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migrene)...

vaginalni kandidoza
chronicke aspergilozy

kryptokokova meningitida
pneumocystova pneumonie
invazivni kandidoza
invazivni aspergiloza

/za rok

cca 75 mil.
cca 6 mil.

cca 1 mil.

cca 400 tis.
cca 400 tis.
cca 200 tis.

...houbové infekce kuze a koznich adnex jsou étvrtou nejCasté;sSi
lidskou zdravotni komplikaci (po zubnich kazech, vysokéem tlaku a

zdroj: WHO




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

Houby jsou organismy

« eukaryotni (pravé jadro; mitochondrie)

 jednobunécné i vicebunécné,

* heterotrofni,

- bunécna sténa slozena z polysacharidu (chitin; glukan; galaktomanan,;
manan atd.)




1. Morfologie, rozmnozovani hub, nazvoslovi

2. Patogeneze nemoci zpusobenych houbami (mykdzy)

3. LéCba mykdz - antimykotika

4. VysSetrovaci metody v mykologii

5. NejCastejsi mykozy




1. Morfologie, rozmnoZzovani hub, nazvoslovi

2. Patogeneze nemoci zpusobenych houbami (mykdzy)

3. LéCba mykdz - antimykotika

4. VysSetrovaci metody v mykologii

5. NejCastejsi mykozy




1. Morfologie; zakladni pojmy

Hyfa:
houbové télo bez ohledu na diferenciaci

Mycelium:

jen vegetativni Cast, zadny reprodukCni organ, zajistuje vymeénu latek a
energie mezi houbou a prostredim

Reprodukéni struktury:
sporangiofory, konidiofory,
stromata, plodnice, mikrokonidie, makrokonidie, blastokonidie etc.




1. Rozmnozovani hub

anamorfa (nepohlavni stadium) + teleomorfa (pohlavni stadium)
= holomorfa
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Penicillium repens (anamorfa) a Eurotium repens (telemorfa) = zdroj:www.myko.cz




1. Nazvoslovi hub

r r

je slozité, pofad se ménici (genetika + nazoroveé strety systematiku)

vétSina medicinsky vyznamnych hub se vyskytuje jako anamorfa

(nepohlavni stadium)

Iniciativa ,,One fungus, one name”

International Code of Nomenclature for algae, fungi, and plants (Melbourne Code) adopted by the Eighteenth
International Botanical Congress Melbourne, Australia, July 2011.

Konsensus doporuceni

de Hoog S, Walsh TJ et al: A conceptual framework
for nomenclatural stability and validity of medically
important fungi: a proposed global consensus
guideline for fungal name changes supported by
ABP, ASM, CLSI, ECMM, ESCMID-EFISG,
EUCAST-AFST, FDLC, IDSA, ISHAM, MMSA, and
MSGERC. J Clin Microbiol. 2023 Nov 21;61(11):

Conmen rary

TABLE 1 Common and medically important fungi’

Journal of Clinkeal Microblology

Classical name most commonly  Altemative name appeared in literature lanamarph,

used in clinical laboratories®

teleamorph, synanym, synanamarph. or obsolete name)

Recommended name to be reported for clinical use®

Acremonium egypliacm
Acremonium kilierse
Acrermonium recifel
Acremaorium stricturm
Acrophiclophora fusispora
Acrophialophora levis
Actinornucor elegans
Afternaria alfternata
Alrerna fectoria
Alrernear

A

Aphaneaicus keratinophilus

Apophysomyces elegans

Apophysomyces trapeziformis

Apophysenyces variabilis
Arthriricim arundinis
Arthrographis kalrae
Aspergillus calidoustus
Aspergillus fleves
Aspergillus fzcheri

Aspergillus furmigarus
Aspergillus glavcus
Aspergillus fentulus
Aspergilius midulans
Aspergillus niger

Acremonium sclerotigenum

Cephalosporium kilfense. Sarocladium kilfense
Xenoacremenium recifel

Cephalosporium acremanium, Sarecladivm stricium
Paecilomyces fusisponus

Mucor elegans, Rhizopus elegans

Helminthosporiurm tenuissimim
Chrysosponium keratinophilum

Apiospora arundinis
Cididendron kalrae

Aspergillus oryzae

Aspergilius fischeranus, Neosartorya fischen

Eunotiurm herbariorum

Emericella nidulans

Acremonium egyptiocum
Sevocladium killense
Acrernonium recifel
Savockadium stricturm
Acrophislophova fusipora
Acrophilophora fevis

