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1. Uvod

Mykotické ochorenia v podobe invazivnych systémo-
vych ochoreni a septikémii sa stavaju velkym medicin-
skym problémom. Posledné $tatistiky uvadzaju kazdy rok
priblizne 1,6 miliéna 'udskych umrti v dosledku systémo-
vych mykéz. Za 90 % vsetkych tychto ochoreni je zodpo-
vedna oportinna kvasinka rodu Candida, ktora je zaroven
Stvrtou najcastejSou pric¢inou vsetkych nozokomidlnych
infekcii krvi' . Systémové kandidové infekcie vznikaju
v pripadoch celkového oslabenia alebo imunodeficiencie
organizmu: u imunokompromitovanych pacientov,
u rizikovych alebo pred¢asne narodenych novorodencov,
u pacientov po komplikovanych a zavaznych operaciach,
najmi brusnych, u pacientov vo vaznom stave po popale-
ninich a na jednotke intenzivnej starostlivosti,
u pacientov po lieCbe Sirokospektralnymi antibiotikami
a imunosupresivami, po liecbe chemoterapiou, po trans-
plantacii organov, hemodialyze, pri dlhodobom zavedeni
katétrov, po podavani parenteralnej vyzivy atd*™''. Z hla-
diska moznosti liecby ajej UspeSnosti je prognoza tychto
zivot ohrozujucich ochoreni nepriazniva s mortalitou 45 %,
pri¢om niektori autori udavaju az 75% umrtnost”> ',

Kvasinky rodu Candida patria do kmeia Ascomycota.
St to jednobunkové eukaryotické organizmy ovalneho,
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elipsovitého alebo pretiahnutého tvaru s velkostou 1-8 X
1-6 pum (cit."). Osidlujti kozu a sliznice Tudi a zvierat
amozu byt stucastou prirodzenej mikrofléry. Po naruSeni
lokalnej koZnej alebo slizni¢nej imunity st ¢astou priinou
povrchovych mykoz u l'udi, ktoré ale na rozdiel od systé-
movych infekcii nie si Zivot ohrozujuce aich liecba je
jednoduchs$ia auspesnej$ia. Na terapiu superficialnych
mykodz sa vyuziva velka skupina lokalne posobiacich anti-
mykotik" ">,

Do skupiny pdvodcov systémovych infekcii patria
okrem najznamejSiecho druhu C. albicans aj d’alSie druhy
rodu  Candida, ato  C.glabrata, C. tropicalis,
C. parapsilosis, a C. krusei'®". Zakladnym mechanizmom
vzniku ochoreni sposobenych tymito oportinne patogén-
nymi kvasinkami je prelomenie hostitel'skej imunity
a vytvorenie vhodnych podmienok pre pomnoZzenie kva-
sinkovych buniek. Princip ich patogenity je zlozity. Pato-
genita sa pripisuje ur¢itym faktorom virulencie, a to adhe-
rencii, produkcii hydrolytickych enzymov poSkodzujucich
tkanivéa a tvorbe biofilmu'®". Kvasinky rodu Candida st
schopné adherovat na rbézne povrchy v organizme
(napr. epitel, endotel, trombocyty) alebo na umelé povrchy
zdravotnickych pomdécok (katétre, endoprotézy atd’.).
Schopnost’ adherencie je okrem hyf zabezpecena glyko-
proteinmi — adhezinmi, ktoré sa nachadzaju na povrchu
kandidovych buniek a dokazu prepojit’ kvasinkové bunky
navzajom, s inertnym povrchom alebo s hostitel'skymi
bunkami. Dalgim déleZitym virulentnym znakom kandid je
schopnost’ destrukcie hostitel'skych bunkovych membran
hydrolytickymi enzymami. K najvyznamnej$im hydroly-
tickym enzymom patria proteazy a fosfolipazy. Proteazy
su zastupené skupinou sekretovanych aspartickych proteaz
a fosfolipazy enzymami hydrolyzujicimi esterové vézby
v glycerolfosfolipidoch. Najvacsim problémom pri lieCbe
kandidovych systémovych infekcii je vysoky stupenn rezis-
tencie na antimykotika a tvorba biofilmu. V pripade paren-
teralnej terapie systémovych ochoreni sti moZnosti vyberu

