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Abstrakt

Aspergillus fumigatus je Siroce roz8ifena saprofyticka houba, ktera se Casto uplatfiuje jako
oportunni patogen. Zpusobuje onemocnéni aspergildézu, ktera se mlize projevovat i jako zivot
ohrozujici infekce u imunokompromitovanych pacientl. Azolové derivaty patfi mezi Iéky prvni
volby v terapii aspergilézy, ale celosvétové se zvySujici vyskyt azol-rezistentnich kmena
A. fumigatus predstavuje zavazny klinicky problém. Studie posledniho desetileti ukazaly, ze
predevSim dusledkem pouzivani azolovych fungicidd v zemédélstvi dochazi k selekci
rezistentnich kmenu, které vétSinou nesou mutace v genu cyp57A. Pravé to nasledné
komplikuje i IéEbu pacientl s aspergilé6zou. Pfestoze incidence infekci nereagujicich na Ié€bu
azolovymi antimykotiky nar(ista, nebyla prevalence azolové rezistence v Ceské republice
dosud studovana. Prvnim cilem této diplomové prace proto bylo zjistit prevalenci azolové
rezistence u klinickych kmend A. fumigatus v CR a studovat molekularn&-geneticky podklad
této rezistence. Druhym cilem bylo zjistit prevalenci rezistence a jeji genetické mechanismy v

pudnim prostifedi a zkoumat vztahy mezi pudnimi a klinickymi rezistentnimi izolaty.

Pro tyto ucely bylo ze tfi zdravotnickych zafizeni shromazdéno v letech 2019-2021
celkem 301 klinickych izolata A. fumigatus. Dale bylo ziskano 300 pudnich izolatl z poli
oSetfovanych a neoSetfovanych azolovymi fungicidy. U izolatd byla screeningovou metodou
testovana citlivost k azolovym derivatim metodou EUCAST AFST E.Def 10.1 a u rezistentnich
kmen( byly ur€eny hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace ke &tyfem azolovym derivatim
(ITR, VOR, POS a ISA) protokolem E.Def 9.3. Mezi 301 klinickymi kmeny bylo nalezeno
celkem 19 azol-rezistentnich izolatd A. fumigatus, odpovidajici prevalenci azolové rezistence
6,3 %. Sekvenaci genu cyp51A byly nalezeny nesynonymni mutace u 8 klinickych izolatu.
Z nichz nej¢astéjsi byla mutace TRuL98H, u Ctyf izolatl, a u dvou mutace TR4s/Y121F/T289A.
Pdvod rezistence zminénych mutaci prameni ve vnéjSim prostifedi. DalSi dva izolaty nesly
mutace F46Y/M172V/E427K a F46Y/M172VIN248T/D255E/E427K, které zpravidla vznikaji
v pribéhu dlouhodobé |éEby. Mechanizmy rezistence u zbyvajicich 11 kmenl byly nezavislé
na genu cyp51A, a jejich molekularni povaha nebyla v této praci dale zkoumana. Mezi pudnimi
kmeny nebyla rezistence prokazana u zadného z testovanych izolatd. Z toho divodu nebylo
mozné zkoumat souvislost mezi genotypy a mechanismy rezistence u kmend z padniho a
klinického prostfedi. | pfesto pfinesla tato prace prvni cenné poznatky o vyskytu azolové
rezistence v CR v klinickém materidlu a o genetickych mechanismech, kterymi je tato
rezistence podminéna. Byl tak vytvofen zaklad pro budouci studie a kontinualni monitoring

epidemiologické situace na poli azolové rezistence.

Klicova slova: antifungalni rezistence, azolové derivaty, aspergiléza, Aspergillus fumigatus,

cypb1A



Abstract

Aspergillus fumigatus is a widespread saprophytic fungus. As an opportunistic pathogen
it can also cause aspergillosis, which can manifest itself as a life-threatening infection
in immunocompromised patients. Azole derivatives constitute first-line therapy of aspergillosis,
but the increase worldwide of azole-resistant A. fumigatus strains represents a serious clinical
problem. Most of the molecular mechanisms causing azole resistance are dependent on
mutations in the cyp57A gene. Studies of the last decade have shown that primarily because
of the use of azole fungicides in agriculture, azole-resistant strains of A. fumigatus are selected
in the environment. This subsequently complicates the treatment of patients with aspergillosis,
and the incidence of infections unresponsive to treatment with azole antifungals increases.
Increasing incidence of azole antifungals-resistant infections has become a growing concern:
yet the prevalence of azole resistance has not yet been assessed in Czech Republic.
Therefore, the first objective of this thesis was to determine Czech Republic’s prevalence
of azole resistance in clinical strains of A. fumigatus. Those findings permitted the observation
of the molecular-genetic mechanisms of this resistance. Second aim was to study
environmental prevalence of azole resistance and the genetic mechanism in soil isolates
of A. fumigatus. Finally, this allowed the investigation of the relationships between soil

and clinical resistant isolates.

For these purposes, a total of 301 clinical isolates of A. fumigatus were collected
from three healthcare facilities from 2019 to 2021. Concomitantly the sampling of 300 soil
isolates from fields treated and untreated with azole fungicides was conducted. All the isolates
were screened for sensitivity to azole derivatives using the EUCAST AFST E.Def 10.1 method
and for resistant strains, the minimum inhibitory concentration values for four azole derivatives
(ITR, VOR, POS and ISA) were determined by protocol E.Def 9.3. A total of 19 azole-resistant
A. fumigatus isolates were found among 301 clinical strains, which corresponds
to a prevalence of azole resistance of 6.3%. By sequencing the cyp51A gene,
non-synonymous mutations were found in 8 clinical isolates. The most common, TR4s/L98H
mutation was present in four isolates. Two more in TR4/Y121F/T289A mutation. The origin
of the resistance of the aforementioned mutations originates in the environment. The last two
isolates carried mutations F46Y/M172V/E427K and F46Y/M172V/IN248T/D255E/E427K,
which usually arise during long-term treatment. The resistance mechanisms in the remaining
11 strains were not dependent on the cyp51A gene, but their molecular nature was not further
investigated. Among the soil strains, resistance was not demonstrated in any of the tested
isolates. Hence, it was impossible to investigate the connection between genotypes

and resistance mechanisms in strains from soil and clinical environments.



Nonetheless, this thesis brought the first valuable knowledge of the occurrence of azole
resistance in clinical material in Czech Republic. Moreover, the study brought to light
the genetic mechanisms by which is this resistance conditioned. The foundation for future
studies and continuous monitoring of the epidemiological situation in the field of azole

resistance was laid.

Key words: antifungal resistance, azole derivates, aspergillosis, Aspergillus fumigatus,

cypb1A
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1. Uvod

Mykotické infekce postihuji vice nez miliardu lidi ve svété, a to se stejnou mortalitou, jako ma
napriklad malarie, €i tuberkuléza (Brown et al. 2012). Aspergillus je rod vilaknitych hub, ktery
zpusobuje nemoc zvanou aspergiloza. (Patterson et al. 2016). Kromé toho také hraje dllezitou
roli v rozkladani uhliku a dusiku. Jeho asexualni spory mohou byt vzduSnymi proudy rozptyleny
do velké geografické vzdalenosti (Latgé 1999). Konidie Aspergillus fumigatus iniciuji rocné
vice nez 3 000 000 chronickych a 300 000 invazivnich onemocnéni po celém svété (Brown et
al. 2012, Bongomin et al. 2017). V zavislosti na imunitnim stavu hostitele mize jejich inhalace
vést k Sirokému spektru onemocnéni, v&etné invazivni aspergilézy, jejiz mortalita se pohybuje
okolo 50 %. Umrtnost se v$ak podstatn& zvySuje, pokud je infekce zplisobena kmeny
rezistentnimi vUc¢i azolovym antimykotikim (ATM), nebo pokud je diagndéza opozdéna
(Denning et al. 2016, Verweij et al. 2020, Ortiz et al. 2022). Napfiklad v pfipadé invazivni
aspergildzy rezistentni vuci VOR je mortalita zvySena o 21 % proti tomu, kdyz patogen azol-
rezistentni neni (Lestrade et al. 2019a). Plasticita genu je u rodu Aspergillus velmi vyrazna
a rychla, a tak pfi dlouhodobém vystaveni hub azolovym derivatim vznika velky pocet
rezistentnich kmend. Pravé ztéchto dlvodu c¢asto dochazi ke komplikacim pfi lécbé

aspergilozy (Hokken et al. 2019).

Reakce patogenu na léCbu ATM zavisi na fadé faktor(. Je zasadni, jakym typem
aspergilozy pacient trpi a zda ma néjaké komorbidity. Aktualné pfibyva
komorbidit plicni aspergilézy s COVID-19 (CAPA), pfi nizZ je mortalita az trojnasobné vyssi, nez
kdyZ pacient touto virézou netrpi (Alanio et al. 2020, Bartoletti et al. 2021, Prattes et al. 2021,
Krzych et al. 2022, Ogawa et al. 2022). To je dlivodem, proc¢ v poslednich letech pfibylo velké
mnozstvi pfedevsim evropskych studii, které zkoumaiji prevalenci azolové rezistence. Jelikoz
jsou azolové derivaty vyuzivany celosvétové nejen v klinické, ale prevazné také v zemédélské
praxi, byly rezistentni kmeny A. fumigatus izolovany jiz na vSech kontinentech. Proto je dulezité
sledovat epidemiologickou situaci. V Ceské republice byly jiz dfive izolovany dva azol-
rezistentnimi kmeny A. fumigatus (ARAf). Z téchto divodu bylo zamérem této diplomové prace
zjistit prevalenci azolové rezistence jak v klinickém, tak ve vné&jSim prostfedi. A zaroven s tim

studovat molekularné genetické pozadi ziskanych ARAf kmenu z obou prostiedi.



1.1 Aspergiléza

Aspergiléza je nejCastéji se vyskytujici oportunni mykoézou, ktera je zpusobena viaknitymi
houbami. Zastupci rodu Aspergillus jsou mikroskopické houby s kosmopolitnim rozSifenim.
Vyskytuji se pfedevsim jako saprotrofé v puadé, nebo na organickém ¢i klinickém materialu.
Napadaji hlavné imunosuprimované pacienty (Latgé 2001, Walsh et al. 2008, Patterson et al.
2016). Jejich konidiospory se snadno Sifi vzduchem a diky své malé velikosti jsou snadno
vdechnutelné. Je odhadovano, ze kazdy ¢lovék vdechne alespori 100 konidii denné a zlomek
Z nich se dostane az do plicnich alveol (Latgé 1999). V plicnich sklipcich pacientli mohou
konidie kli¢it, rast, napadat plicni tkan a zplsobovat invazivni formu aspergilézy, ktera je
nejCastéjsi oportunni mykotickou infekci u pfijemcu transplantatd krvetvornych kmenovych

bunék a druha nej¢astéjSi u pfijemct transplantovanych organt (Husain & Camargo 2019).

NejcastéjSim puvodcem plicnich mykotickych infekci, a tedy i aspergildzy, je druh
Aspergillus fumigatus (Latgé 1999). AvSak pocet méné béznych a kryptickych druha, které toto
onemocnéni zpusobuji, stoupa. Fylogeneticky pfibuzné, kryptické druhy jsou si Casto
morfologicky velmi podobné. Pravé proto byvaji rozliSované na zakladé molekularnich dat.
Frekvence vyskytu kryptickych druhl v klinickém materialu se pohybuje podle riznych studii
od 11 % do 19 % (Balajee et al. 2009, Alastruey-lzquierdo et al. 2014, Negri et al. 2014, Sabino
et al. 2014, Hubka et al. 2018). V¢asna identifikace na uroven druhu pfitom muaze byt urCujici
pro spravné zvoleni antifungalni IéCby (Nedel & Pasqualotto 2014, Lestrade et al. 2019b).
Kryptické druhy A. fumigatus ze sekce Fumigati, kterymi jsou napfiklad: Aspergillus lentulus,
Ci zastupci komplexu Aspergillus viridinutans, jako jsou Aspergillus felis, Aspergillus
udagawae, Aspergillus pseudoviridinutans, zpusobuji spiSe infekce chronického charakteru.
Aspergillus fumigatus je narozdil od nich vice termotolerantni, virulentni a mimo chronickou
aspergilézu Castéji zplsobuje invazivni aspergilézu (IA) €i aspergilom (Perfect et al. 2001,
Lamoth 2016, Chowdhary et al. 2017).

Mortalita pacienttd diagnostikovanych s invazivni aspergilézou, ktefi byli infikovani
kmeny aspergilu citlivych k bé&Znym antimykotikim (ATM), se pohybuje mezi 30 az 50 %
(Astvad et al. 2014). OvSem v pfipadé rezistentnich kmenl mortalita vyrazné stoupa a mize
dosahovat az 88 % (van der Linden et al. 2011).



1.2 Azolové derivaty

Azolové derivaty jsou léky prvni linie pfi IéEbé aspergilézy. Spolu s polyeny (napf. amfotericin
B) a echinokandiny (napf. kapsofungin) tvofi jednu ze tfi skupin I€ka invazivni aspergilézy
(Kurtz et al. 1994 , Letscher-Bru & Herbrecht 2003, Gray et al. 2012, Lamoth & Calandra 2022).

V praxi jsou nejCastéji pouzivana tfi triazolova IéCiva, tj. itrakonazol (ITR), vorikonazol
(VOR) a posakonazol (POS) (Brahm H. Segal 2009, Patterson et al. 2016, Lestrade et al.
2019a). Volba druhu triazolu se odliSuje dle toho, jaky jeji typ byl pacientim diagnostikovan.
V zakladé je aspergildza rozdélena na invazivni plicni aspergiléozu (IPA) a chronickou plicni

aspergilozu (CPA).

Prvni volbou terapie invazivni aspergilézy je VOR a ISA (ISA). V reakci na situaci
COVID-19 zvolil roku 2020 konsenzus nékolika mezinarodnich spoleénosti lékafské mykologie
jako Iék prvni linie IPA, kromé puavodniho VOR, také isavukonazol. A to z toho dlvodu, ze
méné Casto vykazuje interakci s jinymi I&Civy, a tudiz ma nizSi hepatotoxicitu. Zaroven muize
mit méné z nékterych vedlejSich ucinkd, zpusobenych triazoly. Neposledné ma i zkraceny
interval QT (Ullmann et al. 2018, Koehler et al. 2021, Lai & Yu 2021, Salmanton-Garcia et al.
2021, Lamoth & Calandra 2022). Pro IéCbu chronické aspergilozy se bézné vyuziva VOR a
ITR (Denning et al. 2016). Lékem alergické bronchopulmonalni aspergilézy je kromé
prednisonu téz ITR. ltrakonazol je také ¢asto zvolen v pfipadé |écby aspergilomu. Ten mize
byt v ur€itych pfipadech feSeny i chirurgickym zakrokem. Posakonazol je uzivan hlavné pfi
profylaxi aspergilézy. Zaroven je POS zvazovan pro lécbu zplsobenou kryptickymi druhy
z komplexu Fumigati (Page & Liles 2008, Lamoth & Calandra 2022).

Limitujicim faktorem léCby invazivnich mykotickych infekci je fakt, Ze bylo doposud
uvedeno do klinické praxe ne pfilis velké mnozZstvi IéCiv (Peyton et al. 2015). Pokud mira
prevalence rezistence vuci azolovym derivatim pfesahne na daném uzemi hodnotu 10 %,
pocatecni léCbou invazivni aspergiléozy by mél byt namisto azolovych IéCiv zvolen amfotericin
B, nebo VOR kombinovany s echinokandinem (Verweij et al. 2015). Ve vSech pfipadech ma
tedy pfi volbé terapie, kromé& samotné identifikace, nezastupitelnou roli testovani citlivosti k
ATM relevantni metodikou a znalost lokalni epidemiologické situace (Alastruey-lzquierdo et al.
2014).



1.2.1 Mechanismus uc¢inku

Azoly pusobi intracelularné a cilené inhibuji biosyntetickou drahu ergosterolu cestou inhibice
enzymu cytochrom P450-dependentni C-14-a-demethylazy (CYP51). Ergosterol, ktery je
afektovany azolovymi derivaty, je v membranach vlaknitych hub nepostradatelnou soucasti.
Jeho nedostatek negativné ovliviiuje pfedevsim propustnost a fluiditu membrany smérem
z vnéjsiho prostfedi, odkud pravé azoly vnikaji do vnitfku bunék hub. V bunkach vlaknitych
hub ma také hormonaini Ucinek, stimuluje jejich rast a proliferaci (Lepesheva & Waterman
2007, Becher & Wirsel 2012, Price et al. 2015)

Schéma mechanismu plsobeni azoll je shrnuto na Obrazku 1. Azoly nejdfive blokuji
demethylaci lanosterolu prostfednictvim inhibice 14-a-demethylazy (CYP51). Jeho supresi
dojde ke snizeni produkce ergosterolu a tim ke zvySeni hladiny methylsterol(, které jsou
toxické a zpuUsobuji dezintegraci plazmatické membrany a plazmolyzu. Ve vysledku vede
akumulace toxickych methylsterolll a chybéjici ergosterol v plazmatickych membranach
k bunécné smrti nebo k inhibici rastu bunék hub (Snelders et al. 2010, Astvad et al. 2014,
Jensen 2016).

Obrazek 1. Mechanismus pusobeni azolovych derivati na fungalni buiiku
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1.3 Fungalni rezistence k azolovym derivatim

Od roku 2000 doslo k vyraznému narustu prevalence infekci zpisobenych azol-rezistentnimi
kmeny A. fumigatus (ARAY), které nereaguiji na IéCbu IéCivy této tfidy (Astvad et al. 2014). Rod
Aspergillus je vzemédélském (pole oSetfovana azolovymi fungicidy) a potravinarském
prostfedi (oSetfovani skladovanych plodin azolovymi fungicidy) azolim pravidelné vystavovan,
a to ¢asto ve vysokych koncentracich. To zpusobuje selekci kmenl, které vici témto derivatim
maji snizenou citlivost. Spole¢né s dlouhodobym nebo nespravnym uzivanim azolovych Ié€iv
(non lege artis) jsou selektovany kmeny, které se podminkam pfizpUsobily. Jejich pocet tedy
v danych prostfedi stoupa, coz ma za nasledek zhor§eni progndzy pacientt (Repentigny 2001,
Balkis et al. 2002, Astvad et al. 2014, Berger et al. 2017).

Existuji tfi typy rezistence k azolim. Kmeny A. fumigatus mohou vykazovat rezistenci
bud vici vSem azolovym Ié€ivim (pan-azol rezistentni), nebo k vice nez k jednomu azolovému
lé€ivu (multi-azol rezistentni), nebo mohou byt rezistentni pouze k jedinému azolovému IéCivu
(Verweij et al. 2009).

(nejCastéji udavana v mg/l média), pfi které je po 48 hodinach inkubace inhibovan rist
testovanych kmenu plisni. Na zakladé in vitro testovani A. fumigatus jsou komisi EUCAST
(European Committee on Antimicrobal Susceptibility Testing), podvyborem AFST (Antifungal
Susceptibility Testing Subcommittee) stanoveny pribézné aktualizované hrani¢ni hodnoty
MIC azolovych lécCiv neboli breakpointy. Pomoci stanovenych hodnot breakpointl se v praxi

urcuje, zda je kmen kultivovaného patogenu citlivy nebo rezistentni.

Dale jsou vyuzivany hodnoty ATU (Area of Technical Uncertanity), které upozornuji na
to, Ze je naméfena hodnota v oblasti s obtiZznou interpretaci. PFi€inou je breakpoint v mistég,
pro které nelze dosahnout reprodukovatelnou interpretaci. Proto jsou izolaty, které spadaji
do této kategorie podrobeny bud dalSimu testovani, nebo jinym pravidlim, jejichz pomoci Ize
izolaty definitivné prohlasit za citlivé, nebo azol-rezistentni. Tato pravidla jsou také stanovena
komisi EUCAST, a jsou sepsana v Metodologii v kapitole 2.5 Hodnoty MIC jsou vyuzivany
pfi testovani citlivosti nejen ATM, ale také napf. antibiotik u odliSnych typt metod (Verweij et
al. 2009, Arendrup et al. 2016, Guinea et al. 2019b, Jorgensen et al. 2020, Arendrup et al.
2021, Serrano-Lobo et al. 2022). Aktualni hodnoty breakpointt Ctyf nejCastéji uzivanych ATM
(ITR, VOR, POS a ISA), ktera byla testovana v této praci, jsou vypsany v Tabulce 1

(https://www.eucast.org/astoffungi/clinicalbreakpointsforantifungals).



https://www.eucast.org/astoffungi/clinicalbreakpointsforantifungals

Tabulka 1. Hodnoty breakpointti (mg/l) uréujici rezistenci u Aspergillus fumigatus

Azolovy derivat (mg/l) Citlivost< | Rezistence > ATU*
Itrakonazol 1 mg/l 1 mg/l 2 mgl/l
Vorikonazol 1 mg/l 1 mg/l 2 mgl/l
Posakonazol 0,125 mg/l 0,25 mg/l 0,25 mg/l
Isavukonazol 1 mg/l 2 mgl/l 2 mgl/l

* ATU (Area of Technical Uncertanity)

Na selhani IéCby aspergildzy triazolovymi léCivy mohou pusobit rizné faktory. Nékteré
z nich jsou shrnuty ve schématu na Obrazku 2, kde jsou faktory rozdéleny do tfi skupin.
Prvnim faktorem je samotny patogen, jeho pfipadna rezistence, virulence a mira zatizeni
organismu ¢lovéka mykotickou infekci (Ortiz et al. 2022). Z faktori na strané hostitelského
organismu hraje roli predev§im stav imunitniho systému a misto v téle, které je zasazeno
infekci. LéCbu mize vyrazné zkomplikovat pfipadna infekce transplantované tkané/organu
(Husain & Camargo 2019, Simon et al. 2021).

Posledni skupina faktor ovliviiujicich prabéh Ié€by jsou vlastnosti samotnych azolu.
Napfiklad jejich absorpce, distribuce a metabolismus v organismu ¢lovéka (Patterson et al.
2016). Faktoru, které ovliviuji volbu léEby se vyskytuje mnoho, a tak je Spatna indikace 1éCiv
pomeérné Casta (Astvad et al. 2014, Risum et al. 2022). Praveé i proto je tfeba klast dlraz na
doporuceni, kterymi by se IéCba méla striktné fidit. Je také nutné v€asné reagovat na zvySenou

prevalenci rezistence v populaci a lé€ebné postupy pfipadné aktualizovat dle daé situace.



Obrazek 2. Schéma vlivli patogenu, hostitele a Ié¢iv na selhani Ié€by aspergilozy
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1.4 Vznik a Sireni rezistence

Jedna z prvnich studii tykajici se azolové rezistence u A. fumigatus popisuje jeji vznik u dvou
pacientl dlouhodobé IéEenych ATM v Kalifornii (W. et al. 1997). Ve stejném obdobi probéhla
i jedna z prvnich rozsahlejSich epidemiologickych studii tykajici se téZe problematiky
v Nizozemi. Ta odhalila narlst poctu rezistentnich kmenu izolovanych v obdobi 1994-2007
z klinického prostfedi vci ITR z 1,7 % na 6 % (Meis et al. 2016). Cetnost studii tykajicich se
rezistence od té doby zacala globalné narustat.

Evropa je kontinentem, kde je incidence rezistence studovana nejCastéji. V Nizozemi
byla dokonce zaznamenana alarmujici situace, kdy pocet rezistentnich kmenu rizikovych
pacientl dosahoval az 30 % (Verweij et al. 2016). AvSak vyskyt rezistence je potvrzen jiz na
v8ech sedmi kontinentech. Konkrétné se jedna o dvé nejCastéji se nachazejici mutace
TR34/L98H a TR4s/Y121F/T289A, které vznikaji ve vnéjSim prostfedi (Snelders et al. 2008,
Lestrade et al. 2019b, Burks et al. 2021). | pres vyrazny narlst pocCtu studii, které se



problematikou zabyvaiji, neni stale azolova rezistence ve vétsiné stati monitorovana. Pfitom
je to nutny pfedpoklad k porozuméni jejiho vzniku a Sifeni, diky kterému je mozné zavést

preventivni opatfeni, ktera narlst rezistence mohou odvratit nebo upravit Ié¢ebné postupy.
1.4.1 Vznik rezistence

Existuji dva zpusoby vzniku ARAf kmentl. Cast&ji dochazi ke vzniku rezistence ve vnéj§im
prostfedi kvlli nadmérnému uzivani azolovych fungicidl, napf. v zemédélstvi nebo pfi
skladovani suroviny. Méné Casto vznika rezistence v klinické sféfe, pfi 1éCbé pacientu

azolovymi ATM.

Hypotéza o souvislosti azolové rezistence s uzivanim triazolovych fungicidd byla
poprvé formulovana teprve pfed 7 lety (Price et al. 2015). Jejim prfedpokladem bylo, Ze
dlouhodobé vystaveni A. fumigatus vysokym koncentracim azolovych fungicid na polnostech,
které se v zemédélstvi uzivaji pfi boji proti fytopatogeniim, pohani pfirozenou selekci kmenu

A. fumigatus odolnych vi¢i azolim (Abdolrasouli et al. 2015).

Zjisténa byla také souvislost mezi zvySujici se incidenci infekci zpisobenych ARAf
a stale SirSim spektrem rezistentnich genotypl hlaSenych z prostfedi (Cao et al. 2021). Pro to,
aby hypotéza byla potvrzena, bylo nutné ziskat data nejen o prevalenci a mechanismech
rezistence, ale i o genetickych vztazich izolatd z pady a klinického materialu na populaéné-
genetické urovni pomoci typizace. Zaznamenan byl nalez totoZznych mutaci jak u kmenu
v zemeédélském prostiedi, tak u ARAf kmen( z pacientl (Hollomon 2017). DalSim dukazem
spojitosti vyskytu stejné nejCastéji nachazené mutace TR3/L98H u kmenU A. fumigatus
izolovanych z pudnich vzorkd, a taktéz z pacientu, ktefi nebyli azolovym IéCivim nikdy
vystaveni (Alvarez-Moreno et al. 2017), pfispély k prokazani hypotézy o pfenosu rezistence

z vnéjSiho prostredi do klinického prosttedi.

Izolaty z prostfedi nesou charakteristické genotypy, které jsou nerozeznatelné od téch,
které se vyskytuji u pacientd. Kmeny A. fumigatus se adaptuji v prostredi, kde se vyskytuji
azolové fungicidy, dochazi k pfenosu genotypa, aniz by to mélo vliv na jejich preziti (Zhang et
al. 2017, Zhang et al. 2021). Izolace stejnych klond ARAf z vnéjSiho prostfedi, tak z klinického
materialu naznacuje, Zze kmeny s timto fenotypem maji malo komplikaci, které by zabranili
jejich Sifeni. Environmentalni rezervoary patogennich hub, které si pfedevSim diky pouzivani
fungicidd vyvinuly rezistenci vuci klinickym azolim, pfedstavuji riziko pfi 1éCbé aspergildzy.
Rezistentni patogeny nereaguijici, nebo nedostateCné reagujici na indikovana léciva, totiz

mohou mit vliv na selhani |é€by (Rhodes et al. 2022b).



1.4.2 Epidemiologie azolové rezistence

Znalost epidemiologie a lokalni urovné rezistence je velmi dulezita, protoze ma vliv na mistni
terapeuticka doporuceni u rizikovych pacientd. V regionech s mirou rezistence vyssi nez 10 %
je doporu€eno zménit léCebné schéma. A to konkrétné prejit od Uvodni terapie aspergildzy
triazoly k 1é¢bé liposomalnim amfotericinem B, nebo podavat triazoly soucasné
s echinokandinem, aby se pfedeslo selhani terapie. PfiCemz napfiklad u invazivni aspergilozy
je nutné reagovat neprodlené. Kriticky je také fakt, Ze mimo azoll jsou dvé zminéna léciva
jedina, ktera se pro lé¢bu invazivni aspergilézy daji pouzit. Pro zavéry vedouci ke zméné
téchto doporuc€eni musi byt na ur&itém uzemi testovano alespon 100 izolat(l A. fumigatus (van
der Linden et al. 2015, Meis et al. 2016, Ulimann et al. 2018).

Na Obrazku 3 je vidét globalni prevalence rezistence v klinickém materialu
u jednotlivych statu (Lestrade et al. 2019b). Kriticka mira prevalence pfesahujici 10 % je
vyznacena Cervenou barvou a z evropskych zemi se nachazi v Nizozemi a ve Velké Britanii.
Z mimoevropskych zemi byla tato mira rezistence zjisténa jen v USA v Texasu (Lestrade et al.
2019b). V roce 2019 také pfibyla studie z Japonska, kde byla zjisténa prevalence 12,7 %
(Tabulka 3). Tmavé oranZzovou barvou jsou oznaceny staty, kde je vyskyt rezistence zvySeny.
Tyto staty Casto hlasily vyskyt rezistence i ve vnéjSim prostifedi a je nanejvys vhodné v nich

rezistenci i nadale aktivné monitorovat.

Obrazek 3. Globalni prevalence azolové rezistence izolati Aspergillus fumigatus

z klinického a vnéjsiho prostredi
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Nejvice studovanou ¢asti svéta je Evropa (Tabulka 2), avSak studie tykajici se azolové
rezistence pribyvaji z celého svéta. Konkrétni hodnoty prevalence v Evropé u vybranych stat(
jsou vypsany v Tabulce 2. Byly vybrany pouze studie zahrnujici vice nez 100 zkoumanych
izolath. Alarmujici hodnoty ma pfedevsim Velka Britanie s hodnotou prevalence 20 % (Bueid
et al. 2010). Déle Nizozemi, kde byla roku 2011 stanovena prevalence 5,3 % (van der Linden
et al. 2011), ktera se do roku 2020 vice, nez dvojnasobné zvysila, na hodnou 11,3 % (Lestrade
et al. 2020). Déle Turecko s hodnotou 10,2 % (Ozmerdiven et al. 2015). V poslednim desetileti
se také vyrazné zvysila prevalence rezistence ve Spanélsku z 1,95 % (Escribano et al. 2013)
na 4,7 % (Escribano et al. 2021).

Jedna z prvnich mimoevropskych studii prokazujici azolovou rezistenci byla studie
z Ciny, ktera stanovila prevalenci 5,8 % (Lockhart et al, 2011). Nasledovaly dal$i zemé
prokazujici azolovou rezistenci, které jsou shrnuté v Tabulce 3. Nejvice alarmujici situace
v klinickém prostfedi byla stanovena v Japonsku, kde se prevalence béhem par let zvysila
26,1 % (Tashiro et al. 2012) na 12,7 % (Tsuchido et al. 2019).

