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Nazev diplomové prdace: In vitro citlivost potencidlné patogennich hub izolovanych

ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové k antimykotik(im

Podtitul: Krevni kultury testované v letech 2008-2018

Cil prace: Cilem prace bylo popsat a zhodnotit epidemiologickou situaci fungémie
ve Fakultni nemocnici Hradec Krdlové (FNHK) v letech 2008 az 2018, zejména in vitro

citlivost krevnich izolatd k antimykotikim.

Metody: Potfebna data byla ziskdna z laboratorniho informaéniho systému Ustavu

klinické mikrobiologie FNHK a zpracovana v programu Microsoft Excel.

Vysledky: Od ledna 2008 do prosince 2018 byla fungémie identifikovana u 231 pacien-
td s celkovou incidenci 0,51 pfipadl na 1000 prijeti. Mezi plivodci prevazovala Candida
albicans (52,8 %) nasledovana C. glabrata (14,7 %), C. tropicalis (8,2 %) a C. parapsilosis
(6,9 %). Citlivost k echinokandinim urcena na zakladé minimalni inhibi¢ni koncentrace
byla pro C. albicans, C. tropicalis a C. parapsilosis 100%, ve 2 pfipadech byla C. glabrata
rezistentni k anidulafunginu a C. krusei ke kaspofunginu. C. albicans a C. tropicalis vy-
kazovaly velmi dobrou citlivost také k azolovym antimykotiklim. Objevilo se 6 izolatu
C. glabrata (17,1 %) a 1 izolat C. parapsilosis s rezistenci k flukonazolu, 2 izolaty
C. parapsilosis a 1 izolat C. krusei rezistentni k vorikonazolu. Diskova difuzni metoda
ukdzala srovnatelnou citlivost kandid ke kaspofunginu a flukonazolu, ale vyssi podil
rezistence k vorikonazolu. VSechny kmeny vykazovaly wild type fenotyp k amfotericinu

B.



Zaveér: Trend incidence fungémie byl béhem 11 let stabilni. Celkové epidemiologicka
situace ve FNHK korespondovala s vysledky studii provedenych v Ceské republice

a dalSich evropskych zemich.

Klicova slova: citlivost k antimykotikim, fungémie, kandidémie, incidence, druhova

distribuce



2. ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biological and Medical Sciences
Author: Eva Hejkrlikova

Supervisor: PharmDr. Petr Jilek, CSc.

Supervisor specialist: doc. RNDr. Vladimir Buchta, CSc.

Title of master's thesis: /n vitro susceptibility of potentially pathogenic fungi isolated

in the University Hospital Hradec Krdlové to antifungal drugs
Subtitle: Blood cultures tested from 2008 to 2018

Background: The aim of the work was to describe and evaluate epidemiological situ-
ation of fungemia in the University Hospital Hradec Krdlové (FNHK) from 2008 to 2018,

focusing on in vitro susceptibility of blood isolates to antifungals.

Methods: Required data were obtained from the laboratory information system
of the Department of Clinical Microbiology FNHK and processed using Microsoft Excel

program.

Results: From January 2008 to December 2018, fungemia was identified in 231 pa-
tients with overall incidence of 0.51 cases per 1000 admissions. Candida albicans ac-
counted for most cases (52.8 %) followed by C. glabrata (14.7 %), C. tropicalis (8.2 %)
and C. parapsilosis (6.9 %). C. albicans, C. tropicalis and C. parapsilosis susceptibility
to echinocandins, as determined on the basis of minimum inhibitory concentration,
was 100 %, in 2 cases C. glabrata was resistant to anidulafungin and C. krusei
to caspofungin. C. albicans and C. tropicalis manifested good susceptibility to azole
antifungals as well. 6 C. glabrata isolates (17.1 %) and 1 C. parapsilosis isolate were
resistant to fluconazole, 2 C. parapsilosis isolates and 1 C. krusei isolate were resistant

to voriconazole. Disk diffusion method showed corresponding susceptibility of Candida



species to caspofungin and fluconazole on the other hand resistance to voriconazole

was higher. All strains exhibited wild type phenotype to amphotericin B.

Conclusion: The trend of fungemia incidence was stable over 11 years. In general, epi-
demiological situation in FNHK corresponded to results of studies carried in the Czech

Republic and other European countries.

Key words: antifungal susceptibility, fungemia, candidemia, incidence, species distri-

bution



3. UvVOoD

In vitro stanoveni citlivosti infekénich agens k antimikrobnim latkdm ma vyznam
v epidemiologii a je dllezitym podkladem pro raciondlni terapii zejména zavaznych
a zivot ohroZujicich onemocnéni. Testovanim lze odhalit rezistentni plvodce ne-
bo rozvoj rezistence v prlbéhu |écby. Terapie na podkladé vysledk( citlivosti také sni-
zuje riziko vzniku rezistentnich kment (Mallatova et al. 2011; Sanguinetti a Posteraro

2018).

Vramci mykologické diagnostiky ziskalo stanoveni citlivosti na vyznamu
od pocatku 90. let, v souvislosti s naristem frekvence systémovych mykéz, novymi

[éCivy a vyvojem rezistentnich hub nasledkem jejich pouzivani (Mallatova et al. 2011).

Pfi nalezu houby v krevni kulture je diagnostikovana fungémie — vainy stav
s nespecifickymi symptomy a vysokou mortalitou (Sobel 2015), testovani citlivosti je
proto u pacientl s pozitivni hemokulturou doporucovano jako soucdst managementu

infekce (Koehler et al. 2014; Pappas et al. 2016).

In vitro citlivost k antimykotikim Ize stanovit diluénimi nebo difuznimi metodami.
trace latky zabranujici viditelnému rlstu mikroorganismu. Pomoci difuznich metod
ziskame velikost inhibicni zony — prdmér oblasti, v niZ je rlst mikroorganismu inhibo-
van. Pro testovani obéma typy metod existuji komercéni soupravy napf. Etest (bioMé-
rieux, Francie), nebo Sensititre YeastOne (TREK Diagnostic Systems, USA). EUCAST (Eu-
ropean Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) pro Evropu a CLSI (Clinical &
Laboratory Standards Institute) ve Spojenych statech americkych vytvorily na zakladé
sledovani distribuce citlivosti v populaci, farmakokinetiky a farmakodynamiky léciv
a klinickych studii klinické breakpointy, hrani¢ni hodnoty MIC (u CLSI i inhibi¢nich zdn),
podle kterych je testovany kmen zatazen do kategorie citlivy, intermedidrni (u flukona-
zolu citlivy v zavislosti na davce), nebo rezistentni. Po Upravé definic z roku 2019 EU-
CAST rozliSuje kategorie citlivy ve standardnim davkovacim rezimu, citlivy pfi intenzivni
expozici a rezistentni (Kahlmeter a EUCAST Steering Committee 2019). Klinické break-
pointy nicméné existuji jen pro urcité mikroorganismy a antimykotika. Pro nékteré

z ostatnich jsou stanoveny epidemiologické cut-off hodnoty (ECV) vychazejici



z distribuce MIC daného mikroorganismu, které rozdéluji organismy na tzv. wild type
(bézny fenotyp) a non-wild type (s mutacemi, ziskanou rezistenci) (Mallatova et al.

2011).

Klinicky efekt antimykotik nicméné nezavisi jen na faktorech léciva (farmakokineti-
ka, davkovani aj.), ale také na vlastnostech mikroorganismu (fenotypové vlastnosti,
virulence apod.) a hostitele (stav imunity, celkova kondice). Volba terapie by tedy ne-

méla vychazet pouze z in vitro stanoveni citlivosti (Mallatova et al. 2011).



4. ZADANI - CiL PRACE

Cilem préace je popsat epidemiologickou situaci fungémii ve Fakultni nemocnici
Hradec Kralové v obdobi od 1. ledna 2008 do 31. prosince 2018. Prace je zamérena
na skladbu pacient( s pozitivnim hemokultivaénim nalezem, déle druhovou distribuci
pGvodcli fungémii a hodnoceni in vitro citlivosti krevnich izolatd kvasinek
k antimykotikiim. Vysledky budou porovnany s obdobné zamérenymi publikacemi

z Ceské republiky a daldich zemi.



5. TEORETICKA CAST

5.1 Houby (Fungi)

5.1.1 Obecné viastnosti

Fungi se fadi mezi eukaryotni, heterotrofni organismy. Zivi se saprofyticky, pa-
raziticky, nebo jsou symbionty. Jejich klasifikace pivodné vychdazela z morfologickych
znakl se zakladnim délenim na mikromycety — houby mikroskopickych rozmérq,
a makromycety — houby viditelné pouhym okem. Mikroskopické houby se dale rozliSuji
na kvasinkovité a vlaknité (Votava et al. 2003). Metody molekularni genetiky
v soucasnosti umoziuji t¥idéni podle evoluéni pFibuznosti. Rise Fungi nyni zahrnuje
6 kmenQ: Basidiomycota, Ascomycota, Glomeromycota, Blastocladiomycota, Chytridi-
omycota a Neocallimastigomycota. Nové poznatky zpUsobily znaéné zmény v klasifikaci
a nomenklature tradi¢nich skupin a stale nejsou u konce. V klinické praxi tak muize byt

vyhodnéjsi vyuzit starsi klasifikaci (Money 2015a).

Bunécénd sténa mikromycet obsahuje polysacharidy, typicky chitin, dale také
chitosan, glukany a manany, ¢ehoZ se vyuzivd mimo jiné v diagnostice mykotickych
onemocnéni. V cytoplazmatické membrané mikromycet maji vyznamnou roli steroidni
latky, zejména ergosterol. Mikromycety dokazou stridat pohlavni a nepohlavni zplsob
rozmnoZovani. Sexudlni stadia se oznacuji jako teleomorfy, asexualni anamorfy. Tele-
omorfa a anamorfa jednoho organismu se mohou vyrazné lisit, u vSech rodl také zatim
nebyla pohlavni stadia objevena (Votava et al. 2003). V soucasnosti se v praxi uplatnuje
pravidlo ,Jedna houba, jeden nazev” a vySe uvedeny koncept je povazovan za zastaraly

(Hawksworth et al. 2011).

Mikromycety se vyskytuji ve formé hyf — vldknitych mnohojadernych utvar(
s prepazkami (septované hyfy), nebo bez prepazek (coenocytické hyfy), nebo jako blas-
tokonidie — jednotlivé ovalné, nebo kulaté bunky. Nékteré kvasinky jako Saccharomy-
ces cerevisiae a Candida albicans mohou existovat také ve formé pseudohyf — zietéze-
nych, protazenych blastokonidii. Vzajemné propletené hyfy vytvafi mycelium. Vegeta-
tivni mycelium udrZuje houbu v substratu a slouzi k vyzivé, generativni mycelium ma

reprodukéni funkci — produkuje pohlavni a nepohlavni rozmnozovaci struktury — spory.



U mikromycet ma vétsi vyznam nepohlavni rozmnozovani, sexudlni rozmnozovani me-
dicinsky vyznamnych mikromycet, které patfi mezi askomycety, probihd pomoci
askospor. Blastokonidie se s vyjimkou poltivé kvasinky Schizosaccharomyces pombe

mnozi pucenim (Money 2015b; Votava et al. 2003; Boddy 2015).

5.1.2 Onemocnéni vyvolana houbami

Rada hub dokaze negativné ovlivnit lidské zdravi. Chrdle et al. (2015) odhaduiji,
e piiblizné 176 000 Cechl trpi kaidoro¢né zavaZznou mykotickou infekci, nejéastéjsi
jsou rekurentni vaginitidy a respira¢ni onemocnéni na alergickém podkladé. Vedle my-

kdz houby zplsobuji také alergie, nebo otravy (mykotoxikdzy).

5.1.2.1 Alergie

Houby mohou ohroZovat lidské zdravi jako alergeny. V prostiedi se vyskytuji
bézné a k expozici vzduchem prenasenych spdr dochazi prakticky celoro¢né. Nasled-
kem inhalace a ingesce sp6r a hyf, nebo kontaktem s burikami hub vznika imunopato-
logicka reakce L., Il., Ill. nebo IV. typu. Na rozdil od alergenl jako je pyl mohou houby
poskodit dychaci cesty také produkci enzyml, proteaz, nebo toxin(, pfipadné organis-

mus kolonizovat (Simon-Nobbe et al. 2008).

Nejcastéjsi je reakce I. typu zalozend na protilatkach Igk. Alergie na pliser se ob-
jevuje u 6-24 % obyvatel, ale az 80 % astmatikl. Manifestuje se jako alergicka rhiniti-
da, alergické astma, nebo atopicka dermatitida. Nejcastéjsimi plvodci jsou Alternaria,
Aspergillus, Bipolaris, Candida, Cladosporium, Epicoccum a Phoma z kmene Ascomyco-
ta a Calvatia, Coprinus, Ganoderma, Pleurotus a Psilocybe z kmene Basidiomycota. Pfi-
blizné u 20 houbovych alergenl byla popsana zkfizena reaktivita a ukazuje se, Ze sen-
zibilizace fungalnimi alergeny pfispiva k autoreaktivité v(ci télu vlastnim antigenim

kvlli sdilenym epitoptm lidskych a houbovych protein( (Simon-Nobbe et al. 2008).

Alergické reakce typu lI-IV zahrnuji (1) alergickou bronchopulmonadlni mykézu —
perzistentni zanét pradusek vedouci k bronchiektazii, ktery je vyvolan rGstem Asper-
gillus fumigatus, Candida albicans, Curvularia, Geotrichum nebo Helminthosporium
v lumen bronchd, (2) alergickou sinusitidu — zanét vedlejsich nosnich dutin s nalezem

hyf v hlenu zplsobeny napfiklad plisnémi Aspergillus, Curvularia, Alternaria a Bipolaris,



a (3) exogenni alergickou alveolitidu — skupinu granulomatdznich plicnich onemocnéni
vzniklych reakci pozdni precitlivélosti po opakované inhalaci alergenu Lentinus edodes,

Merulius lacrymans nebo druhl Aspergillus a Penicillium (Simon-Nobbe et al. 2008).

5.1.2.2 Mykotoxikozy

Nizkomolekuldrni sekunddrni metabolity vldknitych hub, které jsou pro ¢lovéka
toxické uz v nizkych koncentracich, se nazyvaji mykotoxiny. Jejich pozieni mize vyvolat

otravu — mykotoxikézu a mycetismus.

Mykotoxiny Ize rozliSovat podle oblasti ucinku (napf. neurotoxiny, imunotoxi-
ny), chemické struktury, biosyntetického plvodu, houby, ktera je vytvari, nebo nemoci,
jaké zpUsobuji. Projevy mykotoxikéz mohou byt akutni i chronické, zahrnuji nadorové
onemocnéni jater, gangrénu, respiracni obtize, kife€e, naruseni imunity a dalsi. Zdrojem
mykotoxinll je kontaminovana potrava, predevsim obiloviny, ofechy, maso, mléko,
vejce nebo samotné houby (mycetismus). Hlavnimi skupinami mykotoxin( jsou aflato-
xiny, namelové alkaloidy, citrinin, fumonisiny, ochratoxiny, 3-nitropropionova kyselina,
trichotheceny a zearalenony. Mykotoxiny produkuje mimo jiné fada druht Aspergillus,
Fusarium a Penicillium nebo Claviceps purpurea. Mykotoxikdzy predstavuji zavainy
zdravotni problém hlavné v méné industrializovanych zemich a nékterych venkovskych

oblastech (Boddy 2015; Freire a Da Rocha 2017).

5.1.2.3 Mykozy

Mykodzy jsou invazivni onemocnéni vyvolana mikromycetami. Aby houba zpUso-
bila infekci, s vyvhodou vyuZiva tfi schopnosti: (1) dobre rlst pfi 37 °C, (2) utilizovat
zdroje uhliku a dusiku a vychytavat potiebné prvky a (3) reflektovat podminky hostitele
a prizpUsobit se jim. Z klinického pohledu se mykdzy ¢leni na povrchové (superficialni,
kozni), podkozni (subkutanni) a systémové (organové, visceralni). Systémové mykdzy
Ize ddle délit podle toho, zda je plvodce oportunnim patogenem — infekce propukaji
predevsim u oslabenych jedincl, nebo striktnim (obligatnim) patogenem — dokaze

béZné vyvolat onemocnéni i u zdravé populace (Boddy 2015; Stuchlik 2007).

5.1.2.3.1 Povrchové mykdzy
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Povrchové mykdzy zasahuji vnéjsi keratinizované vrstvy kUZe, nehty, vlasy
a chlupy. Onemocnéni probiha bez invaze do Zivé tkané, ale houba a jeji metabolity

mohou vyvolat zanétlivou nebo alergickou reakci organismu.

Kvasinky rodu Malassezia béiné Ziji na lidské k0zi, predevsim v oblastech
s vy$Sim vyskytem mazovych Zzldz, kde se zZivi lipidy. Jsou pfiCinou lupl, pfispivaji
k seboroické dermatitidé a mohou vyvolavat nejcastéjsi superficialni mykdzu pityriasis
versicolor. Pityriasis versicolor je chronické nezdnétlivé onemocnéni projevujici se ok-
rouhlymi jasné ohrani¢enymi rdzovymi az hnédymi skvrnami predevsim ve stfedu
hrudniku a po stranach trupu. Predstavuje prevazné kosmeticky problém (Boddy 2015;

Hamal a Svobodovd 2011; Stuchlik 2007; Welsh a Gonzalez 2015).

Rodu Candida se v ramci kvasinkovitych organism( pfipisuje nejvice mykdz. Can-
dida albicans je izolovdna nej¢astéji, relativné béiné se nachdzeji také C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. glabrata a C. krusei. Napadeni sliznice Ustni dutiny kandidami muUze
hlavné u novorozencd, starych a imunokompromitovanych pacientd vyustit v soor —
akutni zanét typicky bélavymi pseudomembranami. Ostatni formy Ustnich kandidéz
maji nespecifické symptomy. Nejcastéji z nich se objevuje chronickd atroficka kandido-
za — az u 60 % pacientll vyuZzivajici zubni ndhradu. Vulvovagindlni kandidéza — zanét
posevni sliznice spojeny s erytémem a svédénim — postihne v pribéhu Zivota az 75 %
zen, pohlavnim stykem muzZe byt pfenesena i na muze a vyvolat balanitidu, nebo bala-
nopostitidu. Kozni kandidova infekce se oznacuje jako intertrigo, projevuje se mokva-
vym erytémem v oblastech blizkého kontaktu kizZe spojeného s vyssi teplotou a vihkos-
ti. Kandidy jsou také pficinou 5-10 % infekci nehtové ploténky, kandidova onycho-
td je chronickd mukokutanni kandiddza, ktera vznika nasledkem poruchy aktivace T-

lymfocytd (Hamal a Svobodova 2011; Sobel 2015).

Z vlaknitych hub zpUsobuji povrchové infekce nejcastéji dermatofyty — prislusnici
rod( Trichophyton, Epidermophyton, Microsporum a Arthoderma, ktefti utilizuji keratin
v kiZi a jejich adnex. Dermatofytdzy se manifestuji okrouhlymi ¢ervenymi Supinatymi
lozisky s Cistym stfedem, podle lokalizace se oznacuji jako tinea pedis (chodidla), tinea

cruris (tfisla), tinea faciei (oblicej) a podobné. Pro postizeni nehtu — onychomykdzu — je
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typickd hyperkeratéza, zlutavé zbarveni okraje nehtu a ztrata lesku (Hamal

a Svobodova 2011; Stuchlik 2007).

