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1. ABSTRAKT

Rosikova Pavla

Vyhodnoceni aktivity potenciilné antifungalnich latek pomoci mikrodiluc¢ni
bujonové metody I1

Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Farmacie

Cilem této diplomové prace bylo otestovat moznou antifungalni aktivitu vzorka
latek nasyntetizovanych na Katedfe farmaceutické chemie a kontroly 1éCiv a Katedie
anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci

Kralové.

Latky byly testovany mikrodiluéni bujonovou metodou. Testovani bylo
provedeno na osmi kmenech kvasinek a vlaknitych hub: Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida krusei, Candida glabrata, Trichosporon beigelii, Aspergillus
fumigatus, Absidia corymbifera, Trichophyton mentagrophytes.

Celkem bylo otestovano 49 latek, které jsou rozdéleny do ctyt skupin podle
jejich chemické struktury. Derivaty  pyrazin-2-karboxamidu, derivaty
3-hydrazinopyrazin-2-karboxamidu,  derivaty  2-isonikotinoylhydrazinkarboxylatu,

derivaty benzoxazinu.

Skupina derivati pyrazin-2-karboxamidu, ktera je substituovana malym alkylem
(-CHj3) v poloze 5 pyrazinu, a u které je dusik amidové skupiny substitovany fenylem
s elektronegativni skupinou (-CF3 -F, -Cl,) nebo hydroxy skupinou (-OH) v poloze m,
vykazovala pfi vySSich koncentracich G¢innost na nékteré kvasinky a vlaknité houby.
Substituce dusiku amidové skupiny disubstituovanym fenylem méla negativni ucinek na

antifungélni aktivitu u vétSiny testovanych latek z této skupiny derivata.

Vsechny latky skupiny derivata 3-hydrazinopyrazin-2-karboxamidu (kromé
jedné z precisténych latek) byly uc¢inné na Trichophyton mentagrophytes. Podstatou
ucinku derivatu benzoxazinu je substituce oxo skupinou v polohach 2, 4 fenylem na
dusiku Vv poloze 3 benzoxazinu a hlavné¢ hydroxy skupinou v poloze 8. Derivaty
benzoxazinu s hydroxy skupinou v poloze 8 byly G¢inné na vSechny druhy testovanych

kmend.



Derivaty 2-isonikotinoylhydrazinkarboxylatu byly netc¢inné.

Nejucinnéj§imi latkami byly z derivati pyrazin-2-karboxamidu MDA458,
MD528; z derivati  3-hydrazinopyrazin-2-karboxamidu DK-5, DK-19; z derivati
benzoxazinu RAM 347, RAM 351, RAM 348.
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Rosikova Pavla

Evaluation of activity of potentional antifungal substances through the use of

microdilution broth method 11
Diploma thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Pharmacy

The aim of this diploma thesis was testing of samples of substances produced at
the Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control and the Department of
Inorganic and Organic Chemistry Faculty of Pharmacy of Charles University in Hradec
Kralove.

Substances were tested by using microdilution broth method. Testing was
carried out on eight strains of yeasts and filamentous fungi: Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida krusei, Candida glabrata, Trichosporon beigelii, Aspergillus

fumigatus, Absidia corymbifera, Trichophyton mentagrophytes.

Total were tested 49 substances, which are divided into four groups according to
their  chemical structure. Derivatives pyrazin-2-carboxamide, 3-derivatives
hydrazinopyrazin-2-carboxamide,  2-derivatives isonikotinoylhydrazinkarboxylate,

benzoxazin derivatives.

Group of derivatives pyrazin-2-carboxamide, which is substituted by low alkyl
(-CHj3) in the position 5 of pyrazin, and in which is nitrogen of amid group subtituted by
the phenyl with electronegative group (-CFs,-F,-Cl,-OH) or with hydroxy group in
position m, showed higher concentrations in the effectiveness of some yeasts and
filamentous fungi. The Substitution on nitrogen of amide group with disubtituted phenyl
had a negative effect on the antifungal activity of the most of tested substances from this

group of derivates.

All Group of derivatives 3-hydrazinopyrazin-2-carboxamide (except one of re-
cleaned substance) to be effective on Trichophyton mentagrophytes. The effect of the
derivatives of benzoxazin is the substitution by oxo group in positions 2 and 4, phenyl
on the nitrogen in position 3 and mainly benzoxazin hydroxy group in the 8th position.



Benzoxazin derivatives with hydroxy group in position 8 have been effective at all
tested strains.

Derivatives of 2-isonikotinoylhydrazinkarboxylate were ineffective.

The most effective substances were from derivatives of the pyrazin-2-
carboxamide MD458, MD528, from derivatives of 3-hydrazinopyrazin-2-carboxamide
DK-5, DK-19; benzoxazin derivatives of RAM 347, RAM 351, RAM 348.



2. UVOD

v

ZvySujici se uroven zdravotni péce, starnouci populace a stidle ndrocnéjsi
invazivni postupy diagnostiky ilécby pfindSeji pro pacienty nova nebezpeci.
V poslednich letech se stavd jednim z dominantnich probléma vzrastajici incidence
mykotickych infekci. V nedavné dobé ojedinéla onemocnéni jsou piedevSim na
jednotkach intenzivni péfe (JIP), zavaznym problémem s vysokou mortalitou
a souCasné¢ vyznamnym zpusobem zvysSuji ndklady na 1écbu pacientl. Mykotické
infekce s plizivymi pfiznaky mohou mit fatalni nasledky. Nejcastéji se vyskytujici
pavodce téchto infekci Candida albicans si drzi vice nez 50% cetnost, ale je ¢im dal
Castéji doplnovana nebo nahrazena rezistentnéj§imi kmeny - Candida glabrata,
C. parapsilosis, C. tropicalis nebo C. krusei. Velmi invazivni, ¢asto hematogenni cestou
se s§itici, mikromyceta rodu Aspergillus je zatim na JIP zastoupena V jednotlivych

procentech, ostatni fungalni infekce jsou spise vyjimkou (Tichy, 2009).

Z vyse zminénych divodu je ziejmé, Ze je nutno zabyvat se studiem novych

antifungalné ucinnych latek, které by ptinesly nové moznosti v 1¢¢bé mykodz.

Cilem této diplomové prace je otestovat potenciondlné ucinné antifungalni latky
vyrobené na Katedie farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv a Katedie anorganické a
organické chemie. Pro testovani byla pouzita mikrodilu¢ni bujonova metoda. Testovani
bylo provedeno na osmi kmenech nejcastéji se vyskytujicich patogennich kvasinek a
vlaknitych hub.



3. TEORETICKA CAST

3.1 OBECNA CHARAKTERISTIKA HUB

Rise Hub (Fungi), jedna z péti samostatnych fi§i (Buchta, 1998), zahrnuje na
100 000 druhti, znichz jen asi 300 druhii se ucastni onemocnéni Clovéka a zvirat

(Fragner, 1984) a muze zptuisobovat narodohospodarské ztraty (Buchta, 1998).

Jednd se o jedno i vicebunétné eukaryotické organismy (Buchta, 1998) —
heterotrofy, saprofyty, parazity nebo komenzaly (Greenwood, 1999). Rada hub je
vyuzivana ku prospéchu ¢lovéka — primyslova vyroba potravin (pivo, vino, syry), 1€kt
(antibiotika, cyklosporin, alkaloidy), organickych latek (kyseliny, alkohol, enzymy,
vitaminy), ale i genetické (studium genetickych pochodl, genové manipulace) a

metabolické (biotransformacni) studie (Buchta, 1998).

Houby jsou chemoheterotrofni organismy, jejichZz metabolismus je uzptsoben
k ziskavani energie a intermediarnich sloucenin z latek organického puvodu. Vedle
primérniho metabolismu je pro houby charakteristickd produkce a sekrece velkého a
riznorodého poctu latek, jejichz funkce neni mnohdy objasnéna (sekundarni
metabolismus). Houbové builkky se vice podobaji savcim buinkam, nez bakteriim.
Zakladni stavebni jednotkou vysSich hub (Eumycota) je vlakno — hyfa — jedno-, dvou-
nebo mnohojaderna trubkovita struktura, ktera miiZze byt opatena ptehradkou (septum).
Hyfy rostou vrcholovym rlstem, vétvi se a splétaji se v podhoubi neboli mycelium. Na
specializovanych hyfach se tvoii spory (vytrusy), nepohlavni spory jsou konidie, které
se tvofi na jinych hyfach. Makroskopicky vzhled kolonii je pro urcité druhy nebo
skupiny charakteristicky a miZe slouzit jako pomocné kritérium pfi jejich identifikaci

(Buchta, 1998).

3.2 SYSTEM LEKARSKY VYZNAMNYCH HUB

Klasifikace hub vychazi ze zplisobu jejich rozmnoZzovani, morfologie
reprodukénich (sexudlnich €1 asexudlnich) organti, spor a jinych bun&cnych struktur,
popft. z biochemickych vlastnosti. Prakticky vSechny patogenni houby pro ¢lovéka patii
mezi vyssi pravé houby (Eumycota), které délime do ctyt hlavnich taxonomickych
skupin (Obr. 4).
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3.2.1 ZYGOMYCETES

Mycelium je tvofeno hyfami bez ptepazek. Kolonie jsou tvoreny typickym
vysokym vzduSnym myceliem, vysledkem pohlavniho procesu je vznik zygospory.

Vétsina druhil je saprofytickych, mala ¢ast parazituje zivoCichy, rostliny a jiné houby.

Obr. 1 Zygospoéra rodu Zygorhynchus
http://www.clarku.edu/faculty/dhibbett/TFTOL/content/lintroprogress.html
3.2.2 ASCOMYCETES

Mycelium je septované, sexualni rozmnozovani je charakterizovano tvorbou
askospor. Zahrnuji saprofytické druhy, ale i druhy parazitujici na rostlinach a

zivocisich.

Obr. 2 Typicka poharovité-tvarovana plodnice Ascomycetes, druh Galiella
http://www.clarku.edu/faculty/dhibbett/TFTOL/content/lintroprogress.html

3.2.3 BASIDIOMYCETES

Mycelium je pichradkované a spléta se v typicky zbarvené bilé podhoubi,
tvofené dvoujadernymi buiikami. Népadna je tvorba charakteristickych plodnic, které se

u fady zastupcl sbiraji ke konzumaci, zatimco u jinych mohou vyvolat alimentarni
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otravy. V¢étSina druhii zije saprofyticky, Casto Vv symbidze s kofenovym systémem

rostlin, ¢ast parazituje na rostlinach, vzacné i na ¢lovéku (Buchta, 1998).

Obr. 3 Charakteristicky tvar plodnic tfidy Basidiomycetes
http://www.clarku.edu/faculty/dhibbett/TFTOL/content/lintroprogress.html

3.2.4 FUNGI IMPERFECTI

Ptedstavuji umély taxon, zahrnujici nepohlavni stddia hub, kterd se rozmnoZzuji

pomoci konidii nebo vegetuji jako sterilni mycelium.

V lékarské terminologii se patogenni houby déli na kvasinky a vlaknité houby.
Jednd se o jednodu$si déleni nesouvisejici se systematikou, ale vychazejici

z ptevladajiciho typu vegetativni formy (Greenwood, 1999).

3.2.5 VLAKNITE HOUBY

Vlaknité neboli myceliové houby jsou slozené z vétvenych vldken — HYFY,
které vytvateji spletitou hmotu — MYCELIUM. Vlaknité houby se rozmnoZzuji pomoci

spor, jez vytvareji ¢asto ve velkém mnozstvi.
3.2.6 KVASINKY

VétSinou se jedna o jednobunécné organismy mnozici se nepohlavné procesem

ozna¢ovanym PUCENT.
3.2.7 DIMORFNI HOUBY

Tvoii specidlni skupinu hub, které rostou bud ve fazi myceliové nebo

Vv kvasinkovém stadiu a to podle riistovych podminek

12
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Buchta V., Horac¢ek J., Hordk V., Zaklady mikrobiologie a parazitologie pro farmaceuty
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3.3 PREHLED TESTOVANYH KMENU HUB

3.3.1 KVASINKY

Jednobunécéné organismy vyskytujici se v ptirodé, v kvasicich ovocnych
Stavach, ovoci, pud¢. Nekteré maji primyslovy vyznam — pii vyrobé piva, vina,
alkoholickych napojl, pekaiského drozdi, jiné vyvolavaji onemocnéni lidi a zvifat.
Nekteré kvasinky nalezené u ¢loveka evidentné pochazeji z jeho pracovniho a zivotniho

prostiedi.
Candida albicans (CA)

Ve volné piirodé¢ se nachazi jen ojedinéle, predev§im ve vykalech zvifat a
v pudé. V lidském materiadlu se vyskytuje ze vSech kvasinek nejcastéji. CA je hlavnim
puvodcem kandidéz, nejcastéji kandidozy kuze, paronychia (rukou), onychomykozy
(rukou), kandidozy sliznic (soor dutiny ustni, vagindlni fluéry). Méné casté jsou
otomykoézy, kozni granulomy, balanitidy, o¢ni keratomyko6zy. Krevni cestou je mozné

zaneseni do jakéhokoliv organu, nejéastéji do plic (Fragner, 1984).

Obr. 5 C. albicans na Sabouraudové glukdézovém agaru s typickymi krémove

zbarvenymi, voskovitymi, na povrchu hladkymi koloniemi, po 7 denni kultivaci pfi

35°C.

Foto: Mgr. Marcela Vejsova
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Candida tropicalis (CT)

C. tropicalis se zafazuje mezi patogenni kvasinky. Nejcastéji se vSak vyskytuje
jako vSeobecny komenzal v tUstech, travicim ustroji, v plicich, ve vagin€, na pokozce
lidi a zvifat. Velmi Casto se vyskytuje v kvasném primyslu. Svoji houzevnatosti a
malou naro¢nosti na podminky vyzivy vytlacuje Casto z fermentacniho procesu jiné
kvasinky. Pouziva se na vyrobu krmného drozdi, je to druh velmi podobny C. albicans,

o ¢emz svédc¢i mikroskopicky vzhled kultury i numericka taxonomie (Www.vscht.cz).

Clovéku zpusobuje smrtelnd systémova onemocnéni, sepse, endokarditis, ocni

onemocnéni, kozni kandidézy, paronychia a onychomykoézy rukou, otomykodzy,

vaginalni kandid6zy (Fragner, 1984).

Obr. 6 Candida tropicalis na Sabouraudové gluk6zovém agaru po 7 denni inkubaci pii
35°C

Foto: Mgr. Marcela Vejsova

Candida krusei (CK)

Pfirozen¢ se vyskytuje v jogurtu, datlich, kvasicim kakau, ovocnych stavach, je
puvodcem ,kiisu“ vina a piva. Dale se vyskytuje v travicim ustroji koné a racka
(Fragner, 1984).

Clovéku zpisobuje vaginalni kandidozy, slizniéni mykézy i fungémie, zvIaste u

pacientil se sniZenou imunitou.

