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SEZNAM ZKRATEK

CA - Candida albicans

cfu — colony forming units

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace
MOPS- Kyselina morfolinpropansulfonova
SGA - Sabourauduv glukozovy agar

TRH - thyroliberin

TSH - thyrotropin



1. UVOD

Vaginalni zanét vyvolany mikroskopickymi houbami je velmi ¢astou komplikaci Zen fertilniho
véku. Odhaduje se, Ze pfiblizné 75 % zen se s timto problémem setka alespon jednou za Zivot. Jde
0 nepfijemné infekéni onemocnéni, které se v piipadé chronického prabéhu stdvd nejenom
medicinskym a ekonomickym problémem, ale mtize byt i divodem vazného naruseni partnerského
Zivota postiZzené Zeny.

Lécba akutni ataky je dnes snadnd a velmi ucinna, nejCastéji pouzivanymi lokalnimi
antimykotiky jsou azolové derivaty. Rekurentni vaginalni kandidéza je onemocnénim vyskytujici se
tiikrat az Ctyfikrat rocné. Pii 1é¢bé chronické formy je tfeba myslet také na vylouceni ¢i upraveni
predispozi¢nich faktort.

Obecné se ma za to, ze vznik vulvovaginalni kandidézy je podminén hormondlné. Ne vsechny
aspekty ptisobeni pohlavnich hormonti jsou vSak znamy a prostudovany.

Cilem ptedlozené diplomové prace bylo posouzeni zmén ristu a morfologie kmend Candida
albicans podminénych piitomnosti pohlavnich hormonti. Studium bylo zaméteno na vliv pohlavnich

hormonti na rist a citlivost sledovanych kment kandid k antifungalnim léktim.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Vyznam houbovych organismu

Houby tvoii zcela samostatnou Fii, ktera se nazyva Fungi. Jedna se 0 jedno- a vicebuné¢né organismy
s typickou eukaryotickou stavbou buiiky. Houby jsou chemoheterotrofni organismy, zdrojem uhliku
i energie jsou jim tedy organické latky. Vedle primarniho metabolismu je pro houby typicky
metabolismus sekundarni, kterym mohou produkovat, mimo jiné, i latky pro ¢lovéka toxické.

Zakladni morfologickou jednotkou hub je hyfa splétajici vlaknité mycelium. To mtze byt nckdy
redukovano na jedinou buriku, jako je tomu u kvasinek. Nékteré houby (napf. Candida albicans)
mohou v zavislosti na prostiedi rist jak ve formé vlaknité, tak ve formé kvasinek. Tento zajimavy jev
se nazyva dimorfismus.

Houby se vyznacuji prevazné saprofytickym zptsobem vyzivy, jsou to destruenti zejména
ligninu, celulézy, keratinu apod.

Nekteré houby mohou byt pro ¢lovéka patogenni a zplsobit mykoalergie, mykotoxikozy,
mycetismy nebo mykdzy, na druhou stranu se mnoho z hub uplatiiuje pii genetickych manipulacich ¢i

v prumyslu pfi vyrobé vina, piva, syrt, 1€kt apod.



2.2. Systém patogennich hub

Tab. 1 Systém lékaisky vyznamnych hub pro ¢lovéka

EUMYCOTA (pravé houby)
Zygomyecetes (spajivé houby)
MUCORALES
Rhizomucor, Mucor, Rhizopus, Absidia
ENTOMOPHTHORALES
Basidiobolus, Conidiobolus
Ascomycetes (vireckovytrusé houby)
Talaromyces, Eurotium, Arthroderma, Ajellomyces, Saccharomyces, Claviceps
Basidiomycetes (stopkovytrusé houby, makromycety)
AGARICALES
Amanita, Boletus, Inocybe, Tricholoma
Fungi Imperfecti (Deuteromycetes, nedokonalé houby)
BLASTOMYCETES
Candida, Cryptococcus, Malassezia, Rhodotorula, Trichosporon
HYPHOMYCETES
Alternaria, Aspergillus, Blastomyces, Epidermophyton, Fusarium, Geotrichum,

Histoplasma, Microsporum, Pencillium, Trichophyton




2.3. Rod Candida

Kvasinky rodu Candida jsou na celém svété fazeny k puvodcim jak povrchovych, tak
i systémovych mykoz. Vyskytuji se celosvétové, u zdravych jedinci jsou soucasti jeho piirozené
mikroflory, zejména sliznice traviciho traktu a orofaryngu, méné kolonizuji kazi. Kvasinky najdeme
na rostlinném i na zivo¢isném materialu, mohou Zit také na rozkladajicich se zbytcich jejich tél
(Fragner, 1984).

Onemocnéni vyvolana rodem Candida jsou velmi pestrd. ZaleZi ptedev§im na tom, kterou
kvasinkou jsou zpiisobena, na lokalizaci, na celkovém zdravotnim stavu pacienta a na fadé dalSich
faktorech. Nejcastéj$im ptivodcem nozokomidlnich mykoz je Candida albicans, dalSimi vyznamnymi
patogennimi druhy jsou Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida krusei
a dalsi (Bednat, 1996).

U nemocnych oslabenych vaznou chorobou mohou nékteré kvasinky (piedevs§im Candida
albicans) piestoupit sliznici dutiny ustni, Zzaludku nebo stfeva do krevnich cest a diseminovat

do kteréhokoliv organu (Fragner, 1984).

2.4. Candida albicans

Candida albicans se vyskytuje v nejrizngjsich vzorcich lidského ptivodu, bézné ji najdeme napf.
ve sputu nebo vytérech z dutiny ustni. Makroskopicky vzhled kolonii zavisi na podminkach prostiedi,
v némz se nalézaji, napt. na typu kultiva¢niho média.

Candida albicans je aerobni mikroorganismus, rozmezi teplot ristu na Sabouraudové
glukozovém agaru je od 2°C do 40°C, optimum je 25 aZ 35°C (Bednat, 1996).

Candida albicans je schopna tvofit blastospory, hyfy, pseudohyfy, chlamydospéry a zarodeéné
(kli¢ni) hyfy. Kvasinky se mnozi pucenim. Ovalné blastokonidie méti kolem 3-6 um a pdi z nich
dcefinné bunky. Pseudohyfa je tvofena pucicimi bunkami, které se protahuji a zlstavaji spojené. Tyto
buiiky jsou §ir§i nez pravé hyfy a v miste jejich spojeni je pseudohyfa zaskrcena. Chlamydospory jsou
kulaté, o néco vétsi nez blastokonidie, v nativnim preparatu jsou silné svétlolomné. VétSinou jsou

umisténé na konci pseudohyfy. Zarode¢né hyfy jsou pozorovatelné uz po 1 hod kultivace v indukénim
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médiu. Jsou to tenké trubiCkovité utvary, které kli¢i z blastokonidii bez zaSkrceni v misté, kde
opoustéji mateiskou buniku. Pii kandiddze se ve tké&ni nachdzeji jak (pseudo)vlaknité formy, tak
i kvasinky (Votava, 2003). V8echny morfotypy se barvi pozitivné dle Grama.

Candida albicans vytvati dva hlavni typy kolonii. Z klinického materialu jsou kolonie hladké,
smetanové bilé, vypouklé, mazlavé konzistence, okraj je kruhovity, nevlaknity. Pramér kolonii je 3 -7
cm. (Fragner, 1984). Bunky jsou kulaté nebo ovalné. Kolonie izolované z vn&jsiho prostiedi jsou
matné, slozené z protahlych bunék (Bednat, 1996).

Kandidy zkvasuji rtizné cukry a téchto jejich aktivit se vyziva kurcovani druht. Testy se
nazyvaji zymogramy. Candida albicans $tépi glukézu, maltozu, sachardézu, nestépi laktdozu. Pro
identifikaci kandid se vyuZziva také jejich schopnost utilizovat cukry a dusikaté latky. Tyto asimila¢ni
testy se nazyvaji auxanogramy a jsou hojné vyuzivany v laboratorni diagnostice kvasinek (Bednat,
1996).

Charakteristickou vlastnosti C. albicans je schopnost klieni, coz je tvorba tzv. kli¢nich hyf
(germ tubes). Tvorba zarode¢nych hyf je nejsilngj$i u kmenti izolovanych z mocovych cest a z pochvy
(Kaban, 2005).

Z hlediska patogenity C. albicans je vyznamna adherence K hostitelskym bunkam, tvorba
klicnich hyf (vlaknita forma se poklada za virulentngj$i, klicni hyfy 1épe adheruji ), dilezita je také

biosyntéza enzymi fosfolipazy a proteaz (Votava, 2003).

2.5. Onemocnéni vyvolana houbami

Houbové organismy mohou poskozovat lidské zdravi ctyfmi zplisoby. Prvni mozZnosti jsou
alimentarni otravy zpusobené pozitim plodnic vy3Sich hub a intoxikaci jejich toxiny, mycetismy.
Nejcastéjsimi ptivodci téchto otrav jsou druhy makromycett jako jsou Amanita phalloides, Amanita
muscarina, Amanita pantherina, Boletus satanus a dalsi.

Druhy zplsob piedstavuji otravy mykotoxiny po poZiti kontaminované potravy,
tzv. mykotoxikézy. Hlavni producenti téchto toxind jsou rody mikroskopickych hub Aspergillus,

Fusarium, Penicillium.
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Houby mohou také wvyvolat hypersenzitivni reakce imunitniho systému, mykoalergie.
Nejfrekventovanéjsi alergeny jsou vazany na spory rodu Alternaria, Aspergillus, Fusarium,
Cladosporium a dalsi.

Nejbézngj$imi a nejvyznamnéj$imi houbovymi onemocnénimi jsou mykoézy, které maji za
nasledek pfimé poskozeni tkan¢ hostitele piisobenim rostouci a rozmnozujici se houbou. Rozd¢luji se
na povrchové, kozni, podkozni a hluboké (lokalizované i systémové). Nejcastéjsi jsou kozni mykozy
(dermatomykodzy), které postihuji keratizované vrstvy kuze, vlasové folikuly a nehty. Pavodci jsou jak
dermatofyty (Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton), tak i kvasinky a dalSi houby. Odhadem
postihuji 10-20% populace. Nejedna se o zavazné onemocnéni, jde spiSe o onemocnéni obtézujici, ale
pomérné dobie 1é¢itelné. Chronicky charakter ¢asto maji podkozni mykozy, které postihuji hlubsi
vrstvy dermis, subkutanni tkané i kosti. Vyskytuji se v tropickych a subtropickych oblastech.

Systémové mykozy délime na primarni a sekundarni. Primarni mykotické infekce jsou nejcastéji

zpusobeny dimorfnimi houbami, také kvasinkou Cryptococcus neoformans. Z hlediska klinické praxe

vvvvvv

Vv

nozokomialnimi nakazami, které se vyznacuji vysokou smrtnosti. Jedna se o kandiddzy, aspergildzy,

zygomykozy (Buchta, 1998).

2.6. Kandidoza

Kandidoza je nejéastéjsi systémova mykoza v Iékaiské praxi (Bednaf, 1996). Nejvyznamnéj$im
pavodcem kandidozy je C. albicans (odpovida 50 az 90% vSech kandid6z), dalsimi pivodci jsou tzv.
non-albicans druhy (C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata atd.)

