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Anotace

Invazivni infekce vyvolané rode@andidg zvIast pak jeho nejvyznanésim
zéstupcent. albicans pati mezi vdzné komplikace, zejména u
imunokompromitovanych pacientPripadny vyskyt rezistence k jednotlivym
antimykotikim zn&né komplikuje terapii invazivnich mykéz a zvysuje romlitu a
mortalitu u &chto pacient. Cilem této prace bylo zavedeni rychlé metodyldete
rezistence na kaspofungin pr@stnictvim hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF.

Testovani bylo provasho na referetnim kmenuC. albicansCCM8261 a
kmenuC. albicansM30 s prokazanou rezistenci na echinokandiny.d&emi bylo
pouzito dvouiiznych nastaveniifstroje a pro nasledné vyhodnoceni ziskanych spekte
byla vyuZita korel&ni a shlukové analyza (dendrogram).

V prab¢hu analyzy bylo zji$no, Ze publikované nastavenéi@ni nelze
aplikovat, neb6 pro kazdy hmotnostni spektrometr je vzdy nuth@@vat s nastavenim
od vyrobce. Pomoci shlukové analyzy se pibal@dliSit citlivy a rezistentni kmen.
Kvalita ziskanych spekter byla relatiévnizka, coZz mohlo byt Zlgobeno pouzitim
nevhodného kultiveniho média.

Shlukova analyza prokazala moznost stanoveni @gfiypomoci hmotnostni
spektrometrie, nicméndalSi pokusy zohledljici poznatky ziskané v této studii budou

nutné pro fipadné zavedeni metody do rutinni praxe.

Kli¢ova slova

Kvasinky,Candida albicanskaspofungin, rezistence na echinokandinova antitikdo
MALDI-TOF



Annotation

Invasive diseases due @andida sp.especially byC. albicans represent very
severe complication in immunocompromised patigvitsre over the presence of
antifungal resistance leads to delay of targetéifuagal therapy and increases
morbidity and mortality in this group of patientherefore the aim was to introduce a
rapid method of caspofungin resistance detectiothéynass spectrometry MALDI-
TOF.

The tests were performed by the use of referemag§2. albicansCCM8261
and caspofungin resistant str&nalbicansM30. Different settings of mass
spectrometer were used for the measuring. Therwatapectra were evaluated by
correlation and cluster analysis (dendrogram).

By cluster analysis it was possible to differeneitite susceptible and the
resistant strain.

During the analysis we have found, that mass speetter settings are unique
for each machine and we cannot use the publishiad \dée did not succeed to
determine the similarity by correlation analysibeTquality of obtained spectra was
quite poor, probably because of non-suitable cellitnedium used in the test

The cluster analysis confirmed the possibilityedistance detection by mass
spectrometry; nevertheless more testing profitmognfcurrent experience is needed for

introduction of this test in routine.
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SEZNAM ZKRATEK

MALDI-TOF — Matrix-assisted laser desorption/ionization Timd-bfjht
DIC - Differential Interference Contrast

BAT — bronchoalveolarni tekutina

CLSI —Clinical and Laboratory Standards Institute

EUCAST —The European Committee on Antimicrobial Suscepiibilesting
MIC — Minimal Inhibitory Concentration

CSF —caspofungir(kaspofungin)

CCIl —Composite Correlation Index

RPMI-1640 —-Roswell Park Memorial Institute-1640 medium



UvoD

Kvasinkovité mikroorganismy jsou stale vyznafj$h pricinou infekci u pacierit
v téZkém stavu, zejména u pacieéns réjakou formou imunodeficitu. Vyskyt neobvyklé
rezistence u takovych paciénnize znamenat zpo#di v nasazenidinné terapie a zaginit
aZz nenavratné poskozeni zdravi pacienta.

Zvolila jsem si proto jako téma své bakake prace zavedeni rychlé metody detekce
rezistence na echinokandiny pomoci hmotnostni speletrie na principu MALDI-TOF.
Tato metoda by mohla byt naslédzarazena i do &nych diagnostickych posttp

v mykologické laborati.
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1  Kvasinky (kvasinkovité mikromycety)

1.1 Obecné vlastnosti kvasinek — definice, za fazeni

N

Kvasinky jsou eukaryotni organismy, spadajisé hub Fungi, Mycete$, dale vsak jiz
netvai samostatnou taxonomickou skupinu, a proto jeen@zdnoti definovat. Jedna se o
houby mikroskopickych rozami, a proto se iiveme v gkteré literatiie setkat i s ozanim
kvasinkovité mikromycetyCesky nazev ,kvasinky* je pak odvozen od schopnestsiny
druhi téchto mikroorganisrin zkvaSovat &které sacharidy¢ehoz se uz po staleti vyuziva
nejen k pipraw alkoholickych napdj a kynutého p&va, ale také jsou na této schopnosti
zaloZeny i ikteré identifik&ni metody v mykologii [1, 2, 3].

Diive se houbovité organismiadily do tiSe rostlin. Zjistilo se ale, Ze houby maji
ur¢ité specifické vlastnosti, diky kterym byly naslédnrostlinnériSe vi¢lenény a dnes tvid
samostatny celek fedstavujici jakysi ,jechod* meziisi rostlinnou a Ziv@sSnou [1, 2].

Od rostlin se houby odliSuji zejména tim, Ze «cfejile neni pitomen chlorofyl, a
nejsou tedy schopné procesu fotosyntézy. S timisiougpisob jejich vyzivy. Houby totiz
fadime do skupiny tzv. heterotrofnich organismstejré tak jako teba Ziva@ichy. A pro tyto
organismy, resp. pro organismy s timto typem mdistino je charakteristicke, Ze jako zdroj
uhliku vyuZivaji organické latky [1].

DalSi vlastnosti hub, kterou se naopak liSi odugpmit ZivociSné tise, je pitomnost
burgcné stény. Tato struktura ma navic odliSné chemické sloZeporovnani s buftnou
sténou rostlin i bakterii [3].

Houbovité organismy, a potazmo tedy i kvasinky &ke dyzn&uji porgkud odliSnym
sloZzenim cytoplazmatické membrany. Rozdil je vagséni latek steroidni povahy. Zatimco
u zastupt zZivocisnériSe dominuje zejména cholesterol, v membranachniachazime jinou,
ale struktur velmi podobnou latku, zvanou ergosterol. Tohotanatku vyuZivaji i dktera
antimykotika, jejichz mechanismusgidku je zaloZzen bdi na vazk tohoto sterolu, nebo na

inhibici jeho syntézy [2, 4].
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1.2 Morfologie a rozmnozovani kvasinek

Pokud bychom ckti néjak jednoduSe morfologicky popsat organistagici se mezi
kvasinky, tak bychom mobhtici, Ze se jedna o jednobimé mikroorganismy, rozmnoZzujici
se frevazre pwenim. Tato charakteristika vSak neni zcela stri@nb].

