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2 UvoD

V poslednich Sedesati letech vyrazné wvzrostl vyskyt mykotickych
onemocnéni zplsobenych oportunnimi patogennimi houbami. K tomu piispiva i
samotné rozsifeni spektra znamych patogennich hub. Vznikaji tak velmi zavazné
infekce, které zhor$uji prubeh jiného uz probihajiciho patologického stavu nebo
zplisobuji nové vzniklé zdravotni komplikace. Infekce zpisobené oportunnimi
patogennimi houbami postihuji zejména imunoalterované pacienty.

Nezbytnou soufasti uspéiné 1écby pacientl je laboratorni diagnostika.
Cilem laboratofe je spravné a rychlé uréeni puvodce infekce. Existuje mnoZstvi
metod k identifikaci patogennich, oportunné patogennich agens. V dneéni dobé je
snahou metody co nejvice zjednodusit, zkratit &as procesii nezbytnych pro
diagnostiku a eliminovat chyby. To umoZiiuje automatizace metod a pouZivani

komerénich souprav. Vyhodnoceni nalezu je pro lékafe voditkem, které ho

sméruje pfi vedeni lécby.




3 HOUBY

3.1 POSTAVENI HUB V PRIRODE

Houby jsou organismy, které patii do samostatné fiSe Fungi. Jedna se o
jedno- nebo vicebun&éné mikroorganismy. Jejich eukaryotické buriky se
vyznaduji pfevazné saprofytickym zplsobem vyZivy. Ve volné pfirodé pisobi
jako destruenti latek organického puvodu. Zname 300 tisic druhti hub, jen 0,5 %

se zvrhlo k parazitismu jak rostlin, Zivoichu tak i ¢loveka.

3.2 CHARAKTERISTIKA HOUBOVE BUNKY

Houbové buriky maji eukaryotickou stavbu. Tim je dana podobnost
k burice ¢lovéka. Tato shoda tak zna¢né komplikuje vyvoj novych, selektivné
plsobicich antifugalnich latek, které by byly jen malo toxické pro ¢lovéka. Dnedni
antimykotika pusobi hlavné na urovni ergosterolu ( slozka plazmatické
membrany), jeZ je u ¢lovéka nahrazen cholesterolem.

Stélka vy$8ich hub ( Ewumycota) je tvofena jedno-, dvou- nebo
mnohojadernymi vlakny — hyfami. Houbova vlakna mohou byt septovana, mohou
se v&tvit a splétat a tvorit tak podhoubi ( mycelium). Na specializovanych hyfach (
sporofory) rostou spory { vytrusy). Nepohlavni spdry se nazyvaji konidie a rostou
na konidioforech. Po ur¢ité dobé kultivace na pevné Zivné pudé rozeznivame
kolonie. Makroskopicky vzhled kolonii je pro nékteré houby charakteristicky a
pomaha pfi jejich identifikaci.

Vedle vldknitych hub existuje velkd skupina houbovych organismi-
kvasinky. Jejich stélka je tvofena pouze jednobunéénymi buiikami, blastospory.

Kvasinky serozmnoZuji pudenim. Za danych podminek mohou tvofit

pseudomycelium ( deefinné burniky se protahuji a neoddéluji se od mateiské
buriky).




Dimorfismus je zvlastni schopnosti hub, které v zavislosti na okolnim
prostiedi existuji bud’ jako kvasinky nebo vlaknité mycelium. Tento jev je Casty u

patogennich hub.

3.3 SYSTEM HUB

Vys8i pravé houby ( Fumycota), které zahrnuji pro ¢loveéka patogenni
zastupce, rozdélujeme do nékolika tfid. Nejvyznamnéj$i z hlediska parazitismu
pro &lovéka jsou:

1. Zygomycetes ( houby spajivé)

2. Ascomycetes ( houby vieckovytrusé)
3. Basidiomycetes ( houby stopkovytrusé)
4. Fungi imperfecti ( Deuteromycetes)

Pievazna vétSina hub patogennich pro ¢lovéka patii mezi Deuteromycetes,
které se dé€li do dal3ich dvou taxont:

Blastomycetes- imperfektni kvasinky ( Candida, Cryptococcus, Malassezia,
Rhodotorula, Trichosporon)
Hyphomycetes- vlaknité houby ( Aspergillus, Blastomyces, Coccidioides,

Histoplasma, Fusarium, Penicillium, Epidermiphyton, Microsporum, aj.)

3.4 ONEMOCNENi VYVOLANE HOUBAMI

Rozeznavame ¢ty zpusoby poskozeni zdravi ¢lovéka houbami:

1. Mycetismy- jsou zplusobeny poZitim plodnic vy$8ich hub a néslednou
intoxikaci jejich toxiny- jde o alimentarni otravy

2. Mykotoxikézy- jsou zplisobeny toxiny sekundarniho metabolismu hub, které se
obvykle nachazi v kontaminované potravé ¢lovéka

3. Mykoalergie- jde o hypersenzitivni reakce imunitniho systému ¢&lovéka na
antigenni stimulaci houbového alergenu ( obvykle spory)

4, Mykdzy- jsou onemocnéni charakterizované kolonizaci a naslednou proliferaci

houby v tkénich nebo télesnych tekutinach ¢lovéka




3.5 ROZDELENi MYKOZ

3.5.1 POVRCHOVE MYKOZY

Povrchové mykdzy jsou lokalizovany v nejsvrchné&jdich vrstvach kiZe a

kutikule vlasi. Je znama pytiriasis versicolor, jez vyvolava Malassezia furfur.

3.5.2 KOZNi MYKOZY ( DERMATOMYKOZY)

KoZni mykézy postihuji keratinizované vrstvy kize, vlasové folikuly,
nehtové MiZko a valy. Této skuping onemocnéni se také jinak fika dermatofytozy.
Mezi plivodce dermatofytéz patii Epidermophyton, Mikerosporum, Trichophyton,
v §irSim  slova smyslu mGZeme k piivodciim dermatomykéz zafadit jakakoliv

mykotické agens ( Candida, Aspergillus, aj.)

