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SOUHRN
Mencl K., Buchta V., Mallatova N., Kocmanova 1., Hubka V., Hamal P.: Diagnostika dermatomykoéz v laboratofi klinické mykologie:
doporugeny postup navrzeny Pracovni skupinou pro mykologii SLM CLS JEP
Tento navrh doporuceného postupu laboratorni diagnostiky dermatomykoz byl vypracovan na zakladé odborné diskuze ¢lenti Pra-
covni skupiny pro mykologii Spolecnosti pro lékaiskou mikrobiologii Ceské lékaiské spolecnosti JEP (PSM SLM CLS JEP). Vychazi
z dokumentu ,,Doporuceny postup laboratorni diagnostiky dermatomykéz* zvefejnéného na webovych strankach SLM CLS JEP 23. 6.
2020 k vieobecné odborné diskuzi.
Dosud byly pokyny v této oblasti mykologické laboratorni diagnostiky omezeny pouze na informace v pfiruckach a neexistoval Zadny
uceleny a systematicky dokument na uvedené téma. Tuto mezeru se ¢lenové PSM SLM CLS JEP snazili zaplnit, a vzniklo tak dopo-
ruceni, pokryvajici viechny ¢asti dermatomykologické laboratorni problematiky, od zptisobu ziskani kvalitni anamnézy, spravného po-
stupu pii odbéru vzorkd, jejich vySetfovani konvenénimi mikroskopickymi a kultiva¢nimi technikami, aZ po interpretaci ziskanych vy-
sledkt. Do této zakladni osnovy byly zaclenény informace o diagnostickém potencialu novych, modernich technologii, zejména
molekularné genetickych metod a hmotnostni spektrometrie. Nedavno doslo k vypracovani standardni evropské metodiky pro testo-
vani citlivosti dermatofytii k antimykotiktim, proto byla i tato problematika do doporuceni zahrnuta. Je samoziejmé pocitano s bu-
douci periodickou revizi tohoto dokumentu na zékladé novych poznatku.

Klicova slova: dermatomykozy, laboratorni diagnostilca, dermatofyty, mikroskopické metody, kultivacni metody,
identifilcace, citlivost na antimylkotika

SUMMARY

Mencl K., Buchta V., Mallatova N., Kocmanova I., Hubka V., Hamal P.: Diagnosing dermatomycoses in a clinical mycology laborato-
ry: guidelines proposed by the Czech Society for Medical Microbiology Working Group on Mycology

This draft of guidelines for the laboratory diagnosis of dermatomycoses was developed based on discussion among members of the
Czech Society for Medical Microbiology Working Group on Mycology. The document Guidelines for the Laboratory Diagnosis of
Dermatomycoses was published for discussion on the Czech Society for Medical Microbiology website on 23 March 2020.

Until recently, recommendations concerning this area of laboratory diagnosis in mycology were only limited to information in manu-
als and no comprehensive and systematic document concerning these issues was available. In an effort to fill the gap, members of the
working group developed recommendations covering various laboratory aspects of mycology, from obtaining a proper history, to ade-
quate sampling techniques, sample analyses using conventional microscopy and culture techniques, to interpretation of results.
Additional information was on the diagnostic potential of novel, modern technology, in particular molecular genetic methods and
mass spectrometry. The recently developed European standards for testing the susceptibility of dermatophytes to antifungals were
also included in the recommendations. The document will be regularly updated based on new findings.
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Uvod

V rutinni mykologické laboratofi
jsou vySetfeni kiize a koznich adnex
s podezfenim na houbovou infekci béz-
nym diagnostickym postupem. Ke zmi-
nénému ucelu postacuje zpravidla pou-
ze cast z jejiho zdkladniho vybaveni,
specifikovaného v dokumentu ,,Nepod-
krocitelné minimum diagnostiky mykéz
v laboratori 1ékarské mykologie®, pie-
dev§im to konzervativni, tedy mikro-
skop a termostaty [1]. AvSak jsou-li na
pracovisti k dispozici moderni techno-
logie typu hmotnostni spektrometrie ¢i
molekuldrni genetiky, doporucuje se je
i v této oblasti mikrobiologické diag-
nostiky vyuzit [2,3].

Z metodického hlediska je i v derma-
tomykologii zdkladnim poZadavkem
standardizace jednotlivych vySetfova-
cich postupt. To se tykd zvlasté vybéru
kultivaénich pad, teploty a délky inku-
bace. Vétsina akreditovanych mykolo-
gickych laboratoff ma za timto tcelem
vypracované tzv. standardni operacni
postupy (SOP). Nenf na zdvadu, pokud
se metodologicky a technologicky vza-
jemné mirné 1is{, pokud jsou peclivé
dodrzovany a v ramci mezilaboratorni
srovnatelnosti vysledkti vedou k stej-
nym nebo velmi podobnym zavértim ¢i
interpretacim.

Vzhledem k tomu, Ze se u dermato-
mykoéz jednd témét vyhradné o postizeni
kize a jejich adnex, tedy mist vétSinou
dobfe viditelnych a snadno ptistupnych
a Ze se nejednd o Zivot ohroZzujici infek-
ce, je ziskani vzorkd k vySetfeni po-
mérné snadné a nehrozi nebezpeli
z prodleni. V pfipadé spornych, nebo
raritnich ndlezi je také vétsinou mozné
odbéry biologického materidlu a jejich
mykologické vySetieni zopakovat.