K vzacnéjsim povrchovym mykotickym onemocnénim patfi bilda a ¢ernd piedra
zplUsobené Trichosporon spp. respektive Piedraria hortae. Bila piedra je béznéjsi
v mirném a subtropickém podnebi, vytvari mékké bilé noduly na pubickém ochlupeni,
kniru, obo&i, nebo oénich fasach. Cernd piedra vyskytujici se nejvice v tropech se proje-

vuje pevnymi ¢ernymi uzliky na vlasovych vldknech kstice (Tan a Hsu 2018).

5.1.2.3.2 Podkozni mykdzy

Subkutanni mykdzy jsou chronické infekce kize a podkozni tkané vzniklé na-
sledkem prlniku houby do podkoZi zpravidla skrz poranénou kGzi. Objevuji se zejména
v tropickych a subtropickych oblastech. S nejvyssi frekvenci se vyskytuji chromoblas-
tomykdzy, mycetomy a sporotrichézy vyvolané askomycetami (Tan a Hsu 2018; Boddy

2015).

5.1.2.3.3 Systémové mykdzy zplisobené primdrnimi patogeny

Systémové mykdzy zpravidla zacinaji inhalaci houby. Ta napada plice a nasledné
mUze krvi pronikat do celého téla. Mezi Ctyfi hlavni systémové mykotické infekce vyvo-
lané primarné dimorfnimi patogeny patfi blastomykdza, histoplazmodza, kokcidioi-
domykdza a parakokcidioidomykéza. Plivodci jsou dimorfni houby, pfi teploté 25-30 °C
existuji ve vlaknité formé, za télesné teploty (37 °C) jako kvasinky. Kvasinkova forma je

patogenni (Boddy 2015).

Blastomykdzu navozuje Blastomyces dermatitidis. Prvotni zasaZeni plic vétSinou
probiha asymptomaticky, ptipadné se projevi jako akutni, nebo chronickd pneumonie.
Ackoliv bylo onemocnéni zachyceno na nékolika kontinentech, vétsina pripadl pochazi
z endemickych oblasti Severni Ameriky — okoli Velkych jezer a udoli fek Mississippi

a Ohio (Sullivan a Nolan 111 2015).

Pavodcem histoplazmdzy je Histoplasma capsulatum. Vyskytuje se primarné
v endemickych oblastech Severni, Stfedni a Jizni Ameriky, pfipadné u cestovatell
z téchto Uzemi. Majorita pfipadl probihd bezpriznakové a je samouzdravna (Wheat

a Hage 2015).
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Kokcidioidomykédza, zndama také jako udolni horecka, je onemocnéni vyvolané
Coccidioides immitis nebo C. posadasii. Objevuje se pouze na zdapadni polokouli,
s nejvyssi frekvenci v poustnich oblastech USA. AZ 60 % pacientl zUstava bez pfiznakd,
u zbytku se objevuje kasel a symptomy podobné chfipce. Infikovany byly miliony lidi,
lékarskou péci vsak vyZaduje méné nez 10 % pripadl (Boddy 2015; Johnson a Heidari

2015).

Etiologickymi agens parakokcidioidomykdzy, také endemické mykdzy, jsou Pa-
racoccidioides brasiliensis a P. lutzii. MuZi jsou postizeni ¢astéji nez zeny (v poméru vice
nez 50:1), pravdépodobné kvdli inhibi¢nimu vlivu Zenského pohlavniho hormonu es-
tradiolu na preménu z vlaknité do kvasinkové formy. Infekce muize az léta zUstat la-
tentni. Klinické projevy zahrnuji nauzeu, ztratu hmotnosti, horecku a symptomy spoje-

né se zasazenim konkrétnich orgdnu (Restrepo et al. 2015; Boddy 2015).

5.1.2.3.4 Systémové mykdzy zplisobené oportunnimi patogeny

Oportunni infekce se ve zdravé populaci prakticky nevyskytuji. Napadaji oslabe-
né a imunokompromitované pacienty, napf. po transplantaci, rozsahlych chirurgickych
vykonech, popalenindch, pacienty trpici AIDS (syndromem ziskaného selhani imunity)
nebo malignitami. Od 80. let narlstd pocet jedinch s oslabenou imunitou a nim
i mortalita na oportunni mykdzy. Mezi hlavni podminéné patogeny se radi kandidy,

aspergily, mukormycety (zygomycety), kryptokoky a pneumocysty (Boddy 2015).

Invazivni kandidéza je v rozvinutych zemich nejéastéjSim houbovym onemoc-
nénim hospitalizovanych pacientl. Na celém svété kazdoro¢né onemocni vice nez
250000 lidi. Zahrnuje kandidémii (blize v oddilu Fungémie) a hlubokou (tzv. deep-
seated) kandiddzu, tyto stavy se mohou vyskytovat samostatné, nebo soucasné. Inva-
zivni kandidéza nema specifické symptomy — u pacientl se objevuji horecky, bolest
nebo sepse. Plvodcem je v poloviné pripadld Candida albicans, nasledovana tzv. non-
albicans druhy C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei a C. tropicalis (poradi se lisi podle
zemépisné oblasti), jejichZ podil se v posledni dobé zvysSuje. Infekce je ve vétsiné pripa-
di endogenniho plvodu —kandidy se jako komenzdlové béiné vyskytuji na k0zi
a sliznicich. | pres |é¢bu dosahuje Umrtnost na invazivni kandidézu az 40 % (Kullberg

a Arendrup 2015; Sobel 2015; Clancy a Nguyen 2013).
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Invazivni aspergilézu nejcastéji zplsobuje Aspergillus fumigatus, s odstupem
nasledovany druhy A. flavus, A. terreus a A. niger. Pfenos nejcastéji probiha inhalaci
konidii. Aspergily vyvolavaji pfevainé pulmonalni aspergilozy, dale nap¥. endokarditidy
nebo sinusitidy. Mortalita vysoce rizikovych pacientll presahuje 50 % (Boucher

a Patterson 2015).

Vramci tfidy mukormycet jsou nejc¢astéji izolovany rody Rhizopus
a Rhizomucor. Tyto vldknité houby charakterizuji coenotické hyfy, které se vétvi pfi-
blizné v pravém uhlu. Do téla nejcastéji pronikaji dychacimi cestami, nebo pres kizi.
Mukormycety rychle rostou a dokazou pronikat do stén cév — jsou angioinvazivni.

vrve

mykdzy postihuji zejména diabetiky (Antachopoulos et al. 2015; Votava et al. 2003).

Cryptococcus neoformans je u oslabenych osob plvodcem smrtelnych pneu-
monii, meningitid a septickych stav(. 80 % pfipadl je spojeno s infekci HIV, pfipadné
AIDS. Mezi virulentni faktory kryptokokl patfi tvorba polysacharidového pouzdra, kte-
ré je chrani pred fagocytézou, a produkce melaninu proti oxidativnimu stresu (Maziarz

a Perfect 2015).

Pneumocystis jirovecii, pojmenovany po ¢eském parazitologovi Otto Jirovcovi,
mUlzZe privodit pneumocystovou pneumonii, bez l|é¢by fatalni stav. Jednad se
o nejcastéjsi komplikaci onemocnéni AIDS. Typicky se objevuje u osob s alteraci CD4+

T-lymfocytl a B-bunék (Gigliotti a Wright 2015; Votava et al. 2003).

5.2 Diagnostika mykotickych onemocnéni

5.2.1 Odbér materialu

Zakladnim predpokladem Uspésné diagnostiky houbovych onemocnéni je
spravny odbér, skladovani a transport biologického materidlu. Obecné se vyzaduje ste-
rilita nastrojli a odbérovych souprav. Vzorek musi byt odebrdn z vhodného mista
v dostate¢ném mnozstvi tak, aby nedoslo k vnéjsi kontaminaci, a fadné oznacen. Od-
bér vzorku by mél ideadlné predchazet I1écbé antimykotiky, pokud uz terapie probih3, je
tfeba tuto skuteénost vzit v Uvahu pfi vyhodnoceni nalezu. Vysetteni je vhodné opako-

vat k ovéreni vysledkll (Hamal a Svobodova 2011).
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Krev se standardné odebird ze Zily po peclivé dezinfekci mista vpichu.
Ke kultivaci se bere 30 ml od dospélého, 1 az 5 ml od ditéte. Nasledné se krev vstfikne
do hemokultivac¢nich lahvi¢ek. Pokud ma byt krev pouzita pro sérologické vysetieni, Ize
pouzit odbérovou soustavu s vakuovym systémem na 4 az 10 ml, kterd obsahuje akti-
vatory koagulace. PInd krev (2 az 10 ml) na genetickd vySetfeni se umistuje

do zkumavek s antikoagulanciem (napf. EDTA) (Hamal a Svobodova 2011).

Vzorky kliZze se odebiraji nejlépe z okraje |éze seSkrabnutim koZnich Supin ste-
rilnim skalpelem, nebo stérem suchy tampdnem v pripadé sekrece, zvihéenym tampo-
nem u suchych lézi bez Supin. Pro vySetfeni vlasu se pinzetou odebira vzhledové zmé-
nény vlas se zamérenim na folikuldrni ¢3ast, ze které |ze houbovou infekci spiSe proka-
zat. Pfi postiZzeni nehtu se odebird podnehtova drt nebo material z nehtové ploténky

(Welsh a Gonzalez 2015; Hamal a Svobodova 2011).

Pro vySetfeni moci se vyuZiva stfedni proud ranni moci, pred odbérem se dopo-
rucuje omyt Usti mocCové trubice kvuli zabranéni kontaminaci, dalSimi moznostmi jsou
cévkovani a suprapubickd punkce. Stolice se odebira pomoci uréeného kontejneru
s lopati¢kou a Sroubovacim uzdvérem po defekaci do vhodné Cisté nadoby. Vzorek spu-
ta se od pacientl s produktivnim kaslem ziskava do Sirokohrdlé nadoby s kdnickym
dnem. Pokud pacient nevykaslava, lze provést indukci sputa, nebo bronchoalveolarni
lavaz. Odbéry ze sliznic probihaji pomoci suchého tampodnu, Sroubovitym pohybem se
provede stér z loZiska. Mozkomisni mok se ziskava lumbalni punkci, hnis optimalné
nasatim do strikacky. Vzorky tkané se odebiraji z okraje i stfedu loZiska, jednotlivé ¢asti

se ukladaji oddélené (Hamal a Svobodova 2011).

5.2.2 Diagnostické metody

Metody diagnostiky lze délit na pfimé a nepfimé. V ramci pfimé diagnostiky se
prokazuje pfitomnost houbovych bunék anebo jejich ¢asti na rozdil od nepfimé dia-
gnostiky, kterd se zaméruje na antifungalni protilatky. Jinou moznosti je déleni test(

podle principu na mikroskopické, kultivacni, molekuldrni a imunologické.
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5.2.2.1 Mikroskopie

Mikroskopie zlstdva pro mykologii nepostradatelnou technikou. Odhaleni hou-
bovych elementl pfimou mikroskopii mGze v mnoha pfipadech v kratkém case poskyt-
nout prvotni informace o probihajici infekci a vytvofit zdklad pro empirickou terapii,
pfipadné vyloucit kontaminaci vzorku. Histopatologické vysetfeni vzork( tkané byva

nutné k potvrzeni invazivniho onemocnéni (Sutton 2015).

Barvené preparaty, jejichz vyhodnoceni trva nékolik minut, se vyuZivaji zejména
u materialu ze sliznic a vnitifniho prostifedi. Nejcastéji se provadi barveni podle Grama,
kterym lze detekovat vétSinu hub, dalSimi technikami jsou barveni dle Giemsy umozniu-
jici prakaz Pneumocystis jirovecii a dimorfnich hub Histoplasma, Gram-Weigertovo
nebo Grocottovo barveni jako alternativa prlikazu cyst Pneumocystis jirovecii, barveni
pouzder Cryptococcus neoformans z cerebrospinalni tekutiny ¢inskou tusi nebo Wrigh-
tovo barveni pouzitelné k detekci Histoplasma capsulatum. Az po nékolika hodinach lIze
hodnotit louhovy preparat vhodny k pozorovani vzork( klze a jejich derivatl, nebo
vzork( z biopsie a nekropsie. KOH rozvolni tkan a umozni lepsi viditelnost hub. Louhovy
preparat lIze také barvit. Vyssi citlivosti dosahuje fluorescencni mikroskopie vyuzivajici
specialni barviva (napf. kalkofluorova béloba). Nevyhodami mikroskopie jsou variabili-
ta vysledk( v zavislosti na reprezentativnosti vzorku a schopnostech a zkuSenostech
hodnoticiho, vysledkem je relativné nizka zachytnost (Buchta et al. 2010; Hamal a

Svobodovd 2011; Sutton 2015).

5.2.2.2 Kultivace

Kultivace patfi mezi zakladni mikrobiologické techniky. Mda vyznam v detekci,
izolaci, identifikaci i stanoveni citlivosti. Univerzalni kultivacni pddou je v mykologii
Sabouraudlv agar s glukdzou (2 %), nebo dextrézou. Mikromycety zpUsobujici infekce
v CR zpravidla nemaji vysoké nutriéni naroky, ale rostou pomaleji nei bakterie,
pro material z nesterilnich mist je proto vhodné pouzZit média podporujici rdst hub
anebo inhibujici rast bakterii, napf. s pridavkem Sabouraudova bujénu, nebo antibiotik
jako chloramfenikol, gentamicin, pripadné penicilin. Doba potiebna k izolaci se v ramci
mikroskopickych hub [isi. Kvasinky rostou v priméru 24-48 hodin, vlaknité houby (pu-

vodci systémovych mykoz) 2—-10 dni, dermatofyty az 4 tydny. Kultivace se provadi
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pfi teploté 36 + 1 °C, nebo pokojové teploté (25 °C), v pfipadé podezieni na dimorfni
houbu soubéZzné pri pokojové i télesné teploté. Kultivuje se minimalné tyden, pokud je
mozny zachyt dermatofytl nebo dimorfnich hub, tak minimalné 3 tydny. Identifikaci
nékterych druhl na zdkladé typického zbarveni kolonii umoznuji chromogenni média
jako CHROMagar Candida (Becton, Dickinson and Company USA), nebo chromID Can-
dida (bioMérieux, Francie) (Buchta et al. 2010; Hamal a Svobodova 2011; Sutton 2015).

Krevni kultury zGstdvaji zakladem pro detekci hub v krvi. Kultivace odebrané kr-
ve probiha pfi predepsané teploté v hemokultivacnich lahvi¢kach s kultivaénim médi-
em a definovanou atmosférou. S vyhodou lze vyuZit automatické hemokultivaéni sys-
témy jako BACTEC (Becton, Dickinson and Company, USA), nebo BacT/Alert (BioMé-
rieux, Francie) (Cuenca-Estrella et al. 2012). Senzor v lahviéce reaguje na pfitomnost
CO2 produkovaného houbami ve vzorku zvySenim intenzity fluorescence (BACTEC)
(Anonymous 2018a), nebo zménou barvy vdasledku zmény pH (BacT/Alert)
(Anonymous 2019). Senzitivita krevnich kultur je nicméné omezend a napfiklad
u kvasinek detekce ndsleduje zpravidla po 24 aZz 72 hodinach inkubace, odbornici proto
doporucuji doplnit hemokultivaci dalsimi imunologickymi a molekuldarné biologickymi
technikami jako jsou stanoveni (1-3)-B-D-glukanu, mananu a antimananovych protila-

tek, PCR a dalsi (Martin-Loeches et al. 2019; Clancy a Nguyen 2013).

5.2.2.3 Molekuldrni metody

Vyznam molekularné biologickych metod narlstd s rozsifujicim se spektrem
hub nalézanych u pacientd v dlsledku rostouci populace imunokompromitovanych
osob. Pomoci molekularnich metod lze identifikovat i vzacné druhy, dalsi vyhodou je
rychlost, v€asna diagnéza muzZe v mnoha pripadech vést ke snizovani morbidity
a mortality. Nevyhodou molekularnich metod diagnostiky mize byt mimo jiné naklad-
nost pristrojového vybaveni a narocnost interpretace vysledkd (Romanelli a Wickes

2015).

Priprava vzork( hub ¢asto vyZaduje vice Casu a sloZitéjsi postupy neZ napf.
v pFipadé bakterii kvili silné buné&né sténé hub. Casteéné rozloiené bunééné elemen-

ty potom mohou interferovat s dalSim pribéhem testu. Vytvoreni univerzalni automa-
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vzorkU vyZadujici specifické upravy (Romanelli a Wickes 2015).

Mezi nejvice pouzivané techniky analyzujici mikrobidlni genom patfi polymera-
zova retézova reakce (PCR) — metoda amplifikace DNA na principu denaturace dvoure-
tézcové DNA nasledované annealingem s primery a syntézou novych retézcd. Postup
se opakované provadi vtermocykleru. V praxi se vyuZivaji i odvozené techniky jako
Real-Time PCR umozZiujici uréeni poctu kopii, nebo NASBA (Nucleic Acid Sequence-
Based Amplification) probihajici za konstantni teploty s RNA jako templatem

(Romanelli a Wickes 2015).

PNA-FISH (Peptide Nucleic Acid Fluorescent in Situ Hybridization), metoda flu-
orescencni in situ hybridizace, vyuZiva peptidovou nukleovou kyselinu (chemicky ana-
log nukleovych kyselin) zna¢enou fluorochromem pro navazani na ribozomalni RNA,

coz umoziuje pozorovani celych bunék (Romanelli a Wickes 2015).

V soucasnosti se rychle rozsifuje metoda MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser De-
sorption/lonization — Time of Flight) hmotnostni spektrometrie umoznujici identifikaci
mikroba v fddu minut. Vzorek je pfi pripravé smisen s matrix absorbujici UV zafeni. Po
vystaveni laserovym pulzim uvnitf pristroje dochazi k prenosu energie z matrix do
vzorku, odparovani a ionizaci molekul. Nabité c¢astice pod vlivem elektrického pole pu-
tuji k detektoru, sledovand doba letu vychazi z poméru hmotnosti a nadboje. Ziskané
spektrum je pro kazdy druh specifické, porovnanim s knihovnou spekter je identifiko-

van mikroorganismus ve vzorku (Romanelli a Wickes 2015).

T2Candida (T2 Biosystems, USA) je novy nanodiagnosticky test umoZnujici de-
tekci 5 nejéastéjsich druhl kandid (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis
a C. krusei) do 3-5 hodin pfimo ze vzorku plné krve. Vyuzivda molekuldrni detekci
a magnetickou rezonanci (T2 magneticka rezonance) k identifikaci specifickych mole-

kul. Senzitivita a specifita dosahuji témér 100 % (Neely et al. 2013; Clancy et al. 2018).

Metody molekularni biologie mohou dobfe doplnit ostatni testy, diky vysoké
negativni prediktivni hodnoté jsou vyuzitelné v diferencialni diagnostice, zvlasté pokud
umoziuji kvantifikaci houbové naloze. PCR slouZi jako konfirmacni metoda prlkazu

Pneumocystis jirovecii (Buchta et al. 2010).
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5.2.2.4 Imunologické metody

Pro imunologicka vysetreni pfichazi v dvahu sledovani antigen( hub, nebo pro-

tilatek vytvorenych hostitelem.

Detekce protildtek ma v mykologii jen omezeny vyznam, proti houbam se totiz
uplatiiuje hlavné bunécénd imunita. Protilatky proti kandiddm se navic mohou objevit
i u zdravych osob s kolonizovanymi sliznicemi. Prikaz antifungaini protilatek lze vyuzit
zejména u alergickych onemocnéni houbového plvodu (alergickd bronchopulmonalni
aspergildza, aspergilom), pfipadné u endemickych mykdéz (Buchta et al. 2010; Hamal

a Svobodova 2011).

