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Abstrakt

Mikroorganismy, a¢ jednobunécné, se v prirodé ziidkakdy nachazeji samostatné jako
jednotlivé buriky, naopak, velmi ochotné se shlukuji a tvofi mnohobunécné struktury osidlujici
rizna (i extrémni) prostredi. Stejné tak kvasinky, které jsou vSeobecné povazovany za
jednobunécéné organismy, nachazime ¢asto ve formé riznych mnohobunéénych strukturovanych
utvart. Jednim z téchto utvari je biofilm. Bunky biofilmu prochazi diferenciaci a davaji vzniknout
riznym specializovanym buné¢nym typtm. Tyto subpopulace mezi sebou kooperuji podobné jako
buiikky mnohobunéc¢nych organismd, coz je vyhodné v mnoha smérech, avsak nejvétsim pirinosem
je vysoka odolnost biofilmu viic¢i nepiiznivym podminkam okolniho prostiedi.

Z pohledu clovéka se tato vlastnost nemusi zdat az tak moc vyhodnou. Tvorba biofilmu je totiz
vyznamnym faktorem virulence nékterych patogennich kvasinek (i bakterii) a jeho eradikace je
biofilmy patii ty tvorené druhem Candida albicans, ktery je komenzalem a zaroven dilezitym
oportunnim patogenem clovéka. Vyzkumy probihaji i na modelovém organismu, Saccharomyces
cerevisiae, a to pro podobnost nékterych procest s C. albicans a pro snadnou manipulaci s timto
udajné nepatogennim organismem.

Cilem této bakalarské prace je shrnuti dosavadnich zakladnich poznatkli o vzniku a

vlastnostech kvasinkového biofilmu a o jeho vyznamu ve vztahu k ¢lovéku.

Klicova slova: kvasinky, biofilm, Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, rezistence



Abstract

In nature microorganisms are rarely found as individual cells. On the contrary, they are very
willing to aggregate into multicellular structures inhabiting different (even extreme)
environments Similarly, yeasts, which are generally considered unicellular organisms are
frequently found in the form of various multicellular structures. One of these is biofilm. Biofilm
cells undergo differentiation and so various specialized cell types appear. These subpopulations
cooperate with each other similarly to cells of multicellular organisms, which is advantageous in
many ways. The greatest benefit is higher resistance of the biofilm to harsh environmental
conditions.

From a human point of view, this property doesn’'t seem to be so advantageous. Biofilm
formation is cause of virulence of pathogenic yeasts (and bacteria) and its eradication is more
difficult compared to planktonic or free cells. Among the best researched yeast biofilms are those
consisting of Candida albicans, which is both a commensal and an important opportunistic human
pathogen. Research conducted within the organism, Saccharomyces cerevisiae, for the similarity
of individual processes with C. albicans and for easy manipulation of this supposedly non-
pathogenic organism.

The aim of this bachelor thesis is to summarize the current basic knowledge about the

development and properties of biofilm and its importance in relation to human.
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1 Uvod

Kvasinky jsou ubikvitni jednobunécné eukaryotické organismy pattici do riSe hub - Fungi.
Vétsinou jsou kulaté az ovalné o velikosti do 10 um, ale jsou schopné tvorit i protahlé tvary bunék
- pseudohyfy nebo hyfy. Charakteristické je pro né nepohlavni rozmnoZovani pomoci puceni
(Pringle & Hartwell, 1981). Bunécna sténa kvasinek se vyrazné lisi od celul6zové bunécné stény
rostlin; sklada se z glykoproteinti a polysacharidd, predevsim z glukanu a chitinu. Zastoupen je i
manan. Vzhledem ktomu, Ze je bunécna sténa zasadni pro Zivotaschopnost kvasinky a jeji
struktura a biosyntéza jsou unikatni, byla diive povazovana za vhodny cil antifungalnich
pripravkd (Bowman & Free, 2006).

Kvasinky doprovazi ¢lovéka od nepameéti a ovliviiuji jeho Zivot jak pozitivnim, tak i negativnim
zplisobem. Napriklad druh Saccharomyces cerevisiae nam ,slouzi“ v mnoha odvétvich; velmi
vyznamné a vSem znamé je vyuziti produktt fermentace této kvasinky napriklad v pivovarnictvi,
lihovarnictvi, vinarstvi a v pekatstvi. Pro velky podil bilkovin a vitamint (predevs$im skupiny B)
nasly kvasinky vyuziti i jako soucast potravinovych dopliki pro ¢lovéka a krmnych smési pro
zvirata hospodarska i zajmové chovana. Kvasinka S. cerevisiae je nejvice studovany a nejlépe
charakterizovany organismus na planeté. Diky tomu a diky snadné a levné manipulaci a sekvencni
a funk¢ni podobnosti jejich proteind s proteiny vysSich eukaryot ma nezastupitelné misto
v laboratotich jakoZto modelovy organismus (Balzi & Goffeau, 1991). S. cerevisiae var. boulardii se
pouziva jako soucast probiotik.

Dal$im znamym zastupcem kvasinek je Candida albicans. Ackoliv je béZnou soucasti nasi
mikroflory a osidluje naptiklad travici trakt a klizi, je zaroven ¢astym plivodcem onemocnéni tstni
dutiny, urogenitalniho traktu a krevniho recisté, a to piredevSim u osob se sniZzenou nebo
narusenou imunitou. C. albicans je tedy oportunni patogen (Fonzi, 2001; Scaduto & Bennett,

2015).

2 Mnohobunécné struktury

Individualni kvasinkova buiika ma limitované mozZnosti, co se tyce specializace, ale
v mnohobunécné komunité se builky mohou diferencovat a ziskavat odliSné vlastnosti.
Vysledkem pak je napriklad lepsSi adaptace, ochrana bunék v komunité proti nepfiznivym
podminkam prostiedi a snadnéjsi kolonizace nového teritoria (Scherz, Shinder & Engelberg,
2001; Palkova & Vachova, 2006, 2016). To, jak se urcita burika v kolonii diferencuje, je mimo jiné
zavislé na pozici dané buniky v mnohobunécné struktuie (Palkova, Wilkinson & Vachova, 2014).
V zavislosti na podminkach prostredi tvori kvasinky rtizné mnohobunécné struktury, které jsou
tvoreny nékolika typy rizné diferencovanych bunék s odlisSnymi vlastnostmi; diky tomu se buriky

v komunité mohou efektivné adaptovat na meénici se prostiedi a vyporadat se se stresovymi



podminkami a hladovénim. Mnohobunéc¢ny zptlsob Zivota vyZaduje kooperaci mezi buikami ve
struktuife (Vachova & Palkova, 2018). Kromé prostredi je vznik struktur podminén také
genetickou vybavou daného kmene. Prepinani fenotypi je regulovano slozitymi regula¢nimi
drahami, z nichz vétSina ma pleiotropické funkce.

Mezi mnohobunécéné struktury tvorené kvasinkami patti kolonie, biofilmy, floky, maty a dalsi

struktury jako jsou ,flors”, ,fingers“ a ,stalks“ (Palkova & Vachova, 2016).

2.1 Kolonie
Kolonie miZe byt tvofena nékolika typy kvasinek a to kulatymi az ovalnymi (kvasinkovitého

vzhledu), pseudohyfami (bunikami protahlého tvaru, které zlstavaji pripojené jedna k druhé)

nebo hyfami (dlouhymi vlakny bez prepazek, C. albicans) (Berman & Sudbery, 2002).

2.1.1 Vrascité kolonie — koloniové biofilmy
Kmeny Saccharomyces cerevisiae nachazejici se v prirodé, jakoZ i mnoho tzv. nekonvencnich

(patogennich kvasinek) tvofi za urcitych podminek strukturované kolonie (Obr. 1), jejichZ vzhled
byva specificky pro dany druh (Palkova 2006). Kolonie tvorené divokymi kmeny S. cerevisiae
vykazuji mnoho vlastnosti typickych pro ptirozené biofilmy vyskytujici se v prirod€, proto je
nazyvame koloniovymi biofilmy a diky této podobnosti je vyuzivime jako model ke zkoumani
vzniku, architektury a interakci v biofilmu (§t’ovii§ek, Vachova & Palkova, 2012). Vrascité kolonie
S. cerevisiae jsou tvoreny naptiklad kmenem BR-F. Jejich specificky vzhled a vyvoj bude popsan

niZe v kapitole 3.1.

Laboratorni kmen Divoke kmeny

Obr. 1: Vzhled kolonii laboratorniho kmenu (a) a divokych kment (b — e) S. cerevisiae. Pfevzato z Palkova, 2004.

2.1.2  Hladké kolonie
Kolonie laboratornich kment (napft. BY) a jim podobnych ,Cerstvé“ domestikovanych kment

(napt. BR-S) jsou hladké, malo strukturované utvary (Obr. 1). Laboratorni kmeny pochazeji
zkmend nachazenych v prirodé (zdivokych kmeni), které béhem dlouhodobého pobytu
v laboratornich podminkach zjednodusily sviij zpisob Zivota a ztratily nékteré vlastnosti. Kolonie
maji hemisféricky tvar a na rozdil od vrascitych kolonii se zde nachazeji délici se buiiky na okraji
a v hornich vrstvach, zatimco stacionarni butiky jsou uprostied (Cap et al, 2012). Tyto kmeny
netvoii extracelularni matrix, bunky jsou tésné u sebe a nejsou mezi nimi pozorovatelné

bezbunécné kavity jako ve strukturovanych koloniich. Prechod od vrascCité kolonie k hladké



domestikované kolonii je doprovazen zménami v expresi nékterych genii a stim spojenym
reprogramovanim bunéc¢ného Zivotniho stylu (Kuthan et al, 2003). Architektura hladkych i
vrascitych kolonii se vyrazné liSi, ale oba typy kolonii béhem vyvoje diferencuji a tvoii
specializované bunécné subpopulace, které prispivaji obrané proti stresu a delSimu prezivani

kolonie oproti planktonnim butikdm (Vachova & Palkova, 2018).