15



Obr. 7 Candida krusei na Sabouraudové gluk6zovém agaru po 7 denni inkubaci pfi
35°C

Foto: Mgr. Marcela Vejsova

Candida glabrata (CG)

Obvykle se vyskytuje v bézné mikroflofe ¢lovéka, na kiizi a v urinalnim traktu
(www.mycology.adelaide.edu.au). U ¢loveéka zpisobuje torulopsdzu, vaginalni fludry,

vzéacné sepse, fungémie, endokarditis a riizna systémova onemocnéni (Fragner, 1984).

Obr. 8 Candida glabrata na Sabouraudové agaru po 7 denni inkubaci pii 35°C

Foto: Mgr. Marcela Vejsova
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Trichosporon beigelii (TB)

Jedna se o vsSudyptitomnou kvasinku, ktera zije v pudé, ale miize byt také
ptitomna na lidské kuzi, v dychacich a mo¢ovych cestach, nehtech, jako soucast bézné
lidské mikroflory. Zpiisobuje onemocnéni nazyvané ,,bila piedra®, povrchni dermatitidy,
ale u imunokomprimovanych pacienti mize zptsobovat i fatdlni systémové mykodzy.

Jedna se o velmi téZce rozpoznatelné infekce, z divodu blizké podobnosti s jinymi

kandidovymi infekcemi (www.nature.com).

Image Courtesy of W. Schell
Copyright © 2000 Doctorfungus Corporation

Obr. 9 Vzrostla, voskovita kolonie Trichosporon beigelii na Sabouraudové glukézovém

agaru, pii 30°C

http://www.doctorfungus.org/imageban/index_enlarge.pl

Obr. 10 Trichosporon beigelii na Sabouraudové agaru po 7 denni inkubaci pii 30° C

Foto: Mgr. Marcela Vejsova
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3.3.2 VLAKNITE HOUBY
Absidia corymbifera (AC)

Patii mezi houby mukorovit¢é — Mucoraceae. Onemocnéni, ktera absidie
zpusobuji, se nazyvaji mukormykoézy (pojmenované podle tadu Mucorales).
Mukormykozy predstavuji prevazné orgadnova a systémova onemocnéni. Nejéastéjsimi
lokalizacemi jsou u c¢lovéka oblasti usni, rinocerebralni, plicni a gastrointestindlni.
Vstupni branou je dychaci ustroji. Tyto houby maji zvlastni afinitu ke krevnim cestam,

V nichz mohou tvofit tromby ze zivého mycelia.

AC se vyskytuje v pudé€, sené, pSenici, ryzi, sojovych bobech, mouce, hrachu,
arasidové mouce, jahodach, krysim a krali¢im trusu. U ¢loveéka je piivodcem otitidy a

granulomu v kazi hrudniku (Fragner, 1984).

-
v

Obr. 11 Absidia corymbifera s typicky hruskovité-tvarovanym sporangiem

http://www.mycology.adelaide.edu.au/Fungal_Descriptions/Zygomycetes/Absidia/

Aspergillus fumigatus (AF)

Patfi mezi houby kropidlakovité — Aspergillaceae. Rod Aspergillus s velkym
poctem druhti je rozsifen po celém svété. Vyskytuje se v pade, ucastni se rozkladnych
procest v ptirod¢, kromé toho byva nalézan na rtiznych substratech — picninéach, zrni,
zelenin€ a ovoci. Nekteré druhy maji znacny primyslovy vyznam (Aspergillus flavus,
A. oryzae, A. tamarii). Krom aflatoxini produkuji i jiné zajimavé latky — alkaloidy
festuklavin, fumigaklaviny A a B (A. fumigatus), fibrinolyzin (A. fumigatus) (Fragner,
1984).
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http://www.mycology.adelaide.edu.au/Fungal_Descriptions/Zygomycetes/Absidia/

Obr. 12 Aspergillus fumigatus na Czapkov¢ agaru po 7 dnech ristu pii 25 °C

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Aspergillus_fumigatus.jpg

Obr. 13 Rod Asperillus na Sabouraudové gluk6zovém agaru s chloramfenikolem

http://www.flickr.com/photos/neilhawthorne/170633329/

Trichophyton mentagrophytes (TM)
Nékteré druhy lze oznalit jako geopolitné rozsifené. RozliSujeme tfi druhy

dematofytl — zoofilii, antropofilni, geofilni. TM patii mezi antropofilni druhy.

Zpusobuje dermatofytdzy vlasaté ¢asti hlavy, trupu a koncetin, intertrigen6znich
ploch, nohou, rukou, nehtti; systémova a organova onemocnéni (Fragner, 1984). Pro
vznik onemocnéni je predisponujicim faktorem zaparka ¢i mista s navzajem se 0 sebe

otirajici k0zi (podpazi, tfisla).
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Obr. 14 Mikrokonidie, makrokonidie a spiralni vlakna T. mentagrophytes.
http://www.mycology.adelaide.edu.au/Fungal_Descriptions/Dermatophytes/Trichophyt
on/mentagrophytes.html

Obr. 15 Kultura Trichophyton mentagrophytes na Sabouraudové gluk6zovém agaru.

http://www.mycology.adelaide.edu.au/Fungal_Descriptions/Dermatophytes/Trichophyt
on/mentagrophytes.html
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3.4 ONEMOCNENI VYVOLANA HOUBAMI

Rozeznavame 4 zplusoby poskozeni ¢lovéka houbami:
3.4.1 MYCETISMY

Jedna se o alimentdrni otravy nasledkem poziti plodnic vysSich hub a intoxikaci

jejich toxiny (Buchta, 1998).
3.42 MYKOTOXIKOZY

Otravy toxiny nebo jinymi toxickymi latkami sekundarniho metabolismu hub,

které jsou obvykle souc¢asti kontaminované potravy (Buchta, 1998).
3.4.3 MYKOALERGIE

Jsou hypersenzitivni reakce imunitniho systému hostitele na antigenni stimulaci

houbového alergenu (Buchta, 1998).

3.4.4 MYKOZY

3.4.4.1 Povrchové mykozy

Ze vsech mykoz nejbéznéjsi a vSeobecné rozsifena onemocnéni kize, vlasi,

nehtt a sliznic (Greenwood, 1999).
1) DERMATOMYKOZY

Postihuji keratinizované vrstvy kize, vlasové folikuly, nehtové liZko a valy
(Buchta, 1998). Jsou vyvolavany plisnémi zvanymi dermatofyty. Oznacuji se
dermatofytoza, nebo tinea (napf. tinea pedis, tinea capitis). Jsou zptsobovany asi
dvaceti druhy dermatofytli, nejcastéjSi pivodci onemocnéni v Evropé jsou:
Trichophyton rubrum, T.mentangrophytes, T. verrucosum, Epidermophyton
floccosum, Microsporum canis. Dermatomykozy se §ifi pfimym nebo nepfimym
kontaktem s infikovanou osobou nebo zvitetem (koupalisté, sprchy, ruéniky,
hiebeny) (Greenwood, 1999). Onemocnéni je doprovazeno imunitni reakci,
projevujici se patologickymi zménami hlubSich partii kize (Buchta, 1998).
Nékdy se infekce projevuje jen suchym olupovanim nebo hyperkeratdzou,
Cast€ji drazdénim, z€ervenanim, otokem a tvofenim puchyikl. Infekce na téle,

Vv obliceji a kstici se $ifi jako prstencové 1éze.
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Tinea pedis vétsinou postihuje meziprstni prostory, ale mize se Sifit i na
chodidlo, casto se vyviji bolestivd sekundarni bakteridlni infekce. Pti infekci

nehtu se nehet odbarvuje, ztlust'uje, zveda a droli.

Tinea capitis — infekce vlasaté ¢asti — tvoii se lupy a vypadavaji vlasy. Houba

proniké do vlasaté ¢asti hlavy, kde se hyfy segmentuji na fetézce artrokonidii.

Infekce ve slabinach, na rukou a nehtech je téméf vzdy az druhotnd po

primarnim postizeni nohou (Greenwood, 1999).

2) POVRCHOVA KANDIDOZA

Je rozsifena po celém svéte, postihuje kiizi, nehty a sliznici ust a pochvy,
kandidoza sliznic se bézné nazyva moucénivka. Candida albicans se izoluje z 80-
90% vsech kandidéz, ale vyskytuji se i jiné druhy — Candida parapsilosis,

C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei.

Kandidy se vyskytuji v malém mnozstvi v bézné flote; prertstaji a zpisobuji
infekci pfi zdsahu do normdlni flory nebo pii sniZzeni celkové rezistence

organismu nemoci.

Infekce sliznic — tvofi se ohrani¢ené bilé skvrny, mohou i splyvat a vytvaiet

pseudomembrany tvarohového typu. Vagindlni kandid6éza je Casta zejména
Vv t€hotenstvi, pfi postizeni jsou bilé 1éze na epitelu vulvy, pochvy a cervixu

doprovazeny svédénim, Skrabanim a bilym tvarohovitym vytokem.

Infekce kiize a nehtd — vyskytuje se v misté vlhké zapaiky, axilach, tfislech, na

perineu, pod prsy a nékdy mezi prsty. U déti se projevuje jako dermatitida pod

plenkami.

Chronické kandidoza ktize a sliznic — vzacna forma kandidozy, kterd se objevuje

v détstvi a prechdzi v perzistujici, nékdy granulomatozni infekci Ust, kiize a

nehtti. Néktefi pacienti maji maly defekt ve funkci lymfocytt a neutrofili.

3) JINE POVRCHOVE INFEKCE

Infekce klze a nehtdl mohou zplsobovat také plisné, které nepatii

k dermatofytim.
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Tinea nigra — povrchové asymptomatiké onemocnéni, charakterizované
pigmentovymi skvrnami rizné velikosti, obycejné na dlanich a chodidlech,

zpusobené Phaeoannelomyces werneckii.

Pityriasis versicolor — chronicka infekce stratum corneum, zpusobena lipofilni

kvasinkou Malassezia furfur, projevuje se odbarvenymi skvrnami na kuzi.
M. furfur se bézn¢ vyskytuje na kizi a vétSina infekci je endogenni. Je Casta

Vv tropech a postihuje mladé dospélé lidi.

Bild piedra — onemocnéni vyvolané kvasinkovym mikrobem Trichosporon
beigelii, projevujici se svétlehnédymi uzliky rizné velikosti na vlasové pochve,
nejcastéji v axile.

Cern4 piedra — vyvolava ji Piedraia hortae, charakteristicka je pfitomnost
¢ernych tuhych uzlikii v priméru az 1mm, nejcastéji ve kstici, vyskytuje se ve

vlhkém tropickém podnebi (Greenwood, 1999).

3.4.4.2 Podkozni infekce

Houbové infekce, jejichz vznik je obvykle podminén traumatickou inokulaci
mykotického agens, postiZzeny jsou hlubsi vrstvy dermis, subkutanni tkan¢, popf. i kosti.
Onemocnéni se manifestuje typickymi koznimi a podkoznimi lézemi. Vyskytuji se

hlavné v tropickych oblastech (Buchta, 1998).

Chromoblastomykéza — bradavic¢naté 1éze pokryté strupy (Fonsecaea pedrosi,

F. compacta, Phialophora verrucosa, Exophiala dermatititdis, Cladosporium
caririoniti)

Feohyfomykéza — nespecifické solitirni podkozni 1éze zpiisobené cerné

zbarvenymi houbami

Sporotrich6za — chronické hnisavé granulomatézni onemocnéni kiize a podkozi

(Sporothrix schenchii)

Rinosporidéza — chronické granulomatézni postizeni sliznic a klZe,
charakterizované tvorbou rozsdhlych polypli nebo bradavicovych 1ézi v nose

nebo ve spojivce (Rhinosporidium suberin)(Greenwood, 1999).
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3.4.4.3 Systémové mykozy

Onemocnéni postihujici jeden nebo vice organti, kterd mohou diseminovat a

prejit do septického stavu, zvlasté u imunoalterovanych pacientd.

1) PRIMARNI MYKOZY

Infekce zplisobené dimorfnimi houbami, v nékterych ptipadech kvasinkou

Cryptococcus neoformans (Buchta, 1998).

Infekce vyvolané dimorfnimi houbami

e BLASTOMYKOZA — chronicka infekce plic, ktera se mize §ifit do

dalsich tkani, na kdzi a do kosti.

¢ KOKCIDIOIDOMYKOZA — asymptomatické nebo spontanné se hojici
plicni onemocnéni, které se muze vyvinout V progresivni sekundarni

smrtelnou infekci.

e HISTOPLASMOZA — bezpiiznakové nebo relativné mimé plicni
onemocnéni, u kterého je nékdy pozorovano akutni chiipkové

onemocnéni s horeckou a neproduktivnim kaslem.

e PARACOKCIDIOIDOMYKOZA — postihuje plice, sliznice, kizi a
lymfaticky systém. Nelécené konci smrti (Greenwood, 1999).
Kryptokokoza

Puvodcem je opouzdiena kvasinka Cryptococcus neoformans, zpisobuje
onemocnéni CNS, ackoliv primarni je postiZeni plic. Vyskytuje se sporadicky na

celém svéte, ale hlavné u pacient s AIDS (Greenwood, 1999).

2) SEKUNDARNI MYKOZY (oportunni mykézy)

Infekce imunoalterovanych pacient zptisobenych oportunnimi houbami,

které pro zdravého jedince neptedstavuji realné nebezpeci (Buchta, 1998).

e KANDIDOZA - je lokalizovand napf. v motovém ustroji, jatrech,
ledvinach, na srde¢nich chlopnich (endokarditida), meningach, duting

btisni nebo diseminovand a spojend se sepsi. Nejcastéjsim plivodcem je
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Candida albicans, casto Candida tropicalis, Candida glabrata.

Nejcastéji se projevuje u pacientll po operaci nebo pfi imunosupresi.

ASPERGILOZA — onemocnéni vyvolava Aspergillus fumigatus,

A. niger, A. flavus, A. terreus, A. nidulans. Postihuje nejcatéji plice, ale i

vedlejsi nosni dutiny a povrchové tkané.

©)

Alergicka aspergiloza se vyskytuje u atopii se zvySenou
hladinou IgE, n¢kolik hodin po expozici se dostavi dusnost,
horecka a tnava, opakované ataky maji za nésledek
progresivni poskozeni plic. Vznikd syndrom plice sladka,
projevujici se u pivovarskych dé€lnika, ktefi pracuji

S jemenem.

Aspergilom — houba kolonizuje jiz vytvofené (tuberkuldzni)
dutiny v plicich a vytvafi kompaktni koule mycelia.

Pacienti jsou bez ptiznaki nebo maji jen mirny kasel.

Invazivni aspergiléoza se vyskytuje u osob se snizenou
imunitou, majicich né&jaké tézké onemocnéni. Jsou
napadeny plice, kde se aspergilus mnozi a ni¢i tkan, pronika

do cév a zplisobuje trombozu.

Endokarditida se vyskytuje u pacientdl po chirurgickém

vykonu na otevieném srdci.

Granulom ve vedlejSich nosnich dutinach, aspergilus
kolonizuje paranazalni dutiny, odkud se §ifi do o¢nice a

mozku .

ZYGOMYKOZA (muromykéza) — pomémé vzacné onemocnéni

v

zpusobené plisnémi rodu Mucor, Absidia, Rhizopus. Nejznaméjsi je

mozkova forma, vyskytuje se u pacientd s diabetes mellitus, leukémii

nebo lymfomem (Greenwood, 1999).

