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slouc¢enin II
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metoda, minimalni inhibi¢ni koncentrace.

Tato diplomova prace se zabyva prevazné antimykotickou rezistenci a
mechanismem uc¢inku vybranych antimykotik.

Teoretickd ¢ast je zaméfena na obecny piehled tykajici se charakteristiky
mikroskopickych hub a onemocnéni, kterd zptsobuji. Pozornost je také vénovana
antimykotickym latkdm, které jsou bézné vyuzivany pfi lécbé mykotickych infekci a
dale latkdm, které se v soucasné dob¢ nachazi v riznych fazich klinického hodnoceni.
S tim je spjat i mechanismus ucinku téchto sloucenin, ktery je zde také popsan.
V neposledni fadé shrnuje teoreticka ¢ast vznik a princip antimykotické rezistence.
V zéavéru teoretické Casti jsou popsany metody, které se vyuzivaji pti stanoveni in vitro
citlivosti mykotickych agens vii¢i antimykotikiim.

V praktické ¢asti je popsan postup kvantitativni mikrodiluéni bujénové metody,
ktera byla pouzita v této diplomové praci. Soucasti praktické casti je piehled
testovanych sloucenin a vysledky s hodnocenim, zda vykazuji dostatecnou uc¢innost

vuci mykotickym agens, ¢i nikoli.
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The main focus of this thesis is on antifungal resistance and the mechanism of
action of selected antifungal agents. The theoretical part of the thesis gives a general
overview of the characteristics of microscopic fungi and the diseases they cause.
Attention is also paid to antifungal agents that are commonly used in the treatment of
fungal infections, as well as those that are currently at various stages of clinical trials.
This ties in with the mechanism of action of these compounds, which is also described
here. The theoretical part also summarizes the development and principles of antifungal
resistance. The theoretical part concludes with the description of the methods used in
the determination of in vitro susceptibility of fungal agents to antifungals. The practical
part of the thesis describes the procedure of the quantitative broth microdilution method,
which was used in this thesis. This part also includes an overview of the tested
compounds and the results with an evaluation of whether the compounds show a

sufficient effectiveness against fungal agents.
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1. Uvod

Téma ,,Screening novych, potencialné antimykoticky uc¢innych sloucenin® je
v dnesni dob¢ dilezité ve vétSin€ zemi svéta i pies to, Ze udaje tykajici se vyskytu
rezistence nejsou celosvétove shodné. Mikroskopické houby byly v mediciné mnoho let
povazovany za klinicky méné¢ vyznamné, nyni je tomu ale naopak. Chybné indikace
antimykotika, jeho naduzivani, dlouhodobé uzivani v malych davkach a mnoho dalSich
aspektl pfi 1écbé onemocnéni vedou ke zméné vlastnosti mikroskopickych hub, nartsta
jejich rezistence vici antimykotikiim, a tudiz se snizi jejich G€innost. Nejvice ohrozeni
jsou pacienti se snizenou funkci imunitniho systému, kdy nemoznost 1écby mykotické
infekce je pfiCinou signifikantné zvySené morbidity a mortality. Pocet takovych
pacienti nadale roste v dusledku infekce virem HIV, organovych transplantaci,
transplantaci kmenovych krvetvornych bun¢k, chemoterapie a dale diky prodluzujici se
délce Zivota s Eetnymi pridruzenymi nemocemi operovanych ve vysokém véku. -2

Prvnim krokem k objevu nového antimykotika je zdkladni screening neboli
vyhledavani antimykotického plisobeni u diive takto nepopsané znamé latky. Tento
zakladni screening se provadi in vitro za definovanych podminek. Diky vzriistu poctu
rezistentnich kment mikroskopickych hub se vyvoj timto smérem stile zvySuje.
Doporuc¢ené metody pro testovani citlivosti, jsou pro tyto uéely vypracovany Ustavem
laboratornich a klinickych standardi (CLSI - Clinical and
Laboratory Standards Institute), spolecné¢ s Evropskym vyborem pro testovani
antimikrobialni citlivostt (EUCAST - European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing).

Dal§imi nezbytnymi kroky jsou laboratorni testovani a klinické studie, diky
kterym by mohla byt nova latka podavana pacientiim jako terapie.

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni antimykotickych u¢inki u 38 nové

syntetizovanych sloucenin.
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2. Teoreticka cast

2.1 Epidemiologie mykotickych infekci

Mykotické infekce zptsobuji pfiblizné 10 % nozokomidlnich ndkaz. Kmen
Candida je celosvétove Ctvrtou nejéastéjsi pfi¢inou nozokomidlnich infekci krevniho
reCisté. NejCastejsimi agens mykotickych onemocnéni jsou tedy kandidy, z nichz 60—
80 % onemocnéni tvoii Candida albicans a 20-30 % non-albicans druhy Candida, déle
aspergily (15-30 %), kryptokoky (2 %) a sporadicky mukory. K nejéastéjsim ptivodciim
endemickych mykoz patii rody Coccidioides, Histoplasma, Blastomyces. !

Epidemiologické studie dokazuji, Ze v evropskych statech a USA je celkova
incidence kandidémii velmi podobna. Orientaci ztézuje odliSny zpusob uvadeéni
epidemiologickych dat v Evropé a USA. Od pocatku 90. let minulého stoleti dochazi
k celkovému snizeni vyskytu kandidémii a tim 1 snizeni mortality a morbidity
u neutropenickych  nemocnych  diky  zavedeni  flukonazolu.  V souvislosti
s terapeutickym pouzivanim flukonazolu se zménilo i zastoupeni jednotlivych druhti
kandid, kdy se ve vétSim procentu zalaly objevovat non-albicans kmeny
(zejména Candida krusei, Candida glabrata, Candida parapsilosis) a to jak v Americe,
tak 1 v Evropé. Na jednotkdch intenzivni péce, tj. hlavné u non-neutropenickych
pacientl, se naopak kandidézy stdvaji zavaZnym problémem sneménnou nebo
stoupajici incidenci. Epidemiologické prizkumy prokézaly, ze 50 % zdravé populace
ma jako soucast sttevni mikroflory C. albicans, zatimco hospitalizovani pacienti maji
diky antibiotické 1écb€ v gastrointestinalnim traktu (GIT) ptitomné kandidy az v 88 %
s dominanci non-albicans druhtt Candida. '-% 3

Dle epidemiologickych kritérii se mykotické infekce se déli do 3 skupin. Do
prvni skupiny se fadi mén¢ Casté patogeny vyvolavajici latentni €1 lokalni infekce, které
spontann€ vymizi. Patogeny ve druhé skupiné vyvolavaji u zdravého jedince
onemocnéni, kterd nejsou piili§ zavazna. Treti skupinu predstavuji patogeny
vyvolavajici zdvazna onemocnéni. [

Dalsi rozdéleni vychédzi z mozného vzniku infekce dle vyskytu patogenni houby,
na endemické a oportunni. Patogeny endemickych mykoz se vyskytuji pouze v urcité
lokalité, na kterou jsou vazany, a onemocnéni tedy mohou vyvolat u malé Casti
obyvatelstva. Patogeny patfici do skupiny oportunnich myké6z jsou vSudypiitomné a

Casto tvofi pfirozenou komenzalni mikrofléru u lidi. Oportunni infekce ptedstavuji
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nejvetsi riziko pro pacienty s poruchou imunity. Vznik oportunni mykotické infekce
zavisi na vlastnostech patogenni houby a zdravotnim stavu pacienta. Rozvoj infekce
zavisi na zdroji, cest¢ nakazy, vnimavosti jedince, infekéni davce a virulenci
patogenniho kmene. Faktory vzniku a rozvoje oportunni infekce jsou shrnuty v tabulce
1.

Mykotické onemocnéni je nejCastéji prendSeno vzduchem, méné Ccasto

kontaktem se zdrojem infekce apod. (4!

Tabulka 1: Faktory vzniku a rozvoje oportunni infekce. Prevzato a upraveno z ¥

obecné¢ faktory

Virulence mikroorganismu humoralni
specifické faktory

specifické

mechanicka bariéra (kiize, sliznice)

fyziologickéd mikroflora

Obranné mechanismy hostitele —
buné¢na imunita

humoralni imunita

komorbidita
Cligral i it celkovy stav pacienta vyzivovy stav
onemocnéni . ; P
zékladni a podplirna
1écba

Pii obran€ organismu proti mykotické infekci se uplatiiuji neimunitni a
specifické 1 nespecifické imunitni mechanismy. Neimunitni obranné faktory se uplatiiuji
pfi poruseni anatomickych bariér a CasteCn€ i1 sloZeni fyziologické flory. Imunitni
obranné faktory jsou zprostfedkovany pfedevS§im makrofagy a dendritickymi buiikami.
K citlivosti organismu k témto infekcim pfispivd schopnost ufinn€¢ indukovat

mechanismy zaloZené na spolupraci makrofagti a Thl lymfocytd. [+

2.2 Charakteristika mikroskopickych hub

Houby neboli fungi jsou eukaryotni mikroorganismy a tvoii jednu z péti
samostatnych {i§i zivych organisml. Jejich buiikky maji pevné jadro s jadernou
membranou, mitochondrie a dals§i organely. Plazmatickd membrana se sklada z lipidd,

glykoproteinti a sterolii. Bun&¢nd sténa obsahuje chitin a glukany nebo manany. (¢!
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Podobnost struktury a funkce fungalnich a ZivocisSnych bunék je pficinou
toxického pusobeni nckterych antimykotik na organismus pii 1écbé infekce. Tato
podobnost je dana blizkou chemickou strukturou ergosterolu a cholesterolu, ktery je mj.

soucasti lidskych bunéénych membran (Obr. 1). [2:67-8]

Cholesterol

HO

Obrazek 1: Strukturni podobnost cholesterolu a ergosterolu.
Prevzato a upraveno z )

Naopak odlisna struktura fungéalnich a bakteridlnich bun¢k zajistuje jejich
rezistenci k antibiotikim.5 ®!

Piivodci mykoz patii mezi vytrusné, stélkaté organismy. Tvoii samostatny kmen
Mycophyta, ten se dale déli na podkmeny Phycomycetes a Eumycetes.[®®]

Pravé plisné se oznacuji jako Phycomycetes. Vytvaieji nepiehradkované
mycelium — podhoubi se sloupeckovitymi sporangiofory, které jsou ukonceny
sporangiem. Ve sporangiu se nachdzi mnoZstvi nepohlavné vzniklych sporangiospor.
Nejdulezitéjsi druhy nachazejici se ve skupiné pravych plisni patiti do tiidy
Zygomycetes, do fadu Mucorales.!>®!

Pravé houby se oznacuji jako FEumycetes. Zakladni stavebni jednotkou
Eumycetes je hyfa — vlakno. Hyfa je jedno nebo mnohojadernd trubicovita struktura,
ktera mize byt opatfena septem — prepazkou. Obvykle se vétvi a splétaji mycelium.
Specializované hyfy tvofi spory. Pii kultivaci hub na pevné pudé, lze dle charakteru
kolonie usnadnit jejich identifikaci. Eumycetes se dale déli do tfi tfid, a to na
Ascomycetes (houby vieckaté), mezi které patii napt. rody Candida, Trichophyton, aj.,
dale Basidiomycetes (houby stopkovytrusé) a Deuteromycetes (houby nedokonal¢).
Pivodci mykdz jsou vétSinou nedokonalé nebo vieckovytrusé houby, vyjimecné houby

stopkovytrusé. &8
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Nékteré houby maji v zavislosti na vnéjSich podminkéch jedinecnou schopnost
rust bud’ ve formé vlaknitého mycelia, nebo kvasinek. Tento dimorfismus se oznacuje

jako vyznamny virulentni faktor.[®!

2.3 Onemocnéni vyvolené houbami

Chorobné stavy, které houby mohou vyvolat, se rozdéluji do ctyf skupin na

mykotoxikdzy, mykoalergdzy, mycetismy a mykozy.

2.3.1 Mykotoxikozy

Tyto stavy zpiisobuje metabolicka ¢innost hub. Do této skupiny patii intoxikace
po poziti plodnic makromycet, napt. Amanita phalloides (muchomiirkou zelenou) a
vlastni mykotoxikézy, vyvolané toxickymi metabolity, které se uvoliiuji do vnéjsiho
okoli. Mykotoxiny maji odlisnou chemickou strukturu a biologické ucinky. K intoxikaci
dochazi obvykle prostiednictvim kontaminované potravy. Jako hlavni producenti

mykotoxind se ozna¢uji houby rodu Aspergillus, Penicillium a Fusarium.'>®

2.3.2 Mykoalergozy

Mykoalergie zptsobuji alergeny, které v tomto piipadé€ predstavuji metabolické
produkty hub a spory, které jsou tvoreny po chemickeé strance sacharidy a
glykoproteiny. Tyto stavy se nijak nelisi od reakci na jiné alergeny a mohou zptsobit
alergickou rymu, astma atd. K nejfrekventovanéjSim a vyznamnym houbam zpiisobujici

alergické reakce patii rody Cladosporium, Aspergillus a Alternaria. %

2.3.3 Mycetismy

Mycetismy jsou zplsobeny poZitim plodnic vySSich hub produkujicich toxiny.
Jde nejCastéji o stopkovytrusné houby (Basidiomycetes): Amanita phalloides, A.
pantherina, A. muscaria, Entoloma lividum a Inocybe patouillardi.