BERF BRS

Obr. 2: Srovnani vrascCité (BRF) a hladké (BRS) kolonie. Pfevzato z Kuthan et al., 2003.

2.1.2.1 Domestikace
Za urcitych podminek muze dojit k tzv. domestikaci, tj. k pfechodu vrascitych kolonii na

hladké, které jsou nerozlisitelné od laboratornich kmenti (Obr. 2). Dochazi k tomu pfi ristu ve
vhodnych laboratornich podminkach, kdy kvasinky nemaji divod plytvat energii na tvorbu
obrannych mechanismd, jako je naptiklad tvorba extracelularni matrix (ECM). Vysoka ti¢innost
domestikace ukazuje, Ze se jedna o regulacni zménu, ne o mutaci. BEhem domestikace miize dojit
ke zméné pseudohyf na kvasinkovité buriky. Domestikace je doprovazena specifickymi zménami
v genové expresi, které byly zkoumany naptiklad hybridizaci s DNA cipy (DNA mikroarray
metodou). Ukazalo se, Ze zména exprese se tykala cca 320 genti (coZ je asi 6 % kvasinkovych genii).
Pouze u dvou ze studovanych genii korelovala exprese s morfologii kolonie nezavisle na
genetickém pozadi kmenu; jednalo se o gen FLO11, ktery je mimo jiné diilezity pro pseudohyfalni
a invazivni rist a AQY1, ktery kéduje akvaporin, protein podminujici prostupnost pro vodu a
povrchové vlastnosti (Kuthan et al., 2003). Vyssi exprese akvaporinii u vrascitych kolonii je
ditlezita k usporadani bunék - mutace v akvaporinech zplsobuje vyssi hydrofobicitu a tim padem
vétsi agregaci bunék (Carbrey et al., 2001). Domestikované kmeny mohou revertovat a znovu zacit

vytvaret vrascité kolonie a v nepriznivém prostiedi opét formovat biofilm, domestikace je tedy

reverzibilni proces (Stovi¢ek et al., 2014).



2.2 Maty

Jedna se o komplexni mnohobunécnou strukturu tvorenou na méné hustém 0,3% agaru (pro
rist kolonii se obvykle pouziva 2% agar). Buiitky matt diferencuji do dvou populaci. Stied této
struktury je tvoren adherentnimi bunkami, zatimco periferie je slozena z neadherujicich bunék.
Z centra vychazi smérem na periferii radialni paprsky (Obr. 3) (Reynolds & Fink, 2001). Obé
subpopulace bunék produkuji Flo11p, ktery je dileZity pro adhezi. Smérem od stiedu k periferii
ale vzrista gradient pH, coz ovliviiuje adhezi bunék, ktera je na periferii redukovana. Mutanti,
kteri netvori Flo11p, neumi tvorit maty a tvori hladké kolonie na 0,3% agaru (Reynolds & Fink,
2001; Martineau, Beckerich & Kabani, 2007; Reynolds et al,, 2008).

flokulin

manndzové zhytky
bunééné stény

Obr. 3: Mat tvofeny S. cerevisiae. Obr. 4: Model flokulace. Flokuliny se selektivné vazi na mandézové zbytky
Pievzato z Reynolds a Fink, 2001. bunécéné stény. Upraveno dle Verstrepen et al., 2003.
2.3 Floky

Floky jsou mnohobunéc¢né struktury vznikajici flokulaci (Obr. 4). Flokulace, tedy shlukovani
kvasinek, je mozna diky pritomnosti tzv. flokulinii - protein na buné¢ném povrchu zahrnutych
zdrojli, kdy jsou spotifebovany cukry a zdroje dusiku a je pritomen ethanol. Flokulace miize
agregované bunky chranit pred ac¢inky ethanolu i proti i¢inku antimikrobialnich latek a UV zareni.
Nevyhodou je, Ze buiiky uprostied struktury trpi nedostatkem zZivin a prebytkem odpadnich
produktd, vdobach hojnosti zdroji se proto kvasinkam flokulace nevyplati (Soares, 2011).
Smukalla et al. (2008) vystavili flokulujici butiky extrémnim davkam amfotericinu B (100krat
vétsi koncentrace nez MIC! pro planktonické bunky); stejné jako po vystaveni vysokym davkam
ethanolu, byly poSkozeny pouze bunky na vnéjsich okrajich, zatimco vnitini bunky, které byly
fyzicky chranéné proti prostiedi, byly netknuté.

Z hlediska evoluce maji flokulujici kvasinky dalsi vyhodu. Autolyza nékterych bunék v centru
miZe poskytnout latky (proteiny, vitaminy, uhlovodiky) dilezité pro preZiti ostatnich bunék

komunity (Soares, 2011). Herker et al. (2004) toto chovani oznacili za altruistické - buriky projdou

! Minimum Inhibitory Concentration, tj. nejniz§i koncentrace antimikrobialni latky, ktera inhibuje viditelny rist
mikroorganismu (Andrews, 2001).


https://cs.wikipedia.org/wiki/Chemick%C3%A1_l%C3%A1tka

procesem podobnym apoptdze za UcCelem poskytnuti zivin dalSim, pravdépodobné mladsim a
zdravéjsim bunkam, které maji vétsi Sanci na pieziti. Flokulace tak pomaha k delSimu preziti celé

komunity béhem nepriznivych podminek.

2.4 ,Flors“(,blanky®)

Ackoliv nejsou jeho buriky adherované k pevnému povrchu, fadime ,flor“ mezi biofilmy. ,Flor*
se tvori na hranici mezi tekutinou a vzduchem a je tvoren vznasejicimi se bunikami, mezi nimiz
nebyl dlouho detekovan zadny extracelularni material. AZ Zara et al. (2009) u ,floru“ nékterych
kment poprvé identifikovali pritomnost ECM neznamého sloZeni. ,Flor” se tvori v pripadé, kdy
maji kvasinky nedostatek glukézy, zaroven je pritomno vétsi mnoZzstvi ethanolu a glycerolu a je
nizké pH (Zara et al., 2005; Moreno-Garcia et al., 2016). Aby mohly kvasinky vyuZivat jako zdroj
energie ethanol, ktery nelze fermentovat, je jejich dalsi riist zavisly na piistupu ke kysliku, kterého
je také nedostatek. Dochazi k reprogramovani metabolickych drah, jejichZ vysledkem je exprese
specifickych gent pro flokuliny v¢éetné FLO11, ktery je pro tvorbu ,floru“ esencialni. Tim padem
dojde ke zméné povrchovych vlastnosti a ke zvySeni hydrofobicity a k agregaci bunék do flokd,
které zachytavaji CO;a diky tomu jsou neseny na hladinu a formuji biofilm. Mutanti v tomto genu
maji méné hydrofobni povrch a nejsou schopni formovat biofilm na vodni hladiné (Reynolds &

Fink, 2001; Zara et al,, 2005).

2.5 ,Stalks” (,stopky”)
Za urcitych podminek jsou rtzné kvasinky a bakterie schopné vytvaret mnohobunécné

stonkovité utvary vyrustajici vertikalné z agaru (Obr. 5 vlevo). ,Stalks“, které vytvari S. cerevisiae,
jsou 5 - 30 mm vysoké a maji 1 - 3 mm v priméru. Analyzou tenkych rezi bylo zjisténo, Ze hlavni
Cast této struktury se skldda z jadra sloZeného z kvasinkovitych bunék a spor. Toto jadro
obklopuje vnéjsi vrstva sloZena z bunék, které jsou vétsi nez buiiky v jadru a maji mensi denzitu,
coz zrejmé zplsobuje ubytek cytoplasmy a organel. Mnoho bunék povrchové vrstvy je
odumielych a chrani strukturu pred vysychanim a jinymi vlivy prostredi, tvoii jakousi kizi.
»Stalks“ se mohou tvorit na 4% agaru po ozareni UV. Na 4% agar se vyseje husta vrstva bunék,
z nichZ nékteré spadnou do mikrojamek v agaru. BEhem aplikace UV zareni, jehoZ optimalni davka
pro vznik ,stalks” je ta, ktera zabije priblizné 99,95 % bunék, nékteré burniky v jamkach preziji.
Zbunék vjamkach vyristaji vertikalné ,stalks“ (Engelberg et al, 1998; Scherz, Shinder &
Engelberg, 2001).



Obr. 5: Vlevo S. cerevisiae ,,stalks”. Pfevzato z Engelberg et al., 1998. Vpravo C. albicans ,finger” a kratery.
Pfevzato z Daniels et al., 2012.

2.6 ,Fingers“(,prsty”)

Daniels et al. 2012 testovali rist C. albicans za nestandardnich podminek, konkrétné rist
na 2% agaru pti 37 °C a 20% CO3, coZ jsou podminky podobné jako v lidském gastrointestinalnim
traktu (GIT), kde se tato kandida bézné vyskytuje. Za téchto podminek se na agaru tvorily tzv.
Jfingers“. Tyto pfiblizné trfimilimetrové prstovité struktury (Obr. 5 vpravo) jsou zanofeny
v substratu svou rozsifenou bazi - bulbem. Bulbus je obklopen bazalni monovrstvou bunék, mezi
nimi se nachazi tzv. fragilni rozhranf.

Bulbus a prst jsou tvoreny predevsim kvasinkovitymi bunikami, vétSinou nepucicimi. Méné
nez 0,1 % bunék tvori hyfalni buniky. Ve fragilni oblasti dochazi snadno k odtrZeni bulbu a po
strukture zlistane v agaru krater. Agar, na ktery byly vyseté buiiky, byl bez kraterd, coZ znameng,
Ze kratery jsou tvorené az Cinnosti bulbi. VétSina bunék bulbu jsou Zivé buiky (Daniels et al,
2012).

