Patogenni kvasinky

Svétova Zdravotnicka Organizace (WHO) poprvé v roku 2022
uverejnila seznam zivot ohrozujicich hub



Uspéchy moderni mediciny zpusobily rozmach kvasinkovych/houbovych infekci
(pouzivani imunosupresiv, kortikoidy, naduzivani antimykotik)

1/10,000 ze ~ 5 miliontl odhadovanych druht hub které obyvaji nasi planetu
muUze napadnout a zpUsobit néjakou formu onemocnéni u ¢lovéka
(300 znamych druhu, 2 miliony mrtvych rocné)

Houby/kvasinky zpUsobujici choroby u lidi pochazeji ze skupiny zptsobujici

o/ oo

symbiotické houby rostlin jen malokdy napadaji lidi

Lidi jako endotermni savci jsou prirozené rezistentni vici kvasinkam, velmi malo
hub dokaze rlst nad teplotou 37 C

Candida auris nejnovejsi patogen (celosveétova hrozba)

* multi-rezistentni vuci béznym antimykotikiim;

* je obtizné identifikovatelna béznymi laboratornimi metodami, muze dojit k
zameéne s jinymi kvasinkami;

* snadno se Sifi ve zdravotnickych zarizenich



Kvasinkove patogeny

Candida Hansenula
Cryptococcus Torulopsis
Malassezia Geotrichum
Trichosporon Saccharomyces

Rhodotorula

70 — 90 % onemocnéni kvasinkami jsou kandidozy

poCet druhu pusobicich jako etiologické agens a
ucCastnicich se patologickych procesu u Clovéka, se
Zvysuje

VétSina  kvasinkovych  druhu je  nepatogenni,
patogennimi se stavaji v podminkach poruch 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
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> Mykozy:
e primarni
« oportunni (u imunokompromitovanych pacientt — AIDS,
leukémie, diabetes, popaleniny, terapie kortiko-steroidy,

Imunosupresivy)
. — plice, jatra, srdce, mozek, slezina
. — kdze, ustni dutina, vagina aj

> forma a zavaznost infekce zavisi na:
- infekCnim agens (druh, mnozstvi)
- zpusobu a brané infekce
- stavu imunitniho systému hostitele

> endogenni infekce (autoinfekce) zdrojem jsou komenzalové Clovéka
(pfirozene se vyskytujici kvasinky v tele Cloveéka) — pfi poruseni
homeostazy, vnimavosti a rezistence

> povrchové mykozy — nakazlivé



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

Adhesion
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Stress response Amino acids

pH regulation

Fe, Zn, Cu, Mn

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



Diagnostika:

> kombinace klinického pozorovani a
laboratorniho vysetreni

> Laboratorni vysetreni:
o mikroskopicky prukaz
o kultivacni prukaz
» serologické metody



Mikroskopicky prukaz

povrchové mykozy - Supinky kuze, ¢asti nehtl, seSkrab kstice s vlasovymi kofinky a
koznimi Supinami

kandidoza — stéry sliznic

systemoveé infekce — vzorky tkani z vice mist

prima mikroskopie:

- ve vlhkych preparatech po natraveni tkané 10-20% hydroxidem draselnym
- Infekce sliznic — Gramovo barveni

- morfologie bunék

histologické vysetreni

Kultivace

- vétSina kvasinek snadno kultivovatelna (Sabourauduiyv agar)
(glukoza, sladinovy agar, hydrolyzat kaseinu + chloramfenikol nebo gentamycin)
Czapek — DoksUv agar a jiné

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



C. albicans




Levne ale pracne a casove narocne

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

zymogram — test na zkvasovani cukrd, 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 média



Serologie

Prikaz specifickych protilatek:
(protilatkova odpoved slaba)

Protilatky proti kandidam jsou Casto pfitomny i u zdravych osob, protoze
kazdy jedinec se behem sveho zivota setka s kvasinkami

Dojde-li vSak k rychlému vzestupu titru protilatek, svédci to o pritomnosti
kandidové infekce

Prukaz antigenu: detekci hlavniho glykoproteinu bunééné stény
kandid — mananu, systéemove kandidozy
ELISA: imunoenzymaticka metoda
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Molekularne-biologicke metody

velmi citliva a rychla — detekce jen nékolika kopii genu (24-72 hodin),
nested PCR

Pouziti pro konzervovane, ale i variabilni useky genomu - specificita pro
urcité rody nebo druhy (rDNA, mitochondrialni DNA, jiné DNA)

kvantifikaci Ize odliSit kolonizaci od aktivni infekce (real time PCR)

pouzitim multiplex PCR ke mozZné detekovat vice druht v jedné PCR
reakci

Casté falesné negativity:
neucinna metoda izolace DNA
nadbytek lidské DNA ve vzorku (kompetice)

Testy jsou zatim nestandardni



Antimykotika

kvasinky - eukaryontni bunky — beézna antibakterialni
antibiotika jsou neucinna

Tercove struktury antimykotik:

bunécna stena (glukan, manoproteiny, chitin)

plasmaticka membrana (mist cholesterolu obsahuje
ergosterol)

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

Antimykotika — toxicky ucCinek na hostitele



Priklady antimykotik

- peroralne: ketokonazol, terbinafin
- Parenteralné (injekce/infuze):
amfotericin B, mikonazol...
(mala vstrebatelnost z traviciho ustroji)
- parenteralnée i peroralne:

flukonazol, itrakonazol, flucytozin...



