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1. Pfehled problematiky

1.1 Rod Aspergillus a jeho klinicky vyznam

1.1.1. Onemocnéni vyvolana zastupci r. Aspergillus

Rod Aspergillus zahrnuje prevainé pGdni saprotrofy, vyskytujici na rGznych tlejicich
substratech. Jednd se o oportunni patogeny, proto systémové infekce u relativné zdravych
hostitell (tj. u kterych nebyl zjistén imunodeficit) jsou velmi vzacné (1). Aspergildza je
nejcastéjsi systémovou infekci vyvolanou vlaknitymi houbami. Hlavnim etiologickym agens je
Aspergillus fumigatus sensu stricto (2). Jeho schopnost vyvolat infekci souvisi s velikosti spor,
které jsou schopny proniknout az do plicnich alveold (3). Nejcastéjsi vstupni branou infekce
jsou plice (4).

V imunitni odpovédi hostitele na pritomnost aspergilovych spor nebo hyf se uplatiuji dva
druhy fagocytujicich bunék - plicni alveolarni makrofagy a granulocyty (3). Vznik infekce
v zavislosti na interakci houba-hostitel je zndzornén na obrazku 1.

Spektrum klinickych forem aspergildz je velmi Siroké a zavisi na imunitnim stavu hostitele.
Jedna se o lokdIni (napf. otitis externa, onychomykdzy, aspergilom), semiinvazivni (napf.
chronickd plicni aspergiléza [CPA]) nebo zdvainé invazivni systémové mykdzy s vysokou
mirou mortality (4). DalSimi moZnymi zdravotnimi komplikacemi v souvislosti se zminénymi
vlaknitymi  houbami jsou alergické formy onemocnéni a mykotoxikdzy. Alergicka
bronchopulmonarni aspergiléza je komplexni reakce organismu na zvySenou pritomnost
houby v dychacich cestach (5). Nej¢astéji se vyskytuje jako komplikace u astmatu a cystické
fibrozy. Dochazi pfi ni ke zvySeni hustoty bronchidlniho sekretu a permanentni alergicka
zanétliva reakce ve sténé pridusek navozuje tézké projevy onemocnéni (5). Mykotoxikdzy

jsou zpUsobeny pritomnosti mykotoxinl, coZ jsou sekundarni metabolity aspergilt, které



mohou mit akutni nebo chronicky nepfiznivy vliv na zdravi nejen lidi, ale i zvifat a
péstovanych plodin. Mezi nejdulezitéjsi mykotoxiny uvedenych mikromycet se radi aflatoxin,
ochratoxin, trichoteceny, fumonisiny a dalsi. Jednim z nejvyznamnéjsich producentl téchto

latek je Aspergillus flavus (6).

Obr. 1. Patogeneze plicni infekce vyvolané Aspergillus fumigatus (prevzato z Dagenais et

Keller [3])
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V zevnim prostredi se na sporulujicim konidioforu vytvati velké mnozstvi konidii, které se Sifi vzduchem, mohou
byt vdechnuty a dostat se az do dolnich cest dychacich. Spéry, které maji malou velikost, mohou proniknout az
do alveold. Pokud nejsou efektivné odstranény, zacnou kli¢it a dochazi ke vzniku invazivni infekce. Jeji forma se
lisSi v zavislosti na typu imunosuprese: bud dojde k zanétu navozenému terapii kortikosteroidy za ucasti

granulocytd nebo, pfi jejich chybéni, k nekontrolovanému ristu hyf s rizikem nasledné diseminace.

Jak jiz bylo zminéno, patogenni potencidl uvedenych vldknitych hub je nizky, nejdllezité;jsi
pro vznik aspergiléz jsou proto rizikové faktory na strané pacienta. Mezi né patfi
neutropenie, terapie kortikosteroidy, riznd plicni onemocnéni, napf. tuberkuléza (TBC),

nebo chronicka obstrukéni plicni nemoc (CHOPN), dale traumata i popaleniny (4,5,7).



U invazivnich infekci je nejcastéjsi postizeni plic, pficemz hlavnim etiologickym agens je A.
fumigatus. DalSimi druhy vyvolavajicimi zminéné mykdzy u Clovéka jsou Aspergillus flavus,
Aspergillus nidulans, Aspergillus niger a Aspergillus terreus (8). Vzhledem k tomu, Ze klinické
spektrum plicnich infekci je velmi Siroké, hovofi se vsoucasné dobé o tzv. plicnich
aspergilovych syndromech. Jednd se o Sirokou Skdlu prechodovych forem: od kolonizace
hostitele, kdy nedochazi k angioinvazi a postizeni se vyviji mésice az roky, pres chronické
semiinvazivni formy, které mohou nebo nemusi byt doprovazeny angioinvazi vlaken a
probihaji tydny az mésice, az po tézké invazivni infekce plic u neutropenickych pacientd,
které je ohrozuiji jiz za dny aZ tydny (5).

Podle miry diagnostické jistoty je pfitomnost invazivni aspergildzy rozdélena do tfi stupnd —
prokazand, pravdépodobnda a mozna (viz tabulka 1). Aby byla infekce prokazana, je nezbytny
histopatologicky nebo kultivacni ¢i mikroskopicky prikaz houby v primarné sterilnim
materialu. Pravdépodobna aspergildza vyZzaduje pfitomnost alespon jednoho kritéria z kazdé
ze tfi kategorii, kterymi jsou rizikové faktory na strané hostitele, dale klinické a mykologické

znamky infekce (9).

Tab. 1. Definice miry diagnostické jistoty u invazivni aspergildzy (prevzato z Haber et al. [5])

Diagndza IPA Kritéria

Prokazana IPA Histopatologicky nebo mikrobiologicky (kultivacni Ci
mikroskopicky) prlikaz aspergila v primarné sterilnim materidlu

(tkan, mozkomisni mok, apod.)

Pravdépodobna IPA Pfitomnost alespon jednoho kritéria z kazdé ze tfi kategorii:

1. Faktory na strané hostitele, napf. tézka neutropenie (<0,5x10°/I)
trvajici déle nez 10 dni, nebo dlouhodobd (>3 tydny) lécba
kortikosteroidy

2. Klinicka kritéria, tj. znadmky infekce dolnich dychacich cest
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s pritomnosti jednoho ze tfi nalez(l na HRCT plic:

a) ,halo sign”

b) air-crescent sign (rozpadova dutinka ve tvaru srpku) a

c) kavitace

3. mykologicka kritéria, tj. kultivaéni pozitivita z nesterilnich lokalit
(BAT) anebo pozitivita nékterého z biologickych markerd (GM,
BDG, PCR)

Mozna IPA Pacient s rizikovymi faktory, u néhoZ jsou soucasné pritomny
klinické pFiznaky, s velkou pravdépodobnosti zapfi¢inéné IPA
(v€etné ndlezu pfi pouziti zobrazovacich metod), pficemz

mikrobiologicky prikaz IPA chybi.

HRCT — vysoce rozlisujici pocitatova tomografie, IPA - invazivni plicni aspergilédza; BAT — bronchoalveolarni

tekutina; GM — galaktomanan; BDG — beta-D-glukan; PCR — polymerazova retézova reakce

1.1.2. Terapie aspergilovych infekci

Lécba aspergildz zavisi na jejich lokalizaci a typu. Kterapii lokalnich infekci (napf. otitis
externa) je mozZno pouzit mistni antimykotika (ATM), zatimco u pacientd sinvazivnimi
formami onemocnéni a u pacientd imunokompromitovanych je nutné pouzit ATM
systémova. U nékterych forem infekce se voli chirurgicka |é¢ba nebo se kombinuje
s farmakoterapii (10,11).

Ze systémovych ATM pfipadaji v ivahu azolové antifungdlni latky, kam patfi vorikonazol
(VRC), isavukonazol (ISA), posakonazol (POS) a itrakonazol (ITC), ze skupiny polyen(
amfotericin B (AMB) a dale echinokandinova ATM, tj. anidulafungin (AFG), mikafungin (MFG)
a kaspofungin (CAS). Jako lék volby pro terapii invazivnich aspergilovych infekci je
doporucovan VRC pro svij fungicidni efekt a vsoucasné dobé také novéjsi preparat ISA,

ktery ma srovnatelnou Ucinnost a je pacienty lépe tolerovan. V druhé linii se obvykle voli
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lipidové formy AMB (5,12-14). V profylaxi u vysoce rizikovych hematoonkologickych pacientt

se pouziva zejména perordlni forma POS (15).

1.1.3. Rezistence druhu Aspergilus fumigatus k antimykotiktim

Aspergillus fumigatus obvykle byva velmi dobre citlivy ke vSem uvedenym ATM,
doporucovanym k l1écbé systémovych infekci (16). V poslednich letech vSak byly v Evropé i
jinde ve svété zjistény kmeny, které mohou byt rezistentni k azolovym ATM vcetné VRC.
V Evropé byla zjiSténa rezistence zejména v souvislosti s pouzivanim fungicidnich preparat
v zemédélstvi (viz obrazek 2), a to vsouvislosti s bodovou mutaci genu pro 14-o-sterol
demetylazu (CYP51A), kterd kdéduje cil azoll (mutace TR34/L98H) (17,18). Uvadi se, Ze
azolova rezistence je v Evropé pomérné rozsirena, primeérna zjisténa mira necitlivych izolatd
A. fumigatus je 3,2 % (19). Situaci v CR bohuzel nezndme, aviak prvni kmen A. fumigatus
rezistentni k azolovym ATM s mutaci TR34/L98H byl izolovan autorkou této prace
z klinického materialu v loriském roce (26.10.2018).

Ke vzniku rezistence vSak nemusi dojit pouze v pfirodé, mutace mlzZe nastat také v prabéhu
|é¢by pacienta jak je demonstrovano na obrazku 2 (20,21). V oblastech, kde environmentalni
rezistence A. fumigatus dosahuje 10 % a vice, je jako prvni linie doporuc¢ena kombinovana
terapie VRC s echinokandiny nebo lipozomalni AMB (20). Neblahym dlsledkem infekce
rezistentnimi kmeny je zvySeni mortality pacientl (22,23). Ztohoto dlivodu je dulezité
vhodnymi metodami testovat citlivost u klinicky vyznamnych izolatd, zejména v pribéhu

dlouhodobé terapie, a sledovat vyvoj epidemiologické situace v CR.
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Obr. 2. Cesty vzniku infekce kmenem Aspergillus fumigatus rezistentnim k azolovym

antimykotikGim (prevzato z Verweij et al. [20])
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K infekci mGze dojit zménou pulvodné citlivého kmene béhem dlouhodobé terapie azoly (patient route), nebo
jiz rezistentnim izolatem z prostfedi (environmental route). Modfe je znazornén citlivy, Cervené rezistentni

kmen.

1.1.4. Kryptické druhy aspergilt

Rod Aspergillus se déli do sedmi podrodu, které jsou dale rozdéleny do nékolika sekci,
sdruZujicich prevainé druhy s podobnymi morfologickymi znaky. Z nich jsou pro lékarskou
mykologii nejvyznamnéjsi sekce Fumigati, Flavi, Nigri, Nidulantes a Terrei (24-27). Invazivni
aspergildzu (I1A) mohou kromé A. fumigatus pfrilezitostné vyvolat dalsi druhy patfici do sekce
Fumigati, pricemz podstatna vétSina znich byla nové popsana aZz v poslednich dvou
dekadach ve spojitosti s pokrokem v oblasti genetickych metod (28-30). Tyto druhy jsou
Casto nazyvany jako kryptické, protoze jsou si vzajemné morfologicky podobné a vypadaji
jako A. fumigatus, proto jsou Casto za pouziti béznych identifikacnich technik zaloZzenych na

morfologickych znacich nespravné urcovany (31-33). V principu ke stejné situaci dochazi i
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v ostatnich zminénych sekcich. Nespravna identifikace mize mit vazné dasledky, protoze
zejména druhy pribuzné A. fumigatus casto vykazuji zvySené hodnoty minimalnich
inhibi¢nich koncentraci (MIC), popt. rezistenci k azollm nebo jinym ATM. Aspergillus
lentulus, Aspergillus udagawae, Aspergillus viridinutans a Aspergillus thermomutatus
(Neosartorya pseudofischeri) ze sekce Fumigati byly nejcastéji spojeny s pripady
refrakternich IA (30). Vzhledem k tomu, Ze hodnoty MIC kryptickych kmena jsou u velkého
poctu ATM vyssi nez u druhu A. fumigatus sensu stricto, a také z didvodu mozné zkfizené
rezistence kazolim, je sprdvnd druhova identifikace a testovani antifungdlni citlivosti
nezbytné pro stanoveni vhodné terapie (25,30,34). Doporuceni pro lécbu infekci

zpUsobenych témito druhy vsak v literature zcela chybi.

Obr. 3. Morfologie zastupcti aspergili ze sekce Fumigati: a) mikromorfologie (prevzato z de

Hoog et al., 2000), b) makromorfologie (kolonie A. fumigatus sensu stricto na Sabouraudové

dextrézovém agaru)
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1.1.4.1. Zastupci kryptickych kment komplexu viridinutans ze sekce Fumigati

Druhovy komplex A. viridinutans, patfici do podrodu Fumigati (viz obrazky 3 a 4), obsahuje
morfologicky vzajemné si podobné pldni druhy, které jsou v poslednich letech stale Castéji
uvadény jako pUvodci infekci lidi a zvifat. Klinické spektrum jimi vyvolanych mykéz zahrnuje
u lidi 1A, chronické formy aspergilézy a dale keratitidy, u kocCek sinoorbitalni aspergilézu a
u psu diseminovanou IA (25,30,32,33,35). Sekce zahrnuje druhy s typicky uniseridtnimi
fialidami na konidioforech a s méchyrky subklavatniho tvaru. Konidie jsou verukézni, obvykle
kulovité, nazelenalé barvy (27). Tento komplex v souc¢asné dobé zahrnuje deset druhl a
prinejmensim Sest z nich bylo prokazano jako klinicky relevantni (32,33,35-39). V porovnani
s druhem A. fumigatus, mivaji zastupci druhového komplexu A. viridinutans zvysené hodnoty
MIC k Sirsi skale antifungalnich latek (40). Navzdory relativné velkému poctu recentné
publikovanych klinickych pripadl, profily citlivosti téchto izolatl k ATM nebyly dosud

testovany ve vétsim rozsahu.
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Obr. 4. Dendrogram rodu Aspergillus, druhového komplexu viridinutans (prevzato z Hubka

etal. [51])
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1.1.4.2. Zastupci kryptickych kmenl ze sekce Nidulantes

Sekce Nidulantes (viz obrazky 5 a 6) patfi do podrodu Nidulantes, kam se fadi jesté dalSich
osm sekci (Aeni, Cavernicolus, Bisporus, Ochraceorosei, Silvati, Raperi, Sparsi, Usti). Uvedena
sekce zahrnuje kolem 75 druh( svyraznymi morfologickymi charakteristikami, jako jsou
biseriatni konidiofory shnédé pigmentovanymi konidiofory. Pokud kmeny produkuji
askomata, byva pfitomna masa hiille cells ¢asto spolu s ¢erveno-hnédymi askosporami (viz

obrazek 5).

Obr. 5. Morfologie zastupcti aspergilti ze sekce Nidulantes: a) mikromorfologie (prevzato

z deHoog et al., 2000), b) makromorfologie (kolonie A. spinulosporus na Malt extrakt agaru)

Mikromorfologie (obrazek vlevo): a) askospory, b) ¢asti stény viecka, c) hiille cells, d) konidiofory, e) konidie

v

Vétsina druh(l v této sekci vytvari sexualni stadium, které v drivéjsim dudlnim systému ndzv(
mélo teleomorfni oznaceni Emericella (41). Dualni ndzvoslovi znamena, Ze pro jeden druh byl

rozliSovan nazev pro nepohlavni stadium (tzv. anamorfu) a pohlavni stadium (tzv.
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teleomorfu). V soucasné dobé je vsak prijat systém ,,one fungus = one name”, takze houby
se jiz nepojmenovavaji dvéma ndzvy, ale pouze jednim (42).