Podminky, za kterych byl objeven rist ,fingers*, nejsou bézné pouzivané ke kultivaci in vitro.
Je tedy pravdépodobné, Ze dalsi fenotypy vyZzadujici jiné kultivacni podminky zistaly zatim

neobjeveny, at uz jde o C. albicans nebo jiné mikroorganismy.

3 Biofilm

Prvni védecka zminka o biofilmu pochazi zroku 1683, kdy Antoni van Leeuwenhoek
pozoroval jednu z jeho forem - zubni plak a popsal ji jako strukturu obsahujici tolik zviratek, ze
jejich pocet snad presahuje pocet obyvatel v kralovstvi (Jass, Surman & Walker, 2003). Kromé
kvasinek ma schopnost tvorit biofilm i mnoho bakterii, jako pravé v pripadé zubniho plaku, ktery
je mimo jiné tvoten tstnimi streptokoky. Cisté bakterialni biofilmy nebudou ptedmétem naseho
zajmu, ale budou zminény biofilmy polymikrobialni tvoiené jak bakteriemi, tak kvasinkami.

Biofilm je definovan jako trojrozmérna struktura vznikla agregaci mikroorganismii, ktera ma
schopnost adherovat k povrchiim (Reynolds & Fink, 2001). Burnky biofilmu jsou obklopené

extracelularni matrix (ECM), na jejiZ tvorbé se podileji. ECM zase ovliviiuje architekturu struktury



(Stovicek, Vachova & Palkova, 2012) a prispiva k jeji zvysené rezistenci. Buiiky biofilmu jsou tak
chranéné pred nepriznivymi podminkami prostiedi a proti uc¢inktim biologickych a chemickych
antimikrobidlnich agens. Tuto ochranu ztraceji planktonické buiiky, které jsou z vyvinutého
biofilmu pravidelné uvolilovany za ucelem osidleni novych prostiedi (Costerton et al, 1995).
Hlavnim rysem biofilmu je pravé zvySena odolnost vii¢i nepfiznivym vliviim prostiedi ve srovnani
s mikroorganismy Zijicimi samostatné. Donlan & Costerton (2002) porovnavali MIC planktonnich
forem bakterii a biofilmu; u kterého byla MIC az 1000krat vétsi. S touto odolnosti souvisi i vyssi
rezistence vii¢i antimikrobiadlnim ptipravkim a imunitnimu systému hostitele. Z medicinského
hlediska je rezistence biofilmu velky problém, jelikoZz vyrazné komplikuje eradikaci
mikroorganismu a c¢asto vede kvysS$i mortalité hostitele oproti infekci planktonnimi
kvasinkovymi bunikami (Daniels et al, 2015). Identifikace mechanism@ zahrnutych ve vyvoji
mnohobunécnych struktur je proto dilezitd pro vyvin antifungalnich strategii (Palkova &
Vachovg, 2016).

Hostitel a jeho télni tekutiny poskytuji dostate¢né organické komponenty pro optimalni rist
biofilmu. Biofilmy patogennich organismi se v lidském téle mohou tvorit na biotickych povrsich,
(Costerton et al., 1987). Tyto umélé povrchy byvaji do téla zavedeny v souvislosti s 1ékaifskym
zakrokem (mocové a cévni katétry, umélé chlopné, intrauterinni téliska), biofilmy se ale mohou
tvoriti na kontaktnich ¢ockach. Povrchy télu vlastni jsou vice odolné k mikrobialni adhezi a tvorbé
biofilmu diky pritomnosti buné¢né a humoralni imunity (fagocytéza, protilatky), biofilmy se tu
proto tvoii méné. Navic biotické povrchy mohou byt také chranény komensalnimi
mikroorganismy, které obsadi dané prostredi a chrani jej tak pred adhezi mikroorganismi télu
cizich (Costerton etal,, 1995; Graf et al,, 2019). Prikladem muze byt kiiZe, strevo ¢i pochva. Naopak
jind mista jsou primarné sterilni a za fyziologickych podminek se zde nevyskytuji zadné
mikroorganismy (kloubni tekutina, krev).

Jako biofilm mizeme chapat i struktury, které se formuji napriklad na rozhrani tekutiny a
vzduchu - ackoliv nejsou adherovany k pevnému podkladu, spliiuji podminku zvysSené rezistence
oproti planktonickym buinikam. Takovou strukturou je napriklad ,flor, ktery je v této praci popsan

vyse, v kapitole 2.4.

3.1 Vyvoj a stavba koloniového biofilmu S.cerevisie
Kvasinka divokého kmene S.cerevisiae inokulovana na vhodné pevné médium se déli, dokud

nezformuje viditelnou, priblizné hemisférickou strukturu. Koloniovy biofilm se nejprve sklada
prevazné z ovalnych bunék a ma jen kratké pseudohyfy. Pozdéji vznikaji delsi filamentarni
struktur, které invaduji do agaru. Tim se v kolonii tvotfené divokymi kmeny S. cerevisiae objevuji

dveé hlavni ¢asti (Vachova etal.,, 2011):



1. Vrstva povrchovych bunék. Buiiky této vrstvy se nachazeji nad agarem a pomérné rychle
prechazeji do stacionarni faze rlstu a exprimuji geny, které jsou zahrnuté ve stresové
odpovédi, v autofagii a v akumulaci glykogenu a trehalézy (Marsikova et al., 2017) a ve
sporulaci (Vachova & Palkova, 2018).

2. Podpovrchova c¢ast miize byt tvorena pseudohyfami, které invaduji do agaru, kotvi
strukturu k substratu a maji primy kontakt s Zivinami v agaru.

V biofilmu se postupné objevuje vnitfni kavita, ve které se nenachazeji Zzadné bunky a ktera
pravdépodobné obsahuje ECM. Kolonie dale expanduje predevsim horizontalné, pricemz
centralni cast tlaci na jeji okraj, ktery se tim padem zveda. Bunky povrchové vrstvy, které jsou ve
stacionarni fazi, pozdéji pokryiji cely povrch kolonie, ktery je ve styku se vzduchem. Vznik této
vrstvy neni vysledkem hladovéni bunék; stacionarni buiky se tvori i presto, Ze ma kolonie
dostatek zivin, které se do téchto vrstev dostavaji difuzi. Behem dalsiho ristu kolonie a zvétSovani
jejiho povrchu se z vnitinich délicich se bunék neustale formuji dalsi buriky ve stacionarni fazi.
Topologie bunék je znazornéna nize (Obr. 6). Nejvrchnéjsi vrstva bunék se podili na ochrané celé
kolonie proti riznym latkdm z prostiedi, jeji buiiky totiZ ve své membrané obsahuji proteinové
komplexy schopné odstraiiovat toxické latky. Tyto transportéry se nazyvaji MDR pumpy
(MultiDrug-Resistant). MDR pumpy jsou i na koncich pseudohyf, které nejsou chranény ECM
(Vachovaetal, 2011).

Model vyvoje koloniového biofilmu

)

40-48 h 2-25d 3-4d

Obr. 6: Model vyvoje koloniového biofilmu S. cerevisiae. Zelené buriky se déli. U modrych bunék vyvyseného okraje
a pseudohyf nebylo pozorované déleni, ale ani nejsou ve stacionarni fazi. Modré burky spolu se zelenymi produkuji ECM.
Cervené buriky se nachazeji ve stacionarni fazi, zluté buriky jsou v rané stacionarni fazi. Pfevzato z Vachova et al., 2011.

V hladkych koloniich laboratornich kment jsou buiiky blizko u sebe. V koloniovém biofilmu je
situace odliSnd - bunky se zde nachazeji v separovanych skupinach, které jsou oddélené
bezbunécnymi prostory s extracelularnim materidlem. Biofilm zarovei obsahuje vice vody, ktera
je umisténa v ECM a v mezibunéénych prostorech (St'ovi¢ek et al., 2010). Biofilm je tedy tvoien
jakousi siti, kde jsou bunécné shluky mezi sebou propojeny kandly k distribuci vody a Zivin
v kolonii (Kuthan et al., 2003; Palkova & Vachova, 2006). Kromé toho tyto kanaly slouzi ziejmé i
k odstraniovani odpadnich latek (Varon & Choder, 2000). Kvasinky v biofilmu nachazejici se v

centru jsou tedy méné znevyhodnéné nez ty, které se nachazeji v centru hladké kolonie (Kuthan



et al.,, 2003). Koloniovy biofilm velikostné srovnatelny s hladkou kolonii je diky pritomnosti ECM
tvoreny mensim poctem bunék, coz umoznuje obsazeni relativné velkého teritoria s pomérné
mensim po¢tem bunék (Palkova & Vachova, 2006; St'ovitek et al., 2010).

Podle Gimena et al. (1992) je charakteristickym znakem biofilmu pseudohyfalni riist. Ten je
umoznén pucenim bunék v jednom sméru (tzv. monopolarnim pucenim) a zménou v bunécéné
morfologii. Vysledkem je prodluzujici se fetézec protahlych bunék smérovany ven z kolonie za
ucelem zisku zivin a obsazeni dosud neokupovaného prostiredi. K prepnuti bunécného fenotypu
z kvasinkovité formy na filamentarni dochazi pti nedostatku dusiku. Dimorficka tranzice? je
obvykle spojena s adaptaci na nové podminky prostiredi. Nové dcetiné buriky jsou protahlejsi, maji
tedy veétsi povrch, coZ je za podminek nedostatecného mnozstvi zdroji vyhodné. Kromé toho je
filamentarni forma kvasinek schopna invadovat a penetrovat pevné substraty (agar, tkané)
(Gimeno et al., 1992).
vrascitych kolonii nepotvrdila, Ze by polarita puceni a tvar bunék byly esencialni pro formaci
odlignych kolonii, napt. v koloniovém biofilmu nemusi byt pfitomny pseudohyfy (St'ovitek et al.,
2010). Déle bylo prokazano, Ze spoustécem pseudohyfalniho riistu nemusi nutné byt nedostatek
dusiku, ale Ze k dimorfické tranzici miiZe dojit i pii nedostatku uhliku (Granek & Magwene, 2010).
A v neposledni radé - invazivni rist byl pozorovan i u bunék kvasinkovitého tvaru usporadanych

do Fetizkl (Stovicek et al., 2014).

