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Souhrn

V poslednich letech vyznamné stoupa pocet invazivnich mykoz
v disledku nartistajiciho poctu rizikovych pacientl. Zaroven se
rozsifuje spektrum jejich plvodcl, neziidka se snizenou citli-
vosti k antimykotiklm. Dasledkem je Gast&jsi selhavani IéCby
a vysoka mortalita. KliCovou roli v Uspé&Sném zvladnuti Zivot
ohroZujicich mykdz tak stéle vice prebira presna a véasna dia-
gndza. Mykologicka laborator musi disponovat zakladnim vyba-
venim a Skalou metod, které umozfuii jak rychlou diagnostiku,
tak spolehlivou identifikaci na druhové (Candida, Cryptococcus,
Aspergillus) nebo alespon rodové (napf. Mucor, Rhizopus,
Fusarium) urovni. Vyznamné misto zastava zkuseny a pravidel-
né se vzdélavajici personal.
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Summary

Buchta, V., Hamal, P., Maliatova, N., Kocmanova, I., Chrenkova, V.,
Roubalova, M., Olisarova, P.

There are increasing numbers of invasive fungal infections
due to a growing number of high-risk patients and expanding
spectrum of pathogenic fungi. Due to their reduced susceptibili-
ty to antifungals, treatment failure is more frequent and mortality
increased in the patients. Thus, accurate and early diagnosis
is increasingly taking key position in the management of life-
threatening fungal infections. Mycological laboratory must have
basic equipment and dispose of a spectrum of methods, which
allows both fast diagnostics, and reliable identification at the
species (Candida, Cryptococcus, Aspergillus) or, at least, ge-
neric level (e.g., Mucor, Rhizopus, Fusarium). Last but not least,
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experienced and permanently educating staff represent an in-
dispensable part of mycology diagnostics.

Keywords

invasive mycoses ¢ laboratory diagnostics ¢
immunocompromised patients ® minimum requirements

Pokrok v jednotlivych medicinskych oborech, zavadéni sta-
gnostickych a lécebnych postupl zplsobily vyrazné zmé-
ny v epidemiologii mnoha infekénich onemocnéni. Trendy
se projevuji zejména ve zméndch etiologie a klinické for-
my infekci &i rezistence mikrobl k antibiotikdm, tyto po-
tom vyznamné ovliviiuji celkovou morbiditu a mortalitu in-
fek&nich nemoci. To je i pfipad houbovych onemocnéni
a mykologie, ktera jesté v 60. letech minulého stoleti byla obo-
rem, ktery se zabyval pfevazné koznimi infekcemi (derma-
tofytdzy), slizniénimi kandidézami a ve vymezenych regio-
nech také endemickymi a subkutannimi mykézami.

Soucasné zmeény ve spektru hub a klinickych forem houbovych
infekcl predstavuji vyzvu nejen pro lékare a farmaceuty, ale také
pro mikrobiology, ktefi se podileji na diagnostice mykotickych
agens. S vySe uvedenymi trendy a vyvojem se logicky méni ne-
bo doplnuji i pozadavky na vybaveni a metodologii mykologické
laboratofe a odbornou erudici a vzdélavani jejich pracovnikd.
Klicovym pozadavkem se stava rychlost a presnost diagnozy,
kterd zejména u imunoalterovanych pacientd je rozhodujicim
faktorem Uspésnosti terapie.

Z3akladni pozadavky na mykologickou
laborator

Pozadavky na persondlni i technické vybaveni se odvozuji ze-
jména od spektra vykonl a houbovych agens pravidelné izo-
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lovanych v dané laboratofi. Oboji vyznamné ovliviuje struktura
pacientl daného nemocni¢niho zatizeni ¢i spadu, zejména po-
kud se jedna o imunosuprimované osoby (transplantace, onko-
logicCti pacienti) a pacienty na jednotkach intenzivni péce.