Tabulka 2. Prevalence azolové rezistence u Aspergillus fumigatus v klinickych

vzorcich v riiznych evropskych zemich

Stat Prevalence rezistence Citace

Velka Britanie 20.0 % (Jensen 2016)
Nizozemi 11.3% (Bueid et al. 2010)
Turecko 10.2 % (Ozmerdiven et al. 2015)
Italie 6.25 % (Lestrade et al. 2020)
Belgie 5.5% (Simon et al. 2021)
Dansko 5.0 % (Arabatzis et al. 2011)
Spanélsko 4.7 % (Bader et al. 2015)
Polsko 413 % (Nawrot et al. 2018)
Némecko 32 % (Escribano et al. 2021)
Recko 2.7 % (Vermeulen et al. 2015)
France 21 % (Lazzarini et al. 2016)
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Tabulka 3. Prevalence azolové rezistence u Aspergillus fumigatus v klinickém

i vnéjSim prostiedim v mimoevropskych zemich

Prevalence rezistence

Stat Citace

Tanzanie 13.9 % (Chowdhary et al. 2015)*

Japonsko 12.7 % (Tsuchido et al. 2019b)

Kolumbie 9.3 % (Alvarez-Moreno et al. 2017)*

Cina 5.8 % (Lockhart et al. 2011)

USA 5.6 % (Wiederhold et al. 2016)

iran 3.2% (Seyedmousavi et al. 2013)

Thajsko 3.2% (Tangwattanachuleeporn et al. 2017)*
Australie 3.1 % (van der Linden et al. 2015)

Indie 1.7 % (Chowdhary et al. 2015)

* studie zkoumajici izolaty z vnéjsiho prostredi

Donedavna nebylo jasné, jestli se jednotlivé mutace vyvinuly ve svété jen jednou, nebo
zdali se dana mutace vyvinula vicekrat na odliSnych lokalitach nezavisle na sobé. Ale diky
ziskani dat tykajicich se azolové rezistence A. fumigatus z rliznych €asti svéta, bylo pfispéno
k celkovému porozuméni vzniku a Sifeni rezistence. Prikladem je studie (Etienne et al. 2021),
ktera vznik rezistence demonstrovala pomoci porovnani rlznych parametrd (napf. druh
mechanismu rezistence) ARAf izolatll z USA s izolaty z Nizozemi, Indie a Velké Britanie. Ve
vysledku studie podpofila hypotézu jednorazové introdukce a nasledného Sifeni fizenych

mutaci ARAf izolatu. Coz bylo pravdépodobné zprostfedkované prostifednictvim rekombinaci

mutaci rezistence, které vznikly ve vnéjSim prostredi.
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1.5 Molekularni mechanismy rezistence

Rozsahly vyzkum patogennich viaknitych hub, pochazejicich pfedevsim z klinického prostfedi,
vedl kidentifikaci mnohych mechanism( triazolové rezistence (Snelders et al. 2010).
Mechanismy azolové rezistence u rodu Aspergillus |ze rozdélit do dvou typu. Jsou jimi
mechanismy zavislé na genu cyp51, a dale mechanismy, které naopak na genu cyp51 zavislé

nejsou. Nize jsou v podkapitolach 1.4.1. a 1.4.2 oba typy podrobnéji vysvétleny.

Mezi tfi nejCastéji identifikované mechanismy rezistence u rodu Aspergillus se fadi:
A. Bodové mutace v genu cyp51
B. ZvysSena exprese genu cyp51

C. ZvySena exprese genu kédujicich efluxni pumpy

Pfevazujicimi mechanismy rezistence u A. fumigatus jsou rizné typy nesynonymnich
mutaci v genu cyp51A, které zplUsobi zménu aminokyselin (AMK). Pocéet znamych
mechanism( zpUsobujicich rezistenci, ktera neni zprostfedkovana mutacemi ve zminéném

genu roste (Chen et al. 2020, Nywening et al. 2020).

ZplUsobl zmény sekvence, které vedou k rezistenci je nékolik. Pfikladem je zména
konformace proteinu nebo odstranéni AMK v misté, které interaguje s azolovym derivatem.
Dale mohou nastat strukturalni zmény zahrnujici zménu polohy hemové skupiny, coz narusi
interakci s azoly. VSechny tyto zmé&ny mohou modifikovat enzymatickou aktivitu, a tudiz narusit
produkci nepostradatelného ergosterolu. Diky velké flexibilité struktury proteinu se muize
objevit substituce v aminokyselinové sekvenci cyp51, ktera pravé muze zpUsobit odolnost vici
azolim (Becher & Wirsel, 2012).

Aspergillus fumigatus ma velkou plasticitu exprese genl. Dokazuje to napfiklad studie
(Hokken et al., 2019), ve které bylo potvrzeno, Zze za pouhych 60 minut od vystaveni ITR ma
kmen patogenu schopnost zménit transkripci fady genu tak, Ze dojde ke zlepSeni homeostazy

organismu a pfekonani nepfiznivych podminek.

Prvni polovina Obrazku 4 obsahuje mimo jiné, mutace v cyp51A, které zpUsobuji
azolovou rezistenci. Tyto mutace se nachazi v takzvanych hot spots, coz jsou mista, kde
dochazi nejcastéji ke vzniku mutaci. V druhé ¢asti Obrazku 4 je znazornén proces plsobeni
azolu na buriky A. fumigatus, véetné popsané bunééné membrany. Zaroven je zde vypsano
pét hlavnich skupin mechanisml rezistence, které jsou podrobnégji vysvétleny nize
v podkapitolach 1.4.1. a 1.4.2.
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Obrazek 4. Pét zakladnich molekularnich mechanismu azolové rezistence Aspergillus

fumigatus, véetné mutaci v genu cyp571A a jeho promotoru
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1.5.1 Mechanismy rezistence zavislé na genu cyp571A

Genom A. fumigatus obsahuje dvé isoformy genu cyp51 a to cyp51A a cyp51B (Mellado et al.,
2001). Obé isoformy proteinl maji rizné kinetické vlastnosti a odliSnou citlivost k azolim
(Warrilow et al., 2010). Zminény gen cyp51 kéduje 14a-sterol-demethylazu, ktera je nezbytna
pro biosyntézu ergosterolu. Klic¢ovym je pfedevS§im enzym CYP51A (Mellado et al. 2005), ktery
biosyntézu ergosterolu inhibuje. Podobnou funkci zastupuje i enzym CYP51B, ktery ma lepSi
vazebnou afinitu k triazolovym slou¢eninam. Role mutaci v genu cyb51B, zpusobenych azoly
je ale stale diskutovana. A klinicky relevantni rezistenci patogenu je tudiz doposud spojovan
pouze gen cyp51A (Ferreira et al. 2005, Rybak et al. 2019, Gonzalez-Jimenez et al. 2020,
Nywening et al. 2020).

PFi nedostatku ergosterolu je negativné ovlivnéna propustnost a fluidita plazmatické
membrany patogenu. V burikach vlaknitych hub ma ergosterol také hormonalni ucinek,
stimuluje rist a proliferaci (Lepesheva & Waterman, 2007, Becher & Wirsel, 2012, Price et al.,
2015). V praxi byvaji nejCastéji detekovany kmeny obsahujici mutace v cyp571A. Ty mohou byt
tim padem schopné U¢inkim azolu zabranit, takze nedojde k naruSeni funkce ergosterolu

v membranach patogenu (Rivero-Menendez et al. 2016).

Rezistence k azolum je vétSinou zpusobena substitucemi AMK v genu cyp571A. Na
Obrazku 4 je v prvni Casti zminéna vétdina doposud zjisténych mutaci v cyp571A, které
zpusobuji azolovou rezistenci. A to véetné tandemovych repetic (TR) v promotoru genu. V
druhé poloviné téze Obrazku 4 je vedle ostatnich mechanismu rezistence pod bodem (2)
zminény pravé tento mechanismus rezistence, ktery zavisi na mutacich v genu cyp51A. Vyvoj
rezistence byl doposud primarné spojen se zminénymi bodovymi nesynonymnimi mutacemi.
A to vC€etné nejCastéjSich substituci AMK v mistech G54, G138, M220 a G448. Mimo né bylo
v proteinu CYP51A nalezeno vice, nez 20 dalSich odliSnych substituci AMK (Bowyer et al.
2011, Arendrup 2014, Sharma et al. 2015). Dale s rezistenci souvisi mutace G54A, G54W,
P216L, M220V/K/T a G448S, které mohou modifikovat vazebné misto pro Ié€ivo. Tim se
snizuje afinita v interakci Iéku a enzymu (Mann et al. 2003, Camps et al. 2012b, Krishnan
Natesan & Chandrasekar 2016).
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Postupem ¢asu vSak bylo prokazano, ze se mnohem &astéji vyskytuji bodové mutace
v kombinaci s TR v promotoru genu. Pravé mutace v promotoru genu cyp571 zpusobuiji jeho
zvysenou expresi neboli overexpresi, coz vede k rezistenci (Obrazek 4 — bod (3)). VétSina
mechanism( azolové rezistence izolatl, které nejsou z klinického prostredi, ale jsou
z vnéjsiho, je vyvolana mutacemi, které jsou zprostifedkovany TR. Pravé s témito mechanismy
je spojovano nadmérné uzivani azolovych fungicidi (Ren et al. 2017, Resendiz Sharpe et al.
2018, Chen et al. 2020).

Vibec nejbéznéjsSi mechanismus rezistence v klinickém i vné&jSim prostfedi je mutace
TR34/L98H (Chowdhary et al., 2013). Kmeny s touto mutaci mohou byt rezistentni vici vSem
triazolovym léCivim, a vyskytuji se celosvétové. Zmény vedouci k rezistenci zahrnuji kromé
bodové mutace — substituce leucinu v pozici 98 za histidin, také 34 par( bazi dlouhou TR

v promotoru cyp51, kterd umozni funkci mutace (Mellado et al., 2007; Verweij et al., 2007).

DalSi pfiklad je druhy nejcastéji identifikovany mechanismu rezistence taktéZz v obou
prostiedich TR46/Y121F/T289A zahrnujici 46 par( bazi dlouhou TR v promotoru genu,
substituci tyrosinu 121 za fenylalanin a threonin 289 za alanin. Rezistence se projevuje
predevsim vuci VOR (Linden et al., 2013).

Existuje nékolik dalSich TR, které se nachazi vyhradné v promotoru genu cyp51A,
ovliviuji rezistenci plsobenim na mutace v témze genu, a nové objevenych TR stale pfibyva.
Jednou z nich je TR120 (Hare et al. 2019). Identifikace takovych mechanismu vyziva k novym
poznatkiim pfispivajicim k porozuméni celkové problematiky azolové rezistence. Proto je toto

odvétvi také momentalné intenzivné studovano.
1.5.2 Mechanismy rezistence nezavislé na genu cyp571A

Druhy typ mechanism rezistence s mutacemi v genu cyp571A nesouvisi (Arendrup et al. 2010,
Camps et al. 2012a). Ve studiich (Bueid et al. 2010, Bueid et al. 2012) bylo zjisténo, Ze okolo
43 % studovanych ARAf izolatl nenese mutaci v genu cyp571A. Tyto mechanismy jsou
identifikované a studované méné Casto. Azolovou rezistenci, ktera neni zprostfedkovana
cypb51 Ize rozdélit do tfi skupin. Proto byly na Obrazku 3 tyto mechanismy rezistence zminény
ve tfech nasledujicich bodech: rezistence zprostfedkovana efluxnimi pumpami — bod (1),
mutace v genech jinych, nez je cyp51A — bod (4), a také rezistence zprostfedkovana adaptaci

na stres — bod (5). Protoze tyto mechanismy vétSinou vykazuji pouze slabou rezistenci

vrwve
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Castym mechanismem rezistence je nadmérna exprese urditych gen(, ktera nastane
pfi dlouhodobém vystaveni azolovych derivatl. Ze vSeho nejcastéjSim mechanismem, ktery
neni vazan na cyp51A, je konkrétné exprese efluxnimi pumpami zminéna na Obrazku 4 pod
bodem (1). Efluxni pumpy hraji dllezitou roli pfi pfekonavani hromadeéni vnitrobunéénych
toxind. To houbovym patogenim pomaha u infikace nebo kolonizace jejich hostitel.
Nadmérna exprese efluxnich pump mlze tedy pumpovat azoly z jejich bunék, a pravé to

zpusobi rezistenci (da Silva Ferreira et al. 2006, Camps et al. 2012a, Paul et al. 2017).

Mechanismy dalSi skupiny se genu cyp57A netykaji. Nékteré z nich jsou zminéné na
Obrazku 4 pod bodem (5). Jednim z nich je mutace P88L u protein vazajiciho zesilovate
transkripcniho faktoru CCAAT, ktera hraje roli ve vzniku azolové rezistence. Kmeny ARAf
nesouci mutaci P88L mohou byt pan azole rezistentni a dochazi u nich ke sniZzené expresi
genu cyp51. Zato je ale zhorSeno fithess patogenu, ktery tuto mutaci ma. Bylo zpozorovano,
Ze takovy kmen ma pomalejsi rast, nez kmen nemutovany (Hortschansky et al. 2007, Camps
et al. 2012c, Hortschansky et al. 2020).

Zajimavym molekuldrnim mechanismem rezistence je v€lenéni exogenniho
cholesterolu, pochazejiciho z hostitele, do plazmatické membrany patogenu. Aspergillus
fumigatus tak ziskava vétsi toleranci vici azolim. To bylo potvrzeno i studii, ve které byl do
kultivacniho média s ITR navic pfidan cholesterol. A v reakci na to testovany izolat vykazoval
zvySenou toleranci oproti izolatu, ktery byl kultivovan na meédiu s ITR bez pfidaného

cholesterolu (Xiong et al. 2005).

Existuji i jiné mechanismy, které jsou zprostfedkované stresovou adaptaci. Na
Obrazku 4 je skupina téchto mechanismi zminéna v bodu (4). V 10 % se kmeny ARAf
nachazi v pfirozené, nemutované formé neboli ve wild-type (WT), ktera se tedy cyp51A zcela

netyka. Nehledé na to vSak vykazuji rezistenci k azolim (Jensen, 2016).
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2. Metodologie
2.1 Zdroje izolatu
2.1.1 Klinické izolaty

Sbér klinickych dat byl zapoc&at v €ervenci 2019 a ukon&en v prosinci 2021. Celkové bylo
shromazdéno 303 klinickych izolatll. Do studie byly zapojeny tfi instituce, které zaslaly izolaty
rodu A. fumigatus uréené na zakladé makro-morfologickych a mikro-morfologickych znak.
Spolecné s izolaty byly shromazdény i zakladni anonymizované anamnestické udaje pacient
z laboratornich informacnich systému( (LIMS). Instituce, které materialy poskytly, byly
nasleduijici: Ustav lékarské mikrobiologie, 2. Iékafska fakulta a Fakultni nemocnice Motol,
Praha (MUDr. Daniela Lzi¢afova) poskytl 65; Laborator Iékafské mykologie, Zdravotni ustav
se sidlem v Usti nad Labem, Praha (RNDr. Pavlina Lyskova, Ph.D.) poskytl 146 izolatu;

Zdravotni Ustav se sidlem v Ostravé, Ostrava (Mgr. Radim Dobias, Ph.D.) poskytl izolat( 92.

Spektrum pacientl zahrnovalo jak hospitalizované, tak ambulantni pacienty. Jednalo
se 0 vzorky z pacientl s podezfenim na mykotické onemocnéni, ¢i rliznymi typy prokazané
aspergilézy od chronické, pfes alergickou broncho-pulmonalni aspergilézu, az po invazivni
aspergilézu. Zastoupeny byly izolaty z neinvazivnich forem aspergilézy (napf. otitis externa).
U velké Casti izolatl nebyla jasné prokazana pficinna souvislost s onemocnénim, nebo nebyla
zpétné dohledavana, protoze to nebylo cilem prace. VétSina izolatll pochazela z rlznych
pacientd, ale v nékolika pfipadech, konkrétné u 27, byl odebran vzorek ze stejného pacienta,
a to ve dvou, Ci vice ¢asové oddélenych odbérech nebo z mista infekce lokalizovaného v jiné
Casti téla. Z toho ve 22 pfipadech byly u kazdého z pacientl odebrany izolaty dva. Ze CtyF
pacientl byly izolovany tfi rGzné vzorky. A z jednoho pacienta byly izolovany &tyfi vzorky.

Seznam veskerych studovanych izolatl se nachazi v Priloze 2.
2.1.2 Puadni izolaty

Izolaty z pudniho prostfedi byly odebrany v kvétnu 2020 z 10 poli nachazejicich se na 5
rozdilnych lokalitach v Ceské republice. Celkem bylo shromazdéno 300 pldnich izolatl A.
fumigatus. Jejich seznam spole¢né se ziskanymi daty se nachazi v Priloze 3.1 a 3.2. |1zolace
probéhla na 2 typech poli. 150 vzorkl bylo izolovano z ekologického hospodareni a dalSich
150 z konvenéniho, kde jsou vyuzivany azolové fungicidy. Mapa lokalit s ozna¢enim typu

hospodafeni na daném poli je vyobrazena na Obrazku 5.
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Polovina ze vzorkl ziskana ze zemédélského prostredi, byla izolovana z pudy poli,
ktera byla oSetfovana azolovymi fungicidy. Ke kazdému poli dané lokality byly zjistény
informace o typu hospodareni a pouzivani azolovych fungicidll. Informace byly ziskany na
zakladé Zadosti zaslané Ministerstvu zemédélstvi, Ustfednimu kontrolnimu a zkusebnimu
ustavu zemédélskému (UKZUS) a vlastnikiim jednotlivych polnosti. Na Obrazku 5 jsou tato

pole znacena zelenou barvou.

Obrazek 5. Mapa lokalit, ze kterych byly odebirany vzorky, véetné typu hospodareni
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Ministerstvo zemédélstvi na danych uzemich provadi pravidelné servisni analyzu
zbytkil azolovych fungicidd. Takze k 5 polim, ktera jimi byla o$etfovana, UKZUZ poskytl
informace o obsahu zbytkl fungicidd v pudé ziskanych v ramci jejich bazalniho monitoringu.
Spotfeba azolovych fungicidl za dobu 5 uplynulych let na jednotlivych polnostech, které byly

do vyzkumu zahrnuty, shrnuje Priloha 3.1 a 3.2.

Stejny princip ziskani informaci byl proveden na polich, které jsou spadaji pod
ekologického zemédélstvi. Na nich tedy nebyly dlouhodobg&, minimalné po dobu 5 let,
chemickeé fungicidy vyuzivany. U v8ech poli byl poskytnut pfistup jejich soukromymi vlastniky
a byly provedeny sbéry vzorkl pudy, ze kterych byl posléze izolovan A. fumigatus. Lokality

byly zaznamenany na témze Obrazku 5, a to zelenou barvou.
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2.2 Kultivace a uchovani kmenu

Kultivace klinickych kmenu( probihala ve tmé v rozmezi teplot 37 az 45 °C na Sabourauduiv
agaru (SDA, Sabouraud Dextrose Agar; Trios, Prague, Czech Republic). Aviak dlouhodobé
byly kmeny uchovany v lednici (4 °C) na Sikmych pudach na agaru s maltézovym extraktem
(MEA, Malt Extract Agar; HiMedia; Mumbai; Indie), dle doporuéeni Samson et al. (2014).
Izolaty ARAf byly ulozeny do Sbirky kultur hub (CCF - Culture Collection of Fungi) na katedre

botaniky PiF UK v Praze. Slozeni SDA i MEA je zaznamenano v Tabulce 4.

Na kazdém z 10 poli bylo odebrano 5 rlznych vzork(, a to ve vzdalenosti alespon
10 metra od sebe. Celkové tedy bylo odebrano 50 pudnich vzorkl. Kmeny z puadniho prostredi
byly izolovany nasledovné: 2 g pudy bylo suspendovano v pfipraveném roztoku. Roztok
obsahoval 0,85% NaCl a 0,01% detergentu Tween20 (SIGMA-ALDRICH, Saint Louis, MO,
USA). Redé&nim bylo dosazeno 0,5 McFarlandova zakalu za uziti spektrofotometru Nanodrop
ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Vysledna suspenze byla
vortexovana a ponechana k usazeni. (Snelders et al. 2009, Alvarez-Moreno et al. 2017).
Ze supernatantu bylo 50 pl naneseno a poté rozetfeno sterilni hokejkou (Carl Roth, Karlsruhe,
Némecko) na kultivaéni plotnu o priméru 90 mm s SDA pfidavkem chloramfenikolu (CHL)
v koncentraci 50 mg/ml média. Vzorek byl inkubovan pfi 48 °C po dobu 48 hodin na SDA nebo
SDA s pfidavkem itrakonazolu (ITR) (SIGMA-ALDRICH, Saint Louis, MO, USA), aby se
selektoval termorezistentni druh A. fumigatus (Alvarez-Moreno et al. 2019). Z kazdého
z 50 odebranych vzorkd bylo ziskano 6 izolatd. Z ¢ehoz vzdy byly izolovany 3 izolaty citlivé
vuci ATM, kultivované na plotnach s SDA médiem. DalSi 3 izolaty byly rezistentni vuci ITR,
ktery byl obsazen v SDA o koncentraci 4mg/l média (Arendrup et al. 2021). VSechny pudni

kmeny byly posléze uchovany stejnym zplsobem jako kmeny klinické (viz vyse).

Tabulka 4. Slozeni pouzitych médii

Médium + pH Slozeni na 1000 ml destilované vody
MEA (Malt Extract Agar) 20 g malt extraktu (Oxoid, Basingstoke, United Kingdom)
-pH5,4 1 g peptonu (Himedia, Mumbai, Indie)
20 g glukozy
15 g agaru
SDA (Sabouraud Dextrose | 40 g glukézy
Agar) 10 g peptonu
- pH 5,6 20 g agaru

19



2.3 Molekularni analyza
2.3.1 lzolace DNA

Z Kkultur rostoucich 3 az 5 dni na MEA pii teploté 37°C byla izolovana DNA za pouZiti
komeréniho kitu ZYMO RESEARCH Quick-DNA TM Fungal/Bacterial Miniprep Kit (Irvine, CA,
USA). Postup byl dodrzen dle pokynl vyrobce. Kvalita vysledné izolované DNA byla

kontrolovana za pomoci spektrofotometru Nanodrop ND-1000.
2.3.2 PCR amplifikace

PCR amplifikace probihala za vyuzZiti termocykleru Mastercycler Gradient (Eppendorf,
Hamburk, Némecko). U vSech DNA byl vyuzit mastermix sloZzeny z pufru MyTaq Bioline 5x,
ktery obsahoval nukleotidy a MgCl,, v€etné polymerazy (GeneOn, Némecko). PCR produkty
byly zobrazeny na 1% agar6zovém gelu s elektroforetickym pufrem TAE (Tris-acetat-EDTA)
a pfidavkem kapky ethidium bromidu (HiMedia, Bombaj, Indie). Kontrola mozné kontaminace
PCR reakéni smési byla provedena zafazenim kontrolniho vzorku, ktery odpovidal danému
slozeni PCR smési bez pfidani vlastni DNA. Vzorky byly zaslany k sekvenaci DNA (viz kapitola

1.3.4 Sekvenace DNA) jen pokud kontrolni vzorek nebyl na elektroforetogramu pozitivni.
2.3.3 Ovéreni identifikace na uroven druhu amplifikaci genu benA

Pro ur€eni do druhu jak u izolatd z klinického, tak i pdniho prostfedi, byl zvolen gen pro 8-
tubulin  (benA), ktery byl amplifikovan  pomoci  forward primeru  Bt2a
(GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) a reverz primeru Bt2b
(ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC) (Glass 1995). Tim byly z prace vylou¢eny vSechny
druhy kromé A. fumigatus, vCetné jeho morfologicky podobnych kryptickych® druhu.
V Tabulce 5 se nachazi slozeni smési, ktera byla pouzita pro PCR. Pouzity amplifikaéni

cyklus je zaznamenany v Tabulce 6.

Tabulka 5. Slozeni PCR reakéni smési o objemu 20 pl

Gen Mnozstvi | Slozka

benA | 14,2 yl Deionizovana H20
4 ul Pufr (MyTaq Bioline 5% obsahujici nukleotidy a MgCI2)
0,3 pl Primery (forward i reverse, 25 pmol/pl)
0,2 pl DNA polymeraza MyTaq HS Red (Bioline, Londyn, UK)
1 ul Izolovana genomicka DNA
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Tabulka 6. Amplifika¢ni cyklus pouzity pro PCR reakce

Postup | Faze Doba trvani
1. Inicialni denaturace 1 min pfi 95°C
2, Elongace 1 (35 cyklt) | 20 s pfi 92 °C, 30 s pfi 55 °C a 60 s pfi 72°C
3. Finalni elongace 10 minut pfi 72°C

2.3.4 Amplifikace genu cyp51A

Gen cypb51A, ktery koduje protein CYP51A (cytochrom P450-dependentni C-14-a-demetylaza)
byl u izolatl amplifikovan ARAf v celé jeho délce pomoci tfi nezavislych PCR reakci za vyuziti
tfi dvojic primer( (Tabulka 7) dfive navrzenych (Mortensen et al. 2011). Amplifikovana byla

cela jeho kodujici oblast. Promotorova oblast zminéného genu amplifikovana nebyla.

Tabulka 7. Primery pouzité k amplifikaci genu cyp571A

Gen Forward primer Reverse primer
Cyp1-L Cyp1-R

cyp51A
(CACCCTCCCTGTGTCTCCT) (AGCCTTGAAAGTTCGGTGAA)
Cyp2-L Cyp2-R
(CATGTGCCACTTATTGAGAAGG) (CCTTGCGCATGATAGAGTGA)
Cyp3-L Cyp3-R
(TTCCTCCGCTCCAGTACAAG) (CCTTTGAAGTCCTCGATGGT)

SloZeni PCR reakéni smési bylo zcela totozné jako v Tabulce 5. Amplifikacni cyklus
byl témérf stejny, jako je program uvedenym v Tabulce 6, aviak elongace probé&hla namisto
35 cykll ve 30 cyklech.

2.3.5 Purifikace PCR produktu

VSechny PCR produkty byly c&istény (purifikace) pomoci Cisticiho reagens ExoSAP-IT™
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Dle pokyn( vyrobce byl ExoSAP-IT™, zfedény
v poméru 1:9 deionisovanou H.O pfidan k PCR produktu, a to v mnozstvi 8 ul na 20 ul vzorku.
Poté byla vysledna smés vilozena do cycleru, program byl nastaven podle doporuceni vyrobce
(37°C / 8 min; 80°C / 1 min).
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2.3.6 Sekvenace DNA

PCR produkty jednotlivych kmenu byly pfipraveny pro sekvenaci dle pokynt Laboratore
sekvenace DNA PfF UK (Biocev, Vestec, CR): k PCR produktu byly pfidany oba koncové
primery pouzité pfi PCR véetné H,O v poméru 1:5. Vyuzit byl sekvenator ABI 3100 Avant
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

2.3.7 Druhova identifikace Aspergillus fumigatus

K upravé vsSech ziskanych sekvenci byl nejprve vyuzit program Bioedit 7.2.5
(www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) (Nierman et al. 2005). Pro ur€eni do druhu byla
vyuzita databaze NCBI (National Center for Biotechnology Information), pomoci vyhledavaciho

nastroje BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Bylo identifikovano 291 izolatd na zakladé shody ziskané sekvence benA presahujici 98% pfi
porovnani s ex-typovym kmenem A. fumigatus, jehoz pfistupové C&islo se nachazi v databazi
GenBank: EF669791 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EF669791), dle Houbraken et al.

(2020). A 11 izolatd bylo identifikovano na zakladé shody ziskané sekvence CaM,

s pristupovym €. EF669860 v téZe databazi (https://www.ncbi.nIim.nih.gov/nuccore/EF669860)
(Samson et al. 2014, Houbraken et al. 2020).

2.3.8 Identifikace molekularnich mechanismu rezistence

Identifikace molekularnich mechanismu rezistence byla provedena u vSech kmenu ARAf.
Ziskané sekvence tfi Usekl genu cyp51A byly slozeny na zakladé alignmentu, kdy k témto
trem fragmentdm byla pfidana referen¢ni sekvence celého genu cyp51A od referen¢niho wild-
type izolatu ARAf (GenBank: AF338659, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF338659).

Alignment byl vytvofen v programu MAFFT v7 (Multiple amino acid or nucleotide sequences

Alignment by using Fast Fourier Transform) (http://mafft.cbrc.ip/alignment/server/) (Katoh &

Standley 2013). Slozena kompletni sekvence byla porovnana se znamymi mutacemi

ulozenymi v databazi FunResDB (https://sbi.hki-jiena.de/FunResDb) a byly zjistény konkrétni

mutace testovanych ARAf kmenu.

2.4 Screening antifungalni rezistence

Screening izolatll ARAf z obou prostfedi byl proveden na katedfe botaniky PFF pomoci
screeningové desticky, ktera byla navrzena podle protokolu E.Def 10.1 (Guinea et al. 2019a),

doporu¢eného komisi EUCAST (European Committee on Antimicrobal Susceptibility Testing),

22


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EF669791
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EF669860
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF338659
http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/
https://sbi.hki-jena.de/FunResDb

podvyborem AFST (Antifungal Susceptibility Testing Subcommittee)

(https://www.eucast.org/astoffungi/publications _in_journals/). Jedinym rozdilem bylo vyuziti

destiCky se 24 jamkami (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) oproti destiCkam
Gtyf — jamkovym z puvodniho protokolu. Diky této obméné bylo mozné testovat 6 kmenu
zaroven na jedné desti¢ce, coz urychlilo prabéh vyroby desti¢ek i nasledné testovani izolatu.
V kazdé ze 6 fad byl testovan odliSny kmen, ve tfech sloupcich byla azolova ATM (ITR, VOR

a POS) a v poslednim sloupci rastova kontrola.

Nejprve byly pfipraveny pracovni roztoky ATM, které obsahovaly dimethylsulfoxid
(DMSO; SIGMA-ALDRICH, Saint Louis, MO, USA), ve kterém byla ATM rozpusténa.
Koncentrace ATM byla v pracovnim roztoku 100x vy3Si, neZ byla jejich finalni koncentrace.
Roztoky byly poté rozdéleny na davky dle potfeby do mikrozkumavek, které byly poté

zmrazeny pfi - 70°C.

Schéma (Obrazek 6) zobrazuje hodnoty koncentrace azolovych ATM v mg na 1 litr
média, tedy itrakonazol (ITR, jamka €. 1) v koncentraci 4 mg/l, vorikonazol (VOR, jamka €. 2)
v koncentraci 2 mg/l a posakonazol (POS, jamka ¢. 3) v koncentraci 0,5 mg/l (SIGMA-
ALDRICH, Saint Louis, MO, USA).

