kultury Candida fabianii, Candida pelliculosa a Candida utilis na Sabouraudové
agaru po 48 h/37 °C

i

e

C. fabianii C. pelliculosa C. utilis

Obr. 7: Makrokolonie Candida fabianii, Candida pelliculosa a Candida utilis na
Sabouraudové agaru po 10 dnech/37 °C

C. fabianii C. pelliculosa C. utilis
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PFi kultivaci na chromogennim agaru COLOREX Candida za teploty 37 °C byly po 48 h
zjistény mezi uvedenymi druhy kvasinek urcité rozdily v barvé kolonii. C. fabianii méla
rizové, obklopené svétlejSim dvorcem, C. pelliculosa drobnéjsi, tmavé fialové se svétlym

lemem a C. utilis svétle rizové. Mirné odlisny vzhled kultur je dokumentovan na obrazku 8.

Obr. 8: Kultury Candida fabianii, Candida pelliculosa a Candida utilis na chromogenni pudé
po 48 h/37 °C

C. fabianii C. pelliculosa C. utilis

Vysledky porovnani mikroskopického vzhledu jednotlivych druhl kvasinek na ryZzovém
agaru jsou dokumentovany na obrazku 9. Kmeny C. fabianii se vyznacovaly drobnymi
kulovitymi az ovalnymi burikami s pomérné dlouhym, husté vétvenym pseudomyceliem.
Izolaty C. pelliculosa vytvarely okrouhlé aZz ovoidni kvasinkové buriky. Pfestoze zminény druh
ma udajné schopnost tvorby pravych vldken, u nasich kmen0 byly nalezeny pouze velmi
kratké pseudohyfy (96). Kultury C. utilis se vyznacovaly dlouze ovalnymi burikami vzhledem

pripominajicimi C. krusei a bohaté vétvenym pseudomyceliem.

Obr. 9: Mikroskopicky vzhled kultur Candida fabianii, Candida pelliculosa a Candida utilis
na ryzovém agaru

C. fabianii C. pelliculosa C. utilis
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5.2. Biochemicka identifikace kvasinek

Z celkového poctu 256 izolatl kvasinek bylo pomoci biochemické soupravy ID 32C
uréeno 179 jako C. pelliculosa (69,9 %) a 77 jako C. utilis (30,1 %). Celkem bylo zaznamenano
47 ruznych numerickych profilG, z nichz 36 bylo pfifazeno ke druhu C. pelliculosa a 11
C. utilis. Nejpocetnéjsi ziskané profily 4275350111 a 4274350111 zahrnovaly po 59 izolatech,
nasledoval 4275350311 se 45 a 4274350311 s 11. Pravdépodobnost spravného urceni
definovana programem apiweb se pohybovala mezi 54,2-99,9 %. Prehled vsech profild,
véetné poctu kmend, procentudlniho vyjadreni pravdépodobnosti presné identifikace
a druhového zarazeni je uveden v tabulce 9. Typové kmeny studovanych tfi druh( kandid
byly biochemicky identifikovany nasledovné: W. anomalus CBS 605 jako C. pelliculosa
(numericky profil 5264351011, pravdépodobnost spravného uréeni 99,9 %), C. fabianii
CBS 5481 jako C. pelliculosa (4275350111, 57,3 %), a C. jadinii CBS 841 jako C. utilis
(4275350311, 90,1 %). Typovy kmen C. fabianii nemohl byt soupravou ID 32C spravné urcen,
nebot C. fabianii neni zahrnuta v softwarové databazi apiweb. Vysledek druhové identifikace
byl proto shodny jako u typového kmene W. anomalus, na rozdil od néj vSak izolat asimiloval

celiobidzu, trehalézu a melezitézu a naopak nestépil galaktdzu a erytritol.

5.3. Identifikace kvasinek hmotnostni spektrometrii

Na zakladé analyzy hmotnostnich spekter vySetfovaného souboru kvasinek bylo 229
kultur identifikovano jako C. fabianii (89,5 %), 20 C. pelliculosa (7,8 %), 6 C. utilis (2,3 %) a 1
nebyla uréena (0,4 %). Skére izolath oznacenych jako C. fabianii se nachdzelo v rozmezi
2,003-2,521 (pramér 2,204), C. pelliculosa 1,815-2,329 (2,101), C. utilis 2,037-2,142 (2,081),
u neurceného kmene bylo 1,294.

Identifikace typovych kmen, v€etné dosazeného skoére, byla nasledujici: W. anomalus
CBS 605 byl urcen jako C. pelliculosa (skére 2,151) a C. jadinii CBS 841 jako C. utilis (skore
2,084). Hmotnostni spektrum typového kmene C. fabianii CBS 5481, které bylo pfi zahdajeni
studie do databaze aktivné vloZzeno, je zndzornéno na obrazku 10.

Dale byly vzijemné porovnany vysledky ziskané obéma metodami. Rozdily
v pomérném zastoupeni jednotlivych druhd identifikovanych biochemicky a hmotnostni
spektrometrii jsou demonstrovany v grafech 1a a 1b.

Izolaty kvasinek, identifikované hmotnostni spektrometrii jako C. fabianii (n=229), byly

biochemicky urceny jako C. pelliculosa (n=154, 67,2 %) nebo C. utilis (n=75, 32,8 %).
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Tab. 9: Pfrehled numerickych profilti kvasinkovych izolatu ziskanych soupravou ID 32C

Numericky kéd ID 32C Pocet izolata Identifikovany druh Pravdépodobnost identifikace (%)
4275350111 59 Candida pelliculosa 57,3
4274350111 59 Candida pelliculosa 71,5
4275350311 45 Candida utilis 90,1
4274350311 11 Candida utilis 77,9
4271350111 7 Candida utilis 91,4
4375350111 5 Candida pelliculosa 56,8
5274350111 5 Candida pelliculosa 98,5
4270350111 4 Candida utilis 62,1
4275350711 4 Candida utilis 90,1
5275350311 4 Candida pelliculosa 98,7
4264351111 3 Candida pelliculosa 99,9
5264351111 3 Candida pelliculosa 99,9
5265351111 3 Candida pelliculosa 99,9
5271350111 3 Candida pelliculosa 96,5
5275350111 3 Candida pelliculosa 99,7
5375350111 3 Candida pelliculosa 77,4
4264350111 2 Candida pelliculosa 98,4
4265351111 2 Candida pelliculosa 99,9
5270350111 2 Candida pelliculosa 84,1
5270350311 2 Candida pelliculosa 81,6
4040751111 1 Candida pelliculosa 54,4
4055751111 1 Candida pelliculosa 99,5
4260350111 1 Candida pelliculosa 75,3
4264051111 1 Candida pelliculosa 99,9
4264351011 1 Candida pelliculosa 99,9
4265051111 1 Candida pelliculosa 99,9
4270250101 1 Candida utilis 72,8
4270350311 1 Candida utilis 74,5
4274750111 1 Candida pelliculosa 99,5
4275150111 1 Candida pelliculosa 62,7
4275250101 1 Candida utilis 99,9
4275250111 1 Candida utilis 98,1
4275350101 1 Candida utilis 98,5
4275350511 1 Candida pelliculosa 57,3
4275351111 1 Candida pelliculosa 99,9
4277350111 1 Candida pelliculosa 54,2
4375350311 1 Candida utilis 90,1
5260350111 1 Candida pelliculosa 69,2
5264151011 1 Candida pelliculosa 99,8
5265151111 1 Candida pelliculosa 99,9
5265351011 1 Candida pelliculosa 99,9
5265351115 1 Candida pelliculosa 99,9
5274751011 1 Candida pelliculosa 99,9
5275350511 1 Candida pelliculosa 99,6
5275350711 1 Candida pelliculosa 99,6
5275351111 1 Candida pelliculosa 99,9
5375750111 1 Candida pelliculosa 77,0
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Obr. 10: Hmotnostni spektrum Candida fabianii
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Graf 1: Druhové spektrum studovaného souboru kvasinek (n=256) ziskané pomoci
(a) biochemické soupravy ID 32C a (b) hmotnostni spektrometrie

a b m Candida fabianii
B Candida pelliculosa
O Candida utilis

M nelze identifikovat

V pfipadé vsech kultur, identifikovanych pomoci MALDI-TOF jako C. pelliculosa (n=20),
byly wvysledky biochemického wurceni totozné. Kmeny, identifikované hmotnostni
spektrometrii jako C. utilis (n=6), byly ve dvou pfipadech biochemicky uréené jako C. utilis
(profily 4275350311 a 4270250101) a ve ctyrech jako C. pelliculosa, z nichz u dvou byly
zaznamendny unikatni numerické kody (4260350111 a 4275350511). Zbyly, hmotnostni
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spektrometrii neidentifikovany izolat, byl biochemicky urcen jako C. pelliculosa a mél rovnéz

specificky numericky kod (4040751111, pravdépodobnost identifikace 54,4 %).

5.4. Sekvencovani
U vSech 20 izolatl kvasinek, identifikovanych hmotnostni spektrometrii, byla
sekvenacni analyzou potvrzena spravnost druhového urceni, coz je dokumentovano
v tabulce 10. Zbyly izolat CAPE 5-10, ktery nebylo moZzné pomoci MALDI-TOF identifikovat,
byl uréen jako Ogataea polymorpha. Shoda nukleotidovych parQ této kultury se sekvencemi

uvedeného druhu v databazi BLAST byla 100%.

Tab. 10: Porovnani vysledkt identifikace kvasinek hmotnostni spektrometrii a sekvenacni

analyzou
Shoda s
Oznaceni Identifikace hmotnostni Identifikace sekvencovanim Délka BLAST
vzorku spektrometrii produktu (pb) (pb/%)

CAFB 1-13 Candida pelliculosa Candida pelliculosa 299 297/99
CAFB 1-26 Candida fabianii Candida fabianii 208 206/99
CAFB 1-33 Candida pelliculosa Candida pelliculosa 287 285/99
CAFB 1-39 Candida fabianii Candida fabianii 232 232/100
CAPE 1-16 Candida fabianii Candida fabianii 218 208/95
CAPE 1-28 Candida fabianii Candida fabianii 233 231/99
CAPE 1-34 Candida pelliculosa Candida pelliculosa 263 257/98
CAPE 2-13 Candida pelliculosa Candida pelliculosa 240 235/98
CAPE 4-06 Candida fabianii Candida fabianii 298 290/97
CAPE 4-09 Candida fabianii Candida fabianii 236 232/98
CAPE 4-30 Candida fabianii Candida fabianii 240 239/99
CAPE 4-39 Candida fabianii Candida fabianii 226 223/99
CAPE 5-10 neidentifikovano Ogataea polymorpha 239 239/100
CAPE 5-15 Candida fabianii Candida fabianii 266 265/99
CAPE 5-27 Candida pelliculosa Candida pelliculosa 280 280/100
CAPE 5-36 Candida pelliculosa Candida pelliculosa 251 249/99
CAPE 5-39 Candida utilis Candida utilis 236 235/99
CAUT 2-15 Candida utilis Candida utilis 245 240/98
CAUT 2-21 Candida utilis Candida utilis 224 217/97
CAUT 2-39 Candida utilis Candida utilis 267 252/94
CAUT 3-12 Candida fabianii Candida fabianii 268 264/99

pb - pary bazi; BLAST - databdze Basic Local Alignment Search Tool

Epidemiologické analyzy souvisejici s vysledky identifikacnich metod
Z celkového poctu 256 kmen( bylo hodnoceno 255. Zbyly izolat byl na zakladé

sekvencovani urcen jako O. polymorpha, a proto nebyl do epidemiologické analyzy zahrnut.
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Frekvence druht v zavislosti na pohlavi a véku pacientli. Mezi izolaty zachycenymi od muz(
(n=146) bylo 127 identifikovano jako C. fabianii, 16 C. pelliculosa a 3 C. utilis. Analogicky
pomér u zen (n=109) Cinil 102 kmena C. fabianii, 4 C. pelliculosa a 3 C. utilis.

Pocty izolatl jednotlivych druhd kandid v zavislosti na véku pacientd jsou
sumarizovany v grafu 2. Nejvice kultur kvasinek (n=66) bylo zachyceno ve vékové skupiné 0-
10 let, pricemz 61 izolatd predstavovala C. fabianii (92,4 %), 4 C. pelliculosa (6,1 %) a 1
C. utilis (1,5 %). Ve vice neZ tretiné pripadl (34,8 %) se pritom jednalo o déti do jednoho
roku. Nasledovalo rozmezi 71-80 let (n=43) s 38 kmeny C. fabianii (88,4 %), 3 C. pelliculosa
(7%) a 2 C. utilis (4,6 %). Naopak nejméné sledovanych kandid (n=5) bylo zachyceno ve
skupiné 11-20 let; z nich ¢tyfi byly urceny jako C. fabianii (80 %) a jedna C. pelliculosa (20 %).
Pramérny vék vSech pacient( cinil 48,8 rokl, pricemz pramérné stari muzl bylo 46,9 a Zen
50,8 let. VSechny tfi druhy se vyskytovaly napfi¢ vékovymi skupinami nezdvisle na stafi

pacientd.

