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Abstrakt
Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a lékarskych véd
Autor: Marcela Vaisova
Skolitel: Ing. Lucie Kfiv&ikova
Nazev diplomové prace: Vliv tyrosolu na minimalni inhibiéni koncentrace

vybranych antimykotik

V' minulych studiich vénovanych quorum sensingu byly u Candida albicans
objeveny dvé quorum sensing molekuly, farnesol a tyrosol. Tyrol byl jiz dfive potvrzen
jako latka, ktera zkracuje lag fazi bunééného cyklu Candida albicans a podporuje jeji
konverzi do vlaknité formy, farnesol naopak podporuje biochemicky aktivni formu
blastospory. Tato prace se vénuje ucinku tyrosolu na Candida albicans v kombinaci

s vybranymi antimykotiky, fungistatickym flukonazolem a fungicidnim amfotericinem B.

Kmeny Candida albicans pouzité v experimentu byly ziskany vétSinou pfi
odbérech biologického materialu u pacientd s rizné lokalizovanou infekci Candida

albicans. Dale byly vyuZity ¢tyfi standardni sbirkové kmeny.

Pro experiment byla pouzita metoda mikrodiluéniho bujénového testu, sledujici

vzajemny ucinek riznych koncentraci zvoleného antimykotika a tyrosolu.

U amfotericinu B byla u dvaceti osmi vzorkG minimaini inhibiéni koncentrace
(MIC) pfi pouziti tyrosolu stejna jako MIC kontrolniho vzorku, u Sesti vzorkl byla MIC

oproti kontrolni hodnoté mirné zvySena, u tfi mirné snizena.

U flukonazolu bylo dvacet ¢Etyfi testovanych kmenu beze zmény, u osmi kmenu
se MIC zvysSila, u sedmi se snizila. Jeden kmen reagoval na nejvysSi koncentraci

tyrosolu zvySenim MIC, na niz8i koncentrace jejim snizenim.

Vysledky nepotvrdily vyrazny vliv tyrosolu na minimalni inhibi¢ni koncentraci

nékterého z antimykotik.

Klicova slova: tyrosol, Candida albicans, minimalni inhibicni koncentrace,

antimykotika



Abstract
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Title of diploma thesis: Effect of tyrosol on minimal inhibitory concentration of

antimycotics

Previous studies concerning quorum sensing in Candida albicans discovered two
guorum sensing molecules, farnesol and tyrosol. Tyrosol has been formerly confirmed as
a substance which shortens the lag phase of Candida albicans cell cycle and stimulates
its conversion to the hyphal form, farnesol stimulates blastospores. This work covers the
effect of tyrosol combined with two antimycotics, fungistatic fluconazole and fungicidal
amphotericine B.

Candida albicans strains used in the experiment were mostly isolated from samples
taken from patients suffering from variously located Candida albicans infections and four

laboratory standard strains were also used.

The method used for the experiment was a modified broth dilution method using
combinations of both tyrosol and antimycotics various concentrations, which were

prepared by two-fold dilution.

Using amphotericine B, 28 strains did not show any difference in MIC compared
with the control sample, 6 strains showed mildly higher MIC and 3 strains shower mildly
lower MIC.

Using fluconazole, 24 strains showed no change in MIC. 8 strains showed mildly
higher MIC, seven strains showed mildly lower MIC and one strain reacted with lower MIC
in the presence of lower concentrations of tyrosol, but with higher MIC to higher

concentrations of tyrosol.

The results showed no significant effect of tyrosol on MIC of any of the tested

antimycotics.

Key words: tyrosol, Candida albicans, minimal inhibitory concentration,

antimycotics



Seznam pouzitych zkratek

AIDS acquired immunodeficiency syndrome, syndrom ziskané imunodeficience
ALS proteiny s agglutinin-like sekvenci

AMB amfotericin B

BAL bronchoalveolarni lavaz

CNS centralni nervovy systéem

CFU colony forming unit — jednotka tvofici kolonii

FLZ flukonazol

GIT gastrointestinalni trakt

HIV  human immunodeficiency virus, virus lidské imunitni nedostateCnosti
MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

RPMI syntetické kultivacni médium

SAP sekrelni aspartyl proteinasa

T tyrosol

TAS trachealni aspirat



1 Obsah

Seznam pouZityCh zKratek .........coooriiiiiiii 6
L OBSAN....ceeee e 7
2 UVOd — ZAAANT PIACE ......eeeveeeeeeeeeeeeee ettt eae e, 11
3 Teoreticka CASE......cooii i 12
3.1 BUNECNA KOMUNIKACE .......evvieiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee e 12
3.1.1  QUOIUM SENSING ..uieeeeeeeeiiiieee e e e e e e e e eeaaata s s e e e e eeeeeaassnaeaaeeeeaeeennnnes 12
.12 TYIOSOL .. e 13
3.1.3  FAIMESO0L....uiiiiiiiii 14

I U1V o Yo I [ 31 1117 Co] (oo 1= SRR 15
3.3 Candida albiCaNS ...........ueviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 15
3.3.1 Morfologie Candida albicans ...............ceeiiieeeiiiiieiiicee e 15
3.3.2 DIAgQNOSHKA ......uuuiiiieiiiiiiiiie e 16
3.3.3 PAOQENEZE ... 17
3.3.4 Kandidové infekce a jejich terapie .......ccccooeeeiiiiiiiiiiiiiiiiciceeseens 18

N 41110017 (0] 1] = NP UUUPPPPTPRTTR 20
4.1 Prenled ..o 20
3.4.2 AMIOLEIICIN B ..o 21
3.4.3  FIUKONAZOI ... 23

3.5 MELOAIKY ... 25



3.5.1 RuUstova kfivka MikroorganiSmMu............ccceeeeeriiiiiieiineiieeecees e 25
3.5.2 RUSIOVA MEIA......coiiiiiiiiiiiiiiic e 26
3.5.3 Testovani antibiotické UCINNOSi.............cccoiiiiiiiiie 27

4 PraktiCKa CASt........oouiiiiiiiie e 29
4.1 ChemIKANE ... 29
4.2 Pristrojové a materialové vybaveni..........ccccooieiiiiiiiiiiiieie e 29
4.3 Testované kmeny Candida albicans..........cccoeeeeevivvieiiiiiiiiee e 29
4.3.1 TeStovan€ KIMENY ........uuuiiiiieeieeieeiiiiiee e e e e e e e e 29
4.3.2 Priprava suspenze bunék Candida albicans.............c.....cccevunnn.... 30
T Y 1= To | - OSSP PPPP PP 30
4.4.1 SabouraudlV Agar.......cccoooeeiiiiiieiee e 30
A.4.2 RPMI.. e 30
443 MOPS 31
AAA4  TYFOSOl ..o 31
4.45 ANtMYKOKE ....ccooiiiiiee e 31
4.5 Metoda tESIOVANT .....cceeeiiiiiiiiiii it 32
4.5.1 Provedeni eXPrimentU.........cooooiireiiiieineieeessseessse s 32
4.5.2 HOANOCENT tESTU. ....evviiiiieiiiiiiiiieie e 33

5 VYSIEAKY e, 34
5.1 AMFOLENICIN B ..o 34
5.1.1 SDIirkOVE KMENY ......uuuiiiiiiiiiiii s 34
5.1.2 KIinické izOl&ty — POCIVA..........uumiiiiii e 35
5.1.3 Klinické izolaty — bronchoalveolarni lavaz ....................ceevveenne. 36
5.1.4 Kilinické izolaty — trachedlni aspirat...........ccccoeeeriiiiiiiiiiiiiiieiieinns 37
5.1.5 Kilinické izolaty — hrtan .........cccoooeeiiiiiiiiiiii e 38



