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...houbové infekce kuzZe a koznich adnex jsou

LI 4

ctvrtou nejCastejSi lidskou zdravotni komplikaci
(po zubnich kazech, vysokém tlaku a migréne)...

vaginalni kandidoza
chronicke aspergilozy

kryptokokova meningitida
pneumocystova pneumonie
Invazivni kandidoza
Invazivni aspergiloza

cca 75 mil.
cca 6 mil.

cca 1 mil.

cca 400 tis.
cca 400 tis.
cca 200 tis.

zdroj: WHO



Mykologie
nauka o houbach (rec. mykes, lat. fungi)

Houby jsou organismy eukaryotni (pravé jadro; mitochondrie),
jednobunéecné i vicebunécne,

heterotrofni,

bunécna sténa slozena z polysacharidu (chitin; glukan;
galaktomanan; manan etc.)



Osnova prednasky

1. Morfologie, rozmnozovani hub, nazvoslovi

2. Patogeneze nemoci zpusobenych houbami (mykoézy)
3. Lecba mykoz - antimykotika

4. VVysetrovaci metody v mykologii

5. NejCastejsi mykozy



Osnova prednasky

1. Morfologie, rozmnozovani hub, nazvoslovi

2. Patogeneze nemoci zpusobenych houbami (mykozy)
3. LeCcba mykoz - antimykotika

4. Vysetrovaci metody v mykologi

5. Nejcastejsi mykozy



Morfologie; zakladni pojmy

Hyfa: houbove telo bez ohledu na diferenciaci

Mycelium: jen vegetativni Cast, zadny reprodukcni
organ, zajistuje vymenu latek a energie mezi
houbou a prostredim

Reprodukcni struktury: sporangiofory, konidiofory,
stromata, plodnice, mikrokonidie, makrokonidie,
blastokonidie etc.




Rozmnozovani hub

anamorfa (nepohlavni stadium) + teleomorfa (pohlavni stadium)
= holomorfa
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Nazvoslovi hub

« slozité, porad se ménici (genetika + nazorove strety
systematiku ©)

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

teleomorfa anamorfa
Eurotium, Emericella, Petromyces, | Asperqillus
Neosartoria
Eupenicillium, Talaromyces Penicillium
Pseudoallescheria boydii Scedosporium apiospermum

Issatchenkia orientalis Candida krusei




Nazvoslovi hub

...ale — ,one fungus — one name"”

International Code of Nomenclature for algae, fungi, and plants
(Melbourne Code) adopted by the Eighteenth
International Botanical Congress Melbourne,

Australia, July 2011.

teleomorfa anamorfa

Eurotium, Emericella, Petromyces, | Aspergillus
Neosartoria

Eupenicillium, Talaromyces Penicillium




1. ...mezitim v klinické praxi

a) kvasinky a jim podobné

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

rody Candida, Trichosporon, Cryptococcus etc.

b) viaknité houby (plisnée)

» sloZeny ze soustavy hyf (mycelium) jednobunééné/mnohobunécéné
» obvykle nepohlavni rozmnozovani rozrastanim hyf, nebo vegetativni ,spory*
* na pevnych pudach vilaknité povlaky

rody Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Alternaria, Trichophyton, Microsporum etc.



1. ...mezitim 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 etc.

* 3
d) ty, co se nikam nevesly o . . '.'

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

Pneumocystis jiroveci, Microsporidium spp. etc.
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Patogeneze mykoz

Houby az na vyjimky (dermatofyta, endemické mykdzy) nejsou primarne
patogenni (mohou kolonizovat kuzi i GIT...),
ale jsou

oportunnimi patogeny

: |

ke vzniku onemocnéni napomaha pritomnost nejake predispozice hostitele,
tj.
rizikové faktory

(napf. onkologicka onemocnéni a jejich 1€Cba, Ié€ba kortikoidy, diabetes, pobyt
na JIP, nezrali novorozenci — ale i |é€ba antibiotiky, vlhka zaparka apod)



Deleni mykoz

Celkové, neboli invazivni infekce
sepse (nejC.kandidové), pneumonie (nejC.aspergilove), diseminované mykozy