Graf 2: Pocty izolovanych kvasinek véetné druhového zastoupeni ve vékovych skupinach
pacienta

70

60

o
o
|

|
']

w
(@)
I

pocet izolatu

N
o
I

I

== [ il

0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 91-100
veékoveé skupiny

(&)

@ Candida fabianii Candida pelliculosa O Candida utilis

Frekvence druhi v klinickych vzorcich. Pocty izolatl C. fabianii, C. pelliculosa a C. utilis
v jednotlivych typech klinického materidlu jsou prehledné uvedeny v tabulce 11. Z celkového

poctu zachycenych kmen( C. fabianii (n=229) bylo nejvice izolovano z dolnich cest dychacich
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(n=71; 31,0 %), nasledovala moc¢ (n=62; 27,1 %), vytéry z orofaryngu (n=57; 24,9 %),
hemokultury a centralni Zilni katétry (n=13; 5,6 %), punktaty a sekrety z drénu (n=9; 3,9 %),
rektalni vytéry a periandlni stéry (n=8; 3,5 %). Po dvou kulturach (0,9 %) bylo izolovano
z klze, resp. nehtll, dale stérd z ran, pochvy a vytérl ze spojivky, zbyly izolat (0,4 %) pochazel
ze zevniho zvukovodu. Kultury C. pelliculosa (n=20) byly zachyceny z klize (n=7; 35 %), stér(
z nosohltanu (5; 25 %), vzork( z dolnich dychacich cest (3; 15 %), centralnich Zilnich katétra,
vytérl z rekta (po 2; 10 %) a moci (1; 5 %). Kmeny C. utilis (n=6) byly izolovany z endosekretl

(3; 50 %), stérd z nosohltanu, kiiZze a punktatu (po 1; 16,7 %).

Tab. 11: Porovnani poctu izolatd Candida fabianii, Candida pelliculosa a Candida utilis
v klinickych vzorcich

Druh kvasinky Candida fabianii | Candida pelliculosa | Candida utilis
Typ klinického materialu (=) (n=20) (n=6)
Dolni cesty dychaci (n=77) 71 3 3
Orofarynx (n=63) 57 5 1
Moc (n=63) 62 1 0
Hemokultura, CZK (n=15) 13 2 0
Punktat, sekret z drénu (n=10) 9 0 1
Stolice, perianalni stér (n=10) 8 2 0
KizZe, nehty (n=10) 2 7 1
Pochva (n=2) 2 0 0
Réana (n=2) 2 0 0
Spojivky (n=2) 0 0
Zevni zvukovod (n=1) 1 0 0

BAL - bronchoalveolarni lavaz, ETS - endotrachedlni sekret, CZK - centralni Zilni katetr

Frekvence druhl v participujicich zdravotnickych zafizenich. Pocty kmenl dodanych
jednotlivymi nemocnicemi véetné pomérného zastoupeni vSech tfi studovanych druhl
kandid jsou prehledné zpracovany v tabulce 12. Vyplyva z ni, Ze pouze ve VFN Praha
prevazoval druh C. pelliculosa, zatimco ve vSech ostatnich zdravotnickych zafizenich byla
nejCastéji zachycena C. fabianii. Relativné vysoké zastoupeni C. pelliculosa s ohledem
na celkovy pocet poskytnutych izolatl byl zaznamendn i ve Zdravotnim Ustavu v Ostravé

(23,1 %), FN u sv. Anny v Brné (14,8 %) a FN v Motole (13,3 %). C. utilis byla zachycena pouze
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ve tfech nemocnicich, a to ve FN Olomouc, Zdravotnim Ustavu v Ostravé a v Nemocnici

Ceské Budégjovice.

Tab. 12: Porovnani poctu izolatd Candida fabianii, Candida pelliculosa a Candida utilis

ve zdravotnickych zafizenich

Druh kvasinky Candida fabianii | Candida pelliculosa | Candida utilis
Nemocnice lr=223) =20y =]
FN Olomouc (n=162) 152 6 4
FN u sv. Anny v Brné (n=27) 23 4 0
FN v Motole (n=15) 13 2 0
Zdravotni Ustav v Ostraveé (n=13) 9 3 1
Nemocnice Ceské Budéjovice (n=10) 8 1 1
FN Hradec Kralové (n=9) 8 1 0
FN Brno (n=7) 7 0 0
Vseobecna FN v Praze (n=5) 2 3 0
FN Plzen (n=4) 4 0 0
Krajska nemocnice Liberec (n=3) 3 0 0

FN - Fakultni nemocnice

5.5. Testovani citlivosti k antimykotikiim mikrodilu¢ni metodou

5.5.1. Porovnani MIC antimykotik po inkubaci 24 a 48 h

U vSech antimykotik byly po 48 h pfi porovnani s 24 h inkubaci zaznamenany vyssi MIC

v primeéru o jedno rfedéni, coz je patrné z grafi 3-11. Uvedeny trend je v korelaci s rozmezimi

MIC po 24, resp. 48 h kultivace pro kmeny C. krusei ATCC 6258 a C. parapsilosis ATCC 22019,

doporucenymi vyrobcem soupravy Sensititre YeastOne pro kontrolu kvality. Z grafa je rovnéz

zfejmé, Ze nékteré izolaty mély po 24 h MIC pod breakpointy jednotlivych antimykotik,

zatimco po 48 h u nich doslo k posunu nad zminéné hrani¢ni hodnoty.

U celkem 15 izolatl testovaného souboru (14 C. pelliculosa a 1 C. fabianii) nebylo

mozné kvili pomalému rdstu vyhodnotit vysledky po 24 h. Proto byly dale analyzovany MIC

zaznamenané po inkubaci 48 h.
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Graf 3: RozloZeni MIC amfotericinu B u studovaného souboru kvasinek po 24 a48 h
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Graf 4: RozloZeni MIC flucytosinu u studovaného souboru kvasinek po 24 a48 h
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Graf 5: Rozlozeni MIC flukonazolu u studovaného souboru kvasinek po 24 a48 h
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Graf 6: RozloZeni MIC itrakonazolu u studovaného souboru kvasinek po 24 a48 h
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Graf 7: Rozlozeni MIC vorikonazolu u studovaného souboru kvasinek po 24 a48 h
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Graf 9:

Graf 10: Rozlozeni MIC mikafunginu u studovaného souboru kvasinek po 24 a48 h

Graf 11: RozloZeni MIC anidulafunginu u studovaného souboru kvasinek po 24 a 48 h

Rozlozeni MIC kaspofunginu u studovaného souboru kvasinek po 24 a 48 h
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5.5.2. Mezidruhové porovnani MIC antimykotik

Rozdily v rozmezi a prdmérnych hodnotach MIC jednotlivych antimykotik po 48 h mezi
testovanymi druhy kandid jsou prehledné demonstrovany v tabulce 13. Z ni je patrné, ze
nejvyssi primérné MIC byly u naprosté vétsiny antifungalnich latek zjistény u C. fabianii.
Jedinou vyjimku pfedstavoval FCZ, kde dominovala C. utilis. Zajimavym jevem ptitom bylo, Ze
u ni doslo k mimoradnému nardstu pfi porovnani primeérnych MIC po 24 (0,29 pug/ml) a48 h
(11,37 pg/ml), zatimco u zbylych dvou druhl byl vzestup vyrazné nizsi (4,16 vs. 7,91 pg/ml
u C. fabianii a 0,22 vs. 2,86 pug/ml u C. pelliculosa).

Tab. 13: Porovnani rozmezi a primérnych MIC antimykotik po 48 h u izolatt Candida
fabianii, Candida pelliculosa a Candida utilis

Druh kvasinky Candida fabianii Candida pelliculosa Candida utilis
MIC (ug/ml) MIC (ug/ml) MIC (ug/ml)
Antimykotikum . — - — . —
rozmezi primér rozmezi primér rozmezi primér

Amfotericin B 0,12-2,0 0,8 0,12-1,0 0,44 0,5-1,0 0,58
Flucytozin 0,06-64,0 7,91 0,06-32,0 2,86 0,06-64,0 11,37
Flukonazol 2,0-256,0 7,99 1,0-8,0 4,35 2,0-8,0 4,33
Itrakonazol 0,25-16,0 1,02 0,03-1,0 0,3 0,25-1,0 0,54
Vorikonazol 0,03-8,0 0,19 0,015-0,25 0,12 0,06-0,5 0,17
Posakonazol 0,25-8,0 1,25 0,03-1,0 0,59 0,5-1,0 0,67
Kaspofungin 0,03-8,0 1,3 0,03-0,5 0,16 0,03-0,25 0,11
Anidulafungin 0,015-2,0 0,15 0,015-0,12 0,04 0,015-0,12 0,04
Mikafungin 0,03-1,0 0,09 0,008-0,06 0,04 0,015-0,03 0,02

Interpretace. V tabulce 14 je demonstrovdn pomér poctu izoladtl studovanych tfi druhd
kvasinek z hlediska interpretace hodnot MIC antimykotik. Z tabulky vyplyva, Ze z celkového
pohledu se nejvyssi mira rezistence vyskytovala u izolatd C. fabianii. Navic bylo zachyceno 21
kultur (9 %) zminéného druhu, rezistentnich ke dvéma a vice antimykotikm. U C. pelliculosa
a C. utilis bylo nalezeno pouze po jednom rezistentnim izolatu, v obou pfipadech k ITR.

Pti hodnoceni zaméreném na jednotliva antimykotika bylo zjisténo, Ze Zzadny z kmenu
C. fabianii a C. utilis (na rozdil od C. pelliculosa) nebyl citlivy k ITR, vétSina z nich (zhruba

83 %) k nému byla citlivd pouze v zavislosti na davce, ostatni byly rezistentni. Dale byl
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zajimavy relativné velky pocet (13 %) kmen C. fabianii rezistentnich ke KAS a to zejména

v kontextu ostatnich dvou echinokandin(, k nimzZ byly vSechny testované izolaty citlivé.

Tab. 14: Porovnani interpretaci citlivosti k antimykotiktim u izolatd Candida fabianii,
Candida pelliculosa a Candida utilis

Candida fabianii Candida pelliculosa Candida utilis

Druh kvasinky (n=229) (n=20) (n=6)

Antimykotikum c | co I R| N c |cbf I |R|IN] C (CD| I [ R|N
Amfotericin B 222 | - - 7 - 20| - [ -]10] - 6 -1 -10]|-
Flucytozin 106 | - |[118| 5 - 17 | - |30 - 5 - 11 0|-
Flukonazol 191 | - 26 | 12| - 17 | - |30 - 5 - 11 0|-
Itrakonazol 0 (190 - |39 - 7 |12 -11] - 0 51 -(1]-
Vorikonazol 225 | 1 - 3 - 20 0| -] -160 6 0| - - 10
Kaspofungin 199 - - - 130 ] 20 | - -1 -10 6 - - - 10
Mikafungin 229 - - - 0 20 | - -1 -10 6 - - - 10
Anidulafungin 229 - - - 0 20 | - -1 -10 6 - - - 10

C - citlivy, CD - citlivy v zavislosti na davce, | - intermediarni, R - rezistentni, N - necitlivy

5.5.3. Epidemiologické analyzy v souvislosti s testovanim citlivosti C. fabianii
Vzhledem k nizkému poctu izolatl C. pelliculosa a C. utilis byly epidemiologické analyzy

provedeny pouze pro druh C. fabianii.

Primérné MIC antimykotik podle pohlavi a vékové struktury pacientli. Porovnani téchto
hodnot podle pohlavi je demonstrovano v tabulce 15. Vyplyva z ni, Ze MIC izolata ziskanych
od muzu byly s vyjimkou FCZ u vSech antimykotik vyssi.