5.1.6 Klinické izolaty — nosohltan.............cccccceeiiiiii i 39
5.1.7 Klinické izolaty — SPULUM ......cooeeiiiiiieiiicie e e 41
5.1.8 Kiinické izolaty — UStni dutina...........ccooeiiiiiii e 42
5.1.9 KIlinické izolaty — PliCe.......uuuiiieei e 43
5.1.10 KIlinické izolaty — reKtum ..........cccooiiiiini e 43
5.1.11 KIinické izolaty — MOC ........iieeieiiiiieiiiiie e e e e 44
5.1.12 Kilinické izolaty — Nnekrotick& KOSt ..........cccooeviiiiiiiiiiiiiiciinns 45
5.1.13 Klinické izolaty — centralni zilni katetr ...........ccccvvveeeiieieeeveeennnns 46
5.1.14 Shrnuti pro vSechny Kmeny .............ceeiiiiiiiiiiieiieeee e 46
5.2 FIUKONAZOI ..o 48
5.2.1 SbirkOVE KIMENY ......ccoiiiieiiiiiiee et e e e e e eeaannes 48
5.2.2 KIinické izOl&ty — POCHVA.........uuuuiiiii s 49
5.2.3 Klinické izolaty — bronchoalveolarni lavaz ...............c....ccceevveenne. 50
5.2.4 Kilinické izolaty — trachedlni aspirat............cccoeeeiiiiiiiiiiiiiiiieiccinns 51
5.2.5 KIiNické izol&ty — Nrtan ..........cccooiiiii 52
5.2.6 Klinické izolaty — nosohltan.............cccccceeiiiiii i 53
5.2.7 KIiNIiCké izOIAty — SPULUM .......uuiiiiiiii e 55
5.2.8 KIlinické izolaty — USta .......uvuiieieeiiiiieiiiie e e e 56
5.2.9 KIINICKE iZOIAty — PlICE. .. .uueeeiiiiiii e 57
5.2.10 Kilinické izolaty — reKtum ...........coovviriiiiiiiieeeeeeeeeeie e e e 57
5.2.11 KIiNické izOIAty — MOC ........uumiiiiiiii e 58
5.2.12 Kilinické izolaty — Nnekrotick& KOSt ..........ccccoeviiiiiiiiiiiiiiccices 59
5.2.13 Klinické izolaty — centralni zZilni katetr ...........cccccccceeeieeeeeereeennnns 59
5.2.14 Shrnuti pro vdechny KMeny ..........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiccsan 59
5.3 Shrnuti pro obé antimyKotiKa ............ccccvevviiiiiii e 60



10

DISKUZE ..ot 61
ZAVEN ..ot e e 63
Seznam POUZILE lIEIratUIY .........cuuuueiii e eeee e e e e e e e e e e e e eeaaanees 64
Seznam obrazkl a grafli..........cccooiiiiiiiii s 69

e 1T0] o) PSR 72

10



2 Uvod — zadani prace

V minulych letech byly ve studiich zkoumajicich quorum sensing molekuly
a jejich role v rustu a chovani bunék u kvasinky Candida albicans identifikovany dvé
signélni molekuly — farnesol a tyrosol. Farnesol zpomaluje narast kolonii a pfechod
bunék do invazivniho stadia (Hornby et al., 2001). Tyrosol podle dosavadnich vyzkuma
zkracuje dobu potfebnou k zapoceti bunécného déleni a podporuje pfechod do

vlaknité, invazivni formy kvasinek (Chen et al., 2004).

Dosavadni vyzkum, zejména studie H. Chen et al., 2004, se zaméfoval na
ucinky tyrosolu v burice neovlivnéné dalSimi latkami. Studie sledovala rustovou kfivku
bunék po jejich pfenosu do Cerstvého média a zfedéni kolonie. Pozorovana lag faze
neboli interval mezi prenesenim do Cerstvého média a zacatkem déleni bunék se
znatelné zkracovala, pokud byl k médiu pfidan tyrosol. Lag faze byla vysvétlena jako
doba potifebna k syntéze tyrosolu az do koncentrace, ktera na buriky pusobi jako signal
k déleni. Tyrosol také podporoval pfechod kvasinek do vlaknité formy, pozorovatelny

jako naruast kliénich hyf u jednotlivych bunék.

Studie Alem et al., 2006, zjistila, Ze produkce tyrosolu je vyrazné vysSi u bunék

biofilmu nez u bunék v suspenzi, a uvedla vétsi narlist biomasy u bunék v biofilmu.

Cilem této prace bylo prozkoumat uc€inek tyrosolu na rist bunék, na néz zarover
pusobi antimykoticka latka, ktera jejich rlst zastavuje. Pro praci byl jako antimykotikum
vybran fungistaticky pusobici flukonazol a fungicidné pulsobici amfotericin B. Byla
pouzita mikrodiluéni bujonova (broth) metoda, pfi které jsou na mikrotitracni desticku
pipetovany malé objemy suspenze bunék v Zivném médiu a roztoky obou testovanych
latek, antimykotika i tyrosolu. Roztoky testovanych latek jsou pfipraveny a pipetovany
v koncentraCnich fadach tak, aby se v jednotlivych jamkach docililo riznych kombinaci

koncentraci obou latek.
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3 Teoreticka cast

3.1 Bunécéna komunikace

3.1.1 Quorum sensing

Quorum sensing je zpusob komunikace mikroorganismu. Mikroorganismy
jednak vylucuji urcité chemické latky, jednak jsou schopny vnimat koncentrace téchto
latek a tim urcit poCet bunék ve svém okoli. DosazZeni prahové koncentrace signalni
latky stimuluje celou kolonii k urcité reakci, napf. syntéze antibiotika, tvorbé biofilmu
nebo, v pfipadé dimorfnich kvasinek, pfechod z kvasinkové do viaknité formy (Madhani
a Heitman, 2011).

Mechanismy ucinku quorum sensing molekul v terapii jsou v podstaté dva.
V prvnim pfipadé jde o inhibici ristu mikroorganismu, kdy uméle zvy$ena hladina
patficné signalni latky zastavi rist mikrobl — tento pfistup vyuziva pfirozené obrany
mikroorganismu proti pfemnoZeni. Druhou moznosti je vyuziti quorum sensing molekul
u mikrobu, u nichZ tato signalni molekula reguluje expresi gent, které zpUsobuiji

posSkozeni hostitele.

Kazdy druh mikroorganismu pouziva jinou signalni molekulu, nékteré druhy
i vice. Z toho ddvodu také jeden druh nemusi reagovat na signalni molekuly
produkované jinym druhem. MiZze ale nastat i situace, kdy quorum sensing molekula
produkovana jednim mikroorganismem pUsobi i na jiny druh — napfiklad farnesol
produkovany Candida albicans inhibuje rust Aspergillus nidulans (Semighini et al.,
2006).

U bakterii i kvasinek byl pozorovan vliv quorum sensing molekul pfi pfenosu
a zfedéni kolonie do Cerstvého nového média. Po zfedéni byla pozorovana znacna
prodleva, nez zacal exponencialni narust po¢tu bunék, a tato prodleva mohla byt
ovlivnéna pfidanim latek izolovanych z nezfedénych kolonii. Byly identifikovany latky,

které interval do zagatku rUstu zkracovaly, i latky, které ho prodluzovaly.

U Candida albicans je latkou, ktera interval prodluzuje, farnesol (Hornby et al.,
2001), a latkou urychlujici nastup rustu tyrosol (T). Efekt tyrosolu se omezuje pravé na
zkraceni Casu do zapoceti rastu, nema uz vliv na samotny rast bunék (Chen et al.,

2004). Prodleva pfed narlistem zfedéné kultury je zpUsobena nutnosti nasyntetizovat
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tyrosol az do dosahnuti koncentrace potfebné pro podporu ristu. Bylo prokazano, ze
ve zfedéném médiu tyrosol rist vlaknité formy podporuje, ale sam neindukuje. Podle
analyzy se tyrosol uplatiiuje v regulaci genl kédujicich proteiny pro syntézu DNA

a regulaci bunééného cyklu.

