MYKOLOGICKE VYSETROVACI METODY
A ZPRACOVANI MATERIALU



DIAGNOSTIKA FUNGALNICH INFEKCI
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Zakladni data o pacientovi
Nynéjsi onemocnéni (NO)

postupny vznik a vyvoj subjektivné pocitovanych priznaku a jejich vztah k
cinnostem, které nemocny provadél, jak se nemocny snaZzil postupovat pred tim,
nez vyhledal Iékarskou pomoc

Alergologicka anamnéza (AA)
Abuzus / Toxikologickd anamnéza (TA)
Rodinnda anamnéza (RA)
Osobni anamnéza (OA)
prodéland onemocnéni, horecnaté stavy, ubytky na vdze, nechutenstvi, apod.
Cynekologicka anamnéza (GA)
Farmakologicka anamnéza (FA)
Pracovni anamnéza (PA)
Socialni anamnéza (SA)
Epidemiologicka anamnéze (EA)

cestovani (misto, délka pobytu), zajmy (bazény, zahradniceni, bojové 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
soucashnosti



chorobopis (zakladni zdravotnicka dokumentace pacienta) - anamnéza,
vysledek objektivniho vysetreni pri prijeti, diagnoéza; dopinen

dekursem (prubéh nemoci a jeji IéCba za hospitalizace); vysledky vySetfenf; archivace

Fyzikalni vysetfeni - pomoci vlastnich smyslu a jednoduchych pomdcek;
systematické vysetreni organovych systému a zaznamenani (ne)pfitomnost
specifickych priznaku

» 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, prfes organoveé soustavy po koncetiny



priznaky casto nespecifické a opozdéné

u vysoce rizikovych pacientl je tfeba tuto infekéni komplikaci predvidat

zavazna zakladni onemocnéni (+ imunosupresivni IéCba)

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

= po transplantaci solidnich organt
= 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



Odbeér 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. mykéz)
prokalcitonin (pCT) - bakterialni inf. (u Mykdz se témeéer nezvysuje, nebo jen mirne)
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INVASIVE FUNGAL DISEASE

Invazivni kandidéza

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

dalsi formy:

= 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 (pfiznaky nespecifické, obvykle dominance kasle,

bolesti na hrudniku, horeCka, dusnost, hemoptyza, pleuralni tfeci selest)

IPAn =47 Kontroly n = 49 P
(%) (%)
Klinika

horecka 77 65 0,2
trvala horecka 49 37 0,2
kasel 64 45 0,06
hemoptyza 26 18 0,4
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

Klinické pFiznaky IA
jsou nespecifické:
porovnani s pacienty,
ktefi zemreli na
pneumonii jiného
pUvodu

Hachem et al. (2006)



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

osteomyelitida: nepravidelnosti ve struktufe metafyzy a pozdéji diafyzy — osteopenie, osteolyza, periostalni zmény; subperiostalni
formace nové kosti - proniknutiinfekce pres kortex; dif. dg. od fraktur a tumord

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

* mnohocetna loziska

= ostfe ohranicené uzly

» pbronchopneumonie

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

= plicniinfarkt

» oboustranné i jednostranné nalezy

» normalni nalez

morfologie rlznorod3, patologicky nalez ¢asto az pozdné
= pfFi negativité RTG nalezu nelze plicni mykézu vyloucit
nutné indikovat CT vysetfeni




b A 2AT un




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 Ize vyslovit ,pravdépodobnou diagndzu® IA

» dif. dg. angioinvazivni mukormykdza, plicni tuberkulom, metastazy nékterych tumorl, aktinomykdza, aj.

to

Angioinvazivni aspergiléza - typicky pocatecni nalez ,halo sign® (svétlejsi zéna charakteru mléc¢ného skla - krvaceni do alveold -
obkruzuje nodularni konsolidaci plicni tkdné = nekrézou 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
sign“. Diagnosticky vyznam ma jen u odpovidajiciho klinického stavu imunoalterovanych nemocnych

Marr et al. (2001)



Vyskyt CNS postizeni u nemocnych po
alogenni HSCT s prokadzanou IA muze
dosahovat az 50 %.

