Oponentsky posudek disertacni priace Mgr. Marcely Vejsové
»Laboraterni diagnostika kandidovych infekei*

PredloZenad disertatni prace je svym charakterem puvodni, zaméfend prakticko-
metodologicky, ma celkem 142 stran véetné 45 tabulek, 14 grafii a 39 obrazki.

Jeji nazev ,,Laboratornf diagnostika kandidovych infekei* viak zcela piesné nekoresponduje s
Jjejim obsahem, protoZe do prezentovanych studii jsou zafazeny 1 kmeny aspergilt.

Formailni a jazykova tiroven zpracovini

Préace je z celkového pohledu dobfe koncipovana, ma vhodné zvolené radkovani, umoznujici
pohodlné ¢teni textu. K prehlednosti vak pfili§ nepfispiva zafazeni ¢ésti tabulek aZ na samy
konec prace, zvlasté kdyZ ostatni jsou spolu s grafy a obrazky umistény piimo do textu.

Je pséna dobrou &estinou, aviak misty s preklepy a nékdy 1 gramatickymi chybami, pfevazné
vinterpunkci. Ojedinéle se vyskytuji terminologické chyby (nozokomindlni misto
nozokomiélni, dysparenurie misto dyspareunie). Stylistickd uroven textu je zcelkového
pohledu vyhovujici, nékteré formulace jsou vak neobratné a pon€kud zavadéjici, napf.
»Materidl na mykologické vySetfeni...musi byt zasldn rychle nebo zchlazeny™ (str. 46) nebo
»---Vy$8i antifungalni 0¢inek vorikonazolu na kvasinky (a zvla§té aspergily), v&einé non-
albicans druht...“ (str. 113). Nékteré zase povaZuji za nevhodné zhlediska odborné
terminologie (napf. ,,nekontaktni invaze* (str. 32) nebo ,,vlaknité plisné* (str. 111), ,,invazivni
myceliova vidkna“ (str. 28), jind slovni spojeni jsou zase znatné neobvykla (napf. ,lidské
integumenty* — str. 50, , retardované mycelium® nebo ,,izolativni rozo¢kovani — str. 109). Na
étenate déle plsobi pongkud rudivé misty se vyskytujici vétna skladba vznikld doslovnym
prekladem anglického textu napi. (napt. S vyjimkou C. glabrata, viechny humanné patogeni
kmeny mély tendenci... — str. 119) stejné jako vyslovené ,,anglizmy*, napf. slovo ,,intrinzni®.
Koncovky nazvli enzyml by mély byt podle soucasného doporuceni —asa, nikoli —4za (napf.
na str. 43 glukan-syntdza). Ponékud nesystematické je i pouzivani zkratek, uvedenych
v seznamu na zaéatku prace.

Teoreticka ¢ast

Autorka, jist¢ srelativn® malymi zkuSenostmi, zvolila svym zdmérem charakterizovat stav
problematiky v pomé&mé Siroké oblasti lékaiské mykologie znatné obtizny pfistup, kterého
s v3ak zhostila z celkového pohledu velmi dobfe. Na druhé strané zde vak postradam alespon
zminku o soudasné taxonomii kandid a v té souvislosti skute¢nost, Ze fada druhi de facto jiz
do rodu Candida nepatti (C. krusei, C. lusitaniae, C. pelliculosa atd.), 1 kdyZ v klinické
mykologii jsou (a jist® i budou) stdle uvadény v naprosté vétsiné jen ndzvy anamorf. Dale se
v praci vyskytuji stardi synonymické nazvy n&kterych kvasinek (Blastoschizomyces capitatus
misto Dipodascus capitatus, Trichosporon beigelii misto Trichosporon asahii). Rovnéz nazvy
»~mukormykdza® (napf. str. 35) a ,,mukory™ v obecném smyslu oznaleni pro zygomycety (str.
45) povazuji za obsolentni. Na str. 12 by mé&l byt jako jediny spravny mikrobiologicky vyraz
uvedeny ,.ty¢inky*, nikoli ,tycky*“. Déle, uvedeni komerénich nazvi antimykotik (i kdyZ jen
v zévorce za generickymi nazvy) i nékterych dalSich preparatli nepovaZuji v této ¢asti prace
za piili§ vhodné, nebot generické/zakladni nazvy jsou podle mého nédzoru dostatetné
informativni a v nékterych pfipadech existuje komer¢nich nazvii pfisluSného generika vice,
nez je uvedeno. Mimoto nékteré ndzvy firem nejsou aktualizovdny (napi. jiz neexistujici
Sanofl Diagnostics Pasteur — str. 52) a jejich specifikace je formalné nejednotna (n&kde jen
nazev firmy, jinde firmatstat, jinde firma+stat+mésto, napf. str. 76). V pfipad€ pidy
CHROMagar Candida (str. 55) je chybné uveden vyrobce, kterym je francouzska firma
CHROMagar Microbiology. :

