Lekarska mykologie
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Obecna mykologie

Mykologie — nauka o houbach (fec. mykes, lat. fungi)

Houby jsou organismy eukaryotni (pravée jadro,
mitochondrie..), jednobunécné i vicebunécné, heterotrofni...

Zakladni déleni:

» mikroskopickeé (mikromycety)
» makroskopicke

Lekarska mykologie se zabyva takrka
vyhradne mikromycetami



Rozmnozovani hub

pohlavni stadium (telemorfa) a nepohlavni stadium (anamorfa)

anamorfa + telemorfa = holomorfa
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Nazvoslovi hub

taxonomickeé ¢lenéni hub

& VESMIR:

Systematika hub je velmi
slozita a stale ve vyvoji
(rozvoj genetickych metod,
anamorfa x telemorfa)

porrocna trida
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Nazvoslovi hub

»vetsina medicinsky vyznamnych hub se vyskytuje jako
anamorfy

»pokud je telemorfa znama, ma jeji pojmenovani
prednost — coz se v klinicke praxi obvykle nedegje

telemorfa anamorfa

Eurotium, Emericella, Aspergillus
Petromyces, Neosartoria

Eupenicillium, Talaromyces Penicillium

Pseudoallescheria boydi Scedosporium apiospermum

Issatchenkia orientalis Candida krusei




Nazvoslovi hub — klinicka praxe

rody Candida, Trichosporon, Cryptococcus etc.

» hyalinni mikromycety - rody Aspergillus, Fusarium..

» zygomycety - rody Rhizopus, Mucor..

» pigmentované mikromycety — rody Scedosporium, Alternaria
» dermatofyta — rody Trichophyton, Microsporum..

rody Histoplasma, Blastomyces..

Pneumocystis jiroveci, Microsporidium..




Houby - zastupci

Candida
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Obecna mykologie studuje zastupce

Se Chromista

Se Protozoa
coz je asi 80 000 druhu

z toho asi 200 druhu bylo nalezeno v klinickém
materialu jako etiologicke agens infekcniho
onemocneni

kazdy rok pribyva 4-5 dalSich




Onemocnéni zpusobena houbami -
patogeneze

Houby az na vyjimky (dermatofyta, endemické mykozy)
nejsou primarné patogenni (mohou kolonizovat kuzi i GIT...),
ale jsou oportunnimi patogeny

Ke vzniku onemocneni je treba nejaka predispozice hostitele
- tzv.rizikové faktory (onkologicka onemocnéni a jejich

leCba, kortikoidy, diabetes, pobyt na JIP, novorozenci — ale |
|éEba antibiotiky, vihka zaparka apod)

bunécna imunita, nejvétsSim rizikem pro vznik zivot
ohrozujicich, invazivnich infekci je neutropenie




Onemocnéni zpusobena houbami
rozdeleni

+ celkova: sepse (nejé.kandidové), pneumonie
(nejc.aspergilove), diseminované mykozy

+ lokalni: infekce kliZe, koZnich adnex a sliznic
(dermatomykézy a kandidozy)

+ mykotoxikozy: obvykle alimentarni otravy zplsobené
toxiny hub (Claviceps purpurea, Aspergillus..), které
kontaminuji potravu (ergotismus-namel, aflatoxiny..)

+ alergicka onemochneéni: precitlivélost na ¢asti hub
(konidie, Casti hyf..)




Lecba - antimykotika

Dle pouziti

Dle struktury
molekuly

»>lokalni
»celkova

»alyeny (amfotericin a jeho lipidové
formy, nystatin)

»azoly (flukonazol, itrakonazol,
vorikonazol, clotrimazol..)
»echinokandiny (caspofungin,
micafungin, anidulafungin)
»antimetabolity (flucytosin)
»alylaminy (terbinafin)

»ostatni (k.undecylova, ciklopirox
olamin)




Medical Mycology:
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Lecba — antimykotika

(mechanismus ucinku)

Alyeny — zména permeability bunécné membrany (inhibice syntézy sterolu)
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Azoly — inhibice syntézy ergosterolu (cytochrom P450)
- F Azole (flukonazol, vorikonazol, posakonazol..)
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Echinokandiny — inhibice syntézy glukanu