Actinomucor elegans

Alternaria alternara

Aphanoasdus keratimophilus
Apoplyiomyces dlegans
Apoplysomyces trapeziformis
Apophyiamyces variabilis
Arthrinium arundinis
Arthrographis kalree
Aspergillus calidoustus
Aspergifius flavus
Aspergilius fischen [member of A fumigatus serias
(species complex)]
Aspergillus furmigatus
Aspergilius glaucus
Aspergifius lentulus
Aspergiiius nidulans
Aspergilius niger




1. V klinické praxi

a) kvasinky a jim podobné

« mikroskopicky kulaté nebo protahle bunky, 3-6 x 3-15 um
» obvykle nepohlavni rozmnozovani pucenim a délenim
* na pevnych pudach kolonie podobné bakterialnim

rody Candida, Trichosporon, Cryptococcus etc.

b) vlaknité houby (plisné)

« slozeny ze soustavy hyf (mycelium) jednobunécné/mnohobunecné
« obvykle nepohlavni rozmnozovani rozrustanim hyf, nebo vegetativni ,spory”
* na pevnych pudach vlaknité povlaky

rody Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Alternaria, Trichophyton, Microsporum etc.




c) dimorfni houby

« rust ve dvou formach (kvasinkové a vlaknité) v zavislosti na teploté
* importované (endemické) mykozy (Severni i Jizni Amerika, Dalny Vychod)

rody Histoplasma, Blastomyces etc.

* ¥
_ ’ 1
d) ty, co se nikam nevesly ; = I. .
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. B | -

* prefazeny z prvoku diky studiu genomu
ﬁ !

* nekultivovatelné (nebo obtizné)

Pneumocystis jiroveci, Microsporidium spp. etc.
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2. Patogeneze mykoz

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

oportunnimi patogeny

: |

ke vzniku onemocneni napomaha pritomnost nejake predispozice hostitele,

rizikové faktory

(napf. onkologicka onemocnéni a jejich |éCba, IéCba kortikoidy, diabetes, pobyt
na JIP, nezrali novorozenci — ale i IéCba antibiotiky, vinka zaparka apod)




2. Déleni myké6z

Celkové, neboli invazivni infekce
sepse (nejC.kandidové), pneumonie (nejC.aspergilove), diseminované mykozy

Lokalni (povrchové, slizni¢ni) infekce
infekce kuze, koznich adnex a sliznic (dermatomykozy a kandiddzy)

Mykotoxikozy

obvykle alimentarni otravy zpusobené toxiny hub (Claviceps purpurea,
Asperqgillus etc.), které kontaminuji potravu (ergotismus — ohen sv. Antonina,
aflatoxiny..)

Alergicka onemocneéni
precitlivélost na Casti hub (konidie, Casti hyf..)
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3. Antimykotika dle chem. struktury

- alyeny

(amfotericin a jeho lipidoveé formy, nystatin)

« azoly
(flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, clotrimazol, isavukonazol...)

« echinokandiny/triterpenoidy
(caspofungin, micafungin, anidulafungin, ibrexafungerp...)

« antimetabolity
(flucytosin)

- alylaminy
(terbinafin)

« ostatni
(k.undecylova, ciclopiroxolamin)




3. Alyeny princip
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3. Azoly princip

inhibice syntézy ergosterolu (cytochrom P450)

Azoly (flukonazol, vorikonazol, posakonazol..)
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3. Echinokandiny princip

iInhibice syntézy glukanu
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4. Vysetiovaci metody - moznosti

. mikroskopie

. Kultivacni metody

. imunologické metody (stanoveni antigenu nebo protilatek)

. molekularne-biologické metody




4. Mikroskopie

a) nativni preparat
*  Kkultury
» nespecificka barveni (Lugol),

« specificka barveni (Mycolnk, Rylux — vazou se na chitin)

b) fixovany preparat
« obecna barveni (Gram)

« specialni barveni (imunofluorescence, Groccot, Gram-Weigert ...)