Kandidoza (candidosis, soor, mouénivka) napada predev§im sliznice traviciho, urogenitalniho
systému a Ustni dutiny. Generalizované kandidozy byvaji pravidelné diagnostikovany post mortem
(Fragner, 1984).

Klinicky obraz kandidoz je velmi pestry. Projevuje se jako onychomykoza, Gstni sor, kandidémie,

kandidurie, koZni kandiddza, kandidova tonzilitida, vulvovaginitida (Fragner, 1984).
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Kandidozy dutiny tstni najdeme nej€astéji u novorozenci a u imunodeficientnich pacientl (napi.
lidé s AIDS). Kozni kandidézy vznikaji snadno na vlhkych mistech se zapaikou a maceraci. Jde o
ruzn¢ velka loziska skuzi v centru zarudlou, pfi okrajich bilou. Kandidové onychomykozy se
projevuji bélavymi, Sedavymi nebo jinak zbarvenymi skvrnami na nehtové ploténce, ktera se nijak
nerozpadd a netiepi, asto si zanechava svij lesk. V postiZenych mistech se nehet ztenduje. Castdji
jsou postiZzeny prsty na rukou, neZ na nohou a to pouze na nékolika prstech, ne na celé konceting
(Fragner, 1984).

Mezi vyznamné predispozice a rizikové faktory vzniku mykdz je dlouhodoba terapie
Sirokospektrymi antibakterialnimi antibiotiky, 1é¢ba kortikoidy, cytostatiky, diabetes mellitus,

imunosupresivni terapie, vék, katetrizace, kontaminované infuzni roztoky atd.

2.7. Vulvovaginélni infekce

Nejcastéjsim onemocnénim v bézné gynekologické praxi jsou vulvovaginalni infekce. VétSina
infekci postihuje vulvu i pochvu, ovSem miiZeme se setkat i s atakou postihujici lokalné pouze vulvu.
Klinicky se projevuji vytokem, palenim nebo svédénim vnéjSich rodidel. Tyto infekce se obecné
rozd€luji podle piivodce na virové, bakterialni, plisiové nebo parazitdrni. Muze jit o trichomoniazu,
vulvovaginalni kandidozu, bakteridlni vagindzu, atrofickou vaginitidu, herpes genitalis a poSevni

lactobacilézu (MaSata, 2004).

2.7.1. VULVOVAGINALNI KANDIDOZA

Vyskyt vulvovaginalnich kandid6z je velmi Casty a ma u né€kterych pacientek tendenci k recidivam.
Predpoklada se, ze az 75% zen fertilniho véku prodéla v zivoté alespon jednu ataku vulvovaginalni
kandidozy, 40 az 50% onemocni kvasinkovou infekci dvakrat za zivot. Kandidy jsou pfi kultiva¢nich
vySetienich klinického materialu nalézany pftiblizné ve 20% i u asymptomatickych zen. Malé procento
Zen (3-5%) trpi rekurentni kandidovou vaginitidou, kterd se opakuje Ctyfikrat az Sestkrat ro¢né

(Masata, 2004).
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Nejcastéjsimi projevy jsou svédeéni az paleni, zarudnuti vulvy, bélavy povlak vaginy, husty, bily
az nazloutly nezapachajici vytok nékdy s pfimési hmot tvarohovité konzistence, bolestivost pochvy.

Vznikem vulvovaginalnich kandid6z jsou ohroZeny Zeny uZivajici antibiotika, oralni
antikoncepci, t€hotné, diabeti¢ky, zeny lé¢ené kortikosteroidni terapii, imunosupresi, Zeny nosici tésné
priléhajici syntetické spodni pradlo. Mladé divky v pfedmenstruaénim obdobi nebo Zeny v menopauze
vulvovaginalni kandidézou trpi velmi ziidka. Existuje také skupina Zen, kterd se 1é¢i na rekurentni
kandidozu nékolikrat ro¢né, aniZ by se u nich pfedem vyskytly néjaké rizikové faktory. Moznou
pfi¢inou vzniku rekurentni kandidézy muize byt i vrozena nebo ziskana lokalni dysfunkce normalni
ochranné imunitni odpovédi organismu na antigen (Masata, 2004).

Pii kvasinkové infekci v 85-90% ptipadi je v pochvé zjisténa ptitomnost kmend C. albicans.
Dalsi procentualni zastoupeni ptipada na C. glabrata a C. tropicalis. Tzv. non-albicans druhy kandid
vyvolavaji vétsSinou poSevni infekce rezistentni na 1é¢bu flukonazolem. Kvasinkova forma se podili na
Sifeni a pfenosu kandid, zapficinuje asymptomatické osidleni pochvy. Symptomatické onemocnéni je
zpusobeno vlaknitymi formami kvasinky. C. albicans lépe adheruje k povrchu poSevni sliznice nezZ
tzv. non-albicans druhy, tim se i vysvétluje ¢ast&jsi nalez C. albicans u vulvovaginalnich infekci.
Na virulenci kandid se podili i jejich proteolytické enzymy, zvlasté aspartatové proteazy, fosfolipaza,
mozna i toxiny (gliotoxin) (MaSata, 2004).

Akutni epizody se nejcasté&ji vyskytuji v lutealni fazi menstruacniho cyklu a béhem t&hotenstvi,
tedy ve fazich zvySené koncentrace estrogenu a progesteronu. Ovsem doposud neni znam piesny vliv
pohlavnich hormont na rozvoj kandidéznich infekci, kazdopadné podporuji morfologickou konverzi
C. albicans z blastické do vl&knité formy. Je mozné, Ze klesajici koncentrace estrogenu ovliviiuje
vznik vaginalnich kandiddz, koncentrace progesteronu vyznamny vliv na vznik vagindlnich mykoz
ziejmé nema (Field, 2000).

Vaginalni infekce nejCastéji vznikaji nekolik dnti pied nebo po ovulaci. Zda se, Ze koncentrace
estrogenu je dilezitym rizikovym faktorem pro vznik vaginalni mykézy. Jednim z moznych dusledkt

je sniZzena schopnost vaginalnich epitelialnich bunék inhibovat rust kolonii C. albicans (Field, 2000).
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Predispozicni faktory:

Téhotenstvi: Béhem celé gravidity je poSevni sliznice vnimavéj$i k osidleni kandidami.
Nejcastéji se infekce vyskytuji v tfetim trimestru téhotenstvi. Vyssi hladina pohlavnich hormont
zpusobuje zvySené koncentrace glykogenu v pochvé. Ten je dulezity pro rist a mnoZeni kandid.
Estrogeny zvysuji vnimavost poSevni sliznice k adherenci kvasinek. U kandid byl nalezen cytosolovy
receptor pro vazbu pohlavnich hormonti. Hormony také urychluji tvorbu mycelii. Usp&snost 1é¢by
kvasinkovych infekci v t€hotenstvi je velmi nizka.

Hormonalni kontracepce: U peroralni hormonalni antikoncepce s vy3Simi davkami estrogent je
obdobny mechanismus pisobeni na riist kandid jako v té¢hotenstvi.

Diabetes mellitus: U nékterych zen s rekurentni vulvovaginalni kandidézou byla prokazana
souvislost mezi piejidanim se sladkostmi a exacerbaci infekce.

Lécba antibiotiky: Antibiotika eliminuji pfirozené endogenni vaginalni osidleni, které spolu
s ostatnimi faktory zabranuje vzniku kandidové infekce.

Piilnavé spodni pradlo: Pradlo zvySuje teplotu a vlhkost peritoneélni oblasti. Také neni vhodné
pouzivat vyplachy, parfémované toaletni pomticky, Casté plavani v chlorované vodé a dlouhodobé

noSeni vlihkych plavek (MasSata, 2004).

2.8. Lécéba mykotickych infekci

Antimykotika se obvykle rozd¢luji na:
a) polyenové antibiotika: amfotericin B, nystatin, natamycin
b) antimetabolity: flucytosin
c) azolové (triazolové, imidazolové) derivaty: mikonazol, ketokonazol, flukonazol,
itrakonazol, vorikonazol atd.
d) allylaminové derivaty: terbinafin, naftifin
e) ostatni: griseofulvin, ciklopiroxolamin

Z Klinického hlediska se mohou rozdélovat na antimykotika celkova a mistni.
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2.8.1. POLYENOVA ANTIMYKOTIKA
Amfotericin B

Amfotericin A a B jsou antifungélni antimykotika izolovanad z ptidni bakterie Streptomyces
nodosus. Amfotericin A se v terapii nevyuZiva.

Amfotericin B je amfoterni polyenovy makrolid se systémovym antimykotickym ucinkem,
vyskytem rezistenci. Jeho nevyhodou je toxicita a ¢asty vyskyt nezddoucich ucinkd. Mikrokrystalické
ptipravky lze aplikovat mistné. Pro celkovou aplikaci intravendznich injekci se pouziva koloidni
1é¢ivo.

Amfotericin B inhibuje in vitro Histoplasma capsulatum, Cryptococcus neoformans,
Coccidioides immitis, Candida albicans, Blastomyces dermatitidis, Sporothrix schenckii a dalSi
mikroorganismy zptisobujici mykoticka onemocnéni. Neni G¢inny proti baktériim.

Polyenova antibiotika se pevné vaZou na ergosterol v bunééné membrané hub. Tato membrana je
zménéna a unik makromolekul a iontd z buiky vede k jejimu irreverzibilnimu poSkozeni. Rezistence
vic¢i amfotericinu B mtize byt disledkem snizeni mnozstvi ergosterolu v membrané nebo modifikace
jeho struktury tak, Ze se s nim hufe spojuje.

Amfotericin B se $patné absorbuje z gastrointestindlniho traktu. Peroralné podany amfotericin
pusobi jen na houby v lumen zaZivaciho ustroji, takto podany tedy nemuize slouzit k celkové 16¢bé.
Vice nez 90 % amfotericinu B je vazano na bilkoviny krevni plazmy, jeho distribu¢ni objem je
obrovsky. Intravendzni se vyluCuje moci velmi pomalu, v pribéhu nékolika dnli. Amfotericin B se
rozséhle distribuuje do tkani. Nejvyssi koncentrace dosahuje v jatrech a ve slezing.

Pii 1é¢be celkovych infekci patogennimi houbami se amfotericin B podava v pomalé intraven6zni
infdzi po dobu 4 — 6 hodin. Po Gvodni davce se nastavuje davkovani tak, aby vysledna koncentrace
dosahovala 0,7 az 1,5 mg/kg/den. Tato davka je pak obvykle podavana po dobu 6-12 tydnt nebo i
déle. Po pocatecni odpovédi na 1é¢bu jsou tyto davky podavany pouze dvakrat az tiikrat tydné.

Pii meningitidé vyvolané amébou Naegleria mize byt amfotericin B podavan intrathékalng,
tiikrat tydné, po dobu 10 tydnd, ale i déle. U meningitidy vyvolané druhy Candida a Cryptococcus a u

celkové kandidémie se, vedle triazolovych antimykotik, pouZivd kombinace amfotericinu B
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s flucytosinem.. Tato kombinace zpomaluje vznik mozné rezistence vici flucytosinu a umoziuje nizsi
davkovani amfotericinu B.

