Z.iaklady klinické mykologie

b



»  Mezi klinicky vyznamne spirochety patri
borelie, treponemy, leptospiry

» Jake reakce se pouzivaji k prukazu boreliozy?
ELISA, WB, PCR

»  Puvodcem syfilis je
Treponema pallidum subsp. Pallidum

»  Mez1 screeningove testy na prukaz syfilis patii
TPHA, RRR

»  Mezi konfirmacni testy patfi
ELISA, WB, nepfima imunofluorescence




» Bakterie patii mezi organismy
Prokaryoticke

» Zakladem jejich bunééné stény je
Peptidoglykan (murein)

» Jake je slozeni G+ bunééne stény?
Peptidoglykan, fetézce kys. Teichoove

» Jake je slozeni G- bunécné stény?
Tenka vrstva mureinu, nad ni vnéjSi membrana

» Které bakterie se nebarvi podle Grama?

Ty, kter¢ nemaji bunécnou sténu, nebo j1 maji
hodn¢€ jinou nez ostatni (acidorezistentni
bakterie, spirochéty)




Obecna charakteristika hub

» Mikroskopicke houby= mikromycety

» Houby jsou eukaryotni organismy, na rozdil od
prokaryotnich bakterii

» Jejich bunécna sténa je tvorena polysacharidy, ma jinou
stavbu a slozeni nez bunéCna sténa bakterii. Barvi se ale
fialove (,,grampozitivne®)

» VEtSinou maji pomalejsi bunécény cyklus nez bakterie
- infekce byvaji zdlouhavési

» Neplisobi na n¢ vétSina antibakterialnich latek a
musime pouzivat zvlastni skupinu latek — antimykotika,
ktera zase nejsou u€inna pri 1€¢be bakterialnich infekci




Klinicky vyznamné houby

» Mikroskopické houby v téle ptusobi
- Mykozy-povrchové (kozni a slizni¢ni ) a organove Ci
systemove
- Mykotoxikozy — toxicke pusobeni (Penicillium,
Aspergillus, Fusarium, Alternaria,...)
- Mykoalergozy — spoOry a ¢asteCky myceélia pusobi jako
alergeny

- Mycetismy — houba pritomna v téle, plisobi jen Gtlakem
okolnich tkani




Mortologie hub (mikromycet)

> Blastokonidie je ovalna nebo kulata burika,
charakteristicka pro kvasinky. Casto vidime pug¢ici
blastokonidie (blastospory)

> Hyfa je vlakno. MuzZe byt vétvene, muze byt septované Ci
bez prepazek. Soubor hyf se nazyva mycelium
(vegetativni, ukotvujici houbu v substratu nebo
generativni nesouci rozmnoZzovaci struktury houby)

> Pseudomycelium je tzv. nepraveé mycelium, vznika
pucenim bunék, kter¢ zustavaji spojeny, u kvasinek
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Rozmnozovani hub

> Rozmnozovani hub muze byt pohlavni
a nepohlavni

>V soucasnosti se doporucuje:

o pro sexualni rozmnozovaci téliska hub pouzivat
termin spora

o pro asexualni, vegetativni reprodukc¢ni ¢astice
pouzivat termin konidie




Typy pohlavnich rozmnozovacich télisek hub

» Askospory jsou vacky obsahujici vzdy sudy pocet

pol

hlavnich bun¢k. Tyka se vétSiny klinicky vyznamnych
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Kromycet

> Qospory vznikaji splynutim velké nepohyblivé bunky
samiCi s malou pohyblivou bunkou samci

» Zygospory vznikaji spojenim dvou stejn¢ velkych bunék
opacneho pohlavi

» Zv1astnim typem pohlavniho rozmnozovani je spajeni
hyt — prilozi se k sobé samci a samicCi vlakno a
vytvorenym mustkem dojde k vyméné genu




Typy nepohlavnich rozmnoZovacich télisek
hub

» Arthrokonidie vznikaji postupnym oddélovanim koncovych ¢asti
vlaken

» Blastokonidie tvofi houby, kter¢ tvori pseudomycelia z pseudohyf
— tedy nepravych hyt z protahlych bunék oddélenych zasSkrcenim

» Chlamydokonidie jsou silnosténné utvary kdekoli v prubéhu €1 na
konci hyt

» Mikrokonidie jsou kulovita, ovalna €1 hruskovita téliska na konci
hyf

> Asexualni reprodukcni téliska v obalech €i pouzdrech,
napriklad sporangiokonidie zygomycet uzavien¢ ve vacku —
sporangiu, ¢1 makrokonidie u hub ¢eledi Dematiceae




