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ANOTACE

Tato bakalatska prace pojednava o virulenénich vlastnostech Candida lusitaniae v souvislosti
s patogenezi této kvasinky. V bakalaiské praci jsou shrnuty obecné informace o kvasinkach se
zaméfenim na klinicky vyznamné kvasinky, dale také informace o nové vznikajicim
oportunnim patogenu Candida lusitaniae a moznostech jeji diagnostiky. Prace rovnéz detailné
popisuje faktory virulence této kvasinky. Studie je také zamétena na onemocnéni v souvislosti

s kvasinkou Candida lusitaniae a moznosti 1é¢by i prevence.
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TITLE

Virulence properties of Candida lusitaniae

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the virulence properties of Candida lusitaniae in relation to the
pathogenesis of this yeast. The bachelor thesis summarizes general information on yeasts with
a focus on clinically important yeasts, as well as information on the emerging opportunistic
pathogen Candida lusitaniae and its diagnostic possibilities. The thesis also describes in detail
the virulence factors of this yeast. The study also focuses on the diseases associated with

Candida lusitaniae and the possibilities of treatment and prevention.
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UvVOD

Kvasinky jsou rozsifenou skupinou mikroorganismu, které se pfirozené vyskytuji ve vode¢,
pudé, vzduchu a na rostlinach. Jsou vsak také soucasti lidské mikroflory a potravinaiskych
produktii. Ackoliv mnohé kvasinky maji prospésné vyuziti, nékteré druhy jsou oportunnimi
patogeny a mohou zplisobovat zdvazna onemocnéni, a to zejména u osob s oslabenou imunitou.
V tomto ohledu zaujima vyznamné postaveni rod Candida, ktery piedstavuje jednu
z nejvyznamnéjSich piicin mykotickych infekci obecné oznacovanych jako kandidozy.
Patogenni potencial kvasinek je podminén souborem virulentnich faktort, které jim umoznuji
prezivat a mnozit se v hostitelském organismu, narusovat obranné mechanismy a zptusobovat
klinické projevy onemocnéni. Pfestoze druhem tizce spojenym s klinickymi projevy je Candida
albicans, v poslednich desetiletich dochazi k nartstu infekci zpisobenych tzv. non-albicans
druhy, jako je napf. Candida lusitaniae. Tento méné prozkoumany druh kvasinek upoutava
zvySenou pozornost veédel, predevSim kvili svym specifickym virulenénim vlastnostem

a pfirozenou rezistenci vii€i ur¢itym bézné pouzivanym antimykotikim.

Cilem mé¢ bakalaiské prace je poskytnout komplexni pfehled doposud znamych virulenénich
vlastnosti kvasinky Candida lusitaniae a zhodnotit jeji patogenni potencial v kontextu
humannich infekei. V této praci jsou popsany obecné vlastnosti klinicky vyznamnych kvasinek
se zaméfenim na rod Candida. Detailné se prace zaméfuje na kvasinku Candida lusitaniae, jeji
morfologii, rozmnoZovani a metabolismus. Dale je zde kladen velky diraz na piehled doposud
zndmych virulen¢nich vlastnosti této kvasinky. Zminény jsou také mozné metody diagnostiky
a identifikace C. lusitaniae. Zavérem se prace zabyva moznymi onemocnénimi v souvislosti

S touto oportunné patogenni kvasinkou a moznostmi jejich prevence a 1écby.
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1. Kvasinky

1.1. Historie kvasinek

Prvni zminky 0 praktickém vyuziti kvasinek byly zaznamenany jiz v davné minulosti. Antoni
van Leeuwenhoek, vynalezce prvniho mikroskopu, pozoroval kvasinky poprvé ve vzorku
kvasiciho piva. AvSak v té dobé byly tyto ovalné mikroorganismy povazovany Za nezivé
Skrobové ¢astice (Davis, 2020). Pozdéji se kvasinkami a kvasnymi mechanismy zacali zabyvat
dalsi védci jako Charles Cagniard-Latour, Friedrich Kiitzing a Theodor Schwann. Vsichni
dospéli k zaveéru, Ze kvasinky jsou zivé organismy schopné fermentace (Barnett, 1998). V roce
1857 proved| Louis Pasteur sérii experimenti prokazujici vlastni podstatu fermentace. Louis
Pasteur také zkoumal proces kvasinkové fermentace ajeho vliv na vyrobu vina i piva.
Experimentalné dokazal, Ze kvasinky jsou zivé organismy, které pii fermentaci pfeménuji cukry
na alkohol a dalsi produkty. Piispél také k popsani specifickych druht kvasinek a pochopeni
jejich vlivu na kvalitu a chut’ vyslednych produktt i zlepSeni procest fermentace (Barnett,
2000; Davis, 2020).

1.2. Obecna charakteristika kvasinek

Kvasinky fadime mezi jednobunééné eukaryotické mikroorganismy, které spadaji do fiSe hub
(Hocking a Pitt, 2022). Kvasinkové bunky maji schopnost vytvafet izolované kolonie nebo
biofilmové struktury, jez jsou Casto pozorovatelné pii humannich infekcich (Kundrat
a Kvasnickova, 2015). Buiiky kvasinek mohou mit rizny tvar, a to kulovity az po protahly.
Velikost téchto bunék zavisi na konkrétnim druhu, typicky se vsak pohybuje v rozmezi
2-5 pum. Tyto mikroorganismy jsou povazovany za fakultativni anaeroby (pfezivaji jak
Vv ptitomnosti, tak i v nepfitomnosti kysliku). Kvasinky produkuji auvoliuji enzymy
(proteolytické, glykolytické a lipolytické), které umoznuji rozklad organickych latek
a ziskavani zivin. Kvasinky se spoléhaji na oxidativni metabolismus, skrze ktery ziskavaji

energii acrobni metabolizaci sacharidi (Hocking a Pitt, 2022; Shurson, 2018).

Kvasinky se vzhledem k jejich kratké generacni dobé rychle rozmnozuji. U nékterych druhti
kvasinek mize byt genera¢ni doba pouze nékolik hodin. V populaci kvasinek se vyskytuji dva
typy bunék, a to bunky haploidni a diploidni. Haploidni kvasinkové bunky maji v jadie jedinou
sadu homolognich chromozomi. Diploidni kvasinkové buiiky jsou slozeny naopak ze dvou sad

homolognich chromozomi. Kvasinky se jako jednobunécné organismy mnozi nepohlavng, ale
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i pohlavné (Obrazekl) (Knop, 2011; Shurson, 2018). Nepohlavni rozmnoZovani kvasinek
probihd pfevazné pucenim ¢i délenim. Béhem puceni nastdva standardni bunééné déleni
(matefské jadro se mitoticky rozdé€li na dvé jadra dcefind). Pocet chromozomu Vv dcefinych
jadrech zustava podobny jako u mateiského jadra (Knop, 2011). V pribéhu puceni se dcefina
buiika nejprve projevuje jako maly vyristek. Tento typ puceni se oznacuje jako asymetrické
puceni (vznikla struktura pfipomind pupen) (Shurson, 2018). Puceni muze nastat jak
u haploidnich, tak i diploidnich bunék. Z haploidnich mateiskych buné€k vznikaji haploidni
dcefiné bunky, zatimco z diploidnich matetskych bunék vznikaji diploidni dcefiné bunky

(Knop, 2011; Shurson, 2018).

Kvasinky jsou téz schopné pohlavniho rozmnoZovani. Pfi pohlavnim rozmnozovani vytvaieji
kvasinky pohlavni spory. Béhem tohoto rozmnozovaciho procesu dochazi ke spojeni dvou
haploidnich bunék (gamet). Po spojeni bunék a jader vznika diploidni buiika (zygota). V zygoté
se diploidni jadro déli meidzou a vysledkem jsou ¢Etyfi haploidni jadra. Tato haploidni jadra

slouzi nasledn¢ jako zaklad pohlavnich spor (Huraiova et al., 2018; Sieber et al., 2023).

(&
Puceni
@
® @
e®
Sporulace \ / Hladovéni
Pohlavni rozmnoZzovani
/ \ Hyfy/ pseudohyfy
»
e . - .
(@)

Obrazek 1 Moznosti vyvoje kvasinek (upraveno dle Knop, 2011)

Nekteré  kvasinky maji  schopnost morfogenniho piechodu mezi jednobunéénym,
pseudohyfalnim nebo hyfalnim rastem (Obrazek 1). Tato zména se nazyva dimorfismus a je
obvykle vyvolana nepfiznivymi podminkami prostfedi (pH, teplota, pfitomnost stresovych
podminek, nedostatek zivin). Dimorfni pfechod mlZe byt postupny a miiZze generovat Sirokou

Skalu tvarti bunék, z nichz kazdy je specifickou odezvou na prostfedi, Vv némz se bunky
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nachazeji (Knop, 2011; Thompson et al., 2011). V optimalnich podminkach mohou kvasinky
rust jako jednobunééné organismy. Buiky Vv téchto podminkach jednodusSe puci a vytvareji
nové jednotlivé bunky. Pseudohyfalni buiiky jsou elipsoidni, vytvareji fetézce vyrazné
prodlouzenych bunék zuzenych v mistech septalnich spojti. Pfi d€leni pseudohyf dochazi
k postupnému prodluzovani fetézce bunék. Déleni jadra a tvorba piepazkového prstence jsou
pro tento proces zcela charakteristické. Pseudohyfy se neoddéluji jako samostatné burky,
ale zGstavaji spojené ve forme fetézce. Tento typ ristu umoznuje kvasinkam hledat ziviny
a substraty ve vétsi vzdalenosti od jejich piivodniho mista kolonizace (Knop, 2011; Mendoza-
Reyes et al., 2022). Hyfy se skladaji z n€kolika bunék spojenych dohromady, maji jednotnou
Sitku a prava septa bez zzeni v septalnich spojich. Kazda hyfa miize obsahovat vice jader
Vv cytoplazmé (Knop, 2011). P#i déleni hyf dochazi k postupnému prodluzovani a ristu vlakna.
Béhem tohoto procesu dochazi k déleni bunék ve vldkné a vytvafeni novych bunék. Septa
v hyfach mohou obsahovat pory umoznujici komunikaci a ptenos latek mezi bunkami. Mezi
kvasinky s vlastnostmi morfogenniho piechodu patii Siroka skala patogent (Candida albicans),

avsak také kvasinky nepatogenni (Saccharomyces cerevisiae) (Thompson et al., 2011).

Kvasinky maji $iroké uplatnéni jako modelové organismy ve vyzkumu eukaryotickych bunék,
protoze poskytuji cenné poznatky 0 zakladnich bunécnych procesech. Dobie popsana genetika,
druhova pestrost, kratka genera¢ni doba a relativné snadna genova manipulace je ¢ini idealnimi
bunikami pro vyzkumné ucely. Vyzkum kvasinek téz ptispél K pochopeni rtiznych oblasti
biologie, jako je replikace DNA, bunééné déleni, genova exprese nebo funkce proteint
(Park et al., 2023).

Existuje asi 60 riznych rodi kvasinek, které se dale rozd¢luji do vice nez 500 raznych druht.
Kvasinky Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus a Candida utilis jsou
vyuzitelné predev§im Vv primyslu. Mezi patogenni kvasinky fadime napi. rody Candida,
Cryptococcus, Torulopsis a Trichosporon (Shurson, 2018). Mnoho druhti kvasinek je tolerantni
vuci kyselému prostiedi stejné jako vldknité houby. Nekteré druhy jsou dokonce velmi odolné
vici slunecnimu zafeni a vysychani, coz jim umoznuje dlouhodobéjsi vyskyt v ptirod€, na

povrsich listd, ovoce a zeleniny (Hocking a Pitt, 2022; Shurson, 2018).

1.3. Klinicky vyznamné kvasinky

Kvasinky jsou béznou soucasti lidského mikrobiomu dutiny ustni, kiize, tlustého stieva
a urogenitalniho traktu. Mnohé kvasinky patii mezi oportunni patogeny S potencialem vyvolat

onemocnéni U jedinct s oslabenou imunitou (Kundrat a Kvasni¢kova, 2015). Jako klinicky
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vyznamné kvasinky se oznaCuji predev§im kvasinky rodu Candida, Cryptococcus,
Trichosporon, Malassezia a Rhodotorula (Shurson, 2018). Toto jsou jen n¢které z klinicky
vyznamnych rodil kvasinek. Kazdy z uvedenych rodii obsahuje rtizné druhy, které maji odlisné

vlastnosti a mohou zptsobovat specifické typy infekci (Kundrat a Kvasni¢kova, 2015).

1.3.1. Rod Cryptococcus

Rod Cryptococcus zahrnuje asi 70 druhti kvasinek. Jedna se o opouzdiené bazidiomycetni
(stopkovytrusné) kvasinky se schopnosti tvofit melanin (Al-Zubaidy a Shabaa, 2023;
Bandalizadeh et al., 2020). Tyto kvasinky ziskavaji energii z organickych latek odumielych
organismu nebo jejich ¢asti (saprotrofyt). Kvasinky tohoto rodu jsou nejéastéji izolovany
zpudy aptadich exkrementd (napf. Cryptococcus neoformans). Vyskytuji se vSak
I Vrostlinnych  materiadlech, dutinach stromid nebo rozkladajicim se dfevé (napf.

Cryptococcus gattii) (Bandalizadeh et al., 2020).

Kryptokoky jsou kvasinky, pro jejichZ kultivaci se ¢asto vyuzivaji agarova média, jako napf.
Sabouraudtiv agar, Bird Seed Agar nebo krevni agar. Tato média poskytuji vhodné podminky
pro rust a vyvoj téchto mikroorganismu. Piikladem mize byt Cryptococcus neoformans na
Obrazku 2, ktery vytvaii na krevnim agarovém médiu kulaté, lesklé a hladké kolonie bilé nebo
krémové barvy (Al-Zubaidy a Shabaa, 2023; Fraser et al., 2023). K posouzeni schopnosti
produkovat melaninovy pigment lze vyuzit methyldopové médium. Schopnost kryptokokovych
bun¢k tvofit melanin se projevuje vytvaienim hnédych kolonii na tomto specifickém médiu

(Al-Zubaidy a Shabaa, 2023).

Obrazek 1 Narist Cryptococcus na krevnim agaru (Bal et al., 2014)
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Melanin je pigment, nezbytny pro virulenci kvasinek rodu Cryptoccocus. Ma vyznamnou roli
v ochrané¢ kvasinek pted oxida¢nim poskozenim kyslikovymi radikaly hostitelské bunky.
Melanin ma dale schopnost vazat bézna antimykotika (flucytosin) a snizovat jejich ucinnost.
Tento pigment také umozniuje kryptokokiim rust Vv Sirokém teplotnim rozmezi a odolavat
ionizujicimu zafeni (McDonald et al., 2012; Rossi a Zaragoza, 2021). Velkou zvlastnosti pro
rod Cryptoccocus je polysacharidové pouzdro, které jim poskytuje ochranu pied stresovymi
faktory. Dalsi unikatni schopnosti téchto kvasinek je vytvaieni tzv. gigantickych bunék. Tyto
nadmérné velké bunky jiz nemohou byt pohlceny fagocyty, buitkami imunitniho systému
zodpovédnymi za odstrafiovani cizorodych &astic a mikroorganismii. Ukolem gigantickych
bunék je tedy chranit kvasinkové bunky Cryptococcus pted imunitni odpovédi hostitele. Tento
proces ma dileZitou roli pti vzniku onemocnéni (McDonald et al., 2012). Jelikoz jsou tyto
kvasinky schopny pfezivat uvnitf makrofagli, jsou povazovany za intracelularni patogeny
(Rossi a Zaragoza, 2021). Existuji pouze dva potvrzené druhy kryptokokt zptsobujici humanni
onemocnéni, a to Cryptococcus neoformans a Cryptococcus gattii (Bandalizadeh et al., 2020).
Tyto dva humanni patogeny mohou zpusobit klinické onemocnéni nejen
U imunokompromitovanych pacientiim, ale také imunokompetentnich jedinct (Dutra et al.,
2018). Infekce zptsobena Cryptococcus neoformans nebo Cryptococcus gattii se nazyva
kryptokokoza. Tato infekce vznika po vdechnuti kvasinek nebo jejich spor. Spory nasledné klici
v plicni tkani hostitele a mohou progredovat do fatalni faze meningocefalitidy. Kryptokokoza
je globalné povazovana za mykotické onemocnéni s vysokou smrtnosti, a t0 zejména u lidi

s AIDS (Al-Zubaidy a Shabaa 2023; Ballou a Johnston, 2017).

