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UNIVERZITA PALAQKEHO V OLOMOUCI
LEKARSKA FAKULTA
Dékanat, Hnévotinska 3, 779 00 Olomouc

V Olomouci 20. ¢ervna 2019

Zapis o konani obhajoby diserta¢ni prace v oboru Lékarska mikrobiologie

RNDr. Pavlina LySkOVfl, odborna pracovnice v laboratornich metodach Zdravotniho
Gstavu v Usti nad Labem, studentka kombinované formy doktorského studijniho programu Lékariskd
mikrobiologie na LF UP v Olomouci.

Téma prace: ,, Testovani citlivosti kryptickych druhi aspergili ze sekci Fumigati a Nidulantes
mikrodilu¢nimi standardizovanymi metodikami‘

Obhajoba se konala v Olomouci dne 20. ¢ervna 2019 v 10:00 hod.
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Piedseda komise piednesl stru¢nou charakteristiku uchazece, hodnoceni Skolitele a vedouciho
Skoliciho pracovisté. Poté uchaze¢ vylozil podstatny obsah své disertace. Oponenti piednesli své
posudky. Ve védecké rozpravé vystoupili: viz ptiloha — zapis o diskusi.

Hlasovani se ucastnilo 3/ ¢lend komise. Kladné hlasovalo ....: > Clend, zaporné 69/ ¢lenu,
neplatnych listkli bylo odevzdano ﬁ/

Usneseni:

Pfitomni ¢lenové komise tajnym hlasovanim rozhodli, Zze RNDr. Pavlina Lyskova
obhéjila/neebhajila* disertaini praci a doporulili/nedeperucili* udéleni akademického titulu doktor
ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych Skolach ¢. 111/98 Sb.
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Oprava pripominek — posudky

A. Doc. Ruzicka
v' Chybgjici dodavatelé RPMI 1640 a MOPS — Merck (ptiv. Sigma Aldrich)

v Ptiloha P1 nesedi polty testovanych kmenid — omylem pouZita pivodni zdrojova
tabulka v3ech testovanych kmenti, n&které izolaty vSak nakonec nebyly zafazeny do
celkovych vysledkii (nejéastéji protoze kmen slabé sporuloval a proto nebylo mozné
doséhnout pozadovaného zakalu suspenze konidii..)

A. felis (27) navic uvedeno tzn. netestovano:

IFM 54303 = CCF 4570

CCF 4172 (F47)

CCF 5616 (Felix Hayes D)

CCF 5614 (14/4138, Theodore Baird)

CCF 5618 (Luigi Croker)

CBS 130249 = DTO 155-G3 = CCF 5621 (1207/05, Snoopy Hoebes)

DTO 131-F6 = CCF 5626 (8651/09, Kipp)

A. udagawae (17) navic uvedeno tzn. netestovano:

IFM 46973T = CBS 114217T = KACC 41155T = CCF 5672

IFM 5058 = CCF 4662

IFM 51744 = CCF 4671

IFM 54131 = CBM-FA-0697 = CCF 4663

CCF 4479 = CMF ISB 2189 (F70)

CMF ISB 2509 = CCF 5636 (F20)

CCF 5638 (3C8, Percy)

DTO 166-D6 = CCF 5639 (11.3356, Milo)

A. aureolus (3) navic uvedeno tzn. netestovano:

IHEM 22515 (RV 71215)

v Kde byly pouzity kmeny ozna&ené jako Aspergillus sp. a outgroup? — Aspergillus
sp. = A. acrensis; izolaty oznatené jako outgroup byly pouZity pro vytvoreni
dendrogramu

Pripominky a naméty pro diskusi

1) Pro¢ autorka pouzila geometricky primér? Nebyla by vhodn&jsi hodnota pro
charakteristiku souboru median ¢i modus?

Odpovéd: GM byl pouZit, protoZe v literatufe v obdobnych pracich témét vSude stanovuji
GM, MIC50 a MIC90, proto povazuji pouZiti stejnych parametrii za nejvhodnéjsi, aby byla
data srovnatelna. Navic mi pfipad4, Ze hodnota je velmi vypovidajici a je zni patrné, zda
pokud jsou dohromady zpracovany wild-type a non-wild type kmeny.

