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SUHRN

Zévazny medicinsky problém v sG¢asnosti predstavuju mykotické infekcie. Zivot ohrozujice stavy, ktoré su asociované najméa
s imunokompromitovanymi pacientami, spdsobuju vo velkej miere zastupcovia z rodu Candida. Najcastejsim povodcom je kva-
sinka Candida albicans, v poslednych rokoch v$ak dochddza k vyraznému posunu k druhu Candida glabrata a dalsim tzv. non-al-
bicans Candida kvasinkdm (napr. Candida tropicalis, Candida parapsilosis). S vysokou mortalitou su asociované invazivne infekcie
spbésobované multirezistentnou kvasinkou Candida auris. Medzi kvasinkou C. glabrata a ostatnymi pévodcami kandidéz existuje
niekolko rozdielov v biologickych vlastnostiach, ako aj vo faktoroch prispievajucich k virulencii. Vrodene zvy3ena rezistencia voci
azolom je, spolu so schopnostou rychlo nadobudat rezistenciu aj voci ostatnym skupindm antifungalnych latok, nebezpecnou
kombinaciou pri zvladani Uspesnej liecby kandidovych infekcii. Poznanie faktorov podielajucich sa na virulencii a mechanizmov
veducich k rezistencii patogéna voci antifungalnym latkam méze viest k lepsiemu zvladaniu kandidovych infekcii. Nemenej délezi-
tym je hladanie novych cielovych miest pre antifungalnu terapiu. PredloZena praca stru¢ne sumarizuje existujuce poznatky, ktoré
sa venuju uvedenej problematike.
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ABSTRACT
Elias D., Gbelska Y.: Candida glabrata - basic characteristics, virulence, treatment, and resistance

Fungal infections are currently a serious health concern. Life-threatening conditions that occur mainly in immunocompromised
patients are largely caused by representatives of the genus Candida. The most common causative agent is the yeast Candida al-
bicans, but in recent years there has been a significant shift towards Candida glabrata and other so-called non-albicans Candida
yeasts (e.g. Candida tropicalis or Candida parapsilosis). Invasive infections caused by the multidrug-resistant yeast Candida auris
are associated with high mortality. There are several differences between C. glabrata and other causative agents of candidiasis in
biological characteristics and virulence factors. The innate increased resistance to azoles along with the ability to rapidly acquire
resistance to other groups of antifungal agents is a dangerous combination which makes it difficult to manage Candida infections.
A better understanding of the virulence factors and mechanisms of resistance to antifungal agents can benefit the management of
Candida infections. Equally important is the search for new target sites for antifungal therapy. The present work briefly summarizes
the existing knowledge in this area.
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ZAKLADNA CHARAKTERISTIKA

Prva zdokumentovana identifikacia druhu C. glabra-
ta pochadza z roku 1917. HW. Anderson, ktory iden-
tifikoval novy druh huby vo vzorkach ludskej stolice,
udelil kvasinke nazov Cryptococcus glabratus [1]. Na
zaklade morfologickych a biochemickych charakteris-
tik doslo neskér k zmene nazvu na Torulopsis glabrata.
DIhé roky bola C. glabrata znama ako malo nebezpec-
na komenzalna sucast ludského gastrointestinalneho
traktu a z klinickych vzoriek bola izolovana len spora-
dicky. Priblizne od 80. rokov minulého storocia zacal

narastat pocet infekcii spésobenych druhom C. glabra-
ta. Tvorba hyf bola v minulosti klasifikacnym kritériom
pre druhy patriace do rodu Candida. Aviak schopnost
kvasinky spésobovat infekcie, ako aj nepritomnost po-
hlavného rozmnoZovania, nakoniec viedli k zluceniu
rodov Candida a Torulopsis a su¢asnému pomenovaniu
[2]. C. glabrata patri medzi vreckaté huby (Ascomycota).
Rozvoj fylogenetickych analyz zalozenych na porov-
navani nukleotidovych sekvencii odhalil blizSiu pri-
buznost kvasinky C. glabrata s pekarenskou kvasinkou
Saccharomyces cerevisiae ako s kvasinkou C. albicans
a jej sesterskymi druhmi. V sucasnosti je C. glabrata
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Obr. 1. Fylogeneticky strom vybranych kvasiniek (Eremothecium gossypii — vlaknita huba blizko pribuzna

kvasinkam)

Figure 1. Phylogenetic tree of selected yeasts (Eremothecium gossypii — a filamentous fungus closely related

to yeasts)

Fylogenetické studie odhalili, ze C. glabrata patri do kladu Nakaseomyces, ktory je evolucne pribuznejsi
pekérenskej kvasinke S. cerevisiae a len vzdialene pribuzny C. albicans. C. albicans spolu s dalSimi ¢astymi

povodcami kandidéz vytvara oddeleny tzv. CTG klad.

Phylogenetic studies have revealed that C. glabrata belongs to the clade Nakaseomyces, which is evolu-
tionarily more closely related to the baker’s yeast S. cerevisiae and only distantly related to C. albicans. C. al-
bicans, along with other common causative agents of candidiasis, form a separate so-called CTG clade.

sucastou tzv. kladu Nakaseomyces, ktory patri do pod-
oddelenia Saccharomycotina [3]. Mnohé beZzné patogé-
ny z rodu Candida (C. albicans, C. parapsilosis, C. tropica-
lis) patria do tzv. CTG kladu. Kodén CUG v ich pripade
koduje aminokyselinu serin. C. glabrata vsak vyuziva
Standardny geneticky kéd a kodén CUG kéduje amino-
kyselinu leucin [4]. Molekuldrne analyzy zaradili kvasin-
ku C. auris do celade Metschnikowiaceae, ktora je blizko
pribuzna kladu Clavispora [5]. Fylogenetickad skupina
Nakaseomyces pozostava z troch environmentdlnych
druhov - Candida castellii, Nakaseomyces (Kluyveromy-
ces) delphensis a Nakaseomyces (Kluyveromyces) baci-
lisporus, ako aj dvoch novo odhalenych oportunnych
patogénov Candida nivariensis a Candida bracarensis
[6]. Pribuzenské vztahy medzi jednotlivymi kvasinkami
ilustruje obr. 1. C. glabrata tvori sucast prirodzenej mik-
rofléry viacerych sliznic. Vyskytuje sa aj v environmen-
talnych zdrojoch, napr. vo fermentovanych napojoch
a jedlach [7].
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C. glabrata sa vyskytuje takmer vylu¢ne v podobe
ovalnych alebo sférickych blastokonidii. Velkost jed-
notlivych buniek je v rozmedzi od 1 do 4 um. Pri mik-
roskopickom zobrazeni s bunky v porovnani s ostat-
nymi ¢astymi pévodcami kandidoéz (C. albicans 4-6 pum,
C. tropicalis 4-6 pm, C. parapsilosis 2,5-4 um) vyrazne
mensie [8]. Hyfdlna forma rastu sa pri kvasinke druhu
C. glabrata nevyskytuje. Pseudohyfy tvori pri nedostat-
ku dusika, ako aj pri vystaveni buniek oxidu uhli¢itému
[9, 101. Pravé hyfy su typické pre druhy C. albicans alebo
Candida dubliniensis [8]. C. auris netvori hyfy, avsak nie-
ktoré kmene prilezitostne tvoria pseudohyfy [11]. Cha-
rakteristické velké pseudohyfy tvori aj C. parapsilosis
a pseudohyfy mozno pozorovat aj u kvasinky C. tropi-
calis [8].

Beznym kultivaénym médiom je Sabouraudov agar
alebo YPD (kvasni¢ny autolyzat, pepton, dextréza). Ko-
I6nie kvasiniek C. glabrata su malé, bielej az krémovej
farby s lesklym povrchom. Nie su vyrazne odlisitelné od

119



SOUHRNNE SDELENTI

120

kolénii ostatnych zastupcov rodu Candida [12]. Kultivé-
cia kvasiniek C. glabrata na CHROMagar™ Candida mé-
diu je klasickym diagnostickym postupom. Vyrastené
koldnie su ruzové az fialové [12]. C. albicans tvori mod-
ro-zelené a C. tropicalis tmavomodré koldnie. Kolénie
druhu C. parapsilosis su biele [8]. Pri kvasinke C. auris
pozorujeme ruzové alebo bézové kolénie [13].

C. glabrata dokaze reverzibilne vytvarat Styri typy ko-
[6nii, ktoré su farebne odlisitelné (biele, svetlohnedé,
hnedé az tmavohnedé) na YPD médiu s obsahom 1 mM
CuSO,. Popisané fenotypy pozorovali aj vo vzorkach
izolovanych od pacientiek trpiacich vaginitidou. Tvor-
ba kolénii réznej farby sa nazyva fenotypova variabilita
(phenotypic switching) a je znama aj u inych druhov
kvasiniek [14, 15].

