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ANOTACE

Bakalaiska prace je zaméfena na patogenni komplex Candida parapsilosis. V tvodni
Casti prace je obecné charakterizovan rod Candida. V nasledujicim textu je pfiblizen
samotny komplex Candida parapsilosis, jeho objeveni, identifikace a zajimavé

vlastnosti. V zavéru prace jsou popsany nejdilezitéjsi faktory virulence.

KLICOVA SLOVA
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TITLE

The pathogenic complex of Candida parapsilosis

ANNOTATION

The bachelor thesis is focused on the pathogenic complex of Candida parapsilosis. The
Candida genus is generally characterized in the introductory part. The following
sections describe the complex Candida parapsilosis, its discovery, identification and
interesting properties. The most important factors of virulence are described in final
chapter of the work.
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Uvod

V soucasné dobé je kvasinka Candida parapsilosis druhou nej¢astéji se vyskytujici
kandidou v klinickych izolatech na svété. Zpusobuje povrchové nebo i systémové infekce u
lidi. Tyto infekce jsou Casto nozokomialni, coZ je spjaté s vyskytem C. parapsilosis na rukou
kazdého tietiho zdravotnického pracovnika. C. parapsilosis dokaze rist jak na biotickém,

tak i na abiotickém povrchu.

Do komlexu C. paraspilosis patfi tii velmi blizké druhy Candida parapsilosis sensu
stricto, Candida orthopsilosis a Candida metapsilosis, mezi sebou fenotypové témér
nerozliSitelné. K identifikaci slouzi molekularné-biologické metody jako PCR, MALDI-
TOF MS, FISH a NASBA.

Candida parapsilosis ma nékolik zajimavych vlastnosti oproti ostatnim kandidam.
Jde napiiklad o linearni mitochondrialni DNA nebo schopnost metabolizovat derivaty

kyseliny benzoové.

Kvasinky komplexu Candida parapsilosis si vyvinuly tzv. virulentni faktory, diky
kterym maji schopnost kolonizovat hostitelské tkang, zptsobit onemocnéni, nebo piekonat

hostitelovu obranyschopnost.
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1

Obecné charakteristika kvasinek

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae jsou drobné jednobunécné mikroorganismy
fazené do fiSe hub, jsou znamé jako uzitecné a ¢lovékem hojné vyuzivané kultury v riznych
prumyslovych odvétvich, znamé jsou piedevsim jejich dobré vlastnosti v procesech kvasSeni.
Dalsi druhy kvasinek uz tolik uzitku nepiinaSeji. Patifi sem druhy zplsobujici rizna
onemocnéni — kozni, slizni¢ni aj. takové kvasinky nazyvame patogenni, mezi které patii
napi: zastupci rodu Candida, Cryptococcus a Trichosporon. V této praci se zaméfuji na rod

Candida, hlavné na patogenni kvasinky rodu Candida.

Charakteristickym znakem Zivotniho cyklu kvasinek je stfidani haploidni a diploidni

faze, vétsina kandid je vSak diploidni (maji dvé sady chromozomu) [1].

1.1 Rozmnozovani a morfologie kvasinek

Kvasinky se rozmnozuji hlavné pucenim a délenim (tj. vegetativné), ale také
pohlavné, vytvarenim spor. Po rozmnoZeni kvasinky tvoti 3 morfologické struktury, a to
kvasinkovou formu (blastokonidie), pseudohyfy nebo pravé hyfy. Nekteré kvasinky

mohou vytvaret vegetativni spory, nékteré kandidy dokazi vytvotit chlamydospory [1].

Kvasinkové forma se vyznacuje kulatym ¢i ovalnym tvarem buiiky a velikosti
zhruba 2-5x 3-7 um. Modelovym organismem této formy je Saccharomyces

cerevisiae.

Pseudohyfy a pravé hyty je oznaceni pro vlaknity typ ristu. Rozdil mezi témito

morfologiemi spoc¢iva v rozdilném zpisobu jejich vzniku a tvaru.

Pseudohyfalni buniky maji elipsovity tvar (tj. jejich Sitka je v&tsi v centru nez na
koncich) ajsou zuzené v septovych kiiZzovatkach. Byvaji tvofeny z kvasinkovych
bun€k, nebo z hyf vzniklych pucenim. Vzniklé pseudohyfy zistavaji piipojeny

k rodi¢ovské burice, tim je vlakno prodlouzeno.

Pravé hyty maji obecné rovnobézné strany a jsou rovnomeérné Siroké, bez zizeni
V septovych kiizovatkach. Byvaji tvofeny kvasinkovymi buiikami, nebo jiz vzniklymi
vétvemi hyf. Vyvoj pravé hyfy je iniciovan pfitomnosti “zarode¢nych klickd”, diky
tomu, jsou vlakna prodluzovana a vétvena. Septa, kterd vznikaji pii prodluzovani
vléken, oddéluji hyfy na houbové jednotky. Vlakna pravych hyf jsou méné rozvétvena,

nez vlakna pseudohyf [2; 3].
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Chlamydospory maji 3 az 4 krat vétsi velikost, nez kvasinkova forma. Jsou to

kulaté, silnosténné buiiky, které vznikaji na koncich hyfélnich vldken. Kvasinky, které

vytvaii chlamydospory, takto reaguji na prostiedi chudé na ziviny [3].