Candida albicans pfi vysoké hustoté bunék v okoli roste v kvasinkové formé&, pfi
ziedéni se rozrista do formy viaknité. Pravé farnesol a kyselina farnesolova byly
identifikovany jako quorum sensing molekuly, které brani vzniku vldknité formy

v koloniich s vysokou buné&€nou hustotou (Chen et al., 2004).

3.1.2 Tyrosol

OH

HO

Obr. 1: Vzorec tyrosolu

Sumarni vzorec: CsH1002

CAS: 501-94-0

Molekulova hmotnost 138,166 g/mol.
Systematicky 2-(4-hydroxyfenyl)ethanol.

Je to bily praSek s bodem tani 91 °C, drazdi plice, oci, kGzi (web 2, 2014).
Pfirozené se vyskytuje v olivovém oleji, viné (Covas et al., 2003) a rozchodnici rizové
(Rhodiola rosea) (Chiang et al., 2014).

Pfi podani per os se lépe vstfebava z olejového nez z vodného roztoku, rychle
se vyluCuje mocCi. V organismu funguji nékteré fenolické latky v€etné tyrosolu jako
scavengery volnych radikald. Tyrosol chrani nékteré typy nervovych bunék pfed
poSkozenim beta-amyloidem a naslednym rozvojem Alzheimerovy choroby (St-
Laurent-Thibault et al., 2011). Studie Samuel et al., 2008, doklada kardioprotektivni

ucinky tyrosolu spojené s konzumaci bilého vina.
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Bylo prokazéno, Ze tyrosol je quorum-sensing molekula Candida albicans a Ze
jeho urcita koncentrace zkracuje lag fazi, ve které se kvasinky nedéli, podporuje tvorbu
kli¢nich hyf a urychluje pfechod Candida albicans z kvasinkového stadia do hyfalniho
(Chen et al., 2004). Také chrani kvasinky pfed fagocytujicimi bufikami imunitniho

systému (Cremer et al., 1999).

Mezi produkty genl regulovanych tyrosolem patfi DNA polymerasy, replikacni
faktory, regulatory bunééného cyklu, reduktady ribonukleotidd nebo DNA-reparacni
enzymy (Chen et al., 2004). Regulace genU probiha ovlivnénim kinasy Cek1 patfici do
kaskady kinas MAPK (Biswas et al., 2007).

Bunky tvofici biofilm produkuji vétSi mnozstvi tyrosolu nez buriky v suspenzi
(Alem et al., 2006).

V bunice je tyrosol syntetizovan z tyrosinu, meziprodukty této metabolické drahy

jsou p-hydroxyfenylpyruvat a p-hydroxyfenylacetaldehyd (web 1, 2014).

3.1.3 Farnesol

OH
H,C = = =

CH4 CH4 CH4

Obr. 2: Vzorec farnesolu

Sumaérni vzorec: CisH260

CAS: 4602-84-0, trans, trans isomer 106-28-5
Molekulova hmotnost: 222,37

Systematicky 3,7,11-trimethyl-2,6,10-dodekatrien-1-ol.

Farnesol je bezbarva stabilni kapalina. Drazdi dychaci cesty, oci a kuzi (web 3).
Byl identifikovdn jako prvni quorum sensing molekula u Candida albicans
a u eukaryotniho organismu vibec. U Candida albicans brani pfechodu kvasinky do

infekCniho, vlaknitého stavu a nasledné tvorbé biofilmu (Ramage et al., 2002)

Vzhledem ke tfem dvojnym vazbam v molekule se farnesol mize vyskytovat

v nékolika izomerech. Udaje o jejich aktivité jako quorum sensing molekuly u Candida
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albicans se lisi — studie Schlepin et al., 2003, udava jako biologicky aktivni izomer E,E-
farnesol, zatimco studie Hornby et al, 2001 uvadi srovnatelnou aktivitu E,E-farnesolu i

smeési izomerdu.

V buhce je syntetizovan z farnesylpyrofosfatu, meziproduktu v syntéze sterolu.
Antimykotika, jejichz mechanismus pusobeni spociva v zablokovani syntézy sterold,
tak mohou zvysit hladinu farnesolu tim, Ze zvySi koncentraci jeho prekurzoru. Efekt,
ktery ma vysoka koncentrace farnesolu na kvasinky, pravdépodobné pfispiva
k antimykotickému ucinku zminénych IéCiv (Hornby et al., 2003).

3.2 Uvod do mykologie

Houby jsou organismy, jejichz metabolismus ziskava energii z organickych
sloucenin. Jsou to eukaryotické buriky. Je pro né typicka produkce riznorodych latek,
z nichz ne u vSech je dosud znama jejich funkce nebo ucel, za kterym je houby
syntetizuji. Nékteré z téchto latek mohou fungovat jako quorum sensing latky
v chemické mezibunécné komunikaci (Jilek et al., 2002). Prvni houba a vlbec prvni
eukaryotni organismus, u kterého byla objevena komunikace pomoci quorum sensing,

byla kvasinka Candida albicans.

Kvasinky, na rozdil od vlaknitych hub, maji zpravidla jednobunécénou stélku, tzv.
blastosporu. Mnozi se pu€enim blastospor. Za urcitych podminek se dcefiné buriky
neoddéli uplné od buriky matefské, €imz vznika pseudomycelium Ccili Fetizek
prodlouzenych, vzajemné od sebe stale oddélenych bunék. Nékdy dochazi az ke

vzniku hyf, vldken, ze kterych je sloZzeno pravé mycelium (Greenwood et al., 1999).

3.3 Candida albicans

3.3.1 Morfologie Candida albicans

Candida albicans je heterotrofni, aerobni, malo naro¢na kvasinka. V organismu
se bézné nachazi ve formé kulovitych blastospor &ili v kvasinkové fazi, béhem
parazitarni konverze je rustovou formou pseudomycelium nebo vlaknité mycelium.

Tato schopnost existovat ve dvou rastovych formach ji fadi mezi dimorfni kvasinky.

Ma schopnost tvofit biofilmy, coz muze hrat roli napf. pfi infekci moového traktu

pfi katetrizaci.
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Dulezitou strukturou kvasinky je bunécna sténa, ktera pfichazi do pfimého
kontaktu s hostitelskym organismem, zajiStuje adherenci, obsahuje antigeny
rozpoznavané imunitnim systémem hostitele a chrani kvasinku pfed nepfiznivymi

chemickymi, fyzikalnimi a biologickymi vlivy (Jilek et al., 2002).

Bunécna sténa Candida albicans je hydrofobni, coZ hraje roli v jeji virulenci
a schopnosti formovat kolonie. Na povrchu bunécné stény jsou mannoproteiny,
pficemz na délce mannosového polysacharidového fetézce zavisi hydrofobita a typ
polysacharidi také urcuje konkrétni sérotyp Candida albicans. Také jsou vysoce
imunogenni. Mannoproteiny jsou kovalentni vazbou spojeny se siti chitinovych vliaken
spojenych betaglukovymi fetézci. Chitin v bunécné sténé mulze pfispivat k rezistenci
Candida albicans k amfotericinu B tim, Ze nedovoli jeho prinik k bunééné membrané
(Gale et al., 1986). Mannan navic potlacuje bunécnou imunitu hostitele, ¢imz pfispiva

ke snazSimu rozvoji infekce (Greenwood et al., 1999).

V plazmatické membrané kvasinek je pro terapii kandid6z nejvyznamnéjsi
obsah ergosterolu. U kvasinek rezistentnich k amfotericinu B byl zaznamenan jak vyssi
(Hamilton-Miller, 1972), tak nizsi (Athat a Winner, 1971) obsah ergosterolu v bunééné

membrané.