Obrazek 6. Schéma 4-jamkové desticky pro screening citlivosti vi€i azolovym

antimykotiktim (itrakonazol, vorikonazol, posakonazol)
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prevzato z Guinea et al. (2019a)
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Jamky €. 1 az 3 tedy obsahovaly RPMI médium (Roswell Park Memorial Institute 1640-
série) s pridavkem jednoho ze tfi azolovych ATM. A posledni z jamek vzdy osahovala pouze
médium SDA bez pfidavku ATM (rastova kontrola, jamka €. 4). Ve stejném poradi, avSak
v jamkach, které byly v fadé za sebou, byla ATM sefazena i u 24-jamkové desticky

(znazornéno na Obrazku 7).

Obrazek 7. Fotodokumentace ristu Sesti kment Aspergillus fumigatus ve 24-jamkové
desticce, obsahujici azolova Iéciva: itrakonazol, vorikonazol a posakonazol,

a kontrolni jamku obsahujici Sabouraudiiv dextrézovy agar bez pridavku antimykotik

Dale médium obsahovalo antibiotikum (ATB), konkrétné roztok chloramfenikolu (finalni
koncentrace 0,2 mg/l média) (SIGMA-ALDRICH, Saint Louis, MO, USA) v etylalkoholu, aby
bylo zabranéno kontaminaci bakteriemi. Roztoky ATM a ATB, byly pfidany do média
az po jeho sterilizaci, aby nebyla zni€ena jejich u€innost. Kromé zminénych pracovnich roztoku
obsahovalo médium pouzité pro pfipravu destiCek Cinidla zminéna v Tabulce 8. Objem média
na 1 jamku v desti€ce byl 1 ml. Hotové desticky byly skladovany v chladu ve 4 °C po dobu
maximalné 6 mésicu.
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Tabulka 8. Seznam ¢€inidel pro pfipravu agarovych destic¢ek, obsahujici antimykotika

Nazev ¢inidla Mnozstvi | Poznamka

RPMI 1640 900 ml Ve formé prasdku

D (+) glukéza 189

BactoTM Agar 20g

Pufr MOPS 34,53 mg | 0,165 M

Chloramfenikol 10 ml Pracovni roztok s EtOH (100 mg/ml)
Azolové antimykotikum | 10 ml Pracovni roztok v DMSO

Pro vytvofeni suspenze inokula byly kmeny A. fumigatus kultivovany po dobu 2 az 5
dna pfi 37 °C, aby bylo dosazeno pfiméfené sporulace. Sporulujici kultury byly poté zality 5 ml
vody obsahujici 0,01% detergentu Tween20. Konidie byly pomoci sterilni vatové Stéticky
jemné setfeny a rozvifeny na Petriho misce tak, aby vznikla suspenze spor. Suspenze byla
z Petriho misky pfenesena pomoci pipety do sterilni zkumavky a byla promichana za uZziti
vortexového mixéru (2000 rpm) po dobu pfiblizné 15 sekund. Denzita suspenze byla upravena
na zakal 0,5 McFarlandovy stupnice, a to pfidanim sterilni destilované vody. Pak bylo
dosazeno homogenizace roztoku opétovnym vortexovanim s ddrazem na nepfitomnost shlukd
hyf hub. Kone€na suspenze byla ponechana k odstati a nasledné byly vSechny jamky

na desti€ce inokulovany 25 ul suspenze.

Inokulované destiCky byly inkubovany po dobu 48 hodin pfi 37 °C. Poté byl rast
zhodnocen vizualné. Pokud byl zaznamenan okem viditelny rast, tak byl kmen hodnocen jako
potencialné azol-rezistentni. Pfikladem je fotodokumentace 24-jamkové desticky, ktera je vyse
na Obrazku 7. Na snimku je zfetelné viditelny narist mycelia v prvnim sloupci screeningové
desticky v prvnich Ctyfech jamkach, obsahujicich médium s pfimési ITR. Tento postup umoznil
simultanni screening rezistence na vSechna 3 klinicky nejuzivanéjsi azolova léCiva (Guinea et
al. 2019c). Pro identifikaci exaktni hodnoty MIC &tyf azolll, byla posléze uzita mikrodilu¢ni

metoda popsana nizZe (viz kapitola 2.5).
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2.5 Identifikace hodnoty minimalni inhibiéni koncentrace (MIC)

Pfesna hodnota minimalni inhibi¢ni koncentrace MIC pro dana ATM byla stanovena u vSech
kmenl potencialné rezistentnich dle screeningu popsaného vySe (kapitola 2.5.). Bylo
postupovano podle standardizované metodiky EUCAST, protokolem E.Def 9.3 (Arendrup et
al. 2016). Tento postup byl proveden ve Zdravotni tstavu se sidlem v Usti nad Labem, Praha
pod dohledem RNDr. Pavliny Lyskové, PhD. Toto pracovisté je jediné v Ceské republice, které
zminénou metodiku v sou€asnosti provozuje. Celkem bylo otestovano 323 kmenu

A. fumigatus, 173 z klinického materialu a 150 z ptdnich vzorku.

Pro testovani byly pouzity 96-jamkové mikrodilu¢ni desti¢ky (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) — viz obrazek 8. Metoda je zalozena na pfipravé pracovnich roztoki ATM
(v pofadi ITR, VOR, POS a isavukonazol ISA) v fedicich fadach v doporu¢eném RPMI médiu,
obsahujicim 2 % glukézy. Jeho pH bylo upraveno na hodnotu 7 pfidanim MOPS

(3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina). Pfesné slozeni média je uvedeno v Tabulce 9.

Tabulka 9. Slozeni média RPMI 1640 na 900 ml destilované vody s pfimési
2 % glukézy a MOPS

Nazev Mnozstvi Slozka

RPMI 900 ml Destilovana H20
20,8 g RPMI 1640
69,06 g MOPS pufr
369 Glukéza

Koncentrace jednotlivych ATM v mikrodiluéni desti¢ce je znazornéna na Obrazku 8
pfevzato z Rodriguez-Tudela et al. (2003). Hodnoty v jednotkach mg/l jsou viditelné pod
schématem. Na jedné desti¢ce bylo mozno testovat citlivost viéi 4 ATM u 2 kmenl A.
fumigatus zaroven. Prvni kmen v fadach A az D, a druhy kmen v fadach E az H. Hodnoty
koncentrace ATM v médiu v jamkach destiCek byly nasledujici: zleva ve sloupci €. 1 byla
hodnota nejvysSi 16 mg/l, ktera postupné klesala az k hodnoté 0,03 mg/l nachazejici se ve
sloupci €. 10. Ristové kontrolni jamky ve sloupci €. 11 a €. 12 obsahovaly pouze RPMI médium

bez ATM.
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Obrazek 8. Roziedéni koncentrace antimykotik (mg/l) v mikrodiluéni 96-jamkové

destic¢ce

[RPMI 2% G 2X

— Pt et
- g 5%

1 05 025 0412 006 003 GC B

Prevzato z (Rodriguez-Tudela et al. 2003)

Postup pro vytvofeni suspenze inokula A. fumigatus byl velmi podobny postupu
pripravy inokula v kapitole 2.4. Avsak izolaty byly v tomto pfipadé inkubovany po dobu
az 14 dni, aby doslo k dostate¢né sporulaci. Pak bylo pfidano 5 ml vody obsahujici 0,01%
detergentu Tween20. Nasledné po setfeni konidii sterilni vatovou tycCinkou byla suspenze
pfenesena pomoci sterilni stfikacky. Za vyuziti sterilnich nylonovych filtrd s péry o velikost
11 um (Merck, Ceska republika) byla suspenze prefiltrovana do sterilni zkumavky. K Gpravé
suspenze na koncentraci ekvivalentni 0,5 McFarlandova zéakalu byl opét vyuzit spektrofotometr
Nanodrop ND-1000. Po dobu 15 s byla suspenze mixovana za pouziti vortexového mixéru
(200 rpm), aby bylo dosazeno jeji homogenizace. Pfidanim sterilni destilované vody v poméru

10:1 byla suspenze ziedéna na kone¢nou pozadovanou koncentraci 2-5 x 10° cfu/ml.
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Ziskanym inokulem, konkrétné 100 ul, byla kazda jamka ve sloupci €. 1 az ¢. 11
v mikrodiluéni desti¢ce inokulovana. Jak jiz bylo zminéno, sloupce €. 11 a €. 12 neobsahovaly
kmeny A. fumigatus z dlvodu vylouceni kontaminace ATM. Sloupec €. 12 v8ak inokulovan
suspenzi nebyl a slouzil tedy pouze pro kontrolu sterility média a jako negativni kontrola.
Desticky byly inkubovany ve 34 az 37 °C po dobu 48 hodin. Postup byl pfizpisoben dle
(Lyskova 2019). Posléze byla mikrotitracni desti¢ka vizualné vyhodnocena na bilém i ¢erném
podkladu. Za hodnotu MIC je povazovana ta koncentrace, ve které neni okem viditelny zadny
rist hyf. Pravé koncentrace v této jamce urCuje hodnotu MIC. Hodnoty byly stanoveny

pro kazdy kmen zvIast.

Hodnoceni probéhlo za pomoci vyuziti klinickych breakpointli, coz jsou hodnoty
koncentrace latek urc€ujici rezistenci, aktualné stanovenych komisi EUCAST pro kazdé uzité
ATM. Jejich hodnoty jsou v Tabulce 1, kapitola 1.3, a byly pfevzaty z materialt publikovanych
EUCAST AFST (https://www.eucast.org/astoffungi/clinicalbreakpointsforantifungals/). Pokud

naméfena hodnota MIC byla rovna, ¢i niz8i nez hodnota ve sloupci ,citlivost®, tak byly kmeny
vuci danému ATM oznaceny za citlivé (C). Naopak kmeny, které mély hodnoty vyssi, nez je
ve sloupci rezistence®, byly oznacené za rezistentni (R). Posledni sloupec obsahuje ATU

hodnoty, které znaci nejisté zarazeni citlivosti testovaného izolatu k ATM (Guinea 2020).

Kmeny, u které mély hodnotu v ATU, byly dle pravidel, stanovenych EUCAST ASFT
(https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST files/AFST/Clinical breakpoints/
AFST BP v10.0 200204 updatd links 200924 .pdf) dale fazeny bud jako rezistentni, citlivé

anebo se postupovalo dle pravidel zminénych v nasledujicim odstavci. Takze byl pfi ATU

hodnoté napf. u testovaného kmenu sekvenovan gen cyp51A, pro zjisténi pfipadnych mutaci
zpusobujicich azolovou rezistenci. A teprve po tomto kroku mohl byt testovany kmen zafazen
jako C nebo R. Pfipadné byly testované izolaty s nejistym vyhodnocenim citlivosti k ATM
testovany opakované, dokud nebylo vyhodnoceni citlivosti izolatd jednoznaéné. Tato
nasledujici zakladni pravidla ATU, byla komisi EUCAST stanovena z toho divodu, aby byly
vysledky MIC azoll jednoznaéné. Zadny z testovanych izolatl by tudiz nemél byt chybné
oznacen jako C nebo R. Takové pochybeni by totiz mohlo vést k volbé& nespravného
Iékafského postupu pfi |éCbé aspergilézy, coz by v nejhorSim pfipadé mohlo dopadnout

dokonce jako selhani Ié¢by pacientl a ke zvySeni mortality.
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Pro izolaty, u kterych MIC hodnoty byly stanoveny v ATU, platila nasledujici pravidla:
1) ITR — Oznacit jako rezistentni s komentarem
2) VOR — Oznadit za rezistentni s komentarem (viz kapitola 3.2.2 Tabulka 17)

3) POS - Pokud je izolat citlivy vici ITR, oznadit za citlivy s komentafem; pokud je
rezistentni vici ITR, oznacit za rezistentni s doporuéenim zaslat izolat do referenéni

laboratofe pro sekvenaci cyp51A a ovéreni MIC hodnot

4) ISA - Pokud je VOR wild-type, oznaCit za citlivy s komentafem;
pokud neni VOR wild-type, tak je v praxi doporu¢eno oznacit kmen za rezistentni a
zaslat izolat do referenéni laboratofe pro sekvenaci cyp51A a ovéfeni MIC hodnot (to

také probéhlo v ramci této prace)

2.6 Statistické zpracovani dat

Ziskané hodnoty MIC testovanych pro jednotliva ATM u 173 klinickych a 150 pudnich izolat(
byly podrobeny deskriptivnim statistickym vypoctiim. Kazdé ATM (ITR, VOR, POS a ISA) bylo
ve vSech pfipadech testovano zvlast. Kromé& minimalni a maximalni hodnoty, byl zjistén

median a geometricky primér.

Dale byl soubor izolatu rozdélen podle pohlavi a véku pacientl, mista odbéru a roku
izolace vzork(, a byl zkouman vztah mezi proménnymi a distribuci kmenl ARAf. K testovani
zavislosti mezi proménnymi a vyskytem azolové rezistence byl pouzit Chi® test v programu
Excel. Hladina statistické vyznamnosti byla p = 0,05. Nulova hypotéza znéla, Ze jsou obé
veli€iny statisticky nezavislé. Alternativni hypotézou bylo, Ze jsou na sobé obé veli€iny zavislé.
Timto testovanim bylo ovéfeno, zda u zkoumanych izolatd A. fumigatus existuje souvislost

vyskytu rezistence vici azolovym Ié€ivim a zkoumanymi proménnymi.
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3. Vysledky
3.1 Screening antifungalni rezistence k azolovym derivatim

3.1.1 Identifikace klinickych izolatl a rozdéleni dle substratu

Ke druhové identifikaci pomoci sekvenace genu CaM nebo benA bylo pfistoupeno
u vSech klinickych izolatl pro ovéreni spravnosti identifikace a pro vylouc¢eni kryptickych druha,
které jsou obtizné morfologicky rozeznatelné od A. fumigatus. Z pocatku byl
pro identifikaci zvolen gen CaM (n = 11), od kterého ale bylo upusténo z divodu nemoznosti
ziskat PCR produkt nebo kvalitni DNA sekvenci u €asti izolatd. Amplifikovany usek genu CaM
mél 676-689 bazi, a obsahoval 3 introny a 4 exony. U ostatnich vzorkd byl sekvenovan usek
genu benA o délce v rozmezi od 386 do 395 bazi, ktery obsahoval 3 introny a 3 exony.

Identifikovano bylo celkem 301 izolatd A. fumigatus, které byly dale testovany.

Odhaleno bylo i 34 izolata, plivodné morfologicky identifikovanych jako A. fumigatus,
které nalezely do jinych druhd a byly tedy vyfazeny z dalSich analyz. Jmenovité bylo 16 izolatu
identifikovano jako: Aspergillus lentulus (n = 5), A. fischeri (n = 3), A. quadrilineatus (n = 3),
A. aureolus (n = 2), A. flavus (n = 1), A. ochraceus (n = 1) a A. spinosus (n = 1). Ostatni

vyfazené izolaty patfily do rodu Penicillium (n = 18).

Klinické izolaty A. fumigatus (n = 301) byly rozdéleny do osmi skupin dle
substrati/lokalizaci, ze kterych byly izolovany (Tabulka 1): dolni cesty dychaci, horni cesty
dychaci, zevni zvukovod, stér zrany, mozek, krev, mo¢ a syntetické materialy. PfiCemz
skupina dolnich cest dychacich zahrnovala podskupiny sputum, endotrachealni aspirat (ETA)

a bronchoalveolarni lavaz (BAL) spole¢né s bronchoalveolarni tekutinou (BAT).
3.1.2 Screening azolové rezistence klinickych izolatu

Veskeré klinické izolaty A. fumigatus byly testovany na pfitomnost ARAf kmenU dle protokolu
E.Def 10.1 (viz Metodologie, kapitola 2.4). Z tohoto testovani vyslo 122 izolat (40,5 %) jako
rezistentnich vuci alespori jednomu z testovanych azolovych derivatd (ITR, VOR, POS).
Celkem byly 3 izolaty rezistentni vac€i vSem testovanym azolim, 27 rezistentnich vUCi
kombinaci 2 azoll a zbyvajicich 92 rezistentnich vici 1 azolu. Nejc¢astéji byla rezistence
prokazana u ITR (72,1 % ze 122 rezistentnich izolatl). Pro VOR byly testované vzorky
rezistentni o néco méné Castéji (52,5 %), pfipadné byly vi&i nému rezistentni v kombinaci
s ITR (22,9 %). Vuci POS bylo rezistentnich nejméné izolatu, a to pouze v kombinaci s jinym

azolem (2,46 %). Jinymi slovy, izolovana rezistence vi&i POS zjisténa nebyla.
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Jiz v procesu testovani bylo podezfelé, jak velky byl poCet detekovanych rezistentnich
izolatd. Proto byly desti¢ky, obsahujici médium s ATM vyrabény ve vice sériich, aby se dala
porovnat jejich ucinnost a zjistit tak, jaka chyba v procesu vyroby mohla nastat. Az v pozdni
fazi pfipravy této prace bylo objasnéno, ze nedostate¢na uc€innosti ATM, zejména ITR, byla
zpusobena nizSim nez doporu¢enym pH média, ve kterém byly ATM rozpustény. Jak bylo
zjisténo u Candida albicans, ale také u A. fumigatus (Danby et al, 2012; Te Dorsthorst et al,
2004; Wiederhold, 2021), pH média mize vyrazné ovlivnit vysledky testovani u azolovych ATM
a amfotericinu B a mize dojit k tzv. faleSnému urceni rezistence. Kdyz pH média v testech
citlivosti k ATM klesne z neutralni (pH 7) na kyselou hodnotu (<5), tak mohou byt vysledné
hodnoty MIC vysSi, nez by byly za normalnich okolnosti. Pravé k tomuto pochybeni doSlo a
nékteré kmeny uréené screeningem jako rezistentni, byly takto ur€eny nespravné, jak pozdéji
prokazalo i testovani mikrodiluéni metodou, ktera je popsana nize (viz kapitola 2.5). Velké
mnozstvi izolatll bylo proto pro ujisténi vysledk( testovano vicekrat na odliSnych sériich
screeningovych destiCek. 1zolaty byly vyhodnoceny jako rezistentni pouze tehdy, pokud byl

zaznamenan rist mycelia pfi dvou a vice testovani screeningem.

3.1.3 Stanoveni hodnot minimilni inhibiéni konecntrace azolovych

antimykotik u klinickych izolati protokolem E.Def 9.3

Ovéreni presné hodnoty MIC testovanych ATM probéhlo u vSech izolatl, které byly
vyselektovany jako rezistentni screeningovou metodou — celkem tedy u 122 izolatu A.
fumigatus. Zaroven s nimi bylo testovano dalSich 51 izolat(, u kterych bylo na zakladé nejistych
vysledku testu E.Def 10.1 podezieni na vyskyt rezistence. Zminénych 51 izolatu, které byly
vybrany k testovani MIC spole¢né s 122 kmeny, byly vybrany na zakladé narGstu mycelia

pouze na jedné ze série destiCek.

Celkem tedy byla tedy hodnota MIC zjiStovana u 173 kmen( pro VOR, POS a ISA. U
ITR byly zjiStovany hodnoty pro 117 izolatl, a to z toho dudvodu, Ze u 56 izolatd dosSlo k
pochybeni pfi postupu prace, konkrétné pfi zachazeni s ATM. ITR totiZ nesmi byt skladovan
pfi teploté nad 25 °C. Ale je mozné, Ze byl po néjakou dobu skladovan chybné v teploté, ktera
pfesahla danou hodnotu. Proto pfi zjiSténi tohoto pochybeni bylo ATM vyménéno, a teprve

hodnoty téch izolatl, které byly testovany novym ATM, byly brany v potaz.
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K testovani byl vyuzit protokol E.Def 9.3 (viz Metodologie, kapitola 2.5.). Namérené
hodnoty MIC kazdého studovaného vzorku se nachazi v Pfiloze 2. Ve sloupcovych Grafech

1.1 az 1.4 byly znazornény pocéty kmenu pro kazdou testovanou hodnotu MIC a dané ATM.

V Grafu 1.1 U ITR mélo nejvice izolatll nizké hodnoty MIC, nejcastéjSi byla hodnota
0,03 mg/l. VétSina ARAf izolatd vykazovala hodnotu MIC 8 mg/l média. Nad hodnotou
breakpointu, tedy nad 2 mg/l, se vyskytovalo 13 izolatd. U VOR bylo rezistentnich 17 izolatd,
z nichz 3 izolaty patfily do hodnot ATU, ktera je stejna pro ITR, VOR i ISA. V Grafu 1.2 Ize
vidét, ze u VOR bylo celkem 113 izolatl fazeno do dvou nejcetnéjSich hodnot MIC, konkrétné
0,125 mg/l a 0,25 mg/l, a ostatnich krajnich hodnot bylo dohromady pouze 60. U POS bylo
v Grafu 1.3 maximum izolatli v hodnoté MIC 0,125 mg/l média. Tato hodnota je blizko k
hodnoté breakpointu POS, coz je 0,25 mg/l. POS mél pocet rezistentnich izolatd stejny jako
mél VOR, tedy celkem 17 ARAf. Z ¢ehoz 15 izolatl presahlo hodnotu breakpointu. DalSi 2
izolaty nepfesahly hodnotu breakpointu 0,25 mg/l, aviak spadaly do kategorie ATU, Diky
pravidlim ATU, bylo stanoveno, Ze se daji tyto dva izolaty také povazovat za rezistentni. U
ISA (Graf 1.4) byl nejvysSi pocet izolatu (n = 102) zafazen do stejnych nej¢etnéjSich hodnot

MIC, jako mél VOR. Oba Grafy 1.2 a 1.4 mély nejvice izolatu v hodnoté 0,25 mg/l média.

Graf 1.1 Pocet klinickych izolata Aspergillus fumigatus prifrazeny k hodnotam minimalni

inhibiéni koncentrace itrakonazolu u 117 izolatu
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Graf 1.2 Pocet klinickych izolata Aspergillus fumigatus pfifazeny k hodnotam minimalni

inhibi¢ni koncentrace vorikonazolu u 173 izolatu
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Graf 1.3 Pocet klinickych izolata Aspergillus fumigatus prifazeny k hodnotam minimalni

inhibi¢ni koncentrace posakonazolu u 173 izolata
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Graf 1.4 Pocet klinickych izolata Aspergillus fumigatus prifrazeny k hodnotam minimalni

inhibi¢ni koncentrace isavukonazolu u 173 izolatu
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Izolaty byly skérovany jako citlivé nebo rezistentni dle hodnot breakpointl aktualné
zvefejnénych spole¢nosti EUCAST AFST (viz Uvod, kapitola 1.3, Tabulka 1).

Metodikou EUCAST, protokolem E.Def 9.3, byla zcelkem testovanych
173 izolatu potvrzena rezistence vuci azolovym ATM u 19 izolatl. Pfi¢emz u 2 pacientl byl
vzorek A. fumigatus odebran ve 2 rlznych obdobich a byl izolovan z odliSnych tkani.
Rezistentni izolaty byly tedy potvrzeny u 17 pacientl a ztoho u 2 pacientd opakované
v pribéhu lécby. V Tabulce 10 je v poslednich dvou sloupcich vypsano, mimo jiné, zastoupeni

rezistentnich izolatd rozfazenych dle toho, z jakych substratd byly izolovany.

Tabulka 10 obsahuje zakladni informace tykajici se izolatl, a to v€etné poctu ARAf
kmena. Ty byly nejCastéji izolovany z dolnich cest dychacich (nebo také konkrétné
z podskupiny sputum). Zajimavosti je, ze kromé& mozku, byla nejvétsi proporce kmenu ARAfu
hornich cest dychacich. Rezistentni kmeny tvofily totiz vice neZ polovinu testovanych izolatd
v dané skupiné substratu. Ostatni vice poCetné skupiny substratl, které zahrnovaly vice nez
40 izolatd, mély jen o néco nizsi hodnoty proporce ARAfkmenU, nez méla vysledna prevalence

vSech klinickych izolata.
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Tabulka 10. Prehled izolata Aspergillus fumigatus dle substrati, ze kterych byly

ziskany, pocet a proporce azol-rezistentnich kmenu (ARAf)

Pavod izolatt Pocet Pocet Poc¢et Prumérny Pocet Proporce

izolath zen muzu vék ARAf ARAf*
Dolni cesty dychaci 236 86 150 62,7 11 4,66 %

- Sputum 145 55 89 54 9 6,2 %

- ETA 52 14 37 60,9 - -

- BAL/BAT 39 17 23 63,4 2 51%
;';;E;ci cesty 7 5 2 30,1 4 571%
Zevni zvukovod 43 15 28 44,8 2 4,6 %
Stér z rany 5 1 4 40,4 1 20 %
Mozek 1 - 1 65 1 100 %
Krev 3 1 2 46,7 - -
Mo¢ 1 - 1 66 - -
St s 14 ws -
CELKOVY POCET 301 109 192 54,4 19 6,31 % ze 301

ETA, endotrachealni aspirat; BAL, bronchoalveolarni lavaz; BAT, bronchoalveolarni tekutina
*proporce ARAf z celkového poctu vzorkd pro dany substrat v %

V porovnani obou testovani azolové rezistence (screeningovou metodou E.Def 10.1 a
mikrodiluéni metodou E.Def 9.3) byl tedy velky nepomér v zachytu rezistence. Dlvodu, pro¢
screeningova metoda vyhodnotila nadmérné vysoky pocet izolatd jako rezistentnich, je
nékolik. Test protokolem E.Def 10.1 neni zdaleka tak pfesny a nékteré kmeny s hrani¢ni
hodnotou rezistence mohou byt vyhodnoceny jako faleSné pozitivni. NejpodstatnéjSim
divodem bylo ale nedostate¢né kontrolované pH ristového média, které nebylo pfi pfipravé
screeningovych desti¢ek dodrzeno, jak bylo zminéno v kapitole 2.4. Celkové vysledky touto
chybou ale ovlivnény nebyly, protoZze vedkeré izolaty vyhodnocené screeningem jako

rezistentni, byly nasledné testovany metodou E.Def 9.3 pro zjisténi hodnoty MIC.

V Tabulce 11 je shrnut pocet izolatl vyhodnocenych jako ATU, citlivych a rezistentnich
izolath u kazdého z testovanych ATM. Dale je uvedeno zastoupeni rezistentnich kmenu
k danému ATM z celkového poctu ARAf. U ISA hodnota MIC vSech 19 izolatl pfesahovala
hodnotu breakpointu, naopak pouze 13 z 19 rezistentnich izolatl vykazovalo rezistenci k ITR.

Nejvice izolatu, které spadaly do ATU mél VOR 3.
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Tabulka 11. Rezistence viic¢i testovanym antimykotikiim - itrakonazol, vorikonazol,

posakonazol a isavukonazol a zastoupeni rezistence vici nim

Pocet Pocet Pocet rezii?:rtizz F;en:)t':tu rzeaz?;?:npceemz
ATM izolata | citlivych  ARAf >tence z poctd . <
- Ny mezi rezistentnimi celkového poctu
ATU izolati  izolatu Ny o
izolaty izolatu
ITR 0 6 13 68,42 % 4,32 %
VOR 3 2 17 89,47 % 5,65 %
POS 2 4 15 78,95 % 4,98 %
ISA 2 0 19 100 % 6,31 %
Celkem 7 z19 219 (100 %) z 301 (100 %)

ATM, antimykotikum; ITR, itrakonazol, VOR, vorikonazol; POS, posakonazol;
ATU (Area of Technical Uncertanity); ARAf, azol-rezistentni Aspergillus fumigatus

V této praci tedy byla zjisténa 6,3 % prevalence azolové rezistence mezi klinickymi
izolaty A. fumigatus. Neboli 93,7 % izolatd reagovalo in vitro na vS8echna testovana azolova
ATM. Mira rezistence tedy nepfesahuje 10 %, a tudiz neni nutné modifikovat postupy pro lIé¢bu
infekci pasobenych A. fumigatus. Z celku 259 testovanych pacientd, byly nalezeny kmeny
ARAf u 17 pacientt. Tim padem izolaty A. fumigatus 93,44 % pacientu, reagovaly alespori na

jedno z testovanych azolovych ATM. Zatimco u 6,56 % pacientu byly detekovany kmeny ARAY.
3.1.4 Statistické vyhodnoceni dat klinickych izolatu

Pro vypocet aritmetického a geometrického priméru z hodnot MIC v8ech testovanych kment
byla vyuzita data ziskana protokolem E.Def 9.3. Vypocet tohoto pruméru byl zapsan
a naopak nejvyssi mél ITR. Lze si vSimnout, Ze hodnota geometrického priiméru MIC VOR
byla o tfetinu nizZsi, neZ hodnota ITR a ISA. A to i pfes to, Ze jejich hrani¢ni hodnota je stejna,

tedy 2 mg/l. Nejvy$si hodnotu geometrického praméru MIC mél ISA.

Tabulka 12. Priumérné hodnoty minimalni inhibiéni koncentrace vsech izolatl
Aspergillus fumigatus testovanych metodou E.Def 9.3 pro itrakonazol, vorikonazol,

posakonazol a isavukonazol v mg/i

Itrakonazol (n = 117) 1,50 0,14 0,016 32,00
Vorikonazol (n = 173) 0,93 0,21 0,006 32,00
Posakonazol (n = 173) 0,15 0,08 0,016 2,00
Isavukonazol (n = 173) 1,47 0,30 0,016 32,00
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Tabulka 13. Primérné hodnoty minimalni inhibiéni koncentrace rezistentnich izolatu
Aspergillus fumigatus testovanych metodou E.Def 9.3 pro itrakonazol, vorikonazol,

posakonazol a isavukonazol v mg/I

. . Aritmeticky Geometricky Minimalni Maximalni
Antimykotikum oy -
prameér prameér hodnota hodnota
Itrakonazol (n = 19) 8,66 4,08 0,25 32,00
Vorikonazol (n = 19) 6,67 4,41 1,00 32,00
Posakonazol (n = 19) 0,49 0,40 0,13 2,00
Isavukonazol (n = 19) 10,12 8,11 2,00 32,00

Takeé byly porovnany ziskané hodnoty MIC rezistentnich izolatli mezi vSemi institucemi.
V Priloze 5, jsou zaznamenany jejich hodnoty medianu, dale pak hodnoty minimalni,
maximalni a pramérné. Také byly spocten primérné hodnoty MIC kmenl ARAf, které jsou
vypsany v Tabulce 13. Vyrazné vy3Si hodnotu MIC mély vzorky zaslané z Motola.
ZU Praha shromazdil vzork( nejvice, jeho hodnoty MIC byly o dost niz$i nez z Motola. Dale
byla testovana zavislost pfitomnosti azolové rezistence u klinickych izolatd a 4 proménnych:
rok izolace, misto odbéru vzorku, vék pacientll a pohlavi pacientli. Vysledky testovani jsou

uvedeny v Tabulce 14. Podrobny vypocet proménnych Ize najit v Priloze 6.

