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ANOTACE

Bakalaiska prace se zabyva ve strucnosti zdkladni charakteristikou kvasinek. V dalsi casti

jsou podrobné popsany jednotlivé rody patogennich kvasinek. Tteti ¢ast je vénovana hlavnim

8 1

V predposledni Casti jsou popsany nejznamnéjs$i antimykotika. Posledni cast predstavuje

jednak zakladni, ale také nov¢jsi laboratorni metody pro identifikaci kvasinek.

KLICOVA SLOVA

Kvasinky, infekce, antimykotika, imunosuprese, diagnostika

TITLE

Yeast infections in immunosuppressed patients

ANNOTATION

Bachelor thesis deals in brief with the basic characteristics of the yeast. In the next part are
described in detail the individual genera of pathogenic yeasts. The third part deals with the
main causes of yeast infection, especially in connection with immunosuppressed patients. The
fourth part describes the most famous antimycotics. The last part presents basic but also

newer laboratory methods for the identification of yeasts.
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SEZNAM ZKRATEK

AIDS — syndrom ziskaného selhani imunity
ATP — adenosintrifosfat

BG - 1,3-3-D-glukan

C. - Candida

CNS — centralni nervova soustava

CO; — oxid uhlicity

Cr. — Cryptococcus

CT — chemoterapie

CYP51 — cytochrom P450 rodiny 51

DNA — deoxyribonukleova kyselina

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay — enzymoimunoanalyza
H* — vodikovy kationt

HIV — virus lidské imunitni nedostatecnosti
HSCT - transplantace krvetvorné kmenové buiiky
IgG — imunoglobulin G

IL-17 — interleukin 17

IL-6 — interleukin 6

ITS2 — internal transcribed spacer 2

KOH — hydroxid draselny

LYS1 — sacharopin dehydrogenaza

LYSS — fosfopantetheinyl transferaza

M. — Malassezia

MALDI-TOF MS — hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti

matrice s praletovym analyzatorem



NH3z — amoniak

PAS — periodic acid Schiff — metoda periodického okyselovani
PCR — polymeréazova fetézova reakce

R. — Rhodotorula

RIA — radioimunoassay — radioimunoanalyza
RNA — ribonukleova kyselina

rRNA — ribozomalni RNA

RT — radioterapie

SDA — Sabouraudtiv glukozovy agar

T. — Trichosporon

Thl — T pomocny lymfocyt 1

Th17 — T pomocny lymfocyt 17

USA — Spojené staty americké



UvVoD

Kvasinky jsou eukaryotické mikroorganismy, které jsou znamy predevsim pro svou schopnost
fermentovat sacharidy, diky ¢emuz maji Siroké vyuziti v potravinarském primyslu. Ptes jejich
pozitivni pfinos pro lidskou populaci, existuji i patogenni kvasinky. Nékteré z nich mohou byt
puvodci zavaznych onemocnéni, pfedevsim u imunosuprimovanych pacientll. S timto faktem
ptisSel John W. Rippon v roce 1987 a od té doby nastal zvySeny zdjem o tyto patogeny. Mezi
patogenni kvasinky patii rody Candida, Cryptococcus, Trichosporon, Malassezia
a Rhodotorula. Vibec nejvice izolovanou kvasinkou z klinického materialu je Candida
albicans, puvodce infekéniho onemocnéni, které je znamo jako kandidoza. Ostatni rody
mohou zplsobovat pfedevsim infekce kiize, centralni nervové soustavy, pohlavnich organt,
travici soustavy a mocovych cest. Lécba téchto patogenll zac¢ina v€asnou diagnostikou. Mezi
klasické metody patii mikroskopie, identifikace na zakladé biochemickych test a kultivace.
Tyto metody jsou vSak postupné vytlaovany novymi, efektivnéj§imi, a predevsim rychlejSimi
metodami, jako je PCR ¢i MALDI-TOF MS. Samotna lécba se provadi latkami, které souhrné
oznacujeme jako antimykotika. Mezi nejzndmnéj$i antimykotika fadime skupiny triazold,
imidazoli,, polyeni a pomémé novou skupinu antimykotik, kterou oznacujeme jako
echinokandiny. V dnesni dobé je spektrum téchto latke opravdu Siroké. I pies tento fakt,
neexistuje z4dné univerzalni antimykotikum, které by spolehlivé potlac¢ilo mnozeni
a patogenezi kvasinek. Hlavnim problémem 1écby je rezistence jednotlivych druhd proti
riznym antimykotikiim, a proto je tfeba pouzivat specificka antimykotika pro dany druh
kvasinky. Men§im, ale nemén¢ vyznamnym problémem je mozna toxicita téchto latek. Tato
prace se zabyva zakladni charakteristikou kvasinek, popisem jednotlivych patogennich druhi
kvasinek, pfi¢inami vzniku kvasinkové infekce, popisem zdkladnich antimykotik

a moZnostmi diagnostiky infekce t€émito patogeny.
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1 KVASINKY

1.1 Historie

Objeveni kvasinek ¢lovékem zacina jiz n€kolik tisic let pfed naSim letopoctem. Kvasinky se
tehdy vyuzivaly hlavné pro vyrobu kvasenych napoji. V roce 1857 Louis Pasteur objevil
schopnost fermentace sacharidi pomoci kvasinek na oxid uhli¢ity a ethanol (Barnett, 2000).
Co se ty¢e infekci, které kvasinky zpuisobovaly, tak tato problematika byla v historii velmi
zanedbavana a teprve okolo padesatych let minulého stoleti, se zvysil zdjem o tyto patogeny
(Homei a Worboys, 2013). Velky prilom nastal v roce 1987, kdy pfedni americky mykolog
John W. Rippon poukazal na fakt, Ze patogenni kvasinky a jiné houby jsou vSudypiitomné
a mohou zpiisobovat zdvazna onemocnéni, zejména u imunosuprimovanych pacientl. Rada
védci pak potvrdila a souhlasila s tvrzenim, ze kvasinky mohou za vétSinu zavaznych
onemocnéni, ktera se objevila s pfichodem novych metod 1é¢by rakoviny a transplantaci

organu (Rippon, 1987).

1.2 Kvasinky obecné

Kvasinky se fadi mezi eukaryotni, heterotrofni a jednobunétné organismy, patiici mezi
houby. Nazev kvasinky byl odvozen od schopnosti zkvaSovat nékteré druhy sacharidi za
vzniku ethanolu a oxidu uhli¢itého. Diky tomu maji veliké vyuziti v potravinarském
pramyslu. Nekteré z nich jsou vSak pavodci zédvaznych onemocnéni, zejména ve vztahu
k oslabené imunité. Vzhledem ke své velikosti jsou jednotlivé bunky pozorovatelné pouze
pod mikroskopem. V ptirod¢ je nalézame v prostiedi se zvySenym obsahem sacharidi (okolo
rostlin, ovoce), dale v pudé a také v symbidze s fadou Zivych organismt (Kopecka a kol.,

2012).

Velikost jedné bunky kvasinek se pohybuje od 3 do 15 um a mohou nabyvat riznych tvara od
kulovitého po valcovity. Jakozto eukaryotni buiky, vykazuji kvasinky vétSinu znaki idealni
bunky, proto se také vyuzivaji pro rizné védecké ucely. Bunka obsahuje bunéénou sténu (ta je
na rozdil od bakterialnich bun¢k pevna a elastickd), cytoplazmatickou membranu, cytoplazmu
a jeji organely jako endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, mitochondrie, vakuoly
a samoziejmé jadro (Kopecka a kol., 2012). Voda tvoti hlavni slozku kvasinkovych buné¢k,
suSina je sloZzena z dusikatych latek, sacharidd, lipidd, minerdld a vitaminl (Bendova

a Kahler, 1981).
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1.3 Tvorba bhiofilmu

Definici biofilmu navrhli Donlan a Costerton (2002). Zraly biofilm je spoleCenstvi
mikroorganismu, které jsou nevratné pfipojeny k povrchu, obsahujici exopolymerni matrici
a vykazuji vyrazné fenotypové vlastnosti (Donlan a Costerton, 2002). Tvorba biofilmu je
zahjena adhezi na pevnou latku (povrch) a pozorujeme ji zejména u rodu Candida
a Cryptococcus. Takové bunky se pak rozd€li a tvoii bazalni struktury (basal polylayers),
z nichz rostou pseudohyfy a hyfy. Zraly biofilm se tak sklada ze dvou slozek. Bazalni vrstvy
bunék, kterd ukotvuje biofilm na nosi¢ a horni vrstvy, kterou tvofi hyfy, které zde ukladaji

extracelularni material biofilmu (Palkova a Vachova, 2016).

Cryptococcus je zndmy tvorbou kapsule, kterd mize produkovat latky, které blokuji adhezi,
atedy i tvorbu biofilmu (Casadavall a Martinez, 2015). Biofilm vyznamné ovliviiuje
rezistenci proti riznym antimykotikim (napt. amfotericin B a azoly) (Blankenship a Aaron,
2006).

1.4 Metabolismus kvasinek

Metabolismus je soustava latkovych pfemén, které probihaji uvnitt kvasinek, tak i v okoli, ve
kterém se vyskytuji. Kvasinky se fadi mezi mikroorganismy, a tak i pro n¢ je typicka vysoka
intenzita metabolismu. Metabolismus Ize ovlivnit vnéjsimi podminkami, jako je pfisun zivin,
pH, aerobni ¢i anaerobni prostfedi a teplota. Hlavnim zdrojem uhliku jsou pro kvasinky
sacharidy. Kvasinky vSak vyuZzivaji dal$i latky jako zdroj uhliku, napt. alkoholy (glycerol,
methanol, ethanol), laktat a dalSi. Tyto latky pak za aerobnich podminek vstupuji do
glykolyzy, na kterou navazuje Krebsiv cyklus. Produkty metabolismu kvasinek jsou COq,
ethanol, H*, glycerol, acetat, sukcinat (Kopecka a kol., 2012). Dle metabolismu se kvasinky

identifikuji dle biochemickych testt (auxanogramy a zymogramy) (Otéenaseka kol., 1990).