25



3.5 LABORATORNI DIAGNOSTIKA VLAKNITYCH HUB A KVASINEK

VLAKNITE HOUBY- diagnostika spo¢iva v hodnoceni makroskopického
vzhledu primokultur (pfipadné ve vzhledu vpichovych a izolovanych kolonii), soucasné

s mikroskopickym obrazem kultur.

KVASINKY - rutinni diagnostika kvasinek je zamétena predev§im na prukaz
druhu Candida albicans, ktery je v lidském infekénim materialu nejcastéjsi. Pouzivaji
se rychlé metody jako napf. hodnoceni barvy na chromogennich médiich nebo test
indukce tvorby kli¢nich hyf. Jestlize je vylouc¢ena moznost, Ze jde o C. albicans, kultury
se preizoluji a provedou se znich cukerné nebo dusikové auxogramy, piipadné

zymogramy a dalsi zkousky ke zjisténi druhu kandidy (Fragner, 1984).

Uspéch laboratorni diagnostiky zalezi na spravné odebraném vzorku a na

ptesnych tdajich sdélenych laboratofi.

Nejvhodnéjsimi vzorky pro vySetfeni povrchovych mykéz jsou: odloupnuté
Supinky ktize, ¢asti nehtu a seskrab kstice obsahujici vlasové kotfinky a kozni Supinky.
Pti podezfeni na kandidézu se odebiraji stéry ze sliznic a odesilaji se o laboratofe,
nejlépe v transportni pad€. U podkoznich infekci jsou nejvhodnéjSimi vzorky krusty,
seskraby, aspiraty hnisu a biopticky material. Pti systémovych infekcich se odebiraji

vzorky z co nejvétsiho poétu mist.
3.5.1 PRIME MIKROSKOPICKE VYSETRENI

Vétsinu vzorkl Ize vySettit ve vlhkych preparatech po ¢astecném natraveni tkané
10-20% hydroxidem draselnym ¢i sodnym. Preparaty obarvené dle Grama se pouZzivaji
pro diagnézu kvasinkovych infekci sliznic, fluorescenc¢ni znazornéni lze pouzit pti
vySetieni tkani a natéra.

Histologické vysetieni je vhodné k prikazu invazivniho onemocnéni, neni vSak
proveditelné u pacientli dlouhodob& vazné nemocnych a zeslablych. Pro barveni se
pouzivaji specidlni metody — barveni Schiffovou netodou (PAS) a metodou stiibfeni

podle Grocotta a Gomoriho (Greenwood, 1999).
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3.5.2 KULTIVACNI VYSETRENT{

v

Vétsina patogennich hub se snadno kultivuje. Nejuzivanéjsi je Sabouraudiuv
agar, jez je slozen z glukdézy a 4% sladového agaru. K potlaceni bakterii se dopliiuje
chloramfenikolem a u saprofytickych hub cykloheximidem (Greenwood, 1999). Pii
nékterych infekcich mutzeme vSak na agaru s cykloheximidem dostat vysledky
zkreslené, jelikoz cykloheximid inhibuje rust celé¢ fady vldknitych hub a nékterych
kvasinek (napi. Candida parapsilosis), nikoliv vsak Candida albicans. Proto pfi
podezieni na smiSené infekce dermatofytii s kvasinkami, pfipadné jinymi houbami,
pouzivame soucasné¢ pudy s chloramfenikolem a cykloheximidem, tak pudy jen

s chloramfenikolem (Fragner, 1984).

Kultivaéni vySetfeni poskytuje jednoznaény vysledek, kdyz se izoluje znamy

patogen nebo kdyZ se houby izoluji z normaln¢ sterilniho mista (Greenwood, 1999).

3.5.2.1 Zivné pidy (Fragner, 1984)
e SABOURAUDUV GLUKOZOVY AGAR s chloramfenikolem

e SABOURAUDUYV GLUKOZOVY AGAR s chloramfenikolem a

cykloheximidem

e ZIVNA PUDA S INDIKATOREM PRO PESTOVANI DERMATOFYTU -
vSechny dermatofyty se na této ptivodné zluté pudé zbarvuji Cervené a také
¢ervené zbarvuji ptidu v okoli. Podobnou reakci davaji néktefi mikrobi, vzacné
kvasinky i n¢které¢ vlaknité houby, které vsak lze od dermatofyti vétSinou

snadno rozlisit podle vzhledu kolonii.

e N-AGAR PODLE GEORGOVE k rozliSeni Trichophyton megninii a

Trichophyton rubrum
e CZAPEK-DOX - ptda vhodna pro aspergily, penicilia a scopulariosis.

e RYZOVY NEBO KUKURICNY AGAR - hodnotime charakter mycelia a
tvorbu charakteristickych morfologickych utvari (napf. chlamydospor u

C. albicans)

e PUDA PRO SUBKULTURY Pityrosporum orbiculare a P. ovale

27



CHROMOGENNI MEDIA napt. HardyCHROM ™ Candida je selektivni
médium doporucené pro izolaci a identifikaci kvasinek. Toto médium umoziuje
rozliseni C. albicans, C. tropicalis a C. krusei, zalozené na rozdilech
v morfologii a barvé kolonii. Toto médium usnadnuje detekci smiSenych kultur

kvasinek (www.hardydiagnostics.com).

e S ST
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C. parapsilosis

N\ C. glabrata P
N (C. krusel) =225

Obr. 16 CHROMagar Candida ukazujici rizné barevné rozliseni kvasinek na
chromogennim médiu C. albicans (zelenda), C. tropicalis (modra),

C. parapsilosis (bila) a C. glabrata (rizova).

http://www.hardydiagnostics.com/catalog2/hugo/HardyCHROMCandida.html

3.5.2.2 Soucasna laboratorni diagnostika kvasinek

TEST INDUKCE TVORBY KLICNICH HYF - je zakladnim dikazem
Candida albicans. Je zalozen na tvorbé tzv. germ tubes, tj. zahajeni ristu hyfy
Z ptivodné ovalné kvasinkovité buiiky po tfihodinové inkubaci suspenze bunck
Vv Cerstvém komiském séru (pozn. autora: v souCasné dobé se spiSe pouziva

bovinni sérum nebo synteticka média) pii 37°C (Janderova, 1999).
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http://www.hardydiagnostics.com/catalog2/hugo/HardyCHROMCandida.html

Obr. 17 Germ tube test (test indukce tvorby kli¢nich hyf),identifikace C.
albicans. Produkce tzv. germ tubes C. albicans v plazm¢ po 2-3 h. inkubaci pii
37°C.

http://www.mycology.adelaide.edu.au/gallery/photos/candida26.html

HODNOCENI RUSTU NA NUTRICNE CHUDYCH MEDIICH — hodnotime
mikromorfologii kultur narostlych na kukuficném ¢i ryzovém agaru. Sledujeme
pritomnost a usporadani mycelia a tvorbu charakteristickych morfologickych

utvart napt. chlamydospor u C. albicans.

CUKERNE AUXANOGRAMY nam ukazuji jaky cukr (nebo jiny zdroj uhliku)
je schopna kultura asimilovat. Po naockovani kultur na Zivnou pidu pfiloZzime
na povrch agaru cukerné disky. Jestlize je kultura schopna latku asimilovat,
projevi se rust mléénym zakalenim Vv okoli disku. Odecitdme po 24 a 48

hodinach (Fragner, 1984).

DUSIKATE AUXANOGRAMY nam ukazuji, ktery zdroj dusiku je kultura

schopna asimilovat (Fragner, 1984).

ZYMOGRAMY (zjistovani kvasnych schopnosti) — pouzivame fady tekutych
pud obsahujicich riizné cukry a acidobazicky indikator, odecitame po 24 a 48

hodinach a sledujeme zménu barvy pidy (Fragner, 1984).
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Obr. 18 Uni-yeast-Tek znazornujici ruzné zkousky schopnosti asimilace. Deska

pouzivana pro identifikaci kvasinek.

http://www.doctorfungus.org/imageban/index_enlarge.pl

3.5.3 NEKULTIVACNI METODY (www.detskaonkologie.cz)

e ANTIGENY BUNECNE STENY

o Galaktomannan — polysacharid aspergili a nékterych dalsich

vlaknitych hub (Penicillum spp., Paecilomyces spp., Alternaria spp.).
Slouzi k detekci invazivni aspergil6zy a to dvéma metodami S riznou
citlivosti — latexova aglutinace (Pastorex® Aspergillus) a ELISA
(Platelia® Aspergillus). Nekterd betalaktamova antibiotika zptsobuji
faleSnou pozitivitu ELISA testu (Tazocin®, Augmentin®, Ampicilin
Pliva®), proto je nutno jednotlivé SarZe pouZzivanych antibiotik

predem testovat.

Mannan — tvoii cca 40% polysacharidii bunééné stény kvasinek,
slouzi k detekci invazivni kandidozy a to dvéma metodami S riznou
citlivosti — latexova aglutinace (Pastorex® kandida) a ELISA
(Platelia® Candida AQ)

Glykuronoxylomannan — detekuje se latexovou aglutinaci (Parotex®

Crypto Plus)
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o (1,3)-B-D-Glukan — hlavni polysacharid bunééné stény hub, ktery je
na rozdil od galaktomannanu integralni souc¢asti skletu bunééné stény,
slouzi k detekci invazivni mykoézy. Existuji dva komer¢ni sety
vyuzivajici amébocyty ostrorepa Glucatell®/ Fungitell® (Associates
of Cape Cod), Fungitec-G glukan detection test (Seikagaku)

e PROTILATKY

o Antimannan — poziva Sse Vv kombinaci s detekci mannanu, coz
zvySuje senzitivitu testu. Prokazuji se obvykle Ouchterlonyho

dvojitou imunodifuzi.

3.6 LECBA HOUBOVYCH INFEKCI

K1écbé se uziva ve srovnani s antibakterialnimi latkami pomérné malo
antimykotik. Je to proto, ze lidské bunky i bunky hub jsou eukaryotni a ze vétSina latek,
jez ma smrtici G€inek na patogenni houby, je pro hostitele toxicka. Proto téméf vSechna
antimykotika vyuzivaji rozdilnost sterolit bunééné membrany hub. VétSina antimykotik
je urCena klokalnimu pouziti a jen ncktera se pouzivaji celkové. Pii néckterych
systémovych infekcich je vhodnd kombinace antimykotik (napf. pfi kombinaci
nefrotoxického amfotericinu B a flucytosinu, lze amfotericin podavat v nizsi davce a
snizit tak pravdépodobnost vzniku rezistence K flucytosinu) (Greenwood, 1999).
Incidence i zavaznost mykédz v poslednich letech dramaticky vzrostla, zejména
nasledkem pokrokd v chirurgii, v terapii zhoubnych nadort a v kritické péci provazené
zvySenym pouzivanim antibiotik se Sirokym spektrem ucinku i dasledkem epidemie
HIV. Tyto zmény vyvolaly zvySeni poctu pacientii ohroZzenych houbovymi infekcemi.
Farmakoterapii mykoz revoluéné ovlivnilo zavedeni relativné netoxickych peroralnich
azolovych derivatd. Bohuzel se objevily azolrezistentni houby, to ptineslo nové tkoly.
Slibné se zdaji dvé nové tfidy antimykotik, analogy echinokandinu a nikkomyciny.
Antimykotika dostupna v soucasné dobé¢ se déli na ne¢kolik skupin: celkové (peroralné
nebo parenterdln¢) podavana antimykotika pro terapii systémovych infekci; peroralné
podavana antimykotika pro terapii mukokutannich infekci a lokaln€¢ podavana

antimykotika pro terapii mukokutannich infekci (Katzung, 2001). Pro klasifikaci
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antimykotik je nejvyhodnéjsi rozdéleni podle chemické struktury, které zahrnuje

zakladni klinicky pohled z hlediska ucinku a podle zptisobu podani.

3.6.1 ANTIMYKOTICKA ANTIBIOTIKA
3.6.1.1 Polyenova antimykotika

Amfotericin B (AMPHOCIL i.v. inj., inj. sic, AMPHOTERICIN B SQUIBB,
komplex s lipidy ABELCET inj. sic.)

Amfotericin B je antifungalni antibiotikum vyrobené z produkti Streptomyces

nodosus.

Jedna se o makrolidové polyenové antimykotikum se systémovym ucinkem. Je
témet nerozpustné ve vodé, a proto se piipravuje jako koloidni suspenze amfotericinu B
a deoxycholatu sodného pro intravendzni injekci (Katzung, 2001). Je dostupny i
v pfipravcich na tukovém nosi¢i, jejichz farmakokineticko-farmakodynamické
spektrem uclinku a nejmensim vyskytem rezistenci. Je lékem volby u infekei

aspergilovych a mukormykoézy (Lincova, 2007).

Mechanismus ucinku: amfotericin ma selektivni fungicidni ucinek, protoze
vyuziva rozdild lipidového slozeni bunéénych membran hub a savcl. Sterol bunécné
membrany hub ergosterol se vyskytuje v bunééné membrané hub, zatimco pievazujici
sterol u bakterii a ¢loveka je cholesterol. Amfotericin se vaze na ergosterol a porusuje

permeabilitu burniky tim, ze vytvaii v bunééné membrané pory (Katzung, 2001).

Farmakokinetika: amfotericin se po perordlnim podani nevstiebava, vysoce se
vaze na plazmatické bilkoviny a jeho distribu¢ni objem je obrovsky, coZ souvisi rovnéz
vysokou vazbou na membranové struktury (cholesterol). Spatné pronika do hiife
prokrvenych tkani a télesnych tekutin. Moc¢i se vylucuje velmi malo, takze zhorSeni
rendlnich funkci plazmatickou hladinu neovlivni. Amfotericin nelze odstranit

hemodialyzou.

Nezédouci ucinky: jsou jednak akutni a jednak chronické. Z akutnich
nezadoucich pfiznakid je to horecka, tfesavka, rigor, nauzea a zvraceni, bolesti hlavy,
svalstva a kloubt, koliky, prijem a alergické reakce. Chronické nezddouci ucinky

pfedstavuji pfedevsim projevy nefrotoxicity s naslednou elektrolytovou dysbalanci.
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Klinické pouziti: pozivd se u nemocnych s mykotickymi infekcemi, jestlize
vyvolavajici agens je citlivé na jeho ucinky a infekce je progresivni a potencialné zivot
ohrozujici. Profylakticky se podava nemocnym pievazn¢ po protinadorové IéCbe,
S horeCkami a granulocytopenii, ktefi jsou 1éCeni Sirokospektrymi antibiotiky a

pacientlim po transplantaci organu — jater, srdce a kostni dfen¢ (Lincova, 2007).

OH OH

HO OH
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Obr. 19 Amfotericin B

Nystatin (FUNGICIDIN Léc¢iva ung., MULTILIND ung., liposomalni 1ékova forma
NYOTRAN)

Lokélni polyenové antibiotikum S fungicidnim a fungistatickym twUc¢inkem
produkované kmenem Streptomyces noursei, ma stejny mechanismus ucinku jako

amfotericin B tj. vytvaii v membran¢ pory (Katzung, 2001).

