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Ma bakalarska prace je zamérena na laboratorni diagnostiku dermatofytoz.
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2. Pouzité zkratky
Ag - antigen
CEP - Counter imunoelectrophoresis (protismérna imunoelektroforéza)

CSLM - Confocal scanning laser microscopy (konfokalni skenovaci laserova
mikroskopie)

CSTM - Confocal scanning tandem microscopy (konfokalni skenovaci tandemova
mikroskopie)

DNA - Deoxyribonucleid acid (deoxyribonukleova kyselina)

EELS - Electron energy loss spectrometry (spektrometrie na zakladé ztraty energie
elektronu)

EIA - Enzyme immuno assay (enzymova imunoanalyza)

ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay (enzymovda imunoanalyza za poufZiti
pevné faze)

ID - Imunodifuze

ICBN - International code of botanical nomenclature (Mezinarodni kéd botanické
nomenklatury)

IgA, IgE, IgG a IgM - Imunoglobulin A, E,Ga M
ITS 1,2 - Internal transcribed spacer

KF - Komplementfixace

KOH - hydroxid draselny

KT - Kozni test

MALDI-TOF MS - Matrix assisted laser desorption ionization- time of flight mass
spectrometry (hmotnostni spektrometrie s analyzatorem doby letu, pfi které se
provadi ionizace laserem za Ucasti biomatrice)

MI - Migra¢ni index
MIT - Migracné inhibicni test
MO - Migrace leukocytll bez pfitomnosti antigenu

MX - Migrace leukocytt v pfitomnosti antigenu



NaCl - Chlorid sodny

NaOH - Hydroxid sodny

PCR - Polymerase chain reaction (polymerazova retézova reakce)
rDNA - ribozomalni DNA

RAPD - PCR - Random amplification of polymorphic DNA (PCR zaloZzena na ndhodné
amplifikace polymorfnich tsek( DNA)

RFLP - Restriction fragment length polymorphism (polymorfizmus délky restrikénich

fragment()

SEM - Scanning electron microscopy (rastrovaci elektronova mikroskopie)
SGA - Sabouraud(v glukézovy agar

TEM - Transmission electron microscopy (transmisni elektronova mikroskopie)

TL - Transformace lymfocyta



3. Uvod

Dermatofyty jsou keratinofilni houby nalezici do rod0 Trichophyton,
Epidermophyton a Microsporum. Onemocnéni, kterd zpUsobuji, se nazyvaji
dermatofytézy. Pro tato onemocnéni se vyuziva také pojmenovani tinea ve spojeni
s mistem anatomické lokalizace postizeni, prfikladem je tinea pedis, coi je
dermatofytova infekce nohou. Dermatofyty jsou jednou z nejcastéjSich pficin
povrchovych infekci vlastl, kGiZze a nehtl u ¢lovéka. Podle jejich rezervoaru se déli na
antropofilni, zoofilni a geofilni druhy. Mezi nej¢astéjsi antropofilni dermatofyty radime

Trichophyton rubrum a Trichophyton tonsurans.

Cetnost téchto infekci je dana tim, Ze dermatofyty jsou primarné patogenni houby,
které postihuji, jak populaci zdravych, tak i populaci s oslabenou imunitou. V nékterych
pfipadech muiZe byt jedinec pouze asymptomatickym nositelem téchto hub. Pfenos je
prostrednictvim ptrimého kontaktu s infikovanou osobou, prostifednictvim infikovanych

koznich bunék, vlasd, nebo predmétu.

Pro diagnostiku dermatofytdz se wvyuzivd celd fada laboratornich metod a
v soucasné dobé mezi nejpouzivanéjsi patfi svételna mikroskopie louhového preparatu
a kultivace i vzhledem ke svym nevyhodam. Kultivace dermatofytd trva tfi tydny a ne
vzdy nam dava spolehlivé vysledky, proto je v dnesni dobé snaha vyvinout metody,
které poskytuji spolehlivé vysledky béhem kratké doby. Spravné urceni druhu

dermatofyta je dulezité pro spravné nasazeni lécby.

4. Zadani - cil prace

Tato bakalarska prace je zpracovana za Ucelem ziskani informaci o taxonomii,
nomenklatufe dermatofyt, jejich vlastnostech, onemocnénich, ktera zpUsobuji a |é¢bé.
Hlavnim cilem prace je vytvorit prehled metod a novych trend( vyuZivanych pro

laboratorni diagnostiku dermatofytdz.
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5. Obecné vlastnosti dermatofyt

Dermatofyty jsou skupina spolu Uzce souvisejicich mikroskopickych hub, které
maji schopnost napadat zrohovatélé tkané (kGzi, vlasy a nehty) lidi a zvifat. Infekce,
které zplsobuji, nazyvame dermatofytdzy nebo tinea a jsou vétSinou pravé zpravidla
omezeny na nezivé a zrohovatélé vrstvy kize. Je to z divodu neschopnosti téchto hub
proniknout hloubéji do tkané u imunokompletnich hostitell. Reakce organizmu na tyto
infekce mohou byt rlizné, od mirnych aZz po velice zavazné. Zavisi to na reakci hostitele
na produkty metabolizmu téchto hub, na virulenci druhu, na anatomické lokalizaci a na

mistnich faktorech Zivotniho prostredi (Weitzman a Summerbell 1995).

Dermatofyty jsou jednou z nejcastéjSich pric¢in houbovych infekci u lidi. Ro¢né se
jimi nakazi miliény jednotlivcli. Pfikladem dermatofyty zplsobeného onemocnéni je
tinea pedis (atletickd noha), coZ je onemocnéni, které vedlo v novodobé historii
k imobilizaci vyznamného poctu americkych vojakd. Dalsi druhy zpUsobuji napfiklad
tinea capitis. Tinea capitis postihuje pokozku hlavy a je to vyznamny pediatricky

problém v méstskych oblastech.

Zodpovidaji za infekce na rlznych c¢astech téla véetné nohou, trupu, pokozky
hlavy a neht(. Na rozdil od ostatnich hub se pfenaseji snadno a mohou zpUsobovat
infekce, jak u zdravych jedincl, tak i u jedinch s néjakou dysfunkci imunity, coz
znamend, Ze jsou primarné patogenni. Odhady naznacuji, Ze 30-70 % jedinc( jsou
asymptomatickymi nositeli téchto hub. Prendsi se infikovanymi koznimi bunkami a
vlasy, ale také prfimym kontaktem a to zejména u déti. Tyto infekce se bézné Sifi ve
verejnych zafizenich, jako jsou télocvicny a bazény. Jejich vyskyt je castéjsi u muzl a je
spojen predevsim s teplymi a vlhkymi podminkami (uzaviené a vysoké boty). Dale jsou
také spojovany se specifickymi vékovymi skupinami (dospivajici v puberté, v dospélosti

a ve stari) (White a Henn 2010).

Za poslednich 20 let byl zaznamendn rostouci pocet plisnovych onemocnéni
shodny s dramatickym narlstem téZice imunokompromitovanych pacientll. Tyto
infekce byvaji zplsobeny predevsim poskozenim hostitelskych obrannych mechanizm(
vlivem virové infekce, hematologickych poruch, jako jsou nékteré leukémie, vlivem

transplantace organu i agresivnéjSimi a intenzivnéjSimi lékarskymi postupy. Mnoho
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klinickych postup(, jako je chirurgie, pouzivani katetrd, injekci, zareni, chemoterapie,
antibiotika a steroidy jsou rizikovymi faktory pro vznik plisnovych onemocnéni (Guarro

et al. 1999).

Tyto mikroskopické houby rozdélujeme do tfi skupin na zakladé jejich vyskytu a
zpUsobu prenosu. Jsou to antropofilni, zoofilni a geofilni druhy. Geofilni druhy se
vyskytuji v pidé a jen malokdy zpUsobuji infekce u lidi. Zoofilni druhy se vyskytuji u
zvirat i lidi, ale infekce zpUsobuji zfidka, obvykle zpUsobuji akutni zanét po infekci.
Antropofilni druhy nemaji zviteci rezervoar a zpUsobuji infekce nejcastéji, proto jsou
také velmi dobre kontrolovany. Nejcastéji zplUsobuji chronické infekce, které vznikaji

nasledkem jejich adaptace lidskému hostiteli.

Schopnost pohlavné se rozmnoZovat zavisi u dermatofytd na typu hostitele.
Antropofilni druhy ztratily schopnost se sexudlné rozmnozovat a jsou klonalni. Tato
klonalni reprodukce muZe byt u antropofilnich dermatofytd vysledkem intenzivniho
imunitniho tlaku ze strany hostitele. Mnoho druh( dermatofytli ma pohlavni cyklus,
ktery zahrnuje sexualni stadium houby zndmé, jako teleomorfa. Zda se, 7e vétsSina
geofilnich druhd ma Zivotaschopny pohlavni cyklus, zoofilni druhy si ho zachovavaji
zfidka a antropofilni druhy ztratily schopnost dokoncit pohlavni cyklus. To naznacuje,
Ze vétsSina antropofilnich druhl véetné Trichophyton rubrum se reprodukuji klonalng, a
Ze jedna nebo nékolik klonalnich linii mohou byt zodpovédné za chronické mykotické

infekce u lidi (White a Henn 2010).

Tyto houby jsou specializované na degradaci bilkovin. Rad Onygenales obsahuje
nékteré celedi (Arthrodermataceae), které jsou specializované na rozklad
zaruvzdornych proteinl (napftiklad keratin). Druhy Arthroderma, véetné anamorfnich
dermatofyt a jejich sexudlnich stadii produkuji enzymy, které degraduji keratin a dalsi
proteiny. Tyto enzymy se nazyvaji keratindzy a jsou produkovany vsemi studovanymi

dermatofyty (Weitzman a Summerbell 1995).
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6. Taxonomie a nomenklatura dermatofyt

6.1 Taxonomie

Taxonomie je umély systém pro klasifikaci Zivych organizmi. Pro tento ucel
mohou byt pouZity rlizné koncepty o tom jak definovat druhy. V uplynulych letech nam
pomohla analyza DNA l|épe pochopit fylogenetické vztahy dermatofyt a tim odlisit i
jednotlivé druhy dermatofyt. V nékterych pripadech druhy dfive povaZované za
samostatné jsou dnes synonymni. Taxonomické poradi dermatofytl musi byt neustale

aktualizovano (Brash 2008).

AZ teprve pred nékolika lety se staly patogenni houby dobfe definovanou
skupinou, nékteré z nich vsak byly omezeny na zemépisné oblasti a byly dobtfe znamy
pouze klinickymi lékati. Nicméné situace se vSak nyni vyrazné zmenila, kazdy rok se
objevuje asi 20 novych infekénich agens. Tyto nové oportunni patogeny zvysily zaklad
znalosti Iékafské mykologie a byly také pozorovany neocekavané zmény ve strukture
mykotickych infekci u lidi. Je také mozné, Ze vétSina nové hlasenych infekci odhalila
taxony, které drive prosly bez povsimnuti, diky nedostatecné diagnostické odbornosti.
Tato situace a rychly objev velkého mnoiZstvi patogend vytvorily rostouci zdjem o
houbové systematiky. Tato taxonomie je dynamicka a progresivni disciplina, ktera tedy
vyzaduje zmény v nomenklature. Tyto zmény jsou vSak ¢asto obtizné pochopitelné pro
lékare a klinické mikrobiology. Dalsi komplikaci pro nezkusené mykology je to, Ze
houby jsou vétSinou klasifikovany na zakladé jejich vzhledu spiSe nez na zakladé jejich
biochemickych a nutri¢nich vlastnosti. To znamend, Ze v taxonomii hub mohou byt
pouzity rizné koncepty. Obecné plati, Ze Iékarsti mykologové jsou obeznameni pouze
s jednim patogennim aspektem hub a to fazi, kterd se vyviji podle nepohlavniho
rozmnoZovani. Obvykle mikrobiologové ignoruji nebo maji malo informaci o sexualnim
stadiu téchto organizmU. Nicméné, sexudini faze jsou zakladem taxonomie a
nomenklatury hub. Zda se, Ze v blizké budoucnosti ndam budou umoznovat molekularni
techniky pfipojit patogenni a oportunistické houby k jejich sexudlnimu stadiu a zaclenit

je k ptirozenéjsimu taxonomickému systému (Guarro et al. 1999).

V pfedchozim odstavci bylo zminéno, Ze existuje nékolik konceptli v druhové

taxonomii. Jednim z konceptll je morfologicko-fyziologicko druhovy koncept. Tento
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koncept je zaloZen pouze na pfimé mikroskopii odebranych vzorkd a na klinickych
pfiznacich pacienta infikovaného dermatofytem. DalSimi koncepty jsou ekologicky,

biologicky, fylogeneticky a polyfazicky druhovy koncept (Cmokova 2013).

Pivodce dermatofytdz radime do oddéleni Deuteromycota, tridy Hyphomycetes
a do tfi anamorfnich rod0 Trichophyton, Epidermophyton a Microsporum. Nékteré
dermatofyty, které jsou schopny sexudlni reprodukce, hlavné zoofilni a geofilni druhy
Microsporum a Trichophyton fadime do teleomorfniho rodu Arthroderma, celedi
Arthrodermataceae, fad Onygenales a oddéleni Ascomycetes (Weitzman a Summerbell

1995).

6.2 Nomenklatura

Nomenklatura dermatofyt se fidi mezinarodné uzndvanymi pravidly latinské
binomiky. Pravidla, ktera fidi bionomeklaturu jsou velmi rozmanita a zdavisla na typu
organizmu. Nazvoslovi hub se fidi Mezinarodnim kédem botanické nomenklatury
(ICBN- International Code of Botanical Nomenclature), ktery je v platném znéni pfijat
Mezinarodnim botanickym kongresem. Veskeré navrhované zmény kodu jsou
publikovany v casopise Taxon, coz je oficidlni ¢asopis mezinarodni asociace pro
rostlinnou taxonomii a poté Mezinarodni botanicky kongres diskutuje o schvaleni
téchto zmén. Tento kéd ma za cil poskytnout stabilni zplUsob pojmenovavani
taxonomické skupiny, vyloudit a odmitnout jména, ktera mohou zpUsobit chyby,

dvojznacnost, nebo zmatek (Guarro et al. 1999).