Median podle definice odpovidd hodnot¢ MIC50 (pro nalezeni medianu dan¢ho souboru
sta¢i hodnoty sefadit podle velikosti a vzit hodnotu, ktera se naléza uprostted seznamu. Pokud
m4 soubor sudy podet prvki, obvykle se za medidn oznacuje aritmeticky primér hodnot na
mistech n/2 a n/2+1).



Modus je hodnota, kterd se v daném statistickém souboru vyskytuje nejéastéji (je to hodnota
znaku s nejveétsi relativni Cetnosti). Stanoveni modu by mohlo byt piinosné, avsak
v publikacich obdobného typu se nestanovuje.

2) Prosim o statistickou analyzu vysledku, Zze rozdily ¢i shoda mezi metodami nebyly
nahodné, pfipadné korelaci obou metod. Prosim také o podrobnéjsi rozbor rozdili mezi
obéma metodami.

Po poradé¢ se statistiky byly stanoveny nasledujici parametry:

Procento shody obou metod

Spearmaniiv Korela¢ni koeficient — pro posouzeni miru zavislosti zji§ténych koncentraci
p-hodnota pro Wilcoxoniiv parovy test - pro porovnani koncentraci obou metod

Vysledky pro Viridinutans
Shoda EUCAST a YO po 48 hod

agreement48
Wilcoxon(v parovy
procento |99% ClI pro shodu | Spearman's r|test p
amfotericin B |85,6% 73,6% - 93,6% 0,214 0,007
itrakonazol 36,7% 24.0% - 50,7% 0,263 0,015
posakonazol |70,0% 56,2% - 81,6% 0,348 <0,0001
vorikonazol |74,4% 60,9% - 85,3% 0,340 <0,0001

Korelacni koeficienty byly vSechny vyznamné nenulové, hodnoty korelaénich koeficientt
odpovidaji slabé pozitivni korelaci.

Wilcoxoniiv parovy test prokazal signifikantni rozdily mezi koncentraci EUCAST a YO48
pro vSechna ATM.

Pfi porovnani procenta shody srovnomérnou distribuci (tj. ndhodnou shodou) bylo
prokazano, Ze v pFipadé ITR jde pouze o nahodnou shodu obou metod. V pripadé
ostatnich ATM je shoda metod statisticky vyznamna.

Shoda EUCAST a YO po 72 hod

agreement72
Wilcoxondv parovy
procento |99% ClI pro shodu | Spearman's r|test p
amfotericin B |91,1% 80,6% - 97,1% 0,263 0,626
itrakonazol 56,7% 42,6% - 70,0% 0,167 <0,0001
posakonazol |87,8% 76,3% - 95,0% 0,366 <0,0001
vorikonazol |93,3% 83,5% - 98,3% 0,286 0,0001

Korelaéni koeficienty byly kromé korelace pro ITR vyznamné nenulové, hodnoty
korela¢nich koeficienti odpovidaji slabé pozitivni korelaci.

Wilcoxonuv parovy test prokdzal krom& AMB signifikantni rozdily mezi koncentraci
EUCAST a YO72.



Pfi porovnani procenta shody s rovnomérnou distribuci bylo prokazéano, ze v pripadé ITR
jde pouze o nihodnou shodu obou metod. V pripadé ostatnich ATM je shoda metod
statisticky vyznamna.

Vysledky pro Nidulantes
Shoda EUCAST a YO po 48 hod

agreement48 Wilcoxon(iv parovy
procento 99% CI pro shodu | Spearman'sr |testp
amfotericin B [65,4% 54,0% - 75,7% 0,273 <0,0001
itrakonazol 75,3% 64,5% - 84,2% 0,246 <0,0001
posakonazol |88,9% 79,9% - 94,8% 0,210 0,0001
vorikonazol 100,0% 96,4% - 100% 0,625 <0,0001

Korelacni koeficienty byly kromé korelace pro POS vSechny vyznamné nenulové, hodnoty
korela¢niho koeficientu u AMB a ITR odpovidaji slabé pozitivni zavislosti mezi vysledky
obou metod, hodnota korela¢niho koeficientu u VOR odpovida stfedné silné pozitivni
zavislosti.

Wilcoxonuv parovy test prokazal signifikantni rozdily mezi koncentraci EUCAST testu a
YO48.

Pfi porovnani procenta shody s rovnomérnou distribuci bylo prokézéno, Ze nejde pouze o
nahodnou shodu obou metod.