(1->3)-B-D-glukan (dale beta-glukan) patfi k hlavnim slozkdm bunécéné stény
mnoha hub. Princip stanoveni vychazi ze schopnosti beta-glukanu aktivovat koagulacni
kaskadu v amébocytech ostrorepa. Jednim z komeréné dostupnych testl je napf. Fun-
gitell (Associates of Cape Cod, USA). Pomoci vysetieni beta-glukani lze detekovat hou-
by rodl Candida, Aspergillus, Pneumocystis, Trichosporon, Fusarium, Saccharomyces a
dalsi, spektrum naopak nezahrnuje kryptokoky, ani pivodce mukormykdz (Pfeiffer

a Wong 2015).

Ke zjisténi pritomnosti Cryptococcus spp. se vyuziva stanoveni kapsularniho
glukuronoxylomananu pomoci latexové aglutinace, pfipadné ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). V porovndni s kultivacnimi a histopatologickymi metodami jde
o velmi rychly test s dobrou senzitivitou a specifitou pfi stanoveni antigenu v séru

i likvoru (Pfeiffer a Wong 2015; Buchta et al. 2010).

V bunécné sténé kandid jsou vedle beta-glukanu vyznamné zastoupeny také ma-
nany. Vyuziti vysoce imunogennich manan( v diagnostice invazivni kandidézy kompli-
kovala jejich rychla clearance ze séra. Problém vyresila kombinace testovani manana a

antimananovych protilatek (Guery et al. 2009).

Dal$im béiné stanovovanym antigenem je aspergilovy galaktomanan vyskytujici
se opét v bunécné sténé. K detekci se vyuziva sendviCova ELISA, kterd ma ve srovnani

s latexovou aglutinaci nizsi detekéni limit (Pfeiffer a Wong 2015).
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5.3 Antimykotika

5.3.1 Zastupci

Antimykotika se tradi¢né rozdéluji na léciva k terapii systémovych mykdz a IéCiva
k terapii lokalnich mykotickych onemocnéni (s mistnim, nebo systémovym podanim).
Vzhledem k tomu, Ze fadu latek Ize zaradit do obou kategorii, bude dale vyuZito déleni

podle skupin léciv.

5.3.1.1 Polyenova antimykotika

Polyeny patfi k nejstarSim dosud pouzivanym skupindm antimykotik. Narusuji
bunécnou sténu vazbou na steroly, primarné ergosterol, coz vede k vytvoreni péru,
kterym unikd bunécny obsah. V{ci citlivym houbdam pUsobi fungicidné. Zastupci polye-
novych antimykotik jsou nystatin, natamycin a amfotericin B. Pouze amfotericin B lze

vyuzit k lé¢bé systémovych infekci (Drew 2018; Horak 2011).

In vitro amfotericin B ucinkuje proti vétsiné druhd kandid, aspergilt, Mucorales
a dalsim houbam. Rezistence je prirozené vzacna, napf. u pavodcl chromoblastomykéd-
zy, Aspergillus terreus, Candida lusitaniae, Scedosporium a nékterych druh( Fusarium.
Kvali nizsi kumulativni nefrotoxicité a nezaddoucim ucinklm spojenym s infuzi byl kon-
venéni amfotericin B nahrazen tzv. lipidovymi formulacemi — v CR lipid komplexem,
v zahraniéi lipozomalni formou. Amfotericin B tvofil vice nez 30 let zaklad 1é¢by systé-
movych mykdz, v sou¢asné dobé jsou, az na vyjimky, preferovany echinokandiny a azo-

lova antimykotika. (Drew 2018; Horak 2011).

5.3.1.2 Azolovd antimykotika

Starsi azolova antimykotika strukturné vychazi z imidazolu. Latky jako mikona-
zol, ekonazol, klotrimazol nebo bifonazol jsou vyuzitelné v lokalni [é¢bé. Milnikem
v systémové terapii bylo na pocatku 80. let zavedeni prvniho peroralniho azolového
antimykotika — ketokonazolu. Ketokonazol jako vysoce lipofilni slaba baze vykazoval
fadu nevhodnych vlastnosti, napf. omezenou absorpci za zvySeného pH v Zaludku, dav-
kové zavislou gastrointestindlni a jaterni toxicitu, nebo omezenou distribuci

do cerebrospinalni tekutiny, také nebyl k dispozici v intravenézni |ékové formé. S cilem
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ziskat Iatky s priznivéjSimi farmakokinetickymi vlastnostmi byla vyvinuta nova skupina,
tzv. triazoly. V 80. letech byl zaveden flukonazol dobfe ucinny proti kandidam (vyjimku
tvofi prirozené rezistentni Candida krusei a nékteré vzacné kvasinky jako C. auris)
a kryptokoklm, ktery se rychle stal nejvice pfedepisovanym antimykotikem v terapii
povrchovych a Zivot ohroZujicich kvasinkovych infekci, neplsobi vSak na oportunni
plisné (Aspergillus, Fusarium, Mucorales apod.). Mezery ve spektru ucinku flukonazolu
vypliuje itrakonazol a zejména Sirokospektré triazoly nové generace vorikonazol, po-

sakonazol a nejnovéji isavukonazol (Hordk 2011; Lewis a Fothergill 2015).

Mechanismem uc¢inku azolovych antimykotik je inhibice biosyntézy ergosterolu.
Nasledkem selektivni inhibice houbového cytochromu P-450 dochazi k zablokovani
na CYP-450 zavislé 14a-demetyldazy potfebné k preméné lanosterolu. 14a-metylované
steroly kumulované v cytoplazmatické membrané narusuji organizaci fosfolipidQ
a funkci enzymatickych systémd vazanych na membrdnu. Tyto procesy spolu
s deficitem ergosterolu vedou k zastavé rlstu a déleni, azoly tedy plsobi fungistaticky.
Ovliviiovani fungdlnich cytochrom( vzhledem k urcité podobnosti se sav¢imi prinasi
riziko farmakokinetickych interakci a vedlejsich ucink(i. Azoly jsou substraty a inhibitory
CYP-450 zejména subtypu 3A4, ktery ma ulohu v metabolismu rady |é¢iv (Hordk 2011;
Lewis a Fothergill 2015).

5.3.1.3 Echinokandiny

Nejnoveéjsi skupinou antifungdlnich latek jsou echinokandiny, cyklické polypep-
tidy uvedené na trh na za¢atku 21. stoleti. V Ceské republice se pouZivaji tfi zastupci —
kaspofungin, mikafungin a anidulafungin. Echinokandiny jsou indikovany pro |écbu
systémovych mykdz vyvolanych kvasinkami, poddvaji se pouze parenteralné. Mezi vy-
hody echinokandin( patfi aplikace jednou denné (s vyuZitim nasycovaci davky

evvs

potencial v porovnani s azoly (Horak 2011).

Mechanismus ucinku echinokandinG spociva v inhibici syntézy (1->3)-B-D-
glukanu, polysacharidu spojujiciho strukturni komponenty bunééné stény. Pfedpoklada
se, Ze cilem plsobeni je enzym (1->3)-B-D-glukan syntaza. Pfi nedostatku beta-glukan(

dochazi k naruseni struktury bunécné stény, osmotické nestabilité a rozpadu rychle
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rostoucich bunék. Mira ucinku a spektrum echinokandinl vychazi z mnozstvi beta-
glukanu a aktivity (1->3)-B-D-glukan syntazy jednotlivych druhl hub. VUci kandidam,
jejichZz bunécna sténa je na beta-glukany bohatd plsobi fungicidné. V pripadé aspergilt
se uplatiuji na apikalnich koncich rostoucich hyf, kde je (1->3)-B-D-glukan syntdza nej-
vice exprimovana, nasledné dochazi k abnormalnimu rdstu, echinokandiny zde plsobi
fungistaticky. Proti kryptokokdm, u kterych je mnozZstvi (1->3)-B-D-glukan( v bunécné
sténé nizké, postradaji klinicky efekt. Podobné neudinkuji vic¢i houbdm jako Fusarium,

nebo Mucorales (Lewis a Fothergill 2015).

5.3.1.4 Antimetabolity

Skupinu antimetabolitl zastupuje fluorovany analog pyrimidinu flucytosin ucin-
ny proti kvasinkam rodd Candida a Cryptococcus. Flucytosin je pomoci cytosin permea-
zy prenesen do bunék hub, kde dochazi ke konverzi na 5-fluorouracil, ten inhibuje
thymidylat syntdzu, klicovy enzym syntézy DNA, a inkorporuje se do RNA s nasledkem
pred¢asné terminace. Zasadni nedostatek flucytosinu predstavuje rychly vznik rezis-
tence pfi pouziti v monoterapii, latka je proto vyhrazena pro kombinacni 1é¢bu (Lewis a

Fothergill 2015; Rozsypal 2008).

5.3.1.5 Allylaminy

Mezi allylaminy patfi naftifin a terbinafin. Obé Iatky se podavaji mistné, terbina-
fin Ize pouzit i systémové, ale pouze pro lé¢bu superficidlnich mykdz. Jsou indikovany
k Iéébé dermatomykdz. Allylaminy inhibuji biosyntézu ergosterolu inhibici skvalen epo-
xidazy (synonymné skvalen monooxygenazy). Kumulace skvalenu v bunécné membra-
né a nedostatek ergosterolu vede k zastavé bunécného rastu (Hordk 2011; Lewis a

Fothergill 2015).

5.3.1.6 Dalsi

Mezi dalsi latky s antifungalnim plsobenim vyuZitelné pouze lokalné se radi
amorolfin, jediny zdstupce skupiny morfolin(, ktery také zasahuje do syntézy ergoste-

rolu, nebo ciklopirox, chemicky nalezici mezi hydroxypyridony, ovliviiujici permeabilitu
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cytoplazmatické membrany, ¢imZz narusuje prenos bilkovin do bunék (Hamal a

Svobodova 2011).

5.3.2 Rezistence k antimykotikiim

Rezistence, schopnost mikroorganisml odolavat plsobeni antimikrobidlnich Ia-
tek, se rozdéluje na primarni a sekundarni. Primdrni (pfirozend) rezistence je pfitomna
pred kontaktem s antimikrobialni [atkou, sekundarni (ziskand) vznika po expozici anti-
mikrobialni latce (Lewis a Fothergill 2015). V pfipadé houbovych organismu je vyznam

rezistence umocnén omezenou paletou antimykotik (Perlin et al. 2017).

Mechanismy rezistence obecné zahrnuji (1) snizeny transport [éciva
do fungalnich bunék, nebo zvySené vylucovani antimykotika, (2) alterace vazebného
mista, (3) zmény v biosyntetickych drahach a (4) upregulaci homeostatickych mecha-
nismd, které napravuji $kody zplsobené antimykotiky. Casto je tfeba kombinace vice

mechanismu, aby se kmen projevil jako rezistentni (Lewis a Fothergill 2015).

5.3.2.1 Azoly

SniZovani citlivosti vlici azolovym antimykotiklim vychazi zejména z rozvijejici se
sekundarni rezistence a posunu v epidemiologii smérem k pfirozené méné citlivym

druhlm (Perlin et al. 2017).

Pfaller et al. (2010) na zakladé stanoveni citlivosti kandid diskovou metodou
podle CLSI popsali velmi dobrou citlivost k flukonazolu a vorikonazolu u Candida albi-
cans (98,0 a 98,5 % citlivych izolatli), C. parapsilosis (93,2 a 97,0 % citlivych izolatu)
i C. tropicalis (91,0 a 89,5 %). Vyssi podil rezistentnich izolatd se objevil u C. glabrata —
15,7 % rezistentnich k flukonazolu, 10 % k vorikonazolu. U C. krusei, ktera je vici fluko-
nazolu ptirozené rezistentni, bylo k vorikonazolu rezistentnich 7,6 % vzork(. Podobné
vysledky uvadi i Prigitano et al. (2016), dale vyhodnotili snizenou citlivost C. glabrata
k itrakonazolu (26,1 % rezistentnich izolat(). Tadec et al. (2016) obdobné popsali vy-
bornou citlivost C. albicans i C. tropicalis, na druhou stranu zjistili mensi podil izolatd

C. parapsilosis citlivych k flukonazolu a vorikonazolu (89 a 86 %).

Rezistence se objevuje také u aspergilll. Rezistentni kmeny byly izolovany

od pacientt azoly drive lIé¢enych i nelécenych a z prostredi (Howard a Arendrup 2011).
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Van der Linden et al. (2015) detekovali rezistentni izolaty Aspergillus fumigatus v fadé

evropskych zemi. Celkové bylo 3,2 % izolat(i uréeno jako rezistentni.

Kryptokoky, zejména nejvyznamnéjsi z nich Cryptococcus neoformans, byly podle

danské studie Hagena et al. (2016) k azollm citlivé.

U kvasinkovitych hub je necastéjsSim mechanismem rezistence indukce efluxnich
pump s nasledkem sniZeni koncentrace |éCiva v burice. Byla popsana fada bodovych
mutaci genu sterol 1l4a-demetylazy vzniklych po vystaveni flukonazolu, substituce
aminokyselin mUzZe zpUsobit strukturni zmény aktivniho mista 14a-demetylazy a s tim
souvisejici rezistenci. Mechanismy rezistence kvasinkovitych hub zahrnuji také tvorbu
biofilmu na epitelidinim povrchu, katétrech, umélych chlopnich a podobné, v jehoz
polymerni matrix muiZe dochazet k zachycovani léCiva. Vysoka plasticita genomu
zejména u Cryptococcus neoformans a Candida albicans muze vést ke ztraté homo-
zygotnosti, aneuploidii, nebo tvorbé izochromozom( s ndsledkem zmén exprese cilové
struktury azolll anebo transportérd. Sekundarni rezistence vlaknitych hub vznikd ob-

dobnymi mechanismy (Perlin et al. 2017).

5.3.2.2 Echinokandiny

Rezistence k echinokandinim byla popsana u vSech hlavnich druh( Candida, nej-
Castéji u C. glabrata (Arendrup a Perlin 2014). Cleveland et al. (2015) v USA sledovali
vyvoj citlivosti kandid vletech 2008-2013 a zaznamenali nardst rezistence
k echinokandinim z 1,2 na 2,9 % a ze 2,0 na 3,5 % ve dvou oblastech. V Evropé zatim
zUstava citlivost kandid velmi dobra (Prigitano et al. 2016; Marcos-Zambrano et al.

2014; Barchiesi et al. 2016).

Mechanismus rezistence vychazi z mutace FKS genl — genl kddujicich katalytic-
kou podjednotku glukan syntazy. U vSech druhl kandid mize dochazet k substituci
aminokyselin genu Fks1, v pfipadé C. glabrata také Fks2. Expozice echinokandinim
mUze vyvoldvat rlizné adaptacni procesy vedouci ke zvyseni tolerance léciva, prikladem
je spusténi signalni drahy integrity bunééné stény nebo zvySena biosyntéza chitinu.
Tyto mechanismy vedou k vysokym hodnotdm MIC pfi stanoveni citlivosti in vitro, sa-
motné nezpusobi selhani 1é¢by, mohou vsak poskytnout ¢as pro vznik stabilni mutace

FKS genu (Perlin et al. 2017).
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5.3.2.3 Polyeny

Mezi kandidami i kryptokoky je sekundarni rezistence k polyendm spiSe vzacna.
Rezistence aspergild se béhem poslednich deseti let zvysSila (Perlin et al. 2017).
Reichert-Lima et al. (2018) zachytili MIC amfotericinu B > 2 pug.ml u 87 % pacientu
sizolovanym Aspergillus flavus a 43 % pacientd s nalezem A. fumigatus. Kmeny

A. terreus se povaZzuji za pfirozené rezistentni.

Mechanismus rezistence polyend vychdzi ze snizeni mnoiZstvi ergosterolu
v bunécné membrdné, ke vzniku rezistence by tedy mohla pfispét terapie azoly.
U rezistentnich kmen( byly popsany mutace ovliviujici syntézu sterol (Perlin et al.

2017).

5.4 In vitro stanoveni citlivosti houbovych izolatu

Rostouci prevalence invazivnich mykdz, zavadéni novych antimykotik a zpravy
o vyskytu rezistence béhem terapie zdlraznuji potiebu stanoveni citlivosti in vitro, kte-
ré umoznuje odhaleni rezistentnich kmen( v populaci, zachyceni vznikajici rezistence
v prbéhu lécby a monitorovani mistni i globalni epidemiologické situace (Perkhofer

et al. 2010; Mallatova et al. 2011).

Testovani citlivosti k antimykotikim dlouho nebylo tak rozvinuté, ani tak casto
pouzivané jako k antibakteridlnim latkdm. Za pficinu lze povaZovat mensi vyskyt hou-
bovych infekci ve srovnani s bakteridlnimi a doneddvna omezeny pocet systémovych
antimykotik. Dalsi problém predstavovala absence Siroce pfijimané standardizované
metodiky. V roce 1992 zverejnila americka NCCLS (National Committee for Clinical La-
boratory Standards), predchidce CLSI, prvni ndvrh dokumentu M27 popisujiciho testo-
vani citlivosti kvasinek diluéni bujénovou metodou, nasledovaly dokumenty upravujici
testovani vlaknitych hub diluéni metodou a stanoveni citlivosti kvasinek a hyfomycet
diskovou difuzni metodou. EUCAST, Evropska komise pro testovani antimikrobidlni
citlivosti zaloZzena roku 1997, vytvofila dokumenty popisujici testovani fermentujicich
kvasinek (E.Def.7.1) a konidiogennich vldknitych hub (E.Def.9.1) s cilem poskytnout
vhodnou, jednoduchou a ekonomicky nenaro¢nou metodu stanoveni citlivosti a zajistit

dostatecnou shodu vysledkd mezi laboratoremi. Aktualni postupy a doporuceni EU-
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CAST a CLSI dodnes tvofi zaklad stanoveni citlivosti houbovych izolatd (Mallatova et al.

2011; Arendrup et al. 2017).

5.4.1 Dilu¢ni metody

evvys

inhibujici rdst mikroorganismu do daného stupné, ktera vyuziva sérii fedéni antimyko-
tik v kapalném médiu. Médium je inokulovano standardizovanym mnozstvim mikroor-
ganismU a predepsanou dobu inkubovano. Jako mikrodiluce se oznacuje varianta bujé-
nové metody vyuZivajici mikrotitracni desticku (Arendrup et al. 2017). CLSI doporucuje
také testovani makrodiluéni metodou (v béznych zkumavkach), nicméné laboratore
vyuzivaji spiSe mikrodilu¢ni postupy kvuli jejich jednodussimu provedeni (Perkhofer et

al. 2010).

Bujonovd diluéni metoda jako referencni postup testovani citlivosti
k antimykotikiim slouzi prevazné ke stanoveni aktivity novych latek, potvrzeni citlivosti
v pripadé nejasnych vysledk testl jiného formatu (napf. komercnich souprav) a urceni
citlivosti organism, pro které nebyly jiné testy validovany, nebo neposkytuji spolehlivé

vysledky (Arendrup et al. 2017).