1.3.2. Rod Trichosporon

Rod Trichosporon zahrnuje 51 druht, z nichz pouze 16 druhi je schopno infikovat lidské
hostitele. Do tohoto rodu zafazujeme kvasinky podobné stopkovytrusnym kvasinkam. Podobné
jako jiné dimorfni houby jsou schopny vlaknitého rlstu, tvofit pfepazkové hyfy s hojnymi
arthrokonidiemi a blastokonidiemi, coz jsou formy reprodukénich struktur (Iturrieta-Gonzalez
et al., 2014). Kvasinky tohoto rodu jsou soucasti mikroflory ¢lovéka, a to zejména v oblasti
kaze, nehtu, sliznic dychaciho a gastrointestinalniho traktu (lturrieta-Gonzalez et al., 2014; Kuo
et al., 2021). Jelikoz jsou hojné rozsifeny také v prirodé, lze je izolovat z vody, pudy,

rozkladajici se hmoty ¢i z ptac¢iho nebo netopytiho trusu (Kiley et al., 2019; Kuo et al., 2021).

Pro kultivaci Trichosporon se ¢asto pouziva Sabourauduv agar s gluk6zou nebo jina specificka

agarova média. Tato kultivacni média jsou bohata na Ziviny a podporuji rist téchto kvasinek.
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Kolonie mohou mit rizny tvar, barvu atexturu v zavislosti na konkrétnim druhu. Na
Sabouraudové agaru s glukézou roste Trichosporon spp. V podobé krémové zbarvenych

mukodznich kolonii s cerebriformni (podobnost povrchu mozku) strukturou (Tse et al., 2022).

U kvasinek rodu Trichosporon je popisovana schopnost tvorby biofilmu, diky které jsou
vyrazné odolng&jsi napf. vici fungicidim (Iturrieta-Gonzalez et al., 2014). Mezi dalsi typické
virulentni faktory patii hemolyticka aktivita aprodukce mnohych enzyma (proteazy
a fosfolipazy). Tyto enzymy zvySuji patogenitu postupnym rozkladem proteinti a naru§ovanim
membran hostitelskych bunék. Aktivita proteolytickych enzymti mé vyznam Vv patogenité tim,
ze usnadiuje invazi degradaci keratinu akolagenu (lturrieta-Gonzalez et al., 2014;
Kumaravelu, 2021). Kvasinky z rodu Trichosporon fadime mezi oportunni patogeny, ¢asto
spojovanymi S vysokou umrtnosti imunokompromitovanych jedincu (Kuo et al., 2021). Tyto
kvasinky zptsobuji onemocnéni od neSkodné bilé piedry az po mykotické invazivni zivot
ohrozujici infekce (Francisco et al., 2019; Kuo et al., 2021). Nejbéznéjsi povrchovou
Trichosporonovou infekci je bila piedra jejiz puvodcem je Trichosporon beigelii. Toto
onemocnéni se projevuje tvrdymi, bilymi az svétle hnédymi uzliky, které jsou volné pfichyceny

k vlasovému stvolu (Kiley et al., 2019).

1.3.3. Rod Malassezia

Rod Malassezia zahrnuje v soucasnosti 18 druht lypofilnich kvasinek. Kvasinky rodu
Malassezia se vyskytuji pfevazné v klasické kvasinkové forme, mohou vsak prechazet také do
hyfalniho stadia (Jiang et al., 2023). Kvasinky Malassezia se rozmnozuji pu¢enim a velmi ¢asto
Ziji v symbidze s teplokrevnymi zivocichy (Das et al., 2021). Ptirozené se vyskytuji na lidské
kuzi jako soucast bézné kozni mikroflory. Byly detekovany také v travicim traktu i dychacim
traktu, dokonce také v mozku clovéka. Rod Malassezia je spole¢né srodem Candida
povazovana za dominantni soucast oralniho mikrobiomu (Das et al., 2021,

Hamdino et al., 2022).

Kvasinky rodu Malassezia rostou na kultiva¢nich ptudach jako je Dixonovo médium ¢&i
maltézovy agar, a to v ovalnych nebo kulovitych kolonii. Kolonie mohou mit riizné odstiny
ruzové nebo fialové barvy a hladky, popft. vras€ity povrch v zavislosti na konkrétnim druhu. Na
CHROMagaru vytvari Malassezia furfur velké vrascité a svétle rizové kolonie. Malassezia

globosa roste na tomto agaru v podob¢ hladkych fialovych kolonii (Hamdino et al., 2022).
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Kvasinky tohoto rodu mohou byt v ur¢itych situacich pivodcem humannich infekci (Das et al.,
2021; Hamdino et al., 2022). Pokud se Malassezia dostane do patogenniho hyfalniho stadia, je
schopna rychle vyvolat silnou zanétlivou reakci imunitniho systému nebo podporovat agregaci
zanétlivych bunék (Jiang et al., 2023). Malassezia ma unikatni a pevnou bunéénou sténu, ktera
se vyrazné lisi od stény vétSiny ostatnich hub. Zasadnim rozdilem je obsah B-1,6-glukanu
(asi 70 %) v porovnani s jinymi houbami, které zpravidla obsahuji -1,3-glukan. Tato odlisnost
V bunééné sténé mize ovlivnit zplsob, jak imunitni systém hostitele rozpoznava kvasinky rodu
Malassezia (laniri et al., 2022). Tyto kvasinky produkuji lipazy k odbouravani kozniho mazu,
¢imz uvoliuji mastné kyseliny. Zaroven tyto kvasinky vyuzivaji nasycené mastné kyseliny
obsazené v koznim mazu (Das et al., 2021). Malassezia je typickym patogennim rodem hub
Casto spojovana s povrchovou kozni mykotickou infekci nazyvanou tinea versicolor. Tinea
versicolor se nejéastéji vyskytuje v seboroickych oblastech (zada, hrudnik, krk) a klinicky se
projevuje hyperpigmentovanymi nebo hypopigmentovanymi plaky (Obrazek 3), které jsou
pokryty jemnymi Supinami (Jiang et al., 2023).

4

Obrazek 2 Hypochromni tinea versicolor (Bonifaz et al., 2010)

1.3.4. Rod Rhodotorula

Rod Rhodotorula se sklada z vice nez 40 druhti bazidiomycétnich kvasinek, produkujicich
karotenoidni pigmenty. Rhodotorula je povazovana za jeden z nejhojnéjSich piirodnich zdroju
karotenoidi. Karotenoidy maji za nésledek charakteristické cervené zbarveni kolonii.

O kvasinky tohoto rodu je obrovsky zdjem v mnoha riznych odvétvich primyslu pravé kvili
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tomuto karotenoidnimu pigmentu (Kundrat a Kvasnickova, 2015; Mussagy et al., 2023).
Kvasinky rodu Rhodotorula jsou také znamé schopnosti produkovat velké mnozstvi mastnych
kyselin, které Ize pieménit na biopaliva. Tyto mastné kyseliny maji uplatnéni také
V potravinafském pramyslu k ziskani funk¢nich potravin a doplika stravy. Rhodotorula je také
schopna syntetizovat Sirokou $kalu dalSich cennych molekul (lipidy, enzymy ¢i polysacharidy)
(Mussagy et al., 2023). Zastupci rodu Rhodotorula jsou oznacovany jako vSudypfitomné.
Vyskytuji se ve vodé, vzduchu, pidé ina rostlinach. Dale jsou také soucasti lidského
organismu. lzolace kvasinek rodu Rhodotorula byla u ¢lovéka provedena napi. ze stolice,
nehti, kuze, sputa, traviciho traktu aadenoidi (Galan-Sanchez et al., 1999;
Mussagy et al., 2023).

Kvasinky tohoto rodu jsou nej€astéji kultivovany na kultivaénim médiu jako je Sabouraudiiv
agar, mDixon agar ¢i maltozovy agar (El-ziney et al., 2018). Kultura druhtt Rhodotorula se pii
teplot¢ 30 °C na Sabouraudové agaru S glukézou rychle rozrista. Kolonie maji koralove
riazovou barvu a jejich povrch je hladky, vlhky s mukoidni konzistenci (Hernandez-Almanza
etal, 2014). Kolonie kvasinek Rhodotorula mohou obsahovat také intracelularni lipidové
inkluze nasycené karotenoidy, pfispivajici ke zbarveni kultivaéniho média (od rizové po

oranzovou barvu) (Li et al., 2022).

Karotenoidni pigment slouzi kvasinkam rodu Rhodotorula jako dulezita ochrana proti
oxidativnimu stresu a skodlivému UV zafeni (Kundrat a Kvasnickova, 2015; Mussagy et al.,
2023). Rod Rhodotorula zahrnuje kvasinky, jez jsou povazovany za oportunni patogeny. Casto
vyvolavaji infekce U jedincii s predisponujicimi faktory nebo oslabenou imunitou jako napft.
pacienti s AIDS, pacienti shematologickymi novotvary, pacienti l1éCeni parenteralnimi
antibiotiky (Navarro-Trivino et al., 2020). Patogennimi zastupci tohoto rodu jsou napf.
Rhodotorula glutinis, Rhodotorula minuta a Rhodotorula mucilaginosa (Galan-Sanchez et al.,
1999). V poslednich letech byly zaznamenany piipady jak lokalnich (endoftalmitida
a peritonitida) tak i syst¢émovych infekci (fungémie, endokarditida a meningitida) zptisobenych

kvasinkami tohoto rodu (Galan-Sanchez et al., 1999; Navarro-Trivifio et al., 2020).

1.3.5. Rod Candida

Rod Candida je rozsahly rod kvasinek zahrnujici pfiblizné€ 200 druht, z nichz vice nez 40 druhti
mize zpusobit humanni infekce (Ghazi et al., 2019). Kandidy jsou specifické riznou morfologii
(Arafa et al., 2023). N¢které druhy kvasinek tohoto rodu se pouzivaji pfi technologiich

zpracovani potravin napf. pii vyrobé fermentovaného vina, domacich potravin a ndpojl,
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zakyst, mléénych vyrobkd, masa auzenin (Polke, 2015). Kvasinky rodu Candida jsou
roz$ifeny v prirodnich i umélych biotopech od vodnich zdrojti, az po kizi a travici trakt zvifat
a cloveéka (Hommel, 2014; Kundrat a Kvasnickova, 2015). Kandidy jsou u zdravych jedinct
povazovany za komenzaly Vv gastrointestindlnim a urogenitalnim traktu, a také v dutiné tstni ¢i

jako soucast mikroflory ocnich spojivek (Neppelenbroek, 2014; Spampinato, 2013).

Kultivace kvasinek rodu Candida se provadi nejcastéji na kultiva¢nich pudach jako jsou
Sabouraudtv agar nebo Sabouraudtv agar s gluk6zou. Kolonie vyriistaji na vétSiné agarovych
médii béhem 2-5 dni kultivace. Kandidy vytvaii obvykle kulaté, vlhké kolonie bilé nebo
krémové barvy. Pritomnost malych hyfovych vybézka z okraje kolonie je charakteristické napf.
u C. albicans (Pfaller, 2015).

Je znamo nékolik druhti kvasinek rodu Candida, které jsou lidskymi oportunnimi patogeny
(Neppelenbroek, 2014; Spampinato, 2013). V patogenezi rodu Candida sehrava klicovou roli
nckolik faktor. Mezi tyto faktory patii komplexni transkripéni okruhy, morfologické
a fenotypova variabilita, tvorba biofilmu ¢i extracelularni hydrolytické enzymy poskozujici
tkan¢. Mezi dalsi faktory mizeme zafadit metabolickou flexibilitu, plasticitu genomu, adaptaci
na zmény pH prostfedi, robustni systém ziskavani zivin, adherenci a invazi, proteiny tepelného
Soku acytolytické proteiny. Tyto kvasinky vykazuji také schopnost odolavat Gtoktim
imunitniho systému hostitele, rezistenci vic¢i antifungalnim latkdm a efektivni reakci na rizné
stresové podnéty (Mba a Nweze, 2020; Polke, 2015). Patogenita souvisi se zménou mezi
komenzalni kvasinkovou formou a invazivnim tvarem hyfy. Kvasinkové formy kandidy se
adheze a invaze do hostitelskych tkani. Druhy rodu Candida musi byt schopny efektivné
kolonizovat svého hostitele a také se pfizpusobit vnéjsim podminkam. Pozitivni reakce na tyto
podminky ma okamzity vliv na schopnost kandidy adaptovat se a podporovat svou virulenci
a patogenitu (Arafa et al., 2023; Polke, 2015). Zna¢na patogenita je popisovana U druht
Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis a Candida parapsilosis, které
zpusobuji dohromady asi 95 % infekci zpusobenych kvasinkami tohoto rodu. Zbylych 5 %
kvasinkovych infekci zptisobuji ostatni druhy kandid vé. Candida krusei, Candida lusitaniae
a Candida guilliearmondii (Gabaldon et al., 2016). Infekce zptusobené kvasinkami rodu
Candida jsou nazyvany kandidozy, vyskytuji se nejcastéji jako sekundarni infekce
U imunokompromitovanych jedincti. Mohou byt klasifikovany podle miry postiZeni, a to jako
povrchové (kozni, slizni¢ni) a systémové invazivni infekce (hluboké a rozsitené). Povrchovy

typ infekce nastava, kdyz Candida napada ustni dutinu, kizi, genitalie, dychaci systém
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a gastrointestinalni trakt (Arya a Rafig, 2023). Na druhé stran¢ invazivni kandid6za zahrnuje
infekce, které maji vazné diisledky a mohou postihnout vitalni organy. Mezi tyto extrémni stavy
patii kandidémie (postihujici krev), meningitida (postihujici mozek) a endokarditida
(postihujici srdce). U pacientli S oslabenym imunitnim systémem je invazivni kandid6za
vyznamnou pii¢inou morbidity a mortality (Arafa et al., 2023). Tato forma infekce ma vysokou
incidenci a prevalenci, coz z ni ¢ini zavazny zdravotni problém (Polke, 2015). Kvasinky rodu
Candida mohou Kkolonizovat razné povrchy lékaiskych zafizeni, vé. mocovych Kkatetr,
centralnich zilnich katetri a kardiovaskularnich zatizeni. Tato schopnost zvySuje riziko vzniku
kandidozy. Tyto infekce jsou Casto spojeny S morbiditou a imrtim hospitalizovanych pacientu.
Infekce spojené s Iékarskymi prostfedky patii mezi hlavni faktory souvisejici S patogenezi

v ramci kandidozy (Arafa et al., 2023).

Nejcastéjsi oblasti vyskytu kandidozy je vaginalni sliznice nebo dutina tstni. Vulvovaginalni
kandidéza (VVC) je symptomaticka vaginitida (zanét pochvy, vulvy) (Lopez, 2015). Tato
infekce kazdoro¢né postihuje miliony Zen. Mezi pievladajici pfiznaky patii svédéni vulvy
a abnormalni vaginalni vytok (podobny syru nebo vodnaty sekret). Hlavni pti¢inou VVC je
Candida albicans a Candida glabrata. Rizikovymi faktory rozvoje vulvovaginalni kandidozy
je hormondalni substituce, nekontrolovany diabetes, imunosuprese, uzivani antibiotik,
antikoncepce nebo glukokortikoidt ¢i rizné genetické predispozice. T€hotné Zzeny jsou obecné
nachylngjsi k VVC v dasledku hormonalnich zmén béhem tehotenstvi (Lopez, 2015;
Gongalves, 2016).