vhodného antimykotika velmi obmedzeng'*'*'*2!,

2. Azolové antimykotika

Prvé antifungalne latky sa objavili uz v prvej polovici
20. storoCia a ich vyvoj pokracuje aj v sucasnosti. Aj na-
priek pokroku v medicine, pocet systémovych kandidoz
z viacerych dévodov narasta, a tym aj potreba vyvoja no-
vych a menej toxickych lie¢iv. Do velkej skupiny antifun-
galnych latok patria antimykotikd prirodného pdvodu
(polyénové antibiotika a grizeofulvin), syntetického povo-
du (azoly, alylaminy a flucytozin) a polosyntetického po-
vodu (echinokandiny). V terapii syst¢émovych mykéz vo
velkej miere prevazuji azolové antimykotika®.
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Azoly st najpocetnejSou skupinou antimykotik. Azo-
lové antimykotikd obsahuju pédtiélenny heterocyklus
a podl'a poctu dusikovych atdmov sa delia na dve skupiny,
a to na imidazoly, ktoré obsahujii dva dusikové atdomy a na
triazoly s obsahom 3 dusikovych atomov>.
K najvyznamnejS$im imidazolom, ktoré sa vyuZzivaju len na
lokalnu aplikaciu, patria: ketokonazol, klotrimazol, miko-
nazol, bifonazol, oxikonazol, butokonazol, ekonazol
a flutrimazol. Skupina triazolov je viac antifungalne Speci-
ficka, vyznacuje sa mensim mnoZstvom neziaducich G¢in-
kov aje najcastejSie indikovand pri lieCbe systémovych
mykoéz. Z triazolovych antimykotik sa pri celkovej liecbe
systémovych kandidovych infekcii vyuzivaji najma fluko-
nazol, itrakonazol, vorikonazol a posakonazolzz"“.

Mechanizmus ucinku azolov je zaloZeny na $pecific-
kej inhibicii 14-a-sterol demetylazy, ktora katalyzuje pre-
menu lanosterolu na ergosterol. Enzym je zavisly na pdso-
beni fungalneho cytochromu P450. Azoly ovplyviuju
metabolizmus sterolov v bunkach kvasiniek a naruSaju
Syylzlste;%u membranovych lipidov, a tym pdsobia fungistatic-
ky™+".

