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I Osnova

* obecné vlastnosti hub
 morfologie a fyziologie mikromycet

» zpUsob odbéru a zpracovani mykologickych
vzorky

» diagnostika mykoz

» priklady povrchovych a systémovych mykoz
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I Obecné viastnosti hub

 eukaryota (bakterie prokaryota)

 bunécna sténa obsahuje slozite polysacharidy a
proteiny (jiné nez bakterialni sténa), obvykle chitin,
chitosan, mannany, glukany apod. (vyznam pro
diagnostiku)

« steroidni latky v plazmatické membrane (ergosterol,
u cloveka cholesterol), cil antimykotik

« Gramovo barveni: ,,grampozitivni® (tzn. fialove)

 pomalejsi bunécny cyklus —» zdlouhaveéjsi kultivace i
infekce

« stridani pohlavniho a nepohlavniho rozmnozovani

- antimykotika (antibiotika na né obvykle nepusobi) 3/37
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I Morfologie mikromycet

 blastokonidie

- ovalni nebo kulata bunka
- charakteristicka pro kvasinky

 pseudohyfa

- protahly, vlaknity utvar pripominajici hyfu, je vsak
tvoren zretézenim jednotlivych bunék

 pseudomycelium = soubor pseudohyf

Blaskoconidia formalion
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I Morfologie mikromycet (2)

 hyfa
- vlakno (muze byt vétvené, s prepazkami apod.)
« mycelium = soubor hyf
- vegetativni (ukotveni houby do substratu)
- generativni (vzdusneé) - nese rozmnozovaci struktury

i

6/37



I Rozmnozovani mikromycet

« pohlavni a nepohlavni rozmnozovani

« pohlavni rozmnozovaci elementy: spory

askospory (vacek se sudym poctem pohlavnich
bunéek)

oospory (vznik splynutim velké samici bunky a malé
samci bunky)

zygospory (splynutim dvou stejné velkych
pohlavnich bunék opacného pohlavi

spajeni hyf (zvlastni typ, prilozeni samciho a
-7 7 . (o) 7 v
samic¢iho vldkna - vznik mustku = vyména genu)
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I Rozmnozovani mikromycet (2)

- askospory v asku (vytrusy ve vrecku) smrze a
Saccharomyces cerevisiae
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I Rozmnozovani mikromycet (3)

* oogonie s oosporami

antheridium oogonium
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Rozmnozovani mikromycet (4)

* zygospora Rhizopus sp.

visualsunlimiteéd. phaotoshelter. com
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I Rozmnozovani mikromycet (5)

 nepohlavni rozmnozovani previada

 nepohlavni rozmnozovaci elementy: konidie
- arthrokonidie - oddeélovani koncovych casti hyf

- blastokonidie - ovalné Ci kulaté bunky na koncich
pseudohyf

- chlamydokonidie - silnosténné utvary kdekoli v
prubé&hu ¢&i na konci hyf nebo pseudohyf

- mikroskonidie - ovalna, kulovita Ci hruskovita
téliska rozmisténa jednotlivé nebo ve svazeccich
kdekoliv v pribéhu hyf

- sporangiokonidie = konidie v pouzdre

- makrokonidie = konidie v pouzdre s prepazkami 11/37



I Rozmnozovani mikromycet (6)

 nepohlavni rozmnozovaci elementy

A oroec o bd i

Mlcrouporuem

atsu. eduy
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I Fyziologie mikromycet

* pomalejsi bunécny cyklus —» zdlouhaveéjsi kultivace i
infekce

» rostou snadno i na chudych pudach

« kultivace pri nizsi teploteé (zpravidla 30 °C) nebo
soubézna kultivace pri 22 °C a 37 °C (dimorfni houby)

« Sabouradilv agar (s 2 - 4 % glukdzy, pridavkem
ATB pro potlaceni rlstu bakterii - nejc¢astéji
chloamfenikol nebo amikacin+vankomycin)

- pestra biochemicka aktivita:
- auxanogram (asimilace ruznych latek)
- zymogram (Stépeni cukru)

« antigenni struktury pro primou diagnostiku 13/37



I Odbér a zpracovani materialu

* krev, hnis, punktaty, sputum, vytéry (systémovée
mykozy)