C. glabrata je fakultativne anaerébna kvasinka, ktora
dokéze asimilovat len glukézu a trehal6zu [16]. Kvasin-
ka C. albicans disponuje schopnostou metabolizovat
omnoho S$irsie spektrum sacharidov s vynimkou sa-
charézy. C. tropicalis fermentuje a asimiluje sacharézu
a maltézu [8]. C. auris asimiluje najma glukézu, ale do-
kaze v mensej miere spracovat aj sacharézu a treha-
[6zu [11]. Komeréne dostupné diagnostické supravy,
ako su napr. APl Candida alebo API20C Aux od vyrobcu
bioMérieux, vyuzivaju existujuce rozdiely v metabo-
lizme kvasiniek na identifikaciu druhov [6]. C. glabrata
je prirodzene auxotrofna na niacin, pyridoxin a tiamin.
Auxotrofia a obmedzena schopnost asimilovat sacha-
ridy je dosledok straty az 29 génov metabolickej drahy
sacharidov, dusika, siry a fosfatu [17, 18]. Neschopnost
syntézy viacerych metabolitov je viak kompenzovana
moznostou ziskavat ich z prostredia hostitela [12].

Oportunne patogénna povaha druhu C. glabrata
viedla k nazoru, ze sa rozmnoZzuje vylu¢ne nepohlavne,
tzv. pucanim [19]. V poslednych rokoch vsak niektori
autori naznacuju, ze C. glabrata je schopna pohlavné-
ho rozmnozovania. Poukazuju pritom na populacné
studie, ktoré odhalili u kvasinky C. glabrata existenciu
oboch parovacich typov. Genetické analyzy preukazali
pritomnost génov potencidlne zapojenych do konju-
gacie ako aj prepinania parovacich typov. Zdoéraznuju
tiez, ze gendmy niektorych kmernov nesu naznaky re-
kombinacie medzi rozdielnymi kmenmi [20, 21].

Gendm kvasinky C. glabrata je haploidny. C. albicans
a viaceré patogénne non-albicans druhy maju diploid-
ny geném [8]. Referen¢ny kmer CBS138 ma 12.3 Mb
gendém a pozostava z 13 chromozémov oznacovanych
A-M [22]. Celkovo obsahuje 5 293 otvorenych ¢&itacich
ramcov (ORF) [21] s priemernou velkostou 493 kodo-
nov [17]. Priemerny obsah GC parov je 38,8 % [17].
Druh C. glabrata vsak vykazuje zna¢ni genomicku plas-
ticitu. Casty je vyskyt intra- alebo interchromozomal-
nych duplikacii. Jednotlivé izolaty sa tiez mézu vyrazne
liSit v pocte a velkosti chromozémov [22]. C. glabrata
spolu so S. cerevisiae a blizko pribuznymi kvasinkami
podstupila pred priblizne 100 miliénmi rokov tzv. ce-
logendmovu duplikaciu. V dalsom vyvoji vsak doslo

k strate mnozstva génov [6, 22]. Kvasinky C. glabrata
tieZ obsahuju kruhovy mitochondrialny geném, kto-
ry patri k najmensim (20 kb) medzi askomycétnymi
kvasinkami. Obsahuje ORF pre gény kédujuce 3 pod-
jednotky cytochrém c oxidazy (COX1, COX2, COX3),
apocytochrom b (COB), tri podjednotky ATP syntazy
(ATP6, ATP8, ATP9) a jeden gén kddujuci ribozomalny
protein (VART). Mitochondridlny geném tiez obsahuje
23 génov pre molekuly tRNA, 2 gény pre rRNA a jeden
gén, ktory Specifikuje nekddujicu RNA [23]. Prirodzeny
vyskyt plazmidov u kvasinky druhu C. glabrata nie je
znamy [24].

Detailnejsie poznanie primarnej Struktury DNA kva-
sinky C. glabrata umoznilo postupné zavedenie cit-
livych identifika¢nych a typiza¢nych metéd. Mnohé
pomahaju identifikovat druhy az na Uroven jednotli-
vych kmenov. Spravna a rychla identifikécia je kld¢ova
pre Uspesnu a vhodne zvolenu terapiu predovietkym
v pripade invazivnych kandidéz [25]. ZvIast citlivé su
metddy zalozené na polymerazovej retazovej reakcii
(PCR). U kvasinky C. glabrata boli dodnes popisané
metddy, ako je real-time PCR [26, 27], multiplex PCR
[28, 29], ktord umoznuje identifikdciu niekolkych
kvasiniek rodu Candida v jednej reakcii a PCR-RFLP
(PCR-restriction fragment lenght polymorphism)
[29, 30]. Pouzivané primery su najcastejsie zacielené
na ITS (internal transcribed spacer) sekvencie génov
ITS1,1TS2 a ITS3 alebo na gény pre ribozomalne RNA
[8]. Detailnejsie poznanie genetickych rozdielov me-
dzi jednotlivymi kmenmi mézeme ziskat tzv. geno-
typizaciou [31]. Multilokusova sekvencna typizacia
(MLST) je zalozena na sekvenovani kratkych usekov
(400-600 nt) zvycajne tzv. housekeeping génov (6-8
lokusov). Podla primarnej sekvencie lokusu dostava
kazda alela ur¢ité ¢islo, ktorych kombindciou vznika
tzv. sekvencny typ [21]. MLST typizacia sa u kvasinky
C. glabrata pouziva od roku 2003. MLST je najcastejSie
zamerana na variacie v sekvenciach 6 lokusov (FKS2,
LEU2, NMT1, TRP1, UGP1, URA3) [32]. Ziskané infor-
macie sa vkladaju do online databazy (dostupna na
https://pubmist.org/organisms/candida-glabrata), ¢o
umoziuje porovnavat ziskané vysledky jednotlivych
laboratérii. MLST typizacia nasla uplatnenie pri epi-
demiologickych studiach, ako aj studidch venujucich
sa antifungalnej rezistencii [21]. Typizacia vyuzivajlca
metddu MLP (microsatellite lenght polymorphism)
sa u C. glabrata pouziva od roku 2005. Metéda MLP
sleduje rozdiely v tzv. kratkych tandemovych repeti-
cidch (mikrosatelity) troch az deviatich lokusov. Mik-
rosatelity su niekolkonasobne opakované sekvencie
v genéme s dizkou 2 az 6 nukleotidov. Amplifikacia
lokusov prebieha pomocou PCR reakcie, pricom jeden
z dvojice primerov vzdy nesie fluorescen¢nu znacku.
Velkost amplikénov ur¢i kapilarna elektroforéza [33].
Pouzitie rozdielnych fluorescen¢nych znaciek zvysuje
Specificitu reakcie [21]. Obe metddy maju vysoku re-
produkovatelnost a su uzito¢nym nastrojom pre pres-
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nu a spolahlivy typizaciu izolatov C. glabrata. Metéda
MLST je oproti MLP ¢asovo naroc¢nejsia ako aj financ¢-
ne nakladnejsia [33].

MALDI TOF (matrix-assisted laser desorption/ioniza-
tion time of flight) je diagnostickd metéda s vysokou
Specificitou, ktora dokéze poskytnut spolahlivy vysle-
dok v rozsahu niekolkych minuat. Uplatiiuje sa pri iden-
tifikacii baktérii ako aj hub, vratane kvasiniek z rodu
Candida. V porovnani s klasickymi diagnostickymi me-
téodami je vyhodou MALDITOF ¢asova nenaroc¢nost [34,
35, 36].

MALDI TOF metdéda pracuje na principe merania
hmotnosti molekul vzhladom k ich naboju. Diagnosti-
ka je moznd vdaka existencii jedine¢nych proteinovych
profilov, ktoré umoznuju identifikaciu az na urovni jed-
notlivych druhov. Analogicky k molekuldarnym meté-
dam (MLST, MLP) sa ziskané proteinové profily r6znych
mikrobialnych druhov navzajom odlisuju [34, 35, 371.

Vzorka urcend na identifikdciu moze byt koldnia
kvasinky narastena na pevnom médiu, v urcitych pri-
padoch sa tieZ analyzuje krvnd vzorka, mo¢, mozgo-
vomiechovy mok alebo proteinovy extrakt. Vzorka sa
zmieSa s organickou zlu¢eninou, tzv. matricou. Ako
matrica sluzi napr. kyselina a-kyano-4-hydroxyskori-
cova, kyselina 2,5-dihydrobenzoova alebo kyselina si-
napinova. Matrica umoznuje ionizaciu klinického ma-
teridlu. Zmes vzorky a matrice sa nanasa na ocelovu
platni¢ku, ktord je po zaschnuti oZarovana UV Ziarenim.
Ozarovanie prebieha kratku dobu, aby sa predislo frag-
mentacii a poskodeniu vzorky. OZiarenie sposobi vznik
idnov, ktoré nasledné zaznamenava detektor pristroja.
Vzniknuty signal je analyzovany pomocou pristrojové-
ho softvéra a ziskany profil sa porovnava s dostupnymi
databazami [34, 35, 37, 38, 39].

