
Oponentsky posudek disertacni pnice Mgr. Marcely Vejsove 
"Laboratorni diagnostika kandidovych infekci" 

Predlozena disertaeni prace je svym charakterem puvodni, zamefena prakticko­
metodologicky, rna celkem 142 stran veetne 45 tabulek, 14 grafU a 39 obrazku. 
Jeji nazev "Laboratomi diagnostika kandidovych infekci" vsak zcela pfesne nekoresponduje s 
jejim obsabem, protoze do prezentovanych studii jsou zafazeny i kmeny aspergilu. 

Formalni a jazykova tiroven zpracovani 
Prace je z celkoveho pohledu dobfe koncipovana, rna vhodne zvolene fadkovani, umoZiiujici 
pohodlne eteni textu. K prehlednosti vsak prilis neprispiva zafazeni casti tabulek az na samy 
konec prace, zvlaste kdyz ostatni jsou spolu s grafy a obrazky umisteny primo do textu. 
Je psana dobrou ceStinou, avsak misty s pfeklepy a nekdy i gramatickymi chybami, prevazne 
v interpunkci. Ojedinele se vyskytuji terminologicke chyby (nozokominalni misto 
nozokomialni, dysparenurie misto dyspareunie). Styli sticka tiroveii textu je z celkoveho 
pohledu vyhovujici, nektere formulace jsou vsak neobratne a ponekud zavadejici, napr. 
"Material na mykologicke vysetreni...musi by! zaslan rychle nebo zchlazenf' (str. 46) nebo 
" ... vyssi antifungalni uCinek vorikonazolu na kvasinky (a zvlaste aspergily), vcetne non­
albicans druhu ... " (str. 113). Nektere zase povaZuji za nevhodne z hlediska odbome 
terminologie (napf. "nekontaktni invaze" (str. 32) nebo "vlaknite plisne" (str. 111), "invazivni 
myceliova vlakna" (str. 28), jina slovni spojeni jsou zase znacne neobvykla (napf. "lidske 
integumenty" - str. 50, "retardovane mycelium" nebo "izolativni rozockovani" - str. lO9). Na 
ctenare dale pusobi ponekud rusive misty se vyskytujici vetna skladba vznikla doslovnym 
prekladem anglickeho textu napf. (napr. S vyjimkou C. glabrata, vsechny humanne patogeni 
kmeny mely tendenci ... - str. 119) stejne jako vyslovene "anglizmy", napf. slovo "intrinzni". 
Koncovky nazvu enzymu by mely by! podle soucasneho doporuceni -asa, nikoli -aza (napf. 
na str. 43 glukan-syntaza). Ponekud nesystematicke je i pouzivani zkratek, uvedenych 
v seznamu na zacatku prace. 