Tabulka 14. Vysledky testovani zavislosti vyskytu azolové rezistence na c¢tyrech
proménnych pomoci Chi? testu

Proménné Xz df p-hodnota
Pohlavi 2,37 1 0,1239
Vék 0,97 2 0,6150
Lokace 0,98 2 0,6115
Rok izolace 19,55 2 0,0001

Vzorky byly izolovany v obdobi mezi lety 2019 az 2021, a byla testovana zavislost
vyskytu rezistence a rokem jejich izolace. Vysledna p hodnota byla pod hranici vyznamnosti
5 %, a byla tedy zjiténa souvislost mezi vyskytem rezistence a rokem izolace. To potvrzuje
fakt, Ze roku 2019 byly shromazdény jen 4 rezistentni izolaty, v roce 2020 8 izolatd a v 2021
celkem 7 izolatl. Mezi roky 2019 a 2020 byl tedy zaznamenan vyznamny narlst poctu
rezistentnich kmenu. Naopak nebyla zjiSténa souvislost mezi vyskytem rezistence z hlediska
mista izolace: ZU Praha - 7 rezistentnich izolatd, ZU Ostrava - 7 rezistentnich izolat(, a
Fakultni nemocnice v Motole - 5 rezistentnich izolatu. Vék pacientd byl skérovan do 3 kategorii:
<30 let, 31-60 let, >61 let. Ani vtomto pfipadé nebyla zjist€na souvislost mezi rozloZzenim
rezistentnich kmenu v téchto vékovych kategoriich. K podobnému zavéru vedlo i testovani

zavislosti vyskytu rezistence a pohlavim pacientt (Tabulka 14).
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3.1.5 Pudni izolaty

3.1.5.1 Stanoveni pfitomnosti azolové rezistence a MIC

Veskeré pldni izolaty z ekologického zemédélstvi (EKO; n = 150) jsou uvedeny v
Priloze 3.1. V Priloze 3.2. jsou pak vSechny pldni izolaty ze zemédélstvi, kde jsou uzivany
azolové fungicidy (AZOL; n = 150). VSechny pudni kmeny A. fumigatus byly identifikovany
pouze na zakladé morfologickych znaku (typicky vzhled kolonii) a fyziologickych vlastnosti

(termotolerance — rist pfi 48 °C).

Z téchto 300 kmenu byla na pocatku studie polovina vyhodnocena jako potencialné
rezistentni vici azolim na zakladé izola¢nich technik, kdy izolani médium pro rezistentni
kmeny obsahovalo ITR v koncentraci odpovidajici klinickému breakpointu pro toto Ié€ivo.
Avsak kvili metodickym problémim s pH média (viz kapitola 3.1.2) zjiSténym pfi testovani
klinickych kmena, bylo pfedpokladano, Zze izolaty vyhodnocené jako rezistentni, byly
pravdépodobné vyhodnoceny nespravné (faleSna rezistence). Z kazdé lokality, tedy z obou
typl hospodareni, bylo vysledné vybrano 15 izolatl vyhodnocenych screeningem jako
rezistentnich pro ovéreni rezistence pomoci metodiky E.Def 9.3 (viz Metodika, kapitola 2.5).
Vysledky tohoto testovani pro jednotlivé izolaty a 4 ATM (ITR, VOR, POS a ISA) jsou uvedeny
v Prilohach 3.1 a 3.2.

Celkem tedy u 150 testovanych pldnich izolatd jsou zapsany pfesné hodnoty MIC
(mg/l) ke kazdému ze 4 azolovych ATM. Pouze u vzorku, u kterych nebyl rast mycelia pfi
testovani MIC vubec pozorovan, pripadné pokud se jednalo o tak nizkou hodnotu, ze bylo
obtizné ji stanovit a bylo naprosto zfejmé, Ze je izolat citlivy va¢i ATM — bylo do tabulky misto

Ciselnych hodnot zapsano jen pismeno C (Citlivy).

Souhrnna data pro jednotlivé lokality shrnuje Tabulka 15. Ke vSem 4 ATM byl z dat
MIC jejich izolatd zaznamenan geometricky primér a rozmezi jejich hodnot. Co se tyce
rozliSeni hodnot geometrického prameéru MIC obou typl poli, hodnoty poli v ekologickém

zemeédélstvi byly mirné vy8Si nez hodnoty poli, kde byly azolové fungicidy vyuzZivany.

Deskriptivni statistické zpracovani ziskanych pudnich MIC probéhlo u vSech
testovanych ATM, tedy ITR, VOR, POS a ISA. Uvedena je minimalni hodnota MIC, aritmeticky
priimér, geometricky primér, median, rozptyl a maximalni hodnoty MIC izolatl z padniho

prostfedi. VSechny hodnoty se nachazi v Pfiloze 7.
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Tabulka 15. Priimérné hodnoty minimalni inhibiéni koncentrace polnich izolatua

ITR VOR POS ISA
. Geo. Rozptyl Geo. Rozptyl Geo. Rozptyl Geo. Rozptyl
Okres  Lokalita primér hodnot priimér hodnot pridmér hodnot primér hodnot
mg/l  mg/l? mg/l  mg/l? mg/l mg/l? mg/l mg/I?
ﬁg‘;‘:a Vikaneg' 0,43 000 | 057 007 | 008 000 | 0,83 0,05
Kutna Filipov = 555 002 | 064 006 | 012 001 | 1,00 0,14
Hora u Caslavi
Louny Ulovice 041 000 | 050 0,1 | 0,06 000 | 0,88 0,05
Louny .Fr’?”eniky 014 007 | 059 007 | 0,06 001 | 0,71 0,22
ynec
Pizen Chfast 014 001 | 058 0,15 | 0,07 0,00 | 0,77 0,39
u Plzné
Cerveny
Plzed Hradek 043 000 | 064 0724 | 008 001 | 069 0,09
u Plzné&?
Praha Ruzyn&' 019 002 | 061 005 | 0412 001 | 1,00 0,19
Praha °°9C 942 001 | 056 008 | 006 000 | 067 0,10
u Libeznic
Tabor Stoklasna 043 007 | 038 015 | 007 000 | 034 017
Lhota
Tabor Dolni Hofice? 0,145 0,06 | 0,47 0,13 | 0,07 0,00 | 0,77 0,20

TEKO, ekologicka pole; 2AZOL, pole, u nichz byly uzivany azolové fungicidy

V Tabulce 16. byly souhrnné analyzovany hodnoty vdech 10 poli, ktera byla rozfazena

do dvou skupin, dle typu hospodafeni: EKO a AZOL. Vysledek byl pfekvapujici, protoze

vzhledem k tomu, Ze byly na polich uzivany fungicidy po dobu nékolika let, byly o¢ekavany

vySSi hodnoty u AZOL poli. Hodnoty EKO poli byly ale bud identické, nebo byly téméf stejné

vysoké jako u AZOL poli. To platilo pro vSechna testovana ATM. Nejvétsi rozdil hodnot byl

zaznamenan u VOR.

geometricky primér, rozptyl, median, maximum a rozmezi hodnot (viz Priloha 8).
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Tabulka 16. Primérné hodnoty minimalni inhibiéni koncentrace (geometricky prtimér)

azolovych derivatl polnich izolat podle typa polnosti

Typ pole Itrakonazol Vorikonazol Posakonazol Isavukonazol
mg/I mg/I mg/I mg/I

EKO 0,14 0,51 0,08 0,73

AZOL 0,15 0,58 0,08 0,75

EKO, ekologicka pole; AZOL, pole, u nichz byly uzivany azolové fungicidy

Hodnota Zadného ze 150 izolatd, puvodné oznacenych za rezistentni, ve vysledku
neprerostla hrani¢ni hodnoty breakpointu pro rezistenci. Rezistence tedy nebyla u pldnich
izolath prokazana i pres to, Zze byla ¢ast vzorkl testovana opakované. Tyto vysledky byly
potvrzeny i dalSi nezavislou metodikou, tzv. diskovou, kdy byly kmeny inokulovany jednotlivé
na Petriho misky, na jejichz médium byly umistény 3 tablety osahujici bud ITR, VOR nebo
POS. A dle toho, jak velké byly inhibiéni zény, byly zaznamenany hodnoty nardstu. Zadny

Z izolatu ale nenarostl do dostatecné blizkosti tak, aby mohl byt prohlasen jako rezistentni.

Duvodd, pro¢ nebyl zadny rezistentni padni izolat nalezen, je nékolik. Zaprvé mohla
mit velky vliv jiz zminéna problematika citlivosti ATM na pH ristového média, kdy pfi snizeni
jeji hodnoty z neutralni na hodnotu nizsi, kyselejSi, mohou ATM ztracet svoji ucinnost
(Danby et al., 2012; Te Dorsthorst et al., 2004; Wiederhold, 2021).

DalSim velkym zjisténim, zda byly ztestovanych pldnich vzorkd nalezeny
i izolaty rezistentni vuci ATM, bylo to, Ze v jinych studiich, jako je napfiklad (Barber et al, 2020),
bylo pouzito mnohonasobné vyssiho poctu pldnich izolatl. Namisto stovek vzorku, studie
obsahovala tisice vzorku. Tim byla zvySena pravdépodobnost izolace nejen citlivych aspergill
z pudnich vzorku, ale také par rezistentnich. Rezistence vuc¢i azolovym derivatim se
pohybovala mezi 1-3 %. Nepomér rezistentnich a citlivych vzorkl je tedy velmi vyrazny. PFi
potfeba izolovat a otestovat citlivost na ATM velkého mnozstvi pudnich vzorku. Z toho plyne,
Ze pravdépodobnost vyskytu pldnich ARAf z 300 testovanych izolatd, byla pomérné nizka.
Tento vliv, spole€¢né s vlivem problematiky citlivosti ATM na pH pfi postupu testovani

rezistence, znesnadnily moznost rezistentni izolaty ziskat.
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3.2 Molekularni analyza
3.2.1 Sekvenace genu cyp51A a analyza nesynonymnich mutaci

Z celkového poc¢tu 301 kmenO z klinického prostiedi bylo odhaleno 19 ARAf kmenu
rezistentnich alespon k jednomu, nebo vice testovanym azolovym ATM. U téchto kmena byl

sekvenovan gen cyp51A, v némz se nejCastéji nachazi mutace zplsobujici rezistenci.

U 8 z 19 kmenu byly nalezeny bodové mutace, tedy u 42,11 %. U 11 ze vzorkl
(57,89 %) nebyla mutace v testované oblasti sekvence nalezena a azolova rezistence bude

v téchto pfipadech zplUsobena nestudovanymi mechanismy nezavislymi na genu cyp51A.

Podrobny seznam vSech rezistentnich kmenu s typy zjisténych mutaci a dalSimi udaji

spojenymi s témito kmeny je uveden v Tabulce 17.

V Grafu 2 a Tabulce 18 pak mlizeme souhrnné vidét procentualni zastoupeni 5
mechanismu rezistence (oznaCenych A az E) podle mechanismu (rezistence zavisla Ci

nezavisla na cyp51A) nebo zjisténé mutace.

NejvysSi procentualni zastoupeni mél typ A, coz byly rezistence, které nebyly zavislé
na cypb51A. Z mutaci, nachazejicich se v genu cyp51A, se nejCastéji vyskytoval typ B neboli
bodova mutace L98H, identifikovana u Ctyr izolatd. Mutace L98H je bézné spojena i se zménou
v promotoru genu (TR34/L98H), ktery ale nebyl sekvenovan. Mutace Y121F/T289A se vyskytla
u dvou izolatd. S témito dvéma typy mutaci je vzdy spojena i mutace v promotorové oblasti
genu (TR46/Y121F/T289A), avSak tato jeho ¢ast sekvenovana v této praci nebyla. Dale jeden
izolat nesl bodové mutace F46Y, M172V a E427K a posledni izolat nesl tytéz bodové mutace,
ale navic mél i mutace N2488T a D255E.
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Tabulka 17. Seznam klinickych azol-rezistentnich izolati Aspergillus fumigatus odhalenych v této praci

ID vzorku CCF Mutace v cyp51A ITR VOR POS ISA Substrat Mésto Vék Pohlavi Primarni onemocnéni

CF1775/19 6649 - >8 8 0,5 16 Sputum Rohatec 17 z CF s plicnimi projevy

CF1827/19 6650 - >8 4 0,5 8 Sputum Touskov 12 M CF s plicnimi projevy

MY20219/19 6651 F46;£';";E/2EV4’;'72|28T’ >8 4 0,5 8 Sputum Osek 69 M Plicni transplantat

MY21237/19 - L98H >8 4 0,5 8 Sputum Praha 17 Z Jiné vrozené vady DS

MY22308/20 6675 - >8 4 0,5 8 Sputum Hré,\‘fi‘;'éd‘ad 30 M CF s plicnimi projevy

NPL831/21A 6676 - 0,25 >16 0,125 >16 BAT Praha 68 Z Pneumonie

NPL1362/21 6674 - 0,25 8 0,5 >8 ETA Praha 67 z Ateroskler6za konéetinovych tepen,
NPL1370/21 - - >8 2 0,25 8 ETA Praha 67 z Ateroskler6za konéetinovych tepen,
NPL695/20 6653 - >32 2 0,25 4 ETA Pribram 77 M Bolesti bederni krajiny
NPL705/19A 6440 L98H >32 4 0,5 8 BAL Praha 40 M Pneumonie

NPL886/21 6654 L98H >8 4 0,25 8 ETA Praha 65 M COVID-19

NPL934/21 6655 L98H >8 4 0,25 8 '\g%zstz\;y Praha 65 M COVID-19

CLIS12207/20 6656 - 0,25 2 0,25% 23 Sputum ?gzt?]/ 35 Z B-bunécény lymfom NS
CLIS2124/21 gggg TRe/Y121FIT289A  >8 32 2 32 Sputum Karvindg 75 7  COVID-19

CLIS3840/20 6658  F46Y/M172V/E427K 0,25 1 0,25 2 Vg(t:i;z Ostrava 43 Z OMA, akutni zanét stfedniho ucha
CLIS4313/21 6601 TR46/Y121F/T289A >8 32 0,5 32 Sputum Ostrava 66 z Flegmona prstt

CLIS6024/20 6677 - >8 21 0,5 4 Stér z rany Bruntal 43 M Jina ur¢ena poranéni vice ¢asti téla
CLIS6494/20 6659 i 025 2 o025 2» Oz Ostrava 45 M Ofitis externa

CLIS9306/20 6678 - 0,5 1 2 >16 Sputum Ostrava 72 M Chronicka lymfocytarni leukemie

CCF, Culture Collection of Fungi; ITR, itrakonazol; VOR, vorikonazol; POS, posakonazol; ISA, isavukonazol; M, muz; Z, Zena;

BAT, bronchoalveolarni tekutina; ETA, endotrachealni aspirat; CF, cysticka fibréza, DS, dychaci soustava; OMA, acute otitis media
*ATU (Area of Technical Uncertanity), hodnota citlivosti nejistého zafazeni

1 V nékterych klinickych situacich (formy neinvazivnich infekci) Ize VOR pouzit za pfedpokladu, Ze je zajisténa dostate€na expozice
2 MIC hodnota 0.25 mg/l je o jedno fedéni nad breakpointem citlivosti v diisledku pfekryvajicich se wild-type a non-wild type populaci
3 V praxi je doporu€eno zaslat izolat do referenéni laboratofe pro sekvenaci genu cyp51A a konfirmaci MIC hodnot
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Graf 2. Procentualni distribuce péti selektovanych typi molekularnich mechanismi

rezistence azol-rezistentnich izolatt Aspergillus fumigatus

Zastoupeni typl mechanismil rezistence

= A) Rezistence nezavisla na cyp51A
= B) L98H

= C) TR46/Y121F/T289A

57,89%

D) F46Y/M172VIE427K

= E) FA6Y/M172VIN248T/D255E/E427K

Tabulka 18. Rozdéleni péti selektovanych molekularnich mechanismi azolové

rezistence 19 klinickych izolata Aspergillus fumigatus

Molekularni Typ rezistence Pocet Pocet Zastoupeni
typ rezistence nebo mutace pacientll izolatu !ypu
rezistence
A Rezistence nezavisla na cyp51A 10 11 57,89 %
B L98H 3 4 21,05 %
Cc TR46/Y121F/T289A 2 2 10,53 %
D F46Y/M172V/E427K 1 1 5,26 %
E F46Y/M172V/IN248T/D255E/E427K 1 1 5,26 %
Celkem 17 19 100 %
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V Tabulce 19 Ize vidét va&i kolka ze 4 testovanych ATM (ITR, VOR, POS
a ISA) byla prokazana rezistence soucasné a jaky typ rezistence se u danych kombinaci
rezistenci vyskytuje. Tedy vuci jednomu, dvéma, tfem, nebo &tyfem ATM zaroven. K poctu

ATM jsou pfifazena seskupeni typu mutaci, ktera jsou zminéna v Tabulce 9.

Rezistence vici ISA se vyskytovala nejCastéji, a to u vSech 19 izolatd. Naopak
rezistence k ITR se vyskytovala pouze v pfipadé, Ze byla rezistence i vic¢i vSem 3 ostatnim
ATM, a celkové jen u 13 izolatd. Vici 3 ATM zaroven se rezistence vyskytovala jen v pfipadé
kombinace VOR, POS a ISA. Pokud se vyskytovala rezistence ke 2 ATM soucCasné, vzdy to
byla kombinace s ISA, a to bud' s VOR, nebo s POS. Pocet rezistentnich izolatd vici VOR i
POS byl celkové stejny (n = 17).

Co se tyCe molekularnich typu, tak nejpocetnéjsi typ A byl spojen s rezistenci
ke 2, 3 a 4 ATM zaroven. U rezistence k 1 ATM se vyskytoval typ D. U izolatu rezistentnich

vlci 4 ATM soucasné se vyskytovaly vSechny typy mutaci kromé typu D.

Tabulka 10. Distribuce rezistence vici jednomu az étyfem azolovym antimykotikiim
soucasné u azol-rezistencich izolatti Aspergillus fumigatus

1ATM 1 - - - 1 D

2ATM 2 - 1 1 2 2xA

3ATM 3 - 3 3 3 3xA

4ATM 13 13 13 13 13 6xA, 4xB, 2xC, 1xE
Celkem 19 13 17 17 19 19

ATM, antimykotikum; ITR, itrakonazol, VOR, vorikonazol; POS, posakonazol
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4. Diskuze

4.1 Prevalence azolové rezistence v klinickém prostiedi v Ceské

republice

Aspergillus fumigatus je celosvétové rozsifeny pudni druh, ktery je nejcastéjSim plvodcem
oportunnich infekci mezi vlaknitymi houbami. Invazivni aspergiléza, ktera pfedstavuje Zivot
ohrozujici infekci, postihuje pfevazné pacienty po transplantacich, nebo jinak
imunosuprimované jedince (Latgé, 1999, 2001; Patterson et al., 2016; Walsh et al., 2008).
V mnoha zemich je v souCasnosti pozorovan extrémni narlst rezistence k azolovym
derivatim, které zastavaji prvni linii 1é¢by IA (Astvad et al., 2014; Langfeldt et al., 2022;
Lestrade et al., 2019).

V Ceské republice byly jiz dfive detekovany 2 izolaty A. fumigatus, které mély zvySenou
hodnotu MIC azolovych derivatd (Lockhart et al., 2011). AvSak prevalence azolové rezistence
na vétSim vzorku klinickych izolatl doposud stanovena nebyla, pfestoze je znalost lokalni

situace urcujici pro léCebna schémata.

Aspergilézu nejCastéji zpusobuje druh A. fumigatus (Latgé, 1999). Mimo néj vSak toto
onemocnéni zpusobuiji i dalSi méné bézné druhy, taktéz oznacované za kryptické (napf. A.
lentulus, nebo druhy z komplexu A. viridinutans), jejichz prevalence v klinickém materialu se
muze pohybovat od 11 do 19 % (Balajee et al. 2009, Alastruey-lzquierdo et al. 2014, Negri et
al. 2014, Sabino et al. 2014, Hubka et al. 2018). Na rozdil od A. fumigatus, tyto druhy nékdy
vykazuji vuci azolovym derivatim tzv. pfirozenou rezistenci, ktera je pro mykopatogeny
vrozena. Hodnoty rezistence k ATM jsou tim padem u téchto kryptickych druhG primarné
zvySené. Kdezto u A. fumigatus jsou zvySené hodnoty MIC druhotné ziskané pfi vystaveni
kmenu danym ATM (Lyskova et al., 2018). Identifikace na uroven druhu, kterd je u kryptickych
druh( obtizna, se na fadé klinickych pracovist neprovadi. Pfitom je to spolu se zjiSténim
citlivosti k ATM (Alastruey-lzquierdo et al., 2014; Perlin et al., 2017; Rivero-Menendez et al.,
2016) jeden z pfedpokladl pro spravnou volbu antimykotické Iécby, protoze profily

antifungalnich citlivosti jsou ¢asto druhoveé specifické (Nedel & Pasqualotto, 2014).

Prvnim ze dvou cilt diplomové prace bylo Zjistit prevalenci azolové rezistence v CR
v klinickém prostfedi. Pro tento ucCel bylo béhem 3 let shromazdéno celkem 301 klinickych
izolath ze tfi klinickych pracovist. V8echny poskytnuté izolaty byly identifikovany pomoci
molekularné-genetickych metod pro ovéfeni spravnosti identifikace a odliSeni kryptickych
druhu. Pro testovani citlivosti vici azolim byly izolaty nejdfive testovany pomoci metodiky

na screeningovych destickach protokolem E.Def 10.1 (Guinea et al., 2019; Jorgensen et al.,
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2020). Touto metodou bylo selektovano 122 kmenu rezistentnich vic&i alespori jednomu
z testovanych azolu (ITR, VOR a POS). U dalSich 51 kmenu byly vysledky testovani nejisté,
proto byly posléze spole¢né testovany presnéjsi mikrodilu¢ni metodou E.Def 9.3 (Lucio et al.
2022), kterou byly zjistény pfesné hodnoty MIC u ITR, VOR, POS a ISA (Arendrup et al., 2016;
Jorgensen et al.., 2020). Touto metodou bylo vysledné stanoveno 19 izolatl jako azol-
rezistentnich. Veskeré izolaty byly rezistentni vi&i ISA. Dale 17 ARAf izolatl bylo rezistentnich
k VOR, stejné mnozstvi k POS a 15 izolatd k ITR.

Lékem prvni volby nejen v CR pro 1éébu IA je VOR, pfipadné ISA (Maertens, 2004;
Maertens et al.,, 2016; Maertens et al., 2021; Ullmann et al., 2018). Pokud je prevalence
rezistence vyssi nez 10 %, je doporuéeno pfistoupit ke zméné empirické nebo profylaktické
lé€by. Pro zavéry vedouci k této zméné by mélo byt na daném uzemi testovano alespori 100
izolath A. fumigatus (Verweij et al., 2015). V této diplomové praci byla stanovena hodnota
prevalence azolové rezistence v klinickém materialu v CR na 6,3 % z celku 301 klinickych
izolatd A. fumigatus. Ziskanou hodnotu 6,3 % lIze tedy povazovat za mirné alarmujici, neni

vS8ak divodem pro zménu lé€ebnych postupl (Ullimann et al., 2018; Verweij et al., 2015).

Situace v zahraniéi byla zrekapitulovana v Uvodu této prace, kde byl uveden pfehled
prevalenci azolové rezistence vybranych statu. V Evropé je problematika studovana nejvice.
V porovnani s 10 vybranymi evropskymi staty (Tabulka 1), mély pouze dva z nich vysSi
hodnotu nez CR, konkrétné Nizozemi s hodnotou prevalence 11,3 % a Turecko s hodnotou
10,2 %. Podobna situace jako v CR byla zaznamenana v Itélii s prevalenci rezistence
u A. fumigatus 6,25 % (Lazzarini et al., 2016). Jedinou mimoevropskou zemi, ktera predcila
hodnotu CR bylo Japonsko, kde mira rezistence dosahla 12,7 % (Tabulka 2) (Tsuchido et al.,
2019). Ztoho vyplyva, Ze je prevalence rezistence v. CR oproti jinym zemim svéta
nadprimérna. Toto zjisténi pfispiva k tomu, aby byla situace azolové rezistence v klinickém

prostfedi dale podrobnéji studovana.
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4.2 Vznik rezistence v pudnim prostiedi a jeji Sireni

Jsou dva zpusoby vzniku azolové rezistence. Prvnim je vznik azol-rezistentnich kmen
v organismu pacienta, napfiklad pfi profylaxi nebo dlouhodobé Ié¢bé azolovymi medikamenty.
S timto typem rezistence jsou spojovany specifické mutace v genu cyp57A, napf. G54, G138,
M220 anebo G448 (Arendrup et al., 2010; Howard et al., 2006; Rivero-Menendez et al.., 2016).
Cast&jsi je v8ak vznik rezistence v zemé&délském prostiedi, kde jsou celosvétové ve velkém
mnozstvi uzivany azolové fungicidy k ochrané plodin proti plisnim (Rhodes et al., 2022; Zhang
et al., 2021). Pfi souCasné intenzifikaci zemédeélské produkce vSak vétSina statll nemulze
z ekonomickych dlivodu pfistoupit na bezvyhradné uzivani neazolovych fungicidi (Camps et
al., 2012b; Tullio, 2012). Zaroven neni prevalence azolové rezistence ve vnéjSim prostfedi

bohuzel ve vétSiné statu vlbec stanovena a ¢asto neni ani nastinéna jeji situace.

Sifeni rezistentnich kment je velmi jednoduché a efektivni. Teprve nedavno byla
prokazana souvislosti mezi rezistentnimi kmeny z vnéjSiho prostfedi a kmeny z pacientd
s aspergilézou. Pfedpoklada se, ze se pacienti nakazi kmeny, u nichz byla rezistence pfitomna
jiz ve vnéjSim prostfedi (Ener et al. 2022, Rhodes et al. 2022b) (c(Berger et al. 2017, Buil et
al. 2019, Garcia-Rubio et al. 2020, Risum et al. 2022, Zhou et al. 2022)itace). Bylo totiz
prokazano, ze s rezistenci vznikajici v pidnim prostfedi jsou spojeny specifické mutace, které
kromé bodovych mutaci v genu zahrnuji i zmény TR promotoru genu cyp51A, napf.
TR46/Y121F/T289A (Garcia-Rubio et al. 2020, Chen et al. 2020, Nywening et al. 2020).

Pdvod vzniku rezistence izolatu, u kterych je pozménéna TR promotoru genu cyp571A,
je témér vyluéné jen ve vnéjSim prostredi, byla nejCetné&jsi i v této diplomové praci. Celkem u
4 z 8 izolatl, byla nejCastéji detekovana mutace TR34/L98H, ktera vznika pfi vystaveni kmenu
azolovym fungicidim nap¥. v zemédélstvi (Meis et al. 2016, Abdolrasouli et al. 2018, Riat et

al. 2018, Risum et al. 2020, Verweij et al. 2020, Rhodes et al. 2022b, Rhodes et al. 2022a)

. Pravé mutace, u nichz byla zjisténa mutace v genu cyp571A pochazejici z vnéjsiho
prostfedi, neslo 6 z 8 ARATf izolatll této diplomové prace. Zminénych 6 izolatd zahrnovalo
kromé& zminénych C&tyF TRs34/L98H, jesté dalSi dva izolaty, které mélytaktéZz nesynonymni
muatce podpofen TR promotoru %- Da se tedy fici, ze na celkové mife azolové rezistence na
uzemi CR v klinickém materialu se minimalné mérou 75 % podili uzivani azolovych fungicidui
v zemédélstvi.Abdolrasouli et al. 2018, Riat et al. 2018, Risum et al. 2020, Rhodes et al. 2022b,
Rhodes et al. 2022a)

Pro prokazani jasnych souvislosti mezi kmeny A. fumigatus z klinického a pidniho

prosttedi v CR byl stanoven cil druhy. Bylo jim zjistit prevalenci azolové rezistence
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a pfevazujici molekularni mechanismy rezistence ve vnéjSim prostiedi. Proto byly odebrany
vzorky pldy, ze kterych bylo ve vysledku izolovano 300 kmenl A. fumigatus. Celkem 150
vzorku pochazelo z bézného zemédélstvi, kde jsou azolové fungicidy vyuzivany a dalSich 150
izolatd bylo z poli ekologického hospodarstvi. Rezistentni izolaty byly vyselektovany
testovanim rezistence na Petriho miskach, které obsahovaly médium s ITR. Potvrzeni
rezistence selektovanych kmenu a zjisténi presné hodnoty jejich MIC pro dana ATM, probéhlo
metodou E.Def 9.3, stejné jako u klinickych izolatu. Vysledky testovani ale neprokazaly ani
jediny rezistentni izolat pochazejici z pldnich vzork(. Prevalenci azolové rezistence a jeji
mechanismy v pldnim prostfedi tedy nebylo mozné detailngji studovat. To vSak témér

s jistotou neznamena, Ze se rezistentni izolaty v prostfedi v CR nenachazi.

Davodem, pro€ v prvnim kroku bylo vyselektovano 150 zdanlivé rezistentnich izolatd,
bylo pochybeni v postupu vyroby média. Jak jiz bylo zminéno ve vysledcich, azolové derivaty
jsou citlivé na pH média a pfi pfesazeni neutralnich hodnot pH média do hodnot kyselych,
ztraci azoly svoji u€innost (Te Dorsthorst et al. 2004, Danby et al. 2012, Wiederhold & Verweij
2020, Wiederhold 2021). Dle postupu protokolt E.Def 9.3 a 10.1 u klinickych i ptidnich izolatd
bylo pH média sice pfi vyrobé desticek méfeno. Presto pfi selekci kmenl pro méfeni hodnot
MIC k okyseleni média s obsahem ITR mohlo dojit, protoze bylo pH méfeno pouze v prabéhu
jeho vyroby, a ne ve finalnim kroku. To vedlo k faleSnému zachyceni izolata, které byly

v prvnim kroku nespravné vyhodnoceny jako rezistentni.