CANDIDA GLABRATA AKO OPORTUNNY
PATOGEN

V poslednych desatrociach doslo k vyraznému naras-
tu fungalnych infekcii. Odhaduje sa, Ze na komplikacie
spojené s fungalnymi infekciami celosvetovo zomrie
rocne viac ako jeden milién ludi [40]. K nepriaznivej
situdcii vyraznym podielom prispievaju invazivne kan-
didoézy, ktoré su globalne zodpovedné za najmenej
50 000 umrti ro¢ne [41]. Rod Candida je spolo¢né ozna-
¢enie pre 150 druhov rozdielnych kvasiniek. Priblizne
17 druhov dokaze vyvolat ochorenie u fudi [42]. Pre-
vlddajucim zastupcom je kvasinka druhu C. albicans.
V ostatnych rokoch v3ak nastal vyrazny posun k tzv.
non-albicans druhom (napr. C. parapsilosis, C. tropicalis,
ako aj C. glabrata) [43]. Kandidové infekcie su tretou
najcastejSou pric¢inou nozokomialnych infekcii pacien-
tov vyZzadujucich intenzivnu starostlivost a najcastej-
Sou pricinou fungalnych infekcii spojenych s biofilmom
[12]. Miera mortality je pri invazivnych kandidézach
45-75% [44].
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Oportunne patogénna kvasinka C. glabrata je u mno-
hych imunokompetentnych jedincov prirodzenou su-
¢astou mikrofléry sliznic Ustnej dutiny ¢i gastrointesti-
nalneho a urogenitdlneho traktu. Narusenie vnutorného
prostredia hostitela méze byt stimulujucim faktorom,
ktory vedie k premnoZeniu prirodzenej kvasinkovej
populacie a rozvoju endoinfekcie. Désledkom su lokal-
ne slizni¢né infekcie, ale aj Zivot ohrozujuce systémové
infekcie. Obzvlast problematické su invazivne infekcie
pacientov, ktori trpia rakovinou (predovsetkym hema-
toonkologicki) alebo AIDS [6, 7, 16]. Zavedenie antire-
trovirdlnej terapie vsak sposobilo znizenie incidencie
invazivnych infekcii u HIV pacientov. Vysoko aktivna
retrovirdlna terapia je asociovana so zvySenim poctu
Th-lymfocytov a znizenim virusovej naloze [45, 46]. Ohro-
zenu skupinu tvoria aj novorodenci s nizkou pérodnou
hmotnostou, fudia vo vysokom veku, pacienti s diabetes
mellitus a uzivajuci kortikosteroidy alebo transplantova-
ni jedinci [6, 7, 16]. Spomedzi pacientov s fungalnymi in-
fekciami maju ti s invazivnymi kandidézami vyssiu mieru
zastupenia pridruzenych zdravotnych problémov [46].

Lokalne infekcie sa prejavuju ako orofaryngalna kan-
didéza (sodr) s moznou infekciou prilahlej sliznice pa-
Zerdka. Rozvoj orofaryngélnej kandidézy byva prvym
prejavom nastupujucej HIV infekcie [47, 48]. Zavedenie
antiretrovirdlnej terapie v podobe inhibitorov proteaz
malo za nésledok vyrazne znizenie vyskytu orofaryn-
galnej kandidézy medzi HIV pacientami. Aj napriek
pokroku v liecbe AIDS ostéva orofaryngdlna kandidéza
frekventovanym problémom u pacientov so zhorSenym
pristupom k antiretrovirdlnej terapii. Riziko predstavuje
aj objav non-albicans kmenov, ktoré su rezistentné voci
antifungdlnej terapii [48, 49, 50]. Vznik infekcii horného
traviaceho traktu je najcastejsi u imunokompromitova-
nych pacientov, diabetikov a rizikom je aj ¢asté uzivanie
Sirokospektralnych antibiotik. Naj¢astejsSim povodcom
ordlnej kandidézy je kvasinka C. albicans [51]. Lokalnym
prejavom infekcie C. glabrata su tiez infekcie urindrne-
ho traktu a vagindlne infekcie [52]. Naj¢astejSim povod-
com vulvovagindlnej kandidézy je kvasinka C. albicans.
V poslednych rokoch dochadza k narastu vo vyskyte in-
fekcii sposobenych druhom C. glabrata. Pri¢cinou méze
byt zvysend expozicia antimykotikdm, vratane volno-
predajnych, ktora viedla k selekcii rezistentnych kme-
nov. Rizikovymi faktormi vulvovaginalnej kandidézy
su tehotenstvo, hormonalne zmeny, diabetes mellitus,
imunosupresia, uzivanie antibiotik a glukokortikoidov,
a tieZ genetické predispozicie [53].

Podiel kvasinky C. glabrata na infekciach krvného rie-
C¢iska (kandidémia) predstavuje priblizne 15 az29 % [54,
55, 56] spomedzi vietkych zastupcov z rodu Candida.
Prevalencia povodcov kandidémie vykazuje socio-eko-
nomickd a verejno-zdravotnu zdvislost. V Severnej
Amerike a Eurdpe je C. glabrata druhym najcastejsim
pévodcom [57, 58] aviak v Azii alebo Juznej Amerike
vystupuje ako tretie, resp. az Stvrté najcastejsie sa vy-
skytujuce etiologické agens [59, 60].
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Celosvetovy odhad incidencie invazivnych kandid6z
je 2-14 pripadov na 100 000 obyvatelov/rok [61]. Naj-
vyssi vyskyt invazivnych kandidé6z je uvadzany v Pakis-
tane (21 pripadov na 100 000 obyvatelov/rok) a najnizsi
v Rakusku (2 pripady na 100 000 obyvatelov/rok) [62].

V Eurdpe je najcastejsie izolovana z klinickych vzo-
riek kvasinka C. albicans, po ktorej nasleduju druhy
C. glabrata a C. parapsilosis [63]. V krajinach ako Bel-
gicko alebo Dansko presahovalo zastupenie druhu
C. glabrata 25 % z vysetrovanych vzoriek. V Spanielsku
bola C. glabrata zastipena len v 13 % pripadov. Cas-
tejsie izolované boli druhy C. albicans a C. parapsilosis
[64]. Multicentricka epidemiologicka studia zamerana
na ruskych pacientov s invazivnymi kandid6zami odha-
lila, Ze kvasinka C. albicans bola naj¢astejSou pricinou
(43,2 %). Non-albicans kvasinky boli zastupené druhmi
C. parapsilosis (20,2 %), C. glabrata (11,5 %) a C. tropicalis
(9,6 %). Zvysné identifikované kvasinky predstavovali
minoritne zastUpené druhy [65]. Vysledky ziskané zo
Severnej Ameriky odhalili zmeny v zastupeni pévod-
cov invazivnych kandidéz. Medzi rokmi 1992-2011
a 1998-2011 zaznamenali priblizne 10 % pokles v za-
stupeni kvasinky C. albicans. Za rovnaké ¢asové obdo-
bie narastol podiel druhu C. glabrata na priblizne 30 %
zo vsetkych pripadov invazivnych kandid6z. Tretim naj-
Castejsie izolovanym druhom bola kvasinka C. parapsi-
losis [66, 67]. Obdobné trendy v distribucii jednotlivych
povodcov kandidovych infekcii na Uzemi Spojenych
statov odhalili niekolké epidemiologické studie [68].
Novsi prehlad v3ak odhalil celkovy pokles incidencie
kandid6z sposobovanych druhmi C. albicans, C. glabra-
taa C. parapsilosis [69]. Epidemiologické prehlady z Juz-
nej Ameriky zistili prevladajuce zastupenie druhu C. al-
bicans (34-44 %), nasledované druhom C. parapsilosis
(21-27 %) [64]. Prieskum zamerany na azijsko-pacificku
oblast ukazal, ze kvasinka C. albicans je najcastejsim po6-
vodcom invazivnych kandidéz (41,3 %). Non-albicans
kmene boli zastupené druhmi C. tropicalis (25,4 %),
C. glabrata (13,9 %) a C. parapsilosis (12,1 %) [70]. V Pa-
kistane a Indii ma najfrekventovanejsie zastUpenie
kvasinka C. tropicalis [64, 70]. Percentudlne zastupe-
nie poévodcov invazivnych kandidéz sa v jednotlivych
krajindch Blizkeho vychodu a severnej Afriky odlisuje.
Najfrekventovanejsie izolovanym druhom je kvasinka
C. albicans. Vyznamné zastUpenie maju aj druhy C. tro-
picalis C. parapsilosis, C. glabrata a C. krusei [71].

Z vykonanych epidemiologickych studii vyplyva, ze
spomedzi non-albicans druhov ma kvasinka C. glabra-
ta najvyssiu prevalenciu v Spojenych Statoch, Kanade
a severnej Eurdpe. Kvasinka C. parapsilosis dominuje
Latinskej Amerike, juznej Eurépe a niektorym krajindm
Azie [71, 72].

