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V rutinni mykologické laboratofi jsou vySetfeni kiize a koznich adnex s podezfenim
na mykotickou etiologii b&Znym biologickym materialem. Pokud se tyka nutné
vybavenosti laboratofe, zlistava konzervativni (mikroskop a termostaty), i kdyz i do
této oblasti pronikaji novéjsi technologie k identifikaci kvasinek a plisni (MALDI TOF,
PCR, sekvenace). Minimalni poZadavky jsou feSeny v Nepodkrocitelném minimu
laboratorni diagnostiky invazivnich mykotickych infekci. Toto minimum je zvefejnéno
na webovych strankach Spole¢nosti pro lékaiskou mikrobiologii CLS JEP.

Co je v8ak hned v uvodu potfeba zminit, to je nutnost dodrzeni standardizace
jednotlivych postupt a to zvlasté v oblasti kultivacnich médii, kultivacni teploty,
velikosti inokula a délky kultivace. VétSina akreditovanych mykologickych laboratofi
ma takovou standardizaci zabudovanou do svych standardnich operacnich postupt
(SOP). Tyto SOP se mohou u jednotlivych laboratofi technicky liSit, avSak z dlvodu
mezilaboratorni srovnatelnosti vysledkd by mély byt peclivé dodrzovany.

Vzhledem k tomu, Zze se u dermatomykéz jedna témér vyhradné o postizeni kuze a
koznich adnex, tedy mist vétSinou dobfe viditelnych a snadno pfistupnych, a ze se
nejedna o zivot ohrozujici infekce, nehrozi nebezpedi z prodleni. V pfipadé spornych,
nebo raritnich nalezl je také mozné odbéry biologického materialu a jejich
mykologické vySetfeni pro verifikaci etiologie opakovat.

Pavodci dermatomykéz byvaji nejCastéji dermatofyta a kandidy, ale zejména u
onychomyko6z se muzeme setkat i s méné obvyklymi druhy kvasinek a vlaknitych
hub. Laboratornimu postupu k zachyceni vySe uvedenych mikromycetu a interpretaci
nalezu je vénovano nasledujici doporuceni, doplnéné obrazovou dokumentaci

z pfrednasky na toto téma, ktera se uskutec€nila v Lékaiském domé dne 3. 3. 2020.

OBECNE ZASADY DERMATOMYKOLOGICKEHO VYSETRENI

Tyto obecné zasady Ize rozdélit do Sesti skupin, kdy ¢ast uspéchu vySetieni zavisi na
klinickém pracovisti. Jsou to:

e KOMPLEXNi ANAMNEZA

e SPRAVNA TECHNIKA ODBERU

e KVALITNIi MIKROSKOPICKE VYSETRENI

e ODPOVIDAJICI KULTIVACE VZORKU

o DETERMINACE IZOLOVANYCH MIKROSKOPICKYCH HUB



e INTERPRETACE NALEZU MIKROMYCET

Jak Ize predpokladat, na klinikovi jsou vétSinou zavislé prvni dvé zasady a to pokud
se nejedna o odbér pfimo v dermatomykologické laboratofi.

KOMPLEXNi ANAMNEZA

Sbér anamnestickych dat je velmi dulezitou ¢asti celého vySetieni a jeho provedeni
musi splfiovat nékolik procesnich postupu uvedenych na Obr.1.

@ KOMPLEXNi ANAMNEZA

OSOBNI
onemocnéni-rizikové faktory, alergie,
stravovaci navyky, abusus,....

PROFESNI
prace se zviraty, v prasném prostiedi,
zahradnici, zemédélci, zachranafri, ....

CESTOVATELSKA
navstivena zemé, ro¢ni obdobi,
provozovana ¢innost, ubytovani, ....

RODINNA
chov domacich zvifat, mazlicci, prace na
zahradé, osobni zaliby (hobby), ...

PORANENI I?

Na zakladé zhodnoceni, zda se primarné jedna o traumatické postizeni klize, nebo je
postizeni spontanni, je tfeba ziskat data, ktera umozni bliZz8i orientaci v pfipadu a co
nejkvalitnéjSi provedeni laboratorniho vySetfeni. Tato data ndam mohou také pfispét
ke spravné identifikaci agens v pfipadé pozitivni kultivace.