Aktualni dokumenty EUCAST upravujici diluéni metodu jsou E.Def.7.3.1 pro kva-
sinky a E.Def.9.3.1 pro konidioformni vlaknité houby, plati od 15. ledna 2017. Metodika
CLSI pro bujénovou metodu v soucasnosti vychazi z dokumentl M38 (3. vydani, 2017)
pro vlaknité houby a M27 (4. vydani, 2018) pro kvasinky. V principu se evropskd a ame-
rickd metodika shoduiji, rozdily zahrnuiji velikost inokula (0,5-2,5.10° cfu.ml podle EU-
CAST a 0,5-2,5.10° cfu.ml? na zédkladé dokumentt CLSI), koncentraci glukézy v médiu
(0,2 % dle CLSI a 2 % dle EUCAST), tvar dna jamek mikrotitracni desti¢ky (podle CLSI
kulaté, dle EUCAST rovné), nebo dobu inkubace. Testy se na zakladé americké metodi-
ky a E.Def.9.3.1 vyhodnocuji vizudlné, v pripadé E.Def.7.3.1 spektrofotometricky
(Mallatova et al. 2011).

Bujonova metoda je kvantitativni. Kinterpretaci ziskanych hodnot MIC slouzi
klinické breakpointy, druhové specifické hrani¢ni hodnoty MIC, uréené na zakladé dis-
tribuce MIC v populaci, klinickych studii, farmakokinetickych a farmakodynamickych

vlastnosti léCiv. CLSI i EUCAST definovali klinické breakpointy pro nejvyznamnéjsi druhy

26



kandid, EUCAST také pro vybrané druhy aspergili. Pomoci breakpointl se izolat
ve vztahu k danému lécivu zafadi do jedné z interpretacnich kategorii. CLSI rozlisuje
kategorie citlivy, citlivy v zdavislosti na davce, intermediarni a rezistentni, EUCAST
od roku 2019 kategorie citlivy ve standardnim davkovacim rezimu, citlivy za zvySené
expozice a rezistentni (Sanguinetti a Posteraro 2018; Mallatova et al. 2011; Perkhofer

et al. 2010; Kahlmeter a EUCAST Steering Committee 2019).

Klinické breakpointy existuji jen pro urcité kombinace houba-lécivo, pfi jejich
absenci Ize pouzit epidemiologické cut-off hodnoty (ECV) vychazejici z Gaussova rozdé-
leni MIC v populaci. ECV urcuji, kde konci normalni rozdéleni, a rozlisuji tak izolaty na
wild type (standardni fenotyp) a non-wild type (s mutacemi, sekundarni rezistenci). Na

rozdil od breakpointl, ECV neslouzi k predikci Uspéchu Iécby (Lockhart et al. 2017).

5.4.2 Difuzni metody

Difuzni metody jsou rychlé, snadné na provedeni a ekonomicky nendrocné.
Upravuji je dokumenty CLSI M44 (3. vydani, 2018) pro kvasinky a M51 (2010) pro vlak-
nité houby s vyjimkou dermatofytd. Houby se kultivuji na Mueller-Hinton agaru
(u kvasinek s pridavkem glukdzy a metylenové modfi), na plotny jsou aplikovany disky
s predepsanym mnozstvim antimykotik, kterd se difuzi uvolfuji a potlacuji rist citlivych
kmen(. Po uplynuti stanovené doby se hodnoti velikost inhibi¢nich zén posuvnym mé-
fidlem, ptipadné automatizovanym systémem napf. BIOMIC (Giles Scientific, USA).
Podle priméru inhibicnich zéon jsou izolaty rozfazeny do kategorii citlivy, citlivy
v zavislosti na ddvce, intermediarni, rezistentni, nebo necitlivy. Difuzni metoda je kvali-

tativni, dobre vyuzZitelnd pro screening (Mallatova et al. 2011).

5.4.3 Komercni soupravy

Ke stanoveni citlivosti houbovych izolatd se v dnesni dobé Siroce pouzivaji ko-
meréni soupravy vychazejici ze standardnich referenénich metod, které pro rutinni

testovani nejsou urceny (Posteraro a Sanguinetti 2014).

Obdobou diskové metody je systém Neo-Sensitabs (Rosco Diagnostica, Dansko).
Jednd se o kvalitativni metodu, disky jsou nahrazeny tabletami s definovanym obsa-

hem antifungdlnich Iatek. Testovani se provadi na Mueller-Hinton agaru obohaceném
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0 2 % glukdzy a metylenovou modf, nebo Shadomy agaru. K dispozici jsou tablety
s lokalnimi i systémovymi antimykotiky. Z nejnové;jsi skupiny echinokandint je dostup-
ny kaspofungin. Byla popsana vysoka mira shody s referencni diskovou difuzni i bujo-

novou mikrodilu¢ni metodou CLSI (Anonymous 2011; Mallatova et al. 2011).

Velmi rozsifenym kvantitativnim testem na principu agarové difize je Etest (bi-
oMériuex, Francie). Etest umoZiuje jedno z nejjednodussich stanoveni citlivosti. Prou-
zek z inertniho materialu impregnovany antimykotikem v koncentra¢nim gradientu je
umistén na naockovanou agarovou plotnu, po inkubaci je viditelna inhibi¢ni zéna
ve tvaru kapky az elipsy. V misté priniku prouzku a kraje inhibi¢ni zony se pomoci gra-
dientové stupnice natisténé na prouzku odecitd MIC. Pro stanoveni citlivosti kvasinek
a plisni se na rozdil od diskovych metod doporucuje médium RPMI 1640. K dostani jsou
prouzky se vSemi vyznamnymi antimykotiky pro systémové pouziti (kaspofungin, ani-
dulafungin, mikafungin, flukonazol, itrakonazol, ketokonazol, vorikonazol, posakonazol,

amfotericin B) (Posteraro a Sanguinetti 2014; Mallatova et al. 2011).

Sensititre YeastOne (TREK Diagnostic Systems, USA) je variaci mikrodilu¢ni bujo-
nové metody. V 96jamkové desticce jsou pripravena antimykotika v fedéni podle CLSI
a indikator Alamar blue (Life Technologies, USA). Do jamek se pipetuje suspenze hub
v RPMI médiu s2 % glukdzy. V pfipadé rUstu dochazi ke zméné barvy z modré
na rlZovou. Po inkubaci se odecitd MIC jako nejnizsi koncentrace, pfi které zUstalo
zbarveni modré. Test je jednoduchy a spolehlivy, vysledky Ize dobfe porovnavat mezi
laboratoremi. Kvyhodam patfi i moZnost testovdni kvasinek i vldknitych hub

(Posteraro a Sanguinetti 2014; Mallatova et al. 2011).

Automatizovany systém VITEK 2 (bioMérieux, Francie) umozniuje vedle druhové
identifikace také stanoveni citlivosti kvasinek. Karty s riznymi kombinacemi systémo-
vych antimykotik jsou obdobou bujénové mikrodiluéni metody, obsahuji vsak jen vy-
brand fedéni antifungalné plsobicich latek. K dispozici jsou latky ze skupiny azold, po-
lyent, antimetabolitl i echinokandinl. Vyhodnoceni probiha spektrofotometricky. Ne-
vyhody predstavuji nizky pocet testovanych koncentraci antimykotik a nedostatecny
rast nékterych druhd kvasinek v systému VITEK 2 (Malldtova et al. 2011; Posteraro

a Sanguinetti 2014).
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5.4.4 Nové alternativni metody

Odlisny zpusob stanoveni citlivosti fady organismd vcéetné hub k antimikrobidl-
nim latkam nabizi pritokova cytometrie. Buniky hub jsou predepsanou dobu inkubo-
vany s antimykotiky v sérii koncentraci. Nasleduje barveni specifickymi fluorescenénimi
barvivy a méreni fluorescence pritokovym cytometrem. Po plsobeni antimykotik roz-
dilnd viabilita bunék ovliviiuje mnoZstvi pfijatého barviva a tim intenzitu fluorescence.
Pfikladem barviva je propidium jodid, interkalac¢ni Cinidlo, které pronika do bunék se
silné poskozenou membranou a vaze se na nukleové kyseliny. Pritokovd cytometrie

hodnoti spiSe miru poskozeni bunék nez inhibici rlstu (Posteraro a Sanguinetti 2014).

MALDI-TOF MS, vyznamny nastroj klinické mikrobiologie, umoZnuje s vysokou
presnosti a senzitivitou identifikovat bakterie i houby. Dalsi vyuZiti se nabizi v oblasti
stanoveni citlivosti. Marinach et al. (2009) pomoci MALDI-TOF MS testovali citlivost
C. albicans k flukonazolu, De Carolis et al. (2012) urcovali citlivost rliznych druhd kan-
did a aspergilli ke kaspofunginu, Saracli et al. (2015) se vénovali citlivosti kvasinek rodu
Candida k triazolovym antimykotikim a nasledovaly dalsi publikace. Metoda vychazi ze
zmén v expresi proteind hub vystavenych antimykotikim a ndslednym odliShostem
v hmotnostnim spektru. Jako alternativa k MIC se zde vyuzivd MPCC (minimal profile

vV

zmény ve hmotnostnim spektru (Posteraro a Sanguinetti 2014).

Technologii X-Plate vytvofrili Chadwick et al. (2013) jako jednoduchou, nakladové
efektivni a rychlou metodu. UmozZnuje soubéinou identifikaci a stanoveni citlivosti
kandid primo z klinickych vzork(. V rdmci technologie X-plate je Petriho miska rozdéle-
na na Ctvrtiny vyplnéné chromogennim médiem CHROMagar Candida (Becton Dickin-
son and Company, USA) v prvni ¢asti bez pridavku antifungalni latky, v dalSich tfech se
zvysujici se koncentraci antimykotika. Barva kolonii slouzi k druhové identifikaci, pocet

kvadrantl s rlistem kvasinek k urceni citlivosti (Posteraro a Sanguinetti 2014).

Kultivace s vyuzitim PAO — porézniho oxidu hlinitého — v kombinaci s mikroskopii
zrychluje detekci a stanoveni citlivosti mikrobl. Mikroorganismy jsou zadrzovany
na povrchu PAO, zatimco Ziviny mohou prochazet. Technika umoznuje zobrazeni vyso-
kého poctu mikrokolonii, tenké prouzky PAO lIze také snadno presouvat mezi pldami.

Ingham et al. (2012) testovali citlivost kandid kultivovanych na PAO s pomoci flu-
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orescencni mikroskopie, vysledky ziskali v zavislosti na pouzitém antimykotiku za 3,5 az

7 hodin, konvenéni testy trvaji minimalné 24 hodin (Posteraro a Sanguinetti 2014).

Pomoci IMC (izotermalni mikrokalorimetrie) Ize méfit tepelny tok vytvoreny bio-
logickymi procesy. Efekt antimikrobidlnich latek tak miZe byt hodnocen na zdkladé
snizeni produkce tepla u mikroorganism, které jim byly vystaveny, oproti kontrolnimu
vzorku. Pro stanoveni citlivosti aspergilG Tafin et al. (2012) jako end point vytvofili

MHIC (minimal heat inhibitory concentration). MHIC byla v pfipadé amfotericinu B

vV

evvs

050 %, jelikoz echinokandiny nebyly schopné kompletné inhibovat produkci tepla
vzhledem k fungistatickému plsobeni vici aspergilim. IMC je nedestruktivni metoda

vyZadujici minimalni Upravu vzorku.

5.5 Fungémie

Fungémie je definovdna jako pfitomnost houby v krvi. Objevuje se zejména
u pacientll s oslabenym imunitnim systémem (O’Toole 2017). JelikoZz krev patfi mezi
primarné sterilni materialy, neni fungémie nikdy fyziologicka. Jako synonymum fungé-
mie se nékdy objevuje termin hematogenni mykotickd infekce (Ascioglu et al. 2002).
Jednad se o Zivot ohrozujici stav, Umrtnost se v jednotlivych zemich lisi, evropské studie

uvadi 30denni mortalitu témér 40 % (Bassetti et al. 2013; Tortorano et al. 2004).

Podle pracovni skupiny evropskych a americkych odbornikd na poli mykologie —
EORTC/MSG (European Organization for Research and Treatment of Cancer/Invasive
Fungal Infections Cooperative Group and the National Institute of Allergy and Infecti-
ous Diseases Mycoses Study Group Consensus Group) — je ndlez kvasinky (napf. Candi-
da, Cryptococcus), nebo kvasinkovité houby (Trichosporon) v krevni kulture kritériem
»jistého” invazivniho mykotického onemocnéni. V ptipadé vlaknitych hub (napf.
Fusarium) musi vedle pozitivni hemokultury pacient vykazovat znamky probihajici in-
fekce. Prikaz vlaknitych hub rodu Aspergillus vidy znaci kontaminaci vzorku (De Pauw

et al. 2008).

V pfipadé endogenni fungémie je predpokladanym zdrojem hub kolonizovany

travici trakt (Tortorano et al. 2004), houby z vnéjsiho prostiedi mohou infikovat krevni
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fecisté napfriklad pfi pouzivani intravaskuldrnich katetr(, pripadné pfi parenteralni vy-

Zivé (Ishikane et al. 2016).

5.5.1 Puvodci fungémii

5.5.1.1 Kandidy

Houby tvofi nezanedbatelnou ¢ast plvodcl hematogennich infekci, v praci au-
tord Wisplinghoff et al. (2004) byly zodpovédné za 9,5 % epizod téchto infekci.
S nejvyssi frekvenci byly nalézdny Candida spp., ¢tvrté nejc¢astéjsi organismy zpUsobuji-
ci infekce krevniho fecisté (po koaguldza negativnich stafylokocich, Staphylococcus
aureus a Enterococcus spp.). Nalez kandidy v krevni kultufe se oznacuje jako kandidé-

mie.

Mezi kandidami ma dominantni postaveni C. albicans, které se pfipisuje pfibliz-
né polovina pripadd kandidémie. Nasleduji C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis
a C. krusei, nejvyznamnéjsi tzv. non-albicans kandidy, jejichz zastoupeni se lisi podle
zemépisnych oblasti. Z dalSich non-albicans kandid se jako plvodci fungémii objevuji
C. guilliermondii, C. pelliculosa, C. kefyr, C. inconspicua a jiné. Problémem mize byt
snizend citlivost nékterych vzdcnych druhd  k antimykotikim.  Napftiklad
C. guilliermondii a C. rugosa vykazovaly ve studiich sniZzenou citlivost k flukonazolu,
u C. lusitaniae se mulZe vyvinout sekundarni rezistence kamfotericinu B,
u C. dubliniensis k flukonazolu (Miceli et al. 2011). C. auris, v krvi pacienta poprvé iden-
tifikovana v Jizni Koreji (Lee et al. 2011), byla popsana jako multirezistentni (rezistentni
k flukonazolu a vorikonazolu, ¢ast izolatl s vysokymi hodnotami MIC amfotericinu B)

(Calvo et al. 2016).

5.5.1.2 Dalsi kvasinky a kvasinkovité mikromycety

Jiné houby nez kandidy jsou vhemokulturdch nalézany vzacné,
u imunokompromitovanych osob vSak mohou vyvolat Zivot ohroZujici onemocnéni.
Celosvétové rozsifené Trichosporon spp., zvlasté T. asahii, jsou druhymi nejfrekvent-
néjsimi pavodci fungémii u pacientd s hematologickymi malignitami. Fungémie je nej-
CastéjSim projevem invazivni infekce nékterym z druh(i Trichosporon, mlze se objevit

jako prllomova infekce pfi terapii antimykotiky, ma vysokou mortalitu. Proti Trichos-
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poron spp. in vitro neucinkuje amfotericin B, flucytosin, ani echinokandiny, azoly by

mély byt efektivni (Miceli et al. 2011).

Rhodotorula spp., dfive povazovany za nepatogenni, se ukazaly jako plvodci
oportunnich mykdz. Nejcastéji byly popsany fungémie spojené s pritomnosti katetru,
endokarditidou, nebo meningitidou. Rhodotorula spp. nejsou citlivé k flukonazolu,

ani kaspofunginu, [ékem volby je amfotericin B (Miceli et al. 2011).

Cryptococcus neoformans, ubikviterni patogenni kvasinka, zpUsobuje Zivot
ohroZujici meningitidy. Nalez Cr. neoformans v krvi znaci fulminantni formu kryptoko-
kového onemocnéni. Mezi rizikové faktory kryptokokové fungémie patfi napr. AIDS
nebo dekompenzovana cirhéza jater. Diagnostiku komplikuje pomaly rdst kryptokoku
in vitro (Lin et al. 2015; Jean et al. 2002). Tzv. non-neoformans kryptokoky jsou sapro-
fytické houby vzacné patogenni pro ¢lovéka. Sporadicky se objevuji ptipady obvykle
nozokomialnich fungémii zplUsobenych mimo jiné Cr. laurentii, Cr. albidus, nebo Cr.
liquefaciens. Data o in vitro citlivosti jsou omezend, ukazuji vy$si miru rezistence
k flukonazolu a flucytosinu nez v pfipadé Cr. neoformans (Johnson et al. 1998;

Takemura et al. 2015).

Dal$im vzacnym patogenem imunoalterovanych pacientd je Geotrichum,
zejména G. capitatum (dnes Saprochaete capitata). Vyskyt G. capitatum byl zazname-
nan predevsim v Evropé, nejvice v oblasti Stredomofi. Pozitivni hemokultury pochazely
v 91,7 % pfipadl od pacientl s hematologickym onemocnénim, nejcastéji akutni leu-

kémii (Girmenia et al. 2005).

Malassezia, lipofilni kvasinka kolonizujici kiizi a plivodce dermatomykdz, muze
u novorozencl, déti a imunokompromitovanych vyvolat také invazivni houbova one-
mocnéni (Miceli et al. 2011). Fungémie zpUsobena M. furfur byla u déti spojovana

s dlouhodobym podavanim infuzi tukové emulze (Weiss et al. 1991).

U pacientl s oslabenym imunitnim systémem byly popsany pfipady fungémie
po poddavani probiotik obsahujicich kvasinku Saccharomyces cerevisiae var. boulardii
(Roy et al. 2017; Appel-da-Silva et al. 2017). Pouziti léCivych pfipravk( obsahujicich
S. boulardii (v Ceské republice pFipravek Enterol) je v sou€asnosti u kriticky nemocnych

a imunokompromitovanych pacientl kontraindikovano (Anonymous 2018b).
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5.5.1.3 Vidknité houby

VIaknité houby jsou v porovnani s kvasinkami v krvi nalézany malo. Hemokultu-
ry obvykle zlstdvaji negativni pti probihajici mukormykdze i aspergilové infekci
(Chandrasekar 2009). V ptripadé onemocnéni zplsobeného Fusarium spp. popsali nao-
pak Boutati a Anaissie (1997) pozitivni nalez z krevniho recisté u vice nez poloviny pa-
cientl. Byly popsany jednotlivé pripady fungémii vyvolanych dalSimi vlaknitymi hou-
bami jako Scedosporium (Nishimori et al. 2014), Paecilomyces (Bellanger et al. 2017),

nebo Aureobasidium (Mehta et al. 2017) a dalSimi.

5.5.2 Epidemiologicka situace

5.5.2.1 Ceskd republika a Slovensko

V Ceské republice a na Slovensku bylo dosud na téma fungémie, pfipadné kandi-
démie publikovano jen nékolik praci, dalsi byly prezentovany na konferencich — viz Ta-
bulka 1. Kocmanova et al. (2018) udavaji incidenci kandidémie v CR 0,4 pfipad(l na
1000 pfrijatych pacientl, Drgona et al. (2007) na Slovensku zaznamenali 2,57 pripadi
fungémie na 100 000 obyvatel za rok, z toho 2,16 ptipadd kandidémie na 100 000 oby-

vatel.

