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1. Souhrn

Radek Navratil

Vyhodnoceni potencialné antifungalnich latek pomoci mikrodilucni bujénové
metody

Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Farmacie

Cilem této prace bylo stanoveni antifungalni aktivity latek pfipravenych na
Katedre farmaceutické chemie a kontroly IéCiv Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy.

Latky byly testovany mikrodiluéni bujénovou metodou na osmi kmenech
patogennich hub: Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata,
Trichosporon beigelii, Aspergillus fumigatus a Trichophyton mentagrophytes.
Podle spole¢nych strukturnich znakl byly latky rozdéleny do deviti skupin.

Nejvice ucinné byly derivaty 2-[(1-heteroarylethyliden)hydrazono]-1,3-
neukazaly derivaty 5,6-diazin-2,3-dikarbonitrilu.

Byla vyhodnocena mira citlivosti jednotlivych testovanych kmendo.
NejcitlivéjSi byly Candida albicans a Trichophyton mentagrophytes. Jako
nejvice rezistentni kmeny se ukazaly Aspergillus fumigatus a Candida tropicalis.
Substituce chlorem na pyrazinovém jadfe ukazala mirné zvySeni antimykotické
aktivity.

Pro ziskani jednoznaénych vysledku je tfeba provést dalsi testy.



2. Abstract

Radek Navratil

Evaluation of activity of potentional antifungal substances through the use of

microdilution broth method.
Diploma thesis
Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Pharmacy

The aim of this thesis was to assess the antifungal activity of substances
prepared at the Department of pharmaceutical chemistry and drug control,
Faculty of Pharmacy of Charles University in Hradec Kralové.

Substances were tested through use of microdilution broth method at eight
strains of pathogenic fungi: Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei, C.
glabrata, Trichosporon beigelii, Aspergillus fumigatus and Trichophyton
mentagrophytes. Substances were divided into nine groups according to their
common structural characteristics.

The most effective were the derivates of 2-[(1-heteroarylethyliden)
hydrazon]-1,3-thiazolidin-4-one with the lowest values of MIC. Derivates of 5,6-
diazine-2,3-dicarbonitrile presented no activity.

The rate of susceptibility for each tested strain was evaluated. The most
susceptible were the Candida albicans and Trichophyton mentagrophytes
strains. On the contrary, Aspergillus fumigatus and Candida tropicalis were
presented as the most resistant. Chlorine substitution of pyrazine presented a
slight increase of antifungal activity.

It is necessary to carry out more tests to acquire definite results.



3. Seznam zkratek

AC
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AIDS

ATB
ATM
BHI
CA
CFU
CG
CK
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Candida albicans

colony forming units, kolonie formujici jednotky
Candida glabrata

Candida krusei

Clinical and Laboratory Standard Institute
centralni nervovy systém

Candida tropicalis

Dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

European Commitee on Antimicrobial Susceptibility
Testing

gastrointestinalni trakt

minimalni inhibi€ni koncentrace
3-(N-morfolino) propansulfonova kyselina
National Committee for Clinical Laboratory Standards
Roswel Park Memorial Institute

Sabouraudlv glukézovy agar

Trichosporon beigelii

Trichophyton mentagrophytes



4. Uvod

Problematice mykotickych infekci je v poslednich letech vénovana stéle
vétSi pozornost. Jejich incidence a zavaznost se zvySila paradoxné ke
zvySovani urovné lékarské pécCe, ktera umoznuje pouzivani novych, dfive
technicky neproveditelnych metod a postupu. Organové transplantace, operace
srdce a mozku, uzivani imunosupresiv a Sirokospektrych antibiotik,
protinadorova terapie a rozsahlé chirurgické zakroky maji za nasledek stale
vétsi pocCet imunokompromitovanych pacientl. Ti jsou, spolu s pacienty se
syndromem ziskaného selhani imunity (AIDS), mnohem nachylnéjsi
k oportunnim infekcim se zavaznym prabéhem. Rovnéz postupné prodluzovani
délky Zivota, spolu se zlepSovanim cestovnich moznosti a zdokonalovanim
diagnostickych metod pfispiva k Sirokému vyuZzivani antimykotické terapie.

V dusledku vySe uvedenych faktorl se celosvétové zvySuje spotfeba
antimykotik, coz vede nevyhnutelné k rozvoji rezistence a sniZzovani ucinnosti
dosud pouzivanych latek. Ackoliv tento problém zatim neni tak markantni jako
v pfipadé antibiotik, da se predpokladat jeho zhorSovani do budoucna.

Vyzkum a vyvoj novych latek by mohl pfinést vice moznosti v terapii
mykotickych onemocnéni, zvySovani jeji ucinnosti a nizsi zatizeni pacienta jeji
toxicitou. Katedra Farmaceutické chemie a kontroly IéCiv Farmaceutické fakulty
v Hradci Kralové se touto problematikou dlouhodobé zabyva a jejich vzorky byly

v této praci zkoumany pro moznou antifungalni aktivitu.

4.1. Zadani — cil prace

o reSerse literatury

e zvladnuti zakladnich mikrobiologickych technik v mykologické laboratofi

e vypracovani postupu vyhodnoceni antifungalni aktivity in vitro pomoci
mikrodiluéni bujénové metody

e vlastni experimenty

e zpracovani vysledku

e vyhodnoceni vysledkd, jejich interpretace a diskuze s vyuzitim

teoretickych a praktickych znalosti dané problematiky
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5. Teoreticka cast

5.1. Charakteristika testovanych druh

V ramci této prace jsme testovali citlivost osmi druhi kvasinek a vlaknitych

sv s

hub, které byvaji nej¢astéjSimi plvodci mykotickych onemocnéni u ¢lovéka.

5.1.1. Candida albicans

Obecné vzato je rod Candida povazovan za nejvyznamnéjSi skupinu
oportunnich mykotickych patogenll. Vroce 2004 se Candida albicans
nachazela na 4. misté mezi ptuvodci vSech nozokomialnich infekci v americkych
nemocnicich. Lze ji nalézt v 90-100% vzorkd odebranych ze sliznic a v 50-70%
vzorku krevnich (Murray et al., 2009).

Mikroskopicky se jedna o Gram-pozitivni ovalné buriky s primérem 3-5 um,
které se rozmnozuji pu€enim. Mohou tvofit pseudohyfy, vzacné i ¢lankovana
mycelia. Jednotlivé druhy rodu Candida se od sebe navzajem IiSi
morfologickymi a zejména biochemickymi vlastnostmi, diky rozdilné schopnosti

utilizace uhliku a dusiku z riznych zdroju (Kayser et al., 2005).

Obrazek 1: Candida albicans na mikroskopickém snimku
vlevo pucici buriky, vpravo pseudohyfy

(zdroj:http://www.candidabdaydetox.com/wpcontent/uploads/2010/07/Can
dida13.jpg)

Candida albicans se v pfirodé vyskytuje ojedinéle, naproti tomu je jeji vyskyt
na lidskeé i zvifeci sliznici znacny (Fragner, 1992). Primarnim mistem osidleni je
gastrointestinalni trakt v celé jeho délce a minoritné se vyskytuje i v pochve,
déloze a na kuzi (Murray et al., 2009). Po 7 dnech kultivace pfi 24°C na

Sabouraudové gluk6zovém agaru (u nize uvedenych druhu se uvaZzuji stejné
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podminky, neni-li fe€eno jinak) nejCastéji tvofi porcelanové bilé, mirné
vyklenuté kolonie s lesklym, hladkym povrchem a nevlaknitym okrajem.

U druhu Candida albicans byla zpozorovana schopnost velmi rychlé zmény
fenotypu, tzv. ,switching®, kdy jsou vS8echny bunky v populaci schopné zménit
svoje usporadani i antigenni povrch pouzdra na zakladé podnétl z vnéjsiho
prostiedi. Timto se vysvétluje schopnost kvasinky adaptovat se na Zivot
v rliznych prostfedich a unikat fagocytdéze (TomsSikova, 2006).

Z patogennich projevl jsou nejCastéjSi kozni kandidézy, onychomykodzy,
slizni¢ni kandidozy (soor v dutiné ustni, vaginalni sliznice). Méné Casto potom

peritonitidy, sepse, endokarditidy a o¢ni keratomykdzy (Fragner, 1992).

5.1.2. Candida tropicalis

Tuto kvasinku Ize nalézt v hnijicim dfevé, kyselém zeli, kefiru, vodé a pudé.
U Clovéka je soucasti mikroflory zejména horni ¢asti gastrointestinalniho traktu.
Na agaru tvofi nejCastéji bilé, témér polokulovité vyklenuté, lesklé kolonie
s kratce vlaknitym okrajem. Patogenita pro Clovéka je pomérné vysoka, kromé
otomykdéz a onychomykéz muize zplsobovat endokarditidu a systémova

onemocnéni s celkovou sepsi organismu konc¢ici smrti (Fragner, 1992).

5.1.3. Candida krusei

NejCastéji se nachazi ve vzduchu, jogurtu, nepasterovaném pivu a
ovocnych §tavach. U piva a vina zpusobuje tzv. ,kfis“. Pramér kolonii se
pohybuje mezi 3-8 mm, nejCastéji maji Sedavé krémovou barvu s vyrazné
zdvizenym stfedem. Od stfedu k okraji se mohou vyskytovat nepravidelné
radialni zafezy. Okraj je nizky, lalo¢naty, vroubkovany nebo viaknity. U ¢lovéka

zpusobuje peritonitidy, kolpitidy a viedy rohovky (Fragner, 1992).

5.1.4. Candida glabrata

V pfirodé se vyskytuje v pomerancoveé stave a pekarském drozdi. U Clovéka
tvofi soucast pfirozené mikroflory v ustech a pochvé. Kolonie tvofi bélavé
krémové, nizké s hladkym a velmi lesklym povrchem. Z onemocnéni zpusobuje

kolpitidy, endokarditidy, u imunokompromitovanych pacientl i zavazné

12



mozkové abscesy [(Fragner, 1992) uvadéno pod synonymem Torulopsis

glabratal.

5.1.5. Trichosporon beigelii

U Clovéka tvofi soucast pfirozené mikrofléry v plicich, jatrech, dutiné ustni a
zvukovodu. V pfirodé ji Ize nalézt v pudé a dfevoviné pfi vyrobé papiru. Kolonie
tvofi nizké, bélavé, s vyraznéjSim stfedem a bélavymi svazecky vlaken
smérfujicimi  k okraji. Ten byva zpravidla dlouze vlaknity. Zpusobuje
onemocnéni tzv. ,bila piedra“, postoperativni endoftalmitidu, sepse a
otomykdzy. Spoluucastni se na interdigitalnich erozich rukou. Byla popsana i
alergie s plicnimi projevy na T. beigelii. [(Fragner, 1992), uvadéno pod

synonymem Trichosporon cutaneum].

5.1.6. Asperqillus fumigatus

PFisluSniky rodu Aspergillus lze nalézt vpuadé, na stavenistich a
v rozkladajici se vegetaci (Murray et al.,, 2009). Tvofi vzduSna mycelia
s dlouhymi konidiofory zakonenymi trsem konidii. Hyfy jsou vlaknité,
¢lankované, Siroké pfiblizné 3 — 4 ym a vétvené do tvaru pismene Y. Lze je
péstovat na vétsiné bézné uzivanych médii, pro selektivni kultivaci je

nejvhodnéjsi Sabourauduv agar (Kayser et al., 2005).

Obrazek 2: Aspergillus fumigatus
mikrofotografie konidioforu

(zdroj:http://bioweb.uwlax.edu/bio203/s2008/miller_melo/Aspergillus%20wikimedi
a%20commons, %20nih%20govmt.gif)

NejcastéjSim zplusobem infekce je vdechnuti konidii, ale mohou pronikat i

skrze naruSenou kuUzi a sliznice (zranéni, operace). Po vniknuti do organismu

13



se vazou k fibrinogenu a lamininu na bazalni membrané alveoll (Murray et al.,
2009). Pfi vykliceni v preexistujici dutince v plicni tkani (napf. po prodélané
tuberkuléze) vznika tzv. aspergilom, coz mlze vést k chronické nekrotizujici
pneumonii. U imunokompromitovanych pacientd, trpicich zejména slabou
aktivitou neutrofild, muze dojit k rozSifeni krevni cestou do traviciho traktu,
ledvin a CNS (Schindler, 2010).

5.1.7. Absidia corymbifera

V nejvétsSi mife se vyskytuje v rozkladajicim se rostlinném materialu. Vytvafi
vysoka vzdusna mycelia Sedohnédé barvy. Ta jsou tvofena nepravidelné
tvarovanymi, neclankovanymi hyfami, které mivaji prdmér pres 10 um a vétvi se
v pravych uhlech (Murray et al., 2009).

Jedna se o typické oportunni patogeny, postihujici mimo jiné i pacienty
s metabolickymi poruchami, obzvlasté diabetem a rozsahlej§imi popaleninami.
Onemocnéni se oznacuji jako zygomykédzy (podle tfidy Zygomycetes) a
postihuji zejména mozek a nosni dutiny (tzv. rhinocerebralni forma), méné

Casto kizi, plice a GIT (Kayser et al., 2005).

