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2.0voD

V poslednich desetiletich znaéné vzrostl vyskyt, dlleZitost a zavaznost
mykotickych onemocnéni, zvlast v souvislosti s jinymi zavaznymi stavy a
nemocemi Clovéka.

Pfi¢in tohoto vyvoje je nékolik. Jednak je to vy$Sim procentem zachytu,
které je dano zlepsujici se mykologickou diagnostikou, ale soucasné se jedna
také o zvysujici se vyskyt mykéz ovlivnénych rliznymi predispoziénimi faktory,
mezi které patii napf. pouzivani Sirokospektrych antibakterialnich antibiotik,
kortikosteroid(l, cytostatik, ionizujiciho zareni, transplantacni zakroky, sloZité
operace, hemodialyza, diabetes mellitus, hormonalni antikoncepce, AIDS a
tézké akutni a chronické infekce. SouCasné se rozsifuje také spektrum
humanné patogennich hub.

Dal$i zavaznou skute€nosti je, Zze se mykotické infekce uplatriuji jako
paveodci zavaznych infekénich komplikaci, jako jsou nozokominalni nakazy. Tyto
infekce jsou téméi vZdy spojeny s pobytem imunoalterovanych pacientl v
nemocniénim prostfedi, zvlast na oddéleni JIP a maji asto iatrogenni plvod.



2.1. Cil prace
Cilem prace je podat piehled hlavnich plavodclh mykotickych infekci

v nemochiénim prostiedi a zasadach jejich laboratorni diagnostiky.



3.Teoreticky uvod

3.1. Houby

Houby jsou dnes fazeny do samostatné fi8e Fungi. Jedna se o jedno - a
vicebunééné eukaryotni organismy, které se vyznacuji saprofytickym zpasobem
Zivota. Prirozenou roli hub v ekosystému je jejich postaveni destruentl
rozmanitych latek organického plvodu.

Z 300 000 dosud popsanych druhl hub je asi o 150-ti druzich znamo, ze
mohou vyvolavat onemocnéni (mykdzy) u Elovéka a zvifat (Hlisnikovska, 2002).
Nékteré houby jsou vysoce patogenni a zpUsobuji infekci i u exponovanych
osob. Jiné druhy hub jsou pfileZitostné patogeny, jeZ zplsobuji onemocnéni jen
u osob se sniZzenou imunitou. Forma a zavaznost mykéz zavisi na zplisobu
jakym se do téla infekce dostava, na brané vstupu a na mife inkompetence
hostitele (Haber et al., 1995).

3.2. Obecna charakteristika hub

Houby tvofi velkou a rdznorodou skupinu heterotrofnich eukaryotnich
organizmd, saprofytl, parazitd nebo komenzald. Absorbuji vyzZivu bud
parazitovanim zivych organismi nebo napadanim organické hmoty jako
saprotrofové. Bunéna sténa hub obsahuje polysacharidy a chitin. Cytoplazma
je obklopena plasmatickou membrénou obsahujici ergosterol. Houby dokazi
zvysovat svou virulenci pomoci adheze na biologické (sliznice, endotel) i umélé
povrchy (katétry). Maji schopnost ubranit se fagocytéze a svymi viaknitymi
vybézky rozsifuji kontinuitu tkané, kterd umoziuje penetraci houby do hlubsich
struktur (Buchta, et al. 2000) .

Houby se rozmnoZuji dvéma hlavnimi typy reprodukce, sexudlné nebo
asexualné. Sexudlni reprodukce na rozdil od asexudlni, zahrnuje spojeni dvou
jader nasledované meiosou. Timto sexudlnim procesem vznikaji spéry bud

uvnitt (askospéry) nebo vné (basidiospéry) specializovanych organd. Pfi

asexuaini reprodukci vznikaji endospéry (sporangiospéry) nebo exospéry
(konidie) (Buchta, et al., 2000).




Zakladni stavebni jednotkou stélky vy3Sich hub je vlakno-hyfa. Hyfy se
obvykle vétvi a splétaji se v podhoubi tzv. mycelium. Na specializovanych
hyfach zvanych sporofory se tvofi spdry (vytrusy). Spora je reprodukéni
jednotka, ktera muzZe byt vytvorena bud sexualnim nebo asexuélnim procesem.
Jedné-li se o nepohlavni spéry mluvime o konidiich, které se tvofi na
konidioforech.

Vedle hub s typickou vldknitou strukturou existuje pocetna skupina
houbovych organismu (kvasinky), jejichZ stélka je redukovana na jednobunééné
buhky tzv. blastospory. Kvasinky se reprodukuji puéenim (nepohlavni
rozmnoZovani), pfi némz se na bunce vytvori vyrustek, ktery se zvétsuje a
nakonec se od matefské burky oddéli. Za urgitych podminek mohou kvasinky
vytvaret pseudomycelium (fetizky prodlouzenych bunék) (Buchta, et al., 2000).

Jako dimorfismus mikromycetll oznacujeme jejich schopnost vytvaret dvé
zcela odlidné morfologické formy. S timto fenoménem se setkdvame u fady
kvasinek, které takto pfizpUsobuji svoji morfologii podminkém zevniho
prostfedi. Mohou tak rast bud jako kvasinky (blastickd faze) nebo ve formé
vlaknité (pseudomycelium, mycelium).