100 % pacientl s CNS invazivni
aspergilézou ma postizen alespon
jeden dalsi organ.
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ODBER MATERIALU PRO MYKOLOGICKE VYSETRENI

FAKTORY MIRY USPESNOSTI MIKROBIOLOGICKEHO VYSETRENI

VALIDNI KLINICKE + ANAMNESTICKE UDAJE
Ej=

PREANALYTICKA FAZE

ANALYTICKA FAZE

spravna terapie a epidemiologicka opatreni

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




Odbér materialu:

= asepticky*

= pred zahajenim antimykotické terapie !!!

= tekuty material/tkan uprednostnit pred odbérem tampdénem
(kontaminace z kze/sliznic, nedostatec¢né inokulum)

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

= uchovavat pfri 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
injekeni strikaCky, poté do
hemokultivac¢ni 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

-3 ml
1015 ml

10-15 ml z1.- 3. porce
vyplachu

kultivace: hemokult. lahvicky
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, punkéni
jehlou

vzorky tkané ocnim
skalpelem

po punkci sklivce
aspiraci do strikacky

stér 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)

odbéroveé soupravy s TP

sterilni nadobka s pevnhym
uzaverem

tampony (pripadné s TP),
sterilni zkumavka



vlasy,
vousy,
chlupy

nehty

sucha - seskrab skalpelem nebo
stér zviIhcenym tamponem

se sekreci — stér suchym
tamponem

abscesy — po perforaci jehlou stér
suchym tamponem

vytazeni folikularni ¢asti pinzetou

vyskrab hmoty z vnitrni ¢asti
nehtové ploténky skalpelem

min. cca 30
Supinek

nejméne 10

vetsi pocet
drobnych
supin

sterilni zkumavka,
tampony (pfipadné s TP)

sterilni zkumavka

sterilni zkumavka



ANALYTICKA FAZE

5B X' PRiM EROKAZ
NEPRM&Y PRUKAZ mikroskopie
deteche protilatek kultivace

w prukaz antigenu

prukaz DNA
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prukaz protilatek

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

u imunokompromitovanych pacientl neni dostate¢na imunitni
odpoved’

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

v pfipadé béZznych patogenu - vyjimka endemické mykodzy



Candida

» detekce anti-mannanu

= precipitace, ELISA

» nizka senzitivita a specificita

= pozitivita u kolonizovanych pacientu

= vytéznost testu je maximalizovana v kombinaci s kandidovym

antigenem mannanem pro prukaz invazivni kandidézy

dimorfni patogeni - $patna dostupnost testa v CR

Blastomyces dermatitidis
Coccidioides species
Cryptococcus neoformans
Histoplasma capsulatum



ANALYTICKA FAZE
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Nativni preparat - ¢asto v KOH
= |ze dobarvit nespecificky (Lugolovo ¢inidlo - 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 - rizné polysacharidy (fluoresc. mikr.)

———
. Mykolnk 2

foto |. Kocmanova R ¢ barveni fluorochromem - Aspergillus




PRIMY PRUKAZ - MIKROSKOPIE

1) Nativni preparat

O
o




PRIMY PRUKAZ - MIKROSKOPIE

Nativni preparat - Candida spp.

kulaté nebo ovalné bunky, Casto pucici nebo s pseudomyceliem (neprava vlakna)




Nativni preparat - Mukormycety (zygomycety)
neseptovana Siroka vlakna s pravouhle odstupujicim vétvenim, pfipodobrnovana 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 ...)

foto I. Kocmanova barveni podle Grama (Kandidové infekce)



Vyhody

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

» specificita, riziko kontaminace nenivelké, ale muze byt pozitivni i

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

Nevyhody
= mala senzitivita, pozitivni obvykle az pozdéjsich stadiich onemocnéni
= v materidlu Ize vétSinou jen orientacné zaradit patogena do

rodu nebo skupiny (septované x neseptované)



zlaty standard - izolace, identifikace, citlivost
INKUBACNI TEPLOTA: 25/37°C (suchta20m X 30°C (isenberg 2009)

