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ABSTRAKT

Predkladana diplomova prace se zabyva laboratorni diagnostikou vlaknitych
mikromycet (plisni) rodu Fusarium v laboratotich 1€karské mykologie. Nejprve je
vénovan prostor pro obecné seznameni s vlaknitymi mikromycetami. Nésleduje
samostatnd kapitola zaméefend na popis rodu Fusarium, a to predevsim ve vztahu
k humanni medicin€. Posledni ¢ast prace sumarizuje aktualni moznosti laboratorni

diagnostiky vlaknitych mikromycet, se zaméfenim na rod Fusarium.

Invazivni infekce zptisobené vlaknitymi mikroskopickymi houbami jsou stale
cast&jsi komplikaci, zv1asteé u imunokompromitovanych pacientt. Postihuji nejcastéji
nemocné s hematologickou malignitou a pacienty po transplantaci krvetvornych bun¢k
nebo solidnich organii. Nejbéznéjsim ptivodcem téchto infekci je jednoznacné rod
Aspergillus. AvSak v poslednich letech jsou stale ¢astéji popisovany piipady infekci
zpusobenych mén¢ ¢astymi vlaknitymi houbami, véetné Fusarium spp. Invazivni
mykotické infekce jsou spojeny s velice vysokou mortalitou. Zasadnim pozadavkem se

tak stava rychlost a pfesnost diagnozy.

Zakladnim kamenem pro laboratorni diagnostiku invazivnich infekci
zpusobenych vlaknitymi mikromycetami jsou konven¢ni metody — mikroskopie,
kultivace a histologické vySetteni. Tyto postupy jsou vSak ¢asové narocné a mnohdy
vykazuji omezenou citlivost a/nebo specifitu. Prikaz mykotického agens ptinasi
obvykle az v pozd¢jsich stadiich onemocnéni, a mohou tak vést k faleSn€ negativnim
vysledkiim. Z téchto diivodl se v mykologii stale vice zacinaji prosazovat nové
techniky (sérologické a molekularné-biologické metody), které mohou pomoci zvysit

citlivost a rychlost diagnostiky invazivnich mykotickych infekci.

Klicova slova: plisn¢, rod Fusarium, laboratorni diagnostika



ABSTRACT

Submitted diploma thesis deals with laboratory diagnostics of filamentous
micromycetes (moulds) genus Fusarium in the laboratories of medical mycology. In the
first part of the diploma thesis is dedicated space for general familiarization with
filamentous microscopic fungi. Next separate chapter describes the genus Fusarium,
especially in relation to human medicine. The final part of the diploma thesis
summarizes current possibilities of laboratory diagnostics of filamentous micromycetes,

focusing on the genus Fusarium.

Invasive infections caused by filamentous fungi are increasingly common
complication, especially in immunocompromised patients. In most cases they affect the
patients with hematologic malignity and patients after hematopoietic stem cell
transplantation or solid organ transplantation. The most common etiological agent of
such infections is unambiguously the Aspergillus genus. However, in recent years,
increasingly cases of infections due to less common filamentous fungi, including
Fusarium spp. are described. Invasion fungal infections are associated with very high

mortality. The basic requirement thus becomes the speed and accuracy of diagnosis.

The most important methods for the laboratory diagnostics of invasive infections
caused by filamentous fungi are conventional methods — microscopy, cultivation and
histological examination. However, these procedures are time consuming and often
exhibit limited sensitivity and/or specificity. It is possible to have detection causative
agent only at later stages of the disease, which can lead to false negative results. For
these reasons, new techniques are being promoted in mycology (serologic and
molecular-biology methods), which can help to increase the sensitivity and speed of

diagnostic of invasive fungal infections.

Keywords: moulds, genus Fusarium, laboratory diagnostics



uvoD

V poslednich desetiletich dochazi k vyznamnému nartistu incidence invazivnich
mykoz zptusobenych vldknitymi mikromycetami. Absolutni vétSinu ptipadu piedstavuje
invazivni aspergildza. Avsak v etiologii invazivnich mykoz se stale ¢astéji uplatiiuji i
takzvané vzacné, diive zcela raritni vlaknité mikroskopické houby, jako je napiiklad

Fusarium spp.



ZADANI - CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo na zéklad¢ studia literarnich prament podat
uceleny piehled o aktudlnich moznostech diagnostiky infekci vyvolanych vlaknitymi

houbami rodu Fusarium, v laboratofich 1ékaiské mykologie.
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1 VLAKNITE MIKROMYCETY (PLISNE)

1.1 Zdkladni charakteristika plisni

Jako plisn¢ (mikroskopické vlaknité houby, vlaknité mikromycety) oznac¢ujeme
vicebunécné, vlaknité, eukaryotni, pokrocile heterotrofni mikroskopické organismy,
vyznacujici se v pievazné vetsing saprofytickym, méné Casto parazitickym zptisobem
vyzivy. Plisné néaleZeji do samostatné tiSe hub (Fungi) a spolec¢né s kvasinkami a
kvasinkovitymi (yeast-like) mikroorganismy tvoii skupinu tzv. mikroskopickych hub
(mikromycet). [1, 2, 3]

Hojn¢ vyuzivany ¢esky nazev pro vlaknité mikromycety — ,,plisné* zavedl
v poloviné 19. stoleti vSestranny ¢esky ptirodovédec Jan Svatopluk Presl. V jeho dile
,» Wseobecny rostlinopis* z roku 1846 nalezneme i kapitolu nazvanou ,,Hauby*, kde se
kromé jiného docteme o celém tadu ,,plisnowité* (hyphomycetes). Avsak nutno
podotknout, Ze zde jméno ,,plisent striktn€ vymezil jen pro zastupce rodu Mucor.
Pozdé¢ji se vSak s timto pojmenovanim nesetfilo, a v soucasnosti ma mnohem $irsi

vyznam. [2, 4, 5]

Obr. 1 Portrét Jana Svatopluka Presla [6]
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Pro zajimavost Ize jesté dodat, ze oznaceni ,,plisen* pro urcitou skupinu hub neni
ryze ¢eskou zalezitosti, ale ma ekvivalent i v mnoha dal$ich jazycich, kuptikladu
v némciné (der Schimmelpilze), anglictin€ (mould), francouzstin€ (moisissure) ¢i

italstin€ (la muffa). [3, 7, §]

1.2 Systematika plisni

Na uvod nutno poznamenat, ze fiSe hub piedstavuje znacné heterogenni skupinu
organismd, jejichz systematické zafazeni neni z hlediska fylogenetického a
taxonomického viibec jednoduché. Jiz tviirce ptirodovédné nomenklatury Carl von
Linné se pokousel houby taxonomicky zatadit. Tehdy je ve své ,,Systematice pfirody*
z roku 1735, umistil po bok zéstupcti fiSe rostlin. A aby vyjadfil, jaky zmatek mu tyto
organismy Vv jeho systému tropi, pripsal jesté poznamku: ,,Fungorum ordo chaos est —

rad hub je chaoticky*. [2, 3]
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Obr. 2 Schéma fylogeneze eukaryotnich organismii s vyznacenim rise hub (Fungi) [10]
(upraveno)
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Prokazanim samostatného fylogenetického vyvoje a morfologickych i
biochemickych odlisnosti, vSak byly nakonec houby vylouceny z fiSe rostlin a dnes
tvofi samostatny celek. Na zaklad¢ analyzy sekvence aminokyselin fady enzymti se
zjistilo, ze fylogeneticky maji dokonce blize k zivo¢ichiim nez ke svym byvalym
sousediim — rostlindm. V soucasnosti jsou houby spolu s Zivocichy sdruzovany do

superskupiny Opisthokonta (Obr. 2). [2, 9, 10, 11]

RiSe: Opisthokonta | Fungi
Oddéleni: Microsporidiomycota — mikrosporidie
Oddéleni: Chytridiomycota — chytridie
Oddéleni: Zygomycota — houby spajivé
Oddéleni: Glomeromycota
Oddéleni: Ascomycota —houby vieckovytrusné
Oddéleni: Basidiomycota — houby stopkovytrusné

Obr. 3 Systém rise hub podle 9. vydani "Dictionary of fungi" (Kirk et al. 2001),
upraveny podle ucebnice "Sinice, rasy, houby, mechorosty a podobné organismy
v soucasné biologii" (Kalina et Vana 2005) [12]
(upraveno)

Risi hub lze dle upraveného 9. vydani "Dictionary of fungi" klasifikovat do Sesti
oddé¢lent (Obr. 3): Microsporidiomycota, Chytridiomycota, Zygomycota,
Glomeromycota, Ascomycota a Basidiomycota. [12] Na zdkladé mnoha fylogenetickych
studii, vSak klasifikace hub v poslednich letech prosla znaénymi zménami, a i tato
uvedena klasifikace je zastarald a nepfesnd. Domnivam se vsak, Ze pro ucely této prace
je uvedeny systém dostacujici.