Do spektra ucinku patii hlavné kvasinkové mikroorganismy rodi: Candida,
Rhodotorula, Torulopsis, Trichosporon. Dobie ptsobi na mikromycety rodu
Aspergillus. Nystatin je indikovan u povrchnich kandidéz (analni, interdigitalni,
ingvinalni, axilarni, intramamalni, a jiné intertrigin6zni kandid6zy, kandidové

paronychie) (Lincova, 2007).

Nystatin se vyznamnéj$i mérou neadsorbuje z kuze, sliznic ani z traviciho
ustroji, proto je jeho toxicita malo vyznamnd. Nepiijemna chut mimoto jest¢ Casto

limituje jeho peroralni pouziti (Katzung, 2001).
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Obr.20 Nystatin

Natamycin (PIMAFUCIN crm., lig., PIMAFUCORT ung., crm., lot.)

Je lokalni polyenové antimykotikum izolované z aktinomycety Streptomyces
natalensis. Mechanismus fungistatického tu¢inku spoc¢iva ve vazbé na membranu hub.
Pisobi na Sirokém spektru hub (kvasinky, dermatofyta, plisn€, bifazické houby), ale
terapeuticky lze vyuzit G¢inek proti kandidam a Trichchomonas vaginalis. Je indikovan
u kandidozy ustnich koutkd, kandidové vulvitidy a balanitidy, erosio interdigitalis a

intertrigo candidomycetica, kandidové paronychie a onychomykézy (Lincova, 2007).

9] OH

HO OH
NH,

Obr. 21 Natamycin
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3.6.2 ANTIMETABOLITY
Flucytosin (ANCOTIL Roche tbl., inj.)

Je systémové antimykotikum s Uzkym spektrem ucCinku, které je jedinym
zastupcem antimetaboliti. Do builky mikromycet je transportovan aktivné
(cytosinpermeasa), kde je deaminovan na 5-fluoruracil a pak je inkorporovan do RNA
s vyslednou inhibici syntézy nukleovych kyselin (Lincova, 2007). Pivodné byl vyvinut
v 50. letech jako potencionalni antineoplastikum, pozdéji se zjistilo, ze neucinkuje na
nadorové bunky, ale inhibuje citlivé kmeny Aspergillus, Candida, Cladosporium a
Cryptococcus (Hartl, 1992). V monoterapii je indikovan jen vyjimecéné (vzhledem
K rychlému vyvoji sekundarni rezistence) pii chromomykéze a ke kratkodobé 1écbé
mykotickych infekci mocovych cest. V kombinaci (s amfotericinem B nebo azolovymi
antimykotiky) se vyuziva k terapii orgdnové kandidozy, kryptokokdzy (i nitrolebni),

wewvr

prechodné zvySeni jaternich test, dale projevy intorelance ptfedev§im ze strany

H
N 40
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F
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2

traviciho ustroji (Lincova, 2007).

Obr. 22 Flucytosin

3.6.3 AZOLOVA ANTIMYKOTIKA
3.6.3.1 Systémova azolova antimykotika

Azolova antimykotika jsou syntetické latky, které ptedstavuji jednak star$i
imidazoly (mikonazol, ketokonazol), jednak novéjsi triazoly (flukonazol, itrakonazol a
dalsi).

Mechanismus fungistatického ucinku je spole€ny a spociva v inhibici enzymil
kone¢né faze ergosterolu v membrané hub. K inhibici konverze lanosterolu na

ergosterol dochazi prostiednictvim enzymu C-14-a-demetylasy, jejiz katalyticka aktivita
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je zavisla na cytochromu P-450; jeho blokéada je kli¢ovym krokem ucinku azolovych
antimykotik. Inhibici syntézy membranovych struktur azolova antimykotika blokuji u
dimorfnich hub morfogenezi z kvasinkové do mycelidlni formy. Rezistence na azoly se
postupné stavd klinickym problémem, tak jak se zvySuje pouzivani této skupiny

antimykotik v klinické praxi.

Klinicky se pouzivaji predev§im u kandidovych infekci. S vyjimkou
itrakonazolu nejsou pouzitelna u aspergiloézy, zadny z azolovych derivati neni u¢inny

vuci mukormykoze.

Mikonazol (KLION-D 100 vag.tbl.)

Nejstarsi azolové antimykotikum, je nahrazovano nov¢jSimi derivaty. Mikonazol
je Sirokospektré syntetické lipofilni imidazolové antimykotikum. Indikace mikonazolu
jsou predevsim systémové kandidézy (terapeuticky i profylakticky), kryptokokodza,
dermatomykozy tézs§iho klinického pribéhu a dale endemické mykoézy, blastomykdzy,

histoplazmoza, kokcidioidomykdza, chromomykoéza a nokardiéza (Lincova, 2007).

Cl Cl Cl

@N Cl

Obr. 23 Mikonazol

Ketokonazol (NIZORAL tbl., sus., shp., crm.)

Prvni peroralni azol zavedeny do praxe (Katzung, 2001). Jedna se o
Sirokospektré syntetické lipofilni imidazolové antimykotikum. Vyznamné se akumuluje
v ktzi, kde pretrvava az 5 dni po vysazeni 1écby. Indikaci ketokonazolu jsou predevsim
infekce kize, vlasi a nehtt zpusobené dermatofyty nebo kvasinkami (dermatofytdza,
onychomykoéza, kandidova perionyxitida, pytiriasis versicolor, pytiriasis capitis,
foliculitis vyvolana Pytirosporum spp., chronickda mukokutanni kandidéza) za
predpokladu, ze tyto infekce nelze 1écCit topicky vzhledem k jejich lokalizaci, rozsahu

nebo hloubce postizeni kize, popf. pokud zistava topicka 1écba bez odezvy. Dalsi

36



indikaci jsou kvasinkové infekce gastrointestinalniho traktu (Lincova, 2007). Od
flukonazolu a itrakonazolu se lisi vét$i schopnosti inhibovat savéi enzymy sytému
cytochromu P-450 a je pro cytochrom P-450 hub méné selektivni nez novéjsi azoly.
Tato skutecnost ma dva dusledky: za prvé, inhibice lidského cytochromu P-450
ketokonazolem interferuje s biosyntézou steroidnich hormonti v kiife nadledvin a
v gonadach, a vyvoldva tak vyznamné endokrinni piiznaky, napt. gynekomastii,
neplodnost a nepravidelnost menstrua¢niho cyklu. Za druhé, interakce s cytochromem
P-450 mize zménit metabolismus jinych latek, a tim zvysit jejich toxicitu (Katzung,

2001).
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Obr. 24 Ketokonazol

Flukonazol (DIFLUCAN cps., MYCOMAX inf., sir.)

Novéjsi systémové triazolové antimykotikum pro parenteralni 1 peroralni podani.
Od ostatnich antimykotik se 1i§i farmakokinetikou (je hydrofilni), ma nejvyssi
terapeuticky index (ktery umoziuje pii riznych mykozach agresivnéjs$i davkovani
(Katzung, 2001), nejméné nezadoucich u¢inkl a lékovych interakci (Lincova, 2007).
Antimikrobialni spektrum zahrnuje Candida spp., které jsou citlivejsi, Cryptococcus
spp., drematofyty (Microsporum spp. a Trichophyton spp.), Blastomyces dermatitis,
Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum a dalsi. Flukonazol je zcela neucinny u
aspergilozy a u zygomykozy. Nezadouci G€inky jsou vétSinou nezavazné dyspeptické
obtize, bolesti hlavy, potize ze strany gastrointestindlniho traktu (bolesti bficha,
zvraceni, prijem), dale kozni exantém a asymptomatické zvySeni ALT. Vzacné miize
dojit — nezavisle na davce — k zavaznému toxickému poskozeni jaterni buriky s rizikem
letalniho zakonceni (Lincova, 2007). Flukonazol je azol volby pii 1écbé a sekundérni

profylaxi kryptokokové meningitidy. Ukazalo se, Ze intravendzné podany flukonazol je
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stejné ucinny jako amfotericin B pii léceni kandémie u pacientl s normalnim poctem
kandémie, vutocné 1 wudrZzovaci 1é€bé u imunokomprimovanych nemocnych,
kryptokokdzy (nitrolebni, plicni, kozni), dermatomykozy (tinea pedis, tinea corporis,
tinea crusis, onychomykodzy), systémové endemické mykozy (kokcidiomykozy,

parakokcidiomykoéza, sporotrich6zy, histoplazmoza) (Lincova, 2007).
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Obr. 25 Flukonazol

Itrakonazol (SPORANOX cps., sol.)

Systémové triazolové antimykotikum pro parenterdlni i perordlni podani.
Mechanismus uc¢inku spociva v inhibici syntézy ergosterolu (Lincova, 2007). Podobné
jako u ketokonazolu se jeho absorpce zvysuje pfijmem potravy a pii nizkém Zalude¢nim
pH. Itrakonazol neovliviiyje u savcl syntézu steroidli a mnohem méné¢ nez ketokonazol
ovlivituje jaterni metabolismus jinych latek. Itrakonazol je =z dostupnych azold
nejucinnéjsi, sniZzend biologickd dostupnost vSak mize jeho ucinnost limitovat.
Itrakonazol je azol volby pfi terapii onemocnéni vyvolanych dimorfnimi houbami a u
onychomykoz. Itrakonazol pronika do mista infekce nehtového lizka. Zde se hromadi a
pretrvava v nehtovych ploténkach po dlouhou dobu (6-9 mésicti). Vysoké procento
vyléceni se vysvétluje pravé jeho keratofilnimi vlastnostmi (Kellerova, 2007), uplatiuje
se také pfi terapii vyvolanymi histoplazmaty, blastomycetami, sporotrixy (Katzung,
2001). Je Gcinny i proti aspergilim avsak v této indikaci jde o latku druhé volby po

amfotericinu (Lincova, 2007).
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Obr. 26 Itrakonazol

Vorikonazol (VFEND inf. sic., tbl obd.)

Nejnovejsi systémové antimykotikum, dostupné v peroralni i parenteralni formé,
které se vyznacuje vysokou aktivitou na vétSinu kandid a fungicidnim uc¢inkem na
aspergily. Je 1ékem volby u prokdzanych aspergilovych infekci (Haber, 2007) a infekci

vyvolanych kandidami rezistentnimi na flukonazol (Lincova, 2007).

Obr. 27 VVorikonazol

Posakonazol (NOXAFIL sol.)

Predstavuje spolu s Vvorikonazolem druhou generaci triazold se Sirokym
spektrem uc¢inku na kandidy, Cryptococcus neoformans, a vlaknité houby, vcetné
Aspergillus spp., Scedosporium spp., a Fusarium spp. Posakonazol ma v souc¢asné dobé
s flukonazolem u kvasinek jsou madlo casté a navic jde o jedinny azol s klinickym

ucinkem na zygomycety (Racil, 2008).
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Obr. 28 Posakonazol

3.6.3.2 Lokalni azolova antimykotika

Jedna se o syntetické latky, které ptedstavuji skupinu latek s podobnym
mechanismem U¢inku, podobnymi farmakokinetickymi i farmakodynamickymi ucinky
a tedy 1 obdobnym klinickym pouzitim. Jde o dilezitd dermatologika, resp.
gynekologika.

Ekonazol (PEVARYL crm.,pst., lig., spr., lot.)

Obdobné jako ostatni azolova antimykotika — blokuje syntézu ergosterolu
vazbou na cytochrom P-450. Alteruje tak permeabilitu bun&né stény citlivych
mikroorganismit a dochazi k akumulaci toxickych peroxidu. Pusobi fungistaticky az
fungicidng na proliferujici houby, kvasinky a plisné. Uéinkuje také na bakteriostaticky
na vetSinu grampozitivnich bakterii, vC¢etné Propiniobacterium acnes. Primarné
rezistentni kmeny jsou vzacné, sekundarné odolné kmeny se vyvijeji pomalu. Ekonazol
je nedrazdivy. Indikaci ekonazolu jsou piedev§im dermatomykozy vyvolané
dermatofyty (trichofycie, epidermofycie, mikrosporie), kvasinkami (kandidozy),
fakultativné patogennimi houbami 1 plisnémi, déle smiSené bakteridlni a mykotické
infekce vyvolané dermatofyty nebo kvasinkami v kombinaci se streptokoky,

stafylokoky, nokardiemi, také pityriasis versicolor a erytrazma (Lincova, 2007).

40



Cl Cl Cl
O\Q/

Obr. 29 Ekonazol

Klotrimazol (CANESTEN crm,, lig., AKNECOLOR, CANDIBENE spr., crm.)

Lokélni azolové antimykotikum, jehoz mechanismus ucinku je obdobny jako u
ekonazolu. Plsobi fungistaticky az fungicidné na proliferujici houby, kvasinky a plisné,
bakteriostaticky na vétSinu grampozitivnich bakterii, véetné Propionibacterium acnes.
Primarné rezistentni kmeny jsou vzacné, odolné kmeny se vyvijeji pomalu. Indikaci
Klotrimazolu jsou dermatofytozy, kandidozy a keratomykozy (pytiriasis versicolor),
interdigitalni mykdzy, paronychie, balanitidy a wvulvitidy. Po vymizeni klinickych
priznakt a subjektivnich potizi je tfeba pokracovat v 1€¢bé, aby se zabranilo recidivam,

pramérna 1écba je 2—4 tydny (Lincova, 2007).
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Obr. 30 Klotrimazol

Fentikonazol (LOMEXIN crm.vag., tbl.vag.)

Lokalni azolové antimykotikum s vlastnostmi obdobnymi jako u ostatnich

lokalnich azolovych antimykotik (Lincova, 2007).
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Obr. 31 Fentikonazol

Tioconazol, Oxiconazol, Terconazol

Lokélni azolova antimykotika vyluéné wurCenda klécbé kandidovych

vulvovaginitid (Lincova, 2007).
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Obr. 32 Tiokonazol

3.6.4 ECHINOKANDINY

Chemicky jde o lipopeptidy o velké molekulové hmotnosti kolem 1200 kD se
zcela odliSnym mechanismem ucinku od ostatnich skupin antimykotik, cestou
biotransformace mimo enzymaticky systém cytochromu P-450, coz jednak umoziiuje
jejich pouziti v kombinaci prakticky se vSemi ostatnimi antimykotiky a jednak s tim
souvisi i minimum lékovych inetrakci (Hartl, 1992). Mechanismus uéinku spociva
v inhibici fungalni B-(1,3)-glukan syntetazy, coz vede k depleci glukanu v bunécné
sténé, jeji osmotické nestabilité a 1yze bunky (Rozsypal, 2008). Skutec¢nost, Ze cilové
misto pusobeni echinokandidi neni pfitomno v bufice savcl je vysvétlenim pro

minimalni toxicitu této lékové skupiny (Racil, 2008).
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Kaspofungin (CANCIDAS i.v. inj.)(www.cancidas.com)

Spektrum ucinku je Siroké, vedle kandid a aspergili je ucinny i na
Saccharomyces cerevisiae a na cysty Pneumocystis jiroveci, neni u¢inny proti
kryptokokiim. Echinokandiny brani kandidam v tvorbé biofilmu na umélém povrchu.
Maji dlouhy postantifungalni efekt (5-6 hodin) po jednohodinové expozici. Lék je velmi
dobfe snasen, rovnéz interakce nejsou vyznamné. Kaspofungin se zaradil k 1ékim prvni

volby v 1é¢bé invazivni kandidozy a kandémie (Rozsypal, 2008).