KULTIVAENI PUDY

= pbézZné bakteriologické - krevni agar, BHI - brain heart infusion (pro kult. naro¢né)

= mykologické - Sabourauduv glukézovy agar (+ ATB), SGA s cykloheximidem
(dermatofytozy), tekuty Sabouraud

= selektivné diagnostické - chromogenni pUdy (douréeni nékt. kvasinek)

DELKA KULTIVACE

= kvasinky: 3-5dni

= oportunnivlaknité houby: 7-14 dni

= dermatofyty, dimorfni houby: 3-6 tydnu



PRIMY PRUKAZ - KULTIVACE

identifika¢ni pudy
r\vAaIt 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
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zasadni vyznam v diagnostice invazivnich mykoz - rychlost, pomérné vysoka
senzitivita » Casna cilena |éCba

antigeny bunécné stény hub - v nasich podminkach:

= INVAZIVNI MYKOZA: glukan

= INVAZIVNI KANDIDOZA: mannan

= INVAZIVNI ASPERGILOZA: galaktomannan

= INVAZIVNI KRYPTOKOKOZA: glukuronoxylomannan

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

) . . 10%
mortalita IA vs. Cas zahajeni léCby - 0%

Pro progndzu pacienta s invazivni mykozou

je zasadni Casné zahajeni |éCby.

Velky dlraz je kladen na ¢asnou diagnostiku

(tj. serologické a molekularné-biologické metody).

Axis Title

<10 dnd >10 dnd

mortalita



PRIMY PRUKAZ - SEROLOGIE

Limulus - Ostrorep
= pobrezi USA

= rocCni kvdta napf. pro Maryland cca 250,000
ostrorepl

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

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

G-test / limulus test - princip

= testovani bezpecénosi potravin, IéCiv, Iék.
nastroju, vakcin

= enzymova kaskada srazeni a tvorba gelové
substance v pfitomnosti nékterych antigent
potencidlnich parazitd
(endotoxin G- bakterii, glukany hub) =

-
~”

= krevje upravena pro vyrobu testovacich kitt

* velmisenzitivni, k detekci staéi 1 pg/ml antigenu

= pomeérné drahy test



G-test - [imulus test - princip

(1,3)-f-D-Glucan
Factor G — Activated Factor G
|
Proclotting enzyme — Clotting enzyme
.
Boc-Leu-Gly-Arg-p-nitroanilide — p-nitroanilide
(Colorless) (Yellow)

} Cell wall

Source: Lab Mead © 2011 American Eﬂ{:'lﬂ'h," for Clinical F'i?!thf,'ﬁﬂg}-' EE hemahc EHUI:"J"] QE rungus EE’II wa”
{Supervised by Prol. Dr. H, Yamaguchi, School of Med,, Teikyo Univ.)

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



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

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

» nedetekovan u mukormycet, jen velmi malo
u kryptokoku a Blastomyces dermatitidis

= sérum

» cut-off > 80 pg/ml (nebo = 60 pg/ml u dvou
po sobé jdoucich vzorkd)
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=  pakteridlni infekce

Abad et al. (2010)
= (odbérové zkumavky, laboratorni plasty atd.)



GALAKTOMANNAN
(Aspergillus)

= polysacharidova slozka BS uvolhovana
do krevniho obéhu rostoucimi hyfami

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

= vysoka citlivost zejména u pacientu
hematoonkologickych (neutropenie)
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Prukaz antigenu - galaktomannan (Aspergillus)

* monitoring v prubéhu [éCby IA u pacienta po transplantaci kostni diené

POS CAS VRZ AMB lipid complex liposomal AMB
20 1 HSsCT 1*'surgery 2" surgery
°
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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)

