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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a Iékarskych véd

Kandidat: Dagmar Dolinska

Skolitel: PharmDr. Ondfej Jandourek, Ph.D.

Nazev prace: Pokrocilé metody testovani antimikrobni aktivity

Cil prace: Cilem prace bylo vteoretické ¢asti shrnout aktualni metody testovani
antimikrobnich sloucenin se zamérenim na antimykotika a v praktické casti vyhodnotit

antifungalni aktivitu u 47 testovanych latek pomoci mikrodilu¢ni bujénové metody.

Metody: Latky byly testovany kvantitativni mikrodilu¢ni bujénovou metodou na osmi
kmenech kvasinek a vldknitych hub. Jednalo se o kmeny Candida albicans, Candida krusei,
Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Absidia

corymbifera a Trichophyton interdigitale.

Vysledky: Nejvyssi antimykotickou aktivitu projevila [dtka Ac-0a, u které jsme
po 24hodinové inkubaci zaznamenali aktivitu proti vSem osmi kmenim. U tfi kmen( vsak jiz
nebyla schopnd zastavit rlst po 48hodinové inkubaci, jednalo se o kmeny Candida
parapsilosis, Aspergillus fumigatus a Aspergillus flavus. Dalsi vzorky, u kterych byla zjisténa
aktivita, byly CI-2, kde byla aktivita zaznamendna u kmen( Candida krusei, Aspergillus
fumigatus a Trichophyton interdigitale, ClI-3 u vSech kmen( kromé Aspergillus flavus a
Absidia corymbifera a posledni aktivni Cl-10 — zde se aktivita projevila u kmenl Candida
albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis a Trichophyton interdigitale. Ostatni latky
aktivitu neprojevily. Nejcitlivéjsi byl kmen Trichophyton interdigitale, naopak
nejrezistentnéjsi byly Aspergillus flavus a Absidia corymbifera.

Zavér: Aby mohly byt testované latky s prokazanym antimykotickym ucinkem (Cl-2,
Cl-3, CI-10, Ac-0a) vyuzity v klinické praxi, bylo by zapotrebi provést jesté radu dalSich testl

a klinickych studii.

Klicova slova: vlaknité houby, kvasinky, antimykotika, rezistence, minimalni inhibi¢ni

koncentrace
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ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences
Candidate: Dagmar Dolinska

Supervisor: PharmDr. Ondfej Jandourek, Ph.D.

Work title: Advanced methods for testing antimicrobial activity

Goal: The aim of the work in the theoretical part was to summarize methods of
antimicrobial screening focusing on antimycotics and in the practical part to evaluate the

antifungal activity of 47 tested substances using the microdilution broth method.

Methods: The substances were tested using quantitative microdilution broth method on
eight strains of yeast and fibrous fungi. These were Candida albicans, Candida krusei,
Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Absidia

corymbifera and Trichophyton interdigitale.

Results: The highest antimycotic activity was demonstrated by compound Ac-0a, where
we recorded after 24 hours of incubation activity against all eight strains. However, it was
not able to stop the growth of three strains after 48 hours of incubation, the strains
concerned were Candida parapsilosis, Aspergillus fumigatus and Aspergillus flavus. Other
samples which have shown activity were Cl-2, where activity was observed for Candida
krusei, Aspergillus fumigatus and Trichophyton interdigitale strains, Cl-3 for all strains
except Aspergillus flavus and Absidia corymbifera and the last active substance CI-10,
where the activity was recorded for Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis
and Trichophyton interdigitale strains. Other substances have shown no activity. The most
sensitive strain was Trichophyton interdigitale, on the other hand the most resilient strains

were Aspergillus flavus and Absidia corymbifera.

Conclusion: In order to tested substances with proven antimycotic effect (Cl-2,
Cl-3, CI-10, Ac-0a) to be used in clinical practice, further testing and clinical trials would be

needed.

Key words: fibrous fungi, yeast, antimycotic drugs, resistance, minimal inhibitory

concentrations
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1. UVOD

| pres velké pokroky ve vyvoji novych antifungalnich latek jsou mykotické
infekce zplisobené riznymi druhy kvasinek a vlaknitych hub velice ¢asté. Bézné infekce
vétsinou ¢lovéka na Zivoté neohroZuji, nicméné invazivni systémové mykotické infekce
mohou byt pro ¢lovéka velmi nebezpecné. Hlavni rizikovou skupinou jsou v tomto
pfipadé imunokompromitovani pacienti — napf. pacienti s HIV, AIDS, neutropenii
a jinymi onemocnénimi postihujicimi imunitu. ZvySenému riziku podléhaji také pacienti
s poruchami metabolismu, jako jsou napf. diabetes mellitus, Addisonova choroba,
hypotyredza apod. Mezi dalsi faktory pfispivajici k rozvoji mykotickych infekci patfi
transplantace, |é¢ba Sirokospektrymi antimykotiky, chemoterapie, imunosupresivni
Ié¢ba a spousta dalSich.

Predevsim kvlli Spatnému pouZivani antimykotik je vyznamnym problémem
také rozvoj rezistence. Ta mlze omezit mozZnosti terapie. Je proto vhodné provadét
testy citlivosti pfed nasazenim IéCby.

V poslednich letech doslo krapidnimu zvySeni vyskytu mykéz u vainé
nemocnych pacient(, coz vedlo k rozvoji oblasti vyvoje novych |éciv, ale také oblasti
testovani citlivosti. Nicméné vyvoj novych antimykotik a cesta ke koneénému
ucinnému a bezpecnému léku je dlouha. Je nutné, aby lécCiva prosla radou testu
a klinickych studii. Krozvoji a standardizaci metod dochazi také v oblasti testovani
citlivosti vici antimykotiklm, kterd dlouho zaostavala za vyvojem v oblasti testovani
citlivosti k antibiotiklim predevsim z dlvodu nizsi cetnosti mykotickych infekci.

(Mallatova a kol. 2011)



2. ZADANI - CiL PRACE

Cilem teoretické ¢asti bylo shrnuti metod testovani se zamérenim na mykotické
infekce. Cilem praktické ¢asti prace bylo stanovit antimykotickou aktivitu testovanych
latek syntetizovanych na Katedie farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové za pomoci kvantitativni
mikrodiluéni bujénové metody. Testovani jsme provadéli na osmi kmenech kvasinek
a vldknitych hub v laboratofi Katedry biologickych a lékarskych véd pod vedenim pani

laborantky Idy Dufkové.

e reSerse literatury,

e zvladnuti zakladnich mikrobiologickych technik v laboratofi,

e vypracovani pracovnich postupd,

e vlastni experimenty,

e zpracovani vysledka,

e vyhodnoceni vysledk(, jejich interpretace a diskuze s vyuzitim teoretickych

a praktickych znalosti dané problematiky.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Obecna charakteristika hub

Houby tvori samostatnou Fisi v systému organismuU nazyvajici se Fungi. Jedna se
o eukaryotické organismy, jsou to predevsim destruenti organické hmoty. Buriky hub
maji organely shodné s rostlinami kromé plastidd, charakteristickou bunécnou sténu,
vakuoly a produktem metabolismu a zasobni latkou je glykogen stejné jako u Zivocich.
Dalsi znaky spolecné s Zivocichy jsou lyzosomy, které obvykle chybi u rostlin,
a heterotrofni vyZiva, kdy zdrojem uhliku a zaroven energie jsou organické latky. Jen
u malé ¢asti se vyvinul paraziticky zplsob Zivota. (Obecna mykologie [online]; Votava
a kol. 2010, Buchta 1998)

Hlavnimi rozdily mezi burikami hub, bakterii a sav¢ich bunék je bunéénd sténa
z chitinu neobsahujici peptidoglykany. Bunééna sténa naopak obsahuje B-glukany
a misto cholesterolu se vni nachazi ergosterol. Pravé ergosterol je casto cilem
antimykotické |é€by. Nejrizikovéjsi skupinou, kterou postihuji mykotické infekce, jsou
pacienti s poskozenou imunitou. (Obecna mykologie [online]; Biologie [online])

Houby maji schopnost rozmnozovat se jak pohlavné, tak nepohlavné.
Nepohlavni rozmnoZovani je zejména u parazitickych hub, a to nékolikrat béhem
vegetacniho obdobi. Existuje nékolik forem nepohlavniho rozmnoZovani hub.
Nejjednodussim zplisobem je fragmentace, k niz dochazi u vldknitych hub — casti
vldken se oddéluji od mycelia a prorlstaji substratem. Moznosti je také prehradecné
déleni, kdy se materska burnka rozdéli na dvé dcefiné. Pro kvasinky je typickym
zpUsobem rozmnozovani puceni. Z matefské bunky vyroste burika dcefina, jadro
materské bunky se pritom rozdéli a jedno prejde do burnky dcefiné. Takto délici se
burika zahyne po nékolika délenich. Nejrozsifenéjsi zplsob je vsSak tvorba vytrus(
(nepohlavni spory tzv. mitospory). (Obecna mykologie [online]; Biologie [online])

Pohlavni rozmnoZovani se pak uskuteciuje zpravidla jednou roéné na podzim
a sestava ze tfi fazi. Prvni fazi je plazmogamie, kdy se dvé pohlavné rGzna haploidni
jadra dostdvaji do spoleéné cytoplasmy. V dalsi fazi tzv. karyogamii dochazi ke splynuti
obou jader vjedno, to ma v disledku dvojnasobny pocet chromozomd, je diploidni.

Treti faze meidéza znamena redukéni déleni, snizi se pocet chromozom( a opét se
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obnovi haploidni stav. Takto vznikaji tzv. meiospory. (Obecnda mykologie [online];
Biologie [online])

Faze rozmnozovani, pfi které houba tvofi pohlavni meiospory, je stadium
perfektni, stddium nepohlavnich mitospor pak nazyvame imperfektni. (Obecna

mykologie [online])

3.2 Charakteristika testovanych kmenu

3.2.1 Rod Candida

Mykoorganismy rodu Candida jsou jedny z nejc¢astéjsSich plavod( povrchovych
i systémovych mykoz na celém svété. Zname okolo 150 druhi kandid, ale jen nékteré
jsou lidskymi patogeny. Rod zahrnuje druhy saprofytické i potencidlné patogenni
zpUsobujici mykotickd onemocnéni u ¢lovéka i zvifat. Kandidy jsou bifazické, dimorfni
houby, coZ znamend, Ze se projevuji dvéma formami rlstu, a to bud kvasinkovou
formou rastu jako kulovité bunky (blastospory nebo chlamydospory), nebo vildknitou
formou jako tubularni bunky, které jsou nazyvany hyfy nebo pseudohyfy
a charakterizuji plisnovou, mycelidlni formu. Pigmentace obvykle chybi. (Zazula a kol.
2006; Bednar a kol. 1996; Klaban 2005; Haber 1995; Mycology Adelaide 2017 [online])

Kandidy zkvasuji cukry, ¢ehoZz se vyuziva k urcovani druhu. Kandidy mizZeme
také rozlisit podle jejich schopnosti utilizovat cukry a dusikaté latky, a to pomoci
tzv. auxanogram(. (Bednar a kol. 1996)

Dle klinické manifestace a rozsahu infekce lze kandidézy rozdélit do dvou
skupin. Prvni forma je lokalni (mukokutanni) bez invaze do tkani. Nej¢astéji se jednd
o kozni kandiddzu, orofaryngedini kandidézu, ezofagealni kandidézu a vulvovagindlni
kandidézu. Druhou formou je potom systémova kandidéza charakterizovana invazivni
jater, sleziny, oka a centralni nervové soustavy. (Zazula a kol. 2006)

Kandidy jsou nejcastéjsimi plivodci nosokomialnich infekci. Pravdépodobnost
nakazy zvysuji vék pacienta, imunodeficity a dlouhodobd neutropenie. Pri¢inou vzniku
kandidémie byvaji kontaminované vendzni katétry nebo infuzni roztoky, pfi operaci oéi
mohou vznikat endoftalmitidy, jejichz ¢astou pfi¢inou byvaji implantované materialy.

Jsou zaznamenany pfipady, kdy byly pfic¢inou infekce kontaminované napoje. Hlavnim
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pavodcem NN je C. albicans, ale objevuji se i ndakazy zpUsobené jinymi druhy kandid.

(Bednar a kol. 1996)

3.2.1.1 Candida albicans

Candida albicans je vibec nejcastéjsSim plivodcem kandiddzy. Kvasinkové buriky
nazyvame blastokonidie. V pfirodé se nachdzi hlavné v ptdé a zvirecich exkrementech.
U clovéka pak na kdzi, v astni dutiné, ve sputu, ve vaginalnich sekretech, v moci, stolici
a jinde. Jsou ovalné nebo kulaté, velikost je 3—5 mikrometrd. Blastokonidie vytvareji
pseudohyfy v podobé vétvenych fetizkl. Mohou tvofit také pravé hyfy, které jsou
sloZzené z vice bunék. (Bednar a kol. 1996; Klaban 2005)

Charakteristickou vlastnosti C. albicans je germinace — tvorba zarodecnych
klickG. Jedna se o vldkénka, kterd vyrustaji z blastokonidii, z nichz pak mohou vznikat
pravé hyfy. (Bednar a kol. 1996; Klaban 2005)

Kandidy jsou aerobni a rlistové malo narocné. Rostou dobfe na Sabouraudové
glukézovém agaru, na bakteriologickych pUddch i na krevnim agaru pfi teploté
27-37 °C, kolonie vyrostou za 24 az 48 hodin. C. albicans vytvari dva typy kolonii.
Z klinického materialu izolované kandidy vytvareji smetanové bilé, hladké, vypouklé,
mazlavé kolonie. (Bednar a kol. 1996; Greenwood a kol. 1999; Klaban 2005)

Kandiddza se vyskytuje prevainé jako nemoc sekundarni vznikajici u osob se
snizenou obranyschopnosti. Roste ale také vyskyt primarni formy u zdravych lidi
infikovanych virulentnimi kmeny C. albicans. (Bednar a kol. 1996)

Pri¢iny sekundarni kandidézy mohou byt jak vnéjsi, tak vnitini. Endogenni
priciny oslabuji pacienta a snizuji jeho obranyschopnost, jedna se napf. o maligni
tumory a jind celkova onemocnéni. DalSimi predispozi¢nimi faktory mohou byt
metabolickd onemocnéni (DM), nutriéni karence, vék a jiné. Dulezitou roli hraji
poruchy specifické i pfirozené imunity (neutropenie, defekty ve fagocytdze). (Bednar
a kol. 1996)

Primarni nakaza c¢asto souvisi slétebnymi nebo diagnostickymi zdasahy.
Kandiddza je ¢astou komplikaci |écby kortikoidy, imunosupresivy a cytostatiky, které
zhorsuji jiz oslabenou imunitu, dale Sirokospektrymi antibiotiky porusujicimi

pfirozenou mikrofléru sliznic. Kandidy se mohou do krevniho obéhu dostat i cévnimi
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katétry nebo kontaminovanymi infuzemi, pravé ty jsou ¢asto zdrojem nosokomialnich
nakaz. (Bednar a kol. 1996)

Leh¢i forma kandiddzy je superficidlni mykdza kize a sliznice. Je obvyklym
pGvodcem dermatomykdz a onychomykéz. Casto se také mizeme setkat s kandidézou
dutiny ustni (soor neboli moucnivka), jez je hlavni manifestaci kandidézy u nemocnych
s AIDS. U gravidnich Zen nebo pfi diabetu je pomérné ¢astd vulvovaginitida. (Bednar
a kol. 1996)

Nejzavaznéjsi formy jsou diseminované a organové kandiddzy. Krevni cestou se

houba dostava do plic, bronch(, gastrointestinadlniho traktu, ledvin a dalSich organg.

(Bednar a kol. 1996)

Candida albicans
Sabouraud agar

Obrazek 1: Kolonie Candida albicans kultivované na Sabouraudové glukosovém agaru

Zdroj: Candida albicans. In: Microbiologyinpictures [online]. Microbiologyinpictures. [citovano 18. 8. 2018].

