Patogenni kvasinky



Kvasinkove patogeny

Candida Hansenula
Cryptococcus Torulopsis
Malassezia Geotrichum
Trichosporon Saccharomyces

Rhodotorula

/0 — 90 % onemocneni kvasinkami jsou kandidozy

pocet druhu pusobicich Jako etiologické agens a
ucCastnicich se patologickych procesu u cCloveéka, se
ZVysuje

VetSina  kvasinkovych  druhu  je  nepatogenni,
patogennimi se stavaji v. podminkach peruch imunitni
odpovedi



Prehled onemocnéni zplisobenych patogennimi houbami

Asperqillosis (Asperqillus sp.)
Blastomycosis (Blastomyces sp.)
Candidiasis (Invasive) (Candida sp,)
Coccidioidomycosis

Cryptococcosis (Cryptococcus sp.)
Histoplasmosis (Histoplasma caps)
Mucormycosis (Mucor)
Paracoccidioidomycosis
Sporotrichosis (Sporothrix schenckii)



http://www.merckmanuals.com/professional/infectious-diseases/fungi/aspergillosis
http://www.merckmanuals.com/professional/infectious-diseases/fungi/blastomycosis
http://www.merckmanuals.com/professional/infectious-diseases/fungi/candidiasis-invasive
http://www.merckmanuals.com/professional/infectious-diseases/fungi/coccidioidomycosis
http://www.merckmanuals.com/professional/infectious-diseases/fungi/cryptococcosis
http://www.merckmanuals.com/professional/infectious-diseases/fungi/histoplasmosis
http://www.merckmanuals.com/professional/infectious-diseases/fungi/mucormycosis
http://www.merckmanuals.com/professional/infectious-diseases/fungi/paracoccidioidomycosis
http://www.merckmanuals.com/professional/infectious-diseases/fungi/sporotrichosis

> Mykozy:
e pPrimarni
o oportunni (u imunokompromitovanych pacientu — AIDS,

leukemie, diabetes, popaleniny, terapie kortiko-
steroidy, Imunosupresivy)

o — plice, jatra, srdce, mozek, slezina
. — kuze, ustni dutina, vagina aj

> forma a zavaznost infekce zavisi na:
-infekcnim agens (druh, mnozstvi)
- Zpusobu a brané infekce
- stavu imunitniho systemu hostitele

> endogenni infekce (autoinfekce) zdrojem jsou komenzalove
cloveka — pri poruseni homeostazy, vhimavosti a rezistence

> povrchove mykozy — nakazlive



Nektere mykozy maji charakteristickou geografickou
distribuci:

Coccidioidomycosis: jjhozapad USA a severni
Mexiko

Histoplasmosis: jizni oblasti USA
Blastomycosis: USA a Afrika
Paracoccidioidomycosis: Jizni Amerika
Sporotrichosis: Stredni Amerika, Mexiko



Mechanizmus patogenicity
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Sekretované houbové hydrolazy napomahaji invazi do tkani
Tvorba biofilmu chrani kvasinky
Switching (zména expese genu, hyfalni rust) napomaha modulovat antigenicitu



Diagnostika:

> kombinace klinickeho pozorovani a
laboratorniho vysetreni

> Laboratorni vysetreni:
o mikroskopicky prukaz
o kultivacni prukaz
o Serologicke metody



Mikroskopicky prukaz

povrchove mykozy - supinky kuze, casti
nenhtu, seskrab kstice s vlasovymi
korinky a koznimi supinami

kandidoza — stery sliznic

systemove infekce — vzorky tkani z vice
mist



prima mikroskopie:

- ve vihkych preparatech po natraveni
tkane 10-20% hydroxidem draselnym

- Infekce sliznic — Gramovo barveni

- morfologie bunek
histologicke vysetreni



Kultivace

- vetsina kvasinek snadno kultivovatelna

- Sabourauduv agar

(glukoza, sladinovy agar, hydrolyzat kaseinu
+ chloramfenikol nebo gentamycin)