GE/ml




Prukaz antigenu - mannan (Candida)

sérum, ELISA

omezeny vyznam stanoveni samotného antigenu

pro prukaz invazivni kandidézy doporuc¢end kombinace prikazu mannanu a antimannanu
senzitivita ovlivnéna druhem kvasinky

pozitivita i pfi kolonizaci bez pfitomnosti invazivni infekce

7 (DC-SIGN

: senzitivita | Specificita
Dectin-2
MBP 0 0
}Mannan < i Mannan 58 % 93%
SP-A antimannan 59 % 83 %
4 LSP-D
Mn+aMn 83 % 86 %

' -glucan in-
\ }B gluca Dectin-1 metaanalyza Mikulska et al. (2010)

: } Chitin {?




viastni PCR reakce

panfungalni pristup

specifické eseje pro urcity okruh
patogeny, nebo jediny/skupinu druh

(vyhodou u vzorku s potencidlni kontaminanty z
prostredi)

PCR pristup

kvalitativni (ano/ne)

kvantitativni (RT-PCR) - moznost
odliseni kontaminace / kolonizace /
infekce

ITSS,
ITS1 Fi
VoG
5 SR6R,
veD . ITS1 L ITS3 3
IT!
ITS1 «—

Primername Sequences
ITS1: (5' TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3')
ITS2: (5' GCTGCGTTCTTCATCGATGC 3')
ITS3: (5' GCATCGATGAAGAACGCAGC 3)
ITS4: (5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3)
ITS5: (5' GGAAGTAMAAGTCGTAACAAGS 3')
ITS1F: (5 CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 3)
IT2: (5' CCTCCGCTTATTGATATGCTTAGG 3')
SRER: (5' AAGTATAAGTCGTAACAAGG 3)
LR1: (5 GGTTGGTTTCTTICCT 2)
VvaD: (5' TTAAGTCCCTGCCCTTTGTA 3)
VaG: (5' TACGTCCCTGCCCTTTGTA 3')
LS5266: (5' GCATTCCCAAACAACTCGACTC 3)
NL4b: (5' GGATTCTCACCCTCTATGAC 3

LSU

ITS2 e Ry
IT2

—
References
(White et al., 1890)
(White et al., 1990)
(White et al., 1990)
(White et al., 1990)
(White et al., 1990)
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(Gerrits van den Ende and de Hoog, 1989)
(O'Donnell, 1993)
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|. Kocmanova - Lékarska Mykologie

Vyhody

Nevyhody

- urceni patogena

(rod, druh)
- stanoveni citlivosti

- malo senzitivni
- mnohdy nelze odebrat
vhodny material

- velmi senzitivni
- panfungalnl
- urceni patogena

- nestandardni
- faleSné pozitivity
- faleSné negativity

- senzltlvnl

-¢asna diagnoza
-standardni

- monitorace
uspéchu/selhani lécby

- faleSné pozitivity

- nelze detekovat
zygomycety

- jednoduche
- rychlé
- specifické

- malo senzitivni
-mnohdy nelze odebrat
vhodny material

-neurci patogena
septované/neseptované
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Z jakého mista nejlépe odebrat pro vyssi
vyteéznost? 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 zviIhenym tamponem (méné vhodné)

» vytahnout i s folikulem sterilni pinzetou

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

» nadobky bez média




= nic¢im nezastupitelné vysetreni, levné, Casoveé nenarocné
= vysoka specificita, senzitivita zavisi na kvalité odebrané materialu a zkusenostech

= obvykle vyssi zachytnost nez kultivace, nemoznost druhového urceni

Louhové preparaty
vzorek zakdpnout 20% KOH, nechd se puUsobit 30-60 minut (Casto kombinace s barvenim
iInkoustem Parker)

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

pravidelnad, intenzivné septovana vlakna (dermatofyty)

kvasinkové bb. nebo pseudomycelium (kvasinky)

nepravidelna, casto pigmentovana viakna (NDFF)

az 30% mikroskop. pozit. vzorku kultivacné negativnich




PRIMY PRUKAZ: KULTIVACE

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

= Cast materialu na SGA a pridavkem ATB a cykloheximidu (selektivni rdst
dermatofytu aj. zastupcu radu Onygenales)