Uréité (ovSem nikoli zasadni) vyhrady mam ke zptsobu zpracovani kapitoly ,,Onemocnéni
zpiisobend kvasinkami®, zde je vSak tfeba vzit v Gvahu, Ze autorka nema medicinské vzdélani.
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Na druhé strané viak povazuji za nutné podotknout, Ze vétiina pramend, na néz se v této ¢asti
odvolava, je jiZz starsiho data a pochazi v naprosté vét§ing jen od nékolika pfevazné eskych
autord. K atraktivitd této kapitoly by podle mého ndzoru vyznamné piispéla struénd
charakterizace nékterych recentnich zajimavych kazuistik z oblasti kandidovych infekei. Déle
mi neni jasné, jak si autorka predstavuje v klinické praxi stanoveni katétrové kandidémie na
zakladé formulace (viz str. 32): ,,... — pokud neni katétr vyjmut — je koncentrace kandid
v hemokultufe odebrané z katétru desetkrat vy3si nez ze soudasného odbéru z periferni zily*,
kdyZ sloZeni hemokultivaéniho média slouzi primdrné k pomnoZeni mikroorganismii. Navic
citace, na kterou se autorka odvolava (Haber 1999) neni v seznamu literatury uvedena.

V kapitole zabyvajici se laboratorni diagnostikou bych s autorkou urité polemizoval o poétu
izolatd kvasinek netvoficich chlamydospory, kterych je tdajné tretina. Postraddm literarni
odkaz, ktery by uvedené tvrzeni podpofil, podle mych vlastnich, v tomto ohledu znaéné
rozsahlych zkuenosti, je moZno prokazat chlamydospéry nejméné u 90 % izolatl, coz je
v souladu napf. s idajem McGinnise (Laboratory Handbook of Medical Mycology, Academic
Press, New York, 1980). Pro jejich mikroskopicky prikaz je navic pehlednéjsi a zcela
postadujici 100ndsobné zvétseni (str. 77). V 8asti textu zabyvajici se interpretaci nalezd
v lokalitach osidlenych fyziologickou mikroflérou (str. 50) by bylo vhodné zminit posuzovani
kvantity kvasinek v kontextu mnoZstvi privodni bakterialni fléry. U popisu kolonii kvasinek
mi neni jasné, zda jde o kultury, které autorka vyuZila ve svych studiich (v tom p¥ipadé by se
mi tato ¢ast textu jevila logi¢té)di v metodice) nebo jde-li o obecné charakteristiky, (pak jsou
oviem morfologické varianty zejména u nékterych druhi pestfej$i nez je uvedeno).

V ¢asti o komerénich soupravach pro testovani citlivosti k antimykotikiim povaZuji za vhodné
podotknout, Ze YeastOne panely jsou jiZ n&jakou dobu u nés dostupné (distributorem je firma
BioVendor) a Ze pravé tato souprava se mi jevi z hlediska spektra systémovych antimykotik
nabizenych k testovani v nejnove&jsi verzi panelu jako nejvhodng&j§i pro srovndvaci Gcely,
protoZe autorkou pfipravend mikrodilu¢ni bujonova metoda zahmovala pouze star$i z nich.

