Lekarska mykologie
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1. Mykologie — nauka o houbach (fec. mykes, lat.
fungi)

2. Houby jsou organismy eukaryotni (prave jadro,
mitochondrie..), jednobunécne i vicebunecne,
heterotrofni

3. Zakladni déleni:
* houby mikroskopické (mikromycety)
* houby makroskopicke (temi se zabyvat nebudeme)




. Rozmnozovani hub, nazvoslovi

. Patogeneze nemoci zpusobenych houbami (mykozy)
. LéCba mykoz - antimykotika

. Vysetrovaci metody v mykologii

(mikroskopie, kultivace, sérologie a molekularné biologické metody)

. NejCastejsi mykozy

(kandidoza, aspergildza, kryptokokoéza, fusarioza, zygomykoza,
dermatomykoza...... )



1. Rozmnozovani hub

pohlavni stadium (teleomorfa) a nepohlavni stadium (anamorfa)

anamorfa + teleomorfa = holomorfa
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1. Nazvoslovi hub

taxonomickeé ¢lenéni hub
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Systematika hub je velmi
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1. Nazvoslovi hub

« vetSina medicinsky vyznamnych hub se vyskytuje
jako anamorfy (nepohlavni stadia)

« pokud je teleomorfa (pohlavni stadium) znama, melo by
mit jeji pojmenovani prednost — coz se ovsem v
Klinicke praxi obvykle nedgje

teleomorfa anamorfa
Eurotium, Emericella, Petromyces, | Aspergillus
Neosartoria
Eupenicillium, Talaromyces Penicillium
Pseudoallescheria boydii Scedosporium apiospermum
Issatchenkia orientalis Candida krusei




1. Nazvoslovi hub

ALE —
nazory védcu se stale méni.....

V soucCasné dobé se ustupuje od déleni na telemorfy a anamorfy
a s tim se zase méni nazvoslovi — napr:

X X
X Aspergillus
Eupenicillium, Talaromyces X

aktivita ,One Fungus = one name”



1. Nazvoslovi hub v klinické praxi....

A) Kvasinky a jim podobné

» mikroskopicky kulaté nebo protahlé bunky, 3-6 x 3-15 uym
* nepohlavni rozmnozZovani pucenim a delenim
* na pevnych pudach kolonie podobné bakterialnim

rody Candida, Trichosporon, Cryptococcus etc.

B) Vlaknité houby (plisné)

» slozeny ze soustavy hyf (mycelium) jednobunéné/mnohobunécéné
» nepohlavni rozmnozovani rozrustanim hyf, nebo vegetativni ,spory*
* na pevnych pudach vilaknité povlaky

(hyalinni mikromycety — Asperqillus, Fusarium..., zygomycety - Rhizopus, Mucor.., pigm.
mikromycety —Scedosporium, Alternaria.., dermatofyta — Trichophyton, Microsporum..)



1. Nazvoslovi hub v klinické praxi....

C) Dimorfni houby

» rust ve dvou formach (kvasinkové a vlaknité) v zavislosti na teploté
« importované (endemické) mykozy (Severni i Jizni Amerika, Dalny Vychod)

rody Histoplasma, Blastomyces..

D) Ostatni

» pFefazeny z parazitu diky studiu genomu
» nekultivovatelné (nebo obtizné)

Pneumocystis jiroveci, Microsporidium spp...



1. Houby - zastupci

Candida
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2. Patogeneze mykoz

Houby az na vyjimky (dermatofyta, endemické mykozy)
nejsou primarné patogenni (mohou kolonizovat kuzi i GIT...),
ale jsou oportunnimi patogeny

: |

COZ znamena, ze ke vzniku onemocneni
(invazivniho/neinvazivniho) napomaha pritomnost nejake
predispozice hostitele -

tedy tzv.rizikove faktory

(onkologicka onemocnéni a jejich Ié€ba, |éCba kortikoidy, diabetes, pobyt
na JIP, nezrali novorozenci — ale i |IéCba antibiotiky, vihka zaparka apod)

Pro vznik Zivot ohrozujicich - invazivnich infekci - je nejvétSim rizikem
neutropenie (obrana organismu proti houbam zavisi nejvice na bunécné imunite)




2. Mykozy - rozdéleni

Celkové infekce (invazivni)

sepse (nejC.kandidové), pneumonie (nejC.aspergilove), diseminované mykozy

Lokalni infekce (povrchoveé a slizni€ni) infekce ke,

koznich adnex a sliznic (dermatomykozy a kandidozy)

Mykotoxikozy

obvykle alimentarni otravy zpusobené toxiny hub (Claviceps purpurea,
Aspergillus..), které kontaminuji potravu (ergotismus-namel, aflatoxiny..)