Za normalnich podminek sétginou kvasinky vyskytuji prajako samostatné kly,
kterym fikAme blastospory (blastokonidie). Tytonky jsou zetelrg vétSi nez biky
bakterialni (3-15um). Jejich tvary byvaji opravdu rozmanité. Za zdkiatvar je povazovan
rotatni elipsoid, BZné jsou téz hiky kulatéhoci protahlého tvaru [2, 3, 5]Qbr. 1)

Tvar burgk je dan zejména rodovoutriplusnosti, ale ovliwji jej i kultivacni
podminky. Vhodnym fikladem toho, jak rize zpisob kultivace vyznaminovlivnit tvar
burgk je rod Trigonopsis u kterého za gkterych kultiva&nich podminek rizeme pozorovat

dokonce biiky trojuhelnikovitého tvaru [3].

copgd?J

a) kulaté; b) ovalné, elipsoidni; c) citkovité; d) ogivalni; e) lahvovité; f) protahlé; gaknité

Obr. 1.Rozmanité tvary buk kvasinek

(Kockova-Kratochvilova, 1982, upraveno)

Na tvaru kvasinkovych bk se ugitou merou podili i zgisob jejich rozmnoZovani.
Kvasinkovité mikroorganismy se mohou rozmnoZovak yegetativé (nepohlavs), tak i
pohlavnim z@gsobem [6].

Zpravidla se biky kvasinek rozmnoZzuji nepohlayfednoduchym ptenim. Ri tomto
déji se na matiské buice vytv&i pupen, ktery se postuprzvétSuje. V podstdt se jedna o
budouci dcnou buiku, ktera se poté co zcela doroste,&idold buiky mateéskeé [3, 6].

OvsSem, ne kazdy gici proces musi nugrskortit aplnym odalenim a vznikem dvou
samostaté existujicich budk. Za ugitych podminek, obvykle ip nedostateéném gFisunu
Zivin, mohou buiky zistat spojeny, protahuji se a postépak vytv&i razré dlouha
zaSkrcovana vlakna. Takovétoiky oznaujeme jako tzv. pseudohyfyi nepravé hyfy,
protoze svym protahlym tvarentipominaji pravé hyfy (vidkna). Soubor pseudohyfpsa&
nazyva pseudomycelium. Tvorbu pseudomyceli@Zzeme casto pozorovat ndjklad u

kvasinek roduCandidaneboTrichosporon[3, 6].
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Zastupci gkterych rodi, prikladem nmize byt ogt rod Candidg jsou schopni vytvdet
i tzv. pravé mycelium, které vznik&ipnym dlenim protahlych butk. Vznika tak tizné
dlouhé vldkno s hikami jednotné $ky a bez zaSkrceni. Bly jsou vzajem# oddlené
septy, ve kterych jsou pory zdjigici mezibugcnou komunikaci [3, 6, 7].

Pokud tuto morfologickou charakteristiku shrnenak mizemefict, Ze kvasinky se

mohou vyskytovat veréch zakladnich podobactolfr. 2)

e
@)
b) % Y
blastokonidie pseudohyfy hyfy
(blastospory) (nepravé hyfy) (pravé hyfy)

Obr. 2.Hlavni morfologické jednotky kvasinkovitych mikroety
Snimky C. albicans vizualizované pomoci DIC (difeidélni interferenni kontrast)
mikroskopie (a), schématické znazémhjednotlivych morfologickych jednotek (b)

(Thompson, 2011, upraveno)

1.2.1 Struktura kvasinkové bu nky

Kvasinkové biiky fadime k bitkdm eukaryotniho typu. Jak znamo eukaryotrikigu
od okolni cytoplazmy oddeno membranou, a ve které je uloZena rozsahlétigkaerybava
v podolz linearnich molekul DNA, jeZ jsou rétenény do WtSiho p&tu chromozoni. DalSi
vyznamnou charakteristikou pro tento typ &kirje obsahiady membranou ohrat@nych

organel v cytoplaz#
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V této podkapitole, vSak rozho&nneni cilem zaobirat se podrobnym popisem
eukaryotické bikky. Zde chci pouze vyzdvihnout tu higmou strukturu, jez je vyznamna
z hlediska rezistence k echinokandinovym antimy&woti, tedy bus¢nou stnu.

1.2.1.1 Bunécna sténa

Bunécnd stna kvasinek je silna, pevna a elastickd struktj@a,chrani biiku pred
mechanickymi i osmotickymi vlivy a udava jeji tvavlimoto se podili na vzajemné adhezi
burgk a funguje i jako selektivni bariéra [6, 8, 9, .10]

Buné¢na stna gredstavuje podstatnaiéist hmotnosti kvasinkové bky (az 25 % jeji
suché vahy) a jeji velikost, resp. tlokd se pohybuje mezi 150 — 400 nm. Ke speitifik
burg¢né stny kvasinek, pat predevsSim odliSnost jejiho chemického sloZeni versini/

s buré¢nou sénou rostlin i bakterii, a takérijpomnost jizev, jez vznikaji nasledkemdpuni.
Struktura i chemické slozeni bitmé stny byly doposud nejlépe prostudovany u kvasinky
Saccharomyces cerevisiggomoci elektronové mikroskopie bylo zji$b, Ze se jeji buitna
sttna sklada zefi vrstev (vnitni, stedni a vijsi), z nichz kazda disponuje odliSnym

chemickym slozenim [3, 6, 8, 9, 10].

| == Mannan B-1.6-glucan === Chitin |
Proteins = [i-1.3-glucan

Cell membrane

Obr. 3Schématicka struktura baimé stny C. albicang11]
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Bunécna séna kvasinek se skladdqvazrt z polysacharitl a proteiri. Nejhojrgji jsou
v burs¢né stn¢ zastoupeny glukany (polymery glukézy). U kvasinekistuji dva typy
glukani, fibrilarni B-1,3-glukan a amorfnip-1,6-glukan. Fibrilarni glukany zajigji
mechanickou pevnost bé&tné stny a spolén¢ s chitinem vytvé jeji vnitini vrstvu, ktera
piiléha k plazmatické membr&n V nasledujici $edni vrsté pak nachazime amorfni
glukany. VrgsSi vrstva buacéné sEny je tvdena glykosylovanymi proteiny mannany
(mannoproteiny), které diky svému usiaéni zajiuji selektivni permeabilitu buitiné stny

a také ukuji antigenni vlastnosti kvasinky [3, 8, 9, 10,.12]

1.3 Nejvyznamn éjSi rody kvasinek

Do skupiny kvasinkovitych mikromycet s&adi hned #kolik rodi, z nichz
nejdilezit¢jSi jsou rod Candida Cryptococcus Trichosporon Malassezia Hansenula
Geotrichum Rhodotorulaa Saccharomycel].

Vubec nejvyznamg)Si je vSak rod Candida Kvasinky tohoto rodu nalézame
v klinickych materidlech n&astji [2]. A jelikoZ jsme vramci naSi experimentalpface
vyuZzivali k testovani pouze zastupce tohoto rodwgebnasledujici text zaifen pra¢ na

tento rod, resp. na jeho nejvyznafjdiho FedstaviteleC. albicans

1.3.1 Candida albicans

C. albicans predstavuje neépsgjSiho pivodcem tzv. kandidéz, tedy infekci
zagicinénych organismy pétich do roduCandida Jedna se o oportunni patogen, ktery je
béZnou sodasti fyziologické flory. AvSak za &itych okolnosti, zejménaip poruchach
imunity pacienta, hize dojit k omezeni normalni flory, ke kolonizaci akinkami a
naslednému rozvoji kvasinkové infekce. Kandiddézyujsedy prakticky vzdy endogenniho
puvodu [2, 5, 13, 14, 15].