Podobny problém nastal i v klinické ¢asti studie, kdy prvotni screening zachytil faleSné
vysoky pocet kmenu (n = 173) jako azol-rezistentnich metodou E.Def 10.1, ale vysledny pocet
rezistentnich kmenu zjisténych metodou E.Def 9.3 byl mnohem nizsi (n = 19). Doporu¢enim
pro nasledujici studium azolové rezistence je pH média u obou zminénych testovani velmi

v v

bedlivé sledovat a prlibézné testovat.

Jednim z davodu, pro€ nebyl ze zkoumanych vzorcich pldy izolovan zadny rezistentni
kmen, maze byt i vysledny pocet izolovanych kmen(. Ve vnéjsim prostiedi jsou totiz rezistentni
kmeny izolovany pouze v 0.5 az v 5 % pfipadu. VétSina studii, zabyvajici se vyskytem
rezistentnich kmen(, vSak hlasi vyskyt mezi 1 az 3 % CFU (Berger et al., 2017; Ener et al..,
2022; Vermeulen et al., 2013; Verweij et al., 2020). Proto se pro stanoveni prevalence
v prostfedi Casto voli zkoumany pocet izolatl v ramci tisici. Vzhledem k tomu, Ze bylo
v diplomové praci vysledné zvoleno pouze 300 pudnich izolatd, pravdépodobnost vyskytu
rezistentnich kmenu byla v takto omezeném poctu nizka. Je proto mozné vyslovit doporuceni
pro budouci studie, aby bylo testovano a izolovano vétSi mnozstvi kmenu a vzorkud, a tim

pravdépodobnost zachytu rezistentnich kmenu zvysit.
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K porovnani genotypu rezistentnich izolatu a jejich mutaci mezi prostfedimi, dle kterych
by se dala odhadovat jejich pfibuznost, bohuzel nebyl shromazdén vhodny material. Dlraz byl
tedy kladen na prevalenci v klinickém prostiedi, kterou se podafilo ur€it jako 6,3%, a dale na
molekularni podklad rezistence u azol-rezistentnich kmenu (viz dal$i kapitola). Vzhledem
k celosvétové se zvysSujicimu podtu pripadd IA zplsobenych azol-rezistentnimi izolaty
A. fumigatus je véak doporuéeno prevalenci rezistence v CR dale sledovat (Husain & Camargo
2019, Arastehfar et al. 2021, Bartoletti et al. 2021, Prattes et al. 2021). Testovani citlivosti
na azolova ATM by mélo zustat neoddélitelnou soucasti béznych postupl léEby pacientd,

u kterych byl A. fumigatus izolovan.

4.3 Molekularni mechanismy rezistence

VSechny triazolové derivaty cili na regresi produkce ergosterolu. Ten je pro membrany bunék
hub esencialni a plsobenim azoll tedy dojde k jejimu naru$eni. To je pro patogen letalni
(Becher & Wirsel, 2012). Azolova rezistence je ve vétSiné pfipadld zplsobena substitucemi
AMK vgenu cyp51A. Rizné typy molekularnich mechanism( rezistence maji odlisné
charakteristické vlastnosti. Diky tomu, Ze zpuisobl zmény sekvence je vice, tak je asto mozné
vyvodit z jakého prostfedi plvod vzniku mutace pochazi. Dale se da odhadnout i citlivost
k ATM. DalSim uéelem diplomové prace bylo proto podrobit vSechny ARAf izolaty molekularni
analyze na pfitomnost mutaci v genu cyp571A. Pro tento ucel byly ziskany sekvence genu

cyp51A, a celkové u 8 z 19 izolatl byly nalezeny mutace vedouci k substitucim AMK.

U 11 izolatd (57,9 % zcelku ARAf) mutace nalezeny nebyly. Tyto izolaty byly
rezistentni vaci bud 2, 3 nebo 4 ATM souCasné, takze jejich profily rezistence byly rozmanité.
V raznych studiich byl zjistén procentualni podil rezistentnich izolatd, které nenesly mutace
v genu cypb51, 0od 19,7 % az do 43 % (Bueid et al., 2010; Bueid et al., 2012; Risum et al., 2022).
V této praci bylo tedy v porovnani s danymi studiemi zjisténo vysSi procento izolata, které
nejsou dependentni na genu cyp51A, nez je obvyklé. Je ale potfeba zminit, Ze existuiji i studie,

kde byla vice jak polovina izolatd, které nemély mutaci v cyp51A.

Znamymi mechanismy rezistence, které nemaiji podklad v mutacich pfitomnych v genu
cypS51A, jsou napfiklad: zvySena exprese genu cyp51A nebo efluxnich pump vypuzujicich
azolova ATM ven z bunky. Dal8imi mechanismy jsou mutace v genu hapE, nebo exogenni
import cholesterolu do membran patogenu (Arendrup et al.., 2010; Camps et al., 20123;
Hortschansky et al., 2007; Chen et al.., 2020; Xiong et al., 2005). Nedavna studie z Nizozemi
odhalila, Ze mechanismy rezistence nachazejici se mimo gen cyp57, nabyvaji na stale vétSim

vyznamu (Buil et al., 2019). Nejen pouzitim CRISPR-Cas9 technologie bylo prokazano, Ze
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bodové mutace v jinych genech, nez je v cyp51, mohou také zpusobit azolovou rezistenci
(Ballard et al., 2019). V posledni dobé& byl téZ objeven mechanismus dependentni na Ca?*
signalni draze calcineurin-CrzA (Li et al., 2019). VSechny tyto recentni studie ukazuji, ze je

tfeba se i nadale mechanismy azolové rezistence, které se netykaji zmén v cyp571A, zabyvat.

Azolova rezistence, ktera nevznika u pacientl lé¢enych azolovymi derivaty vétsinou
neobsahuje jen samotné nesynonymni mutace. I1zolaty u kterych rezistence vznika ve vnéjSim
prostfedi, jsou nachazeny TR &asti promotoru genu cyp517, vedouci k nadmérné expresi genu
cypb51A. Tyto repetice se vyskytuji bud spole¢né s nesynonymnimi mutacemi v genu cyp5171A,
nebo bez nich. Mezi tyto mutace vzniklé v prostfedi nalezi obé kosmopolitné nejCastéjsi
mutace TRz4/L98H a TR4/Y121F/T289A (Garcia-Rubio et al. 2020, Chen et al. 2020,
Nywening et al. 2020). Izolaty s témito mutacemi s plivodem vzniku ve vnéjSim prostredi byly
detekovany nejcastéji i v této diplomové praci. Nejcastéji detekovanou mutaci byla TR34/L98H
(n = 2), ktera je celosvétové nejcastéji identifikovanou mutaci u ARAf z klinickych vzorku i
vzorku z vnéjSiho prostredi (az 75 % pfipadu). Je spojena s rezistenci pfedevsim vici VOR a
ITR, mUze ale zpusobit rezistenci vuci vSem triazolovym léCivim (pan-azol rezistentni).
Kombinace bodové mutace L98H s mutaci v promotoru genu TR4s zplUsobuje, ze dochazi
k mnohem vysSi expresi genu cyp51A. Pri vyskytu izolované mutace v promotoru TRus bez
mutace L98H je exprese mnohonasobné nizsi (Hagiwara et al. 2016, Hagiwara 2020)(Howard
et al., 2009; Chowdhary et al., 2013; Mellado et al., 2001; Verweij et al., 2007). V této praci se
zminéna mutace vyskytovala u poloviny ARAf izolatd, tedy u 4 z 8 rezistentnich klinickych
izolatu, u kterych byly nalezeny nesynonymni mutace. VSechny izolaty s touto mutaci byly

rezistentni vac¢i vSem 4 zkoumanych ATM.

Dale byla u 2 z 8 ARAf izolatd s nesynonymnimi mutacemi nalezena mutace, jejiz
puvod vzniku je také ve vnéjSim prostfedi (Hof 2008, Snelders et al. 2009) (Chowdhary et al.
2014, Burks et al. 2021, Fraaije et al. 2021). Tato mutace je také Casto nachazena mezi
klinickych kmeny, kde jeji nalez poukazuje na to, podobné jako u TR34/L98H, Ze se pacient
infikoval jiz rezistentnim kmenem jiz dfive z vnéjSiho prostfedi. TakZe rezistence nevznikla
v pribéhu 1é¢by. Ve studiich z fady dalSich statl je detekovana mutace TR4s/Y121F/T289A
jen o néco méné cCastéji nez u predchoziho mechanismu. To odpovida mife, vyskytu
TR46/Y121F/T289A v této praci, protoze bylo zastoupeni izolatd nesoucich zminénou mutaci s
druhou nejvyssi Cetnosti (n = 2) (Alvarez-Moreno et al., 2017; Astvad et al.., 2014; Montesinos
et al., 2014; van der Linden et al., 2013).

Kazdy ze dvou zbyvajicich izolatl nesl pouze rizné bodové mutace, u nichz se
predpoklada vznik v prabéhu lécby, tedy pfimo v pacientovi Ié€eném azolovymi I€Civy. Izolat

s bodovymi mutacemi F46Y/M172V/E427K byl pan-azol rezistentni. Zajimavosti je, Ze kmen
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ARAYf, ktery nesl stejnou mutaci byl izolovan jiz pfed zavedenim azolovych fungicidli, coz bylo
pocatkem 80. let 20. stoleti (Peterson 1992, Maertens 2004).

Posledni rezistentni izolat s detekovanymi mutacemi v cyp571A byl naopak jako jediny
rezistentni vic¢i 1 ATM, konkrétné ISA a nesl mutaci F46Y/M172V/N248T/D255E/E427K.
Vyskyt kmenu s touto mutaci byl hlasen napfiklad ve Francii, v Portugalsku nebo Taiwanu
(Pinto et al. 2018, Lavergne et al. 2019, Hsu et al. 2022). Kombinace téchto bodovych mutaci,
jsou spojeny variabilnim profilem citlivosti k azolim. Casto jsou tyto kmeny s témito mutacemi
citlivé, ale vykazuji vy$Si hodnoty MIC pfi srovnani s wild-type kmeny. Vznik této mutace je

obecné predpokladan v klinickém prostredi.

Detekce molekularnich mechanismu azolové rezistence ma zasadni vliv na pochopeni
vzniku a $ifeni azolové rezistence v CR. Fakt, Ze pro lé8bu aspergilézy existuje minimum
alternativnich 1éciv, pfedstavuje klinickou hrozbu, majici za nasledek zhorSenou prognézu
pacient(l. Proto je tfeba dale sledovat Uroveri rezistence v CR a studovat jeji molekularni

podstatu.
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5. Zaveér

V poslednim desetileti je zaznamenan zvysujici se pocet studii tykajicich se kosmopolitné
roz8ifenych viaknitych hub rodu Aspergillus. Nej¢astéjSim zastupcem rodu je druh Aspergillus
fumigatus, ktery mize zpUsobit oportunni mykozu aspergildzu, ktera maze mit pfi jeji invazivni
formé vysokou mortalitu (Lestrade et al. 2019b). Azolova ATM jsou v IéCbé aspergildzy takika
nenahraditelna. To predstavuje riziko selhani Iécby, které muze nastat pfi komplikacim
zpusobenym rezistenci k ATM. Sou¢asnym problémem je totiz extrémni narlst poctu ARAf
kmenu, které nereaguji na azolova léCiva. Zaroven se zvysuje pocet studii potvrzujicich vyskyt
ARAf kmenU i ve vnéjSim prostfedi, napfiklad v agrikultufe, ve které jsou azolové fungicidy

taktéz esencialni.

V Ceské republice byly jiz dfive izolovany dva ARAf kmeny, ale situace azolové
rezistence doposud v CR stanovena nebyla. Z toho diivodu bylo prvnim cilem této diplomové
prace zjistit prevalenci azolové rezistence v klinickém materialu. Ze tfi klinickych instituci bylo
v letech 2019 az 2021 shromazdéno 301 izolatl A. fumigatus. VSechny izolaty byly podrobeny
testu citlivosti na Ctyfi nejcastéji uzivana azolova ATM (ITR, VOR, POS a ISA). Pomoci dvou
raznych protokolt E.Def 10.1 a E.Def 9.3 stanovenych komisi EUCAST, bylo nalezeno 19
rezistentnich kmen(. Zji§t&na prevalence azolové rezistence v CR byla stanovena na 6,3 %.

Tato hodnota se da povazovat za mirné alarmujici.

Jelikoz hodnota prevalence nepfesahla 10 %, neni nutné doporugit zménu
v terapeutickych postupech u pacientl. Ve vétsiné pripadu aspergiléz je tedy mozné zustat u
monoterapie VOR ¢&i ISA. Je v8ak nutné brat v potaz, ktery typ aspergilézy je pacientovi
diagnostikovan, protoze rGzné typy aspergilézy maji odlisna lé€ebna schémata viz kapitola
1.5. Zaroven je samozfejmé& potfeba dbat na individualni pfistup, a to predevsim
k rizikovym pacientim s oslabenym imunitnim systémem a komorbiditami. Proto je nutné
v klinické sféfe pokragovat ve studiu celkové situace azolové rezistence v CR. Tato situace se
muze dynamicky ménit, takze je vhodné ji nadale monitorovat. Z toho vyplyva, Ze by bylo
vhodné ve zdravotnickych laboratofich zavést rutinni testovani citlivosti k azolovym ATM
pomoci metodiky E.Def 9.3 u klinickych vzorkl A. fumigatus. Epidemiologickou situaci je tfeba

kontinualné sledovat a v pfipadu zjiSténé zmény v€as reagovat. a zavest opatieni.

Zpusoby vzniku rezistence se vyznacuji odliSnymi typy mutaci a kmeny s rdznymi
mutacemi se zaroven odliSuje profily citlivosti k ATM. Existuji dva zpusoby puvodu rezistence.
Prvnim je vznik v klinickém prostfedi pfi [éCbé pacientl azolovymi ATM. Pomérné nedavno
bylo také potvrzeno, ze ke druhému zplsobu vzniku rezistence vede nadmérné uzivani

azolovych fungicidnich pfipravkd. Praveé tento zplsob vzniku rezistence ve vnéjSim prostredi
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predstavuje hlavni riziko, pfi¢emz azolové fungicidy jsou uzivany celosvétové. V roce 2022 byl
také potvrzen pfenos mutaci z vnéjSiho do klinického prostfedi, coz velmi pfiblizilo chapani

Sifeni mechanismu azolové rezistence.

U v8ech klinickych ARAf izolatd byl sekvenovan gen cyp51A. Vysledné byly nalezeny
mutace podmiriujici rezistenci u 8 z 19 izolatld. Vzhledem k tomu, Ze se ve vétSiné studii
pohybuje pocCet izolatd ARAf, které nenesly mutace v genu cyp51, mezi 19,7-43 %, je pocCet
izolatl v diplomové praci odpovidajici 57,89 %, pomérné vysoky. AvSak mechanism
rezistence, ktera neni zpusobena zménami v cyp51A, posledni dobou pfibyva (Arastehfar et
al. 2021, Ener et al. 2022, Chen et al. 2022, Rhodes et al. 2022b, Risum et al. 2022). Proto by

bylo vhodné v nasledujicich studiich testovat také tyto mechanismy.

Celkem byly nalezeny &tyfi typy mutaci. Dvé nej¢etnéji detekované mutace TRz4/L98H
a TRs6/Y121F/T289A, uvedené v diplomové praci, jsou zaroven také celosvétové nejastéji
identifikované, a to jak v klinickém, tak i v padnim prostfedi (Chen et al. 2016, Meis et al. 2016,
Alvarez-Moreno et al. 2017, Wang et al. 2018, Burks et al. 2021). Vznik rezistence je
ve vnéjSim prostifedi, kromé bodovych mutaci maji také vétSinou mutaci i v promotoru genu
(TR3s nebo TR4s). Proto ma pravdépodobné vSech 6 zminénych mutaci puvod v padnim

prostfedi, coz ve vysledku pfedstavuje vétsinu vzork.

Rezistentni vici vSem 4 ATM byl i izolat nesouci bodové mutace F46Y/M172V/E427K.
Stejné substituce AMK spole¢né se dvéma dalSimi mutacemi nesl posledni izolat, konkrétné
mutace F46Y/M172V/N248T/D255E/E427K. U tohoto izolatu bylo jedine¢né, Ze byl rezistentni
pouze vic¢i 1 ATM — ISA, a k ostatnim azolum byl citlivy. Plivod rezistence téchto dvou
poslednich izolatd prameni pravdépodobné z klinického prostfedi, kde dochazi ¢asto ke vzniku
rezistence pfi profylaxi a dlouhodobé |é€bé pacientl azolovymi ATM (Lavergne et al. 2019,
Hsu et al. 2022). Pravé k tomu dochazi u izolatd, které nesou urcité bodové mutace (napf.
substituce AMK v pozici G54, G138, M220 apod.) (Chowdhary et al. 2015, Chowdhary et al.
2017, Hsu et al. 2022)

Pro zjisténi situace ARAf kmenu ve vnéjSim prostfedi bylo druhym cilem diplomové
prace zjistit prevalenci azolové rezistence v padnim prostfedi v CR. Vysledné& bylo z 10 poli
s riznym typem hospodareni izolovano 300 padnich kment. Polovina z EKO poli a polovina
z AZOL poli. U nich byly ziskany hodnoty MIC ¢&tyf azolovych derivati. Bohuzel vSak zadny
z izolatd nebyl azol-rezistentni. Z tohoto divodu nebylo mozné vztahy mezi kmeny ARAf
z obou typu prostfedi molekularni studovat. Vzhledem k velkému mnozstvi zpracovanych

vzorkl se ale jedna o pfinosny zaklad pro dalSi komplexnéjsi vyzkum.
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Je zfejmé, Ze vétSina statll nemuze pristoupit z ekonomickych divodu v intenzivnim
zemédélstvi na bezvyhradné uzivani neazolovych fungicidi (Alvarez-Moreno et al. 2019,
Jorgensen et al. 2021, Zhou et al. 2021). To je hlavnim divodem, pro¢€ je tfeba zohledriovat
mistni situaci azolové rezistence nejen ve zdravotnictvi, ale sou€asné i na polich. pro zlepSeni
prognoézy V klinické sféfe hraje vyznamnou roli v€éasné podani cilené |éCby pacientovi. V tomto
ohledu je nutné zavést testovani citlivosti klinickych kmen( A. fumigatus k azolovym ATM za
pouziti vhodné a pfesné metodiky. Dale je potfeba rozliSovat kryptické druhy, které maji Casto
jiné profily antifungalnich citlivosti. Zaroven je na misté podpofit studie na poli vyzkumu novych
I&Civ, které by mohly azoly alespon ¢astecné nahradit. LéCebné postupy aspergildzy je tfeba i
nadale zlepSovat tak, aby byla snizena mortalita pacientd. Proto je nutny monitoring i regulace
uzivani azolovych derivatu jak v klinickém prostredi, tak i v zemédélstvi. VSechna tato opatfeni

pfispéji k zachovani vyuzitelnosti azolovych ATM a zaroven i azolovych fungicidd.

54



6. Seznam pouzité literatury

Abdolrasouli, A., M. A. Petrou, H. Park, et al. 2018. Surveillance for Azole-Resistant Aspergillus
fumigatus in a Centralized Diagnostic Mycology Service, London, United Kingdom, 1998-2017.
Front Microbiol 9: 2234.

Abdolrasouli, A., J. Rhodes, M. A. Beale, et al. 2015. Genomic Context of Azole Resistance Mutations
in Aspergillus fumigatus Determined Using Whole-Genome Sequencing. mBio 6: e00536.

Alanio, A., S. Delliére, S. Fodil, et al. 2020. Prevalence of putative invasive pulmonary aspergillosis in
critically ill patients with COVID-19. The Lancet Respiratory Medicine 8: e48-e49.

Alastruey-lzquierdo, A., L. Alcazar-Fuoli, & M. Cuenca-Estrella. 2014. Antifungal Susceptibility Profile of
Cryptic Species of Aspergillus. Mycopathologia 178: 427-433.

Alvarez-Moreno, C., R.-A. Lavergne, F. Hagen, et al. 2017. Azole-resistant Aspergillus fumigatus
harboring TR34/L98H, TR46/Y121F/T289A and TR53 mutations related to flower fields in
Colombia. Scientific Reports 7: 45631.

Alvarez-Moreno, C., R.-A. Lavergne, F. Hagen, et al. 2019. Fungicide-driven alterations in azole-
resistant Aspergillus fumigatus are related to vegetable crops in Colombia, South America.
Mycologia 111: 217-224.

Arastehfar, A., A. Carvalho, J. Houbraken, et al. 2021. Aspergillus fumigatus and aspergillosis: From
basics to clinics. Stud Mycol 100: 100115.

Arendrup, M. C. 2014. Update on antifungal resistance in Aspergillus and Candida. Clinical Microbiology
and Infection 20: 42-48.

Arendrup, M. C., G. Kahlmeter, J. Guinea, et al. 2021. How to: perform antifungal susceptibility testing
of microconidia-forming dermatophytes following the new reference EUCAST method E.Def
11.0, exemplified by Trichophyton. Clinical Microbiology and Infection 27: 55-60.

Arendrup, M. C., E. Mavridou, K. L. Mortensen, et al. 2010. Development of azole resistance in
Aspergillus fumigatus during azole therapy associated with change in virulence. PLoS One 5:
€10080.

Arendrup, M. C., J. Meletiadis, J. W. Mouton, et al. 2016. EUCAST technical note on isavuconazole
breakpoints for Aspergillus, itraconazole breakpoints for Candida and updates for the antifungal
susceptibility testing method documents. Clinical Microbiology and Infection 22: 571 e571-574.

Astvad, K. M., R. H. Jensen, T. M. Hassan, et al. 2014. First detection of TR46/Y121F/T289A and
TR34/L98H alterations in Aspergillus fumigatus isolates from azole-naive patients in Denmark
despite negative findings in the environment. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 58: 5096-
5101.

Balajee, S. A., R. Kano, J. W. Baddley, et al. 2009. Molecular identification of Aspergillus species
collected for the Transplant-Associated Infection Surveillance Network. Journal of Clinical
Microbiology 47: 3138-3141.

Balkis, M. M., S. D. Leidich, P. K. Mukherje, et al. 2002. Mechanisms of fungal resistance. Drugs 62:
1025-1040.

55



Bartoletti, M., R. Pascale, M. Cricca, et al. 2021. Epidemiology of Invasive Pulmonary Aspergillosis
Among Intubated Patients With COVID-19: A Prospective Study. Clinical Infectious Diseases
73: €3606-e3614.

Becher, R., & S. G. Wirsel. 2012. Fungal cytochrome P450 sterol 14alpha-demethylase (CYP51) and
azole resistance in plant and human pathogens. Appl Microbiol Biotechnol 95: 825-840.

Berger, S., Y. El Chazli, A. F. Babu, et al. 2017. Azole Resistance in Aspergillus fumigatus: A
Consequence of Antifungal Use in Agriculture? Front Microbiol 8: 1024.

Bongomin, F., S. Gago, R. Oladele, et al. 2017. Global and Multi-National Prevalence of Fungal
Diseases—Estimate Precision. Journal of Fungi 3: 57.

Bowyer, P., C. B. Moore, R. Rautemaa, et al. 2011. Azole antifungal resistance today: focus on
Aspergillus. Curr Infect Dis Rep 13: 485-491.

Brahm H. Segal, M. D. 2009. Medical progress - Aspergillosis The New England Journal of Medicine
34: 1870-1884.

Brown, G. D., D. W. Denning, N. A. Gow, et al. 2012. Hidden killers: human fungal infections. Sci Trans/
Med 4: 165rv113.

Bueid, A., S. J. Howard, C. B. Moore, et al. 2010. Azole antifungal resistance in Aspergillus fumigatus:
2008 and 2009. J Antimicrob Chemother 65: 2116-2118.

Bueid, A., E. Marjanovic, P. Bowyer, et al. 2012. Laboratory epidemiology and mechanisms of azole
resistance in Aspergillus fumigatus. University of Manchester, Great Britain.

Buil, J. B., R. K. Hare, B. J. Zwaan, et al. 2019. The fading boundaries between patient and
environmental routes of triazole resistance selection in Aspergillus fumigatus. PLoS pathogens
15: e1007858.

Burks, C., A. Darby, L. Gomez Londono, et al. 2021. Azole-resistant Aspergillus fumigatus in the
environment: Identifying key reservoirs and hotspots of antifungal resistance. PLoS Pathog 17:
e1009711.

Camps, S. M., B. E. Dutilh, M. C. Arendrup, et al. 2012a. Discovery of a HapE mutation that causes
azole resistance in Aspergillus fumigatus through whole genome sequencing and sexual
crossing. PLoS One 7: e50034.

Camps, S. M., J. W. van der Linden, Y. Li, et al. 2012b. Rapid induction of multiple resistance
mechanisms in Aspergillus fumigatus during azole therapy: a case study and review of the
literature. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 56: 10-16.

Camps, S. M. T., B. E. Dutilh, M. C. Arendrup, et al. 2012c. Discovery of a hapE Mutation That Causes
Azole Resistance in Aspergillus fumigatus through Whole Genome Sequencing and Sexual
Crossing. PLoS One 7: €50034.

Cao, D., F. Wang, S. Yu, et al. 2021. Prevalence of Azole-Resistant Aspergillus fumigatus is Highly
Associated with Azole Fungicide Residues in the Fields. Environmental Science & Technology
55: 3041-3049.

da Silva Ferreira, M. E., |. Malavazi, M. Savoldi, et al. 2006. Transcriptome analysis of Aspergillus

fumigatus exposed to voriconazole. Curr Genet 50: 32-44.

56



Danby, C. S., D. Boikov, R. Rautemaa-Richardson, et al. 2012. Effect of pH on In Vitro Susceptibility of
Candida glabrata and Candida albicans to 11 Antifungal Agents and Implications for Clinical
Use. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 56: 1403-1406.

Denning, D. W., J. Cadranel, C. Beigelman-Aubry, et al. 2016. Chronic pulmonary aspergillosis:
rationale and clinical guidelines for diagnosis and management. Eur Respir J 47: 45-68.

Ener, B., C. Ergin, D. Gulmez, et al. 2022. Frequency of azole resistance in clinical and environmental
strains of Aspergillus fumigatus in Turkey: a multicentre study. J Antimicrob Chemother 7T
1894-1898.

Escribano, P., T. Pelaez, P. Munoz, et al. 2013. Is azole resistance in Aspergillus fumigatus a problem
in Spain? Antimicrobial Agents and Chemotherapy 57: 2815-2820.

Escribano, P., B. Rodriguez-Sanchez, J. Diaz-Garcia, et al. 2021. Azole resistance survey on clinical
Aspergillus fumigatus isolates in Spain. Clinical Microbiology and Infection 27: 1170 e1171-
1170 e1177.

Etienne, K. A., E. L. Berkow, L. Gade, et al. 2021. Genomic Diversity of Azole-Resistant Aspergillus
fumigatus in the United States. mBio 12: e0180321.

Ferreira, M. E., A. L. Colombo, |. Paulsen, et al. 2005. The ergosterol biosynthesis pathway, transporter
genes, and azole resistance in Aspergillus fumigatus. Med Mycol 43 Suppl 1: S313-319.

Fraaije, B. A., S. L. Atkins, R. F. Santos, et al. 2021. Epidemiological Studies of Pan-Azole Resistant
Aspergillus fumigatus Populations Sampled during Tulip Cultivation Show Clonal Expansion
with Acquisition of Multi-Fungicide Resistance as Potential Driver. Microorganisms 9.

Garcia-Rubio, R., I. Gonzalez-Jimenez, J. Lucio, et al. 2020. Characterization of Aspergillus fumigatus
cross-resistance between clinical and DMI azole drugs. APPLIED AND ENVIRONMENTAL
MICROBIOLOGY.

Glass, N. L. 1995. Development of Primer Sets Designed for Use with the PCR To Amplify Conserved
Genes from Filamentous Ascomycetes. APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY.

Gonzalez-dimenez, 1., J. Lucio, J. Amich, et al. 2020. A Cyp51B Mutation Contributes to Azole
Resistance in Aspergillus fumigatus. J Fungi (Basel) 6.

Gray, K. C., D. S. Palacios, |. Dailey, et al. 2012. Amphotericin primarily kills yeast by simply binding
ergosterol. Proc Natl Acad Sci U S A 109: 2234-2239.

Guinea, J. 2020. Updated EUCAST Clinical Breakpoints against Aspergillus, Implications for the Clinical
Microbiology Laboratory. Journal of Fungi 6: 343.

Guinea, J., P. E. Verweij, J. Meletiadis, et al. 2019a. How to: EUCAST recommendations on the
screening procedure E.Def 10.1 for the detection of azole resistance in Aspergillus fumigatus
isolates using four-well azole-containing agar plates. Clinical Microbiology and Infection 25:
681-687.

Guinea, J., P. E. Verweij, J. Meletiadis, et al. 2019b. How to: EUCAST recommendations on the
screening procedure E.Def 10.1 for the detection of azole resistance in Aspergillus fumigatus
isolates using four-well azole-containing agar plates. Clinical Microbiology and Infection 25:
681-687.

57



Guinea, J., P. E. Verweij, J. Meletiadis, et al. 2019c. How to: EUCAST recommendations on the
screening procedure E.Def 10.1 for the detection of azole resistance in Aspergillus fumigatus
isolates using four-well azole-containing agar plates. Clin Microbiol Infect 25: 681-687.

Hagiwara, D. 2020. Isolation of azole-resistant Aspergillus fumigatus from imported plant bulbs in Japan
and the effect of fungicide treatment. Journal of Pesticide Science 45: 147-150.

Hagiwara, D., A. Watanabe, K. Kamei, et al. 2016. Epidemiological and Genomic Landscape of Azole
Resistance Mechanisms in Aspergillus Fungi. Front Microbiol 7: 1382.

Hare, R. K., J. B. Gertsen, K. M. T. Astvad, et al. 2019. In Vivo Selection of a Unique Tandem Repeat
Mediated Azole Resistance Mechanism (TR120) in Aspergillus fumigatus cyp51A, Denmark.
Emerging Infectious Diseases 25: 577-580.

Hof, H. 2008. Is there a serious risk of resistance development to azoles among fungi due to the
widespread use and long-term application of azole antifungals in medicine? Drug Resistance
Updates 11: 25-31.

Hokken, M. W. J., J. Zoll, J. P. M. Coolen, et al. 2019. Phenotypic plasticity and the evolution of azole
resistance in Aspergillus fumigatus; an expression profile of clinical isolates upon exposure to
itraconazole. BMC Genomics 20: 28.

Hollomon, D. 2017. Does agricultural use of azole fungicides contribute to resistance in the human
pathogen Aspergillus fumigatus? Pest Manag Sci 73: 1987-1993.