Dostupné z: https://www.microbiologyinpictures.com/bacteria-photos/candida-albicans-photos/candida-albicans-

sabouraud.html

Obrdazek 2: Mikroskopicky vzhled Candida albicans, 400x

Zdroj: Candida albicans. In: Klinik Utama Gracia [online]. Klinik Utama Gracia. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z:

http://klinikjakartapusat.net/images/candida-albicans.jpg
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Obrdzek 3: Candida albicans — mikroskopicky pohled na zdrodecné klicky, 400x
Legenda: Zdrodecny klicek (germ tube) typicky pro Candida albicans vznikajici z materské buriky (yeast cell)

Zdroj: Candida albicans. In: Thunderhouse [online]. Fun with Microbiology. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z:

http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/search?q=candida+albicans

3.2.2 Non-albicans Candida

Druhy non-albicans zpUsobuji vétSinu vSech kandidémii. Obecné se vyskytuji
Castéji u pacientl snadorovym onemocnénim, zejména pri hematologickych
malignitach
a pfi transplantaci kostni dfené (40-70 %). Naopak méné Casté jsou mezi pacienty
jednotek intenzivni péce a chirurgie (35-55 %), u déti (1-35 %) nebo HIV pozitivnich
pacientl (0-33 %). Podil non-albicans druhd kandid se zvétSuje. Nejcasté&jSimi druhy

jsou C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei a C. glabrata. (Krcmery a kol. 2002)

3.2.2.1 Candida krusei

C. krusei je celosvétové rozsifena kvasinka. Je moziné ji izolovat z velkého
mnozstvi pfirodnich stanovist, jako jsou atmosféra, ovoce, odpadni vody, silaze, plda,
potraviny (mlééné, masné vyrobky, potraviny na bazi cukru a sirupu), dale z piva a vina.
V prirodé je Siroce distribuovand, je povaZovana za fakultativniho saprofyta
(organismus Zijici vétSinu Zivota jako parazit; nastane-li nedostatek Zivych hostiteld,
pfechazi na saprofyticky zplsob Zivota). Nachazi se také u kurat a rack(. VSeobecné je
vztah C. krusei a ¢lovéka povazovan za prechodné komenzalni. Z kandid prenasenych
oralné je patym nejvice dominantnim druhem zpUsobujicim infekce, pfed ni jsou C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis a C. parapsilosis. Pata nejcastéjsi pficina lidskych

mykotickych infekci na celém svété. Nejcastéjsi kombinaci kvasinek izolovanych
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z peroralnich vzorkd jsou kombinace C. albicans s jednou nebo vice z téchto kvasinek:
C. krusei, C. tropicalis a C. glabrata. Zavazny je jeji vyskyt u hematologickych pacientd,
kde muUze zpUsobit tézkou diseminovanou fungemii svysokou Umrtnosti.
(Samaranayake a kol. 1994)

Na rozdil od vétSiny kandid ma C. krusei elipsoidni az vdlcovity tvar s rozméry
2,2-5,6 x 4,3-15,2 um. Kolonie na Sabouraudové agaru jsou hladké a matné
s vroubkovanym nebo lalo¢natym okrajem, barva je bila az Seda. Jednd se o jediny
druh kandidy, ktery mGzZe rlst na agaru bez vitamin(. (Leading international fungal
education [online]; Miniatlas mikroorganismU [online]; Samaranayake a kol. 1994)

Candida krusei je potencidlni houbovy patogen rezistentni vUicéi vice
antifungalnim latkdm, a to predevsim diky své vnitfni flukonazolové rezistenci
kombinované se snizenou citlivosti na amfotericin B a flucytosin. Ziskand rezistence
byla zaznamenana u nékterych azolovych [éCiv jako je itrakonazol a vorikonazol.

C. krusei je citliva k echinokandinim se vzacnym vyskytem ziskané rezistence. (Leading

international fungal education [online]; Pfaller a kol. 2005)

Obrdzek 4: Kolonie Candida krusei kultivované na Sabouraudové glukosovém agaru

Zdroj: Candida krusei. In: Postgradualni medicina [online]. Postgradualni medicina. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné

z: http://img.mf.cz/317/064/1-54a.ipg

15


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pfaller%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077633
http://img.mf.cz/317/064/1-54a.jpg

Obrdzek 5: Mikroskopicky vzhled Candida krusei

Zdroj: Candida krusei. In: ResearchGate [online]. Research Gate. [citovdno 18. 8. 2018]. Dostupné z:

https://bit.ly/2BzJYs)

3.2.2.2 Candida parapsilosis

Candida parapsilosis je lidsky patogen, jehoZ vyskyt se v poslednich dvou
desetiletich dramaticky zvysil. Dnes je tato kandida jednou z hlavnich pficin invazivnich
kandidoz. Zpravy fikaji, Ze je dokonce druhym nejcastéji izolovanym druhem kandid
v nékterych evropskych, asijskych a jihoamerickych nemocnicich. Mezi jedince s vysSim
rizikem zdvazné infekce patfi novorozenci a pacienti na jednotkdch intenzivni péce. U
déti s nizkou porodni hmotnosti a téZzce nemocnych zplsobuje vice nez c¢tvrtinu ze
vSech invazivnich plisfovych infekci ve Velké Britanii a aZ tfetinu v Severni Americe.
Obecné je C. parapsilosis sice méné virulentni nez C. albicans, ale ma vynikajici
schopnost pfilnout k materidliim, vytvaret biofilmy a Sifit tak infekci prostfednictvim
kontaminovanych katétru a jinych zdravotnickych prostiedk(. (Trofa a kol. 2008)

Pfed rokem 2005 byla C. parapsilosis rozdélena do tfi skupin: C. parapsilosis,

C. orthopsilosis, C. metapsilosis. Nicméné C. parapsilosis je zodpovédna za 92 % infekci.

(Leading international fungal education [online]; Trofa a kol. 2008)
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Bunky maji ovalny, kulaty nebo vdlcovity tvar. Kolonie rostouci
na Sabouraudové agaru jsou bilé az krémové, povrch je leskly a hladky. (Leading
international fungal education [online]; Miniatlas mikroorganismu [online])

C. parapsilosis je druhou nejcastéjsi priinou invazivni kandidézy (fungémie),
zejména u pacientl se snizenou imunitou. (Trofa a kol. 2008)

MuzZe se také manifestovat jako endokarditida. Houbové endokarditidy
predstavuji 1,3 az 6 % vsech pripadl infekéni endokarditidy. Z toho druhy Candida
predstavuji 94,1 % pripadl, C. parapsilosis je spojena se 17 %, ¢imz se po C. albicans
fadi na druhé misto. Velmi ¢asto je parapsilézni endokarditida spojena s injekénim
uzZivanim drog. Dalsi vyznamné predispozi¢ni faktory jsou parenteralni vyZiva,
protetické ventily, abdominalni zakroky, imunosuprese, |écba Sirokospektrymi
antibiotiky a predchozi chlopriové onemocnéni. Rizikovy faktor je i fungémie,
poskozené tkané jsou tak totiz nachylnéjsi k infekci. (Trofa a kol. 2008)

U pacientl s renalnim onemocnénim predstavuje C. parapsilosis riziko vzplanuti
houbové peritonitidy. (Trofa a kol. 2008)

Dalsi mozné klinické manifestace C. parapsilosis jsou o¢ni infekce, usni mykdzy,
onychomykdzy, vulvovaginitidy a spiSe vyjimecné infekce mocového méchyre. (Trofa
a kol. 2008)

Candida parapsilosis (nikoliv vSak C. orthopsilosis ani C. metapsilosis) je méné
citlivd na kaspofungin a mikafungin. Zaznamenana byla znaéna ziskana rezistence
k azolovym antimykotikim jako je flukonazol a vorikonazol. Tyto latky je vhodné
pouzivat jen po pfedchozim laboratornim prlkazu citlivosti. Tvorba odolného biofilmu

prispiva k rozvoji multirezistence. (Leading international fungal education [online])

17



Obrdzek 6: Kolonie Candida parapsilosis kultivované na maltézovém agaru

Zdroj: Candida parapsilosis. In: BRC Microbe Division [online]. Japan Collection of Microorganism. [citovano 18. 8.

2018]. Dostupné z: http://www.jcm.riken.jp/cgi-bin/jcm/jcmimg_view?jcm=5941&fid=A
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Obrdzek 7: Mikroskopicky vzhled Candida parapsilosis, 400x

Zdroj: Candida parapsilosis. In: Viticulture & Enology [online]. Viticulture & Enology. [citovano 18. 8. 2018].
Dostupné z: https://bit.ly/20SzQNx

3.2.2.3 Candida tropicalis

Candida tropicalis je nej¢astéjsi celosvétoveé rozsifeny patogenni druh kvasinek
z druhQ non-albicans. Pfedstavuje asi 4 % ze vSech kvasinek ziskanych z morské vody,
morskych sediment(, bahennich ploch, stfev mofskych ryb, krevet a mofskych fas, coz
dokazuje jeji Sirokou distribuci v tropickém a subtropickém morském prostredi. Je
mozné ji také ziskat z rlznych druhU ovoce, z pady a stolice. U lidi se vyskytuje jako

vSeobecny komenzal v Ustech, travicim ustroji, plicich, vaginé a na pokoZce. (Leading
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international fungal education [online]; Kothavade a kol. 2010; Miniatlas
mikroorganismu [online])

VyznacCuje se kulovitymi bunfikami, mezi nimi se ale nachazi i cylindrické
a protdhnuté  bunky jako ¢lanky pseudomycelia. Rozméry bunék jsou
4,3-7,2 x 5,8-10,8 um. Kvasinka vytvari mékké, krémovité, hladké i zvrasnéné kolonie,
mnohdy radidlné pdasované. Kolonie jsou od ostatnich kandid téZzko odlisitelné,
nicméné C. tropicalis nevytvafi na rozdil od C. albicans chlamydospory. (Miniatlas
mikroorganismu [online]; Leading international fungal education [online])

Candida tropicalis je jednim ze tfi nej¢astéji izolovanych druhlG non-Candida
albicans (NCA). Pocet infekci zplUsobenych touto kvasinkou se stale zvySuje. Hlavnimi
dlvody jsou nadmérné pouzivani antifungalni |écby, vétsi pocet pacient(l s oslabenou
imunitou, dlouhodobé pouzivani katétr(, pouzivani Sirokospektrych antibiotik a dalsi.
(Kothavade a kol. 2010)

Ze studie profesora Kontoyiannise zroku 2001 vyplyva, Ze je C. tropicalis
vyznamnou pficinou fungémie predevsim u pacientl s hematologickymi malignitami
(hlavné leukémie) a u pacientll s neutropenii. Dale bylo zjiSténo, Ze ve srovnani
s C. albicans je C. tropicalis vice patogenni ve stfevé, a to predevsim u onkologickych
pacientld. Také morbidita a mortalita je vyssi. (Kothavade a kol. 2010; Kontoyiannis
a kol. 2001; Silva a kol. 2012)

Izolované kvasinky jsou obecné nachylné ke vSem antifungalnim Ilatkam.
Nicméné obecné rostouci pouzivani flukonazolu vede ke zvySenému riziku rezistence,
je proto vhodné provadét test citlivosti kmen(. Vzacné byly popsany ptipady rezistence
na echinokandin a amfotericin B. (Leading international fungal education [online];

Kothavade a kol. 2010)
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Obrdzek 8: Kolonie Candida tropicalis kultivovand na Sabouraudové glukosovém agaru
a chromogennim kandidovém agaru (Biolife)

Zdroj: Candida tropicalis. In: Microbiologyinpictures [online]. Microbiologyinpictures. [citovdno 18. 8. 2018].

Dostupné z: https://bit.ly/204uPWW

Obrdzek 9: Mikroskopicky vzhled Candida tropicalis

Zdroj: Candida tropicalis. In: Life-worldwide [online]. Leading international fungal education. [citovano 18. 8. 2018].

Dostupné z: http://www.life-worldwide.org/assets/uploads/images/Candida%20tropicalis.ipg
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3.2.3 Rod Aspergillus

Zastupci rodu Aspergillus jsou celosvétové rozsirené (hojnéji v subtropickych
a tropickych oblastech), vSudypfitomné a vzduchem Sifitelné saprofytické houby. Hraji
vyznamnou roli pfi recyklaci environmentalniho uhliku a dusiku. Lidé a zvifata
konstantné inhaluji nékolik stovek konidii této houby denné. Vyskytuji se témér vsude,
od travnich porostl aZ po vysokohorskd stanovisté, v plidé, vodé, ovzdusi a také
v kontaminovanych potravinach. Casto byva izolovan z burskych ofiskd a ceredlii. Rod
Aspergillus zahrnuje téméf 200 druhl, ztoho méné neZz dvacet muizZe zplsobovat
onemocnéni ¢lovéka. (Latgé 1999; Dagenais a kol. 2009; Miniatlas mikroorganisma
[online])

Houby kmene Aspergillus zpUsobuji Sirokou 3kalu lidskych onemocnéni
v zavislosti na imunitnim stavu hostitele. Primarnim lidskym patogenem 2z rodu
Aspergillus je A. fumigatus, dalSimi vyznamnymi lidskymi patogeny jsou A. flavus,

A. terreus, A. niger. (Latgé 1999; Dagenais a kol. 2009)

3.2.3.1 Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus je termofilni organismus schopny rlstu i pfi 55 °C,

pficemZ optimum pro jeho rist je okolo 40 °C. (Miniatlas mikroorganismG [online];
Latgé 1999)
Identifikace A. fumigatus je zaloZzena hlavné na morfologii konidii a konidioford.
Konidiofory jsou zhruba 200-400 pum dlouhé s hladkou stopkou. Méchyrek je
hruskovitého nebo kyjovitého tvaru o priméru 20-30 pum. Konidie maji zhruba
2,5-3,5 um v prliméru, jsou kulovité, jemné bradavi¢naté. U starSich konidioford byvaji
konidie slepeny do sloupcli. Pro houbu jsou typické modrozelené sametové kolonie.
(Miniatlas mikroorganismu [online]; Latgé 1999)

A. fumigatus produkuje mnoiZstvi mykotoxini, napf. fumitremorginy,
verruculogen a gliotoxin (imunosupresivni Gcinky). (Miniatlas mikroorganismU [online])

Infekce, tzv. aspergildzy, zplsobené touto houbou zasahuji zejména plice, ty
jsou také hlavnim vstupem houby do organismu. Nerespiracni infekce jako infekce
kGize, peritonea, ledvin ¢i kosti nejsou pfiliS obvyklé. Rizikovou skupinou jsou

predevsim imunodeficientni jedinci. Nejvice ohrozZeni jsou pacienti s hematologickymi
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malignitami, po transplantacich, s prodlouZenou terapii kortikosteroidy a geneticky
podminénou imunodeficienci. Mira Umrtnosti se pohybuje od 40 % do 90 % u vysoce
rizikovych pacientd. (Latgé 1999; Dagenais a kol. 2009)

Byla zaznamendana rezistence vici itrakonazolu. Podle studie vedené
Susan J. Howardovou z roku 2009 se vyskyt rezistence po roce 2008 vyrazné zvysil,
do roku 2004 byla zaznamenana s Cetnosti 1 %, po roce 2008 se pak jednalo o 8 %.
Zkrizend rezistence existuje mezi vorikonazolem a posakonazolem. Vzacna je pak

rezistence vici echinokandinlim. (Leading international fungal education [online];

Howard a kol. 2009)

Obrdzek 10: Kolonie Aspergillus fumigatus kultivované na CY-agaru

Zdroj: Aspergillus fumigatus. In: Fungi and Lichens of Great Britain and Ireland [online]. Fungi and Lichens of Great

Britain and Ireland. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z: http://fungi.myspecies.info/file-colorboxed/941
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Obrdzek 11: Mikroskopicky vzhled Aspergillus fumigatus, 400x

Zdroj: Aspergillus fumigatus. In: Thunderhouse [online]. Fun with Microbiology. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z:
https://bit.ly/2LpvKu7
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Obrdzek 12: Aspergillus fumigatus — popis konidioforu

Zdroj: Aspergillus fumigatus. In: Miniatlas Mikroorganismd [online]. Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze

[citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z: https://bit.ly/2NhSkXz

3.2.3.2 Aspergillus flavus

Aspergillus flavus tvofi rychle rostouci Zlutozelené az hnédé sametové kolonie
se zlatym cervenohnédym okrajem. Od jinych druhlG jej odliSuje spektrum
produkovanych sekundarnich metabolitl. (Leading international fungal education

[online], Hedayati a kol. 2009)
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Konidofory se vyznacuji bradavi¢natou stopkou a délkou 400-1000 pm. Zname
konidiofory uniseridtni, na jejichz méchyrku vyrista pouze jedna vrstva fialid a
biseriatni, kde je méchyrek pokryt vrstvou metul a vrstvou fialid. Méchyrek je kulovity,
o velikosti 25—45 um, asi ze tfi Ctvrtin je pokryt vrstvou metul a fialid. Konidie jsou
kulovité, jemné bradavicnaté, ve velikosti 3,5-5 um. (Leading international fungal
education [online])

Opét se jedna o termofilni organismus tentokrat s teplotnim optimem okolo
33 °C, rast je mozny aZ do teplot okolo 50 °C. (Leading international fungal education
[online])

A. flavus produkuje mykotoxiny nazyvané aflatoxiny. Nejvyznamnéjsi jsou
aflatoxin B1, B2, G1 a G2. Aflatoxiny jsou nebezpecné pro svoji akutni toxicitu,
karcinogenitu, mutagenitu a teratogenni vlastnosti. Poradi toxicity je
AFB1 > AFG1 > AFB2 > AFG2. Obzvlasté dllezity je pak aflatoxin B1, a to pro svou silnou
hepatokarcinogenitu. Za zminku stoji i produkce kyseliny cyklopiazonové, kterd muze
posSkozovat gastrointestindlni trakt, ledviny, jatra i dal$i organy. (Toxikon [online];
Hedayati a kol. 2009)

A. flavus je druhou nejcastéjsi pri¢inou aspergildzy po A. fumigatus. A. flavus
oproti A. fumigatus uvoliiuje spory vétsi velikosti, coZz podporuje jejich ukladani
v hornich cestach dychacich. (Hedayati a kol. 2009)

Stale Castéji se setkdvame se ziskanou rezistenci na amfotericin B. lzolaty jsou
vsak vétsinou citlivé k echinokandinlim a triazolovym antimykotik(im. Ackoliv i zde byly
zaznamendny pripady rezistence, procento téchto pripadl zatim zlstava nizké.

