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DIAGNOSTIKA FUNGALNICH INFEKCI
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e priznaky

inick

KI

anamnéza
fyzikalni vysetreni
zobrazovaci metody

odbeér vzorku
koznia nehtove supiny, moc, sputum, BAL, krev,
pleuralni vypotek, peritonealni tekutina, tkanova
biopsie, mozkomisni mok, katetry, umelé materialy
apod.

prima mikroskopie
histopatologie

kultivace

sérodiagnosticke testy

Vit Hubka, M.D., MSc., Ph.D
Charles University




Zakladni data o pacientovi
Nynéjsi onemocnéni (NO)

postupny vznik a vyvoj subjektivné pocitovanych priznakd a jejich vztah k
cinnostem, které nemocny provadel, jak se nemocny snazil postupovat pred tim,
nez vyhledal Iekarskou pomoc

Alergologicka anamnéza (AA)
Abuzus / Toxikologickd anamnéza (TA)
Rodinna anamnéza (RA)
Osobni anamnéza (OA)
prodéland onemocnéni, horecnate stavy, ubytky na vaze, nechutenstvi, apod.
Gynekologicka anamnéza (GA)
Farmakologicka anamnéza (FA)
Pracovni anamnéza (PA)
Socialni anamnéza (SA)
Epidemiologicka anamnéze (EA)

cestovdni (misto, délka pobytu), zajmy (bazény, zahradniceni, bojove sporty),
kontakt se zviraty, pobyt v lese, kontakt s potencialné infikovanymi osobami apod.)

Soubor vsech
udaju
(relevantnich
situaci)

o zdravotnim
stavu pacienta
od narozeni do

soucasnosti



ChOI"ObOpiS (zakladni zdravotnicka dokumentace pacienta) - anamnéza,
vysledek objektivniho vysetreni pri prijeti, diagnéza; dopinen

dekursem (prdbéh nemoci a jeji IéCba za hospitalizace); vysledky vysSetfeni; archivace

Fyzikalni vysetieni - pomoci vilastnich smyslU a jednoduchych pomucek;
systematické vysetfeni organovych systému a zaznamenani (ne)pritomnost
specifickych priznakl

= Pohled (Aspekce, Inspekce)
= Poslech (Auskultace)

= Poklep (Perkuze)

= Pohmat (Palpace)

Celkovy vzhled pacienta, méreni TK, télesné t, vyska, vaha, BMI, bolesti a jejich
charakter, orientacné i psychické vlastnosti a poruchy nemocného, ...

Postup vysetreni od hlavy, pres organové soustavy po koncetiny



priznaky casto nespecifické a opozdéné

U vysoce rizikovych pacientd je tfeba tuto infekéni komplikaci predvidat

zavazna zakladni onemocnéni (+ imunosupresivni lécba)

= hematologickd onemocnéni, hlavné s neutropenii nebo po
transplantaci krvetvornych bb.

= po transplantaci solidnich organd
= terapie cytostatiky / imunosupresivy z rGznych indikaci

= HIV, aj. imunodeficity zapficinéné infekénimi onem.

porusena funkce imunity
klasické klinické i laboratorni znamky infekce (zanétu) se nemusi rozvinout
nebo nastupuji opozdéné /s jinou intenzitou



Odber krve, separace séra

Krevni obraz (infekce, zanéty, leukémie, alergie, aj.)
Cholesterol, glykémie

Jaterni testy (ALT, AST)

Urea, kreatinin (funkce ledvin)

acidobazicka rovnovaha, krevni plyny, laktat
parametry koagulace

PROTEINY AKUTNI FAZE
C-reaktivni protein (CRP) - bakterialni infekce (ale nékdy i u systém. mykoz)
prokalcitonin (PCT) - bakterialni inf. (u mykoz se téméf nezvyéuje, nebo jen mirng)



KLINICKE PRIZNAKY INVAZIVNICH MYKOZ
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dalsi formy:

INVASIVE FUNGAL DISEASE

Invazivni kandidoéza

vétsinou pod obrazem kandidémie (pfiznaky nespecifické, ¢asto
jedinym priznakem je pretrvavajici horeCka nebo septicky stav
nereagujici na podavani Sirokospektrych ATB)

pneumonie (zapal plic)

infekéni endokarditida (zanét srdecnich chlopni)
infekéni artritida (zanét kloubu)

osteomyelitida (kostni dren)
encefalomeningitida

diseminovana, aj.