S W L=

KVASINKOVA PSEUDOHYFA PRAVA HYFA
FORMA

Obrazek 1 Morfologie kvasinek [3]

V horni ¢asti (obr. 1) jsou vyobrazené bunky C. albicans mikroskopicky pomoci
diferencialniho interferen¢niho kontrastu (DIC), v dolni ¢asti jsou jednotlivé morfologie

znazornéné schématicky (upraveno dle [3]).
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2 Charakteristika kvasinek rodu Candida

2.1 Taxonomické zatazeni rodu Candida
Rise: Eukaryota
Podiise: Fungi (Houby)
Kmen: Ascomycota (Houby vieckovytrusné)
Ttida: Hemiascomycetes
Rad: Saccharomycetales (Kvasinkotvaré)
Celed’: Candidaceae (Kvasinkovité)

Rod: Candida

2.2 Fylogenetické zatrazeni rodu Candida
100 Candida albicans
100 E Candida dubliniensis
Candida tropicalis Diploid

100 Candida parapsilosis
Candida__ 100 Lodderomyces elongisporus

/ 100 Candida guilliermondii
Debaryomyces hansenii i
CTG 10_0|_|— ryomy: ii Haploid

Candida lusitaniae

100

100 (= Saccharomyces cerevisiae

100 Saccharomyces paradoxus
WGD 100 Saccharomyces mikatae
1 DD\ al Saccharomyces bayanus
Candida glabrata
Saccharomyces 100 Saccharomyces castellii
100 Kluyveromyces lactis
_|_I Ashbya gossypii

100 Kluyveromyces waltii

Yarrowia lipolytica
0.1 substitutions per site
e |

Obrazek 2 Fylogeneticky strom rodu Candida [4]

Samotny rod Candida je velmi slozity a heterogenni taxon, ktery se sklada z vice
nez 160 rozdilnych druhi. Mzeme fici, ze do rodu Candida patii evolu¢né vzdalené

linie, které obsahuji jak patogenni, tak i nepatogenni kandidy.

V jednotlivych vétvich fylogenetického stromu se nachazeji druhy kvasinek
S rtiznou mérou piibuznosti, a praveé na zakladé¢ jejich ptibuznosti jsou fylogenetické

stromy vytvafeny. Napiiklad C. glabrata je béznym patogenem, ktery je Gzce ptibuzny
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s nepatogennim druhem Saccharomyces cerevisiae, C. parapsilosis je zietelné odlisny

od C. albicans, ale tzce piibuzny s nepatogennim druhem Lodderomyces elongisporus

a podobné (obr.2). Jedinou vyjimkou je C. krusei, ktera je fylogeneticky podobna

Brettanomyces bruxellensis. C. boidinii a C. parapolymorpha se nachazeji ve stejné

skupin¢ jako C. krusei, ackoliv ob¢ jsou povazovany za nepatogenni. Patogenni druhy

se hlavn¢ vyskytuji ve dvou riznych vétvich, a to CTG skupina a WGD skupina.

221

2.2.2

Skupina CTG

CUG kodon je ve standardnim genetickém kodu organismu prekladan
jako leucin, zatimco v CTG skuping¢ je tento kodon vétSinou piekladan jako serin
(v 95-97 %). Tato neobvykla translace je umoznéna z toho divodu, Ze Ser-tRNA
muze byt rozpoznana dvéma zplisoby a to seryl-tRNA syntetazou, kodon je
prelozen jako serin, nebo leucyl-tRNA syntetazou, kodon je pielozen jako

leucin.

Zaména téchto dvou aminokyselin mé za nasledek vznik rodin proteint
se zménénou strukturou a funkci. Je tedy pravdépodobné, ze takto chybna
translace CUG kodonu miize poskytovat lepsi schopnost adherence a vyss§i miru

uspésnosti v boji S imunitnim systémem hostitele.

Do této skupiny fadime vétSinu patogennich druhtt kandid,

nejvyznamnéj$imi jsou C. albicans, C. parapsilosis a C. tropicalis [5; 6].

Skupina WGD

Druhou hlavni skupinou, do které patii patogenni druhy, je tzv. WGD
(,,whole genome duplication - zdvojeni celého genomu) linie [7]. Tato skupina
je ruznorodéjsi a obsahuje jak prlimyslové zajimavé kvasinky, tak také i

patogenni kvasinky napiiklad C. glabrata [6].

Organismus, ktery proSel WGD zhruba pied 100-200 miliony let,
obsahoval asi 5000 gent. Z divodu duplikace se tento pocet navysil asi na
10 000 genti, vétSina ze ziskanych gent se tzv. ztratila, to znamena, ze jeden ze
dvou genii vkazdé dvojici byl odstranén, obvykle bez dalSich pfesunii
v chromozomu. Druhy “post WGD” nyni typicky obsahuji asi 5 500 gent, které
zahrnuji 500 part gend, které byly ziskany WGD [8].
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2.3 Onemocnéni zplisobend kandidami

Rada kandid je soucasti lidské komenzalni mikrofléry, nékteré druhy Candida
zpusobuji systémové nebo povrchové infekce napt. na nehtech nebo na sliznicich,
povrchové infekce neohrozuji zivot, ale vyrazné snizuji jeho kvalitu. Systémové infekce
kandidy zpusobuji zejména pii oslabené imunité a jsou tedy oportunné patogennimi
kvasinkami. Onemocnéni jimi zpusobené se nazyva kandidéoza. Mezi vyznamné
patogenni kvasinky rodu Candida patii Candida albicans, Candida glabrata, Canida
tropicalis, Candada parapsilosis. Tyto ¢étyfi druhy dohromady zpusobuji 95 %
identifikovatelnych infekci zptisobenych kandidami. Jiné druhy kvasinek rodu Candida,
véetné Candida krusei, Candida lusitaniae a Candida guilliearmondii tvoii mén¢ jak 5

% piipadi invazivni kandidozy [9].

Druhy kvasinek rodu Candida patii mezi nejcastéjsich 10 patogent, které
zpusobuji infekce krevniho obchu spojené s vysokou umrtnosti. Navzdory vyvoji
novych antifungdlnich 1€kt ukéazaly epidemiologické studie, Ze rezistence vuci

antifungalnim 1ékim u izolatd Candida se stava velkym problémem [4].

V poslednich asi tfech desetiletich se invazivni kandiddza stala nejcastéji

diagnostikovanou tézkou kvasinkovou infekci po celém svéte.

Mnoho druhti Candida zptsobuje nozokomialni infekce u hospitalizovanych
pacientli, zejména u starSich pacientll s déle trvajici lékatfskou péc¢i, u novorozenct
Snizkou porodni hmotnosti a u pacienti s povrchovymi poranénimi nebo
s antimikrobialni ¢i steroidni 1é¢bou. V této souvislosti je tfeba uvést, ze Candida se
nachazi na rukou kazdého tretiho zdravotnického pracovnika a je znama jako Ctvrty

nejcastéji izolovany mikroorganismus z krevnich kultur hospitalizovanych pacientt.