Alergicka onemocneéni

precitlivélost na €asti hub (konidie, Casti hyf..)




3. Antimykotika (léecba mykoz)

Dle pouziti

Dle struktury
molekuly

lokalni
celkova

alyeny (amfotericin a jeho lipidové formy, nystatin)

azoly (flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, clotrimazol..)

echinokandiny (caspofungin, micafungin,
anidulafungin)

antimetabolity (flucytosin)

alylaminy (terbinafin)

ostatni (k.undecylova, ciclopiroxolamin)
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3. Alyeny — zména permeability bunééné

membrany (vazba na ergosterol)

7 -~y Amphotericin B, jeho lipidové formy, nystatin
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3. Azoly — inhibice syntézy ergosterolu

(cytochrom P450)

* Azole (flukonazol, vorikonazol, posakonazol..)
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3. Echinokandiny — inhibice syntézy glukanu

R(1,6)-glucan
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4. Vysetrovaci metody v

klinické mykologii

1. Mikroskopické metody

2. Kultivacni metody

3. Sérologie

(stanoveni antigenu, protilatky)

4. Molekularne-biologické metody (nestandardni)



4. Mikroskopickée metody

A) nativni preparat

« casto v KOH, Ize dobarvit bud nespecificky (Lugol),
nebo specificky (Mycolnk, Rylux — vazou se na chitin)

. kultury

C.parapsilosis —ryzovy agar (kultura)



4. Mikroskopickée metody

B) fixovany preparat
* obecna barveni (Gram)
« specialni barveni (imunofluorescence, Groccot, Gram-

Weigert ...)

Kandidémie - Gram

Punktat z jater - Gram




4. Mikroskopie — shrnuti

Vyhody:

* rychlost (minuty)

 relativné nizka cena vysetreni
» specificita,

riziko kontaminace neni velké, ale muze byt pozitivni i v pfipadech, kdy
houba jiz neni Zivotaschopna (pr.dermatomykdéza)

Nevyhody:
* mala senzitivita, pozitivni obvykle az pozdejSich stadiich
onemocneni

« v materialu Ize vetsinou jen orientacné zaradit patogena do
rodu nebo skupiny (septované x neseptovane)



4. Kultivacni metody

Kultivacni média

- pevna

- tekuta

Kultivacni teplota
37+/-1°C, 30+/-1°C, 25+/-1°C

nejbéznejsi medium pro mykologii:
Sabourauduv dgar s glukozou s antibiotiky
(pro zabranéni rustu ,rychlejsSich® bakterii)

dalsi specialni media:

chromogenni agar (douréeni kvasinek)

ryzovy agar (dourceni kvasinek)

RPMI 1640, MH s glukdzou a metylenovou modfri (testovani citlivosti)
Czapek Dox (dourceni aspergil(i)

atd.




4. Kultivacni metody

zarazeni kultivatu do rodu a druhu

« makro a mikromorfologie

(vzhled kolonii, tvorba myceélii a pseudomycelii na ryzovém nebo
bramborovém agaru, tvar bunék v mikroskopickém preparatu..)

 biochemické vlastnosti

(utilizace a kvaseni cukru, event. dalSich latek, komeréni ,chromagary®)

e sekvenace (PCR), proteomika (MALDI-TOF)




4. Testovani citlivosti hub k

antimykotikum

- Stale neni zcela prokazany vztah mezi vysledky in vitro a

in vivo
houby rostou pomaleji nez bakterie (difuze ATM v agaru x rlist mikroorganismu)
stavba bunky (eukaryota) a slozeni (chitin)

« Existuji standardni metodiky — CLSI, EUCAST
(M27-A pro kvasinky, M37-A pro vlaknité houby, M44-A, E7.1)

pracne, drahé a v rutinné nepouzivané (krom DDT, ktera je ale pouzitelna
jenom pro néktera ATM)

* V rutinni praxi Ize vyuzit pomocné metodiky s ruznou
shodou se standardnimi
(ETEST, Sensititre, NeoSensitabs...)