Mezi nejznaméj$i dermatomykédzy patii kvasinkové onemocnéni sliznice
dutiny ustni- mouénivka ( soor) vyznadujici se bélavymi povlaky na jazyku nebo
jinde v duting ustni. DalSim velmi rozSifenym onemocnénim je mykéza kize mezi
prsty na nohou projevujici se svédénim, palenim a olupovanim kiZe mezi prsty
nebo mykdzy nehti ( onychomykdza). Také mykotické onemocnéni kiuze a sliznic

pohlavnich organti Zen se vyskytuje relativné &asto.

3.5.3 PODKOZNi MYKOZY

PodkoZzni mykdzy obvykle propukaji po traumatické inokulaci
mykotického agens. PostiZeny jsou hlub&i vrstvy dermis, subkutinni tkang,

popfipadé i kosti. V naSi spoletnosti se obvykle nevyskytuji, jsou dCasté

v subtropickych a tropickych oblastech.




3.5.4 HLUBOKE MYKOZY

Hluboké mykézy jsou onemocnéni postihujici t&€lni organy, v pfipade
postiZzeni dvou a vice organii mluvime o systémovych mykézach. Rozlisujeme:

Primami mykoézy: jsou infekce zpisobené dimorfni houbami a kvasinkou
Cryptococcus neoformans.

Sekudarni ( oportunni) mykézy: jde o infekce, které postihuji zvlaté
imunoalterované pacienty. Plvodci jsou oportunni houby, hlavné Candida,
Aspergillus, Cryptococcus a Zygomycetes. NejCasté)i se vyskytuji v nemocni¢nim

prostiedi, tzv. nozokomidini infekce.

Systémové mykdzy jsou zavazné, €asto Zivot ohrozujici stavy, kdy pliseii
postihuje jeden nebo postupné i vice organu, priCemZ progredujici, pifedevsim
nelééené formy mohou znamenat pro pacienta smrtici komplikaci. Jejich vyskyt
je relativné vzécny a postihuje osoby v t&€Zkém stavu, trpici zadvaznym zékladnim
onemocnénim. Invazivni mykoéza nejastéji napada plice, Casty nalez mykozy je
ve vedlejSich dutinich nosnich, v jatrech, slezing, stievech nebo mozku. Vzicnéji
je popisoviano mykotické onemocnéni ledvin, srdce, kosti, oka, ale postiZeno

muiZe byt jakékoliv misto v lidském téle.

3.6 PRIROZENA MIKROFLORA

Za pfirozenou mikrofléru povazujeme mikroorganismy, které po narozeni
pfednostné osidluji ( kolonizuji) vnéjdi i vnitini téini povrchy &lovéka. Za
normalnich okolnosti hostitele neohrozuji, ale naopak jsou prospésiné a v mnoha
ohledech nezbytné z hlediska spravného fungovani imunitniho systému. Kromé
jiného kompetuji ( soutéZi) s potencialnimi patogeny o prostor a Ziviny, syntetizuji
vitaminy, a plni i detoxikaéni funkce. N&které &asti t€la (krev, vnitini organy a
dutiny) jsou za normalnich okolnosti sterilni. Nasledkem zakladniho onemocnéni
nebo v disledku traumatu miZe dojit k proniknuti mikroorganismu do téchto mist,

pfechodné kolonizaci a v zavislosti na virulenci piisludného k rozvoji mnohdy

zavaZné infekce.
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Za uritych podminek se muZe i pfirozena mikrofléra uplatnit jako pivodce
infekce, zejména dojde-li k vyznamnému selhani funkci imunitniho systému at’ jiz
v disledku zékladniho onemocnéni, 1€¢by, intoxikace apod.

Kolonizace je jednim z kroku, ktery muizZe vést, ale nemusi k infek¢nimu

procesu..
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4 NOZOKOMIALNI INFEKCE

Medicina poslednich desetileti 1sp&sné uplatiuje své poznatky
k prodlouzZeni nebo zachrané Zivota dfive nevylélitelnych nemoci. Nezbytnou
souCasti tohoto uaspéchu je doba stravena v nemocniénim prostiedi, na
nemocni¢nim 10Zku, kdy probihaji diagnostické a terapeutické vykonykteré
mohou riznou mérou naruSovat celkovou i lokalni imunitu. To ma za nasledek
zvySené riziko vzniku nosokomialnich nakaz, nebo-li infekci wvzniklych

v souvislosti s pobytem ve zdravotnickém zafizeni.

Od 80. let se vyskyt nozokomialnich houbovych nékaz postupné zvysuje.
V souéasné dobé mikroskopické houby , pfedevSsim kvasinky a aspergily,
piedstavuji vice nez 8% v8ech nozokomidlnich infekei ( Henderson a Hirvela
1996).

4.1 NOZOKOMIALNI INFEKCE NA INTENZIVNi PECI

Na jednotkach intenzivni péce jsou hospitalizovani lidé s polytraumaty,
s rozsahlymi popileninami, po té€Zkych chirurgickych zakrocich, transplantacich,
pacienti s malignimi nadory, s AIDS, nedono$eni novorozenci s nizkou porodni
vahou apod. Jejich lécba Casto vyZaduje dlouhodobou hospitalizaci, ktera je
spojena s vy$8im rizikem vzniku infekce. Patogeneze nozokomialnich infekei
souvisi s pobytem vnemocnici a vyznamné riziko mohou pfedstavovat
diagnostické a terapeutické vykony. Znaény vyskyt téchto infekei vyZzaduje ¢asté
podavani antimikrobidlnich [é¢iv. Jejich vysoka spotteba zpusobuje selekéni tlak,
ktery je pii¢inou wvzniku a &ifeni rezistence mikrobialnich patogend.
Multirezistentni kmeny pak zna¢né€ ztéZwji mozZnost G&inné lécby a zvySuji
naklady na terapii. Lécba Sirokospektrymi antibiotiky také predstavuje dalsi
zrizikovych faktord pro rozvoj lokdlnich i systémovych mykéz na podkladé

naruSeni pfirozené bakteridlni mikroflory, kterd hraje dileZitou roli v lokalni

imunité.
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4.2 DEFINICE A ROZDELENi NOZOKOMIALNICH NAKAZ

Nosokomiélni nakazy vznikaji v souvislosti s pobytem ve zdravotnickém
zafizeni zpravidla v nemocnicich nebo, zcela vyjimedng se objevuji jako nasledek
hospitalizace u pacientd, ktefi jiz byli z nemocnice propusténi.Jejich pivodci jsou
nejcastéji oportunni patogeny, které mohou byt kromé vyssi virulence rezistentni

k riznym skupinam antimikrobnich 1éka.

