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ANOTACE

Kvasinky rodu Candida jsou soucasti lidského mikrobiomu. Pti poruse kozZni nebo
slizni¢ni bariéry se stdvaji nejCastéjSimi plvodci mykotickych onemocnéni. Vzniklé
kvasinkové infekce jsou lé¢eny antimykotiky, zejména Flukonazolem. Castym uZivanim
Flukonazolu doslo u kvasinek k rozvoji rezistence. Cilem této prace bylo zjistit, co je znamo

o0 vzniku rezistence kvasinek rodu Candida vii¢i antimykotikiim.

KLICOVA SLOVA

Kvasinka, Candida, rezistence, antimykotika, flukonazol

ANNOTATION

Yeast of the Candida genus are part of the microbiota of human. In case of skin
or mucosal barrier disruption, yeasts become the most common originators of fungal
diseases. Incurred yeast infections are treated with antifungal drugs, especially Flukonazol.
The frequent use of Flukonazol has resulted in developed of resistance in yeasts. The aim
of this work was to find what is know about the emergence of Candida yeast’s resistance to

antifungal drugs.
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Uvod

Kvasinky patfi mezi jednobunéné mikroorganismy, nejvice vyuzivany lidmi.
Jiz v davné historii se kvasinky vyuzivaly k vyrobé alkoholickych napoji ¢i vyrobé
kynutého chleba. V dnesni dobé maji kvasinky velky vyznam v potravindiském

a farmaceutickém primyslu.

Nékteré kvasinky, prevazné néktefi zastupci rodu Candida, ale mohou u oslabenych
pacientl vyvolat zdvazna onemocnéni, kandidézy. Jedna se pievazné o oportunni patogenni
kvasinky vyuzivajici fadu virulentnich faktord.

K 1écbé kandidéz se uzivaji prevazné antimykotika. Nejvice podavanymi byvaji
azoly, echinokandiny a polyeny. Disledkem ¢astého nebo dlouhodobého uzivani téchto

antimykotik, dochazi u kvasinek k rozvoji rezistence.
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1 Kvasinky

Kvasinky se fadi mezi aerobni, jednobunééné vyssi houby — eukaryota. Z vétsi ¢asti
se rozmnozuji pucenim, coz byva pro vétSinu kvasinek charakteristické. Na matetské burice
se vytvari pupen. Ten se postupné zvétSuje a podle jeho umisténi na buiice se jedna o
monopolarni, multipolarni nebo bipolarni puceni. Jestlize se pupen neoddéli od mateiské
buniky po vzniku piepazky, jsou k sobé spojeny a tvoii se pseudomycelium. Pokud se na
ném vytvari shluky kulatych bungk, jedna se o blastokonidie. Ty se mohou déle oddélovat a
mnozit pucenim. Nebo muze nastat rozpad mycelia na valcovité buiiky tzv. arthrokonidie.

Treti moznosti je balistokonidie, kdy vznikaji ovalné buiky na stopkach (Janderova a

Bendova, 1999).

Nékteré kvasinky se pohlavné rozmnozuji a podle toho se déli na: askomycety
(S. cerrevisiae), basidiomycety (Cryptococcus spp., Rhodotorula spp.) a deuteromycety

(Candida spp., Brettanomyces spp.) (Walker, 2009).

U kvasinek, které patfi mezi askomycety a basidomycety, dochazi za idealnich
podminek k pohlavnimu rozmnozovani, kde mize dojit ke konjugaci haploidnich bun¢k

nebo vzniku diploidni zygoty. Ta se déle vegetativné rozmnozi nebo dojde ke sporulaci.

Pro sviij zivot vyuzivaji vodné prostiedi, ziviny (uhlik, dusik) a pfitomnost kysliku,
ktery je nezbytnou soucdsti pifi mnozeni. Nékteré druhy jsou schopny Zit 1 v prostiedi
s vysokym nebo nizkym obsahem cukrt €i soli. DileZit4 je pro né také teplota prostiedi.
Kvasinky rostou obvykle pii 25 — 30°C. Ale nékteré druhy jsou schopné rust, nebo se pouze
mnozit pii teploté¢ do 20°C. Jinym vyhovuje daleko vyssi teplota, az do 50°C (coz je
maximalni teplota). Vétsina kvasinek velmi dobte roste pti pH okolo 4,5 a 6,5 (Janderova a

Bendova, 1999).

K rustu potiebuji makronutrienty. Dtlezitymi jsou uhlik, dusik, kyslik, draslik, fosfor
a stopové mnozstvi médi, zinku nebo tieba vapniku. Vyuzivaji i ristové faktory. Témi byvaji
organické slouceniny ve velmi nizkych koncentraci. Ty nejsou vyuzivany jako zdroj energie,
ale naptiklad pro specifické katalytické reakce v buiikkdch. Mezi ristové faktory se fadi
vitaminy. Jsou soucasti koenzymtl, aminokyselin, sterolli, purinli, pyrimidinti a dalSich

sloucenin (Walker, 2009).

Nékteré kvasinky jsou i soucasti lidského mikrobiomu. Mohou zit jako komenzalové

nebo oportunni patogeny, které mohou byt pro ¢loveka az smrtelné. Daji se izolovat z pudy,
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rostlin, zvifat a vody (hlavné znecisténé a odpadni vody). Na rozdil od bakterii, nejsou
kvasinky vSude pfitomné. Zalezi na tad¢ faktord, ale také na zdroji uhliku, dusiku a na

pfitomnosti antibiotik (Janderova a Bendova, 1999).

1.1 Morfologie

Kvasinky jsou v porovnani s bakteriemi daleko v¢&tsi. Jejich velikost zavisi na daném
druhu kvasinky. Velikost se pohybuje v rozmezi 2-50 pm. Siitka buiiky byva 1-10 pm.
Kvasinky jsou tvarové rozmanité. Mohou byt kulaté, protahlé, elipsovité, vytvaret pouzdra
a mycelia. Zalezi na podminkach, ve kterych ziji a na zivotnim cyklu. Nékteré kvasinky
vytvareji pigmentové zbarveni béhem kultivace. Rostouci kolonie mohou byt krémové,
¢erng, bile, rizoveé nebo Zluté zbarveny. (Walker, 2009) Podle typu kultiva¢niho média se

da zjistit, zda kvasinky fermentuji nebo produkuji ureazu (Janderova a Bendova, 1999).

1.1.1 Identifikace kvasinek

K identifikaci kvasinek se vyuzivaji molekularni biologické metody: RFLP a PCR.
RFLP je metoda, kterd pomoci restrikéniho enzymu (endonukledza) §t€pi molekulu DNA na
fragmenty v restrik¢nim misté. Vzniklé fragmenty se zjist'uji pomoci elektroforézy (Ness,
1993). Dalsi metodou je PCR, kde dojde k amplifikaci specifickych kratkych useki DNA.
Pt1 vysoké teploté nejprve dojde k denaturaci DNA. Nasledné k navazani a elongaci primeri

pomoci enzymu DNA polymeraza (Edel, 1998).

1.2 SloZeni bunky
Kvasinky se fadi mezi eukaryotni organismy, které maji plasmatickou membranu,
pouzdro, bunécnou sténu, jadro, mitochondrie, vakuolu, peroxisomy, cytoskelet.

V dal$im textu jsou komentovany pouze nckteré organely (Janderova a Bendova, 1999,

Walker 2009).

1.2.1 Pouzdro
Ne vSechny kvasinky vytvaieji pouzdro. Mezi ty, co pouzdro tvofi, patfi:
Cryptococcus, Rhodotorula, Lipomyces a dalsi. Kolonie kvasinek majici pouzdro, vytvari

slizovity povrch. Pouzdro nebyva soucasti bunééné stény a je tvofeno ze sité polysacharidi,
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skladajicich se ze sacharidl jako je mandza a kyselina glukuronova. Slouzi jako ¢aste¢na

ochrana pted dehydrataci a jinymi nepfiznivymi podminkami (Janderova a Bendova, 1999).

1.2.2 Bunécna sténa
Je slozena z polysacharidu (glukany, chitin) a proteinti (manonprotein). V bunééné
sténé jsou zastoupeny dva typy glukanii: B-1,3-glukan je fibrilarni a tvoii vnitini vrstvu

stény. B-1,6-glukan je amorfni a nachézi se ve stfedni vrstve stény.

Chitin se naléza v blizkosti jizev. Obsah chitinu v bunétné sténé zavisi na
kultiva¢nich podminkach. Pii vy$§im obsahu NaCl klesa obsah chitinu a naopak. Glukany a

chitin jsou zodpovédné za strukturni integritu a tvar buiky.