4. Priklad: metodika ETEST

(vysoka shoda se standardem)

ke

=

=
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Princip: stanoveni MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace)
pomoci plastikového prouzku s gradientem
antimykotika




4. Kultivace — shrnuti

Vyhody:

* umozni zaradit patogena do rodu i druhu (epidemiologie)
» otestovat citlivost na antimykotika
» specificka (z primarné sterilnich material()

Nevyhody:

* malo senzitivni (ale vic nez mikroskopie)

e Casove narocnejsi (dny az tydny)

* riziko kontaminaci (pomnozeni)

 u nesterilnich materialu obtizna interpretace — rozhodnuti o

kolonizaci nebo infekci (mog, sputum etc.)



4. Serologie

(dg invazivnich mykoz)

> antigeny bunécné stény hub (v nasich podminkach)
invazivni aspergiloza galaktomannan

invazivni kandidéza mannan

invazivni kryptokokoéza glukuronoxylomannan

invazivni mykéza glukan

> protilatky

invazivni kandidoza antimannan

Pro dg invazivnich mykoz neni stanoveni protilatek obvykle
prinosne (velka promofenost obyvatelstva)

Vyjimka — endemické mykozy (histoplazmoza, kokcidioidomykodza apod.)



4. Serologie

(dg invazivnich mykoz)

pro prognozu pacienta s invazivni mykozou je
zasadni ¢asné zahajeni |éCby - velky duraz je
kladen na Casnou diagnostiku (tj. serologicke a
molekularne-biologickée metody)

mortalita IA & ¢as

rr o rxx B mortalita
zahajeni léecby

<10 dnii >11 dnli

Von Eiff, Respiration, 1995



4. Pouzivané metody

- Latexova aglutinace
(kryptokokoza, histoplazmoza....)

« ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)
(kandidoza, aspergiloza.....)

o« G-test (limulus test)
(panfungalni — vSe kromé kryptokoku a zygomycet)

«  Komplement-fixacni reakce, hemaglutinace, imunodifuze
v gelu..
(protilatky maji vyznam u alergickych stavu a endemickych
mykoz....)



4. Latexova aglutinace - princip

v pritomnosti antigenu
vznik okem viditelného aglutinatu




4. Sendvicova ELISA — princip

Galictomannan
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4. G-test - princip

Figure 1
Limulus Amebocyte Lysate Pathway
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4. Nekultivacni (serologicke) metody

shrnuti
Vyhody
 rychlé (Casna diagndza)
« senzitivni
» specifické

« moznost monitorovat [é€ebnou odpovéd (v pfipadé antigenu)

* vysoka negativni prediktivni hodnota!
(. negativni vysledek s vysokou pravdépodobnosti znamena nepritomnost choroby)

Nevyhody:

 falesné pozitivity

* nejednoznacna interpretace (u protilatek)
« cena (G-test)



4. Molekularne biologicka

diagnostika - vyhody

> velmi citliva — muze detekovat jen nekolik kopii genu
v reakci a dokonce mene nez jeden genom.

» lze vyuzit jak konzervovane, tak variabilni useky
genomu a tak navrhnout assay panfungalni nebo
specifickou pro urcité rody nebo druhy.

» kvantifikaci Ize odlisit kolonizaci od aktivni infekce.

» pri pouziti multiplex PCR Ize detekovat vice druhu v
jedné PCR reakci.

» vysledek je znam behem nékolika malo hodin.



4. Molekularne-biologicka

diagnhostika - nevyhody

FaleSné negativity z duvodu:

» malo ucinné metodé izolace DNA
» velkemu nadbytku humanni DNA ve vzorku (kompetice)

FaleSné pozitivity z duvodu:

» kontaminace
(pfi odbéru, izolaci DNA, pripravé PCR reakce)

» nizke specificité
(zkfizené reakce s jinymi pfibuznymi druhy nebo dokonce lidskou
DNA)



N BNy

5. NejCcastejsi mykozy

Kandidozy
Aspergilozy
Zygomykozy
Fusariozy
Kryptokokozy
Pneumocystozy
Dermatomykozy
Vzacneé houbove infekce

Invazivni

neinvazivni



5. Epidemiologie

invazivnich mykotickych infekci

zastoupeni houbovych patogenu je rtzné u ruznych skupin
pacientd......