Zaméieni a uspoi-adani studie

Téma prace bylo vhodné zvoleno, ziskané poznatky jsou aplikovatelné do béZné diagnostické
praxe laboratofi lékaiské mykologie. Price pfindsi fadu originalnich vysledkt a nové
pristupy, které jsou, zvlasté ve studiich zaméfenych na testovani citlivosti k antimykotikiim,
vyuzitelné v daldim vyvoji metodiky v této oblasti. Studované soubory 1 jejich druhova
struktura jsou dostatené reprezentativni. Ocefiuji 1 piistup zaloZeny na ovéfovani pfedem
definovanych hypotéz. Domnivdm se v3ak, e k piehlednosti provedenych experiment by
vyznamné piispélo, kdyby byl zvolen jeden soubor kmenti, se kterym by bylo provedeno
kompletni testovéani a nikoli étyfi do jisté miry vzéjemné nezdvisié studie, zvladté proto, Ze
autorka celou praci ziejmé provadéla v laboratofich Skolitele a protoZe technicky jde o
relativné jednoduché metody. Déle se domnivadm, Ze vzhledem kcelkové koncepci a
pouZitym technikdm by bylo vhodn&jsi, kdyby byly experimenty omezeny pouze na
kvasinkovité mikroorganismy, jak ostatné bylo - vzhledem k ndzvu prace - zfejmé pivodné
zamy$leno.

U studie 1 si nejsem jisty, kterou verzi média CandiSelect™ autorka vlastné pouZila. Pida,
ktera diferencuje pouze C. albicans (a na niZ ostatni druhy rostou jako bil¢ kolonie) vyrdbéla
francouzska firma Sanofi Diagnostics Pasteur. Nadndrodni korporace Bio-Rad Laboratories,
ktera plivodniho vyrobee pozdéji pievzala, podle mych informaci jiZ deldf dobu wvyrabi
vyhradné verzi CandiSelect4, ktera diferencuje jesté C. tropicalis, C. glabrata a C. krusei. Ve
fotodokumentaci na str. 56 se hovoii o CandiSelectd a zbarveni kultur C. albicans (spise
fialové) tomu odpovida, ale ve vysledcich na str. 84 se hovofi o ,,charakteristickych modrych
koloniich® a o diferenciaci pouze uvedeného druhu, coZ bylo typické pro prvni verzi
CandiSelectu.



Metodika

Postup experimentl je piesné definovan, jednotlivé postupy jsou piehledné roz¢lenény a az na
nékolik vyjimek specifikovanych déle jsou i dobie popsiny. Na str. 72 je uvedeno, Ze ke
kultivaci houbovych kment byl pouzit Sabouraudiv agar s chloramfenikelem (neni uvedena
koncentrace), na str. 75 pfi popisu ptipravy uvedené plidy viak jiZ toto antibiotikum zminéno
neni, 1 kdyz je jasné, Ze v zdkladnim sloZeni média byt nemtze, bylo-li, jak se zd4, pfipraveno
v laboratofi z dehydrovaného zakladu. Vzhledem k tomu, z jakych klinickych vzorkd byly
viechny testované kmeny izolovéany, neni mi zcela jasné, pro¢ byla zvolena teplota 27°C pro
kultivaci a ,,pasaZovani aspergild. 1 kdyZ z vlastni zkuSenosti vim, jaké mlétné médium
autorka ke konzervaci izolatd zfejmé pouzila, vzhledem k tomu, Ze zatim nejde o obecné
preferovanou metodu jejich uchovavani, pro ¢tenafe méné znalého této problematiky by bylo
uzite¢né nizev a pouZitou koncentraci média pfesné specifikovat. Na sir. 76 neni zcela jasné,
kdo je vlastné vyrobcem AST agaru.