V tabulce 16 jsou uvedeny primérné hodnoty MIC v jednotlivych vékovych skupinach.
rok(l a dale u osob starsich 50 let. Primérné hodnoty azolovych antimykotik (zejména FLA)
u izolatl ziskanych od nemocnych mezi 31 a 40 lety vSak byly vyrazné ovlivnény malym

poctem vysetfenych kmenu a zachytem dvou kultur s vysokymi MIC.
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Tab. 15: Porovnani pramérnych MIC antimykotik (v pg/ml) Candida fabianii u muzi a Zen

Pohlavi .
Muzi (n=127) Zeny (n=102)

Antimykotikum

Amfotericin B 0,86 0,73
Flucytozin 6,36 8,29
Flukonazol 9,62 6,60
Itrakonazol 1,25 0,77
Vorikonazol 0,25 0,17
Posakonazol 1,33 0,96
Kaspofungin 1,14 0,91
Anidulafungin 0,14 0,12
Mikafungin 0,09 0,08

Tab. 16: Porovnani primérnych MIC antimykotik (v pg/ml) Candida fabianii mezi vékovymi
skupinami pacientt

Antimykotikum

AMB FCz FLA ITR VOR POS KAS | AND MIK
Vékova skupina
0-10 (n=61) 0,83 | 7,07 | 505 | 0,77 | 0,10 | 1,08 | 0,96 | 0,18 | 0,11
11-20 (n=4) 0,71 | 450 | 416 | 050 | 0,05 | 0,88 | 0,22 | 0,14 | 0,11
21-30 (n=3) 0,50 | 550 | 2,67 | 045 | 0,05 | 0,83 | 0,16 | 0,11 | 0,07
31-40 (n=8) 0,75 | 3,75 | 59,0 | 647 | 2,16 | 3,63 | 0,41 | 0,16 | 0,10
41-50 (n=15) 0,83 | 13,38 | 547 | 0,72 | 0,10 | 1,17 | 1,46 | 0,16 | 0,08
51-60 (n=28) 091 | 1249 | 7,41 | 167 | 0,11 | 1,54 | 2,14 | 0,13 | 0,07
61-70 (n=35) 0,76 | 8,47 | 7,09 | 0,59 | 0,10 | 1,08 | 1,84 | 0,13 | 0,07
71-80 (n=37) 0,80 | 7,00 | 1292 | 094 | 0,35 | 1,34 | 1,24 | 0,23 | 0,08
81-90 (n=29) 0,78 | 568 | 807 | 1,00 | 0,14 | 1,24 | 1,36 | 0,13 | 0,10
91-100 (n=9) 081 | 68 | 380 | 056 | 0,16 | 0,90 | 0,51 | 0,11 | 0,20

AMB - amfotericin B, FCZ - flucytozin, FLA - flukonazol, ITR - itrakonazol, VOR - vorikonazol, POS - posakonazol,

KAS - kaspofungin, AND - anidulafungin, MIK - mikafungin

Primérné MIC antimykotik podle druht klinického materialu. V tabulce 17 jsou

porovnany zminéné hodnoty v klinickych vzorcich, z nichz byl ziskdan vyznamnéjsi pocet

izolatd. Vyplyva z ni, Ze nejvétsi rozdily v MIC byly zaznamendany u azolovych antimykotik,

zejména FLA, kde absolutné dominovaly kmeny ziskané z hemokultur a Zilnich katétr(. Vyssi



| 63

hodnoty, pfi porovnani s ostatnimi klinickymi vzorky, vykazovaly také kultury zachycené

z moci. Velmi nizké MIC byly zaznamenany u echinokandin( s vyjimkou KAS.

Tab. 17: Porovnani primérnych MIC antimykotik (v pg/ml) Candida fabianii mezi druhy
klinického materialu

Antimykotikum
AMB | FCZ | FLA ITR | VOR | POS | KAS | AND | MIK

Klinicky material

Dolni cesty dychaci (n=71) 0,82 | 6,86 | 575 | 0,55 | 0,10 | 1,11 | 1,33 | 0,122 | 0,08
Orofarynx (n=57) 0,77 | 9,44 | 841 | 0,82 | 0,13 | 1,15 | 0,97 | 0,13 | 0,08
Mo¢ (n=62) 0,78 | 857 | 11,68 | 1,81 | 0,37 | 1,63 | 1,53 | 0,17 | 0,09
Hemokultura, CZK (n=13) 0,85 | 598 | 28,0 | 2,88 | 0,78 | 1,90 | 2,77 | 0,20 | 0,10

Punktat, sekret z drénu (n=9) 0,68 | 890 | 4,22 | 0,47 | 0,08 | 0,94 | 0,43 | 0,15 | 0,10

Stolice, perianadlni stér (n=8) 1,00 | 7,46 | 4,29 | 0,45 | 0,10 | 0,86 | 0,26 | 0,24 | 0,20

AMB - amfotericin B, FCZ - flucytozin, FLA - flukonazol, ITR - itrakonazol, VOR - vorikonazol, POS - posakonazol,
KAS - kaspofungin, AND - anidulafungin, MIK - mikafungin, BAL - bronchoalveolarni lavaz, ETS - endosekret,
CZK - centralni zilni katetr

Pomoci grafll 12-15 je zobrazeno rozlozeni MIC azolovych antimykotik u izolatQ
C. fabianii z klinickych vzorkd, v nichZ byla zachycena nejcastéji. Vyplyva z nich, Ze nejvyssi
pocet rezistentnich kmen(l pochdzi z hemokultur, resp. cévnich kanyl a moci. Na zakladé
interpretacnich kritérii CLSI byly detekovany dva izolaty, rezistentni ke ¢tyfem azolovym

antimykotik(im, pricemz jeden pochazel z hemokultury a druhy z modi.

Graf 12: RozloZeni MIC flukonazolu u izolata Candida fabianii podle typu klinického materialu.
Svislymi ¢arami jsou vymezeny citlivé, citlivé v zavislosti na davce a rezistentni izolaty
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Graf 13: RozloZeni MIC itrakonazolu u izolatd Candida fabianii podle typu klinického materialu.
Svislymi ¢arami jsou vymezeny citlivé, citlivé v zavislosti na davce a rezistentni izolaty
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Graf 14: RozloZeni MIC vorikonazolu u izolatt Candida fabianii podle typu klinického materialu.
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Graf 15: RozloZeni MIC posakonazolu u izolatt Candida fabianii podle typu klinického materialu
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Primérné MIC antimykotik v participujicich zdravotnickych zafizenich. Prislusné hodnoty
jsou sumarizovany v tabulce 18. U azolovych antimykotik a AMB byly nejvyssi priimérné MIC
zjistény mezi kmeny z FN Plzen, v pfipadé skupiny azoll ji nasledovaly FN Hradec Kralové
nalezeny u kvasinek izolovanych ve FN Brno. V pripadé MIC FCZ a KAS dominovaly izolaty
ziskané z KN Liberec. Z epidemiologického hlediska je zajimavé, ze pramérné MIC v podstaté
vSech antimykotik zachycenych od pacientli obou brnénskych nemocnic si byly podstatné

podobnéjsi nez v pripadé prazskych zdravotnickych zatizeni.

Tab. 18: Porovnani pridmérnych MIC antimykotik (v pg/ml) Candida fabianii mezi
participujicimi zdravotnickymi zafizenimi

Antimykotikum

AMB | FCZ | FLA | ITR | VOR | POS | KAS | AND | MIK
Nemocnice
FN Olomouc (n=152) 081 | 809 | 7,78 | 1,03 | 0,17 | 1,31 | 1,16 | 0,13 | 0,07
FNusv. AnnyvBrné (n=23) | 0,85 | 8,33 | 3,83 | 0,58 | 0,10 | 1,07 | 2,29 | 0,22 | 0,08
FN v Motole (n=13) 0,74 | 2,9 | 6,15 | 0,54 | 0,12 | 0,65 | 0,34 | 0,31 | 0,17
(Z:_rg;mt“' Ustav v Ostrave 0,50 | 8,48 | 4,89 | 0,69 | 0,09 | 0,94 | 2,14 | 0,12 | 0,07
:\:]e_'g)“"'ce Ceske BudSjovice | 5 | 021 [17,78 | 2,36 | 1,00 | 1,67 | 0,35 | 0,14 | 0,07
FN Hradec Kralové (n=8) 0,88 | 510 | 20,550 | 2,47 | 0,36 | 1,94 | 2,11 | 0,14 | 0,08
FN Brno (n=7) 0,86 | 9,23 | 3,43 | 0,50 | 0,07 | 1,00 | 1,58 | 0,11 | 0,09
FN Plzefi (n=4) 1,25 | 6,56 | 70,0 | 4,38 | 2,06 | 2,50 | 0,78 | 0,22 | 0,33
:(r:f’;)ka nemocnice Liberec | ) 5 | 26,67 | 5,33 | 0,50 | 0,08 | 1,00 | 3,33 | 0,16 | 0,14
Vseobecna FN v Praze (n=2) 0,75 | 0,38 | 4,00 | 0,50 | 0,14 | 0,75 | 0,25 | 0,12 | 0,52

AMB - amfotericin B, FCZ - flucytozin, FLA - flukonazol, ITR - itrakonazol, VOR - vorikonazol, POS - posakonazol,
KAS - kaspofungin, AND - anidulafungin, MIK - mikafungin, FN — Fakultni nemocnice.

V grafu 16 jsou souborné porovnany vysledky interpretace MIC vSech antimykotik
izolatl C. fabianii z prislusného zdravotnického zafizeni z hlediska interpretacnich kritérii
CLSI. Mezi citlivé byly zapocitany i citlivé v zavislosti na davce, resp. intermediarni, za
rezistentni byly naopak povaZovany také izolaty k echinokandinim takzvané necitlivé.
Procentudlni vyjadreni bylo zvoleno s ohledem na nerovnomérny pocet kultur poskytnutych
jednotlivymi nemocnicemi. Kvlli malym poctim zaslanych kmen( nebyly do grafu zarazeny

FN Plzen, Krajska nemocnice Liberec a VSeobecna FN v Praze.
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Graf 16: Procentualni porovnani interpretace MIC izolatd Candida fabianii mezi
participujicimi zdravotnickymi zafizenimi
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Z grafu vyplyva, Ze nejvyssi zastoupeni rezistentnich izolatl bylo zjisténo ve FN Hradec
Kralové (50 %) nésledovaly FN u sv. Anny v Brné (39,1 %), Nemocnice Ceské Budé&jovice
(37,5 %), Zdravotni ustav v Ostravée (33,3 %), FN Olomouc (25 %), FN v Motole (23,1 %) a FN
Brno (14,3 %). Nejvice kultur se snizenou citlivosti (citlivy v zavislosti na ddvce, resp.
intermediarni) alespon k jednomu antimykotiku, bylo zachyceno ve FN v Motole, FN Brno
a Zdravotnim Ustavu v Ostravé (vSechny po 100 %), néasledovaly FN Olomouc (96,7 %), FN
usv. Anny v Brné (95,6 %), FN Hradec Kréalové (87,5%) a Nemocnice Ceské Budé&jovice
(62,5 %). V nékterych zdravotnickych zafizenich byly mimoto prokdzany multirezistentni
kmeny. Konkrétné se jednalo o FN Olomouc, kde bylo nalezeno celkem Sest kmenu
rezistentnich ke dvéma antimykotikim (3,9 %), pét ke tfrem (3,3 %) a tfi ke ¢tyfem (2,0 %),
nasledovala FN u sv. Anny v Brné se dvéma izolaty rezistentnimi ke dvéma antimykotikiim
(8,7 %), FN Plzen s nalezem jedné kvasinky rezistentni ke ¢tyfem antifungalnim [éciviim
(25 %), FN Hradec Kralové s jednim kmenem necitlivym ke tfem (12,5 %) a Zdravotni ustav
v Ostravé, Nemocnice Ceské Budéjovice a Krajskd nemocnice Liberec, viechny s jednim
izoldtem rezistentnim ke dvéma pfipravkiim. Naopak ve FN v Motole, VSeobecné FN v Praze

a FN Brno nebyl zaznamenan ani jeden multirezistentni kmen.
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Pti analyze rezistence C. fabianii k jednotlivym antimykotikim bylo dale zjisténo, Ze
k AMB byl nejvétsi pocet takovych izolatli ve FN Olomouc (n=5) a FN Plzen (n=1), k FCZ ve
FN Olomouc (n=3) a Krajské nemocnici Liberec (n=1), k azoldm ve FN Olomouc (n=22) a FN
u sv. Anny v Brné (n=5) a k echinokandintim, resp. KAS ve FN Olomouc (n=17) a FN u sv. Anny

v Brné (n=6).

5.6. Karyotypizace PFGE
Mezidruhova diferenciace. U izolatd C. fabianii (n=124) se v nastaveném reZzimu podafilo
separovat pét az osm chromozomd, pficemZ nejvice kultur jich mélo Sest. U C. pelliculosa
(n=5) jich bylo definovdno Sest, resp. sedm a u C. utilis (n=2) sedm a osm. Rozdily

v karyotypech C. fabianii, C. pelliculosa a C. utilis, jsou demonstrovany na obrazku 11.