3.3.2 Diagnostika
Za ucCelem diagnostiky se Candida albicans kultivuje na Sabouraudové agaru
pfi 25-37°C po dobu 1-2 dnl (Greenwood et al., 1999). Pfi kultivaci zpravidla tvori

hlavné bilé lesklé vypouklé kolonie, ale muze dojit ke zméné fenotypu.

Dukazem Candida albicans muze byt i tzv. germ tube test (test klicnich hyf), kdy
se bé&hem prvnich tfi hodin kultivace objevuiji klicni hyfy. To ji odliSuje od dalSich druht
rodu Candida (Votava et al., 2000).

Jelikoz je pfirozenym kolonizatorem sliznic a kGze, neni jeji mikroskopicky

a kultivaéni dukaz postacujici pro diagnézu infekce (Votava et al., 2000).

K pfesné diagnostice jsou dnes vyuzivany chromogenni plidy a auxanogramy,

coz jsou testy sledujici vyuzivani riznych cukrd kvasinkou.
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Citlivost k antimykotikim se u jednotlivych kmend Candida albicans vyrazné liSi
diky rezistencim rtzného plvodu. Je vhodné provést test citlivosti ke zvolenému

antimykotiku pfed zahajenim terapie kandidozy.

3.3.3 Patogeneze

Virulence Candida albicans je ovlivnéna riznymi faktory, mezi které patfi
adheze k povrchu a tvorba biofilmu, tvorba hyf, sekrece proteinas a fenotypové zmény,
které maji na produkci nékterych proteolytickych enzyma vliv (Yang, 2003).

Adheze k povrchu je podstatnou podminkou Uspésné infekce a mira schopnosti
adheze je umérna virulenci daného kmene. Adherujici strukturou kvasinek jsou
proteiny s agglutinin-like sekvenci (ALS proteiny) a tzv. HWP1 proteiny. Ty se vazi na

lidske epiteliarni bunky sliznice.

U Candida albicans hraji nejvétSi roli v adhezi na sliznice kliéni hyfy v pocateéni
fazi pfechodu z kvasinkového stadia do stadia hyf. Pozménéné sekvence proteinu
HWP1 vedly k nizsi tvorbé stabilnich vazeb na sliznice, a pfestoze celkova adherence

bunék se nezmeénila, byly tyto kmeny ve vysledku méné virulentni (Staab et al., 1999).

Proteinasy vylu€ované kvasinkami rozkladaji mnoho humannich proteint, mimo
jiné albumin, hemoglobin nebo imunoglobulin A (Hube et al., 1998). Proteinas existuje
nékolik typu, kédovanych rdznymi geny. Nékteré jsou specifické pro kvasinkovou fazi
(SAP1,2,3,8), jiné pro fazi hyf a konverzi (SAP4,5,6). NaruSeni genu pro proteinasy,
zejména pro typy 1, 2 a 3, vedlo v experimentech na zvifatech ke sniZeni virulence
(Hube et al., 1997).

Tvorba hyf se u Candida albicans povazuje za zasadni pro virulenci. Konverze
do hyfalniho stadia probiha az pfi oportunni kandidové infekci, béZné se v organismu
vyskytuje v kvasinkové formé. Byly objeveny dva regulacni proteiny, z nichz protein
Cph1p se uplathuje v transkripci a tvorbé pseudohyf a protein Efg1p je transkripcni
faktor. Kmen, ktery mél oba tyto proteiny zménéné, nebyl schopen konverze do stadia
hyf (Lo et al., 1997). Pravé tvorba hyf je ovlivnéna i dvéma zatim znamymi quorum

sensing molekulami — tyrosolem, ktery ji podporuje, a farnesolem, ktery ji inhibuje.
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3.3.4 Kandidové infekce a jejich terapie

Candida albicans je soucasti pfirozené mikrofléry organismu a pro zdravého
jedince s nepoSkozenou imunitou neni Zzivot ohrozujici. Onemocnéni zplsobena
rodem Candida se souhrnné oznacuji jako kandidoézy. Jsou charakterizovana
kolonizaci a proliferaci kvasinky v organismu (Greenwood et al., 1999, Jilek et al.,
2002).
Slizni¢ni kandiddzy

PostiZeni sliznic neboli soor je nej¢astéjsi formou kandidovych infekci. Candida
albicans na sliznici tvofi bilé mazlavé povlaky, které se snadno odlucuji. Kvasinka je

na sliznici uchycena pseudomyceliem prorUstajicim sliznici.

Soor dutiny Ustni postihuje zejména novorozence a pacienty s vrozenou nebo
ziskanou poruchou imunity ¢i hormonalni rovnovahy. latrogennim rizikovym faktorem
je uzivani Sirokospektrych antibiotik, které narusi pfirozenou mikrofléru organismu,
a terapie steroidy nebo jinymi imunosupresivy. LéCi se zpravidla desinficiencii, napf.
gencianovou violeti, pfipadné Ize pouzit azolové antimykotikum v tekuté 1ékové formé
(Jedlickova, 2006).

Na soor dutiny ustni mize navazat soor jicnu a dalSich c&asti
gastrointestinalniho traktu. Déje se tak zejména u imunodeficientnich stavl

a u kachektizujicich nemoci (Kodousek, 2003).

U postizeni vaginalni sliznice je hlavnim pfiznakem svédéni a paleni, vétsinou,
ale ne vzdy, je pfitomen bily vytok nebo povlak sliznice. K terapii se uzivaji azolova
antimykotika jednak ve formé krému k zevnimu potirani, jednak ve vaginalnich

lékovych formach. Pri IéEbé je vhodné kombinovat oba typy pfipravkd.

Kozni kandiddzy

Kozni forma infekce se vyskytuje v rizné zavaznych formach. Mirnou formou je
intertrigo, vyskytujici se zpravidla na mistech vlhké zaparky — kize mezi prsty, pod
prsy, genitalni oblast. Postizena kize ma naruSenou svrchni vrstvu, coz vede
k pfemnozeni mikroorganismul a rozvoji zanétu — je zarudla, sucha, svédi a odlupuje
se. Mikroorganismy na odlou¢enych CasteCkach klze jsou zdrojem nepfimé nakazy.

Vlhkost kGize usnadnuje uchyceni infekce.
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Intertrigo je Castou komplikaci napf. obezity, nebot se snadnéji tvofi kozni

zahyby s pfiznivym prostfedim pro infekci (Kulikova, 2007).
K terapii se pouzivaji lokalni antimykotika ve formé& masti nebo krému.

Systémoveé kandiddzy

Candida albicans je oportunni patogen, k rozvoji systémové kandidozy je
potfeba urcité predispozice nebo oslabeni. Mezi rizikové skupiny patfi pacienti po
transplantacich, kterym jsou podavana imunosupresiva, aby se zabranilo rejekci $tépu,
pacienti s hematoonkologickym onemocnénim, s imunodeficitem vrozenym nebo
ziskanym (napft. infekce HIV/AIDS), ale i pacienti s autoimunitnim onemocnénim nebo
diabetes mellitus (Jedlickova, 2006).

Rizikovym faktorem je rovnéz podavani nékterych IéCiv. Antibiotika narusuji
fyziologickou mikrofléru, imunosupresiva, kortikoidy, chemoterapie a radioterapie
potladuji imunitu. Katetrizace usnadnuje prunik kvasinky do organismu, Candida

albicans dokaze na materialu vytvofit biofilm.

Zdrojem infekce muze byt i nevylé€ena mirna forma kandidézy, napf. soor
dutiny ustni nebo traviciho traktu, odkud se kvasinka Sifi krevni cestou,

pravdépodobné pfimym prinikem kvasinky skrz cévni sténu.

v s

NejCastéjSi jsou infekce plic, ledvin a moCovych cest, jater, srdce, pfipadné

centralniho nervového systému (CNS) (Kodousek, 2003).