Podle nedavneé studie [16] vypliva, Ze mezicasgji izolovanymi kvasinkami u
pacienti s hematologickou malignitou je pRAC. albicans spolén¢ s C. glabrata (ze 63
izolath od 61 pacierit bylo v 28 % zastoupen@. albicansa 19 %C. glabrata) resp.

v piipact, Ze vylowime izolaty z bronchoalveolarni tekutiny (BAT), gg@to pro tento typ
infekce nevyznamny material. Ziskame pénmé procentualni zastoupeni, kdy tentokrat se
spoleén¢ sC. albicansdostava na pomysiny vrch@l. parapsilosiqze 63 izolai 25 %, resp.

10 %).
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1.3.1.1 Historie

Jiz ve 4. stoletiip n. |.fecky Iéka Hippokrates popsal ve svych textech pnifipady
oralni kandidézy (matnivky) u oslabenych pacieihtNicmérg pavodce tohoto onemo¢ni
byl definovan mnohem po#fl, a to az v polovit 19. stoleti [5, 17, 18].

Prvni kdo objevil gvodce tohoto onemoe¢ni, byl roku 1839 Langenbeck, ktery u
pacienta s tyfoidni hot&ou nalezl kvasinky v lézich dutiny Ustni. BohuAgak tyto
mikroorganismy myls ozn&il za pivodce tyfu. A tak az v roce 1853 Robin, odhalilqogn
vyvolavajici modnivku a nazval jejOidium albicans DalSich wkolik desitek let pak
dochéazelo kiznym taxonomickym jfesurmm a znénam v nazvoslovi, az nakonec v roce
1923 Berkhout navrhl pro tuto kvasinku ndzeandida albicansjezZ je odvozen z latinského
toga candica(vyraz pro bilou rébulena fimského senétu) albicare (v piekladu byt bily,
bélat) [5, 17, 18, 19, 20].

1.3.1.2 Taxonomické zarazeni

Ri%e: Fungi
Kmen: Ascomycota
Oddleni: Ascomycotina
Trida: Ascomycetes
Ré&d: Saccharomycetales
Celed: Saccharomycetaceae
Rod: Candida
Druh: Candida albicans

Obr. 4Taxonomické zazeni C. albicans.
Text prevzat z: http://www.doctorfungus.org/Thefungi/Catalispp.php
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1.3.1.3 Morfologie

C. albicanspodle podminek progdi, ve kterém se nachazi je schopna wgtvéizné
fenotypické formy: blastospory (blastokonidie), pdehyfy i pravé hyfy. Typicka je pro ni i
tvorba chlamydospor (chlamydokonidiQlgr. 4), kulatych silnosinnych Utvai, vznikajicich
v pribéhu (interkalarni chlamydospory) nebo na koncichn{tealni chlamydospory) hyf i
pseudohyf. A dale tvorba tzv. zar@dgch klicka (angl. germ tubeys tenkych vykzka
vyrustajici z kvasinkovych b@R pii kultivaci v ¢erstvém séru [2, 7, 21].

Obr. 5Kresba znazatiujici tvorbu terminalnich chlamydospor u C. albisgi22]

1.3.1.4 Kultivace

C. albicansje nutriéné nenaréna kvasinka, kter4 doé roste na &Sin¢ béZnych
kultivacnich pid. Zakladni a népstji pouzivanou mykologickoutmou je Sabouraug agar
s 2 — 4 % glukdzy, obvykle doginy antibiotiky (nap. chloramfenikol) pro potkgeni rastu
doprovodné bakterialni fléry. Dopafena vhodna teplota pro kultivaci kandid je 36 +CL °
V prabéhu 24 — 48 hodin narostou na Sabouragdmaru velké, krémavzbarvené, hladké a
nepitihledné kolonie, s typickouimi po chlebwi po ovoci [2, 5, 14, 21, 23, 24, 25, 26].
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Obr. 6Kolonie C. albicans na Sabouraudoagaru.
(Ustav lékaiské mikrobiologie FN Motol)

Pro odliSeniC. albicansod ostatnich druhkandid Ize vyuzit hnedékolik postupi.
Asi negastji se k tomuto delu vyuZivaji chromogenni agary (fa@andiSelect), na kterych
Ize kvasinky identifikovat na zakladdliSného zbarveni kolonii. Vedle chromogenniéd p
se vyuZivaji dalSi testy, které jsou zalozené nhalmyani vyznamnych morfologickych
vlastnosti, jez jsou vicd mére pro danou kvasinku charakteristickéikfadem je kultivace
na nutrtné chudém ryZzovém agarObr. 6), kde se sleduje schopnadSt albicanstvorit
pseudomycelia, nebo test tvorby zaradeh klicka (tzv. germ-tube test) [14, 21, 25].

Obr. 7C. albicans rostouci na ryZzovém agaru.
(Ustav lékaské mikrobiologie FN Motol)
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1.3.1.5 Klinicky vyznam

Infekce vyvolané C. albicans lze z klinického h#d@i, podle manifestace a rozsahu
rozcklit do dvou skupin: lokalnéi povrchové (mukokutanni) mykozy a systémové (ooyé@
mykozy. V rekteré literatie se je&t uvadi jako samostatna skupina — kandidémie.
Mukokutanni mykozy jsou lokalizovany naik a na sliznicich, aipdstavuji nej&znejsi
formu. Pati sem kandidézy orofaryngedlni, ezofagedlni, an@enitalni, vulvovaginélni a
samozejm¢ kozni. Mezi systémové formy jsotazeny nap kandiddézy hepatosplenické,
kandidoza ledvin a nt@vych cest, plicni kandid6za, kandidova endokatdjtikandidova
peritonitida, kandidova endoofltalmitida, a daNejzavazijSi formou je ovSem kandidémie,
kterd je definovana jako hamaty stav, @ kterém jsou v krvi fitomny kvasinky.
Kandidémie niZze bytcéasto (az v 50 %) pouzerqrhodna v tisledku infekce dlouhodéb

zavedeného zilniho katétru [14].

1.4 Stanoveni citlivosti k antimykotik ~ Gm

Vyvoj standardizovanych postapk testovani citlivosti kvasinek, resp. mikromycet
k antimykotikiim, v minulosti zn&n¢ zaostaval za rozvojem stéjrzaméienych metodik u
bakterii. Dhivodem toho je zrimy nepordr v ¢etnosti bakterialnich a mykotickych infekci a
také fakt, Ze v minulosti existovalo jen velmi oraeg spektrum systémovych antimykotik.
Proto nastup novych skupin antifungalni lateKjngsl nejen ¥tSi moznosti na poli
antimykotické terapie, ale byl tim odstartovan zvoj a standardizace novych metod k
testovani citlivosti mikromycet [27]

Stanoveni citlivosti mikromycet k antimykoftiin je esencialni pro detekckipadné
rezistence, a provadi se obdobnymisgbem jako u bakterii. V nabidce je tedy jak
kvalitativni diskovy difuzni test, tak i spolehdjgi kvantitativni metody, zahrnujici
mikrodilu¢ni metodwi E-test [21, 27].