Myco Ink

' /Y,
| ryzovy agar (k

ultura)

punktat z jater - Gram




CAVE

Zaradit houbu do rodu Ci druhu dle mikroskopického preparatu vyzaduje
velkou zkusenost a mnohdy to ani nelze!

T. rubrum; hluboka dermatomykoza
u pacienta po transplantaci srdce
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4. Kultivaéni metody

c.1:
Sabourauduv agar s glukézou (s antibiotiky)
a dalsi specialni media

« pro dourCeni kvasinek (chromogenni agary)

»  pro testovani citlivosti (RPMI 1640, MH s gluk6zou a metylenovou modfi)
*  ryzovy, rajcatovy, bramborovy agar a jiné

Kultivacni metody umoznuiji:

« zaradit izolat do rodu a druhu
(pomoci makro a mikromorfologie; kvaseni Ci utilizace cukrd; proteomiky; PCR)

« otestovat citlivost k antimykotikim




4. Stanoveni citlivosti

« standardni metodiky (EUCAST/CLSI)
« komercni kity (ETEST, Sensititre)

Chybi oficialni breakpointy pro celou fadu rodu a druhd, interpretace minimalnich inhibiénich koncentraci
nebo velikosti zén je z toho divodu mnohdy jen orientacni.
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...pro dobrou prognozu pacienta s invazivni mykozou je zcela zasadni
casné zahajeni ucinné lecby

B mortalita

mortalita |A & ¢as
zahajeni lé€by

<10 dnii >11 dnt

Von Eiff, Respiration, 1995

—> velky duraz je proto kladen na €éasnou diagnostiku (ij. pouzivani
velice senzitivnich imunologickych a molekularné-biologickych metod,
které dokazou infekci vCas)




4. Imunologické metody

Pouzivaji se zejména latexova aglutinace, ELISA, CLIA, limulus test,
imunochromatografie

a) antigeny bunééné stény hub (invazivni mykoézy)
* invazivni aspergiléza (galaktomanan)

* invazivni kandid6éza (manan)

e invazivni kryptokokdza (glukuronoxylomanan)
* invazivni mykdoza (glukan) =

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr

b) protilatky ! ‘i” =~ ':.,' > m@m
* endemicke mykozy e RIS . i o

(histoplazmoéza, kokcidioidomykoza a jiné)
« alergicke stavy




CAVE

ASPERGILOZA

galaktomanan,
extracelularni glykoprotein

prospektivni skrining vhodny pro pac. bez antiaspergiloveé profylaxe
senzitivita je nejvysSi pro hematologické neutropenickeé pacienty (ostatni
skupiny nizsi)

cross reaktivita (histoplazméza, fuzaridza, talaromykéza)

MYKOZA

nezachyti mukormykozy a kryptokokozy
panfungani (nutno dotestovat dalSimi metodami)

glukan nevhodné testovat tekutinu z BAL, omezena data pro déti
faleSné pozitivity (kontaminace)
KRYPTOKOZA pro non-HIV pacienty faleSné negativni z krve (az 30%),

glukuronoxylomanan

cross reaktivita (trichosporonéza)

KANDIDOZA neni v kritériich pro dg. IC, rizna senzitivita pro riizné druhy kandid
v pfipadé tvorby protilatek rychla eliminace antigenu z obéhu
manan
Protilatky pro dg. IFlI nevhodnée, vhodné pro dg.chronickych a alergickych forem

Kombinace Ag/Ab/dalsi
markery

BG + prokalcitonin; GM + BG + IL-6, IL-8; BG + presepsin
zatim jen vyzkum

BAL bronchoalveolarni lavaz IFI invazivni houbova infekce

Serology anno 2021 fungal infections: from invasive to chronic (2021)

Cornelia Lass-Fl€orl et al

Diagnosis and management of Aspergillus diseases: executive summary of the 2017 ESCMID-ECMM-ERS guideline (2018)