Lokalni (povrchove, sliznicni) infekce
infekce klUze, koznich adnex a sliznic (dermatomykozy a kandidozy)

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

Alergicka onemocneéni
precitlivelost na casti hub (konidie, Casti hyf..)
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3. Antimykotika dle chem. struktury

- alyeny

(amfotericin a jeho lipidoveé formy, nystatin)

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

* echinokandiny
(caspofungin, micafungin, anidulafungin)

* antimetabolity
(flucytosin)

« alylaminy
(terbinafin)

« ostatni
(k.undecylova, ciclopiroxolamin)



Medical Mycology:
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3. Alyeny

Princip — zména permeability bunecné membrany
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3. Azoly

Princip — inhibice syntézy ergosterolu (cytochrom P450)

* Azoly (flukonazol, vorikonazol, posakonazol..)
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3. Echinokandiny

Princip — inhibice syntezy glukanu
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4. Vysetrovaci metody - moznosti

 mikroskopie
« kultivacni metody

* imunologické metody (stanoveni antigenu nebo
protilatek)

« molekularne-biologické metody



Mikroskopie

a) nativni preparat

e Kkultury

* nespecificka barveni (Lugol),

» specificka barveni (Mycolnk, Rylux — vazou se na chitin)

b) fixovany preparat
e obecna barveni (Gram)
« specialni barveni (imunofluorescence, Groccot, Gram-Weigert ...)

punktat z jater - Gram
Myco Ink

“,7‘,1"

Calcofluor

ryzovy égar (kditdra)ﬁ



4. Mikroskopie - shrnuti

Vyhody:

* rychlost (minuty)

* relativné nizka cena vysSetreni
» specificita

riziko kontaminace neni velké, ale vySetfeni muze byt pozitivni i v
pripadech, kdy houba jiz neni Zivotaschopna (napf. u dermatomykoz)

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

* Vv materialu Ize vetsinou jen orientacne zaradit patogena do
rodu nebo skupiny (septované x neseptovane)



Kultivacni metody

C.1:
Sabourauduv agar s glukézou s antibiotiky

dalsi specialni media...

« chromogenni agary, ryzovy agar (douréeni kvasinek)
« RPMI 1640, MH s glukézou a metylenovou modri (testovani citlivosti)
» Czapek Dox (dourceni aspergilt)

atd.

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




4. Kultivacni metody

....umoznuji zaradit kultivat do rodu a druhu

(pomoci makro a mikromorfologie na riznych agarech; kvaseni &i utilizace
cukrl, nebo jinych latek; proteomiky, PCR)

....otestovat jeho citlivost k antimykotikiim

(stale neni zcela prokazany vztah mezi vysledky in vitro a in vivo — vliv
pomalého rustu hub, stavba jejich bunky etc.)

« standardni metodiky — CLSI, EUCAST (pracne, drahé a rutinné
nepouzivané)

v rutinni praxi pomocné metodiky s ruznou shodou se standardnimi
(ETEST, Sensititre, NeoSensitabs...)

« nicméné problematicka interpretace (chybi breakpointy)



ETEST :

stanoveni MIC (minimaini inhibi¢ni koncentrace) pomoci
plastikového prouzku s gradientem antimykotika

E;;r—.‘-p.ﬁ monzh =

it

= b,




Kultivace — shrnuti

Vyhody:

e zarazeni do rodu a druhu, testovani citlivosti
» specificita (z primarné sterilnich materialt)
* relativné levné

Nevyhody:

* malo senzitivni (ale vic nez mikroskopie)

e Casove narocnejsi (dny az tydny)

« obtizna interpretace, zejména u primarne nesterilnich
materialu
(musite se rozhodnout mezi kolonizaci, kontaminaci nebo infekci)



...pro dobrou prognozu pacienta s invazivni mykozou je
zcela zasadni ¢asné zahajeni ucinné IéCby - velky duraz
je proto kladen na ¢asnou diagnostiku (tj. imunologické a
molekularné-biologické metody)

mortalita IA & cas

zahajeni léCby B mortalita

<10 dnd >11 dnii

Von Eiff, Respiration, 1995



a) antigeny bunécné stény hub

* invazivni aspergiloza (galaktomanan)