V ¢asti o testovani citlivosti by bylo vhodné popsat, jak autorka provadéla ,resuspendaci®
konidii vlaknitych hub. Dale bych doporuCoval blize charakterizovat princip stanoveni
Spearmanova korelaéniho koeficientu, nez pouze konstatovat, Ze jim byla vyjadfena linearni
souvislost mezi studovanymi metodami, idedlni by bylo citovat jeho pouZiti v obdobné
zaméfenych studiich. U specifikace stuprit neshod (str. 81) si nejsem jist, za jakym tcelem
uvadi autorka v zavorkach anglické pteklady: napf. velkd neshoda (angl. major error), kdyz
dale pouZiva (v&etné zkratek) vyhradné ¢eské nazvy (pokud by uvedené hodnoceni vychézelo
z n&jake anglicky psané prace, postradam jeji citaci).

Vysledky

V této Casti je tieba velmi ocenit usili autorky o jejich zpracovani z riznych thli pohledu
véetné podrobného statistického vyhodnoceni. Z hlediska jejich praktické vyuzitelnosti
povaZuji za pfinosné zejména zkuSenosti s testovanim na AST agaru, ktery pfileZitostng
vyuzivame i u nés a poznatky prezentované autorkou, zejména rychlejsf hodnoceni vysledku
pii porovnani s jinymi médii, tak mohu potvrdit.

Vlastni text mi viak z celkového pohledu pfipada znaéné stru¢ny, zejména Ctenaf ne zcela
znaly statistickych metod se ,,ztraci* v fadé tabulek, z nichZ ¢ést je navic aZ na konci préce.
Na nékteré z nich (12, 15, 18) doprovodny text viibec neodkazuje. Po obsahové strance mi
neni zcela jasné, jaky prakticky/taxonomicky vyznam ma u testu kli¢nich hyf kvantitativni
hodnoceni mikromorfologickych forem kultur (kliéni hyfy/pseudohyfy — str. 78), stejné jako
sledovéni rozdilt mezi vyskytem pseudohyf a pseudomycelia, v diskusi jsem Zadny rozbor na
toto téma nenaSel. V metodice navic neni rozdil mezi pseudohyfami a pseudomyceliem
definovan. U hodnoceni kliénich hyf se neshoduje tdaj v textu: ,,U dvou kment C. tropicalis
byla v séru zaznamendna tvorba kli¢nich hyf...” s Gidajem v tab. 8. Nevysvétlené disproporce
v poctu testovanych izolatl se mi zdaji byt také u studie 3, ktera by méla zahrnovat celkem
149 kultur (viz tab. 6). V metodické ¢asti ani v diskusi se mi nepodafilo najit udaj, ktery by
uvadeél, které izolaty jednotlivych druhii a pro¢ byly vyloufeny z hodnoceni, nebot’ potty
kmeni v tabulkéch 13 a 14 davaji soucty 143, resp. 148 izolatl, v tab. 16 a 17 je niZi poCet
izolath u C. albicans 1 non-albicans kandid. Déle, text druhého odstavce na str. 86 stejné jako
v prvnich dvou v podkapitole 5.2.1. (str. 87) by bylo podle mého nazoru vhodnéjsi zaradit do
metodické ¢asti.

Diskuse

V diskusni &asti prace je tieba vyzdvihnout zejména podrobny rozbor vlastnich vysledki a
technickych aspektli pouZitych metod. Postradam vsak $ir§i aktivni polemiku s obdobné
zaméfenymi pracemi, kterych je v publika¢nich databazich celd fada. Na str. 109 by bylo
vhodné podpofit citaci tvrzeni, Ze kli¢ni hyfy je schopna tvofit napi. i C. parapsilosis, nebot
uvedend schopnost je obecnéji v povédomi jen u C. tropicalis. Prezentace fady grafli (3-14) az
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v této ¢asti je ponékud neobvykla, pfirozendj$i by bylo podle mého nazoru jejich zafazen! do
vysledkové &asti s tim, Ze by je zde bylo mozné diskutovat.