Kandidy nerostou jen na biotickém povrchu, mohou také kolonizovat abiotické
vlhké povrchy napf. zubni protézy, je té€zké je odstranit a uZivateli protézy znacné
komplikuji zivot. Mnohem zavaznéjsi je, kdyz kolonizuji katetry, nebo kloubni nahrady
[10].

Za zminku stoji fakt, ze C. parapsilosis se hojné vyskytuje u predcasné
narozenych novorozenct s porodni hmotnosti mén¢ jak 1000 g. Takovi pacienti nutné
potiebuji cévni katetry pro parenteralni vyzivu, které jsou Casto kolonizovany praveé
touto kandidou. Oproti tomu C. glabrata zptsobuje infekce hlavné u dospélych nad 70

let. Tato skupina lidi ¢asto Zije v nemocnicich, zatizenich pro dlouhodobé nemocné,
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mivaji zubni nahrady, uzivaji psychotropni léky, coz €asto byva predispozicemi pro

onemocnéni kandidéza [11; 12].

Vétsina patogennich kandid nemusi primarné zplisobovat onemocnéni, ale ve
spojeni s fadou onemocnéni (AIDS, oslabend imunita a mnoho dal$ich) zptisobuji i ony

onemocnéni, to znamena, ze jsou oportunné patogennimi kvasinkami [13].

Tabulka 1 Seznam kandid Aldsenych jako piivodci kandidozy [6]

Vyskyt Druh

Nejcastéjsi puvodci Candida albicans, C. glabrata, C.
kandidézy (5 % az 70 %) parapsilosis, C. tropicalis

Vzacné, ale mohou byt C. krusei, C. lusitanae, C.orthopsilosis,
lokalné ¢asté (0,1 az 3 %) C. metapsilosis, C. guilliermondii, C. kefyr, C.
inconspicua, C. famata, C. rugosa, C.
dubliniensis, C. norvegensis, C. nivariensis, C.

bracarensis

Zridka hlasené (<0,1 % C. peliculosa, C. subhashii, C.
véetné jednorazovych hlaseni) | lipolytica, C. sake, C. apicola, C. zeylanoides,
C. valida, C. intermedia, C. pulcherrima, C.
hemulonii, C. stellatoidea, C. utilis, C.

humicola, C. lambica, C. ciferii, C. holmii, C.

marina, C. sphaerica

2.3.1 Lécba kandidoz

Léciva proti kvasinkdm se nazyvaji antimykotika. Diive byl
nejpouzivanéjSim antimykotikem amfotericin B, ktery ale pro svoji toxicitu byl
postupné nahrazovan jinymi netoxickymi latkami. Jeho nevyhodou také bylo to,
ze nekteré kandidy napt. C. parapsilosis si na né¢ho dovedly vytvofit rezistenci.
Amfotericin B se vaZe na strukturni slozky bunéénych membran (ergosterol, u
savcu také na cholesterol), tim poSkozuje jejich permeabilitu, dochazi k
depolarizaci. Navic podporuje tvorbu kyslikovych radikalt, které se také podileji

na poSkozovani permeability membrany. Témito kroky dochdzi k bunééné smrti

[14; 15].
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Alternativou za amfotericin B se staly azoly jako flukonazol a
vorikonazol, ale i na n¢ si nékteré kandidy dokazaly vytvofit rezistenci napt. C.
glabrata. Azolova antimykotika zabrafuji syntéze ergosterolu, ktery je hlavni
slozkou plazmatickych membran kvasinek. Z toho divodu dochazi k naruseni
struktury membran, naruSeni transportu Zivin a syntéze chitinu. Ergosterol je
také hormonem, ktery vede Kristu a proliferaci bunék, tomu také azolové

slouCeniny brani [16].

V kombinaci s amfotericinem B nebo s azolem se podava, i kdyz méné

Casto, flucytosin zejména pii meningitidé zpisobené kandidami.

Nejnovéjsi tiidou antimykotik jsou echinokandiny ty jsou zejména
dostupné ve Spojenych statech americkych a zahrnuji kaspofungin, micafungin
a anidulafungin. Tyto 1éky inhibuji (1,3) -p-d-glukan syntetazu, coz je enzym
vytvarejici glukanové polymery, které jsou soucasti bunééné stény kvasinek, a

touto inhibici narusuji buné¢nou sténu kvasinek [15].

2.4 Vyskyt druhli Candida v zemé&pisnych oblastech

Candida albicans je nejrozsitené;si kandida na svéte, nejcastéji je izolovana od
pacientti v Severni Americe, Evropé, Japonsku, Cing, Australii a ve v&tsing statech Jizni
Ameriky. Druha nejcastéji izolovana C. glabrata se hojné vyskytuje ve stiedni Evrop¢,
Skandinavii, Severni Americe, Australii a nejvice ze vSech v Indii. C. parapsilosis je
treti nejCastéji izolovanou kandidou. Za zminku stoji jeji zvySujici se prevalence
v Latinské Americe, kde ji patii prvni misto ve statech Kolumbie a Venezuela. Zajimavé
je zvySovani vyskytu C. parapsilosis v Jihoafrické republice, kde tento druh je
zodpoveédny za 35 % invazivnich kandidéz a dokonce za 50 % v nemocnicich

soukromého sektoru [17].