Vyprodukované toxiny lze rozdé¢lit podle mista ucinku na cytotoxiny a
neurotoxiny. Do skupiny cytotoxinli patfi napf. amanitin a phalloidin a jsou
charakteristické schopnosti inhibovat proteosyntézu somatickych bunék. Po interakci
cytotoxinu s polymerazou Il dochdzi k ireverzibilnimu poskozeni bun¢k, které mize

vést k poruse funkce jater a ledvin. Druhou skupinu pfedstavuji neurotoxiny. Jejich
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zastupcem je alkaloid muskarin, ktery mé parasympatomimetické ucinky (kiece

hladkého svalstva, zvy$ena aktivita sekre¢nich 714z atd.). %7

2.3.4 Mykozy
Posledni skupinu pfedstavuji mykdzy, které jsou vyvoldny mikromycetami.

Mykozy je mozné prenaset ttemi zakladnimi zptsoby:

e vzduSnou cestou
e piimym nebo nepfimym kontaktem

e poranénim

Z praktického hlediska terapeutického piistupu rozliSujeme dvé hlavni skupiny
téchto infekci. Prvni reprezentuji systémové neboli orgdnové mykozy vyvolané
primarné patogennimi nebo oportunnimi houbami, z nichz pfedev§im ty oportunni
pfedstavuji v intenzivni medicing stale vétsi problém a u vysoce rizikovych pacientl se
stavaji vyznamnou pii¢inou morbidity a mortality. (619

Oportunni mykotické infekce jsou Castou komplikaci u pacientli se snizenou
imunitou, jako jsou napi. HIV pozitivni pacienti. Kandid6za, kterou nejcastéji trpi, je
zpiisobena kvasinkou Candida albicans a u téchto pacientd se vyskytuje z 90 %. Dalsi
oportunni infekci mize byt aspergiléza — onemocnéni nejcastéji dolnich cest dychacich.
Nékteré kmeny mohou produkovat hepatotoxické a karcinogenni mykotoxiny.
Mukormyko6zova infekce je z epidemiologického hlediska podobna aspergilové.
Proniknuti agens do organismu probihd cestou dychaciho ustroji. Spoéry se uchyti na
nazalni nebo nazofaryngealni sliznici a odtud se $ifi do paranazalnich dutin a dale az do
mozku. V infikované tkani vznikaji trombo6zy a ischemické nekrozy. DalSi oportunni
infekci je kryptokokoza. Postihuje prevazné plicni tkan, krev, centralni nervovy systém
(CNS), lymfatické uzliny a GIT. Pivodcem onemocnéni je nejéastéji Cryptococcus
neoformans. Do rozsifeni infekce HIV byly kryptokokové infekce velmi vzacné. V
souCasn¢ dobeé 80-90 % pacientli stouto infekei tvoii HIV pozitivni pacienti. V
poslednich letech je pozorovdna vzristajici incidence tzv. non-albicans kandid,
ptedevSim Candida glabrata, Candida krusei, Candida tropicalis. Mezi vlédknitymi
houbami se stile Castéji objevuji Fusaria a Zygomycetes. Vyskyt diive pomérné
vzacnych patogend je s jistotou spjat s nariistajicim uzivanim antimykotik (azold i

amfotericinu B) v profylaxi a empirické 1é¢bg. 6 10- 11 121
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Do druhé skupiny se tadi kozni a slizni¢ni infekce, které jsou, v porovnani se
systémovymi mykozami, obvykle spojeny s relativné zdravym hostitelem nebo pouze s

lokalni dispozici. Skupinu lokélnich infekci 1ze dale délit: (68 13- 14]

e povrchové — superficialni
e kozni — kutanni

e podkozni — subkutanni infekce.

Povrchové slizni¢ni mykoézy jsou lokalizovany ve stratum corneum a zptisobuji
je napt. rody Aspergillus a Rhinosporidium. [ 131

Kozni dermatomykozy ,tineae* postihuji keratinizované vrstvy kuze, vlasové
folikuly a nehtové lizko. Zpusobuji je napt. rody Trichophyton, Microsporum,
Epidermophyton a onemocnéni se odvozuje dle agens — trichomykoéza,
epidermomykoza atd. [6 151

Podkozni mykoézy vznikaji na podkladé traumatu a inokulaci mykotického
agens. Mlze byt postiZzen tusek od hlubsi vrstvy dermis az po kost. Lé€ba spoc¢iva mj. v

chirurgickém odstranéni postizené tkané a jedna se spise o chronicky priibéh infekce. [©

2.4 Antimykotické latky vyuzivajici se pri terapii infekci

Antimykotika slouzi k1é¢bé lokdlnich 1 systémovych infekci vyvolanych
patogennimi houbami. Lze je d¢lit z mnoha hledisek. Jednim z nich je rozdéleni na
latky pro mistni nebo celkové uZiti, dle charakteru onemocnéni. Dalsi rozdéleni urcuje
jejich chemicka struktura. U¢inek muaZe byt fungistaticky — zastaveni ristu, nebo
fungicidni — usmrceni patogennich agens. [!1:16-17]

Jednotliva antimykotika se 1i§i v mechanismu G¢inku, resp. v mistech zasahu do
struktury nebo funkce patogenni houby, dale v citlivosti vi¢i riznym mykotickym
patogenim. Maji i rozdilné farmakokinetické vlastnosti a rizné spektrum nezadoucich
G¢inkt a 1ékovych interakei. 1116171

VeétSina antimykotik v klinickém pouziti je zaméfena na ergosterol nebo jeho
biosyntézu, a tak vyuzivd odliSného slozeni plazmatické membrany houbovych
bunék. Fungalni buné¢na sténa je slozena z (1,3)-B-D-glukanti kovalentné spojenych s
(1,6)-B-D-glukanem a chitinem (Obr. 2). Tyto polymery vytvareji vodikové vazby mezi

sousednimi polysacharidovymi fetézci za Ucelem vytvoreni tvrdé trojrozmérné sité
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mikrovlaken. I kdyz jsou houby eukaryotni mikroorganismy, buné¢na sténa neni sdilena

sav&imi buitkami, a proto poskytuje dalsi cil pro antifungalni 1é¢iva. 18

Fungilni buiika Bunéfnd sténa membrina

f-(1.6)-glukan
p-(1.3)-glukan

SEgS I

Chitin

} Dvojvrstva fosfolipida v
bunéfné membriné

p-(1.3)-glukan syntaza

syntezy

DNA/RNA

Obrazek 2: Znazorneni bunécné stény mikroskopickych hub a popis mist zdasahii
antimykotik.
Prevzato a upraveno z !/,

2.4.1 Azolova antimykotika

Jednd se o nejrozsifené;jsi skupinu antimykotickych latek. DéEli se dle struktury

dusikatého heterocyklu na imidazoly a triazoly.
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Obrazek 3: Znazorneéni zasahu azolového preparatu do bun. steny mikroskopické
houby. Prevzato a upraveno z %,

2.4.1.1 Mechanismus ucinku azolovych prepardtii

Oxidac¢ni metabolismus lanosterolu, ktery je soucasti biosyntetické drahy
ergosterolu, je jednim z dulezitych krokd mikrosomalniho elektronového transportniho
systému, ktery je katalyzovan cytochromem P450. Princip ptisobeni azolovych
preparati spo¢iva v inhibici syntézy ergosterolu prostfednictvim selektivni inhibice
enzymu lanosterol 14-a-demethylazy, oznaCované také jako CYPS51, kterd je zavisla na

cytochromu P450 (Obr. 4).1319,20.21]
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Acetvl-CoA + Acetyl-CoA

i Acetoacetyl-CoA thioliza

Acetoacetyl-CoA

HMG-CoA syntaza
L J
HMG-CoA
HMG-CoA reduktaza
L
Mevalonat

w
Squalen

Squalen epoxiddza

L
Lanosterol

@prep aram l Cvtochrom P450 lanosterol 14-o-demethvlaza

4,4-dimethyl cholesta-8,12.24-trienol
l Sterol Ald-reduktiza

4.4-dimethylzymosterol

l

Iymosterol

l Sterol A8-1zomeraza

Ergosterol

Obrazek 4: Syntéza ergosterolu a misto pusobeni azolovych preparatii. Prevzato a
upraveno %

Lanosterol 14-a-demethylaza — katalvticka reakce a zaklad pro inhibici azolovymi

preparaty:

Lanosterol 14-a-demethyldza je monooxygenaza cytochromu P450, ktera
katalyzuje unikatni tfistupfiovou reakci oxidacniho odstranéni 14-a-methylové skupiny
ze sterolového jadra lanosterolu. Reakce zahrnuje tfi postupné katalytické cykly
cytochromu P450 (Obr. 5), z nichz kazdy vyzaduje dodavku dvou elektroni a dvou
protonti prostfednictvim redukovaného nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH)

a kysliku. Kdyz se sterolovy substrat vaze v enzymové aktivnim misté takovym
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zpusobem, Ze je 14-a-methylova skupina umisténa nad rovinou Zeleza hemu, cytochrom
P450 pfijima prvni elektron z cytochrom P450 reduktazy (CPR) a jeho hemové Zelezo
je redukovano do aktivniho stavu (Fe** — Fe?*). Dodani prvniho elektronu umoziuje
navazani molekuly kysliku v distdlni axidlni poloze redukovaného zeleza v tésné
blizkosti 14-a-methyl skupiny lanosterolu. Dale je druhy elektron pienesen CPR a
zaroven dochazi k redukci kysliku, ktery je vazan na hem. Dva katalytické protony z
povrchu proteinu zpisobi Stépeni molekularniho kysliku a uvolnéni jedné molekuly
vody pii zavadéni druhého atomového kysliku do methylové skupiny substratu. Druhy
krok katalyzy konvertuje 14-a-alkoholovou skupinu na aldehydovou. Tieti cyklus ma za

nasledek uvolnéni kyseliny mravenéi a zavedeni dvojné vazby do sterolového jadra.!*?]

_,,-.HI,-_K\._? e 2e- + 2H*+ O, ‘-!-"-h_«"' 4
H:I’J. e CHSC '_K}J"‘._"\_.’ CH:DH
R

R
CEE +2H + 0,

. HO o
5 N
+ HCOOH +HOH

Obrazek 5:Trikrokova reakce premény lanosterolu katalyzovana enzymem lanosterol

14-a-demethyldzou

Kazdy krok vyZaduje dva redukcni ekvivalenty, dva protony a jednu molekulu
kysliku. Elektrony jsou doddvéany z NADPH pomoci CPR. Prezvato z: 1*?

K inhibici syntézy ergosterolu dochéazi po interakci volného dusiku imidazolt
nebo triazolli azolového kruhu s hemem cytochromu P450, na ktery se vaze jako Sesty
ligand (Obr. 6). Timto se zabrani aktivaci kysliku, ktery je nezbytny k dalSim krokim
vedoucim k tvorbé ergosterolu. Inhibice tohoto enzymu vede k vycerpani ergosterolu v
bunééné membrané a k akumulaci toxickych mezifazovych sterolti 14-o-methyl-3,6-
diolu a 14oa-methylfekosterolu. To zplsobuje zvySenou membranovou permeabilitu a

inhibici ristu mikroskopickych hub. 8 19:20.21]
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Obrazek 6: Piisobeni azolového prepardtu na hem cytochromu P450.

2.4.1.2 Imidazolové prepardty

Imidazoly zastupuji jednu ze dvou hlavnich tfid azolovych preparatt. I pies
mnoha omezeni v jejich pouziti vyznamné ptispivaji k uspésné terapii povrchovych a
méné &asto systémovych mykotickych infekci. 2]

Obsahuji molekulu se dvéma atomy dusiku v péticlenném kruhu. Maji nizsi
antimykotickou specifitu, a o to vice nezadoucich Uc¢inkd. Ve vétSiné piipadi se
pouzivaji pro lokélni 1écbu ve forme krému. Krém dobie plsobi na neochlupené ¢asti
téla, zatimco na nehtové mykdzy je vhodnéjsi pouzit roztok, ktery zatéka i za nehtovou
ploténku. Jsou Sirokospektré, fungistatické a ptisobi pouze na rostouci mycelium. Kvuli
prezivani spor, by se méla lécba prodlouzit o 2-3 tydny po vymizeni klinickych
priznak.[3- 0]

Mezi imidazolové preparaty patfi klotrimazol, ekonazol, ketokonazol a

bifonazol.

Utinek klotrimazolu je spiSe fungistaticky. Ptsobi na nekomplikované
dermatofytické infekce, povrchové mykotické infekce, kandidové infekce v duting ustni
a na vaginalni kandidoézy. In vitro je aktivita klotrimazolu proti vétSiné systémovych
patogenii srovnatelnd s amfotericinem B. Proti dermatofytim je vice ucinny nez
griseofulvin a nystatin. Priméarni 1 sekundarni rezistence na tento pfipravek je velmi
vzacnd. Uzivani klotrimazolu per os pifindsi problémy s toxicitou a jinymi vedlejSimi
i¢inky, a proto se dnes takto prakticky neuziva.[!® 2324

Ekonazol je in vitro G¢inn&j8i nez vySe uvedeny klotrimazol. Mé Siroké

spektrum uc¢inku proti dermatofytickym a kandidovym infekcim, dalsim patogennim
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kvasinkam, vlaknitym houbam a nékterym gramnegativnim bakteriim. Je nevhodny pro
systémové terapie.!'> 23
Ketokonazol se oznacuje jako imidazolovy derivat druhé generace. Plisobi
fungistaticky az fungicidné vic¢i dermatofytiim, kvasinkam a dimorfnim houbam. Mén¢
citlivé jsou napt. rody Aspergillus, Mucor a jiné zygomycety. Ve form¢ krému nebo
Samponu je uréeny k 1é¢bé seboroické dermatitidy nebo kandidozy. [13 1623251
Posledni ze skupiny imidazolovych preparatu je bifonazol. Jeho fungicidni
mechanismus uc¢inku je dan inhibici syntézy ergosterolu s naslednou poruchou funkce
bunééné membrany a rozvratem vnitintho prostfedi. Kromé cytochromu P450 je
zablokovana i HMG-CoA reduktaza. U¢inek na rozdil od jinych antimykotik velmi
zavisi na pH prostfedi. Bifonazol je poddvan ve formé krému nebo roztoku. Spektrum
ucinku zahrnuje dermatofyty, kvasinky i plisné. K 1é€bé onychomyko6z se pouziva smés
s 40% ureou, ktera selektivné zmékc€uje infikovanou €ast nehtu a usnadnuje prianik
bifonazolu do tkané. Primarni i sekundarni rezistence je vzacna. Diky vysoké lipofilité
se Spatné rozpousti ve vodé. Lipofilita se musi brat v iivahu pfi testovani citlivosti na

tento preparat. [1324]

2.4.1.3 Triazolové prepardty

Oznacuji se jako nové azoly a lze je dé€lit na prvni a druhou generaci. Na rozdil
od imidazolu obsahuji tfi atomy dusiku, zptsobuji mén¢ nezadoucich ucinkd a dobie
pronikaji do CNS.[16-20]

Fyzikélni, chemické, farmakodynamické 1 farmakokinetické vlastnosti jsou
vzajemné odlisné zejména v disledku riizné velikosti molekuly a rozdilné lipofility.
Zastupci téchto preparatl jsou flukonazol, itrakonazol, vorikonazol a posakonazol. [2]

Flukonazol je antimykotikum prvni generace, podavany pii 1é¢be systémovych
infekci. Flukonazol se stal 1ékem volby v prevenci a lécb€ invazivni kandidozy.
Farmakokinetické vlastnosti jsou pfiznivé pii peroralnim i1 parenteralnim podédvani a je
dobfe tolerovan diky minimalni toxicit¢ u vSech ve€kovych kategorii. Ma Siroké
spektrum ucinku, citlivé jsou napi. Candida spp., Cryptococcus spp., Microsporum
spp., Trichophyton spp. aj. Vlastnost primarni rezistence na flukonazol ma Candida
krusei a snizena citlivost miize byt detekovana u Candida glabrata. - 17-2°]