V literature byla publikovana fada ¢lankd, ve kterych byl A. nidulans uvadén jako puvodce
raznych infekci lidi. Byly popsany pfipady otomykdzy, mycetomu, keratitidy, sinusitidy,
plicniho aspergilomu a také IA (41,43). Dalsi zastupci této sekce, véetné kryptickych druhd,
jako A. spinulosporus (syn. A. delacroxii, A. nidulans var. echinulatus), A. dentatus, A.
protuberus, A. quadrilineatus, A. sublatus, A. unguis, A. sydowii, A. versicolor a A.

hongkongensis byly rovnéz zmifiovdani jako puvodci humannich infekci (44,45).
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Obr. 6. Dendrogram rodu Aspergillus, sekce Nidulantes (pfevzato z Chrenkova et al. [45])

[ABE24041] IFM 54205; soil, Brazil

calmodulin, ML tree
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1.2. Metodiky testovani citlivosti in vitro

1.2.1. Standardizované metodiky testovani citlivosti k antimykotikiim

Vyvoji standardizovanych metodik pro testovani citlivosti mikromycet k ATM se vénuji dvé
instituce. Historicky starsi je Ustav pro klinické a laboratorni standardy (CLSI), dfive nazyvany
Narodni vybor pro klinické laboratorni standardy (NCCLS), v ramci kterého byla ustanovena
subkomise pro testovani citlivosti k ATM. Ustav vypracoval nékolik dokument(, a to
dokument M27, popisujici dilu¢ni bujonovou metodu pro testovani citlivosti kvasinek, M38
pro testovani vlaknitych hub dilu¢ni metodou a M44 a M51 pro stanoveni citlivosti kvasinek,
resp. vlaknitych hub diskovou difuzni metodou. V Evropé byla v roce 1997 zaloZzena Evropska
komise pro testovani antimikrobialni citlivosti (EUCAST), v ramci niz vznikla subkomise pro
testovani antifungalni citlivosti (AFST). Clenové EUCAST-AFST vytvorili dva dokumenty,
E.Def.7.1 a E.Def.9.1, v nichZ je popsano testovani citlivosti kvasinek resp. konidioformnich
vldknitych hub k systémovym ATM mikrodiluéni metodou. Metodické postupy CLSI a
EUCAST-AFST se principialné shoduji, v nékterych aspektech se vsak lisi (46). Jedna se
zejména o denzitu inokula a zplUsob pripravy, mnozstvi glukézy v médiu a dno jamek

v mikrotitracnich destic¢kach. VSechny rozdily jsou prehledné shrnuty v tabulce 2 (47).

Tab. 2. Rozdily v metodikach mezi dokumenty M38A CLSI a E.Def. 9.1 EUCAST (upraveno

podle Lass-Florl et Perkhofer [47]).

Charakteristika CLSI M38A EUCAST-AFST E.Def. 9.1

Denzita inokula 0,45 x 10" CFU mI™ 2-5x10°CFUml*

Standardizace inokula | Spektrofotometricky Burkerova komurka nebo zakal 0,5 McF
(u aspergild)

Testovaci médium RPMI 1640 RPMI s 2 % glukdzy

Mikrotitracni jamky s kulatym dnem jamky s plochym dnem

desticky
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1.2.2. Komercni metody pro testovani citlivosti k antimykotikiim

1.2.2.1. Kvalitativni metody

Pro kvalitativni testovani citlivosti, které umoziuje kategorizaci vysledk(l jako ,citlivy”,
yJintermedidrni“ a ,rezistentni”, jsou vhodné tablety Neosensitabs se standardizovanym
obsahem ATM (Rosco Diagnostica, Dansko) (46). Metoda je demonstrovana na obrdzcich 7 a
8. Pro testovani kvasinek se jako médium pouzivd Mueller-Hinton agar s methylenovou
modfi (MHAM), u vlaknitych hub je metoda standardizovédna pro vybrana ATM (AMB, VRC,
ITC, POS a CAS) na Mueller-Hintonové agaru (MHA) (48,49). Vyhodou je nenarocnost
provedeni, rychlost a nizka cena. V pfipadé, Ze se jedna o klinicky relevantni izolaty, mély by

byt vysledky upfesnény pomoci metod pro stanoveni MIC.

Obr. 7. Testovani citlivéeho kmene Aspergillus fumigatus k antimykotikiim pomoci tablet

Neosensitabs na Mueller-Hintonové agaru

MHA — Mueller-Hinton agar, 24h, 37°C, AMPHO — amfotericin B, ITRAC — itrakonazol, POSAC — posakonazol,

CASP5 — kaspofungin, VOR 1 — vorikonazol, PIM — pimaricin
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Obr. 8. Testovani citlivosti k antimykotikim kmene Candida glabrata rezistentniho k

azolim pomoci tablet Neosensitabs na Mueller-Hintonové agaru s metylénovou modfi

MHAM - Mueller-Hinton agar s methylenovou modfi, 24h, 37°C, FLUCZ — flukonazol, ITRAC — itrakonazol,

MICOZ — mikonazol, KETOC — ketokonazol, VOR 1 — vorikonazol; POSAC — posakonazol, CASP5 — kaspofungin

1.2.2.2. Kvantitativni metody
Pro rutinni testovani MIC ATM klinickych izolatd kvasinek a vldaknitych hub byly vyvinuty
techniky odvozené od referenénich metod. V laboratofich je pouZivan zejména Etest a

Sentititre YeastOne (46).

1.2.2.2.1. Etest

Etest (bioMeriéux, Francie) je inertni plastikovy prouzek, ktery na jedné strané obsahuje
exponencialni gradient koncentraci antimikrobni latky. Na druhé strané prouzku je
kontinualni stupnice, obvykle odpovidajici patnacti redénim testované antimikrobidlni latky.
Pro kultivaci se v pripadé testovani citlivosti k antimykotikim pouzivd médium pro tkanové
kultury, tzv. RPMI 1640 (Roosevelt Park Memorial Institute) agar. Na jeho povrch,

naockovany inokulem testované mikromycety, se poloZi prouzek Etestu. Po inkubaci, trvajici
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obvykle 24 h, se kolem prouzku vytvori zéna inhibice rlstu kapkovitého az elipsovitého
tvaru. MIC se odecitd v misté, kde okraj zény pretina prouzek, jak je demonstrovdno na

obrazku 9 (46).

Obr. 9. Pfiklad stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) k antimykotikiim

Aspergillus lentulus pomoci diagnostickych prouzkt Etest

AVLE K90

Inkubace 48 h, 35°C na RPMI agaru. MIC: POS (posakonazol) 0,38 mg/l, AP (amfotericin B) > 32 mg/I, IT

(itrakonazol) 1,5 mg/I, VO (vorikonazol) 4 mg/I

1.2.2.2.2. Sensititre YeastOne

Sensititre YeastOne (YO; TREK Diagnostic Systems, USA) je kolorimetricky mikrodilu¢ni test.
Zpusob provedeni a hodnoceni je odvozen od metodiky popsané v dokumentu M27-A2 CLSI.
Jamky v mikrotitracni desticce obsahuji nékolik ATM ve vysuseném stavu (napf. Sensititre
YO10; AFG, MFG, CAS, 5-fluorocytosin, POS, VRC, ITC, FLU a AMB) a kolorimetricky indikator

resazurin (Alamar blue). Doporucend doba inkubace pfi 35 °C je 24 h pro kandidy, 72 h pro
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kryptokoky a 48—72 h pro aspergily. Rist mikromycet se projevi barevnou zménou v jamce

evvs

zachovanym modrym zbarvenim, jak je demonstrovdno na obrazku 10 (46).

Obr. 10. Priklad stanoveni minimalnich inhibicnich koncentraci (MIC) antimykotik u kmene

Aspergillus felis pomoci soupravy Sensititre YeastOne

Lo
P
-
i

LAY

Inkubace 48h, 35°C. MIC AMB 2 mg/| (amfotericin B; sloupec 12), VRC 1 mg/I (vorikonazol; fadek F), ITC 12 mg/I

(itrakonazol; fadek G) a POS 0,12 mg/| (posakonazol; fadek E)

1.2.2.3. Testovani rezistence k azolovym antimykotikiim

Kromé detekce rezistentnich izolatd pomoci referentnich metodik (EUCAST, CLSI), byla
popsana také skriningova metoda (E.Def 10.1) pro detekci azolové rezistence u A. fumigatus
pomoci ¢tyfjamkové agarové desticky s azolovymi ATM (viz obrazek 11). Pokud testovany
kmen roste vjamkach obsahujicich jednotliva ATM, pak se potencidlné mlzZe jednat o

rezistentni izolat (50). ProtoZe jednotlivé kolonie aspergil z jednoho vzorku mohou skryvat
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razné profily citlivosti/rezistence, mélo by byt testovano vice kolonii (ideadlné do péti), aby se

zvysila senzitivita zachytu k azoldm necitlivych kmenu (14).

Obr. 11. Ctyfjamkova desticka pro vyhledavani rezistence k azolovym antimykotikiim
POS
(0.5 mg/L)

C) o/

Desticka obsahuje 1 ml média s azolovymi antimykotiky (jamky 1-3) a médium bez antimykotik (jamka 4), které

slouZi jako kontrola ristu; ITC — itrakonazol, VRC — vorikonazol, POS — posakonazol (prevzato z Guinea et al.

[50])

2. Cile prace
v’ Ziskani praktickych zkuSenosti se standardizovanou metodikou pro testovani
vldknitych hub k ATM podle dokumentu EUCAST-AFST E.Def.9.3. Metodika nebyla
dosud v Ceské republice testovana.
v' Stanoveni MIC u méné obvyklych klinickych izoldtl aspergili se zaméfenim na
kryptické druhy v sekci Fumigati (druhovy komplex viridinutans) a Nidulantes.
v" Porovnani MIC uvedenych druhd aspergild ziskanych 1) pomoci standardizované

metodiky EUCAST-AFST E.Def 9.3 a 2) kolorimetrickou soupravou YO. Zjisténi miry
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shody vysledkli obou metod a ztoho vyplyvajici pouZitelnost YO pro testovani

citlivosti téchto druh(i aspergild v rutinnich laboratofich |ékafské mykologie.

Zamérem této prace bylo zavést v Ceské Republice standardizovanou metodu popsanou
odborniky z Evropské komise pro testovani antimikrobialni citlivosti zamérenou na testovani
antifungdlnich latek (EUCAST-AFST). Tato metoda umoznuje stanovovani hodnot MIC popf.
MEC (minimalini inhibi¢ni/efektivni koncentrace) u vldknitych hub (nebo kvasinek).

Standardizovanou metodikou mély byt testovany kmeny vldknitych hub izolované
z klinického materialu jako pravdépodobné nebo prokazané plvodce infekce, aby se podafrilo
zjistit rozmezi hodnot MIC, které by pozdéji mohlo poslouzZit pro stanoveni tzv. ECOFF
(epidemiological cut-off values). Naplni prace bylo zaméfit se zejména na vzacnéjsi druhy
aspergil(, u kterych doposud nebyl testovan vétsi soubor izoldtd a pro néz chybéji
konzistentnéjsi epidemiologické Udaje. Do souboru byly proto kromé kmen( izolovanych
primo z klinického materidlu zarazeny také kmeny izolované z jinych substratt (napf. z pady),
zejména pak kmeny, které jsou uloZzeny ve sbirkach hub v Praze (Culture Collection of Fungi;
CCF) nebo jinde na svété, a jejichz identifikace byla ovéfena molekuldrné. Ziskana
epidemiologicka data o hodnotdch MIC u téchto vzacnych druhll by do budoucna mély mit
velky pfinos pro lékare a mikrobiology, ktefi se s témito malo nebo méné frekventovanymi
druhy v klinickém materidlu setkaji jako s pravdépodobnymi nebo prokdzanymi plvodci
onemocnéni. Zejména tam, kde se podafi identifikovat pUvodce aspergilézy, ale nebude
z néjakého dlvodu mozné rychle, nebo dokonce nebude moziné vilbec, otestovat jeho
citlivost. U nékterych méné obvyklych druhl rodu Aspergillus podobnych A. fumigatus
(kryptické druhy) byla totiz prokazana snizena citlivost (popf. rezistence) k VRC pfip. k dalsSim

anti-aspergilovym ATM.
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3. Material a metody

3.1. Pouzité kmeny

Do této studie bylo zarazeno celkem 171 kmen0 vybranych druh( aspergilll, a to prevazné
kryptickych zastupcl ze sekce Fumigati a Nidulantes, jejichz identifikace byla ovérena
sekvenaci vybranych gen(l. Pro zastupce sekce Fumigati z komplexu A. viridinutans byly
sekvenovany geny pro B-tubulin (BenA), kalmodulin (CaM), RNA polymerazu Il (RPB2) a aktin
(act) (51). Pro zastupce sekce Nidulantes byly sekvenovany geny pro kalmodulin (caM) a RNA
polymerazu Il (RPB2), které jako jediné z uzivanych gen(i dovedou rozlisit vSechny kryptické

druhy (33).

Graf 1. Druhové zastoupeni izolatti komplexu Aspergillus viridinutans (n=90)

O A. felis (n=27)

B A. udagaw ae (n=17)

O A.wyomingensis (n=15)
O A. arcoverdensis (n=13)

B A. pseudoviridinutans (n=7)
O A. acrensis (n=5)

B A. aureolus (n=3)

O A. siamensis (n=2)

B A. viridinutans (n=1)

Celkem bylo testovano 90 zastupcl komplexu Aspergillus viridinutans ze sekce Fumigati,
ktefi byli zastoupeni deviti druhy, jak je znazornéno v grafu ¢. 1. Z rGznych materidl(i po

celém svété (v€etné klinickych vzorkd) byly ziskany ndsledujici druhy: A. felis (n=27), A.
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udagawae (n=17), A. wyomingensis (n=15), A. arcoverdensis (n=13), A. pseudoviridinutans
(n=7), A. acrensis sp. nov. (n=5), A. aureolus (n=3), A. siamensis (n=2) a jeden izolat A.
viridinutans. Prehled téchto izolatll, jejich identifikace a zdroj je uveden vtabulce P1 v
ptiloze. Obéma metodami (EUCAST a YO) byla testovana ¢tyfi ATM a to VRC, ITC, POS a AMB.
Standardizovanou metodikou pak byly stanovovany hodnoty MEC pro echinokandiny.

Do studie bylo ddle zahrnuto 81 kmenu ze sekce Nidulantes, které byly zastoupeny sedmi
rdznymi druhy, jak je znazornéno v grafu ¢. 2: A. nidulans (n=27), A. sublatus (n=16), A.
rugulosus (n=12), A. quadrilineatus (n=11), A. spinulosporus (n=12), A. corrugatus (n=2) a
jeden izolat A. pachycristatus. Prehled studovanych izolat(, véetné jejich identifikace a zdroje
je uveden v tabulce P2 v pfiloze. Obéma metodami (EUCAST a YO) byla testovana ¢tyfi ATM a

to VRC, ITC, POS a AMB.

Graf 2. Druhové zastoupeni izolatt aspergilt ze sekce Nidulantes (n=81)

@ A. nidulans (n=27)

m A. sublatus (n=16)

O A. rugulosus (n=12)

O A. spinulosporus (n=12)
W A. quadrilineatus (n=11)

@ A. corrugatus (n=2)

m A. pachycristatus (n=1)
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3.2. Antimykotika

AFG a VRC byly ziskany v praskové formé od firmy Pfizer Pharmaceutical Group (USA), MFG
od firmy Astellas Pharma Inc. (Japonsko), CAS a POS od firmy Merck Sharp and Dohme
Research Laboratories (USA); a ITC a AMB byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich (Ceska

Republika).

3.3. Metodika EUCAST-AFST E. Def 9.3.
NiZe (v bodech 3.3.1-3.3.7) je uveden pracovni postup pro testovani citlivosti vlaknitych hub
v souladu se standardizovanou metodikou EUCAST-AFST, podle kterého byly pfipraveny

mikrotitracni desticky, jak je uvedeno v dokumentu E. Def 9.3 (52).