3.3. Kiasifikace lékai'sky vyznamnych hub

Eumycota

¢ Zygomycetes
-Mucorales (Rhizomucor, Rhizopus, Absidia)
-Entomophorales (Basidiobolus, Conidiobolus)

e Ascomycetes (Talaromyces, Eurotium, Arthroderma, Ajellomyces,
Saccharomyces, Claviceps)

o Basidiomycetes
-Agaricales (Amanita, Boletus, Inocybe, Tricholoma)

* Fungi Imperfecti (Deuteromycetes)

-Blastomycetes (Candida, Cryptococcus, Malassezia, Rhodotorula,

Trichosporon)
-Hyphomycetes (Alternaria, Aspergillus, Blastomyces,
Epidermophyton, Fusarium, Geotrichum, Histoplasma,
Microsporum, Penicillium, Trichophyton) (Buchta, et al., 2000).



3.4. Onemocnéni vyvolané houbami

Houby jsou eukaryotni sporogenni organismy, které jsou jednobunééné,
event. vicebun&éné, vlaknité a nékteré maji ve sténé chitinovou slozku. Sténa
hub obsahuje manan, viéi némuZ cClovék postradd mechanismy k jeho
odstranéni (natréveni v procesu fagocytézy). Cast z nich je schopna vyvolat
rlizna, a dokonce i zavazna onemocnéni u ¢lovéka (Kodousek, 2003).

Mycetismy: zahruji alimentarni otravy poZitim plodnic vy$8ich hub jako
potravy a naslednou intoxikaci jejich toxiny. NejCastéji jde o druhy Amanita
phalloides, A. pantherina, A. muscaria.

Mykotoxiny délime do dvou skupin na:

o cytotoxiny (amanitoxiny, phallatoxiny)
e neurotoxiny (muskarin).

Mykotoxikézy: jsou otravy toxiny nebo jinymi toxickymi latkami
sekundémiho metabolismu hub jako nasledek poziti kontaminované potravy,
kontaktem nebo inhalaci. Hlavnimi producenty mykotoxinl jsou vlaknité houby
rodu Aspergilfus, Penicillium a Fusarium. Mykotoxiny predstavuji vyrazny
rizikovy faktor. Jejich G&inek muZe byt neurotoxicky, hepatotoxicky &i
imunosupresivni fada je potencionalnimi karcinogeny a teratogeny.

Na zakladé mechanismu pusobeni délime mykotoxiny na:

¢ inhibitory energetického metabolismu
¢ inhibitory proteosyntézy

+ modifikatory cytoskeletu

+ mutageny a karcinogeny.

K nejvyznamnéjs$im mykotoxinem jsou aflatoxiny. Jedna se o termostabilni
latky. Neijtoxictéjsi je aflatoxin B produkovany toxigenimi kmeny A. flavus.

Mykoalergie: jsou hypersenzitivni reakce imunitniho systému hostitele na
antigenni stimulaci houbového alergenu, obvykle pfedstavovaného spérami. Po
chemické strance se vétsinou jednd o polysacharidy a glykoproteiny.
K nejvyznamnéj$im alergennim houbam nalezi hyfomycety rodu Cladosporium,
Aspergillus, Fusarium, Penicilfium.

Alergicka onemocnéni vyvolana houbami se déli do &ty hlavnich skupin:

o alergicka rhinitis a astma

¢ alergicka alveolitis



¢ chronicka bronchitis
o toxicky syndrom reakce na organicky prach.

Mykézy: jsou onemocnéni charakterizovana kolonizaci, naslednou
proliferaci a pfipadnou diferenciaci a sporulaci houby v tkanich nebo télesnych
tekutinach hostitele, které maji za nésledek jeho poskozeni. K pfenosu houbové
nakazy dochazi inhalaci, kontaktem nebo traumatem (Buchta, et al., 2000).

3.5. Rozdéleni myko6z

3.5.1. Povrchové mykézy

Povrchové mykdzy jsou lokalizovany v nejsvrchnéjSich vrstvach kuze a
kutikule vias(. Prakticky se mizeme setkat jen s pityriasis versicolor (pivodce
Malassezia furfur) postihujici  kazi, kde vytvaii rozliéné velké
hyperpigmentované a hypopigmentované skvmy bez znamek zanétu.

Mezi ostatni onemocnéni povrchovych mykoz se fadi tinea nigra vyskytujici
se v tropickych oblastech a vyznadujici se tmavymi skvrnami na dlanich a
ploskach nohou (Votava, 1998 ).

3.5.2. Kozni mykézy

Kozni mykézy postihuji keratinizované vrstvy kGZe, vlasové folikuly a
nehtové [Gzko a valy. Do této skupiny onemocnéni naleZi pfedevsim
dermatofytézy (pGvodci dermatofyty, druhy nalezici do rodu Trichophyton,
Epidermophyton, Microsporum). | kdyz dermatofyty nepatii k normalni kozni
mikroflofe, jsou vyborné na klzi adaptovany, protoZe jako zdroj Zivin dovedou
vyuzivat keratin. RGzné typy dermatofytoz se oznaduji jako tinea. U mnoha
dermatofytéz pozorujeme sekundarni vyrazku (tzv. dermatofytidu), vyrazné
svedici, vétsinou vesikuldrniho vzhledu vyskytujici se na mistd vzdaleném
primérnimu loZisku infekce. Castou kozni mykdzou je tinea pedis, kterou
vyvolavé nejcastéji antropofilni Trichophyton rubrum. Infekce obvykle zagéing
mezi prsty, $ifi se a postihuje i nehty. Tinea cruris, ¢asta zejména u muzy,
postihuje kdzi bérce, nejCastéji je vyvolana stejné tak jako tinea unguium
postihujici nehty T. rubrum. Tinea corporis ma Easto klasicky prstencovity



