Interpretace mykologlckych
nalezu
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Mikroskopie
« Kultivace

y| Detekce biologickych markeri

B » galactomannan Aspergillus sp. (ELISA)

| » beta — D — glukan, panfungalni ag. (Limulus test)

» mannan Candida sp./antimannan (ELISA)

» glukuronoxylomannan C. neoformans

| (latexovéa aglutinace, imunochromatografie, ELISA)
A > detekce protilatek proti Candida.sp. a Aspergillus sp.
(ELISA, precipitace, hemaglutinace)

yarr e atus\ioptiekém mikroskopu



» |Candida sp. £90 9 C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis,
" C. glabrata, C. krusel

» |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 spa......




INTERPRETACE MYKOLOGICKYCH NALEZU

* mikromycety jsou béznou soucasti nasi mikroflory,
kolonizuji GIT, urogenital, dychaci cesty, pokozku

* v lidském mikrobiomu bylo identifikovano pies
30 riznych rodia mikromycet (Cuil. Genome Med 2013.)

» pi1 interpretaci mykologickeho nalezu je vzdy nutné
zohlednit vySetfovany material, pouzity diagnosticky
test, predispozicni faktory a klinicke symptomy
paciental

* rozvoj mykoticke infekce je zavisly na imunitnim
stavu pacienta!



Candida colenizing the .
& ¥ 3 'E e e Peritonitis or candidemia

Table 1. Risk Factors for Invasive Candidiasis.*

Critical illness, with particular risk among patients with long-term ICU stay
Abdominal surgery, with particular risk among patients who have anastomotic leakage or have had repeat laparotomies
Acute necrotizing pancreatitis

Hematologic malignant disease

Solid-organ transplantation

Solid-organ tumors

Meonates, particularly those with low birth weight, and preterm infants
Use of broad-spectrum antibiotics

Presence of central vascular catheter, total parenteral nutrition
Hemodialysis

Glucocorticoid use or chemotherapy for cancer

Candida colonization, particularly if multifocal (colonization index =0.5 or corrected colonization index >0.4)

* |CU denotes intensive care unit. For further information see Cleveland et al.,” Arendrup et al.,® and Lortholary et al’
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Cavitary lung disease [ Aspergilloma

CF

Inhalation of A il idi
nhalation of Aspergillus conidia o —

Aspergillus infection

CGD

Hyper-IgE Subacute IPA
HIV

Neutropenia
HSCT

Acute IPA

CF, cystic fibrosis; ABPA, allergic bronchopulmonary aspergillosis; CGD, chronic granulomatous disease; HIV, human
immunodeficiency virus; IPA, invasive pulmonary aspergillosis; H3CT, hematopoietic stem cell transplant.

Figure 1 Clinical syndromes of pulmonary aspergillosis related to the underlying condition and the immune status of the patient.



P. jiroveci

» poda informaci o validité

» pomize odliSit kolonizaci

Vyhody

rychlost

nizke naklady
vysoka specificita
prokaze piivodce
prokaze zanét

vzorku

od infekce

MIKROSKOPIE

Aspergillus ?

Nevyhody

* nizka senzitivita
* Nejednoznacna
Identifikace agens

* nevylou¢i kolonizaci
» v “ Fa : |

BAL - Aspergillus ? .
. - “Ye 4V gyl



)
- KULTIVACE
A fumigatus. C.albicans _
Vyhody Nevyhody

. mo,zn_ost p_rukazu infekce B R e
v zavislosti na druhu

klinického materialu * nevylouéi kolonizaci
- vysoka specificita * mozna kontaminace

* moznost jednoznac¢né
Identifikace agens
ristove vlastnosti 3
mikromorfologie —
MALDI-TOF
molekularni metody

* moznost stanoveni citlivosti

Aspergillus fumigatus



HEMOKULTURA

Terapii nasazujeme ihned po nahlasSeni
pozitivniho nalezu kandid v HMK!!

Vciasna a adekvatné nasazena terapie sniZuje
zasadné mortalitu!!

(Morrell.AAC 2005, Pfaller. JCM 2007, Kollef 2012, Tabah 2-012-.)

»Kandidy rostou pomaleji nez bakterie, zakladni druhy
v zavislosti na mnozstvi a druhu kandidy (nejpomaleji C. glabrata)

riziko u smiSennych infekci!

» kvantifikace nalezu z katétru u kandid je nevyznamna,
katétr se ma vyjmout i pii ojedin€lém nalezu



CITLIVOST MIKROMYCET K ATM

> V soucasné dobé mame standardizované techniky i interpretac¢ni Kritéria
umoziujici stanovit MIC vsech systémovych ATM

» C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis jsou dobre citlivé ke vSem ATM
» C. glabrata je ¢asto sekundarné rezistentni k flukonazolu a zkiizené

| ke vSem dalSim azolim
» C. krusel je primarné rezistentni k flukonazolu

> lékem volby u invazivni kandidozy jsou echinokandiny,
flukonazol je vhodny u nonneutropenickych pacienti, =
stabilizovanych, s citlivou kandidou, bez azold v profylaxi | <&
(step down terapie) 7

> lékem volby u aspergildzy a fusariozy je vorikonazol,
mukormykoza, kryptokokoza, non- Candida — lip. AmB,
pneumocystoza - cotrimoxazol




INTRAABDOMINALNI KANDIDOZA (IAC)

BASSETTI ET AL. INTENSIVE CARE MED 2015.