1.5 Polymorfismus kvasinek

Patogenni kvasinky maji tfi zdkladni morfologické formy, a to kvasinkové buiiky, hyfy
a pseudohyfy. Prechod mezi kvasinkovou formou a hyfou je velice dilezity pro virulenci.
O stadiu pseudohyfy a reakci imunitniho systému na né, je zndmo podstatné méné nez

u prvnich dvou stadii (Mukaremera a kol., 2017).

V kvasinkovém stadiu maji buiiky vétSinou ovalny tvar, ve stadiu hyfy a pseudohyfy maji tvar
protahly a vlaknity. Jednotlivé bunky pseudohyf jsou elipsoidniho tvaru a maji patrné
zGzeniny mezi jednotlivymi bunkami (Sudbery a kol., 2004), naopak ve stadiu hyfy maji
stejny pomér velikosti stran, a navic postradaji zuzeni v septech. Hyfy maji navic pory
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v septech, které slouzi ke komunikaci mezi buiitkami navzajem. Z toho Ize fici, Ze staddium

pseudohyfy ma daleko blize ke stadiu kvasinky nez ke stadiu hyfy (Odds, 1988).

Podpora virulence tvorbou hyf je mozna n¢kolika mechanismy. Hyfy mohou napadat vrstvy
epitelialnich bun¢k ptisobenim mechanické sily (Kumamoto a Vinces, 2005), dale jsou hyfy
schopny narusovat a poSkozovat endotelové bunky a v neposledni fadé mize po fagocytoze
rast hyfy zpasobit 1yzu, jak makrofagu, tak neutrofili (Thompson a kol., 2011). Pokud se
kvasinka dostane ze stadia kvasinky do stadia hyfy, vyrazné se zvysuje jeji patogenita. Také
se zvySuje odolnost vuci destrukci kvasinek makrofagy (ty jsou schopny zachytit buiky
Vv kvasinkové formé, nékteré z nich usmrti, ale fada z nich pfezije a méni se na stddium hyfy),
jelikoz kandidy, které makrofag pohlti, zacnou produkovat rtizné faktory, které vedou
k usmrceni makrofaga a uniku kandidy (Krysan a kol., 2014). Tvorbu hyfy podporuje zvysena
hladina estrogentl, zvySené pH, hladovéni a teplota 37°C (Sudbery, 2011).

Specianim formou kvasinkovych bunék je stadium chlamydospory, které je ptitomno
ptedevsim u Candida albicans a C. dubliniensis. Chlamydospora vznika obvykle na konci
vlaken hyf pfi nedostatku zivin. Napadné jsou svoji velikosti, kterd je az 4x vétsi nez bézna
kvasinkova forma. Obsahuji vysokou koncentraci lipidii a RNA, avsak vliv chlamydospor na

patogenezi dosud nebyl prokazan (Staib a Morschhauser, 2007).

1.6 Rozmnozovani kvasinek

1.6.1 Pohlavni rozmnoZovani

Jakozto eukaryotni buniky se mohou kvasinky mnozit pohlavné. Pfi pohlavnim rozmnozovani
kvasinek dochazi ke vzniku pohlavnich spor. Pfi tomto rozmnoZovani dochéazi ke spajeni
dvou haploidnich bun¢k, gamet. Po splynuti bun€k a jader vznik4 diploidni buika, zygota.
V té se diploidni jadro déli meidzou a z jednoho jadra vznikaji Ctyfi haploidni. Ty jsou

zakladem pohlavnich spor. (Sherwood a Bennett, 2009)

Tento typ rozmnozovani je typicky napiiklad pro Saccharomyces cerevisiae
a Schizosaccharomyces pombe, méné pak u patogennich zastupci. Naptiklad u rodu Candida
je vice typické rozmnozovani pucenim (Sherwood a Bennett, 2009). Nedavné studie vSak
odhalily moznost pohlavniho rozmnozovani u Candida lusitaniae a C. guilliermondii
(Heitman, 2007), pfitom geny potiebné k tomuto rozmnozovani maji i C. glabrata,
C. parapsilosis a C. tropicalis, ale pro né€ je meidza atypicka (Butler a kol., 2009).
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1.6.2 Nepohlavni rozmnoZovani

Pfi nepohlavnim rozmnoZovani neboli puceni, dochazi ke vzniku geneticky stejnych
dcefinych bunék z bunky matetské. K formovani pupentit dochazi nejéastéji na opacném polu
sférickych bunék. Dcefiné buiiky rostou do pruméru, ktery je mensi, nez je primér matetské
bunky. Kdyz buiiky dosahnou urcité velikosti, dojde k samotnému déleni, které se oznacuje
jako cytokineze. U n¢kterych rodd, jako je napf. Candida, nedochazi k oddéleni bunék po
puceni, ale zlistavaji s matetskou bunkou spojeny. Tyto kvasinky pak tvoii dlouha vldkna, tzv.

pseudohyfy (Knop, 2011).

18



2 PATOGENNI ZASTUPCI KVASINEK
2.1 Rod Candida

v

onemocnéni u imunosuprimovanych pacientii. Je znamo asi 200 druhti kandid, z nichz je
patogennich zhruba 10 %. Nékteré druhy se vyskytuji v lidském organismu, zejména pak
V travicim traktu, na pokozce a nékteré se mohou vyskytovat v plicich. Vyznamnymi
patogennimi kvasinkami rodu Candida jsou C. albicans, C. glabrata, C. lusitaniae,
C. dubliniensis, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei (Gray a Roberts, 1988). Celkova
umrtnost zpusobena kvasinkami rodu Candida se pohybuje okolo 30 % az 60 % (Hirano
a kol., 2015).

2.1.1 Makroskopické a mikroskopické znaky

Kolonie kvasinek rodu Candida jsou z makroskopického hlediska zbarveny krémové az
nazloutle s pastovitou, hladkou, lesklou nebo suchou strukturou. Z mikroskopického hlediska
dochazi k variacim u ruznych druhd (Louria a kol., 1963). Co maji kvasinky rodu Candida
spole¢né je vznik blastospory (kulaté ¢i protdhlé), tedy mnozeni pomoci puceni. Pokud se
blastospory spojuji do protahlych fetizkt, vznikaji tzv. pseudohyfy, které jsou ptitomny
u vétSiny téchto kvasinek. Za neptiznivych podminek mohou kandidy tvofit rezistentni buiiky,

tzv. chlamydospory (Cauchie a kol., 2017).

C. albicans mutize ptechazet mezi formou bilou a nepruhlednou (tzv. white-opaque switching
system). Buiiky bilé formy jsou kulaté a tvoti bilé kolonie. Buiiky neprihledné formy jsou
veétsi a tvoii Sedé kolonie (Palkova a Vachova, 2016). Bila forma pronika do krve, kde
zpiisobuje systémové infekce (Lockhart, 2005) a neprihlednad forma osidluje 1épe pokozku
(Kvaal a kol., 1999). Toto pfechazeni mezi formami je regulovano na rtznych urovnich,
veetné transkripéni a post-transkripni regulace, remodelovani chromatinu a je ovlivnéné
takovymi faktory prostfedi jako teplota, hladina kysliku, aroven CO2 a NHz (Scaduto
a Bennett, 2015). Existuji jesté dve dalsi méné vyznamné formy kvasinek rodu Candida, a to
Sedd a stfevni, které se 1iSi od prvnich dvou zminovanych zejména bunécnou morfologii

(Palkova a Vachova, 2016).

2.1.2 Rezistence vici antimykotikiim
Jednotlivé druhy patogennich kvasinek rodu Candida se vyznamné 1isi v rezistenci vuci

riznym antifungalnim latkam. Naptiklad C. glabrata je rezistentni na echinokandiny (Garcia-
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Effron a kol., 2009), C. albicans na azoly, C. lusitaniae na flucytosin. Tyto rezistence jsou

zpusobené pievazné genovymi mutacemi (Morace a kol., 2014).

Vlastnim obranym mechanizmem kvasinek vic¢i antimykotikim je tvorba biofilmu. Pro
srovnani, C. albicans, ktera tvofi biofilm, je az 100x odoln&jsi vuci flukonazolu nez
planktonicka forma (Kumamoto, 2002). Dalsi kandida, ktera muze tvofit biofilm je
C. dubliniensis, u které tvorba biofilmu vykazuje vyznamnou rezistenci vu¢i antimykotikiim
(Ramage a kol., 2001). Naopak u biofilmi C. glabrata nebyla zjisténa zvySena antifungalni
rezistence (Hawser a Douglas, 1995), a dokonce netvofila ani exopolymerni matrici (Kuhn
a kol., 2002).

2.1.3 Faktory virulence

Prvnim z faktorti virulence kvasinek rodu Candida je tvorba extracelularnich hydrolytickych
enzymu. Ty hraji roli v adhezi, priniku do tkané a invazi. Aspartyl proteinazy jsou skupina
enzymd, které plisobi Stépeni proteini hostitelské vagindlni epitelidlni buiiky, coz mé za
nasledek poskozeni sliznice (Goncalves a kol., 2016). Také usnadiuji rast hyfy (Tsui a kol.,
2016). Druhou a tieti skupinou sekre¢nich enzymu jsou lipazy a fosfolipazy. Ty ptispivaji
k poskozeni membrany hostitele a adhezi ke tkanim (Cauchie a kol., 2017). Dulezitym
enzymem je hemolyzin, ktery rozkladd hemoglobin hostitele a vede k zisku Zeleza, které je
dilezité pro pieziti kandid (Tsang a kol., 2007) a také ma za nasledek hlubsi tkanovou invazi
(Deorukhkar a kol., 2014).