Terapie spociva v podani systémového antimykotika. Konkrétni ucinna latka,
davkovani a délka terapie se urcuji individualné podle typu patogenu, lokalizace

a rozsahu infekce a zdravotniho stavu pacienta.

Pfi pfitomnosti Candidy v krvi (kandidemie) zaroven dochazi k infekci oka,
kandidové endoftalmitidé, coz je vyznamné pro spravnou diagnézu, protoZe jde

o0 jediny typicky pfiznak (Greenwood et al, 1999).

Plicni kandidéza
Infekce plic je zpravidla komplikaci jiné choroby. Symptomy jsou obdobné jako
pfi jinych respiraénich infekcich, v ¢asti pfipadu ale neni kandidéza diagnostikovana

a véas lécena.
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Kandiddza ledvin
Symptomaticky se podoba bakterialni nefritidé — bolestivost ledvin, horecka,

oligurie. V ledvinich byva nalezena kvasinka zejména v pseudomycelarni formée.

Kandidomykoticka endokarditida a kandidemie
Infekce srdce se vyskytuje pfedevsim jako komplikace kardiologickych operaci,
hemodialyzy nebo u narkomanu. Vyznacuje se vyraznou vegetaci na srdecnich

chlopnich a sklonem k embolizaci.

3.4 Antimykotika

3.4.1 Prehled

Jako antimykotika se oznacuji latky pouzivané k terapii kvasinkovych
a plisnovych infekci. ProtozZe jde o eukaryotni organismy, nedaji se v téchto pfipadech
pouzit antibiotika, ktera plsobi na bakterie, tedy na organismy prokaryotni (Hynie,
2003).

Uginek antimykotik mGze byt bud fungistaticky, kdy zastavi narGst a mnoZzeni
bunék, nebo fungicidni, kdy zplsobi zanik bunék nebo spor (Hynie, 2003). Typ G&inku

nezavisi jen na vlastnostech latky, ale i na jeji koncentraci (Votava a Sliva, 2010).

Podle vlastnosti jednotlivych latek se daji rozlisit antimykotika lokalni (napf.
nystatin, klotrimazol) a systémova (napf. amfotericin B, flukonazol). Lokalné podavané
latky jsou zpravidla Spatné vstiebatelné nebo toxické pfi systémovém podani, proto se
vyuzivaji pouze k mistni Ié€bé koznich a slizni¢nich infekci nebo pfi napadeni nehtd.
Nékteré systémové podavané latky se daji podavat peroralné, napfiklad flukonazol,
nékteré se nevstfebavaji vibec nebo velmi malo, takZe je nutno podavat je infuzi,

napfiklad amfotericin B (Hynie, 2003, Greenwood et al., 1999).
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3.4.2 Amfotericin B

Obr. 3: Vzorec amfotericinu B

Sumarni vzorec: C47H73NO17
CAS: 1397-89-3
Molekulova hmotnost: 924.07902

Je to Zlutooranzova pevna latka. Patfi do skupiny polyenovych antimykotik.
Ziskava se kultivaci Streptomyces nodosus. Retézec konjugovanych dvojnych vazeb
v jeho molekule se vaze na ergosterol bunéfné membrany, coz vytvaii v bunécné
membrané pory. Témito pory unikaji burice ionty a Ziviny (Brejtburg et al., 1990).
VedlejSi ucinky pfi pouziti in vivo mohou byt zplsobeny tim, Ze se vaze i na steroly
savCich bunéénych membran. Ur¢ita specificita k ergosterolu je podminéna dvojnou
vazbou na 22. uhliku struktury ergosterolu, diky kterému je molekula na rozdil od
molekuly cholesterolu rovinna a Iépe interaguje s fetézcem konjugovanych dvojnych

vazeb v molekule amfotericinu B (Hervé et al., 1989).

Ve vysSich koncentracich plsobi fungicidné — jeho plUsobeni bufku zahubi.

NizSi koncentrace maiji fungistaticky efekt — zastavuji rist a mnozeni bunék.

Pouziva se u tézkych invazivnich kandid6z a plisfiovych infekci, ¢asto jako lék

druhé volby po azolovych antimykoticich.

Jeho spektrum 0&inku zahrnuje kvasinky, plisné a prvoky, neplsobi na
dermatofyty (Hynie, 2003).
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In vitro byl prokazan jeho ucinek na Candida sp. (zejména Candida albicans,
ostatni druhy mohou byt méné citlivé), Cryptococcus neoformans, Aspergillus sp.,
Mucor sp., Sporothrix schenchii, Blastomyces dermatitidis, Coccidius immitis,

Histoplasma capsulatum (web 4, 2014).

Podava se pouze intraven6zné, pfi podani per os se nevstfebava (Hynie, 2003).
Velmi malo pronika prfes hematoencefalickou bariéru, do sklivce, slin a moci. Z vice
nez 90 % se vaze na plazmaticke bilkoviny. Je vylu€ovan ledvinami po dobu nékolika
tydnu az mésicu (Suchopar et al., 1997).

V infuzich je pouzit amfotericin B v rlznych upravach, napf. jako koloidni
disperze se sulfatem cholesterolu nebo v lipozomech, coz zajiStuje nizSi toxicitu
(Suchopar et al., 1997). Lipozomalni forma amfotericinu ma terapeuticku vyhodu
v lepSi prostupnosti do CNS. Nizsi toxicita je zpusobena nizSi koncentraci latky

v ledvinéach.

Riznym formam amfotericinu musi byt vzhledem k jejich rozdilné kinetice
a ucinku pfizplsobeno davkovani. Neni mozné provadét mezi jednotlivymi pfipravky
generické zamény, protoze kazda forma ma davkovani pfizpusobené své odlisné
kinetice a pfi zaméné by mohlo dojit k poddavkovani nebo pfedavkovani pacienta.
Podle formy amfotericinu B se vyrazné liSi i jeho biologicky poloCas. Konvencéni
amfotericin B ma poloCas asi dva tydny, lipozomalni 100-150 hodin, komplex
s cholesterylsulfatem 27-28 hodin (web 4, 2014).

V soudasné dobé neni v Ceské republice registrovan piipravek s konvenénim

amfotericinem B.

NejvyznamnéjSim vedlejSim ucinkem je nefrotoxicita (Suchopar et al., 1997),
u pacienta ji Ize monitorovat podle hladin kreatininu, urey a alkalické fosfatazy v krvi —
pfi poSkozeni ledvin jsou tyto hodnoty zvySené. Pfi ledvinovych chorobach nebo
selh&ani ledvin je nutno podavat amfotericin B s opatrnosti a pacienta monitorovat.
Poskozeni ledvin mohou potencovat dalSi nefrotoxické latky, napf. aminoglykosidy,

cisplatina, pentamidin.

Kortikoidy a adenokortikotropni hormon mohou v interakci s amfotericinem
pusobit hypokalemii ohrozujici srdec¢ni ¢&innost, amfotericinem zplsobena

hypokalemie muze zvysSit toxicitu digoxinu.
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Pfi podani infuze amfotericinu B v kratkém Casovém rozestupu od transfuze
leukocytd muze nastat poskozeni plic (web 4, 2014). Amfotericin B zesiluje ucinek
perifernich myorelaxancii (Suchopér et al., 1997).

Predavkovani amfotericinem B mUze vést az k obéhovému selhani.

3.4.3 Flukonazol

F

Obr. 4: Vzorec flukonazolu (FLZ)

Sumarni vzorec: C13H12F2N6O
CAS: 86386-73-4
Molekulova hmotnost: 306.270786

Flukonazol je bila krystalicka latka. Patfi mezi triazolova antimykotika. Je

ziskavan synteticky.