2.5 Candida albicans

Candida albicans je nejcastéjsi kandidou, ktera zpisobuje onemocnéni. Asi
v poslednich tfech desetiletich se stala dulezitym problémem vefejného zdravi.
Spektrum onemocnéni zptsobenych timto druhem se pohybuje od vaginalnich infekci,
které postihuji az 75 % zen alespon jednou za cely zivot, k hlubokym infekcim (to jsou

takové infekce, které se nenachazi na povrchu téla pacienta) u hospitalizovanych
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pacient, coz vede k vysoké mife Umrtnosti. C. albicans mutze také hrat roli
Vv perzistenci nebo zhorSeni nékterych chronickych zanétlivych onemocnéni stiev.
Navzdory pokroku ve vyzkumech je stale obtizna diagnostika nozokomialnich infekci
a jejich sledovani. Jako jedina je polymorfni, tj. dokaze vedle kvasinkovych buné¢k
tvofit také vlaknité pseudohyfy nebo hyfy, ostatni patogenni kandidy dokdzi tvofit
nanejvys pseudohyfy. Antimykotika, ktera se pouzivaji v 1ébé proti C. albicans jsou

azoly a echinokandiny, zejména kaspofungin [10; 18].

2.6 Candida glabrata

Candida glabrata je jednim z nejvyznamnéj$ich druhti Candida spojenych
s tézkymi piipady kandidézy. C. glabrata je patogen urogenitalniho traktu a krevniho
ob¢hu, a to zvlasté u star§ich a HIV pozitivnich lidi. C. glabrata je pfirozen¢ odolna
vici azolovym slou¢eninam a je nejbéznéjsi kvasinkou, ktera dokaze ziskat rezistenci
vici antimykotikim [19]. Kaspofungin ma vSak silné antimykotické uéinky a je

prokazan jeho ucinek vici C. glabrata [15].

2.7 Candida tropicalis

Je to bézny patogen u neutropenickych hostiteld a u onkologickych pacientt
Casto zpusobuje infekce mocovych cest. Jednd se o komenzalni mikroorganismus
vyskytujici se v dutin€ ustni piiblizné u 50-70 % zdravych jedincii. Mize se stat
patogennim v dusledku zmén prostiedi, nebo v dusledku oslabeni hostitelského
imunitniho systému. Pro invazivni onemocnéni zahrnuji 1ééby amfotericin B,

echinokandiny nebo triazolové antifungalni latky s rozsifenym spektrem [9].
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3 Charakteristika komplexu Candida parapsilosis

C. parapsilosis je sice ptirozeny lidsky komenzal, ale na rozdil od dalSich oportunné
patogennich kandid se hojné vyskytuje také v ptirod€. V ptfirod¢, mlze byt izolovana

Z domadcich zvitat, hmyzu, piidy a také z moiského prostiredi.

V roce 2003 bylo zjisténo sledovacim programem SENTRY, ze C. parapsilosis je
druhou nejcastéji se vyskytujici kandidou na lidském téle hned za C. albicans v Evropé a

Latinské Americe, v Severni Americe tieti za C. albicans a C. glabrata [15; 20].

V letech 1997-2005 byla C. parapsilosis az ¢tvrtou nejcastéjsi patogenni kandidou
zpusobujici kandidozu z izolatt v oblastech Asie-Tichomofi, Latinské Ameriky, Evropy,
Afriky-Blizkého vychodu a Severni Ameriky. V posledni dobé je C. parapsilosis
v nékterych zemich Latinské Ameriky a Evropy druhou nejéastéjsi kandidou zptisobujici
kandid6ézu dokonce mize byt i na prvnim misté. Podle uvedenych studii relativni vyskyt C.

parapsilosis v klinickych vzorcich stoupa [15; 21].

3.1 Morfologie bun¢k Candida parapsilosis

Bunky C. parapsilosis jsou ovalné, kulaté nebo valcovité, na Sabouraudové
agaru kolonie vyrtstaji bile, krémové, leskle, hladce az pokréené. Na rozdil od C.
albicans a C. tropicalis, které mohou existovat ve vice morfogenetickych formach, C.
parapsilosis netvoii pravou hyfu a existuje jen bud v kvasinkové fazi nebo
Vv pseudohyfalni formé&. V pseudohyfalni form¢ byly pozorovany na kukufi¢ném agaru
a mohou byt identifikovany svételnym mikroskopem, coz uz se v dne$ni dobé moc
neprovadi. Nedavné studie ukazuji, Ze tvorba pseudohyf C. parapsilosis je spojena se
specifickou sadou aminokyselin, zejména citrulinem, které zptisobuji vyznamné zmény
v morfologii bun€k a kolonii. Fenotypy kolonii také zavisi na formé C. parapsilosis:
kvasinkové kolonie jsou hladké nebo kraterové, zatimco kolonie obsahujici pseudohyfy

jsou krepové nebo koncentrické [15].

3.1.1 Vlivaminokyselin na morfologii
Lysin, arginin a glutamin maji vliv na vytvafeni krepovych kolonii.
Asparagin, kyselina asparagova a valin maji vliv na kraterovy vzhled kolonii.
Glycin, izoleucin, threonin a tyrosin vytvateji koncentrické uspotadani kolonii.

Leucin a methionin indukuji invazivni rast.
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Pti procesu morfogeneze, kdy aminokyseliny spousti morfogenetické
zmeény dochazi obvykle ke zvyseni pfijmu aminokyselin do buiiky. Vyjimkou je
citrulin, u n€hoz vznik morfogeneze nezavisi na schopnosti této aminokyseliny

vstoupit do buriky [22].

Krepova kolonie
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2.4 x 1072

Hladka kolonie

Obrazek 3 Fenotypové prepinani C. parapsilosis s Cetnosti samotného prepinani mezi
jednotlivymi fenotypy (upraveno dle [41])
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3.2 Objev Candida parapsilosis

V roce 1928 byla Candida parapsilosis poprvé izolovana panem Ashfordem,
jako druh nefermentujici maltozu Monilia, ze stolice pacienta s prijmem v Portoriku.
Tento druh byl nazvan Monilia parapsilosis, aby se odlisil od znaméj$iho druhu Monilia
psilosis, dnes znamého jako Candida albicans. Tento druh byl nejdiive povazovan za
nepatogenni, ale pozdéji byla Candida parapsilosis identifikovana jako pfi¢ina ptipadu

endokarditidy u intraven6zniho uzivatele drog v roce 1940 [15].

