VRR

dermatologie 1 06

2.2.2006 10:29 Str. 5 - (/E -

Souborné referaty

Dermatomykologicka diagnostika — co 1ze vycist
z louhového preparatu?

Skorepova M.

Dermatovenerologicka klinika 1. LF UK a VEN, Praha
prednosta prof. MUDr. J. Stork, CSc.

Souhrn

Mykologicky mikroskopicky preparat je jednou ze standardnich vySetiovacich metod v dermatovenero-
logii. Spolu s kultivaci slouzi k potvrzeni diagnézy pri klinickém podezieni na dermatomykézu nebo
onychomykézu predevsim pied zahajenim systémové terapie. Zatimco kultivace je zdlouhava a musi byt
provedena v laboratori, piimou mikroskopii ze Supin nebo vlasi lze mykézu diagnostikovat primo v ordi-
naci. Na druhé strané spravné odecteni a interpretace louhového preparatu vyzaduje zna¢nou praxi a zku-
Senosti. Clanek ukazuje zakladni mikroskopické charakteristiky fungélnich elementt v dermatologickych
vzorcich a jejich odliSeni od artefakti. Dale uvadi nékteré ridceji se vyskytujici mikroskopické obrazy, kte-
ré umoznuji blizsi urceni nalezenych hub. Cilem je jednak napomoci pri pripraveé k atesta¢ni zkousce z der-
matovenerologie, jednak demonstrovat, jaké informace lze z louhového preparatu vyc¢ist v dermatologické
praxi.
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Summary

Dermatomycological Diagnostics — What Can Be Read out from a KOH Wet Mount?

Mycological wet mount is one of the routine diagnostic methods in dermatovenerology. Together with
cultivation it helps to confirm the diagnosis of dermatomycosis or onychomycosis based on the clinical
suspicion especially before systemic treatment. While cultivation takes time and needs to be performed in
the laboratory, the direct microscopy from skin scrapings or hair can diagnose the mycosis directly in the
office. On the other hand, the proper reading and interpretation of the KOH wet mount requires a consi-
derable practice and experience. The article shows the basic microscopical characteristics of fungal ele-
ments in the dermatological specimens and their differentiation from artefacts. Futhermore, it presents
some rare microscopical pictures, which enable a closer identification of fungi. The aim is to help in the stu-
dy for the board examination in dermatovenerology, and also to demonstrate, which information it is pos-
sible to read out from the KOH wet mount in the dermatological practice.
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UVOD

Naftizenim Ministerstva zdravotnictvi bylo od 1. 1. 2005
zruSeno preskripni omezeni pro terbinafin, vizajici pred-
pis tohoto 1éku na mikroskopicky nebo kultiva¢ni dikaz
skute¢né mykotické infekce (pro itrakonazol a flukonazol
zustalo z n&jakych diivod zachovano). Na jedné strané je
potéSujici, Ze odpadlo poniZujici vynucovini spravné
lékarské praxe direktivnim nafizenim ze strany nelékai'ské-
ho subjektu pod hrozbou sankci. Na druhé strané je vSak

tteba mit na paméti, Ze divodem tohoto kroku byla prede-
v§im ekonomickd situace, nikoli pfevratnd zména v dia-
gnostice mykologickych onemocnéni (2, 5, 6, 8, 10).

Zatimco k lokalni 1é¢bé staci v mnoha pripadech sta-
noveni diagnézy klinicky, k systémové 1é¢bé, zejména
u mykoz nehtil, v nichZ moderni antimykotika pretrvava-
ji fadu mésict, je radno pfistupovat az po laboratornim
ovéfeni diagnézy. Pfipadné omyly se totiZz dodatecné
napravuji s obtiZzemi — staci se podivat na lhuty, které je
potieba dodrzet pred mykologickym odbérem, ma-li byt
laboratorni vySetfeni smérodatné.
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o Ketokonazol 3 mésice