Bassetti. Intensive Care Med 2013:

prokazana IAC:

» mikroskopicky (AIl) nebo kultivacni (All) prikaz kandid
Z peroperacné ziskanych materialu (peritonealni tekutina, seSkrab
z peritonea, infikovana tkan) nebo perkutanni aspiraci (All)

» minimalni mnozstvi vzorku je 1 ml nebo 1 g, rychly transport!
» hemokultivace (All) — pozitivita vSak pouze okolo 20 % !!!

» prukaz mikromycet z postoperacné ziskanych materialt
(vyplach peritonea, drenaz) je tfeba hodnotit rezervovane,
suspektni je masivni nalez kandid z drenaze do 24 hod. po operaci
» materialy z ostatnich lokalit - sledovani kolonizace pacienta




» nalez kandid modi je nejcastéji projevem kolonizace

Drogari-Apiranthitou. TIMM 2015:
» 2006-2010 sledovali kandidurie u pacienti na ICU
» molekularné identifikovali vSechny izolaty kandid z moce u

pacientii, kteri méli zaroven pozitivni kandidu z HMK
» zaznamenali 141 epizod kandidémie u 134 pacientt
» pouze v 8 % (12 epizod) se kandida shodovala

u vrozenych vad, po urologickych zakrocich
> odebirat cévkovanou mo¢, ne pies dlouhodobé zavedeny katetr!
» mikroskopie pomiize zhodnotit zavaznost nalezu!



~~ _{KANDIDY V BAL

| Schnabel. OFID 2014

» 10 let sledovali BAL u pacientt na JIP na ptitomnost kandid
» 701 vzorki bylo kultiva¢né pozitivnich
» pacienti museli spliovat i klinicka kritéria
teplota, leukocytoza, leukocyty v BAL, nalezna CT
» pouze 5 pacienti bylo uzavieno jako kandidova pneumonie
> rizikové faktory: imunosuprese, sepse, diabetes, zavislosti
(drogy, alkohol, cigarety), malnutrice, aspirace z GIT,
divertikuloza jicnu
| > zavér — doporuceni autoru:
mame-li respiracni selhani, radiologické a
laboratorni znamky pneumonie, kultivacné z BAL
pouze Candida sp. — 1écit!!!!

Infekcel



T,;L';;’ﬂ:;:;ﬁ?&;:ﬁ” @ CRITICAL CARE
MANNAN/ANTIMANNAN -
The use of mannan antigen and anti-mannan

: ” 1A ibodies in the diagnosis of invasi
antlgen kandld/ prOtllatka— 22:1Id|(zilz;§|ssIr:etcoeméaegnnc;)astllsozs :‘rr];i?:ﬁe Third
European Conference on Infections in Leukemia

ta Mikulsse“, Thiew Qlandrz:’, Mau.izeSanqumem‘,Daniel Poulzin®, Claudio Viscol®

» 14 studii, 453 pacienti (hematoonkologie, JIP chirurgie)
» kontrolni soubor 767 pacientti

Doporuceni:

> uzZitecné u organové kandidozy

> testovat vzdy kombinaci mannan/antimannan
Bv potvrdit pozitivitu dalSim odbérem

~ ®

> hodnotit rezervované, vidy v kombinaci s dalsimi
vysledky

(4 studie, pozitivita 6- 44 %) I mannan (4 20 %)

> senzitivita je vyssSi pro C. albicans, C. tropicalis a C. glabrata
nizka pro C. parapsilosis a C. krusei



BETA GLUKAN
polysacharid bunécneée stény mikromycet

nespecificky houbovy marker sssd panfungalni antigen

Doporucent:
» vhodné pro vyvraceni mykotické etiologie
» pozor na falesné pozitivity

» vhodné u organove kandidozy, pneumocystozy
» hodnotit vzdy v kombinaci s ostatnimi nalezy

nevvhodv
nizka pozitivni prediktivni hodnota
faleSna pozitivita - ATB, bakterie, dialyza, aloumin, imunoglobuliny

pracna, nakladna metoda




KOLONIZACE KANDIDAMI —
DIAGNOSTICKY ALGORITMUS

Klinicky nalez Predispozicni faktory LéCba ATB bez odezvy!!!
N

\\ f,/

Koloniza&ni index, Candida score,’ klinické skére (Ostrosky 2009)

Prokazana IA Pravdépodobna IA Kolonizace - bez lécby
Cilena lécba Preemptivni Ié€ba Opakovat odbéry!!!!