Seznam literatury

Citované prace jsou vhodné zvoleny, zejména z oblasti antimykotik jde o recentni vyznamné
publikace. Jak uZ jsem v3ak jiZ opakované naznadoval v predchozich statich, celkovy pocet
literdrnich citaci by mohl byt vyznamné vy38i, coz by jisté pfispélo k daldimu zvyseni kvality
této disertagni prace.

Otazky na autorku:

1. Vteoretické c&asti prace zmitiujete u kvasinek pojmy ,dimorfismus™ a ,switching
fenomén*, Zajimalo by mne, jak byste oba pojmy definovala, jak spolu souvisi a jaky je
mezi nimi fakticky rozdil?

2. Pri charakterizaci patogenetickych mechanismi invazivni kvasinkové infekce uvéadite jako
typickou tvorbu hyf/pseudohyf a SAP. M¢l bych proto dotaz, jaké jsou nejdileZité)si
predpoklddané faktory virulence v medicinsky stale vyznamnéisiho druhu C glabrara,
kterd in virro vyrista jen ve formé blastospor a geny pro SAP u ni idajné chybi?

3. Ve své praci uvédite, Ze stanoveni in vitre citlivosti houbovych patogend
k antimykotikiim je dnes soudésti rutinntho laboratorntho testovani. Jaky je va$ ndzor na
vhodnost rutinntho testovéni citlivosti klinickych izolath kvasinek k antimykotikim ve
svétle stale problematické korelace in vitro-in vivo? Jakou strategii testovani povaZujete
v soutasném stavu vyvoje metodik za optimalni?

4. K diagnostické ¢asti mam C&tyfi struéné podotazky:

a. Ve své praci porovnavite chromogenni média CandiSelect a HiCrome Candida Agar.
Pro¢ jste ve své studii nepouzZila pivodni Rambachilv CHROMagar, ktery je
z hlediska morfologickych 1 barevnych odlisnosti kolonii jednetlivych druhii podle
mého nazoru nejspolehlivéjsi a z vyvojového hlediska miZe byt povaZovan za jakysi
zlaty standard? Duvody by nemély byt jen ckonomické, v nasi laboratofi mame
uvedené médium zatazené do spektra pid pro rutinni vySetfovani kazdého materidlu
zaslaného na cilené mykologické vySetfeni i pro identifikaci kvasinkovych kultur
pfedanych z bakteriologie.

b. Byla pfi identifikaci C. albicans n&jak zohlednéna moZné zéména s C. dubliniensis?

c. Podle jakého schématu jste provadéla identifikaci kvasinek ve Vasi laboratofi
pfipravenymi auxanogramy {obr. 25) a (pfipadné) zymogramy?

d. Pro¢ jste testovani citlivosti diagnostickymi prouZky Etest neprovadéla na RPMI
agaru, ktery je jejich vyrobcem v soucasné dobé doporucovan jako v podstaté jedina
alternativa (viz aktudlni verze CIS 005), zvlasté kdyZ jste toto médium pouZila pro
diluéni bujonovou metodu? Je kdispozici né&jaka publikovana studie, kterd by
prokézala srovnatelné hodnoty MIC u jednotlivych systémovych antimykotik pomoci
Etestu na RPMI, MH a pfipadné AST agaru?

Zivér:

Pies vySe uvedené piipominky mohu konstatovat, Ze pfedloZena disertace splnila stanovené
cile a ma také viechny pfedpoklady odborné prace daného typu. Proto ji doporuduji
k obhajobé.

V Olomougci 4. ¢ervna 2009
Doc. MUDr. Petr Hamal, Ph.D.
Ustav mikrobiologie LF UP a FNOL
Hnévotinska 3
775 15 Olomouc
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