Teoreticka cast 
Autorka, jiste s relativne malymi zkusenostrni, zvolila svym zamerem charakterizovat stay 
problematiky v pomeme siroke oblasti lekafske mykologie znacne obtizny pristup, ktereho 
s vsak zhostila z celkoveho pohledu velmi dobre. Na druhe strane zde vsak postradam alespoii 
zminku 0 soueasne taxonomii kandid a v te souvislosti skutecnost, ze fada druM de Jacto jiz 
do rodu Candida nepatri (c. krusei, C. lusitaniae, C. pelliculosa atd.), i kdyz v klinicke 
mykologii jsou (ajiste i budou) stale uvadeny v naproste vetsine jen nazvy anamorf. Date se 
v pnici vyskytuji starsi synonymicke nazvy nekterych kvasinek (Blastoschizomyces capitatus 
misto Dipodascus capitatus, Trichosporon beigelii misto Trichosporon asahii). Rovnez nazvy 
"mukormykoza" (napf. str. 35) a "mukory" v obecnem smyslu oznaceni pro zygomycety (str. 
45) povazuji za obsolentni. Na str. 12 by mel by! jako jediny spravny mikrobiologicky vyraz 
uvedeny "tyCinky", nikoli "tycky". Date, uvedeni komercnich nazvu antimykotik (i kdyz jen 
v zavorce za generickymi nazvy) i nekterych dalSich preparatu nepovaZuji v teto casti prace 
za pfilis vhodne, nebot' generickt9zakladni nazvy jsou podle meho nazoru dostatecne 
informativni a v nekterych pflpadech existuje komercnich nazvu pfislusneho generika vice, 
nez je uvedeno. Mimoto nektere nazvy firem nejsou aktualizovany (napf. jiz neexistujici 
Sanofi Diagnostics Pasteur - str. 52) a jejich specifikace je formalne nejednotna (nekde jen 
nazev firmy, jinde firma+stat, jinde firma+stat+mesto, napr. str. 76). V pflpade pudy 
CHROMagar Candida (str. 55) je chybne uveden vyrobce, kterym je francouzska firma 
CHROMagar Microbiology. 
UrCite (ovsem nikoli zasadni) vyhrady mam ke zpusobu zpracovani kapitoly "Oneinocneni 
zpusobena kvasinkami", zde je vsak treba vzit v uvahu, ze autorka nema medicinske vzdelani. 
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Na druhe strane vsak povazuji za nutne podotknout, ze vetsina pramenu, na nez se v teto casti 
odvolava, je jiz starsiho data a pochazi v naproste vetsine jen od nekolika pi'evazne ceskych 
autoru. K atraktivite teto kapitoly by pod Ie meho nazoru vyznamne pfispela strucna 
charakterizace nekterych recentnfch zajimavych kazuistik z oblasti kandidovych infekci. Dale 
mi neni jasne, jak si autorka pi'edstavuje v klinicke praxi stanoveni katetrove kandidemie na 
zaklade formulace (viz str. 32): " ... - pokud neni katetr vyjmut - je koncentrace kandid 
v hemokulture odebrane z katetru desetkrat vyssi nd ze soucasneho odberu z perifemf zily", 
kdyz slozenf hemokultivacniho media slouzf primame k pomnozenf mikroorganismu. Navfc 
citace, na kterou se autorka odvolava (Haber 1999) nenf v seznamu literatury uvedena. 
V kapitole zabyvajfcf se laboratomf diagnostikou bych s autorkou urCite polemizoval 0 poCtu 
izolatu kvasinek netvoi'fcich chlamydospory, kterych je udajne tretina. Postnidam literamf 
odkaz, ktery by uvedene tvrzenf podpoi'il, podle mych vlastnfch, v tomto ohledu znacne 
rozsahlych zkusenostf, je mozno prokazat chlamydospory nejmene u 90 % izolatu, coz je 
v souladu napJ'. s udajem McGinnise (Laboratory Handbook of Medical Mycology, Academic 
Press, New York, 1980). Pro jejich mikroskopicky prukaz je navfc prehlednejsi a zcela 
postacujfci 100nasobne zvetSeni (str. 77). V casti textu zabyvajici se interpretaci nalezu 
v lokalitach osfdlenych fyziologickou mikroflorou (str. 50) by bylo vhodne zminit posuzovani 
kvantity kvasinek v kontextu mnozstvf pruvodnf bakterialnf flory. U popisu kolonif kvasinek 
mi neni jasne, zda jde 0 kultury, ktere autorka vyuzila ve svych studiich (v tom pripade by se 
mi tato cast textu jevila logietejsf v metodice) nebo jde-li 0 obecne charakteristiky, (pak jsou 
ovsem morfologicke varianty zejmena u nekterych druhU pestrejsf nez je uvedeno). 
V casti 0 komercnich soupravach pro testovanf citlivosti k antimykotikum povaZuji za vhodne 
podotknout, ze YeastOne panely jsoujiz nejakou dobu u nas dostupne (distributoremje firma 
BioVendor) a ze prave tato souprava se mi jevi z hlediska spektra systemovych antimykotik 
nabizenych k testovanf v nejnovejsi verzi panelu jako nejvhodnejsi pro srovnavaci ueely, 
protoze autorkou pripravena mikrodilucni bujonova metoda zahrnovala pouze starsi z nich. 