C. auris bola prvykrat objavend a popisana v Japon-
sku v roku 2009. V priebehu nasledujluceho desatrocia
sarozsirila prakticky celosvetovo. Nalezy kvasinky C. au-
ris pochadzaju z Juznej Kérey, Indie, Pakistanu, Kuvajtu,
Izraela, Omanu, Juznej Afriky, Kolumbie, Venezuely,

Spojenych statov, Kanady a roznych statov Eurépy [13].
V rdmci Eurépy sa kvasinka C. auris najcastejsie vyskyto-
vala na Uzemi Spojeného kralovstva, ktoré bolo tiez pr-
vou krajinou Eurépy so zistenym vyskytom C. auris [11].
Dal3ie eurdpske krajiny s vyskytom kvasinky C. auris st
Spanielsko, Nemecko, Svajciarsko, Belgicko, Rakusko
a Francuzsko [73, 74, 75]. Z mimoeurdpskych krajin bol
vyrazny narast vo vyskyte kandidémie spdsobovanej
C. auris pozorovany v Indii a Juznej Afrike [76, 771.
Incidencia kandidémie je v slovenskej populdcii 2,16
pripadov na 100 000 obyvatelov/rok. C. albicans je
zodpovednd za 38 % pripadov a zvysnych 62 % pred-
stavuju non-albicans druhy [78]. Udaje z Ceskej repub-
liky zodpovedaju europskym datam. Ako najcastejsi
povodcovia invazivnej kandidézy boli identifikované
druhy C. albicans, C. glabrata a C. parapsilosis [79, 80].
Kvasinky sa do krvného rieciska dostavaju najcastej-
sie po naruseni prirodzenych obrannych bariér koze
a sliznic, napr. po chirurgickom vykone, zavedeni ve-
nézneho katétra alebo poraneni. Nasledkom imuno-
supresie ¢i dlhodobého a opakovaného uzivania Siro-
kospektralnych antibiotik méoze doéjst k premnozeniu
prirodzenej kvasinkovej populacie, a invazii kvasiniek
do tkaniva a krvného rieciska. Dochadza k diseminova-
nym infekcidm, pri ktorych méze byt napadnuty ktory-
kolvek orgdn.V abdomindlnej oblasti vznika absces ale-
bo peritonitida. Invazivne infekcie sa prejavuju aj ako
endokarditida, osteomyelitida, infekcia pecene, sleziny,
obliciek, pluc, dokonca aj oci a v ojedinelych, velmi za-
vaznych pripadoch, byva napadnuty aj mozog [81, 82].

FAKTORY VIRULENCIE A INTERAKCIA
S HOSTITELOM

Patogénne mikroorganizmy disponuju virulenénymi
faktormi, ktoré im umoznuju kolonizovat hostitela a pre-
nikat do tkaniv, ako aj unikat hostitelskej imunitnej odpo-
vedi. K najdoélezitejsim virulenénym faktorom rodu Can-
dida patri schopnost buniek adherovat a tvorit biofilm,
ako aj produkcia hydrolytickych enzymov, ktoré posko-
dzuju tkanivo hostitela (sekretované aspartylprotedzy,
fosfolipazy, hemolyziny). Vyznamnym faktorom virulen-
cie je tiez tvorba hyf, ktoré prispievaju k invazii do tkaniv
[83]. Na rozdiel od druhu C. albicans kvasinka C. glabrata
nevylucuje aspartylprotedzy a netvori hyfy [40].

S ohladom na nepritomnost uvedenych virulen¢-
nych faktorov nie je znamy presny sp6sob prenikania
kvasiniek C. glabrata do tkaniv a krvného rieciska hos-
titela. Vonkajsie narusenie prirodzenych obrannych
bariér hostitela hrd vyznamnu rolu, avsak nevysvetiu-
je vietky pripady invazivnych infekcii [84]. Uvazuje sa
tiez o koinfekcii s kvasinkou C. albicans alebo baktériou
Clostridium difficile, ktoré dokazu sprostredkovat inva-
ziu buniek C. glabrata do tkaniva hostitela [85, 86]. Naj-
pravdepodobnejsi je prienik buniek kvasiniek do tkaniv
hostiela sprostredkovany endocytézou [87].
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Hoci C. glabrata neprodukuje sekretované aspartyl-
protedzy, nachadza sa v jejgendme 11 YPS génov, ktoré
koduju aspartylprotedzy s glykozylfosfatidylinozitolo-
vou (GPI) kotvou. Nazyvané su yapsiny a riadia mnohé
zivotne dolezité bunkové procesy. Reguluju vnutro-
bunkové pH a udrzuju homeostdzu vo vakuolach [88,
89]. Su spoluzodpovedné za vytvéaranie a udrziavanie
architektury bunkovej steny, ako aj za tvorbu biofilmu.
Zohravaju ulohu v interakcii s hostitelskou bunkou po-
tlacanim produkcie prozdpalového cytokinu IL-1(3 [90,
91] a napomahaju prezivaniu fagocytovanych buniek
patogéna [92]. Vyskum ulohy yapsinov vo virulencii
kvasiniek C. glabrata prebiehal na mysacich modeloch
a na vinnych muskach druhu Drosophila melanogaster
[90, 91, 93].

Okrem sekretovanych aspartylprotedz produkuju
kvasinky rodu Candida aj fosfolipazy, ktoré hydroly-
Zuju esterové vazby vo fosfolipidoch cytoplazmatic-
kej membrany. Produkcia fosfolipaz nie je u kmenov
C. glabrata jednotna. Vyskumy, ktoré sledovali aktivitu
hydrolytickych enzymov u patogénnych kandid, doka-
zali tvorbu fosfolipaz len u urcitych kmenov C. glabra-
ta [94-98]. V porovnani s kmenmi druhu C. albicans je
produkcia enzymu vyrazne nizsia. Prispevok fosfolipaz
k virulencii kvasiniek C. glabrata preto ostava diskuta-
bilny [40]. Za ucelom ziskania zeleza produkuju kva-
sinky C. glabrata hemolyziny, ktoré spésobuju rozpad
Cervenych krviniek (hemolyzu) [97].

Adherencia a tvorba biofilmu su najvyznamejsie viru-
len¢né faktory kvasinky C. glabrata. Povrchové adhezi-
ny zabezpecuju adherenciu na tkaniva a zapdjaju sa aj
do formovania biofilmu. Biofilm zodpoveda za zvysenu
rezistenciu patogéna voci antifungalnym latkam a vy-
raznym spdésobom sa podpisuje pod komplikovanie
liecby katetrizovanych pacientov [7, 99].

Bunky kvasiniek C. glabrata interaguju s epitelovymi
a endotelovymi bunkami, ako aj s bunkami imunitné-
ho systému. Detailnejsie informacie ohladom spdsobu
jednotlivych interakcii vSak stale chybaju [16].

Vacsina studii venovanych hostitelskej imunitnej od-
povedi na kandidovu infekciu sa zameriavala na kvasin-
ku C. albicans. Prvym krokom v sérii imunitnych reakcii
je rozpoznanie kvasinky na zdklade pritomnosti PAMP
(pathogen-associated molecular patterns). PAMP su in-
traceluldarne alebo extraceluldrne konzervované Struk-
tury pritomné u patogéna. Za rozpoznavanie PAMP
su zodpovedné PRR (pathogen recognition receptor)
receptory imunitnych buniek, ktoré spustaju kaska-
du signaliza¢nych reakcii. Medzi PRR receptory patria
Toll-like receptory (TLR), NOD-like receptory (NLR) ale-
bo C-lektinové receptory (CLR) [81, 100, 101]. Kompo-
nenty bunkovej steny, chitin, f-glukany, manany a ma-
noproteiny, predstavuju PAMP kvasiniek rozpoznavané
imunitnymi bunkami hostitela [101]. CLR receptory sa
podielaju na rozpoznavani B-glukanov, ako aj mana-
nov a manoproteinov a predstavuju najdolezitejsiu
skupinu receptorov zapojenych v imunitnej reakcii voci
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kandidam [102, 103]. Najviac Studovany 3-glukdnovy
receptor je dektin-1 exprimovany najma na monocy-
toch a makrofdgoch [100]. Manany a manoproteiny
sU rozpozndvané mandzovym receptorom, ktory je
pritomny na povrchu makrofagov [102], a receptorom
dektin-2, ktory je exprimovany na dendritickych bun-
kach, makrofagoch a neutrofiloch [104]. CLR receptory
spustaju signdl pre tvorbu prozapalovych cytokinov
(napr. IL-17) a reaktivnych foriem kyslika (ROS) alebo
vykonanie fagocytézy [100, 102].