Pfi naSi experimentalni praci byla k detekci rezistervyuzita modifikovana forma
mikrodilucni metody, z tohototid/odu je této metarlv nasledujicim textudnovana o #co

vEtSi pozornost.
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1.4.1 Kvalitativni metody

1.4.1.1 Diskovy difazni test

Tato kvalitativni metoda ma spiSe oriemtavyznam, ale diky své jednoduchosti,
rychlosti a finadni dostupnosti se stala vhodnou volbou pro rutdiagnostiku. Hodi se ke
screeningovému testovani kvasinek, zachycenych mé mévaznych materiél Princip
metody je stejny jako vifpact testovani citlivosti k antibiotikm. Hodnoti se velikosti
inhibi¢cnich zén kolem papirovych digkobsahujicich wité koncentrace antimykotik. Pro
kultivaci se pouZzivad Mueller-Hinton agar 8gavkem glukézy a methylenové niofR1, 27].

K vzhledem jiz zmiané orienténi povaze tohoto testu je nutne€, aby rezistence a

.....

1.4.2 Kvantitativni metody

Pro kvantitativni stanoveni existuji refetan metodiky vydané americkym CLSI
(Ustav pro klinické a laboratorni standardy) i gaakym EUCAST (Evropska komise pro
testovani antimikrobialni citlivosti). Tyto standgrvSak nejsou vhodné prézmy laboratorni

provoz. Pro rutinni pouZiti jsou dop@nyvany odvozené metody [27].

1.4.2.1 Mikrodilu éni metoda

Mikrodilu¢ni metoda se vyuziva tehdy, kdy je jedia spolehligji a presrgji stanovit
citlivost izolovaného kmene k antimykotik. PouZivd se k testovani izalaz klinicky
zavaznych materid) jako jsou hemokulturyi likvor. Podstatou této metody je stanoveni
MIC (minimalni inhibéni koncentrace), tedy stanoveni nejnizsi konceetaaimykotika,
ktera je je&t schopna zastavit (inhibovafjst testovaného kmene [21].

Metoda se provadi tzv. mikrodiluci, v komie¢ piipravenych mikrotitrénich
desttkach. Obec# doporigenou metodou pro rutinni stanoveni MIC u kvasireekgmetni
metoda Sensititre YeastOne (TREK Diagnostic Systg@br. 8. V jamkach mikrodildni
destEky, jsou jiz od vyrobce nadavkovanazna lyofilizovana antimykotika viznych
koncentracich. K nim se¢hem testovaniija suspenze kvasinek a po inkubaci se provede
odetet [27].

Pfi odeitu se hodnoti to, zda vdiré jamce doslo, resp. nedoslo k barevné&rgm

Vychozi zbarveni je dano mielzbarvenym indikatorem, pokud vSak v jamce kmeanosia,
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zpasobi zn&nu zbarveni z modré néazovou. Cilem testu je stanovit MIC, ta odpovidagam
s nejniz8i koncentraci antimykotika, kde je zacimov@ivodni modré zbarveni [27].

Vyhodou mikrodilénich metod je jejich i@snost @i odetitani, na druhé strérnjsou
vSak tyto metodiky pra&jsi [14].

Obr. 8Kmen C. albicans M30 s prokazanou rezistenci hinekandinova antimykotika
Jamka Al — pozitivni kontrola, A2-11 anidulafungMIC (0,5 mg/l), B1-11
mikafungin (MIC 2 mg/l), C1-11 kaspofungin (MIC 8gh).

(Ustav lékaiské mikrobiologie FN Motol)

1.4.2.2 E-test

Dalsi kvantitativni metodikou je E-test. Podstatoinoto testu je stanoveni MIC
pomoci difuzni metody [27].

E-test je komeamé pripraveny plastovy prouzek, ktery na jedné strabsahuje
exponencialni gradient koncentracicittho antimykotika, a na druhé stéafe opaten
stupnici. Prouzek se aplikuje na skovanou fidu a po inkubaci, se stejjako v gipadt
diskového difuzniho testu vyttiakolem prouzku inhil@ini zona, ktera mé vSak v tomto

piipack elipsoidni tvar. V mistkde okraj této elipsy protina prouzek, Ize &deze stupnice
hodnotu MIC [21, 27].
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K testovani jsou dnes k dispozici prouzky se vSewygnamnymi systémovymi
antimykotiky, wetné echinokandifi. E-testem je mozZné testovat jak kvasinky, takakuité
mikromycety [27].
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2  Echinokandinova antimykotika

Obecré Ize antimykotika definovat jako antibiotikéi chemoterapeutika, jez se
vyuZzivaji k l&b¢ lokalnich i celkovych mykotickych infekci. Echinmkdinova antimykotika,
Ci zkracerk jen echinokandiny figstavuji novou skupinu antifungalnich latek, kteigponuji
Sirokym spektrem ¢inku a minimalnimi nezadoucimgtinky [28, 29].

Prvni latkoutadici se do této skupiny antimykotik byl cilofungiavsak z @voda
nezadoucich dinki byl jeho vyzkum perusen jiz v prvotnich fazich klinickych studii.
Nicmére v praibéhu rekolika dalSich let byly vyvinuty nové echinokandidsuhé generace. A
pii jejich nasledném klinickém testovani se zjistibl® se vyznalji nejen SirSim spektrem
vlastnosti [15, 29, 30, 31].

JesSt donedavné doby bylo mozno kKbé mykoéz vyuZzit pouze jediného zastupce
téchto novych echinokandin— kaspofungin. Dnes jsou vSak k dispozici dal$a ahoveé
echinokandiny, a to anidulafungin a mikafungin. &%®y tyto preparaty maji obdobné
farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti. [2%, 31, 32].

Protoze pi experimentélnicasti této prace byl vyuZzit pouze jeden zastupohtd
antimykotickych latek, bude se nasledujici testtovat pouze jemu.

Glarea

kaspofungin | Cancidas CsoHgsN1gO15 | 1213,42 Da lozoyensis 2002

Aspergillus
anidU|afungin Ecalta C58H73N70]_7 1140,30 Da nidulans 2008
_ Coleophama
mikafungin Mycamine CseH71NgO23S | 1292,26 Da empedri 2008

Tab. 1Z&kladni informace o jednotlivych echinokandinech.
(Haber, 2008, modifikovano)
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2.1 Kaspofungin

Kaspofungin je prvni zastupce echinokatrigijez byl schvalen pro klinické pouZiti, a
proto jsou s nim také doposud ngfi zkuSenosti. Je &gn, stejd jako zbyvajici dva

preparaty, k l&b¢ zavaznych systémovych mykoz [29, 32].