Nejéast&ji nalezenou mikromycetou v Ceské republice i na Slovensku byla vidy
C. albicans nasledovana C. parapsilosis, az v nejnovéjsi praci (Kocmanova et al. 2018)
zaujimala druhou pozici C. glabrata (Tabulka 1). Kréméry a Kovacicova (2000) v obdobi
1989-1998 pozorovali pokles v zastoupeni C. albicans (ze 100 % na 50,7 %) a soucasny
nardst non-albicans kandid (z 0 % na 46,3 %). V CR zlistdvalo zastoupeni C. albicans
v poslednich 20 letech pfiblizné stejné — polovina pripadd (Buchta et al. 1998;
Kocmanova et al. 2018). Podil C. glabrata se od 90. let zvySoval, zastoupeni dalSich
druhl se ménilo bez vyrazného trendu, vysledky studii jsou nicméné obtizné srovna-

telné z dvodu rozdilné skladby pacientd, pouZivanych postupl a podobné.
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Tabulka 1 Ndlezy hub v hemokulturdch v Ceské republice a na Slovensku

Buchta et al. (1998) 1995-1996 48 53 9 27 7 2 N N

Kréméry a Kovacicova

(2000) — SR 1989-1998 | 310 |616 | 32 | 97 | 45 | 58 | 81 | 7.1

Hamal et al. (2003)

(podle Habera et al. 2000-2002 | 1045 | 46,8 | 5,5 19,7 | 15,7 | 4,8 N N
2008)

Hamal et al. (2007) 2000-2006 | 1179 | 50,6 | 7,6 15,2 | 13,5 | 4,6 N N
Drgona et al. (2007) — SR | 2005—2007 204 32 14 24 7 3 3 17
Kocmanova et al. (2018) | 2012—-2015 | 921 49,7 | 15,3 | 11,2 8,9 3,6 N N

CA — Candida albicans CK - C. krusei

CG - C. glabrata CSp — jiné druhy rodu Candida

CP — C. parapsilosis N — nebylo sledovano, uvedeno, nebo nelze urcit
CT —C. tropicalis SR —Slovensko

Fungémiim v Sirokém slova smyslu se vénovali slovensti autofi. Kréméry
a Kovacic¢ova (2000) zaznamenali 5,7 % kvasinek mimo rod Candida a 1,3 % vlaknitych
hub (vSechny rodu Fusarium), v préaci autor( Drgona et al. (2007) tvotily houby jiné nez
kandidy 17 % izolatli, identifikovano bylo Acremonium strictum, Geotrichum spp.,
Pichia spp. a Trichosporon spp. V CR zaznamenali Kocmanova et al. (2018) v hemokul-
turach vedle kandid také Saccharomyces cerevisiae, Trichosporon inkin, T. asahii, Ko-

dameae ohmeri a Debaryomyces etchellsii.

5.5.2.2 Evropa

Do 90. let se fungémiim v Evropé nedostavalo pfilis pozornosti. Kandidémie by-
la sledovéna v nékolika malych studiich omezenych na jednu zemi, anebo zamérenych
na specifické skupiny pacient. Vroce 1997 proto ECMM (European Confederation
of Medical Mycology) spustila prospektivni studii zabyvajici se kandidémii, do které se
zapojilo 106 instituci ze 7 zemi (Rakousko, Francie, Némecko, Velka Britanie, Svédsko,

Italie a Spanélsko). Vysledky byly publikovany v roce 2004. Incidence se pohybovala
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od 0,20 do 0,38 pripadl na 1000 pfrijeti. 56 % plvodcl tvofila C. albicans nasledovana
C. glabrata (13,6 %) a C. parapsilosis (13,3 %), zastoupeni C. glabrata se zvySovalo
s vékem pacientl, C. parapsilosis byla naopak izolovana nejvice u pacientli do 20 let.

30denni mortalita dosahovala 37,9 % (Tortorano et al. 2004).

Podle studii publikovanych v poslednich letech bylo spektrum plvodci kandi-
démie v Polsku (Nawrot et al. 2013) (50,96 % C. albicans, 14,10 % C. glabrata a 13,14 %
C. parapsilosis) velmi podobné ndlezim Tortorano et al. (2004), v Belgii Trouvé et al.
(2017) popsali vyssi zastoupeni C. glabrata (27,3 %) a incidenci 0,44 pfipadd na 1000
pfijatych pacient(l. Vjizni Evropé (Itdlie a Spanélsko) (Bassetti et al. 2013) byla
C. glabrata az ctvrtou nejcastéjsi pricinou kandidémie po C. albicans (58,4 %),
C. parapsilosis (19,5 %) a C. tropicalis (9,3 %), incidence 1,5 pfipadd na 1000 pfijeti byla
pfiblizné 5ndsobné vyssi nez v zavérech Tortorano et al. (2004). Situace je ponékud
odli¥na v severskych zemich. Ve Finsku, Norsku a Svédsku vice ne? 63 % izolatd tvofi
nalezy C. albicans, v Norsku je to dokonce 68 %. Incidence ve Finsku, Norsku a Svédsku
dosahuje pfiblizné 4 ptipad( kandidémie na 100 000 obyvatel. V Dansku byla zazna-
menana vyrazné vyssi incidence (10 pfipadld na 100 000 obyvatel) a mensi podil
C. albicans (51,6 %). Jako mozné pfriciny odliSnosti mezi zemémi severni Evropy byly
popsany rozdily v incidenci hematologickych malignit a mife uzivani nékterych antibio-
tik (metronidazol, ciprofloxacin, piperacilin/tazobaktam, kolistin aj.) s naslednym ovliv-
nénim stfevni mikrobioty a moZznym imunomodulaénim efektem (Hesstvedt et al.

2017; 2015).

Fungémiim zplsobenym nejen kvasinkami rodu Candida se v Dansku vénovali
Arendrup et al. (2011). Fungémie se objevovala s celkovou incidenci 0,5 pfipadd na
1000 pfijatych pacient(l, vékové specificka incidence byla nejvyssi ve véku 70-80 let
(53,2/100 000 osob). C. albicans tvorila 53,1 % nalez(, non-albicans kandidy 44,8 %
ajiné houby 2,1 %, jednalo se o S. cerevisiae, Cr. neoformans, Fusarium solani
a Rhodotorula sp. Ve Svédské observaéni studii autorli Klingspor et al. (2018) bylo
spektrum pavodch fungémie obdobné — 54,7 % C. albicans, 44,7 % non-albicans
a 0,6 % dalSich hub (Cr. neoformans, Fusarium oxysporum a Saccharomyces cerevisiae).
Incidence dosahla 4,7 pripadd na 100 000 obyvatel za rok. V Polsku byly ohlaseny nale-

zy Cryptococcus sp., Cr. neoformans, Geotrichum capitatum, Fusarium incarnatum
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a Aspergillus fumigatus (Nawrot et al. 2013), Bretagne et al. (2017) ve francouzské stu-
dii zamérené na fungémie vyvolané neobvyklymi plvodci vedle fady vySe zminénych

zachytili také druhy Yarrowia lipolytica, nebo Malassezia pachydermatis.

5.5.2.3 Dalsi oblasti

Ve Spojenych statech americkych je pokles v zastoupeni non-albicans kandid
jesté vyraznéjsi nez v Evropé. V praci autord Cleveland et al. (2015) tvofil podil
C. albicans 36 %, druha nejcastéjsi byla C. glabrata (27 %). Khatib et al. (2016) identifi-
kovali 43,3 % izolath C. albicans nasledovanych 28,0 % C. glabrata. 30denni Umrtnost

dosahovala 43,3 %.

V Brazilii (Doi et al. 2016) byla C. glabrata podobné jako v jizni Evropé (Bassetti
et al. 2013) az ¢tvrtou nejcastéjsi pri¢inou kandidémie. C. albicans v Brazilii tvofila pfi-
blizné tretinu (34,3 %) izolat(, nasledovala C. parapsilosis (24,1 %) a C. tropicalis
(15,3 %). Vysokou hrubou mortalitu (72,2 %) Doi et al. vysvétluji zavaznymi komorbidi-

tami, pozdni diagndzou, nebo suboptimalnim managementem kandidémie.

Obdobné spektrum kandid jako Doi et al. (2016) popsali ¢insti autofi Lin et al.
(2018) a Li et al. (2016). C. albicans byla zastoupena 37,3 % respektive 38,9 %,
C. parapsilosis i C. tropicalis tvofily vice nez pétinu izolatl (24,1 % a 23,2 %
C. parapsilosis, 22,8 % a 20,5 % C. tropicalis). Oproti tomu v Japonsku (Ishikane et al.
2016) byla C. glabrata druhou nejcastéjsi pricinou kandidémie (25,6 %), C. albicans
méla mezi plvodci opét dominantni postaveni (44,3 %). Incidence v japonské nemoc-
nici dosahla 1,74 ptipada kandidémie na 1000 pfijatych pacientl s 30denni mortalitou

26,9 %.

5.5.3 Diagnostika

Zlatym standardem diagnostiky fungémie jsou hemokultury. ESCMID (European
Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases) pfi podezieni na kandidémii
doporucuje denné odebirat krev, celkovy objem zavisi na véku pacienta. V sadé krev-
nich kultur u dospélych ma byt 60 ml krve rozplnéno po 10 ml do 3 aerobnich a 3 anae-
robnich hemokultivac¢nich lahvicek, ty kultivovany alespon 5 dni (Cuenca-Estrella et al.

2012). Usnadnéni testd pfinesly automatické hemokultivaéni systémy jako BACTEC
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a BacT/Alert. Pro systém BACTEC existuji i mykologické hemokultivacni lahvicky se se-
lektivnim médiem pro kvasinky a houby. Datcu et al. (2017) popsali rychlejsi detekci
avyssi detekéni pomér po pridani mykologické lahvicky k aerobni a anaerobni,
pfi podezifeni na fungémii proto doporucuji pouzit vSechny 3 typy hemokultiva¢nich

lahvicek.

Pfeiffer et al. (2011) zjistili pfi prvni pozitivni hemokultufe median ,koncentra-
ce” kandid v krvi 1 CFU.ml"%, modus 0,1 CFU.ml. NaloZ 1 CFU.ml u typického dospé-
lého odpovida pfiblizné 5,6.10% CFU v celkovém objemu krve, pro kultivaci se nicméné
odebird jen mald ¢ast a negativni hemokultura tak mlzZe byt vedle absence Zivota-
schopnych kvasinek disledkem nizsiho nez detekovatelného mnozstvi ve vzorku, nebo
prerusovaného uvolfiovani viabilnich kvasinek do krevniho fecisté (Clancy a Nguyen
2013). Pfi dodrzeni doporucenych postupt jsou kvasinky rodu Candida z krevnich kul-
tur detekovany se senzitivitou 50-75 % v zavislosti na izolovaném druhu, pouzitém mé-
diu a hemokultivaénim systému, nizsi senzitivita byla popsana u neutropenikd a pfi

probihajici antimykotické terapii (Cuenca-Estrella et al. 2012).

Krevni kultury neumoznuji pfesnou kvantifikaci zatéze houbami, mezi nevyhody
patfi také casova narocnost. V praci autort Lai et al. (2012) byl pro kandidy, nejcastéjsi
plvodce fungémii, ¢as od zacatku inkubace do signalu hemokultivacniho systému
v prliméru 25,9 + 24,9 h, pro C. albicans 34,2 + 25,1 h, u C. glabrata trvala inkubace
podstatné déle (56,5 + 25,5 h). U jinych hub — napfiklad kryptokok( — m{ze kultivace
trvat az 4 tydny (Maziarz a Perfect 2015).

Podle ESCMID je pfi riziku pfitomnosti kandidémie tfeba provést hemokultivaci
vidy, kdyzZ je to mozné. Vzhledem k ¢asové narocnosti a nizsi senzitivité krevnich kultur
doporucuji doplnit diagnostiku stanovenim manand a antimananovych protilatek se
senzitivitou okolo 80 % a specifitou priblizné 85 % a stanovenim (1->3)-B-D-glukanu,
panfungdlniho antigenu, se senzitivitou pfesahujici 65 % a specifitou vice nez 80 %.
Testovani dalSich protilatek, ani pouZziti PCR nebylo pro nedostatek dat doporuceno
(Cuenca-Estrella et al. 2012). Martin-Loeches et al. (2019) fadi v diagnostice invazivni
kandiddzy nekultivaéni metody — stanoveni (1->3)-B-D-glukanu, manand a antimana-

novych protilatek, kandidovych protilatek i techniky zalozené na PCR a magnetické
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rezonanci do kategorie slabé doporucené s nizkou kvalitou dlikazt (vyjimkou je stano-

veni beta-glukanu — stfedni kvalita dukaz().

5.5.4 Rizikové faktory

Ackoliv mlze fungémie teoreticky postihnout jakéhokoliv pacienta, u urcitych
skupin a pfi nékterych stavech se objevuje s vyssi frekvenci. Hlavni rizikové faktory
kandidémie shrnuje Tabulka 2, odpovidaji predpoklddanym cestdm vstupu hub
do krevniho fecisté z traviciho traktu nebo z vnéjsiho prostfedi pfi naruseni integrity
kGiZe a sliznic. Sirokospektra antibiotika mohou vést ke zménam ve slozeni stfevni mi-
krobioty, redukce mnozstvi stfevnich bakterii vytvofi prostor pro rlist a mnozeni mi-
kromycet. K dalSim rizikovym faktorlm patfi oslabeni imunitniho systému vzniklé

z rliznych pficin (Bassetti et al. 2010).

Tabulka 2 Rizikové faktory kandidémie

Vsichni pacienti predchozi operace v brisni oblasti
intravaskularni katetr
parenteralni vyZiva
uZivani Sirokospektrych antibiotik
imunosuprese (v¢. terapie kortikosteroidy)
akutni selhani ledvin
diabetes mellitus
transplantace
hemodialyza
pankreatitida

Pacienti hospitalizovani na JIP prodlouzeny pobyt na JIP
kolonizace kvasinkami rodu Candida, hlavné vicecetna
vysoké APACHE Il skére

nizka porodni vaha (novorozenecka JIP)
Zdroj: Bassetti et al. (2010)

JIP — jednotka intenzivni péce
APACHE Il skére — Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il skore; klasifikaéni systém

zavaznosti onemocnéni na jednotkdach intenzivni péce
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Byly popsany i druhoveé specifické rizikové faktory. Neutropenie a transplantace
kostni drené predisponuji pacienta spiSe k fungémii zpUsobené C. tropicalis, ne-
bo C. krusei. Infekce C. krusei byla dale popsana pfi uzivani flukonazolu podobné jako u
C. glabrata. Pro vznik kandidémie vyvolané C. glabrata jsou také rizikové operace, pfi-
tomnost Zilniho katetru, maligni onemocnéni a vysoky vék. K hematogenni infekci
C. parapsilosis predisponuji pfitomnost Zilniho katetru, parenteralni vyZiva a hyperali-

mentace, rizikovou skupinou jsou novorozenci (Bassetti et al. 2010).

5.5.4.1 Modely predikce rizika

Vzhledem k zavaznosti a nespecifickym symptomim fungémie by byl spolehlivy
nastroj k uréeni pacientl ve vysokém riziku velmi uzite¢ny. Vzniklo nékolik modell
s vysokou specifitou, které vSak mohou byt obtizné aplikovatelné v jinych nemocnicich,
potazmo zemich, neZ byly vytvoreny. Selektuji pacienty s vyssi pravdépodobnosti roz-
voje onemocnéni a ty, u kterych by bylo vhodné provést dalsi testy, ¢imz zvysuji pozi-

tivni prediktivni hodnotu téchto testll (Martin-Loeches et al. 2019).

Svycarskd skupina Pittet et al. (1994) sledovala souvislost kolonizace kandidami
s naslednym propuknutim infekce u kriticky nemocnych chirurgickych pacient(. Vytvo-
fili kolonizaéni index — pomér poctu oblasti téla kolonizovanych stejnym kmenem
a poctu testovanych casti téla. Infekce se projevila u pacientd s koloniza¢nim indexem
> 0,5, v pripadé upraveného koloniza¢niho indexu (corrected colonization index), ktery

reflektuje i denzitu Candida spp. tvofila hranici hodnota 0,4.

Candida skére, bodovaci systém autorld Ledn et al. (2006) vytvoreny
na chirurgickych jednotkach intenzivni péce, urcuje riziko kandidové infekce na zakladé
nékolika faktor(. Jednim bodem (po zaokrouhleni) je hodnocena pfitomnost vicecetné
kolonizace, parenteralni vyzivy, nebo operace, dvéma body zavaina sepse. V pripadé
Candida skoére (souctu bodll) > 2,5 je pravdépodobnost propuknuti infekce
7,75nasobné vyssi nez u skére pod 2,5. Pacienti s vysokym Candida skére mohou profi-

tovat z ¢asné antimykotické |écby.

Guillamet et al. (2015) se zabyvali predikci kandidémie u pacient(i se zavaznou
sepsi a septickym Sokem. Vysledkem jejich prace byl také bodovaci systém. Dvéma

body jsou ohodnoceny lé¢ba antibiotiky v pfedchozich 30 dnech, centralni Zilni katetr,
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pfijeti zdomu s pecovatelskou sluzbou a parenterdini vyziva. Jeden bod se pfricita pfi
transferu z mista mimo nemocnici (ne u dom( s pecovatelskou sluzbou) nebo mecha-
nické ventilaci. Sest bod( se odecte, pokud jsou pfedpokldadanym zdrojem sepse, nebo
septického Soku plice. Pfi hrani¢ni hodnoté 3 bylo ve studii Uspésné zachyceno 87,6 %
pfipadl kandidémie.

Predikci rizika kandidémie u pacient(i bez neutropenie umisténych na internich
oddélenich se vénovali Falcone et al. (2017). Do svého bodovaciho systému vytvorené-
ho na zakladé italské mutlicentrické studie zaradili sepsi, pfipadné septicky Sok (2,5
bodu); nedavnou infekci C. difficile a diabetes mellitus (po 2 bodech); celkovou paren-
teralni vyzZivu, chronickou obstrukéni plicni nemoc, soubéznou terapii glykopeptidovy-
mi antibiotiky a pfitomnost periferné zavadéného centrdlniho katetru (po 1,5 bodech);
predchazejici terapii antibiotiky (1 bod) a imunosupresivni Ié¢bu (0,5 bodu). Pti stano-
vené hranici 3 bodl (prevalence kandidémie 66,4 % pfi skore > 3) dosahli senzitivity 87

% a specifity 83 %.

ESICM/ESCMID (European Society of Intensive Care Medicine and European So-
ciety of Clinical Microbiology and Infectious Diseases) v publikaci zamérené na inva-
zivni kandiddzu u kriticky nemocnych doporucuje (silné doporuceni, nizka kvalita ddka-
z0) pouzivat modely predikce rizika pro jejich jednoduchost a vysokou negativni hod-

notu k identifikaci vysoce rizikovych pacientd (Martin-Loeches et al. 2019).

5.5.5 Management

Vzhledem k zdvaznosti onemocnéni krevniho recisté houbového plivodu vytvo-
filo nékolik organizaci doporuceni, jak v pfipadé podezieni, pfipadné prokazané infekce
postupovat. Publikované prace byly zaméreny predevsim na kandidémii a invazivni

kandidozu.