Plvodci dermatomykéz byvaji nejcas-
téji dermatofyty, o néco vzdcnéji kan-
didy, ale zejména u onychomykéz se
muiZeme setkat i s méné obvyklymi dru-
hy kvasinek (napf. z rodd Trichospo-
ron, Geotrichum, na kizi pak s Ma-
lassezia spp.) a jinymi vldknitymi
houbami, véetné béZnych ubikvitnich
(vétsSinou oznacovanych jako ,,saprofy-
tické plisné”, napf. z rodi Scopula-
riopsis, Fusarium, Aspergillus, Alter-
naria, Onychocola, Chaetomium) [4-T7].

Rodové a druhové spektrum derma-
tofytli, se kterymi se mlZeme setkat
v Ceské republice, je piehledn& suma-
rizovdno v tab. 1. Jsou v ni uvedeny

i nékteré star$i varianty jejich nazvi,
které jsou vSak stdle pouZzivany [8].
Zminény vycet je zaloZen na epidemio-
logickych datech z let 2011-2019, ktera
byla sbirdna v rdmci multicentrické
studie napii¢ Ceskou republikou.
Neékteré jeji pribézné vysledky jiz byly
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publikovany [9,10]. Konecnd identifi-
kace izolati byla vzdy provedena se-
kvenovanim oblasti ITS rDNA [3,8].
Rozdélenf jednotlivych druht dermato-
fytd podle klinickych jednotek, které
zpusobuji, véetné jejich Cetnosti, je de-
monstrovdno v tab. 2.

ich metod.
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Arthroderma insingulare (Trichophyton terrestre komplex)

Nannizzia incurvata (Microsporum incurvatum)
Nannizzia preacox (Microsporum praecox)
Nannizzia aenigmatica (Microsporum aenigmaticum)
Paraphyton mirabile (Microsporum mirabile)
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Tabulka 2
Druhy dermatofyt(i zachycené v Ceské republice podle hlavnich klinickych jednotek, které zpdsobuji.
V zavorce je uvedeno priblizné procentualni zastoupeni.

Onychomykéza Tinea pedis

Tinea capitis

Tinea hladké kiiZe (corporis, faciei, cruris)

T. rubrum (~93 %) T. rubrum (~89 %)

T. interdigitale (~6 %) T. interdigitale (~9 %)
ostatn{ druhy ~1 % E. floccosum (~2 %)

ostatni druhy < 1 %

T. interdigitale/

M. canis (~41 %)
T. benhamiae (~32 %)
T. rubrum (~15 %)

T. tonsurans (~6 %)

T. rubrum (~51 %)

T. benhamiae (~24 %)

M. canis (~10 %)

T. interdigitale/ T. mentagrophytes (~8 %)
N. persicolor (~2 %)

/T. mentagrophytes (~3 %)

Nannizzia gypsea (~1 %)
T. soudanense (~1 %)

T. verrucosum (~1 %)

N. gypsea (~1 %)

T.n verrucosum (~1 %)

N. fulva (~0,5 %)
Arthroderma spp. (~0,5 %)
E. floccosum (~0,2 %)

ostatni druhy < 2 %

Tento text je urcen nejen pracovnikiim mykologickych la-
boratofi a dermatologiim, ale i vSem dal$im zdjemcim
o problematiku koznich mykotickych infekci. Mél by slou-
7it jako doporuceni optimélniho postupu pii prikazu vyse
uvedenych mikromycet v klinickych vzorcich, jejich identi-
fikaci a interpretaci ndlezd. Jeho zdkladem je dokument
,Doporuceny postup laboratorni diagnostiky dermatomy-
kéz*, zvefejnény na webovych strankach Spolecnosti pro 1é-
katskou mikrobiologii CLS JEP k odborné diskuzi [11].
Metodologicky vychazi zejména z klasickych tuzemskych
monografii, resp. manuald, doplnénych o vyznamné a re-
centni zahrani¢ni publikace na toto téma [4,12—16].

Obecny postup dermatomykologického vySetfeni

Ramcové jej 1ze rozdélit do Sesti Casti:
e anamnéza
e odbérové techniky
* metody piimé diagnostiky
e kultivacni postupy
¢ identifikace mikromycet
* interpretace nalezl

Pokud neni odbérova mistnost soucdsti laboratorniho pra-
covisté, je kvalitni provedeni prvnich dvou postupt zavislé
na klinickych 1ékafich a dalSich ¢asti pak na laboratornich
pracovnicich.

1. Anamnéza

Sbér anamnestickych dat je vzhledem k epidemiologické
charakteristice dermatofyti velmi dileZitou ¢asti celého vy-

Setfeni a jeho provedeni musi spliiovat nékolik procesnich
postupd, pifehledné demonstrovanych na obr. 1.

Na zdklad€ zhodnoceni, zda se primarné jednd o trauma-
tické postiZzeni kiize, nebo jen o prosté lozisko, je tieba ziskat
udaje, které umozni bliz8i orientaci v pripadu a co nejkva-
litn€jsi provedeni laboratorniho vysetfeni [17]. V piipadé
pozitivni kultivace mohou takové tdaje ptispét ke spravné
identifikaci etiologického agens.