Manoproteiny vytvareji manosylové fetézce ve vné&j§i vrstvé stény, které
Vv elektronmikroskopickém preparatu ptipominaji kartacovity vzhled. Tyto proteiny urcuji
antigenni vlastnosti kvasinek a mohou mit vliv na patogenitu (Janderova a Bendova 1999,
Ashbee a Bignell, 2010). Proteiny bunééné stény byvaji mezi sebou propojeny
disulfidickymi mistky (Klis, 2002).

Proteiny bunééné stény jsou kovalentné¢ vazany Kk [B-1,3-glukanu a chitinu ptes
B-1,6-glukan. Pokud jedna z téchto zakladnich slozek chybi, byva to pro kvasinku az

smrtelné. Toho se mize vyuzivat v 16€bé patogennich kvasinek (Klis, 2002).

Soucasti bunécné stény jsou 1jizvy. Ty vznikaji v dobé a misté, kde se odd¢lil pupen.
Maji obvykle kruhovity tvar a jejich pocet souvisi s poctem dé€leni. Daji se barvit
fluorescen¢nimi barvivy. Ptikladem fluorescencniho barviva je primulin. Nejvice viditelné
jsou okraje jizev. Ty pti barveni siln¢ fluoreskuji (Janderova a Bendova, 1999,
Ashbee a Bignell, 2010).

1.2.3 Peroxisomy

Probiha zde naptiklad rozklad peroxidu vodiku katalyzovany katalazou, degradace
mastnych kyselin nebo pfeména methanolu. Nejvice vyvinuté peroxisomy se nachazeji u
kvasinek, které vyuzivaji methanol za wvzniku formaldehydu a peroxidu vodiku.
Formaldehyd se v peroxisomech pfeménuje na dihydroxyaceton a glyceraldehyd-3-fosfat.
Peroxid vodiku se rozkldda na vodu a kyslik. Vzniklé konecné produkty slouzi pro vystavbu

bunéénych komponent (Janderova a Bendova, 1999, Van, 2006).
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Mezi methyltrofni kvasinky patii Pichia pastoris, P. methanolica a C. boidinii

(Van, 2006).

1.2.4 Vakuola

Pocet vakuol a jejich velikost se méni béhem riistu a mnozeni bunky. Ve fazi
stacionarniho rtstu bunky se v ni obvykle nachazi jedna velka vakuola. Pii mnozZeni je
Vv bunice vice vakuol, ale daleko mensSich, nez pfi rastu. V prabéhu cyklu se vakuola jednou
¢i dvakrat rozde€li. Kvasinkové vakuoly se fadi mezi degradacni organely, které jsou
metabolicky aktivni. Mezi jeji hlavni funkce patii hydrolyza makromolekul, proteolyza,
udrzovani pH, osmoregulace, skladovani aminokyselin, vapniku a fosfati. (Walker 2009,
Van den Hazel a Kielland, 1996).

1.2.5 Jadro

U né&kterych kvasinek byva jadro dobte pozorovatelné ve fdzovém mikroskopu diky
vyrazné struktufe. Ta je zachovdna i béhem uzaviené mitézy, kde se jaderny obal
nerozpousti. Nékdy je mozné pozorovat jadérko, které byva v mikroskopu tmavsi oproti
jadru. Uvnitt jadérka se nachazeji ribonukleoproteiny, slouzici jako prekurzory rRNA
(Janderova a Bendova, 1999).

1.3 Metabolismus

1.3.1 Transport latek

Transport latek do bunky je mozny pfes bunéfnou sténu a pies plazmatickou
membranu. Priichodnost molekul zavisi na ndboji a tvaru molekuly a v jaké fazi ristu se
kvasinka nachazi. Molekuly jsou do buiiky transportovany bud’ prostou diftizi, nebo pomoci
prenasecti. Mens$i molekuly, naptiklad glycerol, mohou projit skrz plazmatickou membranu
prostou difuzi ptes hydrofilni pory. Glukoéza je piendSena pomoci specidlnich pienasect
usnadnénou difuzi nebo aktivnim transportem. U kvasinek formou symportu
(Janderova a Bendova, 1999).
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1.3.2 Metabolismus uhliku

Kvasinky ziskéavaji uhlik ve formé& organickych sloucenin. Nej€astéji vyuzivanym
cukrem pro zdroj energie je glukoéza, fruktdéza, mandza a sacharéza. Tyto cukry jsou
glykolyzou a alkoholdehydrogenazou pfeménovany na ethanol a oxid uhlicity (Walker,
2009, Demain a Kurtzman, 1998). U kvasinek probiha glykolyza v cytoplazmé. V prvnim
kroku dochézi k navazani fosforu na glukézu za spotieby ATP. Vznikla glukéza-6-fosfat se
za ucasti izomerdazy méni na fruktézu-6-fosfat, kterd se za spotfeby ATP pfeméni na
glyceraldehyd-3-fosfat. V dalsim kroku glykolyzy dochazi k pfeméné glyceraldehydu
(dehydrogenaci) na pyruvat.

Odbouravani pyruvatu probiha za pfitomnosti (aerobni odbouravani) nebo
nepfitomnosti kysliku (anaerobni odbouravani). Za aerobnich podminek pyruvat reaguje
s koenzymem A. Vznikly acetylCoA nasledné vstupuje do Krebsova cyklu, kde vznika COz,
H20 a energie. Za anaerobnich podminek je u kvasinek pyruvat pfeménén na acetaldehyd.
Kone¢nym produktem je ethanol a CO2 (Zamora, 2009).

Kvasinky jako je Candida shehatea, vyuZzivaji pro svij rist a fermentaci D - xylosu.
Nekteré metylotrofni kvasinky (Pichia pastoris) ziskavaji uhlik z methanolu. To ma veliké
uplatnéni v priimyslu, kde se kvasinky vyuzivaji pro vyrobu a-ketoglutaratu nebo kyseliny

citronové (Walker, 2009, Demain a Kurtzman, 1998).

1.3.3 Metabolismus dusiku

Kvasinky nejsou schopné vazat molekularni dusik. Proto ho nejcastéji ptijimaji ve
form¢& amonné soli. Nejbéznéjsi soli byva siran amonny, ten se piidava i do médii, protoze
poskytuje zdroj dusiku a siry. Dal§i moZznym zdrojem dusiku jsou dusi¢nany, organické
slou¢eniny dusiku: aminokyseliny (glutamin, kyselina asparagova) a peptidy (glutation).
Tyto formy dusiku mohou byt intracelularné katabolizovany nebo se uchovavaji ve vakuole,
ktera slouzi jako velka zasobarna dusiku. Amonné ionty mohou byt pfimo pieménovany na

glutamin a glutamat, které byvaji prekurzory pro biosyntézu dalsich aminokyselin (Walker,
2009).

1.4 Vyuziti kvasinek v primyslu
Kvasinky jsou schopné fermentace, ¢ehoz se vyuzivalo uz v historii. UZ stafi

Sumetané pouzivali kvasinky pro vyrobu piva. Ve starovékém Rimé pro peceni kynutého
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chleba a v Mezopotamii vyrabéli pomoci kvasinek vino. V dnesni dobé se fermentace
pomoci kvasinek vyuziva v potravinaiském pramyslu pro vyrobu napojt, mléénych vyrobki
a peciva. Dale se kvasinky vyuzivaji v mediciné (vyroba vitamina a 1€¢iv), potravinaisky
prumysl, zem¢&d¢€lstvi, v Zivotnim prostiedi (pii napadeni rostlin, ¢isténi vzduchu a vody) a
k vyrobé chemikalii (kyselina citronova). Jsou také neocenitelné jako modelové
eukaryotické buiiky pro biologické a biomedicinské vyzkumy, hlavné v oblasti onkologie,
farmakologie, toxikologie, virologie a lidské genetiky (Walker, 2009, Johnson a Echavarri-
Erasun, 2011).

Pekai'ské kvasinky

Saccharomyces cerevisiae je nejéastéji vyuzivanou kvasinkou pro vyrobu peciva ve
form¢ drozdi. Vyhodou této kvasinky pfi peceni, je tolerance vysoké hladiny sacharo6zy,
odolnost béhem =zmrazovani a odmrazovani peciva a rychla fermentace

(Bekatorou a Psarianos, 2006).