Notné zmatky v klasifikaci hub zplsobuje 1 skutecnost, Ze houby jsou schopny
sttidat pohlavni a nepohlavni zptisob rozmnozovani. Mohou se tak vyskytovat ve dvou
formach — stadiich, jez byvaji morfologicky zna¢né odlisné. To vedlo k tomu, ze
anamorfni (asexualni) a teleomorfni (sexudlni) stadia, byla dfive povazovana za zcela

odlisné druhy hub, a proto 1 jinak pojmenovana. [2, 9, 13]
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U hub s pleomorfnim Zivotnim cyklem, tedy u téch, v jejichz zivotnim cyklu se
vyskytuje jak pohlavni, tak nepohlavni stadium, bylo systematické zatazeni zalozeno na
zéklad¢ znalosti jejich teleomorfy. Mohla se pouzivat ale obé jména — anamorfy i
teleomorfy (tzv. duélni nomenklatura). Snahou moderni mykologie je vSak pouzivat pro

jeden organizmus jen jedno jméno (“one fungus — one name™). [14, 15]

Nyni v§ak bude zamétena pozornost pouze na plisné. Bézné se takto oznacuji
veskeré houbovité organismy, které vytvaieji mycelium (podhoubi), jez prortusta

substrat a pokryva jej jemnym vlaknitym povlakem. [16]

e

V mykologii, v§ak termin ,,plisné¢* v ptivodnim uz$im vyznamu zahrnoval pouze
urcité skupiny tzv. niz§ich hub, a to houby oddéleni Chytridiomycota (pt. rakovinovec
bramborovy ¢i téz plisen skrytd bramborova), Zygomycota (pt. pliseii hlavickova) a také
Oomycota (pt. pliseit bramborova), které jsou ale nyni fazeny do eukaryotické
superskupiny SAR (Stramenopila, Alveolata, Rhizaria). Avsak postupné tento termin

pterostl svlij plivodni uzky vyznam a dnes se uziva pro vSechny vlaknité mikroskopické

houby. Nazev ,,pliseni” nema systematickou hodnotu. [11, 17, 18, 19]

Podle zplisobu rozmnozovani jsou vldknité mikromycety zatazovany bud’ do
oddé€leni Zygomycota (houby spajive), Ascomycota (houby vieckovytrusné), nebo do
uméle vytvofeného pomocného pododdéleni mitosporickych hub (Deuteromycota,

Fungi imperfecti), které zahrnuje pouze nepohlavné se rozmnozujici houby. [1, 19]

Pro ucely 1ékarské mykologie 1ze mikroskopické vladknité houby rozdélit dle
jejich morfologickych a klinickych charakteristik na:
= zygomycety,
= hyalinni mikromycety,

= pigmentované mikromycety (skupina Dematiaceae)

a dermatofyta. [13]
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1.3 Vyskyt a vyznam plisni

Vlaknité mikroskopické houby jsou vSudypfitomné. Nalezi k prastarym
obyvatelim nasi planety, jejichz staii se dle fosilnich pozustatki odhaduje na 460
miliont let. Od nepaméti predstavuji neoddélitelnou soucast zivotniho a pracovniho
prostedi ¢loveka. Spory plisni se vyskytuji v piidé€, vode€, ovzdusi, na povrchu zivych a

odumfelych organismu, na pfedmeétech a plochach, ¢i v krmivech a potravinach. [2, 3]

Jedna se v prevazné vétsing o saprofytické organismy, které v ekosystémech plni
nezastupitelnou tlohu destruentd (dekompozitorit). Za pomoci své bohaté enzymatické
vybavy rozkladaji organickou hmotu a vyznamné tak piispivaji ke kolob¢hu latek a
energie v pfirod€. Diky své znacné morfologické riznorodosti a pfizpiisobivosti
k nejrozmanitéj§im ekologickym podminkdm, se mohou plisné vyskytovat prakticky
vSude tam, kde je organickd hmota. Zvladaji extrémni okolni podminky. Pfezivaji a
rostou 1 v prostiedi relativné chudém na ziviny, pii nizkém pH i nizkych teplotach a
snaseji 1 niz8i vlhkost. Pouze malé ¢ast vlaknitych mikroskopickych hub se adaptovala

k parazitismu jinych organismu, v¢etné ¢loveka. [2, 3, 7, 19, 20]

1.3.1 Negativni vyznam plisni

Vlaknité mikromycety mohou plsobit na ¢loveka i jiné organismy zna¢né
nepiiznivé. Napadaji kulturni 1 divoce rostouci rostliny, parazituji studenokrevné a
teplokrevné ZivocCichy a jsou s to zapfi€init chorobné stavy i1 u ¢loveéka. Lidské zdravi
ovliviiyji prostfednictvim jimi kontaminovanych potravin, alergizaci ¢i pfimo
vyvolanim mykotické infekce. Nékteré plisn€ navic produkuji toxické latky —

mykotoxiny a mohou byt pfic¢inou tzv. mykotoxikoz. [7, 21]

Dalsi nezadouci efekt vlaknitych mikroskopickych hub spociva v rozkladu a
znehodnoceni nejriiznéjSich materiall, potravinaiskych surovin, potravin ¢i krmiv
uloZenych v nevhodnych podminkach. K neblahému vysledku se miiZe navic pfipojit

toxinogenni potencidl n€kterych plisni, a ptibyva tak i riziko intoxikace. [8, 19, 21]

1.3.2 Pozitivni vyznam plisni
Ovsem na vlaknité mikroskopické houby neni nutno pohlizet, pouze jako na
vyhradné negativni Cinitele. Tyto mikroorganismy nasly své vyuziti v mnoha vyrobnich
odvétvich lidské Cinnosti. Pfedevsim v potravinarském pramyslu (napft. pti vyrobé syri,
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trvanlivych salami, vina, kyseliny citronové ¢i riznych asijskych fermentovanych
potravin) a ve farmaceutickém primyslu pfi vyrob¢ antibiotik i jinych 1éCiv. Plisné 1ze
také vyuzit k ¢isténi odpadnich vod, dekontaminaci ptdy ¢i k biologické ochrané

rostlin. [2, 8, 21]

1.4 Onemocnéni vyvolana plisnémi

Vlaknité mikromycety jsou schopny vyvolat tfi rizné skupiny chorobnych stavi:

mykodzy, mykoalergie a mykotoxikozy.

1.4.1 Mykozy

Nejvyznamnéjsi skupinu chorob predstavuji mykozy. Jedna se o prava infekcni
onemocnéni vyvolavana prevazné mikromycetami patiici mezi vieckovytrusné
(Ascomycota) nebo mitosporické houby (Deuteromycota) a jen zcela vyjimeéné i mezi
houby stopkovytrusné (Basidiomycota).

Mykotické infekce délime nejcastéji podle anatomicke lokalizace na povrchové
(superficialni), kozni (kutanni), podkozni (subkutanni) a hluboké (systémové, organove,
visceralni). Podle rozsahu postizeni pak rozeznavame mykdzy lokalizované, kdy je
postiZzen pouze jeden organ nebo urcitd anatomicka lokalita, a systémové

(diseminované, generalizované), kdy jsou zasazeny dva a vice organt. [2, 22]

KoZni mykozy patii k nejCastéjsim infekcim vyvolanymi mikromycetami.
Postihuji pouze keratinizované vrstvy kiize a jejich adnexa (vlasy, chlupy a nehty). Dl
do hlubsich tkéani nepronikaji. NejcastéjSimi ptivodci jsou dermatofyty — skupina blizce
ptibuznych keratofilnich hub, ktera je tvotena ttemi rody: Trichophyton, Microsporum a
Epidermophyton. Znatna cCetnost téchto infekci je dana tim, Ze dermatofyty jsou

obligatné patogenni a napadaji i osoby s normalné vyvinutou imunitou. [16, 22]

Systémoveé mykotické infekce jsou onemocnéni postihujici vnitini organy, které
mohou diseminovat a piejit do septického stavu, zvlast€ u imunoalterovanych pacientt.
Rozlisujeme endemické (primdrni) a oportunni (sekundarni) mykozy.

Endemické mykdzy jsou zpiisobené dimorfni houbami, kter¢ jsou primarné
patogenni a mohou vyvolat infekci i1 u lidi s nenarusenou obranyschopnosti, kteii

vstoupili do endemické oblasti jejich vyskytu (pfedevsim americky kontinent). Do této
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skupiny patii zejména histoplazméza, kokcidioidomykoéza, blastomykéza a
parakokcidioidomykoza.

Naproti tomu pivodci oportunnich mykotickych infekci jsou ubikvitarni a pro
zdravého imunokompetentniho jedince neptedstavuji realné nebezpeci. Napadaji pouze
pacienty se siln€ naruSenou imunitou. Nize uvedend Tab. 1 poukazuje na hlavni
okolnosti napomahajici k jejich vzniku. Nejcastéji se s nimi setkavame jako s
nozokomialnimi ndkazami, které¢ jsou obtizn¢ diagnostikovatelné, neziidka vyzaduji
empirickou antimykotickou 1é¢bu a vyznacuji se vysokou mortalitou. V naSich
podminkach jsou oportunni mykozy vyvolavany zejména kandidami, aspergily,

kryptokoky a zygomycetami. [2, 23, 24]

* imunodeficit v oblasti bunécné imunity (zejména stavy po protinadorové terapii,
po transplantaci organu nebo kostni dfen¢, infekce HIV apod.)