Obr. 11: Reprezentativni karyotypy Candida fabianii, Candida pelliculosa a Candida utilis
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Vnitrodruhova diferenciace. Vzhledem k nizkému poctu izolatl C. pelliculosa a C. utilis byly
typizovdny pouze kmeny C. fabianii. Vizudlné bylo v testovaném souboru 124 izolatl

posledné zminéného druhu kvasinky nalezeno celkem 23 karyotypl. Nejpocetnéjsi zahrnoval
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31 kmend, dalsi 26, treti 20, ¢tvrty 16, paty 8 a Sesty 3. Dalsi tfi karyotypy mély po dvou
zastupcich, zbylych 14 po jednom (D=0,85). RGznorodost v usporadani a po¢tu chromozomu

je schematicky znazornéna na obrazku 12.

Obr. 12: Priklady karyotypu Candida fabianii

e e e e —

PolitaCovou analyzou s vyuzitim S; bylo rozlileno celkem 96 neidentickych
fingerprintd. Tfi z nich obsahovaly po tfech kmenech, dalSich pét po dvou a zbylé byly
jedinecné (D=0,992). Vzajemna pribuznost vybranych izolath C. fabianii a soucasné mira
jejich odlisnosti od zbylych dvou studovanych druhl kvasinek je graficky vyjadfena na
obrazku 13.

Jak je z tohoto dendrogramu patrné, nebyly nalezeny Zzadné specifické skupiny
karyotypl, které by se vyznamné liSily pfi porovnavani druhl klinickych vzorkd nebo
nemocnicnich oddéleni, kde byly kvasinky zachyceny. Naopak byly nalezeny tfi kultury,
hodnocené podle S; jako identické, z nichz dvé byly izolovany na rGznych klinikdch FN
Olomouc a jedna ve FN Brno. Rovnéz dalsi dvé trojice a pét dvojic izolatli, vyhodnocenych
programem GelCompar jako totozné, predstavovaly kmeny, zachycené vidy na jinych
oddélenich FN Olomouc. Dale bylo zjisténo, Ze mira pfibuznosti karyotypl nema vliv ani na
shodu v biochemické aktivité kvasinek.

Z dendrogramu na obrazku 14 je dale patrné, Ze nebyly prokazany ani Zadné specifické

karyotypy z hlediska pohlavi nebo véku pacient(.
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Obr. 13: Demonstrace pfibuznosti karyotypt vybranych klinickych izolatd kvasinek

metodou pulzni gelové elektroforézy
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Obr. 14: Reprezentativni dendrogram pfibuznosti karyotypl Candida fabianii z hlediska
pohlavi a véku pacientu
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6. Diskuze

6.1. Mykotické infekce zplUsobené C. fabianii

C. fabianii je anamorfnim stadiem kvasinky, plivodné nazyvané Hansenula fabianii. Ta
byla v roce 1984 Kurtzmanem prefazena do rodu Pichia (142). O 24 let pozdéji byla
na zakladé genetickych analyz opét zménéna jeji taxonomickd pozice, tentokrat do rodu
Lindnera (143). Dalsi studium jeji DNA, provedené Mintnerem, vedlo k jejimu soucasnému
zaclenéni do rodu Cyberlindnera (144). Zminéna kvasinka byla kromé zachytu z rGznych
lokalit lidského organismu izolovdna také z pady, cukrové trtiny, oliv, nalevky brouka Xylion
adustus, ryzového fermentatu ziskaného metabolickou ¢innosti vlaknité houby Aspergillus
oryzae a zatizeni na vyrobu butylglykolu za Ucasti bakterie Enterobacter aerogenes (92,145-
148).

C. fabianii nebyla a dosud stale neni soucasti zadné z kvasinkovych databazi bézné
pouzivanych biochemickych identifikacnich souprav. Uvedena skutecnost je pravdépodobné
hlavni pfi¢inou toho, Ze v dostupnych literdrnich zdrojich je zatim zarazeno pouze 14 pfipadu
lidskych infekci vyvolanych timto druhem, pficemz Sest z nich bylo publikovano az
v poslednich dvou letech. D3 se vsak predpokladat, Ze zavedenim hmotnostni spektrometrie
do bézné diagnostické praxe laboratofi Iékafské mikrobiologie se tento pocet velmi rychle
zvysi. Vétsina aktudlnich databazi téchto pfristroju totiz profil C. fabianii obsahuje, ¢imz je
umoznéna jeji rychla a snadnd identifikace, aniz by bylo nutné pouzivat technicky a casové
narocné genetické metody (149).

Tabulka 19 prehledné sumarizuje vSechny dosud zaznamenané pfipady systémovych
mykdz, zplUsobenych timto druhem. Prvni z nich byl popsan v roce 1990 u 57letého muze
s diagnézou chronické lymfocytarni leukémie, recidivujicimi uroinfekcemi a prostatitidou
(150). Vysetfeni moci prokazalo pritomnost leukocytd a kvasinek. lzolat byl nejprve
identifikovan soupravou APl 20C AUX jako C. pelliculosa, avSak dalsi biochemické testy,
zahrnujici mimo jiné neschopnost asimilace erytritolu, vedly k predpokladu, Ze se jedna
o C. fabianii. Uvedena hypotéza byla potvrzena stanovenim poméru guaninu a cytozinu
v burice a prlikazem askospor kloboukovitého tvaru po parovani s komplementarnim typem
NRRL Y-1873. Mykotickou infekci se podafrilo vylécit pomoci AMB.

Bhally et al. publikovali fungémii u predcasné narozené holcicky se syndromem
dechové tisné a nekrotizujici enterokolitidou (151). Soupravou APl 20C AUX se kvasinku

zachycenou z hemokultury nepodafilo uréit, nebot zjistény Ciselny kéd nebyl v databazi
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nalezen. Kmen byl identifikovan sekvencovanim na zakladé vysoké podobnosti s typovym

kmenem C. fabianii. Pacientka byla Uspésné |é¢ena vymeénou centralniho Zilniho katétru

a intravendzni aplikaci AMB.

Tab 19: Prehled publikovanych systémovych mykéz zpasobenych Candida fabianii

. . R s o Vysledek
Vék Pohlavi Rizikovy faktor Klinicka forma Lécba 1&2b Citace
Yy
chronicka lymfocytarni mocova infekce , .
57 let L. . KET, poté AMB vylécen (150)
leukémie prostatitida
5 tvdni prematurita, nekrotizujici kandidémi AMB 6t 151
nd andidémie vylécena
y enterokolitida, ATB y (151)
novorozenec prematurita, ATB kandidémie AMB a FCZ zemfrela (152)
ATB, hemodialyza, L , .
46 let . kandidémie FLA, poté KAS zemrel (153)
cholecystektomie
, L FLA, nasledné VOR
vrozena srdec¢ni vada, L . Ly
40 let . . endokarditida a poté AMB, vylécen (154)
kraniektomie ] L
chirurgicky zakrok
ATB, hemodialyza, chirurgicky L i -
53 let i kandidémie KAS, poté FLA vylécena (155)
zakrok,
47 let neutropenie, ATB, VK kandidémie AMB, poté KAS vylécena (156)
prematurita, uméla plicni L .
novorozenec ) kandidémie FLA vylécena (157)
ventilace, ATB, VK
chirurgicky zakrok, shunt, . .
49 let . infekce shuntu | AMB a FCZ vylécena (158)
intubace
vysoky vék, ATB, uméla plicni L .
87 let . kandidémie AND zemfrel (159)
ventilace
2 roky ATB, chirurgicky zakrok, kandidémie KAS vylécen (160)
ATB, shunt, dlouhodoba L. .
5 let o mocova infekce | KAS zemrel (161)
hospitalizace, VK
neutropenie, radioterapie, L i .
69 let . kandidémie MIK, poté AMB zemrela (162)
chemoterapie, ATB, VK
3,5 roku neutropenie, ATB kandidémie FLA, poté AMB vylécena (163)
L. hydronefréza, ATB, L. .
2 mésice . S mocova infekce | FLA vylécen (163)
chirurgicky zakrok
chirurgicky zakrok, uméla
novorozenec plicni ventilace, ATB, mocova infekce | FLA vylécena (163)
parenteralni vyZiva
hydronefréza, ATB,
novorozenec chirurgicky zakrok, mocova infekce | FLA, poté KAS vylécen (163)
parenteralni vyZiva
chirurgicky zakrok, L .
novorozenec . kandidémie FLA vylécena (163)
parenteralni vyZiva, ATB
uméla plicni ventilace, ATB,
novorozenec prematurita, parenteralni kandidémie FLA, poté KAS vylécena (163)
vyZiva

M - mu3, Z - 7ena, ATB - é¢ba antibiotiky, VK - vendzni katétr, AMB - amfotericin B, FCZ - flucytozin,
FLA - flukonazol, KET - ketokonazol, VOR - vorikonazol, KAS - kaspofungin, AND - anidulafungin,

MIK - mikafungin
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Dalsi pripad fungémie u nedonoseného novorozence publikovali Grenouillet et al.
(152). Predisponujicimi faktory byla nizkd porodni hmotnost a terapie Sirokospektrymi
antibiotiky. Pfes intenzivni |éCbu kombinaci lipozomalniho AMB a FCZ vsak dité zemrelo.

Valenza et al. popsali letalni septikémii u 46letého muze prijatého do nemocnice se
zanétem plic vyvolanym Streptococcus pneumoniae (153). Z hemokultury odebrané 30. den
hospitalizace byly izolovany kvasinky, které byly soupravou ID 32C nejednoznacné urceny
jako C. utilis. ProtichGdny vysledek byl zaznamenan v jamkach obsahujicich trehaldzu,
sorbézu a D-glukonat. Druhou nabizenou moznosti byla C. pelliculosa s neadekvatnimi
vysledky asimilace trehaldézy, methyl-D-glukosidu a erytritolu. Diagnostickym systémem
VITEK 2 YST byl izolat identifikovan jako C. utilis s pravdépodobnosti (P) 93,3 %.
Sekvencovanim vsak byla zjisténa >99% shoda s typovym kmenem C. fabianii. Pomoci
soupravy YeastOne byla prokazana citlivost kmene k AMB, FLA, ITR, VOR a FCZ. Pacient byl
proto nejprve lé¢en FLA, pozdéji byla terapie zménéna na KAS. Po dvou mésisich vSak muz
zemrel na multiorganové selhani.

Prvni pripad endokarditidy zplsobené uvedenym kvasinkovym druhem publikovali
Hamal et al. (154). Jednalo se o 40letého muze s vrozenou vadou mitrdlni chlopné. Do
nemocnice byl prijat kvali mozkové prihodé s levostrannou paralyzou koncetin a parézou
n. facialis. Jelikoz doSlo ke vzniku mozkového edému, byla provedena dekompresni
kraniektomie. V dalSim pribéhu hospitalizace doslo k rozvoji sepse s opakovanym zachytem
kvasinek v hemokulture. Izolaty byly charakterizovany morfologicky na chromogenni pldé
CHROMagar Candida, kde vyrlstaly v podobé svétle rizovych kolonii. Biochemicka aktivita
byla posuzovana soupravou ID 32C, pficemz byl ziskan CdCiselny profil 4275350111,
vyhodnoceny programem apiweb jako C. pelliculosa (P=57,3 %), resp. C. utilis (P=42,6 %).
Poté bylo provedeno sekvencovani ITS2 genu pro rRNA, na jehoZ podkladé byla zjisténa
100% homologie s typovym kmenem C. fabianii, pficemzZ shoda s C. pelliculosa byla pouze
56 %. Citlivost k Sesti systémovym antimykotiklim byla testovana pomoci diagnostickych
prouzk(l E-test na agaru s RPMI-1640. VSechny izolaty byly na pocatku citlivé k AMB, FLA,
KET, ITR, VOR a KAS. Pacient byl nejdfive léCen FLA, pozdéji VOR, coz vedlo k postupnému
rozvoji rezistence k obéma antimykotikim, potvrzené in vitro 48. den terapie FLA, resp. 21.
den VOR. Endokarditida byla nakonec vylé¢ena AMB.