Intravenézni injekce amfotericinu B nejcastéji vyvolava akutni nezddouci ucinky, jako je
mrazeni, nauzea, zvraceni, horecka, rigor, tfesavka a bolest hlavy, svald i kloubt. Intenzita akutnich
nezadoucich ucinkdi mize byt zmirnéna spolupodavanim kyseliny acetylsalicylové, fenothiazind,
antiastmatik ¢i kortikoidt. Chronické nezaddouci ucinky predstavuji predevsim projevy nefrotoxicity S
naslednou elektrolytickou nerovnovahou.

Novy polyenovy preparat, AmBisome, je liposomalni piipravek amfotericinu B. Pii zachovani

ucinného antimykotického spektra je u n¢j minimalni vyskyt nezadoucich projevi.

OH
OH
HO @)

HOOC

Obr. 1 Amfotericin B

2.8.2. ANTIMETABOLITY
Flucytosin (5-fluorcytosin, 5-FC)

Flucytosin je fluorovand pyrimidinova baze, jediny zastupce ze skupiny antimetabolitl.
V bunikach mikromycet je deaminovan na vlastni G¢innou latku, 5-fluoruracil, ktery je inkorporovan
do RNA s néslednou inhibici syntézy nukleovych kyselin.

Antimikrobni spektrum flucytosinu zahrnuje pfedevsim druhy Candida, Cryptococcus a také

nékteré kmeny druhu Aspergillus.
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V terapeutickych davkach pisobi fungistaticky, v nizSich blokuje adhezivni schopnost kandid

na sliznice.
Flucytosin je hydrofilni molekula, jen asi z 20% je vazan na plazmatické bilkoviny. Pronika do v3ech
tkani a télesnych tekutin, v¢etné likvoru a piedpoklada se i jeho prunik do matefského miléka.
Vyluc¢uje se moci, kde jsou 100krat vy$si koncentrace neZ v plazmé. Pii selhani ledvin se muize
flucytosin kumulovat aZz k dosazZeni toxickych hladin.

Mezi jeho nejvyznamnéjSi nezadouci uUCinky se fadi granulocytopenie, vypadavani vlast,
pfechodné zvyseni jaternich testii a abnormality v ¢innosti jater. Pfilezitostné se mohou vyskytovat
problémy v oblasti gastrointestinalniho traktu (nauzea, zvraceni) a kozni projevy.

V klinické praxi je dnes flucytosin pouzivan vyhradné v kombinaci (s amfotericinem B nebo
s triazolovymi antimykotiky) k 1é¢bé organové kandidozy, kryptokokdzy, blastomykozy.

Zé&vazné lékove interakce doposud nejsou zndmé, toxicitu flucytosinu oviem zvysuji viechny
1éky, které omezuji jeho renalni vylu¢ovani. Klinicky vyznamna je synergni interakce s amfotericinem

B, synergismus byl prokazan i u kombinace s azolovymi antimykotiky.

NYO
PN

NH,

Obr. 2 5-fluorcytosin

2.8.3. AZOLOVA ANTIMYKOTIKA

Antifungélni azoly jsou syntetické latky, které zahrnuji starSi imidazoly mikonazol a
ketokonazol, novéjsi triazoly flukonazol, itrakonazol, vorikonazol a posakonazol. Mechanismus
fungistatického G¢inku je u azolovych antimykotik spole¢ny a spociva v blokadé syntézy fungalnich
steroll, zejména ergosterolu v membranéach hub.

Antimikrobni spektrum zahrnuje rod Candida, Blastomyces, dale C.immitis, H. capsulatum,

P. brasiliensis, dermatofyty (rody Microsporum, Trichophyton a Epidermophyton). U kryptokokovych
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infekei je G¢inek nestabilni, u aspergil0zy je u€inny vorikonazol, posakonazol a ¢aste¢né itrakonazol,
u zygomykaozy jen posakonazol proti nékterym druhtim.

Vyznamnym klinickym problémem se stava vzrustajici rezistence k azolovym antimykotiktim,
zvlaste k flukonazolu.
Mikonazol

Mikonazol je nejstar§i azolové antimykotikum s fungistatickym u¢inkem. Jeho vyznamnymi
indikacemi byly piedevsim systémové kandidozy, kryptokokoza, dermatomykézy s téz8im prubéhem,
blastomykozy, histoplazmézy, nokardidza a dalsi. Kvili ¢astym a vyznamnym nezadoucim G¢inkiim
(zvraceni, hyperlipidémie, tromboflebitida, alergické projevy aZ anafylakticky Sok) se dnes mikonazol

v 1é¢b€ nepouziva .

S

C—CH—O—CH, Cl
H2

Cl

Cl

Obr. 3 Mikonazol

Ketokonazol

Ketokonazol je Sirokospektré syntetické lipofilni imidazolové antimykotikum, které je stejné jako
mikonazol nahrazovano nové¢jsimi azoly. Byl prvnim l1é¢ivem této skupiny, které mohlo byt podédvano
per os a zaroven bylo u¢inné i u nékterych celkovych mykoz.

Vyznamné se akumuluje v kiizi, kde depot miize pietrvat az 5 dnii po vysazeni 1écby.

Indikaci ketokonazolu jsou infekce kiize, nehtti a vlast zptisobené dermatofyty nebo kvasinkami
(dermatofytdza, onychomykédza, kandidova perionyxitis, pityriasis versicolor, chronicka mukokutanni

kandid6za), dale kvasinkové infekce traviciho traktu.
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Denni aplikace potlacuje kandidové infekce v Ustech nebo v pochvé béhem 1-2 tydnd,
dermatofytdzy béhem 3-8 tydnt.

Nezadouci u¢inky ketokonazolu se projevuji jako nauzea, zvraceni, kozni vyrazky, velmi vzacné
se mize vyskytnout progredujici hepatitida. Ketokonazol ve vysokych koncentracich blokuje syntézu
steroidt a androgenti v nadledvinkach a muiZze vyvolat gynekomastii.

Soucasné podavani antacid, cimetidinu nebo rifampicinu snizuje jeho peroralni absorpci.

| Cl

0" o — ﬁ
S —OON —C —CH,

Obr. 4 Ketokonazol

Flukonazol

Flukonazol je systémoveé triazolové antimykotikum pro peroralni i parenterdlni podani.
Od ostatnich antifungalnich azolu se 1i§i svou farmakokinetikou. Ma hydrofilni molekulu (je lépe
rozpustnéj§i ve vodé a lépe se absorbuje ze zazivaciho traktu nez ketokonazol), ma nejvysSi
terapeuticky index, nizky vyskyt nezadoucich uc¢inka a 1ékovych interakci

Po peroralnim podani se flukonazol dobfe a rychle vstiebava, jeho koncentrace v plazmé jsou
témét stejné vysoké po peroralni i intravenozni aplikaci. Vazba na plazmatické bilkoviny je velmi
nizka, rozsahle se distribuuje do vsech tkani i télesnych tekutin. Dlouhodoby depot vytvaii zejména
v kuzi a nehtech. Vylucuje se pfevazné moci. Biologicky polocas flukonazolu je priblizné 30 hodin a
vyrazné se prodluzuje u pacientt s insuficienci ledvin.

Antimikrobni spektrum flukonazolu zahrnuje rod Candida (méné G¢inny je proti tzv. non-

albicans kmentim), Cryptococcus, dermatofyty, H. capsulatum, B. dermatitidis a dalsi. Primarné
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rezistentni je C. krusei. Candida glabrata se stava dal§im kmenem se vzristajici incidenci ziskané
rezistence. Flukonazol je netéinny u aspergiloz a zygomykoz.

Nejdulezitéjsi klinické indikace flukonazolu jsou kandidozy (organové, kandidémie, slizni¢ni
orofaryngeélni, chronicka oralni atroficka kandidéza, kandidéza genitélu), kryptokokozy (flukonazol
je lékem volby v udrzovaci fazi 1é¢by kryptokokové meningitidy), dermatomykozy (tinea pedis, tinea
versicolor), systémové endemické mykdzy (kokcidiomykdzy, sporotrichdzy, histoplazmoza).

Nezadouci ucinky flukonazolu zahrnuji zvraceni, prijem, kozni exantém, bolesti hlavy. Vzacné
mize dojit pi 1é€beé flukonazolem k zavaznému poskozeni jaternich bunék.

Flukonazol miZe v séru zvySovat koncentrace peroralnich antidiabetik (zejména derivati
sulfonylmocoviny), midazolamu, warfarinu, antikoagulancii, cyklosporinu. Pfi sou¢asném podavani
rifampicinu se snizuje uéinek flukonazolu. Flukonazol vykazuje synergicky ucinek s flucytosinem a
mikonazolem, antagonisticky u¢inek s amfotericinem B.

Davkovani je zavislé na formé a rozsahu infekce, je stejné u peroralni i parenteralni formy
aplikace. Poc¢atecni davka (1. den) je u systémovych myko6z dvojnasobna, dale se aplikuje jedna denni
davka jesté 2-3 dny po klinickém a laboratornim vymizeni nalezu. PiedCasné ukonceni 1é¢by vede

k relapsu. V primarni i sekundarni profylaxi je flukonazol 1ékem volby.

Obr. 5 Flukonazol

Itrakonazol
Itrakonazol je systémové triazolové antimykotikum pro peroralni i parenteralni podani. Je ucinny

proti aspergiliim, avSak v této indikaci je lé¢ivem az druhé volby po amfotericinu B a vorikonazolu.
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Nejcastejsimi nezadoucimi u€inky jsou nauzea, zvraceni, prijmy, bolesti bficha, zavraté, bézné jsou

lIékové interakce

N
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N
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Obr. 6 Itrakonazol

2.8.3.1 Lokalni azolova antimykotika

Lokalni azolova antimykotika jsou syntetické latky, které maji podobny mechanismus ucinku, také
farmakodynamické i farmakokinetické parametry, obdobné klinické indikace. Jde o duleZita
dermatologika, resp. gynekologika.

Ekonazol

Ekonazol, podobn& jako ostatni azolova antimykotika, blokuje syntézu ergosterolu vazbou
na cytochrom P-450. Plsobi fungistaticky az fungicidné na proliferujici houby, kvasinky, plisné.
| kdyZ je systémova absorpce ekonazolu pii lokalni aplikaci na zdravou pokoZzku velmi nizka,
Ve stratum corneum se vytvaieji koncentrace, které piesahuji minimalni inhibi¢ni koncentrace
kvasinkami, fakultativné patogennimi houbami a plisnémi.

Klotrimazol

Klotrimazol ptisobi fungistaticky az fungicidné na proliferujici houby, kvasinky, plisn€. Indikacemi

klotrimazolu jsou dermatofytdzy, kandid6zy, paronychie, vulvitidy.
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Fentikonazol
Fentikonazol je obdobou piedchozich antimykotik. Je indikovan k 1é¢bé lokalnich dermatomykoéz, pii

smiSenych mykotickych a bakterialnich kozZnich infekcich.