Flukonazol
¢ Intrakonazol 6-9 mésict
Terbinafin

A jaka je pravdépodobnost omylu pii stanoveni diag-
nézy pouhou aspexi? Jen asi 50 % piipadii nehtovych
onemocnéni je skute¢né mykotického ptvodu. Cést
z nich zkuSeny klinik pozna uZ pfi aspexi, ¢ast ovSem
dokdZe klinicky obraz onychomykdézy imitovat velmi
zdatile (7). Neni problém naucit se 4 zdkladni klinické
obrazy onychomykdézy — distalni subungvalni, proximal-
ni subungvalni, bila superficidlni a totdlni dystroficka (4).
Problémy (jak vidime u pacientd pfichdzejicich k ndm na
konziliarni vySetfeni) ¢ini odlisit od distalni subungvalni
onychomykdézy nehtovou psoridzu ¢i podnehtovou veru-
ku, od totalni dystrofické onychomykoézy acrodermatitis
continua Hallopeau, od proximdlni onychomykézy nado-
ry a cysty v oblasti matrix, nemluvé o mnoha dalSich
nemykotickych onemocnénich nehtového aparéatu.
Odstrasujicim piikladem budiZ obrdzek pokrocilého spi-
noceluldrniho karcinomu pod nehtem palce na noze (obr.
1), ktery byl 1,5 roku lé¢en netispé$né antimykotiky na
zékladé ,,zcela jednozna¢ného* klinického ndlezu ony-
cholyzy, hnédavé dyskolorace a podnehtové hyperkerato-
zy. Teprve kdyz si pacient sim vS§iml, Ze mu zpod nehtu
vyrista stile se zvétSujici masity utvar, rozhodl se nechat
si diagndzu ovéfit (nyni je po amputaci palce bez zndmek
relapsu).

Obr. 1. Subungvalni spinocelularni karcinom léceny jako
klinicky jednoznac¢na onychomykéza.

Druhou stranou mince je skutecnost, Ze kterékoli
z téchto nehtovych onemocnéni miZe byt sekundarné
mykotickou flérou kolonizovdno nebo infikovano.
Zatimco primarni onychomykoza je z 93 % zpisobovana
dermatofyty, u sekundarni infekce se uplatiiuji jak derma-
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tofyty, tak zejména kvasinky a oportunni hyfomycety. To
pak jsou ony piipady, kdy laboratorné prokdzand mykéza
se po 1é¢bé negativizuje, ale klinicky obraz se zlepsi jen
nepatrné€. Jindy se po jednotlivych lé¢ebnych kurdch mik-
robidln{ fléra vystfida (napf. sled: dermatofyt — terbinafin
— kvasinka — itrakonazol — mykologicka negativizace, ale
masivni bakteridlni nalez, pficemz klinicky obraz zlstava
stejny).

Mikroskopicky preparit ze Supin je prvnim krokem
k objektivizaci diagnézy. Zatimco kultivace je zdlouhava
a u nehtd je asi ve 40 % fale$né€ negativni, mikroskopic-
ké vySetieni lze realizovat hned na misté a jeho senzitivi-
ta je pomérné vysokd — 77 % podle naSeho vyzkumu,
82,5 % podle Grovera (3). Cilem tohoto ¢lanku je ukazat,
jaké informace 1ze z louhového preparétu vycist.

Louhovy preparét se prohlizi v orientacnim zvétSen
160krat—200krat, na detaily se pouZiva zvétSen
400krat—450krét. Preparat je nutno prohledat meandrovi-
tym pohybem cely, protoZe houbovych elementii byva
¢asto velmi mdlo, navic jsou rozloZeny nepravidelné —
v celém preparatu nic, aZ v koutku posledniho prohliZe-
ného zorného pole se najednou objevi tfeba chumac vla-
ken.

Zékladni dovednosti je rozli§it houbové vlidkno od
artefaktu.

Hyfa lezi zpravidla napfi¢ pies keratinocyty, ¢asto

i
i

Obr. 2a. Houbové vlakno. KOH + inkoust Parker; orig. zvét-
Seni 200x.