U kvasiniek je ergosterol (5,7-dién-oxysterol) najvy-
znamnej$im Strukturalnym lipidom bunkovych membran,
zabezpeduje ich permeabilitu a fluiditu. Struktarne je vel-
mi podobny cholesterolu. LiSi sa len pritomnost'ou metylo-
vej skupiny viazanej na uhlik C-24 advomi dvojitymi
vizbami medzi uhlikmi 7-8 a 22-23. Nedavne Studie preu-
kazali, ze ergosterol je imunologicky aktivny lipid, ktory
indukuje pyroptézu, ¢o je forma nekrotickej a zapalovej
programovanej bunkovej smrti indukovanej zapalovymi
kaspazami’’ >, Ergosterol je syntetizovany v endoplazma-
tickom retikule a biosyntéza je regulovana prostrednic-
tvom aktivity produktov 25 réznych génov®’. V stasnosti
dostupné antimykotika interferujiice so syntézou ergoste-
rolu ovplyviuju produkty génu ERGII (azoly), génu
ERGI (alylaminy) a génu ERG2 (morfoliny). Potencial
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produktov dalSich génov ako antifungalnych cielov je
vel'mi vel’ky. Cielom Géinku antimykotickych lie¢iv mozu
byt’ prakticky vietky kroky biosyntézy ergosterolu®’, a to
otvéra d’alSie moZnosti pri vyvoji novych antimykotik.
Jednym z najpouZzivanejSich azolov v klinickej praxi
je flukonazol (obr. 1), ktory sa vyznacuje Sirokym spek-
trom G¢inku. Jedna sa o fluérovany triazolovy derivat pou-
zivany hlavne pri systémovych kandidézach a kryptokoko-
vej meningitide. Prirodzene rezistentna na flukonazol je
C. krusei arod Aspergillus, zatial' ¢o u niektorych druhov
rodu Candida, napr. C. glabrata, sa moze rezistencia vyvi-
nut’ postupne. Skrizena rezistencia bola zaznamenana pri
niektorych kmenoch C. glabrata, C. krusei a C. lusitaniae
(cit.>"*). Flukonazol je vyuzivany v profylaxii systémovej
kandidozy u predéasne narodenych deti®. Itrakonazol je
chlorovany triazoldioxolanovy derivat (obr. 2), ktory sa
vyuziva najma pri liecbe aspergilozy, ale ma Siroké spek-
trum uc¢inku aj na kandidézy, histoplazmézy
a blastomykozy™®. Vorikonazol a posakonazol su zastupca-
mi druhej generécie triazolov a patria medzi pomerne nové
antimykotikd. Pouzivaju sa pri lieCbe systémovych asper-
gilovych a kandidovych infekeii*’. Posakonazol (obr. 3) je
Struktirou blizky itrakonazolu, v podstate sa jedna o jeho
hydroxylovany analog, avSak s inymi lieivami vykazuje
mene;j interakcii®®. Vorikonazol (obr.4) sa §truktd-
rou, farmakokinetickymi a farmakodynamickymi vlastnos-
tami podoba flukonazolu, ale vyznacuje sa va¢§im mnoz-
stvom neZiaducich u¢inkov. V jeho molekule je na rozdiel
od flukonazolu jeden triazolovy kruh nahradeny fluoropy-
rimidinovym. Spektrum u¢inku vorikonazolu je podobné
itrakonazolu™. Farmakokinetické vlastnosti su v ramci
tychto Styroch azolovych antimykotik rozdielne (tab. I).
Itrakonazol, vorikonazol a posakonazol maju afinitu
k lipidom, ale flukonazol je hydrofilny a m4 odlisné
farmakokinetické vlastnosti. VSetky sa mozu podavat’ oral-
ne, ale intravendzne sa aplikuju len flukonazol, itrakonazol
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Tabulka I
Farmakokinetické vlastnosti azolovych antimykotik pouzivanych na terapiu fungalnych systémovych infekcii**=>°
Antimykotikum Sposob podania  Biologicka Maximélna AUC*® Vizba na Eliminacny
dostupnost’ koncentracia [mghl'] bielkoviny polcas
(%] [pg ml'] plazmy [%]  [h]
Flukonazol per os >90 0,7 400,0 10-12 27-31
Itrakonazol per os > 55 1,1 29,2 99,8 21-64
Posakonazol per os > 08 7.8 17,0 99,0 15-35
Vorikonazol per os > 96 4,6 20,3 60,0 6,0

# AUC (Area Under Curve) — plocha pod krivkou

a vorikonazol. Absorpcia po oralnej aplikacii je zavisla od
aktualneho pH zaludka, najvacSiu variabilitu vykazuje
itrakonazol, je slabo alkalicky a vstrebava sa najlepSie za
pritomnosti zalidocnej §tavy (v pevnej lickovej forme po
jedle). Flukonazol a vorikonazol maju vysoka biologicku
dostupnost, po peroralnom podani dosahuje flukonazol
maximalnu koncentraciu za 30—-90 mintt, vorikonazol za
1-2 hodiny (itrakonazol a posakonazol za cca 4 hodiny).
Vsetky dobre prenikaju do telesnych tekutin a tkaniv, kde
dosahuju vyrazne vyssie koncentracie ako v plazme. Tera-
peutické hladiny dosahuju aj v mozgovo-miechovom mo-
ku. V niektorych tkanivach pretrvavaju dlho po ukonceni
lieCby, napr. v nechtovej platnicke je mozna detekcia
flukonazolu a itrakonazolu az 6 mesiacov po liecbe. Flu-
konazol sa vyluuje mocom v aktivnej nezmenenej for-
me, ¢o sa vyuziva pri lieCbe urogenitalnych infekcii.
Ostatné spominané antimykotikd podlichaju biotransfor-
macii v peeni®>*7 .

Vedl'aj§imi ucinkami azolov je ovplyvnenie syntézy
steroidnych hormoénov, a to hlavne androgénov a kortizolu
a hepatotoxicita. Azolové antimykotika sa vyznacuju vel-
kym poctom liekovych interakcii, od stredne zdvaznych az
po vel'mi zavazné formy. Riziko vzniku neziaducich G¢in-
kov sa zvySuje s mnozstvom stéasne uzivanych lieciv.
Dochadza k nim najcastejSie pri kombinaciach s lie¢ivami
zo skupin antihistaminik, steroidov, antineoplastik, anti-
mikrobidlnych latok, antiretroviralnych latok, opioidov,
dlhodobo posobiacich barbituratov, kardiovaskularnych
lie&iv, psychotropnych latok a oralnych kontraceptiv®*~" .