* peutropenie

= terapie glukokortikoidy

= diabetes mellitus

= antibiotick terapie

* intenzivni péce

* parenteralni vyZiva

= zivazni chronické onemocnéni

= jntravenOzni toxikomanie

Tab. 1 Nejvyznamnéjsi okolnosti, které disponuji ke vzniku systéemové mykozy [24]

1.4.2 Mykoalergie

Mykoalergie (mykoalergédzy) jsou hypersenzitivni reakce imunitniho systému
hostitele na alergeny mykotického ptivodu. Nejcastéji se jednd o alergeny pfitomné na
sporach. Bylo popsano vice nez 80 rodi hub, které mohou vyvoldvat alergické reakce.
K nejvyznamnéj$im a nejfrekventovanéj$im alergennim vldknitym mikroskopickym
houbam nélezi mitosporické houby rodt Cladosporium, Alternaria, Aspergillus,
Helminthosporium, Epicoccum, Fusarium, Penicillium a zygomycety rodu Mucor a
Rhizopus (Tab. 2). Vyskyt mykoalergii je vazan jak na podminky prosttedi, tak na
citlivého jedince nachylného k neadekvéatni reakci na ptitomnost mykoalergenti.
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Pro vznik alergie je rozhodujici mnozstvi, ptivod a velikost spor. Cetnost spor
kolisa v zavislosti na klimatickych podminkéach, dostupnosti zivin v substratu a na
lokalité (venkovni nebo uzavieny prostor). Co do velikosti jsou houbové spory zna¢né
variabilni. Velikost mé zasadni vyznam pfi jejich inhalaci a depozici. Pfitom plati, ze
zavaznost alergického onemocnéni se zvysuje s klesajici velikosti spor.

Mykoalergie se projevuji hlavné v oblasti respiracniho traktu. Po inhalaci spor
dochazi u vnimavych osob k podrazdéni dychacich cest, chrapotu, kasli, ptipadn¢ ke
vzniku bronchitidy a déle ke zhorSovani jiz vzniklych respiracnich onemocnéni. [2, 3,

23]

Cladosporium, Alternaria, Aspergillus,

Mitosporické houby (Deuteromycota) Helminthosporium, Epicoccum, Fusarium,

Penicillium

Zygomycota Mucor, Rhizopus

Tab. 2 Vidknité mikroskopické houby podilejici se na vzniku alergické reakce [2]
(upraveno)

1.4.3 Mykotoxikozy

Jako mykotoxikdzy se oznacuji chorobné stavy vyvolavané sekundarnimi
toxickymi metabolity vlaknitych mikromycet — mykotoxiny. Ne v§echny vlaknité
mikroskopické houby jsou toxinogenni. V soucasné dobé€ je znamo vice jak 350 druhii
plisni, jez jsou schopny produkovat jeden nebo vice mykotoxini. Bohuzel mezi né patii
fada béznych druht, vyskytujicich se v prosttedi, na potravinach ¢i krmivech.
Nejvyznamngj§imi producenty mykotoxint jsou zastupci rodu Aspergillus, Fusarium a
Penicillium. K intoxikaci dochézi nejcastéji zprosttedkované kontaminovanou potravou,

vzacnéji téz kontaktem nebo inhalaci. [2, 16, 21, 22, 23]
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Mykotoxiny miizeme definovat jako nizkomolekularni latky nebilkovinné
povahy, toxické vii¢i ¢loveéku a (nebo) hospodaiskym zvitatim, k jejichz dietarni ¢i
profesionalni expozici dochazi nezavisle na vili a zajmim ¢loveka. Celkovy pocet
mykotoxinil neni pfesn¢ znam. Odhaduje se asi 500 latek patticich do této skupiny, z
nichz pfiblizné 50 je davano do pfic¢inné souvislosti s mykotoxikézami u lidi a zvifat.
Klasifikovat 1ze mykotoxiny podle celé fady kritérii — dle chemické struktury, toxicity
(kvantitativni a kvalitativni) ¢i dle zptisobu jejich biosyntézy. Mykotoxiny mohou
vyvolavat jak akutni, tak pfedevS§im chronické otravy. Vyznamné je riziko pozdnich

toxickych ucinki (zejména karcinogenni riziko a vyvojova toxicita). [2, 3, 16, 21]

Hepatotoxicky aflatoxiny, luteoskyrin, sterigmatocystin
Nefrotoxicky ochratoxin A, citrinin

Toxicky pro gastrointestinalni trakt trichotheceny

Neurotoxicky penitrem A, fumonisiny
Dermatotoxicky trichotheceny, psoraleny, verrucariny
Estrogennni zearalenon

Hematotoxicky aflatoxiny, ochratoxin A, zearalenon,

trichotheceny

aflatoxiny, ochratoxin A, trichotheceny,

Imunotoxicky patulin

aflatoxiny, sterigmatocystin, ochratoxin A,
Genotoxicky patulin, trichotheceny, fumonisiny,
zearalenon, citrinin

Tab. 3 Déleni mykotoxinii podle toxickych ucinku k cilovym organiim [2, 16]
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1.5 Morfologie plisni

Zakladem téla plisni je vegetativni vlaknity utvar zvany stélka (thallus). Stélka je
tvofena dutymi vlakny (hyfy), ktera jsou bud’ rozdéleny predhradkami (septy), nebo
jsou coenocytické (bez prehradek) (Obr. 4). Tim Ze jsou septované hyfy roz¢lenény
pomoci piehradek, tak je Ize klasifikovat jako vicebunécné. Oproti tomu coenocytické
hyfy nemaji zadné ptehradky, takze vlastn¢ pfedstavuji jedinou buiikku s mnoha jadry.
Hyfy plisni se vétvi, rozrustaji a splétaji do itvaru oznacovaného jako podhoubi neboli

mycelium. [2, 3, 7, 23, 25]
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Obr. 4 Hyfy mikromycet — septovana a coenocyticka [26]
(upraveno)

Cast mycelia roste na povrchu substratu (vzdu$né mycelium) a ¢ast do ngj
prorista (substratové mycelium). Na specializovanych hyfach vzdusného mycelia
zvanych sporofory se vytvareji rozmnozovaci Gtvary — spory (vytrusy), které slouzi
k reprodukci plisné€. Proto se nékdy oznacuje jako reprodukéni mycelium. Substratové

(nebo téZ vegetativni) mycelium ziskava Ziviny ze substratu a slouzi tak k vyziveé plisné.

Pti kultivaci na agarovych ptidach v laboratofi l1ze po urcité dobé pozorovat
nartist masy plisn¢ — kolonii. Makroskopicky vzhled kolonii je pro urcité druhy nebo

skupiny plisni charakteristické a slouZzi jako kritérium pro jejich uréovani. [7, 23, 25]
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1.6 RozmnozZovani plisni

Vlaknité mikromycety se rozmnozuji rozristanim hyf, nebo pomoci spor. Ty
mohou vznikat bud’ nepohlavnim zptisobem (nepohlavni spory — mitospory), nebo po
spajeni dvou bun¢k (pohlavni spory — meiospory). Plisné se tedy mohou rozmnozovat
pohlavné i nepohlavné. Zptsob rozmnozovani, tvar, velikost, usporadani i dalsi
vlastnosti reproduk¢nich struktur patii ke klicovym identifikacnim znakim u vétSiny
vlaknitych mikromycet. Pro sexualni rozmnozovaci ¢astice se doporucuje pouZzivat
termin spora, zatimco pro ty asexualni by mélo byt uzivano oznaceni konidie. [1, 2, 10,

13, 23]

1.6.1 Nepohlavni rozmnozovani

Nejcastejsi zplisob reprodukce plisni je asexualnim zplsobem. Jak jiZ bylo
uvedeno vyse, déje se tak bud’ rozristdnim hyf, nebo nepohlavnimi sporami. Stadium
hub, které se rozmnozuje pouze nepohlavné, se oznacuje jako anamorfa (imperfektni,
asexualni stadium). Nepohlavni spory se tvofi bud’ na vegetativnich hyfach, nebo ve
specidlnich fruktifika¢nich organech. Jejich tvorbé ptedchazi pouze mitotické déleni.
Proto jsou také plisné reprodukujici se nepohlavnim rozmnoZovanim oznacované jako
mitosporické houby. Podle mista vzniku délime asexudlni spory na exospory a

endospory. [1, 2, 7, 25]

Exospory se nachazejici vné fruktifikacnich organti a vznikaji bud’ pfimo nebo
nepiimo (z konidiogennich buné€k) na specializovanych hyfach — konidioforech.
Konidie mohou byt jednobunécné (n€kdy oznacované jako mikrokonidie) nebo
vicebuné¢né (tj. makrokonidie). Dle zptsobu tvorby pak rozeznavame thalické konidie
(artrokonidie), které vznikaji fragmentaci jiZ existujici hyfy na jednotlivé buiiky, a
blastické konidie (blastokonidie), tvofici se de novo na principu puceni (Obr. 5).