(napf. u onkologicky nemocnych se zvySuje podil infekci zplisobenych
vlaknitymi houbami)

Table 6. Distribution of invasive fungal pathogens based on the clinical service or underlying condition of the patient.**

% Infections by clinical service (N)

GMED HEME SCT HIV NICU SOT 5T SURG Total
Pathogen group (3,640) (1,010) (377) (263) (54) (886) (863) (1,906) (6,031)
Candida spp. B1.7 426 3l.6 2.7 96.3 57.2 9.2 91.2 75.0
Cryptococcus spp. 4.0 21 0.0 48.7 0.0 6.4 1.6 1.0 45
Other yeasts® 1.2 3.3 2.7 3.4 0.0 1.0 1.2 0.8 1.4
Aspergillus spp. 8.3 33.8 50.7 4.9 19 26.0 4.9 34 12.3
Zygomycetes 1.1 5.2 6.4 1.1 1.9 1.7 0.0 0.6 1.4
Other mould? 1.6 7.6 6.4 L5 0.0 4.7 1.3 1.5 2.7
Endemic fungi 1.9 1.2 0.5 7.6 0.0 26 0.8 0.7 LG

*Data compiled from Horn et al. (2007); Horn et al. (2009); Neofytos et al. (2009 a,b).

*GMED, general medicine; HEME, hematologic malignancy; SCT, stem cell transplant; HIV, human immunodeficiency virus/acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS); NICU, neonatal intensive care unit; SOT, solid organ transplant; ST, solid tumor; SURG, surgical
(nontransplant).

*Other yeasts include & cases of Malassezia spp., 26 Pneumocystis, 12 Rhodotorula, 21 Saccharomyces, and 6 Trichosporon.

d0ther moulds include 2 cases of Acremonium, 9 Alternaria, 3 Bipolaris, 53 Fusarium, 10 Paecilomyces, 13 Scedosporium apiospermum, 6 S.

prolificans, and 1 Sporothrix. (Pfal ler 201 0)



5. Epidemiologie

neinvazivnich mykotickych infekci

1. mykozy kiize a nehtu nohou (dermatomykézy)
« vlbec nejCastéjSi mykotické onemocnéni

» dokonce ctvrté nejCastejSi onemocneni obecné (po zubnich
kazech, vysokém tlaku a migréné)

2. vulvovaginalni kandidozy (slizni¢ni kvasinkové infekce)

« druha nejCastéjSi poSevni infekce
* 75% Zen prodéla za zivot alespon jednu epizodu
« asi polovina z nich onemocni dvakrat

« predispoziCni faktory (t&éhotenstvi, diabetes mellitus, Ié¢ba Sirokospektrymi
antibiotiky, chlorované bazény, tésné syntetické pradlo...)



5. Kandidoza

Puvodci:

« C. albicans (% v zavislosti na populaci pacient()

« ostatni kandidy — ale i rod Trichosporon, Blastoschizomyces,
Saccharomyces efc.

Infekce:

* invazivni — sepse nebo diseminovana infekce

* neinvazivni - onychomykdza, kozni kandidéza, vaginalni kandidoza...

V malém mnozstvi patfi kvasinky do bézné fléry kuze €i GIT, z Eehoz plyne, Ze
kandiddzy jsou obvykle endogenniho puvodu W

Mikrobiologicka diagnostika:
kultivace a mikroskopie
» bézné bakteriologické metody

nekultivacni

* glukan
« PCR



5. Aspergiloza

Plavodci:
Aspergillus fumigatus (90%)
Aspergillus niger, Asperqgillus flavus, Aspergillus tereus...

Infekce:
* invazivni - nejtastéji plicni, moznost diseminace hematogenné

neinvazivni — onychomykézy, otomykézy, alergicka broncho-pulmolarni...

Na rozdil od kvasinek nejsou aspergily soucasti bézné flory Clovéka a infekce
jsou tedy obvykle exogenniho puvodu (stavebni prace!!) . . —

Mikrobiologicka diagnostika:

kultivace a mikroskopie
* ne biochemie - ale mikromorfologie, MALDI

nekultivacni
« galaktomanan, glukan
- PCR




5. Zygomykoza

Puvodci:
Rhizopus spp. (az 50%)
Mucor spp., Absidia spp., Rhizomucor spp., Cunninghamella spp.

Infekce:
* invazivni - rhinocerebralni, plicni, sinusitidy, moZnost diseminace hematogenné

- neinvazivni — onychomykozy, otomykézy... T

exogenni (stejné jako aspergildzy), méné casté g \{ \

Mikrobiologicka diagnostika:

kultivace a mikroskopie

* ne biochemie - ale mikromorfologie,
MALDI

nekultivacni

* Dbez serologickych metod!!

« PCR




5. Fusarioza

Puvodci:
Fusarium solani (az 50%), F.oxysporum, F.verticillioides...

Infekce:

exogenni
kozni, keratitidy (CoCky), pneumonie, sinusitidy - u imunokompromitovanych
az v 70% diseminace!!