Pokud jde o osobni anamnézu, je zjiSténi rizikovych faktorl smérodatné nejen pro
finalni rozhodovani o etiologické ucasti kultivovanych hub, ale také pro odhad
uspésnosti terapie a moznych budoucich recidiv mykotické infekce. Zvlastni
pozornost je tfeba vénovat onemocnénim jako jsou diabetes mellitus, poruchy
imunity a u protinadorove terapii.

Profesni anamnéza predstavuje velmi dulezitou ¢ast ziskanych dat, protoze s sebou
nese forenzni dusledky, pokud se prokaze, Ze postizeni kGiZze je v pfimé souvislosti
se zaméstnanim.

Anamnéza cestovatelska, ktera byva ¢asto opomijena, mize vSak vyrazné ovlivnit
spektrum provedenych kultivacnich metod a v pfipadé podezieni mozného ziskani
nékteré z endemickych mykotickych infekci pusobenych napf. rody Blastomyces,
nebo Coccidioides je zasadni pro ochranu laboratornich pracovnikl pfi manipulaci
s biologickym vzorkem i s naslednou identifikaci kultury mikromycety.



Rodinna anamnéza byva témér stejné dulezita jako ta cestovatelska, zvlasté pfi
kontaktu s domacimi mazlicky a to i s kontaktem nahodnym, ke kterému doslo napf.
pfi navstévé, nebo pfi chaluparfeni a pohybu v mistech kontaminovanych pfritomnosti

divoce zijicich druh( zvifat. Rizikem se také stavaji rizné sportovni aktivity, zejména
plavani (navstéva plaveckych zafizeni a spole€nych sprch).

Jako poznamku ke sbéru anamnestickych dat si dovolim pfipomenout ,vychovu®
dermatologu, ktefi provadi odbéry biologického materialu sami a vzorek poslou jen
s minimem informaci. V takovych pfipadech je nutné edukacni €innosti Zadatele
presvédcCit o nutnosti poskytnuti anamnestickych informaci pro kvalitni vySetreni.

SPRAVNA TECHNIKA ODBERU

Odbéry kuze a koznich adnex vétdinou provadi dermatologové pfimo ve svych
ordinacich. | v pfipadé odbéru pfimo v laboratofi je nezbytné nutna a kvalitné
provedena dekontaminace mista odbéru, viz. Obr.2. V pfipadé nemoznosti
dekontaminovat (napf. u malych déti) je potfeba tuto skuteénost zapsat na privodni
list.

@ SPRAVNA TECHNIKA ODBERU

U KOZNICH VZORKU VZDY
DEKONTAMINACE LOZISKA
70% CISTYM ETANOLEM

SUPINY KUZE, ULOMKY NEHTU,
VLASY, VOUSY, CHLUPY

OBSAH PUSTUL A PUCHYRU, HNIS,
EKZEMATICKA LOZISKA,, ........

STERILNE DO STERILNICH

Odbeéry je nutno provadét az po dokonalém zaschnuti léze po dekontaminaci, kdy

k odbéru pouzivame sterilni skalpel, kterym snasime kozni Supiny a ulomky nehtt
(zvlasté hmoty zpod nehtové ploténky) do sterilni Wassermannovy zkumavky. Pro
odbér vlasl, vousl a chlupl pouzivame sterilni epilaéni pinzetu. Do sterilni
zkumavKky, pripadné jiné sterilni soupravy pak umistime maximalné cca 1-2 cm
dlouhy usek s vlasovym ,kofinkem®, kdy prebyteCny material odstfihneme sterilnimi,
pfipadné dekontaminovanymi ntzkami.

Odbér mokvajicich nebo hnisavych loZisek provadime stejnymi technikami jako
v bakteriologii, kdy preferujeme zaslani/odebrani tekutého materialu napft. v injekéni



stfikaCce, v pfipadé jeho nedostatku je vhodné pfimo pfi odbéru provést jinym
sterilnim tampdénem také roztér na mikroskopické podlozni sklicko a to zaslat
spole¢né s odbérem na kultivaci. Ukazky odbérovych mist jsou umistény na Obr.3.