2.1.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti

Kaspofungin, steg jako cela skupina echinokandinje semisynteticky amfifilni
lipopeptid s velkou molekulovou hmotnosti , sklaciage z cyklického hexapeptidového jadra
a postranniho lipidovéhtettzce. Jedna se o derivat pneumokandigu j& je produktem
fermentace mikroskopické houl@larea lozoyensisCely chemicky nazev této skeniny je
1-[(4R,5S)-5-[(2-aminoethyl)amino]-N2-(10,12-dimgk1i-oxotetrahydroxy-L-ornithine]-5-
[(3R)-3-hydroxy-L-ornithine] pneumokandinyBliacetat [13, 29, 31, 32, 33].

HN—
NH
3 /_éo HsC
\—\_2:0 HN OH CH; CHs
. { %

HO NH O Ha
H, N o

H H,
o
j@ .2 H3CJ\OH

0]

HO

Obr. 9 Strukturni vzorec kaspofungind4]

2.1.2 Mechanismus U ¢€inku

Mechanismus &inku kaspofunginu, podolérjako u ostatnich echinokandinsp@iva
v nekompetitivni inhibici syntézg-1,3-glukanu, jakoZto jedné z hlavnich sloZek dtne
sttny tSiny houbovitych patogén Cilovou strukturou je transmembranovy enzymaticky
komplex B-1,3-glukansyntetdza. Echinokandiny se vaZzi naotdmamplex a brani tak
v polymeraci glukanu. Vysledkem je naruSeni osnkétimtegrity a nasledna lyze fungalni
bunky [13, 15, 29, 31, 32, 34, 35, 36, 37].
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2.1.3 Spektrum U €inku a terapeuticka indikace

Siroké spektrum kaspofunginu zahrnuje kvasinky r@aumdida véetns rezistentnich
na flukonazol, amfotericin B a 5-flucytosin, a vdié houby rodiAspergillus Proti Candida
spp. vykazuje fungicidni dinek, zatimco protiAspergillus spp. fisobi fungistaticky.
Kaspofungin je vhodny k &¢ invazivnich kandidézy a kandidémie. Také je Iékenvolby
pro invazivni aspergilézu [13, 15, 29, 31, 32, 3B, 38].

2.1.4 Mechanismus rezistence

Stav sniZené citlivosti kigobeni echinokandinovych antimykotik je u kvasinetu
Candidaspp velmi vzacny, a u izolatrodu Aspergillusspp dokonce je&t nebyl popsan
Zadny pgipad rezistence [35, 37].ré5to jsou otas zaznamenany i kazuistiky [39], kde
rezistence k echinokandim zn&né zkomplikovala I€ébu a stav pacienta.

Rezistence ke kaspofunginu, resp. ke vSem echinihkin, vznikd zpravidla
nasledkem bodové mutace v genu FKS1. Tento gen&k@datein Fkslp, jeZ je katalytickou
podjednotkou jiz zminého enzymatického komplexf-1,3-glukansyntetazy. Nicmén
piedpoklada se, Ze na vzniku rezistence se moholepofiné mutace [29, 31, 32, 35, 37].
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Obr. 10Schéma buf@né sény C. albicans, se znazemym pisobenim echinokandin[40]
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3  Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Teprve pondrné nedavno, v 80. letech minulého stoleti, byla vyt@n ioniz&ni
metoda MALDI, ktera umatuje velmi rychlou a fesnou analyzu proteina jinych
makromolekularnich latek [41].

Vyuziti této techniky v mikrobiologii, bylo je§tdo nedavné doby omezeno pouze na
vyzkumné laborati@. OvSem v poslednich ¢kolika letech se dostupnost a relativni
jednoduchost podilely na tom, Ze se tattizemi dostala i do rutinnich mikrobiologickych
laboratdgi, kde vyznamé prispéla k identifikaci patogein Pro hmotnostni spektrometrii
MALDI-TOF, muzeme v mikrobiologické laboratonajit uplatréni i jinde, nez fi klasické
identifikaci. Lze ji napiklad, pra¢ jako v naSem ifdpack, vyuzit k detekci rezistence na
antimikrobialni latky [42, 43].

2 1

N Y aur

3 — -

Obr. 11Schéma MALDI-TOF hmotnostniho spektromdi4]
1 - laser, 2 — regulai filtr, 3 — opticky hranol, 4 — degkia se vzorkem,
5 — urychlova nagti, 6 — deflektor, 7 — vakuové pumpy, 8 — reflektor detektor,
9 — reflektor, 10 — linearni detektor
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3.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je separametoda, jeZz slouzi k@vedeni vzorku na ionty
v plynné fazi, které rozdi podle hodnoty podilu jejich hmotnosti a nabojg nvVysledkem je
hmotnostni spektrum, jez graficky znamge zavislost intenzity iontového proudée{nosti
iontd) na podilu m/z. Kazdy hmotnostni spektrometr dédskze iti zakladnichtasti: iontovy
zdroj, hmotnostni analyzator a detektéstic [41, 45, 46].

lontovy zdroj, je tacast spektrometru, kde se z neutralnich molekulyamalytvai
ionty v plynné fazi, tj. dochazi zde k ionizaci.pddle toho jak silna je tato ionizace, resp.
podle toho kolik mnoZstvi energie jéi ponizaci dodano molekulam analytu, rozliSujesdv
skupiny ioniz&nich technik, a to tzv. ,ikké* a ,tvrdé“. MALDI ionizatni metoda je
piikladem té prvni skupiny ioniZaich technik, neltbv tomto gipact je k ionizaci dodavano
mere energie, nez by tomu bylo tak yipads pouziti ,,tvrdé" ioniz&ni techniky [41].

DalSi sodasti spektrometru je hmotnostni analyzator, zdeyzakého vakua dochazi
k separaci iorit podle pondru hmotnosti a naboje (m/z). Existujeékolik typt analyzatoi.
V pripact této techniky se vyuziva tzv.ipetového analyzétoru (TORime Of Fligh}. Cely
vzorek ionfi je najednou akcelerovan do evakuované letové deuldtj. pfiletového
analyzatoru), na jejimz konci je unmistdetektor, ktery @i ¢as letu kazdého iomt Jelikoz je
vSemcasticim na z&tku dodana stejna kineticka energie, separacslsgdiuje pouze na
zakladt jejich hmotnosti (lehké ionty pohybuji analyzatoreychleji nez ty &Zké) [41, 44,
45].
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Obr. 12Princip hmotnostni spektrometrie MALDI-TOR3]
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3.2 loniza éni metoda MALDI

PreloZzenim zkratky MALDI odvozené z anglického nazMatrix-Assisted Laser
Desorption/lonization, ziskame zakladni charakti&ristéto metody. NlZzeme tedyict, Ze se
jedna o desokmi ionizaci vzorku laserem za asistence matricea fito techniku se
pripravuje vzorek, tak Ze se smicha analyt s tzv.rioiatzpravidla slabou organickou
kyselinou (nap a-kyano-4-hydroxyskiicova kyselina). Matrice sith absorbuje laserové
z&eni, coz vede k jejimu z&Ekani a naslednému odjpaani. Spoléné s matrici pechazi do
plynné faze i analyt. Absorpciighi navic dochazi k rozkladu matrice, ktera takttuzuje

molekuly analytu. Funguje tedy i jako ionizecinidlo [41, 44].
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4 Cil