Podle doporuceni ESCMID pro management kandidovych onemocnéni mélo
profylaktické podavani flukonazolu s cilem predejit vzniku invazivni kandidézy stfedni
silu doporuceni pouze u pacientll po nedavném chirurgickém zakroku v oblasti bricha
s rekurentnimi perforacemi gastrointestinalniho traktu, nebo anastomotickymi Uniky.
Empiricka terapie (podavani antimykotik rizikovym pacientdm s perzistujici horeckou

bez mikrobiologickych zndmek infekce) i preemptivni 1é¢ba (podavani antimykotik pa-
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cientlim s mikrobiologickymi znamkami kandiddzy bez prlikazu invazivni infekce) obec-
né nebyly doporuceny, u vybranych pacient( hospitalizovanych na JIP se doporucovaly
jen slabé. Pri prakazu kandid v hemokultute bylo jako prvni volba doporuéeno pouziti
echinokandinu (bez rozdilu mezi zastupci mikafunginem, anidulafunginem a kaspofun-
ginem) s vyjimkou infekce C. parapsilosis, kde by kvuli nizsi citlivosti k echinokandinim
mohl byt vyhodnéjsi flukonazol. Stfedni doporuceni bylo vydano pro lipozomalni amfo-
tericin B a vorikonazol, slabé pro flukonazol. ESCMID navrhla provadét minimalné jed-
nu hemokultivaci denné do negativniho vysledku — znaku odeznéni kandidémie.
V ptipadech, kdy kandidova infekce nezasdhla vnitini organy, bylo doporuceno pokra-
terapie by mél byt zvdzen prechod na peroralni [é€bu. K vylouceni zasazeni organt my-
kotickou infekci ESCMID doporucila transezofagedlni echokardiografii a fundoskopii.
V rdmci nefarmakologické [é€by bylo silné doporuceno odstranéni Zilnich katetr(. Po-
kud by vyjmuti katetru nebylo mozné, preferovala se terapie echinokandiny, nebo lipi-

dovou formou amfotericinu B, které plsobi proti biofilmu (Cornely et al. 2012).

ECIL (The European Conference on Infections in Leukemia), evropska konferen-
ce zabyvajici se infekcemi u pacient( s leukémii, v tzv. ECIL-6 postupech pro lé¢bu kan-
didémie v prvni linii stejné jako ESCMID silné doporucila echinokandiny, podpofila také

odstranéni katetrt, pokud ho Ize provést (Tissot et al. 2017).

Doporuceni IDSA (Infectious Diseases Society of America), americké spolecnosti
zabyvajici se infekénimi nemocemi, pro l1é¢bu kandidémie se ohledné inicidlni terapie
echinokandiny, trvani lé¢by a pfistupu ke katetriim shoduji s vySe popsanymi. IDSA
dale navrhla stanovovat citlivost vSech relevantnich izolatl kandid k azolim a zvazit
testovani citlivost k echinokandinlim, pokud jimi byl pacient dfive Ié¢en, nebo pokud
byl pGvodce identifikovan jako C. glabrata, nebo C. parapsilosis. Silné doporuceni se
stredni kvalitou dukaz( bylo vydano pro prechod z echinokandinu na flukonazol
u klinicky stabilizovanych pacient(, pokud je pavodce k flukonazolu citlivy a hemokulti-
vace opakované negativni. U vSech pacientli bez neutropenie IDSA navrhla do tydne
po diagnéze kandidémie provést oftalmologické vysetfeni k vylouéeni kandidézy oka

(Pappas et al. 2016).

41



V pfipadé nalezu jinych mikromycet nez kandid je tfeba management upravit
kvlli odliSnostem ve vlastnostech jednotlivych rodd a druhl (napf. citlivost k antimyko-
tikim). V [écbé fungémie zplsobené Cryptococcus spp. IDSA doporucila (stfedni sila
doporuceni, nizkd kvalita dikaz() stejny postup jako u kryptokokového onemocnéni
centralni nervové soustavy, tedy podavani kombinace amfotericinu B a flucytosinu
v ramci indukéni a konsolidacni faze terapie, flukonazol pro udrZovaci, pfipadné profy-

laktickou lécbu (Perfect et al. 2010).
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Metodika

Diplomova prace retrospektivné vyhodnocuje in vitro citlivost houbovych izolatl
z krevnich kultur. Zafazeny byly vzorky ziskané od pacientl ve Fakultni nemocnici Hra-

dec Krdlové (FNHK) od ledna 2008 do prosince 2018.

Vychozi data jsme ziskali z laboratorniho informaéniho systému Ustavu klinické
mikrobiologie FNHK pomoci vyhledavani mykologicky pozitivnich nalezG z krve
ve stanoveném obdobi. Data byla anonymizovdna a dale zpracovana v programu
Microsoft Excel. Sledovali jsme typ hemokultivace (aerobni, anaerobni, mykologicka,
nebo détska), datum odbéru krve, vék, pohlavi, oddéleni hospitalizace a diagnézu paci-
entl dle MKN-10 (10. revize mezinarodni klasifikace nemoci Svétové zdravotnické or-

ganizace), druh izolované houby a jeji citlivost k antimykotikam.

Statistické hodnoceni jsme provadéli pomoci webovych kalkuldtor( Social Science
Statistics. Pro posouzeni statistické zavislosti druhu houby a typu oddéleni, nebo po-
hlavi jsme poufzili Fisherliv exaktni test (Social Science Statistics 2020a), pro zavislost
druhu houby na véku pacienta Mann-Whitney U test (Social Science Statistics 2020b).

Za signifikantni byly povaZovany p-hodnoty nizsi nez 0,05.

Druhova identifikace byla provedena zaméstnanci FNHK v zavislosti na aktualné
pouzivanych a dostupnych metodach pomoci morfologickych a biochemickych technik,
anebo automatického systému VITEK 2 (BioMerieux, Francie) anebo hmotnostni spek-
trometrie MALDI-TOF MS (Bruker, USA). In vitro stanoveni citlivosti probihalo mikro-
diluéni bujénovou metodou pomoci soupravy Sensititre YeastOne (TREK Diagnostic
Systems, USA) nebo difuzni metodou s vyuzitim tablet NEO-SENSITABS (Rosco Diagnos-
tica, Dansko) anebo antimykotickych diské ITEST Plus (Ceska republika) anebo prouzku
Etest (AB Biodisk, Svédsko) po 24 hodinach inkubace. PouZitd antimykotika zahrnovala
anidulafungin, mikafungin, kaspofungin, flukonazol, posakonazol, vorikonazol, itrako-
nazol, isavukonazol, amfotericin B a flucytosin. Hodnoceni citlivosti se fidilo podle me-
todiky CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), k urceni kategorie citlivosti byl

vyuZit dokument M60 (CLSI 2017), k rozliseni wild type a non-wild type kmen( doku-
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ment M59 (CLSI 2018). Pouzité interpretacni breakpointy shrnuji Tabulka 3 a Tabulka
4, vyuzité ECV Tabulka 5.

Pti opakovaném ndlezu stejného druhu houby u jednoho pacienta byl do vysledk(
zarazen prvni izoldt, pokud neni uvedeno jinak. Z izolatu, u kterych byla stejnou meto-
dou opakované stanovena citlivosti vici antimykotik(im, jsme vybrali test zahrnujici

vyssi pocet léCiv, v pfipadé shody prvni stanoveni.
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Tabulka 3 Klinické breakpointy minimdlni inhibicni koncentrace

- 21

Candida albicans <0,25 0,5

C. glabrata <0,12 0,25 - 20,5
C. guilliermondii <2 4 - >8
C. krusei <0,25 0,5 - >1
C. parapsilosis <2 4 - >8
C. tropicalis <0,25 0,5 - >1
C. albicans <0,25 0,5 - >1
C. glabrata <0,12 0,25 - >0,5
C. guilliermondii <2 4 - >8
C. krusei <0,25 0,5 - >1
C. parapsilosis <2 4 - >8
C. tropicalis <0,25 0,5 - >1
C. albicans <0,25 0,5 - >1
C. glabrata <0,06 0,12 - >0,25
C. guilliermondii <2 4 - >8
C. krusei <£0,25 0,5 - 21
C. parapsilosis <2 4 - >8
C. tropicalis £0,25 0,5 - 21
C. albicans <2 = 4 >8
C. glabrata = = <32 264
C. parapsilosis <2 - 4 >8
C. tropicalis <2 = 4 28
C. albicans <0,12 0,25-0,5 - >1
C. krusei <0,5 1 - >2
C. parapsilosis <0,12 0,25-0,5 - >1
C. tropicalis <0,12 0,25-0,5 - >1

Zdroj: CLSI 2017
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace [ug.ml™]

C — citlivy C-DD — citlivy v zavislosti na davce
I — intermediarni R — rezistentni
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Tabulka 4 Klinické breakpointy velikosti inhibicnich zon

Candida albicans 217
C. glabrata -

C. guilliermondii >13
C. krusei 217
C. parapsilosis >13
C. tropicalis >17
C. albicans 222
C. glabrata >30
C. guilliermondii > 16
C. krusei 222
C. parapsilosis >16
C. tropicalis 222
C. albicans 217
C. glabrata =

C. parapsilosis >17
C. tropicalis 217
C. albicans 217
C. krusei 215
C. parapsilosis >17

C. tropicalis >17

Zdroj: CLSI 2017

C — citlivy C-DD — citlivy v zavislosti na davce
I — intermediarni R —rezistentni
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Tabulka 5 Pouzité efektivni cut-off hodnoty

Candida lusitaniae 1
C. lusitaniae 0,5
C. guilliermondii 8
C. lusitaniae 1
C. glabrata 0,25
C. glabrata 4

C. krusei 1
C. tropicalis 0,5
C. lusitaniae 1
C. albicans 0,06
C. glabrata 1
C. guilliermondii 0,5
C. krusei 0,5
C. parapsilosis 0,25
C. tropicalis 0,12
C. lusitaniae 0,06
C. albicans 2
C. glabrata
C. krusei

C. parapsilosis

N N NN

C. tropicalis

Zdroj: CLSI 2018

ECV — efektivni cut-off hodnota miniméni inhibi¢ni koncentrace [pug.ml?]

6.2 Zakladni antropometricka data

Ve vyzkumném souboru mirné prevazovali muzi (59,3 %). 6,1 % tvofili pacienti
do 18 let. Median véku pacientli dosahl 65 let. Vétsina pacientl byla v dobé nalezu

hospitalizovdna na jednotkach intenzivni péce (64,5 %). Podrobné viz Tabulka 6.

Pocty pacientl podle vékovych kategorii a pohlavi ukazuje Graf 1. Nejvétsi za-
stoupeni méla kategorie 60—69 let nasledovana vékovou skupinou 70-79 let. Nezane-

dbatelnou ¢ast pacientl tvorily déti do 9 let, Slo zejména o novorozence.
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Tabulka 6 Charakteristika vyzkumného souboru

Muzi 137 59,3
Zeny 94 40,7
Do 18 let 14 6,1
Od 18 let 217 93,9
JIP 149 64,5
oddéleni se standardni péci 82 35,5

JIP — jednotka intenzivni péce

Graf 1 Rozdéleni pacientii podle véku a pohlavi

Pocet pacienti

B Muzi

m Zeny

0-9 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99
Vék [roky]
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7. VYSLEDKY

7.1 Incidence

V obdobi od ledna 2008 do prosince 2018 bylo ve FNHK zjisténo 594 hemokultur
pozitivnich pro nalez houby pochazejicich od 231 pacientl. 77,1 % pozitivnich kultur
bylo aerobnich, 13,7 % anaerobnich, méné casté byly détské (4,8 %) a mykologické

hemokultivace (4,3 %).

Celkova incidence fungémie ve sledovaném obdobi dosahla 0,51 pfipad(i na 1000
prijatych pacientd, z toho 0,49 pfipadd kandidémie na 1000 pfijeti. Pfi sledovani vyvoje
incidence (viz Graf 2) byly patrné vykyvy. V letech 2010, 2013 a 2015 incidence nepfe-
sahla 0,30 pfipadd na 1000 pfijeti, v letech 2016 a 2018 se na druhou stranu objevilo
vice nez 0,70 ptipadl fungémie na 1000 prijatych pacient(. Celkovy trend byl stabilni

aZz mirné rostouci.

Graf 2 Incidence fungémie
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Ptfi srovnani vybranych oddéleni FNHK (Tabulka 7) byla incidence fungémie
s pfevahou nejvyssi na Klinice anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny (KA-
RIM) — 3,07 pfipadli na 1000 pfijatych pacient(l, nasledovaly lll. interni gerontometa-
bolicka klinika (1,64 pfipadl na 1000 pfrijeti) a Plicni klinika (1,08 pfipadd na 1000 pfija-
tych).

Tabulka 7 Incidence fungémie na vybranych oddélenich

I. Interni kardioangiologicka klinika 0,70

IIl. interni gastroenterologicka a IV. interni hematolo-
S 1,10

gicka klinika
[Il. interni gerontometabolicka klinika 1,64
Détska klinika 0,32
Chirurgicka klinika 0,50
Klinika infekénich nemoci 0,39
Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni medici- 307
ny !

Kardiochirurgicka klinika 0,42
Neurologicka klinika 0,14
Neurochirurgicka klinika 0,41
Klinika onkologie a radioterapie 0,21
Plicni klinika 1,08
Urologicka klinika 0,46

Pozn. Il. interni a IV. interni klinika do roku 2011 tvofily jedno oddéleni

7.2 Nejcastejsi diagnozy
U pacientl s pozitivnim mykologickym ndlezem v krvi byly jako diagndza
na zadance o vysetfeni nejcastéji uvedeny novotvary (22,5 %), nasledované onemoc-

nénim travici soustavy (14,7 %), dychaci soustavy (14,3 %) a obé&hové soustavy

(11,7 %). Podrobné viz Tabulka 8.
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Tabulka 8 Zdkladni diagnéza fungemickych pacienti dle MKN-10

A00—B99 Infekéni a parazitarni nemoci 19 8,2
C00—-D48 Novotvary 52 22,5
D50-D89 Nemoci krve a krvetvornych organt 2 0,9
EO0—E90 Nemoci endokrinni, vyZivy a pfemény latek 3 1,3
G00—G99 Nemoci nervové soustavy 4 1,7
100—199 Nemoci obéhové soustavy 27 11,7
J00—J99 Nemoci dychaci soustavy 33 14,3
KO0—K93 Nemoci travici soustavy 34 14,7
LO0—L99 Nemoci klze a podkozniho vaziva 1 0,4

MOO=M99 Nemoci svalové a kostt?rnvl soustavy a pojivové 3 13

tkané

NOO—N99 Nemoci mocové a pohlavni soustavy 12 5,2
PO0—P96 Nékteré stavy vzniklé v perinatalnim obdobi 7 3,0

Q00-Q99 Vrozené vady, deformace 'a chromozomalni ab- ) 0,9

normality
ROO—R99 PFiznaky, zn:ikyla abnormvalm klllrllcke 19 82
a laboratorni nalezy nezarazené jinde
S00-T98 Poranéni, otravy a nektff? jiné nasledky vnéjsich 11 48
pricin
700-799 Faktory ovliviujici z.dra’vo.tm svtav a.kontakt se 5 0,9
zdravotnickymi sluZzbami

MKN-10 — 10. revize Mezinarodni klasifikace nemoci a pfidruzenych zdravotnich problémd Svétové
zdravotnické organizace

7.3 Druhové spektrum

Distribuci druh( hub izolovanych z krve zobrazuje Graf 3. Nejcastéji byla nalézana
kvasinka C. albicans (52,8 %), nasledovana druhy C. glabrata (14,7 %), C. tropicalis
(8,2 %) a C. parapsilosis (6,9 %). Celkové kandidy tvorily 95,3 % plvodcid fungémii.
Z dalsich druhd byly izolovany Cr. neoformans, Geotrichum clavatum, Geotrichum capi-

tatum a Trichosporon sp.

51



Graf 3 Distribuce druht izolovanych mikromycet

Candida
parapsilosis
6,9 %

Candida fabianii 1,3 %

Candida kefyr 0,4 %

Candida lusitaniae 2,6 %

Jiné 13,0 %
Candida pelliculosa 0,9 %

Candida pulcherrima 0,4 %

Cryptococcus neoformans
1,7%

Geotrichum capitatum 0,9 %

Ve 12 pripadech byly v krvi pacienta nalezeny 2 rGzné druhy hub (v poloviné pfi-
padi v jedné hemokultute, ve druhé poloviné ve dvou hemokulturdch provedenych
v ramci jednoho tydne), nejcastéji Slo o kombinaci C. albicans a C. glabrata. 2 pfipady
smiSené fungémie se objevily u stejného pacienta — na zakladé jednoho odbéru byly
izolovany C. albicans a C. glabrata, po mésici byla béhem tydne identifikovdna

C. glabrata a C. parapsilosis.

Jak se distribuce izolovanych druh( ve sledovaném obdobi vyvijela, ukazuje Graf
4. Ve vsech letech byla nejcetnéjsim plvodcem fungémii C. albicans, od roku 2012 jeji
podil neklesl pod 50 %. V zastoupeni non-albicans kandid jsme nepozorovali specificky

trend, dalsi houby se vyskytovaly se stabilni frekvenci.

V porovndni typl oddéleni (viz Graf 5) C. albicans dominovala na chirurgickych
oddélenich (69,2 %), neonatologii (66,7 %) a KARIM (65,2 %). Na internich klinikach

tvofrily vice nez polovinu izolatl (54,4 %) jiné druhy. Zavislost druhu houby a typu od-
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déleni byla statisticky vyznamna pouze pro C. albicans na chirurgickych oddélenich (p =

0,0339) a internich klinikach (p = 0,0038).

Graf 4 Vyvoj spektra plivodci fungémii v letech 2008-2018
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C. albicans byla ¢astéji identifikovana u Zen nez muzl (60,6 a 47,4 %), u déti

(do 18 let) nez dospélych (64,3 a 52,1 %) a na jednotkach intenzivni péce nei

na oddélenich se standardni péci (57,0 a 45,1 %), pohlavi, vék, ani umisténi na oddéleni

intenzivni péce vsak na druh plvodce fungémie nemélo statisticky vyznamny vliv.

Pomérné zastoupeni plvodct fungémie podle vékovych kategorii ukazuje Graf 6.

Pfevaha C. albicans byla nejvyssi u pacientl do 29 a nad 90 let, naopak u pacientl ve

véku 50-69 a 80-89 let tvorily vice nez polovinu plvodcl non-albicans kandidy a jiné

houby. C. parapsilosis se vyskytovala zejména v krvi déti (21,4 % puUvodct fungémii

u pacientll do 19 let). C. glabrata se na druhou stranu objevovala aZ u pacient( starsich

40 let, kde tvofila v jednotlivych kategoriich 15,5 az 17,6 % pUvodc(.
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Graf 5 Spektrum plvodci fungémii podle typu oddéleni
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Graf 6 Relativni zastoupeni plivodci fungémie podle vékovych kategorii
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7.4 Citlivost izolatd k antimykotikim in vitro

7.4.1 Minimalni inhibic¢ni koncentrace

Tabulka 9 uvadi pro 4 nejcastéji izolované mikromycety (C. albicans, C. glabrata,

evvys

tika, pfi kterych je inhibovdno 50 % respektive 90 % izolatd. Pro jednotlivé kvasinky se

vysledky v rdmci farmakologickych skupin vyznamné nelisily. Vyjimku tvofil flukonazol,
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kde byly v porovnani s ostatnimi azolovymi antimykotiky hodnoty MICsg i MICg u vSech
sledovanych kvasinek vyssi. Pfi srovnani druhtd mikromycet byly nejvyssi hodnoty MIC

echinokandin( zjiStény u C. parapsilosis, dalsi druhy se mezi sebou vyrazné neodliSova-

evvs

MICso i MICgo posakonazolu, itrakonazolu a flukonazolu se ukdzaly u C. glabrata.