Anidulafungin (ECALTA), Micafungin (MYCAMINE)

Oba se vyznacuji u€innosti na kmeny kandid a aspergilii, naopak jsou neti¢inné
pii infekci vyvolanych Cryptococcus neoformans a jinymi vlaknitymi houbami krom
Aspergillus spp. (Racil, 2008). Anidulafungin rozsifil paletu echinokandinli a v ramci
této skupiny i indikaci 1. volby u nemocnych s invazivni kandid6zou a kandidemii. Je
indikovan zejména pii stfedné tézkych a tézkych infekcich u hemodynamicky
nestabilnich pacientii bez neutropenie nebo v klinickém stavu, ktery hrozi zhorSenim

(Haber, 2008).

3.6.3.2 OSTATNI ANTIMYKOTIKA
Griseofulvin (FULCIN tbl., GRISOVIN tbl.)

Benzofuranové, lipofilni antibiotikum s antimykotickym Uc¢inkem na

dermatofyty. Ziskava se z kment Penicillium griseofulvinum, Penicillium patulum.

Mechanismus uinku  spo¢ivd v denaturaci  proteinového  cytoskeletu
(mikrotubularniho aparatu bunky), po jehoZz dezintegraci se builka nemulze délit (tzv.
mikrotubularni jed). Funkéné jde o inhibici proteosyntézy a syntézy mRNA a zejména
naruseni vystavby bunétné stény, morfologicky pak o blokadu proliferace vlaknitych
vybézkl, hyf. Antimikrobialni spektrum je 0zké, plsobi pouze na dermatofyty
(Epidermophyton, Trichophyton, Microsporum), neni G¢inny na kandidy, aspergily,
aktinomycety ani bakterie. Rezistence vznikd vzacn€, neni zkfizend s jinymi
antimykotiky. Griseofulvin vykazuje zkfizenou alergii s penicillinem! Neni vhodny u

jaterni 1éze, porfyrie, systémového lupus erythematodes, v t€hotenstvi, béhem laktace a
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u novorozencl. Muzi by meli oddalit poceti béhem terapie a jesté alesponn 6 mésicii po

ni. Nezadouci ucinky nejsou ¢asté ani vaznéjsiho razu.

OCHs 5 oOcH,

[
(X0
H4CO o
HaC

Cl 3
Obr. 33 Griseofulvin

Terbinafin (LAMISIL gel)

Allylaminové antimykotikum analogu naftifinu. Blokuje syntézu ergosterolu
inhibici aktivity skvalenepoxidasy, na rozdil od azolovych antimykotik neinhibuje
procesy zavislé na cytochromu P-450 a nesnizuje tedy hladiny steroidnich hormond.
Fungicidni Gcinek je zpsoben inhibici enzymatické aktivity a intracelularni akumulaci
skvalent, vlastni nedostatek ergosterolu pro stavbu bunéc¢né stény se na antimykotickém
efektu podili fungistaticky. Antimikrobialni spektrum zahrnuje dermatofyty
(Trichophyton spp., Microsporum spp., Epidermophyton floccosum), kvasinky (Candida
spp., Pityrosporum spp., Scopulariopsis brevicaulis), plisn¢ (Aspergillus spp.), dimorfni
houby (Sporothrix schenckii, Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum) a
Dematiaceae spp. (Hendersonula toruloidea) a parazity (epimastigoty i amastigoty,
Trypanosoma cruzii). Terbinafin je vysoce lipofilni a keratofilni a postupné se
koncentruje v tukové tkani, vkuzi (ve stratum corneum jiz druhy den po podani
dosahuje 10x vysSich koncentraci nez v plazmé) a jejich adnexech (vlasovy folikul,
vlas) v nehtech (za 3 tydny jiz 1ze prokazat v odstfizeném nehtu) a sebu, nikoliv v potu.
Polocas eliminace ztkani je 4-5 dni se zachovanim, fungicidnich koncentraci vici
dermatofytim jest¢ 3 tydny po 1é¢bé. Na podkladé interakce vykazuje terbinafin
synergicky ucinek s ketokonazolem (az 30nésobné zvyseni) pii infekcich zptsobenych
Trypanosoma cruzii, potencuje ucinek triazolovych antimykotik. Terbinafin muze byt
pouzit predevsim k 1é¢bé dermatofytézy, aspergilozy a akauliozy (Scopulariopsis
brevicaulis) nehtu, kandidova onychomyko6za mezi jeho indikace nepatii (Skofepova,
2007).
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Obr. 34 Terbinafin

3.7 TESTOVANI ANTIMYKOTICKE UCINNOSTI IN VITRO

Laboratorni sledovani citlivosti ptivodcii myko6z k antimykotikiim se v soucasné
dobé stava nezbytnosti z nckolika divodi. Jednim z nich je skutecnost, Ze spolu se
vzestupem vyskytu mykotickych onemocnéni dochazi ke zintenzivnéni snah po
rozsifeni palety antifungélnich latek a vznika potieba porovnani jejich ucinku jesté pred
klinickym pouzitim. Dal§im divodem je zjevny vyskyt rezistentnich kmenti nékterych
hub, nutici oSetfujiciho 1ékafe k vybéru preparatu, ktery si zachoval in vitro G¢innost.
Laboratorni testovani citlivosti umoznuje také racionalnéjsi piistup k 1é¢bé mykoz
V tom smyslu, Ze vede oSetfujiciho 1ékare k diferencovanému, ¢asto vyrazné zvySenému
davkovani systémovych antimykotik. U onemocnéni, jejichZ piivodei jsou k danému
preparatu in vitro jen slabé citlivi — napf. nékteré kvasinky ke ketokonazolu - je
zdiivodnéno pouZiti 2-3 nasobnych davek léku. V téchto ptipadech se mohou hranice
mezi UCinnosti a toxicitou velmi pfiblizovat. Pfi hodnoceni vyznamu testovani
antimykotik in vitro vSak na druhé strané plati stejna omezeni jako pfi testovani latek
antibakterialnich. Ziskané vysledky vzdy vedou jen k relativnim, nikoliv absolutnim
zavérim o klinické pouZitelnosti daného preparatu. Stejné jako u bakteridlnich infekci,
nemuze ani u mykoz laboratorni model napodobit sloZitost klinické situace,

ovlivitované mnoha faktory a probihajici v fad¢ variaci (OtcenasSek, 1990).
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3.7.1. DIFUZNI DISKOVA METODA

Tato metoda stanovuje citlivost, resp. rezistenci agens podle velikosti zony
rustové inhibice diski obsahujicich urcité koncentrace antimykotik. Metoda je vhodna
jako orienta¢ni nebo vyhledavaci test k posouzeni polyent, azolt, 5-fluorocytosinu i
dalsich antifungélnich latek. Vyhodou je snadnost, rychlost provedeni a nevyhodou je
ne zcela pfesnd interpretace vysledkl, ovliviiovand riznym koncentracnim spadem
antimykotik v agaru, zptisobena variabilni rozpustnosti, schopnosti diftize a stabilitou

téchto latek (Otcenasek, 1990).

Principem diskového difizniho testu je méfeni priuméru inhibi¢ni zoény kolem
disku nasyceného urcitou koncentraci antimykotika. Tato zona je umérna citlivosti
daného kmene mikroba k antimykotiku a lze diky ni zafadit mikroba do kategorie

citlivy, intermediatné citlivy nebo rezistentni (Votava, 2005).

3.7.2 TESTY STANOVENI MINIMALNI INHIBICNI KONCENTRACE

Tyto testy umoznuji kvantitativni posouzeni citlivosti a poskytuji vysledky
pouzitelné nejen pro vybér vhodného antimykotika, ale i1 pro urceni optimalnich
1é¢ebnych davek. Jsou-li provadény v tekutych médiich, je jejich prednosti moznost
stanoveni minimalni fungicidni koncentrace, dal$i vyhodou je dosazeni homogenni
suspenze antimykotik a ziskdni vysoce ptfesnych hranic jednotlivych koncentraci.
Nevyhodou je pracnost téchto testil a moZnost odecitani chybného vysledku pfi pouZiti
nestandardniho inokula, pfi zavadach v dodrZeni inkubacnich teplot apod. Jako
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) je oznaCovana koncentrace, vedouci
k makroskopicky zjistitelné inhibici ristu testovaného organismu. Minimalni fungicidni
koncentrace (MFC) je koncentrace, pii které dochazi k devitalizaci tohoto organismu
(Otcenasek, 1990).

3.7.2.1 Zkumavkova dilu¢ni metoda (bujonova diluce)

Inhibice ristu testované houby se sleduje ve zkumavkach s tekutym médiem

v

antimykotika, pfi které nedochazi k makroskopicky pozorovanému rastu. Protoze u

nekterych preparatii dochazi pii urcité koncentraci pouze k ¢astecné ristové inhibici a
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hranice pro odeéitani jsou neostré, je tfeba ze srovnani s ristem organismu Vv kontrolni

zkumavce, neobsahujici antimykotikum (Otcenések, 1990).

3.7.2.2 Dilu¢ni mikrometoda

Tato metoda umoziiuje rutinni stanoveni MIC u vétSitho poctu antimykotik a
Vv celych souborech kmend. Jeji hlavni vyhodou je snizeni finan¢nich nékladd na
kultivacni ptidy 1 na antimykotika, jednoduchost a vysoka standardnost provedeni. Dalsi
vyhodou je moznost automatizace. Hodnotu MIC urcuje prvni jamka (v potadi

stoupajicich koncentraci), ve které neni zaznamenan rast (Otéenasek, 1990).

3.7.2.3 Agarova dilu¢ni metoda (plotnova modifikace)

Tato metoda je precizni, ale pracna a malo Uspornd, nehodici se pro rutinni
testovani. Jeji vyhodou je snadnost odecitani, nevyhodou nemoznost stanoveni MFC a
urcita zavislost vysledku na rozpustnosti a disperzité¢ antimykotika v agaru, ve kterém
nedochdzi k takovému kontaktu castic jako v bujonu. Metoda mé své opravnéni
Vv testovani azolovych chemoterapeutik, kde u bujonové modifikace je odecitani
hodnoty MIC komplikovano neostrymi hranicemi neinhibovaného ristu a uplné
inhibice. Schopnost ristu se hodnoti v fad¢ Petrino misek obsahujicich agarovou pudu
s odstupniovanymi koncentracemi antimykotika. Jako kontrola se povazuje standardni

kmen o znamé citlivosti (Otéenasek, 1990).

3.7.2.4 Agarova difuzni metoda — E-test

Jedna se o jednodnodussi, ale nakladnéjs$i metodu stanoveni MIC. Jde o prouzek
nasyceny antimikrobialni latkou ve stoupajici koncentarci, jeji hodnoty jsou na prouzku
vyznaeny. Prouzek se klade na misku ockovanou jako na diskovy difuzni test.
Vyslednd inhibi¢ni zona ma vejCity tvar, v misté kde jeji okraj protind okraj prouzku,

odecte se na vytisténé skale hodnota MIC (Votava, 2005).
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The Geraldine

Obr. 35 Fluconazole Etest a disk test pro Candida albicans
http://www.doctorfungus.org/imageban/index_enlarge.pl
3.7.3 TEST STANOVENI MFC

Koncentrace antimykotika potfebna k usmrceni testovanych agens se zjistuje
vyoc¢kovanim obsahu zkumavek, pouzitych v diluéni metodé¢ stanoveni MIC:
vyoCkovavaji se zkumavky bez zjevného rustu houby. Pti uziti mikrometody se
subkultivace provadi stejné, vyockovava se z jamek desticky, ve kterych doslo k rstové
inhibici. Test tedy pfimo navazuje na piedchozi stanoveni fungistatického ucinku
antimykotika zkumavkovou diluéni metodou (modifikace bujonem) nebo diluéni
mikrometodou. Mirou citlivosti je v tomto pfipadé MFC, udéavajici nejmensi mnozstvi
antimykotika, které je schopno v daném objemu kultiva¢ni pidy usmrtit exponovanou

houbu (Otcenasek, 1990).
3.7.4 TEST STANOVENI POLOVICNI RUSTOVE RYCHLOSTI

Tento test je vhodny pro houby s mycelidrnimi koloniemi, osvéd¢il se pfi
sledovani vétsiho souboru kment. Inokulum, odebrané z mycelia testovaného kmene se
ockuje do stfedu misek, ve kterych je rozlita vzestupné fada koncentraci antifungalni
latky v agarovém médiu. Mirou ucinnosti latky je takova koncentrace, ktera zpomali

rust kolonie na 50% (Otcenasek, 1990).
3.7.5 TEST KLiCIVOSTI SPOR

Pomérné presnd a citliva metoda. K suspenzi spor v zivném médiu se piridava
latka ve vzestupné fad¢ koncentraci, tato kapka se umisti na upravené podlozni sklo, po
24h. kultivaci, zjiStujeme zavislost mezi koncentraci a procentem klicivosti spor

(Otcenasek, 1990).
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 SCHEMA POKUSU

Pro testovani potenciondlni antifungalni aktivity latek, pfipravenych na Katedie
anorganické a organické chemie a Katedfe farmaceutické chemie a kontroly 1€¢iv nasi
fakulty, byla pouzita mikrodilu¢ni bujonova metoda. Tato metoda umoznuje rutinni
stanoveni MIC u vétSiho poctu antimykotik a v celych souborech kmenti. Cely pokus je

mozno rozdélit do né¢kolika etap:

e PRIPRAVA RUSTOVEHO MEDIA

e PRIPRAVA SUSPENZI TESTOVANYCH KMENU HUB
e PRIPRAVA REDICI RADY TESTOVANE LATKY

e PIPETOVANI DO MIKRODESTICKY

e VYHODNOCENI

MATERIAL
e PRISTROJE — laminarni box, termostat, mikroskop, vortex

e POMUCKY - sterilni mikrotitraéni desti¢ky s vicky, mikropipety, sterilni
Spicky, 12ti jamkovy rezervoar na médium, sterilni zkumavky, stojanky na

zkumavky, oCkovaci klicky, Biirkerovy komirky
e CHEMIKALIE

o RPMI 1640 (5x koncentrované definované rustové médium obsahuje
hydrouhli¢itano pufraéni systém a mnoZstvi aminokyselin a

vitamint) (kompletni sloZzeni RPMI 1640 viz. Ptiloha ¢.2)
o MOPS - 3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina
o DMSO - dimethylsulfoxid
o NaOH — hydroxid sodny

o Sterilni voda
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e TESTOVACI KMENY KVASINEK A VLAKNITYCH HUB
o Candida albicans CA ATCC 44859
O Candida tropicalis CT 156
O Candida krusei CK E28
0 Candida glabrata CG 20/I
O Trichosporon beigelii TB 1188
O Aspergilus fumigatus AF 231
O Absidia corymbifera AC 272

O Trichophyton mentagrophytes TM 445

4.2 METODIKA

4.2.1 PRIPRAVA RUSTOVEHO MEDIA

Ke 4 dilim MOPS s 1% glukézy ptidame 1 dil RPMI 1640, celkovy objem
zalezi na spotfeb€, resp. na poctu testovanych kmend, nasledné upravime pH do
rozmezi 6,5-7,9 ptidavkem nékolika kapek NaOH (pivodné Zluty roztok zméni barvu

na oranZovo-¢ervenou).