V rdmci osobni anamnézy je zjisténi rizikovych faktord
smérodatné pro diferencidlni diagnostiku mykéz a findlni
rozhodovani o etiologické roli zachycenych hub, ale také
pro odhad udspéSnosti terapie a moZznych recidiv infekce.
Zv14stni pozornost je tfeba v€novat onemocnénim, jako je
diabetes mellitus, ddle poruchdm imunity, protinddorové te-
rapii a z hlediska nasledné antimykotické 1é¢by i poSkozeni
funkce jater a ledvin. Mykotické infekce mohou imitovat fa-
du dermatologickych chorob, jejichz odliSeni mize byt pii
diagnostice kli¢ové, a miZe na né upozornit i negativni my-
kologicky ndlez, zvlasté opakovany. Patif mezi né seboroic-
ka dermatitida, psoridza, pyodermie, impetigo contagiosa,
pityriasis rosea Gibert, numularni ekzém, erythema multi-
forme, fixni 1ékovy exantém, pseudotinea amiantacea, folli-
culitis decalvans, pseudopelade, chronicky diskoidni eryte-
matodes, alopecia areata, lichen planus a dalsi.

Profesni anamnéza piedstavuje velmi duleZitou ¢ast zis-
kanych dat, protoZe s sebou nese forenzni dusledky, proka-
ze-li se, ze postizeni kiiZe je v pfimé souvislosti se zamést-
nanim [18].

Cestovatelskd anamnéza, kterd byva Casto opomijena,
muize vyrazné ovlivnit spektrum provedenych kultivacnich
metod a v pripad€ podezieni na nékteré endemické mykozy,
zpisobené napf. zastupci rodd Blastomyces nebo Coccidioi-
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des, je zasadni pro ochranu laboratornich pracovnikd pfi
manipulaci s primdrnim biologickym vzorkem i ndsledném
procesu identifikace zachycené dimorfni houby.

Rodinnd anamnéza byva téméf stejné dilezita, zv1asté pii
zjisténi styku s domacimi mazlicky [19]. Pfitom se mtize
jednat pouze o ndhodny kontakt, ke kterému doslo napf. pii
navstéveé, nebo chalupafeni. Vyznamny muize byt i pohyb
v oblastech vyskytu divoce zijicich druhi zvitat [20]. Rizi-
kem se mohou stat také rizné sportovni a volnocasové akti-
vity, zejména navstéva plaveckych a jinych zafizen{ se spo-
le¢nymi sprchami.

Lze tedy konstatovat, Ze ziskdni kvalitnich anamnestic-
matomykologického vySetfeni. Klinické 1ékare, ktefi prova-
déji odbéry biologického materidlu sami a vzorek poslou
jen s minimem informaci, je nutné edukacni ¢innosti pfe-
svédCovat o nutnosti poskytnuti co nejkomplexnéjsi ana-
mnézy pro ziskani kvalitntho vysledku, véetné jeho inter-
pretace.

2. Odbérové techniky

Odbéry kiize a koznich adnex provadéji vétsinou derma-
tologové ptimo ve svych ordinacich, obvykle na zdkladé vi-
ce ¢i méné typického vzhledu 1€z [2]. Byla-li vSak takova
mista pfed ndvstévou lékafe oSetfovana lokdlnimi antimyko-
tiky, je tfeba pockat 10—14 dni, v piipad€ onychomykdz i né-
kolik tydnt. Vlastni odbér je nezbytné zahdjit dikladnou
dekontaminaci infikovaného mista 70% cistym etanolem
a pockat az do jeho dplného zaschnuti [12,15]. Pokud tako-
vou odistu nelze provést (napf. u ma-
Iych déti), je potfeba uvedenou skutec-
nost zapsat do pravodniho listu.

Obecné plati, Ze materidl je nutné
odebrat sterilnimi ndstroji do sterilnich
odbérovych nadobek s dobfe té€snicim
uzavérem, obvykle do zkumavek. Di-
lezité je jeho dostate¢né mnoZstvi, kte-
ré by mélo vystacit na provedeni mi-
kroskopického vySetieni a naockovan{
minimdlng ¢tyt kultivaénich pud. Pii-
klady vhodnych mist pro ziskédni der-
matologického materidlu jsou demon-
strovany na obr. 2.

Jemné Supinky kiize z okraji lozisek
se odebiraji nejlépe tupym skalpelem.
Stejny ndstroj, piipadné lancetu s ohnu-
tou Spickou, Ize po odstiizeni distdlni
¢asti nehtu pouzit pro odbér podnehto-
vych hyperkeratéz v piipadé onycho-
mykozy. Zcela nevhodné je posilat na
vySetieni odstfizené nebo celé snesené
nehty. Pro odbér vlast, voust a chlupt
je vhodnd epilacni pinzeta. Odebird
se zhruba 1-2 cm dlouhy usek s foli-
kuldrni ¢asti z okraje 1éze, pricemz
nadbytec¢nou cast lze odstfihnout de-
kontaminovanymi nGzkami. Pfi vybé-

ru vlasi pomdhd v fadé piipadi Woodovo svétlo
[9,12,13,15].

Odbér z mokvajicich, pfipadné hnisavych lozisek, kde jsou
vétsinou etiologickym agens kandidy, se obvykle provadi
pomoci suchého tampdénu na plastové ¢i dievéné tycince,
dale je vhodné provést jesté roztér na mikroskopické pod-
lozni sklicko a poté vse zaslat do laboratore [4,12]. V pfipa-
dé vétstho mnozstvi hnisu lze pouzit injek¢ni stifkacku.
Jedna-li se o akutni dermatofytové 1éze s tvorbou pustulek,

Obrazek 1
Soucasti komplexni anamnézy
pfi dermatomykologickém vysSetreni

KOMPLEXNi ANAMNEZA

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

PROFESNI
prace se zvifaty, v prainém prostiedi,
zahradnici, zemédélci, zachranafi, ....