3.3.1. Postup pfipravy média

Zakladnim médiem je RPMI se 2 % glukdzy (viz tabulka 3). Médium bylo pfipraveno pfidanim
do 900 ml destilované vody spolu s MOPS, dokud se michanim vSechny komponenty zcela
nerozpustily. Pomoci 1M NAOH bylo pfi pokojové teploté upraveno pH na 7,0. Nasledné byla
doplnéna voda do konecného objemu jeden litr. Médium bylo sterilizovano filtraci filtrem s
poéry o velikosti 0,22 pl a bylo mozno jej uchovavat pfi 4°C po dobu Sesti mésicl. Pro ucely
kontroly kvality byla pouzita jedna alikvota sterilniho média ke kontrole sterility a
k otestovani pH (6,9-7,1) a druhd jako rlstova kontrola, na které byl otestovan rust

referenc¢niho kmene.

Tab. 3. Slozeni RPMI média se 2 % glukdzy pufrovaného MOPS

Slozka Mnozstvi
Destilovana voda 900 ml
RPMI 1640 20,8 ¢
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MOPS

69,06 g

Glukdza

36g

3.3.2. Priprava zasobniho roztoku

ATM substance v prasku se nechaly vytemperovat pfi pokojové teploté. Pro pfipravu

zasobniho roztoku bylo nutné vzit v ivahu potenci dané Sarze ATM. Mnozstvi latky v suchém

stavu anebo

rozpoustédla k pripravé standardniho

nasledujiciho vzorce:

Hmotnost (g) =

Objem (l) =

objem(l) x koncentrace(mg/1)

assay _ potency(mg/g)

hmostnost(g) x assay _ potency(mg/ g)

koncentrace(mg /1)

roztoku bylo vypocitano podle

ATM prasek byl pfi vazeni 100 mg zvazen na analytickych vahach s presnosti na dvé

desetinna mista. Zasobni roztok byl pfipraven o koncentraci 200 x vy$si nez byla nejvyssi

testovand koncentrace. Rozpoustédla a doporucena rozmezi koncentraci jsou uvedeny

v tabulce 4.

Tab. 4. Rozpoustédla pro pripravu zasobniho roztoku, charakteristika a prislusné rozmezi

testovanych koncentraci antimykotik

Antimykotikum Rozpoustédlo Charakteristika Testovaci rozmezi (mg/l)
Amfotericin B DMSO Hydrofobni 0,0312-16
Anidulafungin DMSO Hydrofobni 0,0312-16

Kaspofungin DMSO Hydrofobni 0,0312-16

Itrakonazol DMSO Hydrofobni 0,0156-8

Mikafungin DMSO Hydrofobni 0,0312-16

Posakonazol DMSO Hydrofobni 0,0156 -8

Vorikonazol DMSO Hydrofobni 0,0156 -8




30

Neuvadi-li vyrobce jinak, zasobni roztoky byly skladovany v malych objemech ve sterilnich
propylenovych nebo polyesterovych lahvickach minimalné pfi -70°C a to nejdéle po dobu 6
mésicl (v€etné echinokandind). Po vytaZzeni a rozmrazeni byl zasobni roztok pouZit jesté

tentyz den a z(istatek byl vyhozen.

3.3.3. Priprava pracovniho roztoku

Rozmezi testovanych koncentraci by mélo zahrnovat breakpoint (BP) a stejné tak i hodnotu
MIC, kterad je ocekdvana u QC kmene (Quality Control strain; kontrolni kmen). Rozmezi
koncentraci pro jednotlivd ATM je uvedeno v tabulce 4. Rada dvojnasobného fedéni byla
pripravena v RPMI médiu se 2 % glukozy (viz tabulka 5, 6). Médium pouzité v destickach bylo

pripraveno v dvojnasobné koncentraci, protoze po pridani inokula doslo k 50% ziredéni.

Tab. 5. ISO schéma pro pripravu série fedéni antimykotik s finalni koncentraci 0,0312-16

mg/|
Krok | Koncentrace Zdroj Objem Objem Ziskana Koncentrace (mg/l) po
(mg/1) antimykotika | rozpoustédla koncentrace zfedéni 1:100 s RPMI
(1) (1) (mg/1) s 2 % glukézy

1 3200 Zasobni roztok 200 0 3200 32

2 3200 Zasobni roztok 100 100 1600 16

3 3200 Zasobni roztok 50 150 800 8

4 3200 Zasobni roztok 50 350 400 4

5 400 Krok 4 100 100 200 2

6 400 Krok 4 50 150 100 1

7 400 Krok 4 50 350 50 0,5

8 50 Krok 7 100 100 25 0,25

9 50 Krok 7 50 150 12,5 0,125

10 50 Krok 7 25 175 6,25 0,0625
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Tab. 6. ISO schéma pro pfipravu série fedéni antimykotik s finalni koncentraci 0,0156-8

mg/|
Krok | Koncentrace Zdroj Objem Objem Ziskana Koncentrace (mg/l) po
(mg/1) antimykotika | rozpoustédla koncentrace zfedéni 1:100 s RPMI
(ul) (u) (mg/1) s 2 % glukézy
1 1600 Zasobni roztok 200 0 1600 16
2 1600 Zasobni roztok 100 100 800 8
3 1600 Zasobni roztok 50 150 400 4
4 1600 Zasobni roztok 50 350 200 2
5 200 Krok 4 100 100 100 1
6 200 Krok 4 50 150 50 0,5
7 200 Krok 4 50 350 25 0,25
8 25 Krok 7 100 100 12,5 0,125
9 25 Krok 7 50 150 50 0,0625
10 25 Krok 7 25 175 25 0,03125

Postup pro pripravu pracovniho redéni:

1. Vezme se lahvicka se zasobnim roztokem ATM z mraziciho boxu (min. -70°C).

2. Do deviti dalSich zkumavek se rozplni pfislusny objem rozpoustédla (viz tabulka 4,5,6).

3. Nasleduji se kroky viz tabulka 5,6, aby byla ziskana série fedéni 200 x vysSi nezZ je

nejvyssi testovana koncentrace.

4. Do 10 zkumavek se prenese 9,9 ml RPMI se 2 % glukdzy. Odebere se 100 ul z kazdé

zkumavky a prenese se do 10 zkumavek s 9,9 ml kultivacniho média (fedéni 1:100).

5. Do jamky vkazdém sloupci (1-10) se pfidda 100 pl z kaidé zkumavky obsahujici

odpovidajici koncentraci ATM. Do kazdé z jamek 11, 12 se pfida 100 pl RPMI se 2 % glukdzy.

6. Desticky mohou byt zataveny v plastikovych saccich nebo v aluminiové félii. Mohou byt

skladovany zamrazené pfi -70°C aZ po dobu Sesti mésici nebo pfri teploté -20°C, maximalné
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po dobu jednoho mésice. Po rozmrazeni jiz desticky nesméji byt znova zamrazeny.

Echinokandiny museji byt skadovany pfi teploté minimalné -70°C (nikoli pfi -20°).

3.3.4. Priprava inokula

Standardni hustota inokula je zcela zdsadni pro ziskani validnich vysledkl. Kone¢né inokulum
by mélo mit hustotu bunék 1 x 10°> — 2,5 x 10° cfu/ml.

Izolaty aspergilt byly inkubovany pfi teploté 35°C na bramborovo-dextrézovém agaru (PDA;
Trios, Ceska Republika). Suspenze inokula byla pfipravena ze sedm a 14 dni starych kolonii
(aby bylo dosazeno dostatecné sporulace kmene). Kolonie byly prelity péti mililitry sterilni
vody s pridavkem 0,1 % Tweenu 20 a sterilni vatovou stétickou byly jemné setfeny konidie.
Suspenze byla nasledné prenesena sterilni stfikackou a prefiltrovana za pouZiti sterilnich
nylonovych filtr(i s péry o velikosti 11 um (Merck, Ceska Republika) do sterilni zkumavky.
Poté byla denzita upravena na zdkal odpovidajici 0,5 podle McFarlandovy stupnice (coz
odpovidd denzité bunék 2-5 x 10° konidii/ml a optické denzité 0,09-0,11). Suspenze byla
homogenizovana 15 s vortexem (2000 rpm) a nesmélo byt pfitomno mnoho hyf a cuckd (> 5
%). Suspenze byla poté zifedéna 1:10 sterilni destilovanou vodou na konecnou pracovni

koncentraci 2-5 x 10° cfu/ml, se kterou byly inokulovany desticky.

3.3.5. Inokulace mikrotitracnich desticek

Desticky byly inokulovany do 30 min od pfipravy inokula. Suspenze inokula byla vortexovana
a do kazdé jamky (1 az 10) bylo pfidano 100 ul suspenze o denzité 2-5 x 10° cfu/ml, &imz byla
ziskana kone&énd koncentrace bunék 1 x 10° — 2,5 x 10° cfu/ml. Jamka 11 byla také
inokulovdna a slouZila jako kontrola rlstu. Jamka 12 byla naplnéna 100 ul pouZité sterilni

destilované vody a slouzila jako negativni kontrola a kontrola sterility.
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Pro ovéreni kvality pripravenych desticek byly pouzity QC kmeny. Byla také ovérena spravna
denzita inokula, a to tak, Ze bylo odebrano 10 pl ze suspenze inokula a rozfedéno ve dvou
mililitrech sterilni destilované vody s0,1 % Tweenu 20. Homogenizace byla provedena
pomoci vortexu a 100 pl bylo rozetfeno po povrchu vhodného média a inkubovano po dobu

24-48h. Mélo by vyrlst 100-250 kolonii.

3.3.6. Inkubace mikrotitrac¢nich desticek a odecitani vysledkut

Mikrotitraéni desti¢ky byly inkubovany pfi 35°C v normalni atmosféfe po dobu 48 hodin. Bylo
nutné, aby byl v rlistové kontrole dostate¢ny narlst, jinak bylo potfeba kultivaci desticek
prodlouzit (ne vSak déle nez o dalSich 24h). U vlaknitych hub byly endpointy odecitany
vizudlné. Pro vSechna ATM s vyjimkou echinokandinl byly odecitany hodnoty MIC. Hodnota
MIC je koncentrace, ve které neni okem viditelny Zadny rlst. Byly ignorovany jednotlivé
kolonie na povrchu a tzv. , preskocené jamky“. Pro odecitani vysledk( byl pouZzit horizontalni
¢erny a bily papir jako pozadi, aby se prechod mezi bilou a ¢ernou jevil ostry a zietelny, pfi
prohlizeni skrze nadzvednutou jamku. Pro echinokandiny byla stanovena MEC. Tato hodnota
vyjadfuje nejnizsSi koncentraci vedouci k makroskopickym zménam vldknitého rlstu
(srovnatelného s pozitivni kontrolou) pozorovatelného jako mikrokolonie nebo granularni
rast. Nezkusend osoba by méla odecitat MEC mikroskopicky, vySetfenim malého objemu

koncentrace echinokandinu, kdy je moZno pozorovat abnormalni, kratké a vétvené shluky

hyf v srovnani s dlouhymi, nevétvenymi hyfami.
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3.3.7. Kontrola kvality — kontrolni kmeny

Hodnoty MIC QC kmend, pfi kontrole novych nebo skladovanych Sarzi desticek, by mély byt
idedlné blizko stfedové hodnoty daného rozpéti. V kazdé testovaci sérii desticek byly
zahrnuty pfinejmensim dva QC kmeny (tabulka 7). Dva nebo vice kmenU bylo potieba poufZit,
zejména pokud MIC ATM nékterého z QC kmenU byla mimo testované rozmezi. Pokud byly
zjisténé hodnoty mimo dané rozmezi, test musel byt opakovan. Pokud by byla zjisténa
odchylka pro vice neZ jeden test na 20 testl (>1/20), pak musi byt zjisténa chyba. Kazdy test
zahrnoval jamku bez ATM, ktera slouZzila jako kontrola rlistu a moznost kontroly zakalu.

Pro ovéreni kvality pripravenych desticek byly pouzity QC kmeny Candida parapsilosis ATCC

22019 a Candida krusei ATCC 6258.

Tab. 7. Kontrolni kmeny, které je mozno pouzit pro kontrolu desticek

Candida krusei ATCC 6258

Candida parapsilosis ATCC 22019
Candida albicans CNM-CL F8555
Candida krusei CNM-CL-3403
Aspergillus fumigatus ATCC 204305
Aspergillus flavus ATCC 204304
Aspergillus flavus CNM-CM-1813
A. fumigatus SSI-4524

A. fumigatus SSI-5586

3.4. Sensititre YeastOne

YO panel byl testovan podle instrukci vyrobce. Z Cisté kultury vlaknité houby, inkubované
sedm dni (popt. déle, aby bylo dosaZzeno dostatecné sporulace) na PDA pfi 35°C, byla ve
sterilni vodé vytvorena homogenni suspenze konidii, upravend na denzitu 0,5 podle
McFarlandovy zdkalové stupnice. Prenesenim 20 pl této smési do zkumavky s 11 ml

YeastOne bujonu byla ziskdna pozadovana koncentrace 1,5 — 8 x 10° CFU/ml. Desticky byly
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inkubovany pfi 35°C po dobu 48 a 72h. Ke kontrole kvality byly pouzity kmeny C. krusei ATCC
6258 a C. parapsilosis ATCC 22019. Hodnoty MIC pro rod Aspergillus byly stanovovany jako
hodnoceny po 48 (YO48) a zadroven po 72 hodinach (YO72) inkubace. Echinokandiny nebyly
touto metodou hodnoceny, protoze endpointy MEC by mély byt stanovovany po 24

hodinach.

3.5. Analyza dat

Pro vysledky ziskané metodikou EUCAST byly pro kazdy druh, ATM a inkubacni dobu
spocitany rozmezi MIC a prislusné GM hodnoty (geometric mean; geometricky pramér).
Udaje o MICso (MIC inhibujici riist 50 % izolat(l) a MICqg (MIC inhibujici riist 90 % izolat() byly
spocitany pro cely soubor a pro ty druhy, které byly zastoupeny nejméné péti izolaty. Rozdily
mezi ziskanymi MIC, které se pro standardizovanou a komercéni metodiku neliSily o vice nez
dvé redéni (+2), byly pouzity pro vypocet procentualni shody, kterd byla spocitana pro
kazdou kombinaci kmen, ATM a inkubacni doba pro druhy, které byly zastoupeny minimalné
péti izolaty.

Pro vypocet GM byly hodnoty <0,015 mg/|l nastaveny jako 0,008 mg/l a hodnoty MIC >16
mg/| byly nastaveny jako 32 mg/l, podobné hodnoty MEC <0,008 mg/l byly nastaveny jako
0,004 mg/l, a MEC >8 mg/| jako 16 mg/I. Pro kalkulaci shody mezi YO a EUCAST metodikou

byly krajni hodnoty zpracovany obdobné.
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4. Vysledky

4.1. Vysledky testovani citlivosti aspergilt sekce Fumigati komplexu viridinutans

4.1.1. Hodnoceni MIC standardizovanou metodikou EUCAST

Rozmezi MIC, MICso, MICgo @ GM u 90 kmen( aspergilli komplexu viridinutans ziskané podle
metodiky EUCAST jsou demonstrovany v tabulce 8 a grafech 3-6. Vétsina testovanych kment
vykazovala zvysené hodnoty MIC kITC, VRC a také k AMB. GM pro VRC se pohyboval
v rozmezi od 2,52 mg/l pro druh A. aureolus do 5,81 mg/l pro A. arcoverdensis. Polovina
kmen( vSech testovanych druh( s vyjimkou A. arcoverdensis byla inhibovana koncentraci
VRC <4 mg/l. U vSech testovanych izolatli byly zaznamenany vysoké MIC ITC (GM = 9,85 mg/|
a MICso >8 mg/l). Nizké MIC byly naproti tomu zjistény pro POS (GM od 0,16 mg/I| pro A.
wyomingensis do 0,45 mg/| pro A. arcoverdensis).

U vSech testovanych druhl byla variabilni citlivost k AMB. Polovina izolat( byla inhibovana
koncentraci <2 mg/l, nejvyssi hodnoty MIC byly zaznamenany pro A. udagawae. Hodnoty
MEC pro echinokandiny byly nizké pro témér vSechny izolaty a hodnota GM byla 0,04 mg/I

pro AFG, 0,05 mg/l pro CAS a 0,05 mg/I| pro MFG.