Nozokomidlni ndkazy muZeme délit podle :

a) podle pavodu vyvolavajiciho agens:

1. Exogenni nemocniéni nakazy- infekéni agens se do organismu dostane zvenéi (
rukama personalu, pfi pfevazu rany, kontaminovanymi nastroji apod.) Zdrojem
exogennich nemocniénich ndkaz byva nejlast&ji zdravotnicky persondl, ktery
¢asto podcefinje sva vlastni bandlni onemocnéni ( koZni hnisavé onemocnéni,
lehka prijmova onemocnéni, faryngitidy atd.) a nerespektuje zakladni hygienicka
opatfeni ( myti a dezinfekci rukou mezi oSetfenim jednotlivych pacientt...) nebo
chybi dusledné pouzivéni bariérovych pomucek (ustenka, empir, rukavice..), které
hraji vyznamnou roli v prevenci pienosu nosokomidlnich puvodci mezi

persondlem a pacienty.

2. Endogenni nosokomidlni ndkazy- infekéni agens je slozkou pavodni
mikroflory ( dutina ustni, stievo, klize...) pacienta, pficemz se riznym zpiisobem

dostava na misto, kde miZe za uritych podminek vyvolat vznik a rozvoj infekce (

operaéni rdna, traumatizovana tkan, serézni dutina apod. )
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b) z epidemiologického hlediska:

1. Nespecifické- mohou probihat i mimo nemocnice ( Skoly, jesle apod.)

Prikladem jsou alimentarni infekce, zejména salmonelové.

2. Specifické- vznikaji pouze jako dusledek diagnostickych nebo terapeutickych
zakroki u hospitalizovanych pacienti nebo ambulantné vySetfovanych osob.
Nejlastéji byvaji zpusobené pfimou inokulaci agens do tkang, rany atd. Méné

&asto se infekce §ifi kapénkami nebo alimentarni cestou.

4.3 PRENOS PUVODCU NEMOCNICNICH NAKAZ

Piimy pfenos vyZaduje soucasnou pfitomnost zdroje infekce a vnimavého
pfijemce. V nemocnici probtha nejcastéji kontaktem nebo kapénkami.

Nepiimy pfenos je podminén schopnosti agens preZivat uritou dobu
mimo télo hostitele nebo pfitomnosti vektoru, ve kterém se miliZze agens pomnoZit.
Naslednym uzitim vektoru pii vykonu je agens vpraven do makroorganismu.
Vektorem zde mohou byt kontaminované diagnostické pomtcky, nastroje,
ptistroje, obvazovy materiél, infikované roztoky, 1éky ( plazma, infzni roztoky,

masti apod.), kontaminovany vzduch, potraviny.

4.3.1 PREDISPOZICNI FAKTORY VZNIKU NOZOKOMIALNICH
MYKOZ

Candida spp., ktera je nejCastéj$im plhvodcem mykotické infekce, je
soudasti normalni slizniéni mikrofléry zaZivaciho traktu a je také v malém
mnoZstvi nalézana na kuZi. Jakékoliv naruSeni integrity téchto mist zvySuje
mozZnost vzniku infekce.

S jistotou neni znam ZAdny faktor odpovédny za virulenci kmenu C.

albicans. Predpoklada se, Ze k nim pat#i schopnost rychlého kli€eni ve tkanich,
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tvorba proteas, pfitomnost adhezini a schopnost rychle meénit povrchové
struktury.

Riziko vzniku houbovych infekci se exponencialné zvySuje s uZivanim
irokospektrych antibiotik. Antibiotika podporuji rust hub v dusledku potlaceni
ristu piirozené mikrobidlni flory. Nasledné vznikla vysoka mistni koncentrace
kvasinky umoZfiuje jeji pfemisténi pfes neporusenou sliznici, ¢emuZ napomdha i
intestindlni atrofie. Ta souvisi spoklesem funkce stfevni sliznice, ktera je

zpusobena intestinalni ischémii nebo celkovou parenteralni vyZivou.

Intravaskulami Kkatetry povaZujeme za velmi vyznamné rizikové faktory
rozvoje kandidemie. Tyto katetry jsou obvykle kolonizovany intra- nebo
extraluminalné pfemisténim kandid z povrchu kuZe. Casté zavadéni katetri tak
znamend zvy$ené riziko vzniku invazivni bakteridlni nebo houbové infekce.

Uzivani kortikosteroidi, imunosupresiv, cytostatik, ozafovani ( 1é&by
tumorid, krevnich malignit) nebo samotné patologické stavy pacienta navozuji
defekty imunity.

Popaleniny zvy$uji riziko v dusledku ztraty ochranné bariéry- pokozky.

Procento poskozeni pokozky koreluje s vysi rizika.

U diabetiki, kde hraje roli hyperglykémie, u alkoholika v dusledku $patné
vyZivy snadno probiha endogenni pomnoZeni patogenl a nasleduje invaze do
dal$ich tkani. Poruchy vstfebavani ne&kterych latek— takzvany malabsorpéni
syndrom, néktera onemocnéni ledvin  ( nefroticky syndrom), chronicka jaterni
onemocnéni jsou rovnéZ rizikovymi faktory zhlediska rozvoje systémové
mykozy.