Hortschansky, P., M. Eisendle, Q. Al-Abdallah, et al. 2007. Interaction of HapX with the CCAAT-binding
complex--a novel mechanism of gene regulation by iron. EMBO Journal 26: 3157-3168.
Hortschansky, P., M. Misslinger, J. Mérl, et al. 2020. Structural basis of HapEP88L-linked antifungal

triazole resistance in Aspergillus fumigatus. Life Science Alliance 3. €202000729.

Houbraken, J., S. Kocsubé, C. M. Visagie, et al. 2020. Classification of Aspergillus, Penicillium,
Talaromyces and related genera (Eurotiales): An overview of families, genera, subgenera,
sections, series and species. Studies in Mycology 95: 5-169.

Hsu, T. H., P. Y. Huang, Y. C. Fan, et al. 2022. Azole Resistance and cyp51A Mutation of Aspergillus
fumigatus in a Tertiary Referral Hospital in Taiwan. J Fungi (Basel) 8.

Hubka, V., V. Barrs, Z. Dudova, et al. 2018. Unravelling species boundaries in the Aspergillus
viridinutans complex (section Fumigati): opportunistic human and animal pathogens capable of
interspecific hybridization. Persoonia 41: 142-174.

Husain, S., & J. F. Camargo. 2019. Invasive Aspergillosis in solid-organ transplant recipients: Guidelines
from the American Society of Transplantation Infectious Diseases Community of Practice.
Clinical Transplantation 33: e13544.

Chen, M., G. Zhong, S. Wang, et al. 2022. Deletion of cox7c Results in Pan-Azole Resistance in
Aspergillus fumigatus. Antimicrob Agents Chemother 66: e0015122.

Chen, P., J. Liu, M. Zeng, et al. 2020. Exploring the molecular mechanism of azole resistance in
Aspergillus fumigatus. J Mycol Med 30: 100915.

Chen, Y., Z. Lu, J. Zhao, et al. 2016. Epidemiology and Molecular Characterizations of Azole Resistance
in Clinical and Environmental Aspergillus fumigatus Isolates from China. Antimicrob Agents
Chemother 60: 5878-5884.

58



Chowdhary, A., C. Sharma, S. Kathuria, et al. 2014. Azole-resistant Aspergillus fumigatus with the
environmental TR46/Y121F/T289A mutation in India. J Antimicrob Chemother 69: 555-557.

Chowdhary, A., C. Sharma, S. Kathuria, et al. 2015. Prevalence and mechanism of triazole resistance
in Aspergillus fumigatus in a referral chest hospital in Delhi, India and an update of the situation
in Asia. Front Microbiol 6: 428.

Chowdhary, A., C. Sharma, & J. F. Meis. 2017. Azole-Resistant Aspergillosis: Epidemiology, Molecular
Mechanisms, and Treatment. J Infect Dis 216: S436-S444.

Jensen, R. H. 2016. Aspergillus fumigatus Isolates from Azole-Naive Patients in Denmark despite
Negative Findings in the Environment. University of Copenhagen.

Jorgensen, K. M., J. Guinea, J. Meletiadis, et al. 2020. Revision of EUCAST breakpoints: consequences
for susceptibility of contemporary Danish mould isolates to isavuconazole and comparators. J
Antimicrob Chemother 75: 2573-2581.

Jorgensen, K. M., M. Helleberg, R. K. Hare, et al. 2021. Dissection of the Activity of Agricultural
Fungicides against Clinical Aspergillus Isolates with and without Environmentally and Medically
Induced Azole Resistance. Journal of Fungi 7: 205.

Katoh, K., & D. M. Standley. 2013. MAFFT Multiple Sequence Alignment Software Version 7:
Improvements in Performance and Usability. Molecular Biology and Evolution 30: 772-780.

Koehler, P., M. Bassetti, A. Chakrabarti, et al. 2021. Defining and managing COVID-19-associated
pulmonary aspergillosis: the 2020 ECMM/ISHAM consensus criteria for research and clinical
guidance. The Lancet Infectious Diseases 21: e149-e162.

Krishnan Natesan, S., & P. Chandrasekar. 2016. Isavuconazole for the treatment of invasive
aspergillosis and mucormycosis: current evidence, safety, efficacy, and clinical
recommendations. Infection and Drug Resistance Volume 9: 291-300.

Krzych, t. J., Z. Putowski, K. Gruca, et al. 2022. Mortality in critically ill COVID-19 patients with fungal
infections: a comprehensive systematic review and meta-analysis. Polish Archives of Internal
Medicine.

Kurtz, M. B., I. B. Heath, J. Marrinan, et al. 1994 Morphological Effects of Lipopeptides against
Aspergillus fumigatus Correlate with Activities against (1,3)-R-D-Glucane. Microbial Agens and
Chemotherapy 38: 1480-1489.

Lai, C. C., & W. L. Yu. 2021. COVID-19 associated with pulmonary aspergillosis: A literature review. J
Microbiol Immunol Infect 54: 46-53.

Lamoth, F. 2016. Aspergillus fumigatus-Related Species in Clinical Practice. Front Microbiol 7: 683.

Lamoth, F., & T. Calandra. 2022. Pulmonary aspergillosis: diagnosis and treatment. European
Respiratory Review 31: 220114.

Latgé, J.-P. 1999. Aspergillus fumigatus and Aspergillosis. Clinical Microbiology Reviews.

Latgé, J.-P. 2001. The pathobiology of Aspergillus fumigatus. Trends in Microbiology 9.

Lavergne, R. A., F. Morio, I. Danner-Boucher, et al. 2019. One year prospective survey of azole
resistance in Aspergillus fumigatus at a French cystic fibrosis reference centre: prevalence and

mechanisms of resistance. J Antimicrob Chemother 74: 1884-1889.

59



Lepesheva, G. |, & M. R. Waterman. 2007. Sterol 14a-demethylase cytochrome P450 (CYP51), a P450
in all biological kingdoms. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General Subjects 1770: 467-
477.

Lestrade, P. P., R. G. Bentvelsen, A. Schauwvlieghe, et al. 2019a. Voriconazole Resistance and
Mortality in Invasive Aspergillosis: A Multicenter Retrospective Cohort Study. Clinical Infectious
Diseases 68: 1463-1471.

Lestrade, P. P. A,, J. B. Buil, M. T. Van Der Beek, et al. 2020. Paradoxal Trends in Azole-Resistant
Aspergillus fumigatus in a National Multicenter Surveillance Program, the Netherlands, 2013—
2018. Emerging Infectious Diseases 26: 1447-1455.

Lestrade, P. P. A, J. F. Meis, W. J. G. Melchers, et al. 2019b. Triazole resistance in Aspergillus
fumigatus: recent insights and challenges for patient management. Clinical Microbiology and
Infection 25: 799-806.

Letscher-Bru, V., & R. Herbrecht. 2003. Caspofungin: the first representative of a new antifungal class.
J Antimicrob Chemother 51: 513-521.

Lucio, J., I. Gonzalez-Jimenez, R. Garcia-Rubio, et al. 2022. An expanded agar-based screening
method for azole-resistant Aspergillus fumigatus. Mycoses 65: 178-185.

Lyskova, P. 2019. Testovani citlivosti kryptickych druh( aspergilll ze sekci Fumigati a Nidulantes
mikrodiluénimi standardizovanymi metodami. Univerzita Palackého v Olomouci.

Maertens, J. A. 2004. History of the development of azole derivatives. Clinical Microbiology and Infection
10: 1-10.

Makvandi, P., U. Josic, M. Delfi, et al. 2021. Drug Delivery (Nano)Platforms for Oral and Dental
Applications: Tissue Regeneration, Infection Control, and Cancer Management. Advanced
Science 8: 2004014.

Mann, P. A., R. M. Parmegiani, S.-Q. Wei, et al. 2003. Mutations in Aspergillus fumigatus Resulting in
Reduced Susceptibility to Posaconazole Appear To Be Restricted to a Single Amino Acid in the
Cytochrome P450 14a-Demethylase. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 47: 577-581.

Meis, J. F., A. Chowdhary, J. L. Rhodes, et al. 2016. Clinical implications of globally emerging azole
resistance in Aspergillus fumigatus. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci 371.

Mellado, E., G. Garcia-Effron, M. J. Buitrago, et al. 2005. Targeted Gene Disruption of the 14-a Sterol
Demethylase (cyp51A) in Aspergillus fumigatus and Its Role in Azole Drug Susceptibility.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy 49: 2536-2538.

Mortensen, K. L., R. H. Jensen, H. K. Johansen, et al. 2011. Aspergillus species and other molds in
respiratory samples from patients with cystic fibrosis: a laboratory-based study with focus on
Aspergillus fumigatus azole resistance. J Clin Microbiol 49: 2243-2251.

Nedel, W. L., & A. C. Pasqualotto. 2014. Treatment of infections by cryptic Aspergillus species.
Mycopathologia 178: 441-445.

Negri, C. E., S. S. Gongalves, H. Xafranski, et al. 2014. Cryptic and Rare Aspergillus Species in Brazil:
Prevalence in Clinical Samples and <i>In Vitro</i> Susceptibility to Triazoles. Journal of Clinical
Microbiology 52: 3633-3640.

60



Nierman, W. C., A. Pain, M. J. Anderson, et al. 2005. Genomic sequence of the pathogenic and
allergenic filamentous fungus Aspergillus fumigatus. Nature 438: 1151-1156.

Nywening, A. V., J. M. Rybak, P. D. Rogers, et al. 2020. Mechanisms of triazole resistance in Aspergillus
fumigatus. Environ Microbiol 22: 4934-4952.

Ogawa, Y., K. Murata, K. Hasegawa, et al. 2022. Clinical characteristics of patients with coronavirus
disease 2019-associated pulmonary aspergillosis on mechanical ventilation: A single-center
retrospective study in Japan. J Infect Chemother.

Ortiz, S. C., K. Pennington, D. D. Thomson, et al. 2022. Novel Insights into Aspergillus fumigatus
Pathogenesis and Host Response from State-of-the-Art Imaging of Host-Pathogen Interactions
during Infection. J Fungi (Basel) 8.

Ozmerdiven, G. E., S. Ak, B. Ener, et al. 2015. First determination of azole resistance in Aspergillus
fumigatus strains carrying the TR34/L98H mutations in Turkey. J Infect Chemother 21: 581-586.

Page, A. V., & W. C. Liles. 2008. Posaconazole: A New Agent for the Prevention and Management of
Severe, Refractory or Invasive Fungal Infections. Canadian Journal of Infectious Diseases and
Medical Microbiology 19: 297-305.

Patterson, T. F., G. R. Thompson, 3rd, D. W. Denning, et al. 2016. Practice Guidelines for the Diagnosis
and Management of Aspergillosis: 2016 Update by the Infectious Diseases Society of America.
Clinical Infectious Diseases 63: e1-e60.

Paul, S., D. Diekema, & W. S. Moye-Rowley. 2017. Contributions of both ATP-Binding Cassette
Transporter and Cyp51A Proteins Are Essential for Azole Resistance in Aspergillus fumigatus.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy 61.

Perfect, J. R., G. M. Cox, J. Y. Lee, et al. 2001. The Impact of Culture Isolation of Aspergillus Species:
A Hospital-Based Survey of Aspergillosis. Clinical Infectious Diseases 33: 1824-1833.
Peterson, S. W. 1992. Neosartorya pseudofischeri sp. nov. and its relationship to other species in

Aspergillus section Fumigati. Mycological Research 96: 547-554.

Peyton, L. R., S. Gallagher, & M. Hashemzadeh. 2015. Triazole antifungals: a review. Drugs Today
(Barc) 51: 705-718.

Pinto, E., C. Monteiro, M. Maia, et al. 2018. Aspergillus Species and Antifungals Susceptibility in Clinical
Setting in the North of Portugal: Cryptic Species and Emerging Azoles Resistance in A.
fumigatus. Front Microbiol 9: 1656.

Prattes, J., T. Valentin, M. Hoenigl, et al. 2021. Invasive pulmonary aspergillosis complicating COVID-
19 in the ICU - A case report. Med Mycol Case Rep 31: 2-5.

Price, C. L., J. E. Parker, A. G. Warrilow, et al. 2015. Azole fungicides - understanding resistance
mechanisms in agricultural fungal pathogens. Pest Manag Sci 71: 1054-1058.

Ren, J., X. Jin, Q. Zhang, et al. 2017. Fungicides induced triazole-resistance in Aspergillus fumigatus
associated with mutations of TR46/Y121F/T289A and its appearance in agricultural fields. J
Hazard Mater 326: 54-60.

Repentigny, d. 2001. The Impact of Culture Isolation of Aspergillus Species A Hospital-Based Survey
of Aspergillosis. Clinical Infectious Diseases 33: 1824-1833.

61



Resendiz Sharpe, A., K. Lagrou, J. F. Meis, et al. 2018. Triazole resistance surveillance in Aspergillus
fumigatus. Med Mycol 56: 83-92.

Rhodes, J., A. Abdolrasouli, K. Dunne, et al. 2022a. Population genomics confirms acquisition of drug-
resistant Aspergillus fumigatus infection by humans from the environment. Nature Microbiology
7:663-674.

Rhodes, J., A. Abdolrasouli, K. Dunne, et al. 2022b. Population genomics confirms acquisition of drug-
resistant Aspergillus fumigatus infection by humans from the environment. Nat Microbiol 7: 663-
674.

Riat, A., J. Plojoux, K. Gindro, et al. 2018. Azole Resistance of Environmental and Clinical Aspergillus
fumigatus Isolates from Switzerland. Antimicrob Agents Chemother 62.

Risum, M., R. K. Hare, J. B. Gertsen, et al. 2020. Azole-Resistant Aspergillus fumigatus Among Danish
Cystic Fibrosis Patients: Increasing Prevalence and Dominance of TR34/L98H. Front Microbiol
11: 1850.

Risum, M., R. K. Hare, J. B. Gertsen, et al. 2022. Azole resistance in Aspergillus fumigatus. The first 2-
year's Data from the Danish National Surveillance Study, 2018-2020. Mycoses 65: 419-428.

Rivero-Menendez, O., A. Alastruey-lzquierdo, E. Mellado, et al. 2016. Triazole Resistance in Aspergillus
spp.: A Worldwide Problem? J Fungi (Basel) 2.

Rodriguez-Tudela, J. L., F. Barchiesi, J. Bille, et al. 2003. Method for the determination of minimum
inhibitory concentration (MIC) by broth dilution of fermentative yeasts. Clinical Microbiology and
Infection 9: i-viii.

Rybak, J. M., J. R. Fortwendel, & P. D. Rogers. 2019. Emerging threat of triazole-resistant Aspergillus
fumigatus. Journal of Antimicrobial Chemotherapy 74: 835-842.

Sabino, R., C. Verissimo, H. Parada, et al. 2014. Molecular screening of 246 Portuguese Aspergillus
isolates among different clinical and environmental sources. Med Mycol 52: 519-529.

Salmanton-Garcia, J., R. Sprute, J. Stemler, et al. 2021. COVID-19—-Associated Pulmonary
Aspergillosis, March—August 2020. Emerging Infectious Diseases 27: 1077-1086.

Samson, R. A., C. M. Visagie, J. Houbraken, et al. 2014. Phylogeny, identification and nomenclature of
the genus Aspergillus. Studies in Mycology 78: 141-173.

Serrano-Lobo, J., A. Gomez, E. Reigadas, et al. 2022. Screening of azole resistance in Aspergillus
fumigatus using the EUCAST E.Def 10.2 azole-containing agar method: a single study suggests
that filtration of conidial suspensions prior to inoculum preparation may not be needed.
Mycoses.

Sharma, C., F. Hagen, R. Moroti, et al. 2015. Triazole-resistant Aspergillus fumigatus harbouring G54
mutation: Is it de novo or environmentally acquired? J Glob Antimicrob Resist 3: 69-74.

Simon, L., T. Demeautis, D. Dupont, et al. 2021. Azole resistance in Aspergillus fumigatus isolates from
respiratory specimens in Lyon University Hospitals, France: prevalence and mechanisms
involved. Int J Antimicrob Agents 58: 106447.

Snelders, E., R. A. Huis In 't Veld, A. J. Rijs, et al. 2009. Possible environmental origin of resistance of
Aspergillus  fumigatus to medical triazoles. APPLIED AND ENVIRONMENTAL
MICROBIOLOGY 75: 4053-4057.

62



Snelders, E., A. Karawajczyk, G. Schaftenaar, et al. 2010. Azole resistance profile of amino acid
changes in Aspergillus fumigatus CYP51A based on protein homology modeling. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy 54: 2425-2430.

Snelders, E., H. A. van der Lee, J. Kuijpers, et al. 2008. Emergence of azole resistance in Aspergillus
fumigatus and spread of a single resistance mechanism. PLoS Med 5: e219.

Tashiro, M., K. Izumikawa, A. Minematsu, et al. 2012. Antifungal susceptibilities of Aspergillus fumigatus
clinical isolates obtained in Nagasaki, Japan. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 56: 584-
587.

Te Dorsthorst, D. T. A., J. W. Mouton, C. J. P. Van Den Beukel, et al. 2004. Effect of pH on the In Vitro
Activities of Amphotericin B, ltraconazole, and Flucytosine against Aspergillus Isolates.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy 48: 3147-3150.

Tsuchido, Y., M. Tanaka, S. Nakano, et al. 2019. Prospective multicenter surveillance of clinically
isolated Aspergillus species revealed azole-resistant Aspergillus fumigatus isolates with
TR34/L98H mutation in the Kyoto and Shiga regions of Japan. Med Mycol 57: 997-1003.

Ullmann, A. J., J. M. Aguado, S. Arikan-Akdagli, et al. 2018. Diagnosis and management of Aspergillus
diseases: executive summary of the 2017 ESCMID-ECMM-ERS guideline. Clinical Microbiology
and Infection 24: e1-e38.

van der Linden, J. W., M. C. Arendrup, A. Warris, et al. 2015. Prospective multicenter international
surveillance of azole resistance in Aspergillus fumigatus. Emerging Infectious Diseases 21:
1041-1044.

van der Linden, J. W., E. Snelders, G. A. Kampinga, et al. 2011. Clinical implications of azole resistance
in Aspergillus fumigatus, The Netherlands, 2007-2009. Emerging Infectious Diseases 17: 1846-
1854.

Verweij, P. E., M. Ananda-Rajah, D. Andes, et al. 2015. International expert opinion on the management
of infection caused by azole-resistant Aspergillus fumigatus. Drug Resistance Updates 21-22:
30-40.

Verweij, P. E., S. J. Howard, W. J. Melchers, et al. 2009. Azole-resistance in Aspergillus: proposed
nomenclature and breakpoints. Drug Resistance Updates 12: 141-147.

Verweij, P. E., P. P. Lestrade, W. J. Melchers, et al. 2016. Azole resistance surveillance in Aspergillus
fumigatus: beneficial or biased? J Antimicrob Chemother 71: 2079-2082.

Verweij, P. E., J. A. Lucas, M. C. Arendrup, et al. 2020. The one health problem of azole resistance in
Aspergillus fumigatus: current insights and future research agenda. Fungal Biology Reviews 34:
202-214.

W., D. D, V. K, O. K. L., et al. 1997. ltraconazole Resistance in Aspergillus fumigatus. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy 41: 1364-1368.

Walsh, T. J., E. J. Anaissie, D. W. Denning, et al. 2008. Treatment of aspergillosis: clinical practice
guidelines of the Infectious Diseases Society of America. Clinical Infectious Diseases 46: 327-
360.

63



Wang, H. C., J. C. Huang, Y. H. Lin, et al. 2018. Prevalence, mechanisms and genetic relatedness of
the human pathogenic fungus Aspergillus fumigatus exhibiting resistance to medical azoles in
the environment of Taiwan. Environ Microbiol 20: 270-280.

Wiederhold, N. P. 2021. Antifungal Susceptibility Testing: A Primer for Clinicians. Open Forum Infect
Dis 8: ofab444.

Wiederhold, N. P., & P. E. Verweij. 2020. Aspergillus fumigatus and pan-azole resistance: who should
be concerned? Curr Opin Infect Dis 33: 290-297.

Xiong, Q., S. A. Hassan, W. K. Wilson, et al. 2005. Cholesterol import by Aspergillus fumigatus and its
influence on antifungal potency of sterol biosynthesis inhibitors. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy 49: 518-524.

Zhang, J., A. J. M. Debets, P. E. Verweij, ef al. 2021. Azole-Resistance Development; How the
Aspergillus fumigatus Lifecycle Defines the Potential for Adaptation. Journal of Fungi 7: 599.

Zhang, J., J. Van Den Heuvel, A. J. M. Debets, et al. 2017. Evolution of cross-resistance to medical
triazoles in Aspergillus fumigatus through selection pressure of environmental fungicides.
Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences 284: 20170635.

Zhou, D., G. A. Korfanty, M. Mo, et al. 2021. Extensive Genetic Diversity and Widespread Azole
Resistance in Greenhouse Populations of Aspergillus fumigatus in Yunnan, China. mSphere 6.

Zhou, D., R. Wang, X. Li, et al. 2022. Genetic Diversity and Azole Resistance Among Natural Aspergillus
fumigatus Populations in Yunnan, China. Microb Ecol 83: 869-885.

64



Priloha 1. Spotreba Sesti azolovych fungicidl na péti vybranych poli mezi lety 2014 az 2019

Pudni vzorek ¢é. Datum Cyprokonazol Epoxykonazol Flusilazol Metkonazol Propikonazol Tebukonazol
2001BO 05.09.2014 0,013 0,009 0,007 0,027
2001BO 06.03.2015 0,011 0,009 0,007 0,012
2001BO 03.03.2016 0,004 0,016 0,005 0,019
2001BO 28.02.2017 0,01 0,013 0,005 0,043
2001BO 13.03.2018 0,004 0,016 0,031
2002BO 04.07.2014 0,013

2002BO 26.02.2015 0,024

2002BO 25.02.2016 0,024

2002BO 07.03.2017 0,016

2002BO 15.03.2018 0,018

3023BO 06.08.2014 0,003 0,014 0,058
3023BO 11.03.2015 0,004 0,014 0,006 0,03
3023BO 17.03.2016 0,011 0,01
3023BO 14.03.2017 0,009 0,01
3023BO 26.03.2018 0,005 0,005
4023BO 01.08.2014 0,003 0,011
4023BO 11.03.2015 0,005
4023BO 02.03.2016 0,007
4023BO 06.03.2017 0,003 0,003
4023BO 09.03.2018 0,008 0,003 0,017
5005B0 22.07.2014 0,032 0,028 0,14
5005B0 16.03.2015 0,027 0,023 0,07
5005B0 22.03.2016 0,011 0,018 0,061
5005BO 16.03.2017 0,029 0,025 0,079
5005BO 05.10.2017 0,021 0,017 0,017 0,048
5005BO 15.03.2018 0,022 0,015 0,004 0,05
5005BO 03.10.2018 0,015 0,01 0,004 0,042
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Priloha 2. Seznam veskerych klinickych izolata Aspergillus fumigatus

Instituce ID vzorku' SCR v.12 ITR VOR POS ISA Substrat Vék Primarni onemocnéni

Motol CF1775/19 ITR >8 8 0,5 16 Sputum 17  CF s plicnimi projevy

Motol CF1827/19 ITR >8 0,5 8 Sputum 12 CF s plicnimi projevy

Motol CF1885/19 - - - - - Sputum 24 CFNS

Motol CF1945/19 ITR 0,5 0,25 0,125 0,125 Sputum 22 CF s plicnimi projevy

Motol K11882/19 ITR 0,125 0,25 0,06 006 2o 73 Serézni OMA

Motol MY1290/19 ITR, VOR 0,125 0,5 0,03 0,5 Sputum 27  CF s plicnimi projevy

Motol MY1543/19 ITR 0,03 0,25 0,016 0,25 Sputum 30 CF s plicnimi projevy

Motol MY1754/19 ITR 0,125 0,25 0,16 0,25 Sputum 35  CF s plicnimi projevy

Motol MY19802/19 - - - - - Sputum 26  Plicni transplantat

Motol MY19846/19 ITR 0,06 0,5 0,016 0,5 Sputum 68  Plicni transplantat

Motol MY19861/19 - - - - - Sputum 82 CHOPN s akutni exacerbaci NS
Motol MY19878/19 - - - - - Aspirat DCD 36  Respiracni selhani

Motol MY19937/19 ITR 0,03 0,25 0,03 0,06 Aspirat DCD 57 CHOPN s akutni exacerbaci NS
Motol MY20103/19 - - - - - Sputum 11 g’:‘;ﬁ‘;ﬁﬁ{é’f”t”" chronicka
Motol MY20219/19 ITR, VOR >8 4 0,5 8 Sputum 69 Plicni transplantat

Motol MY20382/19 - - - - - Sputum 67  Plicni transplantat

Motol MY20460/19 ITR 0,06 0,03 0,06 0,03 Sputum 19  CF s plicnimi projevy

Motol MY20481/19 - - - - - Sputum 21 CF s plicnimi projevy

Motol MY20504/19 ITR 0,016 0,06 0,016 0,06 Sputum 43  CF s plicnimi projevy

Motol MY20516/19 - - ; ; -l 14 Atrézie choan

Motol MY20653/19 - . ; ; - Sputum 69 Eutr’]‘;'l‘(eg:}ﬁg]’lnfom z velkych
Motol MY20659/19 ITR 0,06 0,25 0,06 1 Aspirat DCD 10  Vrozena mitralni stenéza

Motol MY20687/19 - - - - - Aspirat DCD 10  Vrozena mitralni insuficience
Motol MY20695/19 - - - - - Sputum 52  Plicni transplantat

Motol MY20711/19 ITR, VOR 0,016 0,25 0,016 0,25 Aspirat DCD 68 CHOPN s akutni exacerbaci NS
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Instituce ID vzorku' SCR v.12 ITR VOR POS ISA Substrat Vék Primarni onemocnéni
Motol MY20736/19 - ; ; ; - Sputum 10 Mukopurulentni chronicka
bronchitida
Motol MY21132/19 ITR 0,016 0,125 0,06 025  AspiratDCD 56 Jiné bakleridiniinfekce neurcene
lokalizace

Motol MY21168/19 - - - - - Sputum 72  Sepse NS

Motol MY21186/19 ITR 0,125 0,25 0,03 0,25 Zevni 31 Neinfekéni AOE
zvukovod

Motol MY21199/19 - - - - - BAT 17  CF s jinymi projevy

Motol MY21234/19 - - - - - BAT 45  Plicni transplantat

Motol MY21237/19 ITR, VOR >8 4 0,5 8 Sputum 17  Jiné urcené vrozené vady DS

Motol MY21246/19 - - - - - Sputum 19  Jiné uréené vrozené vady DS

Motol MY21324/20 ITR 0,06 0,125 0,016 0,25 Sputum 18  CF s plicnimi projevy

Motol MY21392/20 ITR 0,03 0,25 0,016 0,5 Vytér z nosu 4 Akutni lymfoblasticka leukemie

Motol MY21406/20 ITR, VOR 0,03 0,06 0,016 0,125 ETA 66  Mozkovy infarkt NS

Motol MY21418/20 ITR 0,25 0,125 0,25 0125 ASPral DCD - 55 CF s plicnimi projevy
ibroaspirat

Motol MY21426/20 - - - - - Zevni 62  Jiny CSOM
zvukovod

Motol MY21436/20 VOR 0,03 0,06 0,03 0,125  Sputum 59  Plicni transplantat

Motol MY21568/20 VOR 0,03 0,047 0,016 0,25 ]f‘s""at DCD - 35 CF s plicnimi projevy
ibroaspirat

Motol MY21575/20 ITR, VOR 0,016 0,25 0,03 0,125  Sputum 70  Plicni transplantat

Motol MY21580/20 ITR 0,03 0,25 0,016 0,25 ETA 69  Mnohocetny myelom

Motol MY21622/20 ITR 0,03 0,125 0,016 0,25 Sputum 60  Plicni transplantat

Motol MY21641/20 ITR 0,03 0,25 0,016 0,25 ]{.*Sp"at DCD - 75 (ista hypercholesterolemie
ibroaspirat

Motol MY21702/20 - - - - - Sputum 30 CF s plicnimi projevy

Motol MY21748/20 - - - - - Sputum 36  Plicni transplantat

Motol MY21789/20 ITR 0,25 0,125 0,125 0,125 ASPIALDCD- 24 o onicky vied
fibroaspirat