PROSTOROVE A TECHNICKE VYBAVENI

Mykologicka laboratof je bud” samostatng, nebo byva soucasti
bakteriologického oddéleni. Pozadavky v zékladni vybavenosti
se nelisi od bakteriologické laboratore, pficemz je vSak nutné
zohlednit urcita specifika zpracovani biologického materialu,
kultivace a identifikace hub. (Tab. 1).

Invazivni mykdzy jsou v nasich podminkéach vyvolavany opor-
tunnimi houbami, jako jsou kvasinky rodu Candida a vlaknité
houby rodu Aspergillus, které napadaji jen vyrazné oslabené je-
dince a prdbéh téchto onemocnéni je velmi zavazny se Spatnou
progndzou. Proto je detekce houbovych agens zivotné dllezita
pro diferencidlnédiagnostickou rozvahu a rozhodovani o zplso-

bu terapie. Navzdory pokrocilé metodologii je stale vice spojena
s nejednoznacnou interpretaci. To vyZzaduje nejen hluboké zna-
losti a povédomi o houbovych infekcich a jejich plvodcich, ale
také klinicky presah — posouzeni rizikovych a predispozi¢nich
faktor(. V neposledni fadé i schopnost vést vécny dialog s oSet-
fujicim lékarfem, protoze jistota spravného vysledku a zavéru je
obvykle jen relativni.
Hlavnimi pozadavky na laboratorni diagnostiku invazivnich my-
koz jsou:

detekce houby (s dirazem na citlivost metody),

identifikace houby (s dlirazem na presnost a citlivost metody),

rychlost a spolehlivost diagnostickych procedur.

MIKROSKOPIE

Mikroskopie je v mykologii nepostradatelna technika, ktera slou-
Zi nejen k rychlé diagnostice, ale rovnéz k ovéreni validity vzorku
a pritomnosti zanétu. Uplatnuje se jako:

Minimalni

Poznamka

Biohazard box BSL2

— prace s infek&nim materidlem a houbovymi kulturami (kvasinky, dermatofyty, aspergily)
— v pfipadé manipulace s dimorfini houbou Coccidioides immitis je doporu¢ovana BSL3

mikroskop — objektivy
10x, 20x, 40x, 100x

— detekce a identifikace kvasinek a vlaknitych hub
- standardizace inokula (viz nize)

termostat na 25 + 1 °C

— kultivace dermatofytd, nékterych kvasinek a viaknitych hub

termostat na 36 + 1°C

— kultivace termofilnich kvasinek (vétSina patogennich kandid), aspergilti a zygomycet;
— inkubace u testl citlivosti na antimykotika

termostat na 30 + 1°C

- inkubace auxanogrami a nékterych identifikacnich souprav (napf. ID 32 C)

automatizovany hemokultivaéni

— pro kultivaci krve na kvasinky a viaknité houby (aerobni nebo specialni lahvicky)

systém**

chladnicka (2-8 °C) — pro skladovani a uchovavani houbovych kultur a suspenzi
infek&ni

chladnicka (2-8 °C) — pro skladovani mykologickych médii, diagnostickych souprav
Cista

trepacka — homogenizace suspenzi, biologickych materidld

promyvacka a spektrofotometr

— ke stanoveni specifickych antigen(l (napt. galaktomanan) a protildtek (napf. metoda ELISA)

zafizeni na standardizaci
velikosti inokula

— Burkerova &i jind komtirka
— turbidimetr/spektrofotometr

automatické pipety

— inokulace desticek (testy citlivosti, imunologickeé testy)

centrifuga

— zpracovani biologickych materidld
— oddéleni séra

bézné laboratorni pomdcky

- bakteriologické klicky a jehly, kahany, skalpel, pinzeta, zkumavky s vicky, Spicky, atd.

Doporucené

Poznamka

termostat

- na specifickou teplotu potfebnou pro dany Ucel/test, véetné specifické teploty
pro jednotlivé diagnostické soupravy

identifikacni automaty

- presna identifikace vétsiny béznych i méné frekventovanych patogend

hlubokomrazici box na -70 °C

— uchovavani biologickych materidldé a houbovych kmen(

mikroskop — fluorescencni

— detekce kvasinek, viaknitych hub a Pneumocystis jiroveci

vybaveni pro izolaci DNA a PCR

(termocykler, detekeni systém atd.)