5.1.8. Trichophyton mentagrophytes

Rod Trichophyton se fadi mezi tzv. dermatofyty, houby majici schopnost
napadat kOzi, vlasy a nehty diky produkci enzymu( rozkladajicich keratin. T.
mentagrophytes se vyskytuje celosvétové a spolu s T. rubrum tvofi 80-90%
populace vSech dermatofytd. Pomérné bézné jej Ize nalézt na kuzi hlodavcu.
Jednotlivé druhy rodu Trichophyton lze rozliSit podle charakteristickych znaku
jejich spor. T. mentagrophytes tvofi hroznovité shluky kulovitych mikrokonidii
nebo, méné Casto, osamocené doutnikovité makrokonidie s tenkou sténou.
Charakteristickym morfologickym znakem jsou tzv. spiralni vlakna.

Ve vétsiné pFipadl probiha infekce pouze na povrchu epidermis a jen
vzacné pronika do hlubSich vrstev. Byva oznacovana jako ,tinea“ (Murray et al.,
2009).

14



5.2. Onemocnéni vyvolavana houbami

V nasledujici kapitole je vénovana pozornost zejména nejvyznamnéjSim
onemocnénim, popf. tém, ktera maji souvislost s testovanymi kmeny. Podle
etiologie lze patologické plsobeni hub na lidsky organismus rozdélit do 4
zakladnich skupin (Buchta et al., 2002):

e Mycetismy

e Mykotoxikdzy
¢ Mykoalergie
o Mykdzy

5.2.1. Mycetismy

Toto oznaceni se pouziva pro alimentarni otravy zplsobené pozitim plodnic
vys8sich hub, které jsou schopné produkovat toxiny. V naSich zemépisnych
Sifkach se jedna zejména o zastupce stopkovytrusnych hub (Basidiomycetes):
Amanita phalloides, A. pantherina, A. muscaria, Entoloma lividum, Inocybe
patouillardi a Boletus satanas. Tyto toxiny lze rozdélit podle mista u€inku do
dvou skupin (Buchta et al., 2002):

e Cytotoxiny

Inhibuji proteosyntézu somatickych bunék interferenci s polymerazou Il a
tim zpusobuji jejich ireverzibilni poSkozeni, které muze vést k poSkozeni
jater a ledvin. Do této skupiny patfi napf. amanitin, phalloidin. Jejich
ucinky se zpravidla projevuji se zpozdénim 6-24 hodin. Jako antidotum
byva pouzivan penicilin v extrémneé vysokych davkach a silibinin.

e Neurotoxiny

Nejlépe prozkoumanou latkou této skupiny je muskarin. Jeho ucinky
plynou zjeho parasympatomimetické aktivity, tzn. slzeni, slinéni,
poruchy vidéni, zvraceni. Dostavuji se obvykle jiz po nékolika minutach,
ale otrava obvykle nevede ke smrti. Antidotem jsou parasympatolytika,

napf. atropin.
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5.2.2. Mykotoxikozy

Narozdil od mycetismi dochazi pfi  mykotoxikbzach k otravé
zprostfedkované, pozienim kontaminované potravy, inhalaci nebo pFfimym
kontaktem s pokozkou. Nékdy byvaji v zahrani¢ni literatufe oznaCovany jako
tzv. “toxic mold syndrome® (Nordness et al., 2003). Hlavnimi puvodci a
producenty toxinG jsou vlaknité houby rodu Aspergillus, Penicillium a Fusarium.
Mykotoxiny jsou nizkomolekularni latky, produkty sekundarniho metabolismu
hub (Buchta et al., 2002). Byvaji pomérné bézné k nalezeni v lidské a zvifeci
potravé, vyznamnym zdrojem intoxikace jsou i spory rozptylené ve vzduchu,
zejména pfi masivnim zamofeni nebo dlouhodobé expozici (Burge, 2001).

Spektrum patogenity houbovych toxinu je Siroké, maji u€inky neurotoxicke,
hepatotoxické, karcinogenni i teratogenni. NejvyznaméjSi skupiny jsou

aflatoxiny, ochratoxiny, trichoteceny a namelové alkaloidy (Buchta et al., 2002).

5.2.2.1. Namelové alkaloidy

Jsou to latky produkované kmeny Claviceps purpurea a C. paspali. Klinicky
obraz otravy tvofi a-adrenergni blokada: vazokonstrikce cév vedouci k nekroze
a gangrené tkani (Buchta et al., 2002). DalSim Castym projevem jsou kieCe,
zachvaty a halucinace. Tyto neurologické pfiznaky vyvolava zejména intoxikace
substratem kontaminovanym C. fusiformis (Pettigrew et al.,, 2009). Ve
sttedovéku probéhly pomérné rozsahlé epidemie zpusobené konzumaci
potravin pfipravenych z kontaminovaného obili (Richard, 2007).

V dnesdni dobé nasly vyuZziti ve farmacii jako prekurzory pro uterotonika.

5.2.2.2. Aflatoxiny

Typickymi producenty jsou kmeny Asperqgillus flavus a A. parasiticus. Na
zakladé fluorescence se rozliSuji aflatoxiny B a G. Diky vazbé na DNA maji
silné mutagenni, imunosupresivni a zejména karcinogenni ucinky (Buchta et al.,
2002). Nejvyznamnéjsi je aflatoxin B4, ktery i v malém mnozstvi zpusobuje
karcinom jater a je jednim z nejsilnéjSich znamych karcinogenu (VoprSalova a
Zatkova, 2000). Mechanismus kancerogeneze spodiva v aktivaci proto-
onkogenl (C-myc, C-Ha-ras, Ki-ras a N-ras) a mlze zpusobovat mutaci tumor
supresorového genu p53. Diky epidemiologickym studiim v Ciné a Africe byla
zjisténa transverze nukleotidu G za T v kodonu 249 v genu p53. Az 10x vysSSi
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vyskyt karcinomu jater byl pozorovan v rozvojovych zemich, kde lidé trpi
nedostatekm potravy a normy pro obsah aflatoxini v potravé nejsou
dodrzovany. Pfedpoklada se také, ze kwashiorkor a Reylv syndrom mohou byt
projevy intoxikace aflatoxiny v détském véku (Murray et al., 2009).

Zdrojem byva dlouhodobé skladovany substrat jako obilniny, olejniny,
krmiva a kompoty, zejména je-li skladovan ve vlhkém prostfedi se zvySenou
teplotou (Buchta et al., 2002).

5.2.2.3. Ochratoxiny
Patfi mezi sekundarni metabolity rodd Aspergillus a Penicillium.

teratogenni a karcinogenni uc€inky. Diky svému cholinergnimu puasobeni
zpusobuje vasodilataci, kfeCe hladkého svalstva a bronchospasmy.

K intoxikaci muze dojit konzumaci kontaminované kavy, obilnin a vepfového
masa. Ochratoxiny se mohou Sifit i v ramci potravniho fetézce (Murray et al.,
2009).

5.2.3. Mykoalergie

Jedna se o hypersenzitivni reakce imunitniho systému na antigeny, které se
nachazeji na alergennich sporach nékterych rodd hub. Nej¢astéji jde o vlaknité
houby rodu Cladosporium, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Alternaria a
nékteré kvasinky a basidiomycety (Buchta et al., 2002). Rozdéluji se do
nékolika skupin, podle lokalizace reakce a zavaznosti projevu (Pettigrew et al.,
2009):

¢ Alergicka rhinosinusitis

e Hypersenzitivni pneumonitis (znama téz jako ,farmarska plice)
e Alergicka bronchopulmonarni aspergil6za

e Astma

e Atopicka dermatitida

5.2.4. Mykdzy

Jako mykoézy se oznacuji onemocnéni zplsobena kolonizaci tkani nebo

télnich tekutin hostitele a ktera vedou k proliferaci, sporulaci popf. diferenciaci
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houby, coz napadené tkané pfimo nebo nepfimo poskozuje (Buchta et al.,
2002).

Imunitni systém zdravého Clovéka je vuci infekcim zplsobenym houbami
pomérné rezistentni. Cast potencialné patogennich organismd je bé&znou
soucasti endogenni mikroflory nebo s nimi pfichazi neustale do styku pfi
jakémkoliv kontaktu s vnéjSim prostfedim. Z tohoto pohledu Ize puvodce mykoéz
rozdélit na primarni, schopné infikovat i zcela zdravého jedince a oportunni, jez
se projevi v pfripadé narusSeni imunity hostitele (Murray et al., 2009).

RozliSuji se 3 zakladni zpusoby pfenosu houbovych infekci (Buchta et al.,
2002):

1) inhalaci — konidii nebo spor rozptylenych ve vzduchu
2) kontaktem
e pfimym — s infikovanym jedincem, popf. zdravym pifenaseCem
e nepfimym — pomoci predméta, které pfisly do styku s nemocnym

3) traumatem — naruSenim integrity kiZze nebo sliznice

V nasledujicich kapitolach byla onemocnéni rozdélena podle anatomické

lokalizace a rozsahu postizeni.

5.2.4.1. Povrchové mykozy

Jejich pavodci jsou houby, které kolonizuji svrchni keratinizované vrstvy
kGze (stratum corneum), nehty a vlasy. Infekce probiha s minimalni imunitni
odpovédi a nedochazi ktrvalému poskozeni tkané. Jejich patogenita je
zanedbatelna a snadno je Ize diagnostikovat a IéCit (Murray et al., 2009).

¢ Pityriasis versicolor

V nékterych zdrojich uvadéna pod synonymem tinea versicolor. Bézné
onemocnéni, které se vyskytuje celosvétoveé, v tropickych oblastech
zasahuje az 60% populace. ZpUsobuje jej kvasinka Malassezia furfur,
ktera se v prirodé bézné nevyskytuje, zato tvofi soucast bézné lidské
mikroflory (Murray et al., 2009).

Klinicky obraz tvofi zluto-bila az hnédava lozZiska nepravidelného tvaru,
dobfe ohraniCena. Vyskytuji se nejCastéji na horni Casti trupu, krku a

pazich a jsou pokryta Supinkami, které se snadno olupuji (Buchta et al.,
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2002). M. furfur zasahuje do produkce melaninu, proto maji loZiska
vyrazné snizenou pigmentaci. Jiné symptomy se vyskytuji zfidka, napf.
mirné svédéni, velmi vzacna je infekce vlasového folikulu (Murray et al.,
2009).
¢ Bila piedra

Pavodci byvaji zastupci rodu Trichosporon: T. beigelii, T. inkin, T.
mucoides, ktefi napadaji ochlupeni v podpazi a tfislech. Tvofi bilé az
hnédé nanosy na chlupech, mékké, téstovité konzistence, které Ize
snadno odstranit pouhym seskrabnutim nehtem. Mistem vyskytu jsou
tropické a subtropické oblasti s nizkym hygienickym standardem (Murray
et al., 2009).

5.2.4.2. Kozni mykoézy

NejcastéjSimi puvodci jsou dermatofytni houby, zejména rody Trichophyton,
Epidermophyton a Microsporum, onemocnéni se oznacuji jako dermatofytézy
(Murray et al., 2009). Teoreticky by bylo mozné do této skupiny zaradit i
dermatomykdzy zpusobené rody Candida, Cryptococcus a Aspergillus (Buchta
et al., 2002). Vzhledem k pfevazujicimu vyznamu bude pozornost vénovana
dermatofytézam.

Diky schopnosti nékterych rodl rozkladat a vyuzivat keratin jsou primarnim
mistem infekce horni vrstvy kuze, vlasy, nehty, popf. rohy. Presny
mechanismus ziskavani zivin z keratinizovanych tkani zatim neni objasnén
(Vermout et al., 2008). Z ekologického hlediska Ize dermatofyty rozdélit do 3
skupin (Buchta et al., 2002):

e geofilni — Microsporum gypseum
Vyskytuji se bézné v padé a vzacné infikuji lidi nebo zvifata.

e zoofilni — M. canis, T. mentagrophytes var. mentagrophytes
Parazituji pfevazné na zvifatech, ale mohou byt pfeneseny i na Clovéka.
Stejné jako v pfipadé geofilnich druhi ma infekce silny zanétlivy
charakter, ale zpravidla dobfe reaguje na lécbu.

e antropofilni — T. mentagrophytes var. interdigitale, T. rubrum
Primarné vazané na Clovéka, zpusobuji pfevazné chronické, slabé

zanétlivé infekce, které se obtizné I&¢i.
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Dermatofyty se vyskytuji celosvétové, T. mentagrophytes a T. rubrum jsou
zodpovédné za 80% az 90% vSech pfipadu dermatofytéz. Infekce vznika
prostfednictvim arthrospor, které mohou napf. v Supinkach kGze nebo vlasech
pFezivat velmi dlouhou dobu (Murray et al., 2009).

Soubor symptomU se oznaluje jako tzv. tinea a je specifikovan podle
zasazené G&asti t8la. Casto byvaji postizena mista, kde dochazi k zapaice a
maceraci pokozky, napf. vlivem noSeni uzaviené, nevétrané obuvi nebo
nevhodného pradla. Typickym pfikladem je tinea pedis, znama také jako
“atleticka noha”, dale t. cruris postihujici tfisla a t. corporis na hladké kazi téla.
Specificky je rozliSeno napadeni vlasu podle lokalizace houbovych elementu:
endothrix, kdy hyfy prorlstaji vnittkem vlasu a ektothrix, kdy se nachazeji vné
(Buchta et al., 2002). U prepubescentnich déti je zvySena prevalence vyskytu
tinea capitis, zplisobovana hlavné Microsporum canis, ktera zasahuje kstici,
obodi i Fasy (Degreef, 2008).