A.J. Ullmann et al




4. Molekularné - biologické metody

rychlé (Casna diagnoza)

velmi senzitivni

(mohou detekovat jen nékolik kopii genu v reakci a dokonce méné nez
jeden genom)

variabilni

(Ize vyuzit jak konzervované, tak variabilni useky genomu a navrhnout
panfungalni nebo specifickou PCR pro urcité rody nebo druhy)

kvantifikaci lze odliSit kolonizaci od aktivni infekce




4. Vysetiovaci metody v mykologii - shrnuti

metoda

mikroskopie

kultivace

imunologie

molekularni .
biologie .

pozitiva

vysoka PPV (pro validni material)
cas, cena

v pfipadé histologickych preparatu
prukaz invaze do tkané

rod, druh, viabilita, citlivost k
antimykotik(m

vysoka PPV (pro validni material)

senzitivita (Casna stadia IFI)
vysoka NPV
monitorace leCebné odpovédi (GM)

rod, druh, kvantifikace
senzitivita (Casna stadia IFI)
vysoka NPV

uskali

nelze rod, druh ani viabilitu
senzitivita (pozdni stadia u IFI)

prodlouzeny Cas odezvy
obtiZe pfi interpretaci kolonizace vs
kontaminace vs infekce

spolehlivost se lidi pro rizné skupiny
pacientll (hematologické malignity > bézna
populace)

falesne poazitivity, senzitivita klesa s terapii
cena

nelze viabilitu

cena

obtiZe pfi interpretaci kolonizace vs
kontaminace vs infekce

IFI — invazivni houbova infekce

PPV — pozitivni prediktivni hodnota NPV — negativni prediktivni hodnota

validni material = material odebrany z mista infekce
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Stanoveni diagndézy je komplexni...

v'rizikové faktory
(onkologicka onemocnéni a jejich IéCba, IéCba kortikoidy, diabetes, pobyt na JIP, nezrali novorozenci — ale i
|éCba antibiotiky, vihka zaparka apod.)

v’klinické pfiznaky
(pozitivni HRCT plice, CNS, horecCka,
vyrazka, soor apod.)

v'mikrobiologické vysledky

(kultivace a mikroskopie, sérologie, PCR)

Pro dg. invazivni infekce plati tzv. EORTC/MSG kritéria (infekce prokazana,
pravdépodobna a mozna)




5. Kandidoza

Puvodci:

C. albicans
ostatni kandidy (C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis — ale i rod Trichosporon, Saccharomyces etc.

Infekce:
* invazivni — sepse nebo diseminovana infekce
* neinvazivni - onychomykoéza, kozni kandidéza, vaginalni kandidoza. ..

V malém mnozstvi patfi kvasinky do bézné flory kiize &i GIT, z Eehoz plyne, ze kandidozy jsou obvykle
endogenniho pdvodu

Mikrobiologicka diagnostika:

a) klasické metody (kultivace a mikroskopie)

b) nekultivacni
* glukan
- PCR




5. Aspergiloza

Puvodci:
Aspergillus fumigatus (90%)

Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus tereus a dalSi

Infekce:
* invazivni - nejCastéji plicni, moznost diseminace hematogenneée

* neinvazivni — onychomykozy, otomykozy, alergicka broncho-pulmolarni

Na rozdil od kvasinek nejsou aspergily soucasti bézné fléry ¢lovéka a infekce jsou tedy obvykle exogenniho
puvodu (stavebni prace!!)

Mikrobiologicka diagnostika:

a) klasické metody ano

b) nekultivacni
* galaktomanan, glukan
+ PCR




5. Zygomykoza

Puvodci:
Rhizopus spp. (az 50%)

Mucor spp., Lichtheimia spp., Rhizomucor spp., Cunninghamella spp.

Infekce:
* invazivni - rhinocerebralni, plicni, sinusitidy, moznost diseminace hematogenné
* neinvazivni — onychomykozy, otomykozy...

exogenni (stejné jako aspergildzy), méné Casté

Mikrobiologicka diagnostika:

a) klasické metody ano
» exponencialni rist

b) nekultivacni
» bez serologickych metod!!
« PCR




5. Fusarioza

Puvodci:

Fusarium solani (az 50%)
F. oxysporum, F. verticillioides atp.