Fyziologie mikromycet

» Houby se mnozi vétSinou pomaleji nez bakterie, jsou
vSak mezi nimi1 velké rozdily. Rostou celkem snadno 1
na chudych pudach

» VétSina klinicky vyznamnych hub dobfe roste 1 pri
nizsich teplotach. Kultivujeme je zpravidla radéji pii
30 Cnezpi137 C.Druha moZnost je soubézna
kultivace pf122 Ca 37 C, vhodna u dimorfnich hub

> Biochemicka aktivita je pestra hlavn€ u kvasinkovitych
hub




Dermatofyty

» Tzv. keratinofilni houby patfi mezi nejb€znéjsi puvodce
koznich mykoz (vCetn€ mykoz koznich adnex, tj. vlasu,
chlupu a nehtu)

» Mezi dermatofyty patti rody Trichophyton,
Epidermophyton a Microsporum

» Typickd morfologie- septovana vétvena vlakna s mikro-
a makrokonidiemi, chlamydosporami
» Pomalu rostouci- delsi kultivace

» Podle mista pfirozen¢ho vyskytu a vybéru hostitele se
rozdéluji na antropofilni (pfenos mezi lidmi), zoofilni
(ze zvirat) a geofilni (z prostiedi)




Dermatofyty

1 Epidermophyton floccosum
2 Trichophyton rubrum
3 Trichophyton mentagrophytes




makrokonidie
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Dermatomykozy

Onemocnéni maji rizné nazvy podle toho, které Casti
téla postihuji (tinea manus, tinea pedis, tinea barbae
a podobn¢). "
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Tinea barbae Tinea pedis




Tinea unguium
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Aspergillus

» Typicka morfologie, pestie pigmentovane

kolonie

» Napadaji Castéj1 lidi oslaben¢,mohou vsak napadnout 1
Clovéka zdraveho

~ Casto se aspergildza vyskytuje jako profesni onemocnéni
lidi, pracujicich ve vlhkych, zaprasenych provozech, kde
neustale poletuji riizne plisnove spory

» Aspergilova onemocnéni jsou jednim z prikladi
organovych, pripadné systémovych mykoz

> Produkce ruznych mykotoxinu (aflatoxin)
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Aspergilozy




Penicillium marneffei
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Ziygomycety

»Pravé plisné- tvori neseptované hyfy. Tvofi mohutny
,,kozisek*, na Petrtho misce mohou 1 nadzvedavat vicko

» Infekce jsou vzacné, ale pribyva jich napft. u diabetikti

»Normaln¢ se zivi saprofyticky napf. na ovoci

»Jsou schopny velmi rychlého ristu napt. sténami velkych
cév. Mohou zpuisobit 1 tzv. zivy trombus s rychlou smrti
postizen¢ho

»Klasicke je také proristani z nosni dutiny do mozku, a to 1
béhem nékolika hodin

» Nejdilezitéjsi jsou rody Rhizopus a Mucor
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Dimorfni houby

» Za mzSich teplot (do 30 C) - vlaknita forma, pi1 teploté
kolem 37 C rostou ve form¢ kvasinek

» Kultivace velmi dlouha (7-30 dnu)

» Jsou to puvodci mykoz u osob s imunodeficity

» Severni Amerika, Afrika

» Blastomyces, Coccidioides, Histoplasma, Paracoccidioides,
Sporothrix




Coccidioides immitis

» Oproti jinym roste pomérné rychle

» U pacientu s mirnymi imunodeficity je infekce
bezprtiznakova €1 bez zavaznych priznakt

» HorSi je to u osob s rozvinutou chorobou AIDS, kde
dochazi k primarnimu postizeni plic apod.

Arthroaleuriospore




Blastomyces

» Blastomykozy — primarni plicni onemocnéni nebo
Cast¢)Si kozni formy




Hlstoplasma capsulatum

Vyskytuje se hlavné v
USA, ale 1 v Africe

Histoplasma spores

? Risk factor:
. exposure to
bird or bat

droppings
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» Morfologie: blastokonidie, pseudomycelia,
chlamydokonidie

» Pestra biochemicka aktivita

» Oportunni patogeny- puvodci systémovych
1 povrchovych mykoz

» Predispozice:

* Diabetes mellitus

- Sirokospektra ATB

- Nespravne stravovani
- Oslabena imunita

» Infekce vétSinou endogenni




Kandidova onemocnéni

» Kandidozy mohou byt povrchové (kozni, slizni¢ni)
i systémoveé
» Ze slizni¢nich kandidoz se vedle vaginalni mykozy vyskytuje take
oralni kandido6za (soor, u kojencti a oslabenych osob)
* Kozni kandidozy jsou take Casté (naptiklad plenkova dermatitida u
kojencit)
* Celkove infekce se vyskytuji pfedevsim u oslabenych osob a u osob
1é€enych kombinaci Sirokospektrych antibiotik
» Nejbézn€jsi je Candida albicans, dale C. tropicalis,
C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis a dalsi

» U nékterych typicke prirozené rezistence (napi. C. krusei na
flukonazol)










Cryptococcus neoformans

» U oslabenych lidi mize vyvolavat
pneumonie, meningitidy a sepse

Saccharomyces cerevisiae

» Povazoval se za nepatogenni, avSak
nékteré studie ho uvadéji napft. jako
puvodce 8 % poSevnich mykoz




Malassezia furfur

Pityriasis versicolor
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Geotrichum candidum

Rhodotorula




Odbér a diagnostika
u povrchovych mykoz

» Odbéry: Supiny z kuize, ustiizky nehtu, vlast apod.;
vZzdy je potfeba odebrat vzorek tak, aby bylo zachyceno
misto, kde je zanét aktivni, a zaroven nezachytit
kontaminace; doporucCuje se 1 povrchova desinfekce
(likvidace kontaminant z povrchu kuze)

> Vlastni diagnostika: mikroskopicka (nalez vldken ve
vykultivovat 1ze 1 kontaminaci, ale epitelie, kterou
prorusta hyfa (v mikroskopu) je jasnym diikkazem
skuteCné¢ infekce.




Diagnostika systémovych mykoz

Krome viastni diagnostiky mykozy je treba vzdy vypatrat (pokud to neni zndamo),
co je primdrni pricinou (imunodeficit, diabetes, nador apod.)

> Diagnostika:
- pro piimy prukaz jakykoli relevantni material: krev
na hemokultivaci, punktaty, excize apod.
- moderni metody umoznuji napf. pfimy prukaz
antigenu (manany, glukany) v krvi
- nepiimy prukaz — protilatky v séru (aspergily)




Diagnostika kandidoz

Ziakladem diagnostiky je kultivace (chromogenni pudy)
Biochemickeé metody (vyuzivaji se vzajemné rozdily

v metabolismu mezi kandidami)

Mikroskopicky v nativnim preparatu, v Gramove Ci
Giemsove €1 jinem barveni vidime ovalné burnky, Casto
pucici, nékdy tzv. pseudomycelia

Lze 1 testovat in vitro citlivost, ale testy jsou mené
spolehliveé nez u bakterii




Ukol 1: Gramovo barveni K, L, M, N

» Gramovym barvenim jasn¢ odhalime, co je kvasinka, a co
(Jaka) bakterie

» Pokud by Slo jen o odliSeni kvasinek, stacil by nativni
preparat €1 jednoduché barveni

» Pokud vSak mikrobiolog v praxi vaha napft. mezi
stafylokokem, kvasinkou a jeSt¢ gramnegativni
nefermentujici tyCinkou, pouzije Gramovo barveni

» Violet’ 30 s, lugol 30 s, alkohol 15 (az 20) s, oplach
vodou, safranin 60 s, oplach




Ukol 2a: Popis Kkolonii na krevnim
agaru. PopiSte kmeny K, L., M, N

» Prestoze pouzivame pro houby specialni pudy, mnohe
houby rostou 1 na bakteriologickych pudach

» Néktere, hlavné kandidy, voli rafinovan€ podobu témeér
nerozeznatelnou od kolonii bakterialnich

» Rozeznat kolonie kandid od kolonii stafylokoku je
nekdy obtizné. Pomoci mlize viné (po chlebu ¢i
bur¢aku); kdyz nepomiuiZe nic jin¢ho, volime zpravidla
natér (mikroskopii)




UKol 2b: Selektivni piida — K, L, M, N

» Typicka puda pro kvasinky, Sabourauduv agar,
neni sama o sob¢ selektivni a mohly by na ni rust 1
mnoh¢ bakterie

» Pro kultivaci na mykoorganismy ovSem pouzivame
Sabourauduv agar s antibiotiky, ktery rust bakterii
temer vylucuje




Chromogenni pudy

» CHROMOGENNI piidy obsahuji latku, ktera je ptivodné
nebarevna (chromogen)

» Barevnost se objevi jen pi1 specificke reakci (odstépeni
substratu)

» Puda muze obsahovat vice chromogenu s navazanymi
substraty specifickymi pro ruzn¢ bakterie nebo houby