vzhled se zanicenou periférii a hojicim se centrem. Plvodce, ktery vyvolava
tineu corporis je taktéz T. rubrum. Mykoticka infekce viasaté Casti hlavy se
oznaéuje jako tinea capitis. Projevuje se vypadavanim vias( v ohrani¢enych
loziscich. V §ir§im smyslu mGZzeme zafadit mezi dermatomykézy i klinické
projevy dalich plvodci mykéz jako je napf. kandidéza, aspergiléza aj.

(Votava, 1998).

3.5.3. Podkoini mykozy
Podkozni mykozy jsou infekce vznikajici jako nasledek traumatické
inokulace mykotického agens, které zasahuje hlubsi vrstvy dermis, subkutanni
tkané, popf. i kosti. Vyskytuji se pfedevSsim v subtropickych a tropickych
oblastech, maji vétSinou chronicky charakter. Léceni obvykle vyZaduje
chirurgicky zakrok. (Buchta et al., 2000).

3.5.4. Hluboké mykézy

Hluboké (visceralni, organové) mykézy jsou onemocnéni postihujici jeden
nebo vice organl, v pfipadé dvou a vice organl miuvime o systémovych
mykoézach. Mazeme je rozlisit na:

Priméarni mykézy: jsou to infekce zplsobené dimorfnimi houbami a
kvasinkou Cryptococcus neoformans. Tito plvodci mohou vyvolat onemocnéni i
u lidi s nenarusenou obranyschopnosti, ktefi vstupuji do endemickych oblasti
jejich vyskytu. Radi se k nim blastomykédza, histoplasmoéza, kokcidioidomykéza,
parakokcidioidomykoéza a kryptokokéza.

Sekundami (oportunni) mykézy: jedna se o infekce imunoalterovanych
pacientll zpdsobené oportunnimi houbami. Nejéast&ji se s nimi setkavame jako
§ nozokomialnimi nékazami - hospitalismy. V nasich podminkach jsou vyvolany
zejména kandidami, aspergily, kryptokoky (Buchta et al, 2000).
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3.6. Nozokomialni nakazy

Jsou to infekéni onemocnéni vyvoland mikroflérou ve zdravotnickém
zafizeni. Za nozokomialni nakazy (NN) se povaZuje i nakaza, ktera se projevi
az po propusténi ze zdravotnického zafizeni. Postihuji pacienty se sniZenou
imunitou nebo pacienty s poskozenim pfirozenych bariér (ktze, sliznice) a
slizniéni mikroftéry. Pivodcem jsou nemocniéni kmeny oportunnich patogenu,
které vykazuji vysokou rezistenci az multirezistenci k antimikrobnim |atkam.
Mimoradna rezistence je zplsobena selekénim téinkem pouzivanych antibiotik
a dezinfekénich prostfedkl. Pavodci nozokomidlnich nakaz jsou predevs§im
bakterie (Staphylococcus aureus, pyogenni streptokoky, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa), viry, prvoci a houby.

Zdroj pivodce NN: mlZe byt pacientova mikrofléra (endogenni plivod)
nebo jiny pacient jehoz mikrofléra je obsazena v kontaminovaném prachu,
kapénkach vzduchu a na pfedmétech bézné potfeby. Zdrojem nozokomialni
nékazy maze byt také nemocniéni personal (exogenni plivod).

Pfenos pavodce NN: tj. pfenos infekéniho agens ze zdroje nakazy na
vnimavého hostitele. Vlastni cesta pfenosu je rozmanita a zavisi na lokalité
organu, ve kterém je infekEni proces, na brané vystupu infekce ze zdroje a na
bréné vstupu do vnimavého jedince (kiZe, sliznice respiraéniho traktu,
alimentarnim ustrojim, spojivkami a urogenitainim traktem).

Pfenos infekEniho agens ze zdroje na vnimavého jedince je dvoji:

-pfimy: pro tento pfenos je charakteristicka pfitomnost zdroje nakazy a
vnimavého jedince bud kontaktem, kapénkovou infekci nebo alimentarni
cestou.

-nepfimy. pro tento pfenos je charakteristickd nepfitomnost zdroje
nakazy pfi pfenosu infekénino agens na vnimavy organismus. K tomuto
prenosu muze dojit, jestlize mikroorganismus dokaze prezit dostatecné dlouhou
dobu mimo télo hostitele ve vnéj§im prostiedi.

Vnimavy jedinec: o vnimavosti nebo rezistenci pacienta viéi infekénimu
agens rozhoduje fada faktor(: infekéni davka, vstupni brana, specificka imunita
hostitele, vék, zakiadni onemocnéni (Srémkova et al., 1995).
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3.7. Nozokomialni mykotickeé infekce

Nozokomialni mykotické infekce vyvolané patogeny jsou pfic¢inou morbidity
a mortality u hospitalizovanych pacientll (ktefi maji narusené obranné
mechanismy), prodiuzuji dobu hospitalizace, a tim zvysuji vydaje na Iécbu.