7. Morfologie dermatofyt

Klasifikace a identifikace hub je na rozdil od jinych patogen( zaloZena predevsim
na morfologickych kritériich. Pro studium mikroskopické morfologie hub je vyZzadovano
pouziti svételného mikroskopu. Bohuzel je vétSina hub pfti infekcich ve vegetativni fazi
a v hostitelské tkani jsou pozorovany pouze ¢asti hyf nebo jiné nespecifické struktury. |
kdyZ pigmentace, tvar téchto hyf a pritomnost ¢i nepfitomnost septa nam muze dat
predstavu o identité houby, je vSak nutna houbova kultura pro presnou identifikaci

(Guarro et al. 1999).
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Dermatofyty fadime mezi dimorfni houby. Coz znamena, Ze se tyto houby
vyskytuji ve dvou formach a to saprofytické a parazitarni. Parazitarni formu nachazime
ve vrstvach obsahuijici keratin, zde jsou hyfy a arthrospory, coz jsou vlastné bunécéné
fragmenty z rozpadu hyf. Saprofytické stadium roste na agaru, vytvari zde mycelia
s rlznym povrchem a zbarvenim. Prdvé saprofytické stadium a jeho struktura ma
zasadni vyznam pro diagnostiku onemocnéni zpisobenych témito patogeny (Bednar et

al. 1996).

Télo dermatofyt neboli stélka (thallus) se skladd z vlaken, ktera maji nestejné
tvary. Tato vlakna nesou rozmnozovaci bunky. Vldakna tvofici stélku nazyvame hyfy a
splet hyf je oznacovana jako mycelium. Existuji dva typy mycelii, a to mycelium
vegetativni a mycelium vzdusné. Vegetativni mycelium se nachazi v Zivném médiu, ze
kterého si bere latky potfebné pro zivot. Mycelium vzdusné roste za pfistupu vzduchu.
Mycelium muZe nést reprodukéni organy, nebo mulze byt bez nich. Mycelium
s reprodukénimi orgdny nazyvame reprodukéni mycelium. Jeden druh mycelia mize

prejit v jiny a naopak (Hibschmann a Fragner 1962).

Pro dermatofyty je charakteristické, Ze jednotliva vlakna tvofici mycelium jsou
septovand. Podle struktury a usporadani vldken rozliSujeme nékolik typl mycelii.
Spiralni mycelia jsou charakteristicka vlakny spiralovitého tvaru. Raketova mycelia maji
vldkna, kterd jsou tvorfena bunkami kyjovitého tvaru. DalSimi typy jsou mycelia
hrfebenovitd a parohovitd. Hiebenovita mycelia tvori bunky, které maji na svém
povrchu jednotlivé vybézky. Parohovita mycelia maji také na povrchu vybézky, které
jsou vsak slozitéji vétveny. Poslednim typem mycelia je mycelium svydutémi

(Hibschmann a Fragner 1962; Franc a Hejzlar 1984).

Stélka dermatofyt nese na svém povrchu konidie, coz jsou reprodukéni buriky
vzniklé nepohlavni cestou (napf. pucenim). Jsou to jednoduché bunky rlznych tvarq,
které se mohou nachazet jednotlivé nebo v uskupeni. RozliSujeme dva typy konidii a to
mikrokonidie a makrokonidie. Mikrokonidie se u dermatofytl nachazeji na hyfach po
strandch. Zde mohou byt uspofadany po jednom, nebo v uskupeni. Mikrokonidie
mohou mit rlizné tvary, zpravidla vSak maji ovalny nebo hruskovity tvar. Makrokonidie
jsou velké a maji rdzné tvary. VétSinou jsou protdhlého, vietenovitého, nebo

hruskovitého tvaru. Mladé makrokonidie tvoti jedna burnka, kterd se postupné
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rozdéluje na jednotlivd septa prepazkami. Stejné jako u mikrokonidii mohou byt
jednotlivé, nebo v uskupeni. Kromé téchto typl konidii, se u dermatofytl vyskytuji
jesté chlamydospory, coz jsou bunky, které maji velice silnou sténu. VétSinou jsou
pfitomny tehdy, kdyZz nejsou vhodné podminky pro Zivot téchto hub. Mohou byt

postranni, vmezerené (interkalarni) a koncové (Hiibschmann a Fragner 1962).

7.1 Rod Epidermophyton

Hlavnim predstavitelem je Epidermophyton floccosum. Rod Epidermophyton ma
makrokonidie Siroce kyjovité, hladké s tenkou az stfedné silnou sténou a s jednim az
deviti septy. Obvykle jsou v hojném poctu a jsou jednotlivé nebo ve skupinach. Jejich
velikost je 20-60 x 4-13 um. Mikrokonidie chybi. Tento rod ma pouze dva zndmé druhy

a pouze E. floccosum je patogenni (Weitzman a Summerbell 1995).

7.1.1 Epidermophyton floccosum

Na Sabouraudové glukézovém agaru (SGA) rostou kolonie obvykle pomalu, maji
zelenohnédou, nebo khaki barvu s povrchem pfipominajici semis, uprostied jsou
zvednuté a narasené, okraje maji ploché a vnofené do agaru. Starsi kultury mohou
vytvaret pleomorfni chomacky podhoubi. Obvykle je pfitomen tmavy Zluto-hnédy
spodni pigment (Obr. 1). Pro tento druh jsou charakteristické tenkosténné
makrokonidie, které jsou vétsinou v trsech a rostou pfimo z hyf (Obr. 2). Mikrokonidie

nejsou pritomny (Mycology Adelaide 2014 [online]).
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Obrazek 1: Makroskopicky vzhled Epidermophyton floccosum s pleomorfnimi

chomacky podhoubi.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide 2014, citovano
[28.3.2014]. Dostupné zZ:

http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/Epidermophyton1.gif

BN
Obrazek 2: Mikroskopicky vzhled Epidermophyton floccosum s typickymi

tenkosténnymi makrokonidiemi.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide c2014, citovdno
[28.3.2014]. Dostupné z:

http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/Epidermophyton2.gif

Epidermophyton floccosum je antropofilni dermatofyt s celosvétovym
vyskytem. Casto zplisobuje tinea pedis, tinea cruris, tinea corporis a onychomykdzy.

Neni znamo, Ze by in vivo napadal vlasy (Mycology Adelaide 2014 [online]).
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7.2 Rod Microsporum

Hlavnimi zastupci jsou Microsporum canis a Microsporum gypseum.
Makrokonidie jsou charakterizovany pritomnosti nerovné stény, kterd mize byt jemné
drsna, ostnatd nebo bradavicnata. Makrokonidie mohou mit tenké, stredné silné az
tlusté stény, maji od jednoho az do patnacti sept. Jejich velikost je 6-160 x 6-25um.
Mikrokonidie jsou prisedlé nebo pripojené stopkou a tvar maji kyjovity. Obvykle jsou
usporadany jednotlivé podél hyf nebo v hroznech, jako napfiklad u Microsporum

racemosum, coz je vzacny patogen (Weitzman a Summerbell 1995).

Do rodu Microsporum tadime napfiklad Microsporum audouinii, Microsporum

canis, Microsporum gypseum a Microsporum persicolor (Franc a Hejzlar 1984).

7.2.1 Microsporum audouinii

Kolonie jsou na Sabouraudoveé glukdzovém agaru ploché, rozprostiené, Sedavé-
bilé az svétle Zlutohnédé, povrch pfipomina husty semis. Spodni ¢ast mlie byt
Zlutohnédé aZz cervenohnédé barvy. Nékteré nemusi mit spodni pigment (Obr. 3).
Makrokonidie a mikrokonidie jsou pfitomny jen zfidka, vétSina kultur je sterilnich.
Nékteré vsak mohou pfilezitostné produkovat silnosténné koncové nebo interkalarni
chlamydospory (Obr. 4). KdyZz jsou pritomny makrokonidie, tak jsou obvykle delsi,
hladsi a vretenovitého tvaru, ktery je vétSinou nepravidelny. Pokud jsou pFitomny
mikrokonidie, tak maji hruskovity az kyjovity tvar a jsou podobné u vétsiny druht
Microsporum. Mohou zde byt hifebenovité nebo raketovité hyfy (Myclogy Adelaide
2014 [online]).
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Obrazek 3: Kultura Microsporum audouinii na Sabouraudové agaru.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide c2014, citovdno
[28.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/aud1l.gif

Obrazek 4: Interkalarni chlamydospory typické pro Microsporum audouinii.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide c2014, citovdno
[28.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/aud2.gif

Je to antropofilni houba zplsobujici nezanétlivé infekce pokozky hlavy a klize
zejména u déti. Byvala jednou z nejcastéjsich pricin epidemii tinea capitis v Evropé a
Severni Americe, nyni se vSak stavd méné frekventovanou (Mycology Adelaide 2014

[online]).

7.2.2 Microsporum canis

Kolonie jsou na SGA agaru ploché, Sifi se do okoli, maji bilou az krémovou

barvu, povrch je podobny baviné a ma radidlni ryhy. Spodni ¢ast je zlatozlutd az
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hnédoZluta, nékdy muze byt i bez pigmentu (Obr. 5). Makrokonidie jsou vétSinou
vietenovité s5-15ti bunkami, jsou bradavicnaté a silnosténné a na konci maji
termindlni knoflik. Velikost je 35-100 x 12-25 um (Obr. 6). Mikrokonidii byva jen nékolik

a tvar maji hruskovity az kyjovity (Mycology Adelaide 2014 [online]).

Obrazek 5: Kolonie Microsporum canis.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide c2014, citovdno
[28.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/canis2.gif

Obrazek 6: Typické vietenovité makrokonidie Microsporum canis.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide c2014, citovdno
[28.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/canis3.gif
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Je to celosvétové rozdifeny zoofilni dermatofyt. Casto zplsobuje koZni
onemocnéni u lidi a to zejména u déti. Napada vlasy, kGZi a nehty zfidka. Hlavnimi

zdroji infekce jsou kocky a psi (Mycology Adelaide 2014 [online]).

7.3 Rod Trichophyton

Hlavnim predstavitelem je Trichophyton rubrum. Makrokonidie maji hladkou
obvykle tenkou sténu s jednim aZ dvanacti septy. Jsou hrazeny jednotlivé nebo ve
skupinach a mohou byt prodlouzené, ve tvaru tuzky, kyjovité, vietenovité nebo
valcovité. Velikost maji 8-86 x 4-14um. Mikrokonidie jsou obvykle hojnéjsi nez
makrokonidie a mohou byt kulovité, hruskovité, kyjovité, prisedlé nebo na stopce.
Nachazeji se bud” jednotlivé po stranach hyf nebo vuskupeni ve tvaru hroznl

(Weitzman a Summerbell 1995).

Do rodu Trichophyton patfi naptiklad Trichophyton rubrum, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton schoenleinii, Trichophyton tonsurans, Trichophyton
violaceum, Trichophyton verrucosum, Trichophyton equinum, Trichophyton
concentricum, Trichophyton ajelloi, Trichophyton soudanense, Trichophyton megnini,

Trichophyton gourvilii, Trichophyton simii a dalsi (Franc a Hejzlar 1984).

7.3.1 Trichophyton rubrum
RozliSujeme dva typy T. rubrum, typ prachovy (jemny) a typ zrnity.

Zrnity typ ma kolonie na Sabouraudové glukézovém agaru ploché az mirné
vyvysené s povrchem jako semi$ a maji bilou az krémovou barvu (Obr. 7). Spodni
pigment je rdZovocerveny. Mikroskopicky se zrnity typ vyznacuje stfedni aZ bohatou
produkci kyjovitych aZ hruskovitych mikrokonidii a stfedni az vysokou produkci
tenkosténnych makrokonidii doutnikovitého tvaru. Makrokonidie miZe nebo nemusi

mit koncové privésky (Obr. 8).
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Obrazek 7: Makroskopicky vzhled zrnitého Trichophyton rubrum.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide 2014, citovano
[29.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/granl.gif

Obrazek 8: Mikrokonidie a makrokonidie typické pro zrnity typ Trichophyton rubrum.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide c2014, citovdno
[29.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/gran3.gif

Jemny typ ma kolonie na Sabouraudové glukdézovém agaru ploché az mirné
vyvysené s povrchem jako semiS aZz prachovym (Obr. 9). Spodni pigment ma
Zlutohnédou az vinové-Cervenou barvu (Obr. 10). Jemny typ se vyznacuje malou aZ

stfedni produkci Stihlych kyjovitych mikrokonidii (Obr. 11). Makrokonidie chybi.
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Obrazek 9: Kolonie Trichophyton rubrum prachovy typ.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide 2014, citovano
[29.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/downy1.gif

Obrazek 10: Typicky spodni pigment Trichophyton rubrum prachovy typ.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide c2014, citovdno
[29.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/downy2.gif
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Obrazek 11: Kyjovité mikrokonidie Trichophyton rubrum typ prachovy.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide c2014, citovdno
[29.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/downy3.gif

Je to antropofilni dermatofyt. Prachovy typ se stal nejrozsifenéjsim
dermatofytem zpUsobujici infekce u ¢lovéka. Casto zplisobuje chronické infekce kize,
nehtll a zfidka i pokozky hlavy. Zrnity kmen je castou pfiinou tinea corporis
v jihovychodni Asii a domorodcu Zijicich na severu Austrélie. Zrnity kmen je nadfazeny
prachovému typu. Ten se pozdéji vyvinul v mezerach mezi prsty (tinea pedis), kdyz byl
byvaly kmen importovan do Evropy na prelomu stoleti. Je také dullezité zminit, Ze
existuji kmeny, které se vyskytuji mezi témito dvéma kmeny (Mycology Adelaide 2014

[online]).