V neposledni fadé mohou byt pii¢inou vzniku mykotické infekce ziskané
zavazné poruchy obranyschopnosti- onemocnéni zpusobené virem ziskané
imunodeficience ( HIV) -AIDS. Tento virus napada bilé krvinky a vede k té€zké
poruse obranyschopnosti.

K nejcastéj$im autoimunnim onemocnénim patfi zanét Stitné zlazy, zanét
stiev- Crohnova choroba, ulcerézni kolitida, nemoci krve ( imunni

trombocytopenickd purpura, autoimunni hemolytickd anémie), systémovy lupus

erythematodes, dermatomyositis a dal3i.
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4.32 ETIOLOGICKA AGENS MYKOTICKYCH NOZOKOMIALNICH
NAKAZ

Puavodcem nozokomialnich mykdz mohou byt nasledujici agens

- Aspergillus spp. ( A. fumigatus, A. flavus, A. niger)
- Bipolarit spp.

- Candida spp. ( C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei,
C. lusitania, aj.)

- Culvularia spp.

- Fusarium spp. ( F. solani, aj.)

- Malassezia spp. ( M. furfur)

- Paecilomyces spp. ( P.lilacinus)

- Penicilium spp.

- Rhizomucor spp. ( R. pusillus)

- Rhizopus spp. { R.oryzae)

- Rhodotorula spp.

- Saksenaea sSpp.

- Trichoderma spp.

- Yarowia spp.

Celosvétové patii k nejastéj$im plivodcim mykdz dimorfni kvasinka
Candida albicans a hyfomycety rodu Aspergillus. V posledni dobé se jako
vyznadny patogen jak u imunosuprimovanych pacientu tak u kriticky nemocnych
pacienti objevuji kandidy non- albicans, zejména C. tropicalis, C. glabrata, C.
parapsilosis, dale Cryptococcus neoformans, Pneumocystis carinii.

Onemocnéni jsou oznafovéna podle vyvolavatele. Jako kandidézy

oznaCujeme nemoci zplOsobené kvasinkami- kandidami. Je-li vyvolavatelem

vlaknita houba Aspergillus, oznatujeme nemoc za aspergilozu.
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4.3.2.1 Kandidéza

Kandidézy ptedstavuji jednoznaéné nejlastéjsi a nejvyznamnéj$i oportunni
mykotické infekce. Jednd se predevidim o endogenni infekce. Kandida je v urdité
kvantit® soucasti pfirozené mikroflory sliznic zdravych jedinci. Pii poruseni
mikrobidlni rovnovahy v jeji prospéch dojde k pfemnoZeni a ze saprofyta se stava
oportunni patogen.

VétSina druhu rodu kandida patéi mezi bifazické, dimorfni houby. To
znamena, ze za uréitych podminek se rozmnoZuji kvasinkovou formou rustu (
puceni), nebo potom mycelarni formou.

Nalez kvasinkové formy pfedstavuje saprofyticky, komenzalni vztah k
makroorganizmu. Pfi prokazani mycelamni formy se jedna spise o invazivni formu,
s pfipadnym rozvojem klinickych projevi. AvSak jsou znamy i pfipady, kdy pii

invazivni formé& kandid6z byla jako pivodce prokazana kvasinkové forma.

Dosud bylo popsano 150 druht kandid, pouze n€které z nich se mohou

uplatnit v patogenezi lidskych infekei :

- C. albicans

- C. tropicalis

- C. glabrata

- C. parapsilosis
- C. krusei

- C. kefyr

- C. lusitaniae

- C. ouillermondii

- C. rugosa

Nejcastéji prokazovanym druhem byla a stile je C. albicans, piestoZe se zvySuje

zastoupeni non- albicans druhti kvasinek.

Podle klinické manifestace a rozsahu je mozné kandidézy délit do n&kolika

skupin:
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- lokélni, povrchové infekce, bez zasahu do hlubgich tkani, se slizni¢nimi a
koznimi projevy

- organové kandidézy

- diseminovana kandid6za

Diseminované a organové kandidézy souhrnné oznafujeme jako systémové

infekce,

4.3.2.2 Aspergiléza

Aspergily jsou  vsoucasné dobé druhym nejcast&j$im pivodcem
oportunnich mykéz.
Jsou to vldknité houby se saprofytickym zplisobem Zivota. Aspergily jsou
ubikviterni, byly izolovany napf. z ventilacniho systému nemocni¢nich budov,
¢aje, kotfeni, zdiva budov. Nejéastéji se pienasi vzduchem, ze vzduchu se jeho
spory snadno dostanou aZ do alveoli plic, kde zptisobuji pneumonii. Aspergilus je
jen vyjimeéné izolovan z mist mimo respiraéni trakt. Jinou moznosti pfenosu je
kontakt, kdy je zdrojem obvaz nebo lékai'sky nastroj.

Aspergilus tvofi kolonie plistiového typu se septovanymi hyfami a
palicemi s konidiemi. V pfirodé pfeZivaji ve formé spor ( konidii) o velikosti 2- 3
pm.

Z vice jak 300 druhti jsou u pacientl nej¢asté)i izolované tii druhy:

- A. fumigatus
- A. flavus
- A. niger

4.3.3 PRIZNAKY ONEMOCNENI PLISNEMI
Pro lékafe neni snadné rozpoznat plisiiové onemocnéni. Ptiznaky jsou

nespecifické, zaleZi na tom, ktery organ lidského téla onemocni ( jestli jde o

onemocnéni povrchové, lokalizované na uréitém misté kiize nebo sliznice, nebo o

onemocnéni systémove). Diagnozu jesté zhorSuje fakt, Ze pacienti jsou &asto
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lé¢eni pro jiné zdvazné onemocnéni, jehoZ ptiznaky mohou byt podobné
pfiznakim mykozy.