Pivni kvasinky

K vyrob¢ piva se pouzivaji kvasinky S. cerevisiae pro svrchni kvaseni a S. uvarum
pro spodni kvaSeni. Béhem spodniho kvaseni se teplota pohybuje kolem 10 °C. Po
fermentaci klesaji na dno, kde se shlukuji. Tyto kvasinky jsou schopné zpracovavat cukry a
vysledkem je vyssi procento alkoholu. Svrchni kvaseni probihé pfi teploté kolem 20 °C. Po
skonceni fermentace se vétsina kvasinek nachazi na povrchu fermentované kapaliny, kde

spolu s CO2 vytvareji pénu. Tato piva mivaji vyraznéjsi chut’ a vini (Jin a Speers, 1998).

Probiotické kvasinky

Probiotika jsou Zivé mikroorganismy, které zlepSuji rovnovahu sttevni mikroflory.
Casto se uzivaji pti 16¢bé prijma antibiotiky (Van, 2006). Probiotika lze uZivat ve formé
tablet nebo jsou pridavany do mléénych vyrobku, pfevazné do jogurtia a kefirt
(Rai a Pandey, 2018). Za probiotika jsou nejcastéji povazovany bakterie
(Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum), ale i nékteré¢ kvasinky vykazuji
probioticky ucinek. Nejvyznamnéjsi a nejucinnéjsi kvasinkou je Saccharomyces boulardii.
Je rezistentni vici antibiotikiim a pfeziva v gastrointestinalnim traktu. DalSimi kvasinkami,

které patii mezi probiotika jsou Torulaspora delbrueckii nebo Kluyveromyces marxianus.
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K. marxianus ma protizanétlivy G¢inek a napomaha snizovat oxidac¢ni stres (D’Souza, 2002,

Czerucka a Rampal, 2007).

1.4.1 Vyznamné priamyslové kvasinky:

Rhodotorula glutinis

Rhodotorula glutinis je mezofilni kvasinka, protahlého nebo elipsoidniho tvaru
neschopnd fermentace. Reprodukuje se polarnim pucenim a vyuzivad mnoho sloucenin jako
zdroj uhliku (glukoza, ethanol, sachardza a galaktdza). Tato kvasinka je schopna
produkovat ureazu a koenzym Q. Je schopna syntetizovat lipidy, obsahujici kyselinu
palmitovou, olejovou nebo linoleovou. Toho se vyuziva v pramyslu. Lipidy s obsahem
mastnych kyselin slouzi jako zdroj pro vyrobu bionafty, mléénych vyrobku a doplnkt
stravy. Kromé syntézy lipidu, je tato kvasinka schopna syntetizovat karotenoidy (Cervené,
oranzové nebo Zluté). Karotenoidy jsou vyuzivany ve farmaceutickém, chemickém a
potravinatském primyslu. Karotenoidy mohou byt ve farmaceutickém priamyslu pouzity
jako prekurzor vitaminu A, antioxidanty (ochrana pted oxida¢nimi ¢inidly, naptiklad
kyslikovymi radikaly), ptipravky pro posileni imunity. V potravinaiském pramyslu se

Casto pouzivaji jako potravinaiské barvivo.

Vyuziti dalSich kvasinek

Saccharomyces cerevisiae — pekatské drozdi a vyroba alkoholu (pivo, vino, ethanol)
Candida kefyr — vyroba mlé¢nych produktid (kefir)

Kluyveromyces lactis — vyroba mlé¢nych produkti (syrovatka, syry s plisni)
Candida utilis — produkce krmné biomasy

Hansenula a Pichia — vyuziti v klonovacich technologiich

Starmerella — tvorba chuti vina béhem fermentace

Yarrowia — proteiny z uhlovodiki

Zygosaccharomyces — fermentace cukru

Schizosaccharomyces — alkoholova paliva, nékteré napoje

(Walker, 2009, Johnson a Echavarri-Erasun, 2011)
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2 Patogenita

Neékteré druhy kvasinek se fadi mezi patogeny. NejznameéjSimi patogennimi
kvasinkami jsou né&ktefi zastupci rodu Candida, Trichosporon, Cryptococcus nebo
Malassezia. Jedna se 0 oportunni patogeny, které u oslabenych pacientl vyvolavaji zavazna
onemocnéni. (Janderova a Bendova, 1999) Tyto kvasinky byvaji komenzaly sliznic a kiize.
Pokud dojde k naruSeni slizni¢ni bariéry, dostavaji se do téla, kde zptsobuji infekce. Tyto
kvasinky vyuzivaji fadu faktor virulence, které jim pomahaji proniknout do hostitelské
buiikky pomoci hydrolytickych enzymi, rust, proliferovat, metabolicky se pfizplsobit

hostitelskému prostiedi a vytvaret biofilmy pro svou ochranu (Dadar, 2018).

Muzeme je nalézt ve vodé, vzduchu, pidé, v mléénych vyrobceich, na rostlinach a na

jidle. Mohou byt ptenaseny i holuby nebo hmyzem (Janderova a Bendova, 1999).

2.1 Patogenni kvasinky

2.1.1 Candida spp

Nékteré druhy kvasinek rodu Candida patii mezi oportunistické patogeny. Zptsobuji
onemocnéni zvané kandidoza. Kandidoza je nejcastéji vyvolana kvasinkou Candida
albicans, ktera se u zdravych lidi vétsinou vyskytuje jako komenzal. Tuto kvasinku miizeme
nalézt v moci, stolici nebo sputu, aniZ by vyvolala onemocnéni. U osob se snizenou
imunitou, specifickou imunodeficienci, po chirurgickém zékroku, cukrovkou je vSak
vyznamnym patogenem. Kandiddza postihuje sliznice, Gstni dutinu, gastrointestinalni trakt,
ktzi a mnoho dalsiho. Mezi syndromy infekce patii dermatitida (rizné zanéty kuze), jaterni
selhani a zdnét mocovych cest. Vznik kandidozy zavisi na fad¢ faktorli, mezi néZz patii
pfemnoZeni kvasinky, ktera jinak Zije jako komenzal, dale imunitni systém clovéka a

neporusena ochranna bariéra (kize, sliznice) (Cooper, 2011,Wellehan, 2016).

Dutkazem C. albicans je GT (Germ tube) test. Tento test se pouziva pro rychlou
identifikaci C. albicans. Tato kvasinka je jedind schopna do dvou hodin po inokulaci na
specidlnim médiu vytvaret zarodky hyf (Mackenzie, 1962). Dalsi moznosti prukazu
kvasinky je PCR metoda nebo vyuziti pud s kyselinou fosfomolybdenovou. Na této pudé C.

albicans vytvafi olivové hnédy natér.

Existuji ale i jiné patogenni druhy, které zpiisobuji jak povrchové, tak i vnitini

infekce: Candida tropicals , C. glabrata, C. krusei, C. norvegensis atd. Tyto kvasinky
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vétSinou zpusobi vaginitidy, zanéty endokardu anebo akutni zanéty stfedniho ucha

(Wellehan, 2016).

2.1.2 Cryptococcus neoformans

Jednd se o oportunné patogenni kvasinku, ktera zahrnuje sérotypy A, D a AD. Patfi
mezi haploidni basidiomycety. Diky silné vrstvé pouzdra, vytvaii sliznaté kolonie.
Cryptococcus je schopen vyuzivat inositol. Ten slouZi k jeho priikazu. Jako jedina kvasinka
je schopna vyuzivat kreatinin jako zdroj uhliku, ktery je obsazen v trusu holubi a §vaba. Ti
byvaji nejcastéjSimi prenaSeci. VétSinou se jednd o plicni infekce vzniklé inhalaci. U
oslabeného jedince miize napadat nervovy systém (§ifi se do mozku a michy), a to byva ¢asto

smrtelné. Tato kvasinka muize vyvolat 1 onemocnéni klze, oc€i, sliznic nebo kosti

(Cooper, 2011,Wellehan, 2016).

2.1.3 Malassezia

Malassezia patii mezi lipofilni kvasinky a je soucasti mikroflory kuze. Rod
Malassezia se sklada ze 14 druhti. Nachazi se v mistech s velkou produkci kozniho mazu
jako je pokozka hlavy, horni ¢ast trupu nebo oblic¢ej. Udrzuje se pomoci mastnych kyselin
pfitomnych v koZnim mazu. Pfi silném pfemnoZeni zplisobuje systémové nebo povrchové

(chronické) infekce.