3.3 Rozdéleni komlexu Candida parapsilosis

Studie z konce minulého stoleti ukazuji, ze izolaty C. parapsilosis maji mezi
sebou znacné rozdilnosti jako napf. izoenzymovou aktivitu, kterd se mezi kmeny
izolovanymi z rizného prostiedi zna¢né 1isi, na zakladé téchto rozdilnosti se druh C.

parapsilosis rozdélil do tfech skupin a to I, I a III [23].

Detailnéjsi genetické studie ukazuji, Ze izolaty tohoto druhu jsou vice
genotypove heterogenni nez izolaty jinych druhti kandid, z tohoto divodu je vyhodné;jsi
druh C. parapsilosis rozdélit na 3 velmi blizké druhy, nejen na skupiny. Proto se ustalilo
nové oznaceni Candida parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis a Candida

metapsilosis, které se bézn¢ uziva dodnes [15; 24].

Pojmenovani "psilosis” téchto druhit je odvozeno od stejnojmenného
onemocnéni psilosis, které postihuje tenké stievo v doprovodu prijmi a predpony
"ortho", "meta" a "para" jsou pievzaty z chemického pojmenovéani riznych poloh

V jednom Sesticlenném kruhu [24].

Tyto druhy se 1i$i vjejich prevalenci a virulenci, nejvice patogenni je
C. parapsilosis sensu stricto, méné patogenni je C. orthopsilosis a nejméné patogenni a

vzacnéji izolovana je C. metapsilosis [6; 25].

3.3.1 Candida orthopsilosis
Druhy nejvirulentnéjsi z komplexu, md podobné virulencni a adhezni
schopnosti jako C. parapsilosis. C. orthopsilosis je homozygotni, také
heterogenni [26]. Z duvodu velké heterogenity se u C. orthopsilosis rozlisuje
mezi 2 poddruhy zvanymi typ 1 a typ 2 [27]. Objevuje se také hypotéza, ze C.

orthopsilosis je piedkem C. parapsilosis [24].
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3.3.2 Candida metapsilosis

C. metapsilosis je diploidni a vysoce heterozygotni druh, jehoz

rodi¢ovské druhy jsou nepatogenni, ale hybridizace mezi nimi vytvofily patogen

[6]. V soucasné dobé udaje naznacuji, Ze je to spiSe organismus Zzivotniho

prostiedi, naznacuji to fakta, ktera informuji o jejim nizkém klinickém vyskytu

[15]. Muze se vsak i pies toto tvrzeni objevovat v dutiné ustni jako komenzal

[27].

3.4 Identifikace komplexu C. parapsilosis

K identifikaci kazdého mikroorganismu slouzi velké mnozstvi metod, kterymi

jsme schopni mikroorganismy od sebe odliSit i na urovni druhti. Takové metody se

zamé&iuji

a genotypové (molekularné-biologické testy) vlastnosti.

na fenotypové

(biochemické,

mikromorfologické,

sérologické aj.)

Tabulka 2 Prehled metod pouzivanych k identifikaci kvasinek (upraveno dle [28] )

METODY PRINCIP IDENTIFIKACE HODNOCENI
mikromorfologie nativni preparat pravé hyfy, pseudohyfy,
FENOTYPOVE blastokonidie,
chlamydospory
barveny preparat pouzdra, spory
aktivita enzymd, | vzhled na selektivnich a | barva kolonie,
produkce pigmentt diagnostickych pudach | fluorescence
sérologické reakce sérologické testy aglutinace
biochemickeé asimilacni testy zména barvy, zakal
vlastnosti fermentacni testy produkce CO>
GENOTYPOVE | analyza RNA NASBA rozdily v RNA
analyza proteint MALDI-TOF MS hmotnostni spektrum
analyza DNA PCR + PAT, FISH rozdily v DNA

RNA — ribonukleova kyselina, NASBA — amplifikace zaloZena na sekvencich nukleové kyseliny (nucleic acid sequence based
amplification), MALDI-TOF MS- hmotnostni spektrometrie (matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight),
DNA - deoxyribonukleova kyselina, PCR — polymerazova fetézova reakce,
PAT — postamplifika¢ni testy, FISH — fluorescenéni hybridizace in situ
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Komplex Candida parapsilosis je fenotypovée natolik podobny, Ze se pouhymi

morfologickymi, sérologickymi a biochemickymi metodami neda rozlisit.

v

Nejspolehlivéjsimi  metodami slouzicimi  k odliSeni jednotlivych druha

zahrnutych v komplexu C. parapsilosis jsou molekularné-biologické metody. Mezi tyto
metody lze zaradit PCR s postamplifikacnimi testy, MALDI-TOF MS, FISH, NASBA.

34.1

3.4.2

3.4.3

Metoda FISH

Fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH) se fadi mezi techniky piimé
analyzy DNA. Principem této metody je piima vazba (hybridizace)
fluorochromem znacené sondy na komplementarni tseky vysSetfované DNA.
Sondou se rozumi jednovladknova rizné dlouha molekula DNA nebo RNA
s pfedem znamou sekvenci nukleotidii. Vznikld hybridizace se zjist'uje pomoci
fluorescenéniho mikroskopu. Tato metoda je znaéné cenové narocna, a ne zcela
ptesna k odliseni samotnych druhti v komplexu C. parapsilosis, proto se hlavné
v diagnostickych laboratofich vyuziva metod PCR a MALDI-TOF MS [29].

Metoda PCR

PCR (polymerdzova ftetézova reakce) je nejvice vyuzivand metoda
k pfesné identifikaci druhti v komplexu C. parapsilosis. Principem této metody
je cyklické zmnozeni Gseku DNA, které se vymezi dvojici oligonukleotida
(primertil), tyto primery jsou schopny se navazat na predem vybrané specifické
sekvence na templatové DNA. Dilezitou soucasti této reakce jsou také
deoxynukleosidtrifosfaty (dNTPs), které jsou stavebnimi kameny nové
vznikajici DNA a termostabilni enzym DNA polymeraza, jenz vytvaii

komplementarni tseky [30].