7.3.2 Trichophyton tonsurans

Kolonie mohou byt na Sabouraudové glukézovém agaru podobné semisi az
praskové. Uprostfed jsou vyvySené a vrascité, mohou mit radidlni ryhy. Barva je od
svétle Zlutohnédé (Obr. 12) az po Zlutou, tato forma se nazyva sulfureum form (Obr.
13). Spodni pigment se pohybuje od Zlutohnédé, cervenohnédé az po syté
mahagonovou. Hyfy jsou Siroké, pomérné nepravidelné, velmi rozvétvené s mnoha
prepazkami. Tvori mikrokonidie i makrokonidie. Mikrokonidie maji rlizné velikosti, tvar
a jsou v pravém uhlu k hyfdm. Makrokonidie se nachdzeji pfilezitostné, jsou hladké,
tenkosténné a nepravidelné (Obr. 14). Chlamydospory nachdazime ve starSich kulturach

(Mycology Adelaide 2014 [online]).
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Obrazek 12: Kolonie Trichophyton tonsurans na Sabouraudové glukézovém agaru.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide c2014, citovano
[29.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/tons2.gif

Obrazek 13: Sulfureum form Trichophyton tonsurans.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide ¢2014, citovano
[29.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/tonsl.gif

Obrazek 14: Mikrokonidie a makrokonidie typické pro Trichophyton tonsurans.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide c2014, citovano
[29.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/tons4.gif
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Antropofilni houba s celosvétovym rozsifenim. ZpUsobuje zanétlivé nebo
chronické nezanétlivé léze klze, neht( a pokozky hlavy. Je ¢astou pricinou tinea capitis

australskych domorodcti a americkych ¢ernochl (Mycology Adelaide 2014 [online]).

8. Laboratorni diagnostika

Spravna identifikace hub ma zasadni vyznam, nejen pro klinickou diagnostiku, ale
také vrostlinné patologii, v biotechnologiich, ¢i v ekologickych studiich. Je znamo
obrovské mnozstvi druhd hub, proto jsou taxonomové neustdle zaneprdzdnéni
poznavanim a popisovanim novych druh( a jejich uskupovanim do taxonu. Z tohoto
dlvodu se vétsiné druhll dostalo jen omezené studie a to predevsim studie jejich
morfologickych znak(. Nicméné, nékteré skupiny hub jsou studovany ve vétsi mire a
to zdlvodu jejich ekonomického ¢i patologického vyznamu. Kromé studia
morfologickych znakd se také vyuziva pro klasifikaci a identifikaci téchto hub také
citlivost vaci chemikaliim ¢i antimykotikiim, molekularni techniky, fyziologické a
biochemické testy, studium sekundarnich metabolitli, ubichinon systémy, ¢i slozeni

mastnych kyselin, bunécné stény a bilkovin (Guarro et al. 1999).

8.1 Odbér materidlu

Dalo by se fici, Ze odbér materidlu je jeden z nejdilezitéjsich krokl laboratorni
diagnostiky. Od spravného odbéru se ddle odviji celd laboratorni diagnostika. Je nékolik
zasad, které by se mély pred a pfi odbérech materidlu dodrzovat. Prvni a velice
dllezitou zasadou je vysazeni antimykotické |écby, uvadi se, Ze by to mély byt 2-3
tydny a u nehtovych infekci 6 tydn( prfed odbérem. Pro odbér je dllezité, abychom
pouzivali sterilni nastroje, abychom ziskali dostate¢né mnozstvi materialu, a aby byl

materidl z rGznych mist postizeni (Stuchlik 2007).

Prvnim krokem pfi odbéru jakéhokoliv materidlu, je peclivé ocisténi mista
postizeni pomoci 70 % alkoholu ¢i alkoholéteru. Pfedtim nez se provede vlastni odbér,

se musi nechat alkohol ¢i alkoholéter zaschnout (Vosmik a Skorepova 1995).

Odbér Supin kiZe se provadi tak, Ze se udéla seskrab z mista postizeni. Odbér je
nutno udélat z okraje |éze, kde se nachdzi nejvétsi mnozstvi hub v proliferacni fazi,
pomoci tupého skalpelu. Je dUllezZité, aby byl skalpel, se kterym pracujeme, pred
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vlastnim odbérem sterilizovan. Timto se zabrani Sifeni dalsi infekce (Vosmik a

Skofepova 1995; Otcenasek et al. 1990).

Odbér materidlu znehtd se provadi pomoci lancety. Materidl, ktery
potiebujeme pro vysetteni, se odebird ze spodni strany nehtu. Supinky, které ziskame,
jako prvni nepouzivame pro diagnostiku, protoze mohou obsahovat saprofyty. Vlastni
material, ktery bude slouzit pro vySetieni, se poté odebird nové vysterilizovanou
lancetou. Pro ziskdni nejvétsiho mnozstvi dermatofytl se provadi odbér materidlu

z mista mezi postizenou a zdravou oblasti nehtu (Vosmik a Skorepova 1995).

Vousy a vlasy se odebiraji jednoduchym zplsobem a to za pouziti epilacni
pinzety. Je duleZité k vySetfeni vybrat vlasy a vousy, které se liSi barvou, tvarem
popfripadé délkou od ostatnich. Pfi odbéru je dllezité ziskat vlasy s cibulkou a opét je
zadouci provést odbér z okraje léze. Odbér stfihanim nema pro diagnostiku zadny

vyznam (Otcenasek et al. 1990; Stuchlik 2007).

Pro odbér ze sliznic a z koznich lézi se vyuZiva sterilniho tampdonu. Odbér se
stejné, jako u odbéru Supinek kizZe a vlasli odebere z okraje. Po odebrani materialu

nasleduje okamzité naockovani na kultiva¢ni ptdu.

Kdyz dojde k postizeni glans penis, tak se provede otisk postizeného mista na
Sabouraudlv agar. Stolice se odebira do sterilni nadoby a méla by byt nejpozdéji do

dvou hodin dopravena do laboratore (Vosmik a Skofepova 1995).

8.2 Mikroskopické vysetrovaci techniky

Mikroskopické vySetfovaci techniky jsou ve vétsSiné ptipadd prvnimi
diagnostickymi technikami, které se provadéji pri podezieni na dermatofytové infekce
(Vosmik a Skofepova 1995). Jsou to jediné techniky pomoci, kterych jsme schopni
sledovat morfologii hub a jejich bunécnou stavbu. Tyto metody pozorovani nam
pomohly pochopit fyziologii hub a ukazaly ndm intracelularni a subcelularni struktury

(Ahmad a Khan 2012)
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8.2.1 Louhovy preparat

Jedna se o nejsnadnéjsi zplisob provedeni mikroskopického vysetfeni, nicméné
nam dava pouze priblizné vysledky. Sledujeme, jestli se ve vySetfovaném vzorku
nachazeji, nebo nenachdzeji hyfy. Pfi tomto vysetfeni hraje dlleZitou roli zkuSenost
pracovnika. NezkusSeny pracovnik mize zaménit artefakty podobné vlaknim za vldkna
hub, nebo v pfipadé pfitomnosti arthrospor a blastospor muizZe dojit k tomu, Ze

houbova infekce neni diagnostikovana (Vosmik a Skorepova 1995).

Louhovy preparat se pouziva pro diagnostiku povrchovych houbovych infekci.
Provedeni, jak bylo napsano vyse, je velice jednoduché. Zac¢ina se nanesenim 20 % (10
%) roztoku hydroxidu draselného (nebo hydroxidu sodného) na podlozni sklicko, poté
se prida odebrany material, priklopi se krycim sklickem a necha se cca hodinu
macerovat. Pro urychleni pripravy preparatu se muze sklicko s nanesenym vzorkem
zahtat nad plamenem. Pfidani KOH nebo NaOH slouzi k projasnéni materidlu (Vosmik a
Skofepova 1995; Otlenasek et al. 1990). Nékdy se také muZe pfidat do roztoku
hydroxidu draselného Cerny nebo modrocerny inkoust pro zvyraznéni houbovych

organizmu a jejich oddéleni od okolniho bunééného odpadu (Brodell et al. 1991).

Louhovy preparat ma jednu velkou nevyhodu a tou je, Ze je to preparat, ktery
neni trvaly. K prodlouzeni doby uchovani se vyuziva glycerolu, ktery se pfida k roztoku
louhu. Dalsi nevyhodou je, Ze tato metoda neni pfiliS vyhovujici pro pfipravu
louhového preparatu z vlas(, je to z dlvodu jejich rychlé degradace (Otéenasek et al.

1990).

8.2.2 Fluorescencni mikroskopie

Mikroskopicky dlikaz dermatofyt je znacné zlepSen a urychlen zavedenim
pouzivanim fluorescen¢niho mikroskopu v mykologickych laboratofich. Pfiprava vzork(
pro fluorescentni mikroskopii je snadna a rychla. Dalsi vyhodou je Ze, roztok pro
fluorescenéni barveni vydrzi dostate¢né dlouho (Haack et al. 1987) a Ze je tato metoda
velice citliva. Fluorescen¢ni mikroskopie umoznuje detekci fluorescencnich sloucenin i

ve velice malém mnoizstvi jako je 10 *® mol (Ahmad a Khan 2012). Tato metoda vede
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ke znaénému sniZeni casu potrfebného khodnoceni prepardtu. Pro konecénou

identifikaci dermatofyt je vSak nutné mit houbovou kulturu (Haack et al. 1987).

Fluorescence mlze byt indukovédna Sirokou Skdlou sloucenin, jako jsou
napriklad fluorescencni barviva, specifické protilatky nebo lektiny, které jsou
konjugované s fluorescenénimi markery nebo latky, které fluoreskuji v urcitych
chemickych prostiedich (Ahmad a Khan 2012). Pro fluorescencéni barveni hub se
vyuziva optického rozjasrfiovace Blankofor. Je to diky jeho vysoké afinité k@ -
glykosidicky vazanym polysacharidiim, coZ ho ¢ini byt vhodnym pro sledovani glukanu
a chitinu vbunécné sténé kvasinek a plisni (Richel a Schaffrinski 1999). Dalsim
fluorescenénim barvivem je calcofluor. Calcofluor je fluorescencni barvivo, které muze
byt pouzito, jako specifickd sonda pro lokalizaci vazby B1-3 a B1-4-D glukanu, které
jsou v celuldze a chitinu (Ahmad a Khan 2012; Kotnik 2007).

Provedeni také neni nijak zvlast naroéné. Materidl je umistén na podloZni
sklicko, pridaji se dvé kapky 10 % KOH a smés se smicha. Pak se pfidaji dvé kapky
fluorescencniho barviva, opét se smés zamicha a navrch se pfiloZi kryci sklicko. Takto
zhotoveny preparat je vystaven ultrafialovému svétlu a lze pozorovat zelené svitici

¢asti hub (Kotnik 2007).

Nevyhodou tohoto typu mikroskopie je to, Ze je pouzivana jen zfidka, protoze je
tfeba mit specidlni zafizeni. Ddle si musime dat pozor na kontaminanty preparatu,
které maji ve své strukture chitin nebo celuldzu, protoze nam mohou davat falesné
vysledky. Mezi tyto kontaminanty fadime rlzné rostlinné soucasti, textilni vldkna a

podobné. (Vosmik a Skorepova 1995).

8.2.3 Konfokalni mikroskopie

Je to technika, kterd byla vyvinuta, jako technika s vyhodami oproti svételné
mikroskopii. Konfokalni mikroskop se liS§i od svételného mikroskopu ve zpusobu
zachyceni obrazu a jeho dopravenim do obrazovky pocitace. Hlavni rozdil mezi nimi je
v umisténi Stérbiny v ohniskové roviné obrazu. U konfokdlni mikroskopie vstupuje
laserovy paprsek do hlavy mikroskopu, prochazi dol(i a dostava se ven z objektivu na
povrch sklicka, kde dochazi k excitaci fluorescen¢niho barviva ve vzorku. Fluorescencni

barvivo ve vzorku je excitovano laserovym paprskem, ktery zpUsobi emisi svétla o delsi
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vinové délce. Toto svétlo se rozptyluje ve vSech smérech. Fluorescencni zafeni je poté
zachyceno objektivem. K pfeneseni fluorescen¢niho obrazu vzorku na obrazovku
pocitace slouzi modul umistény na vrcholu hlavy mikroskopu. V pocitaci je zachyceno
pouze svétlo z roviny zaostieni (z ohniska), coz vede k vytvoreni jasnéjSiho obrazu a

umoznuje ziskat opticky profil vzorku.

Rozlisujeme dva zakladni typy konfokalni mikroskopie, coz je konfokalni
skenovaci tandemova mikroskopie (CSTM - Confocal Scanning Tandem Microscopy) a
konfokalni skenovaci laserovd mikroskopie (CSLM - Confocal Scanning Laser

Microscopy).

CSTM vyuZiva rtutové, wolframové nebo xenonové osvétlovate a ma tu
vyhodu, Ze umoznuje sledovani vzorku vrealném case. BohuZzel problémem této

techniky je nizka intenzita svétla.

CSLM vyuZivd jako osvétleni laser. Standardné se vétSinou vyuZivd argonovy
laser (488-514 nm vinové délky) spolu s nebo bez helium-neonového laseru (633 nm
vinové délky). Sledovani vrealném case neni k dispozici, diky riziku poskozeni oka
laserem. Tato metoda je zaméfena na sledovani do hloubky aZz nékolikaset
mikrometr(, coz zavisi na povaze vzorku. Nékteré Casti také mizZzeme postupné ziskat
v trojrozmérné strukture. Vynalez CSLM je zndm pouze jako konfokalni mikroskop (CF-
Confocal Microscopy) a jedna se pravdépodobné o nejvétsi prilom v mikroskopii za

posledni desetileti (Ahmad a Khan 2012).