Klucovu funkciu v obrane hostitela voci patogénnym
kandiddam maju fagocytujuce bunky ako neutrofily
a makrofagy [81, 100]. Makrofagy fagocytuju bunky
patogéna, ktoré prenikli do tkaniva. Produkuju tiez pro-
zapalové cytokiny, ktoré atrahuju neutrofily na miesto
infekcie. Makrofdagy maju esencidlnu ulohu v kon-
trole diseminovanych fungalnych infekcii [100, 105].
Neutrofily sa dostavaju na miesto infekcie posobenim
chemokinov, ktoré produkuju aktivované epitelové
bunky a tkanivové makrofagy. Neutropénia predsta-
vuje rizikovy faktor pre rozvoj invazivnej infekcie [100,
106]. Neutrofily vykonavaju svoju antifungdalnu aktivitu
produkciou ROS alebo pomocou lyzozymu, laktoferi-
nu, elastazay alebo B-defenzinov [107]. Produkcia ROS
je sprostredkovana posobenim enzymov NADPH-oxi-
déza a myeloperoxidaza. K odpovedi vrodeného imu-
nitného systému na kvasinkovu infekciu prispievaju
aj NK (natural killer) bunky [81, 100, 101]. Humoralna
imunita v podobe komplementu ma pravdepodobne
v porovani s bunkovou imunitou mensiu dolezitost
v obrane hostitela voci kandidovym infekcidm [108].
Uloha B-lymfocytov a produkcia protildtok v obrane
voci kvasinkam rodu Candida nie je stale jasna [100].
Porovnanie pacientov s deficienciami v T-lymfocytoch
alebo B-lymfocytoch ukézalo vy3siu mieru prevalencie
kandidovych infekcii v prvej skupine pacientov. Bunko-
va imunita preto pravdepodobne zohrava vyznamnej-
Siu ulohu v obrane voci kvasinkovym infekciam z rodu
Candida [81]. Th-lymfocyty s nevyhnutné pre produk-
ciu cytokinov (napr. IL-17, IL-22, IFNy), ktoré reguluju
antifungalnu odpoved sprostredkovanu makrofagmi
a neutrofilmi. Aktivacia Th-lymfocytov je spustena po
vystaveni fungdlneho antigénu na povrchu dendri-
tovej bunky [100, 109, 110]. Pokles Th17 lymfocytov
sposobeny infekciou HIV spdsobi nedostatocnu imu-
nitnd odpoved na sliznici epitelu Ustnej dutiny a vyvola
premnozZenie a patogénny nastup kvasinky C. albicans
[49]. Vrodend imunita je doleZitd pre obranu hostitela
vodi slizni¢nym ako aj systémovym infekciam a adap-
tivna imunita je zapojena najma v slizni¢nej imunite
[100].

Makrofagy rozpozndvaju pomocou povrchovych CLR
receptorov (dektin-1 a dektin-2) polysacharidy pritom-
né v bunkovej stene kvasiniek C. glabrata, ktoré nasled-
ne pohltia [104, 111]. Kvasinky druhu C. glabrata doka-
zu prezit pohltenie makrofagmi a néasledne sa vnutri
fagozému replikovat [112]. ROS a hydrolytické enzymy
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zodpovedaju za destrukciu fagocytovaného patogéna.
Pohltena kvasinka odpoveda na nedostatok glukdzy
vo vnutri fagozému zniZzenou expresiou génov zahrnu-
tych v glykolyze. Zvysena expresia génov pre [3-oxida-
ciu mastnych kyselin, glukoneogenézu a glyoxalatovy
cyklus presmeruje metabolizmus na vyuzivanie alter-
nativnych zdrojov uhlika [90]. C. glabrata vsak zapasi
s nedostatkom glukézy aj v prostredi kolonizovaného
hrubého ¢reva alebo vaginy. Pritomné baktérie rozklad-
nymi procesmi produkuju laktat a acetdt, ktoré slizia
pre bunky ako alternativne zdroje uhlika. Spektrum
neskvasitelnych substratov vyuzivanych bunkami kva-
siniek C. glabrata zahffa aj glycerol, etanol a oledt [113].
Fagocytované bunky patogéna aktivuju pochody spo-
jené s autofagiou a pexofagiou, ktoré umoznia vyuzivat
zrecyklované komponenty vlastnej bunky. Prislusné
zmeny v génovej expresii zabezpeluje remodeldcia
chromatinu [114, 115]. Centralnu ulohu v reguldcii gé-
nov inhibovanych pritomnostou glukézy zohrava u kva-
sinky C. glabrata protein kindza Snf1p [116]. Obranu voci
podsobeniu ROS zaistuju antioxida¢né enzymy ako kata-
ldza, superoxid dismutdza a peroxidazy zavislé na tiore-
doxine a glutatidne. Vyskumy preukazali, ze C. glabrata
ma vrodene vysoku rezistenciu voci oxida¢nému stresu.
Reguldciu génov, zapojenych do antioxidacnych pro-
cesov bunky, kontroluju transkripéné faktory CgYap1p,
CgSkn7p, CgMsn2p a CgMsn4p [117-119].

ADHEZINY A TVORBA BIOFILMU

Kolonizaciu a tvorbu biofilmu umozniuje adherencia
buniek kvasiniek na tkanivo hostitela alebo povrch me-
dicinskych nastrojov. Adherenciu kvasiniek zabezpecu-
je skupina proteinov s GPIl-kotvou, ktoré su pritomné
v najvrchnejsej Casti bunkovej steny, tzv. adheziny [99].

Adheziny kvasinky C. albicans ako aj niekolkych dal-
Sich druhov non-albicans kvasiniek (C. tropicalis, C. dub-
liniensis, C. parapsilosis) patria do rodiny Als proteinov
(agglutinin-like sequence) [120]. Najdélezitejsiu rolu vo
formovani biofilmu mé adhezin Als3p [121]. Adheziny
z rodiny Hwp proteinov su taktieZ zapojené do tvorby
biofilmu u kvasinky C. albicans [122].

U kvasinky C. glabrata je v sucastnosti identifikova-
nych 67 adhezinov, ktoré klasifikujeme do 7 skupin na
zaklade pritomnosti Specifickej substrat viazucej do-
mény na N konci proteinu. C koniec adhezinov nesie
vazbové miesto pre GPI-kotvu. Oblast medzi N a C kon-
com proteinu tvori doména bohatd na serin a treonin
[121,123].

Najvyznamnejsia a dodnes najviac studovana skupi-
na adhezinov kvasiniek C. glabrata su tzv. Epa (epithe-
lial adhesin) proteiny kédované EPA génmi. V zavislos-
ti od konkrétneho kmena obsahuje genédm kvasiniek
C. glabrata od 17 do 23 EPA génov. Lokalizované su
v subtelomerickych oblastiach chromozémov [122,
124]. Gén EPAT bol prvym identifikovanym génom

s dokdzanou vyznamnou ulohou v adherencii. Dele¢ni
mutanti CgepalA mali v in vitro podmienkach o 95 %
znizenu schopnost adherovat v porovnani s divym ty-
pom kvasiniek C. glabrata [99, 125]. Adhezin Epalp je
na vapniku zavisly lektin, ktory rozpoznéava a viaze sa
na glykokonjugaty obsahujuce N-acetyllaktézamin.
Epalp zabezpecuje adhéziu na epitelové bunky a ma-
krofagy [126, 127]. Zvysenu expresiu génu EPA6 pozo-
rovali pocas infekcie urinarneho traktu na mysacom
modeli. Zvy3ena expresia je pravdepodobne vyvoland
nedostatkom niacinu v prostredi urindrneho traktu.
Niacin funguje v bunkach ako prekurzor nikotinamida-
denindinukleotidu (NAD*), ktory je kofaktorom mnoz-
stva enzymov. Znizena tvorba NAD* v prostredi urinar-
neho traktu spdsobi inhibiciu histén deacetylazy Sir2p.
Vysledkom inhibicie Sir2p s zmeny v expresii urcitych
génov, medzi ktoré patri aj gén EPA6. Adheziny Epa6p
a Epa7p zodpovedaju za adherenciu na epitelové aj en-
dotelové bunky. Oba adheziny rozpoznéavaju oligosa-
charidy, ktoré obsahuju galaktézové zvysky [128, 129].
Gény EPA1, EPA6 a EPA7 su najddleZitejsie pre adheren-
ciu kvasiniek C. glabrata [122, 124].

Biofilm je trojrozmerna komplexna struktura, ktoru
tvoria jednotlivé bunky mikroorganizmov a tzv. ex-
tracelularny matrix (ECM). Mikroorganizmy vytvaraju
biofilm na biotickych ako aj na abiotickych povrchoch.
ECM je produkt metabolizmu pritomnych kvasiniek
a baktérii. Sklada sa z extracelularnych polymérnych
substanci (EPS), ku ktorym patria najma extracelular-
ne polysacharidy a proteiny. Sucastou EPS moézu byt
v mensej miere aj nukleové kyseliny a lipidy [121]. Z&-
vaznym problémom je vznik biofilmu na povrchoch
medicinskych nastrojov, ako su napr. vendzne katétre,
zubné protézy alebo kibové nahrady. Odstranenie
biofilmu je neraz velmi naro¢né a ¢asto zodpovedd za
perzistentnl kolonizaciu a vznik invazivnych infekcii.
Kvasinkové biofilmy zvysuju rezistenciu patogénov
vodi antifungalnym latkam, a predstavuju tak riziko
pre pacientov hospitalizovanych v nemocniciach [130].
Stadiu biofilmu je preto venovana osobitna pozornost
a v poslednych rokoch prebieha intenzivny vyskum aj
v pripade kvasiniek druhu C. glabrata [99, 121, 124].