Obr. 2b. Houbové vlakno. KOH, orig. zvétSeni 400x.




dermatologie 1 06

2.2.2006 10:29 Str. 7

i v trochu jiné optické rovin€, ma vyrazné, hladké kontu-
ry a ostfe useknuté konce (obr. 2a). Pfi vétSim zvétSeni
jsou uvniti hyfy vidét septa, jadra, vakuoly a granulovana
cytoplazma. V mistech sept se vlakno rozpada v soudko-
vité artrospory, které se po oddéleni zakulacuji (obr. 2b).

Obr. 3a. Vlaknity artefakt. KOH + inkoust Parker, orig.
zvétSeni 200x.
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Obr. 3b. Tzv. mozaikova ,,houba‘‘. KOH, orig. zvétSeni 200x.

Artefakt (vétSinou textilni vlakno) ma nerovné kontu-
ry, roztfepené konce a neobsahuje Zadné organely. Barve-
ni Parkerovym inkoustem ani fluorescence nejsou pro
odliSeni smérodatné, protoZe maji afinitu jak k polysacha-
ridim v bunécné sténé hub, tak k celuléze v rostlinnych
vlaknech (obr. 3a). Tzv. ,,mozaikovd houba* je snad nej-
zaludnéjsi artefakt viibec. Dlouhd 1éta se v odborné litera-
tufe vedly spory, zda jde o houbové struktury ¢i nikoli.
Dnes vime, Ze jde o mikroskopické kapicky mazu, sera-
zené po obvodu keratinocytll. Pravé dusledné obkruzZova-
ni koznich bunék by mélo vzbudit podezieni, které se
potom potvrdi pfi vétSim zvétSeni neptitomnosti organel
(obr. 3b).

Obr. 4. Artefakty. KOH, orig. zvétSeni 160x.

Izolované kulovité elementy se hodnoti velmi téZko.
Muize jit o sraZeniny, kapky mazu, drobné bubliny, krys-
taly, stejné€ jako o spory. Proto v preparatu hodnotime pre-
devS8im pfitomnost vldken (obr. 4).

Obcas lze z mikroskopického obrazu Cinit piesnéjsi
zaveéry, vzacné lze uz pfimou mikroskopii urcit pivodce
az na trovei rodu.

Napadeni vlasu typu ektothrix je charakteristické pro
Microsporum sp. a zoofilni zastupce rodu Trichophyton.
V levém dolni rohu obr. 5a je zdravy asek vlasu se zacho-
valou kutikulou, nad nim je vlas obklopeny manZetou

Obr. 5b. Endothrix. KOH, orig. zvétSeni 100x.
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Obr. 6a. Pityriasis versicolor, KOH + inkoust Parker, orig.
zvétSeni 160x.

Obr. 6b. Pityriasis versicolor, KOH + inkoust Parker, orig.
zvétSeni 1000x.

mycelia (kultiva¢né Microsporum canis). Napadeni vlasu
typu endothrix sv&d¢i pro antropofilni Trichophyton.
Kutikula je zachovana, spory leZi uvnitf vlasového stvolu
(kultivacn€ Trichophyton violaceum) (obr. 5b).

Nélez kratkych pokroucenych vlaken spolu se shluky
kulatych spér (,,spaghetti with meatballs®) je charakteris-
ticky pro Malassezia sp. u pityriasis versicolor. Je spoleh-
livejsi nez fluorescence ve Woodove svétle, kterd u pity-
riasis versicolor alba miZe byt jen velmi slaba — zdrojem
fluorescence je totiZ Cervenohnédy pigment, produkova-
ny malasezii (9) (obr. 6a, b).

Obr. 7 znazoriiuje malasezie v kvasinkové fazi v Supi-
néch ze kStice pfi dermatitis seborrhoica capillitii. Mala-
sezie tvofi pupeny vZdy na jednom misté matetské buriky.

§

Obr. 7. Malassezia furfur. KOH + inkoust Parker, orig. zvét-
Seni 400x.

