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Mikroskopie 
Kultivace
Detekce biologických markerů
 galactomannan Aspergillus sp. (ELISA)
 beta – D – glukan, panfungální ag. (Limulus test)
mannan Candida sp./antimannan (ELISA)
 glukuronoxylomannan C. neoformans

(latexová aglutinace, imunochromatografie, ELISA)
 detekce protilátek proti Candida sp. a Aspergillus sp. 

(ELISA, precipitace, hemaglutinace)

A. fumigatus v optickém mikroskopu



 Candida sp. – 90 % C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, 
C. glabrata, C. krusei

 Aspergillus sp. –A. fumigatus, A. flavus, A. niger, A. terreus

 Trichosporon sp. – T. asahii, T. mucoides

 Geotrichum sp. – G. candidum

 Pneumocystis jirovecii
 Mukormycety – Mucor, Rhizopus, Lichtheimia, Rhizomucor

 Cryptococcus sp. - C. neoformans

 Fusarium sp., Acremoniun sp., Scedosporium sp., 
Paecilomyces sp., Penicillium sp., ......

MYKOLOGICKÉ NÁLEZY 

Rhizopus sp. v optickém mikroskopu



INTERPRETACE MYKOLOGICKÝCH NÁLEZŮ

• mikromycety jsou běžnou součástí naší mikroflory,
kolonizují GIT, urogenitál, dýchací cesty, pokožku

• v lidském mikrobiomu bylo identifikováno přes
30 různých rodů mikromycet (Cuil. Genome Med 2013.) 

• při interpretaci mykologického nálezu je vždy nutné 
zohlednit vyšetřovaný materiál, použitý diagnostický 
test, predispoziční faktory a klinické symptomy 
pacienta!

• rozvoj mykotické infekce je závislý na imunitním 
stavu pacienta!







MIKROSKOPIE

Výhody

• rychlost
• nízké náklady
• vysoká specificita
• prokáže původce
• prokáže zánět
• podá informaci o validitě

vzorku
• pomůže odlišit kolonizaci

od infekce

Nevýhody

• nízká senzitivita
• nejednoznačná

identifikace agens
• nevyloučí kolonizaci

GRAM - peritoneum

P. jirovecii Aspergillus ?

BAL - Aspergillus ?



KULTIVACE

Výhody Nevýhody

• nízká senzitivita
• nevyloučí kolonizaci
• možná kontaminace

Aspergillus fumigatus

• možnost průkazu infekce
v závislosti na druhu
klinického materiálu

• vysoká specificita
• možnost jednoznačné

identifikace agens
růstové vlastnosti
mikromorfologie
MALDI-TOF
molekulární metody

• možnost stanovení citlivosti

A. fumigatus C. albicans



 záchytnost u hematogenní kandidózy je 21 - 71 %,                 
průměr 38 % (Clancy.CID 2013), u invazivní aspergilózy < 10 %

 podstatně nižší u orgánové kandidózy!!!                                    
Bassetti 2013:  < 20 % u intraabdominální kandidózy

 zásadní je kvalita a frekvence odběru - potřebujeme > 1 CFU/ml 
životaschopných buněk = 5,6x103 v celém objemu krve, 
10 ml = 0,2 % objemu krve (Clancy.CID 2013)

 vhodné je mykologické nebo aerobní medium, anaerobní ne! 

kandidy rostou pomaleji než bakterie, základní druhy do 5-7 dnů     
v závislosti na množství a druhu kandidy (nejpomaleji C. glabrata),  
riziko u smíšenných infekcí!

 kvantifikace nálezu z katétru u kandid je nevýznamná, 
katétr se má vyjmout i při ojedinělém nálezu

HEMOKULTURA



CITLIVOST MIKROMYCET K ATM

 v současné době máme standardizované techniky i interpretační kritéria
umožňující stanovit MIC všech systémových ATM

 C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis jsou dobře citlivé ke všem ATM
 C. glabrata je často sekundárně rezistentní k flukonazolu a zkříženě

i ke všem dalším azolům
 C. krusei je primárně rezistentní k flukonazolu

 lékem volby u invazivní kandidózy jsou echinokandiny, 
flukonazol je vhodný u nonneutropenických pacientů, 
stabilizovaných, s citlivou kandidou, bez azolů v profylaxi
(step down terapie)

 lékem volby u aspergilózy a fusariozy je vorikonazol,
mukormykóza, kryptokokóza, non- Candida – lip. AmB, 
pneumocystóza - cotrimoxazol



INTRAABDOMINÁLNÍ KANDIDÓZA (IAC) 
BASSETTI ET AL. INTENSIVE CARE MED 2015.