(Leading international fungal education [online])
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Obrazek 13: Kolonie Aspergillus flavus kultivované na CY-agaru

Zdroj: Aspergillus flavus. In: Fungi and Lichens of Great Britain and Ireland [online]. Fungi and Lichens of Great

Britain and Ireland. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z: http://fungi.myspecies.info/file-colorboxed/937

Obrdzek 14: Mikroskopicky vzhled Aspergillus flavus, 1000x

Zdroj: Aspergillus flavus. In: Thunderhouse [online]. Fun with Microbiology. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z:

https://bit.ly/2MxGQCS
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Obrdzek 15: Aspergillus flavus — popis konidioforu

Zdroj: Aspergillus flavus. In: Miniatlas Mikroorganismd [online]. Vysoka $kola chemicko-technologicka v Praze

[citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z: https://bit.ly/2wnXJoD

3.2.4 Rod Absidia

3.2.4.1 Absidia corymbifera

Absidia corymbifera je také znama pod nazvem Lichtheimia corymbifera. Jedna
se o celosvétové rozsifeny druh. Najit ji mizZzeme hlavné v pdé, kde rozklada zbytky
rostlin a potravin. (Leading international fungal education [online])

Kolonie rychle rostou, mohou dosahovat vysky az 1,5 cm. Nejdfive jsou bilé,
pozdéji Sedé. (Mycology Adelaide 2017 [online])

Vyvolava infekci zvanou mukormykdza (zygomykdza). Jednd se o oportunni
infekci s vysokou mirou mortality (az 80 %). Infekci jsou ohroZeni predevsim
imunosuprimovani pacienti s hematologickym onemocnénim a pacienti s diabetickou
ketoaciddzou. Infekce je prenasena zejména respiraéni cestou, pfip. kozni cestou
u traumatickych poranéni. (Paterson a kol. 2000; Leading international fungal
education [online])

Existuje hned nékolik forem mukormykdzy. Rhinocerebrdlni forma postihuje
predevsim diabetiky s acidozou, pulmonalni forma je pak nebezpecnd pro pacienty
s hematologickymi malignitami, po transplantaci kostni dfené a po dlouhodobé lé¢bé

kortikosteroidy. SpiSe vzacna je gastrointestindlni forma u nedonosSenych déti
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a podvyZivenych pacientl. (Paterson a kol. 2000; Leading international fungal
education [online])
Pliset md prirozenou rezistenci vici flukonazolu, ketokonazolu, vorikonazolu

a echinokandintm. Je citliva vi¢i amfotericinu B a posakonazolu. (Leading international

fungal education [online])

Obrazek 16: Kolonie Absidia corymbifera kultivované na Sabouraudové glukosovém

agaru

Zdroj: Absidia corymbifera. In: Thunderhouse [online]. Fun with Microbiology. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z:

http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2012/02/absidia-corymbifera-lichtheimia.html
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Obrazek 17: Mikroskopicky vzhled Absidia corymbifera, 400x

Zdroj: Absidia corymbifera. In: Thunderhouse [online]. Fun with Microbiology. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z:

https://bit.ly/2BWRN2i

3.2.5 Rod Trichophyton

Zastupce rodu Trichophyton tadime mezi dermatofyty. Jeho prirozenym

stanovistém je plida, ¢lovék a zvirata jako kocky, psi a krysy. Pravé podle prostredi, ve
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kterém se nachdazi, mlzZzeme rod rozdélit na antropofilni (T. rubrum, T. interdigitale,
T. tonsurans), zoofilni (T. verrucosum), geofilni (T. ajelloi, flavescens, gloriae)
a kosmopolitni druhy. (MSGERC Doctor Fungus [online]; Leading international fungal

education [online])

3.2.5.1 Trichophyton interdigitale

Trichophyton interdigitale je keratinofilni vlaknita houba. Spole¢né se zastupci
rod Epidermophyton a Microsporum zpuUsobuji infekce zvané dermatofytdzy.
T. interdigitale je druhou nejc¢astéjsi pfiCinou dermatofytdzy po T. rubrum. Hlavnim
mechanismem virulence tohoto druhu hub je schopnost napadnout keratinizované
tkané jako jsou vlasy, klize a nehty a ndsledné je rozkladat. Mimo jiné tak pfipravuji
vhodné prostredi pro jiné houby, které samy tuto schopnost nemaji. (MSGERC Doctor
Fungus [online]; Leading international fungal education [online]; Ziva [online])

Z hlediska epidemiologického nejvice dermatomykdzy zpulsobuji dermatofyty.
Dermatomykdzy zplGsobené nedermatofytickymi houbami tvofi v CR asi jen jednu
desetinu ze viech povrchovych mykdz. Vyskyt dermatofytéz v Ceské republice je okolo
30 %, u osob starSich 65 let je pak dokonce pres 60 %. Plvodci onemocnéni
se v regionech lisi, nicméné hlavné ve velkych méstech prevladaji infekce zplsobené
T. rubrum. V zemédélskych oblastech je druhové spektrum rozmanitéjsi. Jednoznacéné
nejvice ndkaz zplsobuji druhy antropofilni, nicméné ¢ast infekci maji na svédomi
i dermatofyty zoofilni a geofilni. Zoofilni dermatofyty se na ¢lovéka nejcastéji prenasi
z domdcich a hospodarskych zvifat, méné Casto je pak muzeme ziskat od zvifat volné
Zijicich. Hlavnim zdrojem nakazy jsou pes, kocka a hlodavci (morce, Cincila, kiecek).
Zoofilni dermatofyty u ¢lovéka zpUsobuji vyraznou zanétlivou reakci a |éze mivaji kulaty
tvar. (Ziva [online])

Trichophyton interdigitale tvofi obvykle ploché, bilé az krémové kolonie se
Zlutym pigmentem a povrchem praskového vzhledu. Spodni strana je oranzova az
Zlutd. (MSGERC Doctor Fungus [online]; Leading international fungal education
[online])

Morfologicky je pro rod Trichophyton typicky vyvoj makro- a mikrokonidii
s hladkymi sténami. Makrokonidie maji rozméry 4—8 x 8-50 um a zpravidla jsou neseny

bocné primo na hyfach nebo na kratkych pediklech. Makrokonidie u mnoha druh
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chybi nebo je jich malo. Mikrokonidie jsou sférického, hruskovitého nebo
nepravidelného tvaru srozméry 2-3 x 2—4 um. Prostfednictvim konidii je moino
rozlisit jednotlivé druhy hub. Pfitomnost mikrokonidii odliSuje rod Trichophyton
od rodu Epidermophyton. Hladka, pfisedla makrokonidie jej odliSuje mimo jiné od rodu
Microsporum. (Mycology Adelaide 2017 [online])

Trichophyton interdigitale je rezistentni v(ici pusobeni flukonazolu. Za optimalni
terapeuticky prostfedek je povazovan terbinafin. T. interdigitale je citlivy i vici dalSim
antimykotikim jako ketokonazol, klotrimazol, itrakonazol, naftifin a amorolfin.

(Leading international fungal education [online])

Obrazek 18: Kolonie Trichophyton interdigitale kultivované na Sabouradové

dextrosovém agaru

Zdroj: Trychophyton interdigitale. In: Semantic Scholar [online]. Semantic Scholar. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné
z: https://bit.ly/2LeEumE
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Obrazek 19: Mikroskopicky vzhled Trichophyton interdigitale, 400x
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Zdroj: Trichophyton interdigitale. In: Mycology Adelaide [online]. The University of Adelaide. [citovano 18. 8. 2018].

Dostupné z: https://mycology.adelaide.edu.au/images/trich-int-microl.jpg

3.3 Zakladni rozdéleni antimykotik

Antimykotika jsou latky specificky pUsobici na houbové organismy — kvasinky a
vldknité houby. Jejich plvod mUze byt mikrobialni i synteticky. Doposud bylo popsano
pfiblizné sto tisic druh( kvasinek a hub, z nich je pro ¢lovéka patogennich asi 300. Kvdli
tomu, Ze bunky hub jsou eukaryotni, zaostava vyznamné vyzkum antifungalnich
sloucenin za antibakterialnimi. VétSina antimykotik ma Siroké spektrum ucinku, ¢asto
zasahujici i nékteré bakterie. Kromé nize zminéného déleni dle struktury, mGzeme
antimykotika rozdélit také dle zplsobu aplikace na systémova a lokalni. (Dolezal a kol.

2006; Diamantova 2003)

3.3.1 Polyenova antimykotika

Polyenova antimykotika jsou produktem vldknitych hub rodu Streptomyces. Na
konci 50. let minulého stoleti byla uvedena do praxe jako vibec prvni systémova
antimykotika. Mechanismus Ucinku téchto latek spociva ve vazbé 26—40¢lenného
makrocyklického laktonového kruhu na ergosterol membrany. Vytvofi spolu komplex,
nasledné pak dochazi ke vzniku ,pdéru”, ¢imz je narusena bariérova funkce membrany
a dojde ke ztraté sacharidd, bilkovin, nukleotid(i a ionti. Makrocyklicky laktonovy kruh
je tvoren hydrofilnim polyhydroxylovym fetézcem a lipofilnim ,polyenovym*
uhlovodikovym fragmentem. Podle velikosti konjugovaného systému dvojnych vazeb
(chromofor) rozdélujeme skupinu na tetraeny (nystatin, natamycin), pentaeny,
hexaeny a heptaeny (amfotericin B). Hydrofilni ¢ast molekuly je tvorena glykosidicky
navazanym aminocukrem (mykosamin), dale obsahuje volnou karboxylovou skupinu.
Pfesto jsou tato antimykotika témér nerozpustna ve vodé. (Dolezal a kol. 2006; Buchta
a kol. 1998)
zastupce patogennich hub, dale také nékteré prvoky (Naegleria, Leishmania).
Po peroralnim podani se nevstiebavaji a po parenteralnim jsou znaéné toxicka. Mohou
zplisobovat alergie, anémie a v neposledni fadé poruchy funkce jater a ledvin. Radime

sem nystatin, natamycin, amfotericin B. (DoleZal a kol. 2006; Buchta a kol. 1998)
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Amfotericin B se jako jediny z polyenl pouZiva jako systémové antimykotikum.
Dodnes se jednd o tzv. zlaty standard u Zivot ohroZujicich mykdéz — aspergildzy,
mukormykodzy, kryptokokdézy a endemické mykdzy. PouZivda se casto jako uvod
do terapie jesté pred vysledky kultivacnich testl. DalSi moZnost pouziti je jako
profylaxe u pacientl s narusenym imunitnim systémem (neutropenie, imunosuprese).
(Dolezal a kol. 2006; Buchta a kol. 1998)

Hlavni nevyhodou intravendzni formy amfotericinu B je pomérné vysoka
toxicita. Jednak s infuzi spojené projevy akutni toxicity — horecka, zimnice, spasmy,
hypotenze, ale predevsim toxicita chronickd v podobé rizika poskozeni ledvin
¢i anémie. Nezadoucim ucinkiim se lze vyhnout pouZitim Iékovych forem amfotericinu
B na lipidovém nosici v podobé liposomalniho amfotericinu B, lipidového komplexu,
nebo koloidni disperze. Nicméné problémem tohoto feSeni jsou vysoké naklady
na lécbu. (Rozsypal 2008; Dolezal a kol. 2006)

Nystatin (produkt kmene Streptomyces noursei) a natamycin (produkt
aktinomycety Streptomyces natalensis) se pouzivaji topicky. Nystatin nachazi uplatnéni
predevsim v terapii povrchové slizni¢ni a kozni kandiddzy, vaginalni kandidové infekce,
stfevni a Ustni kandiddzy (soor). Natamycin se pak pouziva pfi lé¢bé keratomykdz,

zanétu vnéjsiho zvukovodu a angularni cheilitidy. (Dolezal a kol. 2006)

Obrazek 20: Amfotericin B

Zdroj: Amfotericin B. In: Drugs [online]. Micromedex. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z: https://bit.ly/2MuMkle

3.3.2 Azolova antimykotika

Azolovd antimykotika jsou syntetické derivaty s Sirokym fungistatickym

spektrem Ucinku. Jednotlivé Iatky maji podobny farmakologicky profil a ¢asto i
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podobny terapeuticky efekt. Podle poctu atomd dusiku v heterocyklu je délime na
imidazoly (dva dusiky) a triazoly (tfi dusiky). Nové;si triazoly maji vyssi stupen specifity,
Sirsi spektrum, vyssi potenci a méné nezadoucich ucink(. Mechanismus Ucinku spociva
v zablokovdni demethylace lanosterolu na ergosterol inhibici mykotického P450
enzymu 14-a-demethylasy. Diky tomu se snizi tvorba ergosterolu a narusi se funkce
membran, coz vede k zastavé ridstu bunék. (Buchta a kol. 2008, Horak 2011, Lincova
a kol. 2007)

Spektrum ucinku je velmi Siroké a zahrnuje: plisné — Aspergillus sp.;
kvasinky — Candida sp., Cryptococcus neoformans, Mallasezia; dimorfni
houby — Histoplasma, Blastomyces;, dermatofyty — Epidermophyton, Microsporum,
Trichophyton. Ddle je lze pouzit na Plasmodium falciparum, Leishmania spp.,
Trypanosoma cruzii a byla zjisténa iucinnost na nékteré grampozitivni bakterie
a enterokoky. (Buchta a kol. 2008, Horak 2011, Lincova a kol. 2007)

Azoly se pouzivaji lokdlné i systémové. VSechny imidazoly (klotrimazol,
bifonazol, mikonazol, ekonazol) kromé ketokonazolu se pouzivaji lokalné. Triazolové
derivaty (itrakonazol, flukonazol, vorikonazol, posakonazol, terkonazol) se s vyjimkou

terkonazolu aplikuji systémové — peroralné nebo intravendzné. (Rozsypal 2008)

S uzivanim azolovych antimykotik jsou spojeny i nékteré neZzadouci ucinky.
Obecné sejednd o hepatotoxicitu a teratogenitu, dale byl u ketokonazolu
pfi dlouhodobém uZivani zaznamenan antiandrogenni efekt a zné&j plynouci
gynekomastie, snizené libido, impotence a poruchy menstruace. Itrakonazol prodluzuje
QT interval a mlzZe tak pfi kombinaci s léky s obdobnym ucinkem zpUsobit az srdecni
selhani. U vorikonazolu mize dojit k porucham zraku. Itrakonazol a flukonazol jsou
inhibitory cytochromu P450, s ¢éimZ je nutno pocitat pfi terapii polymorbidnich

pacientd. (Rozsypal 2008)
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Obrdazek 21: Klotrimazol

Zdroj: Klotrimazol. In: Wikipedia [online]. Wikipedia. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z: https://bit.ly/2PAKfhZ

Obrazek 22: Itrakonazol

Zdroj: Itrakonazol. In: Wikipedia [online]. Wikipedia. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z: https://bit.ly/2P406rk

3.3.3 Echinokandiny

Echinokandiny jsou nejnovéjsi skupinou antimykotik. Vyznacuji se Sirokym
spektrem ucinku a dobrou toleranci. Dnes mame k dispozici tfi latky — kaspofungin,
anidulafungin a mikafungin, které jsou ziskdvany semisynteticky z produktQ
fermentace mikroskopickych hub Glarea lozoyensis (kaspofungin), Coleophama
empedri (mikafungin) a Aspergillus nidulans (anidulafungin). (Haber a kol. 1995;

Rozsypal 2008)

Jednd se o lipoproteiny s velkou molekulovou hmotnosti liSici se od sebe
strukturou postranniho fetézce, a pravé ta je stéZejni pro jejich antifungalni aktivitu
(tvofi interkalacni vazby sfosfolipidovou dvojvrstvou bunééné membrany).
Po chemické strance mluvime o cyklickych hexapeptidech s N-acyl lipidovym
postrannim fetézcem. Mechanismus uclinku vychazi ze zablokovani B-1,3-D-glukan

syntasy (kédované FKS genem), coz vede k inhibici syntézy bunécné stény, naruseni jeji
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funkce a ke smrti buriky. U&inek je u kandid fungicidni, u plisni fungistaticky. (Haber
a kol. 1995; Rozsypal 2008)