Pfi postizeni kiZe sledujeme pouze zmény v misté infekce- zarudnuti,
vyrazku, svédéni, paleni. PostiZzené byvaji zejména mista zapaiky ( tfisla, podpazi,
meziprstni prostory nohou). Podobné projevy ma postiZeni sliznic dutiny Ustni
nebo pohlavnich organu.
pati{ horetka, zvlast¢ dlouhotrvajici, ktera nereaguje na antibiotickou 1é¢bu. Dale
celkové neprospivani a chatrani organismu, ob¢as vyrazka.

Nelé&ena invazivni mykéza smétuje od nezavaznych projevi k zdvaznym

a vZdy vede k postupnému zhor$ovani stavu a ke smrti.
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5 LABORATORNI DIAGNOSTIKA HUB

Pro diagnostiku plisni jsou v souc¢asnosti k dispozici rizné vy3etfovaci
metody. Zadnd znich vSak neni stoprocentn& spolehlivi a Zadna znich pfi
negativnim nalezu nezaruduje, Ze miZeme onemocnéni vyloucit. Za jednoznaéné
prokdzané se mykotické onemocnéni povaZuje pouze pii prikazu plisn¢
mikroskopicky nebo kultivaéné z postizené tkang.

P¥i mikroskopii se sleduje nejéast&ji specialné barveny nebo nativni
biologicky vzorek pod mikroskopem a hledaji se typické znaky charakteristické
pro jednotlivé houby a kvasinky.

Dalsi skupinou vy3etfeni jsou zobrazovaci metody. Rentgenovy snimek
pomiZe odhalit postiZeni plic, vedlejsich dutin nosnich nebo kosti, ultrazvukem
Ize diagnostikovat onemocnéni nitrobfisnich orgdni ( jater, sleziny, ledvin).
Vysetieni poitatovou tomografii  ( CT) a magnetickou rezonanci ( MRI) se
pouZiva kromé jiZ uvedenych orgadmi také pfi podezieni na mykézu mozku.

Endoskopicka vysetfeni jsou vySetfeni, pti kterych je do ruznych organi
téla ( pridusky , zaludek, mocovy méchyft, stievo ...) zavedena tenka
hadi¢ka s optickym aparitem, vy§etfovany organ je dikladné prohlédnut.

P¥i podezfeni na mykotickou infekci n€kterého organu je pro diagnézu
nejlepdi odebrani malého kousku napadené tkané (biopsie) a jeho vySetfeni
histologické a mikrobiologické. Vzorek lze odebrat pfi endoskopii, jehlou pfi
takzvané punkéni biopsii nebo pti malé operaci.

K pomocnym vysetfenim patfi i vySetfeni krve. Zmény v krevnim obraze,
zvydena sedimentace a C-reaktivni protein mohou svédit o zanétu v téle. Je

moZné stanovovat také antigeny nékterych plisni a protilatky proti nim, ale tato

vy$etfeni nejsou zcela spolehliva.
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5.1 MATERIAL

5.1.1 ODBER MATERIALU

Material se odebira podle formy a lokalizace probihajictho onemocnéni.
Pfi postizeni kiiZe na jinych &astech t€la &i pii postizeni nehtu se vySetfuji
sedkrabnuté  &asti  zachvacené kiZe nebo nehtu, rovnéz za pomoci
mikroskopického vysetteni v 10 % hydroxidu draselném nebo fluorescenéni
mikroskopii. Pfedbéind diagndéza je stanovena pii nalezeni hyalinnich
rozvétvenych filamentéznich utvara. Ke konedné diagnéze je nutna kultivace.
Materidlem pro mykologické vySetfeni dale miZe byt stér ze sliznic ( dutina ustni,
nos, krk, koneénik, pochva...), sputum, bronchidlni lavaz, mo¢, stolice,hnis, krev,
tkai.

Je nutné aby materidl byl vySetfen co nejdfive, jinak dochazi k riziku
zkresleni kone¢ného vysledku. V piipadé ¢asové prodlevy (né&kolik hodin} mezi
odebranim a zpracovanim vzorku je tfeba vzorek pfechodné uchovavat pfi teploté
kolem 10°C.

Na tamponu odebrany material je vhodné zanofit do transportniho media ,
které udrZi vzorek stabilni po dobu minimalné 24 hodin. Pted laboratornim

zpracovanim se vzorek uchovava se pii pokojové teploté.

5.2 MIKROSKOPIE

Mikroskopie je pfim4, pomocna metoda pii identifikaci hub. V preparatech
se vySetfujici zaméfuje zejména na druhové morfologické znaky. Pro mikroskopii

hub se pouZivaji nativni preparaty, preparity barvené Lugolovym roztokem,

methylenovou nebo bavlnovou modii v laktofenolu a Gramovo barveni.
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Obr. 1. C. krusei — nativni preparét, usetka na fotografii znazoriiuje délku 100

pm

Obr. 2. C. rugosa — nativni preparat, isecka na fotografii znazortiuje délku 100

pm



Obr. 3. C. tropicalis — nativni preparat, isecka na fotografii znazorfiuje délku 100

pHm

5.2.1 GRAMOVO BARVENI

Podstatou rozdilu v barvitelnosti bakterii podle Grama (gram pozitivni a
gram negativni mikroorganismy) je rozdilna stavba bakteridlni st¢ny. Pfi barveni
vznika v bakterialni buiice komplex krystalové violeti s jédem, ktery se u gram
negativnich bakterii pfi odbarveni alkoholem nebo acetonem snadno vyplavyje,
zatimco u gram pozitivnich bakterii po delsi dobu vzdoruje.

Naslednym kontrastnim karbolfuchsinovym barvenim se gram negativni
bakterie

dobarvi do rizova, gram pozitivni mikroorganismy zistdvaji temné fialové.
Postup barveni dle Grama:

1. Na fixovany preparat se kdapne krystalova violet', nechd se ptisobit 1
minutu.

2. Krystalov violet’ se slije ze skli¢ka a pfevrstvi né€kolika kapkami

Lugolova roztoku. Nechdme piisobit 1 minutu. Lugol se vaZe na barvivo a

vytvafi s nim precipitat. N&kdy se tento krok oznacuje jako mofeni.