4.2.2 PRIPRAVA SUSPENZI TESTOVANYCH KMENU HUB

Z kultur kvasinek (vlaknitych hub) narostlych na Sabouraudové glukézovém
agaru odebereme malou ¢ast kolonie a resuspendujeme ji do sterilni vody ve zkumavce
(kazda zkumavka je pfesn¢ oznacena typem houby a obsahuje 3ml vody). Promichame
na vortexu a 12ul suspenze napipetujeme do Biirkerovy komirky. Stanovime pocet
bunék na 50 &tverctl. Hustota inokula u kvasinek je 1,0-2,5 x 10° cfu/ml, coZ odpovida
25-50cfu/50 ¢tverct. U vldknitych hub by méla byt hustota 100 bun¢k na 50 ¢tverc.

Takto ptipravena inokula hub vydrzi v lednici 14 dni.
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4.2.3 PRIPRAVA REDICI RADY TESTOVANE LATKY

Testovana latka musi byt dodéna s informaci o navazce a molekulové hmotnosti,
navazku rozpustime Vv pfislusném objemu DMSO (viz. ptiloha ¢.1) tak, aby 1. testovana
koncentrace byla 500pumol/l a zdroven koncentrace v jamce neptesahla 1%, promichame
na vortexu. Pokud latka v DMSO rozpusti nebo vytvoii homogenni suspenzi, do sterilni
zkumavky ¢. 1 napipetujeme 1,98ml ristového média a 20ul rozpusténé testované latky,
pokud se latka v DMSO nerozpustila, pfidame dalsi ekvivalentni mnoZzstvi
rozpoustédla, nebo mirn¢ zahiejeme. Kazdym piidanim rozpoustédla se posouva
koncentrace o jedno fedéni dozadu (z 500pumol/l na 250umol/l). Zkontrolujeme, zda se
latka v riistovém médiu nevysrazela, pokud ne, pfemistime tento roztok 1. testované
koncentrace do 12-ti jamkového rezervoaru, pokud ano, piidame dalsi ekvivalent
rustového média, ¢imz se snizi 1. testovanid koncentrace z 500pumol/l na 250umol/l.
Nasledné si pfipravime sterilni zkumavky 2-11 a pfipravime si dvojkovou fedici fadu
testované latky v DMSO: do kazdé zkumavky napipetujeme 0,5ml DMSO do
zkumavky €. 2 napipetujeme 0,5ml testované latky rozpusténé v DMSO, promichdme a
pfeneseme 0,5ml ze zkumavky 2 do zkumavky 3, pokracujeme az po zkumavku ¢. 11.
Do jamek 2-12 12ti jamkového rezervoaru napipetujeme 1,98 ml ristového média a
pridame 20ul natedéné testované latky (do jamky ¢.2 - ze zkumavky ¢.2, do jamky ¢.3 -

ze zkumavky ¢.3, atd.).

4.2.4 PIPETOVANI DO DESTICKY

Pomoci 12ti kanalové pipety napipetujeme 200ul ptislusného zasobniho roztoku
do tadkd A, B, C, D, E, G a H jedné mikrotitra¢ni desticky a do tolika tadkii druhé
desticky, kolik méame testovanych latek. Do kazdé jamky fadku A prvni desticky
napipetujeme 10ul piipravené suspenze Candida albicans CA ATCC 44859, tak
pokracujeme se vSemi pripravenymi suspenzemi testovanych kment hub po
jednotlivych tadcich. Do kazdé jamky druhé desticky napipetujeme 10ul pfipravené
suspenze Trichophyton mentagrophytes TM 445. Priklopime vickem a inkubujeme
Vv termostatu na 35°C — prvni desti¢ku 48 hod (odecet MIC za 24 hod a 48 hod), druhou
desti¢ku s dermatofytem 120hod (odecet MIC za 72 hod a 120 hod).
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Obr. 36 Pipetovani pomoci osmi kanalové pipety do mikrodesticky

http://www.splm.cz/Fotobanka?id=140

4.2.5 VYHODNOCENT{ (ODECET ICg)

Po wuplynuti inkuba¢ni doby hodnotime narGst v jamkach. Minimalni
koncentrace latky inhibujici rist houby, odpovida jamce, ve které dojde k 80%

potlaceni rustu kvasinky resp. plisné.

4.3 SEZNAM TESTOVANYCH LATEK

Do pokusu jsme zahrnuli latky syntetizované na Katedfe anorganické a
organické chemie (Ing. Skéla P., Doc. Machéacek M.), Katedfe farmaceutické chemie a
kontroly 1é¢iv (Doc. Dolezal M.) Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Piehled

testovanych skupin je uveden v Tab. 1, jejich chemické vzorce jsou v tabulkach ¢. 2-6.

Tab. 1 Prehled testovanych skupin latek

Derivaty pyrazin-2-karboxamidu

Derivaty 3-hydrazinopyrazin-2-karboxamidu

Derivaty benzoxazinu

Derivaty 2-isonikotinoylhydrazinkarboxylatu
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4.3.1 DERIVATY PYRAZIN-2-KARBOXAMIDU

Tab. 2 Derivaty 3-hydrazinopyrazin-2-karboxamidu

Py

Py

O

w

z

KQD
LATKY

Py
w|

M. H.

NAZEV

MD 546/11

m m

-n E
o8}
=

344,97

N-[2-brom-5-
(trifluormethyl)fenyl]
pyrazin-2-

karboxamid

MD 475/11

CHs-

o
I

229,24

N-(4-hydroxyfenyl)-
5-methylpyrazin-2-
karboxamid

MD 476/11

CHs-

ke

292,14

N-(3-bromfenyl)-5-
methylpyrazin-2-
karboxamid

MD 477/11

CHs-

'I'Iji'ﬂ
M

281,24

5-methyl-N-[3-
(trifluormethyl)fenyl]
pyrazin-2-
karboxamid

MD 494/11

CHs-

o
I

229,24

N-(3-hydroxyfenyl)-
5-methylpyrazin-2-
karboxamid

MD 495/11

CHs-

231,23

N-(3-fluorfenyl)-5-
methylpyrazin-2-

karboxamid

MD 528/11

CHs-

ziefe

0

247,69

N-(3-chlorfenyl)-5-
methylpyrazin-2-

karboxamid
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MD 529/11

CHs-
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I
W

227,27

N-(3-tolyl)-5-
methylpyrazin-2-

karboxamid

MD 530/11

CHs-

OCHj

243,27

N-(3-methoxyfenyl)-
5-methylpyrazin-2-

karboxamid
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nitrofenyl)-5-
methylpyrazin-2-
karboxamid
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N-(3-jod-4-
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methylpyrazin-2-
karboxamid
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N-(4-chlor-3-
methylfenyl)-5-
methylpyrazin-2-
karboxamid
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-6-chlor pyrazin-2-
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N-[2-brom-5-
(trifluormethyl)fenyl]
-6-chlorpyrazin-2-
karboxamid
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MD 551/11

-C(CHa)3

357,09

5-terc-butyl-N-[2-
chlor-5-
(trifluormethyl)fenyl]
pyrazin-2-
karboxamid

MD 552/11

Cl-

-C(CHj3)3

391,05

5-terc-butyl-6-chlor-
N-[2-chlor-5-
(trifluormethyl)fenyl]
pyrazin-2-

karboxamid

MD 553/11

Cl-

-C(CHa)s

435,00

5-terc-butyl-6-chlor-
N-[2-brom-5-
(trifluormethyl)fenyl]
pyrazin-2-

karboxamid

MD 524/11

Cl-

-C(CHj3)3

313,79

5-terc-butyl-6-chlor-
N-(3-
ethynylfenyl)pyrazin-

2-karboxamid

MD 525/11

Cl-

-C(CHj3)3

314,78

5-terc-butyl-6-chlor-
N-(3-
kyanfenyl)pyrazin-2-

karboxamid

MD 503/11

Cl-

-butyl
-C4 Hg

305,77

5-butyl-6-chlor-N-(3-
hydroxyfenyl)pyrazin

-2-karboxamid

MD 504/11

Cl-

-butyl
-C4 H9

OH

305,77

5-butyl-6-chlor-N-(4-
hydroxyfenyl)pyrazin

-2-karboxamid




MD 505/11 Cl- | -butyl 307,76 | 5-butyl-6-chlor-N-(3-
-Ca Hy fluorfenyl)pyrazin-2-

karboxamid
MD 507/11 Cl- | -butyl 368,66 | 5-butyl-6-chlor-N-(4-
-Ca Hy bromfenyl)pyrazin-2-

Br

karboxamid

56




4.3.2 DERIVATY 3-HYDRAZINOPYRAZIN-2-KARBOXAMIDU

Tab. 3 Derivaty 3-hydrazinopyrazin-2-karboxamidu

2

)

NH,

chlorfenyl)hydrazino]pyrazin-
2-karboxamid

R
NH
Y N R
w LT
[
O
KOD R R M. H. NAZEV
LATKY
DK-4 —C=N Cl 288,69 5-kyan-3-[2-(2-
©i chlorfenyl)hydrazino]pyrazin-
2-karboxamid
DK-5 —C=N Cl 288,69 5-kyan-3-[2-(3-
chlorfenyl)hydrazino]pyrazin-
2-karboxamid
DK-7 —C=N ﬁ 299,24 5-kyan-3-[2-(2-
©i'\‘ X0 nitrofenyl)hydrazino]pyrazin-
2-karboxamid
DK-18 S Cl 322,77 5-karbamothionyl-3-[2-(2-
/”\NH2 ©i chlorfenyl)hydrazino]pyrazin-
2-karboxamid
DK-19 S Cl 322,77 5-karbamothionyl-3-[2-(3-
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4.3.3 5-KYAN-3-[(3-ETHYNYLFENYL)AMINO]PYRAZIN-2-KARBOXAMID

Tab. 4 5-kyan-3-[(3-ethynylfenyl)amino]pyrazin-2-karboxamid

KOD VZOREC M.H. | NAZEV
LATKY
MD-458 N\\ 263,26 | 5-kyan-3-
[(3ethynylfenyl)amino]pyrazin-
2-karboxamid
N
HN Z
H,N
0

4.3.4 DERIVATY BENZOXAZINU

Tab. 5 Derivaty benzoxazinu

K(,')D R? M.H. | NAZEV

LATK

Y

RAM CHj H H -OH | 301,39 | 5-hydroxy-3(4-

364 /O/ methylfenyl)-2H-
1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-dithion

RAM OCHj3 H H -OH | 317,39 | 5-hydroxy-3(4-

343 /O/ methoxyfenyl)-2H-
1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-dithion
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RAM 301,32 | 5-hydroxy-3(4-
344 T methoxyfenyl)-4-
thioxo-3,4-
dihydro-2H-1,3-
benzoxazin-2-on
KOD |R’ M.H. | NAZEV
LATK
Y
RAM C4Hg H H -OH | 311,34 | 3-(4-butylfenyl)-5-
363 Q/ hydroxy-2H-1,3-
benzoxazin-
2,4(3H)-dion
RAM OCHj3 H H -OH | 285,26 | 5-hydroxy-3(4-
338 /O/ methoxyfenyl)-2H-
1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-dion
RAM OCH3 H -OH |H 285,26 | 6-hydroxy-3(4-
352 /O/ methoxyfenyl)-2H-
1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-dion
RAM -OH | H H 255,23 | 7-hydroxy-3-fenyl-
340 /@ 2H-1,3-
benzoxazin-
2,4(3H)-dion
RAM CHa -OH | H H 269,26 | 7-hydroxy-3(4-
337 /O/ methylIfenyl)-2H-
1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-dion
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RAM Cl H -OH 289,68 | 3-(4-chlorfenyl)-7-
353 /O/ hydroxy-2H-1,3-
benzoxazin-
2,4(3H)-dion
RAM OCH3| H -OH 285,26 | 7-hydroxy-3(4-
349 /O/ methoxyfenyl)-2H-
1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-dion
RAM -OH | H 255,23 | 8-hydroxy-3-fenyl-
347 /@ 2H-1,3-
benzoxazin-
2,4(3H)-dion
RAM Cl -OH | H 289,68 | 3-(4-chlorfenyl)-8-
351 /O/ hydroxy-2H-1,3-
benzoxazin-
2,4(3H)-dion
RAM OCH3| -OH | H 285,26 | 8-hydroxy-3(4-
348 /O/ methoxyfenyl)-2H-
1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-dion
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4.3.5 Derivaty 2-isonikotinoylhydrazinkarboxylatu

Tab. 6 Derivaty 2-isonikotinoylhydrazinkarboxylatu

N| X c|)
NH
Z || \NH/\R
(@]
KOD R M. H. NAZEV
LATKY
1J 127 -OCHs 195,06 methyl-2-

isonikotinoylhydrazinkarboxylat

1J-167 _NH 274,09 N-(4-fluorofenyl)-2-
\O\ isonikotinoylhydrazinkarboxamid
F

1J141 242,06 N-(2-chloroethyl)-2-
DTN ( yl)
isonikotinoylhydrazinkarboxamid
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4.4 VYSLEDKY

Latky jsme testovali v koncentracich: 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,813;
3,906; 1,953; 0,977; 0,488 pumoll™ Tu&né jsou znazornény hodnoty MIC v ramci

testovaného rozmezi.

4.4.1 DERIVATY PYRAZIN-2-KARBOXAMIDU A 5-KYAN-3-[(3-
ETHYNYLFENYL)AMINO]PYRAZIN-2-KARBOXAMID

Testované latky, az na jednu vyjimku MD 528/11 (4¢innost po 48 h. — CA, TB,
TM), nebyly piili§ acinné. Latky MD 476/11, MD 494/11, MD 495/11, MD 528/11, MD
530/11, MD 531/1l, MD 533/1l, MD 524/I1, vykazovaly u¢innost na CA po 24 h.
kultivaci, po 48 h. ztstal G¢inny jen zlomek latek (MD 494/11, MD 495/11, MD 528/11,
MD 530/11). Latka MD 477/11 byla u¢inna pfti nejvyssi koncentraci po 120 h. kultivace
na TM. Zbytek latek (MD 546/11, MD 475/11, MD 529/11, MD 534/11, MD 549/11, MD
550/11, MD 551/11, MD 552/11, MD 553/11, MD 503/11, MD 504/11, MD 505/11, MD
507/11, MD 525/11) nebyl ucinny pii zadné métené koncentraci na zadny z testovanych

kment.