Vztah mezi typem kolonii a morfologii kvasinek byl zkouman i na koloniich C. albicans.
(Radford, Challacombe & Walter, 1994) kultivovali Sest riznych kmend C. albicans, jejichz
mikrostrukturu pak pozorovali pomoci SEM3. Jednoznac¢né pozorovali vztah mezi typem kolonie
a morfologii bunék. Zatimco hladké kolonie sestavaly pouze z blastospor a tzv. zubaté kolonie
pouze z pseudohyf, dalsi typy kolonii obsahovaly riizné zastoupeni pravych hyf, pseudohyf a
blastospor. Tyto vysledky potvrdily vztah mezi morfologii kolonie a typem bunék u C. albicans

(Joshi, Wheeler & Gavin, 1973; Radford, Challacombe & Walter, 1994)

3.2 Vyvoj a stavba biofilmu C. albicans
Candida albicans se lisi od S. cerevisiae a mnoha dal$ich druhti kvasinek svou schopnosti tvorit

jak kvasinkovité buniky a pseudohyfy, tak i pravé hyfy v zavislosti na podminkach prostiedi. Jeji
schopnost reverzibilniho pirechodu mezi kvasinkovou a hyfalni formou je diivodem, pro¢ byla

drive oznacovana jako dimorfni kvasinka (Berman & Sudbery, 2002).

2 Dimorfhi tranzice je ptechod z kvasinkovité formy na pseudohyfalni a naopak.
3 Skenovaci elektronovy mikroskop.



Hyfy prispivaji k celkové stabilité biofilmu, tvori jakési leseni pro kvasinky a dalsi hyfy; z toho
divodu jsou biofilmy C. albicans ve srovnani se S. cerevisiae strukturovanéjsi. Dalsi dilezZitou
vlastnosti hyfje zvySena adheze ve srovnani s kvasinkovitymi buiikami (Hube, 2004). Hyfalni rist
se objevuje napiiklad pti expozici Candida albicans krevni plasmé. Pfrepnuti na hyfalni rist je
regulovano komplexnim transkrip¢nim programem, ktery zahrnuje zvysSeni exprese geni pro
povrchové adheziny asociované s hyfalnim rastem (HWP1, ALS3), geni pro sekretované
proteinazy (SAP4, SAP5 a SAP6) nebo geni chranicich pred oxida¢nim poskozenim (SOD5)
(MacDonald & Odds, 1983; Brown & Gow, 1999; Nantel et al., 2002). Adheze je predpokladem pro
invazi bunék do epitelu a endotelu a nasledné poskozeni tkani uvolnénim hydrolytickych enzym.
Hyfy také umi inhibovat zabijeni neutrofilem. Po pohlceni fagocytujici buiikou dochazi k produkci
proteindz asociovanych s hyfalnim rlistem, které umozni penetraci pres membrany a zniceni
fagocytu. Na druhou stranu jsou hyfalni bunky schopné indukovat pohlceni endotelialnimi
buiikami a tim uniknout z krevniho obéhu (Radford, Challacombe & Walter, 1994; Douglas, 2003;
Sudbery, 2011; Fan et al., 2013).

Chandra et al. (2001) popisuji vyvoj biofilmu C. albicans tremi fazemi (Obr. 7): Rana faze
zahrnuje adhezi kvasinkovych bunék na pevny povrch. V intermedialni fazi dochazi k agregaci
mikrokolonii kvasinek a tvorbé bazalni vrstvy skotvicimi buinikami. Fiaze maturace je
charakterizovana tvorbou pseudohyf a hyf a tvorbou ECM. Nékdy je rozliSovana i ¢tvrta faze -
disperze sférickych bunék z biofilmu a osidlovani novych nik (Nobile & Johnson, 2015). Bazalni
vrstva kotvici biofilm k povrchu je uniformni a je tvofena nékolika fadami kvasinek, dosahuje
vysky okolo 10 pm. Zni vyristaji vertikalné (do vySky 450 pum) hyfy a pseudohyfy, které
prostupuji ECM (Douglas, 2003). C. albicans ma ve srovnani se S. cerevisiae vyvinutéjsi schopnost

tvorit biofilmy, které jsou navic objemnéjsi a obsahuji vice ECM (Chandra et al., 2001).

Rana faze

®

Vywoj biofilmu
Candida albicans

Intermedisin fize

Disperze

®

®

Obr. 7: Vyvoj biofilmu C. albicans. Upraveno dle Nobile & Johnson, 2015.
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Maturované biofilmy C. albicans se skladaji ze sité kvasinkovitych bunék, pseudohyf a hyf
vzajemné propojenych polymerni ECM. Podobné jako u S. cerevisiae i zde jsou ptitomné vodni
kanaly mezi burikami, které usnadiuji difuzi Zivin z prostfedi do nitra struktury a zaroven
umoznuji odstranovani odpadnich produkti (Sandai et al, 2016). U biofilmG C. albicans
dramaticky roste rezistence béhem vyvoje4, ktera jde ruku v ruce se vzristajici metabolickou
aktivitou v biofilmu. Zatim nent jisté, zda je za zvySeni rezistence zodpovédna produkce ECM nebo
genetické a biochemické zmény v burnikach.

Alternativnim vysvétlenim zvySené rezistence by mohl byt metabolicky klid bunék. Proti tomu
ovSem hovori fakt, Ze bunky biofilmu aktivné metabolizuji substraty, napt. XTT5, ktery se pouziva
k méreni Zivotaschopnosti bunék (Roehm et al, 1991; Chandra et al., 2001). Jisté je, Ze MDR
pumpy naopak prispivaji k rezistenci biofilmu zejména v brzkych fazich vyvoje a poté jejich

aktivita postupné klesa (Mukherjee et al., 2003).

4 Prehled adhezinl kvasinek
4.1 Adhezivni proteiny Flo

Aby bunky mohly invadovat substrat a adherovat k sobé navzajem ¢i k podkladu, je zapotiebi
zmén na bunééném povrchu. Za tyto vlastnosti zodpovidaji povrchové proteiny patiici do rodiny
flokulind, coZ jsou proteiny bunécné stény, které jsou s povrchem bunky spojené pomoci GPI-
kotvyé (Lo & Dranginis, 1996). Hlavnimi flokuliny jsou Flo1p, Flo5p, Flo9p, Flo10p a Flo11p.

Prvni ¢tyti jsou klasické lektinové flokuliny zodpovédné zejména za flokulaci (Obr. 4), coz je
Ca?*- dependentni nesexualni agregace kvasinek v tekuté kulture (Kuthan et al, 2003), ktera je
inhibovatelna chelatory Ca2?* (napf. citratovym pufrem) a kompeti¢né inhibovana napriklad
mandzou (Stratford, 1992). Flo11p ma odli$né vlastnosti nez ostatni flokuliny a je kromé flokulace
nezbytny pro invazivni riist a adhezi k povrchu a pro tvorbu pseudohyf. Flo11p je prvni objeveny
protein bunécné stény zahrnuty v téchto procesech (Lo & Dranginis, 1998). Exprese FLO11 je
esencialni pro tvorbu strukturovanych kolonii jakymkoliv kmenem; kmeny, které neexprimuji
FLO11, maji snizenou schopnost tvorby pseudohyf, netvori biofilm a neadheruji k plastu, tvori
hladké kolonie (Douglas et al., 2007; St'ovitek et al, 2010; Vopalenska et al., 2010). Je tedy zfejmé,
ze FLO11 je mnohem vice exprimovan u koloniovych biofilmti nez u hladkych kolonii (Kuthan et
al, 2003). Flo11p také participuje v soudrznosti a mechanické stabilité koloniového biofilmu, a to
indukci tvorby mezibunéc¢nych vlaknitych spojt (fibers). Spoje vybihaji z bunécné stény, kde jsou
ziejmé kovalentné vazané a na hranici dvou bunék tvori zipovitou strukturu (Vachova et al.,

2011).

4 U biofilmu S.cerevisiae tak vyrazny narlst rezistence nebyl pozorovan.
3 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino) carbonyl]- 2H-tetrazolium hydroxid.
¢ Glykofosfatidylinositolovéa kotva kovalentné spojuje protein s fosfolipidem buné&né membrany.
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Regulace FLO11 je slozita a pleiotropni. Mimo jiné se na regulaci FLO11 v reakci na ménici se
prostifedi podili tyto signadlni kaskady: Ras-cAMP cesta, MAPK signalni draha regulujici
filamentarni rist a draha glukézové represe (Verstrepen and Klis, 2006). Soucasti posledni
zminéné drahy jsou zajimavé geny TUP1 a SSN6 (CYC8). Ty kromé FLO11 ovlivnuji i FLO1, ktery
spolecné reprimuji a zabranuji tak flokulaci (Teunissen & Steensma, 1995). Korepresorovy
komplex slozeny ze ¢tyr podjednotek Tuplp a jedné podjednotky Cyc8p reprimuje FLO1. Naopak
u regulace Flo11p a vzniku strukturovanych kolonii jsou ucinky Tup1p a Cyc8p protichtidné. Jak
je zfejmé na schématu (Obr. 8), nadmérna exprese Cyc8p inhibuje expresi genu FLO11 a s tim
souvisejicich jevli a dava vzniknout hladké kolonii, zatimco Tup1 inihbuje i¢inky Cyc8p a zaroven
inhibuje proteazu degradujici Flo11p a tim nepfimo zvySuje mnoZstvi Flo11p v burice (Nguyen et
al, 2018).