3. Rezistencia

Objasnenie mechanizmov rezistencie je zasadné pre
dosiahnutie pokroku v porozumeni a liecbe invazivnych
infekcii vyvolanych kvasinkami rodu Candida. Patogénne
kvasinky si vyvinuli mnozstvo mechanizmov umoziuju-
cich ich prezitie v pritomnosti antimykotickych latok. Re-
zistencia na antimykotika vznika ako dosledok:

a) zmien v bunkovej stene alebo plazmatickej mem-
brane, ktoré vedi k naruseniu absorpcie lieCiva,

b) zmien v afinite lieCiva k 14-a-sterol demetylaze
alebo v bunkovom obsahu 14-a-sterol demetylazy v do-
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sledku mutécie cielového miesta alebo nadmernej expresie
génu ERG11,

c) efluxu lieciva sprostredkovaného membranovymi
transportnymi proteinmi (efluxnymi pumpami) patriacimi
do rodiny ATP-Binding Cassette (ABC) alebo do rodiny
Major Facilitator Superfamily (MFS). Su zname dva typy
efluxnych pump, ktoré s lokalizované v cytoplazmatickej
membrane a transportuju z bunky antimykotické lieciva ¢i
iné toxické latky (xenobiotikd). Do prvej skupiny patria
primarne transportéry vyuzivajuce energiu zo Stiepenia
ATP, ¢o su proteiny patriace do rodiny ABC. Druht skupi-
nu tvoria sekundarne transportéry cerpajice energiu z kon-
centra¢ného gradientu protonov typického pre biologické
membrany. Tuato kategdriu zastupuji proteiny MFS.
V pripade kvasiniek su produktami génov CDRI a CDR2
proteiny ABC a produktami génu MDR] transportéry typu
MFS (cit.*4%).

U klinickych izolatov rodu Candida ¢asto dochadza
ku kombindciam réznych mechanizmov rezistencie, ktoré
su Casto spojené aj s tvorbou biofilmu. Najma pri flukona-
zole, ktory je najpouzivanej$im azolovym antimykotikom,
Casto dochadza ku kombinaciam réznych mechanizmov,
ktoré vedu k postupnému vyvoju rezistencie kandid na
flukonazol, ale aj na iné azolové antimykotika** ™.

Dolezitym génom v gendéme kvasiniek rodu Candida
je ERG11, ktory koduje 14-a-sterol demetylazu. V ERG11
modze dojst’ k vzniku bodovych mutacii, a to moze viest’
k nadmernej expresii génu a nasledne k nadprodukcii
enzymu, na ktory je lick zamerany®. Mutacie v ERGII
moéZzu mat’ za ndsledok vznik skrizenej rezistencie na rozne
azoly. Predpokladd sa, ze k regulacii génovej expresie
mobze dochddzat’ aj metylaciou DNA. Metylacia moze
zmenit’ aktivitu segmentu DNA bez zmeny sekvencie*®.

S biosyntézou ergosterolu u kandid priamo shvisi
Upc2 transkripény regulator génu ERGI 1. Upc2 je central-
nym regulatorom nielen ERGII, ale aj dal$ich génov
v drahe biosyntézy ergosterolu. Upc2 snima intracelularne
hladiny sterolov, ¢o vedie k aktivacii génov potrebnych na
absorpciu a biosyntézu sterolov®’. Bolo zistené, Ze narue-
nie Struktury Upc2 zvySuje citlivost’ tychto organizmov na
azolové antimykotikd. Boli identifikované dva Upc2 ho-
mology, UPCA a UPCB. Bolo zistené, ze UPCA ovplyv-
nuje citlivost’ na azoly a je kI'icovym regulatorom biosyn-
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tézy ergosterolu a je nevyhnutny pre rezistenciu na inhibi-
tory biosyntézy sterolov v C. glabrata. Draha UPC2A
preto moze predstavovat’ potencialny terapeuticky ciel’ na
zvysenie uéinnosti azolu proti tomuto organizmu’’.