Kvasinky rodu Candida mohou byt dale detekovany v dutiné Gstni, ato az u 75 % populace.
U zdravych jedincii ziistdva tato pfirozend kolonizace vétSinou bezproblémova. Nicméné
u jedinct S mirné€ oslabenym imunitnim systémem muize ¢astéji dojit k oralni kandidéze (OC).
Oralni kandidéza je nejcastéji zpusobena druhem Candida albicans. Tato infekce muze
postihnout orofarynx nebo jicen u jedinct s narusenou funkci adaptivniho imunitniho systému.
HIV piedstavuje vyznamny rizikovy faktor pro vznik OC. Dalsimi rizikovymi faktory pro
rozvoj OC patii noSeni zubnich protéz a pokrocily v€k (Gongalves, 2016). Mezi ¢tyfi odlisné
primarni formy oralni kandidozy fadime pseudomembran6zni kandidozu, akutni erytematdzni
kandidoézu, chronickou erytematdzni kandidozu a chronickou hyperplastickou kandidézu. Na
Obrazku 4 je znadzornéna pseudomembrandzni kandidoza, jez je charakterizovana ptitomnosti
bilého krémového povlaku, ktery postihuje nejcastéji jazyk, bukalni sliznici, tvrdé a mekké
patro (Millsop a Fazel, 2016). Tyto 1éze mohou byt akutni nebo chronické a jsou zptisobeny

pfemnozenim kvasinek ve sliznici dutiny tustni. Tento proces je spojen s deskvamaci
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epitelidlnich bun¢k, akumulaci keratinu, fibrinu, nekrotické tkan¢ a kvasinkovych hyf.
Klasickym indikatorem tohoto onemocnéni je schopnost snadného setfeni ¢i seSkrabovani

bilych plakl v postizené oblasti se zanechdnim erytemat6zniho povrchu. Pomérné casto se

Obrazek 3 Pseudomembrandzni kandidoza (Jillian a Nasim, 2016)

Akutni erytematdzni kandidoza se projevuje zarudnutim sliznic v dutiné Gstni nebo jazyka. Tato
forma se Casto rozviji v disledku snizeni hladin bakterialni slozky oralni mikroflory po podani
Sirokospektralnich antibiotik. Dal§im soucasnym lokalnim faktorem mulze byt uzivani
kortikosteroidi, zejména ve form¢ inhalatoru, coz muze vést K imunosupresi a naslednému
premnozeni kandidy (Lewis a Williams, 2017). Chronicka erytematozni kandidoza je Casto
oznacovana jako stomatitida zubni nahrady spojena s kandidami a projevuje se zarudnutim
sliznice pod priléhavym povrchem zubni nahrady. Infekce mize vzniknout pod jakoukoli
akrylovou zubni ndhradou (Castéji se vyskytuje na patrové sliznici neZ na mandibuldrni
sliznici). Hlavnimi rizikovymi faktory spojenymi Stimto stavem jsou nedostate¢na ustni
hygiena, trvalé noseni zubni nahrady nebo pfitomnost $patné padnouci zubni nahrady (Millsop
a Fazel, 2016; Lewis a Williams, 2017). Hyperplasticka kandidéza se projevuje dobie
ohrani¢enymi, mirné vyvysenymi, bilymi plaky, které obvykle pfiléhaji k bukalni sliznici. Léze
mohou mit rizné velikosti, od malych, prithlednych az po velké, neprihledné plaky. Mohou
mit nodularni (uzlikovity) nebo skvrnity vzhled. Tato forma kandidézy se od
pseudomembranozni kandidozy odliSuje nesnadnym setfenim téchto vzniklych plaka.
Znepokojujici je utéto infekce hypotéza 0 mozné spojitosti S malignimi zménami

Vv postizenych 1ézich (Millsop a Fazel, 2016).
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2. Candida lusitaniae

Candida lusitaniae je oportunné patogenni druh kvasinky z rodu Candida. Tento druh byl
identifikovan jako kliCovy etiologicky faktor infekci, a to zejména u jedinct S oslabenym
imunitnim systémem. Jedna se 0 pomérné vzacny druh kvasinky, jenz pfitahuje stale vétsi
pozornost védct, kteti se zabyvaji studiem jejiho vyskytu a vlastnosti (Mendoza-Reyes et al.,
2022). Candida lusitaniae byla poprvé izolovana z gastrointestinalniho traktu teplokrevnych
zivocichi jiz v roce 1959. Nicméng¢ jako oportunni patogen byla poprvé popsana az v roce 1979

Vv piipadé pacienta s akutni myeloidni leukémii (Minari et al., 2001).

V soucasnosti dochazi k postupnému nartstu ptipada infekei zptsobenych Candida lusitaniae
(Khan et al., 2019). Rostouci vyskyt téchto infekci pravdépodobné souvisi S naristajicim
poétem imunokompromitovanych pacientii a také nartstem rezistence kvasinek C. lusitaniae

vici antimykotickym I1é¢ivim (Mendoza-Reyes et al., 2022).
2.1. Morfologie a rozmnozovani Candida lusitaniae

Candida lusitaniae je dimorfni haploidni organismus, tvoiici vejéité, elipsoidni nebo protahlé
kvasinkové buiiky 0 Sifce 2-6 um a délce 2—-10 um (Mendoza-Reyes et al., 2022; Sabra et al.,
2023). Vnitini a vnéjsi struktury a organely C. lusitaniae nejsou zatim pfili§ detailné popsany.
Nicméné podobné jako U ostatnich druhti Candida je u této kvasinky popsana bunééna sténa,
cytoplazmatickd membrana, endoplazmatické retikulum, ribozomy, Golgiho aparat a jadro
(Mendoza-Reyes et al., 2022). Kvasinky maji pevnou bunécnou sténu. Bunéfna sténa ma
vyznam pii udrzovani tvaru buiky a zajist'uje také ochranu bunky (Monje-Galvan a Klauda,
2015). V bunééné sténé Candida lusitaniae se nachazeji dilezité slozky jako polysacharidy,
glykoproteiny, B-1,3-glukany a chitin. Pro stabilitu a pevnost bunééné stény kvasinek je
dulezitd vazba proteinti na polysacharidy, a to prostfednictvim vazeb s B-1,6-glukanem,
fungujicim jako spojovaci mustek a ukotvujici tyto slozky dohromady. Buné¢na sténa kvasinky
ma zasadni tlohu pfi imunitnim rozpoznani a vzajemné interakci S obrannymi mechanismy
hostitelského organismu (Mendoza-Reyes et al., 2022). Pod bunéénou sténou se nachazi
cytoplazmatickad membrana. Tato membrana je slozena z fosfolipidové dvojvrstvy a proteind.
Cytoplazmaticka membrana udrzuje integritu bunky a reguluje prostup latek do bunky (Monje-
Galvan a Klauda, 2015). Dalsi organelou C. lusitaniae je endoplazmatické retikulum. Tato
organela pfedstavuje sit membranovych struktur ve formé kandlii a vackt v cytoplazmé.

Endoplazmatické retikulum slouzi k syntéze proteind a lipidii. Ribozomy se nachdzeji na
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povrchu hrubého endoplazmatického retikula nebo volné v cytoplazmé a jsou zodpovédné za
syntézu proteinti. Golgiho aparat je soubor membranovych vackia. Tento aparat predstavuje
dulezity prvek propojujici cytoplazmu s endoplazmatickym retikulem. Hlavni funkci Golgiho
aparatu je syntéza a modifikace polysacharidi a glykoproteinti v buiice (Monje-Galvan
aKlauda, 2015). Vyznamnou organelou v cytoplazmé kvasinkové bunky je jadro
(Taddei a Gasser, 2012).

Jadro je tvofenou dvojitou membranou s pory pro komunikaci a regulaci toku latek dovnitf
jadra. Hlavni ulohou jadra je uchovavani genetické informace kvasinky (Taddei a Gasser,
2012). Genom Candida lusitaniae byl kompletné osekvenovan, coz poskytuje védcum dulezité
informace pro studium této kvasinky. Genom je rozdélen do osmi chromozomu a patii do
skupiny Candida CTG (geneticky kodon). Tato skupina zahrnuje C. albicans, C. lusitaniae,
C. dubliniensis, C. tropicalis, C. guilliermondii a C. parapsilosis. Vsichni ¢lenové této skupiny
sdili nekonvenéni pouziti kodonu CUG, ktery koduje serin namisto bézného leucinu. Jaderny
genom C. lusitaniae ATCC 42720 ma délku 12,11 Mbp, obsah GC 44,5 % a obsahuje celkem
6153 geni kodujicich proteiny a pét pseudogenti (Mendoza-Reyes et al., 2022).

Kvasinka C. lusitaniae vykazuje schopnost dimorfismu. Tato kvasinka vsak neni schopna
vytvaiet pravé hyfy, ale pouze tzv. pseudohyfy (Obrazek 5) na rozdil od nejstudovanéjsiho
druhu tohoto rodu C. albicans. Morfologicka plasticita téchto kvasinek dava dcefinym bunikam
moznost piezit obrané ttoky imunitniho systému hostitele, §itit se a vyvolavat infekce (Borgeat

et al., 2021; Mendoza-Reyes et al., 2022).
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Kvasinky rodu Candida byly historicky klasifikovany jako nepohlavné se rozmnozujici
kvasinky. Byl vSak prokazan také pohlavni cyklus u nékolika druht tohoto rodu, ato
v¢. kvasinky C. lusitaniae (Lee et al., 2018; Sherwood a Bennett, 2009).

Kvasinka Candida lusitaniae je unikatni tim, Ze prochazi pohlavnim cyklem i pies absenci
kli¢ovych meiotickych komponent (Reedy et al., 2009; Sherwood a Bennett, 2009). Genom
Candida lusitaniae obsahuje dva vyznamné geny, MATal a MATa2. Tyto geny maji dilezitou
roli v pohlavnim rozmnozovani této kvasinky. Geny MATal a MATa2 koduji transkripéni
faktory nezbytné pro spojeni a identitu bunék. Soucasti genomu této kvasinky je také gen
MATal. Tento gen ma vyznamnou ulohu ve sporulaci. Béhem pohlavniho rozmnozovani
prochazi C. lusitaniae meiotickym pohlavnim cyklem s rekombinaci zavislou na enzymu
Spoll (Sherwood a Bennett, 2009; Bloomfield, 2018). Tento enzym je vysoce konzervovany
v eukaryotech a jeho hlavni funkci je vytvareni dvouvlaknovych zlom v DNA béhem meidzy.
Tyto dvouvldknové zlomy DNA jsou nezbytné pro iniciaci meiotickych rekombinaci, pti nichz
dochazi k vyméné genetického materialu mezi chromozomy (Reedy et al., 2009). VétSina
bungk, které vznikaji meiozou, jsou haploidni. Na rozdil od tohoto b&ézného vzoru je u Candida
lusitaniae pfiblizné tietina nove vznikajicich bun¢k meiézou bud’ diploidnich (s dvojnasobnym
mnozstvim chromozomi) nebo aneuploidnich (s odchylkou v po¢tu chromozomii) (Sherwood
a Bennett, 2009). Tato neobvykla situace miiZze nastat z divodu neefektivni segregace
chromozomti. V tomto ptipadé nedochazi k spravnému a G¢innému rozdéleni chromozomu do
dcefinych bunék (Klaasen et al., 2022). Dalsi moznosti je meiotickd nondisjunkce neboli
selhani spravného oddéleni chromozomli béhem procesu meidzy. Vysledkem jsou buiky
s abnormalnim po¢tem chromozoma (Halder et al., 2021; Sherwood a Bennett, 2009). K témto
poruchdm dochazi zejména vzhledem k omezenému repertodru meiotickych komponent
piitomnych v genomu této kvasinky. Candida lusitaniae béhem pohlavniho rozmnoZovani
podstupuje haploidni-diploidni-haploidni cyklus (Sherwood a Bennett, 2009; Reedy et al.,
2009).

Kvasinka Candida lusitaniae je také schopna nepohlavniho rozmnoZovani prostiednictvim
mitdzy. Béhem mitézy se builka d€li na dvé identické dcefiné buiiky, které maji stejny
geneticky materil jako matetska butika. Tento proces zajist'uje rychly a efektivni rist populace

tohoto druhu (Knop, 2011).

Podminky prostfedi maji vliv na rozmnozovani C. lusitaniae a mohou urcit, zda se

upiednostiiuje pohlavni ¢i nepohlavni rozmnoZovéni. Kvasinky obvykle preferuji nepohlavni

29



rozmnozovani v nepfiznivych podminkach, zatimco za pfiznivych podminek muze dojit
K pohlavnimu rozmnozovani s cilem zvySeni genetické variability (Bloomfield, 2018;
Knop, 2011).

2.2. Metabolismus

V soucasné dobé jsou dostupné pouze omezené informace 0 metabolismu kvasinky
C. lusitaniae (Mendoza-Reyes et al., 2022). Tato kvasinka se vyznacuje fermenta¢nim
metabolismem podobné jako jiné druhy kvasinek. Tento metabolismus umoziuje kvasince
produkci ethanolu z D-xylozy za anaerobnich podminek. Studie prokazaly, ze Candida
lusitaniae metabolizuje glukozu, cellobidzu a cellotridozu. Kvasinky tohoto druhu vsak nejsou
schopny degradovat methyl-D-glukosid a cellotetrozu. Tato vlastnost je fenotypickym znakem,
ktery je odlisuje od Candida guilliermondii. Candida lusitaniae vSak mutze vyuZzivat také
galaktdzu, sachardzu, maltozu, laktat a trehalozu jako zdroje uhliku. Schopnost adaptovat svij
metabolismus k asimilaci rozmanitych zdroji uhliku byla spojena s rezistenci vi¢i nékterym

1écivam, v¢. amfotericinu B (Mendoza-Reyes et al., 2022; Pérez et al., 2019).

2.3. Vyskyt a klinické dopady

Candida lusitaniae je povazovana za environmentalni druh kvasinek. Bézné se nachazi v pude¢,
vodé, rostlinach a na jinych piirodnich materialech (Mendoza-Reyes et al., 2022; Sabra et al.,
2023). Kvasinky druhu Candida lusitaniae ptezivaji jak v anaerobnim, tak i acrobnim prostiedi
stejné jako ostatni druhy tohoto rodu (Sabra et al., 2023). Tyto kvasinky jsou také soucasti
normalni lidské mikroflory (Mendoza-Reyes et al., 2022; Sabra et al., 2023). Kolonizace
kvasinek mize vytvofit predispozici Kk infekci v ptipadé, ze dochazi k nadmérné proliferaci
kvasinek a jejich nasledné invazi do hostitelského organismu. Tyto procesy jsou typicky
spojeny s imunodeficienci nebo poruchou normalni mikrobialni flory (Millsop a Fazel, 2016).
Mezi dalsi faktory pfispivajici K rostoucimu poctu infekei zpisobenych kvasinkou Candida
lusitaniae patii napt. pouziti katetrt, invazivni chirurgické zakroky, uzivani Sirokospektralnich

antibiotik nebo transplantace (Mendoza-Reyes et al., 2022).

Candida lusitaniae byla nejcastéji izolovana jako patogen z dychaciho traktu, pobfisnice,
urogenitalniho traktu akiaze, stejné tak iz vzorki moce akrve. Tato kvasinka je cCasto
identifikovana U pacientl S hematologickymi malignitami amilZe zpuasobit infekce
u pediatrickych pacientli nebo dokonce smrtelné infekce U imunokompromitovanych jedinct.

Kromé kandidémie je spojovana i s peritonitidou, meningitidou a infekcemi mocovych cest.
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Vzhledem k ¢astému vyskytu u hospitalizovanych pacientii je tato kvasinka povazovana za
potencialniho nositele nozokomialnich infekci v klinickém prosttedi (Mendoza-Reyes et al.,
2022; Sabra et al., 2023; Scott et al., 2023).

Candida lusitaniae je zodpovédna za zhruba 19,3 % vsech infekci, které nejsou zplsobeny
kvasinkou Candida albicans a ptiblizn¢ 1,7 % vsech pfipadd urogenitalni kandid6zy zptisobené
riznymi druhy kvasinek rodu Candida (Angiolella et al., 2024; Sabra et al., 2023).
Vyznamnym pozitivem je aktudlni nizka smrtnost pacientti v disledku infekci vyvolanych

kvasinkou Candida lusitaniae (Mendoza-Reyes et al., 2022).

2.4. Metody identifikace kvasinky Candida lusitaniae

V klinické praxi ziskava presna identifikace kvasinek z rodu Candida stale vétsi vyznam
vzhledem k vyraznému nartstu ptipadi kandidozy. K dosazeni ptesného rozliseni a identifikaci
riznych druht Candida jsou vyuzivany rizné metody (Mendoza-Reyes et al., 2022). Mezi tyto
metody patfi rizné konvencni, komeréni, molekularné-biologické a nékteré dalsi metody.
Nekteré z téchto technik vyZzaduji pfedchozi izolaci kvasinek, zatimco jiné metody Ize ptimo
aplikovat na klinické vzorky pro pfimou identifikaci kvasinek rodu Candida (Deorukhkar
a Roushani, 2018).