KOZNi SUPINY
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MIKROSKOPICKE VYSETRENI

PFimé mikroskopické vysetieni biologického materialu je zakladnim vySetienim a

v pfipadé dermatomykd6z by nemélo byt nikdy opomenuto a to i v pfipadé, ze od
klinika ziskdme velmi malo materialu. Jde totiz o to, Zze v pfipadé prokazané pozitivity
tohoto materialu mikroskopickou technikou otevira dermatologovi Sanci zahajit terapii
systémovymi antimykotiky.

Vlastni laboratorni pfiprava preparatu je pomérné jednoducha. Protoze se jedna o
material obsahuijici keratin, je potfeba jeho strukturu nejprve rozvolnit. K tomuto ucelu
pouzivame nejCastéji 20% roztok hydroxidu draselného (KOH). Lze sice pouzit KOH
od 5% do 40%, ale nizka koncentrace pracuje pomalu a ta vysoka zase moc rychle a
Casto nam v kratké dobé znici véechny v preparatu pfitomné struktury. Pracujeme
bud s KOH cgistym, nebo s pfidavkem néjakého barviva, napf. bavinova modra
a/nebo s pfidavkem fluorochromu pro vysetfeni ve fluorescenénim mikroskopu.
Vyhodou pfidané barvy je lepSi viditelnost mikromycetu, ktera zvySuje citlivost
zachytu.

Postup pripravy klasického louhového preparatu: Na stied podlozniho
mikroskopického sklicka umistime kapku KOH a do ni vlozime Castecky biologického



materialu, pfikryjeme krycim sklickem, pfipadné pres jeho hranu doplnime KOH (bud
Cisty a/nebo s pfidavkem barvy) tak, aby byl biologicky material zcela smocen, a
nechame minimalné 1 hodinu macerovat (doba macerace je odvisla od velikosti
CasteCek). Také je mozné pfipraveny preparat umistit do vlhké komurky a
mikroskopickeé vysSetreni provest nasledujici den. Toto Ize doporucit zvlasté

v pfipadé, Ze byl k maceraci pouzity louh s barvou. Pfitomné houbové struktury tak
nabyvaji na kontrastu.

Postup pripravy louhového preparatu pro fluorescenéni mikroskop: Na stifed
podlozniho mikroskopického sklicka umistime kapku KOH s pfidanym
fluorochromem (napf. v pfipadé pouZiti Rylux BSU v koncentraci 0,2%) a do ni
vlozime Castecky biologického materialu. Také zde se starame, aby byl biologicky
material zcela smocen. V odkryté podobé nechame minimalné 1 hodinu macerovat
(doba macerace je odvisla od velikosti CasteCek). Béhem doby macerace bud
pridavame Cisty KOH pfi vysychani preparatu, nebo preparat umistime do vihké
komurky. Po uplynuti doby macerace se doporucuje prebytecny louh

s fluorochromem opatrné odsat a nahradit Cistym KOH. Preparat nasledné pfikryjeme
krycim sklickem a mirnym tlakem na kryci sklicko provedeme rozvolnéni
biologického materialu (tlakovy preparat). V pfipadé potfeby doplnime pres jeho
hranu dalSi louh.

Ukazky pozitivniho vysledku vySetfeni jsou na Obr. 4 (preparat s Cistym KOH a
s pfidavkem barvy a na Obr. 5 (preparat s fluorochromem).

CHARAKTER VZHLEDU
MIKROSKOPICKYCH
VLAKEN V KOH BEZ

PRIDANE BARVY

CHARAKTER VZHLEDU
MIKROSKOPICKYCH
VLAKEN V KOH
S PRIDANOU BARVOU

KULTIVACE VZORKU

Pro kultivaci mikroskopickych hub z kize a koznich adnex pouzivame Sabouraud(v
agar, pripadné jeho modifikace, jako jsou napf. selektivni pudy s ATB a
cykloheximidem. Pro inokulaci volime radéji mensi ¢astecky materialu na vice
kultivacnich souprav. Techniky kultivaci jsou v podstaté tfi. Pro tekuté materialy a
stéry pouzivame agarovou pudu v Petriho miskach, kdy provadime inokulaci
obdobné jako v bakteriologii, minimalné na tfi misky a to vCetné fediciho typu
rozoCkovani po povrchu pudy. Pro kozni Supiny a ulomky nehtu se jevi jako