- Czapek — Doksuv agar a jine

- soucasne pri 25 — 30°C a 37°C
- doba kultivace 1 — 5 dnu






Levne ale pracne a casove narocne

auxanogram — test na asimilaci cukru a dusikatych latek (zdroj C),
provadi se na miskach (pouziti cukernych disku)

zymogram — test na zkvasovani cukru, provadi se v skumavkach

anebo v mikrotitracnich desticce (barevna zména acidobazického
indikatoru)



Komercni testy

rychlé dostupné identifikaCni soupravy

jamky obsahuji dehydratované substraty (cukry, organické kyseliny,

aminokyseliny), test na stanoveni citlivosti k cykloheximidu a jeden
kolorimetricky test (eskulin)

Narust kvasinky v jednotlivych jamkach Ize hodnotit bud vizualné
nebo pomoci automatického Cteciho zarizeni
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Test ID32 C (BioMerieux, Francie)

Dalsi testy: pH indikator, chromogenni meédia



serologie

Prukaz specifickych protilatek:
(protilatkova odpoved' slaba)

Protilatky proti kandidam jsou casto pritomny | u zdravych osob, protoze
kazdy jedinec se behem svéeho zivota setka s kvasinkami

Dojde-li vSak k rychlemu vzestupu titru protilatek, svedci to o pritomnosti
kandidove infekce

Prukaz antigenu: detekci hlavniho glykoproteinu bunecné steny
kandid — mananu, systemove kandidozy
ELISA: imunoenzymaticka metoda
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Antimykotika:

kvasinky - eukaryontni bunky — bezna antibakterialni
antibiotika jsou neucinna

Tercove struktury antimykotik:

bunecna stena (glukan, manoproteiny, chitin)

plasmaticka membrana (mist cholesterolu obsahuje
ergosterol)

cytoskelet (kvasinky neobsahuji interdmedialni filamenta
RNA (naruseni syntezy bilkovin)

Antimykotika — toxicky ucinek na hostitele



- Priklady antimykaotik

- peroralne: ketokonazol, terbinafin
- parenteralne:
amfotericin B, mikonazol...
(mala vstrebatelnost z traviciho ustroji)
- parenteralne I peroralne:

flukonazol, itrakenazol, flucytozin...



azolove derivaty

a) 2-nitroimidazoly :
klotrimazol
mikonazol
ketokonazol
D) triazoly :
itrakonazol (kandidozy, kryptokokozy)
flukonazol (peroralne — kryptokokova
meningitida)
- existuje primarni | ziskana rezistence
k azolovym slouceninam



kyselina benzoova
(Whitfieldova mast) — povrchove mykozy.

polyeny
— toxicke, ukladaji se v nove tvorenéem
keratinu

nystatin (kandidozy)
amfotericin B (kandidozy, kryptokokozy)



griseofulvin — proti dermatofytum
Imidazoly

kKyselina nalidixova
fluoropyrimidiny

kandicidin

kKombinace antimykotik



Chemicka skupina
Antimykotikum

Mechanizmus ucinku

Polyenova antibiotika
Amfotericin B
Nystatin

fungicidni u€inek in vitro; vazba na ergosterol
v cytoplazmatické membranég, vznik poru, unik iontd a
bilkovin (enzymu) a pfesun jinych molekul do buriky

Azolove derivaty

Imidazoly
Mikonazol
Ketokonazol

Triazoly 1. generace
Flukonazol
ltrakonazol

Triazoly 2. generace
Vorikonazol
Posakonazol
Ravukonazol

prevazné fungistaticky uéinek celé skupiny (cidni
ucinek vorikonazolu na aspergily), spoleény
mechanizmus uéinku, blokada enzymatickych
systemu zavislych na cytochromu P450 (inhibice 14-
a-demetylazy); inhibice syntézy ergosterolu,
poskozeni funkénosti plazmatické membrany,
zpomaleni az zastava rustu