2.4.1. Fenotypové metody

Konvencéni techniky umoznuji rozliSit riizné druhy kvasinek na zéklad¢ charakteristik, jako
jsou morfologie a barva kolonii, tvar bun€k a dalsi vlastnosti (Deorukhkar a Roushani, 2018).
Kultivace kvasinek na specifickych médiich slouzi kanalyze a identifikaci jejich
fyziologickych vlastnosti (Arafa et al., 2023). Kandidy nejsou naro¢né na kultivaci, hojné
rostou na béznych kultivacnich médiich pouzivanych pro izolaci dalSich patogennich hub
I bakterii. Pro primarni izolaci riznych druht Candida z klinickych vzorku je Siroce vyuZzivan
Sabouraudiiv agar (Deorukhkar a Roushani, 2018). Jak je znazornéno na Obrazku 6 Candida
lusitaniae roste na tomto médiu ve formé kulatych, hladkych kolonii krémové barvy (Pfaller,
2015). Mezi dals$i média pro kultivaci aidentifikaci kvasinek patii maltdozovy agar,
fosfomolybdenatovy agar, Nickersonovo médium, bramborovy agar s glukoézou €1 kukuficny
agar (Deorukhkar a Roushani, 2018). Kultivace na kukuficném médiu v podob¢ tzv. sklickové
kultury se vyuziva pro sledovani rdstu, morfologie hyf, uspofadani blastospor a tvorby
chlamydospor. Kvasinkové kolonie se inokuluji na bloky kukufi¢cného média a po inkubaci je

kultura podrobné¢ mikroskopicky zkoumana (Grupta et al., 2020). V kukufi¢cném agaru
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vykazuje C. lusitaniae vejc¢ité kvasinkové bunky, které jsou usporadany do parQ a fetizku.
U této kvasinky lze také pozorovat hojné¢ vétvené a zakiivené pseudohyfy (Mendoza-Reyes
et al., 2022).

Obrazek 5 Candida lusitaniae na Sabouradové agaru
(upraveno dle Tapia, 2010)

Po izolaci kvasinek na kultivacnich médiich je nezbytné vytvofit preparat pro detailngjsi
mikroskopickou analyzu. Preparat poskytuje informace o0 velikosti, tvaru buiky a tvorbé
blastospor ¢i pseudohyf. V preparatu obarveném dle Grama se kvasinky (v¢. Candida
lusitaniae) jevi jako Gram-pozitivni (tmave fialové). Gram-pozitivni buitky Candida lusitaniae
jsou znazornény na Obrazku 7. Avsak diky jejich velikosti, pfitomnosti blastospor a pseudohyf

je mozné kvasinky spolehlivé odlisit od bakterii (Deorukhkar a Roushani, 2018).

| ‘ o |

Obrazek 6 Candida lusitaniae v preparatu obarveném dle Grama
(upraveno dle Shaikh et al., 2022)
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Identifikaci kvasinek umoznuji také metody zaloZené na vyuZiti chromogennich médii.
CHROMagar ptedstavuje rychlou, pfesnou a jednoduchou techniku identifikace kvasinek
rodu Candida (Arafa et al., 2023). Tato metoda vyuziva kultiva¢ni pidy obsahujici vice
chromogennich substrati jako je napf. hexosaminiddza a pB-glukosaminidaza. Substraty
interaguji S enzymy specifickymi pro jednotlivé druhy kvasinek. V disledku téchto interakci
vznikaji rizné barevné kolonie. Diky této vlastnosti kvasinek je mozné snadno rozlisit rizné
druhy rodu Candida. Mezi komer¢né dostupné chromogenni agary, patii napt. CHROMagar
Candida, Fluroplate, Candichrom, ID Candida agar, CHROMagar, BiGGY agar a dalsi (Alam
et al,, 2014). Na CHROMagaru Candida s chromogennim substratem [-glukosaminidazy
vyrasta Candida lusitaniae v kulatych hladkych koloniich fialové barvy (Obrazek 8)
(Deorukhkar a Roushani, 2018).

Obrazek 7 Candida lusitaniae na CHROMagaru
(upraveno dle Grupta et al., 2020)

Candida ID agar je druhem chromogenniho média zaloZeného na piitomnosti chromogenniho
substratu indolylglukosaminid (Arafa et al., 2023). Kandidy hydrolyzuji tento substrat za
vzniku riznych nerozpustnych barevnych slou¢enin. Konkrétné kvasinka C. lusitaniae vyrasta
na tomto agarovém médiu v rizové zbarvenych kolonii (Mendoza-Reyes et al., 2022). Biggy
agar je chromogenni médium obsahujici sifi¢itan bismutity. Kandidy tento substrat pfeménuji
na sulfid bismutity (Arafa et al., 2023). Candida lusitaniae na Biggy agaru roste v ¢ervenych
kulatych hladkych kolonii (Pérez et al., 2022).

Z divodu piesnéjsi konfirmace jednotlivych druhtt Candida se provadéji biochemické testy.
Biochemické testy jsou zaloZzeny na hodnoceni schopnosti kvasinek vyuzivat napt. rizné typy

sacharidi. Metabolické drahy a enzymatické vybaveni kvasinek se mezi jednotlivymi druhy
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lisi. V disledku toho maji rizné druhy kvasinek odliSnou schopnost fermentovat a vyuZzivat
urité typy sacharidt (Pérez et al., 2019; Raju a Rajappa, 2011). V soucasné dob& jsou
k dispozici také rizné komeréné vyrabéné testovaci sady. Tyto diagnostické systémy pracuji na
principu bézného testovani, avsak sacharidy jsou umistény Vv jamkach s kultivaénimi médii.
Rist kmene v jednotlivych jamkach je vyhodnocen dle zmén v zakaleni nebo zbarveni.
Vysledky testii jsou porovnavany S databazi, coz umoznuje identifikovat konkrétni druhy
kvasinek (Raju a Rajappa, 2011). Dale lze vyuzit automatizovany systém Vitek YBC pro uréeni
biochemickych vlastnosti jednotlivych druhi kvasinek. Systém Vitek YBC poskytuje
spolehlivéjsi informace a presnéjsi identifikaci druht Candida. Tato metoda umoziuje provést
soucasné dvacet Sest biochemickych testi ujednoho kmene. Soucasti tohoto systému je
pocitatovy program pro vyhodnoceni vysledkt (Arafa et al., 2023). Kvasinka Candida
lusitaniae vykazuje primérnou metabolickou aktivitu a mize hydrolyzovat pftiblizné 30
riznych substratd. Nekteré z téchto substratd jsou dilezité pro identifikaci a rozliSeni od

ostatnich druhti rodu Candida. Mezi tyto substraty patii napf. ramndza, rafindza, celobidza,

N-acetylglukosamin a eskulin (Pérez et al., 2022).

Dalsi moznosti pro identifikaci kvasinek jsou sérologické metody (Arafa et al., 2023). Tyto
diagnostické testy jsou zalozeny na detekci antigenti obsazenych v bunécné sténé raznych
druhd kvasinek. Mezi tyto antigeny patii napf. mannany a manoproteiny, glukany, Hsp90
(protein tepelného Soku 90), enolazy a dalsi imunodominantni cytoplazmatické antigeny. Tyto
metody také umoznuji stanoveni protilatek v séru, které vznikaji jako odpovéd’ organismu
hostitele na pfitomnost této kvasinky. Pro rychlou a pfesnou identifikaci kvasinek rodu Candida
existuje velké mnozstvi komeréné dostupnych testli. Tyto testy umoznuji identifikovat
pfitomnost antigent ze stény bun¢k kvasinky Candida nebo specifickych protilatek proti této
kvasince v raznych télnich tekutinach. Mezi tyto testy patii latexova aglutinace, ELISA,
imunoblotovani, dot immunoassay, lipozomalni imunoanalyza ¢i radioimunoanalyza (Alam et

al., 2014; Arafa et al., 2023).

2.4.2. Molekularné-biologické a dalsi metody

Tradi¢ni a biochemicka identifikace kvasinek rodu Candida ptedstavuje pomérné slozity
proces (Hamzehee et al., 2019). Z tohoto divodu ziskavaji metody molekularné-biologické
identifikace stale vétsi popularitu. Jednd se 0 piesné, vysoce specifické a citlivé techniky, které
umoznuji rozpoznani riznych druhti rodu Candida (Arafa et al., 2023). Metody zaméfené na

analyzu DNA jsou Casto zaloZeny na principu polymerazové fetézové reakce (Hamzehee et al.,
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2019). Metoda PCR je schopna amplifikovat béhem nékolika minut fragmenty DNA (Arafa et
al., 2023). Mezi metody zalozené na principu PCR patii také napt. AFLP (polymorfismus délky
amplifika¢niho fragmentu). Tato metoda, slouzi k analyze a identifikaci riznych ¢asti DNA.
Technika AFLP vyuziva enzymatického $t€peni DNA, nasledované amplifikaci fragmenta.
Izolované fragmenty DNA jsou identifikovany pomoci fluorescenéné oznacenych primerd.
Cely postup probiha za zcela specifickych podminek (Arafa et al., 2023). Mezi dalsi techniky
analyzy DNA zaloZené na principu PCR patii real-time PCR a DNA-¢ipy. Real-time PCR
umoziuje sledovat amplifikacni signaly V redlném case, coz umoznuje kvantifikaci. Tato
metoda je ¢asto vyuzivana K identifikaci druhti Candida ve vzorcich krve a tkani, neni vSak tak
bézna pro vzorky odebrané z dutiny ustni (Magalhaes et al., 2022). DNA-¢ipy, znamé také
jako DNA-microarray, jsou vysoce citlivé a specifické analytické nastroje pro identifikaci
mikroorganismti. Tato technika vyuziva mikroskopické sondy z oligonukleotidi
s fluorescenénimi znaCkami. Tyto sondy se vazou na vzorky nukleovych kyselin a jsou
nasledné fixovany na pevném povrchu. Detekce vazanych sekvenci na ¢ipech probiha pomoci
vykonného fluorescenéniho skeneru a sofistikovaného pocitaového softwaru, ktery

zpracovava a interpretuje vysledky (Arafa et al., 2023).

Dalsi molekularné-biologicka metoda vyuzivana pro identifikaci kvasinek je PNA-FISH
(fluorescen¢ni in situ hybridizace s peptidovymi nukleovymi kyselinami) jedna se 0 metodu,
ktera vynika svoji jednoduchosti a efektivitou. Tato metoda je zaloZena na principu hybridizace
specifickych sond s cilovymi nukleovymi kyselinami ve vzorku (Arafa et al., 2023). Technika
vyuziva sondy peptidovych nukleovych kyselin (PAN) ozna¢enych fluoresceinem. Sondy jsou
navrzeny tak, aby byly specifické pro konkrétni usek nukleové kyseliny. PNA sondy se
navazou na specifické tseky DNA nebo RNA v bunikach. S vyuZitim fluorescenéniho
mikroskopu dochazi k detekci fluorescenénich signald. Podle mista a intenzity téchto signalt

1ze spolehlivé identifikovat dany mikroorganismus (Arafa et al., 2023; Magalhaes et al., 2022).

V poslednich letech si v oblasti diagnostiky mikroorganismii ziskala velkou duvéru moderni
metoda MALDI-TOF MS (hmotnostni spektrometric s laserovou desorpci/ionizaci za
pfitomnosti matrice s praletovym analyzatorem). Metoda MALDI-TOF MS poskytuje rychlou,
ekonomicky efektivni a spolehlivou identifikaci mikroorganismii (Arafa et al., 2023). Princip
spoc¢iva v generovani proteinovych ,,otisku prstd* mikroorganismu ve vzorku. Tyto otisky jsou
nasledné porovnavany s referencnimi spektry. Metoda MALDI-TOF MS vyuziva laserovy
paprsek k ionizaci vzorku, ¢astice tak ziskaji naboj. Ionty se vlivem rozdilné hmotnosti a naboje

pohybuji riznou rychlosti. Tato rozdilna rychlost zpisobuje rozptyl ionti. MALDI-TOF MS
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méii dobu, za jakou ionty piekonaji znamou vzdalenost (tzv. doba letu). Doba letu iontt souvisi
s hmotnosti ¢astic. Tento vztah je vyuzivan K vytvoreni hmotnostnich spekter pro identifikaci.
Tento proces vytvaii jedineCny obraz umoznujici identifikaci konkrétniho druhu
mikroorganismu v¢. kvasinek (Magalhaes et al., 2022; Singhal et al., 2015). Schématické
znazornéni procesu identifikace mikroorganismi metodou MALDI-TOF MS je znazornéno na
Obrazku 9.

Laser

i - o
/ Nabit mizka ) u

—_— @ @ » TOF . i
@@@% | @ @ @ detektor
Matrice se Desolvace a Rozdélené ionty na zékladé : . ,.;;]'“ i 'l ““ { - 1‘

vzorkem ionizace jejich poméru m/z+ — L ——

Spektrum

Obrazek 8 Schématické znazornéni procesu identifikace pomoci MALDI-TOF MS
(upraveno dle Sinhal et al., 2015)

2.5. Rezistence Candida lusitaniae k antimykotikim

Antimykotika jsou 1é¢iva urcena Kk potlaceni nebo eliminaci patogennich kvasinek. Kvasinky si
vSak mohou vyvinout rezistenci vii¢i témto latkam, a to prostiednictvim nékolika mechanismt
(Fisher et al., 2022; Lee et al., 2023). V klinické praxi jsou K dispozici pouze tfi hlavni tfidy
antimykotik uréené Kk 1é¢bé invazivnich kvasinkovych a plisfiovych onemocnéni. Mezi tato

lé¢iva patii azoly, echinokandiny a polyeny (Lee et al., 2023).

Azoly jsou nejrozsifenéjsi skupinou antimykotik. Jedna se o péti¢lenné heterocyklické
slouceniny obsahujici dusik. Aktualn€ jsou pro klinické pouziti dostupna ¢tyfti triazolova léciva
jako je flukonazol, itrakonazol, vorikonazol a posakonazol. Kazdé z téchto 1é¢iv ma své
specifické farmakokinetické vlastnosti (Shapiro et al., 2011). Azoly cili na buné¢énou sténu
kvasinek a zptsobuji inhibici 14a-demethylazy (enzym dilezity v biosyntéze ergosteroltr) (Lee
et al., 2023). Timto zptisobem blokuji biosyntézu ergosterolu a vedou k hromadéni toxického

sterolu produkované¢ho A-5, 6desaturazou (enzym dilezity v biosyntéze polynenasycenych

36



mastnych kyselin kvasinek). Vyznamnou nevyhodou azold je jejich schopnost narusit
metabolismus jinych 1éCiv (Lee et al., 2023; Shapiro et al., 2011). Candida lusitaniae obsahuje
gen soznacenim ERGI11. Tento gen je zodpovédny za tvorbu enzymu 14-a demethylazy
(Pristov a Ghannoum, 2019). V ptipad¢ kvasinky C. lusitaniae mutze rezistence vuéi azolové
terapii vznikat n¢kolika mechanismy. Jednim z t€chto mechanismti je vytvareni mutaci v genu
ERG11 kodujici cilovy enzym. Tyto mutace mohou zpisobit strukturdlni zmény enzymu, coz
vede ke snizeni afinity antimikrobialnich latek k enzymu. Tato snizena afinita vyrazné omezuje
ucinnost azolové terapie. Rezistenci kvasinek podporuje také nadmérna exprese genu ERG11
(Pristov a Ghannoum, 2019). Nadmérna produkce tohoto genu znamena zvySeni mnoZzstvi
cilového enzymu V bunice. Diky tomuto procesu muze dojit ke snizeni efektivity interakce
enzymu s Ié¢ivy a nasledné sniZeni schopnosti potlacit syntézu ergosterolu (Lee et al., 2023;
Borgeat et al., 2021). Dalsim zptisobem vzniku rezistence proti azolovym lé¢iviim jsou mutace
v genu ERG3. Tyto mutace vytvareji rezistenci tim, ze blokuji akumulaci toxickych sterolt
Vv bunice. Timto zpisobem se butika snazi minimalizovat uc¢inky antifungalni terapie. Rezistence
na azolovou terapii mize byt také spojena se zvysSenou regulaci efluxnich pump plazmatické
membrany. Tyto pumpy maji schopnost odvadét antifungalni latky z buniky a snizovat tak jejich
intracelularni akumulaci a jejich ptsobeni (Lee et al., 2023; Pristov a Ghannoum, 2019).
Candida lusitaniae dale obsahuje transkrip¢ni faktor MRR1.Tento faktor ma zasadni vyznam
V rezistenci proti lé¢ivu flukonazolu. Kdyz dojde k mutaci v tomto faktoru aktivuje se nékolik
gent, v¢. transportéru MFS7 (také znamého jako MDR1). Dochazi ke zménam Vv regulaci gend,
které ovliviiuji odstrafiovani léku z bunék. To znamend, Ze kvasinka se dokaZe branit proti

pusobeni flukonazolu a 1é¢ivo se dostava méné G¢inné do bunék (Borgeat et al., 2021).