Metoda MALDI-TOF MS

V poslednich letech se v diagnostickych laboratofich hojné vyuziva
hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci / ionizaci s vyuzitim matrice
(MALDI-TOF MS). Tato metoda se ukazala jako spolehliva, a hlavné rychla
k identifikaci bakterii a v posledni dob¢ také kvasinek. Principem této metody je
analyza hmotnostniho spektra surového bunééného extraktu, sloZeného
primarné z hojnych proteinti. Ziskana spektra jsou porovnavana s referenénimi

druhové specifickymi vzory ulozenymi v databazi ptistroju [31].
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3.5 Heterogenita komplexu C. parapsilosis
Genetickd heterogenita komplexu je natolik vyrazna, az to dospélo k tomu
rozdélit druh C. parapsilosis na tfi samostatné jednotky. V mé praci uvedu ptiklad

studie, ve které byla tato heterogenita dokazana.

V roce 2005 A. Tavanti a spol. provedli studii a dokazali, ze druh C. parapsilosis
je natolik heterogenni, aby mohl byt rozdélen na tii samostatné druhy. Tuto studii
provedli se 32izolaty C. parapsilosis. 21 izolati bylo pfifazeno k nejcastéji se
vyskytujicimu druhu C. parapsilosis sensu stricto, 9 izolati k C. orthopsilosis a 2
izolaty k C. metapsilosis. Vsechny izolaty byly testovany pomoci RAPD (randomly
amplified polymorphic DNA — nahodné¢ amplifikované polymorfni DNA), pii této
metodé je vyuzivan jen jeden primer, zatimco pii klasické PCR jsou pouzivany primery
dva. Pfi¢emz byl pouzit primer RPO2 (5-GCGATCCCCA-3"), za podminek s nizkou
stringenci (napf. teplota) pro amplifikaci genomové DNA, to znamena, Ze pfii

amplifikaci diky témto podminkam miiZe nasedat i primer ne zcela komplementarni.

12 3 45678 910111213 M

A A B1B2B1B2B1B1B3B3B4 C C

Obrazek 4 Heterogenita komplexu Candida parapsilosis metodou RAPD [24]

Na obrazku jsou patrné RAPD vzory s RPO2 primerem vytvotené pro 32 kment
komplexu C. parapsilosis.

Ziskané amplifikované profily vykazovaly vysokou genomovou homogenitu
v izolatech C. parapsilosis sensu stricto (obr. 4, profil A), dva izolaty C. metapsilosis
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vykazovaly také témér identicky profil (obr. 4, profil C). Naopak izolaty C. orthopsilosis
vykazovaly vysokou miru genomové heterogenity (obr. 4, profil B1 — B4) [24].

Heterogenitu komplexu také dokazuji geny SADH pro sekundarni alkohol
dehydrogenazu a SYAL pro alanyl tRNA syntetazu. Podobnost pod 90 % mezi t€émito
geny u C. parapsilosis, C. orthopsilosis a C. metapsilosis potvrzuji, jak je komplex C.
parapsilosis heterogenni. Z tohoto divodu se i tyto geny vyuzivaji k rozliSeni mezi
jednotlivymi druhy komplexu pomoci PCR a byly vyuzity i ve vychozi studii Tavanti
et al (2005).

3.6 Mitochondridlni DNA

Mitochondrialni DNA (mtDNA) u vétSiny organismi ma kruhovity tvar,
zatimco nékteré kvasinky maji tvar mtDNA linearni. Candida parapsilosis vlastni
neobvyklou strukturu této DNA. Mitochondrialni genom Candida parapsilosis je slozen
Z line4rnich dvoufetézcovych molekul DNA, které jsou zakoncené telomerami. Vedle
linearnich molekul jsou v mMtDNA obsazeny také kruhové molekuly, nazyvané

telomerické kruhy (t-kruhy).

Telomerické kruhy spole¢né s mitochondridlnim telomery védzajicim proteinem

(mtTBP) chrani konce linearnich molekul mtDNA.

Telomerické kruhy byly neddavno objeveny také v lidskych bunikach, toto zjisténi
muze vést k 1ékaiskym disledkiim v podobé prodluZovani telomer na koncich jaderného

chromozomu eukaryot.

Mitochondridlni DNA je natolik odliSnd mezi druhy, Ze byla navrzena pro

klinickou identifikaci jednotlivych druhti Candida [32; 33; 34].

3.7 Schopnost Candida parapsilosis metabolizovat derivaty kyseliny
benzoové

Candida parapsilosis je bézn¢ izolovana z pudy, rostlin a jinych ptirodnich

zdroji. Tento fakt naznacuje, ze se podili na rozkladu rostlinnych tkani, v€etné produkta

rozkladu hemiceluldzy a ligninu. Toto je schopna provadét, protoZze mize fermentovat
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D-xylézu a vyuzivat riizné fenolové derivaty jako jediné zdroje uhliku, pochopeni
metabolismu fenolovych slou¢enin mize byt piinosem pro biotechnologické aplikace
[35].

Candida parapsilosis metabolizuje hydroxybenzeny a hydroxybenzoaty dvéma
riznyma zpisoby. Za prvé pomoci hydroxyhydrochinonu (HHQ, 1,2,4
trihydroxybenzen) tzv. 3 — oxoadipatova draha a za druhé pomoci glutathionu (GSH)
tzv. gentisatova draha. Tyto drahy by nefungovaly bez aktivity monooxygenaz (MNXI,
MNX2, MNX3) a dioxygendaz (HDX1, GDX1), které oteviraji aromaticky kruh
katabolickych slouc¢enin [35].