Azolové derivaty
a) 2-nitroimidazoly :
klotrimazol, mikonazol, ketokonazol
b) triazoly :
itrakonazol (kandidozy, kryptokokozy)
flukonazol (peroralné — kryptokokova meningitida)
- existuje primarni i ziskana rezistence k azolovym slouceninam

kyselina benzoova
(Whitfieldova mast) — povrchove mykozy

polyeny
— toxické, ukladaji se v nové tvoreném keratinu
nystatin (kandidozy)
amfotericin B (kandiddézy, kryptokokozy)

griseofulvin — proti dermatofytum,imidazoly, kyselina nalidixova
fluoropyrimidiny, kandicidin

kombinace antimykotik



Chemicka skupina
Antimykotikum

Mechanizmus ucinku

Polyenova antibiotika
Amfotericin B
Nystatin

fungicidni ucinek 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 ucinek celé skupiny (cidni
ucinek vorikonazolu na aspergily), spoleény
mechanizmus uéinku, blokada enzymatickych
systéemu 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 syntéezy DNA)




Echinokandiny
Kaspofungin
Anidulafungin
Mikafungin

inhibitory bunééné stény hub (specifické
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
biosyntézy ergosterolu

Thiokarbamaty
Tolnaftat
Tolciklat

specificka vazba na skvalen epoxidazu; inhibice
biosyntézy ergosterolu

Morfoliny
Amorolfin

specifickou vazba na A" reduktazu/ A’-A® izomerazu,
inhibice biosyntézy ergosterolu

Benzofurany
Griseofulvin

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




Povrchove mykozy

Povrchova kandidoéza:
postizeni kuze, nehtu, sliznic ust a pochvy (infekce sliznic —
,mnoucnivka®)

80 — 90% Candida albicans, zbyvajici pfipady dalsi druhy
(C. tropicalis, C. krusel, C. parapsilosis, C. glabrata...)

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

vyskyt zavisi na stavu organismu — bakterialni Ci virova
iInfekce, tehotenstvi, aj






Pseudohyphae
\ll Pseudohyphes




Candida albicans
Sabourauduv agar
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ldentifikace:

- Sabourauduv glukézovy agar — kvasinkova faze (ovalné
bunky, 3-8 yum), kolonie za 1-2 dny pri 25°C

- In vivo — smeés kvasinkovych bunék, pseudomycelia a
pravého mycelia, parasexualni cyklus (fuze hyf, diploidizace,
rekombinace, mitoticky crossing-over, haploidizace)

po obarveni dle Grama: grampozitivni ovalneé pucici bunky

Candida albicans

- tvorba charakteristickych klicku (po 90—120 minutach
Inkubace v séru pri 37°C)

dalSi identifikace: soupravy, testy fermentace a utilizace
cukru a zdroju dusiku

Léceni:
- lokalni terapie nystatinem, amfotericinem B, mikonazolem

- vaginalni kandidoza — azolové derivaty, azolove posevni
Cipky u recidivujicich pripadu



Infekce sliznic:

- nejCastéjSi povrchové kandiddézy
na sliznici ohranicene bilé skvrny, mohou splyvat a vytvaret
pseudomembrany (tvarohovy vzhled)

infekce dutiny ustni:

- bukalni sliznice, tvrde patro, okoli bilych skvrn zarudlé

- kojenci, staré osoby, osoby se snizenou imunitou (AIDS)
umely chrup — infekce pod protezou

infekce klize a nehtu:
- v tfislech, mezi prsty, v podpazni jamce, pod prsy (v mistech
vinké zaparky)

- postiZzeni nehtu a nehtového luzka — pfi Castém maceni rukou
(osetrovatelky, myCky nadobi)
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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 kvasinkovite 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 hladké leskle kolonie, kolem
bunek silné pouzdro

- onemocheni CNS a plic
- sporadicky po celem svéte, nejCastejsSi u
pacientu s AIDS (u 10%)

- prostredi — alkalicke substraty bohatée na
dusik









Prukaz:

mikroskopicky: v mozkomisnim moku a dal$im
Klinickem materialu - kulovité 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 Sabouradové agaru pfi 25-30°C a
37°C za 2-3 dny

- smetanove bile az zlutohnédée mukozni
kolonie (neopouzdrené kmeny — suche)

- netvori pseudomycelium ani mycelium

- nefermentuje cukry, silna produkce ureazy,
asimilace inozitolu



Blastoschizomyces capitatus
(drive Trichosporon capitatum)
-diseminovane infekce

- 0slabeni neutropenicti pacienti se
zhoubnymi lymfomy

- asimilace pouze glukozy a galaktozy

Geotrichum candidum

- Infekce u diabetikd,
Imunosuprimovanych osob



Saccharomyces
Cerevisiae

- sepse a plicni

Infekce 6

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 I Mald Yeast

Sporothrix ) Yeast
Mold

Blastomykoza, kokcidiomykza, sporotrichoza etc.




Sporothrix schenckii
bunky ve fazovem kontrastu — hyfy a konidie

]

Sporotrichéza

S. Schenckii se prirozené VyskytujeV‘pﬁ—ﬁEfTh‘nQﬂ,

na raSelinicich a rostlinach (napft. riize)







Sporothrix schenckii
studie bunek freeze fracture technikou




Sporothrix schenckil

studie bunék freeze-fracture technikou




Candida albicans

Budding
yeast

Pseudohypha




Candida albicans

studium vlivu antibiotika nystatinu na morfologii
plasmaticke membrany







Blastomyces dermatitis

»
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