INVASIVE FUNGAL DISEASE

Invazivni (plicni) aspergiléza (IPA)
vétSinou ve formé plicni aspergilézy (priznaky nespecifické, obvykle dominance kasle,
bolesti na hrudniku, horecka, dusnost, hemoptyza, pleuralni treci Selest)

IPA n =47 Kontroly n =49 P Klinické pfiznaky IA
(%) (%) jsou nespecifické:

Klinika porovnani s pacienty,

horeéka 77 65 0.2 kteri zemreli na

- . : pneumonii jiného

trvala horecka 49 37 0,2 oCvodu

kasel 64 45 0,06

hemoptyza 26 18 0,4

Hachem et al. (2006)

dusnost 79 84 0,5

pleuralni bolest 28 12 0,06

paranazal. sinusitida 13 8 0,5

treci Selest 1 2 0,11

epistaxe 9 2 0,2




RTG - zanétliva loziska v plicich, organech, mékkych tkanich, kostech

osteomyelitida: nepravidelnosti ve strukture metafyzy a pozdéji diafyzy — osteopenie, osteolyza, periostalni zmény; subperiostalni
formace nové kosti - proniknuti infekce pres kortex; dif. dg. od fraktur a tumort

Nalezy na RTG hrudniku pfi invazivni aspergiléze (1A)
(relativné nespecifické):

= mnohocetna loziska

= ostfe ohranicené uzly

= pbronchopneumonie

= rozpadové dutiny (mikro- az makroabscesy)
=  pleuralni vypotek

= plicniinfarkt

= oOboustrannéijednostranné nalezy

» normalninalez

morfologie rlznorodd, patologicky nalez ¢asto az pozdné
» pFi negativité RTG nalezu nelze plicni mykézu vyloucit
nutné indikovat CT vysetreni




Srovnani RTG a CT vysetreni u stejného pacienta s 1A




Vypocetni tomografie (Computed Tomography, CT)

CT ma oproti RTG vyznamné ma vyssi senzitivitu pro IA plic (89% vs. 58%)

morfologie CT nalezu u rizikovych nemocnych s angioinvazivni plicni aspergilézou je natolik charakteristicka, ze
na jejim zakladé lze vyslovit ,pravdépodobnou diagndézu® |A

dif. dg. angioinvazivni mukormykdza, plicni tuberkulom, metastazy nékterych tumord, aktinomykodza, aj.

‘ Marr et al. (2001)

Angioinvazivni aspergiléza - typicky pocatecni nalez ,halo sign* (svétlejsi zona charakteru mléc¢ného skla - krvaceni do alveoll -

obkruzuje nodularni konsolidaci plicni tkdné = nekrdzou v dusledku angioinvaze aspergilovych hyf). Postupnym vyvojem dochazi )
k retrakci loziska, s absorpci nekrotickych hmot na periferii a vznikly prostor je nasledné vyplnén vzduchem = ,aircrescent Gk
sign®. Diagnosticky vyznam ma jen u odpovidajiciho klinického stavu imunoalterovanych nemocnych



Vyskyt CNS postizeni u nemocnych po
alogenni HSCT s prokazanou IA mUze
dosahovat az 50 %.

100 % pacientu s CNS invazivni
aspergildzou ma postizen alespon
jeden dalsi organ.

-

PR | Ubka et al. (2012)




ODBER MATERIALU A ANALYZA VZORKU




ODBER MATERIALU PRO MYKOLOGICKE VYSETRENI

FAKTORY MIRY USPESNOSTI MIKROBIOLOGICKEHO VYSETRENI

VALIDNI KLINICKE + ANAMNESTICKE UDAJE
o

PREANALYTICKA FAZE

ANALYTICKA FAZE

44§

spravna terapie a epidemiologicka opatreni

Vit Hubka, M.D., MSc., Ph.D
Charles University




Odbér materialu:

asepticky*

pred zahajenim antimykotické terapie !!!