— konfirmace diagnostiky Pneumocystis jiroveci
— detekce, identifikace a/nebo typizace kvasinek a vlaknitych hub

* fada z uvedenych polozek mze byt sdilena s jinymi mikrobiologickymi, imunologickymi, pfip. biochemickymi laboratofemi
** v mensich laboratorich, kde se pravidelné hemokultivace neprovadi, Ize akceptovat alternativni zplisoby kultivaéniho vySetieni krve
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Mykologicka laborator

Kandidéza

C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, aj
— orofaryngealni

— vulvovaginalni

— kandidémie, sepse

— endokarditidy

— tendence vyssiho zastoupeni druhl non-albicans kandid
— onkologicti pacienti, AIDS pacienti, novorozenci

— v&etné chronickych forem

— JIP pacienti, neutropenicti pacienti

— kardiochirurgicti pacienti

Aspergiléza — invazivni, plicni
Aspergillus fumigatus,

— imunosuprimovani pacienti (steroidy, hemoblastézy),
zvlasté po transplantaci

A. flavus aj.

Okulomykézy — trauma (Uraz, operace)

Candida, Fusarium, Aspergillus — diseminovana infekce

Pneumocystéza — AIDS pacienti, imunoalterovani pacienti, novorozenci
Pneumocystis jiroveci

Kryptokokéza — meningealni
Cryptococcus neoformans

— AIDS pacienti, imunoalterace (lymfomy, CD4+ lymfocytopenie)

Zygomykoza — invazivni
Rhizopus, Mucor, Rhizomucor, Absidia

— imunoalterovani pacienti, diabetici s ketoaciddzou,
nedonoseni novorozenci

Endemické mykdzy
Histoplasma, Blastomyces, aj.

— AIDS pacienti, imunoalterace
- v CR importované mykdzy

* vyznamné zastoupeni hospitalizovani pacienti se systémovymi predispozicemi a rizikovymi faktory (transplantace, invazivni zakroky,

imunosupresivni terapie atd.)

Svételny mikroskop vybaveny suchymi (10x,
Houba Izolace Identifikace 20x a 40x) a imersnim objektivem (100x).
Aspergillus spp. 2-4d 1-4d Botportljlcenhe te/ohnlky: " W KO ko3
Candida albicans 1-3d 1-2d atvnilounovy preparat = VZorky Kuze a Koz
) . nich adnex, vaginalni sekret
Candida spp. 1-4d 1-5d Barveny nativni/louhovy preparat (LugolCv roz-
Saccharomyces cerevisiae 1-4d 1-4d tok, Myco-Ink)
Cryptococcus neoformans 2-4d 2-5d Gramovo barveni
Malassezia spp. 3-5d 3-5d Gram-Weigertovo barveni — alternativni priikaz
Geotrichum spp., Trichosporon spp. 3-5d 2-5d cyst Pneumocystis jiroveci*
Zygomycety 3-5d 7-14 d Negativni znazornéni pouzder Cinskou tusi — mi-
Dermatofyta 514 d 7-30d kr.oskopické vyée/tFenf,Iikvorg na kr.yptokoky.
Dimorfni houby 414 d 7-56 d Glerﬁsoyo boarvem — zakladni ’tef:hmka pro mlkro-
skopicky prikaz Pneumocystis jiroveci* (trofozoity)
* C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei atd. a dimorfnich hub (Histoplasma)

Pfima metoda k rychlému a predbéznému uréeni mozné
houbové etiologie v biologickém materidlu vCetné bioptic-
kych a nekroptickych vzork(. V pfipadé podezieni na in-
vazivni mykdzu se v praxi osvedcuje zejména pii vySetreni
respiracnich vzork{ (detekce vidknitych hub a pneumocys-
ty) a likvoru (opouzdiené bunky kryptokokd). U predispo-
novanych pacientt je vhodné mikroskopickému vySetfeni
podrobit vSechny relevantni materidly, zvlasté z primarné
sterilnich lokalit.