Klinicky obraz se liSi podle plvodce a mista infekce. Nejcastéji se vyskytu;ji
loziska se zanétlivou reakci, ktera se zesiluje smérem k okrajum a od stfedu se
spontanné vyhojuje. Na ochlupenych ¢&astech pokozky je Casta alopecie
s vyraznym Supinaténim. U tinea corporis Ize pozorovat erytém
s nepravidelnymi okraji. Infekce rukou a nohou se muze prenést i na nehty
(t. ungiunum, onychomykdza), které ztraceji pevnost, deformuji se a mize dojit

az k jejich uplnému odumfeni (Murray et al., 2009).

5.2.4.3. Podkozni mykézy

Vznikaji vétSinou jako disledek traumatu, pfi kterém jsou patogenem

infikovany hlubS8i vrstvy kuze, podkozni vazivo a kost. Ackoliv se mohou
projevovat i na povrchu kize, zfidka napadaji ostatni organy. Plvodci maji maly
patogenni potencial a nachazi se obvykle v pudé, dfevé a hnijici vegetaci.
K rozvoji klinickych pfiznakl dochazi i u pacientd s funkéni imunitou. Pribéh
onemocnéni byva zpravidla chronicky, Spatné reaguje na farmakologickou

léCbu a je tfeba chirurgického zasahu k uplnému vyléCeni (Murray et al., 2009).

5.2.4.4. Systémové mykdzy

Postihuji jeden nebo vice organi a mohou diseminovat v organismu, coz

muze mit za nasledek septicky stav, zejména u pacientl s alterovanou
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imunitou. Podle prevalence ve vztahu kimunité se déli na primarni a
sekundarni (Buchta et al., 2002).

Primarni mykoézy
Vyskytuji se i u imunokompetentnich jedinci po kontaktu s patogenem.
Mezi nejCastéjSi plvodce patfi dimorfni houby a kvasinka Cryptococcus
neoformans. Jejich pfirozenym prostfedim je pida, odkud muze dojit k inhalaci
spor spolu s prachem. Z plic se Sifi krvi nebo lymfou do ostatnich organu kde
tvofi granulomatézni zanétliva loziska (Kayser et al., 2005).
¢ Infekce vyvolané dimorfnimi houbami
V pfirozeném prostifedi a in vitro pfi 30°C se tyto houby vyskytuji ve
formé vlaken, ve tkanich a zivnych padach pfi 37°C rostou jako kvasinky
(Murray et al., 2009). Patogenni pro Clovéka jsou rody Blastomyces,
Coccidiomyces, Histoplasma a Paracoccidiomyces. V Evropé se tyto
houby pfirozené nevyskytuji, endemicky vyskyt je vazan na sussSi oblasti
Severni a Jizni Ameriky s teplejSim klimatem.
U zdravych jedincu je prubéh onemocnéni mirny a ¢asto bez symptomd,
které se mohou objevit az po opusténi oblasti endemického vyskytu. V
pfipadé silného poskozeni imunity dochazi primarné k postizeni plic a
dale kize, sliznic, lymfoidnich organu, kosti a CNS (Buchta et al., 2002).
o Kryptokokdza
Kvasinka Cryptococcus neoformans se vyskytuje celosvétové, v pldé a
zejména Vv holubim trusu. Z plic, kam vstupuji bunky spolu s prachem,
velmi €asto diseminuje do CNS. U imunokompromitovanych jedinct se
mulze rozvinout az meningitida. Velmi ohrozZeni jsou pacienti s AIDS,
incidence diseminované kryptokokdézy v USA byla nejvy$Si na pocatku
90. let, pred rozsSifenim flukonazolu a modernich antiretrovirotik v klinické
praxi. U zdravych jedincl probiha vétSinou asymptomaticky a proto je
nékterymi autory C. neoformans fazen mezi oportunni patogeny (Murray
et al., 2009).

Sekundarni mykézy
Byvaji nékdy oznaCovany jako oportunni mykozy, protoze predpokladem

pro jejich rozvoj je imunitni deficit. Mezi rizikové skupiny patfi pacienti po
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transplantacich a velkych chirurgickych zakrocich (obzvlasté v oblasti GIT),
s AIDS, nadorovym onemocnénim a imunosupresivni terapii. V poslednich
dvou desetiletich se vyrazné zvysila incidence oportunnich mykéz a stim
souvisejici umrtnost v dusledku narlstu pacientl spadajicich do rizikovych
skupin. Castym pfipadem jsou nozokomialni nakazy, které predstavuji velkou
zatéz pro zdravotnicky systém (Murray et al., 2009).

Kromé& znamych plvodcu zrodl Candida a Aspergillus se v poslednich
letech zamérfuje pozornost i na rody Trichosporon, Malassezia, Rhodotula,
Rhizopus, Absidia a dalSi, z nichz nékteré byly povazovany za nepatogenni pro
Clovéka. Diagnostika téchto infekci je obtizna a pacienti asto neadekvatné
reaguji na standardni farmakoterapii (Murray et al., 2009).

e Kandidoza

Ackoliv je znamych pfes 100 druhd rodu Candida, za drtivou vétSinu
infekci je zodpovédnych zejména nékolik druhu: C. albicans, C.
tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis (Murray et al., 2009), C. krusei, C.
guillermondii (Kayser et al., 2005) a C. lusitaniae (TomSikova, 2006).
JelikoZ se jedna o béZnou soucast lidské mikroflory, je vétSina infekci
endogenniho plvodu. V pfipadé nozokomialni nakazy je mozny i pfenos
kontaktem se zdravotnickym personalem, zejména na jednotkach
intenzivni péce. Kromé vySe uvedeného se k rizikovym faktorim fadi i
méné zavazné naruSeni imunity: diabetes, dlouhodobé uzivani
Sirokospektrych antibiotik, katetrizace, novorozenecky vék. NejCastéjSi
plavod systémoveé infekce je endogenni z GIT nebo urogenitalniho traktu,
exogenni potom infikovanym katétrem (Murray et al., 2009).

Kandidéza se muze manifestovat témér ve vSech organech. Nejcastéji
se vyskytuji slizniéni formy: orofaryngealni (“soor”) a vulvovaginalni.
Vytvafi bilé, zvrasnéné povlaky na sliznici, které mohou mit i charakter
pseudomembran. Kozni léze se vyznaluji vyraznym erytémem a
svédénim, byvaji pfiznakem hematogenni diseminace patogenu. Pro
diagnostiku maji velky vyznam, nebot’ z nich mize byt pfimo odebran
vzorek a zjistén plvodce. Specifickym projevem alterace T-lymfocytu je
chronicka mukokutanni kandidéza s rozsahlymi granulomatoznimi

lézemi, které zanechavaji trvalé jizvy. Zasazeni urinarniho traktu je
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nebezpecné v pfipadé, Zze z krve pfejdou patogeny do ledvin, kde tvofi
abscesy a nekrozy papil. NejCastéji ovSem dochazi ke kolonizaci
mocového méchyie doprovazené kandidurii bez vyraznéjSich symptoma.
Oko je Castym mistem infekce pfi systémové kandiéze a nasledna
endoftalmitida dudlezitym indikatorem diseminace. S odstupem az
nékolika mésicd po UuspéSném zaléCeni se mulze vyskytnout
osteomyelitida jako nasledek predchazejici infekce (Murray et al., 2009).
e Aspergiloza
Mezi nejCastéjSi puvodce patfi vlaknité houby rodu Aspergillus:
A. fumigatus, A. flavus, A. niger a A. terreus. Infekce je dusledkem
inhalace spor nebo jejich proniknuti pokozZkou vlivem traumatu.
Rizikovym faktorem pro rozvoj aspergilézy je pobytv prostredi
kontaminovaném sporami (stavebni prace) a imunoalterace (dlouhodobé
systémové terapie kortikosteroidy, polytraumata, endoprotézy) (Buchta
et al., 2002).
Pfevazna vétsSina infekci ma zdroj v dychacim ustroji. Imunokompetentni
jedinci zpravidla trpi alergickymi projevy, Casté je astma a zvySené
hladiny imunoglobulinu E. Pfi kolonizaci paranasalnich dutin a dolnich
cest dychacich se mlze vyskytnout chronicka obstrukéni aspergiléza,
predisponovani jsou pacienti trpici cystickou fibrézou, popf. chronickou
bronchitidou, tato onemocnéni zpravidla maskuji symptomy probihajici
aspergilézy. Vlivem predchoziho poSkozeni plicni tkané (napf.
tuberkul6zou) vznikaji dutinky, které mohou byt téZz osidleny a tvofit
zaklad tzv. aspergilomu. Na rentgenovém vysSetfeni jsou tyto utvary
patrné a zpravidla asymptomatické (Murray et al., 2009). RTG nalez
zpravidla neni charakteristicky, infiltraty jsou Casto lokalizovany na
periferii, dostate¢né prikazné byva az vySetfeni CT (TomsSikova, 2006).
U imunoalterovanych pacientt dochazi nejcastéji k invazivni pulmonarni
aspergiléze s naslednou destrukci a nekrotizaci plicni tkané. Projevuje
se hore¢kou, bolesti na hrudi a hemoptyzou. Umrtnost je velmi vysoka, i
pfes specifickou terapii antimykotiky pfesahuje 70%. Z plicnich lozisek
navic Casto diseminuje do mozku, srdce, GIT a jater (Murray et al.,
2009).
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e Zygomykoza
Soubor onemocnéni, které ziskaly nazev podle plvodcu z tfidy
Zygomycetes. Mezi nejvyznamnéjSi patfi fady Rhizopus, Mucor a
Absidia. Tyto houby se vyskytuji celosvétové, kinfekci dochazi
kontaminaci otevienych ran nebo inhalaci spor. V pfipadé
nozokomialnich nakaz se S&ifi  pravdépodobné ventilaci a
kontaminovanym zdravotnickym materidlem. OhroZeni jsou pfedevSim
pacienti s krevnimi malignitami a dlouhodobé nekompenzovanym
diabetem.
Onemocnéni zygomycetami jsou pomérné vzacna a jejich prognoéza je
$patna. Umrtnost se pohybuje od 70 do 100%. Plicni forma byva
zaménovana za aspergilozu. Zasazena tkan rychle odumira jako
disledek trombdzy. Nejzavaznéjsi je rhinocerebralni forma v dasledku
infekce paranasalnich dutin, rychle se Sifi do oCnice a CNS, kde
zpusobuje meningitidu (Murray et al., 2009).
Obvykle Spatné reaguji na chemoterapii a |éCbu je nutno doplnit

radikalnim chirurgickym zédkrokem (Buchta et al., 2002).

5.3. Laboratorni diagnostika a identifikace hub

Kvalitni diagnostika je jednim ze zakladu pro uspésnou terapii onemocnéni
zpusobenych houbami. Spektrum plavodcl se neustale rozSifuje a pro spravné
stanoveni je tfeba, aby pouzité metody byly dostateéné prikazné, specifické a
vysledek byl k dispozici v co nejkratSi mozné dobé.

Zakladem pro diagnostiku je ziskani vzork( v dostate€ném mnozstvi a
kvalité. Mély by byt odebirany asepticky, kvlli zabranéni mozné kontaminace, a
v co nejkratSi dobé zpracovany. Misto odbéru se liSi v zavislosti na indikaci a
pouzité metodé. NejCastéji se pouzivaji seSkraby z kuze a nehtd, vlasy, chlupy
a nehty pfi podezfeni na dermatofyty, exsudaty, hnis a stéry ze sliznic u
oportunnich infekci. V pfipadé podezieni na systémova onemocnéni je vhodné
odebrat vzorky z co nejvétSiho poctu mist, zejména z biopsii tkani, krve a mo i
(Jilek et al., 2002).
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5.3.1. Metody primé mikroskopie

Vysetfeni vzorkl mikroskopem je povazovano za nejrychlejsi a nejlevngjsi
metodu, ackoliv je malo citlivé a prikazné informace vzdy poskytuje az
kultivacni vySetfeni. ZkuSeny pozorovatel ovSem muze urcit smér, kterym by se
dalSi diagnostika méla ubirat, popf. stanovit alespor ramcové moznosti terapie.

Sleduji se morfologické znaky: tvar a velikost bunék, Sitka a vétveni viaken,
zpusob puceni a tvorba konidii. Nékteré druhy, napf. Pneumocystis jirovecii
nebo Histoplasma capsulatum maji natolik specifické znaky, Ze je Ize
mikroskopem pFimo identifikovat (Pettigrew et al., 2009).

Vzorky Ize rliznym zpusobem upravovat, pro eliminaci zbytkd tkani a bunék
se uziva 10-30% roztok hydroxidu draselného. U vzork( sputa nebo

bronchialnich vyplachl Ize pouzit Lugoluv roztok (Jilek et al., 2002). Dale Ize

Vv,

Vv,

na vybaveni je barveni calcofluorem, které dava houbam specifickou
flouorescenci (Murray et al., 2009). U histologickych preparatu se uziva barveni
PAS (periodic acid — Schiff) nebo Gomoriho methenaminové stfibfeni, které
zbarvi houbové bunky tmavé hnédé az Cerné, coz je vyhodné zejména pfi
detekci malého pocltu organismGd a zvyraznéni charakteristickych

morfologickych vlastnosti (Murray et al., 2009).

5.3.2. Kultivac¢ni metody

Zatim stale povazovany za nejcitlivéjSi a pfi spravném provedeni i
nejprukaznéjsi metodiku. Jsou kladeny velké naroky na odbér materialu, aby se
pfedesSlo jakékoliv sekundarni kontaminaci. Zakladnim rdstovym médiem pro
mykologickou kultivaci je, s urCitymi obménami, Sabouraudlv glukézovy agar
(SGA), pro urychleni ristu muze byt pouzit agar obohaceny mozkosrdcovym
vyluhem, tzv. brain-heart infusion (BHI) agar. Nékteré dimorfni houby jako
Histoplasma capsulatum nebo Blastomyces dermatitidis vyzaduji pro optimalni
rist pridavek 5-10 % krve v BHI (Murray et al., 2009).
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Pfi mozZnosti kontaminace bakteriemi je vyhodné pouZzit specificka média
(SGA, BHI) s pridavkem antibiotik (chloramfenikol, kombinace penicilin +
streptomycin).