Spektrum ucinku je Siroké. Patfi do néj kandidy véetné kandid rezistentnich
natriazoly, aspergily, cystickd forma Pneumocystis  jiroveci, nejsou ale
ucinné proti Cryptococcus neoformans a zygomycetdm, které neobsahuji zasadni
B-1,3-D-glukan. Echinokandiny jsou schopné zabrdnit tvorbé biofilmu (tvofen zpravidla
Candida albicans a Candida parapsilosis), ¢imz jsou schopny zabranit kolonizaci
zavedenych katétr(, chlopni a jinych umélych povrchi. (Haber a kol. 1995)

Kvali velké molekularni hmotnosti jsou echinokandiny podavany intravendzné.
Maji dlouhy biologicky polocas, ktery umoznuje jejich podani jednou denné. (Haber
a kol. 1995)

Z pohledu terapeutického vyuziti se jednda o antimykotika druhé rady, coz
v praxi znamend jejich podani az pfi selhdni predchozi |é¢by nebo intoleranci
amfotericinu B ¢i azolU. Indikaci jsou invazivni kandiddza, kandidémie, profylaxe
kandidovych infekci (pfi transplantaci kostni diené), invazivni aspergiléza. Vyhodou
je nizky vyskyt nezadoucich ucinkl. (Haber a kol. 1995)
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Obrazek 23: Kaspofungin
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Zdroj: Kaspofungin. In: Wikipedia [online]. Wikipedia. [citovdno 18. 8. 2018]. Dostupné z: https://bit.ly/2MvLAsv

3.3.4 Allylaminy

Jedna se o syntetické latky, skupina zahrnuje terbinafin a naftifin. Mechanismus

ucinku vychazi z naruseni syntézy ergosterolu, a to v drivéjsi fazi neZ je tomu u azold.
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Dochazi kinhibici skvalenepoxidasy a akumulaci skvalenu, snizi se produkce
ergosterolu — to ma za nasledek toxicky ucinek na mykotické bunky. (Rozsypal 2008;
Buchta a kol. 1998)

Allylaminy plsobi fungicidné na dermatofyty — Trichophyton sp.,
Epidermophyton floccosum, Microsporum. Fungistaticky pak plsobi na kvasinky —
Candida sp., Malassezia sp. NeZzadouci ucinky se projevi jen u malého mnoiZstvi
nebo ztrdté chuti. Vzacné jsou hepatalni léze, trombocytopenie, granulocytopenie.
(Rozsypal 2008, Buchta a kol. 1998)

Terbinafin je pouzivan v systémové lécbé onychomykdz. Topicky se pouzivaji

oba preparaty zejména k 1é¢bé tinea pedis a onychomykdz. (Hendrychova a kol. 2011)

Obrazek 24: Terbinafin

Zdroj: Terbinafin. In: Wikipedia [online]. Wikipedia. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z: https://bit.ly/2BEsR99

3.3.5 Antimetabolity

Mezi antimetabolity tradime fluorovany pyrimidinovy derivat flucytosin.
Flucytosin byl plvodné vyvinut jako antineoplastikum. Jeho ucinnd forma je 5-
flurouracil, ten vznika konverzi flucytosinu v houbové burice a plisobi jako falesna baze
pfi vystavbé nefunkéni nukleové kyseliny. Flucytosin plsobi fungistaticky. (Rozsypal
2008, Dolezal a kol. 2006)

Ma uzké spektrum acinku zasahujici predevsim kandidy a kryptokoky, ¢aste¢né
pUsobi i na aspergily a nékteré plavodce subkutannich mykdz. Problémem je snadny
vyvoj rezistence, proto je kontraindikovan v monoterapii. Pouzivd se v kombinaci

s amfotericinem B nebo triazoly. (Rozsypal 2008, Dolezal a kol. 2006)
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Vyhodou flucytosinu je dobra absorpce po perordlnim podani a dobra
distribuce do tkani. Pouziva se klécbé systémovych mykdz v kombinacich s dalSimi
antimykotiky. Existuje zde synergismus s amfotericinem B a azoly. Aktualné neni

v Ceské republice registrovan. (Rozsypal 2008; Buchta a kol. 2008)

Obrazek 25: Flucytosin

Zdroj: Flucytosin. In: Wikipedia [online]. Wikipedia. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z: https://bit.ly/20ZpU4N

3.3.6 Ostatni antimykotika

Obecné sem mlzZeme zaradit tolnaftat, tolciklat, amorolfin, ciklopirox. (Buchta a
kol. 2008)

Tolnaftat a tolciklat fadime k thiokarbamatovym derivatim. Jedna se o léky
dermatofytlim, nicméné nedosahuji |éebného efektu azolovych antimykotik.
Predstavuji vSak levnou variantu zejména u nekomplikovanych t. pedis. Mlizieme
je najit ve sprejich k ochrané nohou a obuvi. (Buchta a kol. 2008; Dolezal a kol. 2006)

Derivat N-hydroxypyridonu, ciklopirox, je latka s pomérné Sirokym spektrem
ucinku. Mechanismus ucinku spociva v zablokovani proteosyntézy, ¢&imz méni
permeabilitu membrdny a narusSuje transport bilkovin do bunky. Ma Uucinek
i na nékteré grampozitivni bakterie, proto je vhodny zejména u chorob se smisenou
etiologii. (Buchta a kol. 2008; Dolezal a kol. 2006)

Morfolinovy derivat amorolfin je Sirokospektré chemoterapeutikum pUlsobici
fungistatickym Ucinkem. Ten je vtomto pfipadé zaloZzen na naruSeni biosyntézy
ergosterolu. Spektrum antimykotického ucinku je tvoreno dermatofyty, kvasinkami,
dimorfnimi houbami, z bakterii jsou to aktinomycety. Pouziva se predevsim k lécbé
onychomykéz, vhodné jsou také kombinace se systémovymi antimykotiky. (Buchta

a kol. 2008; Dolezal a kol. 2006)
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3.3.7 Nespecificka antimykotika

Tyto latky nezasahuji na konkrétnim misté metabolismu hub, ale maji obecné
fungistaticky ucinek. NejcastéjSim mechanismem Ucinku je denaturace bilkovin. Jednd
se 0 kyselinu undecylenovou v indikaci koZnich mykdz, jod-povidon klécbé plisni,
tetraboritan sodny pusobici proti vaginalnim kandidézam, benzydamin na zanéty
dutiny ustni, pti ordlni infekci C. albicans chlorhexidin, u slizni¢nich kandidéz potom

borax-glycerin nebo gencianova violet. (Hendrychova a kol. 2011)

3.3.8 Antimykotika v preklinickém a klinickém vyzkumu

Polyoxiny a nikkomyciny jsou pfibuzné latky typu peptidovych nukleosidd. Jsou
produktem rodu Streptomycetes. Mechanismem ucinku je kompetitivni inhibice
isoenzymu chitinsynthasy. Polyoxiny jsou cyklické dipeptidy nebo tripeptidy,

nikkomyciny jsou necyklické peptidové nukleosidy. Nadéjnou latkou pro zavedeni

do praxe je nikkomycin Z. (Dolezal 2002.; Dolezal a kol. 2006)
O

Obrazek 26: Nikkomycin Z

Zdroj: Nikkomycin Z. In: Sigma-Aldrich [online]. Sigma-Aldrich. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z:
https://bit.ly/20VVPmMC

Sordariny jsou latky izolované zkmene Sordaria araneosa. Z chemického
hlediska se jednd o tetracyklicky diterpenicky aglykon sordaricin, jednotlivé latky se od
sebe lisi slozenim sacharidové ¢asti molekuly. Mechanismus ucinku spociva v inhibici
translace u hub. Maji vysokou fungicidni aktivitu proti dimorfnim endemickym
patogenum, predevsim Histoplasma capsulatum. (Dolezal 2002.; Dolezal a kol. 2006)

Nevyhodou echinokandinl je mozZné snizeni citlivosti k nim zplsobené mutaci
ve dvou specifickych oblastech FKS gen(i znamych jako ,hot spots” (HS) 1 a 2. Dochazi

tak k alteraci v afinité k 1,3-B-glukan syntase. Uzivani také omezuje nutnost denniho

37


https://bit.ly/2OVVPmC

intravendzniho podani. Jistou nadéji zde predstavuje latka enfumifungin objevena
spole¢nosti Merck. Podobné jako echinokandiny je inhibitorem 1,3-B-glukan syntasy
(GS) bunécné stény, nicméné strukturou se obé latky lisi. Jedna se o triterpenicky
glykosid izolovany pfi fermentaci Hormonema sp. s potencidlni aktivitou vici rodu
Candida spp. a Aspergillus spp. Jeho polysynteticky peroralné dostupny derivat
MK-3118 se nyni nachazi ve treti fazi klinického testovani. U¢innost MK-3118 vigi
kmenum s rezistenci na echinokandiny zprostifedkovanou mutaci FKS gen( (pfedevsim
kmeny Candida albicans a Candida glabrata) mimo jiné potvrzuje i studie Cristiny
Jiménez-Ortigosy publikovand v roce 2013 v New Jersey. (Jiménez-Ortigosa a kol. 2014,
Roemer a kol. 2014; Clinical Trials 2018 [online])

S moznym feSenim problému kaZzdodenniho injekéniho podani echinokandin(
prisla spoleénost Cidara Therapeutics (USA), kterd vyvinula echinokandin CD101
(biafungin, dfive SP3025) se strukturdlni modifikaci poskytujici poloc¢as rozpadu
presahujici 80 hodin. To umoziiuje méné casté intravendzni podani, napf. jen jednou
tydné. Studie in vitro prokazaly silnou aktivitu proti Candida spp. a Aspergillus spp.
s nizkou Cetnosti mutace v FKS1 a FKS2 ve srovnani napf. s kaspofunginem. Latka
se prozatim dostala do faze Il klinickych studii ucéinnosti proti invazivni kandidéze.
(Wiederhold 2017; Clinical Trials 2018 [online])

Dalsi inhibitor 1,3-B-glukan syntasy, ktery je v soucasné dobé vyvinut pro ordlni
a intravendzni podani, je SCY-078. Mechanismus plsobeni SCY-078 je stejny jako
u echinokandini a CD101, nicméné strukturné jsou tyto slouceniny odlisné. Latka
se absorbuje ztraviciho traktu, poskytuje tedy vyhodu peroralniho podavani. Byla
prokazana in vitro aktivita proti rlznym druhlim Candida spp., véetné nékterych izolatt
s mutacemi v genu FKS1 a FKS2, stejné jako proti izolatlim rezistentnim na flukonazol.
| tato latka ma za sebou druhou fazi klinického testovani u invazivni kandidézy a také
druhou fazi klinickych studii zaméfenou na zhodnoceni bezpecénosti, snasenlivosti,
ucinnosti a farmakokinetiky SCY-078 ve srovnani s flukonazolem u kandiddzni
vulvovaginitidy. (Wiederhold, 2017; Clinical Trials 2018 [online])

Dalsimi identifikovanymi inhibitory GS jsou piperazin-pyridazinové derivaty
SCH A-D. Zde za zminku stoji SCH C, u néj byla in vitro prokdzédna ucinnost proti

Candida spp. i Aspergillus spp., stejné tak byla zaznamendna aktivita proti Cryptococcus

38



spp. a dermatofytlim. Také u SCH B bylo na infekénim modelu Candida glabrata u mysi
dosazeno ucinnosti. (Walker a kol. 2011; Roemer a kol. 2014)

Mezi nadéjné latky pro terapii patfi také inhibitory biosyntézy
glykosylfosfatidylinositolu (GPI) nezbytného pro stavbu bunécné stény a udrieni
homeostazy burky. Proteiny zakotvené v GPI umoziuji mikroorganismim pfilnout
k povrchu mukdzy a epitelu hostitele. Prvni inhibitory biosyntézy GPI byly objeveny
laboratoti Tsukuba, postupnou optimalizaci molekuly byla ziskana latka E1210 na bazi
pyridin-2-aminu. U E1210 byla prokdzana aktivita proti Candida spp., Aspergillus spp.
a plisnim Fusarium a Scedosporium. V roce 2012 byla identifikovana dalsi struktura
s aktivitou proti GPI — fenoxyacetanilid. (Roemer a kol. 2014; Tsukahara a kol. 2003)

Dalsi latkou inhibujici inositol acyltransferdzu a tim zabrafujici dozravani
proteind zakotvenych v GPI, tudiz adhezi houby k hostiteli, je AX001 vyvinutd Amplyx
Pharmaceuticals (USA). U¢innost in vitro byla hlaSena proti irokému spektru hub,
véetné kvasinek (tj. druhl Candida) a plisni (tj. druhG Aspergillus, Fusarium
a Scedosporium). (Wiederhold 2017; Chaffin a kol. 2008)

Dalsi tfidou molekul cilicich na bunéfnou sténu jsou inhibitory syntézy
B-1,6-glukanu. GPI spojené proteiny bunécné stény byvaji zesitovany pravé pres
B-1,6-glukan. Zde muiZieme zminit ldtku D75-4590, kde je zdkladem struktury
pyridobenzimidazol. Spektrum neni tak Siroké jako u E1210, v podstaté je omezeno
pouze na Candida spp. (Roemer a kol. 2014; Brase a kol. 2013; Jiang a kol. 2008)

Strukturou isoxazolidinu se vyznacuje skupina parnafungin(. Tyto pfirodni latky
inhibuji poly(A)polymerasu a tim i syntézu mRNA. Parnafunginy se vyznacuji
Sirokospektralni aktivitou proti vSem klinicky relevantnim druhlim Candida spp. (véetné
izolatll rezistentnich na azoly a echinokandiny), plsobi také proti Aspergillus spp. Velmi
dllezita je terapeutickd ucinnost u modelu mysi nakazené kandidézou, a to bez
jakychkoliv projevl cytotoxicity. (Roemer a kol. 2014; Bradse a kol. 2013; Jiang a kol.
2008)

AN 2690 je clenem nové tridy Sirokospektrych antifungalnich latek
benzoxaboroly, které ve své strukture obsahuji neobvykly prvek — atom béru. Jedna
se o latku inhibujici aminoacyl-tRNA syntetasy (AARSs). AARSs hraji kliCovou ulohu pfi
prekladu genetického kdédu katalyzovanim pripojeni spravné aminokyseliny k jeji

pfibuzné tRNA. Aminoacylacni reakce probihd ve dvou krocich: tvorbou enzymu
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vazaného k aminoacyladenylatu, naslednym prenosem této aktivované aminokyseliny

na 2'- nebo 3'-hydroxyskupinu na 3'-koncovém adenosinu tRNA. Pfesnost
aminoalkylaéni reakce tRNA je rozhodujici pro zajisténi vérnosti genetického kédu.
Pro dosaZzeni této presnosti ma mnoho enzymi AARS mechanismus opravy, ktery
hydrolyzuje tRNA aminoacylované nespravnou aminokyselinou. Leucyl-tRNA syntetasa
(LeuRS) je korektura AARS, kterd ma odliSnd synteticka (aminoacyla¢ni) a opravna
aktivni mista. AN2690 inhibuje LeuRS zachycenim tRNALeu v opravném aktivnim misté.

(Roemer a kol. 2014)

AN 2690 vykazuje vysokou selektivitu vci Trichophyton spp. V soucasné dobé

ma tato latka za sebou jiz tfeti fazi klinického testovani. (Roemer a kol. 2014)
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Zdroj: MK-3118, SCH B, E1210, D75-4590, AN2690, Parnafungin A. In: Cold Spring Harbor, Perspectives in Medicine

[online]. Cold Spring Harbor, Perspectives in Medicine. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z: https://bit.ly/2NbalBn

Klinickym omezenim azolové rady antimykotik jsou cetné interakce mezi
l[atkami vyplyvajici z inhibice cytochromu P450. CYP450 je metabolizatorem rady |éciv,
mimo to je taky fada azol( substratem enzymu CYP450, proto mohou IéCiva inhibujici
nebo aktivujici tento enzym vést ke klinicky vyznamnym zméndm v koncentraci azol(.
S moZnym feSenim tohoto problému pfisla spole¢nost Viamet Pharmaceuticals (USA),
ktera nahradila ve strukture triazol tetrazolem, ktery se méné vaze na aktivni misto
enzymu CYP450 a zaroven modifikuje c¢ast tohoto enzymu, jeZ je rozpoznavana
substratem. Do predklinickych studii byly zatazeny slouceniny VT-1129, VT-1161
a VT-1598, z nichZ latka VT-1129 dospéla do faze Il klinického zkouSeni Ucinnosti proti

kryptokokové meningitidé. (Wiederhold 2017; New drug approvals 2018 [online])
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Obrazek 28: /T-1129

Zdroj: VT-1129. In: New Drug Approvals [online]. New Drug Approvals. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z:

https://i2.wp.com/aac.asm.org/content/60/4/2528/F1.large.ipg

Za zminku stoji také akrylamid T-2307 strukturdlné podobny aromatickym
diaminlm. Tato latka poskozuje mitochondridlni membranu bunék hub. Diky tomu,
Ze je latka prednostné absorbovana burikami hub ve srovndani s burikami savcd, mlze
T-2307 nabizet bezpecnostni vyhody oproti jinym aromatickym diaminim.
Zaznamenana byla in vitro aktivita proti Candida spp. véetné izolatl Candida albicans
a Candida glabrata rezistentnich na azoly a echinokandiny. U¢innost in vitro a G&innost
in vivo byly také hlaseny proti Cryptococcus spp. a Aspergillus spp. (Wiederhold 2017;
Mitsuyama a kol. 2008; Shibata a kol. 2012)
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Obrdazek 29: T-2307

Zdroj: T-2307. In: Aspergillus Et Aspergillosis Website [online]. Aspergillus Et Aspergillosis Website. [citovano 18. 8.
2018]. Dostupné z: https://bit.ly/2Leo3Xv

3.4 Rezistence antimykotik

| pfes znacné pokroky v diagndze a terapii jsou invazivni mykotické infekce u
pacientd s oslabenou imunitou pfri¢inou vyznamné morbidity a mortality. Pravé
antifungalni rezistence je vterapii téchto vysoce rizikovych pacientll velkym
problémem. Pro efektivni a rychlou terapii je zdsadni sprdvna diagnostika, ale také
znalost mechanism( a klinického dopadu rezistence na antimykotika. (Kanafani a kol.