K posouzeni validity vzorku, zejména pokud jde o pfitomnost
(kolonizaci, kontaminaci) pfirozené mikrobioty a zanétlivych
bunék (leukocyty).

K identifikaci vlaknitych hub a ¢astecné kvasinek. Pfimé po-
zorovani morfologickych struktur hub in situ u mikrokultur
a rliznych preparatd.
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Barveni podle Grocotta — mikroskopicky priikaz
Pneumocystis jiroveci* (cysty)

* mikroskopie je Casto faleSné negativni (citlivost < 75 %), proto ja-
ko primami metoda detekce neni spolehliva a je nutna konfirmace
PCR

Doporuceni

Citlivost nativni mikroskopie Ize zvySit pouzivanim fluorescenc-
nich barviv (Calcofluor, Blankophor, Rylux BSU), vyzaduijicich
fluorescencni mikroskop.

KULTIVACE

Kultivace hub, zvlasté hemokultivace, je zakladni mikrobiologic-
kou technikou pouzivanou k detekci, izolaci a identifikaci pu-
vodcl invazivnich mykdz a stanoveni citlivosti k antimykotik@im.
Tzv. sklickoveé kultury (mikrokultury) pfedstavuji metodu volby pfi
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Candida albicans Aspergillus fumigatus

mykotickych infekci (astma, alergicka bronchopul-
monalni aspergiléza, aspergilom) a endemickych
mykodz. V diagnostice invazivnich mykdz maji hlav-
ni uplatnéni metody, detekujici specifické kom-
ponenty bunécéné stény hub. Laboratore, které

zpracovavaji biologicky material odebrany od imu-

nosuprimovanych pacientd, zejména transplanto-

vanych, by mély byt schopny diagnostikovat inva-

C. tropicalis A. flavus

C. glabrata A. niger

C. parapsilosis A. terreus

C. krusei Acremonium spp.

zivni aspergildzu a kryptokokovou meningitidu.

Cryptococcus neoformans Fusarium spp.

Geotrichum candidum Paecilomyces spp.

G. capitatum
(syn. Blastoschizomyces capitatus)

Scedosporium spp.

Detekce a stanoveni aspergilového galaktoma-
nanu (metoda ELISA) — kritérium v diagnostice

Malassezia spp. Scopulariopsis spp.

invazivni aspergildzy
Detekce kapsularniho glukuronoxylomananu (la-

texova aglutinace) — diagnostika kryptokokové
meningitidy

Pozn.: Lze akceptovat smluvné vazanou spolupraci

Rhodotorula spp. zygomycety: Absidia spp., Mucor spp.,
Rhizopus spp.

Trichosporon asahii dermatofyta*

Saccharomyces cerevisiae Pneumocystis jiroveci

s jinym pracovistém, které tato vySetfeni provadi za

* normou je identifikace rodu a v CR nejfrekventovangjsich druhC: T. rubrum,
T. mentagrophytes, Microsporum canis, Epidermophyton floccosum

podminek splfiujicich zakladni poZzadavky na preana-
lytickou fézi, transport materialu a odborné kompe-
tentni osobu interpretujici vysledky.

pozorovani mikroskopickych struktur patogennich hub in situ
v Case.

Délka inkubace u vétsiny kvasinek je nékolik dnd, u vétsiny viak-
nitych hub, zplsobujicich systémové mykdzy, mezi tfemi az
deseti dny. V pripadé vlaknitych mikromycet je kritériem dosta-
teCného nardstu a zaroven zakladni podminkou jejich identifika-
ce sporulace. Doba potfebna na kultivaci je ve vétsiné pripad(
vyrazné kratsi nez vliastni identifikace kmene (Tab. 3).