tekuty materiadl/tkan uprednostnit pfed odbérem tampdnem
(kontaminace z kGze/sliznic, nedostatec¢né inokulum)

transport idealné do nékolika hodin, pokojova teplota (mok 37°C)

uchovavat pri 4°C pri transportu delsim nez 12-14 hodin jinak hrozi

prerdstani G-bakteriemi a kontaminujicimi houbami

opatreni a postupy branici kontaminaci sterilniho prostredi (odebiraného vzorku)

mikroorganismy; pouzivani sterilnich nastroju, zajisténi sterilniho prostredi, rozdéleni pracovist na
septickou a aseptickou ¢ast, dezinfekce a pouzivani ochrannych pomucek — rousek, sterilnich rukavic



krev

likvor (csk)

sputum

bronchoalve
olarni lavaz
(BAL)

hnis,
exsudat,
punktat

venepunkci: na kultivaci do
injekéni strikacky, poté do
hemokultivacni lahvicky;
Nna sérologii a genetiku do
zkumavky

lumbalni punkci

vykaslanim, event. indukce

vyplach bronchu fyziologickym
roztokem pomoci bronchoskopu

po incizi, perforaci nebo punkci
aspiraci do strikacky

kultivace: 10 ml
dospéli, -5 ml déti;
sérologie: 4-10 ml;
genetika: 2-10 ml

1-3 ml
1015 m|

10-15 ml z 1.- 3. porce
vyplachu

kultivace: hemokult. [ahviCky
sérologie: zkumavky s
akceleratory koagulace
genetika: zkumavky s EDTA

sterilni zkumavka

nadobka se Sirokym hrdlem a
pevnym uzaverem

sterilni zkumavka

strikacka se zatkou, sterilni
zkumavka



tkan z biopsie
/pitvy
rohovka

vnitrni oko
(endoftalmitida)

sliznice
(nosni, orofarynx, pochva)

mocC

zevni zvukovod

skalpelem, punkcni
jehlou

vzorky tkané ocnim
skalpelem

po punkci sklivce
aspiraci do strikacky

ster tamponem

stredni proud,
cévkovanim,
suprapubickou punkci
vyter tamponem,
pripadné vyskrab
lancetou

5-10 (25—
50) ml

sterilni zkumavka (do sterilni
vody)

mikroskopicka sklicka,
kultivacni pudy, pfipadné
zkumavka (se sterilni vodou)

sterilni zkumavka (do sterilniho
FR)

odbérové soupravy s TP

sterilni nadobka s pevhym
uzaverem

tampony (pripadné s TP),
sterilni zkumavka



vilasy,
vousy,
chlupy

nehty

sucha - seskrab skalpelem nebo
stér zviIhCcenym tamponem

se sekreci — stér suchym
tamponem

abscesy - po perforaci jehlou stér
suchym tamponem

s N~ s

vytazeni folikularni Casti pinzetou

vyskrab hmoty z vnitrni Casti
nehtové ploténky skalpelem

min. cca 30
Supinek

nejméne 10

vetsi pocet
drobnych
supin

sterilni zkumavka,
tampony (pripadné s TP)

sterilni zkumavka

sterilni zkumavka



ANALYTICKA FAZE
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prukaz protilatek

hlavni slozka protihoubové imunity je bunécna, detekce
protilatek ma pouze omezeny vyznam

u imunokompromitovanych pacientu neni dostate¢na
imunitni odpovéd

protilatky v séru nemusi znacit aktualni onemocnéni, ale jen fakt,
ze se hostitel s patogenem setkal - vysoka promorenost populace

v pfipadé béznych patogenu - vyjimka endemické mykodzy



Candida

» detekce anti-mannanu

= precipitace, ELISA

* nizka senzitivita a specificita

= pozitivita u kolonizovanych pacientu

= vytézZnost testu je maximalizovana v kombinaci s kandidovym

antigenem mannanem pro prukaz invazivni kandidézy

dimorfni patogeni - $patna dostupnost testd v CR

Blastomyces dermatitidis
Coccidioides species
Cryptococcus neoformans
Histoplasma capsulatum



ANALYTICKA FAZE
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Nativni preparat - casto v KOH
» |ze dobarvit nespecificky (Lugolovo Cinidlo - roztok elementarniho jodu a jodidu
draselného ve vodé, barvi skrob a polysacharidy)
= dobarvit specificky:
= Mycolnk (svételny mikroskop) - vaze se na chitin
* Rylux (fluoresc. mikr.) - chitin
= Calcofluor - chitin a celuléza (fluoresc. mikr.)