Za nozokomidlni mykotickou infekci se povazuje jakakoliv povrchova lokalné
invazivni nebo diseminovana infekce zpusobena mikromycetami v
nemocniénim prostiedi (Sramkova et al.,1995).

Z hlediska parazitarni adaptace rozliSujeme tfi skupiny mykotickych agens:

1) Oportunni houby jsou pfevazné saprotroficke, komenzalni houby, které
vyvolavaji infekce predevéim u imunodeficitnich pacientd. Rozlisujeme
endogenni infekce (Candida, Trichosporon, Geotrichum) a exogenni infekce
(Aspergillus, Fusarium, Zygomycety)

2) Primarné patogenni houby jsou schopné infikovat i zdravé jedince, u
nichz probihé infekce vétsinou asymptomaticky. U imunoalterovanych pacientd
mohou primarné patogenni houby vyvolat tézké infekce (histoplazméza,
kryptokokéza).

3) Obligatné parazitické houby jsou agens primarné vazana na hostitele,
protoZe parazitismus je jedinou formou existence (Hlisnikovské, 2002).

3.8. Kandido6za

Kandidéza je v soufasné dobé jednim z nejtastéjSich mykotickych
onemocnéni u Clovéka a zvifat vyvolanych riznymi kvasinkovymi organismy
rodu Candida. V pfipadé kandidézy jde prakticky vzdy o endogenni infekci,
protoze kandidy kolonizuji sliznici gastrointestinalniho traktu i u zdravych
jedincd, kde kompetuji s piirozenou mikrobiotou o nutriéni substrat a o misto k
adhezi na bunkach stfevni sliznice. Za uréitych podminek mlze dojit k
premnozZeni kandid a pokud pieroste fyziologickou floru, stava se ze saprofyta
potencionalni a pozdéji i realny oportunni patogen (Haber et al., 1995). infekce
vznikd u osob oslabenych jinym onemocnénim nebo se snizenou
obranyschopnosti (sekundarni mykéza). V posledni dobé se vyskytuje primarni
mykoéza a to u zdravych lidi, ktefi byli infikovani vysoce virulentnimi kmeny

135

oslabuji nemocného a snizuji jeho obranyschopnost, jako jsou maligni tumory,
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diabetes mellitus a vék. Podstatnym faktorem je porucha imunity jak pfirozené
{neutropenie, defekty ve fagocytéze), tak specifické imunity bunééného typu.
Zevni vlivy souvisi Casto s léCebnymi Ci diagnostickymi zasahy. Lécba
kortikosteroidy, imunosupresivy a cytostatiky zhorsuje imunitu nemocnych, ktefi
jsou jiz poskozeni zakladnim onemocnénim.

Kandidy patfi k dimorfnim houbam, tzn. Ze za uréitych podminek preferuji
kvasinkovou formu ristu, jindy mycelidlni (plisfiovou) formou. Nejb&znéjsim
plvodcem kandidézy je C. albicans. V poslednich letech se postupné zvysuje
pocet onemocnéni vyvolanych non-albicans kandidami, napf. C. tropicalis. C.

glabrata, C. parapsilosis.

3.8.1. Kozni a slizni¢ni kandidéza

Bez hlubsich invazi do tkané postihuje kandidéza kuzi, nehty, sliznici Ust a
pochvy. Kandidéza kuze se vyskytuje v mistech vihké zaparky. K infekci
nehtového luzka, nehtu a pod nehtem dochazi pii ¢astém maceni rukou. PFi
kandidéze dutiny ustni se tvorfi bilé skvrny na bukalini sliznici a na tvrdém patre.
Okolni sliznice je zarudla a bolestiva. K infekci dochazi vétsinou u pacientt se
snizenou imunitou. Pfi postizeni pochvy jsou bilé |éze na epitelu vulvy, pochvy
a cervixu doprovazeny svédénim, skrabanim a nehomogennim bilym vytokem.
Nékdy je sliznice jen zarudla a odlupuje se. Vagindini kandidéza je Casta v
téhotenstvi.

3.8.2. Systémova kandidéza

Systémova kandidéza je bud lokalizovana, napfiklad v mo&ovém Ustroji,
jétrech, ledvinach, plicich, oku nebo diseminovana (kandidémie). Nejéastéj$im
plvodcem je C. albicans. Systémova kandidéza vznikd, kdyz tyto komenzalni
mikroby prerostou pfi néjakém vazném stavu. Rizikové faktory pro vznik
kandiddzy jsou: kontaminovany centrélni 2ilni katétr, neutropenie a |é&ba
antibiotiky (Hlisnikovska, 2002).
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3.9. Kryptokokoza

Kryptokokdzu zpisobuje kvasinka Cryptococus neoformans vyskytujici se
predevéim v pudé (exkrementy ptakl) a na rostlinach. Mukopolysacharidové
pouzdro chranf kryptokoka pred vn&jsimi vlivy a fagocytézou, coz ma vyznam
pro jeho virulenci. C.neoformans zplisobuje onemocnéni centralniho nervoveho
systému, agkoliv primarné postihuje plice. Vyskytuje se sporadicky, ale dnes je
nejtastéjsi u pacientl s AIDS. Infekce vznika po inhalaci bunék C. neoformans
u pacientd s nepravidelnostmi ve funkci T-lymfocytl. C. neoformans se
prokazuje mikroskopicky anebo latexovou aglutinaci v mozkomidnim moku

(Haber et al., 1995).