Inhibicia 14a-sterol demetylazy flukonazolom vedie
nielen k deplécii ergosterolu, ale aj k akumulécii metylované-
ho sterolu 14a-metylergosta-8,24(28)-dien-3f,6a-diolu, kto-
ry inhibuje bunkovy rast. Zmeny v drahe biosyntézy stero-
lov mbzu spdsobit’ rezistenciu na flukonazol. Inaktivacia
AS,6 desaturazy (ERG3), enzymu, ktory v drahe biosyn-
tézy ergosterolu ucinkuje v skorSom kroku ako 14-a-sterol
demetyldza, m4 za nasledok zmenu zlozenia sterolu
v membrane (vysoky obsah fekosterolu) a rezistenciu na
flukonazol, pravdepodobne akumulaciou 14a-metyl-
fekosterolu, ktory umoziuje rast bunky’'. Posledné $tadie
ukazali, ze delécia alebo mutacia génu ERG3 u C. albicans
vedie k zniZenej citlivosti mutantov na flukonazol, ¢o po-
skytuje priamy geneticky dokaz, ze zmena drahy biosyn-
tézy sterolov moze sposobit’ rezistenciu na flukonazol®'™2,

Fenomén rezistencie na viac lie¢iv (MDR — Multi-
Drug-Resistance) je znamy aj u kandid. Kvasinky sa mozu
stat’ rezistentnymi aj na viac Struktirne odlisné antimykoti-
ka sroznymi sposobmi uinku. Aktivnym transportom
antimykotika z bunky dochadza k znizeniu jeho koncentra-
cie, ktora nie je postacujica na ovplyvnenie cielového
miesta®. Gén MDRI mdze byt nadmerne exprimovany
v mnohych klinickych izolatoch C. albicans rezistentnych
na flukonazol, a to vedie k znizenej intracelularnej akumu-
lacii flukonazolu. Aktivacia génu v rezistentnych izolatoch
je spdsobena mutaciami doposiall neznamych trans-
regulaénych faktorov a vysledna konstitutivna vysoka
uroven expresie MDRI spOsobuje rezistenciu okrem fluko-
nazolu aj na dalSie antimykotické zlii€eniny. NaruSenie
obidvoch alel génu MDRI v rezistentnych izolatoch
C. albicans rusi ich rezistenciu na tieto lie¢iva, o poskytu-
je genetické dokazy o tom, ze MDRI sprostredkiva rezis-
tenciu C. albicans voé&i viacerym antimykotikam>**.

Gén CDRI zo skupiny ABC transportérov je sucast'ou
genoému C. albicans. Jeho delécia mala za nasledok precit-
livenost’ na flukonazol, itrakonazol a ketokonazol a na
daldie metabolické inhibitory®®. Vynitena nadmerna ex-
presia CDR1 spodsobila zvySenu rezistenciu na antimykoti-
ka, ¢o dokazuje, ze u C. albicans mdéze CDRI spOsobit’
rezistenciu na viac lieCiv. Druhy ABC transportér
u C. albicans je oznaéeny ako CDR2 (cit.’’). CDRI
a CDR2 st vysoko homoldgne (84% aminokyselinova
identita) a poskytuji rezistenciu voci podobnému, ale nie
identickému spektru antimykotik®’*®. Nitend nadmerna
expresia CDR2 u C. albicans viedla k zvySenej rezistencii
na antimykotikd. Gény CDRI, CDR2 a MDRI sprostred-
kavaju okrem rezistencie na azoly rezistenciu aj na mnoho
roznych xenobiotik a CDRI a CDR?2 tiez spdsobuju rezis-
tenciu na lokélne fungicidy terbinafin a amorolfin. Tieto
efluxné pumpy nespdsobuji rezistenciu na iné medicinsky
dolezité lieky flucytozin, amfotericin B a echinokandiny,
pretoZe rezistencia k nim vznik4 inymi mechanizmami®’.