Zamereni a usporlidlini studie 
Tema prace bylo vhodne zvoleno, ziskane poznatky jsou aplikovatelne do bezne diagnosticke 
praxe laboratoi'i lekai'ske mykologie. Prace prinasi radu originalnich vysledku a nove 
pfistupy, ktere jsou, zvlaste ve studiich zamei'enych na testovani citlivosti k antimykotikum, 
vyuzitelne v dalSim vyvoji metodiky v teto oblasti. Studovane soubory i jejich druhova 
struktura jsou dostateene reprezentativni. Oceiiuji i pi'istup zalozeny na overovani pfedem 
definovanych hypot6z. Domnivlim se vsak, ze k pi'ehlednosti provedenych experimentu by 
vyznamne pnspelo, kdyby byl zvolen jeden soubor kmenu, se kterym by bylo provedeno 
kompletni testovani a nikoli Ctyi'i do jiste miry vzajemne nezavisle studie, zvlaste proto, ze 
autorka celou praci zi'ejme provadela v laboratoi'ich skolitele a protoze technicky jde 0 

relativne jednoduche metody. Dale se domnivam, ze vzhledem k celkove koncepci a 
pouzitym techniklim by bylo vhodnejsi, kdyby byly experimenty omezeny pouze na 
kvasinkovite mikroorganismy, jak ostatne bylo - vzhledem k nazvu prace - zrejme puvodne 
zamysleno. 
U studie 1 si nejsem jisry, kterou verzi media CandiSelect™ autorka vlastne pouzila. Puda, 
ktera diferencuje pouze C. albicans (a na niz ostatni druhy rostoujako bile kolonie) vyrabela 
francouzska firma Sanofi Diagnostics Pasteur. Nadnarodni korporace Bio-Rad Laboratories, 
ktera puvodniho vyrobce pozdeji prevzala, podle mych informacf jiz delsi dobu vyrabi 
ryhradne verzi CandiSelect4, ktera diferencuje jeste C. tropicalis, C. glabrata a C. krusei. Ve 
fotodokumentaci na str. 56 se hovoi'i 0 CandiSelect4 a zbarveni kultur C. albicans (spiSe 
fialove) tomu odpovida, ale ve vysledcfch na str. 84 se hovori 0 "charakteristickych modrych 
koloniich" a 0 diferenciaci pouze uvedeneho druhu, coz bylo typicke pro prvni verzi 
CandiSelectu. 
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Metodika 
Postup experimentu je pfesne definovan, jednotlive postupy jsou pfehledne rozcleneny a az na 
nekolik vyjimek specifikovanych dale jsou i dobfe popsany. Na str. 72 je uvedeno, ze ke 
kultivaci houbovych kmenu byl pouzit Sabourauduv agar s chloramfenikolem (neni uvedena 
koncentrace), na str. 75 pfi popisu pfipravy uvedene pudy v§akjiz toto antibiotikum zmineno 
neni, i kdyz je jasne, ze v zitkladnim slozeni media by! nemuze, bylo-li, jak se zda, pfipraveno 
v laboratori z dehydrovaneho zitkladu. Vzhledem k tomu, zjakych klinickych vzorku byly 
vsechny testovane kmeny izolovany, neni mi zcela jasne, proe byla zvolena teplota 27°C pro 
kultivaci a "pasazovani" aspergilu. I kdyz z vlastni zku§enosti vim, jake mlecne medium 
autorka ke konzervaci izolatu zfejme pouzila, vzhledem k tomu, ze zatim nejde 0 obecne 
preferovanou metodu jejich uchovavani, pro ctenare mene znah~ho teto problematiky by bylo 
uzitecne nazev a pouzitou koncentraci media pfesne specifikovat. Na str. 76 neni zcela jasne, 
kdo je vlastne vyrobcem AST agaru. 
V casti 0 testovani citlivosti by bylo vhodne popsat, jak autorka provadela "resuspendaci" 
konidii vlitknitych hub. Dale bych doporucoval blize charakterizovat princip stanoveni 
Spearmanova korelaeniho koeficientu, nez pouze konstatovat, ze jim byla vyjadfena lineami 
souvislost mezi studovanymi metodami, idealni by bylo citovat jeho poutiti v obdobne 
zamefenych studiich. U specifikace stupM neshod (str. 81) si nejsem jist, za jakym Mel em 
uvadi autorka v zavorkach anglicke preklady: napf. velka neshoda (angl. major error), kdyz 
dale pOuZiva (vcetne zkratek) vyhradne ceske nazvy (pokud by uvedene hodnoceni vychazelo 
z nejake anglicky psane prace, postradam jeji citaci). 