Proteiny teplotniho Soku (heat shock proteins) plsobi jako chaperony (proteiny, iCastnici se
skladani bilkovin) tim, ze brani rozvinuti proteind a nespecifické agregaci proteinti. To muze
vést k naslednému usmrceni buné¢k za podminek, jako je vysoké teplota, nedostatek Zivin

a oxidacni stres (Mayer a kol., 2014).

2.2 Rod Cryptococcus

Do rodu Cryptococcus fadime 37 druht této kvasinky (Li a Mody, 2010). Nejznamg;jsi
zastupce tohoto rodu je Cryptococcus neoformans, dalsimi patogennimi kvasinkami jsou Cr.
gattii a méné casté Cr. albidus, Cr. laurentii (Khawcharoenporn a kol., 2007). Cryptococcus
neoformans postihuje piedevsim imunokompromitované jedince, jako jsou pacienti s HIV,
pacienti po transplantaci organil a pacienti uzivajici imunosupresivni latky. Zpusobuje

Mrwe

a Mody, 2010).
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K infekci Cr. neoformans dochazi po vdechnuti téchto kvasinek, popt. spor (zdrojem mize
byt napt. ptaci trus). Ty pak kli¢i v plicich hostitele, pti ¢emz dochazi k pfeméné metabolicky
inaktivni formy na metabolicky aktivni formu, diky které ziskavaji kvasinky ziviny vcetné

uhliku, dusiku a mikrozivin, jako méd’, zinek a Zelezo (Ballou a Johnston, 2017).

2.2.1 Faktory virulence

Na povrchu bun¢k Cr. neoformans se nachazi kapsule. Pod ni je bunéna sténa, ve které je
obsazen pigment melanin. Melanin vychytava kyslikové radikély hostitele a diky tomu je
schopen zabranit oxidativnimu poskozeni bunky. Melanin se muze vazat na fungicidy
asnizovat tak Uc¢innost 1ékti. Umoziuje také bunce odolavat v SirSim teplotnim rozmezi,

prezit v ptitomnosti tézkych kovii nebo odolat ionizujicimu zafeni (Mcdonald a kol., 2012).

Zatimco u bakterii jsou polysacharidové kapsule zcela béznou zalezitosti, u kvasinek je tato
vlastnost ¢isté zalezitosti rodu Cryptococcus a Rhodotorula (Doering, 2000). Cr. neoformans
je kulata, ovalné buiika o velikosti pfiblizné 2,5 pum bez kapsularniho pouzdra. Kapsule se
nachdzi mimo bunécnou sténu a jeji velikost mize kolisat od 1 do 50 um Vv zavislosti na
prostiedi a podminkach rastu (Frases a kol., 2009). Funkci kapsule je ochrana pied
vyschnutim buiiky a také ochrana pted fagocytézou hostitele (Kozel a Gotschlich, 1982).
U Cr. neoformans je slozeni této kapsule hlavnim faktorem virulence. Polysacharidy tvofici
kapsule jsou galaktoxylomanan a glukuronoxylomanan, druhy uvedeny tvoii az 90 %
hmotnosti kapsule (McFadden a kol., 2006). Zména velikosti kapsule pravdépodobné souvisi
s virulenci a také je zavisla na dostupnosti CO2 a koncentraci zeleza. Ve skutecnosti je rist

wrwe

stava elastickou, coz mtize hrat roli v patogenité (Frases a kol., 2009).

Rod Cryptococcus je schopen tvofit gigantické buriky, tzv. titanové buriky. Ty svoji velikosti
odolavaji obranym mechanismiim hostitele (fagocytdze) a zaroven chrani pied fagocytdézou

i ostatni, mensi bunky v jejich blizkosti (McDonald a kol., 2012).

2.3 Rod Trichosporon

Do rodu Trichosporon spada okolo 51 druht kvasinek, z nichZ je 16 patogennich (Colombo
a kol., 2011). Kvasinky tohoto rodu jsou bézn¢ ptitomné v pude, ve vodé, ale i na lidské
pokozce a Vv travicim traktu (Taj-Aldeen a kol., 2009). Mezi casté patogenni zastupce patii
Trichosporon ovoides, T. inkin, T. asahii, T. asteroides, T. capitatum, T. cutaneum
a T. mucoides (Guého a kol., 1994). T. asahii je nejcastéji izolovany druh z krve a moci

(lturrieta-Gonzalez a kol., 2014). Cetny vyskyt vykazuji i T. asteroides a T. mucoides. T. inkin
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a T. cutaneum, které¢ zpisobuji nejCastéji kozni mykozy (Colombo a kol., 2011).
Z patogenniho hlediska mohou zptsobovat nemoc zvanou bild piedra. Daleko zavazngjsi je
onemocnéni trichosporonoza, ktera vznika u imunokompromitovanych pacientti. MliZze nastat
po transplantaci kostni dfené, organi a u pacientd s HIV (Cawley a kol., 2000). Pti 1é¢b¢ se

jako nejucinngjsi ukazala 1écba triazoly, napt. vorikonazolem (Anaissie a kol., 1992).

Dulezitou roli, v patogenité a rezistenci vuci antimykotikim, hraje tvorba biofilmu. U rodu
Trichosporon byla zjisténa podobna, dokonce i vys§i uroven tvorby biofilmu nez u kandid.
Kvasinky rodu Trichosporon tvofici biofilmy jsou az 1000x odolné&jsi vi¢i fungicidim nez
planktonické bunky. Dale mohou tvofit hyfy, pseudohyfy, blastospory a arthrokonidie, coz je
nepohlavni vytrus, ktery vznikd rozpadem neboli fragmentaci vldkna na jednotlivé buiky

(lturrieta-Gonzalez a kol., 2014).

Z makroskopického hlediska vykazuji jednotlivé druhy mirné variace. Barva kolonii miize byt
bila, krémova az Zluta. Nejéastéji izolovanym druhem je T. asahii, ktery tvofil bilé kolonie
0 priméru 16-22 mm. Rozdil mze byt v tvorbé okrajovych zén kolonii, kde napiiklad
u T. cutaneum a T. asahii byly patrné okrajové zony, ale u T. inkin chybély. Pro rozliSeni
jednotlivych druhti se mize vyuzit rozdilné kultivacni teploty, ribozomalni DNA, test na

ureazu, fenol oxidazu a test na redukci dusi¢nant (Li a kol., 2005).

2.4 Rod Malassezia

Do tohoto rodu spadd zhruba 14 druhti kvasinek, které byly vyizolovany z lidskych
a zvitecich vzorka (Wang a kol., 2014). Ke svému rustu potiebuji kozni lipidy (Findley a kol.,
2013). Klinicky nejvyznamngj$i jsou M. globosa, M. sympodialis, M. restricta,
M. obtusa, a M. furfur. Z patogenniho hlediska zpisobuji fadu koznich onemocnéni, jako
pityriasis versicolor a malaseziova folikulitida. U pacientdt s AIDS ¢i Parkinsonovou
chorobou mohou zpiisobovat seboroickou dermatitidu. Ptitomnost kvasinek Malassezia je
také spojovana s psoriazou, konfluen¢ni a sitkovou papilomatézou a atopickou dermatitidou
(Pedrosa a kol., 2014). Kvasinky tohoto rodu patfi mezi b&éznou kozni mikrofloru,
patogennimi se stavaji, pokud dojde k naruseni imunitniho syst¢ému (Faergemann, 1999).
Mize dojit ke vzniku hyfy, kterd umoznuje kvasinkam prinik do hostitelskych tkani (Brand,
2012).

Velky vliv na patogenitu pii seboroické dermatitidé maji enzymy lipazy a fosfolipazy, které
mohou pusobit, jako drazdivé a imunostimula¢ni molekuly (Brand, 2012). Bylo zjisténo, ze

aktivita fosfolipaz u téchto kvasinek je pfimo umérnd mnozstvi produkce biofilmu, ktery
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mohou tyto patogeny tvorit (Figueredo a kol., 2012). Dale mohou produkovat indoly, které
meéni vlastnosti témét vSech bunék, které se nachazeji v epidermis pokozky (Magiatis a kol.,

2013).

Ve vztahu klidské pokozce mize nastat n€kolik variant pusobeni a to komensalismu
u zdravych pacientil, jemné zmény ve funkci melanocytl, coz vede K hyperpigmentovanym
plakiim, bez pfitomnosti zanétu, dale zanét bez generovani protilatek, tedy seboroicka
dermatitida, indukce specifické imunity, tedy atopicka dermatitida, invaze a zanét vlasového

folikulu, tedy folikulitida (Velegraki a kol., 2015).

2.5 Rod Rhodotorula

Kvasinky tohoto rodu jsou vSudypiitomné, vyskytuji se ve vzduchu, vodé, padé, na
rostlinach, ale také jsou pfitomny v lidském organismu, zejména na kizi, genitaliich nebo
tvoii o¢ni mikrofloru (Forés a kol., 2012). Patii sem 46 druhu kvasinek, z toho jen 3 mohou
zpusobit infekci u lidi (Duboc de Almeida a kol., 2008). R. mucilaginosa je nejcastéji
izolovanou patogenni kvasinkou tohoto rodu, dale jsou cetné izolovany R. glutinis
a R. minuta. Jsou schopny vyvolat lokalni infekce (endoftalmitida a peritonitida), ale
i systémové infekce, jako fungémie, endokarditida a meningitida (Forés a kol., 2012). Ke
vzniku infekce touto kvasinkou miize dojit pfi neutropénii, 16¢bé steroidy, pti chemoterapii

nebo pii 1é¢be€ imunosupresivnimi latkami (Lunardi a kol., 2006).