4.1.2. Porovnani MIC podle EUCAST s YO

Procentudlni shoda mezi EUCAST a YO (YO48 aYO72) je demonstrovdna v tabulce 8 a grafu 7-
10. Celkové byla shoda 67 % mezi EUCAST a YO48 a 82 % pro YO72. MIC se pro rlznd ATM
vyrazné lisily, pficemZ nejvyssi shoda byla pozorovdna pro VRC a AMB (93 % resp. 91 %,
YO72). VétsSina hodnot MIC YO48 byla pro viechna ATM vyrazné nizsi v srovnani s EUCAST.
Z tohoto dlivodu byla procentualni shoda pro VRC, ITC, POS a AMB nizsi (shoda 74,4; 36,7; 70

resp. 85,6 %,) ve srovnani s odec¢tem po 72 hodinach (shoda 93,3; 56,7; 87,8 resp. 91,1 %).
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vvvvvvvv

byla zjiSténa pro A. wyomingensis, tj., 0 % po 48h i 72h (viz tabulka 8 a graf 8). Naproti tomu
100% shoda byla zaznamenana pro vSechny izolaty druhu A. pseudoviridinutans, ktery mél
vyrazné zvysené hodnoty MIC k tomuto ATM (MIC >8 mg/l), a pro A. arcoverdensis (84,6 %)

po 72 hodinach.
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Tab. 8. Citlivost kmeni komplexu Aspergillus viridinutans k vybranym systémovym antimykotikiim. Porovnani vysledkd ziskanych metodou

EUCAST a shoda s diagnostickou soupravou Sensititre YeastOne

Rozmezi MIC ziskané EUCAST (mg/I) YeastOne
Testované Shoda (%; Shoda (%;
Druh (n=90) ATM Rozmezi G™m* MICs, MICqo Rozmezi (mg/l) ash)* Rozmezi (mg/l) 72h)*
A. felis (27) VRC 1->8 4,79 4 >8 0,5-4 100 1->8 100
ITC 1->8 13,3 >8 >8 0,03—>16 44,4 0,25—>16 70,4
POS 0,125-2 0,39 0,5 1 0,03-1 96,3 0,06-0,5 100
AMB 0,25-8 1,63 2 8 0,254 100 1-8 100
AFG <0,0312-0,125 0,03 <0,0312 0,0625 ND ND ND ND
CAS <0,0312-8 0,08 <0,0312 1 ND ND ND ND
MFG <0,0312-0,0625 0,03 <0,0312 0,0625 ND ND ND ND
Celkova shoda 85,2 92,6
A. udagawae (17) VRC 1->8 4 4 8 0,12-4 76,5 0,25-8 94,1
ITC 0,25—>8 7,37 >8 >8 0,03—>16 35,3 0,03—>16 52,9
POS 0,0625-4 0,31 0,25 1 0,015-0,12 58,8 0,015-0,25 82,4
AMB 1->8 3,54 8 8 0,54 76,5 0,5-8 88,2
AFG <0,0312-0,25 0,04 <0,0312 0,0625 ND ND ND ND
CAS <0,0312-2 0,07 <0,0312 0,25 ND ND ND ND
MFG <0,0312-2 0,05 <0,0312 0,0625 ND ND ND ND
Celkova shoda 61,8 79,4
A. wyomingensis (15) VRC 4-8 4,2 4 4 0,12-2 33,3 0,5-2 86,7
ITC 1->8 9,2 >8 >8 <0,015-0,25 0 0,03—>16 0
POS 0,125-0,25 0,16 0,125 0,25 0,008-0,5 46,7 0,015-1 80

AMB 1->16 1,3 2 8 0,12-4 60 0,25-8 73,3



39

AFG <0,0312-0,0625 0,03 <0,0312 <0,0312 ND ND ND ND
CAS <0,0312-0,25 0,04 <0,0312 0,25 ND ND ND ND
MFG <0,0312-0,0625 0,03 <0,0312 <0,0312 ND ND ND ND
Celkova shoda 35 60
A. arcoverdensis (13) VRC 4-8 5,81 8 8 0,252 53,8 1-4 84,6
ITC 4—>8 12,3 >8 >8 0,015—>16 61,5 0,5—>16 84,6
POS 0,125-2 0,45 0,5 1 0,008-0,25 53,8 0,06-0,5 84,6
AMB 0,5-8 1,6 2 2 0,25-2 84,6 1-2 100
AFG <0,0312-0,125 0,03 <0,0312 <0,0312 ND ND ND ND
CAS <0,0312-0,25 0,05 <0,0312 0,125 ND ND ND ND
MFG <0,0312-0,0625 0,03 <0,0312 0,0625 ND ND ND ND
Celkova shoda 63,5 88,5
A. pseudoviridinutans (7) VRC 4->8 5,3 4 >8 1-4 100 1-8 100
ITC >8 ND >8 >8 >16 100 >16 100
POS 0,125-1 0,4 0,5 1 0,12-0,25 100 0,25-1 100
AMB 0,5-8 2 2 8 1-2 100 1-4 85,7
AFG <0,0312-0,125 0,04 <0,0312 0,125 ND ND ND ND
CAS <0,0312-0,25 0,05 <0,0312 0,25 ND ND ND ND
MFG <0,0312-0,125 0,04 <0,0312 0,125 ND ND ND ND
Celkova shoda 100 96,4
A. acrensis (5) VRC 1-4 3,3 4 4 1-4 100 4-8 100
ITC 1-4 3,3 4 4 0,06-0,12 0 0,12—>16 40
POS 0,125-1 0,38 0,5 1 0,03-0,06 40 0,06-0,12 80
AMB 1-8 2 2 8 2-4 100 2-4 100
AFG <0,0312-0,0625 0,04 <0,0312 0,0625 ND ND ND ND
CAS <0,0312-0,25 0,125 0,125 0,25 ND ND ND ND
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MFG <0,0312-0,0625 0,04 <0,0312 0,0625 ND ND ND ND

Celkova shoda 60 80
A. aureolus (3) VRC 1-4 2,52 ND ND 0,25-1 ND 1-4 ND
ITC 8—>8 12,7 ND ND 0,12-0,25 ND >16 ND

POS 0,125-0,5 0,25 ND ND 0,06-0,12 ND 0,12-0,25 ND

AMB 0,5-1 0,79 ND ND 0,25-1 ND 1-2 ND

AFG <0,0312-1 0,1 ND ND ND ND ND ND

CAS <0,0312-0,125 0,05 ND ND ND ND ND ND

MFG <0,0312-1 0,1 ND ND ND ND ND ND

Celkova shoda 66,7 100
A. siamensis (2) VRC 4 4 ND ND 0,5-1 ND 1-2 ND
ITC 4 4 ND ND 0,03-0,12 ND 0,06-0,25 ND

POS 0,125-0,25 0,18 ND ND 0,03-0,06 ND 0,03-0,12 ND

AMB 0,25-1 0,5 ND ND 1-2 ND 1-4 ND

AFG <0,0312-0,25 0,09 ND ND ND ND ND ND

CAS 0,25-0,125 0,18 ND ND ND ND ND ND

MFG ND 0,03 ND ND ND ND ND ND

Celkova shoda 37,5 50
A. viridinutans (1) VRC 4 ND ND ND 0,25 ND 0,5 ND
ITC 4 ND ND ND <0,015 ND 0,03 ND

POS 0,125 ND ND ND <0,008 ND 0,015 ND

AMB 1 ND ND ND 0,5 ND 0,5 ND

AFG <0,0312 ND ND ND ND ND ND ND

CAS 0,0625 ND ND ND ND ND ND ND

MFG <0,0312 ND ND ND ND ND ND ND

Celkova shoda 25 25
Vsechny izolaty (90) VRC 1->8 4,46 4 8 0,12-4 74,4 0,25—>8 93,3
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ITC 0,25—>8 9,85 >8 >8 0,015—>16 36,7 0,03—>16 56,7

POS 0,0625-4 0,31 0,25 1 0,008-1 70 0,015-1 87,8

AMB 0,25—>16 2,5 2 8 0,12-4 85,6 0,25-8 91,1

AFG <0,0312-1 0,04 <0,0312 0,0625 ND ND ND ND

CAS <0,0312-8 0,05 <0,0312 0,25 ND ND ND ND

MFG <0,0312-2 0,05 <0,0312 0,0625 ND ND ND ND

Celkova shoda metod

66,7 82,2

(pro vSsechna ATM)

VRC - vorikonazol; ITC — itrakonazol; POS — posakonazol; AMB — amfotericin B; AFG — anidulafungin; CAS — kaspofungin; MFG — mikafungin; ND — nestanoveno; GM — geometricky

prdmér; MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; ATM — antimykotika;

'GM a procentualni shoda byly stanovovany pouze v pfipadé, Ze byl druh reprezentovan minimalné péti izolaty
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Graf 3. Geometricky primér
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Graf 4. Geometricky pramér (GM) hodnot minimalnich inhibi¢nich koncentraci

itrakonazolu u zastupci komplexu Aspergillus viridinutans
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Graf 5. Geometricky primér (GM) hodnot minimalnich inhibicnich koncentraci

posakonazolu u zastupct komplexu Aspergillus viridinutans
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Graf 6. Geometricky primér (GM) hodnot minimalnich inhibiénich koncentraci

amfotericinu B u zastupcti komplexu Aspergillus viridinutans
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Graf 7. Porovnani minimalnich inhibi¢nich koncentraci vorikonazolu podle EUCAST se

soupravou YeastOne hodnocenou po 48 a 72 hodinach
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Graf 8. Porovnani minimalnich inhibicnich koncentraci itrakonazolu podle EUCAST se

soupravou YeastOne hodnocenou po 48 a 72 hodinach
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Graf 9. Porovnani minimdlnich inhibi¢nich koncentraci posakonazolu podle EUCAST se

soupravou YeastOne hodnocenou po 48 a 72 hodinach
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Graf 10. Porovnani minimalnich inhibi¢nich koncentraci amfotericinu B podle EUCAST se

soupravou YeastOne hodnocenou po 48 a 72 hodinach
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4.2. Vysledky testovani citlivosti aspergilli ze sekce Nidulantes

4.2.1. Hodnoceni MIC standardizovanou metodikou EUCAST

Vysledky EUCAST jsou uvedeny v tabulce 9 a grafu 11-14.

V pfipadé AMB byly nejvyssi hodnoty MIC zjistény u druhu A. nidulans (GM 1,29 mg/l),
zatimco ostatni druhy vykazovaly nizsi koncentrace, tj. <1 mg/l. Celkova hodnota GM pro
vsechny testované kmeny byla 0,71 mg/l. Polovina izolat( byla inhibovdna koncentracemi
<0,5 mg/l a 90 % kmen( bylo inhibovano koncentracemi <2 mg/I.

Vysledky MIC azolovych ATM byly prevazné nizké. Hodnoty GM pro vSechny izolaty pro VRC,
ITC a POS byly 0,38, 0,25 resp. 0,08 mg/I. Polovina kmen( byl inhibovana koncentracemi <0,5
mg/l, <0,25 mg/l resp. <0,06 mg/l. A devadesat procent kmenl bylo inhibovano
koncentracemi <0,5 mg/l, <0,5 mg/I resp. <0,25 mg/l. Nejvyssi hodnoty MIC pro VRC byly
ziskany u druhu A. sublatus (GM = 0,52 mg/l a MICgo <1 mg/l). Pro ostatni testovana ATM
s vyjimkou VRC byly nejvyssi hodnoty MIC zjistény pro druh A. nidulans (GM ITC = 0,37 mg/|,

POS = 0,13 mg/I, AMB = 1,29 mg/|; viz tabulka 9).
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Tab. 9. Citlivost zastupcti sekce Nidulantes k vybranym systémovym antimykotikim. Porovnani vysledkl ziskanych metodou EUCAST a

shoda s diagnostickou soupravou Sensititre YeastOne

Rozmezi MIC ziskané EUCAST (mg/I) YeastOne

Shoda Shoda

Testované (%; (%;

Druh (n=81) ATM Rozmezi GMm* MICsg MICqp Rozmezi (mg/l)  48h)'  Rozmezi(mg/l) 72h)'
A. nidulans (27) VRC 0,12-0,5 0,28 0,25 0,5 0,03-0,25 100 0,06-0,5 100
ITC 0,12-2 0,37 0,25 1 0,016-0,25 55,6 0,016-0,5 74,1

POS 0,016-0,5 0,13 0,125 0,5 0,008-0,5 74,1 0,016-0,5 85,2

AMB 0,25-16 1,29 1 4 1-4 85,2 1-8 85,2

Celkova shoda 78,7 86,1
A. sublatus (16) VRC 0,25-1 0,52 0,5 1 0,25-0,5 100 0,25-1 100
ITC 0,12-0,5 0,25 0,25 0,5 0,06-0,12 100 0,06-0,25 100

POS 0,03-0,12 0,07 0,06 0,12 0,03-0,12 100 0,03-0,25 100
AMB 0,25-1 0,48 0,5 1 1-4 50 2-4 25

Celkova shoda 87,5 81,3
A. rugulosus (12) VRC 0,25-0,5 0,47 0,5 0,5 0,25-0,5 100 0,5 100
ITC 0,12-0,5 0,2 0,19 0,25 0,03-0,12 75 0,03-0,25 100

POS 0,03-0,12 0,06 0,06 0,12 0,03-0,12 100 0,03-0,12 100

AMB 0,25-1 0,42 0,5 0,5 2-4 33,3 2-4 16,7

Celkova shoda 77,1 79,2
A. spinulosporus (12) VRC 0,5 0,5 0,5 0,5 0,12-0,5 100 0,25-0,5 100
ITC 0,12-0,25 0,21 0,25 0,25 0,016-0,12 75 0,016-0,25 91,7

POS 0,03-0,12 0,07 0,06 0,12 0,016-0,12 100 0,016-0,12 100

AMB 0,25-1 0,42 0,5 1 1-4 58,3 2-4 41,7
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Celkova shoda 83,3 83,4
A. quadrilineatus (11) VRC 0,25-0,5 0,28 0,25 0,5 0,12-0,25 100 0,12-0,25 100
ITC 0,12-0,25 0,17 0,12 0,25 0,06-0,12 100 0,06-0,25 100
POS 0,03-0,06 0,04 0,03 0,06 0,03-0,12 100 0,03-0,25 91
AMB 0,12-8 0,73 0,5 2 1-4 72,7 2-4 45,5
Celkova shoda 93,2 84,1
A. corrugatus (2) VRC 0,25-0,5 ND ND ND 0,12-0,25 ND 0,25 ND
ITC 0,25 ND ND ND 0,016-0,03 ND 0,03 ND
POS 0,12-0,25 ND ND ND 0,016-0,03 ND 0,016-0,03 ND
AMB 1-8 ND ND ND 2 ND 2-4 ND
Celkova shoda 50 50
A. pachycristatus (1) VRC 0,5 ND ND ND 0,25 ND 0,5 ND
ITC 0,25 ND ND ND 0,25 ND 0,25 ND
POS 0,06 ND ND ND 0,12 ND 0,25 ND
AMB 0,5 ND ND ND 1 ND 4 ND
Celkova shoda 100 75
Vsechny izolaty (81) VRC 0,12-1 0,38 0,5 0,5 0,03-0,5 100 0,06-1 100
ITC 0,12-2 0,25 0,25 0,5 0,03-0,25 75,3 0,016-0,5 87,7
POS 0,15-0,5 0,08 0,06 0,25 0,008-0,25 88,9 0,016-0,5 91,3
AMB 0,12-16 0,71 0,5 2 1-4 65,4 1-8 50,6
Celkova shoda metod (pro vsechna ATM) 82,4 82,4

VRC - vorikonazol; ITC —itrakonazol; POS — posakonazol; AMB — amfotericin B; ND — nestanoveno; GM — geometricky primér; MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; ATM —

antimykotika;