CESTOVATELSKA
navitivena zemé, roéni obdobi,

pr Yy ) onee

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

Obrazek 2

Pfiklady vhodnych mist pro odbér na dermatomykologické vySetfeni:
a) tinea inguinalis, b) tinea barbae, c) onychomykéza,
d) subkutanni mykéza v okoli ramene
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je doporuceno je ostrou oc¢kovaci jehlou nabodnout a ziska-
nou kapku materidlu okamzité¢ inokulovat na kultivaéni pt-
du, pfi¢emz pravdépodobnost pozitivniho ndlezu je v tomto
ptipadé velmi vysoka [13].

3. Metody pfimé diagnostiky

Piimé mikroskopické vySetfeni dermatologickych vzorkd
by nemélo byt nikdy opomenuto, a to ani v pripadé, Ze ode-
birajicim klinickym lékafem bylo doddno jen velmi mélo
materidlu. V piipadé jeho pozitivity a typického vzhledu in-
fek¢niho loziska mutize totiz dermatolog zahdjit cilenou 1&¢-
bu antimykotiky podstatné diive, neZ je k dispozici vysledek
kultivace. To plati zejména u pityriasis versicolor, onemoc-
néni zptsobeného lipofilnimi kvasinkami rodu Malassezia,
kdy jsou koZni projevy a vysledek pfimé mikroskopie nato-
lik charakteristické, Ze obvykle neni potfeba potvrzeni kul-
tivaci.

Laboratorni priprava preparatu pro piimou mikroskopii
vzorku je pomérné jednoduchd. ProtoZe se jedna o hodno-

Obrazek 3

Ukazky pozitivnich vysledkl pfimé mikroskopie v koZnich Supinach:
a) preparat s ¢istym KOH, b) KOH s bavinovou modfi,
c)-f) louhovy preparéat s fluorochromem Rylux BSU

w7 g, g
& A

N AP e s L
RrA

ceni materidlu obsahujiciho keratin, je potfeba jeho struktu-
ru nejprve rozvolnit. K tomuto dcelu se nejcastéji pouziva
20% roztok hydroxidu draselného (KOH). Lze jej sice v za-
sadé pouzit v rozmezi od 5 do 40 %, ale nizkd koncentrace
pracuje pomalu, vysokd zase pfili§ rychle, ¢imz jsou Casto
v kritké dobé zni¢eny vSechny v preparitu pritomné struk-
tury. KOH se pouziva v Cisté formé, s pridavkem barviva
(napft. bavlnova modf, chlorazolova ¢erni, Chicago sky blue),
nebo fluorochromu (napf. Rylux BSU, Blankophor) [4,9,12,
13,21]. Vyhodou posledné zminénych dvou variant je lepsi
viditelnost mikromycet, coZ zvySuje pravdépodobnost jejich
detekce.

Piiprava klasického louhového preparatu:

Na stfed mikroskopického podloZzniho sklicka se kdpne
roztok KOH (bud’ ¢isty, nebo s pfidavkem barviva) a do néj
se umisti ¢astecky biologického materidlu. Tekutina se roz-
tdhne hranou kryciho sklic¢ka, které se pak opatrné ptiklopi
(aby se nevytvorily bubliny) a pfipadné se pies jeho hranu
doplni KOH tak, aby byly kousky vzorku zcela smoceny.
Nasledné se materidl nechd 30-60 minut louhovat (doba
macerace je zavisla na velikosti ¢dste-
¢ek), nebo se preparat umisti do vlhké
komtrky a mikroskopické vySetfeni
se provede ndsledujici den [12,13].
Posledné zminény postup lze doporu-
Cit zvlasté v piipadé, Ze byl k macera-
ci pouzit louh s barvivem, nebot pii-
tomné houbové struktury tim nabyvaji
na kontrastu. Pozitivni vysledky jsou
demonstrovdny na obr. 3.

Pfiprava louhového preparitu pro
fluorescen¢ni mikroskopii:

Na stfed mikroskopického podloZni-
ho sklicka se kdpne roztok KOH s fluo-
rochromem (napf. Rylux BSU v 0,2%
koncentraci) a do néj umisti ¢astecky
materidlu. Také v tomto pripadé je tie-
ba, aby byly zcela smoceny. V odkryté
podobé se louhuje minimdlné 1 hodi-
nu. Dochdzi-li k vysychédni preparétu,
pridava se ¢isty KOH, nebo se preparat
umisti do vlhké komurky. Po uplynuti
doby macerace se doporucuje pieby-
te¢ny louh s fluorochromem opatrné
odsat a nahradit Cistym. Na preparat se
ndsledné umisti kryci sklicko a mirnym
tlakem na néj se pak provede rozvolné-
ni ¢asteCek (tlakovy prepardt). V piipa-
dé potieby se ptes jeho hranu dopliiuje
roztok KOH [12,13]. Pozitivni vysled-
ky jsou demonstrovany na obr. 3.