@ """" * | Flokulace

Cyc8p W e
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e® FLOT11
]
J_ —— NRNA
Exprese protedzy

l v
Vznik biofilmu,

.. ® Protedza -
Y < @......-> invazivni rust,
Y ] Degradace bunécna adheze, atd.

Obr. 8: Utinek Cyc8p a Tuplp na FLOI a FLO11. Upraveno podle Nguyen et al., 2018.
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4.2 Adhezivni proteiny C. albicans
Schopnost bunék adherovat jedna k druhé a stejné tak adheze k povrchim (biotickym i

abiotickym) je duleZitou vlastnosti biofilmu. Adheze ke tkani hostitele je jednim z hlavnich ryst
patogennich hub, je predpokladem invaze a zaroven jde o prvni krok k rozvoji infekce (de Groot
et al, 2013). Podobné jako u S. cerevisiae, je i u C. albicans regulace adheze a vyvoj biofilmu pod
kontrolou slozité sité vzajemné propojenych regulatort. Nobile et al. (2012) uvedli Sest hlavnich
regulatorti tvorby biofilmu C. albicans, pticemz kazdy z nich je dllezity pro jeho spravny vyvoj.
Jsou to: Efglp, Teclp, Bcrlp, Ndt80p, Brglp a Rob1p (Obr. 9 vlevo). Tyto regulatory tvori
propojenou transkrip¢ni sit, kde kazdy regulator kontroluje dal$ich pét a vétSina cilovych genti je
kontrolovana vice nez jednim hlavnim reguldtorem (Nobile et al.,, 2012). Jejich vyznam se miize
liSit v zavislosti na podminkach prostredi, napriklad v zavislosti na teplot€, Zivinach nebo typu
povrchu. Napriklad pro tvorbu biofilmu na katétrovém modelu hraje velkou roli Berlp, ale na
modelu zubni protézy je jeho vyznam mensi a jeho misto piebira Brglp (Nobile & Johnson, 2015).
Berlp je zodpovédny hlavné za adhezi, a to jak k substratu, tak vzajemnou adhezi hyf v biofilmu.
Bcrlp stimuluje expresi nékolika gent pro povrchové proteiny (Obr. 9 vpravo). Mezi tyto Berlp-

dependentni geny patii napriklad HWP1, ECE1, ALS1 a ALS3 (Nobile et al., 2006).

Bcrlp

AN

ALS3 ALS1 HWP1 ECET1

S

Adherence

l

Tvorba biofilmu

Obr. 9: Vlevo regulaéni sit tvorby biofilmu u C. albicans. PIné Sipky zndzorfiuji pfimé interakce, pferusované nepfimé interakce.
Prevzato z Nobile et al., 2015. Vpravo role Bcrlp a jeho cilovych genl v tvorbé biofilmu. Pfevzato z Nobile et al., 2006.

4.2.1 Als proteiny
Hlavni skupina adhezinG C. albicans je kédovana rodinou gent ALS (Agglutinin-Like

Sequence). Als proteiny se skladaji ze tfi hlavnich casti. C-terminalni doména je bohata na
Ser/Thr a obsahuje GPI - kotvu, ktera pripojuje zbytek proteinu k bunécné sténé. C-teminalni

doména a nasledujici ¢ast - tandemové repetice jsou u rlznych proteini Als v podstaté
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identické. Jednotlivé Als proteiny se mezi sebou lisi zejména N-terminalnimi sekvencemi, jejichZ
variabilita je zodpovédna za substratovou specifitu. Proteiny se mezi sebou lisi adhezi napriklad

k fibronektinu, lamininu (sloZky pojivovych tkani), endotelu a kolagenu (Sheppard et al., 2004).

4.2.2 Hwp proteiny
Hwplp a Hwp2p (Hyphal Wall Protein) jsou manézové adheziny specifické pro hyfy. Jsou

esencialni pro jejich normalni riist a pro stabilni piipojeni hyf k hostitelskym buinkam, podili se
tedy na patogenité kvasinek. Mutanti hwp1 jsou schopni infikovat hostitele, ale protoZe nemohou
efektivné adherovat ke sliznici, nejsou tak virulentni a relativné brzy jsou odstranéni fagocytézou
(Staab et al.,, 1999; Tsuchimori et al., 2000).

Geny ALS i HWP jsou oba dilezité pro spravnou tvorbu biofilmu, absence jednoho z nich vede
k nespravnému vyvoji biofilmu. Dal$im pro hyfy specifickym proteinem je Ecelp, jehoZz regulace
je také zavisla na Berlp. U mutantl ecel neni poskozen vyvoj biofilmu, pouze dochazi ke snizené

adhezi hyf (Fan et al, 2013).

5 Mechanismy podilejici se na rezistenci biofilm(

Jak jiZz bylo zminéno, zasadni vlastnosti biofilmi je jejich zvySena rezistence vii¢i okolnimu
prostiredi. Ve vztahu Kk Clovéku je to rezistence vici antimikrobidlnim latkam ¢i imunitnimu
systému hostitele. Podle Douglas (2003) se na rezistenci podili:

- omezena penetrace 1éki pres ECM,

- zvySena metabolicka aktivita a zvySena exprese MDR pump,

- snizeny rust, limitace Zivin a s tim spojené fenotypové zmény,
- pritomnost persistert.

Fakt, Ze za rezistenci neni zodpovédny jeden mechanismus, vyznamné komplikuje terapeutické
postupy.

5.1 Extracelularni matrix (ECM)
Pomoci ESEM7? bylo u S. cerevisiae pozorovano, Ze na rozdil od hladkych kolonif, kde jsou buriky

blizko u sebe, u koloniovych biofilmt se buiiky vyskytuji v separovanych skupinach. Mezi nimi se
nachazi bezbunécny prostor propojujici celou kolonii, ktery je vyplnén ECM (Kuthan et al., 2003;
Marsikova et al., 2017). ECM je klicovou soucasti biofilmu; obklopuje jeho buiiky a poskytuje jim
tak jakousi ochranu a zaroven jim zajistuje homeostazu (Davey & O’toole, 2000). Material ECM je
vylucovany kvasinkami biofilmu a obsahuje Cetné polysacharidové komponenty a proteiny,
piesné sloZeni se ale 1isi mezi druhy i kmeny (Al-Fattani & Douglas, 2006). ECM je dilezita také

pro architekturu a chovani mnohobunééné komunity a jeji interakci s prostfedim. Material

7 ESEM - environmentalni rastrovaci elektronova mikroskopie umoziuje pozorovani povrchi

biologickych vzorka v jejich ptirozeném stavu (Kuthan et al, 2003).
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izolovany z ECM vykazoval velkou kapacitu retence vody, ECM je tedy zirejmé zahrnuta v ukladani
vody (St'ovicek et al, 2010) a Zivin (Marsikova et al., 2017). O slozeni ECM u S. cerevisiae vime
malo. Jednim z dlivodtl je jeji rezistence k riznym analytickym postuptim (Kuthan et al,, 2003).

Caste¢né znamé je ale slozeni ECM C. albicans, ktera je jako diilezity patogen zkoumana vice.
Jiz drive se predpokladalo, Ze je ECM C. albicans sloZena z polysacharidli podobnych tém, které se
nachazeji v bunécné sténé a Ze tyto polysacharidy obsahuji glukézové a mano6zové zbytky, protoze
se na né vazala barviva pro né specificka (Chandra et al., 2001).

Pozdéji Al-Fattani a Douglas (2006) extrahovali ECM C. albicans a C. tropicalis a porovnavali
zastoupeni nékterych latek. Chemicka analyza ukazala, Ze zatimco u C. albicans vétSinu ECM tvori
sacharidy, pficemZ hlavni zastoupeni ma glukéza, jez tvori 32 % materidlu matrix, u C. tropicalis
je hlavni slozkou hexosamin (27,4 %) a glukdza tvori pouze 0,5 %. LiSilo se i zastoupeni dalSich
sloZek, cozZ je v souladu s tvrzenim vysSe, Ze sloZeni ECM se mezi kvasinkami lisi (Al-Fattani &
Douglas, 2006).

Autofri jiného experimentu odhalili procentudlni zastoupeni makromolekularnich komponent
ECM C. albicans. Proteiny (vCetné glykosylovanych), kterych bylo identifikovano ptes 500, jsou
zastoupeny pribliZné 55 %. Predpoklada se, Ze vétSinu z nich tvoii enzymy, v€etné hydrolytickych,
které mohou hrat roli v aktivnim rozkladu biopolymera. Dale jsou zastoupeny sacharidy (25 %),
z nichZ nejvice je a- 1,2-mananti a a-1,6-manant, zbytek tvori B-1,6-glukany. VECM se také
nachazeji lipidy (15 %) a DNA (5 %). DNA, ktera je predevSim nekédujici, ma ziejmé strukturalni
i protektivni funkci (Zarnowski et al., 2014).

V nékolika experimentech bylo prokazano, Ze pti péstovani biofilmu v prostiedi, ve kterém je
zajistén pritok tekutiny, dochazi ke zvySené produkci ECM ve srovnani s biofilmy, které jsou
péstovany ve statickych podminkach (Hawser, Baillie & Douglas, 1998; Al-Fattani & Douglas,
2006). Vysvétlenim mohou byt zmény v mnoZstvi kysliku a Zivin nebo nutnost odolavat proudu
tekutiny (Kumamoto, 2002). Vtéchto podminkach, které simuluji podminky na katétru
umisténém v krevnim recisti, se zvySenou produkci ECM roste i rezistence biofilmu (Al-Fattani &
Douglas, 2006).

Ackoliv role ECM v rezistenci neni zcela jasna (Baillie & Douglas, 1998; Baillie, 2000), kromé
mozného aktivniho rozkladu biopolymerli, ziejmé hraje roli zpomalovani diftze
antimikrobialnich latek a roztoki pres polymery ECM (Costerton, Stewart & Greenberg, 1999) a
ochrana bunék uvnitt ECM pred témito latkami (Finkel & Mitchell, 2011).