Infekce:
* invazivni - nejCastéji plicni, u imunokompromitovanych az v 70% diseminace!!
* neinvazivni — onychomykozy, otomykdzy, keratitidy (CoCky)

exogenni (stejné jako aspergildzy), méné Casté

Mikrobiologicka diagnostika:

a) klasické metody ano
* udiseminovanych infekci muze byt pozitivni hemokultura!!

b) nekultivaéni
* glukan (BG)
« PCR




5. Kryptokokoza

Puvodce:
C. neoformans, C. gatii

Infekce:
* invazivni - primarné plicni, pfi diseminaci ma afinitu k CNS (meningitidy), ¢asto prvni pfiznak

rozvijejicino se AIDS (Afrika!)
* neinvazivni - kozni

exogenni (rezervoar- holubi trus), raritni

Mikrobiologicka diagnostika:

a) klasické metody ano
« v mikroskopickém preparatu typické polysacharidové pouzdro

b) nekultivaéni
* glukuronoxylomanan
« PCR




5. Pneumocystova pneumonie

Puvodce:

P. jiroveci
(na poCest Ceského parazitologa prof.Jirovce) — puvodné prvok, pfefazeno k houbam na zakladé studia genomu

Infekce:
« invazivni - plicni, asto prvni pfiznak rozvijejiciho se AIDS, komplikace u neutropenickych
pacientu

* neinvazivni — nejsou

exogenni (ubikvitni), raritni

Mikrobiologicka diagnostika:

a) klasické metody ano
* jen mikroskopie

b) nekultivagni -:
» glukan (krev, tekutina z BAL) ")
 PCR (tekutina z BAL)

© E.Keiser



Dermatomykozy a ostatni

Puvodce:
Trichophyton spp., Microsporum spp...

Infekce:

tinea — dle lokalizace capitis, corporis, manus, pedis, unguium - onychomykozy)
(pozn. dermatofyta mohou vzacné zpUsobit i hlubokou mykézu u imunokompromitovanych pacientu
(mechanické zaneseni houby do podkozi), pfipadné diseminovanou mykozu

keratomykoza - Malassezia furfur

Mikrobiologicka diagnostika:

a) klasické metody ano
* mikroskopie (specialni barveni)
» kultivace az 6 tydnu

b) nekultivacni
* neprovadi se (pfipadné u diss.infekci glukan)




Nove vyzvy v mykologicke diagnostice




SSS revoluce
(Speed Simplicity Sensitivity)
« cca 1,5 mil. umrti v souvislosti s houbovymi infekcemi/rok

« pf. mortalita kryptokokové meningitidy se pohybuje mezi 20-100% v zavislosti na
spravné a rychlé diagnostice a s tim spojené ucinné lécbé

» kultivace je opravnéné povazovana za ,zlaty standard® diagnostiky, ale...

Table 1 Fungal culture sensitivity for different fungal genera and TAT in invasive disease

Fungus Sample type and disease form Culture sensitivity TAT
Aspergillus Sputum in chronic pulmonary disease 30% 48-92 hours
Candida Blood in possible sepsis 30-50% 36-128 hours
Pneumocystis Not culturable 0% NA
Cryptococcus CSF in meningitis 80-95% Up to 7 days
Histoplasma Sputum in chronic pulmonary disease <50% 3-12 weeks
Mucorales Specimens from multiple organs 50% 3-5 days

» duraz na nekultivacni metody

* molekularné-biologické metody (zatim s vyhradami)

The SSS revolution in fungal diagnostics: speed, simplicity and sensitivity (2023)
J. Baker et al




Candida auris

umi se chovat jako nozokomialni patogen (perzistence v prostredi i v mikrobiomu

kolonizovanych pacientu)

Candida auris

Print

outbreaky!