3.7.1 3- oxoadipatova draha

V této draze 4- hydroxybenzoat 1- hydroxyldza (MNX1) dekarboxyluje
4- hydroxybenzoat na hydrochinon (1,4- hydroxybenzen), ktery je substratem
hydrochinonhydroxylazy (fenol-2- monooxygenazy, MNX3). Oba tyto enzymy
(MNX1, MNX3) jsou NAD(P) H - dependentni flavoproteinové
monooxygenazy s Sirokou substratovou specifitou. MNX1 katalyzuje 4-
hydroxybenzoat, resorcinat (2,4- dihydroxybenzoat) a protocatechuat (3.4-
dihydroxybenzoat). MNX3 katalyzuje hydrochinon a resorcinol (1,3-
dihydroxybenzen). Tyto substraty se dale prevadéji na HHQ, ktery je
metabolizovan pres 2- maleylacetat a 3- oxoadipat na sukcinat a acetyl —

koenzym A (acetyl — CoA) (viz obr. 5).

3.7.2 Gentisatova drdha
Gentisatova draha zajiStuje, Ze je 3- hydroxybenzoat hydroxylovan
pomoci enzymu 3- hydroxybenzoat 6- monooxygenazou (MNX2) na gentisat
(2,5 —dihydroxybenzoat), ktery je preveden gentisat 1,2- dioxygenazou (GDX1)
na 3- maleylpyruvat a nasledné metabolizovan pies 3- fumarylpyruvat na

fumarat a pyruvat (viz obr. 5) [35; 36].
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HHQ variant of 3-oxoadipate pathway

dehydrogendzovy komplex, cyklus trikarboxylovych kyselin a dalsi, které vedou

2,4-Dihydroxybenzoate
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Obrazek 5 Metabolismus hydroxybenzenii a hydroxybenzoatii [35]

Metabolity obou drah jsou substraty pro reakce, jako naptiklad pyruvat

k syntéze aminokyselin, nebo mastnych kyselin.

mitochondrialni nosi¢e (MC) transportuji produkty, nebo meziprodukty metabolismu

hydroxybenzoatlh skrz wvnitini mitochondridlni membranu, timto jsou propojeny

Ob¢ tyto drahy probihaji v cytosolu a v mitochondriich. Specifické

biochemické reakce pisobici v cytosolu a mitochondriich [37].
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Metabolizovat derivaty kyseliny benzoové obéma zpisoby je schopna
z Candida druhti pouze C. parapsilosis. C. glabrata, C. lusitaniae nejsou schopny viibec
rast v pfitomnosti téchto derivati. Ostatni kandidy jako napiiklad C. albicans, C.
dubliniensis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis, C. tropicalis rostou v omezené mife, tyto

kandidy postradaji gentisatovou drahu [35].
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4 Faktory virulence komplexu Candida parapsilosis

Patogenni kvasinky rodu Candida si vyvinuly Sirokou skalu virulentnich faktort,

které jim zajiStuji schopnost kolonizovat hostitelské tkané, zptisobit onemocnéni, anebo

také prekonat hostitelovu obranyschopnost.

Mezi virulentni faktory patii extracelularni sekretované hydrolytické enzymy, které

ziskaly zna¢nou pozornost kvuli jejich roli v patogenezi a jako mozné cile pro budouci

antimikrobialni terapii. Mezi tyto enzymy lze zatadit: proteazy, lipazy, fytazy, katalazy,

hemolyziny. Nejenze usnadiiuji adhezi, penetraci, ale také invazi, Sifeni a vyhybani se

imunitnimu systému hostitele a také zvysuji biologickou dostupnost zakladnich zivin [20].

4.1 Vybrané faktory virulence

41.1

4.1.2

Adheze

Adheze je primarnim faktorem pii kolonizaci lidskych tkani a
abiotickych povrchi, na kterych poté vytvari biofilm. Tento proces je stimulovan

nékolika kaskadami buné¢né signalizace, jak v kvasince, tak i v prostiedi.

Pfilnuti bunék kandid na lidskou tkan je zprosttedkovano nespecifickymi
faktory (hydrofobnost, elektrostatické sily) a specifickymi faktory (adheziny),
které jsou pfitomny na povrchu kvasinek. Adheziny jsou schopny rozpoznavat

proteiny, fibrinogen a fibronektin [10].

Sekretované aspartatové protedzy

Sekretované aspartatové protedzy (SAP) hraji diileZitou roli ve virulenci
patogennich kandid. U C. parapsilosis byly zjistény tii geny kodujici tyto
proteiny SAPP1, SAPP2, SAPP3. Nejvice byl zkouman gen SAPP1, u kterého
bylo zjisténo, ze v genomu C. parapsilosis je duplikovan, absence tohoto genu
by neumozniovala rist C. parapsilosis v lidském séru a pteziti v makrofazich
[20; 38].

Aspartatové protedzy usnadiiuji kolonizaci a invazi do hostitelské tkang,
tim Ze naruSuji mukdzni bariérové proteiny, jako je albumin, keratin, kolagen a
mucin, dale degraduji proteiny podilejici se na dulezitych imunologickych

procesech a obranné proteiny, jako napiiklad t€zké fetézce imunoglobulinu G,
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4.1.3

414

4.1.5

4.1.6

C3 protein, kolagen, o> — mikroglobulin, B — laktoglobulin, fibronektin a
laktoperoxidaza [15; 39].

V posledni dobé jsou zkoumany inhibitory SAP jako antimykotika, tyto
inhibitory (ritonavir, sachinavir) blokuji penetraci patogent pies slizni¢ni

povrchy a tim snizuji histopatologické poskozeni hostitelovy tkané [15].

Fytaza

Fytaza je fosfohydroldza, kterd postupné $tépi fytat za icelem uvolnéni
anorganického fosfatu a inositolu, coz jsou zakladni Ziviny pro vSechny zivé
buriky. Pro druhy Candida jsou tyto latky dulezité pro samotné pieziti, ale také

mnozeni a virulenci.

Katal4za
Je to enzym, ktery je schopen rozkladat peroxid vodiku, a proto se
poklada za dulezitou antioxida¢ni obranyschopnost proti neutrofilim a

makrofagiim.

Sacharidy bunécnych stén

Maji roli v mnoha fungalnich procesech. U C. parapsilosis obsahuji
mannan, ktery se G€astni adheze k epitelidlnim buiikdm, rozpoznava vrozené
imunitni receptory. N —acetylglukosamin je klicovou slozkou chitinu,
polysacharidu, ktery se zucastiiuje dilezitych strukturalnich procesech bunééné
stény a také iniciuje expresi virulentnich genl. Kyselina sialovd zabranuje
rozpoznani kvasinky imunitnim systémem hostitele a chrani bunku pted

imunitni odpovédi [20].