Tvar bun¢k miZe byt ovalny a protdhly. Mohou tvofit kapsule a v disledku toho maji kolonie
slizovity charakter, jiné jsou pastovité, suché a vrascité (Robinson a Batt, 2000). Pro tento rod
je specificka jejich tvorba karotenoidu (p-karoten, torulin a torularhodin) a lipida (Aksu
a Eren 2007). Karotenoidy pak nachazeji vysoké vyuziti ve farmaceutickém a potravinarském
prumyslu (Hernandez-Almanza a kol., 2014). Diky karotenoidim jsou kolonie téchto
kvasinek zbarveny lososovité rizoveé az Cervené (Lo Re a kol., 2003). Mohou vykazovat
vysokou fosfolipdzovou aktivitu, diky ¢emuz 1épe prostupuji skrze bunéné membrany
hostitele. Jejich hlavnimi produkty jsou lipidy, které dosahuji az 20 % jejich biomasy
(Robinson a Batt, 2000).

Tento rod vykazuje velkou rezistenci vic¢i azolim a echinokandinim. Lep$i variantou je
amfotericin B, avSak ani ten neni dokonalym antimykotikem proti témto kvasinkam, a tak
1 pres 1écbu touto latkou zlstava velka iimrtnost pacienti (Zaas a kol., 2003). Nov¢jsi studie

provedena Thomsonem a kol. (2017) doporucuje jako nejefektivnéjsi 1€k pravé amfotericin B

a 5-fluorocystosin (Thomson a kol., 2017).
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3 PRICINY KVASINKOVE INFEKCE

3.1 Uzivani antibiotik a kortikosteroidi

Vlivem antibiotik na kvasinku Candida albicans se zabyvali Downward a kol. v roce 2013.
Cilem studie bylo prokézat, jaky vliv maji antibiotika, konkrétné cefoperazon, na moznost
vzniku kvasinkové infekce a zménu stievni mikroflory laboratornich mysi. Jedné poloviné
mysi byla podéna antibiotika a druhd skupina byla bez antibiotik. Nasledné byly do mysi
vpraveny kvasinky a zkoumalo se, jak dlouho tyto kvasinky vydrzi v organismu mysi. Bylo
zjisténo, ze u mysi s antibiotiky kvasinky pfetrvavaly i po tiech mésicich. Naopak u mysi bez
antibiotik vymizely do 21 dnu. Hladina bakterialni mikroflory ve stievé ztistala u obou skupin
mysi stejnd, liSilo se vSak sloZeni stfevni mikroflory. U mysi s antibiotiky byla vyrazné
snizena hladina laktobacilti, coz jsou pro organismus zdravi prospé$né bakterie, které slouzi
jako obrany prostfedek proti nadmérnému mnozeni kvasinek. Ochranou proti takovému

pusobeni je uzivani probiotik (Downward a kol., 2013).

V piipad¢ uzivani steroidl, je nejvyznamnéjs$i jejich vliv na snizeni funkce imunitniho
systému. Tento problém nastal v ptipadé astmatikd, ktefi uzivaji steroidy v podobé¢ inhalace.
Velice kli¢ovou roli v 1écbé astmatu hraji latky flutikason-propionat a beklometason-
dipropionat. Tyto latky vykazuji vynikajici klinickou G¢innost v 1é¢bé astmatu. Mohou vSak
mit negativni vliv a pfi inhalaci mohou tyto latky napomahat tvorbé kandidozy v ustech

pacienta. (Fukushima a kol., 2003).

Kortikosteroidy jsou imunosupresivni léky, pouZivané pro potlaceni autoimunitni reakce pfi
riznych onemocnéni. Kazali Alidjinou (2012) se zabyval klinickou studii muze ve vé€ku 58
let, ktery uzival kortikosteroidy, azathioprin a infliximab, pro 1é¢bu Crohnovy choroby, ktera
se u n¢ho objevila v roce 1966. V roce 2007 se u pacienta vyvinul maligni B-lymfom tenkého
stieva, jako nasledek imunosupresivni 1écby. Po nésledujicich dal§ich komplikacich byla

pacientovi v roce 2010 diagnostikovana kandidémie (Alidjinou, 2012).

3.2 Téhotenstvi a peroralni antikoncepce

Vulvovaginalni kandid6za je onemocnéni postihujici béhem zivota 3/4 zen (das Neves a kol.,
2008). Za témet 90 % vulvovaginalni infekce mtize Candida albicans, mensi, ale vyznamny
podil ma Candida glabrata (Sobel, 2016). Riziko infekce je vyssi u t€hotnych zen, zejména
diky zménam v hladin¢ estrogenu, glykogenu a progesteronu (Monif a Baker, 2003).
Progesteron potlacuje schopnost neutrofili bojovat proti kandidam (Nohmi a kol., 1995),

estrogen narusi integritu vaginalnich epitelidlnich buné€k, proti takovym patogentim, jako je
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kandida a zaroven snizuje hladinu imunoglobulinii ve vaginalnich sekretech (Fidel a kol.,
2000). Vulvovaginalni kandidéza se vyskytuje predevsim u zen, které prochazeji lutealni fazi

menstruaéniho cyklu, kdy jsou zvyseny pravé hladiny progesteronu (Spac¢ek a kol., 2007).

Peroralni antikoncepce je pouzivana predev§im zenami ve vyspélych zemich. PouZzivani
téchto pilulek vsak pfineslo otazku, zda maji estrogenni hormony vliv na koncentraci kandid.
Cilem studie provedené v Sudanu v roce 2012 bylo zjistit ¢etnost vyskytu kvasinkové infekce
Vv zavislosti na uzivani peroralni antikoncepce. Celkovy pocet pozorovanych Zen byl 158
(z nich 108 uzivalo antikoncep¢ni pilulky a 50 Zen neuzivalo tento druh antikoncepce).
Z tohoto poctu byla kvasinkova infekce zjiSt€éna u 28 Zen, z nichz bylo 27 uzivatelkami
peroralni antikoncepce. Tento fakt svéd¢i o tom, ze uZzivani peroralni antikoncepce zvySuje

riziko vyskytu kandidozy (Zakout a kol., 2012).

3.3 Diabetes mellitus

Touto problematikou se zabyvalo hned nékolik studii. Jednu takovou studii provedli Patel
a kol. v roce 2017. Cilem studie bylo zhodnotit prevalenci oralni kolonizace kandid u pacientt
s diabetem a jeji vztah k faktorim, jako je druh kvasinky, hladina glukézy v séru a mira
citlivosti izolovanych kvasinek na antifungélni latky. Celkovy pocet osob s onemocnénim
diabetes mellitus druhého typu byl 100, stejné tak bylo i osob bez onemocnéni diabetes
mellitus. U zdravych pacientd byl zjistén vyskyt peroralniho kandidézy z 32 %. U pacientl
s diabetes mellitus byl tento vyskyt zjistén u 66 %. V 71,9 % se jednalo o kvasinku Candida
albicans. Praimérny v&k vsech pacienti byl okolo padesati let. Zaroven nebyla zjisténa

zavislost kandidozy na délce trvani onemocnéni diabetu, véku a pohlavi (Patel a kol., 2017).

Vyzkum, ktery provedl Zomorodian a kol. v roce 2016, vyvratil spekulace o zavislosti typu
diabetu na vznik kandidozy. Pfi tomto vyzkumu byla zjisténa piitomnost kvasinek rodu
Candida u 62,5 % diabetikti s typem 1. U diabetika s typem 2 to bylo 69 %. Zajimavy byl
vyskyt Candid u zdravych pacientti, ktery ¢inil 50,5 %. Vysledky potvrdily tvrzeni, ze vznik

kandidozy neni zavisly na typu diabetu. (Zomorodian a kol., 2016).

3.4 Strava s vysokym obsahem sacharidi

Je znamo, Ze adheze kvasinek na povrch hostitele je ovlivnéna fadou faktorti. Mezi tyto
faktory patii i strava s vy$§im obsahem sacharidt. Napiiklad adheze C. albicans na zubni
akrylatové a epitelidlni buiiky je vyrazné zvySena, pokud jsou tyto kvasinky kultivovany na
médiu, obsahujici sacharézu (Samaranayake a kol., 1980). Zvyseni adheze bylo prokazano po

kultivaci kvasinkové kultury pii pouziti médii obsahujici maltoézu, glukozu, galaktozu,
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sachardzu a xylitol. Maltéza vykazovala az 3x vétsi zvySeni adheze nez glukéza. Naopak

laktoza nevykazovala zadné G¢inky na adhezi (Samaranayake a MacFarlane, 1982).

3.5 Chemoterapie a radioterapie

Pritomnost kandid v dutiné Gstni postihuje piedevS§im pacienty s karcinomem hlavy a krku,
jako nasledek 1é¢by chemoterapii a radioterapii. Radioterapie se pouziva, jako primarni
zpusob 1écby hlavné u karcinomu jazyka. Radioterapie zptusobuje oralni mukozitidu, viedy,
dysgeuzii a dysfagii. Navic jsou v prib¢hu radioterapie ovlivnény slinné zlazy, a to jak
strukturné, tak i funk¢éné. Toto kvantitativni i kvalitativni ovlivnéni slin vede k xerostomii,

ktera usnadnuje rust kvasinek (Rajendran a Sivapathasundharam, 2011).

Chemoterapie se ¢asto pouziva, jako doplnék 1é¢by karcinomu laryngu a nosohltanu. Tyto
cytotoxické 1éky poSkozuji nejen nadorové buiky, ale také normdlni buniky. Orélni reakci
organismu na chemoterapii je slizni¢ni eroze a ulcerace, které mohou vést k osidleni dutiny

ustni nejen kvasinkami, ale i bakteriemi (Rajendran a Sivapathasundharam, 2011).

Tento fakt potvrzuje vyzkum, ktery provedl Manish Jain v Indii vroce 2016. Cilem této
studie bylo analyzovat oralni kolonizaci kvasinkami rodu Candida, véetné druhového
rozliSeni u zdravych nosicl a u pacientd, ktefi v minlosti prodélali RT ¢i CT. Celkovy pocet
pacientll po RT ¢i CT byl 50, stejné pocetna byla i skupina zdravych nosi¢i, kteti neprosli
zadnou ze zminénych terapii. U kontrolnich jedinct byl zjistén nalez kandid v 10 ptipadech
(20 %). U pacientti po RT ¢i CT byl zjistén nalez kandid v 35 ptipadech (70 %), ptitom 50 %
pacient proslo radioterapii, 75 % chemoterapii a 81,25 % proslo obéma typy terapie (Jain,

2016).