Gabriel et al. zaznamenali dalsi ptipad infekce C. fabianii u 53leté pacientky,

hospitalizované v disledku mesenterické ischemie a akutniho renalniho selhani (155). Druhy
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den musela podstoupit resekci nekrotické casti stfeva. Po jejim napojeni na kontinualni
hemodialyzu byla zahdjena empiricka terapie Sirokospektrymi antibiotiky. Osmy den
hospitalizace byly z orofaryngedlniho vytéru izolovany kvasinky. Druhova identifikace byla
provedena biochemickou soupravou ID 32C, pomoci niz byl izolat urcen jako C. pelliculosa
(P=57,3 %) s numerickym kédem 4275350111, druhou moznosti byla C. utilis (P=42,6 %).
JelikoZ postupné doslo k zachytu kvasinek se stejnym biochemickym profilem také ve stolici,
moci a krvi, byla zahajena terapie KAS, nasledovand poddvanim FLA. U vSech téchto kultur
bylo v ramci identifikace provedeno sekvencovani. Porovnani s databdzi BLAST ukazalo 99%
shodu s typovym kmenem C. fabianii. Diagnostickymi prouzky E-test byla prokazana citlivost
k AMB, FCZ, FLA, VOR a KAS.

Ve tfech posledné zminénych kazuistikach byly kultury C. fabianii popisovany na
chromogenni pudé jako svétle rGZové kolonie, coZz odpovida i nami zjisténé morfologii.
Prestoze byly mezi C. fabianii, C. pelliculosa a C. utilis nalezeny na agaru COLOREX Candida
urcité rozdily v barevném odstinu, nejsou dostacujici k tomu, aby bylo moZné na jejich
zakladé provadét predbéznou vzajemnou druhovou diferenciaci, jako je tomu v pfipadé
C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata a C. krusei. Navic mohou byt takto zbarveny i jiné druhy
kandid, napt. C. kefyr, C. lusitaniae nebo C. guilliermondii.

Ve vSech vySe uvedenych pripadech byla identifikace provedena biochemickymi
soupravami APl 20C AUX a ID 32C. Pomoci prvni z nich nebyly kvasinky uréeny viibec nebo
identifikovany nespravné jako C. pelliculosa. P¥i pouziti ID 32C se v databazi apiweb s nejvyssi
pravdépodobnosti objevovala C. pelliculosa nebo C. utilis. Autory opakované udavany profil
4275350111 byl i v nasi studii nej¢astéjsi, zaznamenany u 59 izolatl. Spole¢nym znakem
svédcicim proti C. pelliculosa byla neschopnost asimilace erytritolu. V dobé, kdy byly vSechny
vySe zminéné pripady publikovany, jesté nebyla v laboratorich lékarské mikrobiologie
k dispozici hmotnostni spektromerie, proto musela byt identifikace C. fabianii potvrzena
sekvencovanim.

Kazuistiku kandidémie s etiologickou roli C. fabianii popsali Yun et al. u 47leté Zeny
s neutropenii, hospitalizované na JIP v souvislosti s respiracnim selhanim (156). Identifikace
izolatu zachyceného z hemokultury byla provedena soupravou VITEK 2 YST, pomoci niz byl
kmen uréen jako C. utilis (P=93,3 %). Citlivost k antifungdlnim pripravkdm byla testovana
bujonovou mikrodilu¢ni metodou podle dokumentu CLSI M27-A3, ptricemz MIC testovanych

antimykotik byly nasledujici: AMB 0,5 pg/ml; VOR 0,03 pg/ml; FLA 2,0 pg/ml; KAS
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0,125 pg/ml a MIK 0,125 pg/ml. Selhani inicidlni terapie AMB bylo podnétem k provedeni
molekularni identifikace etiologického agens. Sekvencovanim oblasti ITS genu pro rRNA byla
zjisténa 100% homologie s typovym kmenem C. fabianii. Kandidémie byla nakonec uspésné
vylécena podanim KAS.

Wu et al. publikovali pfipad kandidémie u novorozence s nizkou porodni hmotnosti
(157). Byl umistén na JIP, kde mu byla zavedena uméla plicni ventilace a nitrozilni vyZiva.
Po nékolika dnech se objevily febrilie, jez byly podnétem k mikrobiologickému vySetreni
krve. Hemokultivaci byly prokazany kvasinky, uréené pomoci APl 20C AUX jako C. pelliculosa.
MIC antimykotik byly stanoveny soupravou ATB FUNGUS 3 (bioMérieux), pficemz byla
zjisténa citlivost in vitro k AMB, FLA, ITR, VOR a FCZ. Lécba byla zahajena FLA. V kontrolni
hemokultufe odebrané po deseti dnech této terapie jiz nebyly kvasinky prokazany.
Sekvencovanim izoldtu byla uUdajné zjisténa vysoka podobnost s typovym kmenem
C. fabianii.

Baghdadi et al. zaznamenali kvasinkovou infekci u 49leté Zeny spojenou s akutnim
neurochirurgickym zakrokem v souvislosti s revizi zavedeného ventrikuloperitonealniho
shuntu (158). V peroperacné odebraném likvoru byly mikroskopickym vySetfenim nalezeny
kvasinkové bunky, proto byla pacientka empiricky 1é¢ena lipozomalnim AMB v kombinaci
s FCZ. Kultivacné byly zjistény dvé morfologicky odlisSné formy kvasinkovych kolonii, které
vsak byly pomoci hmotnostniho spektrometru VITEK MS (bioMérieux) uréeny shodné jako
Candida boidinii. Soupravou APl 20C AUX se identifikaci nepodafilo potvrdit, jelikoz zjistény
Ciselny kdd nebyl v databazi nalezen. Sekvencni analyzou byla kvasinka nakonec urcena jako
C. fabianii. Citlivost k antimykotikiim byla testovana podle dokumentu CLSI s nasledujicimi
vysledky: AMB 2,0 ug/ml; FCZ <0,120 pg/ml a FLA 2,0 pg/ml. Pacientka byla vylécena
zminénou kombinaci antifungalnich latek spolecné s vyménou vétsi ¢asti shuntu.

Lee et al. popsali kandidémii u 87letého pacienta, hospitalizovaného na JIP
s pneumonii vyvolanou multirezistentnim kmenem Acinetobacter baumannii a subakutnim
mozkovym infarktem (159). MuzZ byl napojen na umélou plicni ventilaci a soucasné |écen
Sirokospektrymi antibiotiky. Presto dosSlo k vzestupu teploty, a proto byly odebrany
hemokultury. V nich byly nalezeny kvasinky, uréené soupravou VITEK 2 YST jako C. utilis
(P=93 %). Sekvencovanim vsak byla zjisténa 99,8% podobnost s typovym kmenem C. fabianii.
Citlivost k antimykotikdm byla testovana pomoci soupravy VITEK 2 AST (bioMérieux). Kmen

byl citlivy k AMB, FCZ, FLA, VOR, KAS, AND a MIK. Pacientovi byl odstranén Zilni katétr
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a podan AND, coz sice vedlo k vyléceni kvasinkové infekce, nicméné po nékolika dnech doslo
k amrti vdasledku ventilatorové pneumonie zplsobené A. baumannii s naslednym
multiorganovym selhanim.

Pfipad hematogenni infekce u imunokompetentniho dvouletého chlapce byl
publikovan Gonzdlesem et al. (160). Pacient byl hospitalizovan se zanétem dychacich cest
a podezienim na ileus. Byla mu nasazena Sirokospektra antibiotika a proveden chirurgicky
zakrok v oblasti bfisni dutiny. Poté se u néj objevily klinické priznaky sepse. V odebrané
hemokulture byly nalezeny kvasinky, ur¢ené pomoci hmotnostniho spektrometru Microflex
LT jako C. fabianii. Terapie KAS vedla ke zlepsSeni klinického stavu pacienta.

Jindal et al. zaznamenali uroinfekci u pétiletého chlapce prijatého na pohotovost
s hore¢kami (161). Mikroskopické vysSetfeni moci prokazalo pritomnost vysokého poctu
leukocytld a kvasinkovych bunék, proto byla zahajena terapie AMB. Druhova identifikace
zachyceného izolatu, spolecné s testovanim citlivosti k antimykotikim byla provedena
pomoci systému VITEK 2 Compact (bioMérieux). Kmen uréeny jako C. utilis (P=97 %) byl
citlivy k FLA, VOR, KAS a FCZ, ale rezistentni k AMB. Pacientlv stav se rychle horsil a druhy
den hospitalizace zemfrel. Kultura byla poté sekvencovana, pficemz byla zjisténa 100 %
homologie s typovym kmenen C. fabianii.

Dalsi kazuistiku infekce C. fabianii s fatalnim koncem popsali Katagiri et al. (162).
Jednalo se o 69letou Zenu s akutni leukémii, u niZ se rozvinulo akutni respiracni selhani,
vyZadujici hospitalizaci na JIP. Prestoze byl pacientce profylakticky podavan MiIK,
v hemokulturach byly zachyceny kvasinky. VySetfeni na panfungalni antigen B-D-glukan bylo
pozitivni. Proto byla zahdjena empiricka IéCba lipozomalnim AMB, avsak pres veskerou péci
pacientka zemrela na multiorgdnové selhani. Ziskany kmen kvasinky byl identifikovan
sekvencovanim, které odhalilo 99,6% podobnost s typovym kmenem C. fabianii. Citlivost
k antimykotikim byla testovana podle dokumentu CLSI M27-A3, pficemz MIC testovanych
antimykotik byly nasledujici: AMB 1,0 pg/ml; FCZ 0,25 pg/ml; FLA 4,0 pg/ml; ITR 0,5 pg/ml;
VOR 0,06 pg/mla MIK 1,0 pug/ml.

Posledni publikace nalezend v ramci literarni reserse dokumentuje celkem Sest pripadu
onemocnéni C. fabianii, zaznamenanych béhem péti let na détské JIP v chorvatském
Zahtebu (163). Zakladni klinické udaje vcetné zplsobu a vysledkld lécby jsou shrnuty
v tabulce 19. VSechny zachycené kvasinkové izolaty (n=44) byly pomoci ID 32C uréeny

shodné jako C. utilis. Za ucelem potvrzeni vysledku biochemické identifikace byly vybrané
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izolaty sekvencovany, avsak touto metodou bylo prokazano, ze se jedna o C. fabianii. MIC
antimykotik byly stanoveny soupravou ATB FUNGUS 3, pficemz byla zjisténa citlivost vSech
testovanych kultur k AMB, FCZ, FLA, ITR a VOR.

Ve vySe zminénych kazuistikach byly zjistény celkem tfi kmeny C. fabianii rezistentni
k AMB a jeden k FLA a VOR. V nasem souboru bylo nalezeno celkem Sest izolatl tohoto
druhu rezistentnich in vitro k AMB a dalSich 11 necitlivych ke dvéma, tfem nebo Ctyrem
azolovym antimykotik(im. Z hlediska vyznamu pfesné identifikace a strategie empirické 1écby
infekci zpUsobenych C. fabianii je dulezZité zjisténi pomérné vysokého podilu rezistentnich
kmen( (29,3 %), z toho byla navic témér tretina necitlivd ke dvéma a vice antifungalnim
preparatim. Uvedenad skutecnost jen doklada nutnost pouzivani exaktni, spolehlivé a rychlé
metody pro druhové urcovani kvasinek v laboratorich Iékarské mykologie.

Na zakladé ziskanych hodnot MIC bylo prokazano, Ze existuji signifikantni rozdily
v citlivosti izolatl k systémovym antimykotiklim v zavislosti na véku nemocnych a vyskytu
v urcitych télnich lokalitdch. Vyssi MIC izolat( ziskanych z hemokultur a vendznich katétr(
byvaji pravdépodobné odrazem tézkého celkového zdravotniho stavu pacientll a s tim
souvisejici dlouhodobé hospitalizace véetné prolongované |éCby antifungalnimi preparaty.
Béhem pobytu ve zdravotnickém zafizeni mUZe dojit ke kolonizaci rezistentnimi kmeny
z nemocnic¢niho prostfedi nebo vyvoji rezistence u dfive citlivych kmenl v prabéhu lécby.
Relativné vysoka mira mortality pacientl, dokumentovana v prezentovanych kazuistikach,
vSak nemusela nutné byt disledkem selhani antimykotické terapie. K umrti mohlo totiz dojit
v souvislosti se zakladnim onemocnénim, nebot v fadé pripadl se jednalo o téZce nemocné
pacienty. Pomérné Siroké rozpéti pramérnych hodnot MIC u izolatd C. fabianii, ziskanych
z jednotlivych  zdravotnickych zafizeni, mohlo byt zplsobeno rlznym spektrem
hospitalizovanych osob s vétsim ¢i mensim rizikem vzniku mykotickych infekci.