Hlavnim cilem této bakaigké prace je literarni reSerSe zabyvajici se zegmédem
Candidaa s nim spojenou problematikou rezistence k e&aimdinovym antimykotikm a
zavedeni metody detekce rezistence na echinokar@iantimykotika, pomoci hmotnostni
spektrometrie na principu MALDI-TOF.
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5 Material

5.1 Testované kmeny

Refererni kmenCandida albicans<CCM 8261

Kmen s prokazanou rezistenci na echinokan@agdida albicansvi30 [39]

5.2 Kultiva éni pady

= Sabouraudlv agar s gentamicinem a chloramfenikolem (Oxoithd3€R)

= Columbia krevni agar (Oxoid, BrnGR)
= CHROMagar (Trios, Olomou€R)

5.3 Chemikélie pro mikrodilu €éni metodu

Caspofungin diacetate 5 mg (Sigma-Aldrich, Prati)

Aqua pro injectione (B. Braun Medical s.r.o., Prabi)
Fyziologicky roztok

RPMI-1640 medium [s L-glutaminem a NaHg}O

(Sigma-Aldrich, Praha&(R )

RPMI-1640 medium [s 20 mM HEPES a L-glutaminem, NeHCQ]
(Sigma-Aldrich, PrahaCR)

5.4 Chemikalie pro extrakci

Voda LC-MS CHROMASOLYV (Sigma-Aldrich, Prah@Rr)

Ethanol abs. (PENTA, Prah@Rr)

70% kyselina mravefi (Sigma-Aldrich, PrahaR)

100% acetonitril (Sigma-Aldrich, Pran@r)

Matrice pro MALDI-tof MS [nasyceny roztok-kyano-4-hydroxyskificové
kyseliny v 50% acetonitrilu a 25% trifluoroctovédefirg]

(Bruker, Brno,CR)
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6  Metody

6.1 Kultivace

Testované kmeny byly n&kovany na komen¢ pripraveny Sabouraud agar
s gentamicinem a chloramfenikolem, Columbia kreagdr a na CHROMagar. Ndavané

pudy byly inkubovany v termostatuigeplo€ 35°C po dobu 48 hodin.

6.2 Detekce rezistence na echinokandiny

6.2.1 Redéni antimykotika

Pro gipravu roztoku antimykotika o poZzadované koncemtbgto na analytickych

vahach navazeno riglusné mnozstvi lyofilizovaného kaspofunginu (CSk)eré bylo

doplnrino potebnym objemem rozpoustia (voda pro injekce).

6.2.2 Mikrodilu éni metoda

1. Rekonstituovany roztok CSF byl vyuzit préigravu zasobnifady o 12-ti tiznych

koncentracichTab. 2 [25].

Cislo zkumavky

Koncentrace CSF
[ug/mi]

640

320

160

80

40

20

10

5

O o (N|O|O || W[IN|F

2,5

[EnY
o

1,25

[EnY
=

0,625

[N
N

0,3125

Tab. 2Zasobnirada s jednotlivymi koncentracemi kaspofunginu (CSF)
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2. Pro kazdy kmen byla fpravena fada mikrozkumavek, do kterych bylo
napipetovano po 244 RPMI.

3. Kmediu bylo nésledn ptidano po 60ul piislusné koncentrace CSF ze zasobni
fady. Do mikrozkumavek s koncentraciu@ml bylo gidano 60ul RPMI. Timto

postupem bylo dosazeno finalni koncentrace CB&b.(3

Cislo zkumavky Koncentrace CSF

[ug/mi]
64

0,5
0,25
0.125
0,0625
0,03125
0

O o N|O|O AW [IN|F
R[NP~ ]|0O

[EnY
o

[EnY
=

[EnN
N

[N
w

Tab. 3Finélni koncentrace kaspofunginu (CSF).

4. Redkni kvasinek:
a) Nejprve byla z kazdého kmendigravena suspenze ve fyziologickém
roztoku o zakalu 0,5 McFarlanda,
b) Do mikrozkumavek bylo napipetovano 980RPMI, ke kterému bylo poté
piidano 20ul pfislusné zhomogenizované suspenze kvasinky.
c) Nato bylo do dalSich mikrozkumavek napipetovano 0190 RPMI,
k némuz bylo nésledhpridano 100ul nafedéné suspenze.
5. Do mikrozkumavek bylo poté napipetovano 10QD antimykotika o pislusné
koncentraci a 100l naredéného roztoku kvasinky.
6. Nakonec byly vSechny mikrozkumavky promichany wawmténim a daly se
inkubovat do termostatuigeplot 35 °C na 15 hodin.
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6.2.3 Extrakce

6.2.4

Pro naslednou extrakci byl vyuzit lehce modifikoygrostup [47, 48].

Postup:

1) Po inkubaci byly vSechny mikrozkumavky centrifugoyapii maximalnich
otatkach (14 000 rpm) po dobu 2-4 minut.

2) Vznikly pelet byl ndsledhdvakrat promyt vodou.

3) Po promyti byl pelet resuspendovan ve g00ody a 900ul ethanolu a dkladns
promichan vortexovanim.

4) Mikrozkumavky byly centrifugovanyip maximalnich otékach po dobu 2 minut,
nasleds byl slit supernatant a ¢pbyly mikrozkumavky centrifugovany.

5) Po druhé centrifugaci byl zbyvajici ethanol opatodsan pipetovanim a pelet byl
ponechan &kolik minut k uschnuti p laboratorni teplat

6) Po uschnuti bylo k peletuifigano 50 ul 70% kyseliny mraveti a dikladre
promichano pipetovanim a vortexovanim.

7) Poté bylo pidano je& stejné mnozstvi 100% acetonitrilu a ébpdukladns
promichano.

8) Mikrozkumavky byly naposledy centrifugovanyi pmaximalnich oté&kach po
dobu 2 minut.

9) Nacistou MALDI desttku bylo poté v duplikatu nakapanqullsupernatantu.

10)Ihned po zaschnuti byl supernatatfgkpyt 1l roztoku MALDI matrice.

11)Po zaschnuti matrice byla nakonec MALDI désii viozena do fistroje a bylo

zahajeno réreni.

Méreni

M¢éteni bylo provadno na hmotnostnim spektrometru MALDI Biotyper (Beuls.r.o.,

Brno, CR) pomoci programu flexControl. K&feni bylo vyuzito jak nastaveni od vyrobce

(metoda MBT.FC.pa), tak i modifikované nastaveni (metodzaspofungih které bylo

popsano v publikaci [49], ze které jsme v nasi ipvgchéazeli. Rozdily mezi jednotlivymi

nastavenimi jsou patrné v tabutcet. (Tab. 4

Jednotliva spektra byla ziskavana jako sumy poagérbvych zasazich na&@nych

pozicich, tedy 320 zasalma jeden teiik. Ziskana spektra byla naslédimpravena v programu

flexAnalysis 3.4.
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MBT.FC.par Caspofungin
Frekvence laseru 60 Hz 20 Hz
Mass range 1960 — 20000 Da 3000 — 8000 Da
lon source 1 20 kV 20 kV
lon source 2 18 kV 16,7 kv
Lens 6 kV 8,5 kv

Tab. 4 Srovnani parameir pouzitych metod éreni.