= Blankophor - rUzné polysacharidy (fluoresc. mikr.)

-

Mykolnk - .

foto I. Kocmanova ; barveni fluorochromem - Aspergillus



PRIMY PRUKAZ - MIKROSKOPIE

1) Nativni preparat

Qo

Blastoconidio formation

Septote hyphoe T

with clomp connections




PRIMY PRUKAZ - MIKROSKOPIE

Nativni preparat - Candida spp.

kulaté nebo ovalné bunky, casto pucici nebo s pseudomyceliem (neprava viakna)

Vit Hubka, M.D., MSc., Ph.D
Charles University




Nativni preparat - Mukormycety (zygomycety)

neseptovana Siroka vlakna s pravouhle odstupujicim vétvenim, pripodobnovana ke zmackané

stuze x aspergily: septovana mycelia Casto dichotomického vétvéni (tvar ,V*)

foto V. Chrenkova



PRIMY PRUKAZ - MIKROSKOPIE

Fixovany preparat
= obecna barveni (Gram)

= specialni barveni (imunofluorescence, Groccot, Gram-Weigert ...)

y

foto I. Kocmanova barveni podle Grama (Kandidové infekce)



Vyhody

= rychlost (minuty), u fixovanych preparatu desitky minut az 1-2h
= relativné nizka cena vysetreni

= gpecificita, riziko kontaminace neni velké, ale mudze byt pozitivni i

v pripadech, kdy houba jiz neni zivotaschopna (napr. dermatomykdza)

Nevyhody
= mala senzitivita, pozitivni obvykle az pozdéjsich stadiich onemocnéni
= v materidlu lze vétSinou jen orientac¢né zaradit patogena do

rodu nebo skupiny (septované x neseptované)



zlaty standard - izolace, identifikace, citlivost
INKUBACNI TEPLOTA: 25/37°C (5uchta20m) X 30°C (isenberg 2009)

KULTIVACNI PUDY

= pbézné bakteriologické - krevniagar, BHI - brain heart infusion (pro kult. naro¢né)

= mykologické - Sabouraudulv glukézovy agar (+ ATB), SGA s cykloheximidem
(dermatofytodzy), tekuty Sabouraud

» selektivné diagnostické — chromogenni pudy (dourgeni nékt. kvasinek)

DELKA KULTIVACE

= kvasinky: 3-5dni

= oportunniviaknité houby: 7-14 dni

= dermatofyty, dimorfni houby: 3-6 tydnu



PRIMY PRUKAZ - KULTIVACE
identifika¢ni pudy

I\V/Ialt extrakt agar, ryzovy agar, chromogenni pudy, uredzovy agar, ovesny agar,
CapkUv agar (Czapek-Dox), bramborovy agar...

diagnosticka kultivace - ,mikrokultura®“

C. albicans
tvorba chlamydospor na ryzovém agaru

Chromogenni medium (bioMérieux)
ve sméru hodinovych rucicek

C. albicans

Trichosporon asahii

C. krusei

C. parapsilosis

C. tropicalis

C. glabrata




PRIMY PRUKAZ - SEROLOGIE
glukan (G-test)

galalaktomanan
manan

glukuronoxylomanan

g Faculty of Science
CHARLES UNIVERSITY IN PRAGUE




zasadni vyznam v diagnostice invazivnich mykoéz - rychlost, pomérné vysoka
senzitivita » ¢asna cilena lécba

antigeny bunécné stény hub - v nasich podminkach:

= INVAZIVNI MYKOZA: glukan

= INVAZIVNIi KANDIDOZA: mannan

= INVAZIVNI ASPERGILOZA: galaktomannan

= INVAZIVNI KRYPTOKOKOZA: glukuronoxylomannan

100%
90%
80%

p . . .o . 0
Pro prognozu pacienta s invazivni mykozou 70%

R o . o = 60%
je zasadni Casné zahajeni |éCby. = c 00,
Velky duraz je kladen na ¢asnou diagnostiku 2 40;
(tj. serologické a molekularné-biologické metody). < Bocyz
20%