Mechanismus ucinku spocCiva ve zméné slozeni bunéfné membrany.
Flukonazol inhibuje enzym cytochrom 14-a-desmethylasu zodpovédnou za
demethylaci sterolll. To vede k hromadéni methylovanych sterolt, napf. lanosterolu,
v bunéfné membrané a nedostatku ergosterolu, ktery vznika po demethylaci.
Nedostatek ergosterolu v membrané& ma za nasledek jeji zvySenou propustnost a unik
Zivin, zejména drasliku a aminokyselin, z buriky (Hynie, 2003). Vykazuje fungistaticky

ucinek.

Spektrum ucinku zahrnuje Candida albicans (s narlstajici rezistenci, zejména
u HIV pozitivnich pacientl lé€enych flukonazolem) a nékteré druhy rodu Candida

(pfirozené rezistentni je C. krusei a C. glabrata), Blastomyces dermatitidis,
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Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum,

dermatofyty — napf. Microsporum, Trichophyton (Jedli¢kova, 2006).

Pouziva se u invazivnich kandidodz, slizni¢nich kandid6z v€etné chronické oralni
kandiddzy, kandidurie, vaginalni kandiddzy. Také k terapii dermatomykoz a rezistentni
onychomykdézy. U ohroZzenych pacientd je uzivan k prevenci relapsu, u pacientl

s poruchou imunity k prevenci kandidové infekce.

Ma dlouhy biologicky polo¢as, asi tficet hodin (Suchopar et al., 1997, Hynie,
2003). Dobre a rychle se absorbuje z gastrointestinalniho traktu (GIT), hladina v krvi
po peroralnim podani je srovnatelna s parenteralnim podanim. Narozdil od nékterych
dalSich azolovych antimykotik neni jeho absorpce z GIT ovlivnéna pH ani potravou
(Hynie, 2003).

Distribuuje se do tkani a télnich tekutin. Pronika do CNS, proto mlze byt pouzit
napf. pro terapii kryptokokové meningitidy (Hynie, 2003). Vysokych koncentraci
dosahuje v kuzi a moci — az desetinasobek plazmatické koncentrace. Je jen malo
vazan na plazmatické proteiny. Je vylu¢ovan moci, je proto tfeba upravit davkovani

u pacientd se snizenou ledvinovou clearance (web 5, 2014).

Je inhibitorem nékolika isoforem jaterniho cytochromu — silné inhibuje isoformu
2A9, stiedné silné 3A4 (Hynie, 2003). Je nutno peclivé uvazit kombinaci s IéCivy
metabolizovanymi témito formami cytochromu. Vazné nezadouci uc€inky hrozi u léCiv
ovliviujicich srde¢ni rytmus. To je napfiklad terfenadin nebo cisaprid. Zde jde jednak
o zpomalené odbouravani I|éCiv metabolizovanych ovlivnénym cytochromem
(nejvyznamnéjSi je forma 3A4) a jednak o vlastni nezadouci ucinek flukonazolu
spocivajici v prodlouzeni QT intervalu. Kombinace flukonazolu s vySe zminénymi

|éCivy jsou kontraindikovany.

Dale dochazi napfiklad k interakci s derivaty sulfonylurey, peroralnimi
antidiabetiky, ktera muze vést az k hypoglykemii (web 5, 2014).

V kombinaci se statiny hrozi zvySeni hladiny statinu a nasledkem toho
poskozeni svalll. Doporucuje se po dobu lé¢by flukonazolem vysadit statin (Dosedél
et al., 2011).
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Relativné vzacnym, ale potencialné zavaznym nezadoucim ucinkem je
hepatotoxicita, zpravidla, ale nikoliv vzdy, reverzibilni. Mdze se projevit napfiklad

tmavou modi, svétlou stolici, zazloutnutim bé&lma nebo bolesti Zaludku.

Dale se mohou vyskytnout rdzné gastrointestinalni ucinky (prijem, bolest
Zaludku, nauzea, zvraceni nebo zmény chuti), bolesti hlavy a zavraté, vzacnégji

alergické reakce ruzné intenzity, od kozni vyrazky po angioedém a anafylakticky Sok.

Pfi pfedavkovani se projevuji zmény v psychice jako neumérny strach nebo

podeziravost, zachvaty a halucinace (web 5, 2014).
Flukonazol ma slabsi antimykoticky u€inek nez amfotericin B (Hynie, 2003).

Flukonazol a amfotericin B maji v kombinaci in vitro antagonisticky ucinek,
flukonazol snizuje mnozZstvi ergosterolu v bunééné membrané, ¢imz zaroven snizuje
moznost amfotericinu B navazat se na molekulu ergosterolu. Podavani této kombinace

v terapii se proto nedoporucuje (Greenwood et al., 1999).

3.5 Metodiky

3.5.1 Rustova kfivka mikroorganismu

Mnozeni a odumirani mikroorganismua v kolonii je charakterizovano rustovou
kfivkou mikroorganismi. Ta zobrazuje pocCet bunék a jeho zmény v Case. Da se
zobrazovat bud jako poCet vSech bunék bez ohledu na jejich stav, nebo jako pocet
Zivych bunék. Zivou bufikou se rozumi burika schopna déleni. Takova burika se da
oznacit pojmem colony-forming unit (CFU) — jejim délenim mudze vzniknout cela nova

kolonie mikrobl (Greenwood et al., 1999).

Rustova kfivka zacina takzvanou lag fazi neboli fazi adaptace. V ni se buriky
po pfenosu do nového prostiedi nedéli, jejich pocCet diky odumirani starSich bunék
klesa (Jilek et al., 2002). Roste objem jednotlivych bunék, mikroby maji intenzivni
metabolismus (Greenwood et al., 1999). Soucasti metabolismu mize byt i syntéza
molekul hrajicich roli v quorum sensing, které po dosazeni urcité koncentrace mohou
stimulovat bunky k déleni a tim zkracuji lag fazi (Jilek et al., 2002). Tuto roli hraje
u Candida albicans tyrosol, opacnym zplUsobem pusobi farnesol, ktery lag fazi
prodluzuje (Chen et al., 2004).
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Po lag fazi nasleduje faze zrychleného a nasledné exponencialniho ristu, kdy
pocCet bunék rychle stoupa. Rychlost déleni bunék a délka exponencialni faze zalezi
na podminkach prostfedi, zejména na dostupnosti zivin a odvodu zplodin
metabolismu, a na generacni dobé Cili Case mezi dvéma délenimi bunky (Jilek et al,
2002, Greenwood et al., 1999).

Pres fazi zpomaleného rlstu se pak kolonie dostava do stacionarni faze, kdy je
poCet bunék nejvy$Si a konstantni, protoZze mikroby se stejnou rychlosti mnozZi
i odumiraji (Jilek et al., 2002). Nékdy ale dochazi spiSe k zastaveé rastu, kdy se buriky

nedéli ani nehynou a maji pouze omezeny metabolismus (Greenwood et al., 1999).

Vzhledem k rozdilnym mechanismdm ovliviiujicim exponencialni a stacionarni
fazi rastu se buriky v téchto dvou fazich mohou morfologicky nebo fyziologicky lisit,
napr. kvuli obsahu zasobnich polysacharidi a lipidu ve stacionarni fazi. Pro spravné
uréeni morfologie mikroorganismu je klicova exponencialni faze ristu (Greenwood et
al., 1999).

Po vyC€erpani Zzivin, pfipadné prostoru, a nahromadéni metaboliti se zhorsi
Zivotni podminky pro mikroorganismy a jejich pocet kvuli zvySenému odumirani bunék

klesa.

3.5.2 Ristova média

Rustové médium pro kultivaci mikroorganismU musi splfiovat naroky na vyzivu
mikroorganismU, mezi néz patfi zdroj uhliku a dusiku, potfebna hladina nebo naopak
nepfitomnost kysliku, patficna hladina oxidu uhli¢itého, zdroj energie, pfipadné

vitaminy, rlstoveé faktory, antioxidanty a dalsi.