nejvhodnéjsi pouzit techniku vpichu Supin pod povrch Sikmo vylitého agaru ve
Wassermannové zkumavce (pro vysetfeni jedné lokalizace |ze doporucit pouziti 4
zkumavek). Co do pouzitého média mize byt akceptovan jak agarovy monotyp (SA

s chloramfenikolem ve vSech zkumavkach, tak systém 2+2 (2 zkumavky

s SA+CHLMF a 2 zkumavky SA s chykloheximidem). Zde je potfeba pfipomenout
zachovavani standardu uréeného v SOP jednotlivych laboratofi. Pouziti zkumavek
snizuje riziko kontaminace vzdusnou flérou, na druhou stranu je jejich pocet optimalni
pro zachyt mykotického agens. V pfipadé inokulace vlasu, vousu a chlupu je vhodné
pouzit agarovou pudu v Petriho miskach, kdy material rozmistime po povrchu média
a sterilni mykologickou jehlou lehce zatlaCime pod jeho povrch. Pouziti Petriho misek
Ize akceptovat také v pfipadé nemoznosti pouzit zkumavky. Techniky jsou zobrazeny

na Obr. 6.
ZAKLADNI KULTIVACNI TECHNIKY
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KUZE, VLASY, VOUSY, NEHTY

STERY A TEKUTE
MATERIALY

TEPLOTA A DELKA KULTIVACE

Lidska pokozka ma teplotu pfiblizné 25 +/- 2°C a s vyhodou Ize tuto teplotu vyuzit pfi
kultivaci dermatologickych vzorkud. VétSina mikromycet roste pfi této teploté

v morfologicky typickych koloniich, coz nasledné usnadriuje jejich spravnou
identifikaci. Na zakladé zkusenosti je tfeba dirazné doporudit, aby kultivace
probihala pouze v termostatu nastavenému na uvedenou teplotu a ne pfi tzv.
.pokojové teploté“ (kolisani hodnot °C).

Délka kultivace muze byt variabilni. Doporucuje se vSak sledovat rust
mykoorganizm jiz od 6. dne kultivace a nasledné pak kontrolovat po dalSich 4
dnech.

Dermatofyta: Jako zakladni (bez znalosti epidemiologickych souvislosti) je
doporuceno pri teploté 25 +/- 2°C kultivovat 14 dnu v pfipadé negativity rastu.
Pokud je znama anamnéza, zvlasté pracovni, je v pfipadé podezieni z mozné



pfitomnosti velmi pomalu rostoucich dermatofytt (Trichophyton verrucosum, T.
violaceum apod.) kultivaci prodlouzit na 3 — 4 tydny.

Kvasinky: Jsou-li ve vzorku pfitomny jako etiologické agens kvasinky, je jejich rust
vétSinou zfetelny jiz 6. den inkubace a je mozné zahaijit proces jejich identifikace.

Saprofytni mikromycety: Oproti dermatofytiim roste fada saprofytll podstatné
rychleji. Proto je mozné, stejné jako u kvasinek, pozorovat rist jiz po 6 dnech
inkubace (aspergily, fusaria a dal.). Vzhledem k tomu, Ze se jedna o mladé kultury, je

svvos o

DETERMINACE IZOLOVANYCH MIKROSKOPICKYCH HUB

V pripadé pozitivni kultivace mykotickych agens je potfeba provést jejich rodovou a
druhovou identifikaci. Pro orientacni i cilené zaméfené postupy je vhodné pouzit jako
prvni krok mikroskopické vySetieni kultury, kdy pro dermatofyty a kvasinky Ize jako
médium doporudit Lugollv roztok, pfipadné Laktofenol s barvou (bavinova modra a
pod). Preparat s Laktofenolem ma navic delSi trvanlivost. Pro saprofyty se
doporucuje pouzit isty Laktofenol s ohledem na to, Ze tak zlistane zachovana
barevnost mikroskopickych struktur, které jsou dulezité pro identifikaci a sou¢asné
dojde k urcitému projasnéni preparatu.

V pripadé kvasinek je mozné k identifikaci vyuzit jejich biochemickych a
mikromorfologickych vlastnosti, pfipadné modernich identifikaCnich postupt
v podobé napf. MALDI TOF.