« supiny klize, nehtl, vlasty, chlupy (povrchové
mykozy)

- doporucena povrchova dezinfekce

- odbér z okraje loziska (vetsSi zivotaschopnost
puvodce)

- vlasy a chlupy zasilat i s korenovymi vacky
- z nehttl posilat seskraby nikoliv celé nehty

- nedoporucuje se vkladat do transportnich
médii (vysoké naroky dermatofytl na kyslik)

- kandidy transportni ptdy (FungiQuick, C.A.T.) 14/37



I Diagnostika mykoz

* nejvétsi vyznam ma mikroskopie

- rychlé vysledky, odliSeni mykdz od bakterialnich
infekci

- preparaty nativni (projasnéni louhem - KOH)
- preparaty barvene

 inkoust Parker (barvi bunécné stény mikromicet
tmave modre az cerné

* barveni dle Grama nebo Giemsy

* barveni Ryluxem (fluorescencni barveni, bunécné
stény zari zlutozelené)
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| Diagnostika mykéz (2)

 kultivace:

- pFi nizsi teploté (zpravidla 30 °C) nebo soubézna
kultivace pri 22 °C a 37 °C (dimorfni houby)

- Sabouradliv agar (s 2 - 4 % glukdzy, pridavkem
ATB pro potlaceni ristu bakterii — nejcastéji
chloamfenikol nebo amikacin+vankomycin)

- dlouha doba ristu - kultivace v uzavrenych
zkumavkach (kvuli vyschnuti)

- kratka doba rustu —» kultivace na misce (kandidy),
mozné vyuziti chromogennich pad

« primy prikaz antigend (mannany)

* neprimy prikaz protilatek (aspergily)
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I Trideni mikromycet dle morfologie

« kvasinkovité mikromycety:
- blastokonidie (nékdy pseudohyfy, chlamydokonidie)

- Candida sp., Cryptococcus neoformans, Malassezia
furfur, Rhodotorula rubra, Saccharomyces cerevisiae,
Pneumocystis jiroveci, ...

* dimorfni mikromycety:

- za nizni teploty (do 30 °C) rostou ve vilaknité forme,
pri 35-37 °C kvasinkovita forma

- Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis,
Blastomyces dermatitis, ...

« vlaknité mikromycety: Aspergillus sp., Penicilium sp.,

Rhizopus sp., Mucor sp., Epidermophyton sp., ...
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I Chorobné stavy vyvolavané
mikromycetami

 mykozy
- prava infekéni onemocnéni, nejrozsirenejsi

- povrchové ¢i superficialni (kuze a jeji adnexa a
sliznice)

« dermatofytdzy, pityriasis versicolor, kozni
kandidozy...

- hluboké ci visceralni (organove Ci systémoveé)
« aspergildoza, kandidoza, kryptokokoza, ...
 mykotoxikozy (toxické metabolity)
- mykoalergozy (precitlivélost na houby, metabolity)

 mycetismy (drazdéni mechanicky — utlakem tkani)
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I Povrchové mykozy

- mikromycety se mnozi jen v keratinovych
vrstvach kuZe a jejich adnex

- dermatofyta nejvyznamnéjsi (rody Trichophyton,
Epidermophyton a Microsporum)

. tinea = infekce kUze dermatofyty

- nazvy podle lokalizace (tinea capitis, tinea corporis,
tinea pedis)

- diagnostika: seskraby —» mikroskopie, kultivace

« lécba: zpravidla lokalni (krémy, roztoky);
u onychomykoz pripadné velkych koznich lozisek |écba
po dobu nékolika tydnu az mésicu
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I Candida albicans

* nejbéznejsi z klinicky vyznamnych kvasinek

» saprofyté na kuzi, v dutiné Ustni, ve vaginé & ve strevé
Cloveka (strevo jako rezervoar opakujici se infekce!)

« postihuje predevsim kuzi a sliznice, hluboké infekce
u oslabenych (cystitida, pyelonefritida, meningitida, ...)