 retrospektivní multicentrická studie, 2011 -2013
(13 universitních nemocnic v Itálii, Španělsku, Řecku, Brazílii)

 481 pacientů s IAC (41 % sekundární peritonitida, 30 % absces)
 70 % po chir. zákrok na GIT (38 % horní GIT), 71 % mělo

CZK, 72 % ATB
 rizikový faktor - reoperace (42 %), GI perforace (19 %)
 nejčastěji byla izolována C. albicans (64 %) a C. glabrata 19 %
 64 % bylo léčeno echinokandiny, 32 % azoly, 4 % lipid. AmB
 hemokultivace pozitivní ve 14 %
mortalita v 30. dnu byla 26, 8 % 
 predispoziční faktory - věk, vyšší APACHE II, septický šok,

sekundární peritonitida a nekontrolovaný zdroj infekce
 retrospektivní analýza léčby: 41% pacientů nebylo léčeno

adekvátně!!!

Bassetti. Intensive Care Med 2013:
prokázaná IAC:
 mikroskopický (AII) nebo kultivační (AII) průkaz kandid 

z peroperačně získaných materiálů (peritoneální tekutina, seškrab 
z  peritonea, infikovaná tkáň) nebo perkutánní aspirací (AII)

 minimální množství vzorku je 1 ml nebo 1 g, rychlý transport!
 hemokultivace (AII) – pozitivita však pouze okolo 20 % !!!

 průkaz mikromycet z postoperačně získaných materiálů
(výplach peritonea, drenáž)  je třeba hodnotit rezervovaně, 
suspektní je masivní nález kandid z drenáže do 24 hod. po operaci

 materiály z ostatních lokalit - sledování kolonizace pacienta



KANDIDY V MOČI

 nález kandid moči je nejčastěji projevem kolonizace
asymptomatická kandidurie (při zavedeném katétru) – neléčit! 
zvážit léčbu: neutropenie, novorozenci s nízkou por. váhou, 
urologické zákroky
vzácně projev disseminované kandidózy 

 nález hodnotíme jako významný při počtu < 104 u pacientů 
bez močového katétru, s klinickou symptomatologií, 
neutropénií, u novorozenců s nízkou porodní váhou, na JIP, 
u vrozených vad, po urologických zákrocích 

 odebírat cévkovanou moč, ne přes dlouhodobě zavedený katetr!
mikroskopie pomůže zhodnotit závažnost nálezu!

Drogari-Apiranthitou. TIMM 2015: 
 2006-2010 sledovali kandidurie u pacientů na ICU
 molekulárně identifikovali všechny izoláty kandid z moče u 

pacientů, kteří měli zároveň pozitivní kandidu z HMK 
 zaznamenali 141 epizod kandidémie u 134 pacientů
 pouze v 8 % (12 epizod) se kandida shodovala



 nejčastěji zástupci rodu Candida
(C. albicans až 70 %, C. glabrata, C. tropicalis),   
vzácně Trichosporon, Geotrichum

 kvasinky kolonizují dýchací cesty, zvláště u pacientů 
léčených imunosupresivy, steroidy, antibiotiky, na   
mechanické ventilaci

 radiologický nález není specifický
 jednoznačný průkaz invazivní kandidové infekce 
plic 

je možný pouze histologicky!!!!
 u imunokompetentních pacientů je kandidová 

pneumonie vysoce nepravděpodobná
mikroskopie pomůže odlišit kolonizaci od suspektní 

infekce! 

KANDIDY V BAL

Trichosporon asahii - pseudomycelia

Schnabel. OFID 2014: 
 10 let sledovali BAL u pacientů na JIP na přítomnost kandid
 701 vzorků bylo kultivačně pozitivních
 pacienti museli splňovat i klinická kritéria

teplota, leukocytóza, leukocyty v BAL,  nález na CT
 pouze 5 pacientů bylo uzavřeno jako kandidová pneumonie
 rizikové faktory: imunosuprese, sepse, diabetes, závislosti

(drogy, alkohol, cigarety), malnutrice,  aspirace z GIT,
divertikulóza jícnu

 závěr – doporučení autorů:
máme-li respirační selhání, radiologické a 
laboratorní známky pneumonie, kultivačně z BAL   
pouze Candida sp. – léčit!!!!