Vysledky 
V teta casti je tfeba velmi ocenit usili autorky 0 jejich zpracovani z ruznych uhlu pohledu 
vcetne podrobneho statistickeho vyhodnoceni. Z hlediska jejich prakticke vyuzitelnosti 
povaZuji za pfinosne zejmena zku§enosti s testovanim na AST agaru, ktery pfilezitostne 
vyutivame i u mls a poznatky prezentovane autorkou, zejmena ryehlej§i hodnoceni vysledku 
pfi porovnani s jinymi medii, tak mohu potvrdit. 
Vlastni text mi vSak z eelkoveho pohledu pfipada znacne strucny, zejmena ctenar ne zcela 
znaly statistickyeh metod se "ztraci" v fade tabulek, z nichz cast je navie at na konei praee. 
Na nektere z nieh (12, 15, 18) doprovodny text vubee neodkazuje. Po obsahove stranee mi 
neni zcela jasne, jaky praktieky/taxonomicky vyznam rna u testu klicnieh hyf kvantitativni 
hodnoceni mikromorfologiekych forem kultur (klicni hyfy/pseudohyfy - str. 78), stejne jako 
sledovani rozdilu mezi ryskytem pseudohyf a pseudomycelia, v diskusi jsem zadny rozbor na 
toto tema nenasel. V metodice navic neni rozdil mezi pseudohyfami a pseudomyceJiem 
definovan. U hodnoceni klienich hyf se neshoduje udal v textu: "U dvou kmenu C. tropicalis 
byla v seru zaznamenana tvorba klicnich hyf ... " s udajem v tab. 8. Nevysvetlene disproporce 
v poetu testovanych izolittu se mi zdaji by! take u studie 3, ktera by mela zahrnovat celkem 
149 kultur (viz tab. 6). V metodicke casti ani v diskusi se mi nepodafilo najit ildaj, ktery by 
uvadel, ktere izolitty jednotlivych druhu a proc byly vyloueeny z hodnoceni, nebo!' poety 
kmenu v tabulkach 13 a 14 davaji souCty 143, resp. 148 izolatu, v tab. 16 a 17 je niz§i pocet 
izolatu u C. albicans i non-albicans kandid. Dale, text druheho odstavce na str. 86 stejne jako 
v prvnich dvou v podkapitole 5.2.1. (str. 87) by bylo podle meho nazoru vhodnejsi zafadit do 
metodicke casti. 

Diskuse 
V diskusni easti prace je treba vyzdvihnout zejrnena podrobny rozbor vlastnich v)tsledku a 
technickych aspektu pouzitych metod. Postnidam v§ak sirsi aktivni polemiku S obdobne 
zamerenymi pracemi, kteryeh je v publikacnich databazich cela fada. Na .str. 109 by byJo 
vhodne podpofit citaci tvrzeni, ze klicni hyfy je schopna tvorit napf. i C. parapsilosis, nebot' 
uvedena schopnostje obecneji v povedorni jen u C. Iropicalis. Prezentace fady grafU (3-14) aZ 
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v teto casti je ponckud ncobvykla, prirozenejs( by bylo podle meho n2izoru jejich zar8zenf do 
vysledkove casti stirn, zc by je zdc bylo mozne diskutoval. 