U C. tropicalis s homolégy MDRI a CDRI nadmer-
ne exprimované po postupnych pasdzach kmena citlivého
na lie¢ivo v pritomnosti zvySujtcich sa koncentracii fluko-
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nazolu, sucasne s vyvojom rezistencie na azoly
a terbinafin®. C. glabrata je druh, ktory prirodzene vyka-
zuje relativne vysoku rezistenciu na flukonazol, ale jeho
rezistencia sa moze pocas liecby flukonazolom d’alej zvy-
Sovat. Delécia CDRI v kmeni C. glabrata rezistentnom na
azoly mala za nésledok zvySent intracelularnu akumuléciu
flukonazolu a precitlivenost’ na d’alSie azoly. Nasledkom
expresiec CDRI, CDR2 aMDRI uniektorych kmenov
C. glabrata vznika multirezistencia®. C. krusei je priro-
dzene rezistentna na flukonazol kvoli nizkej afinite
14-a-sterol demetylazy k tomuto lieivu a moze ziskat
rezistenciu na d’alSie azoly znizenou intraceluldrnou aku-
muléciou lieCiva. Zvysena expresia efluxnych pump kodo-
vanych CDRI, CDR2 a MDRI je hlavnym, klinicky rele-
vantnym mechanizmom azolovej rezistencie u Candida

spp. a vedie k zvySeniu rezistencie na iné¢ xenobioti-
K431:6263

4. Biofilm

S rasticim pouzivanim Sirokospektralnych antibiotik
narastd problém vzniku kvasinkového biofilmu u pacien-
tov s roznymi do tela zavedenymi zdravotnickymi pomoc-
kami (intravaskularne katétre, mocové katétre, kardiover-
terové defibrilatory, protetické srdcové chlopne, nahrady
kibov a iné). Tvorba biofilmu je vyznamnym faktorom
virulencie kvasiniek rodu Candida a je vaznym problé-
mom pre budicu antimykoticku terapiu. Kvasinky Candi-
da spp. maju schopnost’ adherencie a kolonizacie na po-
vrchoch zdravotnickych pomécok a tkanivach'®. Biofilm
svojim prostredim umoziuje mnozenie buniek, ochranu
pred imunitnym systémom hostitel'a a pred G¢inkami anti-
fungélnych latok. Z toho dovodu sa biofilm stdva nebez-
pecnym rezervoarom kvasinkovych buniek a infekcii, kto-
ré Casto nereaguju na antimykotickt liecbu. Z biofilmu sa
mozu uvolnovat’ bunky alebo mikrokolonie, ktoré st prici-
nou opakujucich sa recidiv. Vznik biofilmu byva casto
jednym z dovodov vysokej mortality u postihnutych pa-
cientov. Kvasinky rodu Candida dokézu vytvorit' biofilm
za 38—72 h. Je to zlozity proces, ktory pozostava z viace-
rych faz. Pocas prvej fazy dochddza k adhézii solitérnych
buniek na vhodny povrch, k ich agregacii do mikrokolonif
a k vzniku bazalnej monovrstvy. Dalsia etapa vyvoja bio-
filmu spociva v bunkovej proliferacii a skorom stadiu fila-
mentacie adherovanych buniek. Nasleduje dozrievanie
biofilmu, ktorého vysledkom je komplexnd siet’ niekol-
kych vrstiev polymorfnych buniek vratane hyfalnych bu-
niek (retazce buniek valcového tvaru), pseudohyfalnych
buniek (elipsoidné bunky spojené od konca k sebe) a ok-
rihlych kvasinkovych buniek obalenych v extracelularnej
matrici. To dava biofilmu husty a Struktrovany vzhlad
a poskytuje ochranu. Posledny krok vyvoja biofilmu sa
nazyva disperzné stadium, ked’ sa niektoré okrahle kvasin-
kové bunky disperguju z biofilmu do prostredia'”'864,