R(1,6)-glucan
R(1,3)-glucan
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Moznosti diagnostiky —
klinicka mykologie

Mikroskopie RS % WA
a kultivace R Y/ W

Serologie
(antigen, protilatka)

A7 = iy, =

PCR metody (nestandardni)
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Moznosti diagnostiky —
klinicka mykologie
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Mikroskopie v mykologil

nativni preparat (kultury)

barveny preparat

obecna barveni (Gram, Giemsa, Lugol) —
barvi se i bakterie, bunecné elementy

specialni barveni (Parker/Myco Ink, Rylux..) —
vaze se obvykle na chitin, barvi se jenom
houby




Mikroskopie — nativni praparat

vy agar




Mikroskopie — barveni dle Grama

hemokultura — invazivni kandidéza (kandidémie)

punktat z jater — diseminovana invazivni kandidoza



Mikroskopie — specialni barveni

Calcofluor event. Rylux (fluorescencni)

Parkeruv inkoust event.Myco Ink



Mikroskopie — shrnuti

Vyhody:
 rychlost (minuty), relativni levnost, specificita,

riziko kontaminace neni tak velké, muze byt pozitivni i v
pripadech, kdy houba jiz neni zivotaschopna
(pf.dermatomykoza)

Nevyhody:

* mala senzitivita, pozitivni obvykle az pozdejsich stadiich
Invaze

v materialu Ize vetsinou jen orientacne zaradit patogena do
rodu nebo skupiny (septované x neseptovane)

Odbeéer materialu z mista infekce na
mikroskopicke vysetreni je vyhodné

provadeéet vzdy, kdykoliv je to mozneé!!




Kultivace

Obvykle za pouziti specialnich médii — zakladni pudou
je Sabourauduv agar s antibiotiky (pro zabranéni
rustu rychlejSich bakterii)

Dalsi diagnostické: chromogenni agar, ryzovy agar,

RPMI 1640....

Vykultivovany kmen lze zaradit do rodu (druhu) dle
biochemické aktivity (auxanogram, zymogram,
Auxacolor (BioRad), API32C (BioMerieux)...) a
morfologie mikro i makroskopicke (tvorba hyf,
zarodecnych klicku, blastospor, barva kolonie

apod.), rustu pfi ruznych teplotach (25, 30 a 37°C)



Kultivace

Pichia farinosa

A.fumgatus



Testovani citlivosti hub k antimykotikum

» Stale neni zcela prokazany vztah mezi vysledky
in vitro a in vivo
houby rostou pomaleji nez bakterie

stavba bunky (eukaryota) a slozeni (chitin) mmsp jina reakce
makroorganismu....

» Existuji standardni metodiky — CLSI (M27-A pro
kvasinky, M37-A pro vlaknité houby, M44-A pro DDS)

nevhodné pro rutinu (pracné, drahe, zatim nedostupné)
> V rutinni praxi lze vyuzit pomocné metodiky s

ruznou shodou se standardnimi

(ETEST, Sensititre, DDT..)



Fungitest (BioRad) — spise orientacni

Princip: kultivace v zivhem
mediu v pritomnosti
dvou koncentraci

1
‘!
=)

TW+ |
1.

=5 —

5gl’

REEEELR |

FUNGITES:‘“ |
I A

6H21

.7 DEESES a0k FI
Hodnoceni: citlivy (S),
citlivost zavisla na davce
(SDD), rezistentni (R)




ETEST — vysoka shoda se standardem

Inhibicni koncentrace) pomoci
plastikoveho prouzku s gradientem
antimykotika




Kultivace — shrnuti

Vyhody:

* umozni zaradit patogena do rodu i druhu
(epidemiologie), otestovat citlivost na antimykotika,
specifické (z primarné sterilnich materialu)

Nevyhody:

* malo senzitivni (ale vic nez mikroskopie), ¢asové
(pomnozeni), pozitivni az pozdéjsich stadiich invaze, u
nesterilnich materialu obtiZzna interpretace (moc¢, sputum
etc.)