U nékterych rodl plisni se mohou tvofit jesté¢ chlamydokonidie, silnosténné utvary, jez

jsou odolné vii¢i neptiznivym podminkam. [1, 2, 13, 25]

Exospory rtiznych rodl jsou tvaroveé zna¢né rozmanité, mohou byt kulovité,
elipsoidni, valcovité, vietenovité, srpkovité, spiraloveé stocené apod. Mohou byt
umistény jak jednotlivé, tak v fetizcich nebo kulovitych utvarech. Tvar, velikost a
uspotadani konidii hraji podstatnou roli v taxonomii mitosporickych hub, u kterych

nejsou znama sexudlni stadia. [1, 2, 25]
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Obr. 5 Vznik exospor u plisni [1]
a — artrokonidie, b — blastokonidie
(upraveno)

Druhym typem nepohlavnich spor jsou endospory, které vznikaji uvniti
fruktifikacnich organti. Konkrétnim piikladem jsou pak sporangiokonidie, které se
nachazeji uvniti vakovité¢ho Gtvaru nazyvaném sporangium (vytrusnice). Tento zplisob

asexualni reprodukce je typicky pro zygomyecety. [1, 2, 23, 25]

1.6.2 Pohlavni rozmnozovani

Méné casto se u vldknitych mikroskopickych hub uplatiiuje rozmnoZovani
pohlavni, které je charakteristické tvorbou pohlavnich spor — zygospor nebo askospor.
Zivotni stadium hub, charakteristické tvorbou pohlavnich spor se nazyva teleomorfa
(perfektni, sexudlni stddium). Tvorbé pohlavné vzniklych spor pfedchazi meiotické
déleni, a tak plisné, které se vyznacuji asexudlni reprodukci miizeme nazvat i jako

houby meiosporické. [2, 19]

Pti tomto zplisobu reprodukce vznikaji pohlavni spory spajenim dvou bunék.
Mezi plisnémi jsou sice znamy homothalické rody, které nejsou pohlavné
diferencované, tak ze dochazi ke spajeni bunck vyristajicich z téze hyfy. Nicméné
vétsina plisni je tzv. heterothalickd, coZz znamena, Ze kazdy druh obsahuje kmeny
s odliSnym pohlavnim typem (+ kmeny a — kmeny) mezi nimiz dochazi ke konjugaci.
[1, 20, 25]
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2 ROD FUSARIUM

2.1 Uvod

Rod Fusarium je rozsahly a v ptirodé hojné rozsiteny. Jeho ptislusnici byly
izolovany i v tak extrémnich prostiedich, jako je arkticky permafrost a pisek na Sahare.
Jako soucast ptidniho ekosystému se fuzaria podili na rozkladu organické hmoty. Rada
druhil se béhem evoluce piizpiisobila k parazitismu rostlin — tyto fytopatogenni druhy
pak napadaji predevsim obilniny, brambory a cukrovou fepu. Nékteré druhy mohou byt
ptilezitostn€ patogenni i pro zivocichy, vcetné ¢lovéka. Fuzaria uvoliuji velké mnozstvi
konidif, které se §ifi vzduchem a snadno kontaminuji potraviny ¢i klinicky material.
Urc¢ité druhy naSly uplatnéni v biotechnologiich jako kulturni kmeny k vyrobé
mykoproteinu — quornu. Rod Fusarium poprvé popsal a pojmenoval némecky botanik
Johann H. F. Link v roce 1809. Plisn¢ rodu Fusarium byly v minulosti znamy také u

nas, o cemz sveéd¢i Cesky nazev ,,srpovnicka‘ pro jejich makrokonidie. [2, 7, 13, 21, 27]

Obr. 6 Portrét Johanna Heinricha Friedricha Linka (1761-1851) [28]
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2.2 Taxonomické zarazeni

Taxonomie rodu Fusarium spp. je komplikovana. V prubéhu let odbornici
z ruznych pracovist navrhovali k ur€ovani fuzarii nové a nové taxonomické systémy.
Jednotlivé systémy se od sebe znacné lisili, coz dokazuje i vyrazny rozptyl mezi poctem
identifikovanych druhti — od 9 az do 1000 druhii. Ur¢ovani druhti rodu Fusarium se v
minulosti omezovalo pouze na hodnoceni morfologickych znakti. Dnes se vSak
v systematice hub uplatiiuji i moderni molekulérné biologické metody, které ptispely
k fad¢ novych poznatkli a zmén v fad¢ systéml. Leslie a Summerell (2006) na zakladé
morfologickych, biologickych a fylogenetickych kritérii popsali ve svém laboratornim
manualu 70 druht fuzarii, avSak taxonomie fuzarii stale prochazi zménami.
Taxonomické schéma rodu Fusarium je uvedeno v nasledujicim obrazku (Obr. 7). U
nékterych druht je znamo i pohlavni stadium (teleomorfa) — Giberella, Abonectria a

Haematonectria. |2, 29, 30, 31]

RiSe: Fungi
PodriSe: Dikarya
Kmen: Ascomycota
Podkmen: Pezizomycotina
Tr¥ida: Sordariomycetes
Podtrida: Hypocreomycetidae
Rad: Hypocreales
Celed’: Nectriaceae

Anamorfni rod: Fusarium

Obr. 7 Taxonomicke schéma rodu Fusarium [32]
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2.3 Morfologie

Plisn€ rodu Fusarium vytvareji na umélych padach bohaté plstnaté nebo vatovité
mycelium svétlych barev, rostouci ve snopcich od pidy k vicku misky. Spodni strana
narostlé kultury byva pestie zbarvena. Fuzaria nejcastéji vytvari nepohlavni (konidialni)

staddium, nékteré druhy vytvaii za ur€itych podminek i pohlavni stadium. [2, 8, 16, 30]

Obr. 8 Makrohabitus Fusarium solani [33]

Konidiélni stadium vytvaii bud’ volné jednotlivé konidiofory, na nichz se
odstépuji konidie, nebo se konidiofory seskupuji do makroskopicky viditelnych,
drobnych polstarovitych utvart, zvanych sporodochia. V nekterych piipadech se
vytvareji i souvislé konidionosné porosty tzv. pionoty. K typickému vytvaieni
sporodochii a pionotti v§ak dochazi spiSe na pfirozeném substratu. V kulturach se
obvykle setkdvame pouze s volné rozmisténymi konidiofory ve vzdusném myceliu,

které jsou bud’ mélo nebo hojnéji vétvené. [2, 8]

Na ose konidioforu se vytvari specidlni konidiogenni buniky lahvovitého tvaru —
fialidy. Rozlisujeme dva zakladni typy: monofialidy a polyfialidy. Na monofialidach se
konidie tvofi pouze na jednom misté, zatimco na polyfialidach je konidiogennich mist
rovnou n¢kolik. Plisn¢ rodu Fusarium mohou produkovat tfi typy konidii:
makrokonidie, mikrokonidie a chlamydokonidie. N&které druhy produkuji vSechny
druhy konidii, zatimco jiné druhy nikoliv. [1, 2, 8, 29, 34]
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2.3.1 Makrokonidie

Makrokonidie se vytvareji ve sporodiich a pionotech, ale mohou byt produkovany
1 na monofialidach a polyfialidach na vzdusném myceliu. Jsou dvou az vicebunécné a
maji charakteristicky srpovity ¢i rohlickovity tvar. Makrokonidie jsou typickym
morfologickym znakem pro druhovou determinaci fuzarii. Sledujeme u nich pocet
bungk, velikost, tvar a zahnuti, dale se hodnoti tvar a zahnuti apikélni bunky a zahnuti
bazalni buniky (miize byt vyvinuta tzv. nozka). V§Simame si i tloustky bunécné stény a
zietelnosti prepazek. Velmi Casto se po delsi kultivaci ptestavaji tvofit. [2, 8, 16, 29, 30,

31]

Obr. 9 Morfologie makrokonidii Fusarium spp. [30]
(upraveno)

2.3.2 Mikrokonidie

Tento druh konidii neni produkovan v§emi druhy fuzarii. Pokud jsou pfitomny,
v§imame si u nich tvaru, velikosti i zptisobu vzniku. Mikrokonidie jsou zpravidla
jednobunééné a tvaru velmi rtiznorodého (Obr. 10). Tvar mikrokonidii mize byt
vyznamny pfi identifikaci fuzarii. Tvofti se ve vzduSném myceliu, nikoliv ve
sprorodochiu. Na fialidach se mohou tvofit jednotlivé, v fetizcich nebo ve shlucich. [8,

29, 30]

09§60 Q

Obr. 10 Morfologie mikrokonidii Fusarium spp. [30]
(upraveno)
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2.3.3 Chlamydokonidie

Ttetim typem konidii, které mohou nékteré druhy rodu Fusarium produkovat jsou
chlamydokonidie, které se vyznacuji silnou, Casto zbarvenou sténou, jez miize byt
hladka nebo drsna. Chlamydokonidie maji rizny tvar, velikost i pocet bunék. Mohou
byt produkovany jednotlivé, ve dvojicich, shlucich nebo fetizcich. Umistény jsou bud’
na konci vlaken (termindln¢) nebo mezi bunkami vlakna (interkaldrné€). U nékterych
kmenii dochazi ve starSich kulturach ke vzniku chlamydokonidi i1 z jednotlivych bunék

konidioforu, nebo z jednotlivych buné€k makrokonidii. [2, 8, 29, 30]
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Obr. 11 Umisteni chlamydokonidii u Fusarium spp. [1]
a — koncové (terminalni); b — interkaldrni; ¢ — v makrokonidiich

b
e
G

Obr. 12 Mikrohabitus Fusarium solani [7]
a — mikrokonidie; b — makrokonidie; ¢ — konidiofory s konidiemi;
d — chlamydokonidie
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2.3.4 Morfologie teleomorfnich stadii

Nékteré druhy fuzérii jsou schopny sexualni reprodukce, ktera je charakteristicka
tvorbou askospor. Askospory se tvofi vétSinou po osmi ve vieckach (ascich), které jsou
pravideln¢ usporadany uvniti fruktifikacniho organu — perithecia (Obr. 13). Perithecium
je typ plodnice, obvykle lahvicovitého tvaru s malym otvorem (ostiolem), kterym se

askospory dostavaji ven. [1, 8, 15, 34]

viecka

Obr. 13 Perithecium s pravidelné usporadanymi viecky a ostiolem [1]
(upraveno)

2.4 Patogenita a patogeneze

Plisn€ rodu Fusarium jsou fazeny mezi tzv. hyalinni mikromycety vyznacujici se
hyalinnimi (tj. nepigmentovanymi) hyfami se septy. Hyalinni mikromycety zptisobuji
skupinu onemocnéni souhrnné zvanych jako hyalohyfomykoézy. Pricemz fuzaria jsou
povazovana za jejich druhou nej€astéjsi pti¢inu (hned po aspergilech).