Tvorba biofilmu zavisi od schopnosti kvasinky produ-
kovat' extracelularne polymérne latky (EPS) (poly-
sacharidy, glukéza, hexosamin, lipidy, proteiny, kyselina
fosfore¢na, kyselina urénova), od vlastnosti extracelularnej
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matrice (ECM), od schopnosti vykazovat' dimorfny rast,
od substratu biofilmu (napr. silikon, latex, elastomér), od
dostupnosti, typu a mnozstva zdroja uhlika (glukéza, sa-
char6za, galakt6za), od typu produkovanych adhezinov
(napr. Alsl-7, Als9, Hwpl, Hwp2, Rbtl, Eapl, Ywpl)
a od dalSich faktorov. Transkripna kontrola nad proces-
mi, ako je adhézia, tvorba biofilmu, produkcia EPS a ostat-
nych faz, je navyse zlozita a vykazuje zna¢nl rozmanitost’,
priCom cely proces je ovplyviiovany mnozstvom génov
(pri C. albicans su to napr. Efgl, Berl, Tecl, Ndt80, Robl,
Brgl, Cphl, Nrgl, Tupl, Ume6, Cup9, Sif1, Rfgl, Csrl,
Gend4, Tye7, Real, Ace2 atd’.). V ramci druhov rodu Can-
dida existujii velké rozdiely vo vlastnostiach biofilmu.
Biofilmy vytvorené C. albicans majl heterogénnu Strukti-
ru, ktort tvoria blastoféory a hyfy obklopené ECM
z polysacharidového materialu'®**>®, ECM poskytuje
Strukturalnu siet’ pre adhéziu medzi samotnymi bunkami
a pre spojenie buniek s roznymi povrchmi a zaroven barié-
ru medzi bunkami v biofilme a susednym prostredim.
V struktire tychto biofilmov st obvykle mikrokoldnie
obklopené vodnymi kanalmi®’. V pripade C. glabrata je
biofilm tvoreny vyluéne kvasinkami vo forme bu-
niek ohrani¢enych  viacvrstvovou  Struktirou  alebo
v zhlukoch®®. Biofilm C. tropicalis ma formu siete kvasi-
niek, pseudohyf a hyf s intenzivnym pu¢anim®. Biofilm
C. parapsilosis je tvoreny zhlukmi kvasinkovych buniek
prilnutych k povrchu s minimalnym podielom ECM
(cit.”®).

Bunky v biofilme mézu vykazovat zvysenu rezisten-
ciu voci antimykotikam, a to je pri¢inou zlyhavania anti-
mykotickej terapie v praxi. Bolo zistené, Ze biofilmy
po 48 hodinach kultivacie vykazuju v porovnani s plankto-
nickymi bunkami C. albicans pét- az osemnasobne vyssiu
rezistenciu vo¢i amfotericinu B, flucytozinu, flukonazolu
a itrakonazolu’'. Zvy3enie odolnosti kandid vo forme bio-
filmu mozno vysvetlit niekol’kymi faktormi. Jednym
z nich je zvySena metabolicka aktivita buniek vyskytujica
sa v ranom vyvoji biofilmu, v ¢ase vzniku adherencne;j
vrstvy®. Daldim dévodom vzniku rezistentnejsich biofil-
mov je skutocnost, ze EPS pdsobi ako bariéra pre difuziu
lie¢iv. Bunky kvasiniek v biofilme s obsahom EPS odola-
vaju amfotericinu B 0 20 % viac v porovnani s rovnakymi
bunkami po odstraneni EPS. Délezitu tlohu pri rezistencii
kvasiniek zohrava B-1,3-glukan, ktory sa v matrici biofil-
mu nachadza vo zvySenom mnoZstve. Extracelularna
B-1,3-glukanova matrica vychytdva amfotericin B, a tym
zvySuje antimykotickii odolnost bunky. Nepritomnost’
B-1,3-glukanu v matrici zvySuje citlivost C. albicans na
flukonazol a amfotericin’>"*. Zmeny v génovej expresii
pocas tvorby biofilmu C. albicans zahfnaji zvysenu akti-
vitu génov CDR a MDR kédujtcich rezistenciu na azoly.
Této regulacia sa javi ako dolezita pre rozvoj antifungalnej
rezistencie v pociatocnej faze tvorby biofilmu, zatial' ¢o
v procese dozrievania biofilmu sa javia ako podstatnejsie
zmeny v zloZeni sterolov’*’®. Pritomnost’ perzistujucich
buniek v biofilme je d’alsim dovodom zniZenej citlivosti
vo¢i antimykotikdm. Perzistujuce bunky su spiace, nede-
liace sa bunky, ktoré maju vysoku toleranciu k antimikro-
bidlnym liekom. Predpoklada sa, Ze tato tolerancia je moz-
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na vdaka pokojovej dobe bunky, ktorda umoziuje vézbu
antimikrobialnych lie¢iv na Specificky ciel’ a zaroven zne-
moziiuje lietivu inhibovat funkciu cielovej molekuly’.
Ramage a spol. zistili, ze bunky C. albicans v biofilme
vykazuju rezistenciu vo¢i flukonazolu, zatial' ¢o rovnaké
bunky pestované v planktonickej forme st na flukonazol
citlivé. Zistili, ze bunky perzistujuce v biofilme vykazuju
aj zvysena expresiu génov CDR (cit.”*). Rozdiely medzi
jednotlivymi druhmi Candida spp. zvyraznuju zlozitost
procesov, ktoré su zakladom tvorby biofilmu a tazkosti
s hl'adanim jedine¢ného spdsobu eradikacie biofilmov
jednotlivych druhov rodu Candida.