6.2.5 Vyhodnoceni

Vyhodnoceni ziskanych spekter bylo prosdal v programu MALDI Biotyper OC
3.1., pomoci dvou statistickych metod.

6.2.5.1 CCI (Composite Correlation Index) analyza

CClI analyza pedstavuje metodu vyuZivajici se pro statistickoalyau vztali mezi
spektry. Jednodugeceno jde o metodu, pomoci niz lze srovnat, jak ga@pektra vzajemn
podobna pomoci koralaich koeficient. Nejvice podobna spektra jsou ta, jejichz CClI je
roven 1 (kompletni korelace), zatimco hodnota Greva&, Ze mezEmito spektry neni Zadny
vzajemny vztah (zZadna korelace). Tato metoda miicgoar podobu.Jde o barevnou tabulku
tzv. teplotni mapu (heat map), kde teplé barwgdptavuji Gzce ffbuzna spektra a barvy
studené naopak ty spektra, ktera nejsgbuzna [49, 50, 51].

Jako v publikované praci [49] byly vybrany hmotmostpektra vzornk s koncentraci
minimalni (0 pg/ml), maximalni (32ug/ml) a s koncentraci blizkou nule (0,03L24/ml).
CCI tchto vybranych spekter byly nasleédmorovnany.

1
Citlivy kmen

l

Rezistentni kmen

Obr. 13Schématické znazami porovnani CCI
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Kmen byl hodnoceny jako citlivy vifpact, Ze hodnota CCI ziskan&i gporovnani spekter
maximalni a zvolena koncentrace byla vy3Si nez @GQdnota, ziskana ip porovnani
s minimalni koncentraci (tj. CCl 0,03125 versus G2lug/ml > CCI 0,03125 versus 0
ug/ml). V opa&ném gipact (tj. CCl 0,03125 versus CCI 3&y/ml < CCI 0,03125 versus 0
ug/ml), byl takovyto kmen hodnocen jako rezisten®br. 12

6.2.5.2 Shlukova analyza (Cluster analysis)

LAnalyza shlulk patii mezi metody, které se zabyvaji i@e&inim podobnosti
viceroznarovych objekt (tj. objeki:, u nichz je z@eno ¥tSi mnozstvi prosmnych) a jejich
klasifikaci do #id cili shluki [52].“ Proces shlukovani Ize pak graficky vyj@dpomoci
dendrogramu. Tato technika nam, skgpko v @ipadt porovnavani koretamich koeficient,
umoziuje odhalit, jak sil&d spolu jednotlivé proknné (spektra) koreluji, tedy jaky je mezi
nimi vzajemny vztah [51, 52].
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7  Vysledky

7.1 Srovnani metod m éreni

NiZe uvedena spektra znaioji rozdil mezi metodami #ieni, jez byly pi naSi
experimentalni praci vyuzivanyerné spektrum iedstavuje referémi kmen C. albicans
namtiené klasickym nastavenim od vyrobce (metddBT.FC.pa). Cerveré zbarvené

spektrum bylo nagtené i modifikovaném nastaveni (meto@aspofungin

%104
2.5

Intens. [a.u]

2.0+

0.5

A i

A e e e o LT A B e e e e e B e T A S e e R I S e e S A e L
3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500 000

Obr. 14Srovnani kvality spekter C. albicans
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7.2 Vyhodnoceni pomoci CCI

Dale uvedené CCI tabulky (tzv. CCI matrix) grafickgyazotiuji vztah mezi spektry
vybranych koncentraci CSF u citlivého refengimo kmeneC. albicansCCM 8261 a u kmene
C. albicansM30 s prokazanou rezistenci na echinokandiny.

Ke srovnani byly vyuzity CCIl hodnotyfit koncentraci — minimalni (Qul/ml),
maximalni (32ul/ml) a vybrané koncentrace blizké nule (0,0312%5nl). Spektra, jeZ byla
vyuzita k tomuto vyhodnoceni, byla n&fena, jak modifikovanou metodu Caspofungin, tak i
pomoci metody nastavené od vyrobce.

K CCI matrix je pro ¥tSi prehlednost ppojena tabulka s vyslednymi hodnotami CCI.
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7.2.1 Referenéni kmen C. albicans CCM 8261

7.2.1.1 Metoda Caspofungin

2014-05-05-8261-suma-32,0 03 0

3: 13_B261_SUMA_D

2 12_8261_SUMA_1 03125

1: 02_B261_SUMA_32

Group Mame b atch
|4 |12 8261 SUMA 0.03125
© 113 8261 SUMA O 0.804
@ 02 8261 S5UMA 32 0.321

Selected MSP | Curent MSP | CCI Scores (3) I

Obr. 15CCI matrix refereriniho citlivého kmene C. albicans CCM 8261.

CCl10,03125: CCI 0=0,804

CCl10,03125: CCI 32=0,321

Tab. 5Vysledné hodnoty CCI.
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7.2.1.2 Metoda MBT.FC.par

2014-05-05-5261- sumaMET(16)

3: 13_8261_SUMA_MBT_FC.par_0

2:12_8261_SUMA_MBT_FC par_0.03125

1: 02_8261_SUMA_MBT_FC.par_32

@ 13 5261 SUMA MBT FC.par 0 0,769
@ 02 5261 SUMA MBT FC.par 32 01

Selected MSP | Cunrent MSP | CCI Scores (3)

Obr. 16 CCI matrix refereriniho citlivého kmene C. albicans CCM 8261.

CCl10,03125: CCI0=0,769

CCl10,03125:CCI132=0,1

Tab. 6Vysledné hodnoty CCI.
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7.2.2 Rezistentni kmen Candida albicans M30

7.2.2.1 Metoda Caspofungin

2014,5,5,30.SF(1E)

3 13_M30_SUMA D

2 12_M30_SUMA _0 03125

1 02_M30_SUMa,_32

Group Mame tatch
12 M30 SUMA 0.03125
@ |02 M30 SUMA 32 0.211
@ 13 M30 SUMa 0 0107

Selected MSP | Current MSP | CCI Scores [3)

Obr. 17CCI matrix rezistentniho kmene C. albicans M30.

CCl1 0,03125: CCI 0 = 0,107

CCl10,03125: CCI 32 =0,211

Tab. 7Vysledné hodnoty CCI.
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7.2.2.2 Metoda MBT.FC.par

56 Correlation Matrix

201455430, BT(1E)

Groups

3 13_M30_SUMA_MET_FC.par 0

2: 12_M30_SUMA_MBT_FC par_1.03125

1: 02_M30_SUMA_MBT_FC par_32

Group Mame
| % |12 W30 SUMA MET FCopar 003125
@ |02 M30 SUMA MBT FC.par 32
@ [13 M30 SUMA MBT FC.par 0

i atch
04
0,933
0.82

Selected MSP | Curtert MSP | CCI Scares (3) |

Obr. 18CCI matrix rezistentniho kmene C. albicans M30.