5.2  Effluxni pumpy (MDR pumpy)

Biomembrany poskytuji i¢innou bariéru proti hydrofilnim molekulam, z nichZ vétSina muze

projit skrz jen diky specifickym transportnim systémiim. Na druhé strané jsou ale membrany
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snadno prostupné pro amfifilni slouCeniny, mezi néz patii nékteré 1éky (Bambeke, Balzi &
Tulkens, 2000). Bunky maji vice moznosti, jak se vypoiadat s cytotoxickymi latkami; jednou z nich
je redukce plazmatické koncentrace 1é¢iv jejich transportem z bunék pry¢ pomoci membranovych
proteind (Balzi & Goffeau, 1994). Tyto effluxni proteiny se nachazeji v mnoha typech bunék od
archebakterif pres prokaryota a kvasinky azZ po vyssi eukaryota a vétSina z nich rozeznava Siroké
spektrum nepiibuznych latek a mutize tak odstranovat mnoho farmakologicky neptibuznych 1éciv
(Bambeke, Balzi & Tulkens, 2000).

BéZnym mechanismem vzniku rezistence je zvySena exprese MDR pump, k niZ dochazi u
planktonickych bunék v odpovédi na pfitomnost antifungalnich latek. Naproti tomu u biofilmu se
zvySend exprese MDR pump objevuje nékolik hodin po kontaktu prvnich bunék s povrchem a
zUstava zvysend po celou dobu vyvoje biofilmu, at uZ jsou pritomny antifungalni latky nebo ne
(Kumamoto, 2002; Mateus, Crow & Ahearn, 2004). Proteiny udélujici kvasinkam rezistenci mohou
byt klasifikovany do dvou hlavnich skupin (Bambeke, Balzi & Tulkens, 2000):

- MFS (Major Facilitators Superfamily) je tiida sekundarné aktivnich transportérd, které

k exportu latek vétSinou vyuzivaji H+ antiport;

- ABC (ATP-Binding Cassette) je skupina vice nez 50 proteini vyskytujicich se od bakterii
po Clovéka, které sdili zakladni strukturu. Obsahuji konzervovanou kazetu vazajici ATP,
jehoZz hydrolyzou ziskavaji energii potifebnou k transportu cizorodych latek.

Buiiky v tekuté kulture, které maji mutované nékteré z gen pro MDR pumpy vykazuji vétsi
citlivost k antimykotickym pripravkiim ¢i jinym chemikaliim, zatimco biofilm tvoreny témito
mutanty si svou rezistenci zachovava, coz potvrzuje, Ze za rezistenci biofilmu neni zodpovédny

pouze jeden molekularni mechanismus (Douglas, 2003).

5.2.1 Saccharomyces cerevisiae
Mezi proteiny mnohocetné 1ékové rezistence u Saccharomyces cerevisiae patii naptiklad

Pdr5p (téZ Ydrlp) a Sng2p, které nalezi do skupiny ABC proteind. Ackoliv jsou tyto dva
transportéry strukturné podobné a vykazuji i podobnosti ve specifité, je mezi nimi nékolik
substratovych odliSnosti. Napt. Snq2p je zodpovédny za rezistenci k mutagenu 4-NQO8, Pdr5p za
rezistenci k cykloheximidu a mnoha dal$im neptibuznym 1ékiim. Oba prispivaji k rezistenci S.
cerevisiae k azolim (Hirata et al., 1994; Mahé, Lemoine & Kuchler, 1996; Van Bambeke, Balzi &
Tulkens, 2000).

8 4-nitrochinolin-1-oxid.
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Po aplikaci Nilské cerveni (NR)? na koloniové biofilmy S. cerevisiae Vachova et al. (2011)
pozorovali, Ze povrchova vrstva struktury se nebarvi. Vrstva neprijimajici barvivo byla nejsilnéjsi
u kolonif starych 24 - 36 hodin a postupné se zmenSovala, aZ zmizela dplné (Obr. 10). Nebarvici
se okrsky poté byly patrné pouze na koncich pseudohyf invadujicich do agaru. Po aplikaci NaNj3,
ktery inhibuje ATPazu se obarvila celd kolonie véetné povrchové vrstvy. CoZ znamenj, Ze i
v povrchové casti se nachazi lipidy, ale Nilska Cerven byla pii prvnim barveni pravdépodobné
odstranéna néjakym mechanismem, ktery vyzaduje funkéni ATPazu. Pridame-li k tomu fakt, Ze u
dvojitého mutanta pdr5snq2 bylo odstranovani barviva z bunky zcela blokovano, miizeme ¥ici, Ze
za odstranovani NR z povrchovych bunék koloniového biofilmu jsou v tomto pripadé zodpovédné
Pdr5p a Snq2p nalezici do skupiny ABC transportnich proteinti (Vachova etal.,, 2011). Podobného
efektu odstranovani NR lze dosahnout narusenim PDR1 genu, ktery kdduje transkripéni aktivator

MDR transportért Pdr5p a Snq2p (Balzi & Goffeau, 1994).

DB

c
100 um

ConA NR ConA/NR

Obr. 10: Vlevo pomoci barveni ConA (Concanavalin A) a NR je zietelna vrstva aktivné odstrarnujici NR. Vpravo je ilustrovan
vyvoj této vrstvy v Case. Pfevzato z Vachova et al., 2011.

5.2.2 Candida albicans
U C. albicans se na lékové rezistenci podili effluxni pumpy patrici jak do rodiny ABC

transportéri (Cdrlp a Cdr2p), tak i transportéry MFS (napi. Mdrlp) (Van Bambeke, Balzi &
Tulkens, 2000). Mutanti v téchto genech neméli narusenou schopnost vyvoje biofilmu, ale byli
vyrazneé citlivéjsi viici antimykotikiim oproti nemutovanym kmentim, a to piredevsim v brzkych
fazich vyvoje biofilmu (Mukherjee et al., 2003) Stejné jako u Saccharomyces cerevisiae jsou tedy
MDR pumpy zodpovédné za rezistenci zejména na zacatku vyvoje biofilmu (Blankenship &

Mitchell, 2006).

5.3 Persistentni bunky
Kromé MDR pump a extracelularni matrix ptispivaji k rezistenci biofilmu i persistentni butiky,

Vv

které vykazuji vyssi odolnost a jsou schopny prezit aplikace vysokych koncentraci antifungalnich

prostiedkili i béhem dlouhodobych terapii. Persisteri, ktefi byli pozorovani v biofilmu (nikoliv

% Barvivo vaZici se na lipidova granula a membréany (Greenspan and Fowler, 1985).
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v tekuté kulture) C. albicans, tvori jen malou ¢ast populace, priblizné 0,01 - 0,5 %. Presto je toto
mnozstvi dostacujici pro rozsireni do dalSich mist nebo vytvoreni nového biofilmu se subpopulaci
persistentnich bunék (LaFleur, Kumamoto & Lewis, 2006). Buiiky, u kterych je sniZena
metabolicka aktivita (pomalu rostouci buniky nebo buiiky ve stacionarni fazi) jsou obecné méné
citlivé k mnoha antimikrobidlnim latkdm. Podobné je tomu v piipadé persistentnich bunék, u
kterych byla pozorovana inhibice vétSiny hlavnich energetickych drah. Zaroven je u nich zvySena
exprese ,heat shock“ proteinti, které se podili na stresové odpovédi pri vystaveni bunék

nevhodnym (extrémnim) podminkam (Li et al, 2015).

6 Patogenita kvasinek

Lidské télo hosti mnoho mikroorganismi; jejich pocCet nékolikanasobné pievySuje pocet
bunék télu vlastnich. Nejvice se jich nachazi ve stirevé, kde je priblizné 1014 komensalnich bakterif
(Berg, 1996; Gill et al., 2006; Turnbaugh et al., 2007). Mezi dal$i mikrofléru patii kvasinky, které
tvoii <0,1 % mikrobiomu. VétSinu kvasinek tvori C. albicans, méné zastoupena je C. tropicalis a C.
glabrata (Barza et al., 1987). Ackoliv pocetné jsou kvasinky v mensiné, jejich bunécna velikost je
vice nez 10Kkrat vétsi oproti bakteriim (Czerucka, Piche & Rampal, 2007; Underhill & Iliev, 2014).
U zdravych jedinct je stievni (stejné jako napt. vaginalni nebo oralni) mikrofléra v rovnovaze diky
vzajemné kompetici zastupci kvasinek i bakterii. Je mnoho zpiisobt, jak tuto rovnovahu narusit.
Dojde-li naptiklad ke zvySeni hladiny gluk6zy nebo sniZeni pH, budou ve vyhodé kvasinky, které
tyto podminky lépe toleruji (kandidézy u diabetikl). Zndmym a castym prikladem je také
poskozeni bakterialni mikrobioty uzivanim antibiotik, coZ vede k uvolnéni mista pro C. albicans a
k jejimu premnozeni (Iliev et al, 2012; Mason et al.,, 2012; Akimoto-Gunther et al, 2016; Graf et
al,, 2019).

Na fakt, Ze snaduZivanim antibiotik a naruSovanim komenzalni mikrofléry se zvysuje
prevalence fungalnich infekci, upozornil jiz Kligman v roce 1952. Ten dosel k zavéru, Ze kandid6za
nasledujici antibiotickou terapii je zplisobena pfemnozenim mikroorganismd, které jsou na lé¢bu

antibiotiky rezistentni, at uz se jedna o kvasinky nebo bakterie (Kligman, 1952).