Rychlou, pfesnou a citlivou alterna-
tivu pfimé mikroskopie, umoziujic{ vét-
Sinou také identifikaci houbového agens
v dermatologickém materidlu, predsta-
vuji molekuldrné genetické techniky,
nejCastéji na bazi polymerdzové feté-
zové reakce (PCR) [2,15,16]. Jejich vy-
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sledky je vSak tfeba zodpovédné inter-
pretovat v kontextu vyvoje stavu infi-
kovanych loZisek, nebof fungdlni
DNA z neviabilniho patogenu v nich
muze byt zjisténa i po Gspésném vylé-
¢eni, zejména v piipadech onychomy-
koéz [9].

4, Kultiva¢ni postupy

Pro primarni{ kultivaci mikroskopic-
kych hub z kiZe a koznich adnex je
nejvhodnéjsi Sabouraudiiv agar (SA),
nejéastéji v podobé selektivnich pud
obsahujicich antibiotika (obvykle
chloramfenikol) a antimykotikum cyk-
loheximid [4,12,13]. Pro kvasinkovité
mikroorganismy lze vyuZit chromo-
genni pidy, jez u nékterych druhti na
zdklad¢ typického zbarveni, resp.
morfologie kolonii poskytuji i pfed-
béznou identifikaci [22].

Pro inokulaci tekutych biologickych
vzorkd a stérd se doporucuje pouZiti
minimalné tf{ agarovych ptd v Petriho
miskdch, pfiemZ se materidl nanasi
obdobnym zpisobem jako v bakterio-
logii, v¢etné fediciho typu rozockovani
po povrchu kultivaéniho média, jak je
demonstrovano na obr. 4.

Pro kozni Supiny a dlomky nehtd je
preferovano umistovani mensich caste-
¢ek materidlu na vétsi pocet kultivac-
nich pad. Technologicky se jako nej-
Sikmo vylitého SA ve zkumavce, pfi-
¢emz vzorek z jedné lokality by mél
byt inokulovdn minimalné na Ctyii ta-
kové ptdy. Doporucuje se pouziti bud’
&ty SA pouze s chloramfenikolem, ne-
bo jen dvou takovych pid a dal§ich
dvou s chloramfenikolem a cyklohexi-
midem. Pouziti uvedeného poctu médii
snizuje riziko nespravné interpretace
ndlezu v souvislosti s pfipadnou konta-
minaci vzorku mikroflérou ze vzdu-
chu, resp. pifimo z koznich Supin pii
zachovani vysoké pravdépodobnosti
zachytu etiologického agens. V ptipadé, Ze neni moZzné pou-
Zit SA ve zkumavkdch, lze akceptovat i kultivaci v Petriho
miskdch. Ty je naopak nejvhodnéjsi pouZzit v pfipadé inoku-
lace vlasi, voust a chlupt, pfi¢emz se material rozmisti po
povrchu média a sterilni ockovaci jehlou se lehce zatlaci
pod jeho povrch [4,13]. Zptsoby inokulace vzorkl koznich
Supin a adnex pro mykologickou kultivaci jsou souborné de-
monstrovany na obr. 4. V pfipadé podezieni na etiologickou
roli lipofilnich kvasinek rodu Malassezia, je tieba, s vyjim-
kou druhu M. pachydermatis, pouZzit SA s ptidavkem olivo-
vého oleje.

Stéry a tekuté materialy

Obrazek 4

ZpUsob inokulace dermatologickych vzork( na kultivaéni pldy

A
.

Kiize, vlasy, vousy, nehty

Obrazek 5
Stanoveni rustového indexu

@ TESTOVANE KOLONIE

POCET DNU KULTIVACE

x

Stanoveni teploty inkubace u dermatologickych vzorki
vychazi ze skutecnosti, Ze na povrchu lidské pokoZzky je pfi-
blizné€ 25 + 2 °C. V tomto rozmezi roste vétSina mikromy-
cet v morfologicky typickych koloniich, coz usnadiiuje je-
jich spradvnou identifikaci. Urcitou vyjimku pfedstavuje
Trichophyton verrucosum, které idajné roste lépe pii 37 °C
[9]. Pritom je tfeba dirazné doporudit, aby kultivace probi-
hala vyhradné v termostatu a nikoli volné v prostordch la-
boratofe, nebot v takovém piipadé dochdzi ke kolisani vyse
teploty béhem inkubace, coZ ma na rst mikromycet nepiiz-
nivy vliv [4,13].
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Casovy interval od zahdjeni do ukon&eni kultivace neni
pevné stanoven a li${ se hlavn€ v zdvislosti na ocekdvaném
houbovém agens. Obecné se doporucuje sledovat rtist my-
koorganismt od 6. dne inkubace a nésledné jej kontrolovat
vzdy po Etyfech dnech. V piipadé dermatofyti bez znalosti
epidemiologickych souvislosti je doporuc¢eno material kul-
tivovat zhruba 2 tydny. Studie na 5 459 izoldtech zminénych
mikromycet ukdzala, Ze v pribéhu 17denni inkubace vyros-
te témér 99 % kment [9]. Vyplyvé-li vSak z anamnézy po-
dezfeni na ptitomnost velmi pomalu rostoucich druhd (napf.
Trichophyton violaceum a T. verrucosum), mél by se inter-
val prodlouzit na 3—4 tydny. Jedna-li se o kozni kandidézu
nebo dermatomykdzu, vyvolanou ubikvitnimi druhy vldkni-
tych hub (aspergily, fuzaria apod.), postaci k typickému
vzhledu kolonii 3-6 dnt. Vzhledem k tomu, Ze se jedna
o mladé kultury, je moZnd jejich bliz§i identifikace jiZ pfi
zhotoveni mikroskopického prepardtu pfimo ze zkumavky
[4,12].