« kandidy se uplatnuji jako patogeny:
- u novorozencll a nedonosenych déti

- za hormonalnich zmeén (téhotenstvi, diabetes
mellitus)

- déle trvajici ATB lécba (poruseni prirozene mikroflory)
- oslabeni odolnosti (imunosuprese, terminalni stadia)
- posuseni bariér (chirurgie, kanyly, katetry) 20/37



Candida albicans (2)

* nejcastejsi projevy:

- soor (moucnivka) - bily povlak na jazyku nebo
sliznici tvari a patra; déti do dvou let

- vulvovaginitis candidosa- zarudlIa sliznice, otok
vulvy, silné svedeni, bélaveé povlaky a vytok; infekce
z konecniku

Vaginitis por Candida albicans 2 1/37
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I Ostatni kandidy

C. tropicalis (infekce strev, koplitidy, respiracni infekce)
C. parapsilosis (paronychia, endokarditidy, ...)
C. glabrata (urogenitalni infekce)

C. krusei (imunokompromitovani, hematologické
malignity)

C. dubliniensis, C. lipolytica, C. kefyr, C. lusitaniae, ...
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I Ostatni kvasinkovité organismy

« Cryptococcus neoformans (ptaci vykaly;
u oslabenych pneumonie, meningitidy a sepse)

 Pneumocystis jiroveci (pneumocystova pneumonie u
nedonosenych déeti a imunokompromitovanych)

* rod Saccharomyces (posevni mykozy)

Inhalation
into lungs

Lodging in
alveoli

Dissemination to
central nervous
system

Eucalyptus Bird

tree excreta ffﬁ

culture
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I Rod Aspergillus

Aspergillus

* rychle rostouci mikromycety
fumigatus

« septované hyfy zakonceneé
konidiofory s vybézky (fialidy)
nesouci retizky konidii

konidie

fialidy

méchyrek

« systémové mykozy (endokarditidy,
plicni aspergildza, abscesy, ...)

« povrchové mykozy

(onychomykozy, otomykozy, ...) stopka

+ alergie, mykotoxiny (aflatoxin)

 A. fumigatus, A. niger, A. flavus, ...

konidiofor

danasoigc.top

24/37



I Zygomycety

» saprofyte, zavazné systémove sporangium
mykézy spores |

* rychly rast ve sténach velkych
cév - vytvoreni ,zivého" trombu
- embolie = smrt

spurangiuphufe

* rhinocerebralni (z nosni dutiny
do mozku uz za nekolik hodin) a
pulmonarni zygomykozy,
infekce tézkych popalenin,
sepse

rhizoids |

* rody Mucor, Rhizopus,
A bSidia y mun R hizopus stolonifer suggest-keywords.com
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Ukol 1: Mikroskopie kment
bakterii a kvasinek

obarveéte predlozené kmeny Gramovym barvenim

(krystalova violet — Lugoluv roztok — alkohol - oplach
vodou — safranin)

pouzijte imerzni mikroskopii (tj. objektiv 100x)

vSimnéte si rozdild ve velikosti, tvaru a barvé
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Ukol 2: Kultivace bakterii a
kvasinek

popiste kolonie danych kmenud na krevnim agaru

zhodnotte rust na Sabouraudové agaru s
chloramfenikolem

zhodnotte rust na chromogenni ptdé:

- chromogenni pudy pro kvasinky umoZfiuji rozli$eni
nejduleZitéjsich druhl rodu Candida

- pomoci kontrolnich kmenU se pokuste uréit druh
kandidy pomoci chromogenni pudy

- jsou-li kolonie bilé (neni tedy pritomno zadné
barvivo), znamena to, ze kmen touto chromogenni
(o] Ve
pudou nelze urcit
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| Ukol 2: Kultivace bakterii a
kvasinek (2)

 chromogenni plida:
- bezbarvy chromogen (substrat + chromofor)

- pri odstépeni substratu z chromogenu dojde ke
specifickemu zbarveni podle druhu mikroorganismu

- na pudé, kterou mame k dispozici:
* C. albicans zelenava
« C. tropicalis modra
* C. glabrata hladka ruzova
* C. krusei drsna ruzova

- pokud se druh nepodari urcit (bilé zbarveni)
pouzijeme jiné metody

« fluorogenni pudy (fluorescencni barviva) 28/37



| Ukol 2: Kultivace bakterii a
kvasinek (3)