Vysledek by mohl byt zkreslen pfitomnosti rychle rostoucich kvasinek a
plisni, proto se do médii pfidava cykloheximid, ktery ovSem muze inhibovat rist
i nékterych oportunnich patogenu (Candida, Aspergillus). Vzdy je proto nutné
provadét kultivaci na dvou pudach soucasné, pficemz jedna je bez pfidavku
cykloheximidu (Murray et al., 2009).

VétSina potencialné patogennich hub roste pfi teploté 25-28°C. Vyjimku
tvofi kultivace krevnich kultur, indukce kvasinkové faze u dimorfnich hub a
testovani citlivosti na antimykotika (ATM), kdy je pfipustné rozmezi teplot 35-
37°C. Pfi podezieni na plvodce systémové mykdzy se vzdy provadi paralelni
kultivace pfi 37°C. V termostatu je tfeba zajistit dostateCnou vlhkost, aby se
zabranilo vysychani kultur. Doba kultivace je rGzna, podle testovanych druhd se
liSi od 2 dnu az ke 3 tydntm (Jilek et al., 2002).

Kolonie se hodnoti makroskopicky: velikost, tvar, barva, profil, povrch,
ohrani¢eni kraju a okolni pudy. Nezbytné je rovnéz podrobné mikroskopické
vysetreni.

Na pomezi kultivace a mikroskopie je test indukce tvorby kli€nich hyf, tzv.
germ-tube test. Po 2 az 3 hodinach kultivace pfi 35°C v séru nebo definovaném
syntetickém médiu Ize pozorovat rust kli¢ni hyfy pfimo z kvasinkové bunky.
Casto se pouziva pro predb&zné vylouéeni moznosti infekce Cryptococcus

neoformans nebo pro potvrzeni C. albicans v nalezu (www.doctorfungus.org).

5.3.3. Biochemické metody

Obmeénou klasické kultivace je sledovani zdroji zivin, které je kultura
schopna vyuzit. Ktomuto uc€elu byla vyvinuta metodika tzv. auxanogramu.
Vysledky jsou vyhodnoceny podle kli¢e, kde jsou zaznamenany charakteristiky
jednotlivych kmenu (Fragner, 1992).

¢ Dusikové auxanogramy
Ukazuji, jaky zdroj dusiku kultura asimiluje, standardné se pouzivaji

pudy s obsahem dusi¢nanu draselného nebo siranu amonného.
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e Cukerné auxanogramy
Po masivnim naoCkovani pudy se na nékolik mist umisti vzorky cukrd a
po inkubaci je hodnocen narlst v jednotlivych mistech, ktery svédc¢i o
schopnosti asimilace.

Kultivace auxanogramu na agarech je v dnesni dobé nahrazena komeréné
vyrabénymi soupravami, které umoznuji v jednom cyklu otestovat celou sérii
asimilovatelnych latek pro dany kmen. Po inkubaci se hodnoti zména barvy
v jednotlivych jamkach (napf. systém AUXACOLOR®) nebo zakal (systém
ID32C®) (Costa et al., 2009).

Jelikoz je stale vice druhu kvasinek zahrnovano mezi bézné patogeny, je
jejich diagnostice v poslednich letech vénovana velka pozornost. ldentifikace
tradiCnimi metodami vyzaduje nékolik dni a specificka média. Pro rychlé
orientacni rozliSeni byla vyvinuta tzv. chromogenni média, ktera poskytuji
kolonie rlznych barev pro rizné testované druhy. To je zpusobeno riznymi,
druhové specifickymi, enzymy vyuzivajicimi chromogenni slozky z pidy
(Yucesoy a Marol, 2003). Pro ilustraci uvedeny soupravy jako napf.
CHROMagar Candida® (bioMérieux, Francie), CandiSelect® (Sanofi Diagnostics
Pasteur, Francie), BIGGY® (Oxoid Company, Anglie).

Obrazek 3: Kolonie Candida albicans na chromogennim agaru CAID2®
A) C. albicans; B) C. tropicalis; C) C. dublinensis; D) C. krusei

(zdroj :http://jcm.asm.org/content/vol44/issue9/images/medium/zjm00906
66880001.qif)

5.3.4. Sérologické metody

Vyuziti nalézaji u systémovych mykoz vyvolanych dimorfnimi houbami nebo

oportunnimi patogeny (Jilek et al., 2002). Pokud se provadéji periodicky, davaji
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dobrou informaci o progresi onemocnéni nebo reakci na terapii. Princip spociva
v detekci specifického antigenu, protilatky nebo metabolitu, jedna se tedy o
metody nepfimé. S vyjimkou histoplazmézy a kokcidioidézy nemaji testy na
protilatky dostatecnou citlivost a specifitu (Pettigrew et al., 2009).

Detekce houbovych antigen je pomérné rozSifena a neustale se rozviji.
Povrch bunécné stény pfichazi do styku s hostitelem jako prvni, proto je detekci
jejich komponent vénovana pozornost (TomSikova, 2006).

NejCastéji vyhledavané struktury bunéfné stény jsou (Kedzierska et al.,
2007):

¢ galaktomannan
Velky vyznam ma v diagnostice infekci rodem Aspergillus, protoze je
uvolfiovan béhem rlstu houby ve tkanich. Problémem pfi diagnostice je
jeho velmi variabilni molekulova hmotnost, ktera se pohybuje od 30 do
100 kDa. Siri zavedeni do praxe umoznily metody imunoanalyzy
(ELISA) a latex aglutinace (Kedzierska et al., 2007).

e mannan
Jeho sledovani se uziva u invazivnich infekci rodem Candida, lze jej
detekovat 6-7 dni pfed pozitivni kultivaci krevnich vzorku (Yera et al.,
2001). Pouzivaji se jak imunoenzymatické metody (test Platelia Candida
Ag®) tak protilatky proti mannanu. Nevyhodou je snizena citlivost pfi
kandidozach zpasobenych C. krusei a C. parapsilosis (Yera et al., 2001).

e (1,3)-B-D-glukan
Patrné nejpouzivanéjsSi marker uzivany pfi diagnostice. Lze jej nalézt u
vSech druhG patogennich hub vyjma Fadu Zygomycetes a rodu
Cryptococcus. VétSina dostupnych testl je zalozena na enzymech
z lyzatu amebocytu ostrorepa (Limulus polyphemus). Ty obsahuji tzv.
faktor G (serinova proteaza), ktery se v pfitomnosti (1,3)-pB-D-glukanu
aktivuje (Obayashi et al., 1995). V Evropé€ nejpouzivanéjSi soupravé
Fungitell® (Asociates of Cape Cod, USA) dochazi k oditépeni p-
nitroanilinu z peptidového substratu. Zména zbarveni je odecitana

kolorimetricky (www.acciusa.com).
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Detekce metabolitd nepfinasi potfebnou presnost, ackoliv byla nalezena
spojitost mezi zvySenymi hladinami D-arabinitolu v séru a hematogenni

diseminaci kandidozy (Murray et al., 2009).

5.3.5. Molekularné biologické metody

V soucasnosti se dostavaji do popredi diagnostiky, zejména u téch druh(
hub, kde je pouziti kultivacnich metod obtizné a sérologické metody poskytuji
zkfizené imunologické reakce (Tomsikova, 2006).

Vyuzivaji detekce nukleovych kyselin pomoci sond komplementarnich ke
specifickym uUsekim (hybridizace). Byvaji zpravidla znacené radionuklidem,
enzymem, chemiluminoforem nebo antigenem. NejvyhodnéjSi jsou
oligonukleotidové sondy o délce kratS§i nez 50 nukleotidd. Citlivost
neradioaktivnich systémua je srovnatelna s radioizotopovymi a je vyhodnéjsi
z hlediska bezpec&nosti prace (Tomsikova, 2006).

Pro zvySeni citlivosti se uplatfiuji metody polymerazové fetézoveé reakce,
ktera umozniuje namnozit specifickou DNA, ktera je komplementarni
k hybridiza&ni sondé a tim zvysit Sanci detekce signalu (TomS$ikova, 2006).

Ackoliv probiha intenzivni vyzkum v oblasti vyuZiti molekularné biologickych
metod a na trhu se objevuje stale vice produktl, pro uspésSné zavedeni do

klinické praxe chybi standardizace metod a postupu (White et al., 2009).

5.4. Testovani antifungalni aktivity in vitro

V klinické i experimentalni praxi ma testovani aktivity antimykotik svoji
nezastupitelnou ulohu a je jisté, Ze v budoucnu bude na toto odvétvi kladen
stale vétSi ddraz. Nové objevené mykotické infekce, zvySujici se pocet
predisponovanych pacientl, vzrustajici rezistence ke stavajicim ATM a
zavadéni novych latek do klinické praxe, kombinace uvedenych faktorl vede
k vytvofeni jednotnych a porovnatelnych postupu pfi metodice. Pro Iékafe je
vysledek testovani, v kombinaci s kvalitni diagnostikou, dulezity pro vybér
nejvhodnéjSi latky k terapii, odhadu davkovani a stanovovani hladin ATM

v télnich tekutinach. Vyzkumni pracovnici uvedené metody vyuzivaji pfi vyvoji
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novych, potencionalné ucinnych latek, sméfovani dalSiho vyzkumu, sledovani
vyvoje rezistence v populaci a stanoveni mechanismu jejiho vzniku. Pozadavky
kladené pfi vyvoji na metody jsou: reprodukovatelnost, pfesnost a moznost
pouziti v klinickych laboratofich (Murray et al., 2009).

Postupy spojené s testovanim je nutno co mozna nejvice standardizovat,
aby bylo dosazeno srovnatelnosti vysledkl mezi jednotlivymi laboratofemi,
proto byla vytvofena roku 1977 v USA Narodni komise pro klinické laboratorni
standardy (NCCLS), roku 2005 byla pfejmenovana na Institut pro klinické a
laboratorni standardy (CLSI).

Faktory, které mohou ovlivnit vysledné hodnoty (Jilek et al., 2002):

1) Metoda

¢ vybér metody, parametr hodnoceni, zpusob odectu
Nékteré latky (napf. amfotericin B) poskytuji pfesné ohrani¢ené hodnoty
MIC, jiné (napf. azolové derivaty) maji kone€né hodnoty rozptylené a
mirny narust je pozorovatelny ve vSech testovanych koncentracich (Rex
et al.,, 1993). Pro upfesnéni hodnoceni se uziva stanoveni MICg, a
spektrofotometrického odeditani.

2) Testovaci systém

¢ slozeni média a jeho pH, teplota, doba inkubace, pufr, rozpoustédlo
Jelikoz zivné médium muze interagovat s testovanou latkou, je zadouci
uzivat standardni synteticka média (napf. RPMI-1640 pouzité v této
praci). V souvislosti s pH média bylo zjisténo, Ze pfi nizSich hodnotach
pH dosahuje vétSina latek vyssi MIC.
DelSi doba inkubace obecné zvySuje hodnoty MIC a vliv teploty je
obtizné predvidatelny (Rex et al., 1993).

3) Testovany organismus

¢ velikost inokula, rustova faze, morfologicka forma
Velikost inokula podstatné ovliviiuje hodnoty MIC a obecné je
dosahovano konzistentnéjSich vysledkl pfi pouziti menSich mnozstvi
(Rex et al., 1993).
Nékteré druhy vlaknitych hub vyzaduji, oproti kvasinkam, jinou délku

inkubace pro dosazeni srovnatelnych vysledk(. Standardem je testovani
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diluénimi bujonovymi metodami, které pfi dodrzeni specifik poskytuji
dobrou korelaci s ostatnimi metodami (napf. E-testem) (Espinel-Ingroff,
2001).

4) Antimykotikum

e rozpustnost, protonizace, stabilita, mechanismus uc¢inku, “eagle efekt"

Jako eagle efekt je oznaCovana paradoxni situace, kdy pfi vySSi
koncentraci latky dochazi k mensi inhibici ristu (Eagle a Musselman,
1948). U antimykotik byl pozorovan napfiklad u kaspofunginu na
Candida dubliniensis (Fleischhacker et al., 2008).

Metody Ize rozdélit podle typu vysledku (Jilek et al., 2002):
1) Kvalitativni
e rozliSuji testované kmeny podle rastu v pfitomnosti ATM na citlive,
intermediatni a rezistentni
2) Kvantitativni
e vystupem je konkrétni hodnota vyjadifena nejCastéji minimalni inhibicni
koncentraci (MIC) — nejniz8i koncentrace latky, ktera zastavuje rast

testovaného kmene

5.4.1. Agarova difuzni metoda

Vyuziva difuze latky skrze zivné médium.

e Diskovy test
Na povrch naoCkované agarové pldy se polozi disky impregnované
ATM. Dochazi k jeho difuzi do okoli a vytvafi se koncentrani gradient,
ktery brani rustu mikroba. Prdmér inhibi¢ni zény je pfimo umérny
citlivosti testovaného kmene, porovnava se s hodnotami referencnich
kmenl a podle tabelovanych hodnot se vyhodnocuje. Jedna se o
kvalitativni metodu, neda se z ni tedy zjistit pfesna hodnota popisujici
citivost kmene. Provedeni je jednoduché a lze otestovat citlivost na
nékolik ATM najednou (Jilek et al., 2002).
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o E-test
Kvantitativni test na principu gradientové difuze. Na agar se poklada
testovaci prouzek, na kterém je nanesena ucinna latka v postupné se
snizujici koncentraci po celé délce stupnice. Inhibi¢ni zona ma obvykle
ovalny tvar a v misté MIC se dotyka prouzku. Vyhodou je jednoduché a
nenarocné provedeni, nevyhodou naopak pomérné vysoka cena popf.

naro¢na pfiprava testovaciho prouzku (Jilek et al., 2002).