2008; Srinivasan a kol. 2014)

3.4.1 Definice rezistence

Pojem rezistence popisuje necitlivost mikroba k antimikrobidlnimu lécivu ve
srovnani s jinymi izolaty stejného druhu. RozliSujeme rezistenci klinickou a laboratorni.
Z hlediska klinického o rezistenci mluvime v pfipadé perzistence nebo progrese infekce
navzdory vhodné farmakoterapii. V laboratornim prostiedi je rezistence
charakterizovdna prostfednictvim stanoveni MIC (minimal inhibitory concentration,
minimalni inhibi¢ni koncentrace), kdy je sledovana inhibice patogenu IéCivem v urcité
koncentraci po stanovenou dobu podle standardnich protokolll. MIC je obecné
se vyuzivaji kvantitativni metody stanoveni citlivosti, nicméné ne vidy tyto metody
koresponduji s odpovédi patogenu in vivo. Stanoveni MIC vSak nezohledriuje dalsi
faktory pfispivajici k rezistenci jako napt. farmakokinetiku, interakce hostitel-patogen,
mikrobialni interakce a vliv environmentalnich faktor(. (Loeffler a kol. 2003, Shapiro
a kol. 2011)

Rezistenci mUzZzeme ddle rozdélit na primarni a sekundarni. Primdrni neboli

pfirozena (vnitfni) rezistence je popisovana u organismu, které v daném hostiteli jesté

42


https://bit.ly/2Leo3Xv

nebyly vystaveny léku. Jako priklad mulzeme uvést rezistenci Candida krusei
na flukonazol a Cryptococcus neoformans na echinokandiny. Naproti tomu sekundarni
rezistence, oznaCovana také jako ziskana, vznika teprve po opakovaném vystaveni
drive citlivych mikroorganism( |écivu. Pfikladem je vyvoj rezistence vici flukonazolu
u kmenQ Candida albicans a Cryptococcus neoformans. (Kanafani a kol. 2008; Loeffler
a kol. 2003)

Vyvoj rezistence |éCiv Ize v redlném case sledovat dvéma zpUsoby. Prvni postup
zkouma v prabéhu casu houbové populace shromazidéné od pacienta podstupujiciho
antifungalni 1éc¢bu. Klinicky pfinos tohoto postupu je vyznamny, protoZze umoznuje
identifikaci mutaci, které se hromadi v patogenu pfi vybéru léku in vivo. Omezenim
metody je obtizné sledovani populaéni dynamiky, genotypové odlisnych infekci
a variabilniho selekéniho tlaku. (Shapiro a kol. 2011)

Druhd moznost je sledovani vyvoje rezistence léku u umélych populaci
v redlném case. Pozitivem tohoto pfistupu je, Ze experimentalni parametry mohou byt
nastaveny a kontrolovany, experimenty tak mohou byt replikovany. Nevyhodou je ale
snizeny klinicky vyznam téchto populaci, protoze byly vytvofeny za zjednodusenych
laboratornich podminek. Kaidy zpfistupl ma vrozpoznavani molekuldrnich
mechanismu vyvoje rezistence proti houbam odlisnou roli, nicméné oba jsou pro tuto

¢innost zasadni. (Shapiro a kol. 2011)

3.4.2 Mechanismy rezistence

3.4.2.1 Polyeny

Pricinou rezistence vici polyenim je vyznamna zména slozeni lipidl v
plazmatické membrané. Zasadni je funkéni zména ve struktufe ergosterolu, kvuli
mutaci genl ERG3 a ERG6 dochazi ke snizeni az Uplné absenci ergosterolu. To vede ke
snizeni afinity amfotericinu B k plazmatické membrané v dasledku nedostatku
vazebnych mist. (Loeffler a kol. 2003; Mayers a kol. 2009)

Dalsim dlvodem vzniku rezistence mlze byt zménény obsah B-1,3-glukan(
v bunécné sténé hub. Ty zvysuji stabilitu bunécné stény a ovliviuji pristup velkych
molekul (napf. amfotericinu B) k plazmatické membrané. (Seo a kol. 1999; Loeffler

a kol. 2003)
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3.4.2.2 Azoly

Jednim z mechanism( rezistence k azollm je aktivace a zvySend exprese
efluxnich pump oznacovanych jako tzv. multidrug-transportéry (geny CDR a MDR).
U eukaryotické buriky existuji hlavni dva typy efluxnich pump (transportnich proteina),
které jsou také odpovédné za vyvoj antimykotické rezistence. Jednd se
o ABC transportéry (ATP-binding cassette) a MFS transportéry (major facilitator
superfamily). ABC transportéry jsou primarni aktivni transmembranové prenasece,
které jsou schopny prendset rGzné latky (sacharidy, aminokyseliny, lipidy, ionty,
peptidy i proteiny, toxiny a lécivé latky véetné antimykotik) pfes membranu dovnitf
aven. ABC transportéry jsou kdédovany geny CDR (Candida drug resistance),
za rezistenci vic¢i azolim stoji zejména geny CDR1 a CDR2. MFS transportéry jsou
sekundarni aktivni transportéry, které vyuzivaji misto ATP jako zdroj energie
elektrochemicky gradient protonld pres membranu a jsou spojovany s prenosem
relativné hydrofobnich molekul. Pfikladem genu kddujiciho transportér tohoto typu
je MDR1 (multi-drug resistance), ktery je zodpovédny za azolovou rezistenci izolat(
Candida albicans. (White a kol. 1998; Vandeputte a kol. 2012; Loeffler a kol. 2003)

Azoly plsobi jako inhibitory syntézy ergosterolu vazbou
na lanosterol-14-a-demethylasu. Gen kddujici tento protein je ozna¢en ERG11 a enzym
jako CYP51A1. Zmény enzymu zplsobené mutacemi ERG11 vedou ke snizeni afinity
mezi enzymem a azolem a tim ke vzniku rezistence. (Loeffler a kol. 2003; Wiederhold
2017)

DalSim  vysvétlenim rezistence vO¢i azollm je zména sterolové
A (5,6) desaturasy. U kmenu citlivych na azoly dochazi po jejich pouziti k hromadéni
14-methyl-3,6-diolu, coz vede k fungistatickému ucinku. U kmen( s mutaci genu
ERG3 A (5,6) desaturasy se kumuluje 14-methylfecosterol, coZ naopak muze podpofrit

rast houbovych bunék. (Loeffler a kol. 2003; Vandeputte a kol. 2012)
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Obrdzek 30: Molekuldrni mechanismus rezistence vici azolum

Legenda: Do citlivé bunky vstupuji azoly nezndmym mechanismem, pravdépodobné pasivni difuzi. Azoly ndsledné
inhibuji ERG11 (fialovy kruh) a tim blokuji tvorbu ergosterolu. Do buriky rezistentni vstupuji azoly stejnym zplsobem,
nicméné nedochdzi k tak vyrazné inhibici ERG11, a to z divodu nadmérné exprese enzymu a modifikace enzymu
specifickymi bodovymi mutacemi (tmavé rezy ve fialovych kruzich), které sniZuji afinitu azolu k enzymu.
Modifikovany jsou i sterolové sloZky plazmatické membrdny (tmavsi oranZovd membrdna). Diky nadmérné expresi
CDR a MDR geni jsou azoly odebirdny z buriky ve vétsi mife neZ u buriky vici nim citlivé. Geny CDR prendseji mnohé

léky struktury azolu, MDR geny jsou pak specifické pro flukonazol. (White a kol. 1998)

zdroj: Molekularni mechanismus rezistence vici azolm. In: American Society for Microbiology [online].
American Society for Microbiology. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z: https://cmr.asm.org/content/11/2/382.long

3.4.2.3 Flucytosin

Pro flucytosin jsou zndmy dva zdkladni mechanismy vzniku rezistence. Prvni
moznosti je genové podminénd enzymatickd modifikace v podobé defektu v cytosin-

permease, ten vede ke snizeni absorpce nebo konverze |éCiva. Druhym ptipadem je
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ztrata aktivity uracil fosforibosyltransferasy, enzymu zodpovédného za konverzi

5-fluorouracilu. (Loeffler a kol. 2003; Vandeputte a kol. 2012; Wiederhold 2017)

3.4.2.4 Echinokandiny

Jiz zminénym mechanismem vzniku rezistence je bodovd mutace na genech
FKS1 a FKS2, ktera vede ke zméné afinity echinokandind k B-1,3-glukan syntetase.
(Loeffler a kol. 2003; Roemer a kol. 2014)

3.5 Metody testovani citlivosti kvasinek a vlaknitych hub

S narastajici  frekvenci systémovych mykdz, zejména u imunodeficitnich
pacientd predisponovanych k rozvoji zavaznych mykotickych infekci, dochazi od 90. let
ke zna¢nému rozsiteni palety antifungalnich IéCiv. V dlsledku jejich uzivani se ale také
zvySuje vyskyt rezistence v populaci mikromycet. To vedlo k rozvoji a standardizaci
metodik pro testovani kvasinek a vlaknitych hub. (Mallatova a kol. 2011)

Testy citlivosti se provadéji zejména na houbdach zpUsobujicich relapsujici
invazivni infekci, nebo pokud dochazi k selhani nasazené lécby, dale pokud je zde
moznost rezistence (umozni odhalit rezistentni kmen vcas), pfipadné pokud neni
mozno spolehlivé stanovit |écbu pouze z identifikace druhu. Mimo to ma testovani
citlivosti vyznam pro epidemiologické studie a pfi srovnavani in vitro aktivity

antimykotik. (EUCAST 2015 [online])

3.5.1 Standardizované metody

Vyvoj standardnich metodik pro testovani citlivosti mikromycet
k antimykotikim dlouhou dobu znaéné pokulhdval. Pfelomovym rokem pro vznik
standardni metodiky se stal rok 1982, kdy byla tehdejSim americkym Narodnim
vyborem pro klinické laboratorni standardy (NCCLS, nyné&j$i Ustav pro klinické a
laboratorni standardy — CLSI) vytvofena komise pro testovani citlivosti
k antimykotikiim. Ta se pozdéji zaslouZila o vznik dokumentu M27 popisujici dilu¢ni
bujonovou metodu testovani citlivosti kvasinek. Pozdéji pak vznikly dalsi tfi dokumenty

— M38 pro testovani vlaknitych hub diluéni metodou, M44 a M51 pro stanoveni
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kvasinek, resp. hyfomycet (s vyjimkou dermatofytd), difdzni diskovou metodou.
(Mallatova a kol. 2011)

DalsSim vyznamnym milnikem byl rok 1997 a zaloZeni Evropské komise
pro testovani antimikrobidlni citlivosti (EUCAST), v jejimz ramci vznikla komise
pro testovani antifungdini citlivosti (AFST). EUCAST harmonizovala hrani¢ni hodnoty
MIC a vSechny evropské zemé se nyni Fidi jejimi pokyny, mimo to je dodrZzuji i mnohé

mimoevropské zemé. (Mallatova a kol. 2011; EUCAST 2015 [online])

3.5.1.1 Standardizované dilu¢ni metody

Jednd se o kvantitativni metody pouZivané ke stanoveni minimalni inhibi¢ni
latky, ktera inhibuje viditelny rGst mikroorganism(. Tyto referenéni metody
pro testovani antimikrobidlni citlivosti se pouZzivaji pro stanoveni aktivity novych latek,
k potvrzeni citlivosti organismu (pfi nejasnych vysledcich béinych test()
a pro stanoveni citlivosti hub. (Bursova a kol. 2014; EUCAST 2015 [online])

MIC se vyjadfuje v mg.I't nebo v pg.mlt. Zjisténé hodnoty se porovndvaji
sinterpretacnimi kritérii a testovany organismus se oznaci jako citlivy (S),
intermedialné rezistentni (1), nebo rezistentni (R) k danému antimykotiku. (Bursova
a kol. 2014)

NejpouZivanéjsi metody jsou agarova diluéni metoda a dilu¢ni mikrometoda.

(Bursova a kol. 2014)

3.5.1.1.1 Agarova dilu¢ni metoda

Jednd se o referencni metodu stanoveni citlivosti mikroorganism
k antimikrobialnim latkdm. Pouziva se také pro ovéreni spolehlivosti jinych metod.
(Bursova a kol. 2014)

Zivné médium predstavuje agar, ktery obsahuje testovanou antimikrobialni
latku.  Antimikrobidlni latka se nejdfive naredi, zpravidla se pfipravuje
12-15 koncentraci jednoho antimykotika fedénych dvojnasobné geometrickou rfadou.
Dale jsou jednotlivé koncentrace pfidany k agaru, jenz je rozlit do Petriho misek

ve vrstvé 3—4 mm. (Bursova a kol. 2014)
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Houbové inokulum (suspenze vySetfovaného mikroorganismu) se naockuje
na povrch agaru a nechd se inkubovat. Nakonec se pfistupuje k vyhodnoceni — odectou
se hodnoty MIC pro kazdy testovany kmen. (Bursova a kol. 2014; Votava a kol. 2000).

Mezi hlavni vyhody této metody patfi vysoka standardizovanost — Ize vysetfit
velky soubor kmen0 za standardnich podminek — a vporovnani s dilucni
mikrometodou lépe zjistuje kontaminaci kmen( a odhaluje heterorezistenci. Bohuzel
je vSak tato metoda velmi pracna a také finanéné a casové ndrocna, z toho dlivodu

neni pFilis prakticka pro rutinni provoz. (Bursova a kol. 2014; Jilek a kol. 2002)

3.5.1.1.2 Diluéni mikrometoda

Drive uzivana makrodilu¢ni metoda vyuZivajici k bujénovému testu zkumavky se
dnes jiz nepouzivd a je nahrazena mikrometodou v mikrotitracnich desti¢kach.
(Bursova a kol. 2014)

Antimykotikum je fedéno dvojkovou fedici fadou v tekuté Zivné pldé (bujénu),
ta je ndasledné rozplfovana do jamek mikrotitracni desticky (96 jamek s kulatym nebo
kénickym dnem) vobjemu 100 pl na jamku. Mikrodiluéni desticka ma 8 rad
a 12 sloupcl, to znamend, Ze se na jedné desticce testuje 8 koncentraci jednoho
antimykotika ve dvojkové fadé a vysetfuje se MIC 12 antimykotik na jeden kmen.
Do jedné jamky se zdmérné nepriddva antimykotikum ke kontrole rlstu testovaného
kmene, nebo se do jamky viibec neockuje a slouzi potom jako kontrola kontaminace
bujoénu. (Bursova a kol. 2014)

Po naockovani standardnim inokulem testovaného kmene se prechazi
k inkubaci. Hodnota MIC se odecitd vizudlné (nar(st se projevi zdkalem), nebo
za pouziti étecky, ktera zméfi absorbanci v kazdé jamce. (Bursova a kol. 2014)

Pfiprava této metody je pomérné snadna, je mozné si vyrobit velké mnoZstvi
desticek srlznymi padami, antimykotiky a jejich koncentracemi; ty se potom daji
uchovavat az mésic pfi teploté -20 °C, aniz by doslo ke snizeni jejich kvality. Za dalsi
vyhody miZeme oznacit jednoduchost a moZnost automatizace odecitani vysledka.