3.6 Poskozeni imunitniho systému

Porucha ¢i poskozeni imunitniho systému mize vést k mukokutanni a systémové kandidoze.
Tyto poruchy mohou byt zplisobeny zamérnou imunosupresi pacientii po transplantaci napft.
kostni dfené nebo organu pii rakovingé, akutni leukémii, 1é¢bé imunosupresivnimi latkami
a v neposledni fad¢ pti onemocnéni AIDS. K takovymto imunosupresivnim nemocem dochazi
nejcastéji z divodu defektu napf. neutrofilti, T-lymfocyti a B-lymfocytd (Low a Rotstein,
2011).

U pacientil s akutni leukémii je riziko vzniku kandidozy zavislé na typu leukémie, zdvaznosti
a délce trvani neutropenie a typu chemoterapeutickych ¢inidel pouzivanych k 1é¢eni leukémie.

Neutrofily jsou obecné vysoce destruktivni vic¢i hyfdm hub, a to zejména prostiednictvim
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volnych kyslikovych radikald. Zejména neutropenie spojena s poskozenim kiize a stieva vede

ke vzniku kandidozy (Low a Rotstein, 2011).

U pacientt s HSCT se infekce projevuje obvykle po nékolika tydnech az mésicich (Nucci
a Marr, 2005). Prijem vysokych davek cytotoxickych latek a celkové ozarovani téla mize vést
k prodlouzeni neutropenie a rozpadu gastrointestinalni sliznice traktu, coz vede ke zvySeni

rizika kandidozy (Marr, 2008).

Pacienti s HIV trpi nejcastéji orofaryngealni kandid6zou. U tohoto onemocnéni bylo zjisténo,
7e nejastdji za infekci maze C. albicans. Cetny vyskyt se viak objevil u C. dubliniensis
a kolonizace touto kvasinkou je snad vice zavazna, nez u C. albicans, jelikoz C. dubliniensis
muze byt rezistentni na flukonazol. Takova studie byla provadéna v Indii a potvrdila, ze
kandid6za mize byt spoleénym projevem u pacientd s HIV (Das a kol., 2016). Pacienti s HIV
vykazuji snizenou hladinu T-lymfocyti a zvySenou hladinu HIV RNA. K infekci pfispiva
nizké pH slin, snizeny prutok slin a $patna zubni hygiena (Muzurovic a kol., 2012). Také bylo
zjisténo, ze kandidy, pfitomné v ustni dutin€, mohou zplisobovat zubni kaz. Tento projev je
velmi Casty u déti, které jsou nakazené HIV (Cerqueira a kol., 2007). K tomu dochazi
zejména proto, ze kandidy jsou schopny produkovat kyselinu mlé¢nou a dalsi enzymy, které

naru$uji zubni strukturu (Nishimura a kol., 2002).

PoruSeni imunitniho systému je hlavni pficinou vzniku kandidézy. U zdravych jedincl je
imunitni odpovéd’ vici témto patogenlim dostacujici, diky epitelalni bariéfe a vrozenym
imunitnim reakcim. K obrané proti infekci ptispivaji svoji funkei T-lymfocyty (Thl a Th17),
Interferon-Y, interleukin 17A, které indikuji narGst neutrofild v misté infekce, aktivuji
fagocytozu a zlepsuji funkci epitelalni bariéry (Gozalbo a kol., 2017). V tenkém stievé mohou
kandidy prostoupit skrz intestinalni bariéru do krevniho fecisté a zpusobit tak infekci. V tom
kandidam brani zejména muciny, které mohou snizovat tvorbu biofilmid, kontrolovat
fyziologické procesy kvasinek a také inhibovat pfeménu kandid na vlaknitou formu (Colina

a kol., 1996).
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4 ANTIMYKOTIKA

4.1 Imidazolova antimykotika

V soucasné dobé jsou komercné nejrozsifenéjsi ketokonazol, koltrimazol, miconazol
a econazol. Jejich ptfednosti je Siroké spektrum ucinku, vysoka intenzita aktivity a relativné
malo vedlejSich ucinki na ¢lovéka. VSechny vychézeji z nesubstituovaného imidazolového
kruhu. Dilezita je vazba dusik-uhlik, kdy na uhlik se mohou vazat az tfi rtizné substituenty,
diky ¢emuz dochazi k odliSnosti nejen struktury 1éku, ale i aktivity (Plempel, 1979).
Spoleénym znakem této skupiny Iéku je inhibice cytochromu P450, ktery je dilezity pro
tvorbu steroidnich latek v téle (inhibuje syntézu mitochondrialnich enzymii nadledvin), coz se
muze jevit, jako jeden z vedlejSich ucinkd, ale tohoto poznatku se da také vyuzit, pokud

chceme cilené omezit tvorbu steroidti (Loose a kol., 1983).

4.1.1 Ketokonazol

Ketokonazol je povazovan za U€inné antimykotikum, zejména diky své nizké toxicité
a Sirokému spektru u¢inku proti mnoha patogeniim (Restrepo a kol., 1980). Ketokonazol byl
vibec jednim z prvnich imidazoll, které se zacaly podavat per oralné k 1€¢bé povrchovych
1 systémovych infekci. Co se antifungalniho spektra tyce, ma podobné ucinky, jako jeho
pfedchiidce mikonazol a zahrnuje fadu dermatofyti, dimorfnich hub a kvasinek, vcetné
Candida albicans a Cryptococcus neofromans. V porovnani s ostatnimi imidazoly ma in vitro
mensi kvantitativni uéinek (Heel a kol., 1982). Inhibuje enzym CYP51, ktery se ucastni
pfemény lenosterolu na ergosterol, coz vede k akumulaci 14-a-methylsterolii a inhibici ristu
kvasinek. Ma dvé chiralni centra a existuje tedy ve Ctyfech riznych enantiomerech, které se
1isi svoji G¢innosti, kdy cis enantiomery jsou u¢inngjsi nez trans enantiomery (Novotna a kol.,
2014). Pouziva se k u¢inné 1é¢bé Cushingova syndromu (Sonino a kol., 1991) a rakoviny
prostaty (Pont, 1984). Nevyhodou je jeho mozny toxicky ucinek na jatra a vznik nadord,

s timto u¢inkem spojenych (Stricker a kol., 1986).

4.1.2 Klotrimazol

Klotrimazol je u€¢innym antimykotikem a také nejcastéji pouzivanym imidazolem pii 1é¢bé
vaginalni kandidozy (Berg a kol., 1986). Byl vyvinut v roce 1968 spolecnosti Bayer, jako
vubec prvni dostupné azolové antimykotikum. Nizké koncentrace klotrimazolu, které mayji
maly Uc¢inek na rist kvasinek, mohou zmirnit symptomy onemocnéni in vivo, kdy zabranuji
epitelidlnimu poskozeni (Wachtler a kol., 2011). Vysoké koncentrace poskozuji bunécné

membrany kvasinek, diky ¢emuz do bunék pronikaji fosfaty a draslik a ty inhibuji syntézu
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makromolekul kvasinek. Aktivita klotrimazolu in vitro je srovnatelna s aktivitou toxictéjsiho
amfotericinu B (Shadomy, 1971). Vu¢éi klotrimazolu jsou citlivé rody Candida, Cryptococcus
a dalsi patogeny. Naopak rezistentni jsou gram-negativni bakterie. Mezi vedlejsi G¢inky patii
nevolnost, zvraceni, prijem, bfisni kieCe a bolesti patere (Utz, 1975). Vyhodou tohoto 1¢ku

jsou nizké ucinné davky a kratké doba terapie (Plempel, 1982).

4.1.3 Mikonazol

Poprvé byl popsan roku 1972, jako bila krystalicka latka nerozpustna ve vodé (Brugmans
a kol., 1972). Mezi jeho klinické aplikace patii 1é¢ba houbovych infekei pokozky, nehti,
vaginalni kandidozy a lé¢ba gastrointestinalniho traktu (Sawyer a kol., 1975). Intravendzni
1é¢ba mikonazolem je G¢innd pii 1écbe gastrointestindlniho traktu, naopak per oralni podani
pusobi proti koznim infekcim a systémovym mykoézam (Symoens, 1977). Mechanismus
ucinku je zalozen na poskozeni bunécné membrany a inhibici syntézy ergosterolu (Fromtling,
1988). Vedlejsimi ucinky jsou zvraceni, toxicita k CNS (Jordan a kol., 1979), zimnice, kozni
vyrazka a ztrata chuti k jidlu. Avsak lze fici, Ze v porovnani s ostatnimi antimykotiky je velice
bezpecny a v minulosti byl doporucovan, jako 1€k pro pacienty v tézkych stavech (Symoens,
1977).

4.1.4 Econazol

Econazol byl syntetizovan spole¢nosti Janssen Pharmaceutica v roce 1969. Strukturné se
velmi podoba mikonazolu, avSak chybi mu jeden atom chloru (Godefroi a kol., 1969). Je silné
véazan sérovymi proteiny a proto, je nevhodny pro 1ébu systémovych onemocnéni. Uginny je
proti kandidam a dal§im kvasinkdm, vlaknitym houbam a gram-pozitivnim bakteriim
(Thienpont a kol., 1975). Studie provedena v Edinburghu roku 1982 prokazala jeho vyborny
ucinek proti koznim mykézam, a to bez vedlejsich ucinki (Milne, 1982). Byla popsana tada
mechanismt pusobeni econazolu, véetné poskozeni mitochondrii (Mazabrey a kol., 1985),
potlaceni koncentrace ATP kvasinek (Odds a kol., 1986) a uvolnéni aminoisomaselné
kyseliny zbun¢k C. albicans, coz svéd¢i o poskozeni bunééné membrany kvasinek

(Georgopapadakou a kol., 1987).