Komplexnim zdrojem uhliku, dusiku, mineralt atd. jsou materialy biologického
pavodu, napfiklad masovy extrakt, kvasniCny extrakt, krev, hydrolyzaty bilkovin.

Nerozstépené bilkoviny vétdina mikroorganismu vyuZzit nedokaze.

V pfipadé biologickych materiall se jedna o zivné pudy bez presné

definovaného chemického slozeni, jejich vyhodou je nizka cena.

Sabouraudiv agar
Ke kultivaci Candida albicans se nej¢astéji pouziva Sabourauduv dextrosovy

agar, ktery patfii mezi pudy ur€ené k pomnozZeni mikrobd. Obsahuje pepton
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(hydrolyzovany protein) a glukosu (starSim nazvem dextrosa). Aminokyseliny
z peptonu slouZzi jako zdroj dusiku. Glukosa je zdrojem uhliku a energie, navic jeji
vysoké koncentrace spolu s vyslednym niz§im pH pudy 5,6 brani narustu bakterii,
kterymi by vzorek mohl byt kontaminovan. Agar uréeny ke kultivaci kvasinek muze

obsahovat i chloramfenikol, ktery inhibuje rust bakterii (web 6, 2011).

RPMI

RPMI je rustové médium pouzivané pro kultivaci mnoha typd bunék. Obsahuje
glukosu, aminokyseliny, sodné, draselné a chloridové ionty a hydrogenuhli¢itanovy
pufr (pfesné sloZeni je uvedeno v pfiloze 1). K nastaveni spravného pH média slouzi

fenolova Cerven (web 7, 2014).

DMSO

Dimethylsulfoxid (DMSO) je rozpoustédlo bézné uzivané k rozpousténi
antimykotik pfi testech. Podle studie Randhawa et al., 2008 dimethylsulfoxid
v koncentraci vysSi nez 1,25 % inhibuje tvorbu kliénich hyf u Candida albicans. Pfi

pouziti DMSO v experimentech je proto tfeba pouzit niZsi koncentraci.

3.5.3 Testovani antibiotické uéinnosti

Testovani antibiotické, pfipadné antimykotické uc€innosti mize byt provedeno
nékolika metodami. Agarova difuzni metoda spociva v uvolnovani antibiotika do agaru
z diskl nebo prouzku nasycenych riznymi koncentracemi antibiotika. Agarova dilu¢ni

metoda vyuziva agaru nasyceného riznymi koncentracemi antibiotika.

Dilu¢ni bujonové testy se provadeéji v tekutém médiu s rznymi koncentracemi
antibiotika. Antibiotikum je nafedéno tzv. dvojkovou Ffadou — kazda nasledujici

koncentrace je polovi¢ni nez koncentrace pfedchozi.

Makrodilu€ni test pouziva nafedéna antibiotika ve zkumavkach, mikrodilu¢ni

test v jamkach mikrotitracni desticky.

Vyhodnocovani

U kvantitativnich testd antibiotické Uc€innosti se urcuje minimalni inhibi¢ni

v v

Rl

nenastal zadny nartst bunék.
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V pfipadé fungistaticnych antimykotik, mezi které patfi flukonazol, se minimalni
inhibiéni koncentrace urCuje podle pozadovaného poklesu mnozstvi bunék

v porovnani s kontrolni, ni¢im neovlivnénou jamkou nebo zkumavkou. P¥i

v v

vvisr wvr

jamce, tedy 100 %. Stupen 1 se pouzije pro jamky se slabym zakalem zplsobenym
burikami, stupen 2 pro vyrazny pokles mnozstvi bunék oproti kontrolni jamce, cca
50 %. Stupném 3 je oznaen mirny pokles v mnozstvi bunék (National Committee for
Clinical Laboratory Standards, 2002).

V makrodilu¢nim testu se MIC urCi podle zkumavky, kde je zaznamenan pokles

mnozstvi bunék o 80 % oproti kontrolni, antimykotikem neovlivnéné zkumavce.

DiluCni bujonoveé testy Ize vyhodnocovat turbidimetricky. Ne vzdy je ale méfeni
vzniklého zakalu pfesnéjSi nez vizualni odecet, protoze nékteré mikroorganismy,
v€etné Candida albicans, tvofi biofilmy, které se nedaji roztfepat na homogenni
suspenzi bunék. Proto se vyuZziva vizualniho hodnoceni zkumavek nebo desti¢ek proti

c¢ernému pozadi.
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4 Prakticka cast

4.1 Chemikalie
Amfotericin B (Fluka)

Flukonazol (Fluka)
Tyrosol (Sigma Aldrich, 98 %)
Sabourauduv dextrosovy zaklad (HIMEDIA)
Dimethylsulfoxid (Sigma Aldrich)
RPMI (Sevapharma)
MOPS (= 99,5%, BioWhittaker)
Sterilni voda (Fresenia Cabi)
Sterilni fyziologicky roztok (Fresenia Cabi)
4.2 Pristrojové a materialové vybaveni
Laminarni box ESCO class type A2
Mikroskop Olympus BX 40
Burkerova pocitaci komUrka
Plastové zkumavky s vicky a mikrozkumavky Eppendorf
Automatické pipety a multikanalova pipeta Socorex, pipetovaci Spicky
Mikrotitraéni destiCky (96 jamek) s vicky
Termobox Binder
Trepacka Grant-Bio
Denzitometr Biosan DEN-1B

Dvanactijamkovy pipetovaci rezervoar a nedéleny rezervoar
4.3 Testované kmeny Candida albicans

4.3.1 Testované kmeny
V pokusu byly pouzity standardni kmeny Candida albicans ATTC 8712, 25580,

10231 a 25188 a izolaty z hrtanu, dasné, modi, kosti, pochvy, bronchoalveolarni lavaze
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(BAL), sputa, plic, ust, nosohltanu, rekta, centralniho Zilniho katetru a tracheéalniho

aspiratu (TAS). Seznam vSech pouzitych kmenu je uveden v pfiloze.

4.3.2 Priprava suspenze bunék Candida albicans

Odebrané vzorky se kultivuji na Sabouraudové agaru pfi teploté 37°C. Dvacet
Gtyfi hodin pred testovanim se testované kolonie pfeoc¢kuji na novy Sabourauduiv agar

a inkubuiji pfi teploté 37 °C.

Nejprve se pfipravi zakladni suspenze bunék ve fyziologickém roztoku.
Koncentrace zakladni suspenze je 1x10° — 5x10% CFU/mI. Suspenze se pfipravuje ve
zkumavce, kde se €ast kolonie odebrana z agaru mikrobiologickou klickou postupné

roztird po sténé zkumavky a misi s fyziologickym roztokem.

Koncentrace zakladni suspenze se kontroluje mikroskopicky pocitanim bunék
v Birkerové komurce. Rozsah koncentraci 1x108 — 5x10% CFU/ml odpovida 4 — 20

burikdm ve Gétverci o ploSe 0,04 mm?.

Zakladni suspenze se fedi RPMI v poméru 30 ul suspenze k 1470 pyl RPMI. 1
ml této suspenze se dale fedi 19 ml RPMI k dosaZeni koncentrace bunék 1x10° —

5x10% CFU/ml. Vysledna suspenze se pipetuje na mikrotitracni desticku.

Suspenze bunék se pfipravuje v potfebném mnozstvi v den pokusu.

4.4 Média

4.4.1 Sabourauduv agar
Zaklad pro Sabouraudlv dextrosovy agar obsahuje 40 grami glukosy, 10

gramu peptonu a 15 gramu agaru.

65 gramu zakladu se rozpusti v 1000 ml destilované vody a pfivede se k varu,

aby se zaklad dokonale rozpustil. Sterilizuje se v autoklavu, 15 minut pfi 121°C.
Vysledné pH pldy je 5,6+0.2.