I # Candida auris

Latest Resources Fact sheet

Casta rezistence
(azoly, echinokandiny, alyeny) on

esearchers and Industry

* Environmental Protection Agency (EPA) has created List P, a lis

registerad disinfectants effective against €. auris

©dicta auris has historical and current U.S. interactive maps
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Rezistence

» velky selekcni tlak (spotfeba) ATM v zemédélstvi i klinické praxi
« limitovany pocet systémovych antimykotik (nové ibrexafungerp a rezafungin)

* Primarni rezistence (priklady)
Cryptococcus spp., Magnusiomyces spp. vs echinokandiny
C. krusei vs flukonazol, A. terreus vs amfotericin

- Ziskana rezistence
- k amfotericinu velmi vzacna
- k azolum kombinace mechanismu (mutace na cytochromu P450, eflux, biofilm)
- k echinokandinim (mutace FKS)
- MDR (multidrug resistance) — C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata

Vyzvou je detekce rezistenci nekultivacnimi metodami (MALDI-TOF a PCR), zatim ale neni
pouzitelna pro rutinu (napf. stejny fenotyp rezistence muze byt zpusoben ruznymi
mutacemi).

Drug-Resistant Fungi: An Emerging Challenge Threatening Our Limited Antifungal Armamentarium (2020)
A.Arastehvar et al




WHO priority list (2022)

Hodnotici kritéria:

globalni rozSifeni; mortalita; preventabilita

incidence a jeji trend v poslednich 10 letech

délka a dostupnost |éCby v nemocnici; Cetnost komplikaci; dostupnost doporucenych antimykotik
dostupnost diagnostickych metod; antifungalni rezistence
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One Health

Iniciativa WHQO — hledani souvislosti mezi nemoci (a zdravim) lidi, zvirat,
rostlin a enviromentem, pochopeni vztahd mezi jednotlivymi nikami

Spoluprace fady védnich oboru a védcu

Soil biota

Decomposing litter Wy~

Infective propagules

LR

\}xFilamentous fungi @ Bacteria @ VYeast (= Nematode ®. . Insects

Hallas-Mglle M, Burow M, Henrissat B, Johansen KS. Cryptococcus neoformans: plant-microbe interactions and ecology. Trends Microbiol. 2024 Mar 21




Kazuistika

muz, 20 let
autonehoda s naslednym pozarem
popaleniny na 88% télesného povrchu, mnohocetné zlomeniny, kontuze plic

v anamneze transplantace jater pred 2 lety, pacient na imunosupresivni
terapii, ktera byla po domluve s hepatologem redukovana na minimum

Lipovy 2021




Kazuistika

jiz 3.den hospitalizace se na otiscich z popalenych ploch objevuje Trichoderma
longibrachiatum, ke které se za dalSich pét dni pfidava Aspergillus fischeri
(celkem bylo pozitivnich pfes 50 vzorku v obdobi 5 mésicu)

T. longibrachiatum (Hypocreaceae) je saprofyticka, ubikvitni houba, nachazi se
zejmeéna v pudé (diskutuji se jeji fungicidni ucinky)
A. fischeri je blizce pribuzny A. fumigatus

oba kmeny byly dourCeny sekvenaci, ziskané sekvence jsou dostupné v databazi
GenBank®

.24’/9
4 —G#
(IVV—:?.J’og)
po Enw

otisk (smés TL + AF) Lugol 10x40 (TL) vpichové kultury (TL + AF)




Kazuistika

« stanovena MIC (metodou ETEST) pro
amfotericin B; vorikonazol; posakonazol a isavukonazol:
0,5; 0,25; 0,25 a 0,5 mg/l (Aspergillus sp.)
0,5; 0,25; 2 a 2 mg/l (Trichoderma sp.)

¥
5
|

« nalez byl potvrzen i histologicky (invaze houby do viabilni tkané)

« po dobu hospitalizace byl 1 x tydné provaden skrining galaktomananu a
glukanu z krve, vzdy s negativnim vysledkem (imunokopromitovany pacient)




Kazuistika

* na horni konCetiny byla aplikovana dermalni nahrada Nevelia® (Francie)
(dvouvrstva matrice slozena ze silikonu a bovinniho kolagenu), ktera pomaha
minimalizovat posSkozeni svall

« prvni aplikace skoncCila bohuzel odhojenim, kultivacne zachyceny obe houby
 na zakladé toho nasazen vorikonazol ve standardni davce

« po dosazeni kultivacni negativity (asi 3 tydny) byla aplikovana nova dermalni
nahrada, ktera se jiz prihojila uspesné

pfihojena dermalni nahrada
« pacient byl po asi pétimésicni hospitalizaci propustén do domaciho osetrovani
(s funkCnimi pazemi)