Nejvétsi ¢ast naseho souboru kvasinek tvofily kmeny ,pouze” kolonizujici sliznice
a kdzi, které nebylo tfeba eradikovat antimykotiky. Mohlo by se tedy zdat, Ze vyznam
sledovani citlivosti k antifungdlnim pfipravkiim je v takové skupiné izoldtd ponékud
problematicky. K tomu je vsak nutno podotknout, Ze i pocet kmenu ziskanych z primarné
sterilnich lokalit, kam by pti spravné technice odbéru mély byt kromé hemokultur, vendznich
katétri, sekretll z drénd a punktatl zarazeny i moc, bronchoalveoldrni lavaz a vytéry
z operacnich ran, byl pomérné rozsahly. Navic se mohou kmeny, osidlujici sliznice nebo kizi

u disponovanych, tedy zejména téice imunokompromitovanych pacientl, rychle stat
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invazivnimi. Dale jsou potencidlnimi pUvodci povrchovych mykdz, které svymi projevy
nemocné casto znacné obtézuji, a proto je v takovych pfipadech rovnéz nutny cileny lécebny
zasah.

Pfi globalnim pohledu na incidenci kandidovych infekci po strance jejich distribuce
mezi obéma pohlavimi je mozné konstatovat, Ze se vysledky nasi studie v zasadé shoduji
s udaji v literature. V naprosté vétsiné publikovanych epidemiologickych studii (napf. 164-
169) byli totiz postizeni ¢astéji muzi, od nichzZ i v naSem souboru pochazel vétsi pocet izolata.
Davodem by mohla byt jejich castéjsi hospitalizace na JIP. Na druhé strané ve vyse

uvedenych kazuistikach mirné prevazovaly Zeny.

6.2. Mykotické infekce zplsobené C. pelliculosa

Soucasnd taxonomickd pozice C. pelliculosa je v rodu Wickerhamomyces, jako
anamorfni stadium druhu W. anomalus (92). Po prikazu teleomorfy byla nejprve zarazena
do rodu Hansenula, pozdéji byla oznacovana jako Pichia anomala. Vyskytuje se ubikvitné,
byla izolovana z pudy, vzduchu, vody, ovoce, exudatll stromu i zvifeciho materialu. V lidském
organismu byla prokazdna jako soucdst normalni ¢i prechodné mikrofléry kiize, Ustni dutiny
a gastrointestinalniho traktu (170).

Prvni zminka o jeji mozné etiologické roli pfi vzniku zavaznych infekci se objevila v roce
1958, kdy ji Wang a Schwarz izolovali z klinického materialu od déti s intersticialni pneumonii
(171). Teleomorfu, tehdy nazyvanou H. anomala, identifikovali na zakladé mikroskopického
nalezu kloboukovitych askospor a prikazu asimilace a fermentace nékterych sacharidd. Od
té doby lze v literarnich databazich nalézt vice nez 40 publikaci, popisujicich infekce timto
druhem kvasinky. Jejich pfehled v¢etné zakladnich informaci je uveden v tabulce 20.

Z hlediska obecné charakteristiky popisovanych pfipadl je zajimavé, Ze na rozdil od
C. fabianii se ¢asto jednalo o postiZeni vice pacientll sou¢asné, nékdy az o miniepidemie.
Thuler et al. sledovali fungémie zplsobené C. pelliculosa v nemocnici pro onkologické
pacienty v Rio de Janeiru v letech 1994-1996, pficemZ zminénou etiologii zjistili u 24
nemocnych. Naprosta vétSina z nich byla hospitalizovana na hematologickém oddéleni.
Identifikace izolatd byla provedena na zakladé morfologickych znak(i a biochemicky
soupravou Rapid Yeast Identification (Dade MicroScan, USA). PrestoZe autofi vyhodnotili
uvedené infekce jako miniepidemii, neprovedli k potvrzeni této skutecnosti Zadnou typizacni

analyzu, navic pres veskerou snahu neobjevili Zadny zdroj infekce.
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veék p:;:ittﬁ Forma infekce Terapie Vysledek Zpusob identifikace Citace
. kandidémie iy . morfologie
novorozenci 8 o AMB, FCZ vylé&eni ) ) (172)
ventrikulitida biochemie (auxanogram, zymogram)
n.d. 1 kandidémie n.d. n.d. n.d. (173)
40 let 1 endokarditida n.d. n.d. biochemie (API 20C AUX) (174)
n.d. 2 kandidémie AMB vyléceni n.d. (175)
n.d. 1 kandidémie AMB vylégen n.d. (176)
32 let 1 uroinfekce nelééena vylééen . mborfologie (177)
biochemie (auxanogram)
51 let 1 kandidémie n.d. n.d. n.d. (178)
n.d. 1 kandidémie n.d. n.d. n.d. (179)
n.d. 2 kandidémie AMB vylégeni n.d. (180)
n.d. 1 kandidémie n.d. n.d. biochemie (API 20C AUX) (181)
n.d. 1 kandidémie n.d. n.d. n.d. (182)
6 mésict 1 kandidémie AMB, FCZ vylécena n.d. (183)
morfologie
1 kandidémie 8¢ 184
63 let FLA vylécen biochemie (API 20C AUX) (184)
n.d. 1 kandidémie n.d. n.d. n.d. (185)
22 let 1 kandidémie AMB, FLA vylégen n.d. (186)
n.d. 4 kandidémie FLA n.d. n.d. (187)
61 let 1 kandidémie FLA n.d. n.d. (188)
n.d. 1 kandidémie AMB vylégena n.d. (189)
morfologie
- 24 kandidémie séeni 190
2-76 let AMB vyléceni biochemie (souprava RYI) (190)
n.d. 1 kandidémie AMB, KET vylécen n.d. (191)
novorozenec 1 kandidémie FLA, AMB vylééen n.d. (192)
()
median 3,2 let 379 kandidémie FL%%’)\AB mtzrltiﬁota morfologie (193)
n.d. 4 kandidémie n.d. n.d. n.d. (194)
dospéli 8 kandidémie n.d. n.d. n.d. (195)
novorozenec 1 kandidémie FLA, AMB n.d. n.d. (196)
32 let 1 pneumonie AMB vyléen n.d. (197)
4 dospéli 5 kandidémie AMB 3 vyléceni biochemie (ID 32€) (198)
1 novorozenec 2 zemteli
1 novomjeiztci 5 kandidémie AMB 4 vyléteni biochemie (ID 32C) (199)
1m1ei'iz 17 kandidémie AMB m‘(‘jlr'tza‘ﬁ"ta biochemie (ID 32C) (200)
I FLA, AMB morfologie
i 2 kandidémie ’ ’ feli 201
novorozenct (FC2) zempell biochemie (VITEK 2 YST) (201)
morfologie
1 keratitid 8¢ 202
50 let eratitida AMB, ITR vylécen biochemie (VITEK 2 YST) (202)
morfologie
novorozenci 4 kandidémie AMB, FLA vylégeni biochemie (ID 32C) (203)
sekvencovani
1dité - 1 vylégen morfologie
2 kandid 204
1 dospély andigemie AMB, FLA 1 zemfel biochemie (ID 32C) (204)
35 let 1 meningitida FLA; ?Z'V'B' zemfel biochemie (AP 20C AUX) (205)
21 let 1 candidémie FLA . biochemie (VITEK 2 YST) (206)
€ vylecen hmotnostni spektrometrie (VITEK)
novorozenci 6 kandidémie AMB (FLA) 51";’;:‘;;0 biochemie (ID 32C) (207)
novorozenci 5 kandidémie FLA (AMB) vylégeni ) ) morfologie (208)
biochemie (auxanogram, zymogram)
novorozenci 17 kandidémie AMB (FLA) vylééeni biochemie (VITEK 2 YST) (209)
78 let 1 artritida FLA (AMB) vylégen biochemie (VITEK 2 YST) (210)
57 let 1 endoftalmitida AMB vyléen n.d. (211)
8 mésicl 1 kandidémie FLA vylééen n.d. (212)
91 let 1 keratitida MIK vylétena morfologi’e . (213)
sekvencovani

AMB - amfotericin B, FCZ - flucytozin, FLA - flukonazol, ITR - itrakonazol, KET - ketokonazol, MIK - mikafungin,
n.d. - udaj neni k dispozici
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Chakrabarti et al. popsali velky soubor pripadli hematogennich infekci zptsobenych
C. pelliculosa v détské Casti velké Nehriovy nemocnice v severni Indii (192). Béhem 23
mésicl byl zminény druh kandidy izolovan z krve 379 hospitalizovanych déti a na celkovém
poctu fungémii ve sledovaném obdobi se podilel témér 40 %. Zachycené kultury byly uréeny
pomoci asimilace sacharidd a na zadkladé morfologie askospor. U 40 izolatl byla dale
provedena geneticka typizace multilokusovou enzymovou elektroforézou, ktera prokazala
jejich naprostou identitu. Infekce se pravdépodobné rozsitila z ambulance na dalsi oddéleni
prostrednictvim rukou oSetfujiciho personalu.

Bakir et al. zaznamenali vyskyt katétrovych fungémii vyvolanych C. pelliculosa u péti
pacientl détského oddéleni nemocnice v Istanbulu (199). Identifikace izolatl byla provedena
soupravou ID 32C a potvrzena prukazem askospor. Vzhledem k tomu, Ze dvojice a trojice
téchto nemocnych zde byla hospitalizovdana ve stejnou dobu, naznacuji autofi moznost
nozokomialniho prenosu, avsak prislusna epidemiologicka Setreni ani typizace kmen( nebyly
provedeny.

Pasqualotto et al. popsali soubor pripadl hematogennich infekci zplUsobenych
C. pelliculosa na pediatrické JIP v brazilské nemocnici od Fijna 2002 do ledna 2004 (200).
V uvedeném obdobi byla zminéna kvasinka izolovana z krve 17 déti, pricemz celkova
mortalita pacientl Cinila 41,2 %. Kultury byly identifikovany na zakladé mikromorfologickych
znakd véetné hodnoceni askospor a biochemicky pomoci soupravy ID 32C. Genetickou
analyzou pomoci RAPD bylo zjisténo, Ze se vidy jednalo o identicky kmen, vSechny pfipady
kandidémie by tak bylo moZné povazovat za miniepidemii. Kontrolni odbéry vzorku
z prostredi a rukou osSetfujiciho personalu vSak neprokazaly zdroj infekce ani zpUsob jejiho
prenosu.

Kalkanci et al. zaznamenali Ctyfi pfipady infekci krevniho obéhu vyvolané C. pelliculosa
na novorozenecké JIP univerzitni nemocnice v Turecku (203). Identifikace se opirala
o mikroskopické znaky a biochemické testy obsazené v soupravé ID 32C. Podobné jako
v predchozi kazuistice byla k typizaci pouzita RAPD, pficemz byla prokazana naprosta shoda
fingerprintd. U této miniepidemie pravdépodobné doslo k horizontalnimu prenosu infekce,
jelikoZ se vSichni Ctyfi pacienti v dobé zachytu etiologického agens nachazeli na stejném
pokoji a doby jejich hospitalizace se prekryvaly. Ani dikladnym vySetfenim zdravotnického

personalu a prostredi vSsak nebyl zdroj infekce nalezen.
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V nasem souboru nebylo raciondlni studovat izolaty C. pelliculosa 1z hlediska
molekuldrni epidemiologie kvali jejich malému poctu a zachytu z rlznych télnich
i geografickych lokalit. Pfi hodnoceni kultur C. fabianii pomoci PFGE se vyznamnéjsi
geneticka pribuznost mezi testovanymi kmeny neprokazala, vétSina z nich méla vlastni
specificky karyotyp.

Jak vyplyva z predchoziho textu i Udaji v tabulce 20, urCovani C. pelliculosa
v prezentovanych studiich se kromé vice ¢i méné specifikovanych morfologickych znaki
nejCastéji opiralo o vysledky biochemickych testld. Uvedeny fakt spolu se skutecnosti, Ze
C. fabianii byla dlouho povaZzovdna za medicinsky nepfiliS vyznamnou a zfejmé proto chybéla
v databazich nejpouzivanéjsich diagnostickych souprav tohoto typu, vede k domnénce, Ze
alespon nékteré pripady byly C. pelliculosa pfipisovany omylem. Zminény predpoklad
podpofily i vysledky prezentované v této praci, které vypovidaji o mnohem vyssi frekvenci
vyskytu C. fabianii v porovnani s C. pelliculosa.

Nejspolehlivéjsi zplsob druhové identifikace kvasinek predstavuje v soucasné dobé
MALDI-TOF MS. Ze tfi nami testovanych druhll se touto metodou jevilo jako
nejkomplikovanéjsi spolehlivé urcovani C. pelliculosa, u niz musel byt v mnoha pfipadech
cely postup méreni vicekrat zopakovan, aby bylo dosazeno pfijatelného skére (=2,000).
V pripadé C. fabianii muselo byt pfi zahajeni studie jeji hmotnostni spektrum aktivné vlozeno
do databdze pristroje mérenim typového kmene, jelikoz v ni tehdy jesté nebylo zahrnuto.
Naslednou identifikaci klinickych izolatl C. fabianii ale bylo dosazeno v priméru vyssiho
skdre nez u C. pelliculosa a C. utilis, coz doklada vyuzitelnost hmotnostniho spektrometru
ke spolehlivé identifikaci uvedeného druhu v rutinni praxi mykologickych laboratofi.