Dalsi antimykotikum prvni generace — itrakonazol je podavany pii 1écbé
systémovych infekci. Je charakteristicky Sirokym spektrem ucinku a nizkou incidenci

nezadoucich u¢inkli. Dostatecnou citlivost na tento preparat maji napi. kvasinky
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Candida spp., dermatofyty Trichophyton spp., Microsporum spp. Rezistenci vykazuji
plisné Zygomycetes, Fusarium spp. aj.['”-]

Antimykotikum druhé generace — vorikonazol je vhodny pro systémové uziti.
Mechanismus ucinku spociva v inhibici mykotické lanosterol 14-a-demethylazy, kterou
zprostiedkovava cytochrom P450. Timto zpisobem se zablokuje biosyntéza ergosterolu
z lanosterolu. Vorikonazol vykazuje Siroké spektrum uc€inku. Na kvasinky pusobi
fungistaticky stejn¢ jako jiné azolové preparaty a na vladknit¢ houby ma fungicidni
tcinek. Plisobi i proti C.krusei, ktera je primarné rezistentni na flukonazol.!!% 17261

Posakonazol je Sirokospektré antimykotikum druhé generace se systémovym
uc¢inkem a lipofilnim charakterem. SniZzuje biosyntézu ergosterolu tim, ze inhibuje
enzym lanosterol-14-a-demethyldzu. Uginné piisobi proti kvasinkdam rodu Candida,
vlaknitym houbam rodu Aspergillus. Citlivost vi¢i posakonazolu vykazuji dimorfni
houby, jako Histoplasma spp., Blastomyces spp., Coccidioides spp. a zygomycetam. Ve
srovnani s flukonazolem vykazuje lepsi uc¢innost vu¢i Cryptococcus spp. a
dermatofytim. Variabilni aktivitu vykazuje vi¢i Fusarium spp. Kmeny se snizenou
citlivosti k posakonazolu maji substituci na cilovém proteinu CYP51, ktery se podili na
odstranéni 14-o-methylové skupiny z lanosterolu. Podava se i jako profylaxe u lidi

s imunodeficitem. Uziva se ve formé peroralni suspenze nebo nitrozilng. [!7-27]

2.4.2 Polyenova antimykotika

Mezi polyenova antimykotika patii amfotericin B, nystatin a natamycin. Pouze
amfotericin B se pouziva pro systémovou terapii. Latky této skupiny jsou znacné
toxické.

Polyenové antifungalni latky se vaZzou na ergosterol v membrané houbovych
bun¢k. Tato vazba vede k depolarizaci membrany a tvorbé pord, tim se zvySuje

permeabilita pro proteiny, jednomocné a dvojmocné kationty, coz nakonec vede

ke smrti bunék (Obr. 7). [7- 16201
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Obrazek 7: Znazornéni zasahu polyenovych preparatii do bunécné stény mikroskopické
houby.
Prevzato z 'Y,

2.4.2.1 Amfotericin B

Amfotericin B byl izolovan z kmene Streptomyces nodosus. Ma Sirokospektré
antimykotické ucinky a vykazuje nejmensi rezistenci. Je lipofilni povahy, ale s
pridavkem deoxycholatu sodného se stava rozpustnym ve vode¢.

Mechanismus uc¢inku spociva v poruseni permeability bunééné membrany tak,
Ze se vaze na ergosterol, a tak porusuje celistvost buiiky. Déle indukuje vznik volnych
kyslikovych radikald a tim se podili na destrukci membrany.[!% 2]

Vyuziva se pii lécbe infekei zptisobenych rtiznymi kvasinkami a vldknitymi
mikromycetami véetné dimorfnich hub, jako je napt. Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Histoplasma capsulatum. Rezistentni na toto antimykotikum je
Fusarium, Trichosporon spp. a Pseudoallescheria boydi. Ma variabilni aktivitu
proti Aspergillus spp. a zygomycetdm (napi. Mucor spp.). 2% 28!

Stimulace hostitelskych imunitnich bunék amfotericinem B zplsobuje
uvolnovani zanétlivych cytokinti, které vedou ke vzniku horecky, zimnice, nevolnosti a
zvraceni. Pfi vySSich koncentracich dochazi k navazani amfotericinu B na cholesterol v
sav¢ich bunéénych membranach, coz zplisobuje organovou toxicitu. Nejvyznamnéjsi je
nefrotoxicita. Aby se zamezilo poruse funkce ledvin, pouZivaji se lipozomalni formy

tohoto 1é¢iva.l” 281
2.4.2.2 Natamycin

Tento preparat ma Siroké spektrum ucinku a pouziva se pii lécbe infekei GIT.

7 GIT se nevstiebava. 1°]

26



2.4.2.3 Nystatin

Ve svych ucincich je podobny ptedchozi latce. Ma fungistatické a fungicidni
ucinky. Tim, Ze se fixuje na steroly a méni permeabilitu bunécné stény, pisobi u¢inné
proti kvasinkdm rodu Candida, Rhodotorula, Torulopsis, Trichosporon a mikromycet
rodu Aspergillus. Pii topickém ani pfi perordlnim podani se prakticky nevstiebava do
systémového ob¢hu a proto je nystatin vhodnym lokalnim antimykotikem ustni sliznice

a GIT i pro téhotné Zeny. [16-24]

2.4.3 Echinokandiny

Mechanismus uc¢inku, ktery znazorfiuje Obr. 8, se vyznamné 1is$i od polyenovych
1 azolovych preparatl, coz predurcuje latky z této skupiny do kombinace s jinymi
antimykotiky. Spoc¢iva v inhibici B-(1,3)-glukansyntetazy. To vede k depleci glukanu v
bunécné sténé, jeji osmotické nestabilité¢ a zvySené permeabilité builkky. V soucasné
dobé existuji tfi latky pasobici na B-(1,3)-glukansyntetdzu: kaspofungin, mikafungin a
anidulafungin.!8- 20

Jak by bylo mozno ptedpokladat z jejich mechanismu ucinku, zda se, ze tyto
latky jsou dobfe tolerovany a maji relativné nizsi toxicitu nez polyeny nebo azolové
preparaty.[!8:20-29]

Echinokandiny jsou lékem prvni volby u hemodynamicky nestabilnich pacientt
s kandidémii a také v situaci, kdy anamnéza potvrzuje ptredchozi 1é€bu azolovymi
preparaty. Uginek je u kandid fungicidni a u plisni fungistaticky. Bohuzel se objevuji
informace o kandidach, které jsou méné citlivé ¢i zcela rezistentni i na echinokandiny
(Candida  parapsilosis, Candida  hamata, Candida  guilliermondii  (Pichia
guilliermondii), echinokandiny rezistentni mutanta Candida albicans). Spektrum ucinku
kaspofunginu je Siroké, vedle kandid a aspergil je ulinny 1 na Saccharomyces
cerevisiae a na cysty Pneumocystis jiroveci. Neni G¢inny na kryptokoky. 13- 2"]
Kaspofungin neni vstiebavan z GIT kvili jeho velké molekule. Biotransformace

parenteralné podaného 1é¢iva probihd v jatrech.! 13- 201
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Obrazek 8: Znazorneni zasahu echinokandinui do bunécné steny mikroskopické houby.
Prevzato z ¥,

2.4.4 Allylaminy

Tato antimykotika inhibuji v asné fazi skvalenepoxiddzu, dale dochédzi v
bunécné membrané k deficienci ergosterolu a hromadéni skvalenu. Tim allylaminy

pusobi fungicidng.2% 24 301

2.4.4.1 Naftifin

Antimykotikum uréené pro lokélni 1é6¢bu. U¢inné plsobi proti dermatofytiim,
plisnim a kvasinkam fungistaticky nebo fungicidné v zavislosti na koncentraci. M4 silné
protizanétlivé ucinky a plsobi i proti bakteriim, které by mohly vyvolat druhotnou

infekci.[?4]

2.4.4.2 Terbinafin

Sirokospektré antimykotikum piisobici v nizké koncentraci proti dermatofytiim,
plisnim a dimorfnim houbdm. Na kvasinky ma fungistatické ¢i fungicidni G€inky
v zé&vislosti na druhu. Terbinafin se dobie vstiebava z GIT a vaZe se na tuky a

keratin.[?% 24
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2.4.5 Ostatni antimykotika

2.4.5.1 Morfoliny

Morfoliny jsou slouceniny, které inhibuji dva enzymy ucastnici se biosyntézy
ergosterolu, konkrétné C-14 sterol reduktazu a C-8 sterol izomerazu.

Jsou zastoupené jednou, velmi u¢innou slouc¢eninou — amorolfinem. Jedna se o
Sirokospektré antimykotikum s fungistatickym ucinkem. Amorolfin je vhodny pro

doplitkovou nebo kombinovanou 1é¢bu onychomykozy."!

2.4.5.2 Flucytosin

Flucytosin neboli 5-fluorocytosin (5-FC) je fluorovany analog pyrimidinové
baze cytosinu, ktery zasahuje do funkci bunécného jadra interferenci se syntézou RNA.

Mechanismus ucinku spo¢ivda v aktivnim transportu 5-FC do bunék
prostfednictvim cytosinové permeazy a je deaminovan na S-fluorouracil (5-FU), ktery
soutézi s uracilem o zabudovani do RNA, ¢imz dojde k inhibici syntézy nukleovych
kyselin. V omezené mitfe 5-FC snizuje syntézu DNA piimou cestou, jako antagonista
cytosinu. Blokdda transportu a naruSeni nékolikastupfiové intracelularni pfemény na
t¢innou latku jsou pfi¢inou vysokého vyskytu sekundarni rezistence.>!l

Toto 1éCivo je selektivné toxické pro houby, protoze buiiky savcli neobsahuji
cytosinovou permedzu a nekonvertuji 5-FC na 5-FU. [l

5-FC je 1ék ksystémovému wuziti. VyuZivda se vkombinaci nejcastéji
s amfotericinem B k 1é¢bé kryptokokové meningitidy. Pokud je podavan samostatng,
vykazuje slabou terapeutickou aktivitu. Kvasinky vyvijeji relativné rychle a cCasto
rezistenci k tomuto 1€ku, coz je dalsi diivod, pro¢ neni doporucena monoterapie. Jeho
spektrum zahrnuje kvasinky rodu Candida, Cryptococcus neoformans, ¢i vlaknité

mikromycety rodu Aspergillus.1®!:3%

2.4.6 Nové, antimykoticky ucinné slouc¢eniny ve vyvoji
Vyvoj novych, antimykoticky ucinnych sloucenin je velmi pomaly proces.
Obecné se vyvoj 1€kt uskuteciiuje ve ctyfech fazich klinického hodnoceni (I-1V), pii

kterych je nutné prokazat bezpecnost, ucinnost, nezddouci ucinky, farmakokinetické

vlastnosti 1ékti a mnoho jinych aspektt (Obr. 9).
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Obrazek 9: Klinické hodnoceni vyvoje lécivych pripravkii

Krom¢ aktudlné schvalenych antimykotickych ptipravki, jsou nové slouceniny

v riiznych stadiich klinickych studii (viz Obr. 10). (3334

Za idedlnich podminek by nova antimykotika méla spliiovat nékolik kritérii.

Patii mezi né dostatecnd ucinnost, nizka nebo zadna toxicita pro organismus, vysoka

selektivita, Siroké spektrum U¢inku a rychly Uc¢inek plsobeni. BohuZel neni mozné

splnit viechna tato kritéria.3!: 3]
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Stresoveé faktory
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Obrazek 10: Nové molekuly ve vyvoji a cile jejich puisobeni.
Prevzato a upraveno 13/
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2.4.6.1 Bunécénda membrana jako cil ucinku pro slouceniny ve vyvoji

Slou¢eniny VT-1129, VT-1598 a VT-1161 (Viamet Pharmaceuticals) maji
schopnost stejn¢ jako azolové preparaty inhibovat enzym zodpovédny za kone¢ny krok
biosyntézy ergosterolu 14-a-demethylazu. Na rozdil od azoli starSi generace, jejichz
vysoka afinita k hemovym skupindm vedla k inhibici lidskych enzymit CYP, maji tyto
slouceniny nizsi afinitu k hemu. Tyto vlastnosti umoznuji slou¢enindm VT-1129 a VT-
1161 selektivné inhibovat fugdlni CYP51. VT-1129 inhibuje riist mnoha izolatt rodu
Cryptococcus. VT-1598 se vyviji pro 1é€bu mykéz zpiisobenych houbou Coccidioides
immitis. VT-1161 se nachéazi ve fazi IIb klinickych studii pro 1é€bu onychomykoz a

recidivujici vulvovaginalni kandidozy.!*!

2.4.6.2 Inhibitory syntézy bunécné stény

Mezi inhibitory syntézy bunéénych stén patii latka CD101 (biafungin), pattici do
skupiny echinokandini. Oproti jiz existujicim piipravkim této skupiny disponuje
vhodnéjsi farmakokinetikou. Polocas slouceniny in vivo je 81 hodin a to umoznuje
podani Iéku pouze jednou tydné. Jako jiné echinokandiny vykazuje i biafungin malo
I€kovych interakci. Nachazi se ve fazi Il klinickych studii pro 1é€bu kandidémie.

Polosynteticky  derivat  SCY-078  (Scynexis) je novy inhibitor
B-1,3-glukansyntazy strukturalné odliSny od soucasné dostupnych echinokandint. /n
vitro vykazuje aktivitu proti izolatim Candida spp. a Aspergillus spp. vcetné nékolika
flukonazol rezistentnich kment. Tento 1é¢ivy piipravek je v soucasné dobé& ve fazi II
klinickych studii pro ordlni podalni k 1é€bé invazivni kandidézy, zatimco intravendzni

forma podani se nachazi ve fazi I klinického vyvoje.l**]

2.4.6.3 Mitochondrie jako cil ucinku pro slouceniny ve vyvoji

V klinickém testovani se nachdzi nova, antimykoticky ucinna latka T-2307
patfici do skupiny akrylamidii. Tato sloucenina ovlivituje mitochondridlni membranu
nékterych mikroskopickych hub a zabraniuje jim tak v produkci energie pro dulezité
bunécné procesy. Antimitochondridlni aktivita je vysoce specifickd, diky specifickému
membranovému proteinu Agp2 typickému pro mycety, zprostiedkovavajici vysoce
afinitni transport polyamini za pouziti sperminu a spermidinu. In vitro vykazuje
aktivitu proti druhiim Candida, véetné izolati Candida rezistentnich na echinokandiny,

Cryptococcus neoformans a Fusarium solani.
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Dalsi slouceninou této skupiny je Ilicicolin H plsobici na mitochondrie tim, Ze
inhibuje aktivitu komplexu cytochromu bcl. Inhibice tohoto enzymatického komplexu
snizuje mitochondrialni ¢innost a brani syntéze energie ve form¢ ATP. Vyhodou
preparatu je dostatecna selektivita. Nevyhodou je v nékterych piipadech bohuzel

rezistence.[’!]