Kvasinky C. glabrata ¢asto tvoria biofilmy na povr-
choch cievnych a urindrnych katétrov, protetickych
srdcovych chlopni a pacemakerov [131]. KlG¢ovu tlohu
v tvorbe biofilmov maju adheziny kédované EPA gén-
mi, predovietkym gén EPA6 [132]. Regulacia EPA génov
je komplexna zdlezZitost, ktord prebieha za pdsobenia
CgYaklp kindzy a remodelacie chromatinu. Represiu
EPA génov vyvolava tzv. silencing subtelomerovych ob-
lasti, ktory vypina expresiu velkého mnozstva génov na
chromozéme. V sucasnosti poznadme Siroké spektrum
génov, z ktorych sa mnohé pravdepodobne podielaju
na regulacii expresie EPA génov a tym prispievaju k for-
movaniu biofilmu [99, 133]. Pociato¢na faza tvorby bio-
filmu vyZzaduje taktiez pritomnost adhezinov z rodiny
Awp proteinov [123].
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TERAPIA A MECHANIZMY
ANTIFUNGALNEJ REZISTENCIE

V lie¢be infekcii spdsobenych kvasinkou C. glabra-
ta sa vyuzivaju antifungalne lieCivd bezne aplikova-
né v terapii inych kandidovych ¢i fungélnych infekcii.
Mechanizmus pdsobenia je fungistaticky alebo fun-
gicidny [12]. Spektrum indikovanych antimykotik po-
zostava z azolov, echinokandinov, polyénov a 5-fluo-
rocytozinu (flucytozin), ktoré zasahuju rézne Zivotne
dolezité metabolické drahy kvasinky. Najcastejsim
cieflovym miestom dostupnych antimykotik je biosyn-
teticka draha ergosterolu, ktory je kld¢ovou moleku-
lou cytoplazmatickej membrany kvasiniek. Skupina
antifungalnych latok posobiaca na urovni biosyntézy
ergosterolu zahfia azoly a polyény, ale aj allylaminy
a morfoliny [134, 135].

Zlaty Standard v terapii kandidovych infekcii pred-
stavuju azolové antimykotikd, pricom najpouzivanejsi
v klinickej praxi je flukonazol. Vyhodou je nizka cena,
bezpecnost a moznost peroralneho, ako aj intrave-
nézneho podania [136, 137]. Azoly su heterocyklické
zliceniny, ktoré podla poctu dusikovych atémov v azo-
lovom kruhu tvoria dve skupiny (imidazoly - 2 dusiky,
triazoly — 3 dusiky). Medzi imidazoly aplikované v kli-
nickej praxi patria klotrimazol, mikonazol, ketokonazol,
ekonazol a tiokonazol. Triazoly zahffaju flukonazol,
itrakonazol, posakonazol, vorikonazol a isavukonazol
[135]. Mechanizmus u¢inku azolov je fungistaticky
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a spociva v inhibicii enzymu lanosterol 14a-demetyla-
zy, produktu génu ERG11, ktord sa prejavi zastavenim
tvorby ergosterolu [61].V pritomonsti azolov dochadza
alternativnou drahou k tvorbe toxického 14a-metyler-
gosta-8,24(28)-dienolu, ktory negativne vplyva na rast
a mnoZenie kvasiniek [138]. K antifungalnej aktivite
azolov prispieva aj tvorba ROS v bunkach [139]. Nahro-
madenie aberantnych sterolov a ROS je pri¢inou fun-
gistatickej povahy azolov. Pritomnost antifungalnych
ldtok v3ak predstavuje selekény tlak, ktory vyvolava
vznik rezistentnych kmenov [140].

Rezistencia voci azolom je désledkom viacerych me-
chanizmov. Bodové mutdcie v géne ERG11 vedu k zni-
Zeniu afinity azolového antimykotika k enzymu lano-
sterol 14a-demetyldza. Za rezistenciu je zodpovedna aj
zvysena expresia génu ERG11 alebo génov kédujucich
tzv. efluxné pumpy. V prvom pripade dochadza k tvor-
be vac¢sieho mnozstva cielového enzymu a zvyseny po-
Cet efluxnych pump vyrazne znizuje koncentraciu anti-
mykotika v bunke. Zmeny v metabolickej drahe tvorby
ergosterolu taktiez prispievaju k rezistencii voci azolom
[134].

Klinicky najvyznamnejSim mechanizmom rezistencie
voci azolom je u kvasiniek C. glabrata zvysena expresia
efluxnych pump [137]. Efluxné pumpy su transmem-
branové proteiny, ktoré podla zdroja energie potrebnej
pre aktivitu rozdelujeme na ABC (ATP-binding cassette)
transportéry (obr. 2) a MFS (major facilitator superfami-
ly) permedzy (obr. 3) [25].

TMD2
e VO T

Extracelulirne
prostredie

Obr. 2. Schématické znazornenie Struktury ABC transportéra

Cytoplazma

IV
i COOH

ADP+Pi

Figure 2. Diagrammatic representation of the ABC transporter structure

Schéma sa skladé z dvoch transmembranovych domén (TMD), zodpovednych za transport substratu a dvoch ATP viazucich domén
(NBD), ktoré vytvaraju energiu pre transport.

It consists of two transmembrane domains (TMDs), responsible for substrate transport, and two ATP-binding domains (NBDs),
which generate energy for transport.
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Obr. 3. Schématické znazornenie struktiry MFS permedzy

Cytoplazma

COOH

Figure 3. Diagrammatic representation of the MFS permease structure

Schéma pozostava z dvoch transmembranovych domén (TMD) zloZzenych z 12 alebo 14 segmentov. Energiu na prenos substratu

vytvéra proténovy gradient.

It consists of two transmembrane domains (TMDs) composed of 12 or 14 segments. The energy for substrate transfer is generated

by a proton gradient.

ABC transportéry patria k jednej z najviac zastupe-
nych skupin proteinov v Zivej prirode. Napriek vel-
kému mnozstvu znamych ABC transportérov zdie-
l[aju vietky spolo¢nu zakladnud Strukturu. Skladaju sa
z dvoch Sest¢lennych transmembranovych domén
podielajucich sa na prenose substratu a z dvoch nuk-
leotid viazicich domén. Nukleotid viazice domény
zodpovedaju za vdzbu a hydrolyzu ATP, ktora gene-
ruje energiu zabezpecujlicu transport [141]. Najdole-
zitejsie ABC transportéry kvasinky druhu C. glabrata
koduju gény CDR1, CDR2 a SNQ2. Podliehaju regula-
cii transkripcnym faktorom Pdr1p, ktory rozpoznava
gény obsahujuice v promotoroch tzv. PDRE (pleiotro-
pic drug response elements) sekvencie [137].

MFS permeazy vyuzivaju pre transportnu akti-
vitu energiu proténového gradientu. Pozostavaju
z dvoch transmembranovych domén zlozenych z 12
alebo 14 transmembrdnovych segmentov [142]. Vo
vybranych klinickych izolatoch kvasiniek C. glabrata,
ktoré boli rezistentné voci azolom, dochadzalo k zvy-
Seniu expresie MFS permedzy kdédovanej génom
QDR2. Expresia génu QDR2 je rovnako kontrolovana
transkripénym faktorom Pdr1p [143]. MFS permedzy
Agrip, Tpol1_1p a Tpo3p taktiez pravdepodobne pri-

spievaju k rezistencii kvasiniek C. glabrata voci azo-
lom. Expresia prislusnych génov bola u rezistentnych
izolatov vyssia v porovnani s citlivymi izolatmi [144,
145].

Molekuldrny mechanizmus rezistencie voci azolom
spociva v tzv. GOF (gain-of-function) mutaciach génu
CgPDR1. GOF mutécie su substitlcie, ktoré pozitiv-
ne ovplyvnuju aktivitu transkrip¢ného faktora Pdri1p
a vedu ku konstitutivne zvysenej expresii efluxnych
pump [146]. Transkripcny faktor Pdr1p patri do ro-
diny proteinov s motivom zinkového prstu Zn Cys,
[147]. Kvasinky, ktoré nesu mutdcie sposobujuce mi-
tochondridlne dysfunkcie (tzv. petite mutanty), su in
vitro rezistentné voci azolom. V dosledku poruchy mi-
tochondrii dochadza rovnako k zvyseniu expresie ABC
transportérov [148, 149].