Echinokandiny jsou cyklické hexapeptidy s lipidovymi postrannimi fetézci (Lee et al., 2023).
V soucasné dob¢ existuji tti 1€Civa pattici do této tiidy, jez jsou dostupné pro klinické pouziti
(kaspofungin, mikafungin a anidulafungin). Byla zaznamenéana vyznamna antifungalni aktivita
téchto antimykotik proti rodim Candida a Aspergillus (Lee et al., 2023; Shapiro et al., 2011).
Tato IéCiva cili na bunéfnou sténu kvasinek ahub prostiednictvim inhibice enzymu
1,3- B-D-glukansyntazy. Tento enzym je zodpovédny za biosyntézu 1,3-pB-D-glukanu,
polymeru v bunééné sténé kvasinek. Dilezitym taktem je, ze 1,3-B-D-glukan neni pfitomen
v bunikach savci. Diky tomu maji echinokandiny omezeny dopad na makroorganismus
(Shapiro et al., 2011). Rezistence vici echinokandinim u kvasinek, v¢. Candida lusitaniae,
muze vznikat z divodu bodovych mutaci genit FKS1 a FKS2. Tyto geny koduji katalytickou
podjednotku enzymu 1,3- B-D-glukansyntazy. Mutace gentit FKS1 a FKS2 mohou zpusobit
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zmény V struktute enzymu 1,3-B-D-glukansyntdzy. Zmény vedou ke sniZeni afinity
echinokandint k tomuto enzymu. Tento proces umoziuje kvasinkové buinice odolat G¢inkiim
antifungalnich 1éku (Lee et al., 2023; Pristov a Ghannoum, 2019). Krom¢ genetickych mutaci
jsou také zapojeny bunécné faktory umoziujici bunice reagovat na stres zpiisobeny
echinokandiny. Mezi tyto faktory patfi molekularni chaperon Hsp90, rGzné proteiny, jez
interaguji s Hsp90 a geny regulujici signdlni dradhu zachovani bunécné stény (napt. zvySeni

syntézy chitinu) (Lee et al., 2023).

Polyeny v¢. amfotericinu B(AmB) piedstavuji nejstar§i antimykotika pouzivana v lékarské
praxi pro 1é¢bu systémovych mykotickych infekci. Polyeny maji rozsahlou biologickou aktivitu
proti kvasinkam i plisnim. Tato polyenova antimykotika projevuji fungicidni aktivitu tim, Ze
extrahuji ergosterol z lipidovych dvojvrstev cytoplazmatické membrany kvasinek (Lee et al.,
2023). Tato interakce vytvaii pory a nasledn¢ zptisobuje lyzu bun¢k. Timto zpisobem se AmB
stava u¢innym antimykotikem (Lee et al., 2023; Young et al., 2003). Mechanismy rezistence
kvasinek viaci polyeniim zahrnuji n€kolik riznych faktord. Mezi tyto faktory patii zmény
vV membranovych sterolech, obranné mechanismy proti oxidativnimu poskozeni, defekty
v genech pro biosyntézu ergosterolu, faktory ovlivitujici sloZzeni mastnych kyselin v bunééné
membrané a také zmény v poméru sterol-fosfolipid (McCarthy et al., 2017). Rezistence na tato
antimykotika neni pfili§ Casta u vétSiny druhti kvasinek rodu Candida. Nicméné kvasinka
Candida lusitaniae pfedstavuje vyjimku, jelikoz u ni dochazi k projeviim vyrazné rezistence
vaci témto antimykotikim (Mendoza-Reyes et al., 2022). Tato rezistence vznika mutacemi
gentl regulujici biosyntézu ergosterolu. Pikladem muze byt gen ERG3 kodujici A-5,6 sterol-
desaturdzu, nezbytnou pro tvorbu ergosterolu. Zménéna exprese nebo mutace tohoto genu miize
ovlivnit citlivost kvasinek Kk antifungalnim latkdm. Mutace vedou K vyCerpani ergosterolu
a akumulaci alternativnich sterold. Nedostatek ergosterolu méni strukturu bunééné stény, a tak
umoziuje kvasinkam odolat G¢inktim amfotericinu B (McCarthy et al., 2017). Stejné jako
rezistence vuéi jingym antimykotiktm i rezistence na amfotericin B jsou podminény stresovymi
reakcemi zavislymi na proteinu Hsp90. Chaperon Hsp90 hraje roli v odpovédi buiiky na stres
aje dulezity pfi vytvareni rezistence na antimykotika (Lee et al., 2023). Geny spojené
S bunéénym stresem konkrétné geny oznacené jako ERGS, ERG6 a ERG25 maji také
vyznamny vliv na citlivost bun¢k K antifungalnim latkam. Kvasinky, které si vyvinuly
rezistenci vaci amfotericinu B, vykazuji vys$i aktivitu téchto genl, coz naznacuje jejich

zvySenou expresi (McCarthy et al., 2017).
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Candida lusitaniae muze ziskat sekundarni rezistenci vii¢i vSem témto zminovanym tfidam
antimykotik (Borgeat et al., 2021). Tato rezistence vznika prostfednictvim rdznych
molekularnich mechanismt (Obrazek 10), mezi které patti zmény v cilové struktute pro 1éCivo,
zvySena exkrece léCiva z bunky a aktivace bunéénych drah stresové reakce. K témto
mechanismiim rezistence dochdzi prostiednictvim riznych specifickych mutaci v genomu

kvasinky (Lee et al., 2023; Wiederhold, 2017).

Rezistence vyznamné komplikuje 1é¢bu systémovych mykoz, a to zejména U pacientii
s oslabenym imunitnim systémem (Lee et al., 2023). V dusledku casté rezistence
k amfotericinu B se doporucuje hledat alternativni antifungalni latky. K dosazeni uc¢inné 1éby
infekci zptisobenych kvasinkou C. lusitaniae je také nutné zvazit kombinovanou terapii nebo
pouziti jinych antifungalnich latek (Mendoza-Reyes et al., 2022). Nékteré studie zamé&fujici se
na rezistenci klinickych izolatd Candida lusitaniae vaci antimykotikim uvadéji zvysSenou
rezistenci jiz po tfech dnech kombinované antimykotické terapie. Tyto studie dale naznacuji,

ze odolnost vii¢i antimykotiku amfotericinu B nartstd béhem deviti dnil 1écby. Tato zjiSténi
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Obrazek 9 Mechanismy rezistence Candida lusitaniae k antimykotikiim
(upraveno dle Scherner et al., 2011)
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2.5.1. Testovani citlivosti k antimykotikiim

Testovani citlivosti kvasinek a hub k antimykotikiim je Vv klinické praxi velmi dilezité.
V klinickych laboratofich se pro testovani citlivosti Kk antimykotikiim pouzivaji zejména
techniky jako je diskovy difuzni test (DDT), koncentracni gradient s vyuzitim E-testu
(Dannaoui a Espinel-Ingroff, 2019), ¢i mikrodiluéni techniky (Balouiri et al., 2016). Vysledky
testt mohou poskytnout informace o tom, ktera antimykotika jsou nejefektivnéjsi proti

konkrétnim druhtim kvasinek a hub (Dannaoui a Espinel-Ingroff, 2019).

Diskovy difazni test (DDT) patii mezi nejstarSi metody pouzivané pro stanoveni citlivosti
kvasinek k antimykotickym latkam. Tato metoda je stale Siroce pouzivana V klinickych
laboratofich kvuli jeji nizké cené a jednoduchosti technické proveditelnosti (Jeon et al., 2021).
Pro stanoveni citlivosti k antimykotickym 1é¢iviim je dualezité vytvorit definovanou suspenzi
mikroorganismu (zpravidla stupeni 0,5 McFarlandovy zakalové stupnice). Sterilnim vatovym
tamponem se homogenné inokuluje suspenze mikroorganismt na agarovou plotnu. Na takto
pfipravenou plotnu se rovnomérné aplikuji disky obsahujici antimykotické latky. Disky
umisténé na kultivaéni médium zpisobuji okamzitou difazi antimykotika do média. Po
inkubaci se odecitaji vytvofené inhibi¢ni zony a porovnavaji se s referenénimi hodnotami.
Mensi inhibi¢ni zony signalizuji rezistenci, zatimco vé&tsi zony mohou svédéit o citlivosti

kvasinek k danému antimykotiku (Balouiri et al., 2016).

Mikrodilu¢ni test patfi mezi zdkladni metody pro testovani citlivosti mikroorganismi
K antimikrobialnim latkdm. Pfi této metod¢ se pfipravuje postupné dvojkové fedéni
antimikrobialni latky do jednotlivych jamek mikrotitraéni desticky. Nasledné se pfipravi
mikrobialni suspenze (zpravidla stupenn 0,5 McFarlandovy zakalové stupnice) a aplikuje se do
kazdé jamky. Mikrotitraéni desti¢ka se inkubuje za vhodnych podminek Vv zavislosti na
konkrétnim mikroorganismu. Po inkubaci se pozoruje rlist mikroorganismii V jednotlivych
jamkach mikrotitracni desticky. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) je definovana jako
nejnizsi koncentrace antimikrobialni latky, ktera zabranuje viditelnému rastu mikroorganismd.
Vysledky mohou byt hodnoceny vizualné nebo pomoci instrumentalnich metod, jako jsou

spektrofotometry nebo automatizované systémy (Balouiri et al., 2016).

Metoda stripti S koncentraénim gradientem antimikrobialni latky (E-test) spojuje princip
diluéni metody S agarovou diftizni technikou pro stanoveni minimélni inhibi¢ni koncentrace
(Balouiri et al., 2016). E-test pouziva plastové nosice nebo papirové stripy s predefinovanym

a exponencialnim gradientem antimykotického 1é¢iva. Suspenze testovanych mikroorganismi
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by méla dosahovat 0,5 stupené¢ McFarlandovy zakalové stupnice. Testovani se tradi¢n¢ provadi
na RPIM médiu (Roswell Park Memorial Institute medium). Na ptipravenou agarovou plotnu
se aplikuje suspenze mikroorganismi. Testovaci strip se aplikuje na povrch kultiva¢niho média
a antimykotikum se okamzité uvolni z nosi¢e, zacne vytvaret kontinualni gradient testované
latky v agarovém médiu (Balouiri et al., 2016; Dannaoui a Espinel-Ingroff, 2019). Po inkubaci
vznikne oblast inhibice rustu ve tvaru elipsy, jak je znazornéno na Obrazku 11. Minimalni

inhibi¢ni koncentrace se urcuje na priseciku této elipsy S métitkem na horni strané prouzku

(Dannaoui a Espinel-Ingroff, 2019).

Obrazek 10 Ukazka vyhodnoceni MIC amfotericinu B u Candida lusitaniae pomoci E-testu
(upraveno dle Peyron et al., 2001)
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3. Virulenéni vlastnosti Candida lusitaniae

Virulence je pojem oznacujici miru patogenity, tedy schopnosti mikroorganismu zpasobovat
onemocnéni. Virulence tedy popisuje stupeni patogennich vlastnosti daného mikroorganismu,
které umoziuji napadat hostitelsky organismus a $ifit se v ném. Tato schopnost se projevuje
prostrednictvim tzv. faktord virulence. Patogeny vyuzivaji tyto vlastnosti a signaly k oslabeni
nebo obejiti obrannych mechanismt hostitele (Moraes Pontes et al., 2020). Mezi faktory
virulence fadime struktury bunééného povrchu (pouzdro, lipopolysacharidy, glykoproteiny
a lipoproteiny), ¢i molekularni a bunééné mechanismy (Mello et al., 2021). Mezi dalsi faktory
virulence patii rozmanité molekuly produkované mikroorganismy, jako napft. toxiny, enzymy
a exopolysacharidy (Leitao, 2020). Rovnéz je zndmo, Ze intracelularni zmény v metabolickych
regulac¢nich drahach piispivaji k celkové virulenci mikroorganismi (Mello et al., 2021).
Mikroorganismy timto zptisobem cilené usiluji 0 Gsp&$né Sifeni v hostitelském organismu

a rozvoj infekce (Moraes Pontes et al., 2020).

Adaptabilita kvasinky Candida lusitaniae na rizné prostiedi (v¢. extrémnich podminek jako je
nedostatek kysliku nebo nepfiznivy osmoticky tlak) je spojena s urcitymi faktory virulence
(Mendoza-Reyes et al., 2022). Tato schopnost hraje také kli¢ovou roli V patogenité
C. lusitaniae. Mezi faktory virulence této kvasinky patii napt. schopnost adheze a invaze na
povrchy hostitelskych bunék, metabolicka adaptace, dimorfismus, fenotypova variabilita,
hydrofobicita bunécného povrchu, sekrece hydrolytickych enzymil atvorba biofilml. Tyto
faktory umoznuji kvasince C. lusitaniae nejen piezit uvnitt hostitele, ale také s nim interagovat

a napadat jej (Arafa et al., 2023; Mendoza-Reyes et al., 2022).

3.1. Mechanismus adheze

Adheze je schopnost mikroorganismt pfichytit se k povrchim bunék nebo jinych struktur
(Willaert, 2018). Mikroorganismy podporuji adhezi pomoci riznych mechanismu, jako je
produkce extracelularnich polysacharidli, formovani bunék schopnych detekovat signaly,
uprava naboje, hydrofobicita nebo pevnost bunécéné stény (Kreve a Reis 2021). Adheze je
umoznéna diky adheznim glykoproteinim (adheziny) umisténym na povrchu bunék a také diky
imobilizovanym ligandim (kadheriny, integriny popf. jiné mikroorganismy) (Arafa et al.,
2023). Adheziny jsou dulezité pro vzdjemné interakce mezi buikami kvasinek a jsou také
zodpovédné za zprostfedkovani kontaktu mezi kvasinkou a hostitelem (Mendoza-Reyes et al.,

2022). Adheze patogennich kvasinek K hostitelskym tkanim miize probihat na riznych mistech
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lidského téla. Cilem adheze patogennich kvasinek je glykokalyx hostitelskych bunék.
Glykokalyx je extracelularni sit’ sacharidové bohatych biomolekul vézanych na bunécné
membrany nebo uvoliiovanych buiikami do vnéjsiho prostfedi. Adhesiny patogennich kvasinek
mohou specificky interagovat s glykoproteiny glykokalyxu nebo glykosylovanymi receptory
hostitele. Tato specificka interakce umoziuje kvasinkdm pfipojit se K povrchu hostitelskych

bunék a vyvolat tak infekci (Willaert, 2018).

Adheze Candida lusitaniae Kk hostitelskym buikam (zejména K bunikam epitelidlnim)
predstavuje zasadni pocateéni krok v procesu vzniku infekce zptsobené touto kvasinkou
(Willaert, 2018). Kvasinka C. lusitaniae vyuziva rizné adhezivni molekuly pro interakci
s hostitelskymi bunkami. Mezi geny kodujici diilezité adheziny této kvasinky patii ALS, EAP1,
ECM33, HWP1, IFF4, INT1 a MP65. Mezi vyznamné adheziny identifikované u kvasinky
Candida lusitaniae tadime skupinu adhezina Als (Agglutinin-like sequence). Tyto
glykoproteiny jsou kodované geny ALS (Mendoza-Reyes et al., 2022; Tscherner et al., 2011)
a prispivaji ke schopnosti pfilnout, a to nej¢astéji na sliznice dutiny ustni. DalSim adhezivnim
proteinem je Ecm33. Tento protein pfispiva k celistvosti bunééné stény kvasinky. Adhezin 1ff4
se podili na organizaci bunécné stény a rustu hyf. Dal§i vyznamnou adhesivni molekulou
C. lusitaniae je manoprotein Mp65. Tento protein prispiva k adhezi kvasinky na glukany
buné¢éné stény hostitele. Tyto adhezivni proteiny umisténé na povrchu kvasinkovych bunék
navozuji interakce, které umoziuji pevné spojeni s hostitelskymi butikami (Mendoza-Reyes et
al., 2022). Prilnutim k buné¢nému povrchu mtize kvasinka maskovat svou pfitomnost a snizit
pravdépodobnost, Ze bude rozpoznana a napadena imunitnimi buitkami. Timto zpisobem se
muze zvysit schopnost kvasinky ptrezivat Vv hostitelském organismu arozvijet infekci
(Hernandez-Chavez et al., 2017). Je v§ak znamo, Ze kvasinka Candida lusitaniae vykazuje nizsi
schopnost adheze v porovnani s jinymi zastupci rodu Candida. Tato vlastnost je spojena s nizsi
mirou virulence anaznacuje omezenou schopnost zpusobit infekci na rozdil od jinych
patogennich druht kvasinek z rodu Candida. V klinické praxi ma proto adheze C. lusitaniae
znaény vyznam zejména V pfipad¢ invazivnich infekci u pacientli S oslabenym imunitnim

systémem nebo v disledku opakovanych chirurgickych zakroki (Mendoza-Reyes et al., 2022).