Pti hodnoceni biochemickych vlastnosti soupravou ID 32C byl u 20 izolatd studovaného
souboru identifikovanych jako C. pelliculosa pozorovdn napadné intenzivni rlst v jamce
obsahujici MDG. Vsechny tyto kmeny byly uréeny s pravdépodobnosti 99,9 %, zatimco
kultury, u nichz byl rdst v jamce s timto substratem méné vyrazny, byly oznaceny jako
C. pelliculosa s pravdépodobnosti spadajici do rozmezi 54,2-99,7 %. Zajimavym zjisténim
bylo, Ze kvasinky z prvné zminéné skupiny byly ve vSech pripadech identifikovany
hmotnostnim spektrometrem jako C. pelliculosa, kdezto izoldty s méné napadnym rdstem
vjamce s MDG byly stejnou metodou oznaceny jako C. fabianii. Rozdil v charakteru rlstu

v jamce obsahujici zminény substrat je demonstrovan na obrazku 15.
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Pokud by zjisténa skutecnost platila obecné, daly by se timto zplsobem definovat
numerické profily, specifické pro druh C. fabianii i C. pelliculosa. Jejich prehled je
demonstrovan v tabulce 21. Vzhledem k tomu, Ze vysledky identifikace hmotnostnim
spektrometrem byly v nékterych pfipadech ovéreny i sekvencovanim, da se predpokladat, ze
zejména tfi nejcastéjsi biochemické profily (4274350111, 4275350111 a 4275350311) patfi

skutecné C. fabianii.

Obr. 15: Charakter zakalu v jamce s methyl-D-glukopyranosidem u Candida pelliculosa
s pravdépodobnosti identifikace 54,2-99,7 % (nahofte), resp. 99,9 % (dole)

6.3. Mykotické infekce zptsobené C. utilis

Teleomorfou uvedeného druhu je v soucasné dobé Cyberlindnera jadinii (142). Dfive
byla taxonomicky fazena do rodl Hansenula, pozdéji Pichia. Fragner uvadi, Ze se tento druh,
tehdy jeSté znamy pod anamorfnim oznacenim Torula utilis, vyuZival k vyrobé nutri¢ni
moucky pro doplnéni stravy obyvatelstva v tropech a u nds k obohaceni krmiv
hospodarskych zvifat (96). Kromé toho byla zminénd kvasinka zachycena na rostlinach
a prokdzdna v travicim ustroji krav. PFi pokusech provadénych na imunosuprimovanych
mysich vykazovala pouze nizkou virulenci (214). U lidi mGze pfrileZitostné kolonizovat kdzi,
sliznice a zaZivaci trakt (215). Vznik zavainych systémovych onemocnéni je vzacny,
v literarnich zdrojich bylo dosud publikovano pouze 6 pripad( infekci zpisobenych C. utilis.

Prvni z nich publikovali Alsina et al. v roce 1988 (216). Jednalo se o kandidémii
u pétiletého hemofilika s AIDS. K eliminaci infekce vedla vyména vendzniho katétru spolu

s lé¢bou AMB. lzolovand kvasinka byla identifikovdna zhodnocenim mikromorfologickych
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znakd na kukufiéném agaru a posouzenim biochemickych vlastnosti soupravou APl 20C AUX.
Jelikoz vsak nebyl vysledny numericky kéd v databazi nalezen, byl izolat uréen pomoci RFLP.

Na zakladé této studie byl uvedeny druh zarfazen mezi agens schopné vyvolat infekce u lidi.

Tab. 21: Pfehled numerickych profilli Candida fabianii a Candida pelliculosa ziskanych
soupravou ID 32C

MALDI-TOF b 32¢ ID 32C identifikace b 32€ Pocet izolatu
identifikace numericky profil pravdépodobnost (%)

4274350111 Candida pelliculosa 71,5 59

4275350111 Candida pelliculosa 57,3 59

4275350311 Candida utilis 90,1 45

4274350311 Candida utilis 77,9 11

4271350111 Candida utilis 91,4 7

4375350111 Candida pelliculosa 56,8 5

5274350111 Candida pelliculosa 98,5 5

4270350111 Candida utilis 62,1 4

4275350711 Candida utilis 90,1 4

5275350311 Candida pelliculosa 98,7 4

5271350111 Candida pelliculosa 96,5 3

5275350111 Candida pelliculosa 99,7 3

5375350111 Candida pelliculosa 77,4 3

Candida 4264350111 Candida pelliculosa 98,4 2

fabianii 5270350111 Candida pelliculosa 84,1 2

4270350311 Candida utilis 74,5 1

4274750111 Candida pelliculosa 99,5 1

4275150111 Candida pelliculosa 62,7 1

4275250101 Candida utilis 99,9 1

4275250111 Candida utilis 98,1 1

4275350101 Candida utilis 98,5 1

4277350111 Candida pelliculosa 54,2 1

4375350311 Candida utilis 90,1 1

5260350111 Candida pelliculosa 69,2 1

5270350311 Candida pelliculosa 81,6 1

5275350711 Candida pelliculosa 99,6 1

5275350511 Candida pelliculosa 99,6 1

5375750111 Candida pelliculosa 77,0 1

4264351111 Candida pelliculosa 99,9 3

5264351111 Candida pelliculosa 99,9 3

5265351111 Candida pelliculosa 99,9 3

4265351111 Candida pelliculosa 99,9 2

4264051111 Candida pelliculosa 99,9 1

. 4264351011 Candida pelliculosa 99,9 1
Candida - :

pelliculosa 4265051111 Cand/.da pe///'cu/osa 99,9 1

4275351111 Candida pelliculosa 99,9 1

5265151111 Candida pelliculosa 99,9 1

5265351011 Candida pelliculosa 99,9 1

5265351115 Candida pelliculosa 99,9 1

5274751011 Candida pelliculosa 99,9 1

5275351111 Candida pelliculosa 99,9 1
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Druhy pripad hematogenni infekce popsali Bougnoux et al. u 68letého muze trpiciho
Alzheimerovou chorobou (217). Druhova identifikace byla provedena na zakladé
mikroskopického vzhledu izolatu na kukuficném agaru a ddle pomoci biochemickych souprav
AP| 20C AUX a ID 32C. Validita vysledku byla ovérena stanovenim obsahu guaninu a cytosinu
v burice a DNA-DNA reasocia¢nimi experimenty s vyuZitim sbirkovych kmend véetné
typovych. Pacient byl po pocatecni neulspésné terapii FLA, zplsobené pravdépodobné
soucasnou pritomnosti rezistentni C. glabrata, vylééen AMB.

Hazen et al. prezentovali prvni ptipad, kdy byla C. utilis pficinou chronické uroinfekce
(218). Pacientem byl 88lety muz, opakované vySetfovany pro nejméné tfi roky trvajici potize
s mocenim. Identifikace zachycenych izolatd se opirala o mikromorfologické znaky
a biochemické vlastnosti testované diagnostickymi soupravami APl 20C AUX a RaplID Yeast
Plus. Onemocnéni nebylo v Zddném stadiu léceno systémovymi antimykotiky a jeho dalsi
vyvoj byl od posledni navstévy pacienta na urologické ambulanci neznamy.

Pfipad keratitidy vyvolané C. utilis zdokumentovali Shih et al. (219). Infekce 72leté
Zeny, ktera se projevovala infiltracemi a ulceracemi, byla Uspésné vylécena lokalni aplikaci
FLA a AMB. Informace o zpUsobu identifikace etiologického agens nebyly dostupné.

Kazuistika publikovand chorvatskymi autory se zabyvala tfemi pfipady kandidémie,
vzniklymi v obdobi Sesti mésic na novorozenecké JIP Détské nemocnice v Zahfebu (220).
Kvasinky byly identifikovany soupravou ID 32C a hodnocenim mikroskopického vzhledu na
kukuficném agaru. PrestoZe izolaty vykazovaly in vitro citlivost k FLA, k hematogennim
infekcim doslo bez ohledu na jeho profylaktické a pozdéji terapeutické poddvani. Proto byla
u dvou pacientl lécba zménéna na lipozomalni AMB, u zbylého na KAS, coZ vedlo u vsech
nemocnych k eliminaci infekce. Pomoci RAPD byla prokdzana klonalni pfibuznost izolata.

Posledni publikovany pfipad kandidémie s etiologickou roli C. utilis byl popsan
Scoppettuolem et al. (221). Jednalo se o 66letého muze s metastazujicim karcinomem
mocového meéchyre. lzolaty zachycené z hemokultur byly uréeny pomoci hmotnostniho
spektrometru Microflex LT. Pacientovi byl podan AND, ktery spolené s odstranénim
dlouhodobé zavedeného vendzniho katétru vedl k eliminaci infekce.

Vzhledem k pouzitym metodam identifikace C. utilis ve vétSiné popsanych kazuistik nelze
vyloucit, Ze v nékterych pripadech mohlo dojit, stejné jako u C. pelliculosa, k chybnému
druhovému urceni izolatll. V nasem souboru kvasinek bylo soupravou ID 32C identifikovano

jako C. utilis 77 kultur, avSsak hmotnostni spektrometrii byly potvrzeny jen dvé. Dalsi Ctyfi
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izolaty, urcené pomoci MALDI-TOF MS jako C. utilis, byly plivodné biochemicky urceny jako

C. pelliculosa.

6.4. Klinicky vyznam O. polymorpha

V nasem souboru byl zachycen jeden izolat O. polymorpha. Uvedeny druh prosel
nékolika zdsadnimi taxonomickymi revizemi, a proto je zndm pod fadou synonym, napf.
Pichia angusta, Hansenula angusta nebo Torulopsis methanotermo. Na zakladé genetickych
analyz byla do tohoto druhu zafazena Ogataea thermophila s anamorfnim stadiem Candida
thermophila.

Mezi vyznamné biochemické vlastnosti zminéné kvasinky patfi schopnost asimilovat
metanol, fermentovat xylozu a rast pri teploté nad 40 °C. Kvali uvedenym vlastnostem je
predmétem zdjmu v primyslovych oborech, studujicich moZnosti jejiho vyuZiti pfi zpracovani
biomasy za ucelem ziskavani pohonnych hmot (222). Vzhledem k tomu, Ze se tento druh
kvasinky nevyskytuje v databazich biochemickych souprav a je proto mozné ho identifikovat
pouze hmotnostni spektrometrii, jsou jeho klinicky vyznam a frekvence vyskytu v lidském
organismu zatim nejasné.

V literatufe je popsan jeden pripad fungémie vyvolané C. thermophila u 13letého
chlapce s meduloblastomem (223). Kvasinka byla po neuspésné identifikaci soupravou API
20C AUX urcena sekvencovanim. Pacient byl vylécen lipozomdlnim AMB a odstranénim

vendzniho katétru.
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7. Zavér
Na zakladé dosazenych vysledkl a souvisejicich literarnich resersi Ize ucinit nasledujici

zaveéry:

Bylo potvrzeno, Ze spolehliva diferenciace druhG C. fabianii, C. pelliculosa a C. utilis je
pomoci klasickych metod identifikace kvasinek problematicka. Vzhled kultur na pldach je
velmi podobny, ani mikromorfologie na ryZzovém agaru nevykazuje zasadni odliSnosti. Prlikaz
askospor je v laboratofich klinické mikrobiologie obtizné proveditelny. V databazich bézné
C. fabianii, navic ani rozliSeni mezi zbylymi dvéma druhy neni zcela jednoznacné. Spolehlivy
zpusob identifikace tak predstavuji pouze molekuldrni techniky, tj. hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF a sekvencovani, pticemzZ prvni z nich lze jednozna¢né doporucit
k vyuziti v diagnostické praxi.

Bylo prokazano, Ze v ramci biochemické identifikace kvasinek soupravou ID 32C existuji
Ciselné profily, korespondujici s C. fabianii, které jsou v programu apiweb zatim spojeny
erytritolu jako klicové znaky upozornujici na C. fabianii. Uvedené skutecnosti byly
publikovany v odborném mykologickém casopise s impakt faktorem a je tedy na vyrobci
soupravy, zda tuto skutecnost zohledni Upravou databaze.