* invazivni kandid6éza (manan)

* invazivni kryptokokdza (glukuronoxylomnnan)
* invazivni mykoza (glukan)

& =7 %~
b) protilatky e 0
* endemicke mykozy ) |
(histoplazmoéza, kokcidioidomykoza..) # & e - o il
» alergické stavy s T, i e

* invazivni mykozy?
(pro dg invazivnich mykéz neni stanoveni protilatek obvykle prinosné (obecna

promorenost), navic nejvice ohrozeni neutropenicti pacienti protilatky ani
netvori)



Imunologické metody

« latexova aglutinace

 ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)

« G-test (limulus test)

« komplement-fixacni reakce, hemaglutinace,
imunodifuze v gelu..



Imunologické metody

« latexova aglutinace

« ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)

e G-test (limulus test)

« komplement-fixacni reakce, hemaglutinace,
imunodifuze v gelu..

Figure 1
Limuwlus Amebocyite Lysate Pathway

Eredztoxin (LPS)

}
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Imunologické metody

Vyhody:
* rychlé (¢asna diagnoza)
« senzitivni a specificke

 moznost monitorovat leCebnou odpoved (v pfipadé nékterych
antigenu)

» vysoka negativni prediktivni hodnota!

(tj. negativni vysledek s vysokou pravdépodobnosti znamena
nepritomnost choroby)

Nevyhody:

 falesné pozitivity

* nejednoznacna interpretace (u protilatek)
e cena



4. Molekularne - biologicke metody

Vyhody:
 rychlé (Casna diagndza)
* velmi senzitivni

(mohou detekovat jen nékolik kopii genu v reakci a dokonce méne nez
jeden genom)

* variabilni
(Ize vyuzit jak konzervovane, tak variabilni Useky genomu a navrhnout
panfungalni nebo specifickou PCR pro urcité rody nebo druhy)

o kvantifikaci Ize odliSit kolonizaci od aktivni infekce

Nevyhody:
« kontaminace, standardizace
(pfi odbéru, izolaci DNA, pripravé PCR reakce)
* nizka specificita
(zkfizené reakce s jinymi pribuznymi druhy nebo dokonce lidskou DNA)
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Stanoveni diagnozy je komplexni...

v'rizikové faktory
(onkologicka onemocnéni a jejich IéCba, |éCba kortikoidy, diabetes, pobyt na JIP,
nezrali novorozenci — ale i [éCba antibiotiky, vinka zaparka apod.)

v'klinické pfiznaky
(pozitivni HRCT plice, CNS, horecCka,
vyrazka, soor apod.)

v'mikrobiologické vysledky

(kultivace a mikroskopie, sérologie, PCR)

Pro dg. invazivni infekce plati tzv. EORTC/MSG kritéria (infekce prokazana,

pravdépodobna a mozna)
De Pauw, CID 2008



Epidemiologie - CR

Table 3 Summary of fungal burden in

Mumber of infections per underlying disorder the Czech Republlc,
per year
Cancer/ Total Rate
Infection MNone HIMFAIDS  Respir. Tx ICU  burden /10D ODD
Ol candidiasis ? 773 7558 7 ? 833 79 2ln T k d I d A
Oesophageal - 210 ? ? - 210 20 Oralnl an I Oza
candidiasis
Candidaemia - - — 368 158 526 50
Candida peritonitis - - - - i B 075 - - - -
Recurrent vaginal 152 240 - - - - 152240 3282' Vaglnalnl kandldoza
candidiasis {4 x/year)
ABPA - - 4738 - - 4739 45
SAFS - - £5817 £581 62
Hypersensithity 1050 10
pREUmonitis
Chronic pulmonary - - et - - 365 35
aspemillosis
Invasive aspemillosis - - - o 206 287 2B
Mucormy cosis 22 22 02
Cryptococcal - 1 - - - =01
mieningits
Pricumocystis - 12 7 60 - iz 07
PRELMONIa
Tinea capitis’corporis 9ED S9e0 9
Total burden 153 800 996 20293 54 443 176 073%
estimated

ABPA, allergle bronchopulmonary aspergillosts; SAFS, severe asthma with fungal senst-
satlon; Tx, transplantation; ICL, intensive care unit. The symbol “?" is used where signif-

fcant number of cases with particular fungal infection are suspected but no data found 1 , 6 7 % h O u bOVYCh

to make our estimates.
'Rate per 100 000 adult women.