Preparat promyvame acetonem dokud se vyplavuje barvivo.

Skli¢ko oplachneme destilovanou vodou.

Provede se kontrastni barveni karbolfuchsinem. Karbofuchsin se necha

plisobit po dobu jedné minuty.

vk W

e S
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6. Karbolfuchsin se slije a skli€ko se oplachne destilovanou vodou.
7. Preparét se necha uschnout na vzduchu ( 1ze uspisit opatrnym zahfivanim
nad plamenem kahanu).

Preparat se prohlizi optickym mikroskopem prislusnym zvétienim vétSinou

s pomoci imerzniho oleje.

5.2.2 BARVENI TUSI

Preparaty s tudi se pouZivaji hlavné pfi detekci kryptokoku v likvoru, jejich

polysacharidové pouzdra ziistavaji neobarvena a jsou tak zvyraznéna na ¢erném

podkladu tuse.

Obr. 4. Cryptococcus neoformans — preparat barveny tusi

5.3 KULTIVACE

Pro tispnou identifikaci patogennich hub je nutné provést ve veétSiné
piipadit jejich izolaci. Pokud ze zikladniho biologického materialu naroste po
ptislusné inkuba¢ni dob& mykotické agens, je vhodné ovéfit tento nalez
mikroskopicky a kolonie primoizolatu pienést sterilni bakteriologickou klitkou na

Petriho misku s SGA a rozotkovat. Po inkubaci se provadi dali identifikace

T
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riiznymi metodami. Samotna inkubace probiha pfi teploté 20 C a 37" C. Kultury
kvasinek a vlaknitych hub vyriistaji obvykle do 24 nebo 72 hodin. Jestlize do 7
dni nenarostou Zadné kolonie, lze s vysokou pravdépodobnosti oznadit kultivaci
jako negativni. V pfipad® dermatofyti trvA inkubace nejméné 3 tydny. Do
#ivného média se mohou pfidat antibiotika, kterd brani ristu bakterii a ty potom

nerud identifikaci mykotického agens.

5.3.1 KULTIVACNi MEDIA

1. Sabourauduv glukézovy agar ( SGA)
2. SGA s chloramfenikolem

3. SGA s gentamicinem

Obr. 5. Candida albicans vykultivovana na Sabouraudoveé agaru

5.3.2 SELEKTIVNi MEDIA

Chromagar

Chromagar obsahuje chromopepton, glukdézu, chloramfenikol, chromogen

smés a agar, Chromagar je pouZivan jako selektivni izolaéni medium pro
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kvasinkové druhy. Kolonie C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei
produkuji diky obsaZenym chromogenickym substratim v mediu rozdilné barvy,
které umoziiuji pfimou detekci téchto kvasinkovych species na izolaéni plotné.
Smeés chromogent se sklada z pfirodnich substrati ( chromogenu), které
uvolfiuji rozdilng barevné sloZky v zavislosti na degradaci specifickych
enzymi.Toto dovoluje
diferenciaci uréitych species, nebo detekei uréitych skupin organismu, s pouze
minimem konfirmaénich testd. Chioramfenikol inhibuje vét3inu bakterialnich
kontaminant.
Kolonie C . albicans jsou svétle aZ stiedné zelené, C. tropicalis

modrozelené az kovové modré, C. krusei svétle riiZzové s bilym ohrani¢enim a C.

glabrata zelena s bilym okrajem.

Obr. 6. C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata vykultivované na

Chromagaru

5.3.3 HEMOKULTIVACE

Dospélému pacientovi odebirdme alespoti 5 - 10 ml krve ( pfi vzestupu
teploty, pted zahajenim 1é¢by antibiotiky, v priibéhu antibiotické 1é¢by t&sné pfed
podanim terapeutické davky antibiotik), kterou potom pfeneseme do kultivaéni
lahvicky. VZdy se odebira krev minimaing ze dvou riiznych mist v ur€itych

gasovych intervalech ( n€kolikrat za den). Zaklddaji se 2 lahvicky, na aerobni a

e —
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anaerobni kultivaci. Lahvitky se vkladaji do automatu  ( Bactec, Bact/Alert) a
kultivuji 7- 14 dni. Automat detekuje zménu stavu hemokultury ( produkce
plynu, konkrétn& narastajici koncentraci CO; ) a pozitivni nilez signalizuje
akusticky a svételné. Krom& bakteridlnich puvodct, lze timto zpisobem prok4zat
nékteré mykotické mikroorganismy (kandidy, aspergily...). Pfi divodném
podezieni na mykotickou infekci lze cilené pro hemokultivaci pouzit specilni
kultivadni lahvicky se zvySenou detekéni schopnosti pro mykotickd agens a

pfipadné prodlouzit dobu kultivace.

5.4 IDENTIFIKACE

5.41 TEST TVORBY CHLAMYDOSPOR

C. albicans tvoti chlamydospory. Prokazuji se in situ na kukufi¢ném nebo

ryzovém agaru po 2-3 dnech inkubace pii teploté 26- 28 °C.

Obr. 7. Chlamydospory C. albicans
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5.4.2 TEST KLICNiCH HYF V SERU

Analyzovany materidl se naofkuje na pidu Sabouraudiv agar, po
primokultivaci pfeneseme &ast kolonie sterilni klickou do zkumavky se sérem (
bovinniho nebo teleciho). Po 4 hodinach inkubace pfi teplott¢ 37 °C

mikroskopujeme nativni preparat. Pokud se u testované kvasinky vytvofily kli¢ni

hyty, jedna se o C. albicans.

Obr. 8. Kliéni hyfy C. albicans

5.4.3 AUXANOGRAMY

Auxanogramy jsou testy, které zjidtuji zda dana kultura je schopna

asimilovat zdroj uhliku ( cukr) a dusikatou latku za ptitomnosti vzduchu.