Antimetabolity
Flucytosin (5FC)

vstup 5-FC do bunék pomoci membranové cytosin-
permeazy; deaminace na 5-fluorouracil; zabudovani
jako falesny prekurzor do RNA houby na misto
cytosinu; blokada proteosyntézy a thymidylat
syntetazy (inhibice syntézy DNA)




Echinokandiny
Kaspofungin
Anidulafungin
Mikafungin

inhibitory bunééné stény hub (specificke
nekompetitivni inhibitory B-(1,3)-glukan syntazy);
deplece B-(1,3)-glukanu a osmoticka destabilizace
bunééné stény houby

Allylaminy
Terbinafin
Naftifin

specificka vazba na skvalen epoxidazu; inhibice
biosyntezy ergosterolu

Thiokarbamaty
Tolnaftat
Tolciklat

specificka vazba na skvalen epoxidazu; inhibice
biosyntezy ergosterolu

Morfoliny
Amorolfin

specifickou vazba na A'* reduktazu/ A’-A° izomerazu,
inhibice biosyntézy ergosterolu

Benzofurany
Griseofulvin

interference s mitotickym vieténkem, inhibice mitozy
a poskozeni syntéezy nukleovych kyselin




Povrchove mykozy

Povrchova kandidoza:

- postizeni kuze, nehtu, sliznic ust a pochvy (infekce
sliznic — ,mouchnivka®)

- 80 — 90% Candida albicans, zbyvajici pripady
dalsi druhy (C. tropicalis, C. Kkrusel, C.
parapsilosis, C. glabrata...)

- 20% lidske populace — C. albicans soucast
komensalni flory pokozky a sliznic

- Vyskyt zavisi na stavu organismu — bakterialni Ci
virova infekce, tehotenstvi, aj






Pseudohyphae
\ll Pseudohyphes




Candida albicans

Sabourauduv agar
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ldentifikace:

- Sabourauduv glukozovy agar — kvasinkova
faze (ovalne bunky, 3-8 um), kolonie za 1-2
dny pri 25°C

- In VvIvO — smes Kkvasinkovych bunek,
pseudomycelia a praveho mycelia

- po obarveni dle Grama: grampozitivni ovalne
pucici bunky



- Candida  albicans: -  tvorba
charakteristickych  klickt  (po 90-120
minutach inkubace v seru pri 37°C)

- dalsi identifikace: soupravy, testy
fermentace a utilizace cukru a zdroju dusiku

Leceni:

lokalni terapie nystatinem, amfotericinem B,
mikonazolem

vaginalni kandidoza — azolove derivaty,
azolove posevni Cipky U recidivujicich
pripadu



Infekce sliznic:
- nejcastejsi povrchove kandidozy
- na sliznici ohranicene bile skvrny, mohou

splyvat a vytvaret pseudomembrany
(tvarohovy vzhled)

- Infekce dutiny ustni:

- bukalni’ sliznice, tvrdé patro, okoli
bilych skvrn zarudle

- kojenci, stare osoby, 0Soby se snizenou
Imunitou (AIDS)

- umely chrup — infekce pod protezou



iInfekce kuze a nehtu:

- v trislech, mezi prsty, v podpazni jamce, pod
prsy (v mistech vihke zaparky)

- postizeni nehtu a nehtoveho luzka — pri
castem maceni rukou (osetrovatelky, mycky
nadobi)






Mykoticke plaky na zubech

Puvodce: vétSinou Candida albicans, souvislost se
stravovacimi navyky




Rityriasis versicolor

- chronicka infekce zpusobena lipofilni Malassezia furfur
- odbarvene skvrny na kuzi
M. furfur
- bézny komenzal na kuzi, vetsina infekci je endogenni
- vyzaduje k rustu lipidy; monopolarné pucici (jediny rod)
- ovalne lahvovite bunky, velikost 2-3 x 4-6 um, pri pityriasis
versicolor kvasinkovité bunky s kratkymi hyfami
- kultivace — specialni pudy s Tweenem nebo lipidy (37°C)
- podili se na tvorbé lupu a seboroicke dermatitide