3.2. Mechanismus invaze

Invaze nastava po uspésné adhezi mikroorganismi na hostitelské buiiky a oznacuje schopnost
mikroorganism proniknout do bun¢k hostitele. Samotny proces invaze, zahrnujici poSkozeni

epitelu, je povazovan za patogenni mechanismus (Arafa et al., 2023; Mendoza-Reyes et al.,
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2022). Kinvazi mize dochazet aktivni penetraci skrz bunécnou membranu do hostitelské
buiky nebo také procesem endocytdzy. Endocytdza je bunécny proces, béhem kterého butika
vytvati malou vezikulu obklopujici a pohlcujici ¢asti vnéjsiho prostiedi, v¢. bunék patogent
(Mayer et al., 2013). Avsak mechanismus invaze zavisi na typu hostitelské buiiky. Béhem
invaze do bunék dutiny Ustni se vyuziva aktivni penetrace a endocytdza, zatimco pii stievni
invazi muze dochazet pouze K aktivni penetraci (Arafa et al., 2023; Mendoza-Reyes
etal., 2022).

K procesu invaze kvasinky Candida lusitaniae do hostitelského organismu pfispivaji dalsi
rizné mechanismy, v¢. produkce toxint a enzymu, fenotypové variability a tvorby biofilmu.
Tyto mechanismy maji také vyznamnou roli v patogenezi infekci zpisobenych touto kvasinkou

(Arafaet al., 2023).

3.3. Dimorfismus kvasinek

Dimorfismus je schopnost nékterych mikroorganismti ménit svou morfologii nebo formu
Vv zavislosti na okolnich podminkach (Knop, 2011). Dimorfismus u kvasinek je charakterizovan
piechodem mezi kvasinkovou a vlaknitou (hyfovou nebo pseudohyfovou) formou. Tento
proces je jedine¢nou charakteristikou patogenity kvasinek (Gauthier, 2015). VSechny formy
kvasinek maji své specifické charakteristiky, které mohou pftispét k jejich virulenci a zpusobit
tak onemocnéni. Kvasinkova forma je spojovana s adhezi na povrchu bunék hostitele. Zatimco
pseudohyfova nebo hyfova forma mutze hrat roli v proristani do tkéni a Sifeni se v hostitelském
prostiedi (Knop, 2011). Dimorfismus kvasinek je ovlivnén fadou vnéjsich podminek jako je
napt. pH, teplota, koncentrace CO2. N¢které mikroorganismy tyto signaly detekuji
a pfizpisobuji tak prechod mezi formami svého vyskytu v zavislosti na prostiedi

(Mendoza-Reyes et al., 2022).

Dimorfismus u Candida lusitaniae ptedstavuje zajimavou oblast vyzkumu. Tato kvasinka
vykazuje unikatni charakteristiky ve svém pfechodu mezi kvasinkovou a vlaknitou formou.
Zatimco vétSina druhd Candida mize vytvaret tradiéni hyfy, Candida lusitaniae je schopna
vytvafet pouze tzv. pseudohyfy. Pseudohyfy jsou fetézce bunék spojenych do vlaknitych
struktur, ato mén¢ diferencovanych nez pravé hyfy. Tato schopnost Candida lusitaniae
pfispiva rozvoji k invazivnich infekci a komplikovanéjsich klinickych stavi (Knop, 2011;
Mendoza-Reyes et al., 2022). Schopnost morfologické variability je u této kvasinky také ¢asto
spojovana S tvorbou biofilmi, coz zvySuje schopnost C. lusitaniae ptezivat v hostitelském
organismu a vyvolavat infekce (Arafa et al., 2023; Mendoza-Reyes et al., 2022).
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3.4. Fenotypova variabilita

Fenotypova variabilita je schopnost mikroorganismti ménit sviij vnéjsi projev (fenotyp) v reakci
na riizné podminky prostiedi. U Candida lusitaniae ma tato schopnost dalezitou roli v adaptaci
na rizné podminky a uzce souvisi S jeji virulenci. Schopnost ménit sviij fenotyp umoziuje
(Mendoza-Reyes et al., 2022). Fenotypova variabilita ma vyznamnou roli také ve zménach
genové exprese U C. lusitaniae. Mezi tyto zmény genové exprese patii | zmény, které mohou
ovlivnit citlivost C. lusitaniae k AmB a dalsim antimykotikiim (Miller et al., 2006). Studie
zaméfena na fenotypovou variabilitu Candida lusitaniae odhalila, ze kultivace této kvasinky
Vv laboratornich podminkach iniciuje riznorodé zmény V jejim vnéj$im projevu napt. zmény
kultivaénich projevii (vzhled a barva kolonii). Kolonie svétle hnédé a bilé barvy obsahovaly
pouze klasické kvasinkové buiiky, zatimco tmavé hnédé kolonie obsahovaly kvasinky ve formé
pseudohyf. Pfi testovani citlivosti k amfotericinu B bylo zjisténo, Ze buiky rostouci ve formé
svétle hnédych kolonii vykazovaly niz$i minimalni inhibi¢ni koncentraci (2—4 pg/ml). Bunky
rostouci ve form¢ tmaveé hnédych kolonii vykazovaly vyssi MIC (8 pg/ml) a bunky rostouci
ve formé bilych kolonii mély nejvyssi MIC (256 pg/ml). Tyto vysledky naznacuji, ze variabilita
ve fenotypu souvisi s mirou rezistence Candida lusitaniae k antimykotikim (Mendoza-Reyes
etal., 2022).

3.5. Hydrofobicita bunééné stény

Hydrofobicita bunééného povrchu je schopnost bun€k odoldvat vodé a upiednostiiovat
nepolarni latky. Tato vlastnost zavisi na sloZeni a struktufe bunéénych stén a membran
mikroorganismi. Za hydrofobni chovani bunéénych membran zodpovidd piitomnost
nepolarnich molekul, jako je kyselina teichoova a lipoteichoova, lipopolysacharidy a nékteré
povrchové proteiny (Salas-Tovar et al., 2021). Hydrofobnost bunétného povrchu ma zasadni
vyznam pii pfilnuti nebo odlouceni bunék mikroorganismi z povrchi hostitelskych bunék
(Krasowska a Sigler 2014). Tato vlastnost umoziuje kvasinkam vytvaret hydrofobni interakce
s povrchem hostitelskych bunék (Nordin a Harun, 2013). Povrchova hydrofobicita bunécné
stény ma také vyznamny vliv na schopnost kvasinek vytvaret biofilm na inertnich povrsich.
Dale mize povrchové hydrofobicita ovliviiovat schopnost mikroorganismi unikat imunitnim

obrannym mechanismim hostitele (Mendoza-Reyes et al., 2022).
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Povrchova hydrofobicita bunééné stény taktéz podporuje virulenci a hraje vyznamnou roli
v patogenezi Candida lusitaniae. Tato kvasinka vsak vykazuje vyznamné niz$i povrchovou
hydrofobicitu buné¢né stény oproti jinym druhim kvasinek z rodu Candida (napt. C. krusei, C.
dubliniensis a C. tropicalis). Snizena hydrofobicita bunééné stény Candida lusitaniae muze
ovlivitovat interakce S hostitelskym prostfedim, coz se projevuje méné efektivni adhezi a invazi
bun¢k do hostitelského organismu (Muadcheingka a Tantivitayakul, 2015; Nordin a Harun,
2013). Tyto aspekty opét naznacuji, ze tato kvasinka nebude schopna vyvolat onemocnéni

v hostiteli v takové mife jako ostatni druhy z rodu Candida (Mendoza-Reyes et al., 2022).

3.6. Produkce hydrolytickych enzymu

Extracelularni hydrolytické enzymy (napt. fosfolipazy, aspartylproteinazy a lipazy) podporuji
invazi mikroorganismd. Tyto enzymy degraduji hostitelské proteiny a modifikuji struktury
bunéénych membran. Tento proces tak umoziuje mikroorganismiim cilené proniknout
a napadnout imunitni buiiky hostitele. Kandidy, a to v¢. kvasinky Candida lusitaniae, jsou
schopné produkovat mnohé hydrolytické enzymy (Arafa et al., 2023). Extracelularni
hydrolytické enzymy jsou dulezité faktory virulence kvasinek rodu Candida (Mendoza-Reyes
et al., 2022). Tyto enzymy maji vyznam pro patogenni G¢inek. Diky témto enzymum se
kvasinky tuspésn¢ vyhybaji ucinkiim antimikrobidlnich latek a aktivné vyvolavaji infekce

(Arafa et al., 2023; Mendoza-Reyes et al., 2022).

3.6.1. Lipazy

Lipazy jsou dulezitou skupinou ve vod¢ rozpustnych enzymu. Tyto enzymy patii mezi dobie
popsané biokatalyzatory biologickych reakci (Gupta et al., 2015; Lim et al., 2022). Lipazy maji
spolecny charakteristicky zdhyb o/B-hydrolazy kolem katalytické triddy. Struktura
a/B-hydrolazy obvykle zahrnuje osm B-fetézct spojenych s a-helixy (Lim et al., 2022). Tato
struktura umoznuje lipazdm katalyzovat hydrolytické S$tépeni esterovych vazeb
Vv nerozpustnych substratech, jako jsou triglyceridy. Tato reakce vede k vytvaieni diglyceridu,
monoglyceridl a mastnych kyselin, ¢imz lipazy zptistupniuji tuky pro dalsi metabolické vyuziti
jako zdroje energie. Lipazy byly rozpoznany jako faktor podporujici virulenci kvasinek
Candida tim, ze pfispivaji k morfologickému ptechodu, kolonizaci a cytotoxicité¢ (Angiolella
etal., 2024). Tyto enzymy se také podileji na invazi do hostitelskych tkani. Po invazi do tkani
modifikuji membranové lipidy, coz ma vliv na imunitni odpoved hostitele. Lipazy se soucasné

podileji na tvorbé a udrzovani biofilmu, ¢imz jesté vice pfispivaji k odolnosti vii¢i imunitnim
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reakcim a terapeutickym zasahlim. Tyto enzymy slouzi dale také jako prosttedek pro ziskavani

zivin a energie pro kvasinky v¢. Candida lusitaniae (Gupta et al., 2015).

3.6.2. Fosfolipazy

Fosfolipazy ptedstavuji heterogenni skupinu enzymu se schopnosti hydrolyzovat jednu nebo
vice esterovych vazeb fosfolipidi. Prostfednictvim hydrolyzy esterovych vazeb dochézi
k destabilizaci membran a naslednému uvolfiovani mastnych kyselin z fosfolipidi (Balboa
a Balsinde, 2021). Uvolnénim mastnych kyselin z fosfolipidi dochazi k naruSeni buné¢né
membrany. Kvasinky pronikaji narusenymi bunéénymi membranami do hostitelského
organismu a jsou schopné kolonizovat vnitini organy hostitele. Regulace aktivity téchto
enzymi je umoznéna prostfednictvim genové exprese. Diky tomuto mechanismu mize
dochazet ke zvySeni nebo snizeni exprese gent pro tvorbu fosfolipaz v zavislosti na pottebach
buiky nebo podminkach prostfedi. Poruchy této regulace mohou mit negativni dopady, protoze
fosfolipazy maji dilezity vyznam pii hydrolyze fosfolipidii v membranach a tim ovliviiuji

integritu a funkce membran (Mendoza-Reyes et al., 2022).

3.6.3. Sekretované aspartylproteazy

Sekretované aspartylprotedzy (Saps) jsou enzymy tazené do tfidy protedz. Aspartylprotedzy
jsou v pfirodé vSudypfitomné a Gi¢astni se nes¢etnych biochemickych procest. Tyto enzymy
ptredstavuji skupinu 10 proteaz kodovanych geny SAP1 azZ SAP10. Geny SAP1 az SAP8 koduji
protedzy vylucované do vnéjSiho prostiedi, zatimco geny SAP9 a SAP10 koduji protedzy
umisténé v membrané. Prvni aspartylproteaza ziskala nazev kysela proteaza Candida, protoze
byla izolovana z kvasinek rodu Candida a projevovala svou aktivitu ipfi nizkém pH
(Guimaraes et al., 2019). Aspartylproteazy jsou dulezité pro aktivni pronikani kvasinek do
bunék hostitele. Tyto enzymy maji schopnost §tépit proteiny obsazené V hostitelskych tkanich
na jednodusS$i avyuzitelné formy (aminokyseliny). Aspartylprotedzy timto umoziuji
kvasinkam vyuzivat rtizné hostitelské proteiny jako zdroj dusiku pro sviij vyvoj
a metabolismus. Tato vlastnost také ptispiva k patogenezi Candida lusitaniae (Guimaraes et
al., 2019; Singh et al., 2019). Aspartylproteazy dale umoznuji Candida lusitaniae prekonat
obrannou reakci imunitniho systému tim, Ze degraduji sloZky vrozeného imunitniho systému
napt. slinny laktoferin, laktoperoxidaza, katepsin D, komplement, interleukin-1p a o2-
makroglobulin (Gomez-Gaviria et al., 2022; Mendoza-Reyes et al., 2022). Sekretované
aspartylproteazy vykazuji optimalni aktivitu v Sirokém rozmezi pH 2,5-7 (Guimaraes et al.,
2019). Nejaktivngjsi jsou viak pti hodnotach pH 1,9-4,0. Siroké rozmezi pH umoZiuje
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kvasinkdm napadnout a kolonizovat rizna hostitelskd mista. Tyto schopnosti usnadiuji
kvasinkam pronikat do riznych hostitelskych tkani a ptispivaji k rozvoji infekci zptisobenych
kvasinkou Candida lusitaniae (Guimaraes et al., 2019; Singh et al., 2019).

3.7. Tvorba biofilmu

Biofilm pfedstavuje uspofadané spolecenstvi mikroorganismti adherovanych K zivému ¢i
nezivému povrchu. Toto mikrobialni spoleCenstvi vytvari vlastni extracelularni polymerni
matrici (Shree et al., 2023). Extracelularni matrice (EPS) ma variabilni sloZeni v zavislosti na
konkrétnim druhu mikroorganismu, pii¢emz hlavnimi slozkami jsou proteiny, sacharidy,
nukleové kyseliny a lipidy (Kassinger a van Hoek, 2020; Santos et al., 2018). Tyto slozky
vzajemné interaguji a utvareji gelovity, slizky material s odpovidajicimi mechanickymi
vlastnostmi a odolnosti vii¢i vnéj$im neptiznivym podminkam (Kreve a Reis, 2021). Polymerni
extracelularni matrice plni funkci ochrany mikroorganisma pfed antimikrobialnimi latkami.
V ramci EPS se vytvafi slozita sit’ kanalkti umoziujici cirkulaci kapalin a plynt v biofilmu.
Tyto kandlky funguji jako zésobovaci a odvodnovaci systém pro transport zivin, kysliku
a odpadnich produkti. EPS také napomaha vytvafeni trojrozmérnych polymernich struktur

biofilmu a zaroven poskytuje podporu mikroorganismum pii adhezi (Kreve a Reis 2021)

Tvorba mykotického biofilmu ptedstavuje vicestupiiovy akomplexni proces zahrnujici
pfechod mikroorganisml z volné planktonické formy do pfisedlé¢ formy vytvatejici biofilm.

Proces tvorby mykotického biofilmu je zndzornén na Obrazku 12.
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Obrazek 11 Schématické znazornéni tvorby biofilmu
(upraveno dle Arafa et al., 2023)
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Proces tvorby biofilmu je ovlivnén riznymi vnéjsimi faktory, jako je teplota, pH, gravita¢ni
sily, Browntv pohyb, hydrodynamické sily, vlastnost povrchu ¢i ptitomnost signalnich molekul
(Rather et al., 2021).

Prvnim krokem tvorby biofilmu je adheze bunék k povrchim. Adheze spousti proliferaci,
kvasinkové buriky rostou do vlaknitych forem (hyfy a pseudohyfy) a akumuluji extracelularni
polysacharidovou matrix (Arafa et al., 2023; Zara et al., 2020). Extracelularni polysacharidova
matrix ma dulezitou roli béhem vyvoje biofilmu. Zraly biofilm je tvofen téivrstevnou strukturou
obsahujici vnitini regulacni vrstvu, stfedni mikrobidlni zakladni vrstvu a vnéjsi vrstvu, ktera je
tvofena planktonni formou mikroorganismu (Rather et al., 2021). Kone¢nym krokem tvorby
biofilmu je disperze bun¢k. Pii disperzi se kvasinkové bunky rozptyli z biofilmu, dale difunduji,

roz§ifuji infekei a cely cyklicky proces spoustéji znovu (Arafa et al., 2023).