U invazivnich mykoz je kultivace bohuzel

malo vytéezna, ale nelze ji opominout



Moznosti diagnostiky —

klinicka mykologie

Serologie
(antigen, protilatka)
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Nekultivacni metody — sérologie

(invazivni mykoza - IFl)
antigeny bunéecne steny hub

galaktomanan | manan  glukan
glukuronoxylomanan komeréni soupravy

protilatky

m omezené vyuziti v
diagnostice IFl

antigalaktomanan (Maertens 2007, Roilides 2006)

ostatni

zatim ve vyzkumu
manitol, gliotoxin, enolaza...




Casna diagnostika IF|

* pro prognozu pac. s invazivni mykozou je zasadni Casné zahajeni
|eCby > Casna diagnostika

B mortalita

mortalita IA & ¢as
zahajeni 1é€by

Von Eiff, Respiration, 1995

<10 dnd >11 dnii

- NEKULTIVACNI METODY PRO DETEKCI IFI

serologickée molekularné
(imunologickeé) biologické



Nekultivacni metody — serologie

stanoveni antigenu

Latexova aglutinace (rychla, specificka)
»kryptokokoza
» histoplazmoza....

ELISA (rychla, specificka, senzitivnejsi)
»kandidoza
»aspergiloza.....

G-test (rychly, specificky a jeste senzitivnejsi)
»panfungalni — vSe kromé kryptokoku a zygomycet



Latexova aglutinace - princip

v pritomnosti antigenu
vznik okem viditelného aglutinatu




Sendvicova ELISA — princip

(galaktomanan)

Rat &
Ga ctomannan el Chromoge
antibody EB- .
A2
A A
+ peroaase )’
Rat \ \

monoclonal
antibody EB- e e
A2
. . . v

Mennink-Kersten et all, 2004



G-test - princip

1,3-beta-D-glukan

polysacharid bézny v pfirodé - houby, bakterie, fasy, vyssi

rostlin
bunécna stena y

} Mannoproteins

beta(1,6)-glucan
1,3)-glucan on 4 ™ om '
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} Phospholipid bilayer
e of cell membrana

Limulus polyphemus,
TaChypleUS tridentatus E:f:::;: Amebocyte Lysate Pathway

(1= 3) B-D-Ghucan




Nekultivacni (serologicke) metody

stanoveni protilatek

Dvojita imunodifuze dle
Ouchterlyho

Neprima hemaglutinace

ELISA

Protilatky maji vyznam v diagnostice napr.alergickych
onemocnheéni, u invazivnich mykoz je jejich interpretace

nejednoznacna



Nekultivacni (serologicke) metody

shrnuti

Vyhody:

* rychle, senzitivni, specifické, moznost
monitorovat leCebnou odpoved (v pripade
antigenu)

Nevyhody:

 falesne pozitivity, nejednoznacna interpretace
(protilatky), cena (G-test)

Zasadni vyznam pro casnou diagnostiku

invazivnich mykoz u kriticky nemocnych
pacientu




Moznosti diagnostiky —

klinicka mykologie

PCR metody (nestandardni)
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PCR diagnostika

teoreticke vyhody

> velmi citliva — muze detekovat jen nekolik kopii genu
v reakci a dokonce mene nez jeden genom.

> lze vyuzit jak konzervovane, tak variabilni useky
genomu a tak navrhnout assay panfungalni nebo
specifickou pro urcité rody nebo druhy.

> kvantifikaci 1ze odliSit kolonizaci od aktivni infekce.

> pfi pouziti multiplex PCR Ize detekovat vice druhu v
jedné PCR reakci.

» vysledek je znam behem nékolika malo hodin.

© M.Lengerova



PCR diagnostika - problemy

FalesSné neqativity z duvodu:

> malo ucinné metodeé izolace DNA

»velkému nadbytku humanni DNA ve vzorku
(kompetice)

Falesné pozitivity z duvodu:

» kontaminaci (pri odberu, izolaci DNA,
priprave PCR reakce)

> nizké specificitée navrzené assaye (zkrizené
reakce s jinymi pribuznymi druhy nebo
dokonce lidskou DNA © M Lengerova



PCR diagnostika - shrnuti

rychlost, vysoka citlivost, dalSi marker (odliseni falesnych pozitivit
sérologickych vySetieni)

v souCasné dobe spiSe typizace a urCovani kultur (ale dobré vysledky z BAL
pro P.jiroveci)

nevyhody

NESTANDARDNI

Neexistuje shoda o vyberu:

» testovaného materialu (plna krev, plazma, sérum)
 metody izolace DNA

 PCR metody pro detekci (nested PCR, RT qPCR..)
Prvni snahy o standardizaci:

* mezinarodni srovnavaci studie (Lewis 2006) nebo komercni kit pro
detekci - affigene® Aspergillus tracer
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Mikrobiologicka diagnostika IF|

Kultivace
(dny az tydny)

PCR
(24 - 72 hodin)

Sérologie
(hodiny)

Mikroskopie

(v minutach)

shrnuti

Vyhody

- uréeni patogena
(rod, druh, event.
stanoveni citlivosti)

- velmi senzitivni
- panfungalni
- urceni patogena

- senzitivni

-¢asna diagnoza
-standardni

- monitorace
uspéchu/selhani lécby

- jednoduché
- rychlé

Nevyhody

- malo senzitivni
- mnohdy nelze odebrat
vhodny material

- nestandardni
- faleSné pozitivity
- faleSné negativity

- faleSné pozitivity
- faleSné negativity
- nelze detekovat
zygomycety

- specifické

- malo senzitivni
-mnohdy nelze odebrat
vhodny material

-neurci patogena
septované/neseptované




Mykozy

Kryptokokoza
Aspergiloza

,
Zygomykozy

Pneumocystova
pneumonie

Dermatomykozy

Endemickeé

mykozy



Epidemiologie

V 4

invazivnich mykotickych infekci

Stale nejcastéjsi oportunni mykoticka infekce je
invazivni kandidoza NICMENE
(Wisplinghoff 2004, Pfaller 2007)

zastoupeni patogenu se liSi u
— maenrlll I'iZNych skupin pacientu

TABLE 2. Agents of opportunistic mycoses”

million/vi ratio {7&)
Yeasts
Candida species 128 339
C. albicans
C. glabrata

C. parapsilosis
C. tropicalis

Cryptococcus

C. krusei i
C. ."a:;:'-::;:rme Aipﬁ?h‘l‘”! 4%
C. rugosa 25 J'rﬂ Endemic

C. guilliermondii
C. incomspicua

fungi 3%
C. ROorvegensis
Crypiococcus species 65.5 12.7 Candida PCP 2%

Other yeasts

Hyaline molds 42%
Aspergillus species 233
Zygomycetes 30.0
Other hyalohyphomycetes 14.3

Dematiaceous molds
Preumocystis jiroveci

Pacienti po transplantaci solidnich organu a

1992-3, 1048 pacienttt (Rees, 1998) vetvornych bungk (Pfaller 2006)



Epidemiologie

r

iInvazivnich mykotick

Pacienti po transplantaci krvetvornych
bunék (Noefytos 2009)
2004-7, 250 IFI

Zygomycety 7%

ostatni 7% /
~

Candida 25% ‘|

Aspergillus 59%

ch infekci

Popaleni pacienti — jen autopsie (Murray
2008)
1991-2003, 43 IFI

ostatni 20%
Zygomycety 9%

‘ Aspergillus 42%

Candida 28%




Kandidoza

PlUvodci:
« (C. albicans

« C.tropicalis, C.glabrata, C.parapsilosis, C.krusei a ostatni
kandidy — ale i rod Trichosporon, Blastoschizomyces,
Saccharomyces etc.

Infekce:
+ Sepse (fungémie) — casto katétrova (tvorba biofilmu)

 Diseminovana k. — postizeni jakéhokoliv organu (srdce, jatra,
ledviny, mozek...)

 Onychomykéza, kozni k. (vlhka zaparka), vaginalni k.

V maléem mnozstvi patri kandidy do bézne flory

kiize ¢i GIT
Kandidézy jsou obvykle endogenniho puvodu




Kandidoza

C.albicans o

C.krusei - sputum

stale zakladni diagnostické metody
(se vSemi jiz diskutovanymi problémy — mala senzitivita,
nutny vhodné odebrany a transportovany material)
mmm pozitivita z primarné sterilniho materialu (krev, likvor,

biopsie) — prokazuje invazivni kandidozu

mmm) 7 ostatnich materialt (k(iZe, sliznice, mog..) je vysledek
nutno dat do souvislosti s klinickym stavem a rizikovymi
faktory