4.2 Triazolova antimykotika

Spolecnym znakem triazold je jejich chemicka pftiprava, ktera vychazi z molekuly oxiranu,
ktery reaguje s piperidinonem (Yu a kol., 2014). Stejné¢ jako imidazoly i zde dochazi
Kk inhibici cytochromu P450. Nasledkem toho je inhibovana syntéza ergosterolu, ktery je

dilezitou slozkou bunécnych membran kvasinek (Heimark a kol., 2002). Triazoly jsou
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aktivngj$i nez imidazoly, protoze jsou vysoce selektivni pro kvasinkovy cytochrom P450

(Cooper a McGinnis, 1996).

4.2.1 Terkonazol

Vyvinuty spolecnosti Janssen Pharmaceutica, byl viibec prvnim triazolovym antimykotikem,
ktery byl pouzitelny pro lidskd onemocnéni (Heeres a kol., 1983). Terkonazol prokazal in
vitro az 100% ucinnost proti Cryptococcus neofromans a 60% ucinnost vici kvasinkam rodu
Candida, u kterych branil premén¢ do stadia pseudohyfy. Také se lisila u¢innost vici riznym
zastupcum kvasinek rodu Candida (Tolman a kol., 1986). Pouze mirnou aktivitu vykazuje pii

peroralnim podani, a to u vaginalni kandidozy a dermatomyko6zy (Van Cutsem a kol., 1983).

4.2.2 Flukonazol

Flukonazol patii mezi fungistatické latky. V USA byla zjisténa relativné nizka rezistence
C. albicans (do 2 %). Naopak vyssi rezistence byla u C. tropicalis (4-9 %), C. parapsilosis
(2-6 %) a C. glabrata (11-13 %) (Pfaller a kol., 2013). Téméf zcela rezistentni je C. auris,
ktera vykazuje az 93% rezistenci vici flukonazolu (Lockhart a kol., 2017). Diky své nizké
toxicit¢ a dlouhému polofasu v naSem organismu ma vyznamné pouziti pii 1écbé
kryptokokozy. Navic jeho ucinek nepodléha zavislosti na piijaté stravé a pH zaludku (Matos
a kol., 2012) a je mozné jej podavat intraven6zné i peroralné (Castagnola a kol., 2012). Mezi
vedlejsi ucinky patii bolest hlavy a zvraceni, dale je mozné zvySeni jaternich enzym a jaterni

selhani (Egunsola a kol, 2016).

4.2.3 Vorikonazol

Jeho chemicka struktura vychazi z flukonazolu, kdy dojde k nahradé¢ jedné triazolové skupiny
fluoropyrimidinovou skupinou a alfa methylaci (Troke a kol., 1995). Uplatiiuje se spise pro
1é¢bu lokalnich G¢inkd nez systémovych, aby se potlacily mozné vedlejsi ucinky, ke kterym
patii zvraceni, nevolnost, prajmy (Oude Lashof kol., 2012) a poruchy vidéni (Johnson a kol.,
2003). Velké vyuziti nachazi pti 1é¢bé ocnich infekci, zejména pak pii 1é€bé houbové infekce
rohovky (Malhotra a kol., 2014). Hlavni vyznam vsak spociva v 1é¢bé invazivni aspergilozy
a jicnové kandidozy. Moznost podani je jak intravendzni, tak i peroralni (Jeu a kol., 2003).
Z diivodu jeho nizké rozpustnosti je vazan na lipidové nosice, diky ¢emuZ se zvySuje nejen
jeho rozpustnost, ale i terapeuticka uc¢innost (Fiiredi a kol., 2017). Vorikonazol je u¢inny proti
kvasinkam rodu Trichosporon, Cryptococcus a Candida, véetné C. krusei a C. glabrata, které

vykazuji jen mirnou odolnost (Johnson a kol., 2003).
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4.3 Polyenova antimykotika

Obecné velkou nevyhodou polyent je jejich vysoka toxicita a Spatna rozpustnost ve vodé. Na
rozdil od pfedchozich antimykotik, dochazi ke vzniku rezistence patogent vici polyeniim jen
malokdy (Aparicio, 2005). Ziskavaji se zriznych druhl streptomycet a jsou tvoieny
laktonovym kruhem. Charakteristickd je pfitomnost chromoforu, ktery je tvofen systémem tii
az sedmi dvojnych konjugovanych vazeb v makrolaktonovém kruhu (Aparicio a kol., 2004).
Uginek polyent je na zakladé vazby na steroly cytoplazmatické membrany, kdy dochazi ke

vzniku transmembranovych kanalkt, kterymi z buiikky unikaji dtlezité latky pro kvasinku

(Bolard, 1986).

4.3.1 Amfotericin B

Amfotericin B je jednim z nejicinnéjSich antimykotik na trhu a je Gc¢inny vuéi témef vsem
mykotickym infekcim, vcetné kryptokokozy a kandidozy (Cleveland, 2006). Vyskytuje se
v nékolika formach, jako ruzné derivaty, které se zpravidla nelisi v u¢inku na kvasinky, ale
hlavné v riznych vedlejsich ucéincich na lidsky organismus (Lass-Florl a kol., 2011). Jeho
toxicita muize byt snizena pomoci zaclenéni do liposomii nebo tvorby komplexi s lipidy (Jung

a kol., 2009). Dalsi pouzitelnou klinickou formou je jeho smés s deoxycholatem sodnym

(Wong-Beringer a kol., 1998).

Pii fungicidnim G¢inku Amfotericinu B se uplatiiuje tvorba dvou riznych typl kanalkd.
Nejprve vznikaji nevodné kanélky, které jsou propustné pro kationty s vyjimkou H* a takto
vzniklé kanalky zastavuji rist bunky, avSak nezptisobuji usmrceni. Pokud dojde k piekonani
kritické koncentrace Amfotericinu B, dojde k interakci mezi touto latkou a membranovymi
steroly za vzniku vodnych kanalk, které jsou jiz pro H propustné, s naslednou cytolyzou

(Cohen, 1998).

Mezi vedlejsi Gcinky patiéi zimnice, horecka, nevolnost, hemolyza (Gallis a kol., 1990),
selhani ledvin (Heidemann a kol., 1983), mozné jsou i jaterni disfunkce (Inselmann a kol.,
2002).

4.3.2 Nystatin

Dal§im polyenovym antimykotikem je nystatin, ktery se uzivd peroraln¢ pro 1écbu
gastrointestinalni mykozy a lokaln¢ pro mukokutanni kandidozu (Faix a kol., 1989). Nystatin
je produkovan Streptomyces noursei (Kaur a Kakkar, 2010). Je vysoce u¢inny proti

kvasinkam rodu Candida a Cryptococcus. Nékteré studie dokonce uvadeji vyssi antifungalni
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aktivitu, nez amfotericin B (Offner a kol., 2004). Mezi vedlej$i ucinky patii nevolnost,

zvraceni a prijmy (Cohen, 1982).

4.4 Echinokandiny

Echinokandiny jsou nov¢jsi skupinou antimykotik, které ptisobi na bunéénou sténu inhibici
syntézy 1,3- a 1,6-B-D-glukanu a tim vykazuji fungicidni ucinnost proti kvasinkam (Canton
a kol., 2009). Do této skupiny 1éka fadime kaspofungin, anidulafungin a mikafungin (Munoz
a kol., 2010). Echinokandiny vykazuji vybornou uc¢innost proti C. albicans, C. glabrata,
C. tropicalis a C. krusei. Naopak C. parapsilosis vykazuje niz$i nachylnost. Echinokandiny se
uplatiiuji u kment, které jsou rezistentni na flukonazol (Messer a kol., 2006). Neucinné jsou
pro 1é¢bu infekce u Cryptococcus neoformans (Feldmesser a kol., 2000). Kvili jejich nizké
absorpci ve stfeve se podavaji intraven6zné (Munoz a kol., 2010). Mezi vedlejsi G¢inky patii
hypokalémie, nevolnost, zvraceni, zacpa (Krause a kol., 2004), bolest hlavy, zimnice,
horecka. Vedlejsi ucinky jsou vSak mirné a vétSinou nejsou diivodem k preruseni 1écby (Stone

akol., 2002).
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5 DIAGNOSTIKA

5.1 Diagnostika onemocnéni spojenych s mistem vzniku infekce

5.1.1 Infekce centralni nervové soustavy

Kvasinkové infekce CNS jsou nejcastéji zpusobeny rodem Cryptococcus a mezi
nejjednodussi opatieni k zisku klinického materialu patéi lumbalni punkce (Schwartz a kol.,
2018). Za ptimou diagnostiku lze povazovat mikroskopické vysetfeni s optickymi zjasfiovaci
(De Pauw a kol., 2008). Ziskana kultura by méla byt inkubovana nejméné po dobu péti dnt
(Patterson a kol., 2016). Mezi zobrazovaci metody patii magneticka rezonance a vypocetni
tomografie, ktera je méné vhodna pro rod Cryptococcus nez magneticka rezonance (Loyse
a kol., 2015).

Dal$im diagnostickym vystfenim je detekce kapsularniho polysacharidového antigenu ze séra
nebo mozkomi$niho moku pomoci latexové aglutinace (Williamson a kol., 2017). Nov¢gjsi
testy detekuji kapsuldrni gylukoronoxylomanan a vykazuji dobrou citlivost viuci Ctyfem
sérotypum u Cryptococcus neoformans a Cryptococcus gattii (Huang a kol., 2015). Infekce
CNS mohou byt zptsobeny také kvasinkami rodu Candida. U tohoto rodu lze provést detekci
mananu, jakozto slozky bunécéné stény kvasinek a knému odpovidajici protilatky.

Spolehlivost toho testu je v soucasné dobé velmi nizka (Biesbroek a kol., 2013).