Auxacolor

Auxacolor { BIO RAD) je test k identifikaci kvasinek zaloZeny na
utilizaci cukrii
( asimilace uhliku, rezistence k aktidionu a tvorby fenoloxidazy). Set obsahuje 13
cukri: glukéza, maltéza, sacharoza, galaktéza, laktéza, rafindza, inozitol,

celobibza, trehaldza, adonitol, melezitdza, xyldza, arabindza.
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PouZivand suspenze je vypéstovana za 24 az 48 hodin na SGA ,
mikropipetou homogenizovdna a upravena tak, aby zékal odpovidal zékalu
kontroly obsaZené v testu. Mikropipetou se rozdéli do kazdé jamky mikrotitragni
desticky dvé kapky pfipravené suspenze. Desticka je piekryta pfilnavou folii a
inkubuje se 24 nebo 48 ( 72) hodin pfi teploté 30 * C. Pozitivnim vysledkem je
barevna zména pH indikdtoru ( bromokresolova modf) zmodré do Zluté a
vytvofeni zdkalu vjamce. Navic je sledovana citlivost k aktidionu a
fenoloxidazova aktivita u Cryptococcus neoformans. Jamky jsou uspofadany po
trojicich do péti skupin. Tyto tfi hodnocené znaky poskytuji bodové hodnoceni.
Kone¢nym vysledem je &iselny kod, pomoci kterého se provadi identifikace

v pfiloZené tabulce.

Obr. 9. Auxacolor test

5.4.4 IDENTIFIKACE VLAKNITYCH HUB

Diagnostika  vlaknityjch hub se provadi makroskopickym a
mikroskopickym posouzenim morfologie narostlé kultury. Hodnot{ se zejména

struktura, barva kolonie ( i spodina kolonie) , velikost a uspofadani spor a

reprodukénich organ.
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Obr. 11. Aspergillus fumigatus — preparat barveny bavinovou modfi

U invazivni aspergilézy nestadi pouze kultivaéni a mikroskopické
stanoveni. U invazivnich forem mykéz (kandidozy, aspergilézy apod.) je Casto
problémem ziskani validniho biologického materidlu zmista pfedpokladané
infekce (vnitini organ, tkaf), ¢imZ jsou vyrazné omezeny moznosti mikroskopické
a kultivatni diagnostiky. Proto se stdle hledaji dali laboratorni metody s cilem
zvysit citlivost laboratorniho vySetfeni a tim napomoci ¢asné diagnéze téchto
zavaznych , &asto Zivot ohroZujicich infekci. K témto metodam tadime
v poslednich letech prakaz cirkulujicich antigenG typickych pro aspergily
(galaktomannan) nebo kandidy (mannan) v séru nebo v BAL (bronchoalveoléarni

lavaz). Dalsi metodou je PCR.
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5.4.5 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE ( PCR)

Polymerazova fetézova reakce je metoda, kterd se ¢asto pouZiva k detekei
| patogennich hub. UmozZiiuje zjistit v infikovaném biologickém materialu
piitomnost velmi malych mnoZstvi mykologickych DNA.
PCR je vysoce Giéinna technika, kterou se in vitro exponencidlng zmnoZuyi
( amplifikuji) vybrané sekvence nukleovych kyselin. Podminkou pro aplikaci této
metody je znalost nukleotidové sekvence hledané nukleové kyseliny, na jejimz
zAklade se piipravi komplementarni oligodeoxyribonukleotidy, které se vazou
pted a za hledanou oblast a slouZi jako primery polymerani reakce. Primery se
pfipravuji automatickou chemickou syntézou a lze je ziskat na zakazku od fady
vyrobel ( na b&Zném komerénim trhu zatim chybi).
Principem metody je amplifikace cilovych usekii DNA ohrani¢enych
primery mnohonasobnym opakovanim cykli PCR. Kazdy cyklus tvofi nasledujici

faze:

1. Izolace DNA — voli se postup dle prostfedi, v némzZ se mikroby a tudiZ DNA
nachazeji. K DNA se ptidava termostabilni DNA polymerazy, déle nukleotidy
ve forme trifosfati a oligonukleotidové primery, které umozni nasednuti
polymerazy.

2. Tepelna denaturace studované DNA. Potatedni fazi PCR je tepelna denaturace
vzorové ( templatové) DNA, provadéna pfi teplotg 94-96 °C. V prvnim cyklu
denaturace trva 2-3 minuty a ve v8ech nasledujicich cyklech probiha 5-35
vtefin, aby se pfili§ nesniZovala aktivita termostabilni polymerézy.

3. Vazby primeru- resociace. Ochlazenim na hybridiza¢ni teplotu 50-65 °C se
vytvofi podminky pro asociaci primer s komplementarnimi sekvencemi
DNA. Asociaci primer se vymezuje amplifikovana oblast na obou
templatovych fetézcich. Tato faze obvykle trva 30-60 vtefin.

4, Extenze ( elongace) primeri. ProdluZovani primert Taqg DNA polymerazou
probihd ve sméru 5° - 3" na obou fet&zcich obvykle pfi teploté 72 °C po dobu
30-60 vtefin.

5. Opakovani cyklu bodi 2-4 se cyklicky opakuji zpravidla tficetkrat, jelikoZ
produkty kazdého cyklu PCR slouZi zaroveti jako templaty pro nasleduji

—
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cykly, narista kazdym opakovanim poget kopii amplifikované oblasti
dvojnasobné, takZe teoreticky vznikne 23%kopii. V poslednim cyklu se
polymerace prodluzuje na 3 minuty. Vzniklymi produkty jsou fetézce
dvouvlaknové DNA, jejichZ konce jsou vymezeny 5° konci primeru a jejichZ
délky jsou dany misty resociace primeru.

6. PCR se ukon&i ochlazenim inkubaéni smési na 0-4 °C.

| 7. Automatické opakovani jednotlivych cyklu umoZziiuji specialni

programovatelné a procesorem Fizené termostaty, tzv. PCR termocyklery.