Sérologie kandidozy

manan, antimanan, glukan — senzit., spec., ALE faleSné pozitivity

<*manan, antimanan - nepatii mezi EORTC kritéria, Ize
stanovit ze sera - rozporuplna interpretace, lepsi vysledky v
likvoru

‘*glukan (panfungalni) — neni k dispozici k rutinnimu
pouziti, jen vyzkum (cena), interpretace???
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Rizikové faktory pro vznik IC

Stav pacienta Vykony

neutropenie® dlouhodobé zavedeny CZK*
kolonizace (vice nez 2 loziska)* dlouhodobé ATB (kombinace tfi)*
novorozenci hemodialyza*

diabetes mellitus chemoterapie

popaleniny celkova parenteralni vyziva
malnutrice transplantace organu

délka hospitalizace (>20 dni) kortikoidy

pobyt na JIP (>3 dny) mocovy katetr (>7 dni)

APACHE II (>15) HSCT

ventilator operace strev

* nezavislé faktory

Marr 2004, Vincent 1998



Aspergiloza

Puvodci: Aspergillus fumigatus (90%), Asperqillus

niger, Aspergillus flavus, Aspergillus tereus...

Infekce: exogenni, nejCastéji plicni...
Invazivni (pneumonie x diseminovana)/ aspergilom / ABPA /
kolonizace (cysticka fibréza)...

Rizikove faktory IA:

Table 2. Risk of invasive aspergillosis among patients admitted to the intensive cane
it (ICU: medical, mided or surgical).

Oh-niak category
Meutropenia neutrophil count, <800 neutrophilsimm®
Hematological malgnancy

Allogensic bone marmow transplantation

|ate-risk category

Prolonged tre -
Autelogous band mafrow transplantation
Chronic cbatructive pulmonary dssase
Liver carrhosis with a duration of stay in the ICU >7 days
Solidcrgan cancer

HIV infection

Lung transplantation Metaanalyza - 10 StUdil’

Syatemic diseases reguinng immunosuppressive therapy
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Aspergiloza

mikrobiologicka diagnostika — kultivace, mikroskopie

U

J nizka senzitivita i specificita — u materialt z dychacich cest
se casto jedna o kolonizaci!!

-senzitivita kultivace z BAL u prokazané IA 0-67% (Horvath 1996, Reichenberger 1999...)
-260 pacientu s A.fumigatus (z ruznych materialt), jen 12% z nich mélo |A (Bouza2005)
-pozitivni kultivace z hemokultury je vétSinou kontaminace!!

J mnohdy nelze odebrat validni material (invazivni vykony x
trombocytopenie)

J u nesterilnich matirialu riziko kontaminace (ubikvitni)
mozno zaradit do rodu, druhu, |ze otestovat citlivost na ATM
(vztah in vitro x in vivo??)



Serologie aspergilozy

mikrobiologicka diagnostika — galaktomanan, glukan

polysacharidy bunééné stény aspergilu
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Serologie aspergilozy
mikrobiologicka diagnostika — galaktomanan, glukan

» pozitivni v brzkych stadiich invaze (véasné zahajeni |écby = lepsi
prognoza)
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Sérologie aspergilozy
mikrobiologicka diagnostika — galaktomanan, glukan

» pozitivni v brzkych stadiich invaze (véasné zahajeni lécby = lepsi
prognoza)

s
| e i
specificita 79-92%

senzitivita 60-95%
i iSi se dle diagnozy (imunitniho stavu), nejlepsi

vysledky u hematologickych malignit
(metaanalyza Pfeiffer 2006 — 27 studii — pacienti HSCT, solidni tumory)
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Zygomykoza

Puvodci: Rhizopus spp- (az 50%), Mucor spp., Absidia
spp., Rhizomucor spp., Cunninghamella spp.

Infekce: exogenni, lokalizace dle onemocnéni
(rhinocerebralni, plicni, kozni, sinusitidy...)