» FLUOROGENNI pudy jsou principialné podobné, ale s
fluorescen¢nim barvivem




UKol 2¢: Chromogenni pida pii
diagnostice kandid

» Pouzivaji se ruzné chromogenni pudy. Nékteré odlisi
pouze Candida albicans od ostatnich, jin¢ rozlisi
vzajemn¢ nékolik druhii kandid

» Na pudé, kterou mame k dispozici, je

, C. tropicalis modra,

a

» Pokud se néktery kmen nepodari ur¢it chromogenni
pudou, musime pouZzit jiny zpusob, napt. biochemické
urceni, viz Ukol 3




C. albicans C. tropicalis

C. krusei

C. glabrata



Ukol 3: Biochemicka identifikace kvasinek

v Vv Vv Vv V9

Tak jako bakterie, 1 kvasinky (ne vSak vlaknité houby) se daji
identifikovat biochemicky

Pokuste se urcCit predloZzené kmeny pomoci pfiloZeného navodu a
porovnanim s tabulkou

Kromé testi POX a HEX je Zluta pozitivni, modra negativni

U testu HEX je Zluta pozitivni, bezbarva negativni

U testu POX je hnéda pozitivni, bezbarva negativni

,, V¢ = variabilni — muze vyjit ,,+“1,,-

Pozor! Vyjdou tf1 moznosti vysledku, ALE:

* Rhodotorula glutinis to také nebude, protoze ta by byla
pigmentovana na Sabouraudové agaru

* Je to tedy ta treti moZnost




Ukol 4: Diftizni diskovy test citlivosti na
antimikrobialni latky

» VSimnéte s1, Ze houby nekultivujeme na MH, ale na
Sabouraudové agaru

» U amfotericinu B se za citlivy povazuje 1 kmen, ktery ma
malou zonu, pokud uvnitt t€to zony nejsou viditelné kolonie

» U ostatnich antimykotik (téch, co kon¢i na ,,-konazol*)
naopak musi byt zona dost velka, ale pfipousti se 1
pritomnost ,,¢ehosi* uvnitt zony, pokud to ,,cosi* svou
intenzitou nepiesahuje 20 % o 'E___.":_—:..m

intenzity rustu kolem zony




Ukol 5: Mikroskopie vlaknitych hub

» Diagnostika vlaknitych hub se ponékud 1i8i od
diagnostiky kvasinek 1 co se tyCe mikroskopie. Ta tu ma
vetsi vyznam neZ u kvasinek

» Lze pozorovat ruzné typy spor a konidii

» Prohlizejte bez imerze, objektivem zvétSujicim 4 ¢1 10
popripadé 40




Ukol 6: Kultivace vlaknitych hub

» Vzhled vysledku kultivace je u vlaknitych hub oproti
kvasinkam znacné€ odliSny, jak na Sabouraudové agaru, tak
pripadné 1 na agaru krevnim

» Zakreslete tf1 kmeny (kultury na Sabouraudové agaru ve
zkumavkach)

» Nékteré z nich, zejména dermatofyty, rostou velmi pomalu. To kviili
nim se Sabourauduv agar naléva do zkumavek

» Biochemické rozliseni se u nich, na rozdil od kvasinek, zpravidla
neuplatiuje




Ukol 7: Mikroprecipitace v agaru

» Z prostfedniho dulku difunduje
antigen (Cervenc)

» Z pozitivniho diilku se sérem . :' * !
Cislo 2 difunduje protilatka e N-:“ o
(modrie) R TE *

» Z negativnich dulku (séra Cislo e . S
1, 3, 4) samoziejmé zadna s

protilatka nedifunduje
» V misté€ stfetu antigenu
s protilatkou vznika precipitacni
linie ( )




Neprimy prikaz

Jednou z mnoha

moznosti, jak je; Byt
provadet, je pacientii 1 — 44557
mikroprecipitace )

v agaru. Precipitacni
linie se tvofi mezi
dulkem s antigenem
a dulkem

s protilatkou

o,
Dulek -
s antigenem

s POZIl1VNI

Precipitacni linie —
kvuli ni je to
pozitivni




Ukol 8: Odbér na dermatomykézy

» Prohlednéte s1 videoklip a zapiSte s1 hlavni zasady
odbéru:

o nezasilat pouze stér, nybrz Supiny (kousek nehtu, vlasu
apod.)

o provest povrchovou desinfekci

> povrchovou vrstvu neposilat, nybrz vyhodit

> u ploSnych loZisek odebirat z okraje (zde je houba aktivni)