Niekolko experimentalnych prac poukazalo, Ze citli-
vost, resp. rezistenciu, kvasiniek C. glabrata ovplyviiu-
ju aj dalsie gény. Delécia génu CgPDR16, ktory kéduje
protein podielajuci sa na vnutrobunkovom transporte
lipidov, ako aj génu pre hlavny transkripény regulator
biosyntézy ergosterolu CgUPC2A, viedla k znizeniu
citlivosti danych dele¢nych mutantov na sledované
azoly [150-152].
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Morfoliny a allylaminy sluzia na lie¢bu povrchovych
mykoéz spbésobovanych dermatofytmi a kvéli nezia-
ducim vedlajsim u¢inkom sa na terapiu systémovych
kandidéz nepouzivaju [153]. Polyény (amfotericin B
a odvodené lipidové formulécie, nystatin, natamycin)
su cyklické molekuly tvorené tzv. makrolakténovym
kruhom. Cyklickd molekula pozostava z 25-37 uhlikov
a konjugovaného aminoglykozidu d-mykozaminu.
Amfifilny charakter polyénov je désledkom "OH skupin
viazanych na hydrofilnej strane makrolakténového
kruhu a pocetnych konjugovanych dvojitych vazieb
medzi uhlikmi na strane opacnej (hydrofébna cast)
[154]. Amfotericin B sa aplikuje intravendzne a je urce-
ny na lie¢bu systémovych infekcii, zatial ¢o natamycin
(zndmy tiez ako pimaricin) a nystatin st aplikované len
lokalne [154]. Polyény maju fungicidnu aktivitu. Me-
chanizmus U¢inku spociva vo fyzickej vazbe polyénov
s molekulou ergosterolu. Vézba vyvola tvorbu pérov
v cytoplazmatickej membrane kvasiniek, ¢o spésobi
vyliatie cytoplazmy a unik katiénov (K* alebo Na*) von
z bunky [155]. Medzi ergosterolom a cholesterolom
existuje vysokd podobnost v struktire molekuly. D6-
sledkom uvedenej podobnosti je urcitd miera vazby
amfotericinu B aj s molekulou cholesterolu a neziaduci
nefro- alebo hepatotoxicky ucinok [154, 156]. Toxicky
efekt viedol k navrhu novych formulécii amfoterici-
nu B v podobe lipozomalneho amfotericinu B alebo
tzv. amfotericin B lipidového komplexu [156]. Vyskyt
kmenov rezistenych voci polyénom nie je, v porovani
s kmenmi rezistentnymi voci azolom, prilis ¢asty. Zni-
Zena citlivost na polyény je u klinickych izolatov dru-
hu C. glabrata d6sledkom bodovych mutacii v génoch
ERG6 [157-159] alebo ERG2 [159, 160]. Nasledkom
zmien v uvedenych génoch bola strata funkcie prislus-
nych enzymov a zdstava tvorby ergosterolu, cielovej
molekuly polyénov. Prejavom na fenotypovej Urovni
je zmena v sterolovom zlozeni cytoplazmatickej mem-
brany dokézana na zéklade plynovej chromatografie
[159].

Echinokandiny (kaspofungin, anidulafungin a mi-
kafungin) su liekom prvej volby pri liecbe systémo-
vych kandidéz sposobenych kmernmi rezistentnymi
voci azolom. Ide o nové a velmi Uc¢inné antimykotika
zavedené do klinickej praxe v roku 2001 [44, 161]. Po
chemickej stranke su echinokandiny syntetické de-
rivaty lipopeptidov, ktoré prirodzene produkuju ur-
¢ité druhy hab, napr. Aspergillus rugulovalvus alebo
Zalerion arboricola [162]. Vysokd molekulovd hmot-
nost echinokandinov zodpoveda za slabu vstreba-
telnost v GIT, a preto je nutné aplikovat echinokan-
diny intravenézne [153]. Zasahuju na urovni enzymu
B-1,3-D-glukdn syntadza, ¢im dochddza k inhibicii
syntézy B-1,3-D-glukdnu, ktory je dolezitym Struk-
turnym komponentom bunkovej steny kvasiniek.
Inhibicia tvorby B-1,3-D-glukdnu spésobi destabili-
zaciu bunkovej steny a usmrtenie buniek kvasiniek
[44]. B-1,3-D-glukan syntdza je membranovo viaza-
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ny enzym, ktory patri do skupiny glukozyltransferaz.
Ako substrat vyuziva UDP-glukoézu, ktoru pripdja na
neredukujuci koniec vznikajuceho glukdnového re-
tazca. Komplex B-1,3-D-glukdn syntdzy pozostava
z katalytickej a regula¢nej podjednotky. Katalyticka
podjednotka, ktord predlZzuje glukanovy retazec, je
kédovand génmi FKST a FKS2. Regula¢na podjed-
notka kédovana génom RHO ma GTP-azovu aktivitu
a reguluje aktivitu FKS 1/2 komplexu. Znamy je aj
gén FKS3, ktorého funkcia nie je znama [163]. Geném
kvasinky C. glabrata obsahuje homologické sekven-
cie vsetkych troch FKS génov [164]. Rezistenciu voci
echinokandinom vyvolavaju bodové mutéacie v gé-
noch FKST a FKS2, ktoré tvoria katalyticku podjednot-
ku. Dosial popisané bodové mutacie su lokalizované
do tzv.,hot spot” oblasti v sekvencidach oboch génov.
Vysledkom mutacie je znizena afinita antimykotika
k enzymovému komplexu [165, 166].

Antimetabolit 5-fluérocytozin je antimykotikum
s dlhou histériou pouzivania. Casto je indikovany
pri lie¢be zdvaznych kandidovych a kryptokokovych
infekcii [25]. Pri systémovych infekciach by sa mal
flucytozin podéavat v kombindcii s amfotericinom B
alebo azolmi. Nutnost kombinovanej terapie vycha-
dza zo schopnosti kvasiniek rychlo nadobudnut re-
zistenciu voci flucytozinu [153]. Pri lokalnych kandi-
dovych infekcidch sa méze aplikovat aj samostatne
[167]. Do bunky vstupuje flucytozin pomocou mem-
branového transportéra cytozin permeaza. Vo vnutri
bunky prebieha konverzia na 5-fluorouracil, ktory
podla spésobu metabolického spracovania inhibuje
dva rozdielne bunkové procesy. Za¢lenenie do no-
vovznikajucej molekuly RNA v podobe 5-fluorouri-
din monofosfatu vedie k zastave syntézy proteinov.
Désledkom konverzie 5-fluorouracilu na 5-fluorode-
oxyuridin monofosfat je inhibicia enzymu tymidylat
syntaza, ktora sposobi zastavenie syntézy DNA. Oba
spbdsoby spracovania flucytozinu spdsobuju usmrte-
nie buniek patogéna. Schéma pésobenia flucytozinu
je ilustrovand na obr. 4 [25, 135]. Bunky nadobuda-
ju rezistenciu voci flucytozinu mutaciami v génoch,
ktoré kéduju enzymy zodpovedné za transport anti-
mykotika do bunky alebo spracovania antimykotika
vnutri bunky [168].

V celosvetovom meradle je odhadom asi 8-20 %
kmenov C. glabrata rezistentnych voci azolom [169,
170]. V poslednych rokoch narasta rezistencia aj voci
echinokandinom, rézne zdroje uvadzaju rozsah rezis-
tentnych kmenov od 3 % do 15 % [171-173]. Kvasin-
ky druhu C. glabrata pomerne ¢asto nadobudaju tzv.
mnohondsobnu rezistenciu (MDR), ktorej prejavom
je strata citlivosti k antifungdlnym latkam z viacerych
skupin. MDR je naj¢astejSia ako sti¢asna rezistencia voci
azolom a echinokandinom, menej v kombindcii voci
azolom a polyénom [44]. Takmer jedna tretina kmenov
rezistentnych voci echinokandinom vykazovala rezis-
tenciu aj voci azolom [165].
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Obr. 4. Mechanizmus ucinku 5-fluorocytozinu
Figure 4. Mechanism of action of 5-fluorocytosine

| Inhibicia DNA syntézy

Transmembranovy enzym cytozin permedza je zodpovedny za transport 5-fluorocytozinu do vnutra bunky. Podla dalSieho meta-
bolického spracovania dochddza k inhibicii proteosyntézy a DNA syntézy.

The transmembrane enzyme cytosine permease is responsible for the transport of 5-fluorocytosine into the interior of the cell.
According to further metabolic processing, the inhibition of protein synthesis and DNA synthesis takes place.

ANTIFUNGALNA REZISTENCIA
U VYBRANYCH ZASTUPCOV RODU CANDIDA

Kvasinka C. albicans nadobuda rezistenciu voci azo-
lom niekolkymi spésobmi. Velmi ¢astym mechanizmom
rezistencie je zvy$ena expresia efluxnych pump Cdrip
a Cdr2p (ABC transportéry) ako aj Mdr1p (MFS perme-
aza) [174]. Pri¢inou zvysenej expresie su GOF mutacie
v prislusnych transkripcnych faktoroch. ABC transportéry
reguluje transkripcny faktor Taclp a MFS permedzy su
pod kontrolou transkripcného faktora Mrr1p. Oba regu-
latory transkripcie patria k rodine proteinov s motivom
zinkového prstu [175]. Zapojenie efluxnych pump v re-
zistencii voci azolom sa predpoklada aj u non-albicans
kmenov kvasiniek C. parapsilosis a C. tropicalis [134, 176,
177]. Zmeny v biosyntéze ergosterolu taktiez prispievaju
k rezistencii voci azolom. Zvysenie expresie génu ERGT1,
vyvolané chromozomalnymi prestavbami [178] alebo
mutaciami v transkripcnom faktore Upc2p, je zndme
u mnozstva klinickych izolatov kvasinky C. albicans [134].
Bodové mutacie génu ERG11 veduce k zamendam amino-
kyselin v enzyme lanosterol 14a-demetyldza su taktiez
beZnym mechanizmom rezistencie klinickych izolatov
kvasiniek C. albicans, C. tropicalis a C. parapsilosis [135,
176]. Kvasinka C. krusei vykazuje vrodene znizenu citli-
vost na azoly. Rezistenciu dosahuje zniZzenou citlivostou

enzymu lanosterol 14a-demetylaza na azoly, ako aj zvy-
Senim expresie génu ERG11 a génov pre efluxné pumpy
Abc1p a Abc2p [135, 179]. Mélo frekventovanym mecha-
nizmom rezistencie voci azolom si mutécie v géne ERG3,
ktoré vedu k zmendm v biosyntetickej drahe ergosterolu.
Rezistencia zapri¢inena zmenami v géne ERG3 je znama
u druhov C. albicans aj C. parapsilosis [180, 1811.