2.4.6.4 Ostatni slouceniny ve vyvoji s nejasnymi mechanismy ucinku

VL-2397 (od spole¢nosti Vical, San Diego, USA) je nova antimykoticka latka,
ktera ziskala oznaceni QIDP (Qualified Infectious Disease Product) pro vyvoj 1écby
aspergilézy. Sloucenina vykazuje in vitro antifungalni aktivitu proti druhlim
Aspergillus, Cryptococcus neoformans, Candida glabrata, Trichosporon ascii a
omezenou aktivitu proti Fusarium solani. Ptipravek je v souCasné dobé ve fazi II
klinickych studii. (%]

Ptipravek AR-12 (spole¢nost Arno Therapeutics, Flemington, USA) vykazujici
silnou fungicidni aktivitu, byl primarné testovan ve fazi I klinickych studi, jako
protinddorové cCinidlo. Prvni studie vedly knazoru, Ze antifungdlni aktivita je
uskutecnéna diky inhibici PDK 1 (fosfatidylinositol-dependentni kinaza 1), ale nasledné
studie prokazaly, Ze podstatou antimykotického ucinku je pravdépodobné inhibice
acetyl-koenzym A syntdzy. AR-12 je Sirokospektré antimykotikum, piisobici proti
kvasinkdm (napt. Candida albicans, non-albicans Candida druhy, Cryptococcus
neoformans), dimorfnim houbam (Blastomyces, Histoplasma a Coccidioides) a izolatim
druhu Candida rezistentni na flukonazol a echinokandiny.**!

Slouceniny E1210 a E1211 maji schopnost selektivni inhibice tvorby fungélni
GPI (glykofosfatidylinositol) kotvy. E1210 pusobi in vitro proti kmenim Candida,
Candida rezistentni na azoly a echinokandiny, Aspergillus, Fusarium a Scedosporium.

Posledni slou¢enina, kterou zde uvadim, je alkaloid sampangin. Vysledky studii
naznacuji, ze antifungalni aktivita sampanginu pravdépodobné zahrnuje poruseni
metabolismu nebo funkce hemu, ale pfesny mechanismus tohoto UCinku neni v

soucasné dobg znam. 3 3]

2.5 Rezistence mikroskopickych hub vici antimykotikiim

Antimykoticka rezistence miize byt definovana dvéma zplisoby, a to z hlediska
laboratorniho ¢i klinického. Z klinického hlediska se rezistence projevuje perzistenci

nebo progresi infekce, a¢koliv byla zvolena vhodn4 farmakoterapie.['®!
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V laboratornim prostiedi se rezistence kvantifikuje pomoci MIC (minimalni
Skaly, kterd jiz zastavuje rust testovaného mikrobidlniho kmene viditelny pouhym
okem. Ackoli MIC testy poskytuji informaci, jak patogen reaguje na 1écbu
antimykotiky, nejsou vzdy pfesnymi prediktory odpoveédi in vivo. Testy MIC
nezohlednuji farmakokinetiku, interakce mezi hostitelem a patogenem, mikrobidlni
interakce a faktory prostiedi ovliviiujici rezistenci na Iéky. Klinicka rezistence,
definovand jako selhani 1écby u pacienta, nemusi vzdy korelovat s in vitro rezistenci,
méfenou jako zvySeni minimalni inhibiéni koncentrace 1é¢iva.!8: 3¢

Rezistence mize byt vrozena nebo ziskana. Vrozena neboli primarni rezistence
pfedstavuje geneticky pfedurcenou odolnost patogenu k antimykotiku. Vyskytuje se u
nckterych hub pfirozené, a proto je dulezité identifikovat druh patogenu z klinickych
vzorkl. Piiklady zahrnuji rezistenci Candida krusei na flukonazol a Cryptococcus
neoformans na echinokandiny. Ziskana neboli sekundarni rezistence vznika
v souvislosti s nepfiméfenym ¢i nespravnym pouZzitim antimykotik. Objevuje se po
kontaktu s antifungalni latkou u dfive citlivych kment a je obvykle disledkem zmény
genové exprese. Piikladem tohoto typu rezistence je necitlivost Candida
albicans a Cryptococcus neoformans k flukonazolu.[”- 38!

Velmi podstatnou soucasti UspéSné 1écby piedstavuje piesnd diagnostika.
Histologické vysSetfeni ze vzorku infikované tkané umozniuje zatazeni patogenu do
prislusného rodu, ale na zéklad¢ této informace nelze vzdy jednozna¢né rozhodnout o
volbé vhodného antimykotika. Kultivatnimi metodami a s pouZzitim specifické PCR
(polymerazova fetézova reakce) je mozné urCit patogen co nejpiesnéji. V piipadé
kultiva¢niho zachytu je nezbytné provést vySetfeni citlivosti/rezistence. Pii volbé
vhodného antimykotika se musi kromé citlivosti agens na antimykotikum zohlednit cela
fada dalSich faktord, které vyznamné ovliviiyji efekt 1écby. Nizké 1ékoveé hladiny v krvi
nebo v postizenych tkdnich, mohou byt pfic¢inou neefektivni 1écby 1 v piipad¢é pouziti

antimykotika, na ktery je patogen dostate¢né citlivy.'!!

2.5.1 Faktory a mechanismy ovliviiujici antimykotickou rezistenci
K antimykotické rezistenci pfispivaji faktory klinické, bunécné a molekularni.
Klinické faktory tvofi neschopnost efektivné 1é¢it onemocnéni, které je vzniklé

nejcasteji na podklade protrahované poruchy bunééné imunity.

33



Dalsimi faktory vedoucimi k rezistenci jsou faktory bunécéné. Jsou
charakterizované tim, ze ptivodn€ citlivy kmen byl nahrazen rezistentnim. Dale mlze
byt na bunécné urovni 1ékova rezistence vysledkem zmény endogenniho kmene mutaci
nebo genovou expresi na rezistentni fenotyp.

Posledni skupinu pfedstavuji molekularni faktory, které v konecném disledku

tvofi rezistentni fenotyp v buiice.*”!

2.5.1.1 Antimykoticka rezistence vyvolanda bunécénymi vlivy

Mezi nejcastéj$i mechanismy rezistence patii snizeni prostupnosti molekul do
buiky, modifikace nebo degradace 1é¢iva ve chvili, kdy se dostane do bunky, zmény
interakce slouceniny s cilovym enzymem a zvySené od¢erpavani slouc¢eniny z bunky.

U imunokompromitovanych pacientl se Casto vyskytuji endogenni infekce
zpusobené kmeny, které jsou soucasti vnitini mikrofléry. Tyto kmeny pak mohou byt
rezistentni z vice divodii. Pivodné citlivé mikroorganismy jsou postupné nahrazovany
rezistentnimi diky stavajici antimykotické terapii. Dal§i moznost je, Ze endogenni kmen
ma vlastnosti spojené s primarni rezistenci.>”]

Po dlouhodobé expozici antimykotickym 1é¢ivem vznikad sekundérni rezistence.
Na rozvoji tohoto typu rezistence se podili genetické alterace. Diky specifickym, ale
nahodnym mutacim muiZe vzniknout dominantni kmen populace. Ziskanou rezistenci
muze zpisobit i genova exprese mykotickych bungk, kterd miize byt prechodné. Tento
jev se nazyva epigeneticka rezistence. Bunky mohou zménit sviij fenotyp v pritomnosti
antimykotika a stavaji se docasné¢ necitlivymi. Po eliminaci léciva se vraci do
ptvodniho stavu.*”]

Né&které mikroskopické houby maji schopnost fenotypového prepnuti. Mohou
tedy prochazet morfologickou pfeménou, kterd urcuje citlivost k antimykotiku
v zavislosti na bunécné formé€. Schopnost fenotypového prepnuti ma napt. kvasinka
Candida albicans. Vyzkum jeji DNA ukézal, ze existuji dva fenotypy. Prvni forma roste

ve formé bilych hladkych kolonii (kvasinkova forma) a druhd vytvari ploché Sedé

kolonie (vlaknita forma). 13401
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2.5.1.2 Molekularni mechanismy antimykotické rezistence

Mykotickd agens jsou schopna rozvijet mechanismy proti fungistatickému a

fungicidnimu ptsobeni antimykotickych preparatti na molekularni urovni (tab. 2), mezi

které patfi:

1. zména cilového mista plsobeni (modifikace substratu), ktera zabrani

navazani antimykotické latky,

2. zvySena produkce cilového enzymu,

3. zmeéna propustnosti bunééné membrany — zabranéni vstupu antimykotika

dovnitf bunky,

4. zvySena exprese genu, které koduji efluxni pumpy.

Tabulka 2: Molekularni mechanismy rezistence u hlavnich antimykotickych latek.
Prevzalo a upraveno z 139

Antifungilni latka Zpisob ucinku Mechanismus rezistence
Polven vazba k ergosterolu zména ve struktuie ergosterolu - absence ergosterolu
yeny & diky funkéni mutaci v ERG3 a ERG6
aktivace efluxnich pump multidrug-transportéry
(geny CDR, MDR)
snizeni afinity k vazebnym mistim
inhibice funkce (mutace v genech Ergl1, CYP51)
Azoly h 450
cytochromu p45 zména regulace cilovych enzymi
(mutace v genech ERG11, CYP51)
aktivace vedlejsi biosyntetické drahy ergosterolu
(gen ERG3)
. inhibice skvalenepoxidazy .
Allylaminy (ERG1) neznamé
genove podminéna enzymatickd modifikace — defekt
cytosin permeazy
it st defekt syntézy pukleovych nedostatek enzymt, které se podllejl na metabolismu
kyselin flucytosinu
zména regulace pyrimidinové biosyntetické drahy
s zména afinity echinokandinll na
Echinokandiny inhibice p-1,3- B-(1,3)-glukansyntetazu

glukansyntetazy

(mutace v genech FKS1, FKS2)

Legenda: ERG3, ERG6, ERGI11 — geny z rodiny ERG, CDR — Candida drug resistance,

rodina genii kodujici ABC transportéry podilejici se na rezistenci; MDR — multi-drug

resistance, geny kodujici MFS (major facilitator superfamily) transportéry podilejici se na

rezistenci; CYP51 — gen kodujici enzym z rodiny cytochromu P450; FKSI a FKS2 — geny

kodujici p-1,3-glukan syntetazu.
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e  Modifikace substrdtu

Modifikace substratu lanosterol 14-a-demethylazy spociva v bodové mutaci
genu ERG11. Tato bodovd mutace vede k nahrazeni argininu lyzinem v aminokyseliné
467 genu ERG11 (zkracené R467K, kde R = Arg a K = Lys). Mutace je umisténa v
blizkosti cysteinu, ktery koordinuje ulozeni atomu Zeleza do paté pozice v hemovém
kofaktoru a predpokladd se, ze mutace zpusobuje strukturdlni nebo funkéni zmény
spojené s hemem, popf. s celym enzymem. Neddvné studie dokazuji, ze tato mutace
vede k rezistenci na azolové preparaty.[*”]

Bylo detekovano vice nez 80 substituci aminokyselin v ERG11. Jako pfiklady
zde uvadim substituci glycinu a serinu v poloze 464 (G464S) v genu ERGI, ktera
potvrdila v izolatu Candida albicans rezistenci vici azolovym preparatim. Substituce
treoninu za alanin v poloze 315 (T315A) zptsobuje snizeni aktivity enzymu a i redukci
afinity k flukonazolu a u Candida albicans se podstatné snizi jeho aktivita. Rlzné
mutace mohou koexistovat v jednom genu s aditivnimi a&inky. 33 4!]

Rezistence zptisobend modifikaci substratu vii¢i pyrimidinovym antimykotiktim
se muze snadno vyvinout jako vysledek mutaci v genech, které se podileji na
vychytavani 5-FC. Napf. nejcastéj$i pfic¢inou rezistence vici 5-FC u Cryptococcus
neoformans jsou mutace v lokusech FCY1 a FCY2. Gen FCY1 kéduje cytosin
deaminédzu a gen FCY2 kéduje cytosin permedzu pii premené intracelularniho 5-FC na
5-FU.B8

Druhym aspektem je ztrata aktivity uracil fosforibosyltransferazy kodované
genem FURI1. Tento enzym za normdlnich okolnosti transformuje 5-FU na 5-
fluorouridinmonofosfat a je pfi¢inou sekundarni rezistence Candida albicans vici 5-

FC .[39.42]

e ZvySend produkce cilového enzymu
Mechanismem zvysené produkce enzymu disponuje napi. rod Candida, pokud
projde genetickou zménou v genu ERG11. ERGI11 je gen, ktery koéduje lanosterol
demethyldzu u vSech fungdlnich druhi. Bylo zji$téno nékolik genetickych zmén, které
jsou s timto genem spojeny. Patfi mezi n€ bodové mutace v kodujici oblasti, mitoticka
rekombinace, nadmérnd exprese, amplifikace nebo zvySena rychlost transkripce genu.
Produkci lanosterol 14-o-demethyldzy je mozné zvysit 1 diky aneuploidii chromozomu

5 tak, ze se gen ve vice kopiich piepisuje do mRNA ve vétSim mnozstvi. ZvySena
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produkce lanosterol 14-a-demethyldzy mlze zplsobit zvysenou produkci ergosterolu a
to vede k potieb¢ vyssitho mnozstvi volnych dusikl pochazejici ze struktury azolového
preparatu. [543 44]

Krom¢ mutaci genu kédujici lanosterol 14-o-demethylazu, mohou byt za

rezistenci odpoveédny i zmény v jinych enzymech biosyntetické drahy ergosterolu.

e Zména propustnosti bunécné membrany

Defektem enzymu lanosterol 14-a-demethyldzy, v ptipadé ptisobeni azolovych
preparatii, je mozné dosdhnout zmény ve slozeni cytoplazmatické membrany a
ovliviiovat tak jeji fluiditu a funkci. Hromadéni toxickych 14-a-methyl sterolll (14-a-
methyl-3,6-diolu a 14-a-methylfekosterolu) vede k inhibi¢nimu piisobeni.