5.4.2. Agarova dilucni metoda

Rozpusténa latka je rozpusténa pfimo v agaru. Petriho misky se naplni
agarem s ruznou koncentraci a na povrch se naoCkuji testované kmeny. Po
pozorovan rust, odpovida MIC. U fady latek je tato metoda povazovana za
referencni, protoze je prfesnéjsi a inhibice rlstu se Iépe stanovuje. Nevyhodou
je jeji Casova a materialova narocnost (Jilek et al., 2002). V souc€asnosti je jeji

vyuZziti omezené na experimentalni ucely.

5.4.3. Diluéni bujonové testy

Patfi mezi nejpouzivanéjSi metody kvantitativnino stanovovani citlivosti.
Testované latky se nafedi do urcitych koncentraci ve vhodném médiu (u ATM
se nejCastéji pouzivd RPMI) a poté se rozplfuji, podle typu metody, do
zkumavek nebo jamek v mikrotitracni destiCce. Médium se poté inokuluje
suspenzemi testovanych kmenl a da se inkubovat. Prvni jamka nebo
zkumavka, ve které po inkubaci neni pozorovany rust, udava MIC.

e zkumavkova (makrodilu¢ni) metoda

VétSi objem zkumavek dava vysSSi stupenn  pFfesnosti a
reprodukovatelnosti. Lze ji i vyuzit pro testovani kombinaci latek. Je
mozné kontinualné hodnotit zakal nebo optickou denzitu a tak ziskat
informace o kinetice antimikrobniho pldsobeni. Na druhou stranu je u této
metody vysSSi spotfeba materialu, tzn. vysSi naklady a také je obtizné

rutinné testovat vétsi poCet kmenu (Jilek et al., 2002).
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o destickova (mikrodiluéni) metoda

Malé rozméry snizuji naklady na material a pfipravu destiCek diky
moznosti vyuziti vicekanalovych pipet. Lze ji pouzit pro testovani
rozsahlejSich soubort kmenu a pfi dodrzeni postupu je zaru€ena vysoka
standardnost provedeni. DestiCky Ize pfipravit pfedem a az 4 tydny
uchovavat ve zmrazeném stavu. Testovani ve vétSich souborech na
destickach ma nevyhodu v pfipadé chyby pfi pfipravé fedici fady nebo
testovaci pady, kdy je znehodnocen cely soubor (Jilek et al., 2002).
Pfesny postup provedeni metody, vCetné pfipravy Ffedici fady
testovanych latek, je popsan v praktické casti.

Mikrodiluéni bujénova metoda je jednou ze standardnich metod
ustanovenych CLSI pro testovani aktivity ATM. Ten od roku 1996 vydava
doporuceni, ktera maji sjednotit metodiku provadéni zkouSek a umoznit
porovnatelnost vysledkl mezi jednotlivymi pracovisti. Zahrnut je i pouzivany
Casti priprava inokula a vyhodnocovani vysledk(. V sou€asnosti pouzivana
metodika je platna od roku 2008. Pro kvasinky (oznaceni metody M27-A3) a
vlaknité houby (M38-A2) existuji rozdilna kritéria pro interpretaci. Problémem pfi
testovani plisni je obtizné ziskavani standardniho inokula, pomaly rust a
nezfetelna hranice u€inku ATM.

Narlst v jamkach se porovnava s kontrolou, ve které neni pfitomné ATM.
Kazdé jamce je pfifazeno skére od 1 do 4, podle miry zakalu, coz usnadiuje
odecitani v pfipadé malo zfetelné hranice, coz je problém zejména u azolovych
derivatl a 5-fluorocytosinu, kdy je mirny nartst pozorovatelny téméf ve vSech
koncentracich. V komer&nich soupravach jsou pouzity kolorimetrické indikatory,
ve které jiz nebyl pozorovan rust, je oznatena jako MIC

(www.mycology.adelaide.edu.au).
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5.5. Farmakoterapie mykotickych infekci

V poslednich letech zaznamenala antifungalni terapie velky pokrok. Do
praxe byly zavedeny nove, systémové uclinné latky a nové formulace
stavajicich, které pfinaseji srovnatelnou ucinnost s vyznamné nizsi toxicitou
(Murray et al., 2009).

K lé€eni koznich a slizni¢nich mykoz Casto postacuje lokalni aplikace. Nové
latky maji pomérné dobrou snasenlivost a umoznuji i systémové podavani. Pfi
mykotické sepsi nebo napadeni vnitfnich organd je nezbytna celkova,

systémova terapie (Lullmann et al., 2004).

Rozdéleni antimykotik podle mechanismu ucinku (Lullmann et al., 2004):
e polyenova antibiotika
Vytvareji hydrofilni pory v plazmatické mémbrané.
e azolova antimykotika, alylaminy, morfoliny
Inhibuji na riznych stupnich syntézu ergosterolu.
e echinokandiny
Inhibuji syntézu (1,3)-B-D-glukanu bunecné stény hub.
e flucytosin, griseofulvin

Zasahuiji do funkci bunééného jadra.

5.5.1. Polyenova antibiotika

Spolec¢né s ergosterolem se zabuduji do plazmatické membrany tak, Ze
vznika hydrofilni pér. Ten vede k naruSeni osmotické integrity burnky, uniku
intracelularni tekutiny a jejimu zaniku (Murray et al., 2009).

e Amfotericin B

Izolovan ze Streptomyces nodosus. Podava se nejCastéji systémové. Je
Spatné rozpustny ve vodé a peroralné se nevstfebava, proto je nutné jej
podavat intraven6ézné ve formé deoxycholatu. Byva pomérné dobfie
distribuovan do vétsSiny tkani a organu, v€etné jater, sleziny, ledvin a plic
(Murray et al., 2009). Pfi terapii infekci CNS se pouZzivaji injekce pfimo

do cerebrospinalniho prostoru (Lallmann et al., 2004).
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Amfotericin B ma Siroké antimykotické spektrum, podava se u
systémovych infekci zplUsobenych rody Candida a Aspergillus,
dimorfnimi houbami a kryptokokdzach. Da se pouzit i topicky k terapii
kandidéz. Systémovou léCbu je tfeba provadét nejméné 4 — 8 tydnu
(Lullmann et al., 2004).

Obrazek 4: Amfotericin B

Sporadicky je pozorovana snizena citlivost u nékterych kvasinek: C.
glabrata, C. krusei a C. lusitaniae (Lullmann et al., 2004).

Z nezadoucich ucinku je nejvyraznéjSi nefrotoxicita, které Ize Castecné
zabranit formulaci amfotericinu B do lipozomalnich suspenzi. Dale jsou
to horecky, tfesavky, bolesti svalll a bronchospasmus (Murray et al.,
2009).

e natamycin (pimaricin), nystatin

Peroralné se neresorbuji. Uzivaji se klokalni terapii kandidoz a
v pfipadé infekce hornich cest dychacich je mozna aplikace i ve formé

aerosolu (Lullmann et al., 2004).

5.5.2. Azolova antimykotika

Vazbou na zelezo hemu v cytochromu P450 inhibuji funkci enzymu 14-a-
demetylazy, ktera katalyzuje prfeménu lanosterolu na ergosterol. Pusobi

fungistaticky a maji Siroké spektrum ucinku (Lullmann et al., 2004).

5.5.2.1. Derivaty imidazolu

Jejich vyuziti je hlavné v lokalni terapii dermatofytéz a kandidéz. Pfi lokalni
aplikaci se neresorbuji a nemaji systémové nezadouci ucinky.
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e ketokonazol
Pdvodné byl zamySlen pro peroralni uziti. Diky svoji lipofilité dobfe
pronika do tkani a hnisavych exsudatl. Silné se vaze na plazmatické
proteiny, takze Spatné pronikda do CNS. Spektrum ucinku zahrnuje

dimorfni houby, kandidy, C. neoformans a rod Malassezia (Murray et al.,

2009).
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Obrazek 5: Ketokonazol

PFi delSim uzivani se u nékterych pacientl vyskytly téZzké poruchy jater.
Vysoké davky snizuji syntézu steroidnich hormonl. Ma velky potencial
pro interakci s léCivy, nebot inhibuje cytochrom P450 dependentni
monooxygenazu, coz vede ke zménam biotransformace napf.
midazolamu, triazolamu nebo cyklosporinu A. S nastupem Iépe
snaSenych triazolovych derivatl bylo jeho hlavni pouziti zmé&néno na
lokalni terapii dermatitid (Lallmann et al., 2004).
¢ klotrimazol, mikonazol, oxikonazol, ekonazol

Systémové uziti je obsolentni, v sou€asnosti se uzivaji pouze topicky.

5.5.2.2. Derivaty triazolu

Diky jejich dobré snasenlivosti, Sirokému spektru a dostate¢né resorpci jsou
vhodné pro peroralni systémovou terapii.

o flukonazol
Ve struktufe ma obsaZenou hydroxyskupinu, coz zlepSuje jeho
rozpustnost ve vodé a umoziuje i intraven6zni podani. Dobra biologicka
dostupnost zaru€uje rovnomérné rozdéleni do vSech kompartmentd
organismu v€etné CNS (Lullmann et al., 2004).
Uginek je fungistaticky na vétSinu zastupct rodd Candida (vyjma

rezistetni C. krusei), Trichosporon, dermatofyty, Coccidioides immitis a
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Paracoccidioides brasiliensis. U C. glabrata je pozorovana variabilni
citlivost, ktera byva Casto snizena. Davkovani je tfeba, po pfedchozim
ovéfeni testem, vyrazné zvysit (Pfaller a Diekema, 2004). Flukonazol
neni vhodny proti oportunnim plisnim rodl Aspergillus, Fusarium a
zygomycetam.
Diky svym vlastnostem je latkou prvni volby pfi lokalnich i systémovych
kandidézach a pfi profylaxi u pacientd s vysokym rizikem mykotické
infekce (Murray et al., 2009). Pravé u C. glabrata v8ak mulze tento
pfistup vést k rozvoji rezistence (Mann et al., 2009).

e itrakonazol
VysSi lipofilita zpusobuje vétsi kumulaci v tkanich a delSi poloc¢as (cca 30
hodin). Peroralni absorpce je proménliva a zavisi na pfijmu potravy
(Lullmann et al., 2004).

2N

NN
N/
(s
S O DO
Cl >7/N
J
Obrazek 6: Itrakonazol

Spektrum ucinnosti zahrnuje kandidy (vCetné flukonazol rezistentnich),
aspergily, Sporothrix schenckii a endemické dimorfni houby. Rezistentni
je rod Fusarium a zygomycety. Vzacné byva zachycen itrakonazol
rezistentni Aspergillus fumigatus. Je I|ékem volby u invazivnich
aspergiloz, lymfokutanni sporotrich6zy a Zivot neohrozujicich primarnich
mykozach (Murray et al., 2009).

Ugastni se lékovych interakci inhibici cytochromu-P450 3A. PFi
déletrvajici terapii se zvySuje Cetnost gastrointestinalnich poruch
(Lullmann et al., 2004).

e vorikonazol
NovéjSi triazolovy derivat s Sirokym spektrem, ktery Ize podavat

peroralné i intravenézné. Velmi dobfe pronika do CNS a ostatnich tkani.
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Fungistaticky puUsobi na kvasinky, vcetné kmenl malo citlivych
k flukonazolu a fungicidné na aspergily. AcCkoliv proti zygomycetam
nevykazuje zadnou aktivitu, je efektivni proti kmenum rezistentnim
k amfotericinu B.
Primarni indikaci vorikonazolu je invazivni aspergiléza, ale ucinny je i
proti infekcim zpUsobenym Pseudallescheria boydii a riznym formam
kandidozy.
Byva dobfe tolerovan, ackoliv u jedné tfetiny pacientl se vyskytuji
poruchy vizu, méné €asto zmatenost a halucinace (Murray et al., 2009).

e posakonazol
Podobné jako vorikonazol patfi mezi novéjsi triazoly. Spektrum ucinku je
velmi podobné, nicméné spolu s ravukonazolem vykazuje in vitro vetsi
aktivitu proti rodu Rhizopus. | posakonazol ma zachovanou vybornou
ucinnost na aspergily (Diekema et al., 2003).

e ravukonazol
Podobné jako vorikonazol vykazuje dobrou ucinnost proti C. glabrata a

dalSim flukonazol rezistentnim kandidam (Pfaller et al., 2002).

5.5.3. Alylaminy

Inhibuji enzym skvalenepoxidazu, ktera je jednim z prvnich krok( syntézy
ergosterolu (Lullmann et al., 2004).
e terbinafin
Svoji lipofilitou dosahuje vysokych koncentraci ve vlasech, nehtech a
k@zi. Pouziva se k terapii dermatofytéz v€éetné onychomykdzy a to jak
topicky, tak i peroralné. V kombinaci s flukonazolem je mozné jej pouzit i

u flukonazol-rezistentnich kandid (Murray et al., 2009).

o naftifin
Topicky pouzivany derivat alylaminu s Sirokym antimykotickym spektrem

a antiflogistickymi ucinky (Lullmann et al., 2004).
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5.5.4. Morfoliny

Inhibuji demetyl-lanosterol reduktazu, ktera je v kaskadé systézy
ergosterolu na dal$im stupni za mistem ucinku azolu.
V souc€asnosti je jedinym pouzivanym derivatem amorolfin, uzivany ve

formé laku na nehty pfi onychomykézach (Lullmann et al., 2004).