5.1.2 Oralni infekce

Oralni infekce jsou nejcastéji zpusobeny kvasinkami rodu Candida. VVzorky pro kultivaci jsou
odebirany z Gstni sliznice pomoci tampénii, naneseny na agarové desticky (Sabouraudiiv
glukozovy agar) obsahujici glukozu a chloramfenikol a inkubovany 24 az 48 hodin pti 37 °C.
Na SDA tvoii kandidy krémové kolonie (Williams a Lewis, 2000). Po inkubaci je 5 az 10
kolonii inokulovano na chromogenni agar (inkubace 30 °C, 48 az 72 hodin), na kterém
vyrastaji kandidy v zelenych koloniich (Delgado a kol. 2009). Pfitomnost Candida hyphae
mize byt rychle potvrzena periodickym okyslicovanim cytologikého natéru metodou PAS, pri
které vznikaji aldehydy, které nasledné reaguji se Schiffovym cinidlem za vzniku fialového
zbarveni. Ostatni kandidy jsou na tento test negativni (Farah a kol., 2000). Dal$im zptisobem
rozliSeni jednotlivych kmenl je sledovani makroskopickych odliSnosti kolonii na agaru
(Ghelardi a kol. 2008). Pro pfesné&jsi rozliSeni je tfeba pouzit imunohistochemické techniky
(Farah a kol., 2000).
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5.1.3 Vaginalni infekce

Mezi tradi¢ni laboratorni vySetifeni k odhaleni vulvovaginalni kandidozy patii bezpochybné
KOH mikroskopicky test, ktery vyuziva fyziologického roztoku a 10% roztok hydroxidu
draselného, ktery rozrusi vse mimo kvasinek. V dneseni dobé se od tohoto testu upousti kvili
jeho nizké citlivosti (do 70 %) a nastupu novych laboratornich metod (Sobel, 2016). PCR je
V soucanosti spolehlivou metodou, kterd vSak poskytuje vysledky az za nékolik dnil a je
finanéné naro¢na (Sobel a Akins, 2015). Za stale nejlepsi metodu je povazovana kultivace na

SDA, ktera vSak pfinasi vysledky za 7 dnti (Chatwani a kol., 2007).

5.1.4 Infekce mocovych cest

Kandidurie, jakoZto infekce mocovych cest zpisobena kvasinkami rodu Candida, je u vétsiny
pacientti asymptomaticka, tudiz pozorovani klinickych ptiznakd nema vétsi vyznam (Achkar
a Fries, 2010). Jedna ze studii zjistila pouze 4% zastoupeni viditelnych symptomu (Kauffman
a kol., 2000). Mezi nejpouzivanéjsi metody diagnostiky patii kultivace na béznych pudach,
lep$i podminky pro rtst kvasinek zajistime pouzitim chromogennich médii (Okulicz a kol.,
2008). Pti pozorovani mocového sedimentu si vS§imame piedev$im pyurie, avSak az 25 %
pacientu, ktefi trpi kandidurii, vykazuji znamky bakteriurie, ktera mize taktéz zpusobit pyurii,
coz zhorsuje celkouvou diagnostiku (Kauffman a kol., 2000). Za potvrzeni kandidurie je
povazovana konecntrace 10% bunék kvasinek v ml moci (Sobel a kol., 2000). Pro diagnozu
kandidurie 1ze pouzit riizné imunochemické metody (napt. ELISA) pro zjisténi hladiny IL-17,

IL-6 a IgG v moci, jelikoz dochazi k jejich zvyseni (Helbig a kol., 2013).

5.1.5 Infekce kiize

Infekci kize zpusobenou kvasinkami rodu Candida potvrzuje mikroskopicky nalez
pseudomycélii, jelikoz pouhy ndlez samostatnych bun¢k mize znamenat béznou kolonizaci
kize. Dulezitou roli pii diagnostice zaujima také kozni biopsie (Gentry a kol., 1994). Dalsi
moznosti je pouzit sérologické metody pro zjiSténi koncentrace mannanového antigenu nebo
PCR (Sendid a kol., 1999). Pti infekei kize rodem Cryptococcus je po mikrokospii a kultivaci
bioptického vzorku moZno pouzit rentgenové vysetfeni hrudniku nebo titry kryptokokovych

antigenu (Virgili a kol., 2002).

5.2 Diagnostika kvasinkovych infekci dle metod
Kvasinkové infekce vyzaduji rychlou diagnézu, aby bylo mozné co nejrychleji zahajit
antifungalni terapii. Vc¢asna diagnostika kvasinek je zaloZzena na detekci antigennich

produktii, jako je manan a 1,3-B-D-glukan. Zaroven je mozno kvasinky vypéstovat na celé
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fad¢ béznych médii, avSak pro selektivni diagnostiku je tfeba pouzit specidlni média.
Biochemické testy a mikroskopie jsou v dnesni dobé povazovany za malo ucinné. Piednost se

dava rychlejsim a presnéjsim metodam, jako je PCR ¢i MALDI-TOF MS.

5.2.1 Diagnostika kvasinek zaloZena na detekci mananu

Manan je polysacharid patiici mezi hlavni sou¢asti buné¢né stény kvasinek Candida a pfi
infekci je uvoliiovan do krve (Oz a Kiraz, 2011). Detekce antigenu mananu a jeho protilatek
v séru predstavuje spolehlivou metodu pro diagnostiku invazivni kandidozy. Detekce
protilatek je vSak u imunosuprimovanych pacientii malo citlivd, a proto se dava prednost
detekci mananového antigenu (Reiss a Morrison, 1993). Dalsi nevyhodou mananového
antigenu je jeho rychla clearance (Sendid a kol., 1999). Jako vyhodnocovaci metoda se
pouziva nejcastéji sendviCova ELISA, pii které je intenzita zbarveni pfimo umérna
koncentraci mananu (Rao a kol., 2002). Citlivost tohoto testu byla od 31 % do 92 %
a specifita 68 % az 100 % (Weiner a Coats-Stephen, 1979). Aktualnésji vyzkum provedeny na
kojencich vykazoval citlivost 94,4 % a specifitu 94,2 % (Oliveri a kol., 2008). Dalsimi méné
Castymi metodami jsou RIA (Weiner a Coats-Stephen, 1979) a latexova aglutinace (Herent
a kol., 1992). Jako potvrzeni infekce je dana hodnota koncentrace mananu 2 az 3 ng/ml séra

(De Repentigny a kol., 1985).

5.2.2 Diagnostika kvasinek zaloZena na detekci 1,3-p-D-glukanu

Polysacharid 1,3-B-D-glukan (dale jen BG) je soucasti bunécné stény mnoha kvasinek
a ostatnich hub v¢etné rodu Candida, Cryptococcus (Miyazaki a kol., 1995) a Trichosporon
(Yoshida a kol., 1997). Bohuzel je zde né&kolik situaci, které vykazuji falesné pozitivni
vysledek testu, jako bakterialni infekce (Pickering a kol., 2005), infekce zplsobena
Pneumocystis jirovecii, (Watanabe a kol., 2009) pouzivani antibiotik, jako cefepim,
piperacilin (Marty a kol., 2006) a hemodialyza s celulozovymi membranami (Koo a kol.,
2009). Racil a kol. (2010) ve svém vyzkumu oznalili tyto divody za malo vyznamné,
pfiCemz mohou zpusobit mirné, fale$Sné¢ pozitivni vysledky (Racil a kol., 2010). Jedna
z mnoha studii, zabyvajicich se detekci BG, zjistila 63% citlivost, 96% specifitu a 79%
pozitivni prediktivni hodnotu BG (Senn a kol., 2008). Jina studie vSak zjistila pozitivni
prediktivni hodnotu velmi nizkou a to 10 az 12 % u pacientli s hematologickymi malignitami,
a proto autofi vyzkumu nedoporucuji pouzivani BG, jako indikatoru pro zahajeni antifungalni
lécby (Racil a kol., 2010). S ohledem na tyto znalosti, je tieba tuto diagnostickou metodu
pouzivat v kombinaci s dalsimi metodami, jako je klasickd kultivace a histopatologické

metody. Dalsi nevyhodou je neschopnost identifikovat jednotlivé druhy pomoci BG (Oz
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a Kiraz, 2011). Jako potvrzeni kvasinkové infekce je dana koncentrace BG vétsi nebo rovno

60 pg/ml (Odabasi a kol., 2004).

5.2.3 Kultivace na ptidach

Kvasinky jsou schopné vyrGst na béznych pudach, jako je krevni ¢i Cokoladovy agar.
V piipadé, ze ve vzorku ke kultivaci jsou pfitomny bakterie, je tfeba pouzit jiné, selektivni
médium, jelikoz bakterie jsou schopny potlacil rast kvasinek na béznych ptadach. Takovym
médiem muze byt Sabouraudiv glukozovy agar (Merz a Roberts, 1995), do kterého je mozné
pfidat antibiotika streptomycin a penicilin pro potlaceni rustu bakterii (Sandven a Lassen,
1999). SDA ve své klasické formé obsahuje 40 g/l glukozy, 10 g/l peptonu a 15 g/l agaru,
vysledné pH je 5,6 (Odds, 1991). Je mozné pouzit SDA v tekuté formé (24 h, 37 °C) pro
pomnozeni kvasinek. Kultivace na tuhé pudé vyzaduje inkubaci 48 hodin pii 37 °C

(Weissenbacher a kol., 2009).

Nevyhodou SDA je neschopnost rozlisit jednotlivé druhy kvasinek. JakoZto diferencidlni
kultivacni médium je mozno pouzit chromogenni agar, ktery slouzi pro rozliseni Candida
albicans (zelena), Candida glabrata (rizova), Candida krusei (svétle rizova) a Candida
tropicalis (modra) na zaklad¢ zbarveni kolonii (Weissenbacher a kol., 2009). Piikladem
chromogenni pidy je Chromogenni Candida agar, ktery obsahuje 5-brom-4-chlor-3-indolyl,
N-acetyl-B-D-glukosaminid a 5-brom-p-toluidinové soli, coz jsou chromogenni substraty pro
detekci kvasinkové hexosaminidasy a alkalické fosfatdzy. Tento agar je schopen rozliSovat
nejen jednotlivé druhy kandid, ale i kvasinky rodu Cryptococcus, Rhodotorula
a Trichosporon (Ghelardi a kol. 2008).