Tato metoda md hned nékolik vyhod. Hlavni vyhodou této mikroskopie je
sledovani objektu vtrojrozmérné strukture, jako je umisténi mikroorganizm
v pfirodnich ¢i hostitelskych prostiedich, ziskdvani kvantitativnich udaji o bunécné
struktufe hub, jako je tloustka, Sitka a obsah (Ahmad a Khan 2012). Je to neinvazivni,
bezbolestnd zobrazovaci metoda pro kizi a jiné tkané. Ziskdvame vynikajici detail
buniky srovnatelny s histologickym fezem. Tyto vyhody jsou pravé duleZité pro
zobrazovani hyf dermatofytld. Hyfy dermatofytl lze jasné identifikovat v horni
epidermis po aplikaci KOH. Hyfy se jevi jako tenké, jasné a linearni objekty. Zjistilo se,
Ze poutziti kapky 10 % KOH in vivo za méné neZz minutu pfed zobrazenim usnadni
vizualizaci hyf. Hyfy a vysledny zanétlivy infiltrat mohou byt vidény ve stejnou dobu,

coz minimalizuje riziko faleSné pozitivniho vysledku vlivem kontaminace. Hlavni
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nevyhodou jsou naklady na zafizeni, Spatnd dostupnost a v nékterych pfipadech

polohovani sondy (Markus et al. 2001).

8.2.4 Elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie se vyuziva, tam kde je potreba docilit vétsiho rozliseni
nez je u svételné mikroskopie. Vyuziva se zejména pro studium ultrastruktur, jak
biologickych, tak i nebiologickych vzorkd. Mykologdm poskytuje ziskavat cenné
morfologické a analytické Udaje o ultrastruktufe. Tato mikroskopie se vyuziva

predevsim pro studium povrchovych vlastnosti organizmu, jeho morfologie a sloZeni.

Elektronové mikroskopy vyuZivaji paprsku elektrond o vysoké energii pro

sledovani a charakterizaci materidl( v fadové nanometrech a mikrometrech.

Tato technika je vyuzZivana ve dvou rezimech. Prvnim je rastrovaci elektronova
mikroskopie (SEM- Scanning Electron Microscopy) ve spojeni srentgenovou
mikroanalyzou. Druhym reZimem je transmisni elektronova mikroskopie (TEM-
Transmission Electron Microscopy), ktera pracuje v modu spektrometrie zalozené na
ztraté energie elektronu (EELS- Electron Energy Loss Spektrometry) (Ahmad a Khan

2012).

Technika TEM byla vynalezena prfed SEM. Pouzivd se ke snimani pevnych
struktur, fezd a mrazem vyleptanych vzorkld. Pomoci TEM ziskdvdme ploché
dvourozmérné obrazy. Tyto obrazy poskytuji detailni informace o cytoplazmatické
organizaci a pfi pouZiti simunolokalizaci muze byt TEM poufZit pro studovani sloZeni
bunécné stény (Kaminskyj a Dahms 2007). Chemicka fixace nékterych komponent, jako
jsou proteiny (pomoci aldehydd, jako je glutaraldehyd, formaldehyd) nebo nenasycené
tuky (OsO,4 v pfitomnosti imidazolu) a nékteré polysacharidy (RuO,) a jejich nasledné
vloZeni do pryskytice a obarveni tézkymi kovy (acetat uranylu a citrat olovnaty) slouzi

k odliseni téchto soucdsti v houbové burice (Ahmad a Khan 2012).

SEM poskytuje realistické trojrozmérné vizualizace s vysokym rozliSenim. U hub
se SEM vétSinou pouzivd k dokumentaci morfologie a prostorovych vztahd. Vétsina
SEM vzorkd, je zobrazeno pfi teploté v okolni mistnosti za vysokého vakua (cca 10 @

torr), kde nejprve dochdazi kchemické fixaci, dehydrataci a k potazeni vodivym
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materidlem (zlato), aby se zabranilo nahromadéni ndboje z elektronového paprsku.
Kromé chemické fixace se vyuziva fixace zmrazenim. Tyto metody nazyvame cryoSEM.
CryoSEM muZe byt pouZit pro zobrazovani bunék ve zmrazeném hydratovaném stavu.
Timto se stal vyznamnym krokem pro zobrazovani s vysokym rozliSenim pro bunky
rostlin a hub (Kaminskyj a Dahms 2007). Buriky hub jsou pomérné snadno fixovany
zmrazenim ve srovnani s chemickou fixaci (Ahmad a Khan 2012). CryoSEM je termin,
ktery zahrnuje studie s pouZitim vzork(l, které jsou rychle zmrazené, nebo pomalu
zmrazené za CasteCného vakua a vizualizovany jsou pomoci SEM za nizké teploty. Ke
zmrazovani vzorkd se vyuziva pevného dusiku (-210°C), ktery zkapalni (-196°C) podle
teploty vzorku, ale nedosdhne se jeho teploty varu (-192°C). Pfiprava vzorku
(sublimace, tvorba povlaku) a vizualizace vzorku jsou provadény mezi teplotami -180°C
az -60°C. Pri teploté nad -135°C dochdazi k rekrystalizaci vody, coZz mlze mit vliv na
ochranu tkani. Vétsina vzorkd hub pro cryoSEM bylo po rozmrazeni zniceno v disledku
obsahu vody a Skodlivym plsobenim krystall cytoplazmatického ledu na
membranovou integritu (Kaminskyj a Dahms 2007). SEM zmrazenych hydratovanych
vzork( poskytuje obrazy bunécnych struktur, které nejsou ovlivnény chemickou reakci

(Ahmad a Khan 2012).

Hlavni vyhodou elektronové mikroskopie je lepsi rozliSeni nez ve svételné
mikroskopii. Vzhledem k velké ostrosti je tato metoda vhodna k prohlizeni velkého
mnoizstvi vzorkl. Hlavnim problémem pro zobrazovani biologickych vzorkd pfri
chemické fixaci je, Ze pfi pfipravé vzorku dochazi ke zméndm v morfologii, na rozdil od
zmrazenych vzorkd (Ahmad a Khan 2012). Nevyhodou cryoSEM je obtiznost pfi
sledovani vnitini struktury a také nachylnost na vznik nékterych artefaktd, zejména pfi
neuplné sublimaci povrchové vlhkosti, kterd zakryva jemné povrchové vlastnosti. Dale
je dulezité zminit jeSté to, Ze pro elektronovou mikroskopii je potfeba specidlni
zarizeni, proto touto metodou nedisponuje kazda bézna laborator (Kaminskyj a Dahms

2007).
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8.3 Kultivacni techniky

Kultivace patfi k nepostradatelnym vysSetfovacim technikam, které se provadi
pfi diagndze onemocnénich zplisobenych dermatofyty. Kultura je cennym dopliikem
prfimé mikroskopie a provadi se i v pfipadé, Ze mikroskopické vysetieni vyslo negativni.
Nékdy nam mize kultivace sama o sobé poskytnout dostate¢né informace ke

stanoveni diagnozy (Otcenasek et al. 1990).

8.3.1 Primokultivace

Primokultivace patfi k diagnostickym metodam, které slouzi kidentifikaci
dermatofyti. Pomoci této metody jsme schopni dermatofyty identifikovat na zakladé
jejich makromorfologickych vlastnosti (Vosmik a Skorepovd 1995). Pfi urcovani
dermatofyt(i na zakladé téchto vlastnosti sledujeme rychlost ristu kolonii, jejich barvu
z obou stran, profil, texturu povrchu, okraje, ptdorys a zarGstani do agaru (Otcenasek

et al. 1990).

Pro primokultivaci vyuzivame izola¢ni média. Existuje celd fada médii. Tato
media vybirame podle typu vzorkd, které zpracovavame a podle provizorni diagndzy.
Pevné materialy, jako jsou vlasy, nehty ¢i Supiny kliZze mohou byt uchovavany az
mésice, zatimco vzorky, které obsahuji tekutiny, musi byt naockovadny na agar, co
nejrychleji. Agar mGze byt ve zkumavkdch, kde je nanesen Sikmo (Obr. 15) nebo mUze
byt v Petriho miskach (Obr. 16). Vyhodou agaru v Petriho misce je, Ze zde ma vzduch

snadnéjsi pristup, ale velkou nevyhodou je vetsi riziko kontaminace ze vzduchu.

Inokulace se provadi s malym mnoZstvim materialu, ktery mame naneseny na
bakteriologické klicce. Material nanasime na povrch agaru nebo lehce do agaru. U
zkumavkového provedeni o¢kujeme inokulum do 3-4 mist a u agaru na Petriho miskach
do 5-8 mist. Je to zdUvodu primdrni kontaminace. Jestlize doSlo k primarni
kontaminaci néjaké casti vzorku, tak mizeme dermatofyty zachytit z jiné ¢asti vzorku

na médiu, ktera nebyla kontaminovana.

Tekuté vzorky ockujeme na plotny zplsobem stejnym, jako v bakteriologii, tzv.
izolaénim zpUsobem. Inokulace ve zkumavkovém provedeni se provadi pomoci

bakteriologické klicky, se kterou délame vinovity pohyb (Otéenasek et al. 1990).
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Inkubace probiha pfi 25-27°C nebo 37°C. Nékdy se provadi inkubace kultur na
médiich pfi obou teplotach. U dermatofyt( je dllezité naockovani minimalné na dvé
agarové plotny, je to z dlvodu nizsi zachytnosti (Otcendsek et al. 1990). Doba inkubace

dermatofytl probiha 3 tydny (Vosmik a Skorepova 1995).

Existuje celd rada kultivacnich pld. Nejéastéjsi izolacni plidou pro houby je 2 %
Sabouraudlv glukdzovy agar (Otcenasek et al. 1990). Sabouraudlv agar muze byt
modifikovany thiaminem nebo antibiotiky. Thiamin se pfidavd z ddvodu nutriéni
narocnosti nékterych dermatofytl, jako je Trichophyton verrucosum. NejCastéji
pouzivanymi antibiotiky jsou chloramfenikol, pfipadné chloramfenikol s gentamicinem
(Vosmik a Skorepova 1995; Mycology Adelaide 2014 [online]). Antibiotika se pridavaji
z dlvodu, aby potlacila rGst bakterialni flory, kterd muaze byt pfitomna na radé
klinickych vzork(i. Kromé bakteridlni kontaminace mlzZe byt i kontaminace
saprofytickymi houbami. Pfi podezieni na kontaminaci saprofyty se vyuziva ptd, které
jsou obohacené o cykloheximid. Tyto pldy nemohou byt vSak inkubovany pfi 37°C
(Otcenasek et al. 1990). Dale se také pro rutinni kultivaci a identifikaci hub vyuziva
bramborovy glukézovy agar, kukufi¢ny agar a agar se sladovym vytazkem (Mycology

Adelaide 2014 [online]).

Specidlnimi médii jsou brain heart infusion agar s 5% ov¢i krvi, lactrimel agar,
ktery slouzi ke tvorbé pigmentu u Trichophyton rubrum, Trichophyton agary ¢. 2-7 ,
které slouzi k odliseni jednotlivych druhl rodu Trichophyton nebo ryzovy agar, ktery se
pouziva k vyvolani sporulace a diferenciace u Microsporum audouinii, Microsporum
canis a Microsporum distortum. Slouzi hlavné k odliSeni Microsporum canis, ktery roste
na ryzovém agaru velmi dobte (Obr. 17) od Microsporum audouinni, ktery neroste na
ryzovém agaru vlibec nebo Spatné. Obvykle je viditelné pouze hnédé zabarveni (Obr.
18). Sabouraudiv glukézovy agar s5 % NaCl slouzi pro kultivaci a diferenciaci
Trichophyton rubrum a Trichophyton mentagrophytes. Agar Trichophyton 1 nékdy
nazyvan, jako agar bez vitamin( slouzi pro diferenciaci druh( Trichophyton. Poslednim
agarem je 1 % peptonovy agar, ktery se pouziva pro kultivaci a diferenciaci (Mycology

Adelaide 2014 [online]).

Velkou vyhodou této metody je, Ze kromé sledovani makromorfologickych

vlastnosti, jsme schopni za pouZiti svételného mikroskopu sledovat i
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mikromorfologické vlastnosti a to tim Ze mikroskopujeme okraje kolonii pfes zkumavku

nebo Petriho misku (Otcenasek et al. 1990).

Obrazek 15: Sabourauduv glukdzovy agar ve zkumavkovém provedeni.

Zdroj: Culture media supplies [online]. Culture media and supplies c2011, citovano
[29.3.2014]. Dostupné z:
http://www.culturemediasupplies.com/JMTSPics/3326tsa.JPG
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Obrazek 16: Sabourauduv glukézovy agar v Petriho misce.

Zdroj: Culture media supplies [online]. Culture media and supplies c2011, citovdno
[29.3.2014]. Dostupné zZ:
http://www.culturemediasupplies.com/images/media/CM150-P.JPG

Obrazek 17: RUst Microsporum canis na ryzovém agaru.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide c2014, citovano

[29.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/canis5.gif

36



Obrazek 18: Rlst Microsporum audouinii na ryzovém agaru.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide c2014, citovdno
[29.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/aud3.gif

8.3.2 Mikrokultura

Mikrokultury slouzi pro sledovani mikroskopickych vlastnosti neznamého
dermatofyta. Jde vlastné o techniku, pfi které si pripravime mikroskopicky preparat

pfimo z narostlych kultur (Otéendsek et al. 1990).