Metoda je v praxi pouZivana Castéji. (Bursova a kol. 2014)
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3.5.1.2 Standardizované diftizni metody

3.5.1.2.1 Diskova difuzni metoda

Jedna se o semikvantitativni metodu pouzivanou hlavné pro vysetfeni citlivosti
nenarocnych rychle rostoucich bakterii. Zdkladem metody je tvorba inhibi¢nich zén
okolo diskd s antimikrobidlni latkou. (Bursova a kol. 2014)

Popis standardizované validni metody pro testovani mikromycet (kvasinky rodu
Candida) je k nalezeni v dokumentu CLSI M44-A a metodika vhodna pro testovani
citlivosti vlaknitych hub s vyjimkou dermatofyt pak v dokumentu M51-P. Pro Uspésné
testovani je nutno dodrzZet standardni metodiku. CLSI doporucuje pro kultivaci pouzit
MHA (Mueller-HintonGv agar), ktery je v pfipadé kandid obohaceny 2% glukdzou
a metylenovou modti. Nutné je také udrzovat pH v rozmezi 7,2-7,4 a disky s obsahem
antimykotika skladovat dle pokyni vyrobce. (Mallatova a kol. 2011)

Principem stanoveni citlivosti je méreni inhibi¢ni zény. K tomu se vyuZivaji agar
naockovany testovanym kmenem a papirové disky napusténé testovanou latkou
o definovaném mnoiZstvi. Na agar se ve sméru hodinovych ruci¢ek aplikuji disky.
Antimykotikum zacne ihned difundovat do agaru, pfitomné kmeny se mnozi
do té doby, nez zacne pulsobit antimykotikum. Kolem disku se za¢ne tvofit tzv. inhibi¢ni
z6na, a to do vzdalenosti, do které je antimykotikum schopno zastavit mnozeni
testovaného kmene. (Bursova a kol. 2014; Mallatova a kol. 2011)

Difuzni koeficient antimykotika ovliviuje jeho molekulovd hmotnost, dale
velikost, iontovy naboj ¢i rozpustnost ve vodé, viskozita a vysSka agaru, teplota a dalsi
inkubacéni podminky. Na rlst mikroorganismu ma vliv predevsim dostupnost Zivin,
hustota populace, rlistova faze inokula a inkubaéni teplota. (Bursovd a kol. 2014;
Mallatova a kol. 2011)

Test se hodnoti zmérenim prdméru inhibi¢ni zony i s diskem a porovnanim této
velikosti s referenéni zénou. K hodnoceni miZeme vyuZit i automatizované systémy
jako napf. ADAGIO firmy BioRad Laboratories z Francie, nebo BIOMIC firmy Giles
Scientific z USA. Dle velikosti inhibi¢ni zony mizZeme jednotlivé kmeny mikroorganisma
rozdélit do kategorii citlivy (S), intermedialné rezistentni (I) — kmeny na rozmezi mezi
citlivymi a rezistentnimi, a rezistentni (R) k dané antimikrobidlni latce. (Bursova a kol.

2014; Mallatova a kol. 2011; Jilek a kol. 2002; Votava a kol. 2010)
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Hlavni vyhodou metody je jednoduché provedeni bez nutnosti narocného
vybaveni, snadna zména spektra vySetfované latky a cena. Za nevyhodu pak mizeme
oznacit casovou narocnost pripravy agarovych ploten a manualniho odeditani
inhibi¢nich zén. | tak ma diskova difuzni metoda v klinické praxi vyznamnou roli.

(Bursova a kol. 2014)

Obrazek 31: Diskova difuzni metoda

Legenda: Uprostred vidime referencni zénu. Pokud je velikost inhibicni zony mensi neZ referencni rozmezi, kmen je
k antimykotiku rezistentni. Pokud je zona naopak vétsi neZ referencni rozmezi, kmen je k antimykotiku citlivy. V
pfipadé, Ze zéna nevznikd vibec, kmen je taktéZ rezistentni.

Zdroj: Diskovd difuzni metoda. In: Wikiskripta [online]. Wikipedia. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z:

https://www.wikiskripta.eu/w/Testov%C3%A1n%C3%AD citlivosti na_antibiotika

3.5.1.2.2 E-test (Epsilometer-test)

E-test je technika testovani vyvinutd ve Svédsku. Jedna se o modifikaci diskové
difazni a agarové diluéni metody. Je to diagnosticky plastovy prouzek s kontinudlnim
koncentraénim gradientem antimikrobialniho ¢inidla nanesenym na jednu stranu
pasku. Koncentracni gradient je stupnice nejméné patnacti dvojkovych redéni
a hodnoty odpovidaji MIC. (Baker a kol. 1991; Bursova a kol. 2014)

Test se provadi stejnym zplsobem jako diskovy difuzni test. Prouzek se umisti
na Petriho misku, dochazi k uvoliovani antimykotika do agaru a pod prouzkem
se objevi inhibi¢ni zéna ve tvaru kapky. V misté, kde kapka protind diagnosticky
prouzek, ode¢teme hodnotu MIC. Na trhu jsou diagnostické pasky se vsemi
vyznamnymi systémovymi antimykotiky (flukonazolem, ketokonazolem,
itrakonazolem, vorikonazolem, amfotericinem B, flucytosinem, posakonazolem,
kaspofunginem, anidulafunginem i mikafunginem), metoda je vhodnd pro kvasinkové

i vlaknité houby. (Bursova a kol. 2014; Mallatova a kol. 2011)
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MIC 0.25 pg/ml

Obrazek 32: Zpusob odectu MIC u E-testu

Zdroj: E-test. In: Biomérieux [online]. Biomérieux. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z: https://bit.ly/2MIrQ4m

Obrazek 33: Zplsob umisténi E-testu na agarovou plotnu

Zdroj: E-test. In: Biomérieux [online]. Biomérieux. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z: https://bit.ly/2MEi3fz

E-test je velmi rychla a jednoduchd metoda, nicméné jejimu vétSimu rozsireni

brani vysoka cena. (Bursova a kol. 2014)

3.5.2 Komercni soupravy

Komercéni soupravy principialné vychazeji z vySe uvedenych standardizovanych
metod. | zde rozliSujeme soupravy fungujici na principu diluénim a difuznim. V praxi
jsou uprednostiiovany zejména pro jejich jednoduchost, cenovou dostupnost a
flexibilitu. Tyto soupravy neni nutno pripravovat, jiz hotové se objednavaji u vyrobce.
(Cuenca-Estrella a kol. 2010; Mallatova a kol. 2011)

Dle zkusSenosti z poslednich let se z komercné dostupnych testd doporucuje
ke stanoveni MIC u kandid (a kryptokoku) Sensititre YeastOne, u vldknitych hub

a dalsich rodl kvasinek E-test. (Mallatova a kol. 2011)

3.5.2.1 Dilucni komercni soupravy
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3.5.2.1.1 Sensititre YeastOne

Jeden z nejcastéji pouzivanych mikrodiluc¢nich testl pro kvantitativni stanoveni
je kolorimetricky Sensititre YeastOne. Mikrodiluéni desticka obsahuje antimykotika
v fedéni odpovidajicim standardu a kolorimetricky indikator Alamar blue ve vysuSseném
stavu, diky némuz se rlst mikromycet projevi barevnou zménou v jamce (prechazi
zmodré na ruzovou). MIC se stanovuje jako nejnizSi koncentrace antimykotika
se zachovanym modrym zbarvenim. Test je jednoduchy, spolehlivy a také respektujici

standardni metodiku CLSI. Velkym pozitivem je jeho jednoznacnost pfi odectu vysledku

a jejich mezilaboratorni reprodukovatelnost. (Mallatova a kol. 2011)

Obrdzek 34: Sensititre YeastOne

Zdroj: Sensititre YeastOne. In: ResearchGate [online]. Research Gate. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z:

https://bit.ly/2vZuHwc

3.5.2.1.2 Fungitest

Fungitest je na rozdil od Sensititre YeastOne uréen pouze pro semikvantitativni
stanoveni citlivosti. Kazda 16jamkovd mikrotitracni desticka obsahuje dvé negativni
(modré), dvé pozitivni (rGZzové) kontrolni jamky a dvanact jamek obsahujicich 1écivo.
Vyhodnoceni MIC probihd na zakladé barevné zmény indikatoru. Je-li rlst kvasinek
inhibovan, jamka zlstane modrd. Takto je moZno hodnotit citlivost kvasinek k Sesti
antimykotikdm — flukonazolu, itrakonazolu, amfotericinu B, ketokonazolu, mikonazolu
a flucytosinu. Léciva jsou poskytovana ve dvou koncentracich v dehydratované formé.
Metoda je vhodnd zejména ktestovani druhl Candida spp. a Cryptococcus

neoformans. (Davey a kol. 1998; Mallatova a kol. 2011)
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Obrdzek 35: Fungitest

Zdroj: Fungitest. In: Bio-Rad [online]. Bio-Rad. [citovdno 18. 8. 2018]. Dostupné z: https://bit.ly/2BvtS3p

3.5.2.1.3 ATB Fungus

Jednd se o plastové mikrodesticky s turbidimetrickym vyhodnocenim. Na trhu je
jiz tfeti generace — ATB Fungus 3. Skladd se z Sestnacti pard jamek véetné dvou jamek
pro kontrolu rdstu. Pomoci ATB Fungus 3 je moZno stanovit MIC omezeného spektra
systémovych antimykotik, konkrétné téchto pét latek: flucytosin, amfotericin B,
flukonazol, itrakonazol a vorikonazol. Souprava neobsahuje echinokandiny ani
posakonazol. Omezené spektrum antimykotik je spolecné s nejednoznacnosti
vizualniho hodnoceni hlavni nevyhodou této metody. (Malldtova a kol. 2011; Li Zhang

a kol. 2014)

3.5.2.1.4 VITEK 2 AST-YS

VITEK 2 je plné automatizovana spektrofotometricka metoda umozZiujici
soucasné identifikaci kvasinek a stanoveni MIC. Systém obsahuje karty VITEK 2, které
umozniuji identifikaci druhu porovnanim biochemického profilu s rozsahlou databazi.
Soucasti je také karta AST-YSO1, ta je urcena ktestovani citlivosti amfotericinu B,
flukonazolu, flucytosinu a vorikonazolu. Karta AST-YSO1 je miniaturni verzi mikrodiluéni
techniky pro stanoveni MIC. Je sloZzena z 64 jamek obsahujicich vybrana fedéni pro
jednotlivé antifungdlni latky. Systém je plné automatizovany. Po vloZeni karty do
pfistroje probihd naockovani karty pomoci vakuové plniciho procesu, ndsleduje
zapeceni a automatické vloZzeni do cteciho inkubatoru. Hodnoty MIC odecte
integrovany softwarovy program. Ve srovnani s ostatnimi metodami vyhodnocuje MIC

velmi rychle. Nevyhody metody jsou omezené spektrum antimykotik, omezeny pocet
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testovanych koncentraci a insuficientni rlst nékterych druhd vtomto systému.

(Cuence-Estrella a kol. 2010; Mallatova a kol. 2011)

N

VITEK 2COMPACT

Obrazek 36: VITEK 2 AST-YS

Zdroj: E-test. In: Biomérieux [online]. Biomérieux. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné z: https://bit.ly/2MsgCdW

3.5.2.2 Difuzni komercni soustavy

3.5.2.2.1 Neo-Sensitabs

Misto diskd u diskové difuzni metody popisované vyse je mozné pouzit tablety
se standardizovanym obsahem antimykotik — systém Neo-Sensitabs. Existuji tablety
s obsahem systémovych antimykotik amfotericinu B, flucytosinu, flukonazolu,
ketokonazolu, itrakonazolu, posakonazolu, vorikonazolu a kaspofunginu. Tato metoda
je celosvétové uznavand a doporucovana ktestovani citlivosti kvasinek i vlaknitych

hub. (Mallatova a kol. 2011)

Obrazek 37: Neo-Sensitabs

Zdroj: Neo-Sensitabs. In: Postgradudini medicina [online]. Postgradualni medicina. [citovano 18. 8. 2018]. Dostupné

z: https://img.mf.cz/365/955/1-56a.jpg
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4. EXPERIMENTALNI CAST

Testovani vzorkd potencidlné antifungdlnich latek bujénovou mikrodilu¢ni metodou.
Zadavatelem vzork( byla Katedra Farmaceutické chemie a Farmaceutické analyzy
Farmaceutické fakulty UK v HK, konkrétné prof. M. Dolezal a Dr. M. Kucerovd. Kmeny
pouZité k testovani byly zakoupeny z Ceské sbirky mikroorganismdl (Czech Collection of
Microorganisms, CCM) nebo z Americké sbirky typovych kultur (American Type
Cultures Collection, ATCC)

4.1 Pouzity material

Pristroje a chemikalie
Laminarni box, termostat, denzitometr, vortex, ultrazvukova lazen, autoklav,

dimethylsulfoxid (DMSQ), sterilni voda, NaOH.

Rustova média
RPMI 1640 (5x koncentrované definované rlstové médium) sglutaminem,
2% glukézou a pH 7,0 + pufr MOPS (3-[N-morfolino]propansulfonova kyselina);

Sabouraud(v agar.

Pomticky
Sterilni mikrotitra¢ni desti¢ky s plochym dnem a vicky, mikropipety, 12kandlové pipety,
sterilni Spicky, 12jamkovy rezervoar na médium, sterilni zkumavky, stojanky

na zkumavky, o€kovaci klicky.

Testované koncentrace

500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,9; 1,95; 0,98 a 0,49 pmol.I?

Testované kmeny kvasinek a vldknitych hub
Candida albicans CA1, ATCC 24433, CCM 8320
Candida krusei CK, ATCC 6258, CCM 8271
Candida parapsilosis CP, ATCC 22019, CCM 8260
Candida tropicalis CT, ATCC 750, CCM 8264
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Aspergillus fumigatus AF, ATCC 204305
Aspergillus flavus AFla, CCM 8363
Absidia corymbifera AC, CCM 8077
Trichophyton interdigitale Tl, CCM 8377

4.2 Testované latky

Testovali jsme 47 latek, které jsme podle struktury rozdélili do 5 chemickych skupin:
e derivaty N'-acetoxy-5-alkylpyrazin-2-karboximidamidu a derivaty
5-alkyl-N'-(pivaloyloxy)pyrazin-2-karboximidamidu,
e derivaty N-hydroxypyrazin-2-karbimidoyl chloridu,
e derivaty pyrazin-2-karboxylové kyseliny,
e N-arylsubstituované derivaty 3-(pyrazin-2-yl)Jurey a N-alkylsubstituované
derivaty 3-(pyrazin-2-yl)urey,

e ostatni struktury.
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4.2.1 Derivaty N'-acetoxy-5-alkylpyrazin-2-karboximidamidu a derivaty
5-alkyl-N'-(pivaloyloxy)pyrazin-2-karboximidamidu

Tabulka 1: Derivaty N'-acetoxy-5-alkylpyrazin-2-karboximidamidu

KOD VZOREC NAZEV Mw NA&;KA
NH,
N o , .
E-Oa x \N/ (2)-Nn -acet(?xy.pyra%me—Z— 180,17 83
’ karboximidamid
P o]
N
NH,
N \ /O
R :
> N (Z)-N'-acetoxy-5-(terc-
E-1 \“/ 236,28 11,7
@ \f/ﬂ = o butyl)pyrazin-2-karboximidamid ’ ’
N
NH,
E2a N\ \N/O (Z)—N’—acetoxy—S.—iST)but\./Ipyrazin— 236,28 111
’ 2-karboximidamid
/ Qo
N
NH,
N Q. 1 .
£3a X \N/ (2)-Nn -acetoxy—.S—F)utyI!Jyrazm—z— 236,25 103
| karboximidamid
= (o]
N
NH,
E-4a N\ \N/o (Z)-N‘-acetoxy-s-p.ropy!pyrazin-2- 222,25 96
| karboximidamid
/ o]
N
NH;
M 2, (2)-N'-acetoxy-5-
E-10a | Y isopropylpyrazin-2- 222,25 10,4
o
W karboximidamid
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Tabulka 2: Derivdty 5-alkyl-N'-(pivaloyloxy)pyrazin-2-karboximidamidu

KOD VZOREC NAZEV Mw | NAVAZKA
(mg)
NH,
N o (i -
£-0b = \N/ (2)-N —(plvalo.ylo.xy)p\./razm—Z— 222,25 10
| karboximidamid
= o
N
NH,
NS 0 (2)-5-(terc-butyl)-N '-
E-1b | (pivaloyloxy)pyrazin-2- 278,36 12,7
" ’ karboximidamid
NH,
N O (2)-5-isobutyl-N'-
E-2b = N (pivaloyloxy)pyrazin-2- 278,36 14,9
|
P o karboximidamid
N
NH>
(2)-5-butyl-N"-
N RN Q
E-3b NS N \n)< (pivaloyloxy)pyrazin-2- 278,36 12,7
| = o karboximidamid
N
NH,
N X P Z)-N'-(pivaloyl -5-
E-4b \ v (2-N'pivaloyloxy)-5- |50y o3 1 154
| propylpyrazin-2-karboximidamid
L o)
N
NH;
N (2)-5-isopropyl-N'-
- pivaloyloxy)pyrazin-2- " ,
E-10b (pivaloyloxy) in-2 264,33 11,8
~. \‘/ o

karboximidamid
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4.2.2 Derivaty N-hydroxypyrazin-2-karbimidoyl chloridu