Biofilmy se nachézeji témét vSude, kolonizuji 1ékarské implantaty, zivé tkdn€, nemocniéni
povrchy, biotické a abiotické povrchy. Dale se mohou vyskytovat na zafizeni pro zpracovani
potravin, ve vodnich kanalech a potrubi (Rather et al., 2021). Biofilmy mohou také pfispivat
k biologickému znecisténi a vzniku onemocnéni (Kassinger avan Hoek, 2020). Odolna
struktura biofilmu vyrazné komplikuje 1é¢bu pomoci bézn¢ dostupnych antimykotickych 1é¢iv
(Zara et al., 2020). Biofilmy sehravaji vyznamnou tlohu pfi infekcich souvisejicich s pouzitim
biomaterialti ¢i medicinskych pomicek (Rather et al., 2021). Kandidy jsou také schopny

vytvafet biofilmy na sliznicich nebo endotelech. Tyto biofilmy maji zasadni vyznam Vv rozvoji

béznych kandiddz, v¢. vaginalni a oralni kandidozy (Cavalheiro a Teixeira, 2018).

Nicméné nékteré mikrobidlni biofilmy jsou také spojeny S udrzovanim lidského zdravi.
Mikroorganismy tvofici biofilmy v lidském téle jsou soucasti symbiotickych mikroorganismi,
oznaovanych jako lidsky mikrobiom (Renner a Weibel, 2011). Lidsky mikrobiom ma
vyznamnou roli pfi udrzovani rovnovahy avyvoje lidského téla. Je dulezity pro regulaci
traveni, imunitni odpovédi, energeticky metabolismus a je spojovan s neurologickymi procesy,
coz zduraziuje jeho vyznam pro celkové zdravi a homeostazu organismu (Ogunrinola et al.,
2020).

Kvasinka Candida lusitaniae se také vyznacuje schopnosti tvofit biofilmy. Biofilmy umoziuji
této kvasince prezivat vruznych prostiedich a dynamicky se pfizptusobovat ménicim se
podminkadm. Jsou také vyznamné Vv klinickém ohledu, protoze mohou piispivat k odolnosti
vici 1écbe a souviset s infekcemi u jedinctd S oslabenym imunitnim systémem (Mendoza-Reyes

et al., 2022; Rather et al., 2021). Podobné jako ostatni druhy kvasinek, i C. lusitaniae muze
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pfilnout napt. K plastovym povrchiim, zavedenym katetriim, kanylam a drentim. Tato schopnost
je dialezita zejména Vv klinickém prostiedi, kde mohou biofilmy vést ke komplikacim a infekcim
(Arafa et al., 2023). Nékteré studie zabyvajici se kvasinkami Candida lusitaniae odhalily, ze
schopnost vytvaret biofilmy je podstatné ovlivnéna specifickym kultivatnim médiem.
C. lusitaniae dobie prilnula k povrchu, pokud rostla v minimalnim médiu YNB ('Yeast Nitrogen
Base medium). Avsak v tkanovém kultivaénim médiu RPMI (Roswell Park Memorial Institute
medium). Tyto vysledky poukazuji na to, Ze slozeni a podminky prostiedi maji vyznamny vliv

na tvorbu biofilma u C. lusitaniae (Mendoza-Reyes et al., 2022).

3.8. Termotolerance

Termotolerance je schopnost bunék ziskat pirechodnou odolnost vici zvySenym teplotam
prostiedi. Tato schopnost piispiva ke kolonizaci a rustu kvasinek Vv hostitelském prostiedi.
Teplota hostitele vétSinou prevysuje optimalni podminky pro rust kvasinek a hub. Pfizptsobeni
kvasinek tomuto stresujicimu prostedi je klicové pro celkovou bunéénou odolnost a schopnost
zpusobovat poskozeni hostitelskych bun¢k (Mendoza-Reyes et al., 2022). Proteiny tepelného
Soku (Hsp) jsou pfitomny ve vEtSing organismu a jsou exprimovany V reakci na teplotni stres.
Tyto proteiny vykonavaji zakladni fyziologické aktivity amohou ovlivilovat virulenci

prostfednictvim interakce S riznymi regulatory bunécnych signalnich drah (Gong et al., 2017).

Genom C. lusitaniae obsahuje piedpokladané ortology genti pro termotoleranci, v¢é. Hsp104
a Hsp60, které koduji proteiny tepelného Soku (Mendoza-Reyes et al., 2022). Protein Hsp104
ma vyznamnou tlohu v termotoleranci. Tento protein ma schopnost regulovat procesy ¢i reakce
vedouci k pteziti bunék v odpoveédi pii zvySené teploté. Hspl04 je dulezity pro efektivni tvorbu
biofilmu a ptispiva tak k virulenci kvasinek. V pfitomnosti Hsp104 vytvateji kvasinky biofilmy
tzv. spleteného vzhledu. Avsak pokud Hspl04 chybi nebo je mutovany, struktura hyf je
nerovnomérna a volna. Tyto zmény vedou K oslabeni schopnosti kvasinek zptsobovat infekci

(Gong et al., 2017).

Protein Hsp60 pusobi jako imunodominantni antigen v humoralni i bunééné odpovédi. Tento
protein funguje jako vyrazné rozpoznatelny prvek usnadnujici aktivaci imunitniho systému.
(Gong et al., 2017). KdyzZ je kvasinka vystavena teploté nad 35 °C, exprese Hsp60 se zvySuje.
Existuje kiizova reaktivita mezi Hsp60 u kvasinek a Hsp60 u lidi. Ktizova reaktivita znamena,
Ze imunitni systém muiZe reagovat na Hsp60 U kvasinek stejn¢ jako na humanni formu Hsp60.

Kiizova reaktivita naznaCuje, Ze imunitni systém aktivovany kvasinkovou infekci muze
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nasledné¢ napadat lidské vlastni buiiky obsahujici protein Hsp60. Tento proces muze vést

k autoimunitni reakci (Mendoza-Reyes et al., 2022; Gong et al., 2017).

3.9. Unik pied reakci imunitniho systému

Imunitni systém hostitele je rozhodujicim faktorem pii rozpoznavani patogent a aktivaci
obranné odpovédi (Hernandez-Chavez et al., 2017). Imunitni systém reaguje na detekci
kvasinkovych bunck prostfednictvim aktivace fagocytézy. Fagocytarni receptory pro
rozpoznavani vzoria (PRR) maji pfi této reakci dualezitou roli. PRR (Pattern Recognition
Receptors) jsou exprimovany na povrchu bunék imunitniho systému jako jsou makrofagy
a neutrofily. Tyto receptory jsou schopny rozpoznat specifické molekularni struktury na
povrchu patogennich bunék PAMP (Pathogen-Associated Molecular Patterns). Jakmile jsou
patogenni buniky rozpoznany, jsou fagocytovany buiikami imunitniho systému a fagocytarni

PRR spousti obrané imunitni reakce (Boyce a Andrianopoulos 2015).

Unik pied reakci imunitniho systému piedstavuje komplexni proces zahrnujici formovani
biofilmu, produkci protedz, morfologické zmény a syntézu proteini za Ucelem piekonani
oxidac¢niho stresu. Tyto adaptace umoziuji kvasinkdm ptezit v hostitelském prostredi
a zpusobit infekci s minimdlnim odporovym ucinkem imunitniho systému (Mendoza-Reyes et

al., 2022).

U nékterych kvasinek se vyvinuly strategie vedouci k urCitym obranym reakcim proti
imunitnimu systému. Unik pied reakci imunitniho systému stejné jako faktory virulence
vyrazné ovliviiuje poSkozeni tkani a bunék hostitele (Hernandez-Chavez et al., 2017). Mezi
strategie kvasinek vedouci k Gniku pfed reakci imunitniho systému, patii napt. schopnost
kvasinek flexibiln¢ pfepinat mezi riznymi morfologickymi formami (Arafa et al., 2023;
Mendoza-Reyes et al., 2022) jak jiz bylo vySe zminéno. Vlaknita morfologie vede k perforaci
imunitnich bunék a umoziuje tak patogennim bunkam uniku. Tato morfologie také zajiStuje
prezivani a Sifeni kvasinkovych bunék v hostitelském organismu (Gémez-Gaviria et al., 2022;

Hernandez-Chavez et al., 2017).

V ramci nékterych studii byly identifikovany dva mozné ortology gent C. lusitaniae, a to Hgtl
a Msb2, podobné s geny popsanymi u Candida albicans (Mendoza-Reyes et al., 2022). Gen
Hgtl pisobi jako inhibitor komplementu, potlacuje fagocytdzu a ni¢i neutrofily. Tento proces
ptispiva Kk preziti kvasinky V hostiteli. Msb2 je signalni mucin umoznujici pfeziti a rast

kvasinek v infikovaném hostiteli. Glykodoména tohoto proteinu je vyluCovana za ucelem
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Stépeni plazmatickych membranovych proteini a zaroveil inaktivuje Sirokou Skalu
antimikrobidlnich peptidii vazbou na né. Tato schopnost umoznuje kvasince uniknout pred

imunitnim systémem hostitele (Gémez-Gaviria et al., 2022; Hernandez-Chavez et al., 2017).
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4. Onemocnéni Vv souvislosti s kvasinkou Candida lusitaniae

Candida lusitaniae je méné¢ castym druhem zplsobujicim onemocnéni ¢lovéka. Avsak
v poslednich letech se podili na rostoucim poctu oportunnich infekci, a to zejména
U hospitalizovanych a imunokompromitovanych pacienti (Mendoza-Reyes et al., 2022).
Candida lusitaniae byla identifikovana jako ptvodce riznych typi infekci v¢. kozni, slizni¢ni
kandidozy a také invazivnich systémovych infekci (Rasool et al., 2023).

Kandidoza je infekce zpusobena kvasinkami rodu Candida. Tato infekce mize postihnout
rizné ¢asti téla, v¢. dutiny ustni, urogenitalniho traktu, klize, organi a krevniho tfecisté (Arafa
et al., 2023). Candida albicans je nej¢astéjsim druhem kvasinky zpiasobujici kandiddzu.
Nicméné i dalsi druhy rodu Candida mohou byt ptivodci kandidézy (napi. Candida lusitaniae).
Ackoli je C. lusitaniae relativné vzacna, zacina byt povazovana za nosokomialni patogen.
Diivodem je rostouci vyskyt infekci zplisobenych touto kvasinkou, a to zejména
U hospitalizovanych pacientli, imunokompromitovanych pacientd, pacienti dlouhodobé
lécenych antibiotiky a pacientii podstupujicich chemoterapii nebo transplantaci kostni diené
(Lu et al., 2023; Mendoza-Reyes et al., 2022). Krom¢ oralni kandidozy, kandidémie a infekci
mocovych cest mize Candida luisitaniae zpiasobit i meningitidu, empyém nebo peritonitidu
(Rasool et al., 2023).

4.1. Oralni kandidoza

Oralni kandidéza je kvasinkova infekce zplsobena pfemnozenim kvasinek rodu Candida
Vv duting Gstni. Mezi ptiznaky ordlni kandidozy patii podrazdéni ¢i zarudnuti sliznice a také bilé
nebo Zluté plaky na jazyku, dasnich ¢i bukalni sliznici. Hlavni pfi¢inou zpuisobujici pfemnozeni
kvasinek rodu Candida v duting Gstni je oslabeni imunitniho systému, leukémie, podvyziva,
pouzivani zubnich protéz a inhalatort kortikosteroidi. Mezi faktory podporujici vznik oralni
kandidozy muizeme tadit také uzivani antibiotik, hormonalni zmény ¢i Spatnou Ustni hygienu
(Millsop a Fazel, 2016). Kvasinka Candida lusitaniae nepatii mezi nejcastéjsi pivodce oralni
kandidozy, je vSak schopna toto onemocnéni vyvolat. Oralni kandid6za zpusobena Candida
lusitaniae se projevuje nepiijemnym palenim a obtizemi pii polykani. V duting ustni se objevuji
difizni erytematozni a erozivni oblasti zejména na tvrdém i m&€kkém patie a povrch jazyka
byva taktéz erytematozni (Fusco et al., 2023). Mezi rizikové faktory rozvoje oralni kandidozy
zpusobené druhem C. lusitaniae patii dlouholeté silné kufactvi, predchozi zakroky Vv tstni

duting, antibioticka nebo steroidni terapie, imunodeficience ¢i aplikace lokalnich hygienickych
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prostredkd. Tyto faktory spolecné vytvareji prostiedi, které mize podporovat rust Candida
lusitaniae v astni duting a ptispivat K rozvoji oralni kandidozy (Fusco et al., 2023). Pro urceni
diagnozy se kromé klinickych ptiznaka a fyziologickych nalezi vyuzivaji i laboratorni testy.
Laboratorni diagnostika oralni kandidozy je klicovym krokem pii potvrzeni této infekce. Proces
zacina odberem vzorku Z postizené oblasti V dutin€ ustni, ktery mtze byt proveden riznymi
zpusoby (stér tamponem, ustni vyplach ¢i otisk postizené oblasti). Ziskany vzorek mize byt
mikroskopicky analyzovan pro zjisténi morfologie kvasinek. Vzorky se dale inokuluji na
specidlni zivné médium jako je Sabouraudiv agar s glukézou ¢i na chromogenni média
umoznujici identifikaci konkrétniho druhu kvasinky. Také se provadi testovani citlivosti na
ruzna antimykotika. Pokrocilejsi metody mohou zahrnovat biochemické testy ¢i molekularné-
biochemické postupy pro ptesnéjsi identifikaci druhu kvasinek (Lewis a Williams, 2017).
Vysledky laboratornich testl jsou dilezité pro stanoveni spravné 1é€by oralni kandid6zy. Lécba
oralni kandidozy zpasobena kvasinkou Candida lusitaniae mize byt komplexni a vyzaduje
individualni pfistup. Hlavnim cilem 1ééby je potlaeni premnozeni kvasinek azmirnéni
ptiznakt infekce. Jednou z moznosti je podavani antifungalnich piipravka (napt. flukonazol,
itrakonazol nebo amfotericin B). Volba konkrétniho 1éku vSak zavisi na zavaznosti infekce,
celkovém zdravotnim stavu pacienta a citlivosti kvasinky na dané antimykotické 1écivo.
V nékterych piipadech mize byt nutné kombinovat rizné typy antimykotickych IécCiv.
Dutlezitou roli hraje pravidelné monitorovani ucinnosti 1é¢by a piipadna tprava lécebného
rezimu podle vysledkil laboratornich testl a klinického stavu pacienta. Kromé 1ékové terapie je
dilezité identifikovat a odstranit faktory ptispivajici k rozvoji oralni kandidézy (Fusco et al.,
2023; Lewis a Williams, 2017).

4.2. Infekce mocovych cest v souvislosti s kvasinkou Candida lusitaniae

Infekce mocovych cest (UTI) patii mezi nejbéznéjsi infekce u lidi. Jedna se 0 stav, pii kterém
dochazi k napadeni a rozmnozeni patogennich mikroorganismu v kterékoli ¢asti urogenitalniho
traktu. Tyto infekce jsou Castym divodem navstévy lékatfe ajejich vyskyt v posledni dobé
vyznamné narusta. Infekce mocovych cest zahrnuji zanétlivou reakci spojenou s bakteriemi,
kvasinkami ¢i viry (Tomczak et al., 2014). Ackoliv byvaji UTI nejcastéji zpusobeny
bakteriemi, mezi pivodce mykotickych infekci mocovych cest patii kvasinky rodu Candida.
Jednim z druhi kvasinek vyvolavajicich UTI jsou kvasinky Candida lusitaniae. Tyto kvasinky
jsou soucasti lidské mikroflory, mohou se vsak za urCitych okolnosti nadmérmné mnozit

a zpusobovat infekce. Pritomnost kvasinek Candida v moci se oznacuje jako kandidurie.
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Zatimco U asymptomatickych dospélych 0sob byva kandidurie ¢asto povazovana za pouhou
kolonizaci nebo kontaminaci vzorku, je dilezité ji neignorovat. Kandidurie totiz muze
signalizovat skutecnou infekci mocovych cest, vulvovagindlni kandidézu nebo dokonce
diseminovanou kandidémii (Gajdacs et al., 2019). Kvasinky rodu Candida mohou pronikat do
mocového traktu dvéma hlavnimi cestami. Antegradni infekce zahrnuje ptenos kvasinek krvi
do ledvin. Tento proces nasledné vede kinfekci téchto organ. Druhym zplsobem je
retrogradni infekce, kvasinky prostupuji mocovou trubici a pronikaji do mocového méechyte.
Tento typ infekce zacind obvykle v nizsich ¢astech mocového traktu a mize se postupné Sifit
dale (Odabasi a Mert, 2020). Rizikové faktory pro vznik infekci mocovych cest zptisobenych
kandidou jsou dobfe znamé. Mezi tyto faktory patii diabetes mellitus, dlouhodoba
hospitalizace, pobyt na jednotce intenzivni péce a nedavné uzivani imunosupresiv. Mezi dalsi
rizikové faktory patfi také poruchy mocového méchyfe a mocCové stagnace, piitomnost
mocovych kament V ledvinach, transplantace, vrozené nebo strukturdlni abnormality
mocovych cest (Gajdacs et al., 2019). Pouzivani Sirokospektrych antibiotik mize narusit
ptirozenou fléru Vv gastrointestinalnim a urogenitdlnim traktu, coz vytvafti ptiznivé podminky
pro rust Candida lusitaniae a nasledny rozvoj kandidurie. Zavedené mocové katétry narusuji
fyziologické a mikrobiologické bariéry usnadnujici vstup kvasinek do urogenitalniho traktu
(Gajdacs et al., 2019; Odabasi a Mert, 2020).