Existuje celd rada provedeni, stim Ze ma vétSinou kazda laborator svou

osvédcéenou metodu (Vosmik a Skorepova 1995).

Neobarvené mikrokultury midzeme pfipravit tfemi zpUsoby. Prvni zplsob se
provadi s tekutym Sabouraudovym glukézovym agarem ve zkumavce, jehozZ teplotu
snizime na 45-55°C, poté ho masivné naockujeme kulturou dermatofyta a vSe poradné
promichdame. Malé mnoiZstvi naoCkovaného agaru dame na podlozni sklicko, které
mame poloZené na sklenéné tycince v predem pfipravené Petriho misce. V poslednim
kroku se agar prikryje krycim sklickem a pfida se par mililitrG vody, aby se zamezilo
vyschnuti. Druhy zplsob se také provadi stekutym Sabouraudovym agarem, ktery
dame na podlozni sklicko a pomoci bakteriologické klicky ho roztadhneme po celé plose.
Inokulace se provadi poté, co agar zaschne, vpichem. Pro posledni zpusob
potfebujeme ctverecek agaru, ktery vyfizneme z agarové plotny. Tento c¢tveredek
ddme na podlozni sklicko a naneseme na néj Cistou kulturu dermatofyta. Nakonec se

nanese kryci sklicko a inkubace probiha ve vihké komdrce.
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Kromé neobarveného prepardtu mizZeme pfipravit preparat, ktery je obarveny.
Pro pripravu tohoto preparatu potiebujeme opét vyfiznuty CtverecCek agaru, ktery
dame na podlozni sklicko umisténé v Petriho misce na sklenéné tycince. Pomoci
bakteriologické klicky naneseme inokulum doprostifed vsech stran blocku, pfikryjeme
jej krycim sklickem a opét pridame par mililitrG vody pro zabrdnéni vyschnuti.
Inkubujeme par dni pfi teploté 27 nebo 37°C. Po dosazeni idealni kultury odejmeme
kryci sklicko, na kterém mdame ¢&ast kultury a ponofime jej do kapky laktofenolu
s bavinovou modfi. Druhym zplsobem provedeni je, Ze se mycelium, které roste
v agaru, ktery je na podloznim sklicku odfizne a agar se odstrani. V dalSim kroku se na
podlozni sklicko s myceliem kapne laktofenol s bavinovou modfi a poté jej prikryjeme

krycim sklickem.

Vyhodou této metody je, Ze sledujeme neporusené morfologické struktury
houby. K jejich poruseni vétSinou dochazi pfi pripravé klasickych mikroskopickych
preparatd primo z kultury. Dalsi vyhodou je mozZnost sledovat v case rlzna

morfologicka stadia vyvoje téchto hub (Otéenasek et al. 1990).

8.3.3 Biochemické a rlistové testy

Dalsimi nezastupitelnymi metodami v mykologickych laboratofich jsou
biochemické a rlstové testy. Jsou to metody, které napomahaji pfi urcovani
dermatofytll se specialnimi naroky. Kromé toho vsak také napomdhaji pfi uréovani
druht, u kterych si nejsme jisti jejich identifikaci nebo u druh(, které maji neobvyklou

morfologii (Otéendsek et al. 1990).

Ktémto testim fadime napfriklad test perforace lidského vlasu. Tento test
slouzi k rozliSeni Trichophyton rubrum a Trichophyton mentagrophytes a jeho variant.
Metoda je to velice jednoduchd na provedeni. Vlasy umistime do lahvi¢ky s vodou,
inokulujeme testovanou houbou a inkubujeme pfi laboratorni teploté. Jednotlivé vliasy
poté pozorujeme pod mikroskopem obarvené v laktofenolu s bavinovou modfi. Izolaty
Trichophyton mentagrophytes zpUsobuji vyrazné, presné lokalizované dirky a vyrazné
eroze na vlasu, na rozdil od Trichophyton rubrum, u kterého tyto zmény na vlasech
nepozorujeme (Mycology Adelaide 2014 [online]). Dale se provadi také ureazovy test.

Tento test slouzi k rozliSeni Trichophyton rubrum a Trichophyton mentagrophytes. Pro
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tento test vyuzivame specialni agar, ktery obsahuje mocovinu a fenolovou cerven. Po 7
denni inkubaci pfi teploté 25°C Trichophyton mentagrophytes zbarvi padu cerveno-
fialové. Toto zabarveni zpUsobuje ureaza, kterou tento dermatofyt produkuje.
Trichophyton rubum pUdu nezabarvi. Je vSak duleZité si dat pozor, protoZze pfi delsi
inkubaci mGzZou zabarveni zplsobit i nékteré kmeny Trichophyton rubrum. Kromé
ureazové aktivity se sleduje také lipazova aktivita ¢i pigmentace na bramborovém
agaru (Vosmik a Skorfepova 1995). DalSim specidlnim testem je kultivace na ryzovém
agaru, ktery slouzi kvyvoladni sporulace a diferenciace u Microsporum audouinii,

Microsporum canis a Microsporum distortum (Mycology Adelaide 2014 [online]).

Kromé téchto testl sem také radime kultivace na specialnich ptdach, které jsou
obohacené o rulstové faktory. Nejcastéjsimi rlstovymi faktory jsou histidin, thiamin,
kyselina nikotinova popfipadé jeji derivat nikotinamid a inositol. Histidin pro svdj rist
v agaru vyzaduje Trichophyton megninii, kyselinu nikotinovou nebo nikotinamid
potfebuje pro sprdvny rust Trichophyton equinum var equinum a thiamin je dllezZitou
soucasti pid pro kultivaci Microsporum ferrugineum, Trichophyton tonsurans a

Trichophyton verrucosum (Otéenasek et al. 1990).

8.4 Molekuldrni metody

Molekularni metody nam vyznamné pomohly v nékolika poslednich letech Fesit
taxonomické problémy s dermatofyty (Faggi et al. 2002). Tyto techniky jsou zalozené
na detekci rozdilu v genotypu jednotlivych organizm( (Liu et al. 2000) a fadime sem
PCR, polymorfismus délky restrikénich fragmentl, nahodné amplifikace polymorfnich
usekd DNA (RAPD- Random Amplification of Polymorphic DNA), PCR fingerpriting a
Southern blotting. Jsou to metody, které jsou velice pfesné, specifické, citlivé, rychlé a

dobre reprodukovatelné (Kamiya et al. 2004).

Klasicka identifikace dermatofyt je vétSinou zaloZena na studii morfologickych a
fyziologickych znakd. Identifikace na zakladé téchto znak( je zdlouhavy a namahavy
rody mohou mezi sebou lisit ve fenotypu, nebo Ze mlzZe organizmus dokonce typicky
znak postradat (Faggi et al. 2002), proto pfi této identifikaci hraji dllezZitou roli

zkuSenosti pracovnika (Kamiya et al. 2004). Je to tim, Ze vlastnosti fenotypu jsou
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mnohem sndze ovlivnitelné vnéjsimi faktory, jako jsou zmény teplot, pouZivani rdznych
médii a chemoterapie. Proto je diagnostika na zakladé téchto vlastnosti mnohdy

obtizna (Faggi et al. 2001).

8.4.1 PCR

Polymerdazova fetézova reakce neboli PCR (Polymerase Chain Reaction) je velice
citlivd a specifickd metoda, kterd se pouziva k detekci mykotickych bunék s velice

malym mnoZstvim DNA, jako je 1 pg (Kim et al. 2011).

PCR je schopna nasyntetizovat miliony kopii specifické sekvence DNA. To
vSechno se déje pfi jednoduché, rychlé a plné automatizované reakci. Provadi se in
vitro a dochazi pfi ni pravé k enzymatické syntéze specifického uUseku DNA. Pfi této
reakci je nutna pritomnost dvou oligonukleotid(, které jsou znamé jako primery. Tyto
primery se spojuji sopacnym vlaknem DNA a oznacuji misto, které chceme
amplifikovat. Na jednovlaknovou DNA se vazi, tak aby mély volné 3’'OH konce pro
syntézu. Nové vlakno DNA vznika diky enzymu, ktery se nazyva DNA polymeraza. Je to
enzym, ktery naseda na primer a prodluzuje ho az ke koncovému primeru. Nové vlakno
DNA je nasyntetizovdno za Ucasti deoxyribonukleotidtrifosfati, templatové DNA a
primerd. Diky vysokym teplotdm je nutné u PCR pouZivat termostabilni DNA
polymerazy, abychom je nemuseli pfi kazdém novém cyklu pfidavat znovu. Nejcastéji
se vyuziva Taqg polymerdaza. Tento nazev ma podle Thermus aquaticus, coz je bakterie,
ze které byla vyizolovana. Produkt vznikajici po prodlouzeni primeru muze slouzit jako
templat pro dalsi syntézu. PCR je charakteristicka tim, Ze probihd v neustale se
opakujicich cyklech. Kazdy cyklus se sklddd z denaturace DNA, kde dojde k oddéleni
dvouvlaknové DNA, v dalSim kroku nasedaji primery a v poslednim kroku dochazi
k dosyntetizovani druhého vldkna za Ucasti DNA polymerazy. Po kazdém cyklu dochazi
k exponencidlnimu narlstu produktu. Kromé templdtové DNA, primer(, DNA
polymerazy a deoxyribonukleotidtrifosfatli je nutna jesté pritomnost dalSich slozek
reakéni smési, jako jsou hofeénaté ionty a pufr. VSechny slozky reakéni smési musi byt
prfitomné ve spravné koncentraci. Kromé optimalizace jednotlivych koncentraci je

nutné jesté optimalizovat teploty jednotlivych fazi (Erlich 1989). Produkty syntézy se
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rozdéluji elektroforézou a jsou detekovany po obarveni ethidiumbromidem (Faggi et

al. 2002).

Detekce dermatofytll u PCR je zaloZena na jejich odliSnostech v DNA oproti
jinym houbam. Dermatofyty maji odliSnosti oproti ostatnim houbam na malych (18S),
velkych (25S) ribozomalnich RNA genech a v mitochondridlni DNA. PCR znacné pfrispéla
k pochopeni fylogenetickych vztahll mezi dermatofyty a jinymi houbami a zlepsila
detekci a identifikaci béZnych dermatofytl (Liu et al. 2000). Pro fylogenetickou
identifikaci dermatofytl se nejc¢astéji vyuziva ITS 1 (Internal Transcribed Spacer) a ITS 2
primer (Kim et al. 2011). Systém téchto primer( je uréen k amplifikaci fragmentu genu
pro 18S podjednotku rRNA (Bock et al. 1994). DalSim ¢asto pouZivanym primerem je
jednoduchy oligonukleotid (GACA)4, ktery se pouzivd u metody PCR fingerpriting.
Tento primer je vhodny pro amplifikaci téchto druhl Microsporum canis, Microsporum
gypseum, Tricophyton rubrum, Trichophyton ajelloi a Epidermophyton floccosum. Mezi
témito druhy pfi PCR nebyly pozorovany zadné vnitrodruhové variability, zatimco u
Trichophyton mentagrophytes byly pozorovany rGzné varianty. Tato metoda je vhodna
pro identifikaci mladych kolonii, pro kolonie bez typickych znak( pro jednotlivé druhy a
pro mrtvé rody (Faggi et al. 2002). Kromé téchto primer( se také vyuZivd dvojice
primerd, kterda slouzi kodliSeni Trichoptyton tonsurans od ostatnich druht
Trichophyton. Tyto primery se nazyvaji tonsFl a tonsR1l a byly navrieny pro
ribozomalni DNA, ktera se nachazi mezi 18S a 5,8S (Yoshida et al. 2006). Nyni se
provadi fada pokus( za ucelem vytvofit Siroké spektrum obou primerl a reakcnich
podminek pro identifikaci dermatofytll. Genotypové rozdily jsou vsak mezi
jednotlivymi druhy velice malé, tak je vyvoj druhové specifickych primer( obtizny.

Rozdil poctu bazi je mezi jednotlivymi rody 1-2 maximalné 5-6 (Kim et al. 2011).

PCR je schopna rozliSit pouze omezeny pocet druhi proto je vhodna spiSe pro

identifikaci konkrétniho rodu nez identifikaci konkrétniho druhu (Liu et al. 2000).

Kromé klasické PCR existuji jesté PCR, které jsou néjakym zplsobem upravené.
Radime sem nested-PCR a multiplex-PCR, co? je PCR, kterd vyuZivad vice ne? dvou
primerd a je vhodna pro detekci vétsiho mnozstvi mikroorganizmd v jednom vzorku
(Kim el al. 2011). Nested-PCR je modifikace klasické PCR, kde se také vyuziva systému

dvou primerl. Jsou to primery vnéjsi, coz jsou ty, které nasedaji v prvnim cyklu
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amplifikace a vnitfni, které nasedaji ve druhém cyklu. Je to metoda, kterd mlze byt
povaZovana za zlaty standard pro diagnostiku onychomykoz zplsobenych dermatofyty.
Pro diagnostiku onychomykdz se vyuziva systému primerU, které jsou zamérené na
specifickou sekvenci chitin syntdzy 1. Genu, nebo na ITS1 oblast (Cmokova 2013;
Nagao et al. 2005; Garg et al. 2007). Jako prvni par primerQ pro ITS1 oblast, které se
mohou vyuZzivat v prvni PCR, jsou napfriklad Univ-F a Univ-R, coZ jsou primery, které
jsou schopné detekovat Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes a
Trichophyton tonsurans. U druhé PCR se poté vyuzivd primer( T.rub-F a T.rub-R pro
Trichophyton rubrum a T.ment-F a T.ment-R pro Trichophyton mentagrophytes (Nagao
et al. 2005). Prvnimi primery pro specifickou sekvenci chitin syntazy 1. genu jsou CHS1

1S a CHS1 1R a druhymi primery jsou JF2 a JR2 (Garg et al. 2007).

PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) je metoda, ktera je
navrzena pro rychlou detekci dermatofytli na Urovni druhu (Bagyalakshmi et al. 2008).
Tyto metody jsou zaloZzené na kombinaci dvou technik dohromady. Pro amplifikaci
DNA se vyuZiva klasické PCR. Produkty vznikajici touto reakci jsou v poslednim kroku
podrobeny restrikénimu Stépeni. Enzymy vyuZivajici se pro toto Stépeni nazyvame
restrikéni endonukledzy (Dubach et al. 2001). Tyto reakce mohou byt zamérené na 18S
rDNA, ITS oblast nebo na geny DNA topoizomerazy Il. (Bagyalakshmi et al. 2008;
Kamiya et al. 2004). Jsou to metody, které jsou velice presné, citlivé, spolehlivé a
snizuji ¢as diagnostiky oproti klasickym konvenénim metodam (Bagyalakshmi et al.

2008).

8.4.2 MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization- Time Of Flight
Mass Spectrometry) neboli hmotnostni spektrometrie s analyzatorem doby letu pfi,
které se provadi ionizace laserem za ucasti biomatrice. MALDI-TOF MS slouzi k rychlé a
presné identifikaci bézné se vyskytujicich druhl dermatofytl. Tato metoda predstavuje
novy pfistup k identifikaci mikroorganizmu a je zaloZena na tvorbé charakteristickych

spekter bunék (Alshawa et al. 2012).

Kazdy hmotnostni spektrometr se skldda ze tfi ¢asti. Prvni ¢asti je iontovy zdroj,

ktery prevede vzorek na ionty v plynné fazi, druhou casti je hmotnostni analyzator,
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ktery rozdéli ionty na zakladé jejich poméru hmotnosti k naboji a treti ¢asti je detekeni
zarizeni. Rozvoj ioniza¢ni techniky MALDI umoznil prevést velké netékavé biomolekuly,
jako jsou bilkoviny na ionty. Ztohoto dlvodu je prdvé tato metoda vhodna pro

identifikaci bakterii, virli a hub (Croxatto et al. 2011).

Tato technika pracuje tak, Ze analyzuje obsah bilkovin v bunikdch dermatofytd.
Vysledkem této analyzy je spektrum, které je charakteristické pro jednoho daného
dermatofyta. Identifikace probihd na zakladé toho, Ze srovndvdme spektrum
neznamého (identifikovaného) dermatofyta se spektry vreferencni knihovné

(Cassagne et al. 2011).

Pro analyzu metodou MALDI-TOF MS staci malé mnozstvi kolonie, proto je to
metoda, kterd nam poskytuje presné vysledky uz béhem 3-6 dni. Pomoci MALDI-TOF
jsme schopni efektivné identifikovat dermatofyta, ktery zplUsobil onemocnéni a také

jsme schopni vyrazné snizit ¢as odezvy (L'Ollivier et al. 2013).

8.5 Imunologické metody

Imunologické metody jsou zaloZzeny na reakci hostitele na houbu, kterd pronikla
do jeho organizmu. Tyto metody jsou vyuZivany, jako dlikaz pro potvrzeni humoralni
imunity, bunécné imunity a samotného agens. Kromé toho mizZeme pomoci téchto
metod ziskat informace o antigenni struktufe, informace o fylogenetickych a
pribuzenskych vztazich, ale také ndam muizZzou pomoci pri lécbé a prevenci (Otéenasek et

al. 1990).

Infekce zplsobené dermatofyty vyvoldvaji specifickou imunitni odpovéd, které
se ucastni, jak slozky bunécné, tak slozky humoralni. Povaha imunitni reakce zavisi na
zavaznosti dermatofytdzy. Imunitni odpovéd roste v zavislosti na stupni zanétu, lisi se
v zavislosti na druhu dermatofyta, druhu hostitele a na patofyziologickém stavu
hostitele (Khosravi et al. 2012). K fadé obrannych mechanizm(, které ¢lovéka chrani
pred infekci dermatofyty, patfi a-2 - makroglobulin, inhibitor keratinazy, nenasyceny
transferin, epidermalni odlupovani, lymfocyty, makrofagy, neutrofily a Zirné buriky. Pfi
dermatofytové infekci vyviji hostitel fadu protilatek (imunoglobulint), jako jsou IgG,
IgM, IgA a IgE, které nepomadhaji v boji proti infekci. Nejvétsi hladiny protilatek
nachazime u lidi s chronickymi dermatofytézami (Weitzman a Summerbell 1995).
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U dermatofyt(i rozliSujeme dvé hlavni tfidy antigend a to jsou glykopeptidy a
keratinazy. Proteinova cast glykopeptidd stimuluje hlavné bunécnou imunitu a cast
cukernd stimuluje hlavné imunitu humoralni. Keratindazy umoZiuji dermatofytiim
proniknuti do klGzZe a vyvolavaji precitlivélost oddaleného typu (Weitzman a
Summerbell 1995). Dale také rozliSujeme antigeny podle toho, jestli jsou korpuskularni,
coz mohou byt celé bunky hub, jejich bunécna sténa ¢i ribozomy, nebo
nekorpuskuldrni, kam Ffadime toxiny, enzymy a rGzné produkty metabolismu hub

(Otcendsek et al. 1990).

Pro diagnostiku dermatofytdz se vyuziva celd fada imunologickych metod. Mezi
nejdulezitéjsi patfi imunodifuze (ID), protismérnd imunoelektroforéza (CEP- Counter
imunoelectrophoresis), komplementfixace (KF), ELISA (Enzyme-Linked-Imunosorbent
Assay), kozni test (KT), transformace lymfocytl (TL) a migracné inhibi¢ni test (MIT)

(Otcenasek et al. 1990).

8.5.1 Imunodifize

Principem téchto metod je tvorba precipitat, které vznikaji reakci antigenu
s protilatkou (Bartlinkovd et al. 2011). Existuje celd fada provedeni imunodifuze,
napriklad radidlni imunodifize, dvojita imunidifuze a jednorozmérna dvojita

imunodifuze (Otcenasek et al. 1990).

Radialni imunodifuze je velice stard metoda, ktera se dnes uz témér nepouziva.
Jeji praci v dnesni dobé zaujima turbidimetrie a nefelometrie. Reakce mezi antigenem
a protildtkou probihd ve vodorovném agardzovém gelu difuzi. U této metody je
pfislusna protilatka pfimichana do gelu, ve kterém jsou po utuhnuti vytvoreny jamky,
do kterych se pridava antigen. Gel musi byt ve vodorovné poloze kvuli tomu, aby
koncentrace protilatky a tloustka gelu byla vSude stejnda. Poté co je antigen nanesen do
jamky probihd inkubace pfi laboratorni teploté, ktera trva vétSinou nékolik hodin,
maximalné vsak 2 dny. Béhem inkubace dochdzi k tomu, Ze antigen difunduje z jamky
do agaru, setkava se s protildtkou a reaguje s ni. Pfi reakci antigenu s protilatkou se
vytvari precipitat, ktery ma tvar prstence (Obr. 19). Priimér prstence se porovnava
s kalibra¢ni fadou, u niz zname koncentrace, a kterou jsme nanesli spolu se vzorky.

Vypoctem jsme pak schopni urcit koncentraci antigenu v nasem vySetfovaném
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materidlu. Priimér prstence je pfimo umérny koncentraci antigenu, pfitomném ve
vzorku. Hlavni vyhodou této metody je jednoduchd instrumentace, ma vsak, ale i
nevyhodu a tou je slozité provedeni, proto vyzaduje zkuSeného pracovnika

(BartGinkova et al. 2011).

Pfi dvojité imunodifuzi dochdazi k tomu, Ze antigen i protilatka pronikaji do gelu
spolecné. Jednorozmérna dvojita imunodifiuze je metoda pfri, které spodni vrstva
obsahuje protilatku, stfedni vrstva obsahuje pouze samotny gel a v horni vrstvé je
pfitomen antigen. Dochazi k difdzi antigenu a protilatky, coZ zpUsobi tvorbu precipitatu
ve stfedni vrstvé. Tato metoda se mlze délat ve zkumavkach nebo na Petriho miskach

(Otcendsek et al. 1990).

kalibracni fada

6 @(a)

vzorky €. 1-3

vzorky €. 4-6

precipitaéni prstence

Agardzovy gel s protilatkou

Obrazek 19: Jednoducha radialni imunodifuze.

Zdroj: Kas, J., Kodicek, M., & Valentovd, O. Laboratorni techniky biochemie. Praha:

vydavatelstvi VSCHT, 2005. ISBN 80-7080-586-2, upraveno
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8.5.2 Imunoelektroforéza

Je to metoda, kterd kombinuje principy metod imunoprecipitace a
elektroforézy. V prvnim kroku dochazi krozdéleni antigeni na zakladé jejich
pohyblivosti v elektrickém poli a vdruhém kroku reaguji antigeny s protilatkami za

vzniku precipitdtu. VsSe probiha v prostiedi agardzového gelu (Bartlrikova et al. 2011).

Provedeni je jednoduché nejdfive se nakape antigen do jamek v gelu a provede
se klasickd elektroforéza. Po ukoncéeni elektroforézy se vyfiznou asi ve vzddlenosti 4-6
mm od jamky, kde byl antigen malé zlabky, do kterych bude poté aplikovana protilatka
(sérum). Inkubace probiha ve vlhké komurce vétSinou po dobu 2-5 dni. V pfipadé

pozitivni reakce se mezi antigenem a protilatkou objevuji oblouckovité precipitaty.

Kromé klasického provedeni se provadi také raketova imunoelektroforéza,
kfizova imunoelektroforéza a protismérnd imunoelektroforéza, ta je z téchto technik

pro diagnostiku dermatofytdz vyuzivana nejvice (Otcenasek et al. 1990).

Protismérna imunoelektroforéza je vlastné dvojita imunodifiuze. PFfi této
metodé dochdzi k sou¢asnému pohybu antigenu i protilatky. Opét se to provadi
v agarozovém gelu, tentokrat jsou tam vSak vyfiznuty dvé fady jamek. Do jamek bliz
k anodé jsou nakapany protilatky (sérum) a do jamek bliz ke katodé je aplikovan
antigen. Po vloZeni elektrického pole antigen a protilatky migruji proti sobé a reaguji
spolu za vzniku precipitacnich linii (Otéenasek et al. 1990). Je to metoda pomérné
rychld, precipitacni linie Ize pozorovat uz po 30 minutach difuze. Tato metoda muze

byt pouzita pouze pro antigeny se zapornym nabojem (Kas et al. 2005).

Vyhod téchto metod je hned nékolik. Jsou to metody standardni, cenové
dostupné a nejsou nijak zvlast narocné na provedeni. Nevyhodou je vsak to, Ze pro
odecitani a interpretaci vysledkl, jsou v nékterych pripadech potrebné zkusenosti

(BartGinikova et al. 2011).

8.5.3 Komplementfixacni reakce

Komplementfixacni reakce (nékdy také nazyvany, jako vazba komplementu)
jsou reakce, které probihaji ve dvou fazich. Nejdfive se smisi pacientovo sérum

s antigenem a komplementem. Pfi smiseni dochazi v pritomnosti protilatky k jeji vazbé
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na antigen, k aktivaci a vyvazani komplementu. V dalsim kroku se pridavaji berani
erytrocyty a kralici hemolyzin. KdyzZ jsou v séru pritomné protilatky, tak neni pritomen
komplement, ktery by zpUsobil lyzu beranich erytrocytl (pozitivni reakce). V ptipadé,
Ze v pacientové séru nejsou pritomné protilatky, tak komplement zUstava volny a

zpUsobuje lyzu beranich erytrocytl (negativni reakce).

Tato reakce se provadi, tak Ze séra redime geometrickou radou, pridame k nim
vytitrovany komplement a antigen. VSe se poté inkubuje 30 minut pfi teploté 37° C. Po
ukonceni inkubace se pfida hemolyzin a berani erytrocyty, opét se inkubuje za stejné
teploty po stejnou dobu. Posledni zkumavka, ve které neni hemolyza, informuje o titru
protilatek v séru. Kromé komplementfixaCni reakce séra je nutné provést i kontroly.
Provadi se, jak kontrola antigenu, tak kontrola séra. Pfi kontrole antigenu se akorat
misto séra pouziva pufr a pfi kontrole séra se misto antigenu pouziva pufr. Pro
usnadnéni odecitani titru protildtek se mulZe provést centrifugace. Kromé
zkumavkového provedeni existuje, také provedeni na mikrotitraCnich desti¢kach.
Vyhodou téchto desticek je, Ze staci malé mnozZstvi vzorku a reagencii (Otcenasek et al.

1990).

8.5.4 ELISA

Metodu ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) fadime mezi metody
enzymové imunoanalyzy (EIA - Enzyme Immuno Assay). Tyto metody se rozdéluji na
homogenni a heterogenni. U homogenni enzymové imunoanalyzy nedochazi k separaci
volné a vazané frakce znacenych imunoreaktantd. Pfi heterogennich metodach je vsak
nutné oddélit volné imunoreaktanty od imunoreaktant( vazanych v komplexu. Metodu
ELISA fadime pravé mezi heterogenni. ELISA se provadi bud kompetitivni, nebo
nekompetitivni. Kompetitivni ELISA mlzZe byt v pfimém a nepfimém provedeni. Pfima
ELISA slouZi k pfimé detekci antigenu a nepfimou metodou se stanovuji protilatky (Kas

et al. 2006).