Mykologické ptidy
Sabouraudtv agar
+ Sabouraudlv agar + antibiotikum nebo chromogenni médium
+ Sabouraud(v bujén
Pozn.: Pouziti chromogenniho agaru pro primokultivaci je dano
spise financnimi moznostmi; pfidani bujonu je silné doporu¢eno
u relevantnich materialdl, kde o¢ekavame malé mnozZstvi houby
nebo ztizeny zachyt dany napf. pomalym rdstem nebo snizenou
viabilitou, véetné souvislosti a pritomnosti antimykotika.
Teplota inkubace
36 + 1 °C vétsina plvodcl oportunnich mykdz (kandidy, as-
pergily, zygomycety)
+ pokojova (cca 25 °C) pokud je zadouci, pfi podezreni na
dimorfni houbu je nutna soubézna kultivace 25 a 37 °C
+ jind, podle potreby, napf. 30 °C u identifikacnich souprav,
napr. ID 32 C nebo auxanogramd viastni vyroby
Délka kultivace
— minimalné 7 dnl u materidld poslanych k mykologickému vy-
Setreni, v pfipadé mozného zachytu dimorfnich hub a dermato-
fyt minimalné 3 tydny
— minimélné 3 az 5 dn u materidlll s pozadavkem na mykolo-
gicky monitoring (napf. u hematoonkologickych pacient)

IMUNOLOGICKE METODY

Prlikaz protilatek ma v mykologii jen omezené uplatnéni, pro-
toze neni spolehlivy nebo jsou k dispozici jiné, vhodnéjsi meto-
dy. V praxi se pouziva zejména v diagnostice alergickych forem
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Doporucent:
Detekce panfungdlniho beta-glukanu, ktera je vSak rodove
nespecificka (napf. kandiddza, aspergiléza, pneumocystoza)
a neprokaze kryptokokdzu a zygomykozu.
Detekce kandidového mananu v kombinaci se stanovenim
antimananovych protilatek v diagnostice invazivni kandidézy.
Imunohistochemické barveni na aspergily Ize vyuzit v pfipadé
negativniho kultivacniho nalezu pro diskriminaci aspergilozy
od ostatnich hyalohyfomykoz.
Imunohistochemické barveni na pneumocystu Ize pouzit jako
alternativni metodu detekce pneumocystozy, ale doporucuje
se konfirmace PCR.

MOLEKULARNEBIOLOGICKE METODY

Mezi molekularnébiologické metody Ize zahrnout techni-
ky analyzujici mikrobialni genom pomoci PCR (polymerazo-
va fetézova reakce), FISH (fluoresceneni hybridizace in situ),
NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification), pfipad-
né proteom pomoci hmotové spektrometrické analyzy protei-
novych map (MALDI-TOF — Matrix Assisted Laser Desorption
/lonisation — Time of Flight). VSechny Ize vyuzit k detekci hub,
zejména v prirozené sterilnich materidlech, monitorovani tera-
pie (napf. u aspergildzy), ale predevsim k identifikaci a typizaci
houbovych kmend. Jsou vhodné jako doplnék ostatnich test(
a i pres kolisavou specificitu a senzitivitu se Ize u vétSiny z nich
spolehnout na negativni prediktivni hodnotu a vyuzit ji v ramci
diferencialni diagnostiky.

Molekularnébiologické metody Ize povazovat za doplnuijici sou-
¢ast diagnostického armamentaria mykologickych metod, v pfi-
padé Pneumocystis jiroveci je PCR konfirmacni metodu.

METODY IDENTIFIKACE HUB

ZvlaSté u imunoalterovanych a jinak kriticky nemocnych se
stale Castéji uplatfiuji v etiologii invazivnich mykéz méné ob-
vyklé a nové druhy hub. Tyto houby se ¢asto vyznacuji snize-
nou citlivosti k fadé antimykotik. Vysledkem je pozadavek na
presngjsi a rychlejsi laboratorni diagnostiku patogennich hub
(Tab. 4).
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U relevantnich izolatd z materidlé od pacient(l s pravdépodob-
nou/prokazanou invazivni mykotickou infekci se doporucuje
identifikace nebo potvrzeni identifikace pomoci molekularnébio-
logickych metod (PCR, MALDI TOF).