Mutace v ERG3 genu ma za nasledek produkci enzymu A-5,6-steroldesaturazy
se zméncénou aktivitou. To brani vzniku 14-a-methyl-3,6-diolu z 14-0-
methylfekosterolu a dochazi k akumulaci 14-a-methylfekosterolu. V tomto piipadé je
ergosterol v membrané nahrazen 14-a-methylfekosterolem, pficemz nedochazi
k poruseni funkce membrany hromadénim toxickych produkti. 8- 3% 44]

Zménu propustnosti v cytoplazmatické membrané mohou zplsobit 1 rtizné
poméry mastnych kyselin a fosfolipidi navzéjem. V cytoplazmatické membrané izolatu
Candida albicans rezistentni vici flukonazolu byl kromé snizené hladiny ergosterolu i

snizeny pomér fosfatidylcholinu a fosfatidylenolaminu. 33 4]

e Rezistence zprostiedkovanda zvySenou expresi efluxnich pump

Redukce akumulace lé¢iva v buiice se dosdhne zvySenou expresi efluxnich
pump. Hlavni dva typy téchto pump u eukaryotickych bun€k jsou ABC transportéry
(ATP-binding cassette) a MFS transportéry. Skupina ABC a MFS tvoii témét polovinu
transportérti v genomu mikroorganismt. Tyto membranové proteiny aktivné presouvaji
lé¢iva pies bunécné membrany za pouziti riznych druhli energie. ABC transportéry
maji $irsi specifi¢nost nez MFS, a proto maji vétsi klinicky vyznam.146-47]

ABC proteiny jsou rodina primarné aktivnich membranovych transportéri, které
jsou schopné¢ transmembranového prenosu riznych druhli sloucenin proti
koncentratnimu spddu, za hydrolyzy adenosintrifosfaitu (ATP) na adenosindifosfat
(ADP). Hraji dulezitou roli v transportu 1€ki, lékovych konjugati a podili se na
aktivnim vylucovéani molekul, které jsou pro bunky toxické. Zakladni struktura ABC

transportérti se sklada ze dvou charakteristickych cytoplazmatickych domén: nukleotid
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vazajici doména (NBD) a transmembranova doména (TMD). ABC transportéry jsou
kédovany geny Candida drug resistance (CDR). Nadmérna exprese gentt CDRI1 a
CDR2 mitize hrat diilezitou roli v rezistenci Candida albicans na flukonazol. [47- 48]

MFS transportéry jsou membranové proteiny, které slouzi pro transport mnoha
nizkomolekuldrnich  sloucenin, vcetné¢ 1éCiv. Jako =zdroj energie vyuzivaji
elektrochemicky gradient cilového substratu nebo piisobi jako kotransportér, kdy je
transport spojen s pohybem druhého substratu. Gen koédujici MFS transportér, ktery se
podafilo identifikovat v patogennich houbéch jako prvni, byl Multi-drug resistance
(MDR1). Tento gen je pravdépodobné ze 71 proteini MFS jako jediny zodpovédny za

rezistenci Candida albicans k azolovym preparattim.[*% 3!

2.6 Testovani antimykotické citlivosti in vitro

Laboratorni testy urcené ke stanoveni citlivosti k antimykotikiim jsou zaméfené
na mikroskopické houby, které mohou zplsobit onemocnéni, zejména pokud patii
k druhtim rezistentnim na b&ézné antimykotické latky. In vitro antifungalni testovani
citlivosti (AFST — antifungal susceptibility testing) je diileZité pro sledovani rezistence,
epidemiologické studie a pro porovnani in vitro aktivity novych a stavajicich
antimykotickych latek. AFST miiZe pomoci lékaiim pii volbé vhodné terapie, zejména
u tézko lécitelnych invazivnich kandidoz a aspergiléz.

Na trhu jsou komercné dostupné metody AFST dostatecné ucinné pro sledovani
antimykotické rezistence. V poslednich letech se vyviji nové metody, jako je pratokova
cytometrie (FC — flow cytometry), izotermickd mikrokalorimetrie (IMC) nebo MS-
MALDI-TOF (Mass spectrometry — matrix assisted laser desorption/ionization-time-of-
flight, hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice

s analyzatorem doby letu), které mohou spolehlivé a rychle poskytnout hodnoceni
AFST.[51’52’53]

2.6.1 Vyvoj standardizovanych metodik

Vyvoj standardnich metodik pro testovani citlivosti mikroskopickych hub
k antimykotikiim dlouhou dobu zaostaval za rozvojem metod ke sledovani rezistence
bakteriim k antibiotikim, diky dfiveéjsi nizké frekvenci vyskytu mykotickych
onemocnéni a jejich omezené 1é€bé. Dlouhou dobu chybéla akceptovana metodika

testovani a laboratote se ve svych vysledcich MIC shodovaly v nizké mifte.
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Prvni instituce, ktera se zabyvala standardizaci téchto metod byl v roce 1982
americky Narodni vybor pro klinické a laboratorni standardy (National Committee for
Clinical Laboratory Standards— NCCLS), dnes piejmenovan na Ustav pro klinické a
laboratorni standardy — CLSI. Subkomise v ramci NCCLS zvefejnila v roce 1992
dokument M27 zahrnujici metodiku pro stanoveni citlivosti kvasinek, zndmou jako
dilu¢ni bujonova metoda. Od té doby byly vypracovany dalsi tii dokumenty. Dokument
M38 pro testovani citlivosti vlaknitych hub dilu¢ni metodou, M44 a M51 pro stanoveni
citlivosti kvasinek difuzni diskovou metodou.®!> 3%

V roce 1997 se problematikou testovani antimikrobidlni citlivosti zacala zabyvat
Evropska spole¢nost klinické mikrobiologie a infekéniho 1€katstvi (European Society of
Clinical Microbiology and Infectious — ESCMID). V rdmci ESCMID byla vytvofena jiz
zminéna Evropska komise pro testovani antimikrobidlni citlivosti — EUCAST a v ramci
niz vznikla subkomise pro testovani antifungélni citlivosti (AFST). Postup provadéni
diluénich metod se americkou a evropskou instituci principialné shoduji, nicméné
v nékterych aspektech se lisi. Tyto aspekty, tykajici se dilu¢ni metodiky urcené pro
testovani citlivosti kvasinek in vitro jsou uvedeny v tabulce ¢. 3. Vysledné hodnoty MIC
ziskané podle postupli v dokumentech CLSI a EUCAST vykazuji vysokou korelaci, az
95 %.554

Tabulka 3: Rozdily mezi dilucnimi metodikami CLSI a EUCAST.
Prevzato z °%

Metodicky krok CLSI EUCAST
Denzita inokula [CFU/ml] 0,5-2,5 - 10° 0,5-2,5-10°
Glukéza v médiu [%] 0,2 2,0
Tvar dna je:irzlslii}; lr:;ikrotitraéni kulaty rovny
Inkubace [hod] 24,48 24
Hodnoceni MIC vizudlné fotometricky

Legenda: CFU — colony forming unit, kolonie tvorici jednotka; MIC — minimalni inhibicni
koncentrace, CLSI — Ustav laboratornich a klinickych standardii, EUCAST — Evropsky vybor

pro testovani antimikrobialni citlivosti.
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2.6.2 Hodnoceni citlivosti

K hodnoceni citlivosti pomahaji klinické breakpointy (BP), oznacované jako
hrani¢ni koncentrace nebo mezni hodnoty. Jsou stanoveny dohodou a vyuzivaji se v
klinické laboratofi za uc¢elem vyhodnoceni a doporuceni vhodné 1é¢by onemocnéni.
Tabulky breakpointt jsou kazdoro¢né aktualizovany 1. ledna.

Instituce EUCAST a CLSI uvadi kategorie klinické rezistence a klinickych
breakpointi. Klinicky citlivy kmen vykazuje nizkou antimykotickou rezistenci spojenou
s vysokou pravdépodobnosti terapeutického ucinku. Pokud aktivita antimykotika
poskytuje vysokou pravdépodobnost terapeutického selhani, oznacuje se kmen jako
rezistentni. A nakonec pokud je uspéch 1é€by antimykotikem nejisty, kmen se oznacuje
jako intermediatné rezistentni. V tabulkdch EUCAST neni intermediatné rezistentni

kategorie definovana, jelikoz ji tvofi hodnoty mezi breakpointy pro citlivost a rezistenci.
[55]

2.7 In vitro stanoveni citlivosti mykotickych agens vici
antimykotikiim

Metoda pro testovani citlivosti in vitro by méla byt pro klinickou laboratof
levna, rychléd a reprodukovatelnd. Pro zjiStovani a hodnoceni citlivosti nebo rezistence
se pouzivaji metody kvantitativni a kvalitativni.

Kvalitativni metody piedstavuji napt. agarové difuzni metody, mezi které patii
diskovy difuzni test. Kvantitativni metody umoziuji stanovit ptesnou hodnotu MIC,
tedy stupen citlivosti/rezistence testovaného kmene k pouzitému antimykotiku. Mezi

tyto metody se fadi gradientovy difizni test (E-test) nebo bujénova dilu¢ni metoda.>®!

2.7.1 Agarové difizni metody
Principem téchto metod je difuze antimykotické latky ze zdroje do okoli, kde

zabranuje ristu mikroorganismu.

2.7.1.1 Diskovy difuzni test.

Mezi kvalitativni metody patii diskovy difuzni test. Tento test byl vyvinut ve 40.
letech minulého stoleti. Diskovy difizni test je metoda jednoduchd, rychla a finan¢né
nendro¢nd. Technologie pro testovani mikroskopickych hub je k dispozici v podobé

dokumenti CLSI M44 pro kvasinky rodu Candida a MS51 pro vlaknité houby s
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vyjimkou dermatofyti. Dle standardni metodiky doporucuje CLSI pouzit Mueller-
Hintoniv Agar (MHA - v pfipad¢ testovani kandid s obsahem 2% glukézy a
methylenové modii) o standardni vysce a zvolit disky s definovanym obsahem
antimykotika. pH pady nesmi piekrocCit rozmezi 7,2-7,4. V piipadé kandid se z péti
nahodné vybranych kolonii vytvofi inokulum tim, Ze se suspenduji ve fyziologickém
roztoku, pficemz denzita je upravena na 1-5-10° CFU/ml. U vlaknitych hub jsou ve
fyziologickém roztoku suspendovany spory a po 3-5 min sedimentace se pomoci
spektrofotometru upravi denzita odebraného supernatantu tak, aby odpovidala
0,4-5-10° CFU/ml. Poté je v obou piipadech po 15 minutach provedena inokulace na
testovaci pudy. Pfed nanesenim diskl je nutno vyckat, az inokulum na testovaci pade
zaschne. Média jsou inkubovéna pii 35 °C 24-72 hodin dle druhu testované
mikromycety. Zony inhibice (IZ) jsou méfeny posuvnym pravitkem v milimetrech.
Jednotlivé velikosti IZ se porovnavaji s referenénimi hodnotami (breakpointy). Princip
odecitani a interpretaci inhibi¢nich zon diskového diftzniho testu zndzornuje Obr. 11.
[54, 57]

K hodnoceni 1Z je mozné vyuzit i automatizované systémy, jako je ADAGIO
(od firmy BioRad Laboratiries, Francie) nebo BIOMIC (od firmy Giles Scientific,
USA). Cteni musi ovéfit odpovédna osoba a diky tomu je automaticky odecet IZ vice
¢asové naro¢ny. Zaroven musi byt Stetka pravidelné kalibrovéana. 5% %7

Ve srovnani s diluénimi metodami jsou diskové metody jednodu$si a vice
komer¢né rozSitené, proto jsou vhodné pro bézné pouziti v klinickych laboratotich.
Nevyhoda diskového difuzniho testu je pouze kvalitativni charakter. Neni mozZné
kvantifikovat mnozstvi antimykotické latky difundované do agarového média. Pokud
testovany kmen vykazuje sniZzenou citlivost, ¢i rezistenci, je nutné ho ovéfit stanovenim

MIC. B+ 37
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Obrazek 11:Diskovy difuzni test.

Porovnani velikosti IZ s breakpointy (BP). Pokud je IZ vétsi, nez hodnota urceného BP (Cerveny
kruh), je agens na dané antimykotikum citlivé — disk cislo 1. Pokud je IZ mensi nez zona BP,

nebo se nevytvori vitbec, je agens viici antimykotiku rezistentni — disk 2.

2.7.1.2 E-test (gradientovy difuzni test)

E-test a diskova difizni metoda vychazi v podstaté¢ ze stejného principu, ale
soucasti E-testu je inertni plastikovy pdasek, ktery obsahuje exponencialni gradient
koncentraci stabilizované antimykotické latky v suchém stavu. Na druhé strané pasku je
kontinudlni stupnice (v pg/ml), obvykle odpovidajici patnacti fedénim testovaného
pripravku. Na povrch agarové pudy se priklada plastikovy prouzek stranou obsahujici
antimykotickou latku. Po inkubaci se vytvoii kolem prouzku zona inhibice tvaru kapky
az elipsy. Zona inhibice se dotykd stupnice pasku pii koncentraci, kdy testované
antimykotikum inhibuje rist bakterii (viz. Obr. 12).15% 381

V laboratotich se E-test vyuziva k testovani novych 1€kd, slozitych organismd,
které nelze snadno zpracovat rutinnimi metodami a v neposledni fed¢ i ke zpracovani
roz§iteného rozsahu MIC pro piesnéjSi volbu antibiotické [é€by pacientim
s imunodeficitem. Vyhodou je jednoduché provedeni ve srovndni se standardni

mikrodiluéni bujénovou metodou. Nevyhodou E-testu je vysoka cena. 5% 381
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Obrazek 12: E-test, stanoveni hodnoty MIC.
Prevzato a upraveno z °%

2.7.1.3 Agarova difuzni metoda

Dalsi moznosti kvalitativniho stanoveni citlivosti je agarova difizni metoda.
Princip testu je stejny jako u diskového difuzniho testu. Rozdil je v aplikaci
antimikrobidlni latky, ktera se pipetuje do asepticky vyhloubenych jamek v agarovém
médiu o priméru 6-8 mm. Agarové plotny jsou inkubovany za vhodnych podminek
v zavislosti na testovaném mikroorganismu. Antimykotickd latka difunduje do

agarového média a mlize inhibovat rtist testovaného kmene. 7]

2.7.2 Dilu¢ni metody

Dilu¢ni metody se uzivaji ke kvantitativnimu stanoveni MIC, nebo minimalni
kterd inhibuje viditelny rast mikroorganismi, se vyjadiuje v pg/ml nebo v mg/l.

Médiem pro zjistovani koncentrace testované latky miize byt agar nebo tekuty bujon.!