ELISA je metoda, kterd se u dermatofytéz vyuziva hlavné pro nepiimy priikaz
protilatek. SlouZi k detekci velice malych titr(l IgG, IgM a IgA protilatek (Otcenasek et
al. 1990). Velice malé titry protilatek nezplsobuji vznik imunoprecipitatu, nebo muize

byt imunoprecipitat tak maly, Ze ho nejsme schopni detekovat. Proto se u této metody
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vyuziva toho, Ze na antigen navaze vhodny enzym. Nejcastéji pouzivanymi enzymy jsou
alkalicka fosfataza a peroxidadza. Navazani enzymu probiha jesté pred interakci mezi
antigenem a protilatkou. Vznikem imunoprecipitatu ziskame intenzivni signal, ktery

jsme schopni detekovat (Kas et al. 2006).

ELISA byva nejCastéji provedena v mikrotitracnich destickach, kde se jako
pevného nosiCe vyuziva stén jamek, které obsahuji manan nebo mananprotein.
Provedeni je jednoduché, do jamek se pfida sérum fedéné geometrickou rfadou a vse
se inkubuje pfi 37° C, 2 hodiny. Poté co se ustanovi rovnovaha, se vzorek promyje
promyvacim pufrem a pfida se znacend protilatka proti prvni pfidané protilatce (proti
lidskému 1gG). Opét probihd inkubace za stejnych podminek. Poté se desticky znovu
promyvaji a jako indikator se wvyuziva o-fenylendiamin. Titr protilatek se rovna
nejvysSimu redéni séra, které ma jesté viditelné zabarveni ve srovnani s kontrolou.
Jako kontrola se vyuziva promyvaci pufr (Kas et al. 2006; Otcendsek et al. 1990).
Celkova hladina IgE se také stanovuje nepfimou ELISA metodou a jako druha protilatka
se vyuziva protilatka proti lidskému IgE konjugovana s alkalickou fosfatazou (Khosravi

et al. 2012).

Vyhodou ELISA je, Ze je to velice citliva a specifickd metoda, kterd se da pouzit
pro stanoveni analytd v mnozstvi 10% 10° g. Kromé dobré citlivosti a specifity, tato
metoda umoziiuje pomérné snadné stanoveni velkého mnozZstvi vzorkl, coz mize byt i
jeji nevyhodou. V pfipadé stanoveni malého mnoiZstvi vzorkd, musi byt vidy spolu

s mérenim vzork( provedeno i méreni kalibracni (Kas et al. 2006).

8.5.5 Kozni testy

Kozni testy umoznuji sledovat precitlivélost in vivo. Mezi tyto testy patfi Pricklv

test, skarifikace, intrakutanni a epikutanni testy.

Intrakutdnni testy jsou nej¢asté;jsi, antigen je pfi nich aplikovan pfimo do klize a
je zfedén v poméru 1: 1 000. Po aplikaci se hodnoti dva typy reakci a to reakce ¢asnd a
pozdni. Za 20-30 minut se hodnoti reakce ¢asnd, vétSinou se pfi ni objevuje pupen Ci
erytém a po 24- 48 hodinach se hodnoti reakce pozdni, jako jsou indurace a otoky.

Kromé klasické lokdalni reakce v misté aplikace antigenu, miZe dojit k reakci celkové.
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Pro diagnostiku se vyuZivaji kozZni testy s trichofytinem. Pozitivni reakce vznika pfri

infekci nebo po prodélané infekci (Otéenasek et al. 1990).

Pricklv test je metoda, pfi které se propichne kize v oblasti predlokti jehlou a
zavede se ziedény antigen. Kromé antigenu se musi také tento test provést
s histaminem, jako pozitivni kontrola a s glycerinem, jako kontrola negativni. Po
patndcti minutach se vyhodnocuji praméry podlitin v mistech vpichu. V pripadg, Ze je
stfedni primér podlitiny v misté vpichu vétsi nez 3 mm, hodnoti se to jako reakce

pozitivni (Khosravi et al. 2012).

Tyto metody slouZi spiSe jen pro potvrzeni pritomnosti onemocnéni (Otéenasek

et al. 1990).

8.5.6 Test transformace lymfocytu

Tento test se provadi u lymfocytl a vyuziva se zde jejich schopnosti podléhat
rdznym transformacim vlivem pritomnosti specifického antigenu. Transformace
mulzZeme sledovat a hodnotit pomoci mikroskopie, a to tak Ze sledujeme zmény
v morfologii. Podet  lymfocytd  transformovanych a pocet  lymfocytl
netransformovanych se hodnoti na 200 bunék. Vysledek se uvadi jako pocet
transformovanych lymfocytl v procentech. Lymfocyty, které podlehly transformaci, se
lisi od ostatnich v barvé a velikosti, jsou svétlejsi a vétsi. Kromé mikroskopického
hodnoceni se provadi také, méfeni zabudovani *H thymidinu do DNA. Tato metoda je
slozitéjsi a hodnoti pomér mezi bunkami stimulovanymi a nestimulovanymi za 1

minutu (Otcenasek et al. 1990).

8.5.7 Migracné inhibicni test

Tento test slouzi ke sledovani migrace ¢i jeji inhibice u leukocytl. MlZe byt
proveden v kapilarach, nebo na agaru. V kapilarnim provedeni se do kapilar s leukocyty
prida antigen a inkubuje se pfi 37° C po dobu 24 hodin. Migrace leukocyt( popripadé
jeji inhibice je poté sledovana pod mikroskopem. V agarovém provedeni se pohybuji
leukocyty v kruhovych polich. Vysledkem je Migracni index (M), ktery se vypocte jako
pomér mezi migrujicimi leukocyty v pfitomnosti antigenu (MX) a bez pfitomnosti

antigenu (MO).
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Tato metoda by se méla udélat alesport minimdlné dvakrat a to v pfitomnosti

MI

obou typU antigen(, jak korpuskularnich, tak i nekorpuskuldrnich (Otéenasek et al.

1990).

9. Onemocnéni zplisobena dermatofyty

Na zacatku bylo feceno, Ze jsou to keratinofilni houby, jejichz infekce jsou
omezeny pouze na oblasti klGiZze, vlasli a neht(, a Ze se nazyvaji dermatofytdzy nebo
tinea. Infekce zplsobené dermatofyty jsou pojmenovavany podle anatomické
lokalizace. Prvnim slovem z ndzvu je tinea a druhym slovem z nazvu je latinsky nazev

mista na téle, kde doslo k postizeni (Weitzman a Summerbell 1995).

9.1 Tinea capitis

Tinea capitis je nejbéznéjsi dermatofytéza postihujici malé déti. Postihuje
pokoZku hlavy a vlasy. Pfenos je podporovdn Spatnou hygienou, prelidnénim a mulze
k nému dojit prostrfednictvim kontaminovanych kloboukd, kartach, povlakd, polstarda a

jinych kontaminovanych predmétu.

Je charakterizovana nepravidelnou, nebo dobfe ohrani¢enou alopecii a
Supinaténim. V pfipadé, Ze jsou vlasy zdurelé, tak se lamou par milimetrl od pokozky
hlavy a vznikd “black dot” alopecie. Tato infekce mlZe vést ke vzniku burikami
zprostredkované imunitni reakce, ktera se nazyva “kerion”, coz je sterilni, hnisava a
zanétliva masa pokozky (Obr. 20). Kréni a tylni uzliny mohou vyt vyrazné zvétSeny
(Barry a Hainer 2003). Infekce vlasu je popisovana jako ectothrix nebo endothrix.
Ectothrix je charakteristickd tvorbou povlaku arthrokonidii na povrchu vlasu a
endothrix je charakteristicka, tim Ze arthrokonidie se tvofi uvnitf vlasd (Weitzman a

Summerbell 1995).

Pfred rokem 1950 byla tato infekce v Severni Americe nejCastéji zpUsobena
fluorescentnimi druhy Microsporum, proto se pro jejich diagnostiku vyuZivala
Woodova lampa. P¥i jejim pouziti sviti fluorescentni druhy Microsporum modrozelené.

50



Dnes je vSak 90-95% téchto infekci zplsobeno Trichophyton tonsurans, ktery
nezpUsobuje fluorescenci, a tak nema vyuziti Woodovy lampy pro diagnostiku témér
zadny vyznam. Tinea capitis je obecné identifikovdna na zakladé vétveni hyf a spor pfi

KOH mikroskopii (Barry a Hainer 2003).

Obrazek 20: Infekce “kerion” zplsobena Microsporum canis.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide c2014, citovano
[28.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/derm23.gif

9.2 Tinea corporis

Tinea corporis se obvykle objevuje jako jedna nebo vice Supinatych lézi, které
jsou mirné vyvysené se zarudlymi okraji a s ostrymi marginacemi (Obr. 21). Tyto léze se
nejcastéji nachdazeji na obliceji, trupu a koncetinach. Tento druh dermatofytézy muze
byt zplsoben kterymkoliv dermatofytem (Barry a Hainer 2003; Vosmik a Skofrepova

1995).

Diagndza se opira o klinické projevy a o vySetieni Supinek klzZe z oblasti Iéze

pomoci louhového prepardtu (Barry a Hainer 2003).
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Obrazek 21: Tinea corporis zplsobena Microsporum canis.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide 2014, citovano
[28.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/derm16.gif

9.3 Tinea barbae

Tinea barbae je onemocnéni postihujici vousy a pokozku v oblasti, kde se
nachdzeji vousy (Obr. 22). Tato infekce se nejcastéji vyskytuje u dospélych muzi, ale
také u Zen trpicich ochlupenim. Nejcastéjsi pri¢inou jsou zoofilni druhy, jako je
Trichophyton verrucosum, Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes a
Trichophyton mentagrophytes var. erinacei, coz vede ktomu, Ze jsou nejCastéji
postizeni zemédélci. Forma muze byt od mirné, povrchové az po zdvaznou zanétlivou

folikulitidu s viedy (Barry a Hainer 2003; Weitzman a Summerbell 1995).

Diagnostika je u tohoto onemocnéni pomérné usnadnéna klinickym obrazem,
ktery je vétSinou typicky pro toto onemocnéni. Zda se jednda o dermatofytdzu
popfipadé o jaky druh dermatofyta se jedna, se zjistuje mykologickym vysetfenim
vousl, Supin, nebo obsahu puchyrl. V ptipadé, Ze je tinea barbae zpUsobena

Microsporum canis se vyuziva Woodovo svétlo (Vosmik a Skorepova 1995).

52



Obrazek 22: Tinea barbae zpUsobena Trichophyton rubrum.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide 2014, citovano
[28.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/derm18.gif

9.4 Tinea faciei

Postihuje nevousatou Cast pokozky obliceje. Pacient si vétSinou stéZuje na
svédéni a paleni a obvykle se to zhorsuje pfi expozici slunecnimu zareni. Vétsinou jsou
pritomny anularni ¢i kulovité ¢ervené skvrny. Casto jsou viak ¢ervené oblasti nejasné a
neni pritomné zadné vyvyseni léze ani Supinaténi, proto je tento typ dermatofytdzy
nékdy nazyvan “tinea incognito”. Nejcastéjsi pri¢inou je Trichophyton mentagrophytes

a Trichophyton rubrum (Barry a Hainer 2003; Vosmik a Skofepova 1995).

Pro stanoveni diagndzy se sleduje klinicky obraz a provadi se KOH mikroskopie

Supin kdze ziskanych z oblasti léze (Barry a Hainer 2003).

9.5 Tinea cruris

Tinea cruris Casto také nazyvand jako “jock itch” je dermatofytova infekce
v oblasti tfisel. Kromé tfisel postihuje také prilehlé oblasti stehen a muzZe se rozsifit na
hyzdé a bricho (Obr. 23). Je to dermatofytdza, ktera se Castéji vyskytuje u muzl a je
spojovana s tinea pedis. Nastava tehdy, kdyz je okolni teplota a vihkost vysokd. Pacienti
si u tohoto onemocnéni vétsSinou stézuji na paleni a svédéni. Léze jsou Cervené az
cervenohnédé, pokryté suchymi Supinkami a jsou vétSinou bilateralni a casto

asymetrické. Pritomna je také ostra hranice mezi prechodem zdravé a postizené
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pokozky, kterd byva casto poseta malymi puchyrky. NejcastéjSimi plvodci jsou
Trichophyton rubrum a Epidermophyton floccosum (Barry a Hainer 2003; Weitzman a

Summerbell 1995).

Pri diagnostice hraje duleZitou roli mikroskopické vysetfeni louhového

preparatu a kultivacni vysetreni (Vosmik a Skorepova 1995).

Obrazek 23: Tinea cruris zplsobena Trichophyton rubrum rozsifend na hyzdé.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide c2014, citovdno
[28.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/derm10.gif

9.6 Tinea manuum

Tinea manuum je plisfiova infekce, ktera postihuje vétSinou jednu, nebo obcas
obé ruce. Casto se vyskytuje u pacientd trpicich tinea pedis. Oblast dlané byva sucha a
hyperkeratonicka. NejcastéjSim plavodcem je Trichophyton rubrum (Barry a Hainer

2003; Weitzman a Summerbell 1995).

Diferencialni diagndza zahrnuje kontaktni dermatitidu, lupénku a tvorbu
mozoll. Vlastni diagnostika je pomoci louhového prepardtu pripraveného Ze Supin
nebo kryth puchyrkl. Kromé mikroskopického vysetreni je nutné provést jesté kultivaci

(Barry a Hainer 2003; Vosmik a Skorepova 1995).

9.7 Tinea pedis

Tinea pedis neboli atletickh noha ma tfi formy a to interdigitalni,

hyperkeratoticka a vezikulo-buldzni. Interdigitalni forma je nejcastéjsi a vyznacuje se
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prasklinami, maceraci, Supinaténim v prostorech mezi prsty, vétSinou je to u ¢tvrtého a
patého prstu (Obr. 24). Pacienti stouto formou si stéZuji na svédéni, nebo paleni.
Druhd forma je nejéastéji zplsobena Trichophyton rubrum a kiZe na chodidlech je
chronicky Supinata a zesilena s hyperkeratézou. Chodidla, paty a kotniky jsou zarudlé.
Vezikulo-bulézni forma je charakterizovana pritomnosti puchyrkt, vackl a obvykle je

na chodidlech (Barry a Hainer 2003).