Tiokonazol

Tiokonazol je vylu¢né urcen k 1écbé kandidovych vulvovaginitid.

2.8.4. ALYLAMINOVA ANTIMYKOTIKA
Terbinafin
Terbinafin je analog naftifinu. Na rozdil od azolovych antimykotik nezasahuje do procesu zavislych
na cytochromu P-450. Jeho fungicidni u¢inek je zalozen na inhibici skvalenepoxidazy. Dochézi
k hromadéni skvalenu, k deficitu ergosterolu a nasledkem toho k poruseni bunééné membrany hub.

Spektrum aktivity zahrnuje dermatofyty, uz méné je ucinny na kvasinky (Candida), plisné
(Aspergillus), dimorfni houby a parazity (Trypanosoma cruzi). Terbinafin je u¢inné&jsi na vlaknité
formy hub, které jsou viéi inhibici syntézy buné¢né membrany citlivéjsi, nez na kvasinky.

Mezi indikace terbinafinu patii zejména onychomykodza a 1écba tinei ( tinea pedis, tinea corporis,
tinea cruris), kvasinkovych infekci zptisobenych zastupci rodu Candida.

Terbinafin je vysoce lipofilni a keratofilni, postupné se koncentruje v tukové tkani, v kuzi a
Vv jejich adnexech. Vazba na plazmatické bilkoviny dosahuje az 99%. Jeho metabolity jsou vylu¢ovany
vice mo¢i, ¢astené stolici. Opatrnost je tieba u pacientti s hepatalni ¢i renalni insufucienci, kdy u nich
muze dojit ke kumulaci terbinafinu. Z nezadoucich ucinki se objevuji lehéi dyspeptické potize,
alergicky kozni exantém, pozdé&ji je mozna i ztrata chuti (nejdiiv na slané, poté i na sladké).

Terbinafin vykazuje synergicky ucinek s ketokonazolem, potencuje ucinek azolovych

antimykotik.
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2.8.5. OSTATNI ANTIMYKOTIKA
Griseofulvin
Griseofulvin je benzofuranové antibiotikum s antimykotickym ucinkem. Je izolovan zkment
Penicillium griseofulvum, Penicillium patulum a dalSich. Griseofulvin méa lipofilni molekulu, je velmi
Spatné€ rozpustny ve vodg, ale velmi stabilni i pfi vysSich teplotach.

Griseofulvin je schopen denaturovat proteinovy cytoskelet (mikrotubularni aparat buriky),
bez kterého se buitka nemiize délit. Jde zejména o naruseni syntézy bunééné stény.

Griseofulvin inhibuje jen rust dermatofyti (Epidermophyton, Trichophyton, Microsporon), neni
ucinny na kandidy, aspergily ani na bakterie.
krevni plazmy. UKklada se v nové vytvorené kuzi, v nehtech, ve vlasovych folikulech. Vylucuje se
prevazné stolici.
Ciklopiroxolamin
Ciklopiroxolamin je lokalni antimykotikum , které pusobi fungicidné proti patogenim zpisobujici

plisniové infekce nehtd. Jeho pouziti je vhodné i u détskych pacientd.

2.9. Léc¢ba vulvovaginalni infekce

K dispozici je cela fada lokalnich antimykotik v riznych lékovych formach. V soucasnosti jsou
nejcastéji pouzivana azolova antimykotika, jejich i¢innost se uvadi mezi 85-90%. V poslednich letech
je tendence ke zkracovani 1é¢ebnych cykli a k pouzivani vysSiho davkovani. Mnozi gynekologové
uprednostiuji 1-3 denni 1é¢ebny cyklus.

Peroralni preparaty se jevi také jako vysoce uéinné k 16¢bé vulvovaginalni kandidézy. V Ceské
republice je Casto pouzivany flukonazol (jednorazova aplikace 150 mg) a itrakonazol (jednorazové
400 mg nebo 200 mg po 3 dny).

Lécba rekurentni vulvovaginalni infekce je velmi obtizna. Pfed zahajenim terapie je potieba

vylou¢it a identifikovat vSechny predispozi¢ni faktory (1é¢ba diabetu, vysazeni hormonalni
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antikoncepce, imunosupresivni nebo kortikoidni terapie atd.). U Zen trpici rekurentni vulvovaginalni

iy

Doporucuje se podavat 150-300 mg flukonazolu vzdy pii zahdjeni menses po dobu 4-12 mésict.
Pii rezistenci k flukonazolu lze pouZit itrakonazol, alternativou mohou byt i lokalni azolova

antimykotika (Masata, 2004).
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Tab. 2 Antimykotika k 1é¢bé kandid6z dostupna na nasem trhu *

U¢inna latka Firemni nazev Lékova forma
acidum undecylenicum Mycoseptin ung.
Mycodecidin lig.
Devilan plv. ads.
amfotericin B Abelcept inf.
Amphocil inf.
Amphotericin B Squibb inj. sic.
Rabipur inj. sic.
bifonazol Mycospor crm., lig.
ciklopiroxolamin Batrafen lig., crm., vag. crm.**
Dafnegin vag. crm., sup. vag.
chloronitrofenol Nitrofungin sol.
ekonazol Gyno- Pevaryl sup. vag.
Gyno- Pevaryl Combipack sup. vag. + crm.
Pevaryl crm. pst., crm., pst., lig.
flukonazol Diflucan Cps., plv. sus., inf.
Flukonazol Slovakofarma Cps.
Mycomax cps., sir., inf.
Mycosyst inf., cps.
flutrimazol Micetal crm., gel
itrakonazol Sporanox cps., sol.
ketokonazol Nizoral crm., tbl. drm. sat.
Oronazol tbl.
klotrimazol Candibene tbl. vag., spr., crm.
Canesten crm., tbl. vag.
Canifug crm., lig.
Clotrimazol AL crm., tbl. vag., spr.
Clotrimazol QW crm., tbl. vag.
Clotrimazol Polfa tbl. vag.
Imacort crm.
Imazol crm. pst., crm.
Jenamazol crm. vag.
mikonazol Mycosolon ung.
naftifin Exoderil crm., sol.
natamycin Pimafucin crm., glo. vag.
Pimafucort crm., lot., ung.
nystatin Fungicidin ung.

Macmiror complex

ung. vag., sup. vag.

Nystatin Galoex

sup. vag.
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Polygynax cps. vag.
oxikonazol Myfungar crm.
posakonazol Noxafil por. susp.
terbinafin Lamisil crm., tbl.

Onychon tbl.
vorikonazol Vfend tbl.

* dle AISLP 2002
** tuénym pismem jsou zvyraznéné 1ékové formy urcené k vaginalni aplikaci

2.10. Hormony
Hormony jsou specifické ptisobky, které umoziiuji prenos signalti mezi buitkami riznych ¢asti téla.
D¢élime je do skupin podle nékolika hledisek.
1. Vzdalenost, na jakou mohou pisobit.
a) Autokrinni hormony piisobi pfimo na butiku, ve které vznikly.
b) Parakrinni hormony ptisobi v bezprostfednim okoli bunék, ve kterych vznikly.
c) Endokrinni hormony pusobi na butiky, které jsou i znaéné vzdalené od mista jejich vzniku.
2. Chemické slozeni, rozpustnost
a) Hormony skupiny | jsou lipofilni molekuly (vyjimkou je trijodthyronin a thyroxin),
po sekreci se vaZou na transportni proteiny, volny hormon snadno prochazi plazmatickou
membranou, poté se vaZe na receptor v cytosolu nebo v jadie cilovych bunék.
b) Hormony skupiny Il jsou hydrofilni molekuly, jejich receptory jsou umisténé

na plazmatické membrané cilové bunky, komunikuji pomoci tzv. druhych poslu.
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Tab. 3 Obecné znaky skupin hormont

SKUPINA | SKUPINA I
ROZPUSTNOST V tucich Ve vodé
TRANSPORTNI PROTEINY Ma Ziejm& nema
RECEPTOR Intracelularni Na plasmatické membrané
PLASMATICKY POLOCAS Hodiny aZ dny Minuty
ZASTUPCI horﬁwtgrr:))/i (:?lltr:]g ;rg;;y, vazl-;?s’i;]r,si:lz’l?l)i(g ?[((:ji.n’

2.10.1. STEROIDNI POHLAVNi HORMONY

Mezi steroidni pohlavni hormony jsou fazeny estrogeny, gestageny a androgeny. Estrogen a
progesteron vznikaji ve vaje¢nicich, varlata jsou mistem vzniku testosteronu a malého mnoZzstvi 17-p-
estradiolu. Také ve wnitini zo6né€ (zéna reticularis) probiha syntéza steroidt s androgennim,
estrogennim i gestagennim ucinkem.

Tvorba steroidli je regulovana kaskadou hypothalamickych a adenohypofyzarnich hormond.
Vyznamnym hormonem je hormon uvolilyjici gonadotropin, folikuly stimulujici hormon a luteinizacni
hormon.

Steroidni pohlavni hormony jsou syntetizovany v buiikach Graafova folikulu, Zlutého téliska i
v intersticialnich bunkach varlat ze stejnych prekurzorti. Hlavnim prekurzorem endogenniho
gestagenu, progesteronu, je pregnenolon a vznika z cholesterolu. Z pregnenolonu, pies meziprodukt
17—a-hydroxypregnenolon, je syntetizovan dehydroepiandrosteron. Ten je vyznamny pro dalSi

syntézu androgent. Estradiol vznika z testosteronu za Gi€asti aromatazy.
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Obr. 7 Biosyntéza pohlavnich hormonti

2.10.2. TESTOSTERON

Hlavnim muZskym androgenem je testosteron. Produkci testosteronu si zdravi muZi uchovavaji
od puberty po cely Zivot. Testosteron podporuje vyvoj sekundarnich pohlavnich znak®, zrani

reprodukénich organt, somaticky rist, ovliviiuje typicky muzské chovani, podili se na regulaci

spermatogeneze.

Testikularni androgeny se syntetizuji v intersticialni tkani Leydigovych bunék. Testosteron se
metabolizuje bud’ na 17-ketosteroidy (tyto metabolity jsou inaktivni nebo mén¢ aktivni nez samotny
testosteron) nebo z testosteronu vznikne ucinnéj$i metabolit, dehydrotestosteron. Testosteron také

mize byt pfeménén na estradiol ¢i androstadiol. Ty se v jatrech konjuguji na ve vod¢ rozpustné

glukosiduronaty a sulfaty.
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Obr. 8 Testosteron

2.10.3.17- B—ESTRADIOL A PROGESTERON

Estrogeny vznikaji v ovariu, gestageny jsou produkovany zlutym téliskem. Gestageny ke svému
ucinku obvykle pottebuji pfedchozi nebo soucasnou ptitomnost estrogenti. Ty ziejmé podporuji tvorbu
progesteronovych receptorll. Estrogeny a gestageny mohou pasobit synergicky, ale i antagonisticky.