Testovanim mimoradné Sirokého souboru klinickych izolata C. fabianii bylo zjisténo, Ze
se zminéna kvasinka vyskytuje v klinickém materialu v porovnani s ostatnimi dvéma
studovanymi druhy mnohem castéji, s frekvenci srovnatelnou napt. s C. guilliermondii,
C. kefyr nebo C. inconspicua. SkuteCnosti uvedené v predchozich dvou bodech
pravdépodobné v minulosti vedly k chybnym identifikacim a podhodnoceni vyznamu
C. fabianii jako etiologického agens kandidoz.

PfestoZze ve shodé s publikovanymi udaji nebyla prokdzana pfirozend rezistence
studovanych druhtl k Zadnému ze systémovych antifungdlnich pfipravkd, bylo zjisténo, ze
C. fabianii ma pfi porovnani s C. pelliculosa i C. utilis celkové vyssi MIC vétsiny antimykotik,
které byly v nasi studii testovany. Navic témér tretina izolatl byla in vitro rezistentni
k alespon jednomu antifungalnimu preparatu a z nich zhruba 30 % ke dvéma a vice. Dale byl

pomérné velky pocet (13 %) nasich kultur tohoto druhu hodnocen jako necitlivy ke KAS,
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i kdyZz signifikantni neuspéch |écby zminénym antimykotikem nebyl dosud v literature
zaznamenan.

Podle udaji v dostupnych publikacich dominovala mezi klinickymi projevy infekce
véemi studovanymi druhy kvasinek kandidémie, zbytek tvorily pfevainé onemocnéni
mocového traktu. Pacienti byli nej¢astéji IéCeni AMB, bézné byl pouzivan i FLA a KAS. Mira
mortality byla srovnatelna s mykdzami zpisobenymi jinymi druhy kandid.

V ramci epidemiologické analyzy C. fabianii pomoci PFGE byla prokazana vysoka
variabilita karyotypl, coZ odpovida endogennimu charakteru vyskytu této kvasinky.
V souladu s uvedenym zjisténim nebyly prokazany zadné kmeny, které by mély specificky

vztah k uréitému druhu klinického materialu, geografické lokalité ¢i nemocni¢nimu oddéleni.
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8. Souhrn

Kvasinky druhG Candida pelliculosa (teleomorfni stadium Wickerhamomyces
anomalus), Candida utilis (Cyberlindnera jadinii) a Candida fabianii (Cyberlindnera fabianii)
byvaji prilezitostné izolovany z rtznych klinickych vzorkd. Jejich vzajemné odliseni pomoci
béznych mykologickych vysetfovacich postupd, zahrnujicich hodnoceni vzhledu kolonii,
mikromorfologie kultur a biochemické testy, je znacné obtizné. Proto miZe snadno dojit
k chybné identifikaci. Cilem této studie bylo nalézt spolehlivou a jednoduchou metodu
vhodnou k diferenciaci uvedenych druhl v laboratofich lékaiské mykologie, stanovit jejich
frekvenci v klinickém materidlu a charakterizovat soubor vysetfovanych kment z hlediska
citlivosti k systémovym antimykotikiim a miry vzajemné pribuznosti izolata.

Do studie bylo zahrnuto 256 izolatl kvasinek pochazejicich od stejného poctu pacientt
hospitalizovanych v 10 velkych nemocnicich v Ceské republice. Kultury byly ziskany z rGznych
druhl klinického materialu, pricemz pavodné byly biochemicky uréeny jako C. pelliculosa
nebo C. utilis. U jednotlivych kmen( byl nejprve hodnocen vzhled kolonii na kultivaénich
padach véetné chromogenniho média a dale mikromorfologie na ryZzovém agaru.
Charakterizace izolatli pokracovala testovanim biochemickych vlastnosti soupravou ID 32C
(bioMérieux). Druhové urceni kultur uvedenou metodou bylo porovnano s vysledky
dosazenymi hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF pomoci pfistroje Microflex LT (Bruker
Daltonics). Spravnost identifikace kmena s nizsim skdre (<2,0) byla ovérena sekvencovanim.
Dédle byla zjistovana mira rezistence izolatd k systémovym antimykotikim. Minimalni
inhibiéni koncentrace (MIC) deviti antifungalnich latek byly stanoveny kolorimetrickou
mikrodilu¢ni soupravou Sensititre YeastOne (Thermo Fischer Scientific). K posouzeni
vnitrodruhové variability kmen( za ucelem hodnoceni epidemiologickych souvislosti byla
vyuzita pulzni gelova elektroforéza (PFGE).

Bylo zjisténo, Ze hodnoceni morfologickych znak( neni dostacujici pro spolehlivou
druhovou diferenciaci. Hmotnostni spektrometrii bylo prokazano, ze se C. fabianii vyskytuje
v klinickém materidlu v porovnani s ostatnimi dvéma druhy mnohem castéji, biochemicky
vsak byva velmi casto urcovana jako C. pelliculosa, pfipadné C. utilis z divodu absence prvné
zminéného druhu v databazich vSech béiné dostupnych komercnich produktl. Na zakladé
ziskanych zkuSenosti byl navrzen zplsob jeho odliSeni soupravou ID 32C pomoci rozdil{
v asimilaci metyl-D-glukopyranosidu a erytritolu. V ramci testovani citlivosti k antimykotik(m

byly u C. fabianii zjistény vyssi hodnoty MIC nez u C. pelliculosa a C. utilis, navic byla témér



| 89

tfetina izolatl tohoto druhu rezistentnich alespon k jednomu antimykotiku a zhruba 30 %
z nich ke dvéma a vice. Pomoci PFGE byla u C. fabianii zaznamenana vysoka variabilita
karyotyp( svédcici o endogennim plvodu kmena.

Pokud je nam znamo, dosud nebyla publikovana studie, ktera by analyzovala tak
rozsahly soubor kmenl C. fabianii. Na zakladé ziskanych vysledkd lze pro identifikaci
zminéné kvasinky v laboratorich Iékarské mykologie jednoznacné doporudit vyuziti systému
MALDI-TOF MS, v pfipadé nutnosti biochemického urcovani izoldtd pak soupravu ID 32C
s modifikaci hodnoceni numerickych profild. Dale byl touto studii presvédcivé
dokumentovan vyznam tohoto druhu z hlediska Cetnosti v klinickych vzorcich a citlivosti

k pouzivanym systémovym antimykotikim.
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9. Summary

The yeast species C. pelliculosa (teleomorph: Wickerhamomyces anomalus), C. utilis
(Cyberlindnera jadinii) and C. fabianii (Cyberlindnera fabianii) are occasionally isolated from
various clinical samples. It is rather difficult to distinguish them from one another using
common mycology methods including assessment of colony appearance, culture
micromorphology and biochemistry tests. Therefore, erroneous identification may occur.
This study aimed at finding a reliable and simple method suitable for differentiation among
the above species in medical mycology laboratories, determining their frequency in clinical
samples and characterizing a group of strains with respect to their susceptibility to systemic
antifungal agents and the level of relationship among isolates.

The study comprised 256 yeast isolates collected from the same number of patients
staying in 10 large hospitals in the Czech Republic. The strains were obtained from various
types of clinical material; originally, they were biochemically identified as C. pelliculosa or
C. utilis. In individual cultures, the appearance of colonies on culture media including
chromogenic media and micromorphology on rice agar were first assessed. The strain
characterization continued with tests for biochemical properties using the ID 32C kit
(bioMérieux). The results of species identification by the above method were compared with
those obtained by MALDI-TOF mass spectrometry (MS) using the Microflex LT system
(Bruker Daltonics). The accuracy of identification of strains with lower scores (<2.0) was
verified by sequencing. Furthermore, the level of resistance of isolates to systemic antifungal
agents was determined. Minimum inhibitory concentrations (MICs) of nine antifungal agents
were determined with the Sensititre YeastOne colorimetric microdilution kit (Thermo Fischer
Scientific). The intraspecies variability of strains was assessed by pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) to determine epidemiological relationships

The assessment of morphological characteristics was found to be inadequate for
reliable species differentiation. Mass spectrometry showed that C. fabianii is much more
frequent in clinical material compared with the other two species. However, it is very often
biochemically identified as C. pelliculosa or C. utilis because the former is very often absent
in databases of all common commercially available kits. Based on the experiences obtained,
an approach to its differentiation was proposed. It uses the ID 32C kit and assimilation
of methyl-D-glucopyranoside and erythritol. Test of susceptibility to antifungal agents

showed higher MICs for C. fabianii than for C. pelliculosa and C. utilis. Moreover, almost one-
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third of C. fabianii isolates were resistant to at least one antifungal agents and
approximately 30% of them were resistant to two or more agents. Using PFGE, a high
variability of karyotypes was noted in C. fabianii, suggesting an endogenous origin of
the strains.

To the best of our knowledge, no study analyzing such a large sample of C. fabianii
strains has been published. The results clearly show that this particular yeast is best
identified with a MALDI-TOF MS system. If isolates need to be biochemically determined,
the ID 32C kit with modified assessment of numerical profiles is recommended. Finally,
the study clearly showed the importance of this species in terms of frequency in clinical

samples and its susceptibility to systemic antifungal agents used.
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Graf 10: Rozlozeni MIC mikafunginu u studovaného souboru kvasinek po 24 a 48 h

Graf 11: RozloZeni MIC anidulafunginu u studovaného souboru kvasinek po 24 a 48 h

Graf 12: RozloZeni MIC flukonazolu u izolatl Candida fabianii podle typu klinického
materialu.

Graf 13: RozloZeni MIC itrakonazolu u izolatt Candida fabianii podle typu klinického
materialu

Graf 14: RozloZeni MIC vorikonazolu u izolatl Candida fabianii podle typu klinického
materialu

Graf 15: RozloZeni MIC posakonazolu u izolatl Candida fabianii podle typu klinického
materialu

Graf 16: Procentudlni porovndni interpretace MIC izolata Candida fabianii mezi

participujicimi zdravotnickymi zafizenimi

12.3. Seznam obrazku
Obr. 1: Morfologie kolonii na chromogenni pddé COLOREX Candida
Obr. 2: Vzajemné odliseni druhu Candida albicans (vlevo) a Candida dubliniensis
(vpravo) pomoci diagnostické soupravy ELITex Bicolor dubliniensis

Obr. 3: Schéma elektroforézy v ortogonalnim poli
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Princip jednotlivych variant pulzni gelové elektroforézy

Schéma hmotnostniho spektrometru s technologii MALDI-TOF

Kultury Candida fabianii, Candida pelliculosa a Candida utilis na Sabouraudové
agaru po 48 h/37 °C

Makrokolonie Candida fabianii, Candida pelliculosa a Candida utilis na
Sabouraudové agaru po 10 dnech/37 °C

Kultury Candida fabianii, Candida pelliculosa a Candida utilis na chromogenni
padé po 48 h/37 °C

Mikroskopicky vzhled kultur Candida fabianii, Candida pelliculosa a Candida
utilis na ryZovém agaru

Hmotnostni spektrum Candida fabianii

Reprezentativni karyotypy Candida fabianii, Candida pelliculosa a Candida
utilis

Ptiklady karyotyp( Candida fabianii

Demonstrace pfibuznosti karyotypu vybranych klinickych izolatd kvasinek
metodou pulzni gelové elektroforézy

Reprezentativni dendrogram pfibuznosti karyotypt Candida fabianii z hlediska
pohlavi a véku pacientt

Charakter zakalu v jamce s methyl-D-glukopyranosidem u Candida pelliculosa

s pravdépodobnosti identifikace 54,2-99,7 % (nahote), resp. 99,9 % (dole)

12.4. Seznam zkratek

dNTPs

HIV

syndrom ziskané imunodeficience
amfotericin B

anidulafungin

kasitonovy agar (Antimycotic Sensitivity Agar)
jednotky tvofici kolonie

Ustav pro klinické a laboratorni standardy (Clinical and Laboratory Standard
Institute)

deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleosidtrifosfaty

virus lidského imunodeficitu
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EUCAST Evropské komise pro testovani antimikrobialni citlivosti (European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing)

FCZ flucytozin

FLA flukonazol

FN fakultni nemocnice

ITR itrakonazol

JIP jednotka intenzivni péce

KAS kaspofungin

kb kilobaze

KET ketokonazol

MALDI hmotnostni spektrometrie

MDG a-metyl-D-glukopyranosid

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MIK mikafungin

NASBA metoda amplifikace RNA pomoci 3 enzymu
OR organické rozpoustédlo

PCR polymerazova retézova reakce

PFGE pulzni gelova elektroforéza

POS posakonazol

RAPD nahodna amplifikace polymorfni DNA
RFLP delkovy polymorfismus restrikénich fragment(
RNA ribonukleova kyselina

SGA Sabourauduv glukézovy agar

VOR vorikonazol