U vlaknitych mikromycet byva postup slozitéjsi. Jednotlivé kroky jsou uvedeny
na Obr. 7. P¥i identifikaci dermatofytl je vhodné vyuzit jako prvni krok zhodnoceni
rustového indexu (Obr. 8).

@ POSTUP IDENTIFIKACE VLAKNITYCH HUB e

1. KROK hodnoceni anamnestickych tdaju NOEX =
2. KROK rychlost rustu mikromycetu . POCET DNU KULTIVACE
- u dermatofytu rustovy index s
KROK korelace s vysledkem pfimé mikroskopie
KROK textura povrchu kolonie
KROK produkce pigmentu
KROK charakter spodiny kolonie
KROK charakter okraju kolonie .
KROK mikroskopické vysetieni kultury
- charakter mycelialnich hyf
- produkce mikrokonidii
- produkce makrokonidii

- produkce chlamydospor
- dalsi znaky a zvlastnosti

@ TESTOVANE KOLONIE

Qoo OB G

Obecné pak plati, Ze je potieba identifikaci Fidit podle kli¢i uvedenych v odborné
literatufe. Velmi dobré vysledky pro mikroskopické vySetreni identifikovaného agens
muzeme ziskat také pomoci tzv. mikrokultury, ktera v asové ose umozni postupné



sledovat prostorovy a charakteristicky rust identifikované houby. Timto postupem
ziskané detaily Ize pak vyhodné pouzit pro detailni zafazeni kultury podle
identifikaénich schémat

v odborné literatufe. Ukazka je
uvedena na Obr. 9.

MICROSPORUM CANIS

vpichové kolonie
ientifikacni schéma

Také je mozné u dermatofytd a nékterych viaknitych hub vyuzit mykologické
databaze v pfistroji MALDI TOF, pfiprava vzorku k vySetieni je vSak v tomto pfipadé
knihovny MALDI, je dobré nespoléhat se vyhradné na tuto metodu, ale radéji
kombinovat tento pfistup s klasickou diagnostikou (nap¥. mikrokultury).

Rovnéz Ize k identifikaci rodu a druhu mikromycety pouzit PCR vysetieni, které vSak
zatim neni béZnym vybavenim laboratofi a byva soucasti vySetfovaciho spektra
pouze nékterych specializovanych laboratofi.

INTERPRETACE NALEZU MIKROMYCET

Tato €ast diagnostického procesu je velmi zodpovédnou €innosti, protoze davame
klinikovi informace, podle kterych se bude rozhodovat o diagndze a terapii pacienta.
Jak jiz bylo zminéno, je-li pozitivni pfima mikroskopie biologického materialu,
pfipadné i charakteristicky obraz pro néktera agens (Obr. 10), je hlavni €ast pro
interpretaci hotova, nebot’ je prokazana fyzicka pfitomnost houby ve tkani. V pfipadé
negativni mikroskopie je pak nutné jako hlavni rozhodnuti posoudit charakter
kultivace. Na kultivaénim médiu rostouci mykoticka agens mohou byt jak
dermatofyta, tak kvasinky nebo houby saprofytni.

NALEZ DERMATOFYTU

Kultivace dermatofytl jako etiologického agens muize byt i ojedinéla (1 zkumavka),
protoze takovy nalez svédci o jeho vztahu k poskozeni tkané a to i v pfipadé
negativni pfimé mikroskopie. Pfi kultivaénim nalezu kvasinek a saprofytu je potfeba



peclivé zvazit vyznam takového nalezu, zvlasté pak u negativni pfimé mikroskopie.
Navod k rozhodovani je uveden na Obr.

INTERPRETACE

KULTIVACNE
SAPROFYT V
MONOKULTURE

( 3-4 zkumavky)
1111 zkum. Cista

KULTIVACNE
DERMATOFYT

—alespon
1zkumavka

// POZITIVNI, \\
( (i negativni)
MIKROSKOPIE p
KULTIVACNE \ 3 4 ’ :
KVASINKY et [
nejlépe “‘.
3-4 zkumavky

NALEZ KVASINEK

Pfi pozitivni pfimé mikroskopii je tfeba, aby nalez kvasinek mohl byt hodnocen
jako masivni (4 zkumavky), pfipadné Cetny (3 zkumavky). Vzhledem k tomu, Ze
kvasinky byvaji Casto soucasti mikrobiomu télesného povrchu, je jejich ojedinély
nalez mozné hodnotit pouze jako kolonizaci.