5.2.4 Molekularni metody

Jelikoz tradi¢ni metody, jako je kultivace na pidach a mikroskopie nemaji potfebnou citlivost
a specifitu, je tieba rozvijet nové, citlivéjsi metody. V soucasné dobé¢ je ¢im dal vice rozsifena
metoda polymerdzové ftetézové reakce. Velikou vyhodou PCR je jeji rychlost, vysoka
citlivost, specifita a potfeba malého mnozstvi DNA (Kazemi a kol., 2013), schopnost
rozliSovat jednotlivé druhy kvasinek (Mahnss a kol., 2005) a také schopnost diagnostiky
nezivotaschopnych kvasinek, které pohltily makrofagy a kultivaci bychom je neziskaly.
Metodu PCR vyvinul Kary Mullis s jeho kolegy v roce 1984 a velmi rychle nasla uplatnéni
pro identifikaci mikroorganismt (Khot a Fredricks, 2014).

Pii identifikaci kvasinek na$la uplatnéni predevSim real-time PCR a nested PCR. Pti

identifikaci kvasinek rodu Candida z plné krve vykazovala real-time PCR 81% citlivost
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a 96% specificnost. U nested PCR byla citlivost 86 % a specifita 54 % (Khlif a kol., 2009).
Pti real-time PCR je cilem detekce gen ITS2, pro ktery je vhodny primer a sonda popsana
Loonenem a kol. (Loonen a kol., 2013). Dalsim moznym cilem detekce je 28S rRNA, ktera
obsahuje vysoce variabilni sekvence, diky kterym je mozno urcit predevsim kvasinky rodu
Candida a to na tirovni druhu (Thomasa kol., 2014). Kvasinky rodu Candida je dale mozno
detekovat pomoci genu LYS1, ktery koduje sacharopin dehydrogenazu a LYSS5, ktery koduje
fosfopantetheinyl transferazu (Guo a Bhattacharjee, 2006).

Jako nejc¢astéji vysSetfovanym klinickym vzorkem se udava plna krev, diky rychlejsi extrakci
nukleovych kyselin (Oz a Kiraz, 2011). Dalsim vhodnym vzorkem je sérum. Jedna studie se
zabyvala diagnostikou kvasinek pomoci PCR v séru a plné krvi infikovanych pacientt. V plné
krvi byla zjisténa pozitivni reakce v 7 z 10 piipadu, v séru pak 10 z 10 (Metwally a kol.,
2008), ale stale existuji spory ohledné toho, ktery z materiali je vhodnéjsi pro diagnostiku.
Nevhodné pro diagnostiku jsou vzorky z respira¢niho traktu, jelikoz zde muze byt Candida

soucasti bézné mikroflory (Khot a Fredricks, 2014).

5.2.5 Mikroskopie

Mikroskopie piedstavuje rychlou a levnou metodu pro diagnézu kvasinkové infekce, zejména
u vaginalni infekce. Vzorek je odebran vatovym tampoénem a umistén do fyziologického
roztoku. Nasledné se na podlozni sklicko nanese nékolik kapek 10% roztoku KOH, do
kterych ptidame jiz zminény fyziologicky roztok s kvasinkami. KOH pak zputsobi lyzu vsech
nekvasinkovych bun¢k, vetné bakterii. Bohuzel test vykazuje nizkou specifitu a citlivost.
Velikou roli zde hraje zkuSenost a praxe pozorovatele. Zvysit specifitu a citlivost mizZe

pomoci fixace a Gramova barveni (Van Der Pol, 2010).

5.2.6 Hmotnostni spektrometrie

MALDI-TOF MS je detekéni metoda, zalozend na rozd€leni nabitych c¢astic dle jejich
molekulovych hmostnosti. Na matrici se vzorekem plsobi laserové zafeni s naslednou
desorbci molekul matrice i vzorku. Navic molekuly vzorku podléhaji ionizaci, jelikoz dojde
k pfedani H" iontti od molekul matrice. Nasledné je aplikovano extrakéni napéti mezi desti¢ku
MALDI a vstupni $térbinu pruletového analyzatoru, ¢imz dojde k extrakci nabitych molekul
dle zvolené polarity napéti a k vlastni analyze v prialetovém analyzatoru, pii které ziskame
pomér hmotnosti iontl a jejich naboju, tedy m/z. Tento vysledek je porovnavan s knihovnou

spekter (Huong a kol., 2014).
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Hlavni ptednosti metody je jeji rychlost, jelikoz dokaze analyzovat neznamy material do
nékolika minut. Mezi dal$i vyhody MALDI-TOF MS patifi moznost automatické ptipravy
vzorku, moznost aktualizace a Gprav knihovny hmotnostnich spekter, nizké provozni naklady
a poméerné vysoka citlivost. Diky témto vyhodam tato metoda postupné vytlacuje konvencni
metody pro identifikaci bakterii a kvasinek. Avsak kazdd metoda mé své nevyhody a stejné
tak je tomu i u MALDI-TOF MS. Mezi nedostatky metody fadime vysoké potizovaci naklady
a omezenou schopnost detekce mechanismi rezistence mikroorganismi. Hmotnostni
spektrometrie ma v identifikaci kvasinek slibnou budoucnost, jelikoz stale dochazi k vyvoji
této metody tak, aby se snizily provnozni ndklady, a naopak zvysila rychlost, efektivita

a zivotnost (Wieser a kol., 2012).

5.2.7 Biochemické testy

V minulosti se k definitivnimu druhovému uréeni pouzivaly biochemické testy. Ty délime na
auxanogramy a zymogramy V zavislosti na tom, zda vyuZivaji sacharidy aerobn¢ Cc¢i
anaerobné. Auxanogramy vyuzivaji pfi zpracovani sacharidi kyslik a $tépeni tak probiha na
bazi asimilace. Substraty zymogramu jsou zpracovavany za anaerobnich podminek, tedy na
zakladé fermentace. Otcenasek a kol. (1990) navrhly postup, jak si oba typy testd vytvorit
ptimo v laboratofi (Ot¢enaseka kol.,, 1990). Pan Fragner (1992) pak vytvofil kli¢
K vyhodnoceni obou typt testi, diky ¢emuz mizeme identifikovat okolo padesati kvasinek na
urovni druhu (Fragner, 1992). Metoda dle pana Otcenaska a kol. (1990) je vSak pfilis
zdlouhava, a proto byly vytvofeny nové komereéni metody, pii kterych jsou jednotlivé
substraty v jamkéch desticek. Ptikladem takového testu je kolorimetricka sada VITEK 2 YST.
Dokaze identifikovat vétsinu patogennich kvasinek, kdy u C. albicans, C. glabrata a C. krusei
vykazoval vice jak 97% piesnost. Neptiznivé vysledky vykazoval pro C. tropicalis
a C. parapsilosis, kdy hodnoty pfesnosti spadly pod 80 % (Valenza a kol., 2008). Dalsimi
komere¢nimi testy jsou naptiklad ID32C a Auxacolor systém, pii kterych jsou vysledky
dostupné do dvou dnti (Costa a kol., 2010). Diky ptfichodu novych metod, jako je PCR ¢i
MALDI-TOF MS, jsou biochemické testy znacné na Gstupu.
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ZAVER

Kvasinky zptisobuji infekéni onemocnéni predevSim u imunosuprimovanych pacientd.
Takova imunosuprese muize byt vyvoldna uzivanim antibiotik a kortikosteroidd, lécbou
chemoterapii ¢i radioterapii, dale po transplantaci organti a v neposledni fad¢ pii infekci HIV.
Mezi dalsi faktory, které mohou zplsobit kvasinkovou infekci, patii téhotenstvi, uzivani
hormonalni antikoncepce, diabetes mellitus a strava s vysokym obsahem sacharidi. Pii téchto
v¢asna diagnostika, kterd je nezbytna pro zahajeni 1é¢by kvasinkové infekce. Mikroskopie
a biochemickd identifikace postupné ztraci na vyznamu, jelikoz nejsou piili§ specifické.
Identifikace kvasinek pomoci kultivace je umoznéna diky chromogennimu agaru ¢i SDA.
AvSak ani tato metoda neni vhodna, kvuli dlouhé inkubaéni dob€. Za starSi metodu, ale stale
hojné pouzivanou, je povazovana detekce 1,3-B-D-glukanu, jakozto antigenu bunééné stény
kvasinek. Nov¢jsimi metodami, které jsou stale ve vyvoji, jsou PCR a MALDI-TOF MS. Ob¢
metody slibuji nizké provozni naklady, rychlou diagnostiku, vysokou citlivost a specifitu.
Nevyhodou jsou vysoké potizovaci ndklady. Diky témto novym metoddm je mozné rychlé
zahajeni antifungélni 1écby. Jednim z nejucinnéjsich antimykotik je amfotericin B. Ten ma
vSak vysokou toxicitu a neni tak vhodny pro pacienty ve vaznych stavech. Naopak nizkou
toxicitu vykazuje relativné nova skupina lékl, echinokandiny. Jejich nevyhodou je niZsi
ucinnost proti nékterym kvasinkovym druhim. I pfes Sirkou skalu antimykotik jsou
kvasinkové infekce u imunosuprimovanych jedinci béznym onemocnénim s Vysokou
umrtnosti. Proto je tfeba vylepSovat metody pro vcasnou diagnostiku a vyvijet nova
antimykotika, ktera by méla vysokou efektivitu proti kvasinkdm a zaroven nizkou toxicitu

vici vlastnimu organismu.
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