Testovani citlivosti na antimykotika prodluzuje vydani ko-
necného vysledku fadové o dny, proto se identifikace, ze-
jména u vysoce rizikovych skupin pacientt, stavé pravidelné
podkladem tzv. etiologické [éCby, coz jen umocnuje jeji vy-
znam.

Identifikacni metody mUzeme hrubé rozdélit na predbézné,
rychlé (s relativné mensi spolehlivosti vysledk(), a na specific-
ké, podrobné, které maji vysokou miru presnosti a spolehlivos-
ti. Vétsina rychlych testl se soustfeduje na nejfrekventovangjsi

houbova agens izolovana v mykologickych laboratofich — kan-
didy (Tab. 5).
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Rychla identifikace Candida albicans

Minimum Alternativa Komentar
chromogenni pldy test klicnich hyf v séru — rychly test pro identifikaci v béznych materidlech
l. generace indukce chlamydospor - nutna vnitrni kontrola pomoci referenéniho kmene

- v pripadé izolatd s potvrzenou invazivni kandidézou

doporucena konfirmace identifikacni soupravou

— doporuceno rozliseni C. dubliniensis (silné doporuceny sérologické, pip.
genetické testy; dalsi testy, napr. zbarveni kolonie, mnozstvi chlamydospor,
rist pri 42 °C atd. nejsou priliS spolehlivé)

— indukce chlamydospor, pomala (48 h)

Rychla identifikace non-albicans kandid

chromogenni ptdy
Il. generace

— rychly test pro identifikaci v béznych materialech,

véetné kolonizujicich kmen( i suspektnich kontaminant

— chromagar spolehlivé identifikuje C. albicans/C. dubliniensis, ve vétsing
pripadl i C. krusei a C. tropicalis, s mensi spolehlivosti C. glabrata, nutna
vnitini kontrola pomoci referenénich kmen(i

Podrobna identifikace Candida spp.

identifikacni souprava | Auxanogram
Zymogram

—API 20 C AUX, ID 32 C, Vitek 2 YST, atd. metody validované

v renomovaném odborném pisemnictvi

— doporuceno u izolatl z relevantnich materialll (krev, likvor apod.),

popfr. u kvantitativné masivnino nélezu s odpovidajicim klinickym obrazem
—nutna paralelni kultivace na ryzovém/kukuficném agaru (morfologie)

— doporuceny, zviasté u home-made auxanogramd, dalsi testy

(napt. tvorba ureazy, hydrolyza Zluci)

Podrobna identifikace ostatnich kvasinek

identifikacni souprava | Auxanogram
Zymogram

viz Candida spp.

— doporuceny podle potreby dalsi testy (napr. indukce sexuélnich forem apod.)
- v pripadé Cryptococcus neoformans prikaz pouzdra barvenim (Cinska tus)
nebo sérologicky (kap. Mykologické minimum)

Identifikace Aspergillus spp. a jinych vlaknitych hub

morfologicky popis PCR, MALDI TOF

— mikroskopicky obraz v mikrokulture /preparatu, zviasté tvar, velikost,
textura, usporadani konidif a konidiogennich bunék

— makroskopicky vzhled kolonif na Czapek-Dox (aspergily)/Sabouraudove
(zygomycety) agaru, zvlasté barva a textura povrchu

- nélez hyfovych fragmentt v materialu (typicky z respiraniho traktu — BAL,
sputum) je nespecificky (nelze vyloucit jinou viaknitou houbu)

- vhodna spoluprace se smiuvni laboratofi nebo se Sbirkou kultur viaknitych
hub (Katedra botaniky, PfF UK, Praha)

— doporuceny referencni shirkové kmeny hlavnich zastupct viaknitych hub
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