6.1 Patogenita kvasinky Candida albicans
Kvasinky jsou prirozenymi obyvateli savciho gastrointestinalniho traktu (GIT) (Iliev et al,,

2012), zastupci Candida albicans byli izolovani z GIT zdravych jedinc, kromé toho
asymptomaticky kolonizuji i moc¢opohlavni trakt, tista a kiizi (Lohse et al.,, 2018). Na rozdil od S.
cerevisiae ji ziidka nachazime v prostiedi, jako tireba v ptidé.

Kromé toho, Ze je Candida albicans béznym komenzalem, ma schopnost zplsobovat Sirokou

skalu onemocnéni v mnoha tkanich hostitele. Musi byt proto vysoce adaptovana k preziti na
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hostitelskych povrsich za riznych podminek a musi byt schopna na tyto ménici se podminky
reagovat. Zmény genové exprese jsou u C. albicans v dynamické rovnovaze s ménicim se
prostfedim (Natarajan et al., 2001; Enjalbert et al., 2003; Hube, 2004)

Nékteré moznosti zvratu od komenzala k patogenu byly zminény (uzivani antibiotik,
diabetes), mezi dalsi rizikové faktory patri pritomnost riiznych umélych povrchi v téle, z nichz
nejcastéji infikovany je centralni zilni katétr (Douglas, 2003). Jak bylo zminéno vySe, pfi¢inou
Casté tvorby biofilmt na umélych povrsich je absence imunitni odpovédi, ktera poskytuje ochranu
povrchiim télu vlastnim. Kvasinky, které se sem dostanou (z ktiZe, penetraci z GIT nebo i z rukou
lékarského persondlu) zde snaze vytvoii biofilm neZ v téle hostitele (Goldmann & Pier, 1993).

BéZna mista infekci spojenych s tvorbou biofilmu C. albicans jsou znazornéna niZe (Obr. 11).

Kontaktni Eocky
Infekce ucha

Zubni plak, moutnivka, protézy
Endotrachedlni trubice

Centralni Zilni katétr

Kardiostimulator

Kozni infekce Chlopenni nahrady

Plicni infekce
Stent
Periferni Zilni katétr

Infekce krevniho Fetiété

Infekce vaginy
KyEelni ndahrada

- Motowy katétr

Infekce rany

Ortopedicky implantat

Obr. 11: Lokality spojené s tvorbou biofilmu Candida albicans. Modre vyznaceny abiotické povrchy, ¢ervené vyznacené jsou
infekce souvisejici s pfirozenymi povrchy. Upraveno dle Gulati & Nobile, 2016.

Mezi nejcastéjsi kvasinkové infekce objevujici se na prirozenych povrsich téla jsou infekce
vaginy. Vétsina jich je zptsobena C. albicans (kolem 95 %), zbytek je pfevazné zplisoben dalSimi
kvasinkami rodu Candida (Akimoto-Gunther et al., 2016). Kvasinkova infekce vaginy se alespon

jednou za Zivot objevi u vétSiny zZen, nékdy jsou tyto infekce rekurentni (Sobel et al., 1993). Pri¢in
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rozvoje infekce je zde nékolik, ale jednou z nejcastéjsich je opét pouzivani antibiotik a poskozeni
prirozené mikrofléry, v tomto pripadé predevsim Lactobacillus spp., ktery chrani sliznici vaginy
pted kolonizaci jinymi mikroorganismy (Sobel, 1992; Graf et al., 2019).

Casté jsou téZ infekce tstni dutiny, které se stejné& jako vaginalni kandidéza vyskytuiji i u lehce
imunokompromitovanych osob. Vaznéjsi ptipady nastavaji pri penetraci C. albicans z povrchu
hloubéji do tkani, odkud se muiZe dostat do krevniho obéhu a nasledné v podstaté kamkoliv po téle
a zpisobit Zivot ohrozujici systémové infekce. Siroké spektrum infekeci je unikatni pro C. albicans
pravé diky jeji schopnosti GCinné se adaptovat a snést rtizné hladiny kysliku, CO,, Zivin, pH a
teploty (Calderone & Fonzi, 2001).

6.2 Saccharomyces cerevisiae jako patogen

Kvasinka S. cervisiae je ubikvitni; kromé pripadd vyuziti ¢lovékem se tato saprofyticka
kvasinka bézné vyskytuje napriklad v ptidé a na rostlinach (Sobel et al, 1993). Sporné je to
s kolonizaci lidského téla. Mnozi autoii, mezi nimi Murphy & Kavanagh (1999) a Martin et al.
(2017) povaZzuji S. cerevisiae za béznou soucast lidské intestinalni mikroflory, zatimco napftiklad
Enache-Angoulvant & Hennequin (2005) uvadéji, Ze neni zcela jasné, zda je tato kvasinka stalym
komenzalem nebo zda je pritomna pouze prechodné po jidle. Zrejmé vzhledem k jejimu Sirokému
vyuziti zminéném na zacatku, je spiSe povaZovana za nepatogenni organismus, avSak od konce
minulého stoleti postupné pribyva piipadd invazivnich onemocnéni, pti nichz byla izolovana
z krve pravé S. cerevisiae. Kromé systémovych infekci byly pozorovany i piipady endokarditidy,
pneumonie, vaginitidy atd. (Sobel et al., 1993; Riquelme et al., 2003); to vedlo k prefazeni ,pivni
kvasinky“ do skupiny oportunnich patogenti nizké virulence (Hoog, 1996).

Prvni pripad fungémie zptlisobené S. cerevisiae pochazi z roku 1970 a popisuje pacientku, které
byla voperovana uméla mitralni chlopen. Po zdkroku ji byla poddna antibiotika nejprve
profylakticky a poté pro dalsi nalezy a podezieni na bakterialni endokarditidu byla l1écena dalSimi
antibiotiky. Celkem byla pacientka lé¢ena velkymi davkami antibiotik po 12 tydni po operaci. Poté
meéla horecky a v nékolika hemokulturach byly pritomné kvasinky rodu Saccharomyces. Lécba
amfotericinem B po nékolik tydnt byla ispésna (Stein, Folkens & Hruska, 1970).

S. cerevisiae byla také identifikovana jako ptlivodce vaginitid. Sobel a kolektiv (1993)
v retrospektivni studii identifikovali 9 pacientek (z vice nez 2000 vySetfovanych Zen)10, u kterych
byla z pochvy izolovdna S. cerevisiae. VétSina pacientek vykazovala symptomy vaginitidy
zplsobené C. albicans, u dvou pacientek $lo zfejmé o bezpriznakovou kolonizaci. U vétSiny
pacientek byly odhaleny rizikové faktory, napt.1é¢ba azolovymi ATB, 1é¢cba vice ATB béhem kratké
doby nebo lokalni aplikace kortikosteroidd, které snizuji imunitni odpovéd organismu. Zadna

z pacientek neuzivala probiotika, ani nepracovala s kvasinkami. Sobel et al. (1993) predpokladaji,

10 Jednalo se o retrospektivni studii od roku 1985 na klinice v Michiganu.
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Ze priCinou vaginitid bylo poskozeni prirozené mikrobioty a imunosuprese a nasledny nartst
rezistentni S. cerevisiae. Podle Nyirjesy et al. (1995)!! mize byt piivodcem infekce S. cerevisiae
exogenni inokulace. Kmen izolovany z pochvy Zeny trpici vaginitidou byl identifikovan jako
identicky s kmenem, se kterym pracoval jeji muZ pii vyrobé pizzy. Z cehoz vyplyva, zZe i
domestikované kmeny maji potencial zplsobit infekci. Identitu kment izolovanych z mista

infekce s kmeny komercné dostupnymi k peceni potvrdil i Clemons et al. (1997).

U S. cerevisiae bylo identifikovano nékolik faktora virulence. Podle McCuskera et al. (1994) je
jednim z nich schopnost rdstu pii 42 °C, kterd umoziuje kvasince prezit zvySenou teplotu
vyvinutou v reakci na pritomnost infekce. Dalsim faktorem je podle Clemonse et al. (1994)
pseudohyfalni rist a invazivita, které nebyly pozorovany u neklinickych izolatd S. cerevisiae. Obé
tyto domnénky vyvratili Klingberg et al. (2008), kdyZz na klinickych izolatech prokazali, Ze riist pri
42 °C neni nutny pro persistenci v hostiteli. Také béhem experimentu prokazali podobnou
schopnost klinickych i neklinickych izolatd tvorit pseudohyfy a rlist invazivné. Z cehoz vyplyva, Ze
kmenu S. cerevisiae.

Vyhodou pro S. cerevisiae je jeji prirozend rezistence knékterym bézné pouzivanym
antimykotiktm. Citlivost k amfotericinu B je podobna jako u C. albicans, naproti tomu u nékterych
azoll (napf. itrakonazolu) byla MIC S. cerevisiae 10krat vétsi nez C. albicans (Sobel et al., 1993).

Infekce zpiisobené S. cerevisiae jsou vzacné, incidence fungémie zplisobené S. cerevisiae je
mezi 1% a 3,6 % dle dvou riiznych retrospektivnich studii (Taylor et al, 1994; Piarroux et al,
1999), u postiZeni pochvy je to 0,23 - 1,16 % kvasinkovych infekci (Echeverria-Irigoyen et al.,
2011). Mezi rizikové faktory patfi sniZena lokalni nebo celkova imunitni funkce, napriklad po
uzivani antibiotik, stari nebo onemocnéni AIDS (Aucott et al, 1990), i kdyZ jsou znamy i pripady
infekci i u lidi, kteli nevykazovali Zadny z rizikovych faktort.

DalSim prokazanym rizikovym faktorem je uzivani probiotik obsahujicich Saccharomyces
boulardii a to zejména p¥i soucasné zavedeném cévnim katétru (Enache-Angoulvant & Hennequin,

2005).