= kultivace pfi cca 25 °C (24-30 °C), ne 37 °Cl; 5-4 tydny 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
= rOst na T1-T7 médiich

= perforace vlasu

= ureazovy test

pozitivni test perforace viasu



ANTIMYKOTIKA



Latky rdzné chemické struktury, jejichz
spoleCnou vlastnosti je antifungalni
aktivita, tj. Uuc¢inek namireny proti
mikroskopickym houbam (kvasinkam
a vlaknitym houbam)

Houby = eukaryotni org. sdilejici mnoho potencidlnich cilovych
receptoru s lidmi (a dalimi savci)

design potencialnich ATM by mél byt vysoce selektivni pro
houbové receptory

dostupna ATM - tFi hlavni cile: syntéza RNA, plasmatické
membrany nebo bunécné stény



MECHANISMU UCINKU

Damage to fungal cell membrane Inhibition of cell wall synthesis

. Convertion to S-flucrouracil fungi,
{=" which is incorporated into RNA instead of uracil




Miconazole

and
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Cardoso et al. (2020) Molecules



chorobné stavy nebo
priznaky, pfi jejichz vyskytu
muze byt IéCivo podano

farmakokinetika (pohyb Iéciva v téle: absorpce, distribuce,
metabolismus, exkrece)

farmakodynamika (Ucinek Iéciva na télo a patogena: mechanismus
ucinku, ucinnost, toxicita)
lokalizace infekce (napf. priinik do CNS, plic, mocovych cest; cil =
dosahnout adekvatni koncentrace ATM v misté infekce)
toxicita (minimalizace rizik pro konkrétniho pacienta)
citlivost x rezistence
zavaznost infekce a imunitni status pacienta (davkovani a
agresivita lécby)



dle zpusobu podadani

(= MISTNI)
|éCba povrchovych a slizniénich mykdz
omezeného rozsahu

Iékové formy: kréemy, masti, laky (dermatomykdzy);
vaginalni tablety a Cipky (vaginaini kandidoza); dstni
suspenze a pastilky (oralni kandidéza); ocni kapky
(keratomykadzy)

(= CELKOVA)
Iééba systémovych a generalizovanych mykéz

léCba mykdz u téZzce imunokompromitovanych
pacientu (leukémie, AIDS...)

|é¢ba chronickych a/nebo na lokalni
antimykotika nereagujicich mykoéz

profylaxe u neutropenickych pacientu

Iékové formy: peroralné tablety, kapsle a
suspenze; intravendzné infuzi

=
7

dostupné v oralni a i.v. formach

Siroké spektrum ucinku, zahrnujici
kvasinky, vlaknité houby, nové
patogeny

fungicidni Gcinek

bezpecny farmakokineticky profil
s minimem Iékovych interakci

odolné k rozvoji rezistence

levné Maertens 2004




REZISTENCE K ANTIMYKOTIKUM

NI Vit Hubka, M.D., MSc, Ph.D,
1 "_f}: Medical Mycology
s Charles University




synteticky pripravovana antimykotika
heterocyklické slou¢eniny s péticlennym
cyklem obsahujicim dva (imidazoly) nebo
tfi atomy (triazoly) dusiku a dvé dvojné
vazby

triazoly fungistatické; vorikonazol a
itrakonazol fungicidni

» Candida spp., Cryptococcus spp. (hlavné
flukonazol)