Hemolyzin

Schopnost hemolyzy je dalsim faktorem virulence, ktery hraje dilezitou
roli pii oslabeni hostitele. Tento protein umoznuje rozklad ¢ervenych krvinek,
za pouziti hemoglobinu jako zdroje Zeleza. Zelezo je anorganicky prvek, ktery
je dalezity pro spravny vyvoj a riist mikroorganismii véetné kvasinek, schopnost

ziskat tento prvek umoziuje vytvoreni infekéniho procesu [10; 39].
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4.1.7

4.1.8

4.1.9

Lipazy

Lipazy patii mezi hydrolazy karboxylovych kyselin, katalyzuji
hydrolyzu a syntézu triacylglyceroli. Mikrobidlni extracelularni lipazy
napomahaji traveni lipidii po ziskéni zivin, synergickym interakcim s jinymi
enzymy, adhezi K hostitelskym tkanim a bunkam, iniciaci zanétlivych procestu
ovlivnénim imunitnich bunék a umoznuji sebeobranu vii¢i konkurencnim
mikrofléram. Sekrece lipaz umozniuje C. parapsilosis bezpeéné pickonat

fagocytdzu a nasledné preziti uvnitt makrofagi.

C. parapsilosis ma dva geny, které koduji lipazy, a to CpLIP1, CpLIP2.
Je vSak dokéazano, ze inhibitory enzymi kodovanych témito geny vyznamné
snizuji virulenci, dochazi napiiklad k produkci tencich a méné slozitych
biofilmi, snizuje se poSkozeni tkané¢ u pacientd nakazenych C. parapsilosis a

také je tento patogen snadnéji zachycen a usmrcen v makrofazich [15; 40].

Fosfolipazy

Fosfolipazy jsou enzymy, které jsou schopné hydrolyzovat jednu nebo
vice esterovych vazeb ve glycerofosfolipidech, tim usnadiiuji invazi patogenu
na hostitelsky mukdzni epitel a také se predpokladd, ze se podileji na rozruseni
membran hostitelskych bunék. C. metapsilosis ani C. orthopsilosis nejsou
schopné produkovat fosfolipazy [39].
Biofilm
jsou specifické a organizované komunity bungk, toto seskupeni bunék piinasi
vyznamnou odolnost proti antimykotické terapii a chrani bunky pred

hostitelskymi imunitnimi reakcemi.

Tvorbé biofilmu pfedchézi pfilnuti bunék k povrchlim zdravotnickych
prostfedkd (napfiklad centralnich a perifernich katétrd, hemodialyzy,
intrakardialnich protetickych prostfedkd, protetickych kloubti a jinych) k tomu
napomaha hydrofobnost povrchu bunék. Nebo také prilnavost ke tkanim, coz

mize pravdépodobné vést ke zméné morfologie a chovani organismi.

C. parapsilosis produkuje méné slozity biofilm, nez C. albicans. Biofilm

tvofeny C. parapsilosis neobsahuje pravé hyfy, je tvofen pouze z kvasinkové
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formy a pseudohyfalni formy, tato forma tvoii agresivngjsi biofilm. Biofilm C.
parapsilosis obsahuje velké mnozstvi sacharidic a malé mnozstvi bilkovin,

V porovnani s ostatnimi kandidami [9; 15; 10].

4.2 Rozdily ve faktorech virulence

C. metapsilosis na rozdil od C. parapsilosis a C. orthopsilosis nevytvaii
pseudohyfy, to také souvisi sjeji mens$i virulenci. Tvorba pseudohyf je spojena
s produkci dvou skupin proteinti: proteiny bunécné stény Hyr/Iff a glykoproteiny na
povrchu bunégk.

Sekretované lipazy hraji, jak uz bylo zminéné vyse, také dulezitou roli ve
extracelularni lipazy. A to mohl byt jeden z diivodu fylogenetické odlisnosti mezi druhy
tohoto komplexu, pozdé¢ji se vsak ukazalo, ze C. metapsilosis ma genom, ktery skute¢né
koduje podobny pocet sekretovanych lipaz jako C. parapsilosis a C. orthopsilosis.
Tahle skute¢nost naznacuje, ze fenotypové rozdily mohou byt zplsobeny rozdilnou

regulaci lipazové aktivity spiSe nez vlastni schopnosti sekretované lipazy produkovat.

Aktivita sekretovanych aspartatovych proteaz (SAP) byla prokézéna jak u C.
albicans tak i u C. parapsilosis, zajimavé je, ze C. metapsilosis a C. parapsilosis ma;ji

kodovanych vice sekretovanych aspartatovych proteaz nez C. orthopsilosis [26].
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Zavér

Existuje vice nez 20 druht kandid, které mohou zpiisobovat infekce u lidi. Od 80. let
20. stoleti se zvySoval pocet pacientl s kandidozou. Candida parapsilosis byla v letech
1997-2005 az ¢tvrtou kandidou zpiisobujici infekce u lidi, v poslednich letech se vSak stava
stale Cast€jSim pavodcem kandidozy, dokonce v nékterych statech Jizni Ameriky je

nejcastéji izolovanou kandidou.

Identifikaci kandid znacné zjednoduSuji molekularné-biologické metody, které
dokazi rozpoznat fenotypové 1 genotypové vlastnosti a rozlisit tak i sebemensi rozdily na
urovni jednoho biologického druhu. Jak se stalo i v piipad¢ komplexu Candida parapsilosis,
kdy se pomoci téchto metod ptislo na vysokou heterogennost tohoto komplexu. Na jejimz
zékladé byl tento komplex rozdélen na tii samostatné druhy. Skutec¢nost, ze byly takto
objeveny nové druhy patogennich kvasinek, muze vést az k potieb& znovu analyzovat,

piipadné nové definovat i dalsi druhy.
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