Rizikové faktory:
Diabetes 337/929 (36} 147/337 (44)
Malignancy 154/929 (17) 101/154 (66)
Solid organ transplantation 61/929 (7) 29/61 (48)
Deferoxamine therapy 53/929 (6 44/53 (83) p o o
Injection drug use 45/929 (5) 23/45 (51) Analyza 929 prlpadu a
Bone marrow transplantation 44/929 (5) 31/44 (91) 1885-2004
Renal failure 36/929 (4) 32/36 (89) (Roden, 2005)
Low birth weight infant 27/929 (3) 20/27 (74)
Diarrhea and malnutrition 25/929 (3) 22/25 (88)
HIV infection 17/929 (2) 717 141)
Systemic lupus erythematosus 9/929 (1) 8/9 (89)
Other® 43/929 (5) 27/43 (63)




Zygomykoza

Rhizopus sp. i sinusitida 2 Rhizomucor sp. — popalena plocha

im’zké senzitivita i specificita (mozna kontaminace)
hemokultury obvykle negativni

mnohdy nelze odebrat validni material (invazivni vykony x
trombocytopenie)
Ize zaradit do rodu, druhu a otestovat citlivost na ATM

> zatim neexistuje zadna standardizovana
nekultivacni metodika pro casnou diagnostiku
> nejvetsi pokroky jsou v oblasti PCR



Fusarioza

Puvodce: Fusarium solani (az 50%), F.oxysporum,

Infekce: exogenni: kozni, keratitidy (CoCky), pneumonie,

sinusitidy -- u imunokompromitovanych az v 70% diseminace!!
Review - Nucci 2007

Mikrobiologicka diagnostika:

Kultivace a mikroskopie:
»moznost kontaminace (senzitivita, specificita)
»kozni léze (histologie),

»Uu diseminovanych pozitivni hemokultura!!

Nekultivacni metody:
»>1,3-B-D glukan
»PCR?!



Kryptokokoza (invazivni)

Puvodce: C.neoformans

Infekce: exogenni (rezervoar- holubi trus): primarné plicni, pri
diseminaci ma afinitu k CNS (meningitidy), Casto prvni priznak
rozvijejiciho se AIDS

Mikrobiologicka diagnostika:

Kultivace a mikroskopie:
»V mikroskopickem preparatu typické
polysacharidové pouzdro
»>kultivace — bézné pudy

Nekultivacni metody:
»latexova aglutinace
(glukuronoxylomanan)



Pneumocystova pneumonie

Puvodce: Pjiroveci (na pocest ¢eského parazitologa
prof.Jirovce) — puvodné parazit, prefazeno k houbam na
zaklade studia genomu

Infekce: exogenni (ubikvitni), €asto prvni priznak rozvijejiciho se

AIDS, komplikace u neutropénie (profylaxe)

Mikrobiologicka diagnostika: " @

Kultivace a mikroskopie:
»specialni mikroskopicka barveni
»imunofluorescence

»bézne se nekultivuje

B

Nekultivacni metody:
» Glukan (krev, BAL) 3
»PCR (BAL)

B

© E.Keiser




Povrchove (superficialni) mykozy

Dle kliniky » Dermatofytozy (tinea — dle lokalizace capitis,
corporis, manus, pedis, unguium - onychomykoza...)

» Kandidézy
» Keratomykozy (Pityriasis versicolor)
Pavodci » Tinea (Trychophyton spp., Epidermophyton
floccosum, Microsporum spp., Scopulariopsis spp.)
» Kandidoza (C.albicans, C.parapsilosis, T.asahii,
C.albidus..)

» Keratomykoza (Malassezia furfur..)

Mikrobiologické » Kultivace (Sabouraudav agar, 25-30°C, az
6 tydn()

» Mikroskopie (preparat s Mycolnk a KOH)

diagnostika




Trichophyton rubrum

168

antropofilni,
nejcastejsi



zoofilni

i

L P

Trichophyton mentagrophytes




Scopulariopsis brevicaulis geofilni




Microsporum canis

zoofilni
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Zavery — co byste méli védet ©©

o . : i eli
-4 . Rozdil bakterie x houby, jak se déli

ez, Mikrobiologicka diagnostika (mikroskopie,
* kultivace, sérologie, PCR)

& - Mykézy (invazivni x neinvazivni)

ez, Nejpocetnejsi (kandidozy, povrchove,
ki’ aspergilozy, zygomykozy)

V diagnostice je nutny komplexni pristup
- (rizikové faktory x klinicky stav x mikrobiologie)