Estrogeny ovliviiuji vyvoj sekundarnich pohlavnich znakti u Zen, podporuji rust mlééné zlazy,
zlepSuji resorpci vapniku a jeho vyuZiti kostni tkani, vyvolavaji proliferaci ovaria, mirné¢ snizuji
koncentraci celkového cholesterolu a souc¢asné zvysuji hladiny HDL cholesterolu a snizuji koncentraci
LDL cholesterolu.

Béhem menopauzy dochazi u Zen ke stale se snizujici produkci ovarialniho estrogenu, syntéza
tohoto hormonu je zachovdna ve velmi malém mnoZstvi v nadledvinach. Deficit estrogenu se
projevuje zvySenou resorpci kostni hmoty, osteopor6zou a osteopatii.

Progesteron piipravuje délozni epitel k implantaci oplozeného vaji¢ka, snizuje kontraktilitu
myometria, pfevadi endometrium do sekre¢ni faze cyklu (musi ov§em predchazet plsobeni estrogeni
na endometrium).

Vyznamnym metabolitem progesteronu je pregnandiol-20—glukosiduronat sodny, estradiol se

v jatrech konvertuje na estriol.
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Obr. 9 17-p-estradiol Obr. 10 Progesteron

2.11. Menstruacéni cyklus

Priméma délka menstruaéniho cyklu je 28 dni. Cyklus je rozdélen do tfi fazi, prvni je faze
folikularni, dali faze je lutedlni a nasleduje menstruace.

Ve folikularni fazi, pod vlivem folikuly stimulujiciho hormonu, se folikuly zacinaji zvétSovat.
Hladiny estradiolu jsou v 1. tydnu cyklu velmi nizké, poté se postupné zacinaji zvySovat. Maximalni
koncentrace estradiolu je 24 hodin pfed vrcholem sekrece lutealniho hormonu. Tento kratkodoby
vzestup estradiolu vyvold zdufeni a rupturu zralého Graafova folikulu a nastava ovulace. Hladiny
progesteronu jsou v této fazi velmi nizké.

Dva dny po ovulaci, béhem lutealni faze, vznika zluté télisko, které produkuje vysoké mnozstvi
progesteronu. Maximum koncentrace estradiolu je v poloviné lutealni faze, poté klesa k velmi nizkym
hodnotam.

Pokud nedoSlo Kk oplodnéni vajicka, nastupuje tzv. faze regresni, kdy se sniZzuje produkce
progesteronu, endometrium se ztenCuje a snizuje se jeho prokrveni. Dochazi k menstrua¢nimu
krvaceni.

Pokud k oplodnéni doslo, funkci lutealniho hormonu piebira placentarni choriogonadotropin,
ktery stimuluje syntézu progesteronu ve Zlutém télisku az do té doby, nez velké mnoZstvi progesteronu

produkuje placenta (Katzung, 1994).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Material

PouzZité kmeny Candida albicans

Candida albicans ATCC 90028
Candida albicans RVVK 8797/03
Candida albicans VVK 25188/97
Candida albicans SC 13-81
Auxotrofni kmeny:

Candida albicans BWP 17
Candida albicans BWOZ

Pomiicky

Erlenmayerovy banky

Sklenéné i plastové zkumavky
Mikrotitra¢ni desticky

Automatické pipety

Specialni vanicky pro rozplnéni latek
Analytické vahy

Laminarni box

Mikrobiologicky inkubator

Trepacka

Spektrofotometr

Roztoky

DMSO

Testovaci médium RPMI + MOPS

Hydroxid sodny 10%

Roztoky hormontl (testosteron, estradiol, progesteron)
Roztoky antimykotik (flukonazol, amfotericin B, fluorcytosin)
Uridin

Destilovana voda
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3.2. Schéma pokusu

Kmeny Candida albicans byly testovany mikrodilu¢ni bujéonovou metodu.
1. Faze: Priprava pokusu: a) ptiprava testovacich kment
b) piiprava média
c) piiprava testovacich latek
2. Féze: Vlastni pokus: a) piiprava pracovniho média
b)piiprava suspenzi
¢) nafedéni testovacich latek dvojkovym fedénim
d) rozplnéni latek do mikrotitra¢nich desticek
e) inokulace desticek testovanymi kmeny
f) inkubace v termostatu pti 35°C
3. Faze: Odecitani vysledkt vizualng i spektrofotometricky
a) odecitani MIC po 24 hod a 48 hod vizualné
b) odecitani v ¢ase 0 hod, 24 hod a 48 hod spektrofotometricky

4. Faze: Vyhodnoceni, zpracovani vysledkt

3.3. Priprava testovacich kmenu a inokula

Do pokust bylo zahrnuto 6 kmenti Candida albicans. PouZzité byly kmeny ATCC 90028,
RVVK 8797/03, VVK 25188/97 a autotrofni kmeny SC 13-81, BWP 17, BWOZ. Vechny kmeny
byly izolovéany z klinického materiélu pacientek trpicich kandidovou vulvovaginitidou.

Kmeny byly udrzovany na SGA vV lednici pii teploté "€. Pied pokusem byly pasazov any
na SGA a inkubovany 24 hod ve tmé a pfi teplot€.3¥eli kost inokula byla ovéfena pomoci

Burkerovy komirky. Vysledna velikost inokula v jamce testovaci desticky byla 10* cfu/ml.
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3.4. Slozeni a priprava médii

Sabouraudiv gluk6zovy agar (SGA)

SloZeni:  glukodza ( Lachema) 20,0 ¢
Neopepton ( Difco) 10,0 ¢
Destilovana voda 1000,0 ml

Piiprava: Jednotlivé slozky byly smichany, rozvafeny a sterilizovany v autoklavu 15 min

pti 121°C, pH pldy nebylo upraveno ( dosahuje 5,6 + 0,2).

Tkanové médium RPMI 1640 s glutaminem

SloZeni: RPMI 1640 (Sevapharma) 200,0 ml
MOPS (Sigma) 43049
Destilovana voda 1000,0 ml

Ptiprava: Kyselina morfolinpropansulfonova ( 0,165 M) byla rozpusténa v destilované vod¢ a
sterilizovana v autoklavu. Tésn€ pred pokusem bylo asepticky ptidano RPMI 1640 v poméru 1: 4
k celkovému objemu a pomoci 10M NaOH bylo upraveno pH roztoku na hodnotu 7,0 £ 0,2.

U auxotrofnich kmend bylo na kazdych 100 ml média ptidano 50 ml uridinu.

3.5. Priprava testovanych latek
Piiprava roztoku s antimykotiky

Flukonazol — pocate¢ni koncentrace flukonazolu v prvém sloupci byla 64ug/ml. ProtoZe do
jedné jamky byl pipetovan jak roztok antimykotika, tak roztok hormont ( doslo k nafedéni v poméru
1:1), bylo potieba ziskat prvni koncentraci 128ug/ml. Na tii destiCky odpovidala spotieba asi 2 ml,
z toho vyplyva, ze pro 6 desticek (1 desticka pro jeden kmen) bylo zapotiebi 4 ml. Jednoduchou

troj¢lenkou bylo vypocitano mnozstvi média, které je nutné k rozpusténi navazky.

AX128 pg/l...eeeei 100pg
Navazka.............c.oeueees X Ul MOPS + RPMI
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Flucytosin — postupujeme obdobné jako u flukonazolu, vyjimkou je pocatecni koncentrace
flucytosinu. V prvém sloupci byla koncentrace 128ug/ml.
Amfotericin B — pocatecni koncentrace amfotericinu B byla 8ug/ml. Bylo potieba ziskat

koncentraci 16pg/ml. Spotieba pro 6 desti¢ek byla asi 2 ml.

Piiprava roztoku s hormony
Testosteron
Prvni koncentrace hormonu byla 2 x 10 mol/L. Navazku testosteronu bylo potieba rozpustit

Vv ethanolu, mnozZstvi alkoholu bylo vypoc¢itano ze vzorce :

V=m/cxM

Vi, objem alkoholu (ml)
Meiiiennn. navazka hormonu (mg)
Covevneeranenn molarni koncentrace (mol/L)
M. molekulova hmotnost

V naSem piipad¢ byla navazka 10,1 mg, molekulova hmotnost testosteronu je 288,43 a vychozi

koncentrace 2 x 10”° mol/L. Objem alkoholu potiebny k rozpusténi 10,1 mg testosteronu byl 17,5 ml.

NaSe navazka..................... 10,1 mg
M. 288,43

Gttt e, 2x10°M
V 17,5 ml

Vznikl zasobni roztok A.

Zasobni roztoky

Zasobni roztok B byl pfipraven z 0,1 ml roztoku A a z 9,9 ml alkoholu. Roztok B mél
koncentraci 2 x 10®° mol/L. Roztok C byl piipraven obdobng, z 0,1 ml roztoku B a 9,9 ml alkoholu.
Tento roztok m&l koncentraci 2 x 107 mol/L. Stejné bylo pokradovano az k fed&ni 2 x 10”° mol/L.

Pracovni roztoky

Pracovni roztok P, byl ziskan smisenim 0,1 ml zasobniho roztoku B (2 x 10®° mol/L) s 9,9 ml
média (MOPS + RPMI). Roztok P; mé&l koncentraci 2 x 10 mol/L. Pracovni roztok P, byl ptipraven
20,1 ml roztoku C (2 x 10"mol/L) a 9,9 ml média. Obdobné& bylo pokratovano az k pracovnimu

roztoku Py, s koncentraci 2 x 107 mol/L.
Progesteron

Progesteron bylo potfeba rozpustit stejné¢ jako testosteron v alkoholu, zménou byl jiny objem

alkoholu v zavislosti na pouZité navazce.
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Moo, 314,47
Gt e, 2x10°M
Voo, 15,58 ml

DalSi postup byl totoZny s postupem uvedenym u testosteronu.

Estradiol

Postup viz. Testosteron.

NaSe navazka............... 9,8 mg
Mo 272,39
Gt e, 2x10%M
Vo, 17,99 mi

U viech hormonti (estradiol, progesteron, testosteron) bylo uZito fedéni 10°, 107, 10°®, 10°, 10™°

mol/I.

3.6. Vlastni pokus

Na zacatku bylo pfipraveno pracovni médium RPMI 1640 a suspenze testovanych kmenut
(viz vyse).

Déle se postup lisil podle rozpustnosti antimykotika. Jiny postup byl u latek hydrofilnich
(flukonazol a flucytosin), jiny u latky lipofilni (amfotericin B).

Hydrofilni latky: Prvnim krokem bylo nafedéni testovanych hormoni. Z roztoku s pracovnim
oznacenim A (nejkoncentrovanéjsi roztok) bylo pfeneseno 80ul do 7,92 ml tkanového média RPMI,
vznikl roztok B — stokrat natedény. Z roztoku B bylo odebrano 800 ul a gidano k 7,2 ml RPMI,

vznikl roztok C a takto bylo pokra¢ovano az k roztoku F.