Detekce dané amplifikované DNA se provadi pomoci gelové
elektroforézy, kde se pozitivni nalez jevi jako jeden vyrazny prouZek v gelu. Pro
vizualizaci DNA se pouziva fluorescendni barvivo a translumindtor nebo
automaticky analyzator.

Posledni desetileti se zasadilo o zavedeni této metody v diagnostice
infek&nich chorob. V mykologii hlavné invazivni aspergilézy. Typickym, ale ne
vyhradnim, piivodcem invazivni aspergil6zy je Aspergillus fumigatus.

PCR v&ak stale nebyla zavedena do rutinni laboratorni praxe. Hlavnim
diivodem je obtiZzna standardizace metody PCR. Je to zpisobeno pietrvavajicimi
problémy technického razu.

U PCR je dileZité vyvarovat se fale3n& pozitivnich a fale¥n¢ negativnich
vysledka. Fale$né pozitivni vysledky mohou byt zplisobeny kontaminaci, falesné
negativni vysledky inhibitory PCR.

Pro PCR stile neni jasné uréen typ materialu, plnd krev nebo sérum. Nalez
aspergilového DNA v bronchoalveolarni lavazi neni pro diagnézu invazivni
aspergilézy smérodatny ( muzZe jit o kontaminaci vzdusnymi spérami nebo infekei

hornich cest dychacich).

Nové studie prokazaly, Zze Aspergillus fumigatus béhem své aktivni rastové
faze produkuje do okoli ( téInich tekutin) smés bilkovin a polysacharidd bobatych
na galaktomannan. Postranni fetézce manannu, které obsahuji galaktofuranové
jednotky, jsou imunogenni ( reaguji s lidskymi protilatkami). Galaktomannan se
ukdzal byt lépe stanovitelnym antigenem neZ komponenty bunéiné stény
aspergilu. Prilkaz galaktomananu se provadi metodou latexové aglutinace nebo
citlivéji metodou ELISA.
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| 5.4.6 ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNO SORBENT ESSAY)

ELISA analyticka metoda vyuZivand ke kvantitativnimu stanoveni raznych
antigenii nebo protilatek ( nejéastgji IgG, IgM). Metoda je zaloZena na vysoce
specifické interakci antigenu a protilatky, pfitemz na jednoho z téchto partneru je
kovalentn& navazan enzym (nejéastéji peroxidasa nebo alkalicka fosfatdsa). Tento
enzym katalyzuje chemickou pfemé&nu substratu, ktery je ptidan do reak&ni smési,
na produkt, ktery je barevny (stanovuje se spektrofotometricky) nebo fluoreskujici
(fluorimetrické stanoveni). Koncentrace produktu je umémd koncentraci antigenu

nebo protilatky ve vzorku.

Existuji dv& varianty metody ELISA. U pfimé ELISA je znafena pfimo
lidska protildtka. U nepfimé ELISA je enzymem znafend protilatka zvifeciho
druhu, ktera se specificky vaZe na protilatku lidskou ( imunoglobulin pacienta,
ktery se vytvofil proti antigenu).

Pti podezieni na invazivni aspergilézu se sérum pacienta nakdpne do
jamky mikrodiluéni desti€ky, jejiz povrch je pokryt galaktomannanem . Inkubace
probihd 3 hodiny. V pfipad& pozitivniho nalezu se lidska protilatka navdZe na
galaktomannan.Na lidskou protilatku se navaze zvifeci protilitka ( firma BIO
RAD pouziva krysi monoklonalni protilitky EBA-2)znalena enzymem

peroxidazou, kterd pfemé&ni substrat. Tato pfeména se projevi barevnou zménou.

5.4.7 AGLUTINACE

Principem aglutina&nich reakei je shlukovani &astic antigenu protildtkami
za vzniku sraZeniny viditelné pouhym okem. Pro detekci galaktomannanu,
pfipadng mannanu se konkrétn& vyuZiva latexova aglutinace, tedy Eastice latexu
potazené monoklonalni protildtkou proti pfislusnému antigenu. Oproti ELISA
metodé je tento test jednodudsi, ale jeho citlivost je niZsi a navic neumoZiiuje

ptipadnou kvantifikaci nalezu, coZ miZe byt napiiklad dileZité pro monitorovani

_
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uéinnosti systémové antimykotické 1é&by u vysoce chroZenych pacienti (hemato-

onkologie..}
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6 ZAVER

Cilem mé price byl piehled a zhodnoceni soudasnych laboratornich
moznosti diagnostiky mykotickych infekei s durazem na systémové infekce. I pfes
znaény pokrok a rozvoj novych diagnostickych postupti v mikrobiologii je
patrné, Ze zdaleka je$t& neni divod k uplné spokojenosti s citlivosti a specificitou
viech vysetfeni. Ka?dd metoda ma kromé& pfinosu i své nedostatky a proto je
optimdlni, zejména u t&Zkych onemocnéni , vyuZit co nejSirSiho spektra
dostupnych metod a v kaZdém piipadé korelovat jejich vysledky s klinickym
stavem a daldimi laboratornimi nélezy (zobrazovaci metody, biochemie,
hematologie...).

Jak bylo jiz zmin&no v textu nerozpoznana mykéza muZe byt pro pacienta
smrtici komplikaci, ale na druhé strané intenzivni antimykoticka lécba pouhé
kolonizace sliznic, neadekvatné interpretovana jako infekce, mizZe rovnéz
pacienta po§kodit, nehledé na ekonomické naklady terapie.

Domnivam se proto, Ze u té2kych pacientu je tfeba individualn€ posuzovat
vyznam jednotlivych vy3etfeni a s maximalni zodpov&dnosti je interpretovat .
K tomu je nezbytna izka spoluprace a &asta komunikace klinikii, mikrobiology,

epidemiologn a dalsich odbornosti, jejichZ informace a poznatky jsou velmi cenné

pti komplexnim posuzovani problematiky mykotickych infekei.
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