3.10. Aspergiloza

Aspergily jsou pfitomny celosvétové takika ubikvitdrné v pfirodnim prostredi
na rlznych organickych substratech v podé, ovzdusi a potravinach. Z celé
stovky druht aspergill vyvolava onemocnéni u Clovéka jen nékolik druhq,
z nichZ nejdllezitéjsi jsou:. Aspergillus fumigatus, A. niger, A. flavus, A. terreus
a A. nidulans. Prenos na Clovéka se déje vzdusnou cestou, inhalaci
mikrokonidii. Zavaznost infekce je rlizna v zavislosti na misté postizeni, ale i na
stupni imunitni odolnosti organismu pacienta pripadné ovlivnéného zakladnim
onemocnénim. Aspergily kolonizuji nejéastéji dychaci cesty. Nékteré kmeny
aspergill produkuji mykotoxiny (aflatoxiny), které jsou hepatotoxické a
karcinogenni.

Zakladni formy postizeni respiracniho traktu:

1) Invazivni aspergildza: vyskytuje se u osob se snizenou imunitou.

2) Alergicka bronchopulmonaini aspergiléza: vyskytuje se u osob s atopii se
zvy$enou hladinou IgE.

3) Plicni aspergilom: pfi této formé aspergilézy kolonizuje obvykle mikrob jiz
vytvofené dutiny v plicich a vytvafi kompaktni shluky mycelia, které se
opouzdriuji silnou vazivovou sténou (Haber et al., 1995).
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3.11. Mukormykoéza

Oportunni  mykotické infekce, které jsou vyvolané ubikvitarnimi
saprofytickymi houbami fadu Mucorales, a to nejcastéji rody Rhizopus, Mucor,
Absidia a Rhizomucor. Vyskytuji se narostlinach a v padé. Kinfekci dojde
inhalaci spéry, které se uchyti nejastéji v hornich cestach dychacich. U
imunoalterovanych osob mui2e zpusobit zavazna onemocnéni vyznacujici se
vysokou mortalitou, 2zvlasté u rhinocerebrélni formy. Klinické formy
mukormykézy jsou rhinocerebraini (nejcastéjsi), plicni, gastrointestinaini,

primami kozni a diseminovana (Haber et al., 1995).

3.12. Pneumocystoza
Je onemocnéni zpusobené kosmopolitnim oportunnim patogenem
Pneumocystis jiroveci. Postihuje vétSinou oslabené a imunodeficientni pacienty
predevséim s AIDS. Pneumocystis jiroveci se v plicnich alveolech extenzivné
pomnozuje za tvorby pénové masy obliterujici cely alveolus a tim blokujici jeho
funkci (Buchta et al.,2000).
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4.Laboratorni diagnostika mykotickych infekci

Cilem je ziskani materidlu k podrobnému mikroskopickému vysetieni a
kultivaénimu zachytu, které jsou nezbytné k izolaci a urceni pfislusné houby.

Material se do laboratofe musi dodat co nejdfive po odbéru a rychle
zpracovat. Nejvyhodnéji je, pokud je to mozné, kdyz je odbér proveden pfimo
v laboratoii zkusenym pracovnikem, protoZe je dUlezité spravné posouzeni a
vybér materidlu. Nejcastéji se na vySetfeni ziskavaji vlasy, chlupy, nehty, dale
moé&, hnis, exudéty, sputum, bronchiélni vyplach, &asti tkani z operaéniho nebo
pitevniho materialu, krev a sternalni punktaty.

Pozadavkem je pfisna sterilita odbé&rovych nastroji a pomlcek, véetné
dodrzovani zasad asepse, a to i tehdy, kdyz se materiél odebiré z povrchu téla
(Buchta et al., 2002).

4.1. Mykologické laboratorni vySetieni

4.1.1. Mikroskopie

Mikroskopie je rychla pfima metoda pro detekci a identifikaci hub.

Nativni preparat se pfipravi tak, ze se na podloZzni sklicko pfenese
bakteriologickou klickou nebo Pasteurovou pipetou ¢&ast sputa, kapky
centrifugatu mozkomisniho moku, exudatu, moc¢i apod. Material se piikryje
krycim sklickem, preparat se bez dal$ich Uprav prohlizi suchym systémem
mikroskopu pii zvétdeni 60 az 450 krat (Otéenasek et al., 1990).

U louhového preparatu se hodnoti piitomnost &i nepfitomnost septovanych
vlaken. Slouzi ke zndzoméni dermatofytl a jinych vlaknitych hub a kvasinek.
Na podlozni sklicko se pfikdpne k vzorku 10 - 30% KOH, ktery slouzi k
projasnéni klinického materialu a ke zlep$eni rozlisitelnosti elementt hub, které
jsou vétsinou svétiolomné. Preparat se priklopi krycim sklickem, necha se
zhruba 30 minut stat, poté se prohlizi pod mikroskopem pfi zvétSeni 100x —
200x (Otcenasek et al., 1990).

V preparatu barveném dle Grama se houbové elementy barvi grampozitivhé
(modie) az gramlabilné. Hodnoti se morfologie, ti. vyskyt samostatnych,
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pucicich nebo délenych bunék, zda jsou viakna siroké nebo Uzka, septovana

nebo neseptovana, charakter vétveni vlaken a zpusob jejich rozpadu.