Shoda EUCAST a YO po 72 hod

agreement72 Wilcoxondv

procento 99% ClI pro shodu | Spearman's r | parovy test p
amfotericin B | 50,6% 39,3% -61,9% 0,263 <0,0001
itrakonazol 87.7% 78,5% - 93,9% 0,348 <0,0001
posakonazol [91,4% 83,0% - 96,4% 0.217 0,448
vorikonazol 100,0% 96,4% - 100% 0,707 <0,0001

Korelac¢ni koeficienty byly kromé& korelace pro ITR vyznamné nenulové, hodnoty
korela¢niho koeficientu u AMB a ITR odpovidaji slabé pozitivni zavislosti mezi vysledky
obou metod, hodnota korelatniho koeficientu u VOR odpovida stfedné silné pozitivni
zavislosti.

Wilcoxonuv parovy test prokazal kromé POS signifikantni rozdily mezi koncentraci
EUCAST a YO72.

Pfi porovnani procenta shody s rovnomérnou distribuci bylo prokazano, ze v pripadé AMB
jde pouze o nahodnou shodu obou metod. V pripadé ostatnich ATM je shoda metod
statisticky vyznamna.

3) V souvislosti s autor¢inym doporucenim ,Jejich identifikace vSak muze byt dilezita,
protoze nékteré z nich vykazuji odlisny profil citlivosti ...“, viz str. 54, bych se chtél zeptat
jaké metody a postupy by autorka doporuéila pouzit k odlieni kryptickych druht v rameci
rutinni laboratorni diagnostiky?

Pro odliSeni je v rutinni laboratofi nejvhodnéjsi pouzit nasledujici metody:



a. Pro odhaleni zastupct sekce Fumigati, testovani ristu pii 48°C a vice roste A.
fumigatus s. stricto (neroste-li, mize se jednat o krypticky kmen; Alcazar-Fuoli et al.,
2008)

b. Pii ne zcela typickém vzhledu kolonii pfi porovnani s hlavnim zastupcem (napt. spiSe
sterilni bilé aZ $edavé mycelium zastupct sekce Fumigati oproti typické modrozelené,
siln€ sporulujici kolonii 4. fumigatus

c. Pfi podezieni na neobvyklou rezistenci v porovnani s hlavnim zastupcem

= Pokud izolat spliiuje alesponi jeden z vySe uvedenych bodi, pak je na misté
uvazovat o molekularnim dourceni izolitu



B. Doc. éermélg

1) Jaky je V&S nazor na detekci aspergili PCR metodami ptimo z klinického vzorku,
jakym zplisobem hodnotit pozitivni ndlezy

PCR detekce ptimo z klinického materidlu bude ptinosna zejména u primarné sterilnich

materiala (napf. tkan, krev). U nesterilnich materidld bude pifinos omezeny (napf.

sputum, BAT), protoZe se miZze jednat o kontaminaci nebo o pfechodnou kolonizaci. Pfi

hodnoceni nalezu zalezi také na typu pacienta (napf. vysoce rizikovy neutropenicky

pacient). Bude také pifinosny po zahdjeni terapie, kdyz pfedpokladame, Ze ptivodce po

1é¢be jiz nevyroste.

U bioptického vzorku je doporuceno provadét PCR detekci pfi pozitivni mikroskopii

(nalez hyf).

PCR je vhodné do kombinace s dal§imi biomarkery jako je GM, BG.

PCR on bronchoalveolar lavage or cerebrospinal fluid

Population Intention Intervention SoR QoE Comment Ref.

Patients undergoing allogeneic stem To diagnose 1A BAL PCR B 1 {431}
cell transplantation recipients not on
mould-active prophylaxis

Patients with pulmonary infiltrates and  To diagnose 1A BAL PCR B Il Methodically different in-house assays, better [353411,430,432—-452]
haematological malignancies and performance in patients without antifungal
prolonged neutropenia treatment, PCR and galactomannan: increases
specificity
ICU patients, mixed populations To diagnose 1A BAL PCR B 1l Commercially available Aspergillus PCR assays [81,88.450,453—455]
with good performance data
Patients with haematological To diagnose CNS CSF PCR B 1l 113 CSF samples from 55 immunocompromised [415456—459]
malignancies aspergillosis or patients sensitivity 100%, specificity 93%
meningitis (retrospective)

Abbreviations: BAL, bronchoalveolar lavage; CNS, central nervous system; CSF, cerebrospinal fluid; IA, invasive aspergillosis; ICU, intensive care unit; QoE, Quality of evidence;
SoR, Strength of recommendation.