Vzhledem k anatomickym rozdiliim byva kandidurie typicky ¢ast&jsi u Zen, zejména diky kratsi
délce mocové trubice a vyssi pravdépodobnosti kolonizace Candida v oblasti vulvy a vestibulu
(Gajdacs et al., 2019; Odabasi a Mert, 2020). Infekce mocovych cest se obvykle diagnostikuji
na zaklad¢ piitomnosti ptiznakii (paleni a fezani pfi moceni, ¢asta potieba moceni, bolesti
Vv podbiisku a pfitomnost krve v moci). Diagnosticky vyznamné je kultiva¢ni vySetfeni moci,
které identifikuje a kvantifikuje ptitomné kvasinky nebo bakterie (Car, 2006; Schmiemann et
al., 2010). U pacientd s asymptomatickou kandidurii se doporucuje nejprve vyloucit
kontaminaci opakovanou kultivaci moc¢i. Pokud jsou opakované Kkultivace negativni na
Candida, jedna se o kontaminaci. U pacient se zavedenymi mocovymi katétry by méla byt
infekce (Odabasi a Mert, 2020). V piipadé mykotickych infekci se k 16¢bé pouzivaji nejcastéji
antimykotika ze skupiny azola (flukonazol, itrakonazol) nebo polyenii (AmB). Je nezbytné
provést kultivaci ke stanoveni citlivosti ptivodce. U rezistentnich kment muize byt nutna
kombinovana 1écba. Celkové je kladen diiraz na vcasnou a piesnou diagnostiku, cilenou

antimykotickou 1é¢bu dle vysledkt kultivace a podpirnou symptomatickou terapii pfi akutnich
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obtizich. U rizikovych pacientt, jako jsou t¢hotné Zeny nebo imunokompromitovani jedinci, je

prubéh infekci monitorovan se zvysenou pozornosti (Car, 2006; Odabasi a Mert, 2020).

4.3. Kandidémie

Kandidémie je oznaéeni pro infekci krevniho fecisté zptsobené kvasinkami rodu Candida.
jsou nespecifické a mohou se projevit Sirokym spektrem ptfiznakd, typickych pro infekce
krevniho obéhu. Tyto pfiznaky zahrnuji zimnici, tées a hore¢ku a mohou postupovat az K tézké
sepsi aseptickému Soku S moznym poskozenim organt. Kandidémie se cCasto objevuje
u hospitalizovanych pacientt, zejména u téch, kteti maji oslabeny imunitni systém (Pappas et
al., 2018). Dalsimi dualezitymi rizikovymi faktory vzniku kandidémie je piitomnost
hematologickych malignit ¢i alogenni transplantace hematopoetickych bunék (Lortholary et al.,
2017). Avsak kandidémie zpusobena Candida lusitaniae je relativné vzacna. Tato infekce mize
byt zavazna aobtizné¢ IéCitelnd, zejména kvuli rezistenci C. lusitaniae vuci nékterym
antifungalnim 1é¢iviim. Nejvyraznéj§im projevem kandidémie zpusobené druhem Candida
lusitaniae jsou pietrvavajici horeckové stavy. Laboratorni diagnostika pro identifikaci kvasinky
Candida lusitaniae zahrnuje odbér vzorku krve pro hemokulturu. Kvasinky izolované
Z hemokultur jsou nasledné identifikovany pomoci metody MALDI-TOF MS na zakladé¢ jejich
hmotnostniho spektra (Apsemidou et al., 2020; Sinhal et al., 2015). Dale se provadi testovani
citlivosti izolovanych kvasinek na antimykoticka 1é¢iva. Mezi nej€astéj$i antimykotické 1é€iva
pro lécbu téchto infekci se pouzivaji kaspofungin, amfotericin B ¢i flukonazol. Lécba je
zamé&fena na potlaceni rastu a $ifeni kvasinky Candida lusitaniae v krevnim fecisti a snizuje
riziko komplikaci spojenych Sinvazivni kandidémii. Dulezitym faktorem V 1é¢bé tohoto
onemocnéni je detailni uréeni druhu patogenu, testovani citlivosti na antimykotika a dasledna

kontrola vSech souvisejicich faktor podporujici vznik onemocnéni (Apsemidou et al., 2020).

4.4. Empyém plic v souvislosti s kvasinkou Candida lusitaniae

Empyém je infekéni onemocnéni, pii kterém se V pleuralni dutin€ (prostor mezi plicni a hrudni
blanou) hromadi hnis nebo hnisavy vypotek. Tato infekce miiZze byt ohrani¢ena na urcitou Cast
pleurdlni dutiny, nebo se mulze rozsifit a zasdhnout cely jeji prostor. Vyskyt empyému se
Vv poslednich letech stale zvysuje (Rasool et al., 2023; Tenconi a Waller 2014). U starSich
a chronicky oslabenych pacientli mize smrtnost na toto onemocnéni dosahnout az 75 %.

Infekce pleurdlni dutiny se rozdé€luje na dva hlavni typy podle pfic¢iny jeho vzniku, ato na
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primarni a sekundarni empyém. Primarni empyém vznik4 jako komplikace jiného onemocnéni
pohrudnice nebo plic. Obvykle se vyvine zkomplikovanych zanétti, jako jsou
parapneumonické (plicni) vypotky, tuberkul6zni vypotky nebo maligni (nddorové) vypotky
V pohrudni¢ni dutiné. Sekundarni empyém je disledkem ptedchoziho chirurgického nebo
invazivniho zakroku hrudniku. Mize se vyskytnout po plicnich resekcich, po penetrujicich

nebo tupych poranénich hrudniku nebo jakychkoliv dalSich vykonech zasahujicich do

pohrudni¢niho prostoru (Tenconi a Waller 2014).

4

Obrazek 12 CT hrudniku prokazujici pravostranny pleuralni vypotek
(upraveno dle Rasool et al., 2023)

Pacienti trpici pleurdlnim empyémem projevuji obvykle symptomy podobné pneumonii nebo
sepsi (kasel, horecka, dusnost a bolest na hrudi). Klinicky se toto onemocnéni projevuje jako
omezena expanze hrudni stény, tlumené 0zvy pti poklepavani a redukce vstupu vzduchu, spolu
se zvysenou hladinou bilych krvinek a C-reaktivniho proteinu. Rentgenovy snimek hrudniku
muze zobrazit vypotek, hladiny vzduchu a tekutiny nebo ztlusténi pleury (Tenconi a Waller
2014). Empyém je zavazné onemocnéni Casto spojené S bakterialni infekci. Nicméné, vzacné
muze byt empyém zpisoben kvasinkami, jako je napt. Candida lusitania (Rasool et al., 2023).
Mezi piiznaky empyému zptsobeného Candida lusitaniae patii mimo jiné i ortopnoe ¢i
zvySend dechova frekvence. Moznosti diagnostiky empyému zahrnuji laboratorni testy, jako je
kompletni krevni obraz a méteni laktatu. Déle obrazové vysetieni, jako je RTG a CT hrudniku
(Obrazek 13), a ultrazvukové vySetieni pro detekci pleuralniho vypotku. Kromé toho se provadi
analyza pleuralni tekutiny ziskana punkci. Mohou byt provedeny také kultivacni vySetieni pro

identifikaci Candida lusitaniae. Lécba zahrnuje intravendézni podani antimykotik
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(kaspofungin). Dalsi terapeutické postupy mohou zahrnovat drenaz pleuralniho vypotku
pomoci hrudni sondy a intrapleuralni trombolyzu. K dispozici jsou také 1éky k podpote dychani

a bronchodilatatory pro zlepSeni dychacich funkci pacienta (Rasool et al., 2023).

4.5. Peritonitida v souvislosti s kvasinkou Candida lusitaniae

Peritonitida neboli zdnét pobfisnice je akutni stav, pomérné Casto se vyskytujici v chirurgické
praxi. Peritonitida mize byt rozd¢lena na zaklad¢ jeji pri¢iny na primarni nebo sekundarni.
Primarni peritonitida je vzacnéjsi forma, typickd spiSe pro pacienty se snizenou imunitou.
Vznika spontanné a bez predchoziho zdroje infekce v dutin€ bfisni. Piivodci priméarni formy
peritonitidy jsou obvykle bakterie nebo kvasinky pfitomné Vv travicim traktu (Pramod et al.,
2018; Volk, 2014). Sekundarni peritonitida je castéjsi aobvykle je spojena s jinymi
patologickymi stavy Vv bfiSni duting, jako je napf. perforace traviciho traktu, traumatické
poranéni nebo chirurgické komplikace (Pramod et al., 2018). Krom¢ zakladniho déleni na
primarni a sekundarni lze peritonitidu dale rozliSit na septickou a aseptickou. Septicka
peritonitida je zpusobena infekci. Tato forma infekce je charakterizovana piitomnosti hnisu
Vv dutin€ bfisni. Na rozdil od septické peritonitidy, aseptickd peritonitida predstavuje zanét
pobfisnice neinfekéni povahy. Pfi¢inou miize byt chemické drazdéni napt. zlu¢i po protrzeni
zlu¢ovych cest, pankreatickou $t'avou pfti akutni pankreatitid¢, krvi po rozsahlém krvaceni do
dutiny bfisni nebo vypotkem pii zanétech pohrudnice (pleuritid€). Asepticka peritonitida se
také Casto vyskytuje jako komplikace po rozséhlejSich abdominalnich operacich nebo po tupém
urazu biicha. Pro aseptickou peritonitidu je typické, ze ve vypotku neni pfitomen hnis (Volk,
2014). Klinické ptiznaky peritonitidy zahrnuji bolest bficha, anorexii, zvraceni, depresi
a letargické stavy. Pokud je infekce pfitomna, mize dochazet k horecce, tachykardii a dal§im
ptiznakdm sepse. Peritonitida zpiisobena kvasinkami Candida lusitaniae neni Casta, piesto vsak
byly hlaSeny piipady této infekce. Mezi faktory zvySujici riziko této peritonitidy patii
pritomnost chronickych onemocnéni, dlouhodobé uZzivani antibiotik nebo imunosupresivni
1é¢by, predchozi rozsahlé chirurgické zakroky Vv bfisni oblasti a oslabeni imunitniho systému
z riznych pficin (Varda et al., 2023). Diagnostika peritonitidy se obvykle provadi na zakladé
1ékatského vysetieni, v€. palpace bficha, a pomoci riiznych diagnostickych testii, jako je
ultrasonografie bficha a analyza peritonealni tekutiny (Pramod et al., 2018; Volk, 2014). Pro
diagnostiku Candida lusitaniae z peritonealni tekutiny se obvykle pouzivaji rizné testy,
v¢. cytologickych, biochemickych, mikrobiologickych a kultiva¢nich analyz. K dispozici jsou

také testy na bakterialni antigeny nebo proteiny produkované kvasinkami a PCR pro detekci
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specifické DNA kvasinek V peritonealni tekutiné (Arafa et al., 2023; Volk, 2014). Lécba této
infekce mize byt obtizna kvili rezistenci kvasinky na ncktera antifungdlni 1éciva. Proto je
dalezité¢ provést citlivostni testy avybrat vhodnou terapii. Bézné se pouzivd kombinace
antifungalnich 1ékti, jako je amfotericin B nebo flukonazol, spolu s Sirokospektralnimi
antibiotiky. V tézsich piipadech této infekce mize byt nutny chirurgicky zakrok k odstranéni
zdroje infekce (Varda et al., 2023).
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5. ZAVER

Cilem mé bakalarské prace bylo poskytnout komplexni informace o virulenc¢nich vlastnostech
Candida lusitaniae a jejich vztahu k patogenezi této kvasinky. Candida lusitaniae je méné
albicans nebo Candida glabrata. C. lusitaniae vsak vykazuje fadu specifickych virulenénich
vlastnosti, které ji umoziuji zpisobovat zadvazné infekce, zejména u imunokompromitovanych
pacienti. Mezi klicové virulencni faktory patii schopnost adheze a invaze na povrchy
hostitelskych bunék, metabolicka adaptace, dimorfismus, fenotypova variabilita, hydrofobicita
bunéného povrchu, sekrece hydrolytickych enzymt ¢i tvorba biofilmi. Diky témto
virulen¢nim vlastnostem je C. lusitaniae schopna tspésné kolonizovat lidského hostitele,
napadat jeho tkané a organy a vyvoldvat zdvaznd onemocnéni jako jsou kandidémie, infekce
mocovych cest, peritonedlni infekce nebo empyémy. Tyto infekce se navic obtizné 1é¢i

vzhledem K rezistenci C. lusitaniae na antimykotickou terapii.

Diagnostika infekci zpisobenych Candida lusitaniae je obtizna a vyZaduje kombinaci riznych
metod. Izolace a kultivace kvasinek z klinickych vzorkli a naslednd identifikace pomoci
mikroskopie a biochemickych testl poskytuje dilezité informace pro diagnostiku C. lusitaniae.
Dal$imi metodami pro diagnostiku jsou molekularné-biologické metody zalozené na
amplifikaci specifickych DNA sekvenci pomoci polymerazové fetézové reakce. Tyto metody
mohou byt pouzity k pesné identifikaci C. lusitaniae v klinickych vzorcich. Imunologické testy
jsou také uzite¢né pro diagnostiku infekci zpusobenych C. lusitaniae. V soucasné dobé velmi
oblibena metoda MALDI-TOF MS umoziuje rychlou identifikaci mikroorganismu na zakladé
jejich hmotnostniho spektra.  Kombinaci téchto metod Ize nejen potvrdit pfitomnost
C. lusitaniae, ale také odlisit tuto kvasinku od jinych piibuznych druht Candida. Spravna

a vCasna diagnostika je dllezitd pro zahdjeni vhodné cilené terapie.

K 1é¢bé infekci zpisobenych kvasinkou Candida lusitaniae se pouzivaji nejcasnéji azolova
antimykotika (flukonazol, vorikonazol, posakonazol), polyenova antimykotika (amfotericin B),
echinokandinovd antimykotika (kaspofungin, mikafungin, anidulafungin) nebo jejich
kombinace. Velmi dulezité je pravidelné testovani citlivosti izolatd C. lusitaniae a volba

spravné terapie dle vysledkt testa.

Na zavér je dulezité zminit, ze detailngjsi vyzkumné procesy zaméfené na kvasinku Candida
lusitaniae by mohly pfispét k lepSimu porozuméni jeji virulence a mechanismim rezistence
této kvasinky vici bézné pouzivanym antimykotikim. Podrobnéjsi znalosti by mohly vést
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k vyvoji novych tcinnéjsich antimykotickych latek schopnych ptekonat rezistenci C. lusitaniae
a umoznit tak efektivnéjsi a jednodussi 1écbu infekci zplisobenych touto oportunni kvasinkou.
V neposledni fadé by detailnéjsi klinické studie mohly pfinést cenné informace o epidemiologii,
rizikovych faktorech a prubéhu infekci zptisobenych C. lusitaniae u ruznych skupin pacientd.
Tyto poznatky by mohly pfispét k optimalizaci diagnostickych a 1é¢ebnych postupt u infekci

zpusobenych touto kvasinkou.
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