Infekce zpisobené zastupci rodu Fusarium se obecné oznacuji jako fuzariozy.
Fuzéria vyvolavaji Siroké spektrum infekci od infekci povrchovych, lokalné invazivnich
az po diseminované. Klinickd manifestace do znacné miry zavisi na zptisobu vstupu
infekce a na imunitnim stavu hostitele. Postizen mlize byt téméft jakykoliv organ, do
kterého se infekce rozsiti hematogenni cestou. Ze dvandacti antropopatogennich druhd,
se nejvice jako pivodce infekcei uplatiuje Fusarium solani (ptiblizné€ 50 %),
nasledovano Fusarium oxysporum a Fusarium verticillioides (dfive nazyvané Fusarium
moniliforme). Jako klasické oportunni patogeny napadaji pouze jedince s oslabenou

imunitou, a pro zdravé osoby neptedstavuji hrozbu. [13, 35, 36, 37, 38, 39]
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U relativn¢ zdravych, imunokompetentnich lidi mohou vzacné zpisobovat
povrchové infekce, vétSinou po poruseni povrchovych obrannych bariér téla. NejCastéji
se jedna o mykotickou keratitidu (vznikajici po traumatické inokulaci ¢i v disledku
kontaminovanych kontaktnich co€ek) a onychomykézu. Méné €asto mohou téz
infikovat rany a popaleniny. Mimoto byly popséany také pfipady lokalizovanych
hlubokych infekci jako je sinusitida, pneumonie, tromboflebitidy, endoftalmitidy,

mozkové abscesy, septické artritidy a osteomyelitidy. [2, 13, 35, 37, 38]

Obr. 14 Kozni léze u pacienta s akutni lymfoblastickou leukémii [41]

U osob s vazn¢ oslabenym imunitnim systémem ma fuzariéza obvykle charakter
invazivni a diseminovany. Lokalni postiZzeni pfechazi v diseminovanou formu az v 70 %
pripadd. Branou vstupu je obvykle dychaci trakt nebo poskozena ktize. Rizikovymi
faktory pro vznik infekce jsou u této skupiny pacientii probihajici imunosuprese,
granulocytopenie, lymfocytopenie, reakce $tépu proti hostiteli (Graft versus Host
Disease, GvHD), kolonizace, poSkozeni tkan¢ atd.

Klinické ptiznaky invazivnich fuzariovych infekei jsou podobné jako u infekci
zpusobenych rodem Aspergillus. Avsak na rozdil od invazivnich aspergil6z jsou pro
invazivni fuzéariové infekce charakteristické kozni ¢i podkozni 1éze a pozitivni
hemokultury, na jejichz zakladé¢ mize byt fuzaridéza diagnostikovana.

Diseminovana fuzari6za je zivot ohrozujici onemocnéni, jehoz vysledek je

nadmiru ovlivnén imunitnim stavem pacienta. Celkova mortalita fuzariovych infekci u
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imunokompromitovanych pacientl se pohybuje v rozmezi od 50 do 80 %. Jesté vyssi
umrtnost je spojena s perzistujici granulocytopenii a 1é¢bou kortikosteroidy. [13, 35, 37,

38, 39, 40]

A jak jiz bylo n€kolikrat zminéno, fuzaria mohou kromé ptimého napadeni
v podobé mykoz, poskozovat lidské zdravi 1 alergizaci ¢i produkei toxint do

kontaminovanych potravin.

2.5 Fuzdriové mykotoxiny

Rod Fusarium je jednim ze tfi hlavnich houbovych rodt produkujicich
mykotoxiny. Ptislusi mezi tzv. ,,polni plisn¢*“, jez kontaminuji plodiny jesté pied sklizni
nebo bezprostiedné po ni. Mezi nejvyznamnéjs$i mykotoxiny produkované plisnémi

tohoto rodu patii trichotheceny, fumonisiny a zearalenony. [2, 42, 43]

2.5.1 Trichotheceny

Trichotheceny jsou chemicky velmi rozmanitd skupina. Podle charakteru funk¢ni
skupiny se rozliSuji 4 skupiny téchto toxinll (A-D). Ze skupiny A je nejvyznamnéjSim
mykotoxinem T-2 toxin, u skupiny B je to pak viibec nejbéznéji se vyskytujici
trichothecen, deoxynivalenol. Jejich vyskyt je spojen s celou fadou fuzariovych druht,
kuptikladu Fusarium sporotrichioides, Fusarium acuminatum, Fusarium graminearum,
Fusarium culmorum nebo Fusarium poae. Trichotheceny se nachazeji nejcastéji
v zrnech pSenice, kukufice, jeCmene anebo ovsa.

., Vzhledem k pomerné castému vyskytu onemocnéni zpiisobenych trichotheceny u
lidi a zvirat, jsou ve sveté pokladany za nejvyznamnéjsi skupinu mykotoxinu. *
Trichotheceny inhibuji syntézu bilkovin. Akutni toxicita je charakterizovana stievnimi
potiZzemi a zvracenim. Prok4zany byly koZzni zmény ¢i poruchy krvetvorby, zpiisobené
destrukeci kostni dfené. Z pozdnich toxickych ucinkl jsou popsany G€inky
imunosupresivni a genotoxické a udajné i karcinogenni. Nicméné¢ diikazy karcinogenity
T-2 toxinu 1 deoxynivalenol nejsou dostatecné — dle Mezinarodni agentury pro vyzkum
rakoviny (The International Agency for Research on Cancer, IARC) klasifikovany do 3.
skupiny. [2, 42, 43, 44, 45]
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2.5.2 Fumonisiny

Dosud byla izolovana cela fada fumonisind a jejich metabolitll. Za nejhojnéjsi a
zaroven nejtoxictéjsi je pokladan fumonisin By. Zdrojem téchto mykotoxinti je
predevsim kukufice a vyrobky z ni. NejvyznamnéjSim producentem je Fusarium
verticillioides. Fumonisiny vyvolavaji n€kolik druhii onemocnéni zvifat. U ¢lovéka je
popisovana epidemiologicka souvislost s vyskytem karcinomu jicnu a vrozenych vad.
Podle IARC se fumonisiny fadi do skupiny 2B — latky potencidlné karcinogenni pro
clovéka. [2, 16, 30, 42, 45]

2.5.3 Zearalenon

Zearalenon (dfive oznaCovany jako F-2 toxin) je produkovan raznymi druhy
fuzérii, v n€kterych ptipadech 1 t€émi, které jsou schopny produkovat trichotheceny.
Hlavnim producentem tohoto mykotoxinu je Fusarium graminearum. Kontaminovana
je predevsim kukufice, ale zearalenon nalézame i u je¢mene, pSenice ¢i ovsa.

Zearalenon a jeho derivaty vykazuji predevsim estrogenni ti¢inky. Mohou se
kompetitivné€ vazat na estrogenni receptory (namisto estradiolu) a ovliviiovat tak
reproduk¢éni schopnost Zivocichu, velmi citliva jsou predevsim prasata. ,,Pro clovéka
miiZe byt zdrojem mléko, do kterého se zearalenon vylucuje asi 0,01 % prijaté denni
davky. V odborné literature existuji prace popisujici korelaci mezi vyskytem
zearalenonu a dalsich trichothecenii v potraveé matek v prubéhu téhotenstvi a vyskytem
nékterych poruch nervového systému u potomstva, vcetné schizofrenie [42].
Zearalenon je dle IARC zatazovan do kategorie 3, a tak pravdépodobné neni

karcinogenni pro ¢loveéka. [2, 16, 42, 43, 45]
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3 IMETODY LABORATORNI DIAGNOSTIKY V LEKARSKE MYKOLOGII

Mykologické diagnostika je v mnoha ohledech podobna diagnostice
bakteriologické. Zakladem je piimé mikroskopické vySetfeni klinického materialu,
kultivace vedouci k izolaci mikromycety a jeji nasledna identifikace. V diagnostice
invazivnich mykoéz se uplatiiuji sérologické metody pfimého prikazu, detekujici
specifické komponenty bunécné stény hub. Nepiimy priikkaz ma v mykologii jen
omezené vyuziti. Jako doplnék ke konvencnim testim se v posledni dob¢ stale Casté;ji

vyuzivaji molekularné-biologické metody. [13, 46]

Nezbytnou soucasti spravného mykologického vySetieni je i celkové zhodnoceni a
interpretace nalezu, idealn¢ po konzultaci s osetfujicim 1ékafem. Vzhledem
k vSudyptitomnosti spor a konidii mikromycet, jez mohou snadno klinicky vzorek
kontaminovat a oportunnimi charakteru mykotickych infekci je potteba vysledky
mykologického vySetfeni hodnotit a interpretovat velmi opatrné. Spolupracujici klinik
poskytne potfebné informace o zdravotnim stavu pacienta, ¢imz umozni posoudit

eventualni pfi¢innou souvislost mikromycety s patologickym procesem. [13]

V prvotni fazi diagnostiky klinik nepotfebuje znat piesnou identifikaci zachycené
houby, avSak potiebuje védét, zda se jedna skute¢né o invazivni mykozu, zda je
vyvolana kvasinkou nebo vlaknitou mikromycetou a zda je nutné zahajit 1écbu,
pfipadné jakou. U invazivnich mykotickych infekei se stava klicovym poZadavkem
rychlost a presnost diagnozy, ktera zejména u imunoalterovanych pacientti je
rozhodujicim faktorem UspéSnosti terapie. Kazda mykologicka laboratot by méla byt
schopna provést identifikaci na druhové (Aspergillus) nebo alespon na rodové (napf.