Molecular diagnostics on biopsies

Population Intention Intervention SoR QoE Comment Ref.

Biopsy with visible To detect and Broad-range PCR A Il High sensitivity (>90%) and high specificity (99%); various [61,463]
hyphae specify a fungus molecular-based techniques available

Biopsy with no To detect and Broad-range PCR (o4 1 Sensitivity (57%) and specificity (96%); ability to distinguish other [61,463]
visible hyphae specify a fungus fungi; performance only in addition to other tests

Biopsy with visible To detect and Broad-range PCRon A 1l TaKaRa DEXPAT kit and QlAamp DNA mini kit detected fewer than  [464,465]
hyphae specify a fungus wax-embedded 10 conidia/sample

specimens
Any To detect and Fresh tissue B 1 Aspergillus PCR performance analysis yielded sensitivity/specificity |58}
specify a fungus samples rates of 86%/100% (79 patients, retrospective study)

Abbreviations: QoE, Quality of evidence; SoR, Strength of recommendation.

Ulmann et al., 2018

2) MozZnosti stanoveni rezistence na ATM molekularné biologickymi metodami — je
mozné vyuzit MALDI-TOF, popt. PCR detekci i pfimo ze vzorku?

S t€émito metodami nemam zadné praktické zkusenosti.

Na rozdil od kandid, triazolova rezistence u 4. fumigatus je omezend a ma za nasledek

predevS§im mutace v genu Cyp51A4 (ktery je ekvivalentem k Ergll). Tyto ,limitované

mutace v Cyp514 maji za nasledek rezistenci k jednomu nebo vice triazolovym ATM

(VOR, ITR nebo POS), a dalo by se fict, Ze se dobte hodi pro molekularni detekci.

Komer¢ni firmy nabizeji rizné PCR metody pro detekci rezistence u ASFU (napf. GALI

AsperGenius detekce L98H; Tandemové repetice 34; T289A a Y121F).

Na druhou stranu je otézka, vytéZnosti téchto metod v CR, kde byl dosud potvrzen pouze

jediny rezistentni izolat ASFU (is. 26.10.2018 v lab. mykologie OPMM, Praha, ZUUL).

Vypada to, Ze vyskyt rezistentnich kment v CR je nizky.



V CR zatim rutinni detekce rezistence u ASFU nejspi§ nemé valny smysl. Bylo by potieba
zjistit epidemiologické prehledy, a vytipovat lokality se zvySenym vyskytem rezistentnich
izolat. Dr. Hubka ma studentku, ktera by se méla problematikou zabyvat v praxi.
Rezistence se mize vyvinout také v prubehu terapie.

Na druhou stranu byly popsany kmeny, které jsou rezistentni (maji zvySené hodnoty MIC,
které neodpovidaji WT-izolatim), ale nenesou zaddnou mutaci (takze se jedna o WT
kmeny).

U aspergili MALDI-TOF zkouSeno pouze pro CAS (Carolis et la., 2012). S dobrym
vysledkem, avSak autofi uvadéji, ze u aspergilli, vzhledem k malému mnoZstvi
testovanych izolatli, zejména pak rezistentnich A. fumigatus, budou potieba na toto téma
jeste dalsi studie.

Dotazy po obhajobé:

Prof. MUDr Kotulova, CSc.

Na pracovisti pani profesorky ve vysledku rovnou uvadéji podle hodnoty MIC davkovani
ATB, je toto mozné i u ATM?

Velmi obtiZznd otdzka. Na ATB pracovistich, na kterych jsem pracovala, se tato praxe
neuzZivala a je mozné, ze u mykotickych organismi, které jsou v ptfipad¢ vlaknitych hub
mnohobunééné, to nebude zcela mozné. I kdyz teoreticky tam, kde se dostaneme na hodnotu
I/SDD (terapie zavisla na davkovani), by to mozna §lo.

RNDr. Petras, CSc.

Je mozna identifikace kryptickych druht aspergili na MALDI?

Ur¢ité ano, n€které typy MALDI umoziuji vlozit novy druh do databaze. Je mozné pozadat
taxonoma MUDr. Mgr. Vita Hubku, PhD., ktery ma kmeny spolehlivé urené, jisté by kmeny

poskytl.