Prvnim koZznim onemocnéni, které Malassezia zptisobuje, se nazyva pityriaza. Jedna
se o poruchu pigmentace ktize. K pityriaze dochazi, kdyz kvasinka produkuje latky, které
zpusobuji inhibici tvorby pigmentu. Je to chronické onemocnéni a vyskytuje se na rtiznych
¢astech téla. Naptiklad na hlavé nebo zaddech. Mezi dalsi zpisobend koZni onemocnéni patii
Tinea versicolor zpisobena T. furfur, T, globosa a M. sympodialis. Jedna se o chronické
onemocnéni kize, kde se tvofi tmavé i svétle skvrny. Dale sem patii seborhoicka

dermatitida, lupénka, otitis a atopicky ekzém. (Cooper, 2011, Thayikkannu a Kindo, 2015).

Mezi systémové patii infekce krevniho obéhu hlavné u novorozenct s katétrem a u

star§ich osob s oslabenym imunitnim systémem (Thayikkannu a Kindo, 2015).
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2.1.4 Trichosporon

Tento rod produkuje uredzu a vytvaii mycelia. Kolonie maji voskovy, sametovy,
bily az nazloutly vzhled a jsou vyvySené. Nachazi se stejn¢ jako Malassezia na kizi.
Nejvétsimu riziku jsou vystavéni pacienti po chemoterapii, chirurgickém zakroku a pacienti
s HIV. U imunokompromitovanych pacientti zpisobuje diseminované infekce, které
postihuji jatra, plice a slezinu. Nejznamé&j$imi druhy jsou T. cutaneum a T. asahii
(Wellehan, 2016).

2.1.5 Sporobolomyces

Tento rod se vyskytuje v rizném prostiedi. Vytvaii rizové nebo oranzové kolonie
alze jej rozeznat od jinych kvasinek. Tvofi reprodukéni blastokonidie. Sporobolomyces
zpusobuje u lidi dermatitidu, tvorbu nosnich polypl, puchyfe na kiizi, eumycetomu
(granulomatozni onemocnéni, postihujici hlavné koncetiny, n¢kdy i bfisni nebo hrudni
sténu). U oslabenych pacienti mize vyvolat invazivni infekci. Byl zaznamenan maly pocet

ptipadti nakazenim (Cooper, 2011,Wellehan, 2016).

2.1.6 Rhodotorula

Rod Rhodotorula patii mezi basidomycety. Kvasinky jsou vSudypfitomné a lze je
nalézt ve vzduchu, pud¢, jezerech, v mléce a v potravinach. Vytvafi rizové az Cervené
kolonie. Charakteristickym znakem této kvasinky je, Ze nevytvaii hyfy ani pseudohyfy.
Rhodotorula je soucasti mikrobiomu kize a gastrointestinalniho traktu. Je znamo osm druhd,
Z nichz tfi zpisobuji u lidi onemocnéni. Jsou to R. mucilaginosa, R. glutinis a R. minuta.
R. mucilaginosa zpisobuje u pacientli s hematologickymi malignitami a zavedenymi
centralnimi katétry pfevazné infekce krevného ob&hu, dale meningitidy, ocni infekce,

endokarditidy a peritonitidy (Cooper, 2011,Wellehan, 2016, Wirth a Goldani, 2012).
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3 Rod Candida

Existuje zhruba 15 druht kvasinek rodu Candida, které mohou byt pro ¢lovéka
patogenni. Nejvice hlasenych invazivnich kandidoz je zptisobeno druhy: Caninda albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei a C. tropicals. Tyto druhy se li$i virulenci,

epidemiologii a citlivosti na antimykotika (Dadar, 2018).

Candida spp. vyuzivaji Sirokou Skalu faktorti virulence, ktera umoziiuje infikovat
hostitele. Mezi faktory virulence patii: exprese adhezinli a prinik do hostitelské buiiky,
tvorba biofilmu, vylu¢ovani hydrolytickych enzymt, metabolicka flexibilita, pfizptisobeni
zméndm pH okolniho prostfedi, morfologické formy (kvasinkovéa je nutnd pro klondlni

expanzi a hyfy jsou potiebné pro virulenci) a jiné (Dadar, 2018, Mayer, 2013).

Bunéény povrch slouzi jako hlavni antigenni determinant, kde dochazi k prvnimu
kontaktu s hostitelem. Pti kontaktu s povrchem (napiiklad hostitelské bunky) dojde
k pfeméné kvasinky na hyfy. Rust hyf je fizen pies thigmotropismus. Thigmotropismus
napomaha k uplnému poskozeni epitelidlnich bunék. EXprese invazini zprostfedkovava
vstup patogenu do hostitelské buiky pies indukovanou endocytézu nebo pies aktivni

proniknuti do buniky (Mayer, 2013).

Candida spp. je soucasti lidského t€la jako mikroflora zazivaciho traktu, ust a sliznic.
Pii jejim pfemnoZeni, ale i pifi poruSe slizni¢ni bariéry, mize dojit k zavaznym infekcim.
Takto zptisobena onemocnéni se nazyvaji kandidozy (Cooper, 2011, Dadar, 2018).

Kandidézy se vyskytuji pfevdzné u imunokompromitovanych lidi. Jednd se
piedevsim o pacienty s AIDS, rakovinou nebo o piijemce transplantace organt a kostni
dfené. Velké riziko nastdva i u chirurgického zakroku, u predCasné¢ narozenych déti, u
pacientl s jaternim onemocnénim nebo diabetes mellitus, pti zavedeni mocového katetru
nebo pii uzivani Sirokospektralnich antibiotik. Nejzavaznéjsi jsou kandidozy v krevnim
obéhu, které¢ vedou k vysoké umrtnosti. Zasadnim problémem pii 1écbé, byva vysoka

odolnost ne¢kterych kment K bézné pouzivanym antimykotikiim (Dadar, 2018).

Rozlisit jednotlivé druhy kvasinek rodu Candida spp. je nekdy obtizné. Proto se
vyuziva fenotypové a genotypové charakteristiky pomoci DNA. Dalsi moznosti jak
jednotlivé kvasinky od sebe rozliSit je pouziti CHROM agaru, kde se za urcité teploty

rozli$uji barevné kolonie a jejich rist na daném agaru (Cooper, 2011).
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3.1 Druhy Candida

3.1.1 Candida albicans

Nejznaméjsi a nejvice studovana a spojena s onemocnénim je Candida albicans.
Kvasinku C. albicans nalézame v gastrointestialnim traktu, na kGzi a sliznicich, kde
nezpusobuje zadné zdravotni komplikace. Pokud dojde k naruseni normalni mikroflory je

schopna vyvolat symptomatické infekce sliznic (\VVotava, 2010).

Candida abicans je polymorfni houba, ktera roste bud’ jako kvasinka elipsovitého tvaru nebo
jako hyfa. Obé tyto formy jsou dulezité pii patogenité. Zalezi na Zivotnich podminkéch. Pfi
pH niz§im nez 6 roste jako kvasinka, ale pti pH vy$§im jak 7, je vyvolan rast hyf. Existuje
ale i fada podminek, kterd podporuje rust hyf. Tvorbu hyf stimuluje pfitomnost séra,
nedostatek nutrientl a oxid uhli¢ity. Pfechod mezi témito formami se nazyva dimorfismus

(Mayer, 2013).

3.1.2 Candida glabrata

Z morfologického hlediska jde o haploidni kvasinku, blastokonidii, kterd je
velikostné mensi nez C. albicans. Vytvaii biofilm, fermentuje glukozu, ale netvoti hyfy.
(Perlin, 2015).

Candida glabrata byla difive povazovana za nepatogenni kvasinku. U zdravych
jedincti se vyskytuje jako saprofyt ustni dutiny. V soucasnosti je ale povazovéna za
oportunni patogenni kvasinku, z divodu castého uzivani Sirokospektrych antibiotik.
Zpusobuje zavazné systémové infekce. Jde o infekce oralni, krevného ob&hu a vaginitidy.
Po C.albicans je tfeti nejcastéjsi pfic¢inou vzniku kandidéz. Nachazi se
u imonokompromitovanych pacient a pacientd s diabetes mellitus. Tyto infekce se $patné

1é¢i, z duvodu rezistence na bézna antimykotika (Perlin, 2015, Rodrigues a Silva, 2014).