» vorikonazol, posakonazol, isavukonazol a
itrakonazol: aspergily

» posakonazol a isavukonazol:
mukormycety

> pFirozena rezistence: Candida krusei

imidazol

ketokonazol
mikonazol

itrakonazol
vorikonazol
posakonazol
isavukonazol



mechanismus ucinku

blokada syntézy ergosterolu, nezabranuji vzniku biofilmu

cilem enzym 14-a-demetylaza, ¢len rodiny cytochromu
P450 (kédovany genem cyp51/ ergll)

inhibice 4-a-demetylazy » chybéni ergosterolu +
akumulace toxickych -metylsteroll » naruseni struktury
a funkce plasmatické membrany

dezintegrace, plazmolyza, kvasinky citlivéjsi k poskozeni »
smrt bunky nebo inhibice riustu
14-a-demetyldza je soucdsti drahy biosyntézy cholesterolu u lidi —

triazoly maji vyssi afinitu k houbovému CYP5T (rdzné formy a ATM maji
réznou afinitu a miru vedlejsich ucinkd)

metabolismus xenobiotik (rozklad cizorodych latek, 1ékd, toxind)
detoxikace = neutralizace skodlivych latek

biosyntéza steroidd, mastnych a Zlu¢ovych kyselin

Farnesyl-PP

‘ ERGY

Squalene

Allylamines =i l ERG1

1 ERG7

Lanosterol

Azoles —| ‘ ERG11
Morpholines —| ‘ ERG24

4,4-dimethylzymosterol

ERG25
ERG26, ERG27
ERG28, ERG29

Zymosterol

‘ ERG6

Fecosterol
Morpholines ] ‘ ERG2

Episterol

ERG3
ERGS
ERG4

Polyenes —' Ergosterol
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AZOLY

mechanismus rezistence

= do konce 80. let byla ziskana rezistence vzacna

* nynivysoka % hlasené rezistence u rdznych patogen0, hlavné A. fumigatus
(ARAF - azole-resistant A. fumigatus)

Patient route
e ———————

Characteristics

* Long term azole therapy

* Mainly chronic cavitary pulmonary
aspergillosis

Point mutations in the Cyp51 A-gene or

Multiple resistance mechanisms may be
found in different colonies from a
single specimen

Environmental route
—_——  —

Exposure of 4. fumigatus in
the environment to azole
fungicides with activity
against aspergilli

Fig. 1. The two routes of azole resistance development in A. fumigatus, and their currently known characteristics (Verweij et al., 2009). Blue indicates azole-susceptible and
red azole-resistant. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Characteristics

Majority of patients are azole naive

» Patients with invasive aspergillosis and

chronic aspergillus diseases

Only a few resistance mechanisms

described

* Resistance mechanisms consist of
Cyp5 1A-substitution with
transcriptional enhancer

Verweij et al. (2015)



AZOLY

rezistence

ZAKLADNI MOLEKULARNI
MECHANISMY

= mutace v genu cyp51/ ergll - zména
afinity enzymu 14-a-demetylazy a
azolu(dm) - ~60-90% pFipadu
rezistence

- overexprese genu cyp51/ergll »
vysSSi koncentrace enzymu 14-a-
demetyldzy » nutnost zvyseni
koncentrace azolu, pro jeho inhibici

- zvy$ena €innost / overexprese
efluxnich pump - snizeni
koncentrace |éCiva v bunce

B MNormal susceptible cell in presence of azoles

A Marmal susceptible cell in absence of azoles

Langstergl ————— =~ ——%=— ', Ergosterol Lanosterol +>—-v—- %- Ergosteral

Lanasteral ————» —»—» & Ergosteral L | = & ergosterol

HAP*-complex

Tandemn repeats.

E Increased expression of efflux pumgs

Lanasteral ———— ——& Ergosteral

WA e '-mwmrbv

Dudakova et al. (2017) Clin
Microbiol Rev




rezistence

pouzivani azolovych fungicidi v zemédélstvi (tebucon-, propicon-, difenocon-,
epoxicon-, bromucazol) » selekce rezistentnich kmenu

pmenvironmentalni mutace* TR;,/L98H a TR,/Y12IF/T289A patii k nejéastéji
detekovanym u Ceskych pacientd i ve svété

mutace asociované s dlouhodobou lécbou azolovymi derivaty odlisSné od
environmentalnich, nizsi incidence pripadl v porovnani s environmentalnimi

rezistence >10%: doporuéeno zménit l|ééebné postupy pro empirickou /
profylaktickou léCbu aspergilézy