C. albicans

C. glabrata

| C. tropicalis

C. krusei
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) Ukol 3: Identifikace zbylého
kmene kvasinky

odectete vysledek auxacoloru u kmene, ktery se
nepodafilo identifikovat chromogenni pudou a
porovnejte vysledek s identifikaci pomoci MALDI

kromé testl POX a ACT je zluta pozitivni, modra
negativni

test ACT je zluta pozitivni, bezbarva negativni
testu POX je hnéda pozitivni, bezbarva negativni
»V" = variabilni - mize vyjit ,+"i ,-"

nepocita se kod, vysledek se porovnava s tabulkou

pokud vyjde vice taxonu:
- C. albicans by byla v Ukolu 2c zelena
- Rhodotorula by v Ukolu 2b méla éerveny pigment 30/37



Ukol 4: Uréeni citlivosti na
antimikrobialni latky

* urcete citlivosti na antimykotika a antibiotika

* mikromycety se kultivuji na MH agaru s methylenovou
modri

* v prvnim kroku se rutinné vysetruje citlivost pouze na
flukonazol

* v pripadeé rezistence se testuje citlivost na dalsi
antimykotika

31/37



] Ukol 5: Mikroskopie plisni

« nativni preparat, zvetseni objektivu 4x az 40x
(bez imerze!)

- zakreslete a popiste predlozené druhy mikromycet

sporangium Aspergillus
3 fumigatus
spores
: @
o) (%) ® konidie
© Co fialidy

© méchyrek
sporangiophore .
S ac:p stopka
rhizoids
konidiofor
R hizopus stolonifer suggest-keywords.com dapAssigetop 32/37



| Ukol 6: Kultivace plisni

- popiste vzhled vysledkt kultivace vlaknitych
mikromycet (oproti kvasinkam znacne odlisny), jak na
Sabouraudoveé agaru, pripadné i na krevnim agaru

- zakreslete tri kmeny (kultury na Sabouraudove agaru
ve zkumavkach)

* nekteré z mikromycet (zejména dermatofyty), rostou
velmi pomalu -» Sabouraudliv agar naléva do
zkumavek (kvuli vyschnuti)

 biochemickeé rozliseni se u nich, na rozdil od
kvasinek, zpravidla neuplatnuje
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) Ukol 7: NepFima diagnostika
aspergilozy

- zakreslete vysledek a oznacte pozitivni a
negativni pacienty

* mikroprecipitace v agaru dle Ouchterlonyho

» do dulku uprostfed je
nalita tekutina
obsahujici antigen

 Ag difunduje agarem,
obsahuje-li seérum Ab,
difunduji proti nému
a na jejich styku
vznikne precipitacni
linie

5 Antigen S

.

N\
R, Y
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Ukol 8: PFima detekce mananu
v diagnostice systéeémoveé kandidozy

« testovani pomoci reakce ELISA

 umoznuje stanovit hladinu mananu v pg/mL

« pro vyhodnoceni vysledku sestavujeme kalibracni
krivku

vyznacime hodnoty absorbance kalibratord,
spojime je liniemi

zaneste hodnoty pozitivni a negativni kontroly
a vzorky pacientt

odectéte mnozstvi mananu v séru a interpretujte
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I Ukol 9: Odbér na mykézy

« prohlédneéte si video ,Odbér materialu na povrchové
mykozy" a zapiste hlavni zasady odbeéru u koznich
mykoz:

- nezasilat pouze stér, nybrz supiny z loziska (stér
by mohl stacit u kandiddz)

- provést povrchovou desinfekci

- povrchovou vrstvu neposilat, nybrz vyhodit a
poslat az dalsi vrstvu

- u plosnych lozisek odebirat z okraje (zde je
mikromyceta aktivni)
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I Po tomto cviceni byste meéli umeét:

* rozeznat od sebe bakterie a mikromycety (jak
kvasinkove formy, tak vlaknité)

« popsat zpracovani mykologickych vzorkd mykologickou
aboratori

* popsat jaké metody jsou vyuzivany pro diagnostiku
mikromycet

« popsat hlavni zdstupce zpUsobujici povrchové i hluboké
mykozy

37/37
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