Mucor, Rhizopus, Fusarium) Grovni. [46, 47]

3.1 Odbér a zpracovani materidlu

O kvalité mykologického vySetteni a validité vysledkti rozhoduje spravné
provedeny odbér klinického materidlu. Aby nedoslo ke znehodnoceni vzorku ¢i ke
zkresleni vysledkt, je nezbytné dodrzet pii odbéru nékolik zdsad. Dilezité je, aby byl
klinicky materidl odebiran z aktivniho mista infekce, v dostatecném mnozstvi, a pokud
mozno bez kontaminace doprovodnou mikroflorou. Déle je potieba zajistit odbér jeste

pfed zahdjenim antimykotické 1é¢by, ktera by mohla zivotaschopnost mykotického
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agens ovlivnit. Zaroven je nutno pii odbéru materidlu postupovat tak, aby nedoslo ke
vzdusné sekundarni kontaminaci vzorku. Samoziejmosti by mél byt odbér za
aseptickych podminek, do sterilnich nadob, pouzivani transportnich médii a co
nejrychlejsi transport do laboratoie. Pfi zpracovani materidlu je nutno vzdy pamatovat
na soubézné zhotoveni alespont dvou mikroskopickych preparati — jeden se obvykle
barvi dle Grama, dal$i mykologickymi nebo histologickymi barvicimi technikami. [2, 9,
13]

Pti podezieni na povrchové mykozy byvaji k mykologickému vySetieni zasilany
nejcastéji kozni Supiny, vlasy a nehty. Stéry tamponem se vyuZivaji u slizni¢nich mykéz
a také ran, u kterych je mozno pouzit rovnéz otiskovou metodu na vhodné médium. Pti
organovych ¢i invazivnich mykoézach se odebiraji vzorky tkani, krev, mo¢, likvor,

sputum, bronchoalveolarni lavdz, punktaty, exsudaty, hnis aj. [13]

3.2 Mikroskopické vysetreni

Ptimé mikroskopické vysetieni klinického materialu byva zpravidla prvnim
krokem v laboratorni diagnostice mykotickych onemocnéni. Mikroskopie pfedstavuje
v mykologii nepostradatelnou techniku, ktera slouzi nejen k rychlé diagnostice, ale
rovnéz k ovéteni validity vzorku a pfitomnosti zanétu. Umoziuje velmi rychle zjistit
pfitomnost mykotickych elementil v klinickém materidlu a na zdkladé jejich morfologie
a usporadani orientacné posoudit, zda se jedna o mykdzu, ptipadné stanovit predbéznou
diagnozu. Presnéjsi identifikace vSak neni z takovych preparatii obvykle mozna.
Takovyto pfedbézny vysledek je vSak pro klinika velmi cenny. Na jeho zédkladé miize
byt okamzité zahajena antimykoticka terapie, a to bez ztraty drahocenného ¢asu pii

¢ekani na vysledek kultivace. [13, 46]

3.2.1 Pouzivané techniky

Mezi nejcastéjsi typy preparati pouzivané v 1ékarské mykologii patii louhovy
preparat. Vyuziva se zde schopnosti KOH projasnit tkané tak, aby bylo mozno
pozorovat mykotické elementy ve vySetfovaném vzorku. Tato technika se vyuziva k

vysetieni vzorkil kiize a koznich adnex ¢i vaginalni sekretu. [13, 46]
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Nativni ¢i louhovy preparat 1ze dale dobarvit nespecificky Lugolovym roztokem
¢i barvivem Myco-Ink, které se specificky vaze na chitin v bunééné sténé hub.
K prikazu mikromycet l1ze vyuZit klasické bakteriologické barveni, podle Grama, jezZ
umoziuje detekovat kvasinky, barvici se podobné jako grampozitivni bakterie. Stejné
1ze v preparatu znazornit 1 hyfy, které se vSak barvi nespolehlivé. K zobrazeni vlaken
plisni lze vyuzit i techniku barveni podle Gram-Weigerta, piivodné uréenou

k diagnostice cyst Pneumocystis jiroveci. [2, 13, 46, 47, 48]

Obr. 15 Fusarium spp. — nativni preparat [40]

Citlivost mikroskopického vySetieni 1ze zvysit pouzivanim fluorescen¢nich
barvicich technik. Podstatou je specificka vazba fluorescen¢nich barviv (Calcofluor,
Blancophor, Rylux BSU), na struktury bunécné stény hub. Ve fluorescen¢nim
mikroskopu pak takto obarvené elementy barevné zati (Obr. 16). Fluorescenéni
techniky se vyuzivaji pro rychlou diagnostiku pfitomnosti vlaknitych mikromycet. [13,
46, 47]
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Obr. 16 Hyfy pri fluorescencnim vysetieni pomoci Rylux BSU v KOH [47]

3.3 Histologické vysetreni

Vizualizace mykotickych elementil ve tkanich je zakladnim kamenem diagnostiky
invazivnich myko6z. Pro pfesnou diagndzu je vSak nutna izolace a identifikace infikujici
houby. Pozitivita v bioptickych vzorcich je obvykle spojena s pokrocilym stupném
mykotické infekce. Vzhledem k invazivnim postuptim ziskavani vzorku je vysetfeni u
kritickych pancytopenickych pacienti jen velmi obtizn€¢ proveditelné. Zakladni
histologické barveni hematoxylin-eosin (HE) nemd pro prikaz fungdlnich patogenti ve
tkani valny vyznam. Pro zvySeni mozZnosti zachytu i malého mnozstvi mykotickych
elementll se pouzivaji specialni barveni, jako je metoda stiibfeni podle Grocotta ¢i

barveni PAS (Periodic Acid Schiff). [49, 50, 51]

Fuzéria Ize obvykle izolovat z biopsie koznich 1ézi. Na zaklad¢ mikroskopického
vzhledu je vSak nelze odliSit od ostatnich pivodcti hyalohyfomyko6z. Pro definitivni
diagnozu fuzériové infekce je potieba kultivaéni nalez Fusarium spp. v klinickém

vzorku (krev, klize, dutiny, plice a jiné). [35, 50]
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Obr. 17 Hyalohyfomykoza (Fusarium spp.) - histologické vysetreni biopsie kozni léze
[52]
A —barveni PAS; B — barveni podle Grocotta

3.4 Kultivacni vysetreni

Zakladni kultivacni vySetfeni je povétSinou pomérné jednoduchou zélezitosti,
nebot’ mikroskopické houby jsou nendro¢né organismy a jsou schopny ristu prakticky
na vSech béznych kultiva¢nich pidach. Nejcastéji pouzivanym médiem v 1ékarské
mykologii je Sabouraudiv glukozovy agar (SGA). Kvili bakteridlni kontaminaci se
pfimo do média pfidava chloramfenikol ¢i gentamycin, v ptipad¢ selektivni kultivace

dermatofytl navic selektivni antimykotikum cykloheximid. [2, 13, 47]

Vyjma SGA lze v mykologické laboratofi vyuZit i jind média, vhodna pro
kultivaci vlaknitych mikromycet. Charakter riistu a vzhled kolonii aspergilt a dalSich
vlaknitych hub se kupftikladu studuje na Czapek-Doxové, bramborovém nebo

sladinkovém agaru. [2, 13]

Optimalni kultivacni teplota pro vétSinu mikromycet je 25 — 28 °C. Pokud
oc¢ekavame puivodce oportunni mykézy (kandidy, aspergily, zygomycety) probiha
kultivace pti 36 + 1 °C. Dermatofyty dobie rostou pii pokojové teploté (25 °C). A pii
podezieni na dimorfni houbu je nutna paralelni kultivace pti 25 °C i 37 °C. [2, 46, 53]

Mykologicka kultivace je vétSinou dlouhodoba (Casto i n€kolik tydntt), a proto
hrozi nebezpeci vysychani kultur. Tomu zabranujeme tim, Ze primokultivaci zakladame
ve zkumavkéach s Sikmo nalitym agarem, ktery vysycha pomaleji nez agar v Petriho

miskéach. Dale pomaha uzavieni zkumavek sterilnimi gumovymi zatkami. Kultury
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denné vizualné kontrolujeme, aniz bychom vsak zkumavky otevirali. Objevi-li se
kolonie do 4 az 10 dni, povazuje se rist za rychly, v pfipad¢ 3 a vice tydni

(dermatofyty, dimorfni houby) mluvime o pomalém ristu. [13, 53]