2.7.2.1 Bujonova dilucni metoda

V této diplomové praci byla pfi hodnoceni citlivosti mikroskopickych hub vici
vybranym antimykotickym latkdm vyuZita bujonova dilu¢ni metoda. Existuji dva
pracovni postupy, z nichz prvni je starsi a oznacuje se jako makrodilu¢ni bujonovy test.
Tento se provadél ve zkumavkach, ale kvlili vysokému riziku chyby pfi manipulaci a
vysoké spotiebé reagencii, bylo nutné metodu miniaturizovat. Druhy postup, ozna¢ovan

jako mikrodiluéni bujonovy test, je téméf totozny, ale misto zkumavek se zacaly
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pouzivat polystyrenové mikrotitracni desticky s dvanacti sloupci a osmi fadky jamek.
Diky miniaturizaci a vyssi reprodukovatelnosti se zacal druhy postup rychle rozsifovat.
VétSinou se pro jedno antimykotikum pouziva osm koncentraci dosazenych
dvojkovym fedénim zékladniho roztoku. Z tohoto divodu se test oznacuje jako diluéni.
Po fedéni antimykotické latky v ristovém médiu a zaockovani inokulem se obsah jamek
dikladn€¢ promichd a inkubuje za vhodnych podminek v zavislosti na testovaném
kmenu. Vyhodnoceni hodnot MIC Ize provadét vizudlné nebo spektrofotometricky.
Spektrofotometricky odecet se provadi na zdkladé méteni zakalu (turbidimetrie), nebo
zmény barvy (kolorimetrie). Ve druhém ptipad€ jsou pfi testovani pouzity barevné

reagencie, jako jsou tetrazoliové soli, ¢i Alamar Blue (resazurin).[’”- 6%

Obrazek 13: Mikrodilucni bujonova metoda

Zdroj: Katerina Comova, porizeno v mykologické laboratori, (Katedra biologickych a
lékarskych ved, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova)

Legenda: V ramci vadku A, B, C, D, F, G, H byla inokulovana testovaci mykoticka agens
kvasinky nebo viaknité houby. Sloupec cislo 1 obsahuje nejvyssi koncentraci testované
antimykotické latky. Naopak ve sloupci cislo 11 je testovanad latka o nejnizsi koncentraci.
Sloupec oznaceny pismenem K predstavuje pozitivni kontrolu, ktera neobsahuje zadnou
testovaci antimykotickou latku. Sesty radek, oznacovany E, je prazdny, aby nedoslo ke vzajemné

kontaminaci inokula kvasinek (nad radkem E) od inokula vidknitych hub (pod radkem E).
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2.7.2.2 Agarova dilucni metoda

U agarové diluéni metody se rizné koncentrace antimikrobialni latky ptidavaji
do rozehtatého tekutého média, které se poté rozléva do Petriho misek. Na jednu plotnu
se naockuje jehlovym razidlem az 40 kmenl najednou. Plotna, ve které jiz neni
pozorovan rust, odpovida hodnot¢ MIC. Tato technika je vhodna jak pro testovani
antibakterialni citlivosti, tak pro testovani antimykotické citlivosti. Nevyhodou agarové

diluéni metody je jeji naro¢nost na pfipravu, a proto se v praxi b&zné nepouziva. [& 36571

2.7.3 Komer¢ni soupravy — kvalitativni stanoveni

Mezi komer¢ni soupravy je zahrnut Neo-Sensitabs systém (od firmy Rosco
Diagnostica, Dansko), ktery je variantou diskové difizni metody, ale misto diskd jsou
zde pouzity tablety se standardizovanym obsahem antimykotik. Metoda je celosvétove
doporuc¢ovana pro kvalitativni testovani citlivosti kvasinek i vldknitych mikromycet

k antimykotikim.>¥

2.7.4 Komer¢ni soupravy — kvantitativni stanoveni

e Sensititre YeastOne

Jednoduchou, spolehlivou a komeréné dostupnou metodu pro kvantitativni
testovani citlivosti predstavuje mikrodiluéni kolorimetricky test —Sensititre YeastOne
(od firmy TREK Diagnostic Systems, USA). Jamky mikrotitraéni desti¢ky obsahuji
antimykotika v fedéni odpovidajicim standardu CLSI M27-A2 a kolorimetricky
indikator Alamar blue ve vysuSeném stavu. Alamar blue se rehydratuje suspenzi
kvasinek. Doporucena inkubace pii 35°C je 24 h pro kandidy, 72 h pro kryptokoky a
48-72 h pro aspergily. Riist mikromycet se projevi zménou barvy redukei indikéatoru v
mikrotitracni jamce (pfechod z modré na rizovou), (Obr. 14). MIC se stanovi jako
nejnizs$i koncentrace antimykotika se zachovanym modrym zabarvenim. Metoda plné
respektuje standardni metodiku CLSI. Jeji velkou pfednosti je jednoznacnost pii odectu

vysledkli a mezilaboratorni reprodukovatelnost.!>¥
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Obrazek 14:Sensititre YeastOne
Prevzato z 6]

e Fungitest

Pro semikvantitativni testovani citlivosti slouzi Fungitest (od firmy Bio-Rad
Laboratories, Francie). Hodnoceni se provadi ve dvou jamkach, které obsahuji hrani¢ni
koncentrace antimykotik. Timto zplisobem lze testované kmeny zatadit do kategorii
citlivy, citlivy v zavislosti na ddvce a rezistentni. Uvedenym zplsobem je mozno
vyhodnotit citlivost kvasinek k celkem Sesti antimykotikiim (flukonazol, itrakonazol,
amfotericin B, ketokonazol, mikonazol a flucytosin). Do Fungitestu (Obr. 15) jsou
zahrnuty pozitivni kontroly ristu (rdzové) a negativni kontroly ristu (modré).
V souvislosti se souc¢asné dostupnymi testy citlivosti, neni souprava doporucena ani pro

screeningové vysetfeni.[>4!
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Obrazek 15:Fungitest
Prevzato z %%

e ATB Fungus

Test ATB Fungus (od firmy bio Mérieux, Francie) ptredstavuje plastovou
mikrodesticku a turbidimetrické vyhodnoceni. Umoznuje stanoveni MIC u omezeného
spektra systémovych antimykotik (Obr. 16): flukonazolu a vorikonazolu (po 8
fedénich), amfotericinu B a itrakonazolu (po 6 fedénich), flucytosinu (2 fedéni). Ostatni
antimykotické latky nejsou do soupravy zafazeny, coz ptedstavuje jednu z nevyhod
systému. Dal$i nevyhodou je nejednoznacnost vizualniho hodnoceni, resp. potieba

turbidimetru.*¥

Obrazek 16: ATB fungus
Prevzato z 193/
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e VITEK 2 AST-YS

V nékterych laboratofich je nové zavadén automatizovany komercni systém
VITEK 2 AST-YS (od firmy bio Mérieux, Francie). Krom¢ stanoveni MIC je mozné
diky spektrofotometrickému odectu urcit rist kvasinek a jejich identifikaci. Systém
zahrnuje specifické karty (Obr. 17), umoznujici identifikaci druhu na zakladé porovnani
biochemického profilu s databazi. Vzhledem k tomu, Ze je systém plné automatizovan,
po vloZeni karty do pfistroje neni potfeba dalsi manudlni prace. Vysledek testu je zndm
do 9-27 hodin. Nevyhodou se zde stava omezené spektrum antimykotik, omezeny pocet

testovanych koncentraci a nemoznost testovat pomalu rostouci kmeny.4!
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Obrazek 17: Karta k systéemu VITEK 2 AST-YS
Prevzato z [

2.7.5 Vyvoj novych metod ke stanoveni citlivosti mykotickych agens

vici antimykotikim

Nové diagnostické piistupy zalozené na technologiich, jako je FC, MALDI-TOF
MS a IMC, byly vyvinuty s cilem zlepSit schopnost klinickych mikrobiologickych
laboratofi poskytnout vysledky in vitro antifungélni citlivosti.

Pritokovou cytometrii je moZzné hodnotit i€¢inky dané¢ho antifungélniho 1é€iva
pozorovanim zmén Zivotaschopnosti houbovych bunék neZz inhibici rastu jako u
konvenénich metod. Buiiky, resp. jejich Zivotaschopnost je identifikovdna zménami

v

procento bunck vykazujicich zménénou fluorescenci vyssi nez pfedem stanovena mezni

hodnota. 3!
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Pouzitim metody MALDI-TOF MS byl zaveden jednoduchy a rychly test
antifungélni citlivosti, zvany ms-AFST. Slouzi k rozliSeni citlivych a rezistentnich
izolath kmene Candida. Zjednodusena verze testu ms-AFST umoziuje uspesné
rozdéleni citlivych a rezistentnich izolath Candida albicans po 3 hodindch inkubace
s kaspofunginem ve tfech koncentracich: nulova, hrani¢ni a maximalni. Vysledky studii
naznacuji, ze test ms-AFST, ma potencidl stit se uzitecnym ndstrojem pro rychlou
detekci antimykotické rezistence.[**- >

Test IMC spociva v meéfeni tepelnych zmén vyvolanych plisobenim
koncentrace antifungélni latky, ktera snizuje 50 % celkového tepla, produkovaného
kontrolnim ristem kmenu po 48 hodinach. Tato metoda je zatim tézko

reprodukovatelnd, a proto je nutné provést dalsi studie, aby ji bylo mozné v budoucnu

vyuzit jako klinicky uzite¢ny test. 133!
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Cil prace

Cil této diplomové prace je in vitro screening novych, potencidlné¢ antimykoticky

ucinnych sloucenin a ur¢eni MIC mikrodiluéni bujénovou metodou s vyuzitim

vybranych referencnich kmenti kvasinek a vlaknitych hub. Vyhodnocenim reakci l1ze

urcit, zda jsou testované slouc¢eniny uc¢inné ¢i nikoliv.

3.2 Pouzity material

e Pomucky technické

sterilni mikrotitra¢ni desti¢ky (firma Gamedium, Ceska republika)
mikropipety (firma Socorex, Svycarsko)

sterilni $picky (firma Eppendorf, Némecko)

rezervoar na médium s dvanicti jamkami (firma Gamedium, Ceska
republika)

o¢kovaci kli¢ky (firma Gamedium, Ceska republika)

sterilni UH a sklenéné zkumavky (firma Gamedium, Ceska republika)

stojanky na zkumavky

e Pfistroje

laminérni box EscoClass II type A2 (firma Esco Technologies, USA)
termostat Binder WTB (firma Binder, Némecko)

denzitometr rDEN-1B McFarland Biosan (firma Biosan Ltd, LotySsko)
vortex MS2 Minishaker (firma IKA, Némecko)

ultrazvukova lazen

e Pomicky chemické

dimethylsulfoxid (DMSO)

sterilni voda

NaOH

RPMI 1640 s glutamanem

pufr: MOPS [3-(N-morfolino) propansulfonova kyselina]

glukoza
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3.3 Testované kmeny kvasinek a vlaknitych hub a jejich

charakteristiky

Tabulka 4: Testované kmeny kvasinek a viaknitych hub.

Testovany kmen Zkratka Sbirkovy kmen Lab. ID
Candida albicans CAl ?g CCI\(/:I é;‘;gi 166-2016
Candida krusei CK (Ié](;(lj\/f 86 22 75 18) 169-2016
Candida parapsilosis CP ?ggﬁ ?35(6)(1)? 167-2016
Candida tropicalis CT (égf/[cggzg) 170-2016
Aspergillus fumigatus AF ATCC 204305 169-2017
Aspergillus flavus AFla CCM 8363 174-2017
Absidia corymbifera AC CCM 8077 173-2017
Trichophyton interdigitale TI é?f\f 89 3573 73) 172-2017

Legenda: ATCC — American Type Culture Collection, Americka sbirka typovych kultur, CCM —

Czech Collection of Microorganisms, Ceskd sbirka mikroorganismii

3.3.1 Candida albicans

Nejcastéjsi ptivodci mykotickych onemocnéni ¢lovéka jsou kvasinky rodu
Candida a nejCastéji izolovana kvasinka z biologického materidlu je pravé Candida
albicans. Jak jiz bylo uvedeno vyse, C. albicans je dimorfni houba a kvasinkové formy
se mnozi pucenim. Charakteristickou vlastnosti je schopnost germinace, coz je tvorba
zarode¢nych klicktl, ze kterych mohou vznikat pravé hyfy. Za urcitych podminek tvoti
C. albicans rezistentni buiikky — kulaté a silnosténné chlamydospodry. V infikované tkani
mohou byt pfitomné jak kvasinky, tak 1 vlakna.

Candida albicans je oportunni patogen a mize se v leh¢ich pfipadech projevovat
jako superficidlni mykdza postihujici sliznice a kizi. Invazivni mykoézy zpisobuji

vysokou mortalitu a objevuji se hlavné u oslabenych pacienti.
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Barvenim dle Grama se prokdze smés pucicich blastokonidii a vldken, které
mohou vytvaret mikrokolonie. Ke kultivaci se pouzivd Sabouraudiv gluk6zovy agar,
jehoz selektivita se muze zvysit pridanim antibiotik. K odliSeni C. albicans od ostatnich
kvasinek rodu Candida se pouzivaji testy na tvorbu pseudomycelia a chlamydospér na

ryzovém agaru a test tvorby zarodeénych klick.® 601

3.3.2 Candida krusei

Candida krusei vytvéii pseudomycelium charakteristické valcovitymi konidiemi.
Je vzécnou pficinou fungémie, ale u pacientd s hematologickymi malignitami se
objevuje naopak jako CcCastd pfi¢ina fungémie. Vykazuje primarni rezistenci vici

flukonazolu a m4 sniZenou citlivost vii¢i flucytosinu a amfotericinu B. (6%

3.3.3 Candida parapsilosis

Kvasinka Candida parapsilosis se vyznacuje vys$i afinitou k anorganickym i
organickym povrchim a diky tomu se stala vyznamnym ptvodcem nozokomialnich
nakaz (odd¢leni JIP, katetrizovani pacienti). C. parapsilosis je v soufasné dobé
vyznamny patogen, jehoz vyznam a prevalence v poslednich dvou desetiletich

Mrve .

dramaticky vzrostl, takze je nyni jednou z hlavnich pfi¢in invazivnich kandidovych
onemocnéni. Jedinci s nejvySSim rizikem zavazné infekce zahrnuji novorozence a
pacienty na jednotkéch intenzivni péce. !¢

Pfi kultivaci na Sabouraudové agaru jsou kolonie C. parapsilosis bilé nebo
krémové, lesklé a hladké. Na rozdil od C. albicans a C. tropicalis, které mohou
existovat ve vice morfogenetickych formach, C. parapsilosis netvoii pravé hyfy a

existuje bud’ ve fazi kvasinek nebo v pseudohyfalni formé. [6°!