Pfi negativni pfimé mikroskopii plati pro interpretaci nalezu kvasinek prakticky
totéz, zde vSak lze doporucit zhotovit z pfipadného zbytku biologického materialu
kontrolni pfimou mikroskopii (KOH).

NALEZ SAPROFYTU

Pri pozitivni pfimé mikroskopii je pro vydani nalezu saprofyta jako etiologického
agens mykdzy potfeba, aby byl kultivovan pouze v €isté kultufe a to na 3-4
zkumavkach. Pfi kvantitativné mensim nalezu (1-2 zkumavky) se mize jednat o
kontaminaci vzorku, ke které mohlo dojit jak pfi odbéru, tak pfi zpracovani

v laboratofi a je doporuceno tento stav nehodnotit jako pozitivni. Pokud by bylo nutné
znat kauzalni agens, je tfeba opakovat odbér a celé mykologické vySetreni. Jak jiz
bylo zminéno, pozitivita pfimého mikroskopického vySetfeni biologického materialu
dermatologovi staci k rozhodovani o systémoveé terapii. V takovém pripadé vSak
musi klinik zvazit, které systémove antimykotikum k leéCbé pouzije.

Pfi negativni pfimé mikroskopii je rozhodovani slozité i pfi nalezu masivni Cisté
kultury houby saprofytniho charakteru. V takovém pfipadé se muze jednat jak o
etiologické agens, tak o masivni kontaminaci vzorku, coz byva pozorovano zvlasté u
vySetfeni vzorkd z nehtd dolnich konCetin, kde byva problematicka dekontaminace



alkoholem. Opét jako doporuceni Ize uvést, Ze je-li k dispozici zbytek pfislusného
vSak dohodnout s dermatologem opakovani celého mykologického vySetfeni na
zakladé nového odbéru.

Pri nalezu smési saprofytni mykofléry (2 i vice druhli sou€asné) je nutno takovy
obraz hodnotit jako masivni kontaminace.

SMISENA MYKOZA

Jako smiSenou mykdzu oznacujeme soucasny nalez dvou mikromycet v jednom
vySetfovaném vzorku. Tento stav je spiSe vzacnosti, nicméné je s nim potfeba také
pocitat a v pfipadé vyskytu velmi peclivé zvazit své interpretaéni rozhodnuti, protoze
na ném zavisi nasleduijici terapie. Jako nejCastéji mozné pfichazi do uvahy
kombinace dvou druhl/rodu, ze skupiny dermatofytl, nebo kombinace dermatofyta
s kvasinkami. U dermatofytl muze byt kombinace se saprofytni houbou pouze
raritnim nalezem. To kombinace kvasinek a saprofytl jsou Castéjsi. V kterémkoli
pfipadu konkurentni mykdzy je doporuéeno pro verifikaci nalezu provést novy odbér
a kompletni mykologické vysSetfeni. Ukazka jednoho vzhledu identifikované smiSené
infekce je na Obr. 12 a 13.

Candida parapsilosis

Cladosporium
sphaerospermum

ZAVER

Jako jakési nepodkrocitelné minimum pro laboratorni diagnostiku dermatomykoz Ize
doporudit:

1. Splnit vSechny obecné zasady dermatomykologického vySetieni a nepodcenit
ani otazky komplexni anamnézy, zvlasté z forenznich ddvodui. Rovnéz
nepodcenit nutnost dekontaminace kozniho loZiska pfed odbérem.

2. Jako zcela nepominutelné brat pfimé mikroskopické vysSetfeni biologického
materialu pomoci louhového preparatu. Pokud bylo do laboratofe dodano
malé mnozstvi vzorku, ma pfima mikroskopie pfednost pfed kultivaci.



3. Pfi kultivaci vzorku inokulovat menSi CasteCky materialu na vétsi pocCet
kultivaénich souprav a dodrzet stabilni inkubacni teplotu.

4. P¥iidentifikaci a nasledné interpretaci nalezu mykotickych agens peclivé zvazit
jejich moznou ucast na infekénim procesu a pfi pochybnostech o jejich
oznaceni jako etiologické agens konzultovat situaci s klinikem a v pfipadé
nutnosti zadat o opakovani mykologického vySetreni.
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