?Best estimate, range 1316-14 712 | nfe kC i/l'O k

YBest estimate, range 5641-16 14,
“This 15 the lower estimate, the high estimate could be as nmuch as 604
*5kin funeal infections affectne up to 1.5 milllon not included.

(UZIS; publikované
Chrdle 2015 prace)



Epidemiologie -invazivni mykozy

N.Azie eral f Dagnostic Microbiology end Infectious Diease 72 (2012) 293-200
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Figure 1 Prevalence of the five most common invasive fungal
infections identified at autopsy in patients with haematological

7 526 IFD, S Amerlka, 2004-2008 malignancies over a 20 year period. Chi-squared test for trend,

Aspergillus P = 0.01; Candida P = 0.01; Mixed P = 0.002;

Azie 2012 — PATH - Prospektive antifungal therapy) Mucormycosis P = 0.04; Fusariosis P = 0.7.

1 213 autopsii; 371 IFD; 1989 —

2008 (jen hematologické malignity)
Lewis 2013

W vzacné
miC
1A

954 IFD; 2001 — 2017 (jen hematologické malignity)
Weinbergerova 2018 - FIND




5. Kandidoza

Puvodci:
C. albicans (% v zavislosti na populaci)
ostatni kandidy — ale i rod Trichosporon, Saccharomyces etc.

Infekce:

* invazivni — sepse nebo diseminovana infekce

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

V malém mnozstvi patfi kvasinky do bézné fléry kaze Ci GIT, z Eehoz plyne, ze
kandidozy jsou obvykle endogenniho puvodu

Mikrobiologicka diagnostika:
kultivace a mikroskopie
» bézné bakteriologické metody

nekultivacni

* glukan
« PCR



Invazivni kandidoza

...po koagulaza-negativnim stafylokoku, zlatém stafylokoku a
enterokoku jsou kvasinky tfetim az ¢tvrtym nej¢astéjSim plvodcem
nozokomialni sepse...

S. Amerika C. albicans C. glabrata 2010, Pfaller
(45,6%) (26,0%)

ltalie C. albicans  C. parapsilosis 2015, Bassettl
(60,3%) (16,7%)

Brazilie C. albicans  C. parapsilosis 2016, Doi
(34,3%) (24,1%)

Ceska C. albicans C. glabrata 2018, Kocmanova

republika (49,7%) (15,3%)

Cina C. tropicalis C. albicans 2013, Chun-fang

(28,6%) (23,3%)



S. Aspergiloza

Puvodci:
Aspergillus fumigatus (90%)

Asperqillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus tereus...

Infekce:
* invazivni - nejtastéji plicni, moZznost diseminace hematogenné
« neinvazivni — onychomykdzy, otomykdzy, alergicka broncho-pulmolarni...

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

Mikrobiologicka diagnostika:

kultivace a mikroskopie
* ne biochemie - ale mikromorfologie, MALDI

nekultivacni
« galaktomanan, glukan
- PCR




Invazivni aspergiloza

nejCastéjSi mezi invazivnimi infekcemi zpusobenymi viaknitou houbou, zfidka
disseminovana

nejvyssi incidence u pacientu:

11

Table 6. Distribution of invasive fungal pathogens based on the clinical service or underlying condition of the patient.2®
% Infections by clinical service ()

GMED HEME 5CT HIV NICU 50T ST SURG Total

Pathogen group (3,640) {1,010) (377) (263) (54) (886) (863) (1,908) {6,031)
Candida spp. 81.7 42.6 31.6 327 96.3 57.2 89.2 91.2 75.0
Cryptococcus spp. 4.0 2.1 0.0 48.7 0.0 6.4 1.6 1.0 4.5
s 1.2 3.3 2.7 34 0.0 1o 1.2 0.8 1.4
8.3 33.8 50.7 4.9 1.9 26.0 4.9 3.4 12.3
s 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 1.5 0.0 4.7 1.3 1.5 2.7
Endemic fungi 1.9 1.2 0.5 7.6 0.0 2.6 0.8 0.7 1.6

*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 6 cases of Malassezia spp., 26 Pneumocystis, 12 Rhodotorula, 21 Saccharemyces, and 6 Trichosporon.