3.4.1 Hemokultivace

Specifickym laboratornim vySetfenim jsou pii invazivnich mykozach
hemokultivace. Podstatou tohoto vySetieni je odbér krve od pacienta a inokulace do
hemokultivacniho média v lahvickach. Ty jsou pak dale inkubovany a sledovany v
automatickém systému. Systém monitoruje tvorbu CO, mnoZicich se mikroorganismd.
V soucasné dob¢ jsou u nas za zlaty standard povazovany dva automatické detekéni
systémy: kolorimetricky systém BacT/Alert (bioMérieux, Francie) a fluorimetricky
systém Bactec (Becton Dickinson, USA). V pfipadé€ pozitivity je lahvicka vyjmuta
z automatu a jeji obsah je vyockovan na SGA, popiipad¢ jiné médium. Rovnéz se
zhotovi mikroskopicky preparat. Pozitivni hemokultura ve spojeni s mikroskopickym

vySetfenim dava rychly obraz o etiologickém agens. [47, 54, 55]

Aspergily a ostatni vlaknité mikromycety jsou z krve izolovany jen zfidka,
vyjimkou je vSak rod Fusarium. U diseminované formy fuzari6zy napomaha pfi
diagnostice pfitomnost kozni 1éze, a pravé pozitivni hemokultivac¢ni vySetfeni. Na
zaklade pozitivni hemokultury miiZze byt infekce Fusarium spp. diagnostikovana u 40 %
pacienti. Jestlize jsou u pacientl pfitomny diseminované kozni 1éze, pak mize byt
hemokultura pozitivni az v 60 % piipadi. Divodem tohoto ¢astého zachytu fuzarii
v krvi je produkce velkého mnozstvi kvasinkovitych konidii, které napoméhaji houbé

v §ifeni a ristu v krevnim ob¢hu. [13, 37, 38, 39, 56]

3.5 Stanoveni citlivosti k antimykotikiim

V poslednich letech vyznamné stoupa pocet systémovych mykoz, v disledku
novych antifungalnich 1€k, ale 1 nartst rezistenci v populaci mikromycet. S nastupem
novych generaci antimykotik doslo i k rozvoji a sjednoceni metodik pro testovani
citlivosti kvasinek a pozdé&ji i vlaknitych mikromycet. Stanoventi citlivosti mikromycet
k antifungalnim latkam in vitro se provadi ze dvou divodi, terapeutickych a

epidemiologickych. U imunosuprimovanych pacient by méla byt kvantitativné
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stanovena citlivost k antimykotikiim pfi zdchytu mikromycety z klinicky vyznamnych
materiald, u kolonizujicich kmenti pfi opakované izolaci ve vyznamné kvantité nebo

z vice lokalit, nebot’ je velmi pravdépodobné, Ze tito pacienti budou 1éCeni. [57, 58]

Pro testovani citlivosti vlaknitych hub, v¢etné Fusarium spp. jsou k dispozici
standardizované postupy, navrzené CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute,
Ustav pro klinické a laboratorni standardy) — toho ¢asu druhé vydani M-38A2 z roku
2008 a EUCAST (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
Evropska komise pro testovani antimikrobidlni citlivost) — aktudlné dostupny ve verzi
EDef. 9.3.1. z roku 2017). Oba dokumenty popisuji kvantitativni mikrodilu¢ni techniku,
poskytujici moznost stanovit MIC (Minimal Inhibitory Concentration, minimalni
inhibi¢ni koncentrace). V rutinni praxi je vSak obvykle pouzivan komeréni systém
Etestli (bioMérieux, Francie) nebo Sensititre Yeast One (TREK Diagnostic, Ohio,

USA), které jsou levngjsi i méné pracné. Ziskané vysledky timto zptisobem vykazuji

relativné vysokou shodu se standardni metodikou. [57, 58, 59, 60, 61]

Pti interpretaci vysledkll by mély byt respektovany klinické break-pointy (BPs),
jsou-li k dispozici. Pro Fusarium spp. vSak doposud nebyly oficidln€ stanoveny u
zadného antimykotika. V takovém piipad¢ je moZné se orientovat podle tzv.
epidemiologickych cut-off hodnot (Epidemiological Cut-off Value, ECV), které byly
nedavno navrzeny pro n€které druhy fuzarii. Tato hodnota slouzi pro odliSeni populace
divokého typu (wild-type, bez mechanismu rezistence) od populace ne-divokého typu
(non-wild type) s ptislusSnym mechanismem rezistence k danému antimykotiku. ECV je
matematicky stanovené ¢islo vychazejici ze standardniho rozlozeni MIC v populaci
sledované mikromycety (Gaussova kiivka) a nejlépe vystihujici, kde v ni kon¢i

normalni distribuce MIC. [57, 61, 62]
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3.6 Identifikace izolovanych mikromycet

Izolované vlaknité mikromycety se urcuji prevazné na zakladé morfologickych

charakteristik, tj. detailnim rozborem makroskopické a mikroskopické morfologie. [2]

3.6.1 Makroskopicka identifikace

Pti identifikaci vlaknitych mikromycet je v prvé fadé hodnocen makrohabitus
narostlé kultury (vzhled, charakter a barva kolonii). Velmi dilezitym znakem je
zbarveni spodni strany kultury, ptfipadné i produkce pigmentl do kultivaéniho média
v okoli kolonie. Posuzovana je taktéz rychlost ristu.

Fusarium spp. patii mezi rychle rostouci mikromycety, vytvarejici mycelium

zbarvené v odstinech rizové, Cervené, fialové nebo hnédé. [2, 13, 31, 38, 39]

3.6.2 Mikroskopicka identifikace

Pro identifikaci je vSak nezbytné také zhotoveni mikroskopického preparatu
z Cerstve narostlé kultury, ve kterém se hodnoti pfitomnost charakteristickych
reproduk¢nich struktur, jejich tvar, velikost a uspotadani. Kulturu I1ze sledovat v nativni

preparatu. Nicméné vhodngj$i je znadzornéni mykotickych struktur vhodnym barvenim

(napf. laktofenolova modf nebo dobarveny louhovy preparat). [13]

Pokud se beéhem ptipravy preparatu z jiz narostlé kultury rozrusi charakteristické
struktury, podle kterych 1ze mikromycetu identifikovat, je potieba zalozit tzv.
skli¢kovou kulturu (mikrokulturu) (Obr. 17). Tato metoda umozituje pozorovani

mikroskopickych struktur zejména vlaknitych hub, a to in situ v Case. [2, 13, 46]

narostio. kultura.-

blocek SABA W

I Retriho riska

l.r::dd.'ff Podlozm sklo

Obr. 18 Mikrokultura (sklickova kultura) [63]
SABA — Sabouradliv agar
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3.6.3 Biochemicka identifikace

Biochemické testy se pro identifikaci vlaknitych mikroskopickych hub vyuzivaji
podstatné¢ mén¢ nez u kvasinek. Vyjimku predstavuji dermatofyty, u nichz mohou
biochemické testy (napt. vlasovy perforacni test, ureazovy test) dopomoci k jejich

identifikaci. [2, 13]

3.7 Sérologické metody

Prikaz mykotické infekce miize urychlit pouziti sérologickych metod, kterymi se
v klinickém materidlu detekuji houbové antigeny ¢i protilatky tvofené proti nim.
V soucasné dob¢ se tyto techniky vyrazné podili jak na identifikaci mikromycet, tak na
diferencialni diagnostice invazivnich mykéz. Sérologicka diagnostika vSak s sebou

prinasi fadu omezeni. [13, 47]

Jak jiz bylo zminéno, priikaz protilatek nachazi v mykologické laboratofi jen
omezené uplatnéni. Napomocen je pouze pii diagnostice endemickych mykoz a
alergickych forem mykotickych infekei, u kterych se obvykle setkdvame s velmi dobrou
protilatkovou odezvou. U oportunnich systémovych infekci je prikaz specifickych
protilatek nespolehlivy. Casto se protilatky vyskytuji i u relativné zdravych jedinci.
Mikromycety se totiZ v prostiedi vyskytuji v hojném mnozstvi a lidsky organismus, jez
s nimi pfichazi denné do kontaktu proti nim vytvaii pfislusné protilatky. Naopak je
tomu u imunoalterovanych jedinct, u kterych myko6za nemusi vyvolat dostatecnou

protilatkovou odpovéd’ a vySetieni je tak faleSné negativni. [2, 13, 46]

U invazivnich mykotickych infekci ma vétsi hodnotu detekce pritomnosti
houbovych antigeni. V klinické praxi se uplatiiuje napfi. priikaz galaktomannanu pfi
aspergiloze ¢i mannanového antigenu u kandidovych infekci. Soucésti bunécné stény
prakticky vSech mykotickych patogenti je 1,3——D—glukan. Tento tzv. panfungalni
antigen lze zaradit do diagnostiky vétSiny mykoz, s vyjimkou infekei zplisobenych

kryptokoky a zygomycetami. [2, 13]

Pro ¢asnou diagnostiku invazivni fuzaridzy lze vyuzit pozitivitu panfungalniho
antigenu 1,3——D—glukanu se souc¢asnou negativitou galaktomananu. Bohuzel je tato
kombinace mozna u vétSiny ne-aspergilovych invazivnich mykotickych infekci. Navic

kvali zkiizené reaktivité mize byt test na galaktomanan u pacientii s fuzariézou falesné
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pozitivni. Bohuzel zadny specificky vyrabény imunologicky test pro Fusarium spp.

zatim neexistuje. [13, 35, 40, 64]

3.8 Molekularné-biologické metody

Molekularné-biologické metody nabizi velice slibny ptistup pro diagnostiku
invazivnich mykotickych infekei. VSechny tyto techniky lze vyuzit pro piimou detekci
mikromycet, monitorovani terapie, ale pfedevsim k identifikaci a typizaci fungalnich
kment. V praxi se nejcastéji vyuZzivaji rizné varianty polymerazové fetézove reakce
(Polymerase Chain Reaction, PCR). Mezi molekularné-biologické metody 1ze zatadit i
techniku analyzujici proteom — hmotnostni spektrometrii s laserovou desorpci a ionizaci
za ucasti matrice s praletovym analyzatorem (Matrix-Assisted Laser

Desorption/lonization Time Of Flight, MALDI-TOF). [46, 49]

Metody molekularni diagnostiky v soucasné dobé stale nepatii mezi rutinni
postupy pfi diagnostice invazivnich mykotickych infekci. VEétSimu rozsiteni brani jejich
pomérné vysoka cena, metodickéd naro€nost, a hlavné neexistence mezilaboratorni

standardizace. [13, 49, 65]

3.8.1 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Hmotnostni spektrometrii na principu MALDI-TOF jsem se intenzivné vénovala
jiz ve své bakalarské praci (Vitackova, 2014). Proto se zde o této metod€ zminim velmi

strucné.