5. Identifikace mikromycet

V ptipadé kultiva¢niho zachytu houbovych kolonif je po-
titeba provést jejich rodovou a nejlépe i druhovou identifi-
kaci. Pii sledovani morfologickych znakd se kombinuje
hodnoceni makroskopického (zejména barva kolonie, vcet-
né spodiny a textura povrchu) a mikroskopického vzhledu
(hlavné tvar, velikost a uspofddani reprodukénich dtvart).
Pii orientaénim mikroskopickém vySetieni kultury lze pro

Obrazek 6

Vzhled mycelii v pfimé mikroskopii u rlznych agens dermatomykoz:
a) dermatofyt, b) Malassezia sp., ¢) Candida sp.,

d) Scopulariopsis brevicaulis, e) Aspergillus sp., f) Acremonium sp.

dermatofyty a kvasinky jako médium doporucit Lugolv
roztok, nebo laktofenol s barvivem (bavinovd modr), ktery
md deli trvanlivost [12]. Cisty laktofenol lze vyuZit pro
ostatni vlaknité mikromycety, nebof zlstane zachovéana pii-
padna barevnost jejich mikroskopickych struktur dilezitych
pro identifikaci, a navic dojde i k urcitému projasnéni pre-
paratu.

K ptedbézné orientaéni identifikaci nejcastéjSich druhta
kvasinkovitych mikroorganismd je mozné vyuzit jiz zmi-
néné chromogenni agary. Klasickym postupem je pak kro-
mé zhodnoceni vzhledu kolonii na takové kultivacni padé
i kombinace mikromorfologickych znakid na nutri¢né chu-
dych médiich (mycelium, pseudomycelium, chlamydospory
na ryzovém ¢i kukufi¢ném agaru) a biochemickych testii na
principu asimilace (tzv. auxanogramy) a fermentace (tzv.
zymogramy) zdrojti uhliku, pfipadné dusiku [12]. V soucas-
né dobé je ale nejrychlejsi a nejptresnej$i metodou identifi-
kace kvasinek v rutinni mykologické laboratofi vyuZziti
hmotnostni spektrometrie typu MALDI-TOF. Ve specializo-
vanych laboratofich je mozné vyuzit i molekularné genetic-
ké metody.

U vlédknitych mikromycet byva postup slozitéjsi. Pfi iden-
tifikaci dermatofyti klasickou cestou je po zjisténi anam-
nestickych tdaju a korelace s vysledkem piimé mikroskopie
vhodné jako prvni krok zhodnotit tzv. ristovy index, jak je
demonstrovano na obr. 5 [13]. Nésleduje popis morfologie
kolonii, tj. barva a textura povrchu, produkce pigmenti a cha-
rakter spodiny a okrajid. Neméné vyznamné je hodnoceni
mikroskopickych znakd, pfedevsim produkce mikro- a/nebo
makrokonidii. Posledné¢ zminéné cha-
rakteristiky mikroskopickych hub se
nejlépe pozoruji v tzv. mikrokultu-
rach, které navic umoziuji postupné
(v Casové ose) sledovat rist mycelia
a tvorbu reproduk¢nich ttvarG. Bylo
popsano nékolik metodickych variant.
Casto pouzivany jednoduchy postup
je nasledujici: sterilnim néstrojem
(skalpel, zkumavka) se vykroji blo¢ek
SA o priméru 1 cm, umisti se na pod-
lozni skli¢ko, na ¢tyfech protilehlych
mistech se naockuje zkoumanym kme-
nem, prekryje krycim sklickem a obvy-
kle na 3-7 dni (u pomalu rostoucich
hub i na delsi dobu) se umisti do vlh-
ké komurky [12,13]. V né&kterych
laboratofich se k identifikaci urcitych
druht dermatofyti pouzivaji komeréni
Trichophyton agary, uredzovy test ¢i
perforace vlasu in vitro, ndzory na je-
jich spolehlivost se vSak rzni [23].

Morfologické (konvenéni) urcovani
vldknitych hub je zaloZeno na porov-
navéni vyse uvedenych znakd kultury
s popisy jednotlivych druhi v mykolo-
gickych priruckach, resp. odborné li-
teratufe [13,24-26]. Lze vyuZit i iden-
tifika¢nich kli¢t, jsou-li dostupné
[13]. Obecné vsak plati, Ze zminény
pristup vyzaduje od hodnotitele pod-
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statné vétsi odborné zkusenosti, nez je
tomu v piipadé kvasinkovitych mikro-
organismu.

voiv s

Obrazek 7

Interpretace dermatomykologickych nalezli

Z novéjsich identifikacnich postupt

je mozné, podobné jako u kvasinkovi-
tych mikroorganismd, vyuzit metodu
MALDI-TOF [15]. Ur¢ovani dermato-
fyti a dalSich vlaknitych hub je vSak
v tomto pripadé komplikovano slozitéj-
$im postupem pripravy vzorku a ome-
zenym druhovym spektrem vldknitych
hub v mykologické databdzi pfistroje
[2]. Proto se doporucuje nespoléhat se