'GM a procentualni shoda byly stanovovany pouze v pfipadé, Ze byl druh reprezentovan minimalné péti izolaty
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Graf 11. Geometricky pramér (GM) hodnot minimalnich

vorikonazolu u zastupcti aspergild ze sekce Nidulantes

inhibicnich koncentraci
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Graf 12. Geometricky primér (GM) hodnot minimalnich

itrakonazolu u zastupc aspergilli ze sekce Nidulantes
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Graf 13. Geometricky prumér (GM) hodnot minimalnich inhibi¢nich koncentraci

posakonazolu u zastupct aspergilli ze sekce Nidulantes
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Graf 14. Geometricky primér (GM) hodnot minimalnich inhibi¢nich koncentraci

amfotericinu B u zastupcu aspergilli ze sekce Nidulantes
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4.2.2. Porovnani MIC podle EUCAST s YO

Vysledky metodiky EUCAST byly porovnany s vysledky YO48 a YO72 a jsou uvedeny v tabulce
9 a grafu 15-18. Celkova shoda vsech testovanych druh( a ATM se jevila stejnd po 48 i 72 h
(82,4 %). Vysoka shoda byla dosazena u vSech azolovych ATM (viz tabulka 9) pro druh A.
sublatus (YO48 a YO72 100 %), A. rugulosus (YO72 100 %), A. spinulosporus (VRC a POS YO72
100 %; ITC YO72 91,7 %) a A. quadrilineatus (YO48 100 %). Shoda pro VRC byla excelentni
(100 %) pro viechny testované izolaty pfi obou intervalech hodnoceni (viz graf 15). Pro druh
A. nidulans byla pro ostatni azolovda ATM shoda o néco nizsi a lepsi korelace bylo dosazeno
po 72 hodinach. Pomérné mald shoda pro vSechny zastupce byla zjisténa u AMB (YO48 65,4
%, YO72 50,6 %). Nizsi shoda byla obvykle dosazena po delsi dobé inkubace (YO72), kdy MIC
AMB vychazely proti metodice EUCAST vyrazné vyssi. Hodnoty MIC k AMB nejlépe korelovaly

u A. nidulans (85,2 %).
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Graf 15. Porovnani minimalnich inhibicnich koncentraci vorikonazolu podle EUCAST se

soupravou YeastOne hodnocenou po 48 a 72 hodin

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

0%
ASNI(n=27) ASSU (n=16) ASRU (n=12) ASSPI(n=12) ASQUA (n=11) V&echny izolaty
(n=81)

O Shoda po 48h m Shoda po 72h

ASNI — A. nidulans; ASSU — A. sublatus; ASRU — A. rugulosus; ASSPI — A. spinulosporus; ASQUA — A.

quadrilineatus

Graf 16. Porovnani minimalnich inhibi¢nich koncentraci itrakonazolu podle EUCAST se

soupravou YeastOne hodnocenou po 48 a 72 hodin
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Graf 17. Porovnani minimdlnich inhibi¢nich koncentraci posakonazolu podle EUCAST se

soupravou YeastOne hodnocenou po 48 a 72 hodin
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Graf 18. Porovnani minimalnich inhibi¢nich koncentraci amfotericinu B podle EUCAST se

soupravou YeastOne hodnocenou po 48 a 72 hodin
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5. Diskuse

5.1. Prevalence kryptickych zastupct v klinickém materialu

Druhovy komplex Aspergillus viridinutans patfi do sekce Fumigati a morfologické odliseni od
druhu A. fumigatus sensu stricto, ktery je nejcastéjsSim plvodcem IA, vyZzaduje odborné
znalosti a zkuSenosti (25,29,32,53,54). Obdobné A. nidulans sensu stricto, ktery je hlavnim
zastupcem sekce Nidulantes a také je z této sekce nejcastéjSim vyvolavatelem IA je obvykle
morfologicky neodliSitelny od ostatnich druhd (55,56). Takzvané kryptické druhy mohou
zUstat nerozpozndny zejména v laboratofich, které k identifikaci pouzivaji pouze fenotypové
metody. Jejich identifikace vSak muzZe byt velmi dlleZitd, protoze nékteré z nich vykazuji
odlisny profil citlivosti ve srovnani s jejich dobrfe znamymi pfibuznymi druhy.

Frekvence kryptickych zastupcd v klinickych vzorcich je uvadéna zhruba mezi 12 az 15
procenty (29,57,58). V nami studovanych sekcich (Fumigati a Nidulantes) se jejich podil
v jednotlivych studiich lisi, vyskyt v klinickém materidlu se uvadi v rozmezi 0 az 5 % v sekci
Fumigati, a sekce Nidulantes se pohybuje mezi 0 az 1,6 % (25,29,57,58). Castro et al. ve své
studii, zamérené na Cetnost kryptickych druh( ve vzorcich z respiracniho traktu, prekvapivé
nezjistili 74dné zastupce ze sekce Fumigati ani Nidulantes (57). V Ceské Republice byly

zminéné kmeny v klinickém materidlu prokazany (59).

5.2. BP a ECOFF

V pfipadé, Ze jsou pro dany druh a ATM stanoveny BP, pak je moiné ziskané vysledky
kategorizovat a podle toho hodnotit vysledny efekt daného ATM na testované agens in vivo.
BP jsou stanoveny u vybranych ATM pro A. fumigatus sensu stricto a pro A. nidulans sensu
stricto. Je mozné je dohledat na webovych strankach EUCAST

(http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/), kde jsou pravidelné aktualizovany. Pro druh
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A. fumigatus byly stanoveny BP pro AMB, ISA, ITC, POS, VRC (1; 1; 1; 0,125 resp. 1 mg/l). Pro
druh A. nidulans byly BP stanoveny pouze pro ISA (0,25 mg/l) a ITC (1 mg/l). Pro kryptické
kmeny vsak tyto hodnoty zddvodu raritniho vyskytu infekci jimi vyvolanych resp.
diagnostikovanych stanoveny nejsou. BP mohou byt do jisté miry nahrazeny udaji zvanymi
epidemiological cutt-off values (ECOFF v pripadé EUCAST resp. ECVs u CLSI) a ¢asto se s nimi
shoduji (17). BohuZel ani tyto hodnoty zatim nelze u kryptickych kment dohledat, z d{ivodu

testovani malého souboru izolatl v publikovanych pracech.

5.3. Zastupci kryptickych kmenti komplexu viridinutans sekce Fumigati

Nase vysledky naznacuiji, ze druhy komplexu A. viridinutans maiji variabilni hodnoty MIC k
AMB a zvysené hodnoty MIC ITC a VRC (viz tabulka 6). Nejvyssi MIC byly pozorovany
v pfipadé ITC, zatimco MIC vétsiny zastupcl komplexu A. viridinutans k POS resp. MEC k
echinokandinlim byly prevainé nizké.

Publikované ptipady infekci vyvolanych zastupci zminéného komplexu ukazuji, Ze mnoho
jejich zastupcl ma zvysené MIC k ITC, VRC a AMB (25,31,32,34,35,40,60-76). Howard (77)
revidoval poznatky o nékterych kryptickych kmenech a oznadil druhy A. viridinutans a A. felis
jako prevainé citlivé k AMB, redukované citlivé k VRC a variabilné citlivé kITC, POS a
echinokandinlm (77). Detekce zvySenych hodnot MIC k polyenim, azolim nebo k
echinokandinlm u izolatl morfologicky odpovidajicich A. fumigatus béhem testovani
citlivosti mUze byt zndmkou nalezu kryptického kmene (78,79). Vzhledem k tomu, Ze vétsina
kmenu je k témto ATM citliva, ackoliv rezistence k azollim je stale ¢astéji v nékterych zemich

zaznamenavana (19,78,79).
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Vétsina autorl uvadi nizké MEC pro echinokandiny, coZ se shoduje s naSimi vysledky
(35,40,61,63,65,66,68,71,72). Vyjimkou je studie Yaguchi et al., ktefi uvadéji vysokou MIC
pro MFG (>16 mg/l), kterou stanovili pomoci metodiky CLSI (34).

Barrs et al. testovali MIC pro 13 kmenu A. felis pomoci YO48 a zjistili, Ze MIC pro ITC byly
nizsi nez 1 mg/I (35). Avsak, jak je demonstrovano v tabulce 8 a grafu 8 hodnoceni YO pouze
po 48 hodinach je spojeno svysokym procentem faleSné nizkych hodnot MIC pro ITC.
Nékteri autofi uvadéji vysoké hodnoty MIC kITC ziskanych pomoci standardizovanych
metodik pro zastupce komplexu A. viridinutans, coz dobte koreluje s nasimi vysledky (32,61-
63,65,69). U mnoha kmenu jsme pro ITC zaznamenali tzv. paradoxni rlist pfi odectech YO48
a YO72. Vyrobce uvadi, Ze u ITC se obcas vyskytuje paradoxni rlist, kdy je zaznamenan narlst
ve vyssSich koncentracich, coZ se projevi tim, Ze tyto jamky zrlZovi. Tento jev je také znam
jako Eagliv fenomén a odkazuje na pozorovani, kdy zvySeni koncentrace antibiotika nad
urcitou hodnotu, vede k paradoxnimu narlstu poctu prezZivajicich mikroorganisma. Rast ve
vySsich koncentracich by mél byt v téchto pripadech ignorovan a méla by byt zaznamenéna
nizsi hodnota MIC. Avsak podle nasich vysledkd to vypada, Zze by zminény efekt ignorovan
byt nemél, protoze mize upozornit na zvySené hodnoty MIC k tomuto ATM.

Publikované pfipady lidskych a zvifecich infekci wvyvolanych zastupci komplexu A.
viridinutans, byly nej€astéji pfipisovany druhlm A. udagawae, A. felis a A. viridinutans,
pficemzZ mnoho z téchto infekci bylo popsano jako klinicky rezistentnich k antifungalni [éCbé,
prestoZe v nékterych pripadech byly u testovanych kmen( zjiStény nizké hodnoty MIC pro
tato ATM (64,62,63,65,69-71,73,76) (62,63,65). Néktefi autofi popisuji dobry klinicky efekt
pti terapii POS, POS s CAS a nebo AMB s CAS (62,63,65,67). Byl také popsan pfipad IA u
¢lovéka vyvolany A. udagawae, ktery byl ispésné vylécen VRC a pripad infekce kocky, velmi

dobre reaguijici na terapii vysokymi davkami ITC (68,70). Ve vétsiné dalsich pripadl byl vsak
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klinicky efekt VRC, resp. ITC slaby nebo vibec Zadny (40,62,63,65,69,70). Coelho et al.
publikovali pfipad, kdy na zacatku lécby aspergilozy doslo ke klinickému zlepseni po POS,
avsak pozdéji uvedena terapie selhala a pacient zemrel (65). To mohlo byt zplisobeno
pokrocilym stadiem infekce, nebo vyvojem rezistence.

Vznik odolnych kmenl v prlibéhu |écby je v literatufre dokumentovan v souvislosti
s infekcemi vyvolanymi plvodné dobfte citlivymi kmeny A. fumigatus (21). Lékem volby IA je
v soucasné dobé VRC (20). V pfipadé zjisténi rezistence k azolovym ATM, je doporuéovdna
zména terapie na lipozomalni AMB. Pokud je zjisténd environmentalni rezistence
aspergilovych kmen( 210 % v pfislusné lokalité, je vhodna kombinace VRC s echinokandinem
nebo lipozomalni AMB (20).

Vzhledem k nizké frekvenci kryptickych kmenl aspergild, které se vyskytuji v klinickém
materialu, nejsou k dispozici zadné spolehlivéjsi klinické udaje, které by mohly slouzit jako
voditka pro terapii (80). Navic se citlivost aspergilli u jednotlivych izolatl a v ramci druhd
muze liSit, proto je u vSech kmenl izolovanych od pacientli se systémovymi mykdzami

vhodné otestovat citlivost k ATM in vitro.

5.4. Zastupci A. nidulans sensu stricto a kryptické kmeny ze sekce Nidulantes

Hodnoty MIC ATM testovanych podle EUCAST byly u vSech kmen( sekce Nidulantes vesmés
nizké, zejména v pripadé VRC, ITC a POS. Predbézné jsme predpokladali, Zze by zastupci sekce
Nidulantes mohli vykazovat zvySené hodnoty MIC k AMB. Rovnéz tyto MIC vSak dosahovaly
vétsinou jen nizkych hodnot, pficemz nejvyssi byly zjistény u izoladtl A. nidulans sensu stricto
(GM = 1,29 mg/I).

V literature byvd zminovano, ze druh A. nidulans je Casto in vitro rezistentni k AMB a az

v 50 % pripadl refrakterni k terapii timto ATM (81). V nasi studii bylo 50 % testovanych
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kmen( inhibovano koncentracemi do 0,5 mg/l a 90 % kmenl do 4 mg/l. Hodnoty MIC pro A.
nidulans se v publikovanych pracich pohybuji v rozmezi 0,06-32 mg/l. Pro AMB byla zatim
stanovena pouze hodnota ECV, a to 4 mg/l, EUCAST zatim analogickou hodnotu ECOFF
neuvadi (17,82-84). Verweij et al. ve své studii zjistili u 12 testovanych kmenu A. nidulans
zvysené MIC pro AMB (v rozmezi 1-16 mg/l), coZ se shoduje s nasimi vysledky (82).

Co se tykd azold, hodnoty pro A. nidulans ziskané z literatury se pohybuji pro VRC v rozmezi
0,016-16 mg/! (ECOFF = 1 mg/I, ECV = 2 mg/l), pro POS 0,016-32 mg/| (ECOFF = 0,5 mg/I, ECV
=1 mg/l) a pro ITC 0,03-16 mg/I (ECOFF = 1 mg/l, ECV =1 mg/l) (17,83,84). Uvedené MIC pro
A. nidulans jsou v souladu s nasimi vysledky, i kdyZ napt. u VRC jsme nezjistili MIC vyssi nez
0,5 mg/I. Pri¢inou této skutecnosti mlize byt maly soubor testovanych kmenu, ve kterém se
nevyskytovaly izolaty nesouci rezistenci k azolovym ATM.

Zizolath kryptickych druhl této sekce vykazovaly zvysené hodnoty MIC k AMB nékteré
testované kmeny A. quadrilineatus (MIC 0,12-8 mg/l). V literature vSak zcela chybi
kompaktnéjsi udaje o jejich antifungalni citlivosti, které by bylo mozné porovnat s nasimi
vysledky. Hodnoty MIC jsou uvadény pouze v ramci jednotlivych kazuistik, pficemz se jedna o
jeden nebo jen malé mnoiZstvi izolatl. Gugnani et al. popsali kazuistiku, v niz uvadéji MIC
jednoho izolatu A. quadrilineatus k VRC (0,12 mg/l), ITC (0,12 mg/I) a AMB (0,5 mg/l), které
se shoduji s nasimi daty (85). Masih et al. publikovali MIC k azolovym ATM pro druh A.
corrugatus (VRC 0,5 mg/l; POS 0,125 mg/l a ITC 0,25 mg/l) rovnéz v souladu s nasimi vysledky
(86,87). Nejvyssi hodnoty MIC pro VRC byly ziskany u druhu A. sublatus (GM = 0,52 mg/l a
MICq <1 mg/l), presto Ize tyto hodnoty stale povaZovat za nizké a da se prepokladat dobry
efekt terapie VRC. V literature je mozno dohledat kazuistiky, v nichZ jsou uvedeny MIC tfi
izolatl A. sublatus k VRC (0,25-0,5 mg/l), POS (0,125-0,25 mg/l), ITC (0,25-0,5 mg/l) a AMB

(0,25-1 mg/l) (45). Vétsina kmenu ze studie Verweije et al., pGvodné identifikovana jako A.
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quadrilineatus, byla molekularnimi metodami identifikovana jako A. sublatus, pficemz
prevazujici pocet z nich byl testovan také v nasi praci (82,45). Autofi uvadéji praimérné MIC
pro zminénych 12 izolatl, a to pro VRC 0,39 mg/l, POS 0,22 mg/I, ITC 0,13 mg/l, a AMB 0,5
mg/l (82). Stejné jako rozmezi MIC u tfi izolatl A. spinulosporus ke ¢tyfem ATM (VRC 0,125-
0,5 mg/l, POS 0,125 mg/l, ITC 0,5-1 mg/l a AMB 0,5-2 mg/l) v zasadé koreluji vSechny
zminéné Udaje o citlivosti s nasimi vysledky (88,89).