Latka MD 458/11, strukturou vybocujici z fady ostatnich latek byla u¢inna na
vSechny testované kmeny kvasinek a vlaknitych hub.
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Tab. 7 Derivaty pyrazin-2-karboxamidu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC/ICg (nmol.17)
MD MD MD MD MD MD MD MD MD MD
546/11 475/11 476/11 477111 494/11 495/11 528/11 529/11 530/11 531/11
CA |24h >125 | >500 | 125 | >500 | 125 | 125 |31,25|>250 | 125 | 250
48 h >125 | >500 | >250 | >500 | 250 | 500 | 62,5 [>250 | 250 |>500
CT |24h >125 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500 | 250 |[>250 | >500 | >500
48 h >125 | >500 | >250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >500 [ >500
CK [24h >125 | >500 | >250 | >500 | 250 |>500 | 250 |[>250 | >500 | >500
48 h >125 | >500 | >250 | >500 | 500 | >500 | >500 | >250 | >500 | >500
CG | 24h >125 | >500 | 250 | 250 |>500 | >500 | 500 |[>250 | >500 |>500
48 h >125 | >500 | >250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >500 | >500
TB |24h >125 | >500 | 250 |>500 | >500 | >500 | 62,5 |>250 | >500 [ >500
48 h >125 | >500 | >250 | >500 | >500 | >500 | 250 |>250 | >500 | >500
AF |[24h >125 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500 | 500 [>250 | >500 [ >500
48 h >125 | >500 | >250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >500 [ >500
AC |24h >125 | >500 | >250 | >500 | >500 | >500 | 500 |[>250 | >500 | >500
48 h >125 | >500 | >250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >500 [ >500
TM | 72h >125 | >500 | 125 | 125 |>500 | >500 | 250 |[>250 | 500 |>500
120 h | >125 | >500 | >250 | 500 | >500 | >500 | 500 |>250 | 500 | >500
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Tab. 8 Derivaty pyrazin-2-karboxamidu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC/ICg (nmol.17)

MD MD MD MD MD MD MD MD MD
532/11 533/11 534/11 549/11 550/11 551/11 552/11 553/11 524/11

MD
525/11

CA |24h 500 | 125 |>250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 125 | >250
48 h >500 | >125 | >250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 [ >250
CT |24h >500 | >125 | >250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >250
48 h >500 | >125 | >250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 [ >250
CK [24h >500 | >125 | >250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 62,5 | >250
48 h >500 | >125 | >250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >250
CG | 24h >500 | 31,25 | >250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 62,5 | >250
48 h >500 | 125 |>250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >250
TB [24h >500 | >125 | >250 [ >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >250
48 h >500 | >125 | >250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >250
AF |24h >500 | >125 | >250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 125 |>250
48 h >500 | >125 | >250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >250
AC | 24h >500 | >125 | >250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 [ >125 | >250
48 h >500 | >125 | >250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >250
TM | 72h 250 |>125 |>250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >250
120h | 500 |>125 |>250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >250
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Tab. 9 Derivaty pyrazin-2-karboxamidu a 5-kyan-3-[(3-ethynylfenyl)amino]pyrazin-2-

karboxamid

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC/ICg (nmol.17)

MD MD MD MD MD
503/11 504/11 505/11 507/11 458/11

CA |24h | >500 | >500 |>500 |>250 | 250

48 h >500 [>500 [>500 [>250 [ 250

CT | 24h >500 | >500 | >500 | >250 | 250

48 h >500 [ >500 [>500 [>250 [ 250

CK | 24h >500 | >500 | >500 | >250 | 250

48 h >500 [ >500 [>500 [>250 [ 250

CG |24h | >500 | >500 | >500 |>250 | 62,5

48 h >500 [ >500 [>500 [>250 [ 125

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

48 h >500 | >500 | >500 | >250 | 125

AF |24h [>500 [>500 [>500 |>250 | 250

48 h >500 | >500 | >500 | >250 | 250

AC |24h [>500 |>500 [>500 |>250 | 250

48 h >500 [ >500 [>500 [>250 [ 250

TM |72h | >500 [>500 |>500 |>250 | 31,25

120h | >500 [ >500 [>500 [>250 | 125
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4.4.2 DERIVATY 3-HYDRAZINOPYRAZIN-2-KARBOXAMIDU

Testované derivaty byly rizné uc¢inné na rtizné kmeny kvasinek a hub, vSechny
kromé& DK-7-3 vykazovaly ucinnost na TM. Latky DK-4-2, DK-5-2, DK-7-3, jsou
precisténé latky DK-4, DK-5, DK-7, u kterych se ofekavala teoreticky vyssi ti¢innost,

vvvvvv

DK-19, ktery vykazoval G¢innost na vSechny kmeny kvasinek a vlaknitych hub.

Tab. 10 Derivaty 3-hydrazinopyrazin-2-karboxamidu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC/ICgy (umol.I™")

DK-4 DK-4-2 | DK-5 DK-5-2 | DK-7 DK-7-3 | DK-18 DK-19

CA | 24h 62,5 | >500 [ 31,25 | 62,5 |>250 | >125 | 62,5 |62,5

48 h >500 | >500 | 125 | 125 ([>250 |>125 [ 125 | 125

CT |24h >500 [ >500 | 62,5 [ 500 |>250 |>125 |62,5 | 125

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

CK | 24h 62,5 [>500 | 7,81 |31,25|>250 | >125 | 31,25 | 15,62

48 h >500 | >500 | 15,62 [ 125 |>250 |>125 | 62,5 |62,5

CG | 24h >500 | >500 | >250 [ >500 [ >250 [ >125 | >125 | 250

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

TB |[24h >500 | >500 | 62,5 [ 125 |>250 |>125 (62,5 |[31,25

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

AF |24h >500 | >500 | 250 (250 |[>250 |>125 |>125 |125

48 h >500 | >500 | >250 [ >250 [ >250 (>125 | >125 | 500

AC |24h 500 | >500 | 62,5 [ 250 |>250 [>125 [>125 |62,5

48 h >500 | >500 | 250 (250 |[>250 |>125 |>125 |62,5

TM [ 72h 31,25 | 125 | 31,25 31,25 | 31,25 | >125 | 15,62 | 62,5

120h | 31,25 125 (31,25 62,5 | 125 |>125 | 31,25 62,5
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4.43 DERIVATY BENZOXAZINU A DERIVATY 2-
ISONIKOTINOYLHYDRAZINKARBOXYLATU

Nekteré latky z derivati benzoxazinu vykazovaly po 48 h. kultivaci u¢innost na
CA nebo TB, AC, ¢i TM (RAM 343, RAM 340, RAM 337, RAM 353), vse bylo ale pfi
vysokych koncentracich, které nejsou terapeuticky vyuzitelné. Jako uc¢innou je mozno

oznacit latku RAM 352, kterd vykazovala uc¢innost na CA, CT, CK, CG, TB, TM.

byly u¢inné na vSechny testované kmeny kvasinek a vlaknitych hub, a to i v nizSich

koncentracich.

Derivaty 2-isonikotinoylhydrazinkarboxylatu byly neu¢inné pii v§ech métenych

koncentracich na vSechny testované kmeny hub a kvasinek.

Tab. 11 Derivaty benzoxazinu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC/ICg (nmol.l™)
RAM RAM RAM RAM RAM RAM RAM RAM RAM RAM
364 343 344 363 338 352 340 337 353 349

CA |24h >250 | 250 | >250 [ >125 | >250 | 250 |[>500 | 500 | 500 [>125

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

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

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

CK |24h |>250|>250 [ >250 [ >125 | >250 | 250 |>500 | >500 | >500 | >125

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

CG |24h |>250|>250 | >250 | >125 | >250 | 250 |>500 | >500 | >500 | >125

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

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

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

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

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

AC | 24h >250 | >250 | >250 | >125 | >250 | >500 | >500 | >500 | 500 |[>125

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

TM | 72h >250 [ >250 | >250 | >125 | >250 | 250 | >500 | 250 | 125 [>125

120 h | >250 | >250 | >250 | >125 [ >250 | 500 | >500 [ 500 | 250 |>125

67




Tab. 12 Derivaty benzoxazinu a Derivaty 2-isonikotinoylhydrazinkarboxylatu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC/ICg (umol.I™)

RAM RAM RAM 1J 127 1J 167 1J 141

347 351 348
CA |24h 125 | 15,62 | 125 |>500 | >500 | >500
48 h 250 [31,25[125 [>500 | >500 | >500
CT |24h 250 [31,25]250 |[>500 |>500 | >500
48 h 250 | 62,5 [250 [>500 | >500 | >500
CK |24n 250 [31,25[125 [>500 | >500 | >500
48 h 250 [31,25[125 [>500 | >500 | >500
CG |24h | 625 | 39 [31,25|>500 |>500 |>500
48h | 625 | 3,9 [31,25|>500 |>500 |>500
TB |24h 250 [31,25[250 |[>500 |>500 | >500
48 h 250 | 62,5 [250 [>500 [>500 | >500
AF |24h 250 | 62,5 [ 250 |[>500 | >500 | >500
48 h 500 | 125 [500 [>500 [>500 | >500
AC |24h 250 [ 15,62 250 |[>500 | >500 | >500
48 h 250 [31,25 250 [>500 [>500 | >500
TM | 72h 125 | 62,5 [ 250 [>500 | >500 | >500
120h | 125 | 62,5 [250 [>500 [>500 |>500
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5. DISKUZE

V poslednich letech se stava jednim z dominantnich probléma vzristajici
incidence mykotickych infekci a vzrlstajici rezistence mikroorganismi k G€inkim
antimykotik. Ztohoto divodu je nutno nalézat nova, G¢inngj§i a bezpecnéjsi
antimykotika, ktera by pomohla tento problém feSit. Objevovanim novych
potenciondlné ucinnych antifungalnich latek se zabyvaji na naSi fakult¢ Katedra
farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv a Katedra anorganické a organické chemie. Aby
bylo mozné latky posoudit z hlediska G¢inku, je nutno latky otestovat, coz je pifedmétem

této diplomové prace.

Existuje mnoho zptsobl jak testovat antimykotickou uc¢innost, ale zadna
z metod neni univerzalni, tj. neumoziluje testovat vSechny skupiny antifungalnich latek
a houbovych kmenil. Vysledné hodnoceni G¢innosti ovlivituje celd fada faktort. Jiz na
zacatku je to vybér metody, nasledné slozeni, pH a stupen aerace média, teplota a délka
inkubace, rozpoustédlo, pufr. I vlastnosti testovaného kmene hub a testovaného
antimykotika hraji svoji roli, jak jsme se o tom i my ptesvéd¢ili béhem testovani. U
antimykotika je dulezita rozpustnost, stabilita, mechanismus G¢inku, protonizace a eagle
efekt (Buchta, 1993). V poslednich letech byl udélan velky pokrok ve standardizaci
metod vhodnych k testovani antimykotik in vitro a je na laboratofi, aby zvolila metodu,
ktera je dostatecné standardizovand, s vnitinim systémem kontroly a poskytuje

dostate¢né reprodukovatelné vysledky (Mallatova, 2007).

Celosvétove respektovana Clincal Laboratory Standard Institute, Pensylvania,
USA (CLSI diive NCCLS) schvalila jiz v roce 1997 dokument M27-A, ktery
standardizuje zpusob provadéni testd citlivosti kvasinek k ATM (v platnosti je verze
M27-A2 z roku 2002) a pozdéji dokument M38-A pro vlaknité mikromycety. Jedna se o
metodu kvantitativni, poskytujici moZnost stanovit minimalni inhibi¢ni koncentraci
(MIC) a umoziiujici dle hodnoty MIC zaradit testovany izolat do kategorie citlivy (S),
citlivy v zavislosti na davce (SDD-Susceptible-Dose Dependent), rezistentni (R).
Metodika pro testovani citlivosti kvasinek k flukonazolu diskovou difizni metodou,
publikovand v roce 1996 Barrym a Braunem, byla néasledné ovéiena v celosvétové

surveillance studii ARTEMIS a v roce 2004 uznana CLSI jako standard M44-A .

Standard M27-A2 urcuje postup pii testovani citlivosti kvasinek Candida spp. a

Cryptococcus neoformans. Jedna se o metodu mikrodilu¢ni s pouzitim media RPMI —
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1640 s glutaminem, bez bikarbonatl, obohacené 0,2 % glukozy, hustota inokula 0,5
McFarland, inkubace pii 35°C 24 hodin pro Candida spp. a 48-72 hodin pro
Cryptococcus neoformans. Hodnoti se stupenn zakalu dle danych kritérii. Interpreta¢ni

kriteria jsou uvedena v tabulce ¢. 13.

Tab. 13 Interpretacni kritéria standardu CLSI M27 (MIC v g/ml)

Citlivy (S) Citlivost Intermediarni | Rezistentni
z4visla na R)
davce (SDD)
FLUKONAZOL |<8 16-32 > 64
ITRAKONAZOL | <0,125 0,25-0,50 >1
VORIKONAZOL | <1 2 >4
FLUCYTOSIN <4 8-16 >32

Standard CLSI pro vlaknité mikromycety (Dokument CLSI M38-A) popisuje
metodiku pro stanoveni citlivosti vlaknitych mikromycet vcetné Aspergillus spp.,
Fusarium spp., Pseudoallescheria (Scedosporium) spp., i zygomycet. Je pouzito
obdobné medium jako pro testovani kvasinek, avsak je kladen dlraz na ptipravu inokula
s kontrolou density pomoci spektrofotometru rozdilné pro jednotlivé druhy. I doba
inkubace se 1i8i v zavislosti na druhu (napt. Rhizopus 24 hodin, Aspergillus a Fusarium
48 hodin) (Mallatova, 2007).

Pro testovani antimykotik v této diplomové praci byla pouzZita mikrodiluéni
bujonova metoda. Hodnoceni aktivity se fidi vySe zminénymi standardy. Bylo
otestovano 49 latek rozdélenych do Etyt skupin, podle jejich chemické struktury. Jedna

se o lipofilni latky.

Derivaty pyrazin-2-karboxamidu nevykazovaly vyraznou ucinnost, U 0sSmi
sloucenin (MD546/11, MD476/11, MDS529/II, MDS533/I, MD534/11, MD524/11,
MD525/11, MD 507/11) byly problémy s rozpustnosti, jak v DMSO, tak v RPMI, tudiz
ani nebylo moZné zaznamenat potencionalni antifungalni aktivitu ve vySsSich

koncentracich. V substituci pyrazinu bylo znatelnych né€kolik modifikaci.
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1. skupina latek je substituovana malym alkylem (-CHs) v poloze 5 pyrazinu a
substituovana na dusiku (N) amidové skupiny fenylem s elektronegativni skupinou
v poloze m (trifluormethan (-CF3) fluor (-F), chlor (-Cl)), nebo hydroxy skupinou (-
OH), tento typ substituce vykazoval pii vySSich koncentracich G¢innost na nékteré
kvasinky a vlaknité houby. Krom¢ MD477/I1 vykazovaly vSechny latky této skupiny
24(72) h. inkubaci na vSechny testované kmeny hub, po 48(120) h. inkubaci, ale jen na
CA, TB a TM. Zména polohy elektronegativni skupiny z polohy m do p (MD475/11)
pfinesla ztratu ucinku, taktéz latka bez methylace v poloze 5 (MD546/I1) byla bez
ucinku.