vyhradné na uvedenou techniku, ale je
vhodné ji kombinovat s klasickou mor-
fologickou diagnostikou. Z hlediska
identifikace jsou za nejpresnéjsi pova-
zovany metody molekuldrni genetiky,
predevsim na principu PCR. Pfi vyuzZi-
ti sekvenace DNA je nutné porovnavat
ziskané sekvence (nejcastéji oblast ITS
rDNA) s referencnimi, které jsou k dis-
pozici v databdzi GenBank (www.ncbi.
nlm.nih.gov/genbank), pomoci volné
pristupného ndstroje BLAST (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Déle
Ize vyuZit spravované databdze, které
obsahuji jen sekvence, které proSly
kontrolou kurétora, naptiklad ISHAM
ITS Database (http://its.mycologylab.org) nebo Dermato-
phytes Species Database na Westerdijk Fungal Biodiversity
Institutut (www.westerdijkinstitute.nl/ Dermatophytes).
Nékteré molekularné genetické techniky slouzi nejen k ur-
Covani izolatd na uroven druhu, ale i pfi jejich epidemiolo-
gické typizaci [3,15,16]. Technologicky se jedna o celou fa-
du piistupt, jako je konvencni, real-time, nested a multiplex
PCR, kombinace PCR s ELISA ¢i restrikéni analyzou a se-
kvenovani DNA [15]. Sir§fmu vyuZiti tdchto postupii v pii-
mé diagnostice 1 pfi ur¢ovani houbovych kultur na rutinnich
mykologickych pracovistich zatim brani pfedevSim nutnost
specidlniho laboratorniho vybaveni a prostorové naroky.

6. Interpretace ndlezii

Tato cast diagnostického procesu je velmi zodpovédnou
¢innosti, protoze poskytuje klinickému lékafi informace,
podle nichZ stanovi diagndzu a terapii pacienta. Jak jiz bylo
zminéno, velmi dulezitd je pfima mikroskopie vzorku, nebot,
je-li pozitivni, je jednozna¢né prokdzana fyzickd pritomnost
houby ve tkdni. Navic, jak je demonstrovano na obr. 6, miize
poskytnout i mikromorfologii, charakteristickou pro nékte-
rd mykotickd agens. Je-li vysledek pfimé mikroskopie nega-
hou byt zachyceny nejen dermatofyty, ale i kvasinky nebo
ubikvitni vlaknité houby.

Zpusob interpretace kultivacnich nélezd v kontextu vy-
sledku primé mikroskopie je schematicky uveden na obr. 7.

Zachyt dermatofyta jako etiologického agens muze byt
i ojedinély (rust jen v jedné zkumavce), protoze takovy ndlez

{ip i ons. A
GEl -

TR g
¥ AR
E s T e g
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POZITIVNI
(i negativni)
MIKROSKOPIE

svédei o jeho vztahu k poskozeni tkdné, a to rovnéz v pripa-
dé negativni pifimé mikroskopie. Pfi hodnocenf role kvasi-
nek v souvislosti s jejich pozitivnim ndlezem v preparatu je
tieba vzit v Gvahu, zda byly kultivaéné prokazany masivné,
tj. alespoii ve tfech ze ¢ty zkumavek. Vzhledem k tomu, Ze
byvaji casto soucdsti koZnitho mikrobiomu, jejich ojedinély
ndlez by mél byt hodnocen pouze jako kolonizace. Nejsou-
li kvasinkové elementy pfimou mikroskopii v materidlu na-
lezeny, interpretuje se jejich kultivacni zachyt analogicky,
navic lze doporucit zhotoveni nového (kontrolniho) prepara-
tu z pripadného zbytku biologického vzorku.

Nejobtizné&jsi je interpretace kultivacniho nalezu ubikvit-
nich vldknitych hub (tzv. saprofytickych plisni), a to pfi po-
zitivni 1 negativni piimé mikroskopii. V prvnim pfipadé je
pro vyhodnoceni etiologické role takové mikromycety nut-
né, aby byla zachycena v Cisté kultufe a masivné, tj. ve 3—4
zkumavkdch. Pfi kvantitativné nizZ$im nalezu by se spiSe
jednalo o kontaminaci vzorku pfi odbéru nebo zpracovani
v laboratori. Pokud by bylo nutné kauzalni roli takového
agens potvrdit, bylo by tfeba verifikovat ndlez opakovanim
celého mykologického vySetfeni véetné odbéru. V té sou-
vislosti je vSak tfeba zminit, Ze klinickému 1€kafi postacuje
k rozhodnuti o zahdjeni antifungdlni systémové 1écby pouze
pozitivita piimé mikroskopie. V pfipadé jeji negativity
a kultiva¢niho zachytu vétsiho poctu kolonif ubikvitni vlk-
nité houby v Cisté kultufe je interpretace jesté slozitéjsi.
MiZe se totiz jednat o etiologické agens, ale také o masivn{
kontaminaci vzorku, coZz byvad pozorovano zvlasté u vyset-
feni neht dolnich koncetin, kde byva dekontaminace eta-
nolem nespolehlivd. Za této situace 1ze tedy doporucit pro-
vést znova ptimou mikroskopii (je-1i jesté k dispozici zbytek
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Obrazek 8
Smisena mykéza Candida parapsilosis (Cerné Sipky)
a Cladosporium sphaerospermum (bilé Sipky)

materidlu), vyhodnéjsi je vSak dohodnout s dermatologem
novy odbér vzorku z piislusné lokality a zopakovat celé my-
kologické vysetfeni. Pfi kultivanim ndlezu dvou, pfipadné
i vice druhii ubikvitnich vldknitych mikromycet v jednom
vzorku soucasné se obvykle jednd o kontaminaci.