7,92 ml RPMI 7,2 ml RPMI 7,2 ml RPMI
80 ul rA 800 ul rB 800 ul rC
Roztok A — Roztok B — Roztok C — Roztok D.....— Roztok F

Dale byla piipravena fada 10-ti Erlenmayerovych ban€k. Do banék cislo 2 az 10 bylo

napipetovano 4 ml média. V 1. baiice bylo smichano 7,8 ml média a 20@ul antimykotika. Po€ byly
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z 1. banky pretahnuty 4 ml do banky druhé, 4 ml z banky ¢islo 2 byly pfetdhnuty do baiky tfeti a tento

postup pokracoval az k desaté baiice.

7,8 ml RPMI
200 pl 4ml 4 ml 4 ml
banka 1. — barnka 2. —  banka3. — ........ barka 10.

Poté nasledovala priprava kontroly ethanolu. Do 1. zkumavky bylo napipetovano 1,990 ml RPMI
a 10l C,HsOH., ze zkumavky bylo pfetdhnuto 104 roztoku do zkumavkygislo 2. Ve druhé
zkumavce jiz bylo nachystdno 900ul média. Takto bylo pokracovano v pienaseni 100 pul roztok u az

k paté zkumavce.

1,990 ml RPMI 900 pl média
10 wl alkoholu 100 ul 100 ul
zkumavka 1. — zkumavka 2. — .. zkumavka 5.

Lipofilni latka: Byla pfipravena tfada 10-ti zkumavek. V prvni zkumavce byla navéazka
amfotericinu B a vypoftené mnozstvi DMSO, v ostatnich zkumavkach bylo 0,5 ml DMSO.
Ze zkumavky ¢&islo 1 bylo pietahnuto 0,5 ml do druhé zkumavky a takto bylo pokra¢ovano aZ k desaté
zkumavce. V fadé Erlenmayerovych ban¢k bylo nachystano v kazdé bance 5,97 ml média, k tomu
bylo postupné pridavano 30 ul roztoku z odpovidajicich zkumavek.

Kontrola DMSO a RPMI byla pfipravena z 30 ul DMSO a 5,97 ml RPMI.

Dalsi postup byl stejny jako u latky hydrofilni.

Nasledovalo rozplnéni latek do mikrotitracni polystyrenové desticky. Do sloupct byly
pipetovany hormony, do fad antimykotika. Do posledniho sloupce byla nanesena kontrola ethanolu,
ve sloupci predposlednim byla kontrola hormonu. V Sesté fad¢ byla pipetovana kontrola antimykotika,
v fadé sedmé kontrola RPMI. Do kazdé jamky v pokusu bylo pipetovano 200ul, u jamek se déma

latkami bylo vnaSeno 100 pl antimykotika a 100 pl hormond.

37



Dalsim krokem byla inokulace roztokt latek suspenzi houby. Inokuloval se vzdy jen jeden kmen

na jednu desti¢ku. Podle koncentrace inokula (mnoZstvi kolonii bylo ovéfeno pomoci Burkerovy

komiirky) bylo pipetovano 10-12 ul suspenze kvasinek.

Tab. 4 Rozplnéni latek do mikrotitraéni desticky

1 2 3 4 5 6 8 9 10 Ku |Ke
B X | X2 | X/4 | X/8 | X/16 | X/32 | X/64 | X/128 | X/256 | X/512 | Ky | Kg
C X | X2 | Xl4 | XI8 | X/16 | X/32 | X/64 | X/128 | X/256 | X/512 | Ky | Kg
D X | X2 | X/4 | X/8 | X/16 | X/32 | X/64 | X/128 | X/256 | X/512 | Ky | Kg
E X | X2 | Xl4 | XI8 | X/16 | X/32 | X/64 | X/128 | X/256 | X/512 | Ky | Kg
F X | X2 | Xl4 | XI8 | X/16 | X/32 | X/64 | X/128 | X/256 | X/512 | Ky | Kg
Ka | Ka| Ka | Ka | Ka Ka Ka Ka Ka Ka
Ku | Kv | Kv | Ku

Ka — kontrola antimykotika;Kg — kontrola ethanolu; Ky — kontrola hormonu; Ky, — kontrola média

Tab. 5 Rozplnéni latek do mikrotitra¢ni desti¢ky — ptiklad flukonazol + hormon
Koncentrace flukonazolu (ug/ml) / Redéni hormoni

1 [ 2 T 3] als [ e 781 9] 10]k] ke
5 | 6 | 32 |16 8 | 4 | 2 | 1 05025013 0 | 0
10° | 10 | 10° | 10° | 10° | 10 | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 0©
c | 64 [ [ 16| 8 | 4 | 2 | 1 0502 013 0 | 0
107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 0©
5 | 64 32 |16 [ 8 | 4 | 2 [ 1 [05][02[013] 0 | 0
10° | 10° | 10° | 10° | 10® | 10® | 10® | 10® | 10° | 10° | 10® | 0
c | 6 |3 |16 | 8 | 4 [ 2| 1 |05[02[013] 0 | 0
10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 0
F 6410 3-210 1-610 8—10 4:10 2—10 1—10 O’-510 O 2150 O 1]% 0—10 0
10 | 107 | 107 | 10% | 107 | 10% | 10% | 10% | 107 | 10™ | 10 0
K | 64|32 16| 8 | 4| 2| L 05|02 013
ol ol o | o] o o] o| 0] oo
0 | 0 | o0
K | 0 | 0 | o

K — kontrola antimykotika; Kg — kontrola etanolu; Ky — kontrola hormonu; Ky — kontrola média
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Tab. 6 Rozplnéni latek do mikrotitraéni desticky — ptiklad amfotericin B + hormon

Koncentrace amfotericinu B (ug/ml) / Redéni hormoni

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Ky | Ke
5 8 | 4 | 2 | 1 ]05][02/[013[006|003[002[ 0 | 0
10° | 110° | 10°® | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10® | 10° | 10 0
c 8 | 4 | 2 | 1 105][02/[013[006|003[002[ 0 | 0
107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 10 0
o 8 4 2 1 | 05 [025]013]006]003]002] 0 0
10® | 10® | 10® | 10® | 10® | 10® | 10® | 10® | 10® | 10® | 10° 0
c 8 | 4 | 2 | 1 ]05][02/[013]006|003[002[ 0 | 0
10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10 0
F 810 4-10 2-10 1—10 O'—510 0,2_150 0'1-'1% O,C_)lf?) O,C_)l% O,C_)120 0—10 0
10° | 10% | 10% | 10™ | 10™ | 10 | 10 | 10% | 10% | 10™ | 10 0
Ko | 8 4 2 1 | 05 | 0250213006003/ 002
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0
K | 0 | 0 | o

Ka — kontrola antimykotika; Ke — kontrola ethanolu; Ky — kontrola hormonu; Ky — kontrola média

Tab. 7 Rozplnéni latek do mikrotitraéni desti¢ky — ptiklad flucytosin + hormon

Koncentrace flucytosinu (ug/ml) / Redéni hormont

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Ky | Keg
. 128 | 64 32 16 ) 1 05 | 025 | o0 0
6 -6 -6 6 -6
10° | 10° | 10°® | 10® | 10° | 10° 10 10 10 10 10 0
c 128 64 32 16 8 4 2 1 05 | 025| 0 0
107 10" | 107 | 107 | 107 | 107 | 107 | 10" | 107 | 107 | 107 0
b 128 64 32 16 8 4 2 1 05 | 025| 0O 0
10° 10® | 10® | 10® | 10® | 10® | 10® | 10® | 10® | 10® | 10° 0
£ 128 | 64 32 16 8 4 2 1 05 | 025| 0 0
10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° 0
F 128 | 64 32 16 8 4 2 1 05 | 025| 0 0
101 | 10 | 10 | 10" | 10" | 10 | 10" | 10 | 10" | 10" | 10 0
K 8 4 2 1 05 | 025 | 0,13 | 0,06 | 0,03 | 0,02
A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0
Kw | 0 | 0 | o

K — kontrola antimykotika; Kg — kontrola ethanolu; Ky — kontrola hormonu; Ky, — kontrola média
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Inokulované mikrotitracni desticky byly uloZeny v termostatu pti 3%C. Nardst kment byl
pravideln¢ odecitan po 24 hod a 48 hod. vizualné a spektrofotometricky. Spektrofotometricky pfistroj
(iEMS Leader MF, Labsystem) uréil v kaZzdé jamce hodnotu optické density pii 540 nm (OD540)
v Case 0 hod, 24 hod a 48 hod. Pfed kazdym spektrofotometrickym méfenim byly desticky intenzivné
protfepany na ttepacce.

Jako MIC byla povaZovana koncentrace v té jamce, ve které byl narust testovaného kmene houby
do 20 % nardstu kontroly.

Vysledky byly zpracovany podle protokolu z vizualniho hodnoceni , v nejasnych situacich byly
hodnoty porovnany s daty ze spektrofotometrickych méteni. Vzdy byla odectena MIC samotného
antimykotika a porovnana s jednotlivymi kombinacemi antimykotika s hormony. Jestlize inhibice
ristu C. albicans nastala smérem k niz§im koncentracim antimykotika (tzn. na tabulce smérem
doprava), jednalo se o adici. Naopak pii inhibici ristu smérem k vy$$im hodnotam (tzn. na tabulce
vlevo) se projevil antagonismus. NedoSlo-li k Zadné zméné (na tabulce se MIC samotného

antimykotika neposunula vzhledem k MIC kombinace), jednalo se o indiferentni (neutralni) reakci.
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4. VYSLEDKY

Tab. 8 Vliv testosteronu (mol/L) na minimalni inhibi¢ni koncentraci flukonazolu (Mig/ml)
kment Candida albicans

24 hod. | Flukonazol Testosteron (mol/L) )
Vysledek
. 5 . o 0 interakce
Kmen |MIC (ug/ml)| 10 10 10 10 10
ATCC 1 2 1 1 1 1 sAN
RVVK 0,25 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25 SAN
VVK 0,25 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25 sAN
SC 0,5 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 sAD
BWP 2 1 1 2 2 2 SAD
BWQOZ 2 1 1 1 ) 2 sAD
48 hod. | Flukonazol Testosteron (mol/L) ]
Vysledek
% 5 . o 0 interakce
Kmen |MIC (ug/ml)| 10 10 10 10 10
ATCC 1 2 1 1 1 1 sAN
RVVK 0,5 1 0,5 0,5 0,5 0,5 sAN
VVK 0,25 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25 sAN
SC 2 0,5 1 1 1 2 AD
BWP 2 2 2 2 2 2 N
BWOZ 2 2 2 2 2 2 N

N — neutralni reakce; AD — adice; SAD - slaba adice; SAN — slaby antagonismus; AN —antagonismus;
* - neméfitelné

Kmeny C. albicans: ATCC — ATCC 90028, RVVK - RVVK 8797/03 , VVK - VVK 25188/97, SC - SC13-81,
BWP - BWP17, BWOZ - BWOZ
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Tab. 9 Vliv estradiolu (mol/L) na minimélni inhibi¢ni koncentraci flukonazolu (MIC, pg/ml) kmenii
Candida albicans