V soucasné dobé¢ se jako perspektivni nastroj pro identifikaci vlaknitych
mikroskopickych hub jevi hmotnostni spektrometriit MALDI-TOF, a to zejména u
béznych druhil plisni. Nicméné jeji vyuziti je zatim omezené, a to predevsim kvili
neuplnosti komer¢nich databdzi a také nedostupnosti standardniho extrakéniho postupu.

Ptredpoklada se, ze lepsi identifikacni skore 1ze ziskat pii pouziti metody extrakce

wewvr

Nadéjné je vyuziti hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF i pro identifikaci
Fusarium spp. Metoda vSak neni formalné standardizovana a validovana. Studie
provedené u druhti Fusarium jsou velice slibné, s mirou uspésnosti identifikace na

urovni druhit 82-99 %. [70, 71]
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3.8.2 PCR metody

Metody zaloZené na PCR jsou velmi citlivé techniky, umoznujici detekovat i mala
mnozstvi DNA. Reakci je mozno cilit na univerzalni sekvenci, nebo se 1ze zaméfit na
rodove ¢i druhoveé specifické oblasti DNA. V prvnim pfipad¢ se jedné o nespecifickou
tzv. panfungalni (Sirokospektrou) PCR, pii které se vyuzivaji konzervované, pomalu se
meénici oblasti genomu. Amplifikovan je iisek DNA, ktery je spole¢ny téméf pro
vSechny patogenni mikromycety. A pozitivni vysledek tak bude znamenat pfitomnost
jakéhokoliv z téchto patogentll. Pro piesnéjsi urceni je tieba vyuzit specifickou metodu
(specifickou PCR) zamétenou na rychleji se ménici variabilni tiseky. Zacilenim primert
do téchto oblasti je pak mozné vybrat druh (poptipad¢ rod), ktery bude dana PCR
specificky detekovat. [13, 48, 49, 65]

K determinaci druhu houbového mykotického patogenu se vyuzivaji specifické
PCR systémy nebo panfungalni PCR s naslednou specifikaci amplifikované¢ho produktu
pomoci sekvenace. Po sekvenaci je nutné zjistit, jakému druhu dané sekvence odpovida,

v

a to srovnanim s vefejnymi databazemi. Nejzndméjsi je databadze GenBank, avSak jeji
pouziti pfi identifikaci houbovych patogenii neni ptili§ vhodné. Pfithodnéjsi je vyuziti
specializovanych mykologickych databazi — zejména nizozemska CBS a australska
ISHAM Barcoding Database, které podléhaji ptisnéjsi kontrole kvality a jednotlivé

druhy ¢i kmeny hub jsou ur€eny vyhradné mykologickymi specialisty. [65]

18s ——5,88 28S

ITS1 ITS2

Obr. 19 Schéma jednotkového slozeni genu pro ribozomalni DNA (rDNA) [67]

Jednotlivé PCR systémy mohou vyuZzivat rizné cilové geny. V praxi je pro
zvyseni citlivosti detekce vyhodné pouzivat tzv. multikopiové geny, které je snazsi
v klinickém materialu zachytit. Nej€astéji pouzivanym cilem jsou ¢asti genu pro
ribosomalni DNA (rDNA). Tento gen se sklada ze ti kodujicich podjednotek — 18S,
5,8S a 288, kter¢ jsou oddéleny sekvencemi ITS (Internal Transcribed Spacer) — ITS1 a
ITS2. (Obr. 19) Pro jeho vysokou konzervovanost jsou ¢asti genu pro rDNA casto

vyuzivany jako cil panfungalnich metod. Pro identifikaci druhi mikromycet se
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vyuzivaji sekvence ITS, kter¢ jsou dosti variabilni. U n¢kterych blizce ptibuznych
druhii v§ak nemusi byt variabilita sekvenci ITS dostatecna. V takovych ptipadech je

vhodné pouzit kombinaci vice genti. [65, 72]

Klicovym krokem pii PCR je izolace fungalni DNA. Zvolena izolac¢ni technika
musi byt natolik u¢inna, aby dokazala efektivné a rychle rozrusit vysoce odolnou
bunécnou sténu plisni. Nedostate¢né ucinna izolace DNA by vedla k faleSn€ negativnim
vysledkiim. Doporu¢ovanym zpisobem je mechanicka disrupce, kdy je vzorek

vortexovan spolecné se sklenénymi kulickami. [48, 49, 65]

Vzhledem k vSudypftitomnosti spor a konidii plisni jsou PCR techniky nachylné
ke kontaminaci, kterd nasledn¢ miize byt pficinou faleSné pozitivity. Proto je potfeba
dodrzovat protikontaminac¢ni opatteni v prubéhu celého procesu — pii odbéru vzorku,
izolaci DNA i ptipravé PCR reakce. Vysetfovany material l1ze rozd¢lit na primarné
sterilni (krev, likvor ¢i vzorky tkané z biopsie) a nesterilni (tekutina z bronchoalveolarni
lavaze, sputum ¢i tkan z pitvy). U primarné nesterilnich materialii, které mohou byt
kontaminovany rtiznymi druhy plisni volng se vyskytujicich v prostiedi 1ze vyuzit
specifické PCR metody. Panfungélni PCR je zase vhodnéjsi u priméarné sterilnich
materidlil, kde se kontaminace z prosttedi nepiedpoklada. Pfipadnou kontaminaci ¢i
kolonizaci od aktivni infekce mliZze pomoci odlisit kvantifikace naloZze fungalni DNA ve

vzorku pomoci real-time PCR. [48, 65]

Hlavnimi pfednostmi metod zaloZenych na PCR je jejich vysoka senzitivita a
rychla dostupnost vysledktl, coz umoziuje véasné zahajeni antimykotické terapie.
Vysoka citlivost téchto technik vSak s sebou pfinasi i relativné vyssi frekvence falesSné
pozitivnich vysledkl (zachyt kontaminace). Vysledky jsou zndmy béhem nékolika malo
hodin, ovSem je potieba je interpretovat s ohledem na typ materidlu (primarné
sterilni/nesterilni), klinicky stav pacienta (imunosuprese, l1é€ba antimykotiky) a

vysledky jinych diagnostickych metod (sérologie, histologie, kultivace). [13, 48, 65]

V kombinaci s konvenénimi metodami je pro identifikaci fuzarii mozné pouzit
panfungélni PCR s dodatecnym urcenim konkrétniho druhu pomoci sekvence. Kromeé
toho bylo publikovano také nékolik specifickych PCR — kvalitativnich pro Fusarium spp.
a microarray soubézné detekujici Fusarium oxysporum, F. solani, Scedosporium

prolificans a Trichosporon asahii. [70, 71]
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4 ZAVER

Vlaknité mikroskopické houby rodu Fusarium patfi mezi tzv. vzacné mykotické
patogeny. V poslednich letech se vSak stale ¢astéji uplatnuji jako piivodci invazivnich
mykoz. Diferencialni diagnostika fuzari6z od ostatnich mykotickych infekci v§ak neni
identifikace nebo i identifikace na Grovni rodu neni neobvykla. Laboratorni diagnostika
se opira o konven¢ni techniky, zahrnujici mikroskopii, kultivaci a histologické

vySetfeni. Perspektivni se zd4 vyuziti molekularné-biologickych metod.
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POUZITE ZKRATKY

SAR — Stramenopila, Alveolata, Rhizaria
GvHD — Graft versus Host Disease (reakce $t€pu proti hostiteli)

IARC — The International Agency for Research on Cancer
(Mezinérodni agentura pro vyzkum rakoviny)

PAS — Periodic Acid Schiff
SGA — Sabouraudiv glukézovy agar

CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute
(Ustav pro klinické a laboratorni standardy)

EUCAST — The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(Evropska komise pro testovani antimikrobidlni citlivosti)

MIC — Minimal Inhibitory Concentration (minimdlni inhibi¢ni koncentrace)
BP — Break-point

ECV — Epidemiological Cut-off Value (epidemiologicka cut-off hodnota)
PCR — Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)

MALDI-TOF — Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time Of Flight
(hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za G€asti
matrice s priletovym analyzatorem)

ITS — Internal Transcribed Spacer
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