4.1.2. Kultivace

S patogennimi houbami se setkavame ve formé kvasinkové nebo viaknité. U
nekterych druhG miZe jedna forma pfechazet ve druhou ucinkem teploty a
zvoleného substratu.

Na pevnych kultivaénich plidach tvofi houby kolonie trojiho typu:

1) Kolonie pravych kvasinek, které netvofi myceliové struktury.
Mikroskopicky jsou sloZzené z jednobunéénych blastospor, z asti pucicich.

2) Kolonie kvasinkové jsou sloZzené z jednotlivych bunék nebo puéicich
bunék, ktera viak do hloubky prechazeji v houbova vidkna.

3) Kolonie vlaknité se splétaji v mycelium slozené z vétvenych, vzajemné
propletenych vlaken — hyf (Buchta et al., 2002).

Ke kultivaci mikromycet pouzivame Sabouraudlv glukézovy agar (SGA)
pH 6,5. Vétsinu potencialné patogennich hub kultivujeme pfi 25 - 28°C. Pokud
otekavame plvodce systémovych mykéz kultivujeme pfi 37°C. Mykologicka
kultivace je vétSinou dlouhodobd, a proto hrozi nebezpedi vysychani kultur.
Tomu zamezime udrZzovanim dostate¢né vlhkosti vtermostatu. Pfipadné
bakterialni kontaminaci pfedejdeme piidanim antibiotik (chloramfenikol} do
média. Kvasinky a vlidknité houby rostou na ptdach obvykle 24 az 72 hodin, u
dermatofytd jsou to 2 az 4 tydny (Buchta et al, 2002).

Pfi makroskopickém hodnoceni kolonii vénujeme pozornost jejich velikosti,

barvé, tvaru, vzhledu povrchu a krajum.

4.1.3. Identifikace patogennich hub

U patogennich hub se hodnoti:

1) makromorfologie tj. zevni vzhled kolonii (vyznam u vldknitych hub),

2) mikromorfologie tj. mikroskopické vysetfeni preparatu,

3) biochemickeé viastnosti tj. sledovani fermentaénich a asimila¢nich
vlastnosti kultury a produkci enzymu (vyznam u kvasinek).
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4.1.3.1. Identifikace kvasinek

Test kli¢nich hyf
Jde o jednoduchou, rychlou a levnou metodu slouzici k prakazu kliénich hyf

(angl. germ tubes), kterou je mozno pozorovat pouze u C. albicans. Test je
zalozen na principu tfihodinové inkubace vySetfovaného kmene kvasinky

homogenizované v bovinnim nebo eventuelné i lidském séru pfi 37 °C. Po této
inkubaci se prenese &ast homogenatu na podiozni sklicko. Pfitomnost klicnich
hyf se pak detekuje mikroskopicky pfi dvésténasobném zvétsSeni (Otéenasek et

al., 1990).

Sledovani mikromorfologie kvasinek na kukufi¢ném agaru

Cast kolonie se prenese na kukufiény agar (Corn-Meal Agar, Oxoid) v malé
Petrino misce a inkubuje se 48 az 72 hod pfi 28°C. Pod mikroskopem se
sleduje mikromorfologie hub (tvorba pseudomycelia, mycelia, zpusob vétveni,

tvar a velikost blastospér) (Spickova, 1998).

Komeréni média pro rychlou diagnostiku kvasinek

Jsou to metody zalozené na specifickych enzymovych reakcich, které
vyuzivaji fluorogenni nebo chromogenni substraty. Tyto substraty jsou lyzovany
hexoaminidazovou aktivitou C. albicans a umozniuji rychlou makroskopickou
identifikaci tohoto druhu zaloZzenou na hodnoceni fluorescence nebo barvy
kolonii. K témto médiim patii CandiSelect, HiCrome Candida Agar a dalsi.

CandiSelect (Bio-Rad)

Tato metoda se pouziva k piimé identifikaci C.albicans a ostatnich kvasinek,
kterd je zaloZena na prlikazu aktivity specifického enzymu N-acetyl B-D-
galaktozaminasy, ktery zpusobuje hydrolyzu chromogenniho substratu,
obsazeného v médiu, coz ma za nasledek modré zbarveni kolonii. Po 24 aZz 48
hodinové inkubaci v 35 — 37°C.
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HiCrome Candida Agar (HiMedia)

Selektivni médium, ktera umoznuje rychlou izolaci a identifikaci kvasinek ze
smésnych kultur a uréovani druhu rodu Candida na zakladé barvy a morfologie
kolonii. Vysiedek se odeéita po 48 hodinové inkubaci v 26°C.

Test asimilace zdroji uhliku (auxanogramy)

K testu se pouzivaji disky (ITESTplus Hradec Kralové) napustené cukry a
cukernymi alkoholy, tj. arabinéza, celobidza, galaktéza, glukdza, inositol,
laktéza, maltéza, manitol, melezitéza, melibidza, rafindza, sacharbza, sorbdza,
trehaldza, xyléza, pfipadné i rhamnéza a erytritol. VySetiovana kolonie se
resuspenduje v roztoku YNB (Yeast Nitrogen Base) v Petrino misce a pielije se
agarem. Pida se nechd ztuhnout a na povrch se sterilni jehlou pokladaji
jednotlivé disky. Po 24 aZ 72 hodinové inkubaci se hodnoti schopnost rustu
kvasinek kolem disk(, ktera se projevi mlééné zakalenou kruhovou zénou ristu.
Zastoupeni utilizovanych cukr je pro jednotlivé druhy kvasinek charakteristické
(Otcenasek et al., 1990).