Tabulka 3: Derivaty N-hydroxypyrazin-2-karbimidoyl chloridu

KOD VZOREC NAZEV Mw | NAVAZKA
(mg)
Cl
a0 N\ \N/OH (2)-N -hydroxypyrazin-2- 157.56 9
| karbimidoyl chlorid ’
/
N
Cl
NN (2)-5-(terc-butyl)-N -
Cl-1 hydroxypyrazin-2-karbimidoyl 213,67 8,8
N chlorid
Cl
-2 N\ \N/O“ (Z)—N—hydr0>.<y—.5—|sobutyly.)yrazm— 213,67 101
| 2-karbimidoyl chlorid
P
N
Cl
3 N \N/°H (Z)—S—butyl—.NThydroxypyrazin—Z— 213,67 10
| karbimidoyl chlorid
~F
cl
N \ /OH . .
= Z)-N -hyd -5- |
10 | N (2) W ro>fy' |sopropylpyra2|n 199,64 89
P 2-karbimidoyl chlorid
N
cl
N R, /OH .
= Z)-N -hyd -5-pentyl -2-
PN N/ arbimidoyl chlori
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4.2.3 Derivaty pyrazin-2-karboxylové kyseliny

Tabulka 4: Derivdty pyrazin-2-karboxylové kyseliny

KOD VZOREC NAZEV Mw NAVAZKA
(mg)
N COOH
= 5-aminopyrazin-2-karboxylova
F.B.SA | evsolina 139,11 8,4
/ y
HN N
N COOCH,CH,CH,
= propyl 5-aminopyrazin-2-
F.BS.E ‘ ) 181,2 13,2
karboxylat
/
HyN N
N COOCH,CH,CHy
FB.2 o | = propyl 5-(3-fenyIurei{do)pyrazin-Z- 300,32 12,4
= karboxylat
N H b
N COOH
o = propyl 5-(3-(4-
F.B.2.H )L | P chlorfenyl)ureido)pyrazin-2- 258,24 11,1
N N N karboxylat
H H
<l R N~ So0SbeH:CH: propyl 5-(3-(4-
F.B.5 )J\ /E ;/ chlorfenyl)ureido)pyrazin-2- 334,76 15,4
i N N karboxylat
R N\/:ooc»—u:»—c;cr—l3
FB1 )J\ ‘ s propyl 5-(3-benzylurejdo)pyrazin- 314,35 12,9
©/\N B N 2-karboxylat
OCH, R N\ COOCH,CH,CH, propyl 5_(3_(4_
F.B.3 )\ /E ;l/ methoxyfenyl)ureido)pyrazin-2- | 330,34 13,7
A oo karboxylat
cl N COQCH;CH,CHgy
o = propyl 5-(3-(4-
F.B.4 )k ‘ - chlorofenyl)ureido)pyrazin-2- 334,76 13,9
N N N karboxylat
N COOCH,ChZCH,
o /E j/ propyl 5-(3-(2,3-
F.B.6 N N)I\N N/ dichlorofenyl)ureido)pyrazin-2- 369,2 15
4 " " karboxylat
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4.2.4 N-arylsubstituované derivaty 3-(pyrazin-2-yl)urey a N-
alkylsubstituované derivaty 3-(pyrazin-2-yl)urey

Tabulka 5: N-arylsubstituované derivadty 3-(pyrazin-2-yl)urey

NAVAZKA

KOD VZOREC NAZEV Mw
(mg)

N
o S
M.J.1 | 1-fenyl-3-(pyrazin-2-yl)urea 214,23 9
=z
N N N
H H

Cl o N\ V
M2 )J\ | P 1-(4-chlorfenyl)-3-(pyrazin-2- 248,67 122
N N N yl)urea
H H

cl N
) S
1-(2-chlorfenyl)-3-(pyrazin-2-
M.J.3 248,67 11,8
= yl)urea
N N N
H H

N
e
M.).4 ©//\N)LN N/ 1-benzyl-3-(pyrazin-2-yl)urea 228,26 9,6
H H

o | N\
1-(2,3-dichlorfenyl)-3- in-2-
M.J.5 )L = ( ichlorfenyl)-3-(pyrazin 283,11 11,9
cl N N N yl)urea
H H
i

HsCO N
S
M6 )OJ\ /E j 1-(4-methoxyfenyl)-3-(pyrazin-2- 244,25 9,9
F yl)urea
N N N

Cl
M.J.7 @/\ )L )i j 1-(2-benzyl)-3-(pyrazin-2-yl)urea 262,7 11,2

M8 )1\1; 1-(4-methylbenzyl)-3-(pyrazin-2- 242,28 115

QAH " " yl)urea
HaC
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Tabulka 6: N-alkylsubstituované derivdty 3-(pyrazin-2-yl)urey

KOD VZOREC NAZEV Mw NAVAZKA
(mg)
N
) S
P.N.1 )J\ | 1-methyl-3-(pyrazin-2-yl)urea 152,16 7,3
/
\N N N
H H
N
o =
P.N.2 )J\ ‘ 1-hexyl-3-(pyrazin-2-yl)urea 222,29 9,6
HaC(H,C)4H:C =
Sy N7 N
H H
N
o | =
P.N.3 HaCHaChO_ )I\ P 1-pentyl-3-(pyrazin-2-yl)urea 208,27 8,7
N N N
H H
N
o ‘ IS
P.N.4 HoCHoClaHhC )I\ - 1-decyl-3-(pyrazin-2-yl)urea 278,4 12,7
™~
N N N
H H
N
o | =
P.N.6 HiCHCIHC )L / 1-oktyl-3-(pyrazin-2-yl)urea 250,35 11,2
N N N
H H
N
0 AN
P.N.7 ‘ 1-propyl-3-(pyrazin-2-yl)urea 180,21 7,4
HsCH;CH,C )J\ = propyl-3-(py vl
~
N N N
H H
N
o ‘ S
P.N.8 HiO(H:ChHC )k - 1-butyl-3-(pyrazin-2-yl)urea 194,24 8
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4.2.5 Ostatni slouceniny

Tabulka 7: Ostatni slouceniny

OXDI-T2 _
e

) 2 S
E Y‘\§N,
T
N

oxadiazol

KOD VZOREC NAZEV Mw NAVAZKA
(mg)
MOR-T . (Z)—morpholmo(pyr?2|n—2— 208,22 9
Nj/k\N/w yl)methanon oxim
(-
(e}
Ac-0a \)k/ SN OCH, (E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl) 254,29 16,8
L | 1-fenylprop-2-en-1-on
= PN
OH
g
O o
# N -benzyliden-N'-
OXDI-0b3 J hydroxypyrazine-2- 226,24 9,4
[/N\\T/ R karboximidamid
N4
/ 5-ethyl-3- in-2-yl)-1,2,4-
OX-0c M 7 ethyl-3-(pyrazin-2-yl) 176,18 | 116
[ oxadiazol
=
N
/
-
= - in-2-yl)-5-(p- -1,2,4-
?’ 3-(pyrazin-2-yl)-5-(p-tolyl)-1,2,4 238,25 9,7
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4.3 Postup prace

4.3.1 Priprava rtistového média

1. Ke ¢tyrem dilim MOPS s obsahem 2% glukdzy jsme pfidali jeden dil RPMI 1640
(napf. k 80 ml MOPS pridame 20 ml RPMI 1640 — objem rlstového média zalezi
na predpokladané spotiebé, resp. na poctu kmeni pouZitych k testovani).

2. Pro upravu pH do rozmezi 6,5-7,9 jsme poufzili nékolik kapek NaOH. Plvodné

Zluty roztok zménil barvu na oranZovocervenou.

4.3.2 Priprava suspenzi testovanych kment

1. Osm sterilnich zkumavek jsme popsali zkratkami testovanych kment CA1, CK,
CP, CT, AF, AFla, ACa Tl

2. Do kazdé ze zkumavek jsme napipetovali 3 ml sterilni vody.

3. Zjednotlivych kultur hub, které jsme si nechali narlist na Sabouraudové
glukézovém agaru, jsme odebrali malou ¢ast kolonie a rozsuspendovali ji
do sterilni vody ve zkumavce s pFislunou zkratkou. Radné jsme promichali
na vortexu a nékolikrdt zméfili na denzitometru hustotu suspenze, kterd

odpovidala 1 dle stupnice McFarlanda.

4.3.3 Priprava redici rady testované latky
Testované latky byly dodany spole¢né s informaci o navdzce a molekulové hmotnosti.

1. Navdazku latky jsme rozpustili v pfislusSném objemu DMSO (objem DMSO jsme
vypocitali dle vzorce uvedeného nize) tak, aby prvni testovana koncentrace byla
500 umol.It a zaroven koncentrace DMSO v jamce nepfesdhla 1 %. Poté jsme
dikladné promichali na vortexu.

2. Podle toho, jestli se testovana latka rozpoustéla, nebo vytvarela homogenni
suspenzi, jsme presli kdalSimu kroku. Pokud se latka nerozpustila nebo
vysrazela, pridavali jsme druhy pfipadné tfeti ekvivalent DMSO. V tomto
pfipadé pak bylo nutno pocitat s posunutim testované koncentrace o jedno

fedéni dozadu (z 500 umol.I* na 250 umol.I* atd.).
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3. Dale jsme si do sterilni zkumavky oznacené cCislem 1 napipetovali 1,98 ml
ristového média, k tomu jsme nasledné pridali 20 ul rozpusténé testované
[atky.

4. Zkontrolovali jsme, jestli se latka v ristovém médiu nevysrazela a podle toho
pfistoupili k dalSimu kroku, nebo pfidali druhy ptip. tfeti ekvivalent rlstového
média. Opét je zde nutno pocitat se zménou koncentrace o jedno fedéni
dozadu (z 500 umol.I't na 250 umol.I* atd.).

5. Timto jsme ziskali roztok prvni testované koncentrace, ten jsme pak presunuli
do prvni jamky 12jamkového rezervoaru.

6. Do deseti sterilnich sklenénych zkumavek (oznacenych 2-11) jsme si pfipravili
dvojkovou fedici fadou testované latky v DMSO. Postup byl takovy, Ze jsme
nejdfive do kazdé zkumavky napipetovali 0,2 ml DMSO. Do prvni zkumavky
oznatené Cislem 2 jsme napipetovali 0,2 ml testované latky v DMSO
(pfipravené v kroku ¢islo 1), promichali a 0,2 ml pfenesli do druhé zkumavky
oznacené Cislem 3, opét jsme promichali a 0,2 ml ze zkumavky 3 prenesli
do zkumavky 4. Timto zpisobem jsme pokracovali az k posledni zkumavce 11.

7. Do jamek s Cisly 2—12 jsme napipetovali 1,98 ml ristového média. Déle jsme
pridavali do jednotlivych jamek rezervoaru 20 pl fedéné testované latky z redici
fady ve sklenénych zkumavkach (tzn. ze zkumavky 2 do jamky 2, ze zkumavky 3
do jamky 3 atd.). Do posledni dvandacté jamky jsme pftidali 20 pl samotného
DMSO — tato jamka slouzila ke kontrole, jestli samotné DMSO neovliviiuje rast.

8. Testované koncentrace latek byly 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,9;
1,95; 0,98 a 0,49 pmol.I%.

4.3.4 Vypocet objemu DMSO

m * 10 * 6 (prevod na pl )
V (DMSO) = =x pl DMSO

c*® M * 100 (zakoncentrovani)

m...... navazka (g)
Cou. prvni testovand koncentrace = 500 pmol.I"t = 0,0005 mol.I*
M. molarni hmotnost
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4.3.5 Pipetovani do desticky

1. Sterilni mikrotitraéni desti¢ku jsme si radné oznacili ¢islem, kddem testované
latky, datem a zkratkou pfislusného kmene.

2. Pomoci 12kanalové pipety jsme napipetovali 200 ul zasobniho roztoku do fadka
A-H. Radek F zlstane prazdny, protoze TM se testuje zvlast na mikrotitraéni
desticce. Ztoho vyplyva, Ze jedna mikrotitracni desticka odpovidala jedné
testované latce.

3. Do kazdého radku A ai H jsme napipetovali 10 ul pfipravené suspenze
testovanych kmenu. V jednom radku byl tedy jeden pfislusny testovany kmen.

4. Desticku jsme priklopili vickem a inkubovali v termostatu pfti teploté 35 °C.
Odecet jsme provedli za 24 a 48 hodin, u Tl pak za 72 a 120 hodin.

5. Hodnoceni jsme provedli vizudlné po ukonéeni inkubace vyhodnocenim MIC.
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5. VYSLEDKY

Testovali jsme 47 latek. Latky pod kédy F.B.1, F.B.3, F.B.4, F.B.6 a M.J.5 nebylo
mozné otestovat, protoze se bud nerozpustily v DMSO, nebo se vysrazely v ristovém
médiu. Vysledky testovani jsou uvedeny niZe v tabulkdch. Znaménko ,>“ uvedené pred
Cislem v tabulkach fika, Ze ani v této nejvyssi koncentraci nebyla latka schopna zabranit
rastu kvasinek nebo vlaknitych hub v takovém rozsahu, aby bylo mozné odecteni MIC.
Dale jsou tucné znazornény hodnoty MIC, pfi kterych doslo k zastaveni ristu.

Z nize uvedenych dvanacti latek (viz. Tabulka ¢. 8 a 9), pod kddy E-Oa, E-1a,
E-2a, E-3a, E-4a, E-10a, E-Ob, E-1-b, E-2b, E-3b, E-4b a E-10b nebyla u Zadné testované
latky prokdzana antimykotickd aktivita a to ani po 24hodinové, ani po prodlouzené
48hodinové inkubaci (resp. ani po 72hodinové, ani po prodlouzené 120hodinové
inkubaci). Latky E-Oa, E-la, E-2a, E-3a, E-Ob a E-1-b byly testovdny v nejvyssi
koncentraci 500 umol.I". Latky E-4a, E-10a, E-2b, E-4b a E-10b v 250 umol.I* a zbylé

l4tky potom v koncentraci 125 pmol.I™%.
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Tabulka 8: Vysledky testovdni derivdti N'-acetoxy-5-alkylpyrazin-2-karboximidamidu

a derivdti 5-alkyl-N'-(pivaloyloxy)pyrazin-2-karboximidamidu

TESTOVANA LATKA (kéd) - MIC (umol.IY)
KMEN (kéd)
E-Oa E-1a E2-a E-3a E-4a E-10a E-Ob | E-1b | E-2b | E-3b
24h >500 | >500 | >500 | >500 | >250 >250 >500 | >500 | >250 | >125
CA
48h >500 | >500 | >500 | >500 | >250 >250 >500 | >500 | >250 | >125
24h >500 | >500 | >500 | >500 | >250 >250 >500 | >500 | >250 | >125
CK
48h >500 | >500 | >500 | >500 | >250 >250 >500 | >500 | >250 | >125
24h >500 | >500 | >500 | >500 | >250 >250 >500 | >500 | >250 | >125
cpP
48h >500 | >500 | >500 | >500 | >250 >250 >500 | >500 | >250 | >125
24h >500 | >500 | >500 | >500 | >250 >250 >500 | >500 | >250 | >125
CT
48h >500 | >500 | >500 | >500 | >250 >250 >500 | >500 | >250 | >125
24h >500 | >500 | >500 | >500 | >250 >250 >500 | >500 | >250 | >125
AF
48h >500 | >500 | >500 | >500 | >250 >250 >500 | >500 | >250 | >125
24h >500 | >500 | >500 | >500 | >250 >250 >500 | >500 | >250 | >125
AFla
48h >500 | >500 | >500 | >500 | >250 >250 >500 | >500 | >250 | >125
24h >500 | >500 | >500 | >500 | >250 >250 >500 | >500 | >250 | >125
AC
48h >500 | >500 | >500 | >500 | >250 >250 >500 | >500 | >250 | >125
72h >500 | >500 | >500 | >500 | >250 >250 >500 | >500 | >250 | >125
Tl
120h >500 | >500 | >500 | >500 | >250 >250 >500 | >500 | >250 | >125

Z dalsi skupiny struktur pod kédy CI-0, CI-1, CI-2, ClI-3, CI-10 a CI-13 (Tabulka
¢. 9) vykazovaly antimykotickou aktivitu tfi latky — Cl-2, CI-3, CI-10, a to
po 24 i 48 hodindach inkubace (u Tl Slo 0 72 a 120 hodin). Latka ClI-2 dok3zala zastavit
rast kmenu CK, AF a Tl, a to v koncentracich pro Tl 250 a pro AF 500 pmol.I%. Latka CI-3

pfi koncentraci 250 pmol.I"t zastavila rist kmend CA, CK, CP, CT, AF A TI. Tfeti G¢inna
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pak byla sloucenina CI-10, ktera zastavila rast kmen0 CA, CK, CP a Tl. Koncentrace CI-10
pouZitd pro CA a CP byla 250, pro CK 125 a pro Tl 500 pumol.I't. V3echny tfi latky

vykazovaly aktivitu pfi pomérné vysokych koncentracich.