Systemove mykozy
Kryptokokoza:

- Zpusobuje Cryptococcus neoformans
vytvarejici hladke leskle kolonie, kolem
bunek silne pouzdro

- onemocneni CNS a plic
- sporadicky po celem svete, nejcastejsi U
pacientu s AIDS (u 10%)

- prostredi — alkalicke substraty bohate na
dusik









Prukaz:

mikroskopicKy: v mozkomiSnim moku a dalSim
klinickem materialu - kulovite bunky 2—10 um
S mukopolysacharidovym pouzdrem (az 60 %

izolatu) — po smiseni mozkomisniho moku s tusi
se pouzdro jevi jako jasny dvorec kolem bunek

kultivace: - na Sabouradove agaru pri 25-30°C a
37°C za 2-3 dny

- smetanove bile az zlutohnede mukozni
kolonie (neopouzdrene kmeny — suche)

- netvori pseudomycelium ani mycelium

- nefermentuje cukry, silna produkce ureazy,
asimilace inozitolu



Blastoschizomyces capitatus
(drive Trichosporon capitatum)
-diseminovane Iinfekce

- oslabeni neutropenicti pacienti se
zhoubnymi lymfomy

- asimilace pouze glukozy a galaktozy

Geotrichum candidum

- Infekce u diabetiku,
Imunosuprimovanych osob



Saccharomyces
Cerevisiae

- sepse a plicni
Infekce

puvodce vaginalnich
mykoz (8,5 %)




Rhodotorula

- barevne kolonie (oranzove, cervene)
- neasimiluje inositol



http://images.google.cz/imgres?imgurl=http://www.doctorfungus.org/Thefungi/img/rho1_L.jpg&imgrefurl=http://www.doctorfungus.org/Thefungi/rhodotorula.htm&usg=__6Wlk2_7-3Jgu6mCq42r4exuhgs8=&h=408&w=600&sz=53&hl=cs&start=1&sig2=1oOXqZqsgdqnj8YWpdTWcA&tbnid=V6mlLbIkyc6IbM:&tbnh=92&tbnw=135&prev=/images%3Fq%3DRhodotorula%2Byeast%26gbv%3D2%26hl%3Dcs%26sa%3DG&ei=VP3eSsXKIYqMmwPTr6inAg

Dimorfni houby
ELQUEREYL:
- vetsinou saprofyticka (prunik pres
kuzi a sliznice)
kvasinkova faze
- Infekcni (hluboke infekce tkani a
organu)
- kvasinkovy rust podporuji bohatejSi pudy
(krevni agar) a teplota 35—37°C
- tvorba hyf — teplota 25—-30°C



Dimorfni patogenni kvasinky

Fungus In vitro (25° C) In vivo {37° C)

1
Blastomyces Mald Yeast
(’
Coccidicides Spherule
Mold

Histoplasma ’f,‘ ‘,_; C§> Yeast

O
O
Paracoccidioides l Mald Yeast

Sporothrix ) Yeast
Mold

Blastomykoza, kokcidiomykza, sporotrichoza etc.




Sporothrix schenckil
bunky ve fazovem kontrastu — hyfy a konidie







K freeze fracture techn
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Sporothrix schenckil

studie bunék freeze-fracture technikou
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Candida albicans

Budding
yeast

Pseudohypha




Candida albicans

studium viivu antibiotika nystatinu na morfologii
plasmaticke membrany







Blastomyces dermatitis

»




LABORATORNI DIAGNOSTIKA KANDIDOVYCH INFEKCI.
Marcela Vejsova 2009, Disertacni prace
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