VSechny nami testované izolaty ze sekce Nidulantes velmi dobre rostly pfi teploté 37°C a
proto mlizeme predpoklddat, Ze jsou schopny vyvolat invazivni onemocnéni u clovéka.
V literature jsou nejcastéji publikovany pfipady systémovych mykdz vyvolanych A. nidulans.
Tyto infekce byly prokdazany zejména u pacientll schronickym granulomatdznim
onemocnénim (CDG) nebo unemocnych sakutni lymfoblastickou leukémii (ALL) a
zahrnovaly pfipady osteomyelitidy, pneumonie, koZnich |ézi, mozkového abscesu a
diseminované infekce (55,90-93). Z kryptickych zastupcd byly dosud publikovany ojedinélé
pripady mykdéz vyvolanych druhy A. quadrilineatus, A. sublatus a A. spinulosporus
(45,82,85,88,89,94-97). Byly prokazany u pacientl s CDG, leukémii po transplantaci kostni
drené a ddle unemocného na dlouhodobé terapii glukokortikoidy. Rovnéz byly popsany
pfipady onychomykdz, jednak u pacienta bez zakladniho onemocnéni, ale také u nemocného
s CHOPN (45,82,85,88,89,94-97).

Z hlediska terapie mykdz uvedené etiologie je v pfipadé IA Iékem volby VRC (20). V literature
se uvadi, Ze A. nidulans spolecné s A. terreus maji limitovanou citlivost k AMB (98). Dale byva
zminovano, Ze infekce vyvolané A. nidulans jsou, na rozdil od A. fumigatus, refrakterni k
intenzivni terapii ATM a proto byva nutny chirurgicky zakrok (55). Segal et al., ktefi popsali
Sest pripadd osteomyelitid véetné diseminované infekce u pacientl s CDG, uvadéli, ze

terapie ATM byla v pfipadé A. nidulans delsi a infekce castéji koncily smrti (55).
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V popisovanych kazuistikach byli pacienti vétSinou I|éceni AMB, pfricemz v nékterych
pripadech byl klinicky efekt pozitivni a ved| k vylééeni infekce (55,92). Sadarangani et al.
popsali dobrou klinickou odpovéd' pfi terapii mozkového abscesu vyvolaného A. nidulans u
pacienta s ALL, kterému byla poddvana kombinace VRC s CAS (93).

Co se tyka lécby mykdz vyvolanych kryptickymi druhy sekce Nidulantes, publikovali
Polacheck et al. kazuistiku sinusitidy zpUsobenou A. quadrilineatus a Uspésné zvladnutou
kombinaci AMB v koloidni disperzi, chirurgické terapie a transfiize granulocytl (94). Naproti
tomu dva pfipady IA vyvolané A. sublatus skoncily i pres terapii dvéma lipidovymi AMB
(lipozomalnim a v lipidovém komplexu), VRC a CAS nakonec smrti obou pacientd (96,45).
Byly také popsany tti pripady infekce A. spinulosporus. Pacient v kazuistice 1A, kdy pozdéji
doslo k vytvoreni kozniho abscesu a rozvoji osteomyelitidy, byl [é¢en AMB (97). Uspé$na byla
i terapie dalSiho pripadu IA, tentokrat kombinaci VRC a MICA (88). V posledni kazuistice,
popsané Uhrinem et al., se jednalo o aspergilovou endokarditidu. Ta byla nejprve Uspésné
zvladnuta VRC, avSak pozdéji byl A. spinulosporus zachycen v hemokulturach. Pres intenzivni

terapii lipidovym AMB a VRC doslo v dlsledku dalSich komplikaci ke smrti pacienta (89).

5.5. Porovnani EUCAST a panelu YeastOne pro testovani aspergilli

Ve dfive provedenych studiich byly porovnavany komercéni metody véetné YO a hodnocena
jejich pouZzitelnost pfi stanoveni MIC (zejména azolovych ATM) pro nejcasté;jsi zastupce rodu
Candida a Aspergillus (99). Porovnani referencnich a komercénich metod pro kryptické kmeny
v literature zcela chybi. Stanoveni MIC pomoci soupravy YO pro zastupce rodu Aspergillus a
AMB, ITC, VRC a POS bylo odvozeno od metodiky CLSI (98). Shoda YO a zminéné
standardizované metodiky byla testovana pro nejcastéjsi druhy aspergill a byla po 48h

pomeérné vysoka - pro VRC 82%, POS 97 %, ITC 84,6 % a AMB 99,8 % (100-102).
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V nékterych studiich byla po 48h pro A. nidulans uvddéna u AMB a POS shoda 100 %, u ITC
86,8 % pro CLSI (101,102). Uvedenad zjisténi vsak uplné nekoreluji s nasimi daty, navic na
zakladé nasich vysledkd se YO lépe shoduje s EUCAST (s vyjimkou AMB) aZ po delSi dobé
inkubace, tj. po 72h. VSeobecné se uvadi, ze YO panel je vhodny pro testovani citlivosti
zastupch aspergilli, navic dokdze detekovat rezistenci kITC. Vyhodou proti

standardizovanym metoddm je i snadné provedeni (98).
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6. Zavér

Na zdkladé vysledk(l této studie je mozné ucinit nasledujici zavéry:

1. Standardizované metody stanoveni citlivosti k ATM jsou vhodné zejména pro
prehledové epidemiologické studie mykdéz a pro ovéreni citlivosti méné obvyklych
klinicky vyznamnych nalezi. Zdlvodu poZadavki na chemikdlie (predevsSim Cisté
substance ATM) a pro technickou narocnost jejich pfipravy je vyuZitelnost v béiné
diagnostice zna¢né omezena. Proto by bylo vhodné soustfedit testovani citlivosti k ATM
standardizovanymi metodami do jedné nebo jen nékolika malo erudovanych laboratofi,
které by mély vytvoreny odpovidajici podminky.

2. Komercni souprava YO se jevi jako vhodna pro testovani MIC aspergild k ATM v bézné
diagnostické praxi, korelace se standardizovanymi metodami vSak neni vidy optimalni.
Proto u méné obvyklych, klinicky vyznamnych izolatd doporucujeme provadét
konfirmaci citlivosti s vyuZitim standardizovanych metodik.

3. Kryptické kmeny aspergilli jsou pritomny v klinickém materidlu a mohou predstavovat
velké riziko v pripadech, kdy nejsou vcas rozpoznany, neni u nich testovana citlivost,
nebo nejsou-li pouzity vhodné metody pro jeji stanoveni. Zastupci sekce Fumigati bézné
vykazuji zvySené hodnoty MIC k rGznym antifungalnim latkdm a v praxi u nich casto
selhava empirickd lécba. Naopak kryptické kmeny ze sekce Nidulantes obvykle mivaji
dobrou citlivost in vitro k azolovym ATM i AMB. Pro hlavniho predstavitele této sekce, A.

nidulans sensu stricto, vsak byvaji typické vyssi hodnoty MIC k AMB.
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7. Souhrn

Aspergildza je nejfrekventovanéjsi systémovou infekci vyvolanou vildknitymi houbami a jejim
nejcastéjsim etiologickym agens je A. fumigatus sensu stricto. DalSimi obvyklejsimi plvodci
humannich mykoz jsou A. nidulans, A. flavus, A. niger a A. terreus. Z taxonomického hlediska
nejsou uvedené druhy samostatné, ale radi se do sekci (Fumigati, Nidulantes, Flavi, Nigri,
Terrei), v nichZ predstavuji necastéjsi zastupce. V klinickych vzorcich vSak mohou byt
pfitomny kmeny, které morfologicky vypadaji identicky, ve skutecnosti se vsak jedna o jiné
druhy. Byvaji oznacovany jako kryptické a v rutinnich mykologickych laboratofich jsou
pomoci béznych identifikacnich postupt, zaloZzenych na morfologickych znacich, velmi casto
nespravné identifikovany. Dlsledkem muzZe byt nezjisténi jejich rezistence k antimykotikim,
coZ je Casté zejména v sekci Fumigati (napf. u druhového komplexu A. viridinutans, A.
lentulus, A. udagawae). Cilem predloZzené dizertacni prace bylo zjistit antifungalni profil
testovanych kmen( pomoci standardizované metodiky a porovnat s komercni soupravou YO.
Studovano bylo celkem 171 kmenQ aspergilll sekce Fumigati (n=90) a Nidulantes (n=81),
prevainé kryptickych druhd, jejichz identifikace byla ovéfena molekuldrné-genetickymi
metodami. Bylo provedeno testovani citlivosti k AMB, VRC, ITC, POS a echinokandinim
pomoci standardizované metodiky EUCAST a komercni diagnostické soupravy YO. Byly
stanoveny MIC uvedenych antimykotik a procentudlni shoda obou metod.

Vétsina zdastupcl sekce Fumigati, zejména komplexu A. viridinutans, vykazovala zvySené
hodnoty MIC k ITC a VRC, mira in vitro rezistence k AMB byla variabilni. Naopak k POS a
echinokandinlm byly izolaty obvykle dobre citlivé. Celkovy antifungdlni profil se mezi
jednotlivymi druhy vyrazné liSil a rovnéz vnitrodruhova variabilita byla pomérné vysoka.

Shoda MIC mezi EUCAST a YO byla u vSech ATM pomérné vysoka, zejména v pfipadé klinicky
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vyznamnych druh( (A. felis, A. udagawae a A. pseudoviridinutans). DlleZitym zjisténim byla
skutecnost, ze YO casto neodhalila zvySené MIC k ITC.

Vsichni testovani zastupci sekce Nidulantes obvykle vykazovali pomérné nizké hodnoty MIC
ke vSem testovanym azolovym ATM. V pfipadé AMB mély kryptické druhy této sekce obvykle
nizsi hodnoty MIC v porovnani s A. nidulans sensu stricto. Shoda EUCAST a YO byla pomérné
vysoka pro azolova antimykotika. U zastupcli obou testovanych sekci bylo dosazeno lepsi
shody po 72 nez 48 h.

Z vysledk(l vyplyva, Zze vzhledem ke zjisténé vysoké vnitrodruhové variabilité MIC aspergil(
z komplexu viridinutans je nezbytné pro jejich stanoveni pouzZivat spolehlivé metody, které
dokazi odhalit castou rezistenci k systémovym ATM. Vysledky hodnoceni citlivosti in vitro
jsou proto u téchto izolatl v podstaté dalezZitéjsi nez spravna druhova identifikace. V pripadé
sekce Nidulantes se vétSina testovanych zastupcO kryptickych druhl vyznadovala spisSe
srovnatelnymi nebo dokonce nizsimi hodnotami MIC v porovnani s hlavnim predstavitelem,

proto se jejich neodhaleni nejevi jako zasadni problém.
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8. Summary

Aspergillosis is the most common systemic infection caused by filamentous fungi, and the
most common etiologic agent is A. fumigatus sensu stricto. Other species frequently causing
human infections are A. flavus, A. nidulans, A. niger and A. terreus. Taxonomically, these
species do not stand alone but are classified into sections (Fumigati, Nidulantes, Flavi, Nigri,
Terrei) in which they are the most common representatives. In clinical specimens, however,
strains may be present that morphologically appear to be identical but they actually belong
to different species. These are called cryptic species and are very often misidentified using
conventional morphological identification techniques. As a result, their antifungal resistance
may not be detected, as frequently seen in the section Fumigati (e.g. A. viridinutans species
complex, A. lentulus, A. udagawae). The aim of the study was to determine the antifungal
profile of the tested strains using standardized methodology and to compare it with the
commercial kit YO.

A total of 171 Aspergillus strains were studied, predominantly cryptic agents from the
sections Fumigati (n = 90) and Nidulantes (n = 81), whose identification was confirmed by
molecular-genetic methods. Susceptibility to AMB, VRC, ITC, POS and echinocandins was
tested in accordance with the EUCAST standardized methodology and with the YO
commercial panel. MICs for the above antifungals were determined and percentage
agreement for the two methods was calculated.

Most isolates from the section Fumigati, in particular A. viridinutans species complex,
demonstrated elevated MICs for ITC and VRC, in vitro resistance to AMB was variable. In
contrast, the isolates mostly showed good susceptibility to POS and echinocandins. There
were considerable differences in the overall antifungal profile between the species, and

intraspecific variation was relatively high. The agreement between the YO and the EUCAST
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method was high, especially for clinically important species (A. felis, A. udagawae, and A.
pseudoviridinutans). Importantly, however, the YO frequently failed to detect elevated MICs
of ITC.

All the tested strains from the section Nidulantes usually exhibited relatively low MIC values
for all azole antifungals. Concerning AMB, cryptic species from the section typically had
lower MICs compared to A. nidulans sensu stricto. The agreement between the YO and
EUCAST was relatively high for azole antifungals. For both sections, better agreement was
observed after 72 hours than after 48 hours.

The result suggest that given the detected high intraspecific variability in MICs for strains
from the A. viridinutans species complex, reliable methods for MIC determination able to
reveal early resistance to systemic antifungals are needed. Therefore, in vitro susceptibility
testing results are more important than correct species identification in case of these
isolates. Since most of the tested cryptic species from the section Nidulantes showed
comparable or even lower MIC values compared to the main representative, the failure to

detect them does not seem to be a major problem.
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11. Seznam tabulek, grafQ, obrazka a zkratek

11.1.

1.

Seznam tabulek

Definice diagnostické jistoty invazivni aspergildzy

Podminky dilu¢ni metodiky CLSI a EUCAST pro vilaknité houby

SloZeni RPMI média se 2 % glukdzy pufrovaného MOPS

Rozpoustédla pro pfipravu zasobniho roztoku, charakteristika a prislusné
rozmezi testovanych koncentraci danych antimykotik

ISO schéma pro pripravu série redéni antimykotik s finalni koncentraci 0,0312-
16 mg/I

ISO schéma pro pripravu série redéni antimykotik s finalni koncentraci 0,12-64
mg/|

QC kmeny, které je mozno pouZit pro kontrolu desticek

Citlivost kmenl komplexu Aspergillus viridinutans k vybranym systémovym
antimykotikim. Porovnani vysledk( ziskanych metodou EUCAST a shoda
s diagnostickou soupravou Sensititre YeastOne

Citlivost zastupcl sekce Nidulantes k vybranym systémovym antimykotik(m.
Porovnani vysledkl ziskanych metodou EUCAST a shoda s diagnostickou

soupravou Sensititre YeastOne

11.2. Seznam grafl

Druhové zastoupeni izolatl komplexu Aspergillus viridinutans (n=90)

Druhové zastoupeni izolatl aspergilt ze sekce Nidulantes (n=81)
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Geometricky primér (GM) hodnot minimalnich inhibi¢nich
vorikonazolu u zastupcl komplexu Aspergillus viridinutans
Geometricky primér (GM) hodnot minimalnich inhibi¢nich
itrakonazolu u zastupch komplexu Aspergillus viridinutans
Geometricky primér (GM) hodnot minimalnich inhibi¢nich
posakonazolu u zastupcld komplexu Aspergillus viridinutans
Geometricky primér (GM) hodnot minimalnich inhibi¢nich

amfotericinu B u zastupcl komplexu Aspergillus viridinutans

koncentraci

koncentraci

koncentraci

koncentraci

Porovnani minimalnich inhibi¢nich koncentraci vorikonazolu podle EUCAST se

soupravou YeastOne hodnocenou po 48 a 72 hodinach

Porovnani minimalnich inhibi¢nich koncentraci itrakonazolu podle EUCAST se

soupravou YeastOne hodnocenou po 48 a 72 hodinach

Porovnani minimalnich inhibi¢nich koncentraci posakonazolu podle EUCAST se

soupravou YeastOne hodnocenou po 48 a 72 hodinach

Porovnani minimalnich inhibi¢nich koncentraci amfotericinu B podle EUCAST

se soupravou YeastOne hodnocenou po 48 a 72 hodinach
Geometricky primér (GM) hodnot minimalnich inhibi¢nich
vorikonazolu u zastupcl aspergill ze sekce Nidulantes
Geometricky primér (GM) hodnot minimalnich inhibi¢nich
itrakonazolu u zastupcl aspergill ze sekce Nidulantes
Geometricky primér (GM) hodnot minimalnich inhibi¢nich
posakonazolu u zdstupctl aspergilli ze sekce Nidulantes
Geometricky pramér (GM) hodnot minimalnich inhibi¢nich

amfotericinu B u zastupcl aspergill ze sekce Nidulantes

koncentraci

koncentraci

koncentraci

koncentraci
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Graf 16:

Graf 17:

Graf 18:

Porovnani minimalnich inhibi¢nich koncentraci vorikonazolu podle EUCAST se
soupravou YeastOne hodnocenou po 48 a 72 hodin
Porovnani minimalnich inhibi¢nich koncentraci itrakonazolu podle EUCAST se
soupravou YeastOne hodnocenou po 48 a 72 hodin
Porovnani minimalnich inhibi¢nich koncentraci posakonazolu podle EUCAST se
soupravou YeastOne hodnocenou po 48 a 72 hodin
Porovnani minimalnich inhibi¢nich koncentraci amfotericinu B podle EUCAST

se soupravou YeastOne hodnocenou po 48 a 72 hodin

11.3. Seznam obrazku

Obr. 1:

Obr. 2:

Obr. 3:

Obr. 4:

Obr. 5:

Obr. 6:

Obr. 7:

Obr. 8:

Obr. 9:

Infekéni cyklus A. fumigatus

Cesty vzniku rezistence k azolovym antimykotikdm pfi infekci A. fumigatus
Typickd mikromorfologie zastupch aspergild ze sekce Fumigati a
makromorfologie kolonie A. fumigatus sensu stricto

Dendrogram rodu Aspergillus sekce viridinutans

Typickd mikromorfologie zastupch aspergild ze sekce Nidulantes a
makromorfologie kolonie A. spinulosporus

Dendrogram rodu Aspergillus sekce Nidulantes

Pfiklad testovani citlivosti k antimykotiklim pomoci tablet Neosensitabs na
MHA - diskova difuzni metoda u citlivého kmene Aspergillus fumigatus

Pfiklad testovani citlivosti k antimykotiklim pomoci tablet Neosensitabs na
MHAM - diskova difuzni metoda u kmene Candida glabrata rezistentniho k
azollm

Priklad stanoveni hodnot MIC k antimykotikiim pomoci Etestu



Obr. 10: Priklad stanoveni hodnot MIC k antimykotikim pomoci Sensititre YeastOne

Obr. 11: Ctyfjamkova desti¢ka pro vyhledavéni azolové rezistence

11.4. Seznam zkratek

AFG Anidulafungin

ALL Akutni lymfoblasticka leukémie
AMB Amfotericin B

ASAC Aspergillus acrensis

ASAR Aspergillus arcoverdensis

ASFE Aspergillus felis

ASNI Aspergillus nidulans

ASPS Aspergillus pseudoviridinutans
ASQUA Aspergillus quadrilineatus
ASRU Aspergillus rugulosus

ASSPI Aspergillus spinulosporus

ASSU Aspergillus sublatus

ASUD Aspergillus udagawae

ASWY Aspergillus wyomingensis

ATM Antimykotika

BAT Bronchoalveoldrni tekutina

BP Breakpoint

CAS Kaspofungin

CCF Sbirka kultur hub (Culture Collection of Fungi)

CDG Chronické granulomatdzni onemocnéni
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CLSI

ECOFF

ECV

EUCAST-AFST

FLU

GM

CHOPN

IPA

ISA

ITC

MEA

MEC

MFG

MHA

MHAM

MiC

MICso

MICqo

PDA

Ustav pro klinické a laboratorni standardy (Clinical and Laboratory
Standard); dfive NCCLS (Ndarodni vybor pro klinické laboratorni
standardy)

Epidemiological cut-off value (EUCAST)

Epidemiological cut-off value (CLSI)

Evropska komise pro testovani antimikrobidlni citlivosti zamérena na
testovani antifungdlnich latek (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing — Antifungal susceptibility testing)

Flukonazol

Geometricky pramér (geometric mean)

Chronicka obstrukéni plicni nemoc

Invazivni aspergildza

Invazivni plicni aspergildza

Isavukonazol

Itrakonazol

Malt extrakt agar

Minimalni efektivni koncentrace

Mikafungin

Mueller-Hinton agar

Mueller-Hinton agar s methylenovou modfi

Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Hodnota MIC, kdy je inhibovan rlst 50 % testovanych izolatd

Hodnota MIC, kdy je inhibovan rist 90 % testovanych izolatl

Bramborovo-dextrézovy agar
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POS

QC kmeny
SDA

TBC

VRC

YO

YO48

YO72

Posakonazol

Kontrolni kmeny (Quality Control strains)
Sabouraud(v dextrézovy agar

Tuberkuléza

Vorikonazol

Sensititre YeastOne

Sensititre YeastOne odecitany po 48 hodinach

Sensititre YeastOne odecitany po 72 hodinach
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12. Prilohy
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Tab. P1. Seznam kmenti r. Aspergillus a informace o zdroji

Druh / Identifikaéni &islo (Sbirka)® >

Lokalita, substrat, rok izolace

Aspergillus sp.

IFM 57290 = CCF 4666

IFM 57291 = CCF 4670

CCF 4959 (S973)

CCF 4960 (S974)

CCF 4961 (S975)

A. arcoverdensis

IFM 61334" = JCM 19878 = CCF 4900 (6-2-32)
IFM 61333 = CCF 4899 (10-2-3)

IFM 61337 = JCM 19879 = CCF 4901 (1-1-34)
IFM 61338 = JCM 19880 = CCF 4902 (6-2-3)
IFM 61339 = CCF 4903 (2-1-11)

IFM 61340 = CCF 4904 (7-2-33)

IFM 61345 = CCF 5633 (3-2-2)

IFM 61346 = CCF 4906 (4-2-14)

IFM 61349 = CCF 4907 (4-2-9)

IFM 61362 = CCF 4908 (5-2-2)

IFM 59922 = CCF 4560 (08-SA-2-2)

IFM 59923 = CCF 4569 (08-SA-2-1)

FRR 1266 = CBS 121595 = DTO 019-F2 = CCF 4574
A. aureolus

IFM 47021" = IFM 46935" = IFM 53589" = CBS 105.55' = NRRL

2244" = IMI 06145 = KACC 41204 = KACC 41095' = CCF 4644 =

CCF 4646' = CCF 4648"

Brazilie, Amazonas, Manaus, tropicky destny prales, ptda, 2001
Brazilie, Acre, Xapuri, louky, plda z dobyt¢i farmy, 2001
Rumunsko, Movile cave, nad Lake Room, jeskynni sediment, 2014
Rumunsko, Movile cave, krizeni, jeskynni sediment, 2014

Rumunsko, Movile cave, Lake Room, jeskynni sediment, 2014

Brazilie, Pernambuco, pobliz Arcoverde, polopoustni ptda v oblasti caatinga, 2011
Brazilie, Pernambuco, pobliz Arcoverde, polopoustni plida v oblasti caatinga, 2011
Brazilie, Pernambuco, pobliz Arcoverde, polopoustni plda v oblasti caatinga, 2011
Brazilie, Pernambuco, pobliz Arcoverde, polopoustni plda v oblasti caatinga, 2011
Brazilie, Pernambuco, pobliz Arcoverde, polopoustni plida v oblasti caatinga, 2011
Brazilie, Pernambuco, pobliz Arcoverde, polopoustni plida v oblasti caatinga, 2011
Brazilie, Pernambuco, pobliz Arcoverde, polopoustni ptda v oblasti caatinga, 2011
Brazilie, Pernambuco, pobliz Arcoverde, polopoustni plida v oblasti caatinga, 2011
Brazilie, Pernambuco, pobliz Arcoverde, polopoustni plida v oblasti caatinga, 2011
Brazilie, Pernambuco, pobliz Arcoverde, polopoustni plida v oblasti caatinga, 2011
Cina, ptda, 2008

Cina, ptida, 2008

Australie, New South Wales, Warrumbungle National Park, pis¢ita pada, 1971

Ghana, Tafo, ptida, 1950



IFM 46584 = IFM 46936 = CBM-FA-0692 = CCF 4645 = CCF 4647  Brazilie, Sdo Paulo State, Botucatu, plida, 1993
IFM 53615 = CBM-FA-934 = CCF 4571 (ex-type of A. indohii) Brazilie, Acre, Cruzeiro do Sul, plida na travnaté plani v a tropickém destném pralese, 2001
IHEM 22515 (RV 71215) Peru, Lima, lidska rohovka, <1995
A. felis
Australie, Sydney, retrobulbarni masa, sino-orbitalni aspergilléza u 3.5-let staré domestikované kratkosrsté kocky,

CBS 130245" = DTO 131-F4' = CCF 5620 (Tiger Fitzpatrick) s
MN~, 2008

NRRL 62900 = CM-3147 = CCF 4895 (ex-type of A. parafelis) Spanélsko, lidsky oropharyngealni exudat, 2004

NRRL 62903 = CM-6087" = CCF 4897" (ex-type of A. pseudofelis) Spanélsko, &lovék, sputum, 2010
NRRL 62901 = CM-5623 = CCF 4896 = CCF 4557 (Viridi-Pinh) Portugalsko, bronchoalveolarni lavaz, chronicka invazivni aspergill6za u 56-letého muze, 2007

IFM 59564 = CCF 5612

IFM 60053 = CCF 4559

IFM 54303 = CCF 4570

FRR 5679 = CCF 5613 (MK246)

FRR 5680 = CCF 5615 (MK284)

CCF 2937

CCF 4002 (AK 196/07)

CCF 4003 (AK 27/07)

CCF 4171 = CMF ISB 2162 = IFM 60852 (F39)
CCF 4172 (F47)

CCF 4148 = CMF ISB 1975 = IFM 60868 (F22)
CCF 4376 (AK 102/11)

CCF 4497 = CMF ISB 1936 (F6)

CCF 4498 = [FM 60853 (F49)

DTO 131-E4 = CCF 5609 (2384/07, Dipsy)

DTO 131-E5 = CCF 5610 (4091/09, Porsha Davies)

DTO 131-G1 = CCF 5611 (834/07, Cookie)

Japonsko, ¢lovék, sputum, 2011

Japonsko, abscess pobliz stehenni kosti, 40-lety muz s osteomyelitis, 2012

Japonsko, ¢lovék, klinicky material, <2007

Australie, hrudni masa u kocky s aspergilézou, <2005

Australie, retrobulbarni absces u kocky, <2005

Ceska Republika, pobliz Kladna, ptda hlusinového naspu, 1993

Ceska Republika, Markovicky, pobliZ Kutné Hory, stara stiibrna skladka ddinich odpadi, 2007

Ceska Republika, Chvaletice, padni krusta, opustény kalovy rybnik, 2007

USA, Wyoming, Glenrock, ptda ze skladky uhelného dolu, 2010

Spanélsko, Andalusia, Aracena, Gruta de la Maravillas, jeskynni ovzdusi, 2010

USA, Wyoming, Glenrock, ptda ze skladky uhelného dolu, 2010

Ceska Republika, Krusné hory, pobliz Abertamy, pdda ze staré skladky, 2011

USA, Wyoming, Glenrock, ptda ze skladky uhelného dolu, 2010

USA, Wyoming, Glenrock, ptda ze skladky uhelného dolu, 2010

Australie, Brisbane, retrobulbarni masa, sino-orbitalni aspergil6za u 7-leté domestikované kratkosrsté kocky, FNS,
2007

Australie, Brisbane, retrobulbarni masa, sino-orbitalni aspergil6za u 3-leté Himalajské kocky, FNS, 2009

Australie, Sydney, retrobulbarni masa, sino-orbitalni aspergil6za u 2-leté Himalajské kocky, MN?, 2007
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CCF 5614 (14/4138, Theodore Baird)
CCF 5616 (Felix Hayes D)

DTO 131-F1 = CCF 5617 (66/10, Kirra)
CCF 5618 (Luigi Croker)
CBS 130248 = DTO 131-G3 = CCF 5619 (1767/10, Blackie)

CBS 130249 = DTO 155-G3 = CCF 5621 (1207/05, Snoopy
Hoebes)

DTO 131-F2 = CCF 5622 (3532/09, Ari Meyers)

CBS 130247 = DTO 131-G2 = CCF 5623 (1020/07, Mollie)

DTO 131-E9 = CCF 5624 (1848/08, Schreader)

DTO 131-E3 = CCF 5625 (3008/08 D, Lily Moore)

DTO 131-F6 = CCF 5626 (8651/09, Kipp)

CBS 130244 = DTO 131-E6 = CCF 5627 (4067/09D, Miki)

DTO 131-F3 = CCF 5628 (2188/08, Kcee)

CBS 130246 = DTO 131-F9 = CCF 5629 (448/08, Simba)
A. pseudoviridinutans

NRRL 62904 = CCF 5631 (NIHAV1, 1720)

CBS 458.75 = KACC 41203 = IHEM 9862 (ex-type of A. fumigatus

var. sclerotiorum)

Australie, Sydney, sino-orbitalni aspergildza (pozdéji diseminovana) u 5-leté kocky, Ragoll, MN?, 2013

Australie, Canberra, sino-orbitalni aspergil6za u 8-leté domestikované dlouhosrsté kocky

Australie, Brisbane, retrobulbarni masa, sino-orbitalni aspergil6za u 5-leté domestikované kratkosrsté kocky, FNS,
2010

Australie, Sydney, sino-orbitalni aspergildza (pozdéji diseminovana) u 2-leté Britské kratkosrsté kocky, MN3, 2012
Australie, Brisbane, retrobulbarni masa, sino-orbitalni aspergil6za u 4-leté domestikované kratkosrsté kocky, FNS,

2010
Australie, Sydney, vitrealni obsah 9-letého Staroanglického ovcackého psa, MNS, 2005

Australie, Brisbane, retrobulbarni masa, sino-orbitalni aspergil6za u 4.5-leté kocky Ragdoll, MN3, 2009

Australie, Sydney, retrobulbarni masa, sino-orbitalni aspergil6za u 2-leté domestikované kratkosrsté kocky, FN3,
2007

Australie, Brisbane, retrobulbarni masa, sino-orbitalni aspergil6za u 1.5-leté domestikované kratkosrsté kocky, MN,
2008

Australie, Brisbane, retrobulbarni masa, sino-orbitalni aspergil6za u 8-leté Perské kocky, FNS, 2008

Australie, Brisbane, retrobulbarni masa, sino-orbitalni aspergil6za u 8- leté domestikované kratkosrsté kocky, MN3,
2009

Australie, Sydney, retrobulbarni masa, sino-orbitalni aspergiléza u 5- leté Cornish Rex kocky, FNS, 2009

Australie, Brisbane, retrobulbarni masa, sino-orbitalni aspergil6za u 7- leté domestikované kratkosrsté kocky, FN3,
2008

Australie, Sydney, sinonasalni dutina, sino-orbitalni aspergiléza u 13-leté domestikované dlouhosrsté kocky, MNS,

2008

USA, U.S. National Institutes of Health, biopsie mediastinalniho lymfatického nodulu, 14-lety chlapec s chronickym

granulomatéznim onemocnénim, 2004

Indie, Lucknow, Mohanlalganj, plda, <1971
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IMI 182127 = KACC 41614 = CCF 5630
IFM 55266 = CCF 5644

IFM 57289 = CCF 4665

IFM 59502 = CCF 4561

IFM 59503 = CCF 4562

CCF 5632 (NIHAV2, 2594)

A. siamensis

IFM 59793" = KUFC 6349" = CCF 4685
IFM 61157 = KUFC 6397 = CCF 4686

A. udagawae

IFM 46972" = CBS 114218" =KACC 41156' = CCF 4558"

IFM 46973" = CBS 114217 = KACC 41155"
IFM 5058 = CCF 4662

IFM 51744 = CCF 4671

IFM 53868 = CCF 4667

IFM 54131 = CBM-FA-0697 = CCF 4663
IFM 54132 = CBM-FA-0698 = CCF 4664
IFM 54745 = CBM-FA-694 = CCF 4661
IFM 55207 = NBRC 31952 = CCF 4660
IFM 62155 = CCF 4668

CCF 4475 (F2)

CCF 4476 (F32)

CCF 4478 = CMF ISB 2193 (F66)

CCF 4479 = CMF ISB 2189 (F70)

CCF 4481 = CMF ISB 2191 (F83)

CCF 4491 = CMF ISB 1971 (F3)