Tabulka 9 MICso a MICy nejcastéji izolovanych kvasinek

- MICso MICoo MICso  MICo MICss  MICso  MICso MICao
[ug.ml']  [ug.ml™]  [ug.ml’] [ug.ml*]  [ug.ml?] [ug.ml'] [ug.ml*]  [ug.ml]
_ 0,03 0,06 0,03 0,12 0,06 0,25 0,12 1

_ 0,008 0,03 0,015 0,03 0,015 0,06 1 2

_ 0,03 0,06 0,06 0,06 0,03 0,25 0,5 2

_ 0,06 0,25 0,06 0,06 0,25 128 0,12 0,25
_ 0,5 1 1 1 1 1 0,5 0,5

_ 0,015 0,12 1 2 0,12 0,5 0,06 0,5

_ 0,06 0,5 0,5 1 0,25 0,5 0,12 0,25
_ 0,008 0,5 0,25 0,5 0,12 0,5 0,06 2

_ 1 2 16 64 2 2 2 16

_ 0,008 2 0,008 1

MICso — minimdlni inhibi¢ni koncentrace antimykotika potfebnad k inhibici 50 % izolatt [pug.ml™]
MICs — minimdlni inhibi¢ni koncentrace antimykotika potfebnd k inhibici 90 % izolatt [pug.ml™]

Interpretaci MIC podle CLSI zobrazuje Graf 7 (interpretacni breakpointy viz Ta-
bulka 3). 100 % izolatl C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis a C. guilliermondii bylo
in vitro citlivych k echinokandinim. Mezi nalezy C. glabrata se objevily 2 rezistentni
vUci anidulafunginu (7,1 %), v pfipadé C. krusei 2 izolaty rezistentni ke kaspofunginu

(28,6 %) celkova citlivost k echinokandinim byla nicméné velmi dobra.

V pfipadé azolovych antimykotik se wvyskytovala vyssi mira rezistence.
Z 82 testovanych izolata C. albicans bylo 97,6 % citlivych k flukonazolu, na druhou stra-
nu u C. glabrata se objevilo 6 rezistentnich vzorka (17,1 %), u C. parapsilosis 1 rezis-
tentni nalez (14,3 %). VUci vorikonazolu byla v pfipadé vsech testovanych druhl

(C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis a C. krusei) vice neZ pétina izolatl (22,2-25,0
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%) vyhodnocena jako intermediarné citliva, 2 nalezy C. parapsilosis (40,0 %) a 1 izolat

C. krusei (11,1 %) byly rezistentni.

7.4.2 Inhibicni z6ny

Interpretaci diskovych difuznich testd zndzorfiuje Graf 8 (pouzité interpretacni
breakpointy viz Tabulka 4). VUci kaspofunginu bylo in vitro citlivych 100 % izolatd
C. tropicalis a 89,7 % izoldtd C. albicans, identifikovali jsme 2 rezistentni vzorky
C. parapsilosis. K flukonazolu byly citlivé vSechny testované izolaty C. albicans
a C. tropicalis a 93,8 % ndlezl C. parapsilosis. Jako rezistentni jsme vyhodnotili 4 vzorky
C. glabrata (12,1 %) a 1 izolat C. parapsilosis (6,3 %). K vorikonazolu byla nejvice citliva
C. albicans (61,2 %), rezistence se objevila u 24 izolath C. albicans (23,3 %), 8 izolatl
C. tropicalis (44,4 %), 9 nalez( C. parapsilosis (56,3 %) a 3 izolath C. krusei (42,9 %),
s vyjimkou pfirozené rezistentni C. krusei vSak v Zddném pripadé nebyly izolaty zaroven

rezistentni k flukonazolu.

7.4.3 Shoda p¥i interpretaci MIC a inhibicnich zon

V 97 ptipadech bylo u stejného pacienta béhem tydne provedeno stanoveni MIC
i velikosti inhibi¢ni zény a zaroven byla mozna interpretace citlivosti dle CLSI. V 93,8 %
dvojic se kategorie citlivosti shodovala, v Zzddném pripadé nebyl izolat jednou metodou
vyhodnocen jako citlivy a druhou jako rezistentni. Citlivost C. albicans k flukonazolu
byla kategoricky stejnd obéma metodami u vSech 59 dvojic, ke kaspofunginu pravé
u jedné dvojice zarazené do porovnani. V pripadé C. tropicalis jsme zaznamenali abso-
lutni shodu v interpretované citlivosti viici flukonazolu, vorikonazolu i kaspofunginu, u
C. parapsilosis byla stejné interpretovana citlivost k flukonazolu i vorikonazolu. Nizsi
nez 100% shodu jsme zjistili u stanoveni citlivosti C. glabrata k flukonazolu — 10 z 12
pripadl bylo vyhodnoceno stejné. Pri testovani citlivosti k vorikonazolu se shodovaly 3

z 6 dvojic izolatli C. albicans a 2 ze 3 dvojic C. krusei.
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Graf 7 Interpretace hodnot minimdlni inhibi¢ni koncentrace
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Graf 8 Interpretace diskovych difuznich testi
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7.4.4 Efektivni cut-off hodnoty

Pomeéry poctl wild type a non-wild type kmen( zobrazuje Graf 9 (pouZité ECV viz
Tabulka 5). VSechny testované izolaty vykazovaly bézny fenotyp vici amfotericinu B.
100 % izolatd C. krusei a C. lusitaniae bylo vyhodnoceno jako wild type také
k itrakonazolu, v ptipadé C. glabrata tvofily wild type kmeny 96,4 %. Ve vztahu
k vorikonazolu bylo 9 ndlez(i (34,6 %) vyhodnoceno jako non-wild type. Vici posakona-
zolu jsme identifikovali alespon jeden non-wild type kmen u vSech testovanych druh(

kandid s vyjimkou C. lusitaniae, pro kterou byl vSak k dispozici jen jeden vzorek.
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Graf 9 Rozdéleni izolati podle epidemiologickych cut-off hodnot

Candida
albicans

C. glabrata

C. tropicalis

C. parapsilosis

C. krusei

C. guilliermondii

C. lusitaniae

Posakonazol

Amfotericin B

Vorikonazol

Itrakonazol

Posakonazol

Amfotericin B

Posakonazol

Amfotericin B

Posakonazol

Amfotericin B

Itrakonazol

Posakonazol

Amfotericin B

Flukonazol

Posakonazol

Anidulafungin

Mikafungin

Kaspofungin

Vorikonazol

Flukonazol

Itrakonazol

Posakonazol

=]
X

20% 40% 60% 80% 100%

= wild type ' non-wild type

59



8. DISKUSE

Fungémie jako Zivot ohroZujici stav, postihujici pfedevsim imunokompromitované
a jinak oslabené jedince, predstavuje vyznamny problém soucasného zdravotnictvi
zejména vzhledem k nardstajicimu mnoiZstvi téchto pacienti a vyskytu rezistentnich
pGvodcl. Pro uspésnou IéCbu je zasadni spravna a v€asna diagndza, vysokou dulezitost

ma také stanoveni citlivosti k antimykotikam.

Ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové (FNHK) bylo v letech 2008 az 2018 zachy-
ceno 231 pacientd s fungémii s celkovou incidenci 0,51 pfipadl na 1000 pfijatych,
z toho 0,49 pripadl kandidémie na 1000 prijeti. Vysledky jsou srovnatelné s nalezy
Kocmanové et al. (2018), ktefi ve vybéru ¢eskych nemocnic uvadi primérnou incidenci
kandidémie 0,40 pfipadl na 1000 pfijatych pacient(. Incidence ve FNHK se nejvice pfi-
blizovala situaci ve Fakultni nemocnici v Motole (0,53 pfipadli kandidémie na 1000
pfijatych) a VSeobecné fakultni nemocnici v Praze (0,45 pfipadd na 1000 pfijatych pa-
cientl). Vramci Evropy byly srovnatelné hodnoty incidence kandidémie popsany
v Dénsku — 0,41 ptipadd na 1000 pfijatych pacient(i (Arendrup et al. 2011a), ve Francii
— 0,37 pripadd na 1000 prijeti (Tadec et al. 2016), a v Italii — 0,31 pfipadl na 1000 pfija-
tych (Caggiano et al. 2015), objevily se nicméné i publikace uvadéjici nékolikandsobné
vy$$i incidenci, napfiklad v Recku 1,5 pfipadd na 1000 pfijatych (Papadimitriou-
Olivgeris et al. 2019), nebo v dalsi italské studii — 1,27 pripadd na 1000 pfijeti (Prigitano
et al. 2016). Rozdily v incidenci Ize pfipisovat kvalité zdravotni péce v dané oblasti, ale
zejména typu nemocnice s ohledem na strukturu pacientd, podil specializovanych pra-
covist (hematoonkologie, transplantace), zavedené diagnostické postupy, v neposled-

nim pripadé na designu studii.

Pfi sledovani vyvoje incidence fungémie ve FNHK v jednotlivych letech byl celkovy
trend spise stabilni, ale piky incidence v letech 2016 a 2018 (> 0,70 pfipadd na 1000
pfijatych) do budoucna naznacuji mozny rast. ZvySovani incidence kandidémie popsali
mimo jiné Tadec et al. (2016), Prigitano et al. (2016), nebo Lortholary et al. (2014).
Podle autorll Lortholary et al. (2014) byly za narlst incidence zodpovédné C. albicans
a C. glabrata, pouze u kandidémii vyvolanych témito druhy doslo ve sledovaném ob-

dobi k signifikantnimu zvysSeni incidence. Vykyvy vincidenci pozorované ve FNHK
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v jednotlivych letech se neshoduji s ndlezy Kocmanové et al. (2018), jednalo se ziejmé

pouze o regionalni odchylky.

PFi srovnani incidence na oddélenich FNHK byly nejvyssi hodnoty zjistény na KA-
RIM (3,07 ptipadl fungémie na 1000 pfijatych pacient(l), nasledovala lll. interni geron-
tometabolickd klinika (1,64 pripadd na 1000 hospitalizovanych) a Plicni klinika (1,08
pfipadl na 1000 pfijeti). Na téchto oddélenich predpokladame vyrazny podil pacientt
s rizikovymi faktory fungémie jako prodélany chirurgicky zakrok, katetrizace, parente-
ralni vyZiva, chronicka obstrukéni plicni nemoc, diabetes mellitus, pobyt na JIP ajiné

(Bassetti et al. 2010; Falcone et al. 2017).

Mezi pacienty v nasi praci mirné prevladali muzi (59,3 %). Kocmanova et al. (2018)
konstatuji, Ze pohlavi pfi vzniku kandidémie zfejmé nema vliv, nicméné jsme v prabéhu
reserse literatury nenarazili na studii s prevahou pacientek. Vétsi podil muzd uvadi na-
priklad Klingspor et al. (2018), Tadec et al. (2016), Hesstvedt et al. (2015), Hamal et al.
(2007), nebo Kocmanova et al. (2018), statistickou vyznamnost by vSak bylo tfeba po-

tvrdit dalSim vyzkumem.

Medidn véku 65 let je srovnatelny s vysledky Kocmanové et al. (2018) — 64 let,
Hamal et al. (2007) v dalsi ¢eské praci uvedli nizsi medidn véku — 58 let. Z evropskych
studii ziskali hodnoty blizké nasSim Hesstvedt et al. (2015) v Norsku (67 let), oproti tomu
Caggiano et al. (2015) v italské studii popsali vyrazné nizSi median véku — 49,5 let.
Ve FNHK tvofila skupina pacientd mladSich 18 let nezanedbatelnych 6,1 % souboru,
vysledek Ize zaradit mezi ndlezy Kocmanové et al. (2018) a Svédskych autort Klingspor

et al. (2018) (8,5 % a 4 % pacientl do 18 let respektive).

Na JIP bylo ve FNHK v dobé pozitivniho ndlezu hospitalizovano 64,5 % fungemic-
kych pacientld obdobné jako v praci Kocmanové et al. (2018) — 69,4 %, podle Hamala et
al. (2007) byla na JIP umisténa vétsSina pacientl s kandidémii zafazenych do studie, coz
odpovida vazinému stavu umistovanych pacient(. Srovnani s jinymi zemémi by vzhle-

dem k odlisSnym definicim JIP mohlo byt zavadéjici (Prin a Wunsch 2012).

Podle nasich vysledkd byly jako zékladni diagndza nejcastéji uvedeny novotvary
(22,5 %), nasledovaly nemoci travici soustavy (14,7 %), dychaci soustavy (14,3 %)

a obéhové soustavy (11,7 %). Kocmanova et al. (2018) popsali jako nejbéznéjsi stejné
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kategorie, ale vobménéném poradi nasledné — onemocnéni gastrointestinalniho trak-
tu 20,3 %, malignity 19,5 %, choroby plic 12,0 % a onemocnéni srdce 9,6 %. Cetny vy-
skyt nemoci travici soustavy lze spojovat s predpokladem, Ze travici trakt je ¢astym
zdrojem endogenni fungémie (Tortorano et al. 2004), pfi interpretaci vysledkd je
nicméné vhodné vzit v Uvahu, Ze kategorie MKN-10 Nemoci travici soustavy patfi mezi
nejéast&jsi priciny hospitalizace obecné, v roce 2017 byla podle Ustavu zdravotnickych
informaci a statistiky Ceské republiky tfetim nejéasté&j$im divodem hospitalizace (19,0
hospitalizaci na 1000 obyvatel) (UZIS CR 2018). Novotvary byly v roce 2017 a? sedmym
nejéastéj$im dGvodem hospitalizace (15,5 hospitalizaci na 1000 obyvatel) (UzIS CR
2018), skutecnost, Ze v nasi praci byly vyhodnoceny jako nejbéznéjsi diagndza, lze vy-
svétlovat oslabenym imunitnim systémem onkologickych pacientd, at uZz samotnym
onemocnénim (hematoblastdzy, anemie), tak i jeho 1é¢bou (imunosupresivni chemote-
rapie, intravaskularni vstupy, intubace). Buchta et al. (1998) také zaradili malignity me-
zi nejcastéjsi zakladni onemocnéni pacientl s pozitivnim nalezem kvasinky v krvi (pfi-
blizné 18 % pacient(), Lortholary et al. (2017) pfi cileném sledovani zachytili malignitu

dokonce u 51,2 % pacientl s kandidémii.

Ve FNHK tvofily 95,3 % izolatl kvasinky rodu Candida, prevahu kandid potvrdili
i Kréméry a Kovaci¢ova (2000) ve studii provedené na Slovensku (92,9 %), nebo

Klingspor et al. (2018) ve Svédsku (99,4 %).

Podle srovnani spektra plvodci kandidémie s dalSimi ¢eskymi autory (Buchta et
al. 1998; Hamal et al. 2007; Kocmanova et al. 2018) v Ceské republice podil C. albicans
neklesa, tvofi stabilné pfiblizné polovinu pfipadd, na rozdil od nékterych dalSich zemi
(Guinea 2014; Caggiano et al. 2015; Arendrup et al. 2013). Od 90. let v CR nardstd podil
C. glabrata v souladu s nalezy Arendrup et al. (2013), zastoupeni C. parapsilosis naopak

kleslo.

Spektrum plvodcl pfi rozliseni typu oddéleni odpovida ndleziim Kocmanové et
al. (2018) — na chirurgickych oddélenich prevazovala C. albicans (ve FNHK 69,2 %, dle
Kocmanové et al. (2018) 59,6 %), na internich oddélenich byly ve vétsiné pripadu izolo-
vany jiné houby (45,6 % izolat(i C. albicans ve FNHK a 48,0 % dle Kocmanové et al.
(2018)). Obdobné vysledky srovnani internich a chirurgickych oddéleni publikovali

i Caggiano et al. (2015). Oproti Kocmanové et al. (2018) jsme zaznamenali vétsi rozdil
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v podilu C. albicans na JIP a oddélenich se standardni péci (57,0 % na JIP a 45,1 % mimo
JIP v rdmci FNHK, 51,0 % na JIP a 46,4 % mimo JIP v dalSich ¢eskych nemocnicich). Vyssi
zastoupeni non-albicans kandid na internich klinikach, potazmo oddélenich se stan-
dardni péci, mlze byt dlsledkem pouzivani azolovych antimykotik (zvlasté flukonazolu)

v terapii a profylaxi.

Dale jsme sledovali, jak se spektrum plvodcl ménilo svékem pacientd.
C. parapsilosis byla ve FNHK zodpovédnd za 21,4 % fungémii u pacientd do 19 let.
V préaci Kocmanové et al. (2018) se stala C. parapsilosis obdobné druhym nejcastéjsim
plvodcem kandidémie u déti (do 18 let), ale s nizSim zastoupenim (13,0 %). Vysledky
nedavnych zahranicnich studii ukazuji naopak jesté vétsi podil C. parapsilosis — 29,2 %
u pacienti do 20 let ve Svédsku (Klingspor et al. 2018), 28,5 % do 17 let v Italii
(Caggiano et al. 2015), Harrington et al. (2017) v americké praci zamérené na novoro-
zence a pediatrické pacienty uvadi ndlez C. parapsilosis dokonce v 33,9 % pozitivnich
krevnich kultur. DalSim druhem, u kterého jsme pozorovali vztah s vékem pacientq,
byla C. glabrata, podle nasich vysledk( se objevovala az u pacient(l starSich 40 let, kde
tvofila vyznamnou C¢ast puvodcl. Klingspor et al. (2018) nezachytili C. glabrata
v hemokulturach pacientli do 20 let. Hesstvedt et al. (2015) uvadi C. glabrata jako dru-
hého nejcastéjSiho plvodce kandidémie ve vSech vékovych skupindch od 30 let vyse

s tim, Ze zastoupeni se s vékem zvysovalo, podle nasich vysledkl zGstavalo stabilni.