M ~ o e — -|O%

mortalita IA vs. Cas zahajeni léCby » 0%

<10 dnu >10 dnU

Mmortalita



Limulus - Ostrorep
= pobrezi USA

= rocCni kvota napf. pro Maryland cca 250,000
ostrorepU

= odebrano cca 30% krve » stejny den vypusténi
(oznacCeni schranky)

= ostrorep si vytvoril obranny mechanismus,
aby zabranil siteni infekce v hemofymfé

G-test / limulus test - princip

* testovani bezpecnosi potravin, IéCiv, lék.
nastroju, vakcin

enzymova kaskada srazeni a tvorba gelové
substance v pfitomnosti nékterych antigenu
potenciadlnich parazitl

(endotoxin G- bakterii, glukany hub)

= Kkrevje upravena pro vyrobu testovacich kitC

» velmi senzitivni, k detekci staéi 1 pg/ml antigenu

= pomérné drahy test



G-test - limulus test - princip

(1,3)-p-D-Glucan

} ) Cell wall
Factor G — Activated Factor G \
) NS
Proclotting enzyme — Clotting enzyme l
‘ } Plasma membrane
Boc-Leu-Gly-Arg-p-nitroanilide — p-nitroanilide
(Colorless) (Yellow)

Integral protein

Source: Lab Med @ 2011 American Society for Clinical Pathology Schematic structure of fungus cell wall
(Supervised by Prof. Dr. H. Yamaguchi, School of Med., Teikyo Univ.)

= aktivace sérinové protedzy glukanem
(amébocyty ostrorepl = obdoba bilych krvinek)



Prukaz antigenu - g-D-glukan (G-test, limulus test)

» polysacharid stény vétsiny hub (bakterii, fas,
vyssich rostlin)

= nedetekovan u mukormycet, jen velmi malo
u kryptokokul a Blastomyces dermatitidis
= sérum

= cut-off > 80 pg/ml (nebo = 60 pg/ml u dvou

saebbbaboeabbabad
208" &

po sobé jdoucich vzorkU)

» ST L
. C‘I’Jﬂ'“(“.'blb

= fale$né pozitivity R

» nékterd ATB (amoxicilin/klavulanat) - \
: . . sheeets B(1-3) glucan "' B-glucan and chitin synthases

» imunoglobuliny, aloumin SN N T }

= nékt. typy dialyzy it 4% o

= terapie krevnimi derivaty — albumin, imunoglobuliny o i il .,."'GP' PR

» infekce nékterymi bakteriemi v 05l chichraes ¥ B TR

= oSetfeni gazou, bavinou, houbou s obsahem glukanu \ L Celimembrene I

=  pakteridlni infekce Abad et al. (2010)

» (odbérové zkumavky, laboratorni plasty atd.)



GALAKTOMANNAN
(Aspergillus)

= polysacharidova slozka BS uvolnovana
do krevniho obéhu rostoucimi hyfami

= u opouzdrenych forem infekce
(aspergillom) jsou ale nizké hodnoty
GM

= vysoka citlivost zejména u pacientu
hematoonkologickych (neutropenie)

Fperee s S ob
¥y 2000080080800 00

( “
» B(1-3) glucan " | RB-glucan and chitin synthases
sesen B(1-3/1-4) glucan
3(1-6) glucan Protein
sesesees (£(1-3) glucan
sassaeas Chitin ' GPI binding protein
Mannan

sos®s  [(1-5) galactofuranose Galactomannoprotein

Galactomannan

o®
P
»

. Cell membrane

Abad et al. (2010)



WBC count x 1091

galactomannan index

Prukaz antigenu - galaktomannan (Aspergillus)

= monitoring v prubéhu lécby IA U pacienta po transplantaci kostni diené

POS VRZ AMB lipid complex liposomal AMB

CAS

20 1 HSCT 1*surgery 2" surgery

15 - } : | }

1 5 ‘ 10 15 ' 20 25
weeks after HSCT
B GMIserum A RT-PCR serum (GE/ml)
O GMI liquor A RT-PCR liquor (GE/ml)

® WBC count (10°%1)

Hubka et al. (2012)




Prukaz antigenu - mannan (Candida)