Prevalence ARAf v klinickych vzorcich

Velka Britanie 20 %
Nizozemi11-30 %
Turecko 10,2 %
Japonsko 12,7 %

Cesko 6,6 %
Italie 06,3 %
Cina 58 %
Belgie 55 %
Dansko 5%
Spanélsko 47 %
Némecko3,2 %
iran 32%
Australie 31%
Recko 2.7 %
Francie 21%
Indie 17 %
PFevzato a upraveno podle Lestrade et al 2019, Clin Microbiol Infect 25: 799-806. Nejcastéjsi mutace v cyp5IA:
TR,,/L98H

TR,/Y121F/T289A



REZISTENCE K ANTIMYKOTIKUM

NI Vit Hubka, M.D., MSc, Ph.D,
1 "_f}: Medical Mycology
s Charles University




terbinafin

inhibuje enzym skvalen epoxidazu (SQLE, kédovan
genem Ergl) » blokuje syntézu ergosterolu

akumulace skvalenu » zmény permeability bunécéné
membrany » bunééna smrt

terapie povrchovych mykéz

kombinovana Ié¢ba s jinymi ATM u nékterych
systémovych mykoéz (synergicky efekt, Scedosporium)

Terbinafin Actavis

tabletés/ tab) %
Tt abletes/ tabletid

ER| FlSTAD 1% krém

(AMISIL .......

U, NOVARTIS
- -ge
Lamisil -
—— Terbinafin.
w250 Mg s

PU——

Farnesyl-PP

‘ ERGY

Squalene

Allylamines =i l ERG1

l ERG7

Lanosterol

Azoles —| ‘ ERG11
Morpholines —| ‘ ERG24

4,4-dimethylzymosterol

ERG25
ERG26, ERG27
ERG28, ERG29

Zymosterol

‘ ERG6

Fecosterol

Morpholines ] ‘ ERG2
Episterol

ERG3
ERGS
ERG4

Polyenes =] Ergosterol



RUZNE MUTACE VE SQLE RUZNA MIiRA
REZISTENCE K TERBINAFINU

mutace v Ergl ovliviujici afinitu
terbinafinu k vazebnému mistu

vazba terbinafinu na SQLE

 F415S b \

Nowosielskiet al. 2011. Chem Inf Model 51: 455-462. Saunte et al. 2019. Antimicrob Agents Chemother 63: e01126-19.



REZISTENCE K TERBINAFINU

DRUHY: T. mentagrophytes

T. rubrum

DUVOD: mutace v genu SQLE (méné ¢asto overexprese transmembranovych pump)
nekontrolovany prodej krému obsahujicich koktejl kortikosteroidu a
3-4 antimykotik / antibiotik (JV Asie, Indie)

DUSLEDEK: selhdni antimykotické Ié¢by terbinafinem

PREVALENCE: az desitky % v 3V Asii

nékterych evropskych zemich




PREVALENCE REZISTENCE K
TERBINAFINU

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

USA (onych)) 306 % USA (onych.) 435%
Japonsko 4% . <ot k . Polsko 14 %
fran 10 % + pocetkmend fran 1%
USA 18 % *  prevalence mezi kmeny se Belgie 20 %
Indie 10-54 % suspektni rezistenci, zaslanych ﬁecko 25 9
Dansko 56 % do sbérné laboratore USA 56 %
Malajsie 100 % Dansko 63 %
Indie 8-74 %
Nejcastéjsi mutace v SQLE (Ergl): Nejcastéjsi mutace v SQLE (Erg]l):
L393F F397L

F397L L393F



Infekce vyvolané rezistentnimi kmeny
Trichophyton mentagrophytesa T. rubrum

Fig. 2. Localised terbinafine resistant T. rubrum confirmed by EU-
CAST method E.Def 11.0 (45).

Fig. 1. Widespread dermatophytosis caused by T. mentagrophytes

ITS genotype VIIL

Shen et al. 2022 Dermatology
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