Vzhledem ktomu, Ze je klinicky obraz u kazdé formy jiny, je obtizni podle
pfiznak( urcit plvodce. Pfi diagndze hraje dllezitou mikroskopické a kultivacni

vySetteni odebraného materialu (Vosmik a Skorepova 1995).

7
\

“

Obrazek 24: Inrerdigitalni forma tinea pedis zplsobena Trichophyton rubrum.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide c2014, citovdno
[28.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/derm?2.gif

9.8 Tinea unguium

Tinea unguium je dermatofytovd infekce nehtd (Obr. 25), fadi se mezi
onychomykdzy. Mezi rizikové faktory pro toto onemocnéni fadime stari, diabetes,
Spatné padnouci boty a tinea pedis. RozliSujeme dva hlavni typy. Prvni je invazivni
subungidlni (distalni a proximdlni) a druhym typem je povrchova bild infekce
(leuconychia trichophytica). NejcastéjSimi plvodci jsou Trichophyton rubrum a

Trichophyton mentagrophytes (Barry a Hainer 2003; Weitzman a Summerbell 1995).

Pro diagndzu tinea unguium se vyuziva hlavné kultivacni vysetreni (Vosmik a

Skofepova 1995).
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Obrazek 25: Tinea unguium zpUsobena Trichophyton rubrum.

Zdroj: Mycology Adelaide [online]. The university of Adelaide 2014, citovano
[28.3.2014]. Dostupné z: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/derm11.gif

10. Lécba dermatofytodz

V soucasné dobé dochazi k velkému nardstu mykotickych infekci kize, vlast a
nehtd. Vzhledem k pomérné vysoké incidenci se zvySuje i zdjem o lécbu téchto
onemocnéni, proto je snaha neustale vytvaret nova, specificka a ucinna antimykotika,
jak pro 1é¢bu mistni, tak pro Ié¢bu celkovou (Vosmik a Skorepova 1995). Lokalni terapie
se vyuziva v pripadé akutnich onemocnéni. Pfi této [éCbé se aplikuji antimykotické
pripravky, jako jsou masti, pasty, krémy, pudry a spreje na misto postizeni. Je dilezZité,
aby byly pripravky aplikovany pravidelné, vétSinou 2x denné a pro spravné zaléceni je
vhodné pouzivat lokalni pripravky jesté dva tydny po vymizeni priznak(. Lécba celkova
se voli tehdy, kdyzZ je dermatomykdza rozsahla, chronicka, jde o onychomykdzu nebo
v pfipadé, Ze nebyla Uuspésna lokalni [éCba (Kuklova 2002) Rozlisuji se hlavni tfi skupiny
antimykotik. Jsou to polyenova, azolova a alylaminova antimykotika. Mezi polyenova
antimykotika se radi amfotericin B, nystatin a natamycin. Azolova antimykotika se déli
na imidazolova (klotrimazol, mikonazol, ekonazol a ketokonazol, ktery je jako jediny
z nich uréen pro peroralni 1écbu) a triazolova (flukonazol, itrakonazol a terkonazol).
K alylaminovym antimykotikim patfi naftifin a terbinafin. Existuji také antimykotika,
kterd se neradi ani do jedné z téchto skupin, je to napftiklad griseofulvin (Vosmik a

Skofepova 1995).
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Lokalni 1é¢ba u tinea capitis neni pfilis G¢inna, proto se vyuzivaji spiSe systémova
antimykotika. NejcastéjSim pouzivanym antimykotikem je terbinafin v davce 250 mg,
ktery se podavd peroralné po dobu 4 tydnl. Lokdlni antimykotika se pouzivaji
predevsim za Ucelem zabranéni dalSimu Sifeni infekce (Barry a Hainer 2003; Grohova a

Hercogova 2010).

Pro |écbu tinea corporis se obvykle wvyuZiva lokalnich imidazolovych a
alylaminovych antimykotik (Vosmik a Skofepovd 1995). Opét je dUllezité, aby pacient
slé¢bou pokracoval i dva tydny po vymizeni klinickych pfiznakd. V pfipadé
rozsahlejsich infekci ¢i hlubsich infekci se voli |écba celkova. Pri celkové |écbé se uziva
kazdy den terbinafin 250 mg po dobu 2-4 tydn(, nebo itrakonazol 100 mg popftipadé
400 mg také kazdy den po dobu 2 tydn(, nebo v pripadé 400 mg po dobu 1 tydne
(Grohova a Hercogova 2010).

Tinea faciei je l|éCena vétSinou pomoci lokdlnich antimykotik, ktera jsou
aplikovana po dobu 6 tydnU. V pfipadé, Ze se nachazi postizeni v tésné blizkosti oka, se

vyuziva celkovych antimykotik (Grohova a Hercogova 2010).

Tinea barbae je 1éCena celkovymi antimykotiky, jako jsou griseofulvin, terbinafin
a itrakonazol (Weitzman a Summerbell 1995). Terbinafin je vSak |ékem prvni volby a
pouziva se vdavce 250 mg kazdy den po dobu 4 tydnl. V pripadé, Ze se jedna o
infekci, kde jsou pritomny i kvasinky se uZiva kazdy den itrakonazol v davce 200 mg po

dobu 4 tydna (Grohova a Hercogova 2010).

Tinea manuum je l|éCena lokdlnimi imidazolovymi, nebo alylaminovymi
antimykotiky. V pfipadé selhani lécby je nutna lécba celkova pomoci griseofulvinu,

ketokonazolu, nebo itrakonazolu (Vosmik a Skorepova 1995).

Tinea pedis je |éCena lokalnimi antimykotiky imidazolového typu,
cyklopyroxolaminy nebo alylaminy. V pfipadé selhani lokalni |éCby se pouZiva
terbinafin 250 mg kazdy den po dobu 4 tydnd (Grohova a Hercogova 2010).

Tinea unguium je nejodolnéjsi dermatofytéza (Weitzman a Summerbell 1995).
MZe byt [écena lokalnimi ¢i systémovymi antimykotiky, nebo jejich kombinaci. Lokalni
léCby se vyuziva v pripadé, Ze postizeni nehtu neni vétsi nez 25% a v pripadé, Ze se

nejedna o palec. Nejlep$im lokalnim antimykotikem v CR je nehtovy lak, ktery obsahuje
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5% amorolfin. Systémova lécba se vyuziva v pfipadé, Ze jsou postiZzeny palce na nohou,
¢i 4 a vice nehtl, nebo vice jak 25% nehtové ploténky, nebo v pfipadé neuspéchu
lokalni 1é¢by. Pro tuto IéCbu je vyuZivan terbinafin 250 mg kazdy den po dobu 3-4
mésicl nebo itrakonazol 400mg, ktery se podava v pulznim reZzimu dvakrat denné
jeden tyden. Po tydnu nasleduje 3 tydny prestavka, po které nasleduje dalsi tyden

|éCby, takto se to opakuje 3-4x (Litvik 2009).

Pro IéCbu tinea cruris se vyuziva lokdlnich antimykotik ve formé pudru ¢i geld, je

to z dlivodu velice dobré resorbce v oblasti tfisel (Grohova a Hercogova 2010).

Kromé& klasické lé¢ky antimykotiky je vsoucasné dobé v Ceské republice
dostupna lécba s Pythium oligandrum. Je to mikroorganizmus, ktery fadime do fiSe
Chromista - Stramenopila. Tento organizmus se nachazi na rozhrani mezi houbami a
fasami. Jeho antimykotické ucinky spocivaji vtom, Ze vnikne pomoci svych vlaken do
hostitele, coZ je vtomto pripadé plisert nebo kvasinka, které se poté stavaji zdrojem
zivin. Poté, co vycerpa Ziviny, opousti misto svého plsobeni a toto misto mize opét

osidlit pfirozena mikrofléra (Pythium 2009 [online]).
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11. Diskuse

Kultivace a pfiprava louhového prepardtu patii mezi nejcastéji vyuzivané metody
v diagnostice dermatofytdz. Louhovy preparat vétSinou slouzi pouze pro potvrzeni, zda
se jedna o dermatofytdzu. Samotna kultivace slouzi poté pro urcéeni konec¢né diagndzy.
M3 vSak jednu velkou nevyhodu a tou je, Ze trvd pomérné dlouhou dobu. Pro
dermatofyty je nutna kultivace po dobu tfi tydnd (Vosmik a Skofepova 1995). Proto je
v posledni dobé snaha vyvinout techniky, které umozni rychlejsi ureni patogena, ktery
onemocnéni zpusobil. Véasné uréeni diagndzy hraje velice duleZitou roli pro zahajeni

antimykotické lécby.

Kromé dlouhého Casu potfebného pro kultivaci, je dalSi nevyhodou kultivace to, ze
nékteré kolonie mohou vykazovat atypické znaky, nebo mohou typické znaky
postradat (Otcendsek et al. 1990). Proto se k identifikaci téchto dermatofytl vyuziva
biochemickych testd, jako jsou kultivace na specialnich pidach, ureazova ¢i lipazova
aktivita, schopnost perforace lidského vlasu in vitro, tvorba pigmentu na bramborovém
agaru Ci rast na ryZovém agaru (Mycology Adelaide 2014 [online]). Tyto biochemické
testy velice dobfe napomadhaji urceni druhu dermatofyta, je vSak nutna dalsi kultivace
¢i inkubace, coZ vede k prodlouzeni ¢asu potfebného pro diagnostiku a tim i k dalSimu

prodlouZeni zahajeni léCby.

V soucasné dobé dochazi k velkému rozvoji molekularnich metod, proto je jim ¢ast
této prace vénovana. Mezi tyto diagnostické metody patfi napriklad PCR, jeji
modifikace a MALDI-TOF MS. MALDI-TOF MS je metoda, ktera je vyuZivdna pro
diagnostiku dermatofytéz pomérné nové a vyrazné sniZuje Cas potrebny pro urceni
pavodce onemocnéni. Vyhodou téchto metod neni jen to, Ze vyrazné snizuji cas
potifebny pro diagnostiku, ale jsou také velice presné, citlivé a specifické (Kamiya et al.
2004). Nyni viak tyto metody nejsou rozsifené v kazdé laboratoti a disponuiji jimi pouze

velké ¢i specializované laboratore.

Kromé toho, Ze dochazi kvelkému rozmachu molekularnich metod, dochazi
naopak k upadku metod imunologickych. Jsou to metody, které vétSinou slouZzi pouze
pro potvrzeni humoralni ¢i bunécné imunity, popripadé samotného agens. Mohou vsak

také poskytovat uzitecné informace o fylogenetickych a pribuzenskych vztazich.
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DuleZitou roli maji také pfi samotné Iécbé a prevenci, jako je ockovani. Imunologické
metody jsou velice rozmanité, existuje jich celad fada, vSechny jsou vsak zaloZzené na
jednoduchém principu, ktery spociva v reakci antigenu s protilatkou. Je tedy patrné, ze
témito metodami dokazujeme protilatky, jejichZ tvorbu vyvolal pfislusny antigen, cozZ je
v nasem pfipadé dermatofyt, nebo dokazujeme samotného puUvodce onemocnéni

(Otcenasek et al. 1990).

Vzhledem k velké radé vyhod, které poskytuji molekuldrni metody, je mozné, ze se
do budoucna stanou standardnimi metodami, které se budou provadét pfi podezieni
na dermatofytdzu, a Ze jimi bude disponovat klasickd mykologicka laborator. Hlavné
diky své rychlosti a presnosti umozni v€asné zahajeni antimykotické |éCby pomérné

Spatné |écitelnych dermatofytdz.

60



12. Zaveér

Tato bakalarska prace vytvari prehled laboratornich metod, které se vyuzZivaji pro
diagnostiku dermatofytdz predevsim v klasickych mykologickych laboratofich. Kromé

principl jsou zde popsany i vyhody a nevyhody jednotlivych metod.

Nejcastéjsimi technikami, které se vyuZivaji pro diagnostiku dermatofytdz, jsou
svételna mikroskopie a kultivace. Svételna mikroskopie slouzi pouze pro potvrzeni, zda
se jedna o dermatofytdzu i ne. Kultivace je poté dllezZitd pro uréeni konecné diagndzy.
Slouzi pro sledovani makromorfologickych i mikromorfologickych vlastnosti. Ne vzdy
vSak dava spolehlivé vysledky. Nékteré dermatofyty mohou vykazovat atypické znaky,
nebo mohou typické znaky postradat. Vtomto pripadé se vyuziva biochemickych ci
rastovych testU jako je rdst na ryZovém agaru a podobné. Témito technikami disponuje
kazda mykologickd laboratof a jsou to zakladni vysetfeni, kterda se provadi pfi
podezieni na dermatofytdézu. Kultivace ma vsak jednu velkou nevyhodu a tou je

tfitydenni inkubace.

Pro rychlejsi uréeni druhu dermatofyta se vyuziva molekularnich technik jako je
MALDI-TOF MS. Pomoci MALDI-TOF MS mizZeme dermatofyty identifikovat do 1 tydne
nékdy i dfive. Maji jesté celou fadu dalSich vyhod, diky kterym dochazi v posledni dobé

k neustalému zvySovani poctu laboratofi, které jimi disponuiji.

Ostatni metody popsané v praci, nejsou v praxi tolik rozsifené. Fluorescencni a
elektronové mikroskopy maji sice lepsi rozliSeni oproti svételnému mikroskopu, ale
diky finan¢ni naroc¢nosti nejsou soucdsti kazdé mykologické laboratore. Imunologické
metody neslouZi vétSinou pro pfimy prikaz agens, proto jsou opomijeny a vyuzivany
zfidka. Metody PCR a jeji modifikace jsou pouZivané spiSe ve specialnich laboratofich

(molekularni biologie).
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