Zachyt dvou mikromycet v jednom vySetfovaném vzorku
vsak miize byt také projevem smiSené mykozy, kdy se uplat-
fiuji dva houbové druhy soucasné. I kdyz je uvedenad situace
pomérné vzacnd, je tfeba interpretaci takového kultivacniho
nédlezu peclive zvdzit, protoZe na ni zavisi rozhodnuti o zaha-
jeni 1é¢by. Nejcastéji prichdzi do dvahy kombinace dvou der-
matofytd, nebo kombinace té€chto houbovych agens s kvasin-
kami. Déle je mozné se setkat s konkurenci kvasinkovitych
mikroorganismut a ubikvitnich vldknitych mikromycet, jak
je demonstrovano na obr. 8. Naopak etiologicky soubéh po-
sledné zminénych hub s dermatofyty je naprostou raritou.
V kterémkoli pripadé tohoto typu mykoézy je vzdy doporu-
¢ena verifikace ndlezu novym odbérem s kompletnim my-
kologickym vySetfenim.

Stanoveni citlivosti k antimykotikim

Obecné se testovani citlivosti k systémovym antimyko-
tikim vyuZziva zejména v piipadech invazivnich houbovych
infekci, nereagujicich na dosavadni 1é¢bu, pfi podezieni na
ziskanou rezistenci, v rdmci epidemiologickych studii pfi
monitorovani citlivosti mikromycet na antifungdlni 1éciva
a experimentalné pii hodnoceni d¢innosti nové vyvijenych
latek. V piipadé dermatomykéz ma terapie obvykle em-
piricky charakter a zahajuje se vétSinou lokdln€ lékovymi
formami typu masti, roztok(, emulzi ¢i lakd na nehty. V ta-
kovych piipadech nem4 testovani citlivosti vzhledem k ne-
standardnimu mnoZstvi aplikovaného antimykotika smysl.
Avsak zejména v piipadech recidivujicich onychomykdz,
extenzivnich koznich 1€zi, ale i tinea capitis, je indikovana
systémova 1é¢ba, zejména terbinafinem, pfipadné azoly (flu-
konazol, itrakonazol). V soucasnosti je dokumentovan né-
rust rezistence na terbinafin v dusledku mutace genu pro
skvalen epoxiddzu u zdstupcd rodu Trichophyton. U nejvy-
znamnéj$tho humdnniho druhu, T. rubrum, byla popsdna

i rezistence k azolim na zdkladé nové
varianty ABC transportniho proteinu
[27-29]. Z téchto divodu zacalo testo-
van{ citlivosti dermatofytd k antimy-
kotikiim in vitro nabyvat na vyznamu
a pro mezilaboratorni porovndvéni vy-
sledkt bylo tieba standardizovat tech-
nologicky postup. To se podafilo
Podvyboru pro testovani antifungalni
citlivosti (AFST) Evropského vyboru
pro testovani antimikrobidlni citlivosti
(EUCAST) pripravou referen¢ni meto-
dy, obsaZené v dokumentu E. Def 11.0
a vychdzejici z predchozich metodic-
kych standardl E. Def 7.3.2 pro kva-
sinkovité mikroorganismy a E. Def.
9.3.2 pro vldknité mikromycety [30].
Popsany postup byl verifikovan roz-
sahlou mezinarodni studii [31].
V principu se jedna o kvantitativni mikrodilu¢ni bujénovou
metodu, kultivaéni médium vsak obsahuje navic chloramfe-
nikol a cykloheximid a vysledky jsou vyhodnocovany pomo-
ci spektrofotometru. Vzhledem k tomu, Ze piiprava desticek
je technologicky a ¢asove ndro¢nd a zatim neni vyvinuta ko-
mercni alternativa, bylo by sloZité touto metodou testovat
citlivost izolat v bézné laboratorni praxi. Jeji potencidl
spociva ve vyuZiti na specializovaném pracovisti pro konfir-
maci vysledki ziskanych jednodussimi difuznimi technika-
mi. Z nich Ize z hlediska standardizace doporucit predev§im
komerc¢né dostupné tablety Neo-Sensitabs [32].

Zavér

Jako nepodkrocitelné minimum pro laboratorni diagnosti-
ku dermatomykdéz je doporuceno:

1. Splnit vSechna vySe uvedend kritéria obecného postupu
dermatomykologického vySetieni s dirazem na komplex-
ni anamnézu.

2. Dusledné provadét dekontaminaci infikovaného loziska
70% etanolem vzdy pfed odbérem vzorku.

3. Provadét vzdy piimé mikroskopické vySetieni dermato-
logického materidlu. Pfi malém mnoZzstvi vzorku ma ta-
to metoda prednost pred kultivaci.

4. Pri kultivaci inokulovat malé ¢astecky materidlu na vétsi
pocet kultivacnich pid a inkubovat je ve stabiln{ teploté
(v termostatu).

5. Pii interpretaci ndlezu zachycenych a identifikovanych
mykotickych agens peclivé zvdzit klinicky kontext, tj.
jejich moznou dcast na infekénim procesu. Pfi pochyb-
nostech konzultovat situaci s klinickym lékafem a na za-
kladé spole¢ného vyhodnoceni informaci se v odivod-
nénych priipadech dohodnout na opakovani odbéru
a nasledné celého mykologického vysetieni.

Podpoieno grantem AZV MZ CR & 17-31269A.
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