Seznam literatury 
Cilovane prace jsou vhodne zvo]eny, zejmena z oblasti amimykotik jde 0 recenlni vyznamne 
publikace. Jak liZ jscm vsak ji:! opakovane naznacoval v predchozich statich, celkovy pocet 
litemrnich citaci by mohl b)rt vyznamnc vyssi, coi by jistc pfispclo k dalsiffiu zv)'seni kvality 
teto disertacni price. 

Otazky na autorku: 
1. V teoreticke casti prace zminujete u kvasinek pojmy "dimorfismus" a "switching 

fenomen". Zajimalo by mne, jak byste oba pojmy definovala, jak spolu souvisf a jaky je 
mezi nimi fakticky rozdH? 

2. Pri charakterizaci patogenetickych mechanismii invazivni kvasinkove infekce uvaditejako 
typickou tvorbu hyfJpseudohyf a SAP. Mel bych proto dotaz, jake jsou nejdu]eiitejsi 
pfedpokladane faktory virulence II medicinsky stale ryznanmejsiho druhll C. glabrala, 
kreni in virro vyrusta jen ve forme blastospor a geny pro SAP u ni udajne chybl? 

3. Ve sve pnki uvadite, ie stanoveni in vitro citlivoSli houbovych patogenu 
k antimykotikfun je dnes souMsti rutinniho laboratorniho tcstovfmi. Jak)' jc vas mizor na 
vhodnost rutinniho testovaru citlivosti klinickych izohitu kvasinek k antimykotikum ve 
svetle stale problematicke korelace in vitro-in vivo? Jakou strategii testovani pova~ujete 
v soucasnem stavu vyvoje metodik za optimalni? 

4. K diagnosticke casti mam ctyfi strucne podotazky: 
a. Ve sve praci porovmlvatc chromogenni media CandiSelect a HiCrome Candida Agar. 

Proe jste ve sve stuctii nepou:!ila pl1vodni Rambachuv CHROMagar, ktcry je 
z hlcdiska morfologickych i barevn)'ch odli~nostf kolonif jednotlivych druhu podlc 
meho mizoru nejspolchlivejsi a z vYvojoveho hlcdiska muze b)1 povazovan za jakysi 
zlaty standard? Duvody by nemely b)1 jen ekonomickC, v nasi laboratofi marnc 
uvedcne medium zafazenc do spcktra pud pro rutilml vysetfovani ka:!deho materiaJu 
zaslaneho ns cHene mykologicke vysetfenf i pro identifikaci kvasinkorych kultur 
predanych z bakteriologie. 

b. Byia pi'i identifikaci C. a/bieans nejak zohlednena mo:!na zamena 5 C. dubliniensis? 
c. Podle jakeho schematu jste provadeia identifikaci kvasinek ve Vas! laboratofi 

pfipraVen)'I11i auxanogramy (obr. 25) a (pfipadne) zymogramy? 
d. Proc jste testovanf citlivoSli diagnostickymi prouZky Etesl neprovadeJa na RPMl 

agaru, ktery je jejich ryrobcem v soucasne dobe doporucovan jako v podstate jedimi 
alternativa (viz akturuni verze C1S 005), zvlasti: kdyz jste toto medium pouzila pro 
dilucni buj6novou metodu? Je k dispozici nejaka publikovana stud ie, klera by 
prokazala srovnateine bodnoty MIC u jednotlivych systemovych antimykotik pomoci 
Etestu na RPMl, MH a ptlpadne AST agaru? 

Z:ivcr: 
Pres ryse uvedenc pripominky mohu konstatovat, ze predloZena disertace splnila stanovene 
dIe a ma take vseehny predpokJady odbome prace daneho typu. Proto ji doporucuji 
k obhajobe. 

V Olomouci 4. cervna 2009 
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