= sérum, ELISA

= omezeny vyznam stanoveni samotného antigenu

= pro prukaz invazivni kandidézy doporuc¢enad kombinace prikazu mannanu a antimannanu
» senzitivita ovlivnéna druhem kvasinky

= pozitivita i pfi kolonizaci bez prfitomnosti invazivni infekce

§ i DC-SIGN senzitivita | Specificita
Dectin-2
MBP Mannan 58 % 93%
> Mannan < g
SP-A antimannan 59 % 83 %
4 kSP—D
| Mn+aMn 83 % 86 %

}B -glucan {Dectln 1 metaanalyza Mikulska et al. (2010)

} own {

] ,,-',..‘;.;‘,;“.;‘."‘,4.‘}{.,;;;:.u,).’.»",,.’.’..,;;;.‘"..L}u.“.‘.;',";4;a‘;4,;<.‘u
5 opwmogonwomopooqwooqoooooww ooooooco’o
HMHHAHHAHAAHNAEHAAAHEAEHEAHAEHAERHEHA NS



viastni PCR reakce
= panfungalni pristup

= specifické eseje pro urcity okruh
patogenU, nebo jediny/skupinu druhd

(vyhodou u vzorkd s potenciadlni kontaminanty z
prostredi)

PCR pristup
= kvalitativni (ano/ne)

= kvantitativni (RT-PCR) - mozZnost
odlideni kontaminace / kolonizace /
infekce

ITSS,
ITS1F,
VoG
ga 2 SR6R
V ITS1 ITS3
TS 3
¢ ITS2 ITS4 66
IT2

—
Primer name Sequences References
ITS1: (5' TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3) (White et al., 1990)
ITS2: (5' GCTGCGTTCTTCATCGATGC 3') (White et al., 1990)
ITS3: (5' GCATCGATGAAGAACGCAGC 3') (White et al., 1990)
ITS4: (5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3') (White et al., 1990)
ITSS: (5' GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3) (White et al., 1990)
ITS1F: (5' CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 3') (Gardes and Bruns, 1993)
IT2: (5' CCTCCGCTTATTGATATGCTTAGG 3') (Beguin et al,, 2012)
SR6R: (5' AAGTATAAGTCGTAACAAGG 3') (Vilgalys and Hester, 1990)
LR1: (5' GGTTGGTTTCTTTCCT 3') (Vilgalys and Hester, 1990)
VoD: (5' TTAAGTCCCTGCCCTTTGTA 3) (Gerrits van den Ende and de Hoog, 1999)
VoG: (5' TACGTCCCTGCCCTTTGTA 3') (Gerrits van den Ende and de Hoog, 1999)
LS266: (5' GCATTCCCAAACAACTCGACTC 3) (Gerrits van den Ende and de Hoog, 1999)
NL4b: (5' GGATTCTCACCCTCTATGAC 3') (O'Donnell, 1993)



Kultivace

(dny az tydny)

PCR
(24 - 72 hodin)

N

eAOSE)

"

Seérologie
(hodiny)

20.Jeu

Jsou

Mikroskopie

(v minutach)

|. Kocmanova - Lékarska Mykologie

Vyhody

Nevyhody

- urceni patogena
(rod, druh)
- stanoveni citlivosti

- malo senzitivni
- mnohdy nelze odebrat
vhodny material

- velmi senzitivni
- panfungalni
- urceni patogena

- nestandardni
- falesne pozitivity
- faleSné negativity

- senzitivni

-casha diagnéza
-standardni

- monitorace
uspéchu/selhani lécby

- falesSné pozitivity

- nelze detekovat
zygomycety

- jednoduché
-rychlé
- specificke

- malo senzitivni
-mnohdy nelze odebrat
vhodny material

-neurci patogena
septované/neseptované




POVRCHOVE MYKOZY:

ODBER MATERIALU A VWSETRENT VZORKU




o ¢ &

Z jakého mista nejlépe odebrat pro vyssi
vyteznost? A proc?

OKRAJ?

STRED?




A co U nehtu?

OKRAJ?

NEBO BLIZE
KE ZDRAVE
CASTI?