3.1.3 Candida parapsilosis

Pod mikroskopem jsou vidét kulaté az valcovité bunky. Na rozdil od C. glabrata, je
schopna stejné jako C. albicans existovat ve formé jako kvasinka nebo pseudohyfa.
Pseudohyfy mohou byt dlouhé a vétvit se. Jejich tvorba je tizce spojena s ptitomnosti

aminokyselin v kultiva¢nim médiu (hlavné citrulin). (Cooper, 2011, Fidel a Vazquez, 1999)
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Candida parapsilosis patii mezi komenzaly kuze. Pokud dojde k naruseni této
bariéry, stavd se patogenem. Zpisobuje onemocnéni pfevazné u novorozenct, dale u
pacientl se zavedenymi intravendznimi katétry nebo implantaty. Zptisobuje meningitidy,

endokarditidy a peritonitidy (zanét pobfisnice). (Fidel a Vazquez, 1999).

3.1.4 Candida krusei

Candida krusei existuje ve dvou formach stejné jako C. albicans. Jde tedy o dimorfni,
protahlou bunku, kterd tvarem pfipomind ryzi a patii mezi blastokonidie. Na rozdil od jinych
Candida spp. ma daleko silngjsi bunécnou sténu, kterd se sklada ze Sesti vrstev

(Chai a Denning, 2010).

Ma vrozenou rezistenci na Flukonazol a sniZenou citlivost na Amfotericin B. Je soucasti
ustni dutiny. Pokud dojde k naruseni rovnovahy, stavd se patogenem, ktery zpusobuje
invazivni kandidézy. Nebezpecnym patogenem se stava pro pacienty s hematologickymi
malignitami, pro piijemce implantatl nebo pro pacienty S neutropenii (maji snizeny pocet

leukocytit) (Cooper, 2011, Chai a Denning, 2010).

3.1.5 Candida tropicalis

Candida tropocalis je diploidni, dimorfni kvasinka. Pfevazné se nachazi v teplych a
vlhkych oblastech svéta. U onkologicky nemocnych lidech a novorozencii s nizkou porodni
hmotnosti, hrozi zvy$ené riziko vzniku kandidéz, které mohou byt smrtelné. Castym

onemocnénim byva nozokomialni kandidémie a kandiurie (Cooper, 2011, Trofa, 2008).

3.1.6 Candida dubliniensis
Candida dubliniensis se naléza v ustni dutiné. Je nachylnad k bézné uzivanym
antimykotikiim. VétSinou byva zaménovana za C. albicans. K jejich rozliseni se pouzivaji

specialni kultiva¢ni média, kde se rozliSuje barva kolonii, tvorba hyf, chlamydospor atd.

U pacienti sHIV a AIDS zplsobuje ordlni nebo erytematéozni kandidozy
(Samaranayake,1994, Sullivan a Coleman, 1998).

Mezi dalsi Candida spp. patii: C. guilliermondii a C. lusitaniae. Jedna se sice o
oportunni patogenni kvasinky, ale vyskyt infekci je nizky. Nalézdme je u pacientl
s hematologickymi malignitami a u imonokompromitovanych pacientti. Jedna se predevsim
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o invazivni, nozokomialni infekce traviciho a mocového traktu nebo endokarditidy
(Cooper, 2011).

3.2 Typy kandidoz

3.2.1 Oralni (astni) kandid6za

Oralni kandid6za miize byt rozdélena do nékolika forem. Nejbeznéjsi jsou akutni
pseudomembranozni (oznacovana jako ,,moucnivka®) a chronicka atroficka kandidoza.
Pseodomembrano6zni kandidéza se vyskytuje u malych déti a u starych lidi. Na sliznici
tvarich, jazyka a dasnich se objevuji bilé¢ povlaky. Chronicka atroficka kandidoza je Casto
asymptomatickd. Objevuje se u lidi se zubni protézou, kde tvoii anguldrni chelitidu
(zénétlivé  postizeni ustnich koutkil) a zarudnuti (nékdy byvaji az bolestivé)

(Ashbee a Bignell, 2010).

3.2.2 Vaginalni kandidéza

Tato kandid6za se vyskytuje u mnoha zen. Mezi jeji pfiznaky patii svédéni, paleni
a bolest. Tato infekce byva nejvice zpisobena kvasinkami C. albicans, ale i C. glabrataa C.
krusei. Vyskytnout se mize i u t¢hotnych Zen ((Ashbee a Bignell, 2010).

3.2.3 Diseminovana kandidéza (,,roztrousena*)

Jde o systémovou kandidozu. Kvasinka, C. albicans, se dostane do krve a je
jater, centralni nervové soustavy a ledvin. Diagnostika u téchto kandid6z byva obtizna.
Vyuzivaji se ktomu pocitacova tomografie a  mikroskopické  vySetfeni

(Ashbee a Bignell, 2010, Zazula, 2005).

3.2.4 Kandidurie

Jde o kandidozu mocovych cest. Je zptisobena prevazné Candida albicans a casteji
postihuje Zeny, nez muze. U zdravych jedincl je vzacnd a vyskytuje se u pacientd, ktefi
podstoupili chemoterapii, maji zavedeny katétr, uzivaji dlouhodobé antibiotika a u pacientt

ve vyssim veku (Rozsypal, 2008, Gémez-Lopez, 2008, Kladensky, 2016).
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3.2.5 Endokarditida

Endokarditida je vzacné onemocnéni, které byva az smrtelné. Jde o zanétlivé
onemocnéni vnitiniho povrchu srdce (endokardu) zptisobené mikroby (bakterialni,
mykotické), které postihuje jakoukoliv cast srdce. Nejcastéji to byvaji chlopni vady
(Troubil, 2007).

3.3 Faktory virulence

3.3.1 Adheziny a invaziny

Candida spp. vyuziva soubor proteinti (adhezint), které umoznuji adherenci na rizné
mikroorganismy, abiotické povrchy a hostitelské bunky. Adheziny jsou specialni proteiny
nachdzejici se na povrchu bunééné stény. Struktura proteini se sklada ze tfi
¢asti. N-terminalni ¢ast adhezinu obsahuje sacharidovou nebo peptidovou doménu a vy¢niva
z bunééného povrchu. C-konec obsahuje misto pro pfipijeni GPI misto a spojuje adhezin
s bunéénou sténou. Stiedni ¢ast adhezinu se sklada ze serinu a threoninu (Verstrepen, 2006).
Jde o proteiny podobné aglutininovym sekvencim (Als1-Alsl9). Alslp a Als5p dokazi
pfilnout na bukalni epitealni buiiky a na fibronektin. BEhem ran¢ho stadia infekce je dulezity
Alslp, ktery adheruje na ustni sliznici (Mayer, 2013). Dalsim dulezitym adhezinem je
HWP1. N-konec HWP1 slouzi jako substrat pro savéi tranglutaminazu. Tato reakce
usnadnuje kovalentni navazani hyf na hostitelskou buniku (Nobile, 2006). Mezi adheziny
patii 1 Intl, ktery byl lokalizovan na povrchu kvasinek. Krom¢ adheze, se podili na stfevni

kolonizaci a virulenci (Mayer, 2013, Cooper, 2011).

3.3.2 Tvorba biofilmu

Mezi dalsi faktory virulence patii tvorba biofilmu. Biofilmy jsou mnohobunééné
komunity pfipojeny k zivym (biotickym) a nezivym (abiotickym) povrchim a lisi se u
kazdého mikroba svoji strukturou a vyvojem. Biofilmy se tvofi na tkanich, protézach,
katétrech a dalSich povrSich. Biofilmy kvasinek odolavaji béZnym antimykotikiim,
imunitnimu systému hostitele a okolnim vlivim (pH, teplota) (Troubil, 2007). Tvorba
biofilmu zahrnuje adherenci kvasinek k substratu, jejich proliferaci, vytvareni hyf v horni
Casti biofilmu, nahromadéni extracelularni matrix a disperzi (rozptyleni) kvasinkovych

bungk z biofilmu (pfispiva k virulenci). Je fizena n€kolika transkripénimi faktory. Mezi tyto
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faktory patii: Berl, Tecl a Efgl (Mayer, 2013). Berl je dilezity pro expresi proteint
bunécéné stény, dale podporuje adherenci a tidi produkci Alsl a Als3. Tecl reguluje

transkripci Berl (Nobile, 2006).

Nové byly objeveny dal$i vyznamné transkripéni faktory: Ndt80, Robl a Brgl. Pokud by
jeden z téchto faktor chybél, doslo by k defektni tvorbé biofilmu.