Tabulka 9: Vysledky testovdni  derivati  5-alkyl-N'-(pivaloyloxy)pyrazin-2-

karboximidamidu a derivati N-hydroxypyrazin-2-karbimidoyl! chloridu

TESTOVANA LATKA (kéd) - MIC (umol.I%)
KMEN (kéd)
E-4b | E-10b | Cl-0 | Cl-1 cl-2 cl-3 | c-10 | cl-13
24h >250 >250 >500 | >500 | >500 | 250 250 >500
CA
48h >250 >250 >500 | >500 | >500 | 250 250 >500
24h >250 >250 >500 | >500 | 250 250 125 >500
CK
48h >250 >250 >500 | >500 | 250 250 125 >500
24h >250 >250 >500 | >500 | >500 | 250 250 >500
cp
48h >250 >250 >500 | >500 | >500 | 250 250 >500
24h >250 >250 >500 | >500 | >500 | 250 >500 | >500
cT
48h >250 >250 >500 | >500 | >500 | 250 >500 | >500
24h >250 >250 >500 | >500 | 500 250 >500 | >500
AF
48h >250 >250 >500 | >500 | 500 250 >500 | >500
24h >250 >250 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
AFla
48h >250 >250 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24h >250 >250 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
AC
48h >250 >250 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
72h >250 >250 >500 | >500 | 250 250 500 >500
Tl
120h | >250 >250 >500 | >500 | 250 250 500 >500
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Z derivatl pyrazin-2-karboxylové kyseliny v Tabulce ¢. 10 neprojevila ani jedna
antifungalni aktivitu. VSechny kromé F.B.2 a F.B.5 (125 umol.I'!) byly testovany

od nejvyssi koncentrace 500 pmol.I2.

Tabulka 10: Vysledky testovadni derivati pyrazin-2-karboxylové kyseliny

TESTOVANA LATKA (kéd) - MIC (umol.IY)
KMEN (kdd)

F.B.S.A F.B.S.E F.B.2 F.B.2.H F.B.5
24h >500 >500 >125 >500 >125

CA
48h >500 >500 >125 >500 >125
24h >500 >500 >125 >500 >125

CK
48h >500 >500 >125 >500 >125
24h >500 >500 >125 >500 >125

cP
48h >500 >500 >125 >500 >125
24h >500 >500 >125 >500 >125

CcT
48h >500 >500 >125 >500 >125
24h >500 >500 >125 >500 >125

AF
48h >500 >500 >125 >500 >125
24h >500 >500 >125 >500 >125

AFla

48h >500 >500 >125 >500 >125
24h >500 >500 >125 >500 >125

AC
48h >500 >500 >125 >500 >125
72h >500 >500 >125 >500 >125

TI
120h >500 >500 >125 >500 >125
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Taktéz u struktur M.J.1, M.J.2, M.J.4, M.J.6, M.J.7 a M.).8. (Tabulka ¢. 11) jsme
ani pfi nejvyssi koncentraci 500 pmol.I"t nezaznamenali Zadnou antifungélni aktivitu.

M.J.3 byla testovana pfi koncentraci 125 umol.I}, taktéZ bez aktivity.

Tabulka 11: Vysledky testovadni derivati N-arylsubstituované 3-(pyrazin-2-yl)urey

TESTOVANA LATKA (kéd) - MIC (pmol.I%)
KMEN (kéd)

M.J.1 M.J.2 M.J.3 M.).4 M.J.6 M.).7 M.).8
24h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500

CA
48h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500
24h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500

CK
48h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500
24h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500

cp
48h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500
24h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500

cT
48h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500
24h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500

AF
48h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500
24h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500

AFla
48h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500
24h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500

AC
48h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500
72h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500

Tl
120h >500 >500 >125 >500 >500 >500 >500
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Posledni skupina latek v Tabulce ¢. 12 se zkratkami P.N.1, P.N.2, P.N.3, P.N.4,
P.N.6, P.N.7 a P.N.8 taktéZ nevykazovala Zadnou aktivitu ani pti nejvyssi koncentraci

500 pmol.I2.

Tabulka 12: VVysledky testovadni derivati N-alkylsubstituované 3-(pyrazin-2-yl)urey

TESTOVANA LATKA (kéd) - MIC (umol.IY)
KMEN (kéd)

P.N.1 P.N.2 P.N.3 P.N.4 P.N.6 P.N.7 P.N.8
24h >500 >500 >500 >250 >500 >500 >500

CA
48h >500 >500 >500 >250 >500 >500 >500
24h >500 >500 >500 >250 >500 >500 >500

CK
48h >500 >500 >500 >250 >500 >500 >500
24h >500 >500 >500 >250 >500 >500 >500

cP
48h >500 >500 >500 >250 >500 >500 >500
24h >500 >500 >500 >250 >500 >500 >500

cT
48h >500 >500 >500 >250 >500 >500 >500
24h >500 >500 >500 >250 >500 >500 >500

AF
48h >500 >500 >500 >250 >500 >500 >500
24h >500 >500 >500 >250 >500 >500 >500

AFla
48h >500 >500 >500 >250 >500 >500 >500
24h >500 >500 >500 >250 >500 >500 >500

AC
48h >500 >500 >500 >250 >500 >500 >500
72h >500 >500 >500 >250 >500 >500 >500

Tl
120h >500 >500 >500 >250 >500 >500 >500

Ze skupiny latek uvedenych v Tabulce ¢. 13 a oznacenych OXDI-0b3, OX-Oc,
OXDI-T2, MOR-T, Ac-0a byla u¢innd pouze jedna latka — Ac-O0a. V koncentraci
500 umol.It po 24- i 48hodinové inkubaci zastavila rist kmen CA, CK a CT. U kment

CP a Afla doslo k zastaveni rastu p¥i koncentraci 500 umol.l"%, ale pouze po 24hodinové
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inkubacni dobé, po 48 hodinach jiz latka Ac-Oa rlst zastavit nedokdzala. Zastavit
se také podafilo rist kmenl CP a AF pfi koncentraci Ac-0a 250 umol.It, nicméné oba
kmeny pouze pfi inkubaéni dobé& 24 hodin, po 48 hodinach k zastaveni nedoslo. U¢inek
u vySe zminénych kmenQ byl pfi pomérné vysokych koncentracich. U kmene TI vSak

doslo k zastaveni ristu pfi vyrazné nizsi koncentraci 31,25 pmol.I2.

Tabulka 13: Vysledky testovdni ostatnich ldtek

TESTOVANA LATKA (kéd) - MIC (umol.I%)
KMEN (kéd) OXDI-
OX-0c | OXDI-T2 | MOR-T Ac-0a
0b3
24h >500 >500 >500 >500 500
CA
48h >500 >500 >500 >500 500
24h >500 >500 >500 >500 500
CK
48h >500 >500 >500 >500 500
24h >500 >500 >500 >500 500
CcP
48h >500 >500 >500 >500 >500
24h >500 >500 >500 >500 500
CcT
48h >500 >500 >500 >500 500
24h >500 >500 >500 >500 250
AF
48h >500 >500 >500 >500 >500
24h >500 >500 >500 >500 500
AFla
48h >500 >500 >500 >500 >500
24h >500 >500 >500 >500 250
AC
48h >500 >500 >500 >500 500
72h >500 >500 >500 >500 31,25
Tl
120h >250 >500 >500 >500 31,25
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6. DISKUSE

V pribéhu poslednich let doSlo krapidnimu zvySeni vyskytu mykotickych
infekci. Zejména se jedna o invazivni systémové infekce, které mohou byt v kone¢ném
dlisledku pro clovéka velmi nebezpecné. Kromé obecného zvySeni incidence
mykotickych infekci je vyraznym problémem podil téchto onemocnéni na mortalité
a morbidité imunosuprimovanych pacientl. Jednd se o pacienty trpici chorobami
spojenymi s poruchou imunity jako napf. HIV, AIDS a neutropenii, dale s metabolickymi
poruchami jako napf. diabetes mellitus nebo Addisonova choroba. Mezi dalsi faktory
pfispivajici k rozvoji infekci patfi transplantace, 1é¢ba Sirokospektrymi antimykotiky,
chemoterapie, katetrizace, imunosupresivni |é¢ba a spousta dalSich. (Buchta a Dolezal
2006).

Velkym klinickym problémem komplikujicim terapii je antimykoticka rezistence.
Ta spolecné srostoucim poctem invazivnich systémovych infekci omezuje pouziti
béznych antimykotik. Tyto ddvody vedly k rozvoji vyvoje novych léciv a také k potrebé
reprodukovatelného a klinicky relevantniho testovani antimykotické citlivosti.
(Mallatova a kol. 2011)

Jelikoz je mykoticka burika stejné jako bunka savéi eukaryoticka, neni snadné
nalézt struktury, které by ucéinné nicily mykotické buriky a zaroven neposkozovaly
buriky lidské. (Mallatova a kol. 2011)

Vyvoj novych antimykotik je tedy velmi naroény a Farmaceuticka fakulta
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové je jednim z pracovist, kterd se touto problematikou
intenzivné zabyvaji.

Cilem mé prdace bylo pomoci mikrodiluéni bujénové metody otestovat celkem
47 latek syntetizovanych na Katedfe farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Pro vsechny struktury
je spolecny pyrazinovy kruh. Aktivita byla testovdana celkem na 8 rlznych druzich
kvasinek a vlaknitych hub. Jednalo se o kmeny Candida albicans, Candida krusei,
Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus,
Absidia corymbifera a Trichophyton interdigitale. Latky pod kody F.B.1, F.B.3, F.B.4,
F.B.6 a M.J.5 nebylo mozné otestovat, protoZze se bud nerozpustily v DMSO, nebo

se vysrazely v rlistovém médiu.

74



Prvni  skupinu latek  tvorily  derivaty = N'-acetoxy-5-alkylpyrazin-2-
karboximidamidu a derivaty 5-alkyl-N'-(pivaloyloxy)pyrazin-2-karboximidamidu.
Z téchto struktur pod kody E-Oa, E-1a, E-2a, E-3a, E-4a, E-10a, E-Ob, E-1-b, E-2b, E-3b,
E-4b a E-10b nebyla u Zadné testované latky prokazana antimykotickd aktivita.
Jednotlivé struktury se liSily alkylovym substituentem v poloze 5 pyrazinového kruhu.

Z dalsi skupiny derivat N-hydroxypyrazin-2-karbimidoyl chloridu pod kédy CI-0,
Cl-1, CI-2, CI-3, CI-10 a ClI-13 vykazovaly antimykotickou aktivitu tfi latky — ClI-2, CI-3
a Cl-10. VSechny latky z této skupiny vykazovaly aktivitu jen pfi vysokych
koncentracich. Uginnost na nejvice kmenl byla zaznamenana u struktury Cl-3.
Jednotlivé struktury se lisily alkylovym zbytkem v poloze 5, potencidlné nejucinnéjsi
Cl-3 méla vtéto poloze nerozvétveny butylovy zbytek. Latka CI-3 pfi koncentraci
250 pumol.It zastavila rist kmen( CA, CK, CP, CT, AF a TI. Druhd v pofadi pak byla
struktura CI-10 v poloze 5 s isopropylovym zbytkem, ta zastavila rast kmen( CA, CK, CP
a Tl. Posledni nejméné ucinna Cl-2 s isobutylem v poloze 5 byla schopna zastavit rdst
kment CK, AF a Tl.

Ze skupiny derivatl pyrazin-2-karboxylové kyseliny nebyla aktivita zjisténa
u zadné struktury, stejné tak jsme aktivitu nezaznamenali ani u derivatd

N-arylsubstituované 3-(pyrazin-2-yl)urey a N-alkylsubstituované 3-(pyrazin-2-yl)urey.

Z posledni skupiny latek, oznacenych jako ,,ostatni“, byla aktivita zaznamendna
pouze u jedné struktury, a to u latky Ac-Oa — ta byla schopnd za rlznych podminek
zastavit rUst u vsech kmenu. V koncentraci 500 pmol.I? zastavila rist kmentd CA, CK
a CT. U kmen( CP a Afla doslo k zastaveni rustu pfi koncentraci 500 umol.I%, ale pouze
po 24hodinové inkubaéni dobé, po 48 hodinach jiz latka Ac-0Oa rust zastavit nedokazala.
Zastavit se také podafilo rlst kmenl CP a AF pfi koncentraci Ac-Oa 250 umol.l?,
nicméné oba kmeny pouze pfi inkubacni dobé 24 hodin, po 48 hodinach k zastaveni
nedoslo. U¢inek u vyde zminénych kmend byl pfi pomérné vysokych koncentracich.
Ukmene TI vSak doslo kzastaveni rlstu pfi vyrazné nizsi koncentraci, a to

31,25 umol.I"t po 72hodinové i 120hodinové inkubaci.

Nejcitlivéjsi byl kmen Trichophyton interdigitale, u néhoz v pripadé latky Ac-Oa

vV

doslo kzastaveni rUstu pfi nejnizSi koncentraci ze vSech testovanych latek
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(31,25 umol.I'). Naopak na pozoru bychom méli byt u kment Aspergillus flavus
a Absidia corymbifera, které vykazovaly nejvyssi odolnost vici zkousenym latkam.
Cesta od objeveni nadéjné struktury ke kone¢nému ucéinnému a bezpeénému
[é¢ivu je velmi dlouhd a ndkladnd. Z ndmi testovanych 47 latek projevily aktivitu
zminéné 4, ztoho 3 pfi pomérné vysokych koncentracich; posledni struktura
3-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-1-fenylprop-2-en-1-on  pak ve srovnani s nimi
v koncentraci mnohem nizsi. Je mozné, ze by tyto latky mohly mit antifungalni aktivitu,
pfedevsim tedy Ac-Oa, nicméné nemuizeme vyloucit ani vznik chyby pfi prvotnim
testovani nebo moZnou kontaminaci. Proto by mélo dojit k opakovanému stanoveni
MIC a potvrzeni stanovenych vysledkd a ndsledné pripadné pfistoupit k dalSimu
testovani. Kvali malému poctu ucinnych latek nebylo mozno stanovit zavislost aktivity

na strukture.
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7. ZAVER

Prostfednictvim mikrodilu¢ni bujénové metody jsme testovali celkem 47 latek
syntetizovanych na Katedfe farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

Testované latky jsme rozdélili do 5 skupin dle jejich chemické struktury.
Z testovanych latek projevily antifungdlni aktivitu 4 struktury — Ac-0a, CI-2, CI-3 a CI-10.
Ostatni latky aktivitu neprojevily.

Vlbec nejvyssi aktivitu jsme zaznamenali u struktury Ac-Oa vaci kmenu
Trichophyton interdigitale. Nejcitlivéjsi byl kmen Trichophyton interdigitale, naopak
nejrezistentnéjsi byly Aspergillus flavus a Absidia corymbifera. Latky pod kddy F.B.1,
F.B.3, F.B.4, F.B.6 a M.J.5 nebylo moZné otestovat, protoze se bud nerozpustily

v DMSO, nebo se vysrazely v ristovém médiu.
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8. POUZITE ZKRATKY

AARS aminoacyl-tRNA syntetasa

AC Absidia corymbifera

AF Aspergillus fumigatus

AFB1 Aflatoxin B1

AFB2 Aflatoxin B2

AFG1 Aflatoxin G1

AFG2 Aflatoxin G2

AFla Aspergillus flavus

AFST Antifungal susceptibility testing

ATC American Type Cultures Collection

ATP adenosine triphosphate, adenosintrifosfat
CA Candida albicans

CCM Czech Collection of Microorganisms

CDR Candida drug resistence

CK Candida krusei

CLSI The Clinical & Laboratory Standards Institute
cp Candida parapsilosis

CT Candida tropicalis

CYP450 cytochrom P450

CYP51A1 gen kodujici enzym z rodiny cytochromu P-450
DM diabetes mellitus

DMSO dimethylsulfoxid

HIV Human Immunodeficiency Virus

ERG3 / ERG6 / ERG11 ETS (erytroblast transformation-specific) related gene,

geny z genové rodiny ERG
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EUCAST

FKS1 / FKS2
GPI
GS

HS

I
LeuRS
MDR
MFS
MHA
MIC
MOPS
NaOH
NCA

NCCLS

RNA

RPMI

T

USA

The European Committee of Antimicrobial Susceptibility
Testing, Evropsky vybor pro testovani antimikrobialni
citlivosti

geny kédujici 1,3-B-glukan syntasu
glykosylfosfatidylinositolu

1,3-B-glukan syntasa

hot spots

intermediate, intermedialné citlivy
Leucyl-tRNA syntetasa

Multi drug resistance

Maijor facilitator superfamily
Mueller-HintonGv agar

Minimalni inhibi¢ni koncentrace
(3-[N-morfolino]propansulfonova kyselina)
hydroxid sodny

Non-candida albicans

National Committee for Clinical Laboratory Standards
resistant, rezistentni

ribonucleic acid, ribonukleova kyselina
Roswell Park Memorial Institute medium
susceptible, citlivy

Trichophyton interdigitale

United States of America, Spojené staty americké
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