Odbér a zpracovani materialu

= 7z okrajové casti loziska, misto odbéru
dekontaminovat (70% alkohol), seskrabani
drobnych sSupin sterilnim skalpelem po odstranéni
hrubych krust nebo Supin

= stér zvihcenym tamponem (méné vhodné)

= vytahnout i s folikulem sterilni pinzetou

= odstranéni povrchovych c¢asti a dekont. alkoholem
= Supiny, podnehtovou drt, opilované ¢asti do sterilni

= nadobky bez média




= ni¢im nezastupitelné vysetreni, levné, Casove nenarocné
= vysoka specificita, senzitivita zavisi na kvalité odebrané materidlu a zkusenostech

= obvykle vysSsi zachytnost nez kultivace, nemoznost druhového urceni

Louhové preparaty
vzorek zakdpnout 20% KOH, necha se puUsobit 30-60 minut (Casto kombinace s barvenim

iInkoustem Parker)

Fluorescenc¢ni metody
vazba barviva (Calcofluor, Blankophor) na chitin - fluorescencni mikroskop

B
-,

pravidelnagseptovanawlakna *de

pravidelnad, intenzivné septovana vliakna (dermatofyty)

kvasinkové bb. nebo pseudomycelium (kvasinky)

nepravidelna, Casto pigmentovana vlakna (NDFF)

az 30% mikroskop. pozit. vzorkd kultivacné negativnich




PRIMY PRUKAZ: KULTIVACE

= Sabourauduv glukozovy agar (SGA) s antibiotiky (chloramfenikol)

= Cast materidlu na SGA a pfidavkem ATB a cykloheximidu (selektivni rust
dermatofytu aj. zastupcu radu Onygenales)

= Kkultivace pricca 25 °C (24-30 °C), ne 37 °Cl; 2-4 tyany pro dermatofyty, 3-7
dni pro kvasinky

Morfologicka identifikace
mikro- a makromorfologie (vhodné pridat dalsi
médium, napr. MEA, PDA nebo PCA)

dodatecné testy

= schopnost rustu pfi 37 °C
= r0st na T1-T7 médiich

= perforace vilasu

" Uureazovy test

pozitivni test perforace vilasu



ANTIMYKOTIKA



ANTIMYKOTIKA
antifungalni latky

Sterol synthesis at the endoplasmic Cell wall: Target for polyenes and echinocandins

reticulum: Target for triazoles and
allylamines

Acetyl CoA ,
| ' Friooerel Polyene
rgostero 1
HMG-CoA u (amphotericin B)

l NN N

I

Echinocandin
(caspofungin)

Allyamine
(terbinafine)

Triazole
(posaconazole)

Mannan
Protein
B1:6 glucan
1:3 glucan
Chitin

P NN P PN
PN A A PPN, NN

AAAA Phospholipid bilayer,
Re===— with intercalated
ergosterol

DNA synthesis: Target for
pyrimidine analogs

M

N 7
N

Flucytosine




ANTIMYKOTIKA
antifungalni latky

puUsobi na syntézu:

ergosterolu
bunécné stény

DNA

Antimykotika pro systémové pouziti

vorikonazol

flukonazol liposom. nystatin
itrakonazol < posakonazor

ravukonazol

ketokonazol [ lipidove
mikonazol AmB /{echinokandiny
griseofulvin prgdimiciny
nikkomyciny
BPI [ peptidy)

nystatin sofdariny
munoprepgr
l (Mycograb)
\ 4 \ 4

l

%
1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010




Aspergillus fumigatus T. rubrum, T. mentagrophytes

= pouzivani azolovych fungicidi v zemédélstvi
(tebucon-, propicon-, difenocon-, epoxicon-, bromucazol) =

selekce rezistentnich kmenu
= pacienti dlouhodobé [éceni azolovymi |éCivy

> selhani léCby aspergildzy

= prevalence: na vsech kontinentech, >10% v
Nizozemi, UK, Japonsku, Turecku, ..

rezistence >10%: doporuceno zménit
|éCebné postupy pro empirickou /
profylaktickou IéCbu aspergilozy

= nekontrolovany prodej krému
obsahujicich koktejl kortikosteroidu a
3-4 antimykotik / antibiotik (JV Asie,
Indie)

> selhani lécby dermatofytdzy

= prevalence: az desitky % v JV Asii a
nékterych evropskych zemich




terbinafin a azolové derivaty

* inhibuji enzymy zapojené v syntéze ergosterolu -
ergosterol se nevytvari v dostatecné mire

= akumulace prekurzorld » zmeény propustnosti
bunécné membrany » bunécna smrt

» rezistence: nesynonymni mutace v genech Ergl a
cyp5I1A pusobi konformacni zmeény v enzymech a
zamezuji nasednuti |éCiva

' Terbinafin Actavi

. avis FH1
tabletés/ tab| 4 mg
Terbinaﬁni metes/ tabletid

) NOVARTIS

Lamisil =

e Terbinafin.