Pfi zrani biofilmu, je dulezitd pfitomnost extracelularni matrix, kterd obsahuje
monosacharidy, polysacharidy a proteiny. Extracelularni matrix chrani bunky pied
imunitnim systémem hostitele a antimykotiky. Extracelularni matrix je fizena pozitivnimi a
negativnimi faktory. Mezi negativni regulacni faktor patfi Zapl. Ten snizuje
tvorbu B-1,3-glukanu, ktery je dilezitou slozkou biofilmu pii ochrané kvasinky. Pozitivnimi
regulatory pro produkci p-1,3-glukanu jsou glukoamylazy, glukan transferazy a
exoglukanazy (Mayer, 2013, Cooper, 2011, Bojsen a Andersen, 2012).

3.3.3 Produkovani hydrolaz

Po adhezi kvasinky na hostitelskou buiiku (na jeji povrch) zaénou rist hyfy. Tyto
hyfy mohou vylucovat specialni hydrolazy, které kvasinkam usnadnuji proniknuti do
hostitelské buniky. Hydrolazy jsou sekretovany i blastosporami (kvasinkovou, nehyfalni
formou). Patii sem proteaza (enzym Stépici proteiny), fosfolipaza (enzym S§té€pici molekulu
obsahujici lipid s fosforem) a lipaza (enzym, ktery $tépi tuky na glycerol a mastné kyseliny).
Jde o extracelularni enzymy, které naruSuji bunéénou membranu, a tak pfispivaji

k patogenité (Mayer, 2013, Cooper, 2011).

Sekretované aspartatové proteinazy (SAP) jsou produkovany C. albicans,
C. glabrata a C. parapsilosis. U C. albicans je 10 izoenzymti SAP zodpovédnych za aktivitu
proteindzy. Sekretované aspartatové proteindzy 1-8 jsou vyluCovany do extracelularného
prostoru. SAP 9-10 jsou ukotveny v membrang. Ulohou SAP je poskozovani tkani, zména
V imunitni odpovédi a zachovani integrity povrchu kvasinek. Exprese SAP byla prokdzana

u systémovych a oralnich kandidéz (Sardi, 2013, Yang, 2003).

Fosfolipazy (PL) u C. albicans byly rozfazeny do 4 skupin: A, B, C a D. Enzymy
hydrolyzuji esterové vazby glycerolfosfolipidu, ktery je soucdsti bunécnych membran

(Calderone a Clancy, 2011).
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DalSim dtlezitym proteinem je hemolyzin, ktery je produkovan kvasinkou
k destrukci Eervenych krvinek a naslednému ziskani Zzeleza. Zelezo je dileZitym prvkem pro

vyvoj kvasinky (Sardi, 2013).

3.3.4 Metabolicka adaptace
Tato schopnost pomahé nejenom kvasinkam, ale i dalsim Zivym mikroorganismim
prezivat a ziskavat potfebné Ziviny v ménicim se prostiedi. Tuto schopnost adaptace

vyuzivaji patogeny v hostitelském prostiedi.

Mezi hlavni ziviny mikroorganismu patii glukdza, lipidy, aminokyseliny a proteiny.
Mikroorganismy, které ziji jako komenzalové v zazivacim traktu se navzajem ovliviiuji a
reguluji tak svij rist a pfijem zivin. Pokud ale dojde knerovnovaze, naptiklad
k diseminované kandidoze (infekce krve), ziskavaji v krvi daleko vice zivin (glukozy) a

zacinaji se rychle mnozit.

Dalsim mistem, kde se dokazi adaptovat je uvnitf makrofagh. Pokud dojde
k fagocytdoze makrofagem nebo neutrofilem, zméni se nutriéni podminky. Fagocyt zacne
uvnité produkovat reaktivni kyslikové a dusikové radikaly i antimikrobialni peptidy.
Dochazi i ke snizeni koncentrace zivin a kvasinka se musi co nejrychleji prizpusobit.
Z aminokyselin ziskava uhlik, neutralizuje vnitini prostfedi makrofagu a je schopnase i z ngj
dostat. A to tak, ze inhibuje jeho produkci antimikrobialnich peptidi a sama indukuje tvorbu

hyf, které pronikaji skrz makrofag pomoci mechanickych sil (Mayer, 2013).

3.4 Genom Candida spp.

Genom Candida albicans se sklada z osmi pari chromozomalnich homologt. Jejich
velikost se pohybuje v rozmezi 0,95-3,3 MB. I kdyz se jedna o diploidni bunky, projevuji
vysoky stupen plasticity genomu, chromozomalni pieskupeni vyskytujici se v reakci na
stres, to muze vést k aneuploidii. Zakladnimi prvky chromozomu jsou centromera, pocatek

replikace DNA a telomery (Legrand, 2019).
3.4.1 Centromera
Centromera usnadiuje oddé€leni sesterské chromatidy pomoci tvorby kinetochoru

behem mitdzy. Pro spravnou funkci centromery je nutné jeji shlukovani a strukturni integrita
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kinetochoru. Pti tbytku a poruse kinetochorového proteinu, dojde k pfemisténi a degradaci

CENP - A, ktery tvori centromery chromatinu (Zazula, 2005).

3.4.2 Replikace DNA, telomery a MRS

Zacatek replikace DNA muze byt nalezena na dvou mistech. Na ramenech
chromozomu a v blizkosti centromery (nebo i pfimo na centromeie). Centromericka DNA
spole¢né s proteiny homologni rekombinace hraje duleZitou roli pii vlozeni CENP-A do

centromery (Zazula, 2005).

Telomery se nachézeji na konci chromozomu, zajist'uji jeho replikaci a ochranu pred

degradaci (Zazula, 2005).

Specialnim znakem genomu je hlavni opakovani sekvence (MRS). Je pfitomna na
vSech chromozomech, kromé chromozomu 3. Je slozena ze tfi podjednotek a pokryva
priblizné 3 % celkového genomu. Sklada se z euchromatinu (spiralizovany chromatin) a
heterochromatinu. MRS ovliviiuje ¢etnost nondisjunkci (selhani homolognich chromozomi

béhem bunétného déleni) a slouzi pro vytvoieni karyotypické rozmanitosti (Zazula, 2005).

3.4.3 Heterozygosita

Heterozygozita znamena piitomnost riznych alel v jednom nebo vice lokusech na
homolognich chromozomech. Heterozygozita maskuje jakékoliv Skodlivé recesivni mutace,
kter¢ mohou byt pfitomny v genomu. Pii mitotické rekombinaci, genové pfeméné mezi
homolognimi chromozomy, kiizeni DNA nebo ztraté chromozomu a duplikaci muze dojit
ke ztraté heterozygozity. To mize ovlivnit kratké useky genomu. Mezi negativni podminky
prostiedi, které vyvolaji ztratu heterozygosity patii UV svétlo, oxida¢ni stres a ucinky

antifungalnich ¢inidel (Legrand, 2019).

3.4.4 Aneuploidie

Aneuploidie je typ chromozomové mutace, kde dochazi ke sniZzeni nebo naopak ke
zvySeni poctli chromozomu. Pfiinou aneuploidie je chyba v chromozomalni segregaci
béhem mitdzy a meidzy, kdy dojde k nerovnomérné segregaci sesterskych chromatid. Pokud
je kvasinka vystavena tepelnému Soku, antimykotikiim nebo vliviim hostitelského prostiedi,
muzZe to vyvolat aneuploidii specifickych chromozomii. Nasledkem mohou byt fenotypové

zmény, které umozni kvasince rychle se pfizplisobit zménam Zivotniho prostiedi. Pfikladem
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je izochromozom. Izochromozom se sklada ze dvou levych ramen chromozomu 5 obsahujici
geny ERG11 aTAC1, které jsou zodpovédné za vznik rezistence na antimykotika
(Forsche, 2014, Zhu, 2018).
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4 Lécba kvasinkovych infekci
K 1é¢bé slizni¢nich nebo systémovych infekcei, se podavaji antifungalni 1éciva. Pro
povrchové infekce se vyuzivaji lokalni antimykotika a pro systémové infekce antimykotika

peroralni nebo intraven6zni. Zpusob jejich podani je dulezity pro volbu vhodného 1éku.

Existuje nékolik tiid: azolova a polyenova antimykotika nebo nova skupina
antimykotik echinokandiny (MCManus a Coleman, 2014). Lécba kvasinkovych infekci neni
jednoducha. Je zavisla nejen na citlivosti daného druhu kvasinky, ale i na toxicité 1éCiva a
Iékovych interakei. VIiv na GspéSnou 1écbu ma také zdravotni stav pacienta a kde se dana
infekce ¢i nemoc nachazi (Canuto a Rodero, 2002). S nartistem rezistence na 1é¢iva se védci
snazi nachazet nova léc¢iva, kterd budou Uc¢inna proti patogennim kvasinkdm, ale neohrozi

zdravi pacienta (Rozsypal, 2008).