24 hod. | Flukonazol Estradiol (mol/L) )
Vysledek
% 5 . 9 0 interakce
Kmen |MIC (ug/ml)| 10 10 10 10 10
ATCC 1 4 2 1 1 1 AN
RVVK 0,5 1 0,5 0,5 0,5 0,5 SAN
VVK 0,5 1 0,5 0,5 0,5 0,5 SAN
SC 0,5 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 SAD
BWP 2 2 2 2 2 2 N
BWOZ 1 1 1 1 1 1 N
48 hod. | Flukonazol Estradiol (mol/L) i
Vysledek
6 ; o o 10 interakce
Kmen |MIC (ug/ml)| 10° 10° 10° 10° 10°
ATCC 2 4 2 2 2 2 SAN
RVVK 1 2 1 1 1 1 SAN
VVK 05 1 0,5 0,5 05 0,5 SAN
SC 2 05 1 2 2 2 AD
BWP 2 * 2 2 2 2 N
BWOZ 2 4 2 2 2 2 SAN

N — neutralni reakce; AD — adice; SAD - slabéa adice; SAN — slaby antagonismus; AN —antagonismus;

* - nemeéritelné

Kmeny C. albicans: ATCC — ATCC 90028, RVVK - RVVK 8797/03 , VVK - VVK 25188/97 , SC - SC13-81,
BWP - BWP17, BWOZ - BWOZ
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Tab. 10 Vliv progesteronu (mol/L) na minimalni inhibi¢ni koncentraci flukonazolu (MIgz/ml)
kment Candida albicans

24 hod. | Flukonazol Progesteron (mol/L) ]
Vysledek
% 3 . o 10 interakce
Kmen |MIC (ug/ml)| 10 10 10 10 10
ATCC 2 4 2 2 2 2 sAN
RVVK 05 2 1 1 1 05 AN
VVK 05 2 0,5 0,5 05 0,5 AN
SC 05 0,25 0,5 0,5 05 0,5 SAD
BWP 2 1 2 2 2 2 sAD
BWOZ 1 1 1 1 1 1 N
48 hod. | Flukonazol Progesteron (mol/L) )
Vysledek
% 4 . o 0 interakce
Kmen |MIC (ug/ml)| 10 10 10 10 10
ATCC 4 5 SAN
RVVK 2 1 1 1 1 AN
VVK 0,5 2 1 0,5 0,5 0,5 AN
SC 2 1 1 2 2 2 SAD
BWP 1 2 1 1 1 1 SAD
BWOZ 1 2 1 1 1 1 SAN

N - neutralni reakce; AD - adice; SAD - slaba adice; SAN — slaby antagonismus; AN —antagonismus;
* - neméfitelné

Kmeny C. albicans: ATCC — ATCC 90028, RVVK - RVVK 8797/03, VVK - VVK 25188/97 , SC - SC13-81,
BWP - BWP17, BWOZ - BWOZ
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Tab. 11 Vliv testosteronu (mol/L) na minimalni inhibi¢ni koncentraci amfotericinu B (MICpg/ml)
kment Candida albicans

24 hod. AmfoB Testosteron (mol/L)
Vysledek
Kmen MIC 10° 107 10° 10° 107 interakee
(ng/ml)
ATCC 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 SAD
RVVK 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 SAD
VVK 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 SAD
SC 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 SAD
BWP 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 SAD
BWOZ 1 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 SAD
48 hod. AmfoB Testosteron (mol/L)
Vysledek
Kmen MIC 10° 107 10° 10° oo | IMeraKee
(ng/ml)
ATCC 1 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 SAD
RVVK 1 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 SAD
VVK 1 0,25 0,5 0,5 0,5 1 SAD
SC 1 0,25 0,5 1 1 1 AD
BWP 1 0,25 0,5 1 1 1 SAD
BWOZ 1 0,25 0,5 1 1 1 AD

N — neutralni reakce; AD — adice; SAD - slaba adice; SAN — slaby antagonismus; AN —antagonismus;
* - neméfitelné

Kmeny C. albicans: ATCC — ATCC 90028, RVVK - RVVK 8797/03, VVK - VVK 25188/97 , SC - SC13-81,
BWP - BWP17, BWOZ - BWOZ
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Tab. 12 Vliv estradiolu (mol/L) na minimalni inhibi¢ni koncentraci amfotericinu B (MIC, pg/ml)
kment Candida albicans

24 hod. AmfoB Estradiol (mol/L)
Vysledek
interakce
Kmen MIC 10 107 108 10° 1010
(ng/ml)
ATCC 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 N
RVVK 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 SAD
VVK 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 N
SC 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 SAD
BWP 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 SAD
BWOZ 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 SAD
48 hod. AmfoB Estradiol (mol/L)
Vysledek
interakce
Kmen MIC 10° 107 10° 10° | 10
(ng/ml)
ATCC 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 N
RVVK 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 sAD
VVK 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 SAD
SC 1 0,5 1 1 1 1 SAD
BWP 1 0,5 1 1 1 1 sAD
BWOZ 1 0,5 1 1 1 1 sAD

N - neutralni reakce; AD - adice; SAD - slaba adice; SAN — slaby antagonismus; AN —antagonismus;

*

- neméfitelné

Kmeny C. albicans: ATCC — ATCC 90028, RVVK - RVVK 8797/03, VVK - VVK 25188/97, SC - SC13-81,

BWP - BWP17, BWOZ - BWOZ
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Tab. 13 Vliv progesteronu (mol/L) na minimalni inhibiéni koncentraci amfotericinu B (MIC, ug/ml)
kmenti Candida albicans

24 hod. AmfoB Progesteron (mol/L)
Vysledek
Kmen MIC 10° 107 10°® 10° 10 Interakce
(ng/ml)
ATCC 1 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 AD
RVVK 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 SAD
VVK 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 SAD
SC 0,5 0,13 0,25 0,25 0,25 0,25 AD
BWP 1 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 AD
BWOZ 1 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 AD
48 hod. AmfoB Progesteron (mol/L)
Vysledek
Kmen | MIC 10° 107 10° 100 | g | nterakee
(ng/ml)
ATCC 1 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 AD
RVVK 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 SAD
VVK 1 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 AD
SC 2 0,13 0,5 0,5 0,5 0,5 AD
BWP 2 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 AD
BWOZ 2 0,25 0,5 0,5 0,5 1 AD

N - neutralni reakce; AD - adice; SAD - slaba adice; SAN — slaby antagonismus; AN —antagonismus;
* - neméfitelné

Kmeny C. albicans: ATCC — ATCC 90028, RVVK -RVVK 8797/03 , VVK - 25188/97, SC - SC13-81, BWP
- BWP17, BWOZ - BWOZ
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Tab. 14 Vliv testosteronu (mol/L) na minimalni inhibi¢ni koncentraci 5-flucytosinu (MIC, pg/ml)
kment Candida albicans

24 hod. 5FC Testosteron (mol/L)
Vysledek
interakce
Kmen MIC 10° 10” 10° 107 10™
(ng/ml)
ATCC 8 4 4 4 4 4 sAD
RVVK * * * * * * *
VVK 32 8 16 32 32 32 AD
SC 16 2 4 8 8 16 AD
BWP 128 4 32 128 128 128 AD
BWOZ 32 16 32 32 32 32 sAD
48 hod. 5FC Testosteron (mol/L)
Vysledek
interakce
Kmen | MIC 10° | 107 | 10° | 10° | 107
(ng/ml)
ATCC * * * * * * *
RVVK * * * * * * *
VVK * * * * * * *
SC 16 4 8 8 8 16 AD
BWP * 4 * * * * *
BWOZ * * * * * * *

N - neutralni reakce; AD - adice; SAD - slaba adice; SAN — slaby antagonismus; AN —antagonismus;

* - neméfitelné

Kmeny C. albicans: ATCC — ATCC 90028, RVVK - RVVK 8797/03 , VVK - VVK 25188/97 , SC - SC13-81,
BWP - BWP17, BWOZ - BWOZ
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Tab. 15 Vliv estradiolu (mol/L) na minimalni inhibi¢ni koncentraci 5-flucytosinu (MIC, pg/ml)
kment Candida albicans

24 hod. 5FC Estradiol (mol/L)
Vysledek
interakce
Kmen MIC 10° 107 10°® 10° 10
(ng/ml)
ATCC 8 8 8 8 8 8 N
RVVK * * * * * * *
VVK * 8 16 * * * *
SC 8 2 4 4 8 8 AD
BWP * 16 * * * * *
BWOZ 32 4 8 16 32 32 AD
48 hod. 5FC Estradiol (mol/L)
Vysledek
interakce
Kmen MIC 10° 107 10°® 10° 10
(ng/ml)
ATCC * * * * * * *
RVVK * * * * * * *
VVK * 64 * * * * *
SC 16 4 8 8 8 16 AD
BWP * * * * * * *
BWOZzZ * * * * * * *

N — neutralni reakce; AD — adice; SAD - slaba adice; SAN — slaby antagonismus; AN —antagonismus;
* - neméfitelné

Kmeny C. albicans: ATCC — ATCC 90028, RVVK - RVVK 8797/03, VVK - VVK 25188/97, SC - SC13-81,
BWP - BWP17, BWOZ - BWOZ
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Tab. 16 Vliv progesteronu (mol/L) na minimalni inhibi¢ni koncentraci 5-flucytosinu (MIC, pg/ml)
kmenti Candida albicans

24 hod. 5FC Progesteron (mol/L)
Vysledek
interakce
Kmen MIC 10° 107 10°® 107 10™
(ng/ml)
ATCC 4 4 4 4 4 4 N
RVVK * * * * * * *
VVK 16 8 16 16 16 16 SAD
sC 8 2 4 4 4 8 AD
BWP * 8 64 * * * *
BWOZ 64 8 16 64 64 64 AD
48 hod. 5FC Progesteron (mol/L)
Vysledek
interakce
Kmen |  MIC 10° | 107 | 10° | 10° | 10%
(ng/ml)
ATCC 32 32 32 32 32 32 N
RVVK * * * * * * *
VVK 64 * * * * * *
SC 16 4 4 8 8 8 sAD
BWP * * * * * * *
BWOZ * * * * * * *

N - neutralni reakce; AD - adice; SAD - slaba adice; SAN — slaby antagonismus; AN —antagonismus;

* - neméfitelné

Kmeny C. albicans: ATCC — ATCC 90028, RVVK - RVVK 8797/03, VVK - VVK 25188/97 , SC - SC13-81,
BWP - BWP17, BWOZ - BWOZ
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Testosteron + flukonazol

Testosteron v kombinaci s flukonazolem ovlivnil rust standardnich kmend kvasinek po 24
hodinovém odectu slabé antagonisticky, u auxotrofnich kmeni slabé adi¢n€. U standardnich kment se
situace nezménila ani po 48 hodinach, u kmene SC byla patrné adice, u ostatnich auxotrofnich kmenti

se slaba adice rustu zménila v indiferenci.

Estradiol + flukonazol

Tato kombinace zpisobila u kmeni RVVK a VVK slaby antagonismus v ristu po 24 hod. i po 48
hod. U kmene BWP se neutralni reakce vyskytla po 24 hod. i po 48 hod. Kmen ATCC byl ovlivnén
k antagonismu. U kmene SC jsme ur¢ili po 24 hod. adici slabéjsi, ktera se po odeétu po 48 hod. zdala

jako adice siln¢;jsi.