Mikrobiologicka diagnostika:

kultivace a mikroskopie
* ne biochemie — ale mikromorfologie
* u diseminovanych pozitivni hemokultura!!

nekultivacni

* glukan
« PCR?!




5. Kryptokokdza (invazivni)

Puvodce:
C. neoformans, C. gatii

Infekce:

exogenni (rezervoar- holubi trus)
primarné plicni, pfi diseminaci ma afinitu k CNS (meningitidy), ¢asto prvni
priznak rozvijejiciho se AIDS

@ @
Y = G

= B

- - . , . - ) T > (o, 7Z
Mikrobiologicka diagnostika: “ 19 @@,55_};.) ol

kultivace a mikroskopie

* Vv mikroskopickém preparatu
typické polysacharidoveé pouzdro
 kultivace — bézné pudy

nekultivacni

* glukuronoxylomanan
« PCR



5. Pneumocystova pneumonie

Puvodce:

P. jiroveci (na pocest ¢eského parazitologa prof.Jirovce) — ptvodné
parazit, prefazeno k houbam na zakladé studia genomu

Infekce:

exogenni (ubikvitni), plicni, asto prvni pfiznak rozvijejiciho se AIDS,
komplikace u neutropenickych pacientu

g l
: : C : . ®
Mikrobiologicka diagnostika: ®
kultivace a mikroskopie: o ) 3. ©
» specialni mikroskopicka barveni B |
- imunofluorescence f <
* bezné se nekultivuje ‘a
nekultivacéni:

« glukan (krev, tekutina z BAL)
 PCR (tekutina z BAL)

© E.Keiser J



6. Povrchové mykozy

Dermatofytézy (tinea — dle lokalizace capitis,
corporis, manus, pedis, unguium - onychomykoza...)

« Kandidozy
« Keratomykozy (Pityriasis versicolor)

Tinea (Trichophyton spp., Epidermophyton
floccosum, Microsporum spp., Scopulariopsis spp.)

« Kandidoza (C. albicans, C. parapsilosis, T.
asahii, C. albidus..)

« Keratomykoza (Malassezia furfur..)

Dle kliniky

Dle puvodce

Mikrobiologicka « Kultivace (dle ptvodce — obvykle
Sabouraudulv agar, 25-30°C, az 1-5 tydnu)

* Mikroskopie (preparat s Mycolnk a KOH)

diagnostika




Zavery — co byste méli védet ©©

@ .. rozdil bakterie x houby, jak se déli

iz, mikrobiologicka diagnostika (mikroskopie, kultivace,
=’ sérologie, PCR)

@ . mykozy (invazivni x neinvazivni)

. @7 nejpoéetnéjsi (kandidozy, aspergilozy,
dermatomykozy)

: "’5::; . vdiagnostice je nutny komplexni pristup
i (rizikové faktory x klinicky stav x mikrobiologie)




Muz, r.1960
30.1.2013
31.1.2013

5.2. 2013

13.2.2013
26.2.2013

28.2.2013
4.3.2013

4.3. 2013
6.3. 2013

Kazuistika k zamysleni

hospitalizovan s pneumonii
dg. influenza A nasazen oseltamivir + empiricky

piperacilin/tazobaktam pro susp. bakterialni superinfekci

tekutina z BAL na GM — negativni (odbér pro ne zcela
dobrou odpovéd' na terapii)

pridan anidulafungin (vysazen 21.2.2013)

po predchozim pozvolném zlepSovani stavu opet
zhorSeni s kultivacnim nalezem v moci (E.coli - cefotaxim)

pozitivhi hemokultura, mikroskopicky kvasinky

hlaSen vysledek C. neoformans (API132C, sekvenacné
potvrzeno) — zména na amfotericin + flukonazol

LFA sérum pozitivni, 5.3. LFA mo¢ pozitivni
LFA likvor pozitivni, pozdé€ji i kultivaéné pozitivni

HIV negativni, bez kortikoidu, bez defektl v bunééné imuniteé, v
predchorobi bez zviastnosti.

Navzdory terapii pacient 3.4.2013 umira



Otazky

v smiSena pneumonie od zac¢atku hospitalizace???

v" puvodné jenom kolonizace kryptokokem a az nasledné rozvoj
kryptokokozy na terénu poskozeném chripkou???

v" nozokomialni nakaza???

Pouceni pro nas:

u pacientu dlouhodobé se nelepsicich na odpovidajici
terapii je vhodné brat v uvahu i houbovou etiologii infekce
(a to v€etné kryptokoka)

bez ohledu na imunitni stav pacienta....