4.1 Druhy antimykotik

4.1.1 Azoly

Azoly se déli na n€kolik skupin. Mezi ty nejstar§i patii imidazoly (Mikonazol,
Klotrimazol), pozdgji triazoly (Flukonazol) a nejnovéjsi skupinou jsou derivaty triazolu
(Posakonazoly). (Spampinato a Leonardi, 2013) Podavaji se jako peroralni tablety, ¢ipky,
masti nebo intravenozné (Rozsypal, 2008). Tato antimykotika inhibuji aktivitu cytochromu
P450 (lanosterol-14a-demethylazy), coz je enzym podilejici se na biosyntéze ergosterolu,
ktery je nejvyznamnéj$i sterolovou slozkou v bunééné membrané kvasinek. Tim dojde 1
K inhibici rastu a replikace kvasinek. Léky jsou urceny pro lé¢bu lokalnich a invazivnich

infekci (Spampinato a Leonardi, 2013).

Nejcastéji se pouzivaji k 1é¢bé koznich onemocnéné zpisobené Malassezia spp.
nebo i orofaryngealnich kandidéz a kryptokokoz (Carrillo-Munoz, 2006). Napiiklad
Flukonazol je ucinny proti Candida spp a lehce piisobi proti Cryptococcus spp. Neékteré
druhy jsou vuci Flukonazolu rezistentni. Naptiklad Candida krusei a Candida glabrata. Tyto

kvasinky se 1é¢i pomoci Posakonazolu (Rozsypal, 2008).
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4.1.2 Polyeny

Dalsi skupinou 1é¢iv jsou polyeny. Nejvice uzivanymi polyeny jsou Amfotericin B a
Nystatin. Tvoii komplex mezi molekulou antimykotika (Amfotericin B) a ergosterolem
nachazejicim se vV membrané. Dochazi K naruSeni dulezité lipidové slozky a tvorbé pora
vV membrané, coz vede ke zméné permeability membrany a uniku dualezitych
cytoplazmatickych latek ven. To vede ke smrti bunky (Spampinato a Leonardi, 2013).
Amfotericin B ma silné fungicidni ucinky. Pasobi proti C. albicans, C. parapsilosis,
C.tropicals, C. glabrata nebo Cryptococcus spp. Ale mezi nezadouci ucinky
Amfotericinu B patii nefrotoxicita. Proto se pouzivaji jeho lipidové derivaty, které maji

mnohem nizsi toxicky Gcinek, ale jsou stejné ucinné (Rozsypal, 2008).

UZivaji se v 1écbé systémovych mykotickych onemocnéni, pti 1é€bé invazivni,

diseminované a orofaryngealni kandidoze (Carrillo-Munoz, 2006).

4.1.3 Echinokandiny

Echinokandiny jsou cyklické lipopeptidy o molekulové hmotnosti kolem 1200 kD.
Chemicky jde o cyklické hexapeptidy s N-acyl lipidovym postrannim fetézcem. Existuji tii
klinicky vyznamné echinokandiny: Kaspofungin, Mikafungin a Adinulafungin. VSechny tfi
echinokandiny jsou rozpustné ve vodé a lisi se strukturou postranniho fetézce, ktera je
dilezita pro antifungélni aktivitu. Podavaji se pouze intraven6zné. Jejich toxicita pro ¢loveka
je nizka, a tedy pro pacienta vhodna. VyuZzivaji se pro 1écbu systémovych mykoéz zpiisobené
druhem Candida spp. Jsou ucinné i proti biofilmim. Vznik rezistence vié¢i echinokandinim

je vzacny (Kofla a Ruhnke, 2011).

Hlavnim ukolem echinokandinli je inhibice syntézy B-glukani v bunécné sténé.
Piesné&ji echinokandiny se vazi na FKS1 a inhibuji nekompetitivn€ enzym B-glukan syntazu,
coz vede K naruSeni strukturni integrity bunééné stény (Spampinato a Leonardi, 2013). Toto
poskozeni vede K zranitelnosti vii¢i osmotické 1yze. (MCManue a Coleman, 2014, Rozsypal,
2008).
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4.1.4 Flucytosin

Chemicky jde o fluorovanou pyrimidinovou bazi 5-fluorocytosinu, ktery inhibuje
proteosyntézu. Flucytosin je aktivné transportovan do bunky pomoci cytosin permeaza, kde
je pfeménén na 5-fluorouracil a pozdé&ji pyrofosforylazou na kyselinu 5-fluorouridovou. Ta
je dale fosforylovana a zapsana do transferové RNA, kde dojde k blokovani proteosyntézy.
5-fluorouracil se preméni na monofosfat 5-flurodeoxyuridin, ktery inhibuje enzym
thymidylat syntetazu. Tento enzym se podili na syntéze DNA a na procesu déleni jader
(Spampinato a Leonardi, 2013). Hlavnim nezadoucim u¢inkem je toxicita. Pouziva se pouze
v kombinaci sjinymi léky pro 1écbu kryptokokové meningitidy a tézkych kandidoz
(Rozsypal, 2008).

4.1.5 Sordariny
Sordariny se fadi mezi vyznamna a uc¢inna antimykotika. Sordarin inhibuje syntézu
proteint u C. albicans. Cilovou molekulou je elongaéni faktor, ktery ma na sobé vazebné
misto pro toto 1é¢ivo. Tento faktor katalyzuje ribosomalni translokaci béhem proteosyntézy.
Nejucinngjsi byvaji jeho derivaty, které pomahaji proti fadé kandidéz, aspergildz a

mnoho jiného (Gulati a Nobile, 2016).

4.1.6 Allylaminy
Mezi allylaminy patii terbinafin (Lamisil) a naftifin (Exoderil). Zptsobuji inhibici
enzymu skvalen epoxidaza, ktery je dulezity pro tvorbu ergosterolu v bunéné sténé.

Nastava nedostatek ergosterolu a nahromadéni skvalenu (Patocka, 2011).

Pouziva se pro lécbu koZnich mykdz. Jeho nevyhodou je nizkd ucinnost proti

kvasinkam. Vice se vyuziva proti plisnovému onemocnéni (Carrillo-Munoz, 2006).

4.1.7 Griseofulvin

Jedna se o ATB, které je produkovano druhem Penicillium. Griseofulvin ma
fungistatické uc¢inky na dermatofyty. Pfi jeho ptisobeni dochazi k poruse syntézy nukleovych
kyselin a rastu hyf (Silva, 2012).
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4.1.8 Thiokarbamatové derivaty

Thiokarbamatové derivaty (Tolnaftat, Tolciklat) slouzi jako topické 1éky, které maji
Sirokospektralni u¢inek. Ma podobny ucinek jako azolova antimykotika. Dochazi k inhibici
syntézy ergosterolu v bunécné membrané. Pouzivaji se pii 1écbé dermatomykoz

(Silva, 2012).

4.1.9 Morfolinové derivaty

Je to velmi G¢inné, Sirokospektralni antimykotikum. Mezi u¢inné topické 1éky patii
Amorolfin, ktery mé fungisticky ti¢inek. Jako ostatni antimykotika, tak i toto 1é¢ivo naruSuje
biosyntézu ergosterolu. Amorolfinem se 1é¢i onychomykoézy (infekce nehtll) vyvolané

rodem Malassezia (Silva, 2012).

4.1.10 Ciklopirox olamin

Ciklopirox olamin je chemicky hydroxypyrimidin, ktery slouzi pro 1é¢bu koznich
infekcei, kandidoz nebo dermatofytdzy. Ciklopirox, chelatuje kationty zeleza a hliniku. Tim
dojde K inhibici enzymu, ktery neni schopny degradovat peroxid vodiku v buice
(Buchta, 2009).

4.1.11 Lécba slizni¢ni infekce
Kromé bézné uzivanych azolovych antimykotik, se lokéalné jako dezinfekce pouziva

i gencianova violet', borax glycerin nebo jodové piipravky (Silva, 2012).
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5 Mechanismus rezistence

Rezistence znamend, Ze dany mikroorganismus nereaguje na podavané lécivo.

Rezistenci mizeme délit na mikrobiologicky primérni, sekundéarni a klinickou.

Primarni rezistence, neboli vnitini, vznika u mikroorganismt, ktery nikdy nepftisel
do styku s danym IéCivem a jeho pusobenim. Sekundarni rezistence je ziskana. Dany
mikroorganismus se jiz setkal s 1éCivem nebo jeho ucinnou latkou. Klinickéd rezistence
vznikd pfi selhani terapie, pii opétovném objeveni infekce nebo dlouhodobém uzivani

antimykotik a jinych 1€kt (Ghannoum, 1999, Loeffler a Stevens, 2003).