Progesteron + flukonazol

Vliv progesteronu na MIC se u kmentit RVVK a VVK po 24 hod. jevil jako antagonismus, u
kmene ATCC jako slaby antagonismus, u BWP a SC kmenti byla patrna slaba adice. Rozdilny odecet
po 24 hod. a 48 hod. byl pozorovan u auxotrofniho kmene BWOZ.

Kombinace flukonazolu a hormonii u vétsiny kment C. albicans vyvolala slaby antagonismus.

Testosteron + amfotericin B
Testosteron v kombinaci s amfotericinem B zpusobil u vSech sledovanych kmeni po 24

hodinovém odectu slabou adici, po 48 hod. se adice vyskytla u kmenti SC a BWOZ.

Estradiol + amfotericin B
Estradiol v prostiedi amfotericinu B poskytl slabou adici po 24 hod. i po 48 hod. u kmeni
RVVK, SC, BWP i BWOZ. Neutralni reakci jsme sledovali u kmene ATCC.

Progesteron + Amfotericin B
Progesteron v kombinaci s amfotericinem B poskytl téméf u vSech sledovanych kment adici,

slaba adice se vyskytla u kmene RVVK.

Testosteron a estradiol v kombinaci s amfotericinem B vyvolaly u vétSiny kmentt C. albicans

slabou adici, progesteron s amfotericinem B zpusobil adici silngjsi.
Testosteron + 5- fluorcytosin
Vliv testosteronu na MIC 5-flucytosinu byl hife sledovatelny, nez u kombinaci s jinymi

antimykotiky. Vysledky jsme ziskali jen po 24 hod. méfeni (s vyjimkou RVVK kmene). Jednalo se
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bud o adici nebo o slabou adici. Hodnoty po 48 hod. méfitelné nebyly, doslo k prertistani
mikrotitra¢nich desti¢ek bez moznosti vizualniho zhodnoceni. Tato situace je v tabulkach oznacena

hvézdickou.

Estradiol + 5- fluorcytosin
U kombinace estradiolu a 5-fluorcytosinu jsme méfitelné hodnoty odecetli pouze u kmene SC a
BWOZ. Zde se jednalo o adici. U ATCC kmene kombinace poskytla reakci indiferentni. U ostatnich

kment vysledek hodnotitelny nebyl viibec.

Progesteron + 5- fluorcytosin
Kombinace progesteronu s 5-fluorcytosinem po 24 hod. ode¢tu poskytla u auxotrofnich kment
SC a BWOZ adici, u ATCC kmene reakci neutralni.

PouZitd kombinace 5-fluorcytosinu se steroidnimi hormony nevykazovala vyznamny vliv na
inhibici ristu kment Candida albicans. U auxotrofnich kmeni SC, BWP a BWOZ kombinace
testosteronu s 5- fluorcytosinem zpiisobila adici, rist ostatnich kmenti kombinaci ovlivnén nebyl. Tato

kombinace ptsobila pouze na kmen SC a to adi¢né.

Zpracované hodnoty ze spektrofotometrického méteni jsou dostupné na CD.
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5. DISKUSE

Cilem préce bylo zjistit, zda pohlavni hormony v pfitomnosti antimykotika vyznamné ovliviiuji
rast kmenti Candida albicans.

Z nasich vysledku je patrné, ze k Zddnému signifikantnimu vlivu nedoslo ani u jedné z pouzitych
kombinaci. Mirnou nad¢ji ov§em poskytuje kombinace amfotericinu B s progesteronem, kde u vétSiny
sledovanych kment C. albicans doslo k adi¢ni reakei. Pfi kombinaci hormonti s flukonazolem jsme
nalezli nejvariabilnéjsi mozné efekty, od adice, ptes indiferentni reakci az k antagonismu. Kombinace
hormonti s flucytosinem poskytla u nékterych kmenu adici, u kmene ATCC doslo k reakci neutralni.
zadné testované kombinace neodhalili. Adice se objevila nejcastéji u kmenl v kombinaci hormont
s amfotericinem B, da se pfedpokladat, Ze pravé takovéto prostiedi inhibuje rast kment C. albicans
nejvice ze sledovanych kombinaci. Tendence k antagonismu byla patrnd v kombinaci hormont
s flukonazolem.

Studie probihajici na zvirfatech (zejména krysi modely) ukazaly vyznamny vliv estrogenu na
vznik vulvovagintidy. Pfedpoklada se, ze estrogen bude dulezity z hlediska vzniku, pribéhu a mozna i
1é¢by Zen postizenych touto infekci (Fidel, 2000).

Vaginalni infekce nejéastéji vznikaji v prubéhu lutealni faze menstrua¢niho cyklu a v t€hotenstvi,
tedy v dobé, kdy jsou hladiny jak estrogenu tak i gestagent zvySené. Hladiny progesteronu ovSem
Vv této fazi prevysuji koncentrace estrogenil. Uvazuje se tedy o dominantnim vlivu estrogenu na vznik
kandidové vaginitidy. Je zndmo, Ze estrogen ovlivituje epitel vagindlni sliznice, kde nasledné dochazi
k lepsi adherenci kandid. Klinické studie zatim nepotvrdily vyznamnéj$i moznost vyuziti estrogent ¢i
gestagend v 1é€be€ vulvovaginitidy. (Fidel, 2000). AvSak omezené experimentalni a klinické zkuSenosti
naznacuji, ze progesteron resp. pomér jeho hladiny k estrogenu by mohl byt vyuzitelny u ¢asti Zen
trpicich rekurentni formou vulvovaginalni kandidézy — vzhledem k tomu, Ze podani progesteronového
preparatu Depoprovera vyznamné pomohlo nékterym pacientkam. (Dennerstein 1986, Spacek et
al.2007.

Ze studie vlivu hormonil na rtst potencialné patogennich kvasinek vyplyvaji zajimavé zavéry.
Candida albicans vykazuje kmenovou variabilitu v tvorbé kli¢nich hyf v prosttedi riznych pohlavnich
hormont. Nejvyssi stimulace tvorby klicnich hyf byla vyhodnocena pravé ve fyziologickych
koncentracich (10™° mol/L/1) estradiolu, progesteronu i testosteronu. Tyto vysledky podporuji tezi, ze
pohlavni hormony mohou mit vliv na morfologii ristu mikroskopickych hub (Buchta, 2000).
Z hlediska patogenity je u dominantniho ptivodce mykotické vulvovaginitidy C. albicans vyznamna
tvorba kli¢nich hyf, kterd je povaZovdna za invazivni faktor. Vzhledem k tomu, Ze vlaknitad forma
sejevi jako citlivéjsi k psobeni nékterych antimykotik, dalo by se teoreticky ptredpokladat, Ze
kombinace antimykotik s estardiolem nebo progesteronem budou vykazovat tendenci k vyssi citlivosti,

tj. k adici nebo synergismu. Tento ptedpoklad se v naSich experimentéalnich podminkach nepotvrdil.
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N e

Nejucinngjsi antifungélni latkou byl amfotericin B, ktery se ovSem v 1é¢bé vulvovaginitid neuplatiiuje

pro své systémove toxické nezadouci ucinky.
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6. ZAVER

V nasi praci jsme se zaméfili na kombinace steroidnich hormont s antimykotiky. Testovali jsme
vzdy kombinaci jednoho antimykotika s jednim hormonem na kazdém z pouzitych kmenti Candida
albicans.

Flukonazol v kombinaci s hormony vykazoval u standardnich kment C. albicans spiSe slaby
antagonismus, u kmend auxotrofnich se vyskytla bud’ reakce slabé adicni nebo indiference.Adicni
reakci jsme urcili u kombinace flukonazolu se v§emi hormony pouze u kmene SC a to i po 48 hod.
odecitani.

Amfotericin B v kombinaci s testosteronem a estradiolem pisobil na rast kandid slabé adi¢né,
u auxotrofnich kmeni se tato kombinace jevila jako adi¢ni, ale az po 48 hod. inkubace. Nejcitlivéjsimi
kmeny k této kombinaci se zdaji byt SC a BWOZ. Kombinace s progesteronem poskytla adici siln&jsi.
Progesteron s amfotericinem B mél vliv na rist témét vSech sledovanych kmend.

Prostiedi S-fluorcytosinu s hormony na rust kvasinek silné neptsobilo, dochazelo k prertistani
desti¢ek s nemoznosti vizudlniho hodnoceni. Kombinace tohoto antimykotika pouze s testosteronem
poskytla u kmene VVK, SC a BWP reakci adi¢ni.
ovsem u sledovanych kment neodhalili v Zadné kombinaci. Vyhodné je také adice, kterou v naSem

pokuse poskytla kombinace amfotericinu B s hormony.
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7. ABSTRAKT

Vaginalni zanét vyvolany mikroskopickymi houbami je velmi ¢astou komplikaci Zen fertilniho
veéku. Mezi faktory, podilejici se na vzniku vulvovaginalni kandidozy jsou fazeny rovnéz pohlavni
hormony. Praktické zkuSenosti ukazuji, Ze tato nemoc ¢asto vznika u zen v lutealni fazi menstruaéniho
cyklu, tedy v dobé, kdy jsou zvysené hladiny estrogenu i progesteronu..

V nasi praci jsme se zaméfili na vliv pohlavnich hormont na rist a citlivost sledovanych kment
k antifungalnim latkam.

Do pokust bylo zahrnuto 6 kment Candida albicans. VVSechny kvasinky byly vaginalnimi izolaty
ziskanymi od pacientek trpicich vulvovaginalni kandid6zou. Testovana byla kombinace vZdy jednoho
antimykotika (flukonazol, amfotericin B, flucytosin) sjednim hormonem (testosteron, estradiol,
progesteron). Vizualné a spektrofotometricky jsem odecitali MIC antimykotika v kombinaci s péti
koncentracemi (10° — 10™° mol/L) daného hormonu.

Z naSich vysledka vyplynulo, Ze nejlepsi antifungéalni efekt na rast kmend C. albicans méla
kombinace amfotericinu B s progesteronem. Tato kombinace byla hodnocena jako adice. Naopak
nevyhodnou — antagonistickou - kombinaci se jevila kombinace flukonazolu se viemi testovanymi

hormony.
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8. ABSTRACT

Vaginal infection caused by yeasts is very frequent complication of women in fertile age.. One
the most important predisposed factor are considered sexual hormones, especially estardiol. The
results of clinical observations shows that this infection often occurs in women during the luteal phase
of menstrual cycle, when estrogen and progesteron levels are elevated.

We studied antifunal effect of sexual hormones on the growth of Candida albicans in
combination with antifungal drugs.

We used six clinical strains of Candida albicans from the patients with vulvovaginal candidiasis.
A combination of one antifungal drug (fluconazole, amphotericin B, flucytosine) with a hormone
(testosterone, progesterone, estradiol) was tested in all these strins. The results expressed as MIC of
these combinations of hormone and antifungals were determined visually and spectrophotometrically.

The best combination in terms of antifungal activity in vitro was amfotericin B with progesterone
which showed addition. In contrast, combinations of flukonazol with all hormones were indifferent or

antagonistic.
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