GALAKTOMANNAN
polysacharid bunécné stény aspergilu

> uvolnuje se hlavné béhem rustu aspergili

> u silné imunosuprimovanych pacientu (neutropenie, HSCT)
prorusta houba do cév a GM detekujeme v seru

» U pacientii s mirnéjSim stupném imunodeficitu (CHOPN,
fibrozy, kortikoterapie...) detekujeme GM v misté ristu houby

» hodnoti se dle indexu pozitivity (I1P), cut off v séru > 0,5

» metaanalyza GM v séru Pfeiffer 2006:
senzitivita 79 %o, specificita 86 %

» metaanalyza 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

Doporucenit:
» zasadni marker pro diagnostiku invazivni

aspergilézy, zvlasté u hematologickych malignit
» pozor na falesné pozitivit

» hodnotit vzdy v souvislosti s klinikou a imunitnim
stavem (predispozici) pacienta

« skrining rizikovych pacientti
* monitoring 1é¢by




TABLE 3. DIAGNOSTIC CRITERIA FOR INVASIVE PULMONARY ASPERGILLOSIS IN INTENSIVE CARE UNIT PATIENTS, CLASSIFIED
ACCORDING TO THE RESULTS OF HISTOPATHOLOGY EXAMINATION AND CLINICAL ALGORITHM

Fathology Positive Fathology Negative Operating Charcteristics for Distinct
{Prowven IPA) {Prowven Colonization) Criteria within the Algodthm
TP{n= 73 FMin=27 FP(n=14 TN(n=22 S5ens (%) Spec(%) PPV (%) MNPV (%)
Criteria of the clinical algorithm for diagnosing probable IPA
1. Aspergillus-positive endotracheal aspirate 72 (100 00 14 (100) 22 (100)
2. Compatible signs 72 (100) 700 14 (100 13 (59.1) 100 25 47 100
Fever reflmetory to at least 3 d of appropriate antibiotic 40 (55.8) 6 (B5.7) 4 (28.6) 3(13.8)
thera
Rctrur?;smnt fever after =48 h of defervescence while 2(2.8) 0 17.1) 2091
still on antibiotics and without other apparent cause
Plewritic chest pain 5(6.9) 1] 1] 0
Pleuritic rub 3(4.2) 1] 1] 0
Crysp e 37 (51.4) 3429 6 (42.9) 7 (31.8)
Hemoplysis 13({18.1) 1] 3{21.4) 0
Worsening respiratory insufficiency despite appropriate 51 (70.8) 4 (57.1) B (57.1) 4 (18.2)
anlibiotic therapy and venlilatory support
3. Abnormal thoracic medical iImaging on CT_scan or X-ray 72 (100) 7 (100) 14 (100) 20 (90.9) 100 & 41 [l
Diffuse reticular or alveolar opacities 17 (23.8) 3429 B(B7.1) 5227
Monspecific infiltrates and consolidation 49 (58.1) 4 (57.1) 5(35.7) 15 (B8.2)
Pleural fluid 2B (38.9) 3429 B (42.9) 5227
Wedge-shaped infiltrate B{11.1) 3429 1] 0
Wellshaped nodule(s) 19(26.4) 2 (28.8) 3214 4182
Aircrescent sign 1(1.4) 0 107.1) 0
Halo sign 5(6.9) 1] 1] 1(4.5)
Cavitation 7(9.7) 1] 1] 114.5)
42, Host nsk lactors 67 (93.1) 0 14 (100) S (22.7) B4 47 5] >
Meutropenia (<500 ncutmphil_u'mmaj 6(8.3) 0 2(14.3) 0
Malignancy treated with cytotoxic agents 16 (22.2) 0 4 (28.8) 1]
Clucocorticod treatmient 52(72.23) 0 12 (B5.7) 5227
Inherited seven: immunodeficency 342 0 0 0
4b. Semiquanblative Aspergius-posiive cullure of BAL 31 0f 51 (60.B) OOl 3(0) 1ol11(%1) 0Col 30 LE} 7 87 >
fluid + positive direct microscopy >
Criteria for proven IPA present
Biopsy positive 3ol 34 (1000 3of 300000 O0of9{0) 0of 150
Autopsy positive FBof 38 (1000 4of 4 (100 Oof 5{0) 0 of 7 {0)

Definition of abbreviations: BAL = bronchoabveolar lavage; FN = false negatives; FP = false positives; IPA = invasive pulmonary aspergillosis; NPV = negative predictive
value: PPH = posilive oredielive valoe: Sens = wensitvilty: Soee = soecilicib: TP = Lroe posibves,



EORTC KRITERIA

pro diagnostiku invazivnich fungalnich infekci
De Pauw et al. 2008, pavrh revize 2015

Dg. jista
Histologie
Mikroskopie
Kultivace

Dg. mozna

Predispozice
Klinicka kritéria

Dg. pravdépodobna

Predispozice
Klinicka kritéria :
Bez laboratornich

dukazu!!!

Mykologicka kritéria

Z primarng sterilnich
lokalit !!




Lichtheimia corimbifera v optickém mikroskopu
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