Ay 250 Mg s

Acetyl CoA

Farnesyl Py}ophosphate

Squalene
l

\ A

Squalene Epoxide

v
Lanosterol

|
Ergo;terol

Terbinafin

Azolové derivaty

L)

H



Ruzné mutace ve SQLE ruzna mira rezistence k terbinafinu

mutace v Ergl ovliviujici afinitu
terbinafinu k vazebnému mistu

vazba terbinafinu na SQLE

Nowosielski et al. 2011. Chem Inf Model 51: 455-462. Saunte et al. 2019. Antimicrob Agents Chemother 63: eOl1126-
19.
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Prevalence azol-rezistentnich A. fumigatus v
klinickych vzorcich Velks Britanie 20%

Nizozemi 11-30 %

Turecko 10,2%
Japonsko 12,7 %

~ Cesko 6,6 %
Italie 6,3 %
Cina 58 %
Belgie 55%
Dansko 5%

Spanélsko 4,7 %
Némecko 32 %

Iran 32 %
Australie 31%
Recko 2,7 %
Francie 21 %
Indie 1.7 %
Prevzato a upraveno podle Lestrade et al. 2019. Clin Microbiol Infect 25: 799-806. Nejéastéj§|’ mutace v cyp5IA:
TRz4/L.98H

TR46/Y121F/T289A



PREVALENCE REZISTENCE K TERBINAFINVU

nutnost Cist udaje v literature s obezretnosti

TRICHOPHYTON RUBRUM T. MENTAGROPHYTES
Recko, Cesko 0 % Svycarsko 02-0,6 %
Francie 0,23 % Francie 0,69 %
Svycarsko ~1% Cesko 2,5 %

USA (onych) 3,6 % USA (onych) 4,3 %

Japonsko 4% 5 . Polsko 14 %
iran 10 % © v pocetkmend fran 1%

USA 18 % * prevalence mezi kmeny se Belgie 20 %
Indie 10-54 % suspektni rezistenci, zaslanych Recko 25 9
Dansko 56 % do sbérné laboratore USA 56 %
Malajsie 100 % Dansko 63 %
Indie 8-74 %
Nejcastéjsi mutace v SQLE (Erg]): Nejcastéjsi mutace v SQLE (Erg]):
L393F F397L

F397L L393F



ZAVERY :

ANTIFUNGALNI REZISTENCE V CR

- prevalence azolové rezistence u klin. izolatd A. fumigatus v CR je 6.6 %

- neni nutné ménit Iééebnd schémata pro empirickou / profylaktickou Iéébu aspergilézy, ale
uroven rezistence je treba kontinualné monitorovat i vzhledem ke stoupajicimu trendu

- ,environmentalni mutace* TR;,/L98H a TR,s/Y12IF/T289A patii k nejcastéji detekovanym u
Ceskych pacientl; omezeni uzivani azol. fungicidd by mohlo mit pfinos pro snizeni Urovné rezistence

- skriningové testovani (napr. protokolem E.Def 10.1) je vhodné pro ¢asny zachyt ARAf kmenu




ZAVERY :

ANTIFUNGALNI REZISTENCE V CR

- prevalence rezistence k terbinafinu u klinickych izolatd T. mentagrophytes je 2.5 %

- rezistence nebyla detekovana u T. rubrum

- neni nutné ménit postupy pro Iécbu dermatofytoézy, ale Uroven rezistence u T. mentagrophytes
by méla byt nadale sledovana, napf. skriningovym médiem obsahujicim 0,125/ 0,25 mg/L TRB

« vSechny rezistentni kmeny mély genotyp , T. indotineae”, kde se predpoklada zavleceni imigraci




POVRCHOVE MYKOZY