Vznik rezistencie voci polyénom nie je u kandid vel-
mi ¢asty. Zapri¢ifiuju ju mutacie génov ERG6, ERG3 ale-
bo ERG2, ktoré vedu k absencii ergosterolu a zmenam
v sterolovom zloZeni cytoplazmatickej membrény kva-
siniek [134, 135].

Sposob nadobudania rezistencie voci echinokan-
dinom je medzi kvasinkami z rodu Candida pomerne
uniformny. Rezistencia je vyvolana bodovymi mutécia-
mi v ,hot spot” oblastiach génov FKS [176]. V porovani
s kvasinkou C. glabrata je zastupenie kmenov rezistent-
nych voci echinokandinom u C. albicans a ostatnych
non-albicans druhov relativne nizke [72, 182].

Pod komplikovanie lie¢by invazivnych kandidovych
infekcii sa negativne podpisuje rozsirenie multirezis-
tentnej kvasinky C. auris. Priblizne 90 % izolatov C. auris
je rezistentnych voci azolom a 30 % voci amfotericinu B
[176].Vzhladom na zvy3enu rezistenciu voci danym an-
timykotikam sa odporuca pri infekcii kvasinkou C. auris
podavanie echinokandinov, z ktorych najvyssiu efekti-
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vitu vykazuje mikafungin [183]. Nadej v boji s multire-
zistentnymi kmenmi C. auris predstavuje kombinovana
terapia viacerymi antimykotikami [13].

Za rezistenciu voci azolom mozu byt zodpovedné
efluxné pumpy [184], mutacie génu ERG11 [185] a du-
plikacia génu ERG11, ktora vedie k zvysenej produkcii
enzymu lanosterol 14a-demetyldza [186]. V rezistencii
voci echinokandinom sa predpoklada zapojenie bodo-
vych mutécii génu FKST [186].

Zvysujlca sa rezistencia voci antimykotikdm, ako aj
mnozstvo pacientov ohrozenych zavaznymi invazivny-
mi kandidézami spolu s obmedzenym spektrom do-
stupnych antifungalnych latok, su pri¢inou neustaleho
hladania novych cielov pre antifungalnu terapiu [187].

DRAHA BIOSYNTEZY ERGOSTEROLU
A NOVE CIELE ANTIFUNGALNEJ TERAPIE

Steroly su vyznamné a univerzalne pritomné molekuly
v cytoplazmatickej membrane eukaryotickych buniek.
Ovplyvnuju fluiditu a permeabilitu membrany a vplyv
maju aj na aktivitu membranovo viazanych proteinov.
Hlavnym sterolom hub je ergosterol [188]. Steroly tvoria
tiez klucovu sucast rigidnych a Struktdrovanych oblasti
cytoplazmatickej membrany, ktoré su zndme ako lipi-
dové rafty [189]. Metabolicka draha syntézy sterolov je
mimoriadne konzervovana. Cela draha je rozdelena do
troch vadsich celkov, ktoré sa nazyvaju moduly. Prvy
modul zahffia kroky veduce k syntéze mevalonatu, po
ktorom nasleduje subor reakcii, ktoré vytvaraju farnezyl-
pyrofosfat. Jednotlivé kroky oboch drah pre cholesterol
aj ergosterol su az po krok syntézy lanosterolu spolo¢né.
V poslednom module reakcii vznikd samotny ergoste-
rol [190, 191]. Syntézu ergosterolu, ktord prebieha len
v aerébnych podmienkach, katalyzuje 25 enzymov. En-
zymy skvalén monooxygendza, lanosterol 14a-deme-
tyldza, sterol C-4 metyl oxidaza a sterol C-22 desatura-
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za vyzaduju pre svoju aktivitu pritomnost kyslika [192].
Regulaciu biosyntézy ergosterolu u kvasinky S. cerevisiae
zabezpecuju transkripcné faktory, ktoré kéduju gény
ECM22 a UPC2. Transkripcné faktory Ecm22p a Upc2p
rozpoznavaju v prométorovych oblastiach ergostero-
lovych génov tzv. SRE (sterol regulatory element) sek-
vencie [188, 190]. U kvasinky C. glabrata boli objavené
homolégy génov pre oba transkripéné regulatory, ktoré
nesu pomenovanie CgUPC2A a CgUPC2B. Hlavnu ulo-
hu v reguldcii syntézy ergosterolu u druhu C. glabrata
ma prvy z uvedenych génov [150]. V hypoxickych pod-
mienkach spusta Upc2p expresiu ABC transportérov
Aus1p a Pdr11p, ktoré zabezpecia import sterolov z von-
kajSieho prostredia do bunky [193]. Prebyto¢ny ergo-
sterol, ktory posobi toxicky, kvasinka uklada vo forme
sterylesterov do lipidovych kvapdcok alebo po acetyla-
cii sekretuje von z bunky [190]. Delécia vac¢siny génov
biosyntetickej drahy ergosterolu je pre kvasinky letalna.
Viynimkou su len tzv. neesencidlne gény (ERG28, ERG6,
ERG2, ERG3, ERG5, ERG4), ktoré kéduju enzymy zapojené
v poslednych krokoch metabolickej drahy. Predpoklada
sa, ze metabolické intermediaty biosyntézy ergosterolu,
ktoré vznikaju v zavere¢nych krokoch, su schopné zastu-
pit funkciu ergosterolu v membrane [188]. Enzymy po-
slednych krokov biosyntetickej drahy ergosterolu st uni-
katne len pre huby, ¢&im sa stavaju potencidlnymi novymi
cielmi pre antifungdlnu terapiu (Obr.5) [138]. Vysledky
experimentalnych prac, ktoré sa venovali nepatogén-
nym kvasinkam S. cerevisiae a Kluyveromyces lactis na-
znacili, Zze slubnym novym cielom antifungalnej terapie
by mohol byt aj produkt génu ERG6. Delécia génu ERG6
viedla u dele¢nych mutantov erg6A ku zvySenej citlivosti
na vybrané azoly, ako aj niektoré dalsie inhibitory rastu
[194, 195]. Gén ERG6 koéduje enzym S-adenozylmetionin
dependentnu sterol C-24 metyltransferazu. Enzym kata-
lyzuje prenos metylovej skupiny z S-adenozylmetioninu
na uhlik C24 ¢im dochadza k premene zymosterolu na
fekosterol (obr. 5) [188, 195].

epistercl
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siengl C-5 despiurdza
HO
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Obr. 5. Zaverec¢né kroky biosyntézy ergosterolu, katalyzované produktami neesencidlnych génov
Figure 5. Final steps of ergosterol biosynthesis catalysed by products of non-essential genes

O niektorych z uvedenych génov sa uvazuje ako o potencidlnych novych cieloch antifungalnej terapie (prevzaté

a upravené podla [194]).

Some of these genes are being considered as potential new targets for antifungal therapy (taken and adapted from [194]).
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ZAVER

C. glabrata je oportunne patogénna kvasinka, kto-
ra spdsobuje povrchové, ako aj systémové infekcie.
Dovodom postupne narastajucej prevalencie druhu
C. glabrata je zvyseny pocet imunokompromitovanych
pacientov a jeho vrodena zniZena citlivost na azoly, ako
aj schopnost rychlo nadobudnut rezistenciu voci bezne
aplikovanym antimykotikdm. Nérast po¢tu MDR kme-
nov kvasinky C. glabrata je alarmujici a uz v stcasnosti
je pricinou vysokej mortality pacientov, ktori vyzaduju
intenzivnu starostlivost. Rezistencia voci antifungalnym
zliéenindm je vazny a mimoriadne aktudlny problém.
Spektrum ucinnych antifungdlnych terapeutik pre liec-
bu kandidovych infekcii je v sicasnosti obmedzené na
azoly, echinokandiny, polyény a flucytozin. Narastajuca
rezistencia nie je problémom len kvasinky C. glabrata.
Neddavne objavenie vysokorezistentnej kvasinky C. au-
ris len podciarkuje vaznost situacie. Jednym z rieseni
nepriaznivého stavu je hladanie novych miest zasahu
pre antifungdlnu terapiu.
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