90Other moulds include 2 cases of Acremonium, 9 Alternaria, 3 Bipolaris, 53 Fusarium, 10 Paecilomyces, 13 Scedosporium apiospermum, 6 S.
profificans, and 1 Sporothrix.

Pfaller 2010



Zygomykoza

Puvodci:
Rhizopus spp. (az 50%)

Mucor spp., Absidia spp., Rhizomucor spp., Cunninghamella spp.

Infekce:

* |nvazivni - rhinocerebralni, plicni, sinusitidy, moznost diseminace hematogenné
- neinvazivni — onychomykdzy, otomykdzy...

exogenni (stejné jako aspergildzy), méné ¢asté

Mikrobiologicka diagnostika:

kultivace a mikroskopie

* ne biochemie - ale mikromorfologie,
MALDI

nekultivacni

* Dbez serologickych metod!!

« PCR



Fusarioza

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

Infekce:
* [nvazivni - nejdastéji plicni, u imunokompromitovanych az v 70% diseminace!!
* neinvazivni — onychomykdzy, otomykadzy, keratitidy (Soéky)

exogenni (stejné jako aspergildzy), méné Casté

Mikrobiologicka diagnostika:

kultivace a mikroskopie

* ne biochemie — ale mikromorfologie, MALDI
* u diseminovanych pozitivni hemokultura!!
nekultivaéni

* glukan
« PCR



S. Kryptokokoza

Puavodce:
C. neoformans, C. gatii

Infekce:

* [nvazivni - primarné plicni, pfi diseminaci ma afinitu k CNS (meningitidy), dasto
prvni priznak rozvijejiciho se AIDS (Afrika!)

* neinvazivni - kozni

exogennl’ (rezervoar- holubi trus), raritni

Mikrobiologicka diagnostika:

kultivace a mikroskopie

» v mikroskopickém preparatu
typickeé polysacharidoveé pouzdro
» kultivace — bézné pudy

nekultivacni

* glukuronoxylomanan
« PCR



Pneumocystova pneumonie

Puvodce:

P. jiroveci (na pocest Ceského parazitologa prof.Jirovce) — ptivodné parazit,
prefazeno k houbam na zakladé studia genomu

Infekce:

* Invazivni - plicni, &asto prvni pfiznak rozvijejiciho se AIDS, komplikace u
neutropenickych pacientu

e neinvazivni — nejsou - ®

exogenni (ubikvitni), raritni

Mikrobiologicka diagnostika:
kultivace a mikroskopie:
* jen mikroskopie

nekultivaéni
* glukan (krev, tekutina z BAL)
* PCR (tekutina z BAL)




Povrchove mykozy (neinvazivni)

. : ¥t
N “ > Sar e L

+ dermatofytdzy (tinea - dle lokalizace capitis, -%’!;&
corporis, manus, pedis, unguium - onychomykézy) =~ i‘

(Trichophyton spp., Epidermophyton floccosum, yf NG e

P g oy o A

Microsporum spp...) 4 LB o

« kandidozy (C. albicans, C. parapsilosis, T. asabhii...)
* hyfomykozy (Aspergillus spp., Fusarium spp., S.brevicaulis...)
» keratomykozy (Malassezia furfur...)

Mikrobiologicka diagnostika:

kultivace a mikroskopie:
* mikroskopie (specialni barveni)
» kultivace az 6 tydnu

nekultivacni
* neprovadi se




L , : : vyr
@ .. rozdil bakterie x houby, jak se déli

mikrobiologicka diagnostika (mikroskopie, kultivace,

-~ sérologie, PCR)

- ..° mykozy (invazivni X neinvazivni)

¥ v .. nhejpocetnejSi (dermatomykozy, kandidozy, aspergilozy,)

v diagnostice je nutny komplexni pristup (rizikové

£
22 faktory x klinicky stav x mikrobiologie)