ID 32 C (BioMérieux)

Je standardizovany systém pro identifikaci kvasinek, ktery pouZiva 32
miniaturizovanych asimilaénich testd. V kazdé jamce je dehydratovany
sacharidovy substrat. Polotuhé médium je inokulovano suspenzi kvasinek. Po
24 - 48 hodinové inkubaci je rist v kazdé jamce odeditan vizuainé. Identifikace

je hodnocena identifikaénim softwarem.

Auxacolor (Bio-Rad)

Auxacolor je identifikaéni systém zaloZeny na principu utilizace cukrd, ).
asimilace uhliku, citlivost k cykloheximidu a tvorba fenoloxidazy. Sada obsahuje
13 cukrl: glukdza, maltéza, sachardza, galaktéza, lakidza, rafindza, inositol,
celobiéza, trehaldza, adonitol, melezitdéza, xyléza, arabindza.

Suspenze byla pfipravena z kultur narostlych za 24 aZ 48 hodin na SGA a
upravena tak, aby zékal odpovidal zékalu v kontroini lahviSce, ktera je soucasti
soupravy. Po homogenizaci jsou do kazdé jamky destiCky pfidany dve kapky
suspenze. Po prekryti jamek umélohmotnou f6lii se destitka necha inkubovat
pii teploté 28 °C. Vysledky jsou odetteny po 24 az 72 hod. Pozitivnim
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vysledkem je barevna zména pH indikatoru (bromkrezolova modf) z modré na
slutou. Kromé asimilace je sledovana citlivost k cykloheximidu a aktivita
fenoxiddzy u C. neoformans. Jamky jsou uspofadany do sedmi skupin po tfech
hodnocenych znacich, kterym odpovida pfislusné bodové hodnoceni.

Koneénym vysledkem je &iselny kod, pomoci kterého je identifikovana kvasinka,

s vyuzitim prilozené tabulky (Spickova 1998).

Zymogramy

K testovani kvasnych schopnosti kvasinek se pouziva tekuté médium
obsahujici bromtymolovou modi a roztok pfislusného sacharidu. Sleduje se
schopnost fermentace nasledujicich latek: glukdza, galaktéza, sacharéza,
maltéza a laktéza. Metoda se provadi ve zkumavkach, kde po 7 - 10 denni
inkubaci pfi 27 °C se hodnoti tvorba plynu (Otéenasek et al., 1990).

4.1.3.2. ldentifikace viaknitych hub
Rozhedujici je hodnoceni makroskopického vzhledu a mikroskopického

obrazu kultury. Je hodnocena zejména textura, profil, barva (véetné spodiny
kolonie) aj. Mikromorfologie vychazi z popisu tvaru, uspofadani a velikosti spor
a reprodukénich organd. U vlaknitych mikromycet je vyznamnym diagnostickym
znakem rastova rychlost.

4.1.4. Testovani citlivosti

4.1.4.1. Diluéni techniky
U diluénich testh se vyuziva tekuta plda (bujon) nebo pevné agarové
médium. Tyto metody umoznuji kvantitativni stanoveni citlivosti respektive
rezistence testovaného kmene houby, ktera je obvykle vyjadiena jako minimalni
inhibiéni koncentrace (MIC). U bujénovych technik [ze rovnéz stanovit minimalni
fungicidni koncentraci (MFC).
Diluéni bujénova metoda se provadi ve dvou modifikacich: zkumavkové

makrodiluce a desti¢kové mikrodiluce (Buchta et al., 2002).
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Makrodiluéni bujonovy test

Inhibice ristu testované houby se sleduje vradé zkumavek s tekutym
médiem obsahujicim rizné koncentrace antimykotika. Jako MIC se hodnoti
nejniz8i koncentrace, pfi které nedochazi k makroskopicky pozorovanemu
rastu. Tato metoda je pfesnd a reprodukovatelna pro testovani kvasinek
(Otcenasek et al., 1990).

Mikrodiluéni bujénova metoda

Tato metoda umozriuje rutinni stanoveni MIC u vétsiho poétu antimykotik a
v celych souborech kmenl. Je provadéna v polyetylénovych mikrotitracnich
destiékach s kulatym dnem jamek. Hodnoty MIC odeéitame vizuélné v prvni
jamce, ve které neni zaznamenan narust (Ot¢enasek et al., 1990).

Agarova diluéni metoda

Je spolehliva a pfesna metoda, pfi které je testovana latka inkorporovana do
agaru a testované kmeny hub inckulovany na povrch agarové plotny, to
mozriuje testovat na jedné plotné vice kmenG. Tato metoda je vSak casové,
technicky i materidlové naroéna. Jeji vyhodou je snadnost odecitani, nevyhodou
nemoznost stanoveni MFC (OtSenasek et al., 1990).