Mikroorganismy ziskéavaji rezistenci vici danému lécivu prostfednictvim genomové
mutace nebo pies horizontalni pfenos genetické informace (jeden organismus ziskava
geneticky material jiného jedince). Mikroorganismy mohou ziskat geny, které koduji cilové
enzymy (odstranéni vazebného mista, zvySeni produkce enzymil), efluxni pumpy

a metabolickou drahu (tvorba steroli) (Tenover, 2006, Ghannoum a Rice, 1999).

5.1 Rezistence na azoly - Flukonazol
Jak jiz bylo zminéno, Flukonazol inhibuje biosyntézu ergosterolu. Je zndmo nékolik
mechanismu rezistence viuc¢i azolim. Mezi né patii nadmérna exprese ERG11, zvySena

exprese efluxnich pump, bodové mutace ERG11 (Waugh, 2007).

5.1.1 Bodové mutace

Bodové mutace jsou jednim z mechanismi rezistence, kde v enzymu dochazi
k aminokyselinovym substitucim. Bylo zjisténo nékolik aminokyselinovych substituci
v ERG11, ktery koduje enzym lanosterol-14a-demethyldaza. Tyto mutace mohou zménit
afinitu enzymu k 1é¢ivu u kvasinky C. albicans. Jedna z bodovych mutaci vede k nahrazeni
argininu v poloze 467 lysinem. Tato zdména mtize mit za nasledek zmény v hem kofaktoru.
U dalsi bodové mutace v genu ERG11 dochazi k nahrazeni threoninu alaninem (T315A)
v poloze 315. Mutace T315A se nachazi v aktivnim misté enzymu, snizuje se enzymaticka

aktivita a vazba azol na aktivni misto (White a Marr, 1998).
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5.1.2 ZvySena exprese ERG11

Zvysena exprese ERGI11 snizuje citlivost na Flukonazol. Doprovazi expresi
efluxnich pump a bodovou mutaci R467K (ndhrada argininu lysinem). Ke zvySeni exprese
ERG11 mize dochazet prostiednictvim amplifikace genu ERGI11 (duplikaci
5. chromozomu) nebo ptitomnosti izochromozomu 5L. U C. glabrata dochazi k duplikaci

celého chromozomu, coz indukuje zvySeni poc¢ta kopii genu ERG11(Klepser, 2001, Sasse,
2012).

5.1.3 Efluxni pumpy

Efluxni pumpy jsou dilezitym mechanismem rezistence. SniZuji intracelularni
akumulaci 1é¢iva dvéma zplsoby. Miize dojit k zabranéni vstupu 1é¢iva do buiiky nebo
k jeho odstranéni. Existuji dva typy efluxnich pump: MFS proteiny a ABC transportéry. Lisi

se svou strukturou, zdrojem energie a cilovymi substraty (Klepser, 2001).

MF proteiny vyuzivaji jako zdroj energie nutny pro transport protonovy gradient. MF

proteiny jsou kdédovany MDR1 genem.

ABC ziskavaji energii hydrolyzou ATP. ABC (transportér adenosintrifosfatu vazajici
kazetu prostfednictvim aminokyselinové sekvence) se sklada ze 4 domén: dvou
membranovych a dvou cytoplazmatickych domén. ABC transportéry jsou kodovany
nékolika geny, pievazné CDR geny (CDR1 a CDR2).

Zvysend exprese efluxnich pump koédovanych CDR a MDR geny, je nejcastejsi
pti¢inou vzniku rezistence na Flukonazol. CDR geny zajist'uji rezistenci téméf na vSechny

azoly (Ghannoum a Rice, 1999, Morschhéauser,2002).

5.1.4 Zména v biosyntetické draze ergosterolu

Gen ERG3 koduje enzym A 5,6 sterol desaturdza, ktery preménuje
14-methyl-fekosterol na toxické steroly (episterol). Zména v biosyntetické draze ergosterolu
je dalsim mechanismem vzniku rezistence. Mutace genu ERG3, zptisobuje ztratu funkce

enzymu vytvaret toxické steroly. To se projevi sniZzenou ucinnosti azold (Klepser,2001).
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5.2 Rezistence na echinokandiny

Tato 1é¢iva inhibuji enzym B-(1,3)-D-glukan syntetazu. Tim narusi tvorbu buné¢né
stény, coz ma za nasledek smrt kvasinky. Rezistence na toto 1é¢ivo byva zatim nizka u
C. albicans. Naristajici rezistence byla prokazana u Candida glabrata. Pfi mechanismu
rezistence na echinokandiny, dochazi k bodovym mutacim genu FKS (omezeni
aminokyselinovych substituci) ve dvou oblastech. U Candida albicans, C. parapsilosis a C.

guilliermondii je to v oblastech FKS1 a u Candida glabrata FKS2.

U C. albicans dochazi ke zméné serinu na prolin, tyrosin a fenylalanin v poloze 645
a patfi mezi dominantni mutace. Rezistence zavisi na expresi FKS genu (Morschhéuser,
2016, Balashov a Park, 2006). U C. parapsilosis a C. guilliermondii probiha substituce
prolinu na alanin v poloze 660 (Walker a Gow, 2010).

5.3 Rezistence na polyeny

Rezistence na Amfotericin B a Nystatin se vyskytuje vzacné, ale presto nékteré druhy
jsou rezistentni (C. lusitaniae). Prvni moznosti vzniku rezistence, je nahrazeni nékterych
nebo vsech sterolil vazajici polyeny. Tim dojde ke sniZeni fluidity (tekutosti) membrany a
snizeni afinity Amfotericinu B K této membrané. Dal$i moznosti je snizeni obsahu
ergosterolu v membrané, coz miZze mit za nasledek snizeni polyenové aktivity. Tyto
membranové zmény mohou byt zptisobeny mutacemi v genu ERG3, ktery se podili na

biosyntéze ergosterolu. (Canuto a Rodero, 2012, Ghannoum a Rice, 1999)

5.4 Rezistence na Flucytosin

Rezistence mize vzniknout dvéma mechanismy. Prvnim mechanismem je snizeni
cytosin-permeazové aktivity, kde nasledné dojde ke sniZzeni bunéc¢né absorpce IéCiva.
Druhym mechanismem je ztrata aktivity enzymu uracil fosforibozyltransferaza, ktery je
dilezity pro pfeménu 5-fluorouracilu na kyselinu 5-fluorouridyl. Mutaci genu FCY2 (gen
kodujici cytosin-permeazu) vznika rezistence vuci flucytosinu (Canuto a Rodero, 2002,
Ghannoum a Rice, 1999, Loeffler a Stevens, 2003).
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6 Zavér
Cilem této prace je ve stru¢nosti popsat mutace zpusobujici rezistenci u kvasinek

rodu Candida vici antimykotiktim.

Kvasinky se fadi mezi jednobunécné houby, které se pfevazné rozmnozuji pucenim.
Pro sviij rast vyuzivaji uhlik, draslik, fosfor a stopové mnozstvi zinku, médi a vapniku. Jako
zdroj energie a uhliku slouzi kvasinkam hlavné sacharidy. Kvasinky maji nezastupitelny
vyznam Vv potravinaiském pramyslu pfi vyrobé pekaiského drozdi, piva a vina. Ve
farmaceutickém primyslu vyuzivaji kvasinky pro produkci karotenu, koenzymu Q 10 a pro

vyrobu probiotik.

Nekteré kvasinky mohou byt soucasti lidského mikrobiomu. Pokud ale dojde
Kk naruseni ochranné bariéry (kize, sliznice) nebo pfemnozeni kolonii, stavaji se oportunnimi
patogeny. U oslabenych jedincit mohou zplsobit zdvazna onemocnéni, ktera mohou byt az
smrtelnd. Kvasinkové infekce se nazyvaji kandidézy a jsou 1é¢eny antimykotiky. K 1é¢bé se
nejvice uzivaji azolova a polyenova antimykotika a nové echinokandiny. Castym uZivanim
téchto 1é¢iv se u kvasinek rozvinula rezistence. Vznikla rezistence u kvasinek je zptsobena
aneuploidii, bodovymi mutacemi nékterych gend nebo jejich zvySenou expresi, které

zpusobi naptiklad zménu nebo odstranéni vazebného mista pro 1é€ivo.
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