5.5.5. Echinokandiny

Mechanismus ucinku je inhibice enzymu (1,3)-B-D-glukan syntazy. Ten je
dulezitou soucasti bunétné stény a vyznam ma i pro bunécny rust a déleni.
Protoze buriky savcu jej neobsahuiji, je uc¢inek echinokandint vysoce selektivni,
coz zarovenn omezuje jeho spektrum na ty druhy, u kterych tvofi hlavni slozku
bunécné stény (tj. rody Candida a Asperqillus).

e kaspofungin, anidulafungin, mikafungin
VSechny tfi se podavaji intravenézné a dobfe se distribuuji do vSech
hlavnich organl, vyjma CNS. Jsou velmi dobfe tolerovany bez
vyznamnych lékovych interakci. Vyuziti nasly v terapii invazivnich forem
kandidozy a aspergilozy (kaspofungin) u kterych neni tolerovana jina

IéCba nebo doslo k jejimu selhani (Murray et al., 2009).

5.5.6. Antimetabolity

Nejvyznamnéjsi zastupce, flucytosin, je pomoci enzymu cytosindeaminazy
preménovan na aktivni metabolit 5-fluorouracil, ktery kompetici s tymidinem
inhibuje syntézu RNA. Tato transformace probiha pfedevSim u kvasinek.

Po peroralnim uziti se dobfe resorbuje a distribuuje do tkani. U akutnich
infekci Ize podat i intravendzni infuzi. V terapii téZkych infekci, vyvolanych C.
neoformans a kandidami, se osvédcilo pouziti nizSich davek v kombinaci
s amfotericinem B, ktery pravdépodobné zvySuje permeabilitu plazmatické

membrany a usnadnuje prinik flucytosinu (LGllmann et al., 2004).
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6. Experimentalni ¢ast

6.1. Material

1) Pomducky

e automatické pipety, mikrotitracni destiCky, 12ti jamkové rezervoary na

média, Burkerovy komurky, oCkovaci klicky, pipetovaci Spi¢ky, zkumavky

2) Pfistroje

e laminarni box, vortex, denzitometr, termostat, mikroskop

3) Chemikalie
e 3-(N-morfolino)

(DMSO), glukéza, NaOH, sterilni voda

4) Rustova média

e RPMI 1640 (uplné slozeni viz Tabulka 1), Sabouraudlv agar

propansulfonova kyselina

(MOPS),

Tabulka 1: Slozeni média RPMI-1640 SEVAC 5x koncentrovaného

(obsah v gramech na 1000ml média)

dimethylsulfoxid

Dusi¢nan vapenaty tetrahydrat 0,5 L- prolin 0,1
Chlorid draselny 2,0 L-serin 0,15
Hydrogen fosfore€nan sodny dihydrat 5,015 L- treonin 0,1
Siran hofecnaty heptahydrat 0,5 L- tyrosin 0,1
Chlorid sodny 30,0 L - tryptofan

L- arginin hydrochlorid 1,21 L- valin 0,1

L- asparagin monohydrét 0,27 Biotin 0,001

L- cystin 0,25 Kyanokobalamin 0,000025
L- glutamin 1,5 Cholin chlorid 0,015
Glutathion 0,005 | —inositol 0,175
Glycin 0,05 Kyselina listova 0,005
L- histidin HCI H20 0,102 K. p-aminobenzoova 0,005
L- hydroxyprolin 01 Nikotinamid 0,005
L- isoleucin 0,25 D — Ca- Pantohenat 0,00235
Kyselina L- asparagova 0,1 Pyridoxin hydrochlorid 0,005
Kyselina L- glutamova 0,1 Riboflavin 0,001

L- leucin 0,25 Thiamin hydrochlorid 0,005
L-lysin hydrochlorid 0,2 Glukéza 10,0

L- methionin 0,075 FenolCerveri 0,05

L- phenylalanin 0,075




6.2. Testované kmeny kvasinek a hub

Candida albicans (CA) ATCC 44859
Candida tropicalis (CT) 156

Candida krusei (CK) E28

Candida glabrata (CK) 20/
Trichosporon beigelii (TB) 1188
Aspergilus fumigatus (AF) 231

Absidia corymbifera (AC) 272
Trichophyton mentagrophytes (TM) 445

6.3. Testované latky

Pouzité vzorky byly pfedem nasyntetizovany na Katedfe farmaceutické

chemie a kontroly IéCiv Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy. Testovano

bylo celkem 43 latek, které jsou rozdéleny na zakladé spoleCnych strukturnich

znakul do deviti skupin.

Derivaty:

1.

© o N o O R~ 0D

pyrazin-2-karboxylové kyseliny
6-aminopyrazin-2-karboxylové kyseliny
6-amino-5-kyanopyrazin-2-karboxamidu
pyrazin-2-karboxamidu

pyrazin-2,5-dikarbonitrilu
6-aminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu
5,6-diaminopyrazin-2,3-dikarbonitrilu
2-[(1-heteroarylethyliden)hydrazono]-1,3-thiazolidin-4-onu
5-(1-heteroarylalkyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-onu
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6.4. Metodika

K testovani byla pouzita metodika vychazejici z doporu€enych postupu

CLSI pro in vitro testovani citlivosti na antimykotika.

6.4.1.

1.

6.4.2.

6.4.3.

Priprava suspenzi testovanych kmenu

Do kazdé z 8 sterilnich zkumavek jsme napipetovali 3 ml sterilni vody.
Z kultur narostlych na Sabouraudové glukézovém agaru jsme odebrali
¢ast kolonie a pomoci vortexu resuspendovali v pfislusné zkumavce,
presné oznacené typem kmenu.

Z kazdé zkumavky jsme odebrali 12 yml pro stanoveni hustoty suspenze
Biirkerovou komurkou. Optimalni hustota je vrozmezi 1,0-2,5 x 10°
CFU/ml.

Pfi dodrzeni postupu pfipravy je mozné inokula pouzit po dobu 14 dni,

jsou-li uchovavana pfi teploté 2-8°C.

Priprava rustového média

. Ke 4 dilum MOPS s 1 % glukézy jsme pfidali 1 dil RPMI 1640, kone¢ny

objem a pfesna mnozstvi se odviji od pfedpokladané spotfeby.
Upravy pH na hodnotu 6,5 - 7,9 bylo dosazeno pfidanim nékolika kapek

NaOH. Roztok zménil barvu ze Zluté na ¢erveno oranzovou.

Priprava redici rady testované latky

. Navazku latky jsme rozpustili v pfislusném objemu DMSO (vzorec pro

vypodet viz nize) tak, aby prvni testovana koncentrace byla 500 umol.I”
a zaroven koncentrace DMSO v jamce nepfesahla 1%. Udaje o navazce
a molekulové hmotnosti byly dodany spolu s testovanou latkou.

V pfipadé, zZe se latka nerozpustila nebo nevznikla homogenni suspenze,
pfidali jsme 2.ekvivalent rozpoustédla. Redici fada se timto posunula o
jedno misto dozadu. Pokud nedoS$lo k rozpusténi ani po pfidani 3.
ekvivalentu, byla latka z testovani vyfazena.

Pro zjisténi rozpustnosti zkouSené latky v ristovém médiu jsme do

sterilni zkumavky ¢€.1 napipetovali 1,98 ml RPMI a 20 yml roztoku této
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latky. V pfipadé, Ze nedoSlo k vytvofeni srazeniny nebo vznikla
homogenni suspenze, jsme pracovni roztok sterilné premistili do jamky
¢.1 12ti kanalového rezervoaru. Pokud doslo k vytvofeni sraZeniny, byl
pfidan 2. pfipadné 3. ekvivalent ristového média. Opét doslo k posunuti

prvni testované koncentrace dozadu.

. Do sterilnich zkumavek 2-12 jsme pfipravili dvojkovou fedici fadu: do

kazdé zkumavky jsme napipetovali 0,5 ml DMSO, do zkumavky €.2 jsme
prenesli 0,5 ml roztoku testované latky, po dostateCném promichani jsme
odebrali 0,5 ml tohoto roztoku a pfenesli do zkumavky €.3, takto se
pokraCovalo az do zkumavky ¢.11.

Do kazdé z jamek 12ti jamkového rezervoaru jsme napipetovali 1,98 ml
ristového média a 20 yl nafedéného roztoku zkousené latky z pfFislusné
zkumavky. Do jamky €.12, ktera slouzi jako kontrola, jsme pfidali pouze
20 pl DMSO.

6.4.4. \Vzorec pro vypocet objiemu DMSO

m . 10 000 000 (pfevod na pl)
\VbMSO = =x Ml DMSO
¢ . M. 100 (zakoncentrovani)

m...navazka (g)

C.

...prvni testovana koncentrace = 500 pmol.I™"

M...molarni hmotnost

6.4.5. Priprava mikrotitracni desticky

1.

Pomoci 12ti kanalové pipety jsme prenesli z rezervoaru 200 ul zasobniho
roztoku do 7 fadku na prvni desti¢ce a do tolika fadku na druhé desticce,
kolik jsme méli testovanych latek.

Do pfislusnych fadku prvni destiCky jsme napipetovali 10 ul pfipravenych
suspenzi jednotlivych kmenu. Do v8ech jamek druhé desticky jsme
pipetovali pouze kmen TM.

Desti¢ky jsme pfiklopili vickem a inkubovali v termostatu pfi 35 °C: prvni
destiCku 48 hodin (odecet MIC po 24 a 48 hodinach), druhou destic¢ku
s TM 120 hodin (odecCet MIC po 72 a 120 hodinach).
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6.4.6. Vyhodnoceni

1.

Po uplynuti pfedepsané doby jsme porovnali narist kolonii v jamkach
s kontrolou. Minimalni koncentrace, inhibujici rast kvasinek, odpovidala
alespon 80% potlaceni rustu kolonii oproti kontrole (MIC = [Cgp). Pro
vlaknité houby byla hodnota MIC stanovena jako 50% potlaceni rustu
(MIC = ICsxp).
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6.5. Vysledky

ZkousSené latky byly nafedény do koncentraci 500; 250; 125; 62,5; 31,25;
15,625; 7,813; 3,906; 1,953; 0,977; 0,488 umol.I". Odedtené hodnoty MIC jsou
vyznaceny tucné.

Pro kvantifikaci u€inku kazdé testované latky na pfislusSny kmen bylo pro
kaZzdou hodnotu MIC pfifazeno bodové hodnoceni podle kli¢e: 500 pmol.I" = 1
bod, 250 pmol.I" = 2 body, atd. aZz po 0,488 umol.I”" = 11 bod. Tim je bran
v potaz jak pocet aktivnich latek, tak i dosazené hodnoty MIC. Bodové
hodnoceni pro kazdou testovanou skupinu latek je ve sloupci “Soucet” v kazdé

vysledkove tabulce.

6.5.1. Derivaty pyrazin-2-karboxyloveé kyseliny

Tabulka 2: Strukturni vzorce derivatu pyrazin-2-karboxylové kyseliny

q

1
RN

M
Kod latky R’ R? R® m. h.
MD 611 Cl C4Ho H 214,65
CHs
MD615 o] N— H Hg:—’— 265,31
\\_ff{ CH3
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Tabulka 3: Vysledky testovani derivatt pyrazin-2-karboxylové kyseliny

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/ICgg /ICs5 (umol.I™")
(kdéd) | MD611 | MD615 Soucet
CA /| 24h | 250 | >500 2

48h | >500 | >500

CT | 24n | >500 | >500
48h | >500 | >500

CK | 24h | >500 | >500
48h | >500 | >500

CG| 24h | >500 | >500
48h | >500 | >500

TB [ 24h | 500 | 250 3
48h | >500 | 500

—

AF | 24nh | >500 | >500
48h | >500 | >500

AC | 24h | >500 | >500
48h | >500 | >500
TM | 72h | 500 | >500 1
120h | 500 | >500 1

Obé testované latky mély jen slaby ucinek. MD611 inhibovala rlst TM po
120 hodinach a MD615 se ukazala byt slabé uc€innou u TB.
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6.5.2. Derivaty 6-aminopyrazin-2-karboxylové kyseliny

Tabulka 4: Strukturni vzorce derivatt 6-aminopyrazin-2-karboxylové kyseliny

=) M
Kod latky R’ R? R® m. h
MD 609 CsHg H H 195,22
CHy
MD 610 C4Hg H HSC+ 251,32
CH3
MD 612 C4Hg C4Hg H 251,32
MD 613 C4Hg CeH13 H 279,38
MD 614 C4Hg CH+s H 293,40
CHs
MD 616 CsH17 H H4C 307,43
CH3
MD 617 | Hee™ ¢ H e 265.35
/ CH
H4C 3
CHy
MD 618 C5H11 H H3C+ 256,35
CHs
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Tabulka 5: Vysledky testovani derivatt 6-aminopyrazin-2-karboxylové kyseliny

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/ICg /ICs0 (umol.I")