Porovnani nami ziskanych hodnot minimalni inhibi¢ni koncentrace s dalSimi auto-
ry, ktefi také pouzivali komeréni soupravy Sensititre YeastOne (TREK Diagnostic Sys-
tems, USA), anebo Etest (bioMériuex, Francie), ukdzalo obdobné vysledky pro flucy-
tosin uvsech ctyf sledovanych druhG (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis
a C. tropicalis) véetné vysoké hodnoty MICgo u C. tropicalis (Prigitano et al. 2016), od-
povidaly také hodnoty MICep amfotericinu B (Tadec et al. 2016; Papadimitriou-Olivgeris
et al. 2019; Klingspor et al. 2018). Papadimitriou-Olivgeris et al. (2019) v fecké studii
popsali srovnatelné MICq Ctyf nejbéinéjSich kandid k flukonazolu, vorikonazolu
a posakonazolu s vyjimkou MICqo C. glabrata pro flukonazol a C. parapsilosis k voriko-
nazolu, které byly oproti nami ziskanym nizsi (8 a 0,19 pg.ml?). MIC echinokandind pro
C. parapsilosis a C. tropicalis si odpovidaly s vysledky z FNHK, stejné MIC anidulafungi-

nu vaci C. albicans a C. glabrata. MICgo pro mikafungin a kaspofungin ve vztahu k C.
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albicans (0,19 a 0,5 pg.ml?) a C. glabrata (0,5 a 0,5 pg.ml) byly o 3 a vice fedéni vyssi
nez ve FNHK. Vysledné MIC anidulafunginu vuci C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis a
C. parapsilosis podle autor( Klingspor et al. (2018) se v ramci dvou fedéni shodovaly
s nasimi hodnotami, v pfipadé flukonazolu rovnéz s vyjimkou nizsi MICqo flukonazolu
pro C. parapsilosis (1 pg.ml?). MIC vorikonazolu také odpovidaly, niz$i nez ve FNHK
byla pouze MICgo pro C. albicans (0,015 pg.mlt) a MICso a MICso pro C. parapsilosis
(0,008 a 0,015 pg.ml?). Caggiano et al. (2015) s vyuZitim bujénové mikrodiluéni metody
podle CLSI ziskali srovnatelné MIC flukonazolu, posakonazolu, vorikonazolu, mikafun-
ginu a anidulafunginu vici C. albicans, v ptipadé kaspofunginu byla MICso i MICg 0 vice
nez 2 fedéni vy$si nez ve FNHK (0,25 a 0,5 pg.ml?). Vy3$si hodnoty MICso anidulafunginu
(0,25 pg.ml) a MICqo kaspofunginu a mikafunginu (v obou pfipadech 0,5 pg.ml?) zjistili
i pro C. glabrata. Podobné byla oproti nasSim vysledkim zvySenda MICso
k anidulafunginu pro C. parapsilosis (1 pg.ml?), utéto kvasinky naopak popsali nizsi
MICgo vG&i flukonazolu a vorikonazolu (1 a 0,06 pg.ml?), neZ se objevila ve FNHK.
V ptipadé C. tropicalis italsti autofi uvedli vy$si MICqo flukonazolu a vorikonazolu (64
a 8 pg.mlt), MICso i MICso mikafunginu (0,25 a 0,5 pg.ml?). Castanheira et al. (2017)
stejnou metodou ziskali obdobné vysledky MICso iMICeo posakonazolu pro
C. parapsilosis a C. tropicalis jako jsme popsali ve FNHK. Kocmanova et al. (2018) ziska-
vali hodnoty MIC standardni mikrodiluéni metodou podle EUCAST, presto dosli
ke srovnatelnym vysledkim pro amfotericin B a echinokandiny (anidulafungin, mika-
funginu k C. parapsilosis (0,25 ug.ml). Odpovidaly si také MICso posakonazolu, itrako-
nazolu a vorikonazolu pro C. albicans, C. glabrata a C. parapsilosis, v pfipadé C. tropica-
lis byly uvedené hodnoty o 3 a vice fedéni nizsi. Kocmanova et al. (2018) popsali celko-

vé nizsi MIC flukonazolu (s vyjimkou C. glabrata).

Pfi interpretaci MIC jsme ve FNHK ve sledovaném obdobi zjistili celkové velmi
dobrou in vitro citlivost k echinokandinim, pomérné dobfe citliva byla i azolova anti-
mykotika, rezistence kflukonazolu se objevila u C. glabrata (6 pfipadd; 17,1 %)
a C. parapsilosis (1 pfipad; 14,3 %), rezistence k vorikonazolu také u C. parapsilosis
(2 pripady; 40,0 %) a C. krusei (1 ptipad; 11,1 %), zejména u C. parapsilosis a C. krusei

vsak vysledky mohou byt ovlivnény malym poctem vzorkd, které byly ve sledovaném
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obdobi testovany. Castanheira et al. (2017) na zakladé testovani mikromycet z 29 zemi
a ruznych klinickych materiald metodikou CLSI shodné udavaji vysokou citlivost
C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei a C. guilliermondii
k anidulafunginu, mikafunginu i kaspofunginu (95,9 az 100 % citlivych izolatd)
s vyjimkou C. parapsilosis vici anidulafunginu, kde bylo citlivych pouze 88,7 % testova-
nych vzorkQ. C. albicans a C. tropicalis vykazovaly podobné jako v nasich vysledcich
vybornou citlivost k flukonazolu (99,6 a 96,2 %), v ptipadé C. glabrata a C. parapsilosis
byla rezistence mirné nizsi nez ve FNHK (8,0 a 3,8 %). Z dalSich autord vyuZivajicich in-
terpretacni kritéria CLSI Doi et al. (2016) v brazilské praci popsali naopak vyrazné vyssi
rezistenci C. glabrata k flukonazolu (36 %) nezZ byla stanovena ve FNHK, testované izo-
laty C. albicans, C. tropicalis a C. parapsilosis vsak byly podle jejich vysledku
k flukonazolu i vorikonazolu ve viech pFipadech citlivé. Ctyfi nejéast&ji izolované druhy
kandid vykazovaly 100% citlivost také k anidulafunginu. Vybornou citlivost C. albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis a C. krusei potvrdili i Prigitano et al. (2016).
Pti srovnani citlivosti k azolovym antimykotikim s nasimi vysledky italsti autofi popsali
minimalni rozdily v citlivosti C. albicans k flukonazolu a vorikonazolu, rezistentnich izo-
lath C. glabrata a C. parapsilosis vici flukonazolu zachytili méné (9,7 a 3,4 %), nizsi mi-
ru rezistence uvedli i pro vorikonazol pfi plsobeni proti C. parapsilosis (0,9 %).
Na rozdil od vysledkd z FNHK neobjevili Zadny rezistentni izolat C. krusei k vorikonazo-
lu. Naopak v pfipadé C. tropicalis popsali Prigitano et al. (2016) 11,3% rezistenci
k flukonazolu a 7,7% rezistenci k vorikonazolu, zatimco my jsme ani jeden vzorek nevy-
hodnotili jako rezistentni. Francouzsti autofi Tadec et al. (2016) popisuji shodné
s nasimi vysledky vybornou citlivost C. albicans ke kaspofunginu, flukonazolu a voriko-
nazolu. Srovnatelna je také mira rezistence C. parapsilosis a C. glabrata k flukonazolu
(10,7 a 15,8 %), vyhodnotili vSak lepsi citlivost izolatl C. krusei k vorikonazolu (86 %) a
vys$si podil rezistentnich nalezt C. glabrata ke kaspofunginu. Citlivost kandid v Asijsko-
pacifickém regionu popsali Tan et al. (2016). | v této oblasti byly C. albicans, C. parapsi-
losis a C. tropicalis vysoce citlivé k echinokandinim (vice nez 99 % citlivych izolatd),
s vysledky z FNHK se shoduje i velmi dobra citlivost C. albicans k flukonazolu a voriko-
nazolu (99,7 a 100 % citlivych izolat(). Mira rezistence C. glabrata k flukonazolu (5,2 %)
byla nizsi nez podle vysledkl z FNHK a vySe zminénych evropskych autord (Prigitano et

al. 2016; Tadec et al. 2016; Papadimitriou-Olivgeris et al. 2019), na druhou stranu Tan
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et al. (2016) zachytili vyssi rezistenci C. tropicalis k flukonazolu i vorikonazolu (18,2 a
14,0 %) s tim, Ze C. tropicalis byla podle jejich prace v dané oblasti druhym nejc¢astéjsim
druhem izolovanym z krve (identifikovana v 30,7 % izolatu). ZvySenou rezistenci C. tro-
picalis v Asijsko-pacifickém regionu oproti Evropé nebo Americe popsali i Pfaller et al.

(2010), pfi stanoveni citlivosti ale vychazeli z velikosti inhibi¢nich zon.

Za pouziti diskovych metod jsme ve FNHK za sledované obdobi vyhodnotili velmi
dobrou citlivost C. albicans a C. tropicalis ke kaspofunginu srovnatelné s vysledky sta-
noveni citlivosti pomoci MIC, tém odpovidala i 100% citlivost C. albicans a 12,1 % rezis-
tentnich izolath C. glabrata vici flukonazolu. Vys$si mira rezistence byla vyhodnocena
pro C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis i C. krusei proti vorikonazolu, vysledky
nicméné vychazi z relativné malého poctu vzorku. Stanoveni citlivosti plvodcd fungé-
mie pomoci inhibi¢nich zén se na Slovensku vénovali Drgonia et al. (2007), shodné po-
psali nulovou rezistenci C. albicans k flukonazolu, rezistence non-albicans kandid
k flukonazolu byla podle jejich vysledk( vyssi (13,5 %), v pripadé vorikonazolu naopak
nizsi (7 %) nez ve FNHK, ale srovnani citlivosti non-albicans kandid jako celku proble-
matizuje odliSny pomér jednotlivych druh(. Pfaller et al. (2010) hodnotili citlivost kan-
did z rdznych materidld ziskanych v 41 zemich. V souladu s nasimi vysledky popsali
velmi dobrou citlivost C. albicans a C. parapsilosis k flukonazolu. Rezistence C. tropicalis
a C. glabrata byla vyssi nez ve FNHK u vzork( z Evropy (2,9 a 16,3 %) i v ramci celko-
vych vysledkd (4,1 a 15,7 %), rezistenci k vorikonazolu zjistili naopak vyrazné nizsi —
v evropskych centrech bylo zachyceno 1,1 % rezistentnich izolatl C. albicans, 3,9 %
C. tropicalis, 1,1 % C. parapsilosis a 7,7 % C. krusei, celkové vykazovalo in vitro rezisten-

ci 1,2 % nalezl C. albicans, 5,4 % C. tropicalis, 1,8 % C. parapsilosis a 7,6 % C. krusei.

Aplikace ECV definovanych CLSI na vysledky ziskané ve sledovaném obdobi
ve FNHK ukazala 100% wild type fenotyp k amfotericinu B u vSech testovanych kvasi-
nek (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis a C. krusei) shodné s autory
Castanheira et al. (2017) a Prigitano et al. (2016). Prigitano et al. (2016) popsali vyrazné
mensi podil non-wild type izolatl kandid k azolovym antimykotikm, pfi prepoctu pod-
le aktualnich ECV (CLSI 2018) se vsak ukazalo, Ze zastoupeni non-wild type nalezu
C. glabrata ve vztahu k vorikonazolu (37,6 %), itrakonazolu (5,6 %) a posakonazolu

(20,0 %) i C. tropicalis vici posakonazolu (51,9 %) bylo srovnatelné s vysledky ve FNHK.
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Vyssi zastoupeni bézného fenotypu zlstalo i po prepoctu u C. albicans, C. parapsilosis
a C. krusei ve vztahu k posakonazolu (2,9 %; 0,9 % a 0 % non-wild type izolatd). Non-
wild type ndlez C. krusei k posakonazolu identifikovany ve FNHK byl zaroven rezistentni
k vorikonazolu, non-wild type izolat C. parapsilosis byl v prvnim pfipadé intermediarné
citlivy k vorikonazolu a rezistentni k flukonazolu, v druhém pripadé rezistentni k vori-

konazolu a citlivy v zavislosti na davce vici flukonazolu.

Vyhodnoceni prekryvu interpretacnich kategorii pro MIC a inhibi¢ni zény ukdazalo
ve FNHK velmi dobrou shodu zejména pro flukonazol (97,5 % dvojic bylo interpretova-
no stejné). Ke srovnatelnym vysledkdm dosli Vasconcelos Junior et al. (2012) pfi po-
rovnani diskové metody a mikrodilu¢ni bujdnové metody stanoveni citlivosti k flukona-
zolu. Citlivost C. albicans a C. tropicalis byla vidy vyhodnocena stejné, v pfipadé C. pa-

rapsilosis se shodovalo 44 ze 47 stanoveni (93,6 %), celkové shoda dosahla 97,8 %.

Epidemiologicka situace ve FNHK podle ocekavani odpovidala stavu v dalSich ces-
kych nemocnicich (Kocmanova et al. 2018). Incidenci bude vhodné do budoucna sledo-
vat kvlli moZnosti rastu. Stanoveni citlivosti, mimo vyssi rezistence k vorikonazolu pfi
pouziti diskovych metod, celkové nepfineslo prekvapivé vysledky. Vybér echinokandin(
jako léciv prvni volby v inicidlni terapii kandidémie (Tissot et al. 2017; Pappas et al.
2016; Cornely et al. 2012) podporuje vysoka citlivost kandid k echinokandindm. Vzhle-
dem k vyskytu rezistence k azolovym antimykotikiim je na misté stanovovani in vitro
citlivosti, ta se ukazala byt velmi dobrd zejména u C. albicans a C. tropicalis. Farmako-
terapie by nicméné nikdy neméla byt volena pouze na zadkladé in vitro stanoveni citli-
vosti k antimykotikim, jelikoZz klinicky efekt |é¢by zavisi na mnoha dalSich faktorech

(Mallatova et al. 2011).

Limity této prace spocivaji vrelativné omezeném pfistupu kinformacim
o pacientech — chybi nékteré dilezité anamnestické Udaje, vedlejsi diagndzy, data
o uzivanych lécivych pfipravcich, zplsobu a vystupech terapie fungémie. Vzhledem
k tomu, Ze se jednd o monocentrickou studii, vysledky mohou byt ovlivnény metodami
a postupy pouzivanymi ve FNHK a specifickou skladbou pacientd. JelikoZ se vétSina
publikaci nevénuje fungémiim vSeobecné, ale pouze kandidémiim, mohou pfi porov-

navani vysledkl s nasi praci vznikat urcité nepresnosti. Stanoveni citlivosti se provadélo
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pomoci komercnich souprav, ale vyhodnocovani s vyuzitim breakpointl vytvorenych

pro standardni referencni metody. DalSim limitem je retrospektivni charakter prace.
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9. ZAVER
Fungémie, charakterizovand izolaci houby z krevniho tecisté, je Zivot ohroZujici
stav, ktery se objevuje zejména u imunokompromitovanych a jinak oslabenych jedinc(.

K zavaZnosti prispiva ¢asovd narocnost standardnich metod diagnostiky a stanoveni

citlivosti k antimykotik{im.

Tato prdce popisuje vyskyt fungémie ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové
(FNHK) v letech 2008-2018, véetné charakteristiky pacientl, spektra plvodcu a jejich

citlivost k antimykotikam in vitro.

Incidence fungémie ve FNHK ve sledovaném obdobi dosahla 0,51 ptipad( na 1000
pfijatych pacientu. Vétsina pacientll byla hospitalizovdna na jednotkach intenzivni péce
(64,5 %). NejcastéjSi diagndzou uvedenou na Zadance o vysetfeni byly novotvary
(22,5 %), dale choroby travici soustavy (14,7 %) a dychaci soustavy (14,3 %). Domi-
nantnim pdvodcem byla Candida albicans (52,8 %), nasledovana druhy C. glabrata
(14,7 %), C. tropicalis (8,2 %) a C. parapsilosis (6,9 %). Na zdkladé interpretace hodnot
MIC, testované izoldty vykazovaly vybornou citlivost k echinokandinlim — 100 % nalez(
C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis a C. guilliermondii bylo citlivych. Snizena citli-
vost k azolovym antimykotiklim se objevila u C. glabrata a C. parapsilosis. Diskové me-
tody ukazaly vyssi rezistenci C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis i C. krusei k voriko-
nazolu (23,3 %; 44,4 %; 56,3 % a 42,9 % respektive). Pro amfotericin B mély vSechny
testované mikromycety citlivy wild type fenotyp. Celkova situace pomérné dobre od-

povidala ¢eskym i zahrani¢nim publikacim.

Do budoucna je na misté pokracovat v monitorovani in vitro citlivosti houbovych
izolatl k antimykotikim, aby bylo moZné vcas zachytit pfipadné zmény druhového
spektra nebo narust rezistence plivodct fungémii a vhodné upravit pouzivané postupy
terapie. Nadéji na zlepsSeni progndézy fungémie prinasi nové laboratorni metody umoz-

Aujici rychlejsi diagnézu a stanoveni citlivosti.
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10. POUZITE ZKRATKY

AIDS

Acquired Immune Deficiency Syn-
drome

syndrom ziskaného selhani imunity

APACHE II
skore

Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation Il score

systém hodnoceni zavaZnosti one-
mocnéni na jednotkach intenzivni
péce

CFU

Colony Forming Unit

jednotka tvofrici kolonie

CLSI

Clinical & Laboratory Standards Insti-
tute

americkd organizace tvofici standardy
pro klinické laboratorni testovani
citlivosti

ECIL

The European Conference on Infecti-
ons in Leukemia

evropska konference zamérena na
infekce u pacientd trpicich leukémii

ECMM

European Confederation of Medical
Mycology

Evropska konfederace pro Iékarskou
mykologii

ECV

Effective Cut-off Value

efektivni cut-off hodnota — hodnota
MIC oddélujici wild type a non-wild
type organismy

ELISA

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

imunologickd metoda stanoveni anti-
genl a protilatek

EORTC/MSG

European Organization for Research
and Treatment of Cancer/Invasive
Fungal Infections Cooperative Group
and the National Institute of Allergy
and Infectious Diseases Mycoses Stu-
dy Group Consensus Group

skupina odbornik(i na poli mykologie
z Evropy a Spojenych statl americ-
kych, ktera navrhla Upravu kritérii a
definic pro urceni invazivnich myko-
tickych infekci

ESCMID

European Society of Clinical Microbio-
logy and Infectious Diseases

evropska spolecnost zabyvajici se
klinickou mikrobiologii a infekénimi
chorobami

ESICM

European Society of Intensive Care
Medicine

nezavisla evropska organizace zaby-
vajici se intenzivni medicinou

EUCAST

European Committee on Antimicrobi-
al Susceptibility Testing

evropska komise zabyvajici se testo-
vanim citlivosti antimikrobnich [atek

FNHK

Fakultni nemocnice Hradec Kralové

IDSA

Infectious Diseases Society of Ameri-
ca

americka spole¢nost zabyvajici se
infekénimi chorobami

IMC

Isothermal Microcalorimetry

izotermalni mikrokalorimetrie

JIP

jednotka intenzivni péce
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Pokracovani tabulky

laserova desorpce/ionizace za pfi-
MALDI-TOF Matrix Assisted Laser Desorpti- tomnosti matrice s analyzatorem
on/lonisation — Time of Flight doby letu — ionizac¢ni technika pro
analyzu biologickych makromolekul
MHIC Minimal Heat Inhibitory Concentrati- | end point pro stanoveni citlivosti hub
on izotermalni mikrokalorimetrii
inimalni inhibiéni k
MIC Minimum Inhibitory Concentration minimaint in |b|cn_|1 oncentrace
[ng-ml™]
.. - . minimalni koncentrace potfebna
MIC Minimum Inhibitory Concentration 50 Ll e . iaae
%0 y k inhibici rastu 50 % izolat( [ug-ml™]
.. - ; minimalni koncentrace potrebna
MIC Minimum Inhibitory Concentration 90 Ll s e o iaie
% 4 k inhibici rGstu 90 % izolatd [pug-ml?]
10. revize mezinarodni klasifikace
nemoci — , i i
MKN-10 e ocv| ,systenrvl katfego izace 9nel
mocnéni dle Svétové zdravotnické
organizace
end point pro stanoveni citlivosti
.. . ; pomoci MALD-TIF MS; minimalni
Minimal Profile Change Concentrati- _ oy ..
MPCC i on g koncentrace antimikrobialni latky, pfi
které se hmotnostni spektrum signifi-
kantné lisi
NASBA Nucleic Acid Sequence-Based Amplifi- | isotermicka variace PCR na bazi tran-
cation skripce s RNA jako templatem
. ) .. americka komise tvorici standard
National Committee for Clinical Labo- ! s 1se tvort I . y
NCCLS pro klinické laboratorni testovani
ratory Standards ot .
citlivosti
PAO Porous Aluminium Oxide porézni oxid hlinity
PCR Polymerase Chain Reaction polymerazova retézova reakce
fluorescencni in situ hybridizace
Peptide Nucleic Acid Fluorescent in s peptidovou nukleovou kyselinou
PNA-FISH . e s . .
Situ Hybridization (chemickym analogem nukleovych
kyselin) jako sondou
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