Farmakologické stratégie pri terapii mykotickych
infekcii nereagujlicich na liecbu zahfiiaju pouzitie novych
foriem antimykotik, ako je napr. B-cyklodextrin itrakona-
zol, amfotericin B ( lipidovy komplex), amfotericin B
(koloidna disperzia) alebo kombinacie viacerych antimy-
kotik, napr. flukonazolu a flucytozinu, amfotericinu B
a flukonazolu, kaspofunginu a flukonazolu*’. Potencialne
alternativna terapia zahffia pouZitie novych G€innych latok
ziskanych z r6znych vSeobecnych zdrojov, ako st prirodné
produkty, syntetické latky alebo polymérne materialy,
u ktorych sa preukazalo, Ze st aktivne in vitro. Rastliny st
zdrojom rdznych biologicky aktivnych molekul, napr.
silna antifungalna aktivita sa prejavila u zloziek éterickych
olejov’>"®. Potvrdila sa antibiofilmova aktivita terpénov
a mimoriadna U¢innost’ karvakrolu, geraniolu a tymolu pri
liecbe kandidézy spojenej so zdravotnickymi pomocka-
mi’"7®. Vynikajtcu aktivitu proti kvasinkdim C. albicans
vykazuju terpenoidy, ktoré mozu byt pouzité aj v synergii
s antimykotikom, napr. flukonazolom™. Dal§imi zltideni-
nami s antimykotickou aktivitou ziskanymi z rastlin st
saponiny, alkaloidy, peptidy a proteiny®. Stale sa viak
jedna o alternativnu lie¢bu, ktora nespliia podmienky pre
pouzitie pri terapii systémovych kvasinkovych ochoreni.

5. Zaver

V poslednych desatroéiach sa vyskyt systémovych
mykotickych ochoreni dramaticky zvysil z viacerych
dovodov, a to napr. v dosledku nadmerného pouzivania
antibiotik, nérastu poctu pacientov so zniZzenou imunitou
alebo chronickymi ochoreniami, onkologickych pacientov
po chemoterapiach atd’. Najcastej$im patogénom su opor-
tanne kvasinky zrodu Candida, ktoré u zdravych Tudi
vystupuju ako komenzalne organizmy, ale v pripade systé-
move] kandidoézy s pri¢inou vysokej miery umrtnosti.
Dlhodobé pouzivanie antimykotik pri liecbe infekeii spo-
sobenych kvasinkami Candida spp. viedlo k vzniku rezis-
tencie, ktora spolu s tvorbou biofilmu vazne komplikuje
terapiu tychto Zivot ohrozujucich mykoz.

Zoznam skratiek

AUC  plocha pod krivkou

EPS extracelularne polymérne latky

ECM  extracelularna matrica

ABC  ATP-Binding Cassette (ABC transportny protein)
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MFS

Major Facilitator Superfamily

MDR  Multi-Drug-Resistance (rezistenicia na viac

lietiv)
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in Candida Yeasts

Systemic fungal diseases and antifungal resistance
represent a serious problem in human medicine and con-
tribute to increased patient mortality. The most common
causes of these diseases are opportunistic yeasts of the
genus Candida. C. albicans is considered to be the main
pathogen, together with C. glabrata, C. tropicalis, C. par-
apsilosis, and C. krusei. Azole antifungals predominate in
the treatment of the systemic mycoses. For antifungal re-
sistance in Candida spp. some genes and their mutations
are responsible, the genes ERGII, CDRI, CDR2 and
MDRI being considered the most important. The main
target of azole antifungals is the process of ergosterol syn-
thesis. Due to ergosterol crucial functions and its unique
structural properties, the synthesis of ergosterol and its
individual steps represent the target of most clinically
available antifungals. The biofilm appears to be a signifi-
cant virulence factor of the yeast Candida spp. It allows
hematogenous dissemination of cells, prevents the effect
of antifungals on all cells during treatment and leads to a
high level of antimicrobial resistance. The antifungal re-
sistance in candidiasis often has a multifactorial origin,
which must be considered in the treatment of systemic
mycoses and in the development of new antifungals.
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