(kc')d) MD609 | MD610 | MD612 | MD613 | MD614 | MD616 | MD617 | MD618 Soucet

CA | 24h | >500 [ >500 | 250 | 62,5 | 500 | 500 |>500 | >500 8
48h | >500 | >500 | >500 | 125 | 500 | >500 | >500 | >500 4

CT | 24h | >500 | >500 | >500 | >500 [ 250 |>500 | >500 | >500 2
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

CK| 24nh | >500 | 500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 2

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

CG | 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

TB [ 24h | 500 [ 500 [ 500 [ 500 | 500 | 500 | >500 | >500 6
48h | 500 | 500 | 500 | >500 [ >500 [ >500 [ >500 | >500 3

AF | 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

AC | 24nh | >500 [ >500 [ 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 1
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

TM [ 72h | >500 [ 250 | >500 [ >500 | 500 [ >500 | >500 [ >500 3
120h | >500 [ 250 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 3

Z testované skupiny vyboCuje pouze latka MD613, ktera u CA po 24
hodinach dosahla MIC 62,5 pmol.I" a po 48 hodinach 125 pmol.I". MD610
dosahla u TM 250 pmol.I" i po 120 hodinach. Jako nejméné citlivé se ukazaly

kmeny CG a AF na které nepusobila ani jedna latka z testované skupiny.
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6.5.3. Derivaty 6-amino-5-kyanopyrazin-2-karboxamidu

Tabulka 6 : Strukturni vzorce derivatu 6-amino-5-kyanopyrazin-2-karboxamidu

Nx C=p
o LT
D/ M NHHR
Kod latky R m. h

JZ-13 C4Ho 219,24
JZ-20 CsH11 233,27
JzZ-21 O 245,28
Jz-22 259,31
JZ-23 4<j 231,25
JZ-16 CsH17 275,35
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Tabulka 7: Vysledky testovani derivatu 6-amino-5-kyanopyrazin-2-karboxamidu

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/ICgg /ICs5 (umol.I™")

(k(_')d) JZ-13 | JZ-20 | JZ-21 JzZ-22 | JZ-23 | JZ-16 Soucet

CA|24n | >125| 250 |>125|>500 | >250 | >125 2
48h | >125 | >250 | >125 | >500 | >250 | >125

CT | 24h | >125 [ >250 | >125 | >500 | >250 | >125
48h | >125 | >250 | >125 | >500 | >250 | >125

CK | 24n | >125| 62,5 | >125 [ >500 | >250 | >125 4
48h | >125 | >250 | >125 | >500 | >250 | >125

CG| 24h [ >125]| 250 |>125|>500|>250 [ >125 2
48h | >125 | >250 | >125 | >500 | >250 | >125

TB | 24h | >125 [ >250 | >125 | >500 | >250 | >125
48h | >125 | >250 | >125 | >500 | >250 | >125

AF | 24h | >125| 250 | >125| >500 | >250 | >125 2
48h | >125 | >250 | >125 | >500 | >250 | >125

AC | 24h | >125| 125 |>125|>500 | >250 | >125 3
48h | >125 | >250 | >125 | >500 | >250 | >125

TM | 72h | >125 | >250 | >125 | >500 | >250 | >125
120n| >125 | >250 | >125 | >500 | >250 | >125

Latky JZ-21 a JZ-16 se vysrazely v RPMI a byly tedy testovany jen

v mendim podtu koncentraci: 125 umol.I" a pét nasledujicich. Pouze JZ-20

vykazala po 24 hodinach aktivitu na vSechny kmeny vyjma CT a TM, kterou se

po 48 hodinové inkubaci nepodafilo udrzet.
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6.5.4. Derivaty pyrazin-2-karboxamidu

Tabulka 8: Derivaty pyrazin-2-karboxamidu

N R
Bt
HaM -
? “““” N R
Kod latky R R? m. h.
JZ-0 CN Cl 182,57
JZ-24 CN —n \E:u 233,23
NS
rﬁH
JZ-27 CgH 404,59
g Ce T
Tabulka 9: Vysledky testovani derivatu pyrazin-2-karboxamidu
KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) —MIC/ICgo /ICso (umol.I'")
(kod) | Jz-0 | Jz-24 | Jz-27 Souget
CA | 24h | 125 | >500 | >125 3
48h | 125 | >500 | >125 3

CT | 24h | >500 | >500 | >125
48h | >500 [ >500 | >125
CK| 24h | >500 | >500 | >125
48h | >500 | >500 | >125
CG | 24h | >500 | >500 | >125
48h | >500 | >500 | >125
TB | 24h | >500 | >500 | >125
48h | >500 [ >500 | >125
AF | 24h | >500 | >500 | >125
48h | >500 | >500 | >125
AC | 24n | 250 | >500 | >125
48h | 250 [ >500|>125
TM| 72h | 62,5 | >500 | >125
120h | 62,5 | >500 [ >125 4

Aktivitu ukazala pouze latka JZ-0, ktera méla u TM po 120 hodinach MIC

BAININ

62,5 ymol.I" a u CA po 24 hodinach 125 umol.I"". Zbytek skupiny byl netginny.
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6.5.5. Derivaty pyrazin-2,5-dikarbonitrilu

Tabulka 10: Strukturni vzorce derivati pyrazin-2,5-dikarbonitrilu

]
%C Nj R
Kod latky R m. h
JZ-19 Cl 164,55
JZ-L7 —n N—ch, 228,28
fcsz
JZ-1L.12 _N“u 201,23
CoHg
AN
JZ-L.13 —HM ] 215,21
A4
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Tabulka 11: Vysledky testovani derivat( pyrazin-2,5-dikarbonitrilu
KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/ICgo /IC5 (umol.I™")

(kod) JZ-19 JZ-L7 | JZ-L12 | JZ-L13 Soucet

CA|24h| 7,81 | >500 | 250 | >500
48h | 31,25 [ >500 | 500 | >500
CT | 24n | 31,25 | >500 | 125 | >500
48h | 125 | >500| 500 | >500
CK|24nh| 7,81 | >500 [ 250 | >500
48h | 31,25 [ >500 | 250 | >500
CG| 24h | 15,62 | >500 | 62,5 | >500
48h | 31,25 [ >500 | 500 | >500
TB | 24h | 15,62 | >500 | 125 | >500
48h | 31,25 | >500 | 500 | >500
AF | 24h | 15,62 | >500 | 250 | >500
48h | 31,25 | >500 | 500 | >500
AC | 24h | 31,25 | >500 | 250 | >500
48h | 125 [>500| 500 | >500
TM | 72h | 31,25 | >500 | 125 | >500
120n | 31,25 | >500 | 125 | >500

w(o||N|o|w|o|o|lo|s|N|o|s|e|(o|wo

Latky JZ-19 a JZ-L12 byly uc€inné na vSechny testované kmeny. JZ-19
dosahla po 48, resp. 120 hodinach, hodnot 31,25 pmol.l”, kromé CT a AC, u
kterych MIC &inila 125 pmol.I'". U JZ-L12 se MIC pohybovala v rozmezi 500 az
125 pmol.I™".
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6.5.6. Derivaty 3-aminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu

Tabulka 12: Strukturni vzorce derivati 3-aminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu

Mz o
=G I NH._

Kod latky R m. h.
JZ-L14 CHs 159,15
JZ-L11 C2Hs 173,17

JZ-L8 CsH- 187,20
JZ-L9 C4Hg 201,23
JZ-10 CsHa1 215,25
JZ-L6 40 213,24
JZ-L1 CeHi3 229,28
JZ-L2 O 227,27
JZ-L3 CHi1s 243,31
JZ-L4 241,29
JZ-L5 CeHa7 257,33
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Tabulka 13: Vysledky testovani derivati 3-aminopyrazin-2,5-dikarbonitrilu

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/ICsgg /ICs (umol.I")
(k6d) | Jz-L14| JZ-L11 | JZ-L8 | JZ-L9 | JZ-L10 | JZ-L6 | JZ-L1 |JZ-L2|JZ-L3|JZ-L4|JZ-L5| S
CA /| 24h | >500 [ >500 | >500 | 500 | 500 | >500| 125 |>250|>500|>500(>500| 5
48h | >500 | >500 | >500 | 500 500 | >500 | >500 |>250|>500|>500[>500]| 2
CT | 24h | >500 | >500 | >500 | 250 500 | >500 | >500 |>250|>500|>500|>500] 3
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 |>250 |>500 | >500 | >500
CK| 24h | >500 [ >500 | >500 [ 500 | 500 | >500| >500 |>250 |>500|>500|>500| 2
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 [ >500 |>250 | >500 | >500 [ >500
CG| 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 |>250|>500|>500|>500] 1
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 |>250 | >500 | >500 | >500
TB | 24h | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 [>250 | >500 | >500|>500] 1
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 |>250 | >500 | >500 | >500
AF | 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 |>250 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 |>500 | >500 | >500
AC | 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 |>250 [ >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 |>250 | >500 | >500 | >500
TM | 72h | >500 250 250 500 | >500 | >500 | >500 |>250( 3,9 |>500(>500]| 13
120h | >500 250 250 500 | >500 | >500 | >500 |>250| 7,81 | >500 [ >500| 12

V této skupiné Ize sledovat postupné prodluZovani fetézce substituovaného

na aminoskupiné v poloze 3 pyrazinoveho jadra. Latky JZ-L11,L8 a L9 ukazaly

slaby ucinek na TM. JZ-L9 navic, spolu s JZ-L10, na CA. Zajimava je aktivita

latky JZ-L3 substituované heptylem, ktera dosahla MIC 7,81 pmol.I”" u kmene

TM.

6.5.7. Derivaty 5,6-diaminopyrazin-2,3-dikarbonitrilu

Tabulka 14: Derivaty 5,6-diaminopyrazin-2,3-dikarbonitrilu

M=C M MH—R
I j
_ o
M= ] MH—R

Kod latky R m. h
ZIP-128 C7H1s 356,52
ZIP-136 CsHy1 300,41
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Tabulka 15: Vysledky testovani derivatu 5,6-diaminopyrazin-2,3-dikarbonitrilu

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/ICgo /IC5 (umol.I™")
(kod) | zIP-128 | ZIP-136 Souget
CA/|24h | >500 | >125
48h | >500 | >125
CT | 24h | >500 | >125
48h | >500 | >125
CK| 24h | >500 | >125
48h | >500 | >125
CG/| 24n | >500 | >125
48h | >500 | >125
TB | 24h | >500 | >125
48h | >500 | >125
AF | 24h | >500 | >125
48h | >500 | >125
AC | 24n | >500 | >125
48h | >500 | >125
TM| 72h | >500 | >125
120n | >500 | >125

Z této skupiny latek neukazala ani jedna pozorovatelny ucinek.
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6.5.8. Der. 2-[(1-heteroarylethyliden)hydrazono]-1,3-thiazolidin-4-onu

Tabulka 16: Strukturni vzorce derivati 2-[(1-heteroarylethyliden)hydrazono]-1,3-thiazolidin-4-onu

HAC H
AN"NR " o
WIS
o
Kod latky R m. h
Nv
CH, =
KTM-2 | J 291,37
e
HaC N
RN
KTM-14 /[ J 319,43
—
HqizCg I
S
KTM3AP | 234,28
D
i
S
KTM2AP | 234,28
=M
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Tabulka 17: Vysledky testovani derivatu 2-[(1-heteroarylethyliden)hydrazono]-1,3-thiazolidin-4-onu

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/ICgo /IC5 (umol.I™")
(kéd) KTM-2 | KTM-14 | KTM3AP | KTM2AP Soucet
CA | 24h | 15,62 |31,25| >500 | 7,81 18
48h | 31,25 (31,25 | >500 | 7,81 17
CT|24nh | >125 | >125 | >500 | 7,81 7
48h | >125 | >125 | >500 | 15,62 6
CK| 24h | >125 | >125 | >500 | 1,95 9
48h | >125 | >125 | >500 | 15,62 6
CG|24n| 7,81 | 3,9 | >500 | 0,98 25
48n| 7,81 | 3,9 | >500 | 0,98 25
TB|24n| 7,81 | 7,81 | >500 | 3,9 22
48nh | 7,81 | 7,81 | >500 | 7,81 21
AF | 24h | >125 | 125 | >500 | 31,25 8
48h | >125 | >125 | >500 | 31,25 5
AC|24n|31,25| 125 | >500 | 15,62 14
48h | 31,25 | 125 | >500 | 31,25 13
TM| 72h | 31,25 [ >125 | >500 | 7,81 12
120n | 31,25 | >125 | >500 | 7,81 12

Ze vSech testovanych skupin, obsahuje nejvice aktivnich latek. Latky KTM-2

a 14 se vysrazely v RPMI a byly tak zkouSeny pouze ve zkraceném rozsahu

v v

Vv _ wvivs

vSech testovanych kmenlU dosahovala velmi nizké MIC v rozmezi od 0,98

umol.I"" pro CG az po 31,25 pmol.I"" pro AF a AC.
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6.5.9. Derivaty 5-(1-heteroarylalkyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-onu

Tabulka 18: Strukturni vzorce derivati 5-(1-heteroarylalkyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-onu

R1
zl%/g o
- F
M
0
Kod latky R’ R? R® m. h
M
HP-1A CHs HaC | y NH: 308,42
Hie'o O
M
T
HP2APA CHs | NH, 251,33
e
M
.
EDGA3 H | -CH,-COOH | 280,32
e
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Tabulka 19: Vysledky testovani derivatu 5-(1-heteroarylalkyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-onu
KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/ICgo /IC5 (umol.I™")

(kod) | HP-1A | HP2APA | EDGAR3 Souget
CA | 24h | >125| >125 >500

48h | >125| >125 >500

CT | 24h | >125| >125 >500

48h | >125| >125 [ >500

CK| 24h | >125| >125 >500

48h | >125| >125 >500

CG| 24h | >125| >125 >500

48h | >125| >125 >500

TB | 24h | >125| >125 >500

48h | >125| >125 [ >500

AF | 24h | >125| >125 >500

48h | >125| >125 >500

AC | 24h | >125| >125 >500

48h | >125 | >125 >500

TM| 72h | >125| 125 >500 3

1200 >125| 125 | >500 3

Z této skupiny nebyla u zadné zlatek pozorovana aktivita s vyjimkou

HP2APA, ktera zastavila rast TM pii koncentraci 125 ymol.I™.
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7. Diskuze

Problémem testovani citlivosti k antimykotikim je velké mnozstvi faktord,
které mohou ovlivnit vysledek. Jedna se o rlstova média, hustotu a mnozstvi
inokula, pouzité kmeny mikromycet, fyzikalni vlastnosti testované latky
podminky inkubace (Buchta et al., 1998). Pfi vyvoji metodiky je tedy nutné
eliminovat co mozna nejvétSi poCet proménnych vytvofenim standardnich
postupu a podminek.