Motol MY21924/20 - - ; ; . AspiratDOD- 5 Agima NS
fibroaspirat

Motol MY21993/20 - 0,125 0,094 0,032 0,125 Sputum 23  Plicni transplantat

Motol MY22075/20 ITR, VOR 0,016 0,006 0,016 0,125  Aspirat DCD 67  Plicni transplantat
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Instituce ID vzorku' SCR v.12 ITR VOR POS ISA Substrat Vék Primarni onemocnéni
Motol MY22086/20 ITR 0,016 0,125 0,016 0,125 Sputum 26  CF s plicnimi projevy
Motol MY22098/20 - ; ; ; ; Aspirat DCD - g pjicni transplantat
fibroaspirat
Motol MY22100/20 ITR 0,06 0,5 0,03 0,25  ASPIAtDCD-  gn st iransplantat
fibroaspirat
Motol MY22136/20 VOR 0,03 0,125 0,03 0,125 ETA 77~ Zlomenina obou kotniku
bez posunuti tlomku
Motol MY22178/20 ITR 0,06 0,25 0,016 0,25 Sputum 20  CF s plicnimi projevy
Motol MY22308/20 ITR, VOR >8 4 0,5 8 Sputum 30 CF s plicnimi projevy
Motol MY22351/20 ITR 0.25 0,125 0,064 025  AsPIratDCD - 55 op o licnimi projevy
fibroaspirat
Motol MY22404/20 VOR 0,125 0,125 0,125 0,06 Sputum 45  Plicni transplantat
Motol MY22405/20 VOR 0,03 0,125 0,016 0,5  AspiratDCD- 2, Abnormalni ndlezy pfi diagn.
fibroaspirat zobrazeni plic
Motol MY22465/20 ) ) ) ) ) ETA 70 Dvanactplkovy vied - akutni s
perforaci
Motol MY22490/20 ITR 0,03 0,25 0,016 0,5 Sputum 12 CF se stfevnimi projevy
Motol MY22563/20 ITR 0,125 0,064 0,047 0,06  AspIratDCD - 25 5«06t — dyspnoe
fibroaspirat
Motol MY22607/20 ITR 0,125 0,19 0,047 0,38 BAT 57  Pneumonie NS
Motol MY22861/20 - - - - - Sputum 25  CF s plicnimi projevy
Motol MY22913/20 - - - - - ETA 85 COVID-19
ZU Praha NPL 1064/21 - - - - - BAT 71  Sepse
. Aspirat -
ZU Praha NPL 1355/21 - - - - - s 82  Mozkovy infarkt
trachealni
zU Praha NPL 1359/21 - - - - - Aspirat 48  COVID-19
trachealni
ZU Praha NPL 1373/21 - - - - - Sputum 75  Mnohoc&etny myelom
U Praha NPL 716/21 - ; ; ; - Punktat 49  COVID-19
pleuralni
ZU Praha NPL 751/21 - - - - - BAT 49 COVID-19
ZU Praha NPL 789/21 - - - - - Ofisk LDK 45  Popaleniny vice casti téla, vC.
popaleniny 3. st
ZU Praha NPL 831/21A ITR, VOR 0,25 >16 0,125 >16 BAT 68 Pneumonie
ZU Praha NPL 865/21 - - - - - Sputum 71 Méstnavé selhani srdce
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Instituce ID vzorku' SCR v.12 ITR VOR POS ISA Substrat Vék Primarni onemocnéni
ZU Praha NPL 873/21 - - - - - Ucho L 31  Serdézni OMA
ZU Praha NPL 988/21 - - - - - ETA 74 Akutni tubulo-intersticialni nefritida
ZU Praha NPL1011/19 - - - - - Zevni 48  Ser6zni OMA
zvukovod
ZU Praha NPL1032/20 - - - - - Sputum 11 CF
ZU Praha NPL1033/19 ITR 0,25 0,03 0,06 0,125 Ucho L 35  Ofitis externa
ZU Praha NPL1051/20 - - - - - Sputum 47  Dilatovana kardiomyopatie
7U Praha NPL1063/20 - ; . . ; Sputum 74  Akutnirespiracni selhani, Typ |
[hypoxicky]
ZU Praha NPL1077/20 - - - - - Sputum 54  Méstnavé selhani srdce
ZU Praha NPL1078/20 - - - - - Sputum 47  Jinaurcena poranéni postihujici
vice Casti téla
ZU Praha NPL1080/20 - - - - - Ucho L 53  Otitis externa
ZU Praha NPL1081/20 ITR, VOR 0,03 0,125 0,016 0,25 Sputum 68 CHOPN
ZU Praha NPL1083/20 ITR 0,016 0,125 0,016 0,125 Sputum 50 Pneumonie
ZU Praha NPL1092/20 ITR 0,016 0,03 0,016 0,03 Hemokultura 54  Méstnavé selhani srdce
i Aspirat Ateroskleroza koncetinovych
ZU Praha NPL1362/21 ITR, VOR >8 2 0,25 8 pirat 67 tepen,
trachealni .
bez gangrény
ZU Praha NPL1093/20 - - - - - Sputum 74  Onemocnéni DS
ZU Praha NPL1104/20 - - - - - BAT 53 Jina onemocnéni plic
ZU Praha NPL1107/20 VOR 0,125 0,03 0,25 0,125 Sputum 51  Pneumonie
ZU Praha NPL1124/20 VOR 0,03 0,25 0,016 0,5 Ucho 42  Otitis externa
ZU Praha NPL113/20 - - - - - BAT 88 Pneumonie
ZU Praha NPL1130/20 VOR 0,03 0,125 0,016 025  BAT 45 Akutni respiracni selhani, Typ |
[hypoxicky]
ZU Praha NPL1134/19 - - - - - Ucho P 50 Otitis externa
ZU Praha NPL1136/20 ITR, VOR 0,03 006 0016 0125 Aserat 71~ Chronicka ischemicka choroba
bronchialni srdeCni
ZU Praha NPL1139/20 - 0,5 0,125 0,25 0,125 Ucho 38  Otitis externa
20 Praha NPL1141/20 ) ) ) ) ) Aspirét, ] 71 Chrovnic,;ké ischemicka choroba
trachealni srdecni
7U Praha NPL1145/19 i} _ ) ) ) Sputum 52 Srdecni zastava s UspéSnou
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Instituce ID vzorku' SCR v.12 ITR VOR POS ISA Substrat Vék Primarni onemocnéni

ZU Praha NPL1154/20 = 1159 - - - - - Sputum 74 CHOPN

ZU Praha NPL1159/20 VOR 0,03 0,25 0,03 0,25 Sputum 74 CHOPN

ZU Praha NPL1161/20 - - - - - ﬁ‘foprircéhtiélm, 43 Virova pneumonie

ZU Praha NPL1167/20 - - - - - BAT 63 CHOPN

ZU Praha NPL1168/20 - - - - - Sputum 76  Bronchopneumonie

70 Praha NPL1175/20 - - - - - rardiostmulac 64 Paroxyzmaini fibrilace sini
ZU Praha NPL1181/20 ITR 0,03 0,125 0,016 0,25 Ucho 56  Otitis externa

ZU Praha NPL1186/20 VOR 0,016 0,03 0,016 0,03 BAT 79  Pneumonie

ZU Praha NPL1189/20 VOR 0,5 0,25 0,25 1 Sputum 73 COVID-19

ZU Praha NPL1190/20 - - - - - Sputum 49 Dilatovana kardiomyopatie
ZU Praha NPL1191/20 VOR 0,06 0,25 0,016 0,5 Sputum 53  Aneuryzma hrudni aorty, roztrzené
ZU Praha NPL1195/20 - - - - - Ucho 14 Hnisavy OMA

U Praha NPL1202/19 - ; . . ; Vytér nos 41 ‘;"t‘gétr,:a”Sp'a”to"a”y organ
ZU Praha NPL1213/20 - - - - - Nos vytér 36  Nitrolebni absces a granulom
70 Praha NPL1224/19 ITR, VOR 0,03 0,125 0,03 025 Al stedn 71 Bronchopneumonie

ZU Praha NPL1243/20 - - - - - ETA 70  Pneumonie

ZU Praha NPL1248/19 - - - - - Sputum 66 Pneumonie

ZU Praha NPL1265/19 - - - - - Sputum 44  Biliarni akutni pankreatitida
ZU Praha NPL1276/19 - - - - - Sputum 61  Akutni infarkt myokardu
ZU Praha NPL128/18 - - - - - BAT 59 Hemoptyza

ZU Praha NPL1287/20 VOR 0,125 0,5 0,125 1 ﬁ‘foprircé;iélm, 73 Virova pneumonie

U Praha NPL1289/20 VOR 0,125 0,125 0,016 025  Nos vytér 31 ﬁ(')zsu'f;r{]g'g‘k’g:gﬁ;ymf"m
ZU Praha NPL1299/20 ITR 0,03 0,125 0,03 0,25 Ucho P 42  Hnisavy OMA

ZU Praha NPL1318/20 VOR 0,06 0,016 0,06 0,016 Ucho 60  Ofitis externa

ZU Praha NPL1327/20 - - - - - ETA 73  Paroxyzmalni tachykardie
ZU Praha NPL1331/19 - - - - - Sputum 72  Fibrilace a flutter sini

70



Instituce ID vzorku' SCR v.12 ITR VOR POS ISA Substrat Vék Primarni onemocnéni
ZU Praha NPL134/21 - - - - - Sr%kr:;tﬂémi 34  Chronicka plicni aspergiléza
ZU Praha NPL1348/19 - - - - - Sputum 44  Biliarni akutni pankreatitida
ZU Praha NPL1370/19 - - - - - Ucho L 29  Otitis externa
0 Praha NPL1370/21 ITR, VOR >8 2 0,25 g poprat 67 f‘et:;‘r’:'g':z";zan';‘r’g::““°"y°h
ZU Praha NPL141/19 - - - - - BAT 73  Pneumonie
ZU Praha NPL1444/19 - - - - - Ucho P 31  Otitis externa
ZU Praha NPL1545/19 VOR 0,125 0,06 0,125 0,06 S%kr:g;iélm, 33 Pneumonie
ZU Praha NPL1570/19 =1370 - - - - - Ucho L 29  Otitis externa
ZU Praha NPL168/20 - - - - - Sputum 64 Astma
zU Praha NPL170/20 - - - ; . Asprrat 62  Pneumonie
Bronchialni
ZU Praha NPL175/20 - - - - - Sputum 65 Pneumonie
ZU Praha NPL184/20 ITR, VOR 0,25 0,03 0,016 0,03 Ucho P 43  Serézni OMA
ZU Praha NPL196/20 - - - - - ﬁ‘foprircé;iélm, 72 Pneumonie
ZU Praha NPL202/20 - 0,03 0,5 0,016 0,25 Sputum 66  Pneumonie
ZU Praha NPL206/20 ITR 0,06 0,03 0,06 0,03 Mo¢ 76  Jiny transplantovany organ a tkan
ZU Praha NPL211/20 - - - - - Ucho 22  Otitis externa
ZU Praha NPL242/20 - - - - - BAT 72  Pneumonie
ZU Praha NPL244/20 - - - - - Sputum 72  Pneumonie
ZU Praha NPL270/20 - - - - - BAT 66  Méstnavé selhani srdce
ZU Praha NPL282/20 - - - - - ETA 61  Akutni nebo subakutni selhani jater
zU Praha NPL284/20 - - - - - Sfokr:;:iélm, 61  Pneumonie
ZU Praha NPL290/20A ITR, VOR 0,016 0,03 0,016 0,03 BAT 85 ZN - priiduska a plice
ZU Praha NPL341/20 - - - - - Krusta z DU 47  Aspergiloza
ZU Praha NPL349/20 - - - - - Krusta DU 47  Defibrinagni syndrom
ZU Praha NPL366/20 - - - - - Ucho L 23  Otitis externa
ZU Praha NPL381/20 ITR 0,06 0,25 0,06 0,25 Ucho L 31  Otitis externa

71



Instituce ID vzorku' SCR v.12 ITR VOR POS ISA Substrat Vék Primarni onemocnéni

zU Praha NPL383/20 VOR 0,25 0,03 0,125 006  Aspirat 56 COVID-19
trachealni
ZU Praha NPL405/20 ITR 0,06 0,03 0,06 0,06 Sputum 73 Astma
ZU Praha NPL406/20 - - - - - BAL levy 73 Alveolarni a parietoalveolarni stavy
ZU Praha NPL406/20 - - - - - BAL Levy 73  Alveolarni a parietoalveolarni stavy
Z0 Praha NPL407/20 - - - - G 79 COVID-19
ZU Praha NPL414/20 VOR 0,06 1 0,016 1 Sputum 36  Transplantovana ledvina
ZU Praha NPL43/20 VOR - - - - BAT 72  Pneumonie
ZU Praha NPL431/20 - - - - - S%kr:g;iélm, 62 Pneumonie
ZU Praha NPL432/20 ITR 0,03 0,03 0,016 0,03 Sputum 65 Pneumonie
ZU Praha NPL444/19 - - - - - BAL 93 CHOPN
ZU Praha NPL468/20 VOR 0,25 1 0,25 1 Sputum 68 Pneumonie
ZU Praha NPL47/20 - - - - - Ucho L 42  Otitis externa
70 Praha NPL476/20 - 0,25 0,125 0,125 0,125  Sputum 62 ﬁ@‘gg)‘({;@?iraé”i selhani, Typ |
70 Praha NPL496/20 ) ) ) ) ) Zr?gg{?acheélni 71 Sslisues, plUvodce: Staphylococcus
ZU Praha NPL500/20 VOR 0,016 0,125 0,016 0,125 Zlu¢ 66  Zanét ZluCovych cest
20 Praha NPL510/20 . - . . - Ofisk PDK a7 E;’S:lf:iw yice castitela, ve.
ZU Praha NPL518/20 - - - - - Sputum 47  Méstnavé selhani srdce
ZU Praha NPL520/20 VOR 0,5 0,125 0,125 0,25 BAL 47  Meéstnavé selhani srdce
ZU Praha NPL568/20 - - - - - Ucho P 43  Otitis externa
ZU Praha NPL618/20 VOR 0,125 0,03 0,125 0,06 BAL 65  Jina akutni pankreatitida
ZU Praha NPL645/20 - - - - - Ucho L 53  Otitis externa
ZU Praha NPL66/21 - - - - - Ucho L 32  Otitis externa
ZU Praha NPL668/20 - - - - - Sputum 75 CHOPN
ZU Praha NPL673/20 - - - - - BAL 64  Pneumonie
ZU Praha NPL678/19 - - - - - BAL 70  Bronchopneumonie
ZU Praha NPL685/20 - - - - - ﬁ:ggzztélni 71 ZN - hlava slinivky bfisni
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Instituce ID vzorku' SCR v.12 ITR VOR POS ISA Substrat Vék Primarni onemocnéni

0 Praha NPL695/20 ITR >32 2 0,25 4 kel T Er‘:j?:: dolni casti zad; bederni

ZU Praha NPL696/20 VOR 1 0,125 0,5 0,125 Sputum 70  Cirhoza jater

ZU Praha NPL697/20 VOR 0,25 0,25 0,125 0,5 Sputum 48 Dilatovana kardiomyopatie

ZU Praha NPL701/20 VOR 0,03 0,125 0,016 0,125 Stér rana PDK 43  Diabetes mellitus 2. typu

ZU Praha 2:4%705”9'6‘ = CCF ITR, POS >32 4 0,5 8 BAL 40 Pneumonie

ZU Praha NPL705/19B - - - - - BAL 40 Pneumonie

ZU Praha NPL706/19 VOR 0,06 0,125 0,016 0,25 BAL 53  Pneumonie

ZU Praha NPL728/19 VOR 0,25 0,03 0,125 0,06 Ucho L 79  Atikoantralni CSOM

ZU Praha NPL733/19 - - - - - Sputum 86  ZN - priiduska a plice

ZU Praha NPL734/19 - - - - - BAL 62 Pneumonie

zU Praha NPL757/19 ITR, VOR 0,5 0,125 0,25 0,5  Aspirat 86  Akutni peritonitida
bronchiélni

ZU Praha NPL757/20 - - - - - Ucho P 60  Otitis externa

ZU Praha NPL759/19 - - - - - Ucho L 59  Otitis externa

ZU Praha NPL775/19 ITR, VOR 0,125 0,03 0,06 0,125 Ucho L 39 Absces zevniho ucha

ZU Praha NPL801/19 VOR 0,25 0,03 0,125 0,06 Sputum 60 Kamen Zlu€ovych cest

ZU Praha NPL804/19 VOR 0,03 0,25 0,06 0,5 Ucho L 79  Atikoantralni CSOM

ZU Praha NPL840/20 VOR 0,06 0,25 0,06 0,5 Ucho 64  Otitis externa

ZU Praha NPL846/21 - - - - - Sputum 58 COVID-19

ZU Praha NPL870/19 ITR 0,25 0,06 0,125 0,06 BAL 75  Bronchopneumonie

ZU Praha NPL879/20 - - - - - BAT 86  Akutni tubulo-intersticialni nefritida

ZU Praha NPL89/20 VOR 0,03 0,125 0,16 0,5 Sputum 75  Pneumonie

ZU Praha NPL897/19 - - - - - Sputum 66 Pneumonie

ZU Praha NPL919/20 ITR 0,125 0,06 0,06 0,06 Ucho L 44 Serézni OMA

ZU Praha NPL886/21 ITR, VOR, POS >8 4 0,25 8 mgrzﬁl,(g‘lgésces 65 COVID-19

Z0 Praha NPL934/21 ITR, VOR >8 4 0,25 g llel 65 COVID-19
trachealni

ZU Praha NPL938/19 - - - - - BAT 70  Pneumonie

ZU Praha NPL943/19 - - - - - Ucho L 44  Zanét Eustachovy trubice



Instituce ID vzorku' SCR v.12 ITR VOR POS ISA Substrat Vék Primarni onemocnéni

ZU Praha NPL948/20 - - - - - BAT 87  Onemocnéni DS

ZU Praha NPL955/20 - - - - - BAT 37  Pneumonie

ZU Praha NPL959/19 VOR 0,5 0,25 0,25 0,25 Ucho L 59  Zanét Eustachovy trubice

ZU Praha NPL983/20 - - - - - BAT 68 Pneumonie

ZU Praha NPL990/20 ITR, VOR 0,125 0,03 0,06 0,125  Sputum 74 CHOPN

ZU Ostrava CLIS10321/19 - - 0,25 0,125 0,125 Sputum 64  Mnohocetny myelom

ZU Ostrava CLIS10370/19 - - 0,125 0,125 0,25 BAL 71 Lymfom z plastové zény

ZU Ostrava CLIS10379/19 - - - - - Vytér z ucha 67  Jina Otitis externa

70 Ostrava  CLIS10394/19 ITR - 0,25 0,125 0125  Sputum 10 ‘F’)g‘fk‘r’;‘;fiiﬁghvj‘\j/%ﬂ?rky bfisni a
ZU Ostrava CLIS10554/20 - - 0,25 0,125 0,5 Sputum 73 COVID-19

ZU Ostrava CLIS10702/19 - - - - - Vytér z ucha 23  Atikoantralni CSOM

ZUOstrava  CLIS10862/19 . - 05 0,25 05  Sputum 50  Zlomenina dolniho konce holenni
ZU Ostrava CLIS10942/20 - - 0,125 0,064 0,25 Sputum 72  Jina Crohnova nemoc

ZU Ostrava CLIS11115C/19 - - 0,25 0,064 0,25 Sputum 71 Dolni lalok, bronchus nebo plice
ZU Ostrava CLIS11250/19 - 0,25 0,25 0,12 0,5 Sputum 69  Plicni mykobakterialni infekce
ZU Ostrava CLIS11340/19 - - - - - Sputum 67  Porucha vyzivy

ZU Ostrava CLIS11376/19 - - 0,25 0,12 0,25 Sputum 69  Hlavni bronchus - novotvary

ZU Ostrava CLIS11377/19 - - 0,25 0,12 0,5 Sputum 74 Pneumonie NS

ZU Ostrava CLIS11413/20 ITR, VOR 0,25 0,125 0,25 0,125 Sputum 61  Respiracni selhani

70 Ostrava  CLIS114B/20 TR ; 0,125 0.5 025  Sputum 35 Jinaurcend poraneni postinjict
ZU Ostrava CLIS11528/19 - - 0,25 0,125 0,5 Sputum 72  ZN vedlejSich dutin

70 Ostrava  CLIS11878B/19 - ; 0,125 0,125 025  Sputum 54 e Intersticiaint plieni nemoct s
ZU Ostrava CLIS118880/19 ITR 0,125 0,125 0,125 0,125  Sputum 55  Astma NS

7U Ostrava  CLIS11942C/19 ; ; 0,125 0,125 025  Sputum 69 Eg‘\‘/‘;‘t‘\f’:r'ce pruduska a plice -
ZU Ostrava CLIS12137/20 ITR 0,03 0,125 0,03 0,25 Sputum 64 CHOPN NS

ZU Ostrava CLIS12207/20 ITR, VOR 0,25 2 0,25 2 Sputum 35 B-bunéény lymfom NS
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Instituce ID vzorku' SCR v.12 ITR VOR POS ISA Substrat Vék Primarni onemocnéni

ZU Ostrava CLIS12214/19 - - 0,25 0,125 0,25  Sputum 53 g”e°uﬁggfgfc"”\i/§;n“;ﬁfua“e
Z0Ostrava  CLIS12224/19 - - 0,25 0,125 0,25 g;%rbiigiﬂy’ 14 Jina wroend poranéni postinujict
ZU Ostrava CLIS12496B/19 - - 0,125 0,125 0,25 Sputum 79  Flebitida a tromboflebitida

ZU Ostrava CLIS12513B/19 - - - - - Sputum 22 I\Q]rfr‘]’g d%?iiggggé[m’l\"/‘]’s"é

ZU Ostrava CLIS12545/20 ITR - 0,25 0,125 0,25 Sputum 82  Respira¢ni selhani

ZU Ostrava CLIS12546/20 - - 0,125 0,125 0,25 Sputum 75 Dyspepsie

ZU Ostrava CLIS12550/19 ITR, VOR 0,125 0,5 0,06 1 Sputum 56  Akutni bronchitida NS

ZU Ostrava CLIS12645/20 ITR - 0,25 0,064 0,25 Sputum 76  Akutni respiraéni selhani

ZU Ostrava CLIS12982/20 - - 0,125 0,064 0,25 Stér z rany 51 Zilni méstky DK se viedem

ZU Ostrava CLIS13037/20 - - 0,125 0,125 0,25 Sputum 82 Leukemie NS

ZU Ostrava CLIS13147/20 - - 0,25 0,125 0,25 Sputum 16 DuSnost — dyspnoe

ZU Ostrava CLIS1356/20 - 0,06 0,25 0,125 0,5 Sputum 77  Jiné a neuréené infekéni nemoci
ZU Ostrava CLIS1530/20 - - 0,125 0,125 0,25 Sputum 78 CHOPN NS

ZU Ostrava CLIS2092/20 ITR, VOR 0,06 0,25 0,03 0,5 Sputum 68  Non-Hodgkindv lymfom NS

ZU Ostrava CLIS2124/21 ITR VOR >8 32 2 32 ETA 75 COVID-19

ZU Ostrava CLIS2291/20 - - - - - Sputum 44  Akutni bronchitida NS

ZU Ostrava CLIS2398/20 - - 0,25 0,064 0,25 Sputum 72  Chronické respira¢ni selhani
ZU Ostrava CLIS275/20 - - 0,25 0,125 0,25 Sputum 15 CF NS

ZU Ostrava CLIS2955/20 ITR 0,03 0,25 0,016 0,5 Sputum 65  Horni tfetina jicnu - novotvar
ZU Ostrava CLIS2956/20 ITR, VOR 0,5 1 0,25 >16  Sputum 63 #g‘r‘fﬁzigtfrsmé'“" plicni nemoci s
ZU Ostrava CLIS2965/20 - - 0,25 0,125 0,25  Sputum 63 ]fig‘rizigtfrsmé'“" plicni nemoci s
ZU Ostrava CLIS3075/20 ITR 0,5 0,06 0,25 0,25 Sputum 56  Selhani levé komory

ZU Ostrava CLIS3097/20 - - 0,25 1 0,25 Sputum 57 Jiné a neurcené infekéni nemoci
ZU Ostrava CLIS3310/20 ITR 0,125 0,06 0,06 0,06 ETA 56 Sepse NS

ZU Ostrava CLIS3493/20 - - - - - Sputum 54  Mnohoc¢etny myelom

ZU Ostrava CLIS3817/20 - - 0,25 0,125 0,25 ETA 83  Méstnavé selhani srdce

ZU Ostrava CLIS3840/20 ITR 0,25 1 0,25 2 Vytér z ucha 43 OMA
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Instituce ID vzorku' SCR v.12 ITR VOR POS ISA Substrat Vék Primarni onemocnéni

ZU Ostrava  CLIS4313/21 ITR, VOR, POS  >8 32 05 32 Sputum 66 El)ehgymé”a — celulitida — prstd ruky a
ZU Ostrava CLIS4474/20 - - - - - Sputum 65  Akutni bronchitida NS

ZU Ostrava CLIS4644/20 VOR, ITR - 0,125 0,125 0,125 Stér z rany 51  Zlomenina horniho konce ulnae
ZU Ostrava CLIS4738/20 - - 0,125 0,125 0,125 Sputum 54  Astma NS

ZU Ostrava CLIS4743/20 - - 0,25 0,125 0,125 Sputum 75  Akutni infarkt myokardu NS

ZU Ostrava CLIS4775B/20 - - - - - Sputum 78 Pneumonie NS

ZU Ostrava CLIS5076/20 - - 0,25 0,125 0,25 ETA 52  Biliarni akutni pankreatitida

ZU Ostrava CLIS5076/20 ITR - 0,25 0,125 0,25 ETA 53  Biliarni akutni pankreatitida

ZU Ostrava CLIS5585/20 ITR - 0,25 0,125 0,5 Sputum 1 Respira¢ni selhani

ZU Ostrava CLIS5622/20 ITR - 0,25 0,125 0,25 Sputum 65  Dolni lalok, bronchus nebo plice
70 Ostrava  CLIS5656B/20 - ; ; ; ; Sputum 39 m’:g d‘;’;ggﬁggé[rk""l\"/?s"é

Z0 Ostrava  CLIS5754/20 - ; 0,25 0,125 025  Sputum 74 g:ﬁgfé”;yky'a s nepriichodnosti bez
ZUOstrava  CLIS6024/20 ITR >8 2 0,5 4  Stérzrany 43 Jind uréenz poranéni postihujici
ZU Ostrava CLIS6168/20 ITR - 0,125 0,25 0,125 Sputum 59  Astma NS

ZU Ostrava CLIS6173/20 - - 0,25 0,25 0,25 Stér z hrtanu 62  Hrtan —larynx NS - novotvar

ZU Ostrava CLIS6365/20 - - 0,25 0,064 0,25 Sgipgthié'”" 54 Jina uréena onemocnéni DS

ZU Ostrava CLIS6391/20 - - 0,25 0,125 0,25 Sputum 67 ZN

ZU Ostrava CLIS6413/20 - - - - - Sputum 16 Nemoc nebo patologicky stav NS
ZU Ostrava CLIS6494/20 VOR 0,25 2 0,25 2 Vytér z ucha 45 Oftitis externa NS

ZU Ostrava CLIS6860/20 - - 0,25 0,125 0,25 ETA 67 Respiraéni selhani

Z0 Ostrava  CLIS6923/20 - - 0,25 0,25 025  Kawtrz 67  Pridusnice, priduska a plice -

ZU Ostrava CLIS697/20 ITR - 0,25 0,125 0,25 Sputum 65 ZN

ZU Ostrava CLIS7119B/20 - - - - - Vytér z ucha 66  Neinfekéni AOE

ZU Ostrava CLIS7169B/20 - - 0,25 0,125 0,125 Sputum 68 Astma NS

ZU Ostrava CLIS735/20 - - 0,5 0,25 0,5 Sputum 61  Mnohocetny myelom

ZU Ostrava CLIS7384/20 - 0,5 0,5 0,06 1 Sputum 67 COVID-19
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Instituce ID vzorku' SCR v.12 ITR VOR POS ISA Substrat Vék Primarni onemocnéni

ZU Ostrava

CLIS7468B/20 - 0,25 0,125 0,125 0,25 Sputum 82  Sarkoiddza plic a miznich uzlin

Zrakovy nerv — nervus opticus -

ZU Ostrava CLIS7777/20 0,25 0,125 0,25 Vytér z nosu 5
novotvar

ZU Ostrava CLIS7813/20 - - - Sputum 69 Astma NS

ZU Ostrava CLIS7844B/20 0,25 0,25 0,25 Sputum 15 Sepse NS

ZU Ostrava CLIS7965/20 - - - Vytér z ucha 20 Zanét Eustachovy trubice

ZU Ostrava CLIS8027/20 - - - Vytér z ucha 60 Neinfekéni AOE

ZU Ostrava CLIS8074/20 0,25 0,064 0,25 Sputum 53  Respiraéni selhani

ZU Ostrava CLIS8077/20 0,25 0,125 0,25 Sputum 67  Virova pneumonie NS

ZU Ostrava  CLIS8379/20 0,25 0,125 025  Sputum 41  Poranénitracniku —coloni - s
otevfenou ranou do dutiny

Z0Ostrava  CLIS8495/19 0,125 0,125 . Tkaistedni g5, Stredniucho, nosni dutina a

ucho vedlejSi dutiny nosni

ZU Ostrava CLIS8683/20 0,125 0,125 0,125  Sputum 59 JinaurCena poranéni postihujici
vice Casti téla

ZU Ostrava CLIS8747/20 0,125 0,125 0,125 Sputum 72  Mozkovy infarkt

ZU Ostrava CLIS8896/20 0,25 0,125 0,25 Sputum 45  Akutni pankreatitida NS

ZU Ostrava CLIS8908 /20 - - - Sputum 37 Astma NS

ZU Ostrava CLIS8998/20 - - - Sputum 16 CF NS

ZU Ostrava CLIS9029C/20 0,25 0,125 0,25 Sputum 66 Sepse NS

Z0 Ostrava  CLIS9306/20 1 2 >16  Sputum 72 Chronicka lymfocytarni leukemie
z B-bunék

ZU Ostrava CLIS9882/20 0,125 0,125 0,125 Odsati z 72 COVID-19

bronchu

ITR, itrakonazol; VOR, vorikonazol; POS, posakonazol; ISA, isavukonazol
'ID vzorku, oznadeni vzorku; 2Screeningova metoda antifungalni rezistence protokolem E.Def 10.1
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Priloha 3.1 Seznam veskerych polnich izolata Aspergillus fumigatus z poli v ekologickém zemédélstvi

Lokalita ID vzorku' Datum sbéru Datum izolace I1zolaéni médium ITR VOR POS ISA Vyhodnoceni
Kutna Hora EKU1C-1 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora EKU1C-2 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora EKU1C-3 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora EKU1R-1 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,125 1 citlivy
Kutna Hora EKU1R-2 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 0,5 citlivy
Kutna Hora EKU1R-3 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 1 0,06 1 citlivy
Kutna Hora EKU2C-1 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora EKU2C-2 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora EKU2C-3 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora EKU2R-1 14.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Kutna Hora EKU2R-2 14.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Kutna Hora EKU2R-3 14.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Kutna Hora EKU3C-1 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora EKU3C-2 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora EKU3C-3 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora EKU3R-1 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Kutna Hora EKU3R-2 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 1 0,125 1 citlivy
Kutna Hora EKU3R-3 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,125 1 citlivy
Kutna Hora EKU4C-1 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora EKU4C-2 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora EKU4C-3 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora EKU4R-1 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 1 0,125 1 citlivy
Kutna Hora EKU4R-2 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 0,5 0,06 1 citlivy
Kutna Hora EKU4R-3 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,125 1 citlivy
Kutna Hora EKU5C-1 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora EKU5C-2 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL
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Lokalita ID vzorku' Datum sbéru Datum izolace Izolaéni médium ITR VOR POS ISA Vyhodnoceni
Kutna Hora EKU5C-3 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora EKU5R-1 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 0,5 citlivy
Kutna Hora EKU5R-2 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 1 citlivy
Kutna Hora EKU5R-3 14.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,25 0,06 0,5 citlivy
Louny ELO1C-1 22.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL

Louny ELO1C-2 22.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL

Louny ELO1C-3 22.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL

Louny ELO1R-1 22.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Louny ELO1R-2 22.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 1 0,06 1 citlivy
Louny ELO1R-3 22.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,125 1 citlivy
Louny ELO2C-1 22.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL

Louny ELO2C-2 22.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL

Louny ELO2C-3 22.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL

Louny ELO2R-1 22.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR C Cc C C citlivy
Louny ELO2R-2 22.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 1 0,06 1 citlivy
Louny ELO2R-3 22.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,06 0,5 0,016 1 citlivy
Louny ELO3C-1 22.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL

Louny ELO3C-2 22.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL

Louny ELO3C-3 22.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL

Louny ELO3R-1 22.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,06 0,125 0,06 1 citlivy
Louny ELO3R-2 22.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,06 0,5 0,125 1 citlivy
Louny ELO3R-3 22.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 1 0,06 1 citlivy
Louny ELO4C-1 22.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL

Louny ELO4C-2 22.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL

Louny ELO4C-3 22.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL

Louny ELO4R-1 22.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Louny ELO4R-2 22.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,125 0,03 0,25 citlivy
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Lokalita ID vzorku' Datum sbéru Datum izolace Izolaéni médium ITR VOR POS ISA Vyhodnoceni

Louny ELO4R-3 22.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,06 0,5 0,06 1 citlivy
Louny ELO5C-1 22.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL
Louny ELO5C-2 22.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL
Louny ELO5C-3 22.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL
Louny ELO5R-1 22.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 1 citlivy
Louny ELO5R-2 22.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 1 0,125 1 citlivy
Louny ELO5R-3 22.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR C c C C citlivy
Plzen EPL1C-1 18.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL
Plzen EPL1C-2 18.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL
Plzen EPL1C-3 18.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL
Plzen EPL1R-1 18.5.2020 20.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Plzen EPL1R-2 18.5.2020 20.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR C c C C citlivy
Plzen EPL1R-3 18.5.2020 20.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 1 0,125 2 citlivy
Plzen EPL2C-1 18.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL
Plzen EPL2C-2 18.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL
Plzen EPL2C-3 18.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL
Plzen EPL2R-1 18.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Plzen EPL2R-2 18.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 0,25 0,06 2 citlivy
Plzen EPL2R-3 18.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 1 0,125 1 citlivy
Plzen EPL3C-1 18.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL
Plzen EPL3C-2 18.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL
Plzen EPL3C-3 18.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL
Plzen EPL3R-1 18.5.2020 27.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,06 0,06 0,03 0,25 citlivy
Plzen EPL3R-2 18.5.2020 27.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 1 0,06 1 citlivy
Plzen EPL3R-3 18.5.2020 27.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 1 0,125 1 citlivy
Plzen EPL4C-1 18.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL
Plzen EPL4C-2 18.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL
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Lokalita ID vzorku' Datum sbéru Datum izolace Izolaéni médium ITR VOR POS ISA Vyhodnoceni
Plzen EPL4C-3 18.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL

Plzen EPL4R-1 18.5.2020 23.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Plzen EPL4R-2 18.5.2020 23.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR C o C C citlivy
Plzen EPL4R-3 18.5.2020 23.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Plzen EPL5C-1 18.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL

Plzen EPL5C-2 18.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL

Plzen EPL5C-3 18.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL

Plzen EPL5R-1 18.5.2020 27.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Plzen EPL5R-2 18.5.2020 27.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 1 citlivy
Plzen EPL5R-3 18.5.2020 27.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 0,5 0,03 0,5 citlivy
Praha EPR1C-1 20.5.2020 12.6.2020 SDA+STR+CHL

Praha EPR1C-2 20.5.2020 12.6.2020 SDA+STR+CHL

Praha EPR1C-3 20.5.2020 12.6.2020 SDA+STR+CHL

Praha EPR1R-1 20.5.2020 20.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,5 1 0,25 1 citlivy
Praha EPR1R-2 20.5.2020 20.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 1 citlivy
Praha EPR1R-3 20.5.2020 20.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 1 0,125 1 citlivy
Praha EPR2C-1 20.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL

Praha EPR2C-2 20.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL

Praha EPR2C-3 20.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL

Praha EPR2R-1 20.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 1 0,25 1 citlivy
Praha EPR2R-2 20.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 0,5 0,25 1 citlivy
Praha EPR2R-3 20.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,5 0,5 0,25 2 citlivy
Praha EPR3C-1 20.5.2020 29.7.2020 SDA+STR+CHL

Praha EPR3C-2 20.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL

Praha EPR3C-3 20.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL

Praha EPR3R-1 20.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Praha EPR3R-2 20.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 1 citlivy
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Lokalita ID vzorku' Datum sbéru Datum izolace Izolaéni médium ITR VOR POS ISA Vyhodnoceni
Praha EPR3R-3 20.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 0,5 0,125 1 citlivy
Praha EPR4C-1 20.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL

Praha EPR4C-2 20.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL

Praha EPR4C-3 20.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL

Praha EPR4R-1 20.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,03 0,5 0,03 0,5 citlivy
Praha EPR4R-2 20.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,125 1 citlivy
Praha EPR4R-3 20.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 1 0,06 1 citlivy
Praha EPR5C-1 20.5.2020 29.7.2020 SDA+STR+CHL

Praha EPR5C-2 20.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL

Praha EPR5C-3 20.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL

Praha EPR5R-1 21.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,125 2 citlivy
Praha EPR5R-2 21.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 0,5 0,125 1 citlivy
Praha EPR5R-3 21.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 0,5 0,125 0,5 citlivy
Téabor ETA1C-1 15.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL

Tabor ETA1C-2 15.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL

Téabor ETA1C-3 15.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL

Tabor ETA1R-1 15.5.2020 23.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Téabor ETA1R-2 15.5.2020 23.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 1 0,125 1 citlivy
Tabor ETA1R-3 15.5.2020 23.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 1 1 0,125 1 citlivy
Tabor ETA2C-1 15.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL

Téabor ETA2C-2 15.5.2020 23.10.2020 SDA+STR+CHL

Tabor ETA2C-3 15.5.2020 23.10.2020 SDA+STR+CHL

Tabor ETA2R-1 15.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,125 0,25 0,25 citlivy
Tabor ETA2R-2 15.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,06 0,25 0,03 0,25 citlivy
Tabor ETA2R-3 15.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,016 0,03 0,016 0,06 citlivy
Tabor ETA3C-1 15.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL

Tabor ETA3C-2 15.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL
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Lokalita ID vzorku' Datum sbéru Datum izolace Izolaéni médium ITR VOR POS ISA Vyhodnoceni

Tébor ETA3C-3 15.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL
Tébor ETA3R-1 15.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,06 1 0,06 0,125 citlivy
Tabor ETA3R-2 15.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,06 0,25 0,03 0,25 citlivy
Tébor ETA3R-3 15.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 1 citlivy
Tabor ETA4C-1 15.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL
Tébor ETA4C-2 15.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL
Tabor ETA4C-3 15.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL
Tabor ETA4R-1 15.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,03 0,25 citlivy
Téabor ETA4R-2 15.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Tabor ETA4R-3 15.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 1 0,125 1 citlivy
Téabor ETA5C-1 15.5.2020 16.10.2020 SDA+STR+CHL
Tabor ETA5C-2 15.5.2020 16.10.2020 SDA+STR+CHL
Téabor ETAS5C-3 15.5.2020 16.10.2020 SDA+STR+CHL
Téabor ETA5R-1 15.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 0,125 0,125 0,06 citlivy
Tabor ETA5R-2 15.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,5 1 0,125 1 citlivy
Tabor ETA5R-3 15.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 0,5 citlivy

ITR, itrakonazol; VOR, vorikonazol; POS, posakonazol; ISA, isavukonazol; C, citlivy; SDA, Sabouraud Dextrose Agar; STR, streptomycin; CHL, chloramfenikol
'ID vzorku, ozna&eni vzorku
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3.2 Seznam veskerych polnich izolatt Aspergillus fumigatus z poli vzemédélstvi, kde jsou uzivany azolové fungicidy

Lokalita ID vzorku' Datum sbéru Datum izolace I1zolaéni médium ITR VOR POS ISA Vyhodnoceni
Kutna Hora FKU1C-1 15.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora FKU1C-2 15.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora FKU1C-3 15.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora FKU1R-1 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 0,5 0,125 1 citlivy
Kutna Hora FKU1R-2 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 0,5 0,125 citlivy
Kutna Hora FKU1R-3 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,5 0,5 0,25 2 citlivy
Kutna Hora FKU2C-1 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora FKU2C-2 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora FKU2C-3 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora FKU2R-1 15.5.2020 27.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 1 0,125 1 citlivy
Kutna Hora FKU2R-2 15.5.2020 3.11.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 1 citlivy
Kutna Hora FKU2R-3 15.5.2020 3.11.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 0,5 0,25 1 citlivy
Kutna Hora FKU3C-1 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora FKU3C-2 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora FKU3C-3 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora FKU3R-1 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 1 0,125 1 citlivy
Kutna Hora FKU3R-2 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 1 0,25 1 citlivy
Kutna Hora FKU3R-3 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C

Kutna Hora FKU4C-1 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora FKU4C-2 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora FKU4C-3 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora FKU4R-1 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,5 1 0,25 1 citlivy
Kutna Hora FKU4R-2 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Kutna Hora FKU4R-3 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Kutna Hora FKU5C-1 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora FKU5C-2 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL
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Lokalita ID vzorku' Datum sbéru Datum izolace Izolaéni médium ITR VOR POS ISA Vyhodnoceni
Kutna Hora FKU5C-3 15.5.2020 3.10.2020 SDA+STR+CHL

Kutna Hora FKU5R-1 15.5.2020 20.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Kutna Hora FKU5R-2 15.5.2020 20.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,03 0,5 citlivy
Kutna Hora FKU5R-3 15.5.2020 20.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 1 citlivy
Louny FLO1CA1 23.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL

Louny FLO1C-2 23.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL

Louny FLO1C-3 23.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL

Louny FLO1R-1 23.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,06 0,25 0,03 1 citlivy
Louny FLO1R-2 23.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 1 1 0,25 2 citlivy
Louny FLO1R-3 23.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,06 0,5 0,03 0,25 citlivy
Louny FLO2C-1 23.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL

Louny FLO2C-2 23.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL

Louny FLO2C-3 23.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL

Louny FLO2R-1 23.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,03 0,5 0,06 0,5 citlivy
Louny FLO2R-2 23.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 0,5 0,03 1 citlivy
Louny FLO2R-3 23.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR Cc Cc Cc C

Louny FLO3C-1 23.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL

Louny FLO3C-2 23.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL

Louny FLO3C-3 23.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL

Louny FLO3R-1 23.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 1 citlivy
Louny FLO3R-2 23.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 1 0,06 1 citlivy
Louny FLO3R-3 23.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 1 citlivy
Louny FLO4C-1 23.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL

Louny FLOA4C-2 23.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL

Louny FLOA4C-3 23.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL

Louny FLO4R-1 23.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Louny FLO4R-2 23.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 0,5 citlivy
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Lokalita ID vzorku' Datum sbéru Datum izolace Izolaéni médium ITR VOR POS ISA Vyhodnoceni

Louny FLO4R-3 23.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 0,5 0,125 0,5 citlivy
Louny FLO5C-1 23.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL
Louny FLO5C-2 23.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL
Louny FLO5C-3 23.5.2020 24.8.2020 SDA+STR+CHL
Louny FLO5R-1 23.5.2020 10.9.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,06 1 0,03 0,5 citlivy
Louny FLO5R-2 23.5.2020 20.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 1 0,25 0,5 citlivy
Louny FLO5R-3 23.5.2020 20.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C c C citlivy
Plzen FPL1C-1 19.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL
Plzen FPL1C-2 19.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL
Plzen FPL1C-3 19.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL
Plzen FPL1R-1 19.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Plzen FPL1R-2 19.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,06 0,5 0,06 0,5 citlivy
Plzen FPL1R-3 19.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 1 0,06 1 citlivy
Plzen FPL2C-1 19.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL
Plzen FPL2C-2 19.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL
Plzen FPL2C-3 19.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL
Plzen FPL2R-1 19.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 1 citlivy
Plzen FPL2R-2 19.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,25 0,125 0,5 citlivy
Plzen FPL2R-3 19.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 1 0,06 1 citlivy
Plzen FPL3C-1 19.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL
Plzen FPL3C-2 19.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL
Plzen FPL3C-3 19.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL
Plzen FPL3R-1 19.5.2020 23.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR Cc Cc C Cc citlivy
Plzen FPL3R-2 19.5.2020 23.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,03 0,25 citlivy
Plzen FPL3R-3 19.5.2020 23.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 1 0,06 1 citlivy
Plzen FPL4C-1 19.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL
Plzen FPL4C-2 19.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL
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Lokalita ID vzorku' Datum sbéru Datum izolace Izolaéni médium ITR VOR POS ISA Vyhodnoceni

Plzen FPL4C-3 19.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL
Plzen FPL4R-1 19.5.2020 23.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C Cc citlivy
Plzen FPL4R-2 19.5.2020 23.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C Cc C citlivy
Plzen FPL4R-3 19.5.2020 23.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 1 citlivy
Plzen FPL5C-1 19.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL
Plzen FPL5C-2 19.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL
Plzen FPL5C-3 19.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL
Plzen FPL5R-1 19.5.2020 23.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,25 0,5 citlivy
Plzen FPL5R-2 19.5.2020 23.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 0,5 citlivy
Plzen FPL5R-3 19.5.2020 23.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 2 0,25 1 citlivy
Praha FPR1C-1 21.5.2020 12.6.2020 SDA+STR+CHL
Praha FPR1C-2 21.5.2020 12.6.2020 SDA+STR+CHL
Praha FPR1C-3 21.5.2020 12.6.2020 SDA+STR+CHL
Praha FPR1R-1 21.5.2020 20.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,06 0,5 0,06 1 citlivy
Praha FPR1R-2 21.5.2020 20.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 0,5 0,125 1 citlivy
Praha FPR1R-3 21.5.2020 20.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,0125 0,125 0,016 0,06 citlivy
Praha FPR2C-1 21.5.2020 29.7.2020 SDA+STR+CHL
Praha FPR2C-2 21.5.2020 8.10.2020 SDA+STR+CHL
Praha FPR2C-3 21.5.2020 8.10.2020 SDA+STR+CHL
Praha FPR2R-1 21.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C C citlivy
Praha FPR2R-2 21.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 1 0,06 1 citlivy
Praha FPR2R-3 21.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 1 0,06 1 citlivy
Praha FPR3C-1 21.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL
Praha FPR3C-2 21.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL
Praha FPR3C-3 21.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL
Praha FPR3R-1 21.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,06 0,5 0,03 0,5 citlivy
Praha FPR3R-2 21.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 1 0,125 1 citlivy
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Lokalita ID vzorku' Datum sbéru Datum izolace Izolaéni médium ITR VOR POS ISA Vyhodnoceni

Praha FPR3R-3 21.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,06 0,5 0,06 0,5 citlivy
Praha FPR4C-1 21.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL

Praha FPR4C-2 21.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL

Praha FPR4C-2 21.5.2020 8.10.2020 SDA+STR+CHL

Praha FPR4R-1 21.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C Cc C citlivy
Praha FPR4R-2 21.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 0,5 0,06 0,5 citlivy
Praha FPR4R-3 21.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 0,5 0,03 1 citlivy
Praha FPR5C-1 20.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL+ITR

Praha FPR5C-2 20.5.2020 1.7.2020 SDA+STR+CHL+ITR

Praha FPR5C-3 20.5.2020 29.7.2020 SDA+STR+CHL+ITR

Praha FPR5R-1 21.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL C C C C citlivy
Praha FPR5R-2 21.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL 0,25 1 0,125 1 citlivy
Praha FPR5R-3 21.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL 0,125 0,5 0,125 1 citlivy
Téabor FTA1C-1 16.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL

Tabor FTA1C-2 16.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL

Tabor FTA1C-3 16.5.2020 10.10.2020 SDA+STR+CHL

Tabor FTA1R-1 16.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 0,25 0,03 1 citlivy
Tabor FTA1R-2 16.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,125 0,125 0,125 citlivy
Tabor FTA1R-3 16.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 1 0,125 1 citlivy
Tabor FTA2C-1 16.5.2020 29.7.2020 SDA+STR+CHL

Tabor FTA2C-2 16.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL

Tabor FTA2C-3 16.5.2020 22.7.2020 SDA+STR+CHL

Tabor FTA2R-1 16.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 1 0,25 0,06 2 citlivy
Téabor FTA2R-2 16.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 1 0,06 1 citlivy
Tabor FTA2R-3 16.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 0,25 0,06 0,5 citlivy
Tabor FTA3C-1 16.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL

Téabor FTA3C-2 16.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL
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Lokalita ID vzorku' Datum sbéru Datum izolace Izolaéni médium ITR VOR POS ISA Vyhodnoceni

Tébor FTA3C-3 16.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL
Tébor FTA3R-1 16.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR C C C Cc citlivy
Tabor FTA3R-2 16.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 1 citlivy
Tébor FTA3R-3 16.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,03 0,25 0,03 0,5 citlivy
Tabor FTA4C-1 16.5.2020 16.10.2020 SDA+STR+CHL
Tébor FTA4C-2 16.5.2020 16.10.2020 SDA+STR+CHL
Tabor FTA4C-3 16.5.2020 16.10.2020 SDA+STR+CHL
Tabor FTA4R-1 16.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 1 0,06 1 citlivy
Téabor FTA4R-2 16.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 1 citlivy
Tabor FTA4R-3 16.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,25 1 0,25 1 citlivy
Téabor FTAS5C-1 16.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL
Tabor FTA5C-2 16.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL
Téabor FTASC-3 16.5.2020 3.8.2020 SDA+STR+CHL
Téabor FTA5R-1 16.5.2020 20.8.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,03 0,25 0,03 0,5 citlivy
Tabor FTAS5R-2 16.5.2020 20.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 0,5 0,06 1 citlivy
Tabor FTA5R-3 16.5.2020 20.10.2020 SDA+STR+CHL+ITR 0,125 1 0,125 1 citlivy

ITR, itrakonazol; VOR, vorikonazol; POS, posakonazol; ISA, isavukonazol; C, citlivy; SDA, Sabouraud Dextrose Agar; STR, streptomycin; CHL, chloramfenikol
ID vzorku, ozna&eni vzorku
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Priloha 4.

Vysledné hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace azol-rezistentnich kment Aspergillus

fumigatus ziskanych ze tfech klinickych instituci vaci étyfem azolovym lé€ivim v mg/I

Pracovisté ID vzorku CCF ITR VOR POS ISA
Motol

Motol CF1775/19 6649 8,00 8,00 0,50 16,00
Motol CF1827/19 6650 8,00 4,00 0,50 8,00
Motol MY20219/19 6651 8,00 4,00 0,50 8,00
Motol MY21237/19 - 8,00 4,00 0,50 8,00
Motol MY22308/20 6675 8,00 4,00 0,50 8,00
ZU Praha

ZU Praha NPL 831/21A 6676 0,25 16,00 0,13 16,00
ZU Praha NPL1362/21 6674 0,25 8,00 0,50 8,00
ZU Praha NPL1370/21 - 8,00 2,00 0,25 8,00
ZU Praha NPL695/20 6653 32,00 2,00 0,25 4,00
ZU Praha NPL705/19A 6440 32,00 4,00 0,50 8,00
ZU Praha NPL886/21 6654 8,00 4,00 0,25 8,00
ZU Praha NPL934/21 6655 8,00 4,00 0,25 8,00
ZU Ostrava

ZU Ostrava CLIS12207/20 6656 0,25 2,00 0,25 2,00
ZU Ostrava CLIS2124/21 %%053 8,00 32,00 2,00 32,00
ZU Ostrava CLIS3840/20 6658 0,25 1,00 0,25 2,00
ZU Ostrava CLIS4313/21 6601 8,00 32,00 0,50 32,00
ZU Ostrava CLIS6024/20 6677 8,00 2,00 0,50 4,00
ZU Ostrava CLIS6494/20 6659 0,25 2,00 0,25 2,00
ZU Ostrava CLIS9306/20 6678 0,50 1,00 2,00 16,00

CCF, Culture Collection of Fungi; ITR, itrakonazol; VOR, vorikonazol; POS, posakonazol;
ISA, isavukonazol
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Priloha 5.

Deskriptivni statistické vypoc¢ty minimalnich inhibi¢nich koncentraci &tyf azolovych derivata
(ITR, VOR, POS a ISA) vech rezistentnich izolata Aspergillus fumigatus z klinického prostredi
metodou E.Def 9.3, zahrnujici minimalni hodnotu, aritmeticky primér, geometricky primeér,

median a maximalni hodnotu v mg/l

ITRAKONAZOL
Pracovisté Minimum A"tn?etI,Cky Geon]etrvlcky Median Maximum
priamér priamér
Motol 8,00 8,80 8,00 8,00 8,00
ZU Praha 0,25 12,64 4,42 8,00 32,00
ZU Ostrava 0,25 3,61 1,22 0,50 8,00
VORIKONAZOL
Pracovisté Minimum A"tr?etI,CKy Geon:etrvlcky Median Maximum
Pramér prameér
Motol 4,00 4,80 4,59 4,00 8,00
ZU Praha 2,00 5,71 4,42 4,00 16,00
ZU Ostrava 1,00 10,29 3,62 2,00 32,00
POSAKONAZOL
Pracovisté Minimum A"tnjetvaKy Geonjetrvlcky Median Maximum
Prameér pramer
Motol 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
ZU Praha 0,13 0,30 0,28 0,25 0,50
ZU Ostrava 0,25 0,82 0,55 0,50 2,00
ISAVUKONAZOL
Pracovisté Minimum A"tnjetlvc Ky Geon?etrvlcky Median Maximum
Prameér prumeér
Motol 2,8,00 9,60 9,19 8,00 16,00
ZU Praha 4,00 8,57 8,00 8,00 16,00
ZU Ostrava 2,00 12,86 6,56 4,00 32,00
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Priloha 6.

Postup vypoctu nezavislosti mezi azolovou rezistenci klinickych izolata Aspergillus fumigatus

a pohlavim pacientt pomoci chi-kvadrat testu

Pozorované hodnoty Ocekavané hodnoty
Pohlavi rezistentni citlivy celkem Pohlavi rezistentni citlivy celkem
M 9 183 192 M 12 180 192
V4 10 99 109 V4 7 102 109
Celkem 19 282 301 Celkem 19 282 301

(O-E)2E Xz df p-

hodnota

Pohlavi rezistentni citlivy 2,3668 1 0,1239
M 0,80 0,05
z 1,41 0,10

Postup vypodtu nezavislosti mezi azolovou rezistenci klinickych izolatt Aspergillus fumigatus

a vékem pacientl pomoci chi-kvadrat testu

Pozorované hodnoty Ocekavané hodnoty
Vék rezistentni citlivy celkem Vék rezistentni citlivy celkem
1-30 4 43 47 1-30 3 44,0 47,0
31-60 5 103 108 31-60 7 101 108,0
nad 61 10 136 146 nad 61 9 137 146
Celkem 19 282 301 Celkem 19 282 301

(O-E)4E

Vék rezistentni citlivy
1-30 0,36 0,02 X2 df p-hodnota
31-60 0,48 0,03 0,9723 2 0,6150
nad 61 0,07 0,00
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Postup vypoCtu nezavislosti mezi azolovou rezistencich klinickych izolatd Aspergillus

fumigatus a lokaci odbérného mista vzorkl pomoci chi-kvadrat testu

Pozorované hodnoty

Ocekavané hodnoty

Lokace rezistentni citlivy celkem Lokace rezistentni citlivy celkem

ZU Praha 7 137 144 ZU Praha 9 135 145

zU Ostrava 7 85 92 zU Ostrava 6 86 92

Motol 5 60 65 Motol 4 61 65

Celkem 19 282 301 Celkem 19 282 301
(O-E)?)E X2 df p-hodnota

Lokace rezistentni citlivy 0,9836 2 0,6115

ZU Praha 0,480 0,032

ZU Ostrava 0,245 0,017

Motol 0,196 0,013

Postup vypoltu nezavislosti mezi azolovou rezistencich klinickych izolatd Aspergillus

fumigatus a rokem izolace vzork( pomoci chi-kvadrat testu

Pozorované hodnoty

Egll(ace rezistentni citlivy celkem
2019 2 44 46
2020 6 191 197
2021 11 47 58
Celkem 19 283 301
(O-E)*E

Egll(ace rezistentni citlivy

2019 0,281 0,019

2020 3,330 0,224

2021 14,711 0,991
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Ocekavané hodnoty

B°k rezistentni citlivy celkem
izolace
2019 3 43 46
2020 12 185 197
2021 4 54 58
Celkem 19 282 301
) & df p-hodnota

19,5570 2 0,0001



Priloha 7.

Deskriptivni statistické vypoc¢ty minimalnich inhibi¢nich koncentraci &tyf azolovych derivata
vSech testovanych polnich izolatd Aspergillus fumigatus metodou E.Def 9.3, zahrnujici
minimalni hodnotu, primér, aritmeticky primér, geometricky pramér, rozptyl, median,

maximalni hodnotu a rozmezi hodnot v mg/l

ITRAKONAZOL
Lokalita Min A:nt.v G.,e°: Rozptyl Median Max Rozmezi
prumer prumer

AUGE e 013 014 0413 000 013 025 0,13
Hora

ﬁg:ga Filipov u Gaslavi 013 025 022 002 025 050 0,38
Louny  Ulovice 006 012 0411 000 013 025 0,19
Louny Panensky Tynec 0,03 0,22 0,14 0,07 0,13 1,00 0,97
Plzei  ChFast u Plzné 006 016 014 001 013 025 019
Plzen  CoTveny Hradeku 006 014 013 000 013 025 0,19

Plzné

Praha  Ruzyné 003 023 019 002 025 050 047
Praha Sedlec u Libeznic 0,01 0,16 0,12 0,01 0,19 0,25 0,24
Tabor  Stoklasna Lhota 002 022 013 007 013 100 098
Tabor  Dolni Hofice 003 022 0415 006 013 100 0,97
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VORIKONAZOL

Lokalita Min Arit. - Geo. o otyl Median Max Rozmezi
prumer prumer

B 025 061 057 007 050 100 075
Hora

ﬁg::a Filipov u Caslavi 050 068 064 006 050 1,00 050
Louny  Ulovice 013 061 050 011 050 100 088
Louny  Panensky Tynec 025 065 059 007 050 100 075
Plzei  Chfast u Plzné 006 071 058 015 050 200 194
Plzen  Corveny Hradeku 025 075 064 024 050 200 175

Plzné

Praha  Ruzyné 050 064 061 005 050 100 050
Praha Sedlec u Libeznic 0,13 0,64 0,56 0,08 0,50 1,00 0,88
Tabor Stoklasna Lhota 0,03 0,56 0,38 0,15 0,50 1,00 0,97
Tabor  Dolni Hofice 013 059 047 013 050 1,00 088
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POSAKONAZOL

Lokalita Min At Geo. b otyl Median Max Rozmezi
prumer prumer

ATED e 006 009 008 000 006 013 007
Hora

Kutna v u Gaslavi 003 015 012 001 013 025 022
Hora

Louny  Ulovice 002 007 006 000 006 013 011
Louny Panensky Tynec 0,03 0,09 0,06 0,01 0,06 0,25 0,22
Plzei  ChFast u Plzné 003 009 007 000 006 025 022
Plzen  Corveny Hradeku 003 010 008 001 006 025 022

Plzné

Praha  Ruzyné 003 014 012 001 013 025 022
Praha Sedlec u Libeznic 0,02 0,07 0,06 0,00 0,06 0,13 0,11
Tabor  Stoklasna Lhota 002 009 007 000 006 025 023
Tabor  Dolni Hofice 003 009 007 000 006 025 022

96



ISAVUKONAZOL

Arit. Geo.
Lokalita Min L. .. Rozptyl Median Max Rozmezi
primér pramér
Kutna
Vlkaned 0,50 0,86 0,83 0,05 1,00 1,00 0,50
Hora
Kutna .
Filipov u Caslavi 0,50 1,05 1,00 0,14 1,00 2,00 1,50
Hora
Louny Ulovice 0,25 0,93 0,88 0,05 1,00 1,00 0,75
Louny Panensky Tynec 0,25 0,81 0,71 0,22 0,75 2,00 1,75
Plzen Chrast u Plzné 0,25 0,89 0,77 0,39 1,00 2,00 1,75
Cerveny Hradek
Plzen 0,25 0,75 0,69 0,09 1,00 1,00 0,75
Plzné
Praha Ruzyné 0,50 1,07 1,00 0,19 1,00 2,00 1,50
Praha Sedlec u Libeznic 0,06 0,80 0,67 0,10 1,00 1,00 0,94
Tabor Stoklasna Lhota 0,06 0,52 0,34 0,17 0,25 1,00 0,94
Tabor Dolni Hofice 0,13 0,89 0,77 0,20 1,00 2,00 1,88
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Priloha 8.

Deskriptivni statistické vypoc¢ty minimalnich inhibi¢nich koncentraci &tyf azolovych derivata

vSech testovanych polnich izolatd rozdélenych do dvou typt odbérnych poli (AZOL, EKO)

metodou E.Def 9.3, zahrnujici minimalni hodnotu, prdmér, aritmeticky pramér, geometricky

primér, rozptyl, median, maximalni hodnotu a rozmezi hodnot v mg/l

ITRAKONAZOL
Min A:nt.v G.,e°: Rozptyl Median Max Rozmezi
priumér  prumér
mg/l mg/l mg/l mg/I? mg/l mg/l mg/l
AZOL 0,01 0,20 0,15 0,03 0,13 1,00 0,99
EKO 0,02 0,18 0,14 0,02 0,13 1,00 0,98
AZOL, pole, u nichz byly uzivany azolové fungicidy; EKO, ekologicka pole
VORIKONAZOL
Min Aont'v Goeo.v Rozptyl Median Max Rozmezi
pramér  pramér
mg/l mg/l mg/l mg/I? mg/l mg/l mg/l
AZOL 0,13 0,66 0,58 0,11 0,50 2,00 1,88
EKO 0,03 0,62 0,51 0,10 0,50 1,00 0,97

AZOL, pole, u nichz byly uzivany azolové fungicidy; EKO, ekologicka pole

98



POSAKONAZOL

Min Aont'v Goeo.v Rozptyl Median Max Rozmezi
pramér  pramér
mg/l mg/l mg/l mg/I? mg/l mg/l mg/l
AZOL 0,02 0,10 0,08 0,01 0,06 0,25 0,23
EKO 0,03 0,62 0,08 0,00 0,06 0,25 0,22
AZOL, pole, u nichz byly uzivany azolové fungicidy; EKO, ekologicka pole
ISAVUKONAZOL
Min I'\orlt'v Goeo.v Rozptyl Median Max Rozmezi
pramér  pramér
mg/l mg/l mg/l mg/I? mg/l mg/l mg/l
AZOL 0,06 0,86 0,75 0,15 1,00 2,00 1,94
EKO 0,06 0,88 0,73 0,19 1,00 2,00 1,94

AZOL, pole, u nichz byly uzivany azolové fungicidy; EKO, ekologicka pole
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