3.3.4 Candida tropicalis

Candida tropicalis se tadi mezi patogenni kvasinky. Vyskytuje se jako
vSeobecny komenzal v dutiné ustni, GIT, v plicich, ve vagin€ a na pokozce lidi a zvirat.
Svou nizkou naro¢nosti na podminky vyzivy Casto vytlacuje z fermentacniho procesu
jiné kvasinky. VyuZiva se k vyrobé krmného drozdi z netradi€nich substrati, casto pod
jinymi nazvy, ¢imz se zastiraji jeji vlastnosti oportunniho patogenu.

Je to druh podobny C. albicans, o cemz svéd¢i mikroskopicky vzhled kultury.

Lisi se tim, ze C. tropicalis nevytvaii chlamydospory stejného typu jako C. albicans a
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ze zkvasuje sacharézu. Existuji i izolaty, které sachar6zu nezkvasuji, a je tedy slozité

odligit tyto kmeny od kmene Candida albicans. ")

3.3.5 Aspergillus fumigatus

Vlaknité houby rodu Aspergillus se bézn¢ vyskytuji v prostredi, a jak jiz bylo
zminéno vySe, mohou ohrozit pacienta infekci nebo intoxikaci, protoze jsou schopny
produkovat aflatoxiny. Cast&j§im pavodcem mykéz je Aspergillus fumigatus, méné
Castym Aspergillus flavus.

Mikroskopicky lze pozorovat septované hyfy vétvici se v ostrém uhlu.
Mycelium je zakonceno vlédkny (konidiofory), na jejichz konci je méchytovity utvar,
z néhoz vyrustaji buiiky nesouci fetizky konidii. Pro Aspergillus fumigatus je typické
uniseriatni uspofadani, coz znamend, ze builky nesouci konidie vyristaji pfimo
z hlavice konidioforu.

Vlaknité houby rodu Aspergillus rostou na béznych kultivacnich pidach, jako je
Sabouraudiiv agar nebo krevni agar, pfi 30-37 °C, 3-5 dni. Barva kolonii je u druhu

Aspergillus fumigatus modrozelena nebo hnédozelena.[® %1

3.3.6 Aspergillus flavus

Aspergillus  flavus je v okolnim prostfedi vSudypfitomny. Stejné jako
A. fumigatus je schopen tvofit aflatoxiny a s tim spojené onemocnéni. Vyskytuje se
hlavn¢ na obilninach, kukufici a arasidech.

Pro plisent Aspergillus flavus je typicke uniseriatni a navic 1 biseriatni usporadani
konidioforti (z hlavice vyrustaji ovalné buiiky a na né nasedaji buiiky nesouci konidie).

Barva kolonii je pfi kultivaci u tohoto druhu Zluta, Zlutozelena nebo Zlutohnéda.!*!

3.3.7 Absidia corymbifera

Absidia corymbifera patii do tfidy Zygomycetes. Tento saprofyticky
mikroorganismus se bézn€ vyskytuje v piid€ a v rozkladajici se vegetaci. Jedna se o
oportunni patogen, ktery ziidka infikuje imunokompetentni osoby a vyskytuje se
pievazné u imunokompromitovanych pacienti. [*]

Inhalace spdr, poziti kontaminované potravy a poranéni se zavleCenim spor do

rany tvoii pravdépodobné zaklad vétSiny piipadl infekce A. corymbifera.
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Je pozoruhodné, ze A. Corymbifera byla také nalezena na zachovalé zmrzlé

pfirodni mumii ¢lovéka (ledovy muz Otzi, s vékem ptiblizné 5300 let).[®!

3.3.8 Trichophyton interdigitale

K prenosu infekce, kterou zpusobuje Trichophyton interdigitale, dochazi

piimym nebo nepiimym kontaktem (spole¢nym uzivanim bot, hygienickych potieb,

kontaktem kontaminované podlahy ve sprchach). Trichophyton interdigitale patii mezi

keratofilni houby a je plivodce tinea pedis, tinea unguium, tinea corporis.

3.4 Prehled testovanych sloucenin

[69]

V této diplomové praci bylo hodnoceno 38 vzorki s potencidlni antimykotickou

aktivitou (tab. 5). Vzorky byly dodany do laboratofe v krystalick¢ podob¢ a nésledné

rozpustény. Byly testovany jejich G¢inky o koncentracich 500; 250; 125; 62,5; 31,25;
15,62; 7,81; 3,9; 1,95; 0,98 a 0,49 umol/l.

Tabulka 5: Prehled testovanych sloucenin.

Koéd Molarni
Sumarni Navazka
testované Strukturni vzorec hmotnost
vzorec [mg]
latky [g/mol]
(@]
(0] OH

BBPSI | CiHsN:O, d 25922 | 162

N~ | H OH

N
N_CONH COOH

BBPS2 | CHsBrN;O4 i \j 388,11 25,7

Z OH

Br N
OH
OH
BBPS3 C12H10N4O4 N%\&N HN 298,25 12,4
o COOH
LT
:TJ\” OH

BBPS4 C20H14N30s5 438,35 26,1

HOOC




COOH

O/@
N
- N OH
H | H
HO No A
N
j@/o

*BBPS4 C20H14N305 438,08 20,8
HOOC
Cl N._CONH COOH
BBPS5 | Ci2H;CIN3O. \[j 293,66 | 21,1
N OH
O
O OH
BBPS6 Ci6H11N304 N 309,28 21,9
N N OH
SOR
~
N
O
O OH
BBPS7 C12H10N4O4 N 274,24 13,7
SN OH
e,
N~ “NH,
(@]
’ OH
BBPS9 C12H9oN303 [N\ N OH 275,05 12,1
D
N (6] ©
H
H
N O
~
BBPS10 Ci6H11N30Os5 N 325,28 20,3
(@] OH
(@]
(0]
O OH
BBPS12 C13H11N304 N 273,07 10,9
SN OH
\[ N
~
N
O
O OH
BBPS14 | Ci2H3CIN3O4 cl N 293,02 17,0
N N OH
| H
~
N
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EMISC | Ci3HCIN;OoS S\b \[/ ]/ 311,78 | 147
—
N
H
| Qé N._N__Cl
EM29C | C12H2CIN2 028 \Q/ be) \[\ ]/ 297,76 | 12,8
N
Q H
\\S/N /N
EM32C | C1iH10CIN;O5S \ || 29973 | 120
\ Cl \N
(o)
o)
EM34C C12H10N304S | W 239,30 10,4
NS o)
H
N 0
EM35C | Ci:HioCIN;O4 /[ 1 Qé/@o] 327,74 13,3
= N
Cl N ﬁ \O
JZ-MC1 | Cy0H2FNsOS 0 s 399,49 17,7
HN N (Ill‘.‘_N m’:
O
\H 9] S \
JZ-MC2 | CisHisFNs0S |l 1 m_F 31743 | 10,8
= N [
Tt
M
JZ-MC3 | Ci7Hi6FNsOS | wn. n 357,41 13,9
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JZ-MC4 | C2iH24FNsOS 413,52 13,4
HM S
N HMN
0
=" b
F
JZ-MC5 | Ci9H20FNsOS @ S 385,46 14,5
HN_-Ny ~C~ /[%N F
|
e
N
N
c— N
C14sH7CIF2N4O =
JZ-MC7 i N Fo| 352,74 15,6
S i ‘\4'
0 .
S F
JZ-MC9 | CisH17FaNsOS \KJJ D 38942 | 167
Acanine
N7 F
W020B - = 342,12 53
W025B - - 308,14 5,4
W025C - - 322,15 43
W029C - = 322,15 3,1
W030B = - 368,14 5,0
WO031A = - 392,14 2,0
W034 = = 352,16 5,0
W038A - - 376,08 4.4
W041A - - 370,15 | 5,30
W041B - = 370,15 1,50
F0947C = = 360,11 4,2
FEO0S8H - — 420,03 5,8
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FE0958G - - 356,14 4,6

FE0950D - - 372,13 1,8

Slouceniny podtrzené pochazi z jiného pracovisté nez ostatni slouceniny, proto

neni mozné publikovat jejich strukturu a vzorec.

3.5 Standardy antimykotik

Jako standardy byly vybrany 2 antimykotické latky — amfotericin B a flukonazol
(Sigma-Aldrich, Braunschweig, Némecko). Hodnoty uvedené v tabulce 6 predstavuji
MIC kment kvasinek CA, CK, CG, CP a CT a hodnoty uvedeny v tabulce 7 pfedstavuji
MIC kment vlaknitych hub AF, AFla, AC a TI. Hodnoty pro flukonazol jsou nizsi diky

pouze fungistatickému tc¢inku.

Tabulka 6: Hodnoty standardii pro kvasinky.

KMEN/inkubaéni TESTOVANA LATKA — MIC [pmol/1]
doba Amf B As"(;i? Fluc SF g‘nci
CA 24h 0,06 0,06 128 128
48h 0,25 - 128 128
i 24h 0,25 0,25 128 128
48h 1,00 - 128 128
o 24h 0,06 0,06 128 128
48h 0,25 - 128 128
CP 24h 0,06 0,12 16 16
48h 0,05 - 16 16
o 24h 0,12 0,12 128 128
48h 0,50 - 128 128

Tabulka 7: Hodnoty standardii pro vidknité houby.

KMEN/inkubaéni TESTOVANA LATKA — MIC [pmol/1]

| |
v omlr o m
D e
I R R T R
LR T N
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3.6 Metodika

3.6.1 Priprava riistového média

RPMI 1640 je ptesn¢ chemicky definované 5x koncentrované rastové médium.

Redi se pufrem (0,165 M morfolinopropansulfonové kyselina — MOPS) v poméru 1 : 4

a pH se upravuje pomoci 10M NaOH na 7,0+0,1.

3.6.2 Priprava suspenzi

3.6.3

. Sterilni zkumavky jsme popsali zkratkami testovanych kmentii.
. Do kazdé zkumavky jsme nepipetovali 3 ml sterilni vody.

. Odebrali jsme ¢ast kolonie z kultury jednotlivych kment, které¢ byly narostlé

na Sabouraudové glukdézovém agaru.

. Kolonii jsme resuspendovali ve zkumavce se sterilni vodou.
. Obsah zkumavky jsme fadné promichali na vortexu.

. Hustotu suspenze jsme nékolikrat zméfili na denzitometru (aby doséhla

hodnoty 1,0 stupné dle McFarlanda).

Pozn.: Takto pfipravené suspenze inokula vydrzi v lednici cca 1 tyden.

Priprava redici Fady testované latky

Do laboratofe musi byt testovana latka dodéna spole¢né s informaci o navézce a

molekulové hmotnosti.

. Navdzené¢ mnozstvi testované latky jsme rozpustili v pfislusném objemu

DMSO tak, aby 1. testovana koncentrace byla 500 pmol.I!, ale zaroven
nesméla finalni koncentrace DMSO ptesdhnout 1 % v jamce. Objem DMSO

byl vypocitan ze vzorce:

v | m-10°
pmso [ul] =——r—=0

Legenda: m — navazka [g], ¢ — 1. testovand koncentrace = 500 umol/l = 0,0005

mol/l, M —molarni hmotnost

2. Pokud se latka vysrazela nebo nerozpustila, pfidali jsme 2. nebo 3. ekvivalent

rozpousStédla. S kazdym dalSim pfiddnim ekvivalentu rozpoustédla byla
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posunuta prvni testovana koncentrace o jedno fedéni dozadu (z 500 umol/l na
250 pumol/l, z 250 umol/l na 125 umol/l atd.). Ke zlepSeni rozpustnosti bylo
mozné pouzit vyhfivanou ultrazvukovou lazei.

3. Do sterilni zkumavky oznafené¢ €. 1 jsme napipetovali 1,98 ml rlstového
média a 20 pl pfipravené (rozpusténé) testované latky. Po promichéni obsahu
zkumavky na vortexu bylo nutné zkontrolovat, jestli se testovana latka
v ristovém médiu nevysrazela. Pokud ne, ziskali jsme timto pracovni roztok
¢. 1 testované koncentrace, ktery bude pozdéji pfemistén do 1. jamky
dvanactitijamkového rezervoaru.

4. Do deseti sterilnich sklenénych zkumavek, oznacenych 2 — 11, jsme pfipravili

dvojkovou fedici fadu testované latky v DMSO:
Do kazdé zkumavky jsme napipetovali 0,5 ml DMSO. Do zkumavky
oznacené ¢. 2 jsme napipetovali stejny objem testované latky rozpusténé
v DMSO. Nasledné bylo pieneseno 0,5 ml do zkumavky ¢. 3. Vzdy bylo
nutné obsah zkumavky po pfidani testované latky dobfe promichat. Stejnym
postupem jsme pokracovali az ke zkumavce ¢. 11. Timto zpiisobem jsme
ziskali dvojkovou fedici fadu testované latky v DMSO, tedy v kazdé
nasledujici zkumavce se nachéazela testovana latka s polovi¢ni koncentraci.

5. Do jamek 2 — 12 jamkového rezervoaru (Obr. 18) jsme napipetovali 1,98 ml
ristového média a pak jsme do jamek pfidali 20 pl nafedéné testované latky
z fedici fady ve sklenénych zkumavkach tak, aby napft. v jamce ¢. 2 bylo 20
ul ze zkumavky €. 2. Jamka ¢. 12 predstavovala kontrolu a bylo do ni pfidano
20 pl DMSO.

Obrazek 18: Dvanactijamkovy rezervodr

Zdroj: Katerina Comova, porizeno v mykologické laboratori, (Katedra biologickych a

lékarskych véd, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova)
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3.6.4 Postup pipetovani do mikrotitracni desticky

1. Dv¢ sterilni mikrotitracni desticky jsme oznacili ¢islem, kodem testované
latky, datem, a pfisluSnym kmenem. Prvni desticka slouzila k testovani
citlivosti kment Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Absidia
corymbifera a druhd pro kmen Trichophyton interdigitale.

2. Pomoci 12tikanalové pipety (Obr. 19) jsme napipetovali 200 pl zdsobniho
roztoku z rezervoaru do vSech jamek mikrotitraéni desti¢ky, kromé fadku E
(1 desticka odpovidd 1 testované latce). Do druhé desticky bylo stejnym

zpusobem nepipetovano 200 pl zasobniho roztoku pouze do prvniho fadku.

Obrazek 19: Pipetovani pomoci 12tikandlové pipety do jamek mikrotitracni desticky.