MANNAN/ANTIMANNAN
antigen kandid/protilátka

 14 studií, 453 pacientů (hematoonkologie, JIP, chirurgie)
 kontrolní soubor 767 pacientů
 mannan - sensitivita 58 %, specificita 93 %
 antimannan - sensitivita 59 %, specificita 83 %
 mannan /antimannan - sensitivita 83 %, specificita 86 %
 45 pacientů mělo pozitivní HMK, 

Mn/A-Mn předcházel pozitivitě v 73 %
 21 pacientů s hepatosplenickou kandidózou, 

v 86 % předcházel nález Mn/A-Mn radiologickému nálezu
 kolonizovaní pacienti mají pozitivní antimannan

(4 studie, pozitivita 6-44 %) i mannan (4 – 20 %)
 senzitivita je vyšší pro C. albicans, C. tropicalis a C. glabrata

nízká pro C. parapsilosis a C. krusei



BETA GLUKAN
polysacharid buněčné stěny mikromycet

 nespecifický houbový marker panfungální antigen
 přítomný u kandid, trichosporonu, aspergilů, fusarií, pneumocyst...
 chybí u mukormycet, kryptokoků
 metaanalýza Song He. J Microbiol Imunol Infect 2015:

28 studií, 4214 pacientů, 896 prokázaná a  pravděpodobná IFI,
senzitivita 81 %, specificita 78 %

 výhody:
vysoká negativní prediktivní hodnota
časný marker – předchází pozitivitě v HMK
vhodné pro monitoring léčby

 nevýhody:
nízká pozitivní prediktivní hodnota
falešná pozitivita - ATB, bakterie, dialýza, albumin, imunoglobuliny
pracná, nákladná metoda

Doporučení:
 vhodné pro vyvrácení mykotické etiologie
 pozor na falešné pozitivity
 vhodné u orgánové kandidózy, pneumocystózy
 hodnotit vždy v kombinaci s ostatními nálezy



KOLONIZACE KANDIDAMI –
DIAGNOSTICKÝ ALGORITMUS

Klinický nález Predispoziční faktory Léčba ATB bez odezvy!!!

Kolonizace – bez léčby
Opakovat odběry!!!!

Vysoké riziko

Prokázaná IA
Cílená léčba

Glukan, mannan/antimannan, 
PCR

Kolonizační index,  Candida score,   klinické skóre (Ostrosky 2009)

HMK, odběry ze sterilních lokali

Nízké riziko

Pravděpodobná IA
Preemptivní léčba



GALAKTOMANNAN
polysacharid buněčné stěny aspergilů

 uvolňuje se hlavně během růstu aspergilů
 u silně imunosuprimovaných pacientů (neutropenie, HSCT) 

prorůstá houba do cév a GM detekujeme v séru
 u pacientů s mírnějším stupněm imunodeficitu (CHOPN, 

fibrózy, kortikoterapie...) detekujeme GM v místě růstu houby 
 hodnotí se dle indexu pozitivity (IP), cut off v séru > 0,5
 metaanalýza GM v séru Pfeiffer 2006: 

senzitivita 79 %, specificita 86 %
 metaanalýza GM v BAL Zou 2013:

GM v BAL IP 0,5: senzitivita 87 % a specificita 89 %
GM v BAL IP 1,0: senzitivita 86 % a specificita 95 %



GALACTOMANNAN

Výhody

• možnost detekce v séru, 
BAL, moku, tkáni

• vysoká senzitivita
• vysoká specificita
• vysoká NPV
• předchází glukanu i DNA
• skríning rizikových pacientů
• monitoring léčby

Nevýhody

• falešná pozitivita (ATB, 
plasmalyte, jiné houby)

• falešná negativita
(ATM, laboratorní chyba)

• vysoce citlivá metoda –
snadná kontaminace

Doporučení:
 zásadní marker pro diagnostiku invazivní

aspergilózy, zvláště u hematologických malignit
 pozor na falešné pozitivit
 hodnotit vždy v souvislosti s klinikou a imunitním

stavem (predispozicí) pacienta



multicentrická studie – 30 pracovišť ICU
 524 pacientů s pozitivním kultivačním nálezem 

Aspergillus sp. z endotracheálního aspirátu
 115 histologicky vyšetřených pacientů
 79 prokázaných aspergilóz dle EORTC kritérií 

(z toho  71 % imunosuprimovaných) 



Hemokultura, tkáň, sterilní tělní tekutiny (mok, výpotky......)
BAL není považován za materiál z primárně sterilních lokalit!!!

Dg. jistá
Histologie

Mikroskopie
Kultivace 

Z primárně sterilních 
lokalit !!!!

Dg. pravděpodobná
Predispozice

Klinická kritéria
Mykologická kritéria

Dg. možná
Predispozice

Klinická kritéria
Bez laboratorních 

důkazů!!!

EORTC KRITÉRIA 
pro diagnostiku invazivních fungálních infekcí

De Pauw et al. 2008, návrh revize 2015 

Léčba cílená! Léčba preemptivní! Léčba empirická!
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Lichtheimia corimbifera v optickém mikroskopu
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