V tomto misté se na té€le matefské butiky vytvaii cirkular-
ni jizva, patrnd pfi pohledu v mikroskopu jako ,,limecek*
(collerette). Charakteristickym mikroskopickym znakem
malasezii je tedy tvar pfipominajici ¢utoru, podle druhu
malasezie bud kulatou, ¢i ovilnou, s tzkym ¢i Sirokym
hrdlem. K pozorovani téchto detailil je potieba zvétSeni
1000krét. Parkerovym inkoustem se malasezie barvi syté-
ji neZ jiné kvasinky. Daji se dobie barvit i metylenovou
modfi. Optimalni pro mikroskopickou diagnostiku mala-
sezii je fluorescencni mikroskop. V posledni dobé se
objevila doporuceni systémové 1écby nékterych onemoc-
néni souvisejicich s malaseziemi (malaseziova folikuliti-
da, dermatitis perioralis), 1écba se v3ak osvédcila jen
v téch piipadech, kdy byly malasezie mikroskopicky pro-
kazatelné (1).

Dlouh4, ¢etnd vldkna s kordlkovitymi fetizky artrospor
1ze hodnotit jako nalez dermatofyta (obr. 8). Takto masiv-
ni nélez dlouhych vldken navic signalizuje, Ze dermatofyt
je pravé ve fazi aktivniho rastu, kdy je vic¢i systémovym
antimykotikéim nejzranitelngjsi. Sance na 1é¢ebny tspéch
je tedy velmi vysoka.

Obr. 8. Vldkna a spory dermatofyta. KOH, orig. zvétseni
200x.
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Obr. 9b. Kratké pseudohyfy a spéry kvasinek. KOH, orig.
zvétSeni 200x.

Kvasinky tvofi kratké fetizky z drobnych, ovélnych
pucicich blastospor, popt. kratké pseudohyfy se zaobleny-
mi konci (pfipominaji parky) (obr. 9a, b). Je v§ak nutné
zdiraznit, Ze fada kvasinek vytvafi i pravd vldkna, v pre-
parétu nerozliSitelnd od vldknitych hub.

Vldkna ndpadné tenkd, ndpadné tlustd, s nestejnym
primérem byvaji pfipisovdna saprofytim (obr. 10). Ale
pfedchozi aplikace antimykotik ¢i kortikoidd dokéze
vyvolat i u dermatofytd hrubé deformace vlaken s rtizny-

Obr. 10. Vlakna saprofyta. KOH, orig. zvétSeni 200x.
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mi vydutémi, uzly a ,favickymi svicny*. Navic takto
postizené dermatofyty rostou pak i v kultufe atypicky
a vytvéreji bizarni, té¢Zko urcitelné kolonie. Teprve po
nékolika pieockovanich se vrati k normélni morfologii.
Tim se ovSem cekdni na kultivacni vysledek znacné pro-
dlouZi.

-
X

- s ‘ =

Obr. 11. Scopulariopsis sporulujici v nehtu. KOH, orig. zvét-
Seni 200x.

Scopulariopsis sp., pokud v nehtu sporuluje, da se
identifikovat podle silnosténnych kulatych az kapkovi-
tych konidii s dvojitou konturou (obr. 11). Parkerovym
inkoustem se barvi nipadné intenzivnéji nez artrospory
dermatofytl. Scapulariopsis patfi mezi tzv. nedermatofy-
tické patogeny, vétSinou vSak napadd nehty jiZ naruSené
bud dermatofytickou infekci, nebo jinou (¢asto traumatic-
kou) onychopatii. Pfi 1é¢bé je tfeba pocitat s obtiZemi.

Obr. 12. Aspergillus — dichotomické vétveni. KOH, orig.
zvétseni 400x.

Cesko-slovenska dermatologie
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Népadné Sirokd, septovand vldkna, kterd se misty
dichotomicky (vidli¢naté) vétvi, jsou charakteristicka pro
rod Aspergillus (obr. 12). V tomto piipadé byl z nehtu
vykultivovdn A. fumigatus. Aspergily se zatadily na
druhé misto po Scopulariopsis jako vyvolavatelé opor-
tunnich onychomykoz. S nariistem po¢tu imunosuprimo-
vanych osob v populaci jejich Cetnost roste.

Obr. 13. Alternaria v nehtu. KOH, orig. zvétseni 100x.