Zdroj: Katerina Comova, porizeno v mykologické laboratori, (Katedra biologickych a

lékarskych véd, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova)
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3. Daéle jsme do tadkt 1 — 8 napipetovali 10 pl pfipravené suspenze testovanych
kment (1 fadek odpovida jednomu testovanému kmenu). (krok 2 a 3 shrnuje
Obr. 20)

4. Po ptiklopeni vickem byly desticky inkubovany v termostatu pfi teploté 35°C
(£ 2°C). Odecet byl proveden po 24 a 48 hodindch u prvni desticky a po 72 a
120 hodinach u druhé desticky, kde byl inokulovan pouze kmen Trichophyton

interdigitale.
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Obrazek 20: Pipetovani testovanych latek a mykotickych agens do mikrotitracni
desticky.

Do radki bylo nepipetovano vzdy 10ul mykotického agens. Do sloupcii bylo napipetovano vzdy

200l testované latky.

3.6.5 Vyhodnoceni

Vyhodnoceni rtstu kvasinek a vlaknitych hub probihalo po uplynuti inkubacni

v

koncentraci testované latky, ve které jiz nebyl viditelny rust kvasinky nebo vlaknité

houby.

62



4. Vysledky

Vysledky testovani 38 sloucenin jsou piehledné shrnuty v tabulkach ¢islo 8 — 13.
Tuéné zvyraznénd cCisla v tabulkdch predstavuji hodnoty MIC, kdy testovand latka
dokazala zastavit rast kvasinek nebo vlaknitych hub. V mikrotitra¢ni desti¢ce byly tyto

(13

jamky c¢iré. Znaménko ,,>“, nachazejici se pred cisly, urCuje nejvyssi testovanou

hodnotu koncentrace, pii které testovana latka stale neni ucinna.

Tabulka 8: Skupina testovanych latek 1

KMEN/ inkubaé&ni TESTOVANA LATKA — MIC [pumol/l]
doba EM18C EM29C EM32C EM34C EM35C
CA 24h >500  >500 >500 >500 @ >500
48h >500  >500  >500 >500 @ >500
o 24h >500  >500 >500 >500 @ >500
48h >500  >500 >500 >500 @ >500
CP 24h >500  >500 >500 >500 @ >500
48h >500  >500  >500 >500 @ >500
o 24h >500  >500 >500 >500 @ >500
48h >500  >500  >500 >500 @ >500
AT 24h >500 >500 >500 >500 @ >500
48h >500  >500 >500 >500 @ >500
AT 24h >500 >500  >500 >500 = >500
48h >500  >500  >500 >500 @ >500
G 24h >500  >500 >500 >500 @ >500
48h >500  >500 >500 >500 @ >500
= 72h >500  >500 >500 >500 @ >500
120h >500  >500 >500 >500 @ >500

V tabulce 8 jsou vysledky testovanych latek skupiny 1, které nevykazuji zddnou
antimykotickou aktivitu. Ve vSech jamkach mikrotitra¢ni desticky byl pozorovan zakal
zpisobeny rustem kmend kvasinek a vldknitych hub, a to i1 pfi nejvy$§si mozné

koncentraci testované latky.
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Tabulka 9: Skupina testovanych latek 2

KMEN/ TESTOVANA LATKA — MIC [pmol/1]
inkubacni
doba BBPS1 BBPS2 . BBPS3 BBPS4 *BBPS4 BBPS5
CA 24h | >500 @ >500 >500 : >500 >500 >500
48h | >500 >500 @ >500 : >500 >500 >500
CK 24h [ >500 @ >500 @ >500 | >500 >500 >500
48h | >500 @ >500 >500 : >500 >500 >500
CP 24h [ >500 @ >500 @ >500 . >500 >500 >500
48h | >500 >500 @ >500 | >500 >500 >500
CT 24h | >500 @ >500 >500 : >500 >500 >500
48h | >500 @ >500 @ >500 : >500 >500 >500
AF 24h [ >500 @ >500 @ >500 | >500 >500 >500
48h [ >500 @ >500 @ >500 | >500 >500 >500
AFla 24h [ >500 @ >500 @ >500 | >500 >500 >500
48h | >500 >500 @ >500 : >500 >500 >500
AC 24h [ >500 @ >500 @ >500 | >500 >500 >500
48h [ >500 @ >500 @ >500 | >500 >500 >500
TI 72h | >500 @ >500 @ >500 | >500 >500 >500
120h| >500 @ >500 @ >500 >500 >500 >500

Tabulka 10: Skupina testovanych latek 2 — pokracovani

KMEN/ TESTOVANA LATKA — MIC [pmol/l]
inkubacni
doba BBPS6 BBPS7 BBPS9 BBPS10 BBPS12 BBPS14
CA 24h | >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h | >500 >500 >500 >500 @ >500 @ >500
CK 24h | >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h | >500 @ >500 >500 >500 >500 >500
CP 24h [ >500  >500 >500 >500 >500 = >500
48h | >500 >500 >500 >500 @ >500 @ >500
CT 24h | >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h | >500 @ >500 >500 >500 >500 >500
AF 240 | >500 | >500 >500  >500 | >500  _ >500
48h | >500 @ >500 >500 >500 >500 >500
AFla 230 | >500  >500 >500 >500  >500 >500
48h | >500 >500 >500 >500 >500 >500
AC 24h [ >500 >500 >500 >500 >500 >500
48h | >500 >500 >500 >500 @ >500 @ >500
TI 72h | >500 >500 >500 >500 >500 >500
120h | >500 >500 >500 >500 >500 >500
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V tabulce €. 9 a 10 jsou vysledky testovanych latek skupiny 2, které nevykazuji

zaddnou antimykotickou aktivitu. Ve vSech jamkach mikrotitracni desticky byl

pozorovan zéakal zptisobeny rtistem kmenii kvasinek a vlaknitych hub, a to i pfi nejvyssi

mozné koncentraci testované latky. Slouceniny BBPS4 maji stejné kédové oznaceni,

proto jsem je v této diplomové praci rozlisila jako BBPS4 a *BBPS4. Dle sumarniho

vzorce se jednd ale o rtizné slouceniny.

Tabulka 11: Skupina testovanych latek 3

T TESTOVANA LATKA — MIC [pmol/1]

JZMC1 JZMC2 JZMC3 JZMC4 JZMC5 JZMC7 JZMC9

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

CK 24h >500  >500 >500 @ >500 >500 @ >125 = >500
48h >500  >500 >500 @ >500 >500 @ >125 @ >500

Cp 24h >500  >500 >500 @ >500 >500 @ >125 = >500
48h >500  >500 >500 @ >500 >500 @ >125 = >500

CT 24h >500 >500 >500 @ >500 >500 @ >125 >500
48h >500  >500 >500 @ >500 >500 @ >125 = >500

= 24h >500  >500 >500 @ >500 >500 @ >125 = >500
48h >500  >500 >500 @ >500 >500 @ >125 = >500

N 24h >500  >500 >500 @ >500 >500 @ >125  >500
48h >500  >500 >500 @ >500 >500 @ >125 @ >500

AC 24h >500  >500 >500 @ >500 >500 @ >125 = >500
48h >500  >500 >500 @ >500 >500 @ >125  >500

= 72h >500  >500 >500 @ >500 >500 @ >125 = >500
120h >500  >500 >500 @ >500 >500 @ >125 @ >500

V tabulce 11 jsou vysledky testovanych latek skupiny 3, které nevykazuji

Zzadnou antimykotickou aktivitu. Ve vSech jamkach mikrotitracni desticky byl

pozorovan zéakal zptsobeny riistem kmentd kvasinek a vldknitych hub, a to i pfi nejvyssi

mozné koncentraci testované latky. U latky JZMC7 byla stanovena nejvySsi mozna

koncentrace 125 umol/l kvili niZ§i rozpustnosti.
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Tabulka 12: Skupina testovanych latek 4

KMEN/ TESTOVANA LATKA — MIC [pmol/]]
‘“lfi‘:zgcm W020B W025B W025C W029C W030B WO31A W034 W038A WO041B | WK4
CA 24h | >500 >500 | >500 @ >500 @ >500 >250 >500 >500 @ >125 -
48h | >500 @ >500 | >500 >500 : >500 @ >250 >500 =>500 @ >125 -
CK 24h | >500 @ >500 ¢ >500 @ >500 @ >500 >250 >500 >500 @ >125 -
48h | >500 @ >500 | >500 >500 : >500 @ >250 >500 >500 @>125 -
CP 24h | >500 @ >500 @ >500 >500 : >500 @ >250 >500 =>500 @>125 -
48h | >500 >500 ¢ >500 @ >500 @ >500 >250 >500 >500 @ >125 -
CT 24h | >500 @ >500 | >500 >500 : >500 @ >250 >500 =>500 @>125 -
48h | >500 >500 ¢ >500 @ >500 @ >500 >250 >500  >500 @ >125 -
. 24h | >500 >500 >500 >500 >500 >250 >500 >500 >125 | —
48h | >500 @ >500 | >500 >500 | >500 @ >250 >500 >500 @ >125 -
ST 24h | >500 >500 >500 >500 >500 >250 >500 >500 >125 | —
48h | >500 @ >500 @ >500 >500 : >500 @ >250 >500 >500 @>125 -
AC 24h | >500 @ >500 @ >500 >500 : >500 @ >250 >500 =>500 @>125 -
48h | >500 >500 >500 >500 >500 >250 >500 >500 >125 | —
TI 72h  >500 >500 >500 500 >500 @ >250 >500: >500 >125 -
1200 >500 >500 >500 500 >500 >250 >500 >500 >125 | -

V tabulce 12 jsou vysledky testovanych latek skupiny 4, které az na jedinou

vyjimku nevykazuji Zadnou antimykotickou aktivitu. LatkaW029C je v koncentraci

500pmol/lna kmen Trichophyton interdigitale slabé G€inna. U latky WO041B byla

stanovena nejvyssi mozna koncentrace 125 umol/l, kvili niZsi rozpustnosti.

Latku WK4 nebylo mozné rozpustit v DMSO, a tak nebyla dale testovana.
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Tabulka 13: Skupina testovanych latek 5

TESTOVANA LATKA — MIC
KMEN/inkubaéni doba [pmol/l]
FE0947C FE0958H : FE0958G | FE0950D

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

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

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

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

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

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

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

TI 72h 500 >500 >500 >125
120h 500 >500 >500 >125

V tabulce 13 jsou vysledky testovanych latek skupiny 5, které az na jedinou
vyjimku nevykazuji zddnou antimykotickou aktivitu. Latka FE0947C je v koncentraci
500 umol/l na kmen Trichophyton interdigitale slabé ucinna. U latky FE0950D byla

stanovena nejvyssi mozna koncentrace 125 pmol/l, kvili niz$i rozpustnosti.
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5. Diskuze

Studium rezistence vu¢i antimykotickym latkam zaostdvalo za studiem
antimikrobialni rezistence, a to hned z nékolika divodi. Snad nejdilezitéjsi je, ze
mykotickd onemocnéni nebyla az do neddvné doby povazovédna za
vyznamnd. Naptiklad ro¢ni mira umrti zptisobena kandidézou byla stabilni mezi rokem
1950 a asi 1970. Od roku 1970 se tato mira vyznamné zvySila. Pied schvalenim
imidazoll na konci 80. let byl pro 1écbu mykotickych infekei dlouhou dobu dostupny
pouze amfotericin B. Konec 80. a zacatek 90. let byly tedy vyznamnym meznikem ve
vyvoji antimykotickych latek. 7%

Zlomem se stala pandemie HIV/AIDS, ale i vyuzivani terapie potlacujici
imunitni systém, napt. pfi transplantacich. K rezistenci piispiva i Casté nebo nespravné
indikované pouziti antimykotickych pfipravka. Tento vyvoj a souvisejici naruast
proti zavaznym plistiovym infekcim. 7

Cilem této diplomové prace bylo urcit antimykotickou aktivitu 38, resp. 37
sloucenin, protoze jednu slouceninu (kodovym oznaenim WK4) nebylo moZzné
rozpustit v DMSO. Cast testovanych vzorkda byla syntetizovana na Katedie
farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové
Univerzity Karlovy pod vedenim pana PharmDr. Jana Zitka, PhD. Druha ¢ast byla
syntetizovana na spolupracujicim pracovisti Jagelonské Univerzity v Polsku.
Antimykotické ptisobeni sloucenin bylo testovano na mikromicetach Candida albicans,
Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus, Absidia corymbifera a Trichophyton interdigitale.

Z vysledkti vyplyva, ze téméf vSechny slouceniny jsou neucinné vuci
mykotickym agens, ktera byla pro tuto diplomovou praci k dispozici. Vyjimkou byly
slouCeniny s kodovym oznacenim WO029C a FE0947C, které vykazaly aktivitu vici
druhu Trichophyton interdigitale v koncentraci 500 umol/l. Coz je vSak v porovnani se
standardy zanedbatelna hodnota.

Pti praci v laboratofi nelze vyloucit chyby v preanalytické a postanalytické fazi
vySetfeni, které mohou ovlivnit pribéh testovani potencialné antimykoticky u¢innych
sloucenin. Tyto chyby mohou vést k falesné¢ pozitivnim nebo faleSné negativnim

vysledkiim. Pro ovéteni vysledki je vhodné stanoveni opakovat.
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6. Zavér

Ugelem této diplomové prace bylo testovani novych, potencialné antimykoticky
pusobicich sloucenin, které byly do laboratofe doddny PharmDr. Janem Zitkem, Ph.D.
(vyzkumna skupina prof. M. Dolezala) z katedry Farmaceutické chemie a
Farmaceutické analyzy.

K dispozici jsme méli 38 sloucenin, ale sloucenina s kodovym oznacenim WK4
nebyla rozpustna v DMSO a nebyla déle testovana. V této diplomové préci bylo tedy
testovano 37 potencialn¢ antimykoticky pusobicich latek mikrodilu¢ni bujonovou
metodou. Testovani bylo provadéno v mykologické laboratofi katedry Biologickych a
1ékatskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy.

Vysledek diplomové prace ukazuje, Ze antimykotickou aktivitu vykazovaly
slouceniny s kodovym oznacenim WO029C a FE0947C a to vici druhu Trichophyton
interdigitale v koncentraci 500 pumol/l. Na zakladé téchto vysledkii neni mozné
predikovat vztah mezi strukturou testované slouCeniny a aktivitou z diivodu nizkého
poctu aktivnich sloucenin.

Stanoveni MIC testované slouceniny je dilezitym krokem ve vyvoji novych

antimykotickych latek. I kdyz se prokaze, ze sloucenina vykazuje antimykotické t€inky,

.....
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