6.2.1 Probiotika — Saccharomyces boulardii
Probiotika jsou Zzijici mikroorganismy, které priznivé ovliviiuji hostitele a jeho zdravi

zlepSenim vlastnosti jeho prirozené stievni mikrofléry (Havenaar, 1992). Kromé bakterii se jako
probiotikum pouziva kvasinka Saccharomyces boulardii. Tato kvasinka je udajné schopna

v kombinaci s ATB snizit rekurenci Clostridium difficile (Mcfarland et al, 1994) a zaroven je

11 Studie na 750 Zenach s chronickymi vagindlnimi symptomy.
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Klinicky efektivni v prevenci prijma zptisobenych antibiotickou 1é¢bou (Surawicz et al., 1989). Je
proto vyuZzivana v mnoha zemich jako prevence i jako terapeutikum pii prijmu a dalSich
poruchach traviciho traktu (Czerucka, Piche & Rampal, 2007).

S. boulardii je termotolerantni a jeji teplotni optimum je 37 °C (pro S. cerevisiae je to 30 °C), tj.
fyziologicka teplota hostitele. Také je rezistentnéjsi k prostfedi zZaludku (Fietto et al, 2004) a
zaroveil je prirozené rezistentni k antibiotikiim, coz z ni déla vhodného kandidata na probiotické
pouziti. S. boulardii neni prirozenou soucasti autochtonni fléry, byla izolovana z lici.

Drive byly S. cerevisiae a S. boulardii povaZzovany za rozdilné mikroorganismy s metabolickymi
a molekuldarnimi rozdily (McFarland, 1996). Nyni je S. boulardii spiSe pokladana za subtyp S.
cerevisiae podle determinace délky urcitych mikrosatelity obsahujicich lokusti (Enache-

Angoulvant & Hennequin, 2005).

Je znamo nékolik pripadd invazivnich infekci zplisobenych S. cerevisiae asociovanych
s pouzivanim S. boulardii jako probiotika. Jednim z nich je pripad 60letého polymorbidniho muze,
kterému byla podavana Sirokospektra antibiotika a zaroven uzival probiotikum obsahujici S.
boulardii, prestoZe mél zaveden centralni zZilni katétr, jehoZ pritomnost je kontraindikaci pro
podani S. boulardii (Czerucka, Piche & Rampal, 2007). Po nékolika dnech se u néj rozvinula
fungémie, jejimz ptivodcem byla S. cerevisiae. Pomoci MALDI-TOF12 byla prokazana velice blizka
podobnost mezi izolatem S. cerevisiae z hemokultury a S. boulardii z probiotik v porovnani se
vzorky S. cerevisiae z trech jinych pripadd. Nasledujici 1é¢ba zahrnujici odstranéni centralniho

zilniho katétru a podavani flukonazolu byla tspésna (Martin et al., 2017).

7 Polymikrobialni biofilmy

Bakterialni i kvasinkové biofilmy vykazuji mnoho mechanismi rezistence. Ve skutec¢nosti ale
situace miiZze byt jesté slozitéjsi a to proto, Ze kromé jednodruhovych biofilmi se setkavame i
s biofilmy, které jsou sloZené z vice druhd mikroorganismua (Wolcott et al., 2013). Podle nékterych
autori tyto polymikrobialni biofilmy dokonce pievladaji, a to jak béhem zdravi, tak i béhem
nemoci (Stacy et al, 2016). Polymikrobidlni biofilmy mohou byt tvoreny komenzalnimi ci
patogennimi zastupci bakterii a eukaryotickych kvasinek, coz komplikuje jak diagnézu, tak i
naslednou terapii, ktera vyzaduje pouziti SirSiho spektra antimikrobialnich latek (Harriott &
Noverr, 2011). Interakce mezi druhy miZe zahrnovat jak kooperaci, tak inhibici (Harriott &

Noverr, 2009).

12 MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization — Time Of Flight). Hmotnostni spektrometrie je
zaloZena na rozdéleni nabitych ¢astic podle jejich molekulovych hmotnosti v elektrickém/magnetickém
poli (Havlis, 1999).
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7.1 Vzajemné interakce C. albicans a Staphylococcus aureus
PrestoZe je Staphylococcus aureus klinicky vyznamny patogen ¢asto spojeny se systémovymi

infekcemi ¢i infekcemi abiotickych povrchi (napf. permanentnich katétrii), sim na téchto
umélych povrsich biofilmy tak snadno netvori. Harriott & Noverr (2009) zjistili, Ze jeho adheze
na povrchy a tvorba biofilmu mizZe byt usnadnéna pritomnosti C. albicans. Bylo pozorovano, Ze
v takovém biofilmu jsou C. albicans i S. aureus rozprostieni v celém biofilmu (Obr. 12), piicemzZ S.
aureus tvorf mikrokolonie na hyfach C. albicans, které mu slouZi jako jakési leSeni. V tomto
polymikrobidlnim biofilmu je zvySena rezistence ,zlatého stafylokoka“ k vankomycinu ve

srovnani s infekci volnymi burikami (Harriott & Noverr, 2009).

Obr. 12: Polymikrobialni biofilm tvofeny C. albicans a S. aureus. Adheze bakterii
k hyfam C. albicans znazornénda pomoci fluorescen¢ni metody. Pfevzato
z Shirtliff et al., 2009

7.2 Vzajemné interakce C. albicans a Pseudomonas aeruginosa
Vzhledem k tomu, Ze Pseudomonas aeruginosa a C. albicans jsou bézné izolovany spole¢né

z mista infekce, predpokladala se jejich vzajemna interakce. Bylo prokazano, Ze se nejedna o
kooperaci (Shirtliff et al, 2009). In vitro bylo zjiSténo, Ze patogenni bakterie Pseudomonas
aeruginosa je schopna se pomoci pili pripojit na hyfy C. albicans a zpisobit jejich smrt. Naopak
témér nikdy neadheruje na kvasinkové buiiky C. albicans a ani neovliviiuje jejich Zivotaschopnost.
V experimentu bylo pozorovano, Ze P. aeruginosa tvoii biofilm pfednostné na hyfach C. albicans
nez na okolnim abiotickém povrchu (krycim sklicku). Biofilm C. albicans tedy ziejmé usnadnuje
tvorbu biofilmu P. aeruginosa. Mutant, ktery neprodukuje fosfolipazu C Stépici membranovy
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat, ma vyrazné sniZenou schopnost zabijet hyfy C. albicans (Hogan

&Kolter, 2002).
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8 Antimykotika

Ve srovnani s antibiotiky je antimykotickych pripravki méné kvili vét$i podobnosti
kvasinkové eukaryotické bunky s buiikami vy$Sich eukaryot. Hlavnim cilem antimykotik je
ergosterol, jakozto soucast plazmatické membrany hub, kterd se nenachazi u vyssich
eukaryotickych bunék. Jako antifungalni pripravky se pouzivaji bud’ polyeny, jejichZ zastupcem je
amfotericin B!3 produkovany fermentaci ptidni aktinomycety Streptomyces nodosus, nebo azoly
(Janoff et al., 1993). Azoly jsou syntetické 1éky, které nenalezneme v prirodé (Orozco et al., 1998).

Zatimco azoly inhibuji syntézu ergosterolu, amfotericin B se vaZe pfimo na ergosterol a
poskozuje jeho funkce, coz ma oboji za nasledek ztratu organizace plazmatické membrany
kvasinek, naruseni membranové permeability, poSkozeni enzymi a smrt bunky (Berg et al., 1986;
Gallis, Drew & Pickard, 1990). Antimykotickd lécba je celkem uspésna v likvidaci bunék
uvolilovanych z biofilmu, ale samotny biofilm mutze dlouho odolavat. Z tohoto dlivodu je pro

biofilmové infekce typicka jejich rekurence (Costerton et al., 1995).

13 Poprvé izolovan roku 1953.
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9 Zaveér

Za rezistenci kvasinkovych biofilmt zodpovida nékolik riiznych mechanismi, které se
navzajem dopliiuji. MDR pumpy, které jsou schopny sniZovat plazmatickou koncentraci
cizorodych latek, se podili na rezistenci zejména na zacatku vyvoje biofilmu, poté jejich aktivita
Klesa. U extracelularni matrix je tomu naopak, v priibéhu vyvoje biofilmu se zvysSuje jeji mnoZstvi
a u maturovanych biofilm1 je jeji role v rezistenci zasadni. DalSim mechanismem je snizena
citlivost metabolicky méné aktivnich persistentnich bunék a bunék ve stacionarni fazi.

Vzhledem k tomu, Ze je Candida albicans vyznamnym komenzalem a zarover i patogenem
Clovéka, jsou jeji biofilmy (vCetné téch polymikrobialnich) intenzivné zkoumané. Vyzkum
probiha i na biofilmech modelového organismu Saccharomyces cerevisiae a to i z diivodu
podobnosti nékterych procesi s C. albicans.

Biofilmy mohou tvorit jak mikroorganismy komenzalni, tak cizorodé. Komenzalové se stavaji
patogennimi v piipadech lokalniho nebo celkového utlumu imunitni odpovédi nebo mohou
tvorit biofilmy na abiotickych povrsich, kde chybi protektivni role slizni¢ni imunity.

Dals$im predispozi¢nim faktorem je naptiklad nedodrzeni aseptickych postupti pti zavadéni
katétrii a dalSich umélych téles do téla pacienta, kdy se spolu s nimi mohou do téla dostat
mikroorganismy z povrchu téla nebo dokonce z rukou 1ékai'ského personalu.
biofilmovych infekci je zatézi nejen pro zdravotnicky systém, ale predevsSim pro zdravi pacienta.
Paleta antifungalnich prostiedki se neustale rozsituje. Snahou je vyvinout takové latky, které by
mély co nejméné nezadoucich ucinki a zaroven byly co nejucinnéjsi v likvidaci bunék usazenych
v biofilmu. Z tohoto divodu je diilezité porozumét mechanismim, které za vznikem rezistence
stoji. Boj s biofilmem je naroc¢ny, proto by mél byt kladen velky diraz na preventivni opatieni,

ktera by jeho vzniku predchazela.
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