4.1.4.2. Difuzni agarova technika

Difazni diskovy test

Je kvalitativni test, ktery je pouzivan jako screeningova metoda, ktera se
snazi poskytnout Uplnou informaci o stupni citlivosti testovaného kmene, to
znamena odhalit potenciondiné rezistentni kmeny hub. Metoda je provadéna na
Mdller-Hintonové agaru s 2% glukézy a thymolovou modfi, ktery se prelije
suspenzi kvasinky a pfebytek suspenze se po chvili odsaje. Nasledné se na
povrch agaru nanesou antimykotické disky (ITEST plus Hradec Kralove).
Antimykotikum z disku difunduje do naofkované agarové plidy a vytvari se
koncentraéni gradient, ktery brani houbé (podle stupné jeho citlivosti) v jejim
rastu. Sleduje se pramér zény inhibice rustu kolem diskl obsahujicich
antifugalni latku. Jedna se o. amfotericin B, nystatin, natamycin, ketokonazol,
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mikonazol, klotrimazol, flukonazol, ekonazol, flucytosin, itrakonazol. Odecitame
po 24 hodinové inkubaci pfi 37°C (Buchta et al., 2002).

4.1.4.3. Komeréni soupravy k testovani citlivosti hub k antimykotikim in vitro

Nejcastéji se u nas setkavame s E - testem a Fungitestem.

Gradientova difiizni metoda - E-test (AB Biodisk)

Na agar inokulovany suspenzi testované kvasinky se pfiloZi dlouhy
kalibrovany prouzek obsahujici gradient koncentraci antimykotika. Po pfilnuti se
diftizi vytvoii kontinuélni koncentraéni gradient podél prouzku a kolmo smérem
od n&. Na prouzku je oznadena stupnice shodnotami minimalni inhibicni
koncentrace (MIC). Rust citlivych kmen(i se projevi vznikem zdny inhibice, ktera
mé tvar kapky, jez svym ostrym koncem zasahuje pravé do mista, kde je
koncentrace antimykotika rovna MIC. Metoda je nendrocna na provedeni, navic
Ize pomoci této metody testovat vldknité houby véetné aspergill. Nevyhodou
jsou relativné vysoké naklady na testovani jednoho antimykotika (Buchta et al.,
2002).

Fungitest {Bio-Rad)

Testuje dvé koncentrace u kazdého z antimykotik. Jedna se o
semikvantitativni test u kterého testovaci koncentrace predstavuji hrani¢ni
J koncentrace, na zakladé kterych testované izolaty kvasinek spadajici do
kategorie citlivy (inhibovany obé& koncentrace), intermediatni (rezistentni k nizsi,
ale citlivé k vy$$i koncentraci) a rezistentni (rezistentni k obéma koncentracim).
Test je dodavan ve formé mikrotitratni destiky s dvéma fadami jamek
reprezentujici dvé koncentrace Sesti testovanych antimykotik, ve kterych je
dehydratované médium s redox indikatorem. Sougésti testu je pozitivni a

negativni kontrola. V pfipadé citlivého kmene se barva nezméni, ale v pfipadé
rezistence dany kmen v dané koncentraci roste a na zékladé pfitomnosti pH
indikatoru zplsobi zménu barvy média z modré na rizovou (Buchta et al.,
2004).
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4.1.4.4. Qstatni metody
Vedle tradiéné pouzivanych diluénich a agarovych difaznich technik byla

vyvinuta rfada dalsich metod:

Kolorimetrické metody
Jednd se o modifikované diluéni bujonové metody, které pomoci pH
indikdtoru (Alamarovd modi) nebo na zakladé metabolické piemény

wewr

cilové koncentrace a tim i hodnotu MIC (Buchta et al., 2002).

Diluéni bujénovy test

Spoéiva v inkorporaci Alamarové modri do testovaného média, ktera slouzi
jako citlivy pH indikator, reagujici na metabolickou aktivitu houby zménou
Zbarveni pudy z modré na ¢ervenou (Buchta et al.,2002).

Diluéni bujénovy test s tetrazoliovymi solemi (XTT, MTT)

Princip vychazi z redukce tetrazoliovych soli XTT neboc MTT
mitochondrialnimi dehydrogenazami metabolicky aktivnich hub. Vysledkem je
zména zluté barvy soli na tmavé modrou. Provedeni testu spociva v pfidani
roztoku tetrazoliové soli do kazdé jamky desticky s testovanou koncentraci
antimykotika pred odecitanim MIC (Buchta et al., 2002).

Pratokova cytometrie

Metoda méfi zménu membranového potencidlu kvasinky zpUsobeného
antifugaini latkou. Vysledkem poskozeni plazmalemy jsou zmény v metabolické
aktivité kvasinky. Hodnota poskozeni je nepfimo Umérna mife poskozeni
kvasinkové bunky. Vyhodou pratokové cytometrie je rychlost a pfesnost
provedeni (Buchta et al.,2002).

4.1.5. Imunologické vySetreni

Je zaloZeno na reakci antigenl a protilatek. Antigeny jsou v tomto pfipadé
mikroorganismy a jejich produkty, které vyvolavaji tvorbu protilatek. Vztah mezi
protilatkou a antigenem je velmi specificky, tzn. 2e protilatka reaguje pouze
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s antigenem na jehoz popud vznikla. Pomoci znamého antigenu mizeme
identifikovat protildtku a pomoci znamé protildtky mizeme stanovit antigen.
Vysetreni se provadi predevsim u nékterych systémovych mykdz vyvolanych
dimorfnimi houbami nebo oportunnimi kvasinkami a aspergily (Buchta et
al.2002).
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