Prfedpokladem kazdé pouzivané metody je jeji opakovatelnost a
porovnatelnost vysledkli mezi jednotlivymi pracovisti. V pfipadé testovani
citlivosti mikromycet k antimykotikim Ize pouzit nékolik metod, kterym byla
celosvétové vénovana dostateCna pozornost a existuji mezinarodné uznavané
standardni postupy jejich provadéni a interpretace vysledkd. Jednou z nich je i
mikrodiluéni bujonova metoda, ktera byla pouzita v této praci. Pravé vysoka
mira reprodukovatelnosti a relativné nizka materialova naro€nost byly divodem
pro jeji zvoleni.

CLSI (dfive NCCLS) vroce 1997 schvalila zpusob testovani citlivosti
kvasinek k ATM v dokumentu M27-A (od roku 2008 plati verze M27-A3) a
pozdéji i dokument M38-A (od 2008 M38-A2) pro vlaknité houby. V Evropé se
navrhy metodiky zabyva spole¢nost EUCAST AFST (Evropska komise pro
testovani antimikrobialni citlivosti, Podkomise pro antifungalni latky), ktera
v roce 2002 vypracovala vlastni postupy pro testovani kvasinek a vlaknitych
hub, které se liSi pfipravou média, inokula, dobou inkubace a zpusobem
interpretace (Mallatova, 2007).

Metodika pouzita v této praci se blizi spiSe postupu stanovenému EUCAST
(dokument Edef 7.1). Jako rastové médium je pouzito RPMI 1640 s glutaminem
obohacené o 1 % glukézy. Hustota inokula je v rozmezi 1,0-2,5 x 10° CFU/ml,
oCkuje se do mikrotitracnich destiCek s plochym dnem a vysledky jsou

odecitany vizualné.

Tabulka 20: Rozdéleni zjisténych hodnot MIC do skupin a pfifazeni bodového hodnoceni

MIC_1 500 | 250 | 125 62, 31,25 | 15,625 | 7,813 | 3,906 | 1,953 | 0,977 | 0,488
(umol.I™) 5
Body 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Slabé uginné Stfedné ucinné Silné udinné
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Celkem byla testovana aktivita 43 latek na 8 kmen( kvasinek a vlaknitych
hub. Pfi zpracovavani vysledkl bylo, pro vétsi pfehlednost, kazdé dosazené
hodnoté MIC pfifazeno bodové hodnoceni. Pfi stanoveni citlivosti jednotlivych
kmenuU k testovanym latkam tak mohl byt zohlednén jak pocet ucinnych latek,
tak i skute¢né dosazené hodnoty MIC. Body byly zvlast secCteny pro kazdy
kmen a dobu inkubace. Jako nejcitlivéjSi kmen se ukazal, po 24 (resp. 72 pro
TM) hodinach inkubace, Candida albicans. Nicméné diky poklesu aktivity latek
s rostouci dobou kultivace byl ve vysledku, po 120 hodinach, nejcitlivéjSi kmen
Trichophyton metagrophytes. Jako nejvice rezistentni po 24 hodinach se ukazal

Obecné je pokles aktivity s prodluzovanim délky inkubace vyraznéjSi u
kandid, napf. u C. tropicalis doSlo k 50% snizeni, naopak u T. mentagrophytes

poklesla aktivita minimalné.

Stanoveni citlivosti testovanych kment

Délka inkubace

Soucet

m 24/72 hodin

m 48/120 hodin

CA CT CK CG TB AF AC T™M

Testovany kmen

Obrazek 7: Stanoveni citlivosti testovanych kment

Bodového hodnoceni bylo vyuzito i pfi hodnoceni aktivity jednotlivych
skupin testovanych latek. Soucet bodu pro kazdou skupinu byl vydélen poétem
latek. Vysledna “primérna aktivita“ byla potom porovnavana.

Nejvétsi u€innost na testované kmeny ukazala skupina 8, tzn. derivaty 2-[(1-

heteroarylethyliden)hydrazono]-1,3-thiazolidin-4-onu.
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Pramérné aktivity testovanych skupin latek

30,00

25,00

20,00

Délka inkubace
15,00

m 24/72 hodin
10,00

Priameérna aktivita

B 48/120 hodin

5,00

0,00 -

Testovana skupina

Obrazek 8: Primérné aktivity testovanych skupin latek

Skupina 1 méla pouze slaby ucinek na testované kmeny. Latka MD611
substituovana chlorem v poloze 6 pyrazinového jadra dosahla MIC 500 pmol.I”
u TM. Latka MD615 s dusikem zapojenym do morfolinového kruhu v poloze 6 a
terc-butylem v poloze 5 byla slabé ucinna na TB.

Ve skupiné 2 dosahla pouze latka MD613 stfedni ucinnosti po 24 hodinach
u CA. Zda se, Ze skupina latek MD612, MD613 a MD614, s butylem na 6-
aminoskupiné pyrazinového jadra a fetézcem o délce C4 az C7 na kysliku
karboxylové skupiny, dosahly mirné lepSich vysledkl v porovnani s ostatnimi
latkami skupiny.

Ve skupiné 3 vykazala slabou aktivitu, po 24 hodinové inkubaci, pouze latka
JZ-20, ktera méla 6-aminoskupinu substituovanou fetézcem o délce 5C. U&inek
se ztratil po dalSich 24 hodinach.

Ve skupiné 4 byla aktivni pouze latka JZ-0, ktera méla pyrazinové jadro
substituované v poloze 5 karbonitrilovou skupinou a v poloze 6 chlorem. Na
kmeny CA a AC byla jen slabé ucinna, ale na kmen TM se podafilo zachovat
stfedné silny ucinek i po 120 hodinoveé inkubaci. Latka JZ-27 substituovana
fetézci o délce 8C byla obtizné rozpustna v RPMI. Skupiny 3 a 4 byly
pfipraveny primarné za uc€elem ziskani antimykobakterialné plsobicich latek a

antimykoticka aktivita méla v tomto pfipadé jen okrajovy vyznam (Zitko et al.,
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2011). V minulosti se pfiliS neosvédCila ani substituce na NH: skupiné
karboxamidu arylem. Nékolik latek s navazanou trifluormethylovou skupinou na
benzenovém jadfe sice vykazalo slabou aktivitu proti TM, ale nebyly vyvozeny
Zadné zavéry o vztahu mezi strukturou a u€inkem (Dolezal et al., 2008).

Ve skupiné 5 byly aktivni pouze 2 latky. JZ-L12 s diethylaminovou skupinou
v poloze 3 na pyrazinovém jadru vykazala slabou aktivitu na vSechny testované
kmeny. JZ-19, ktera byla stfedné ucinna na vSechny testované kmeny vyjma
CT a AC, méla v poloze 3 substituovany chlor.

Skupina 6 byla v naSem testovani nejrozsahlejSi, nicméné vSechny latky
byly aktivni jen velmi slabé& nebo vibec. V postupném prodluZovani fetézce na
aminoskupiné v poloze 3 Ize vysledovat mirné snizovani aktivity proti TM (od
délky C2 do C4) a naopak zvySovani aktivity proti CA a ostatnim kvasinkam.
Nahly ucinek latky JZ-L3, substituované fetézcem délky C7, ktera proti TM
dosahla MIC 7,81 pmoll’ po 120 hodinové inkubaci se jevi jako
nepravdépodobny a bylo by zajimavé jej podrobit dalSimu testovani, napf. po
precisténi.

(Palek et al., 2008) vramci hledani antimykobakterialnich latek nalezl
nékolik ucinnych latek mezi 3-(arylamino) derivaty pyrazin-2,5-dikarbonitrilu.
Jistou aktivitu zaznamenal u fenyld substituovanych halogenem. Jednou
z vychozich latek byla i nami pozdéji znovu testovana JZ-19, ktera ukazala
podobnou, stfedni, u¢innost na vSechny kmeny.

Bylo by zajimavé zjistit, zda by substituce halogenem zvysSila aktivitu u
derivatl s cyklickym nebo alifatickym Fetézcem na 3-aminoskupiné
pyrazinoveho jadra.

Skupina 7 nevykazala zadnou aktivitu a latka ZIP-136 substituovana
pentylem na aminoskupinach v poloze 5,6 se jen obtizné rozpoustéla v RPMI.

Ve skupiné 8 se nachazeji nejucinnéjsi latky celého testovaného souboru.
Latky KTM-2 a KTM-14 dosahly, vyjma CT a CK, v celém spektru stfedniho
ucinku. KTM-2 byla uc€innégjSi na kmeny AC a TM. KTM-14 naopak na CG. Obé
latky se od zbytku skupiny liSi pfitomnosti pyrazinového jadra s navazanym
uhlovodikovym fetézcem, isobutylem u KTM-2 a hexylem u KTM-14. Oba
vzorky se srazely v RPMI a byly testovany pouze ve zkraceném rozsahu

koncentraci (125-3,9 pmol.I"), vysledné hodnoty mohly tedy byt jesté nizsi.
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v v

hodnot MIC. Byla substituovana 2-pyridylem.

Skupina 9 neobsahovala ani jednu aktivni latku. EDGAR-3 byl jiZ jednou
testovan a byl velmi silné uc€inny proti vS8em kvasinkam vyjma CA (Dolezel et al.,
2009). Nami testovana latka byla precisténa, coz by mohlo byt divodem pro

ztratu aktivity.

Pyrazinamid (pyrazin-2-karboxamid) je specifické antituberkulotikum
s baktericidnim ucinkem na Mycobacterium tuberculosis, které lze pouzit pfi
postizeni CNS (Buchta et al., 2002). Jeho pouziti je limitovano jeho
hepatotoxicitou a pro pfedchazeni vzniku rezistence je uzivan v kombinacich
(LGllmann et al., 2004). K terapii latentni tuberkulézy se pouziva nejCastéji
v kombinaci s rifampicinem ve dvoumési¢nim cyklu (McNeill et al., 2003). Je
snaha vyvijet nové latky s vySSim uCinkem a mensSi toxicitou a jednim ze
zpusobU je obména stavajicich struktur.

Pyrazin-2-karboxylova kyselina (skupiny 1, 2) a jeji derivaty se pouzivaji
jako vychozi latky pfi syntéze pyrazin-2-karboxamidd (skupiny 3, 4), které
mohou byt dale vyuzity napf. pfi syntéze pyrazin-dikarbonitrili (skupiny 5, 6).
Témér 80% latek testovanych v této praci bylo pfipraveno pfi hledani novych
antimykobakterialné plsobicich substanci. Zastoupeny jsou tfi etapy v syntéze.

Cely testovany soubor je pfili§ heterogenni na to, aby mohly byt
formulovany jednoznacné zavéry o vztahu struktury a uc€inku. Presto Ize
pozorovat, Ze nejucinnéjsi latky ve skupinach 1, 4 a 5 mély pyrazinové jadro
substituované atomem chloru. Do dalSiho testovani by tedy mohl byt zafazen
vétSi pocet latek s touto substituci, aby mohla byt tato hypotéza potvrzena.

Latky skupiny 8 sice dosahly zajimavych vysledkd, ale cela skupina je pfilis
mala na to, aby mohly byt zjiStény vztahy mezi strukturou a uc€inkem. Bylo by
vhodné aktivni latky podrobit dalSimu testovani, napf. v tripletu, aby byla jejich

aktivita potvrzena.
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8. Zaver

Pomoci mikrodiluéni bujénové metody jsme otestovali antimykotickou
aktivitu u celkem 43 latek, rozdélenych podle chemické struktury do 9

skupin. Méfeni jsme provadéli na 8 kmenech kvasinek a vlaknitych hub.

NejrezistentnéjSi byly kmeny A. fumigatus a Candida tropicalis. Jako

nejcitlivéjSi se ukazaly C. albicans a T. mentagrophytes.

Z testovanych latek nemély Zadnou ucinnost derivaty 5,6-diazin-2,3-
dikarbonitrilu. Jen velmi slabé aktivni byly derivaty 6-amino-5-
kyanopyrazin-2-karboxamidu a  5-(1-heteroarylalkyliden)-2-thioxo-1,3-

thiazolidin-4-onu.

NejucinnéjSi skupinou se ukazaly derivaty 2-[(1-heteroarylethyliden)

hydrazono]-1,3-thiazolidin-4-onu

U derivatd pyrazinu byly nejucinngjsi latky s navazanym chlorem na

pyrazinovém jadre.
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