CCF 4492 (F21)

Sri Lanka, Pinus caribea, <1974

Japonsko, ¢loveék, plice, 2004

Brazilie, Mato Grosso, plda

Japonsko, kornea, keratomykdza u 26-leté zeny, 2011
Japonsko, kornea, keratomykdza u 26-leté zeny, 2011

USA, plicni biopsie, 8-lety chlapec s hyperimunoglobulin-E syndromem, 2004

Thajsko, Chonburi Province, Samaesarn Island, plida pobfezniho lesa, 2008

Thajsko, Chiang Mai, termiti hnizdo, pida, 2009

Brazilie, Sdo Paulo State, Botucatu, Lagoa Seka Avea, plida z plantaze, 1993
Brazilie, Sdo Paulo State, Botucatu, Lagoa Seka Avea, plida z plantdze, 1993
Japonsko, ¢lovék, oko

Japonsko, ¢lovék, klinicky material, 2002

Japonsko, ¢lovék, klinicky material, 2004

Cina, Shaanxi, ptida, 1994

Cina, Shaanxi, pGida, 1994

Cina, Shaanxi, ptida, 1994

Rusko, ptda, 1985

Brazilie, plda, 2008

USA, Wyoming, Glenrock, prérie, plida, 2010

USA, Wyoming, Glenrock, plida, skladka dulnich odpadt, 2010

USA, Wyoming, Gilette, plda, skladka dalnich odpadd, 2011

USA, lllinois, plda, skladka ddlnich odpadu, 2011

USA, Wyoming, Gilette, plda, skladka dlInich odpadd, 2011

USA, Wyoming, Glenrock, prairie plida, 2010

USA, Wyoming, Glenrock, plida, skladka dulnich odpadt, 2010
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CCF 4494 (F44)

CMF ISB 1972 = CCF 4502 (F11)

CMF ISB 2190 = CCF 5635 (F76)

CMF ISB 2509 = CCF 5636 (F20)

CCF 5637 (F37)

CCF 5638 (3C8, Percy)

DTO 166-D6 = CCF 5639 (11.3356, Milo)

CCF 5634 (B3)

A. viridinutans

IFM 47045' = IFM 47046 = IMI 367415 = IMI 062875" = NRRL
4365" = NRRL 576' = CBS 127.56" = KACC 41142" = CCF 4382 =
CCF 4568"

A. wyomingensis

CCF 4417" = CMF ISB 2494" = CBS 135456 (F30)
CCF 4169 = CMF ISB 2486 (F24)

CCF 4170 = CMF ISB 2485 (F12)

CCF 4411 = CMF ISB 1977 = IFM 60854 (F5)

CCF 4412 (F9)

CCF 4413 = CMF ISB 2317 (F10)

CCF 4414 = CMF ISB 1974 = IFM 60856 (F13)
CCF 4415 = CMF ISB 2487 (F28)

CCF 4416 = CMF ISB 1976 = CBS 135455 (F29)
CCF 4418 = CMF ISB 2162 = IFM 60855 (F31)
CCF 4419 = CMF ISB 2495 (F53)

CCF 4420 = CMF ISB 2491 (F60)

IMI 133982 = CCF 4383

IFM 59681 = CCF 4563

USA, Wyoming, Glenrock, prérie, plida, 2010

USA, Wyoming, Glenrock, ptda, skladka ddlnich odpadd, 2010
USA, Indiena, puda, skladka dlInich odpadd, 2011

USA, Wyoming, Glenrock, plida, skladka dulnich odpadt, 2010
USA, Wyoming, Gilette, puda, skladka ddlnich odpadu, 2008

USA, Philadelphia, sino-orbitalni aspergil6za u 4-leté Perské kocky, MN3, 2012

Australie, Sydney, sino-orbitalni aspergildza u 2-leté domestikované kratkosrsté kocky, 2011

Ceska Republika, Hostéradice, zizali vyvriky, 2012

Australie, Victoria, Frankston, krali¢i trus, <1954

USA, Wyoming, Glenrock, plida, skladka dulnich odpadd, 2010
USA, Wyoming, Glenrock, ptda, 2010

USA, Wyoming, Glenrock, ptda, 2010

USA, Wyoming, Glenrock, ptda, skladka ddlnich odpadut, 2010
USA, Wyoming, Glenrock, plida, skladka dulnich odpadt, 2010
USA, Wyoming, Glenrock, ptda, skladka ddlnich odpadu, 2010
USA, Wyoming, Glenrock, ptda, skladka ddlnich odpadu, 2010
USA, Wyoming, Glenrock, ptda, skladka ddlnich odpadu, 2010
USA, Wyoming, Glenrock, plida, skladka dulnich odpadt, 2010
USA, Wyoming, Glenrock, ptda, skladka ddlnich odpadu, 2010
USA, Wyoming, Glenrock, ptda, skladka ddlnich odpadu, 2010
USA, Wyoming, Glenrock, ptda, skladka ddlnich odpadu, 2010
Rusko, Moskva, puda, <1968

Cina, Urumgi, pGida, 2008
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DTO 155-G2 = CCF 5640 (Yogurt Rogers) Australie, Melbourne, retrobulbarni masa, sino-orbitalni aspergil6za u 1.5-leté Britské kratkosrsté kocky, 2010

outgroup

A. fischeri NRRL 181" = CBS 544.65' = CBS 101.12" = ATCC 1020’

T T T Neni znamo, konzervovana jablka, 1923
=JCM 1740 =FRR 181 =1MI 211391

A. lentulus NRRL 35552 = CBS 117885' = IBT 27201" = KACC
USA, clovék, klinicky material

41940"

A. fumigatus NRRL 163" = ATCC 1022 = ATCC 4813" = CBS
USA, Connecticut, kureci plice

133.61" = IM1 16152"
ICulture collection acronyms: ATCC, American Type Culture Collection, Manassas, USA; CBM-FA, Natural History Museum & Institute, Chiba, Japonsko; BCCM/IHEM, Belgian Coordinated

Collections of Microorganisms, Biomedical Fungi and Yeasts Collection, Scientific Institute of Public Health, Brussel, Belgie; CBS, Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Nizozemsko;
CCF, Culture Collection of Fungi, Prague, Ceska Republika; CM, Filamentous fungus collection of the Spanish National Center for Microbiology, Madrid, Spanélsko; CMF ISB, Collection of
Microscopic Fungi, Institute of Pida Biology, Academy of Sciences of the Ceska Republika, Ceské Budé&jovice, Ceskd Republika; DTO, working collection of the Applied and Industrial Mycology
department housed at CBS-KNAW; FRR, Food Fungal Culture Collection, North Ride, Australie; IBT, culture collection of the DTU Systems Biology, Lyngby, Dansko; IMI, CABI’s collection of fungi
and bacteria, Egham, UK; JCM, Japonsko Collection of Microorganisms, Tsukuba, Japonsko; KACC, Korean Agricultural Culture Collection, Wanju, Jizni Korea; NBRC (IFO), Biological Resource
Center, National Institute of Technology and Evaluation, Chiba, Japonsko; NRRL, Agricultural Research Service Culture Collection, Peoria, lllinois, USA.

2 o s vr o , v s . ,

puvodni ¢isla kmenU a osobnich oznaceni jsou uvedena v zavorce

3FN, female neutered (desexed), MN = male neutered
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Tab. P2. Pavod a specifikace kmen( zastupch sekce Nidulantes

Druh/identifikaéni éislo

shirka

Dalsi oznaceni kmene

Lokalita, substrat

Aspergillus corrugatus

DTO 047-19
CCF 4683

A. nidulans
DTO 042-B6
DTO 042-B8
DTO 042-C3
DTO 042-C7
DTO 042-D1
DTO 042-C6
CCF 4880
CCF 4881
CCF 4882
CCF 4355
CCF 5343
CCF 5342
CCF 5772
CCF 5794
CCF 5771
CCF 5795
IFM 41396
IFM 47003
IFM 51356

CBS 191.77 = NHL 2763 = IMI
212201 =BT 22829
5b/13, PL 249

V44-45
V44-48
V32-12
V45-01
V06-20
V44-46

690, PL 314
723d, PL315
PL683/14
MY13040, AK 3/12
MY988
MY3003
MY1169

NPL 1037/16
NPL 1490/16
NPL 952/16

NBRC 9852

plda pod Saccharum officinarum, Thajsko

klinicky material, plicni infekce, Ceska Republika

Sputum, pacient with pulmonary mycobacterial disease and cavitary lung disease, (NIH, USA), Kolonizace
Sputum, pacient s nddorem tracniku, (NIH, USA), Kolonizace

BAL-tekutina, pacient s MDS, (Nijmegen, Nizozemsko), Pravdépodobna IA
Kozni stér (Nijmegen, Nizozemsko), Kolonizace

Stér z nosu (Nijmegen, Nizozemsko), Kolonizace

Sputum, pacient s imunodeficitem a bronchiektaziemi, (NIH, USA), Kolonizace
klinicky material, plicni infekce, Ceska Republika

klinicky material, plicni infekce, Ceska Republika

klinicky material, plicni infekce, Ceska Republika

klinicky material, plicni infekce, Ceska Republika

klinicky material, plicni infekce, Ceska Republika

klinicky material, plicni infekce, Ceska Republika

klinicky material, plicni infekce, Ceska Republika

klinicky material, plicni infekce, Ceska Republika

klinicky material, plicni infekce, Ceska Republika

klinicky material, plicni infekce, Ceska Republika

pacient, Japonsko

Ri¢ni sediment, Japonsko

BAL, Japonsko
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CCF 4363 CMF ISB 1766 vermikompost, Eisenia andrei - stfevo

CCF 4364 CMF ISB 1767 ovzdusi

CCF 4365 CMF ISB 1768 Zizali vwyvriky

CCF 4366 CMF ISB 1818 jeskynni sediment

CCF 3379 stér — sluchovy kana 21-letého muze, Hradec Kralové, Ceska Republika, 2002

CCF 2912 silaz, pobliz Usti nad Labem, Ceska Republika, 1992, K. Rihova

CCF 4064 73ME sputum, Pardubice, Ceska Republika

CCF 5869 NPL 1157/17 BAT, Zena, 53, dg pneumonie, poslal to Dr. Stehlik z TN, odbér 27.9.17, izolovano 3.10.17.

A. pachycristatus
CCF 5372 EMSL No. 2267 sesterna, nemocniéni ovzdusi, USA, Tuscon, Arizona, 2014, Z. Jurjevi¢

A. quadrilineatus

DTO 007-H4 V43-63 Nehet (Bulandshahr, Indie), Prokdazanaonychomycosis
DTO 047-H4 CBS 493.65 KlzZe muze, Kalifornie
DTO 319-F9 CBS 113684 Nehty, Uttar Pradesh

CBS 119.55 = NRRL 2394 = ATCC

DTO 047-G6 16839 = IBT 11111 = IMI 061453 Exponovana tovarna, Nové Mexiko

DTO 048-A8 CBS 125.55 Kontaminanta plodin, Recife, Brazilie

DTO 320-C3 CBS 467.88 Zahradni plda, Spain

DTO 325-D5 CBS 126215 = IBT 23423 Povrch piséité duny, plida, poust, Namibie

CGMCC 3.04661 = CGMCC

DTO 322-D3 3.04661 = CCRC 32222 = IFO 5859 Neznamy zdroj, Japonsko

DTO 346-C7 Kojenecka vyziva, Nizozemsko

IFM 52249 pGda, Brazilie

CCF 5428 EMSL No. 2188 Vnit¥ni prostiedi, vzduch v nemocnici, Arizona, USA, 2013, Z. Jurjevi¢

A. rugulosus
DTO 007-G6 V43-77 Kost, pacient s CGD (Thessaloniki, Recko), ProkazanalA
DTO 276-F1 BAL, Irdn
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DTO 321-H1

DTO 047-18
DTO 319-F8
DTO 319-G1
DTO 322-19
DTO 325-A7
DTO 325-B8
DTO 325-F3
DTO 061-D7
CCF 3089

A. spinulosporus
DTO 007-F2
DTO 042-C9

DTO 047-G9

DTO 047-H1

DTO 065-F7

DTO 325-D9

CCF 4367, CCF 4706
CCF5773

CCF 4705

CCF 5796

CCF 5797

A. sublatus

CBS 133.60 = NRRL 206 = ATCC
16820 = IMI 136775 = IBT 22820
CBS 200.75 = IBT 22848 = IMI
131554 = NRRL 3651

CBS 113407

CBS 117.50 = IBT 22519
CGMCC 3.06394

IBT 10998

IBT 13207

IBT 31140

IBT 12265

4606

V53-70

CBS 120.55 = NRRL 2395 = ATCC
16825 = IBT 22841 = IM| 061454
CBS 564.80 = IBT 22840 = IMI
250977

IBT 23829
485, PL 191
NPL 430B/16
MY1150

NPL 2456/15
NPL 2029/15

PGda, New Jersey, USA

Pada, Kaulbhaskar, zemédélska farma, Allahaba, Indie

Granule netopyftiho trusu, pobliz Gaba, Oman

Hndj, Thunder Bay, Ontario, Kanada

Kukufi¢na mouka, Yunnan provincie, Cina

Hlavice kvétl Amaranthus, Dansko

Dipodomys ordii licni vacek, Seviletta National Wildlife Refuge, Socorro County, New Mexico, USA
Saltern, Secovlje, Slovinsko

Neznamy zdroj

stér z nekrdz z pericaru, 1-mésiéni novorozenec, Prague, Ceska Republika , 1998

kmen AZN4606: biopsie, pacient s CGD (Nijmegen, Nizozemsko), ProkazanalA

V53-70: Sputum, pacient s COPD (Nijmegen, Nizozemsko), Kolonizace

PGda, Buenos Aires, Argentina

Kontaminace plodin, Kanada

Ovzdusi, pharmaceuticka tovarna, Viden, Austria
Vnitrni prostédi, tovarna, Dansko

klinicky material, plicni infekce, Ceska Republika
klinicky material, plicni infekce, Ceska Republika
klinicky material, plicni infekce, Ceska Republika
klinicky material, plicni infekce, Ceska Republika

klinicky material, plicni infekce, Ceska Republika
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DTO 007-G7
DTO 007-G9
DTO 007-H1
DTO 007-H2
DTO 007-H3
DTO 042-C2
DTO 042-C4
DTO 042-C5
DTO 042-C8

DTO 338-F7

DTO 047-H2

DTO 325-E9
DTO 346-C1
CCF 5344
CCF 5429
CCF 5438

V40-61
v42-23

V42-43

v42-81

v43-21

V49-25

V49-18

V44-47

V24-62

CBS 140630 = IFO 30906 = IBT
19356 = IFM 4553 = DTO 338-F7
CBS 492.65 = ATCC 16848 = IBT
22844 = M| 074181 = NRRL 200
IBT 25906 = DTO 338-F9 = DTO
325-E9

MY1854
EMSL No. 2817
EMSL No. 3247

BAL-tekutina, pacient s CGD (pfipad 1, Nijmegen, Nizozemsko), Pravdépodobna IA

Bronchialni aspirat (pfipad 2, Nijmegen, Nizozemsko), Kolonizace

Biopsie mozku, BMT prijemce (Duke, USA), Prokazana cerebralni aspergildza

Biopsie mozku, pacient s CLL (case 4, Nijmegen, Nizozemsko), Prokazana cerebralni aspergildza
Sputum (ptipad 3, Nijmegen, Nizozemsko), Kolonizace

Plicni biopsie, pacient s CGD, (NIH, USA), ProkazanalA

Sputum, pacient s bronchiektazii (Nijmegen, Nizozemsko), Kolonizace

Plicni biopsie, pacient s CGD (NIH, USA), Prokazana IA

Bronchialni aspirat (Nijmegen, Nizozemsko), Kolonizace

PGda pod Saccharum officinarum, Nakorn Pathom, Thajsko

Neznamy zdroj

PUda pod Erica sp., Zachenberg, Gronsko

Détska vyZiva, Nizozemsko

klinicky material, plicni infekce, Ceska Republika

Prach v pracovné, Oceanside, New York, USA, 2015, Z. Jurjevi¢

Kuchy#, stér, Bronx, NY, USA, 2015, Z. Jurjevi¢
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