2. skupina latek je substituovana velkym alkylem (tercbutyl, butyl) v poloze 5
pyrazinu, -Cl v poloze 6 pyrazinu a substituovana na N amidové skupiny fenylem, ktery
je:

e disubstituovan v polohach 2,5 elektronegativnimi skupinami (-Cl, -CF3 -Br)

e v poloze m nebo p substituovan kyanidovou, ethynylovou skupinou, -OH, -F,
-Br

Tyto modifikace nepiinesly Zzadné pozitivni ucinky, vSechny latky byly
neucinné, kromé¢ MD524/11, ktera se bohuzel nerozpoustéla dostate¢né jak v DMSO,
tak v RPMI a byla tudi? testovana od koncentrace 125umol.I™". T latky bez objemného
substituentu v poloze 5 pyrazinu nevykazovaly zadnou U¢innost. Z toho jednoznaéné
plyne, ze N-substituce amidové skupiny fenylem s vice elektronegativnimi skupinami

ma negativni G¢inek na antifungalni aktivitu u vSech testovanych latek.

Z derivati pyrazin-2-karboxamidu svou strukturou i ucinkem vybocuje latka
5-kyan-3-[(3-ethynylfenyl)amino]pyrazin-2-karboxamid, tato latka byla G¢inna na
vSechny druhy kvasinek a hub jak po 24 (72) h tak po 48 (120) h, bohuzel se srazela

v RPM], tudiZ byla pouZita pro testovani jen druha nejvyssi koncentrace.

Dalsi skupinou testovanych latek byly derivaty 3-hydrazinopyrazin-2-
karboxamidu. Vsechny derivaty krom¢ (DK-7-3) vykazovaly uc¢innost na TM i po 120 h
inkubaci. Zajimavosti této skupiny je, Ze latky (DK-4, DK-5, DK-7), byly pfecistény a
nasledné otestovany znovu. Ocekavalo se, Ze precisténé latky (DK-4-2, DK-5-2,
DK-7-3) budou mit vyssi G¢innost, nez plivodni latky. Bohuzel se tato hypotéza

nepotvrdila a precisténé latky nemély zadnou ucinnost (DK-7-3) nebo mnohem nizsi
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ucinnost (DK-4-2, DK-5-2). Derivaty 3-hydrazinopyrazin-2-karboxamidu jsou
substituovany v polohach 5-pyrazinu kyanidovou skupinou nebo karbathionylovou
skupinou, substituentem na N-hydrazinu je fenyl substituovany v polohach o nebo m,
chlorem nebo nitro skupinou. Substituce nitro skupinou (DK-7, DK-7-3) se ukazala
nejméné vhodnou, jelikoz na vSechny druhy testovanych hub kromé TM, byly latky
neucinné. Ze substituci fenylu chlorem se ukazala jako vyhodné&jsi substituce v poloze
testovanych kvasinek a hub. I tyto latky mély problémy s rozpustnosti, ale jen v RPMI,
v DMSO se rozpoustély dobfe.

Tteti testovanou skupinou latek byly derivaty benzoxazinu. VétSina latek ma
v poloze 2 a 4 oxo skupinu (RAM 363, RAM 338, RAM 352, RAM 340, RAM 337,
RAM 353, RAM 349, RAM 347, RAM 351, RAM 348), nahrada kysliku sirou (RAM
364, RAM 343, RAM 344) se ukazala pro antifungilni ucinek nevhodna. Jako
rozhodujici se jevi substituce hydroxy skupinou a hlavné jeji poloha na
benzoxazinovém jadie a to v polohach 5, 6, 7 ,8. Nejvhodné&jsi z hlediska G¢inku byla
substituce hydroxy skupinou v poloze 8 (RAM 347, RAM 351, RAM 348), tyto latky
byly uc¢inné na vSechny druhy kvasinek a hub a to i ve velmi nizkych koncentracich.
Substituce na N v poloze 3 benzoxazinu fenylem je také podstatnd, ale ne zcela
divodem ucinku. Substituce fenylu v poloze p ovlivnila G¢inek pozitivnim zpusobem
Vv piipad¢ substituce chlorem, substituce methoxy (—OCHs;) skupinou méla téméf stejny
efekt jako nesubstituovany fenyl, a to jen u derivata s hydroxy skupinou v poloze 8.
Z toho plyne, Ze podstatou ucinku derivatu benzoxazinu je substituce oxo skupinou
Vv polohach 2, 4, fenylem na N v poloze 3 benzoxazinu a hlavné hydroxy skupinou

v poloze 8.

Posledni testovanou skupinou latek byly derivaty 2-
isonikotinoylhydrazinkarboxylatu, ty se dobie rozpoustély v DMSO 1 RPMI, ale byly

naprosto neucinné.

Testovani potencionalni antifungalni aktivity nové syntetizovanych latek je jen
prvnim krokem v ziskdni skutecné tcinného a bezpecného 1éCiva. K dosazeni cile je
nutno otestovat tisice a tisice latek, které nasledné musi projit dal§imi narocnymi testy,
proto nemuzeme fici, Ze né€kterd s testovanych latek se stane lé€ivem dokud nebude

provedeno vice testd.
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. ZAVER
. Mikrodiluéni bujonovou metodou bylo testovano 49 latek rozdélenych do Ctyt

skupin, podle jejich struktury. Latky byly testovdny na osmi kmenech kvasinek a

vlaknitych hub.

Skupina derivati pyrazin-2-karboxamidu, substituovana malym alkylem (-CHj3)
v poloze 5 pyrazinu a N amidové skupiny substitovanym fenylem s elektronegativni
skupinou v poloze m (-CF; -F, -Cl, -OH), vykazovala pti vysSich koncentracich
ucinnost na nékteré¢ kvasinky a vlaknit¢ houby, krom jedné¢ MD477/11 vykazovaly
vSechny latky této skupiny ucinnost na CA. Za dalSich modifikaci struktury plyne,
ze N-substituce amidové skupiny fenylem s vice elektronegativnimi skupinami ma

negativni uc¢inek na antifungalni aktivitu u vSech testovanych latek.

Piecisténi latek ve skupiné 3-hydrazinopyrazin-2-karboxamidu nepfineslo zvyseni
ucinku, naopak se antifungalni ucinnost latek snizila. VSechny latky (kromé jedné
z precisténych latek) byly G¢inné na Trichophyton mentagrophytes.

. Podstatou ucinku derivatu benzoxazinu je substituce oxo skupinou v polohach 2, 4,
fenylem na N v poloze 3 benzoxazinu a hlavné hydroxy skupinou v poloze 8.
Derivaty benzoxazinu s hydroxy skupinou v poloze 8 byly G¢inné na vSechny druhy
testovanych kmend.

. Derivaty 2-isonikotinoylhydrazinkarboxylatu byly nea¢inné.

. Nejcitlivéjsi k testovanym latkam byly kmeny Trichophyton mentagrophytes a
Candida albicans.

. Nejucinngjsimi latkami byly Z derivatt pyrazin-2-karboxamidu MDA458,
MD528; z derivati 3-hydrazinopyrazin-2-karboxamidu DK-5, DK-19; z derivatd
benzoxazinu RAM 347, RAM 351, RAM 348.

. Abychom bylo mozZné vyvodit zavéry z naseho testovani je nutno provést jesté dalsi

testy.
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7. PRILOHY

7.1 PRILOHA C.1

Vypocet objemu DMSO

Koncentrace DMSO Vv jamce nesmi ptesdhnout 1%, proto pii piipravé
pracovnich roztokl pfiddme k ristovému médiu (1,98ml) jen 1% latky rozpusténé
v DMSO (20ul), z toho diivodu musime ptipravit latku 100x koncentrovangjsi (aby 1.
testovana koncentrace byla 500umol/I1).

m-10°

\Y = = x ul DMSO
YS9 ¢ M 100 (zakoncentrovani)

Vbwmso — objem DMSO
m — navazka (g)
¢ — 1. testovana koncentrace = 500pmol.I"* = 0,0005mol.I*

M — molarni hmotnost
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7.2 PRILOHA C.2

Tab. 14 Slozeni RPMI 1640

Dusi¢nan vapenaty tetrahydrat 0,5 |L-prolin 0,1
Chlorid draselny 2,0 L- serin 0,15
Hydrogen fosfore¢nan sodny .2H20 | 5,015 | L-treonin 0,1
Siran hote¢naty heptahydrat 0,5 |L- tryptofan 0,025
Chlorid sodny 30,0 |L- tyrosin 0,1

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

L- asparagin monohydrat 0,27 |Biotin 0,001
L- cystin 0,25 |Cyanocobalamin 0,000025
L- glutamin 1,5 |Cholin chlorid 0,015
Glutathion 0,005 I- inositol 0,175
Glycin 0,05 |Kyselina listova 0,005
L- histidin HCI H,O 0,102 | Kyselina p - aminobenzova | 0,005
L- hydroxyprolin 0,1 |Nikotinamid 0,005
L- isoleucin 0,25 |D- Ca- Pantothenat 0,00125
Kyselina L- asparagova 0,1 |Pyridoxin hydrochlorid 0,005
Kyselina L- glutamova 0,1 |Riboflavin 0,001
L- leucin 0,25 | Thiamid hydrochlorid 0,005
L-lysin hydrochlorid 0,2 |Glukoza 10,0

L- methionin 0,075] Fenolc¢erven 0,05

L- phenylalanin 0,075
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9. SEZNAM OBRAZKU

Obr. 1 Zygospora rodu Zygorhynchus

Obr. 2 Typicka poharovité-tvarovana plodnice Ascomycetes, druh Galiella
Obr. 3 Charakteristicky tvar plodnic tfidy Basidiomycetes

Obr. 4 Systém lékaisky vyznamnych hub

Obr. 5 C. albicans na Sabouraudové glukozovém agaru s typickymi krémoveé
zbarvenymi, voskovitymi, na povrchu hladkymi koloniemi, po 7 denni kultivaci pfi

35°C.

Obr. 6 Candida tropicalis na Sabouraudové gluk6zovém agaru po 7 denni inkubaci pii
35°C

Obr. 7 Candida krusei na Sabouraudové gluk6zovém agaru po 7 denni inkubaci pfi
35°C

Obr. 8 Candida glabrata na Sabouraudové agaru po 7 denni inkubaci pii 35°C

Obr. 9 Vzrostla, voskovita kolonie Trichosporon beigelii na Sabouraudové glukézovém

agaru, pti 30°C

Obr. 10 Trichosporon beigelii na Sabouraudové agaru po 7 denni inkubaci pii 30° C
Obr. 11 Absidia corymbifera s typicky hruskovité-tvarovanym sporangiem

Obr. 12 Aspergillus fumigatus na Czapkov¢ agaru po 7 dnech ristu pii 25 °C

Obr. 13 Rod Asperillus na Sabouradové gluk6zovém agaru s chloramfenikolem

Obr. 14 Mikrokonidie, makrokonidie a spiralni vlakna T. mentagrophytes
Obr. 15 Kultura Trichophyton mentagrophytes na Sabouraudové gluk6zovém agaru.

Obr. 16 CHROMagar Candida ukazujici rizné barevné rozliSeni kvasinek na
chromogennim médiu C. albicans (zelena), C. tropicalis (modra), C. parapsilosis (bila)

and C. glabrata (rizova).

Obr. 17 Germ tube test (test indukce tvorby kli¢nich hyf),identifikace C. albicans.
Produkce tzv. Germ tubes C. albicans v plazm¢ po2-3 h. inkubaci pii 37°C.

Obr. 18 Uni-yeast-Tek znazoriujici rizné zkousky schopnosti asimilace. Deska

pouzivana pro identifikaci kvasinek.
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Obr. 19 Amfotericin B
Obr. 20 Nystatin

Obr. 21 Natamycin
Obr. 22 Fluytosin
Obr. 23 Mikonazol
Obr. 24 Ketokonazol
Obr. 25 Flukonazol
Obr. 26 Itrakonazol
Obr. 27 VVorikonazol
Obr. 28 Posakonazol
Obr. 29 Ekonazol

Obr. 30 Klotrimazol
Obr. 31 Fentikonazol
Obr. 32 Tiokonazol
Obr. 33 Griseofulvin
Obr. 34 Terbinafin
Obr. 35 Fluconazole Etest a disk test pro Candida albicans

Obr. 36 Pipetovani pomoci osmi kanalové pipety do mikrodestiCky
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10. SEZNAM TABULEK

Tab. 1 Prehled testovanych skupin latek

Tab. 2 Derivaty 3-hydrazinopyrazin-2-karboxamidu

Tab. 3 Derivaty 3-hydrazinopyrazin-2-karboxamidu

Tab. 4 5-kyan-3-[(3ethynylfenyl)amino]pyrazin-2-karboxamid
Tab. 5 Derivaty benzoxazinu

Tab. 6 Derivaty 2-isonikotinoylhydrazinkarboxylatu

Tab. 7 Derivaty pyrazin-2-karboxamidu

Tab. 8 Derivaty pyrazin-2-karboxamidu

Tab. 9 Derivaty pyrazin-2-karboxamidu a 5-kyan-3-[(3ethynylfenyl)amino]pyrazin-2-
karboxamid

Tab. 10 Derivaty 3-hydrazinopyrazin-2-karboxamidu

Tab. 11 Derivaty benzoxazinu

Tab. 12 Derivaty benzoxazinu a Derivaty 2-isonikotinoylhydrazinkarboxylatu
Tab. 13 Interpretacni kritéria standardu CLSI M27 (MIC v g/ml)

Tab. 14 SloZeni RPMI 1640
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11. SEZNAM ZKRATEK

AC - Absidia corymbifera

AF - Aspergilus fumigatus

AIDS — syndrom ziskané ztraty imunity
ALT - alanin aminotransferaza

ATM - antimykotika
CA - Candida albicans

cfu/ml — colony forming units/ml

CG - Candida glabrata

CK - Candida krusei

CNS — centralni nervovy systém

cps. - kapsle

crm. - krém

crm.vag. — vaginalni krém

CT - Candida tropicalis

DMSO - dimethylsulfoxid

ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
HIV — Human Immunodeficiency Virus, virus lidské imunitni nedostatec¢nosti
I.v.inj. — intravendzni injekce

ICgo — inhibi¢ni koncentarce

IgE — imunoglobulin typ E

inf. - infuze

inj. - injekce

inj. sic. — sucha injekce

lig. - roztok

lot. - mléko
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MFC - minimalni fungicidni koncentrace

M.H. — molekuladrni hmotnost

MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace

MOPS - 3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina
NaOH — hydroxid sodny

PAS - barveni Schiffovou netodou

pst. - pasta

RNA — ribonukleova kyselina

RPMI 1640 - 5x koncentrované definované ristové médium obsahuje hydrouhli¢itano
pufracni systém a mnozstvi aminokyselin a vitamin (kompletni slozeni RPMI 1640

viz. Ptiloha ¢.2)
SDD - (Susceptible-Dose Dependent) citlivy v zavislosti na davce

shp. - Samp6n

sir. - sirup
sol. - roztok
spr. - sprej

sus. - suspenze
TB - Trichosporon beigelii

tbl .obd. — obalované tablety

tbl. - tableta

TM - Trichophyton mentagrophytes
ung. - mast

vag.tbl. — vaginalni tableta
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