CCl10,03125:CCI0=0,93

CCl10,03125: CCI1 32 =0,939

Tab. 8Vysledné hodnoty CCI.
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7.3 Vyhodnoceni pomoci dendrogramu

7.3.1 Referenéni kmen C. albicans CCM 8261 — metoda Caspofungin

MSP Dendrogram

04 8261 SUMA 8

03_8261_SUMA_16
02_8261_SUMA_32
01_8261_SUMA_64

05_8261_SUMA_4

06 8261 SUMA 2

07 8261 SUMA 1
10_8261_SUMA_0.125
09 8261 SUMA 0.25
11_8261_SUMA_0.0625
12_8261_SUMA_0.03125
113 8261 SUMA 0

08_8261_SUMA 0.5

L L | L L L | L L |
1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0
Distance Lewel

Obr. 19Dendrogram citlivého referemiho kmene C. albicans.

7.3.2 Referenéni kmen C. albicans CCM 8261 — metoda MBT.FC.par

MSP Dendrogram

05_8261_SUMA_MBT_FC.par_4

04_8261_SUMA_MBT_FC.par_8

03_8261_SUMA_MBT_FC.par_16
02_8261_SUMA_MBT FC.par_32

01 8261 SUMA _MBT FC.par 64

06_8261 SUMA_MBT FC.par 2

09_8261 SUMA_MBT FC.par 0.25

07_8261_SUMA_MBT FC.par 1

12_8261_SUMA_MBT_FC.par_0.03125
10 8261_SUMA_MBT FC.par 0.125
08_8261_SUMA_MBT_FC.par_0.5

13 8261_SUMA_MBT FC.par 0

11 8261 SUMA_MBT FC.par_0.0625

L L L L L L L L L L
1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0
Distance Lewel

Obr. 20Dendrogram citlivého referemiho kmene C. albicans.
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7.3.3 Rezistentni kmen C. albicans M30 — metoda Caspofungin

MSP Dendrogram

§

[ [ [ [ [ [ [ [ [
1000 900 800 700 600 500 400 300 200
Distance Level

Obr. 21Dendrogram rezistentniho kmene C. albicans.

7.3.4 Rezistentni kmen C. albicans M30 — metoda

MSP Dendrogram

01_M30_SUMA 64
02_M30_SUMA_32
09_M30_SUMA_0.25
11_M30_SUMA_0.0625
03_M30_SUMA_16

13 M30_SUMA 0
12_M30_SUMA_0.03125
08_M30_SUMA 0.5
07_M30_SUMA 1
05_M30_SUMA 4
06_M30_SUMA_2
10_M30_SUMA _0.125

04 _M30_SUMA 8

100 0

MBT.FC.par

——

L
1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100
Distance Lewel

Obr. 22Dendrogram rezistentniho kmene C. albicans.
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01_M30_SUMA_MBT FC.par 64
02_M30_SUMA_MBT _FC.par_32
09_M30_SUMA_MBT _FC.par_0.25

12 M30_SUMA_MBT FC.par 0.03125
07_M30_SUMA_MBT_FC.par_1
03_M30_SUMA_MBT FC.par_16
13 M30_SUMA_MBT FC.par 0
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05_M30_SUMA_MBT _FC.par 4
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8 Diskuze

Pro nmefeni bylo nejprve pouZzito nastaveni dle vybrané igabe [49], ale jiZ Bhem
testovani bylo zji$ho, Ze spektra nedosahuji vhodné kvality. Konzelggyrobcem
upresnila, Ze pro kazdystroj ma své individualni nastaveni a proto pudatik takovych
hodnot je vlasthnevhodna, protoZe je nelze v praxi pouZit.

Nepodailo se nam o#¥fit platnost vztahu hodnot CCI matrix dle zvolen®likace
[49] k prikazu rezistencé citlivosti ke kaspofunginu na naSich kmenech.t@®twylo pouzito
jiné metody vyhodnoceni — dendrogramu, ktery ddtigien rezistentni a citlivy. Podle
ziskanych vysledkdendrogramu u citlivého kmene by se mohlo zd4jake citlivé jsou
hodnoceny kmeny, které maji MKC2 mg/l, coz odpovida dnes jiz neplatnym dogenim
pro kaspofungin [53]. Pozfl byla publikovana data na podkkadholekularnich vyséeni,
ktera zngnila interpretéani kritéria pro Candida albicans a kaspofungin odnotu MIC 0,125
mg/l pro citlivy kmen [54].

Nelze jednoznén¢ rozhodnout, zda ziskand hodnota naSeéi@ni 2 mg/l znamena
nedostaténou senzitivitu zvolené metody pro vyi&ati citlivosti na kaspofungin, protoze
béhem testovani bylo pouzito antimykotikum kaspofungizpou&tné ve vod pro injekce,
roztok byl uchovavanipteplot — 20 °C po dobu vice nez Zsiai a byl rekolikrat opstovné
rozmrazovan. Vyrobce nami testované formy Caspofudigicetate (Sigma-Aldrich) na
svych webovych strankach u tohoto vyrobku uvadilsittu ve vod [34]. Navic dle souhrnu
Udaji o piipravku Cancidas (Merck) [33] se rekonstituce kikgth injelkénich lahviek
s CSF provadi pré&womoci vody pro injekce a koncentrat pifppavu infuzniho roztoku Ize
uchovavat po dobu maximé&li24 hodin. Nicmé# podle dokumentu vydaného EUCAST [55,
56] jsme se dodata¢ dozwdéli, Ze dochazi $ pouziti vody jako rozpoué&tla, a to zejména
u kaspofunginu, ke zgaym rozditim v hodnotach MIC. Z tohotdodu je pro kaspofungin, a
také pro dalSi antimykotika, dop@ean jako rozpoustllo dimethylsulfoxid (DMSO). Diky
pouZiti tohoto diluentu se prodluzuje doba poudisti n&gedného antimykotika (f teplot
— 70 °C a niZSi lze antimykotikum skladovat az pbu6 ngsial).

Rekonstituovany CSF byl poté pouZzit ptidgpavu dilni fady s RPMI-1640 médiem
bez bikarbonatu. Podle vySe z@iého dokumentu EUCAST mé byt médium obohaceno o

glukdzu, coz mohlo ovlivnitist testovanych kméra nasledéi vysledek testu.
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ZAVER

Invazivni kandid6zy fedstavuji vyznamnou komplikacickey zejména
imunokompromitovanych pacientRychla detekce rezistence na echinokandinova
antimykotika niize vyznama urychlit volbu spravné terapie a jako vhodna tetbgie pro
detekci takové rezistence se ukazuje byt hmotnggelktrometrie na principu MALDI-TOF.
V této préaci se pod#éo pomoci hmotnostni spektrometrie odliSit kmettigy a rezistentni ke
kaspofunginu, nicmé&opakovani provedenychdgieni s uplatdnim dodatené zjistenych
poznatki, stejre jako testovani &Siho mnozstvi kmenbude nutné pro @veni pouZzitelnosti

zvolené metody detekce rezistence a jeji zavedenitthni praxe.
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