Silnd tmavohnédé pigmentovand vldkna s hojnymi
septy jsou znakem Alternaria sp. (obr. 13). Vedle nich
vsak alternarie tvofi i necharakteristicka tenkd vlakna bez
pigmentu. Nehtova alternarioza se nékdy prozradi i Cer-
nym prouzkem v nehtu.

Ve vétsin€ pripadi se vSak v prepardtu najdou jen oje-
dinéla houbova vldkna bez vyraznych charakteristickych
znakl. Proto mikroskopie nemiiZe nahradit kultivaci pii
rutinnim vySetfovani, je to vak rychld, diagnosticky pfi-
nosnd pomicka pouZitelnd v prvni linii, kterd muze
zabranit nedcelné aplikaci antimykotik.
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DOSKOLOVANI LEKARU - KONTROLNI TEST

,DERMATOLOGICKA DIAGNOSTIKA

Otéazky:
1. Tento mikroskopicky [ & » =8 1
obraz je charakteristic- |~ * /% V{
ky pro: § .7 y
a) dermatofytdzy, N b % '2«
b) kandidozy, L o |
o . . . /]
¢) pityriasis versicolor, ) ﬁ’ N %4 "
d) aspergilozy. \r” By .
¢ ( \
i
5 "y

Zpisob napadeni vlasu dermatofytem Microsporum
canis se oznacuje jako:

a) ektothrix,

b) endothrix,

¢) trichomycosis palmellina,

d) trichorrhexis nodosa.

Spory v mikroskopickém preparitu ze Supin mohou
patfit:

a) pouze dermatofytu,

b) pouze kvasince,

¢) pouze oportunnim hyfomycetim,

d) kterémukoli z vySe uvedenych.

Tzv. ,,mozaikova houba“:
a) je dermatofiyt,

b) je kvasinka,

c) je artefakt,

d) je oportunni hyfomycet.

Kvasinky v mikroskopickém preparatu:

a) nikdy netvofi vldkna,

b) tvoii pucici buriky a kratk4 vlakna,

¢) tvofi makrokonidie a mikrokonidie,

d) tvori spirdlni vldkna.

Dichotomické vétveni znamena:

a) vidli¢naté vétveni,

b) preslenité vétveni,

¢) zpefené vétventi,

d) odstup postrannich vétvi v pravém dhlu.

10.

Pro kvasinky rodu Malassezia je charakteristické:
a) multipolarni puceni,

b) bipolarni puceni,

¢) unipoléarni pucenti,

d) puceni v fetizcich.

Dlouhd, vétvend, sep-
tovand vldkna s pravi-
delnymi fetizky spor
(viz obr.) patii nejspi- |
Se:

a) malasezii,
b) kandidg,

¢) dermatofytu,
d) saprofytu.

Artrospory jsou typ spor vznikajici:

a) pucenim fetizku kvasinek,

b) roz¢lankovanim houbového vldkna v misté sept,
¢) obalenim vytrust silnou, odolnou sténou,

d) splynutim dvou haploidnich bunék.

Vldkna s ndpadné nepravidelnou Sitkou, stiidavé
tlustd a tenkd, deformovand, septovand ¢i neseptova-
nd (viz obr.) mohou patfit:

a) malaseziim,

b) kvasinkdm,

¢) oportunnim hyfomycetiim,

d) pouze zoofilnim dermatofytim.

Pozn. Sprdavné odpovédi na otdzky kontrolniho testu budou uverejnény v pristim Cisle casopisu. Ti z vds, kteri chtéji byt zarazeni do
slosovdni o ceny 81. rocniku casopisu roku 2006, necht zaslou sprdavné odpovédi na kontrolni test na adresu redakce vZdy nejpozde-
Ji do jednoho mésice od vyddni daného Cisla.

Spravné odpovédi na otazky kontrolniho testu k ¢lanku:

Hercogova J. et al. ,,Lymeska borreliéza‘, publikovaném v ¢. 6/2005:

1a), 2b), 3a), 4b), 5b), 6d), 7b), 8b), 6b), 10d)
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