4.4.2 RPMI

10,45 g zakladu (pfesné slozeni v pfiloze) se rozpusti v 1000 ml destilované
vody. Vysledny roztok se sterilizuje filtraci. Pfed pouzitim se RPMI zfedi roztokem
MOPS v poméru 1:4 (RPMI:MOPS).
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4.4.3 MOPS

3-(N-morfolin)propansulfonova kyselina je pufracni Cinidlo.
17,25 g z&kladu se rozpusti v 500 ml destilované vody.

4.4.4 Tyrosol

Rozpusténim 6,9082 g tyrosolu v 1 ml RPMI vznikne zasobni roztok tyrosolu

0 koncentraci 50 mmol/I.

Roztok T1 o koncentraci 2 pmol/ml se pfipravi smisenim zasobniho roztoku

tyrosolu a RPMI v poméru 1:24.

Roztok T2 o koncentraci 1 ymol/ml se pfipravi smisenim roztoku T1 a RPMI

v poméru 1:1.

Roztok T3 o koncentraci 0,4 ymol/ml vznikne smisenim T1 a RPMI v poméru
1:4.

Roztok T4 o koncentraci 0,24 pmol/ml vznikne smisenim T1 a RPMI v poméru
3:22.

Roztok T5 o koncentraci 0,12 umol/ml vznikne smisenim T1 a RPMI v poméru 3:47.
Roztok T6 o koncentraci 0,04 umol/ml vznikne smisenim T1 a RPMI v poméru 1:49.

4.4.5 Antimykotika

Rozpustenim 16 mg antimykotika v 10 ml rozpous$tédla vznikne zasobni roztok
o koncentraci 1,6 mg/ml. Amfotericin B se rozpousti v dimethylsulfoxidu, flukonazol ve
vodé.

Z&sobni roztok se pouZziva k pfipravé koncentraCni fady roztoku antimykotika.
Smisenim zasobniho roztoku a RPMI v poméru 1:49 vznikne roztok C1 o koncentraci
32 pg/ml. Roztok C2 o koncentraci 16 ug/ml vznikne smisenim roztoku C1 a RPMI
v poméru 1:1, naslednym Fedénim dvojkovou fadou (fedéni pfedchoziho roztoku
s vySSi koncentraci antimykotika s Cistym médiem v poméru 1:1) se pfipravi roztoky
C3-C10 o nasledujicich koncentracich:

C3 - 8 pg/mi

C4 - 4 pg/mi
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C5 - 2 pg/mi

C6 - 1 pg/ml
C7-0,5 pg/ml
C8-0,25 pug/ml

C9 -0,125 pug/mi
C10-0,063 pg/ml

Postup je stejny pro pfipravu roztoku amfotericinu B i flukonazolu. Roztoky se

pfipravuji do zkumavek vzdy Cerstvé v den pokusu.

45 Metoda testovani

4.5.1 Provedeni exprimentu

Test se provadi v mikrotitracni desti¢ce s 96 jamkami. Kazda desti¢ka obsahuje

jeden testovany kmen a jedno antimykotikum.

Do radku desticky se pipetuje vzdy 50 ul jedné koncentrace tyrosolu. Roztok T1
(nejvysSi koncentrace) se pipetuje do fadku A, T2 do fadku B, T3 do fadku C, T4 do
fadku D, T5 do fadku E a roztok T6 (nejnizsi koncentrace) do fadku F. Do fadki G a H
se pipetuje 50 yl Cistého RPMI (fadek G slouzi k odectu MIC bez ovlivnéni tyrosolem,
fadek H je kontrola nulové bakterialni kontaminace antimykotika). Do sloupct desti¢ky
se pipetuje vzdy 50 ul jedné koncenrace antimykotika pfi zachovani koncentra¢ni fady.
Roztok C1 se pipetuje do sloupce 1 az roztok C10 do sloupce 10. Do sloupce 11 se
pipetuje 50 pl RPMI (sleduje se vlastni antimikrobni uc€inek tyrosolu). Do celého
sloupce 12 a rfadku H se pipetuje 150 pyl RPMI (slouzi jako kontrola kontaminace
médii). Do sloupcu 1 — 11 a fadkl A - G se pipetuje 100 pl suspenze bunék. Schéma

mikrotitracni destiCky s koncentracemi testovanych latek je uvedeno v pfiloze 3.

Veskera prace s testovanymi kmeny, roztoky latek a suspenzemi bunék je

provadéna v laminarnim boxu.

DestiCka je inkubovana 24 hodin pfi 37 °C bez pfistupu svétla.
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4.5.2 Hodnoceni testu

Hodnoti se narGst bunécnych kolonii v jednotlivych jamkach v porovnani
s jamkou G 11, ktera neobsahuje antimykotikum ani tyrosol, a proto je narlst kolonii

v této jamce hodnocen jako stoprocentni.

Desticka se hodnoti vizualné proti ernému pozadi a proti svétlu.

s v

koncentrace, ktera zcela inhibuje narust kolonii.

Jako minimalni inhibi¢ni koncentrace flukonazolu je hodnocena nejnizsi

koncentrace, ktera inhibuje narust kolonii o 50 %.

Desticky se hodnoti po 24 a 48 hodinach inkubace pfi 37 °C.
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5 Vysledky
5.1 Amfotericin B

5.1.1 Shirkové kmeny

32
16

amfotericinu B { yg/ml)

o}

22 oo

958 bm k@
wa 9

-
r

T1 TO04 T024 T0,12 T 0,04 TO

c tyrosolu ( umal/ml)

Obr. 5: Interakce AMB a T - kmen 8712: Nedoslo ke zméné MIC.

T2 T1 TO04 T024 T012 T 0,04 TO

c tyrosalu ( umal/ml)

Obr. 6: Interakce AMB a T - kmen 25 580: NedoSlo ke zméné MIC.

0,25
0,125
0,063

c amfotericinu B ( pg/ml)

T2 T1 T04 T024 T012 T0.04 TO

¢ tyrosolu { umol/ml)

Obr. 7: Interakce AMB a T - kmen 10 231: Pfi koncentraci tyrosolu
1 umol/ml doSlo k mirnému narastu MIC. Kvdli chybé v pipetovani nebylo
mozné odecist hodnotu MIC pfi koncentraci tyrosolu 2 umol/mi.
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0,28

0,125
0,083

camfotericinu B { yg/ml)

T2 T1 T04 T024 T0,12 T0,04 TO

c tyrosolu ( pmol/ml)

Obr. 8: Interakce AMB a T - kmen 25 188: NedoSlo ke zméné MIC.

5.1.2 Klinické izolaty — pochva

¢ amfotericinu B { pa/ml)

T2 T1 T04 T024 T012 T0,04 TO

¢ tyrosolu ( gmol/ml)

Obr. 9: Interakce AMB a T - vzorek 9, akutni zanét pochvy: NedoSlo ke
zméné MIC.

0,125
0,063

¢ amfotericinu B { ya/m

T2 T1 TO04 T024 T0,12 T 0,04 TO

c tyrosolu ( pmoal/ml)

Obr. 10: Interakce AMB a T - vzorek 11, chronicky zanét pochvy:
Nedo$lo ke zméné MIC.
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Obr. 11: Interakce AMB a T - vzorek 12, hnis z pochvy: Mirny narast MIC
za pfitomnosti vSech koncentraci tyrosolu.

¢ amfotericinu B { ug/ml)

0,125
0,063

T2 T1 TO04 T024 T0,12 T004 TO

¢ tyrosolu ( umol/ml)

Obr. 12: Interakce AMB a T - vzorek 23, pochva: Mirny nardst MIC pri
koncentraci tyrosolu 0,4 a 0,24 umol/mi.

5.1.3 Klinické izolaty — bronchoalveolarni lavaz

¢ amfotericinu B ( yg/ml)

T2 T1 TO04 T024 T012 T 0,04 TO

c tyrosolu ( gmol/ml)

Obr. 13: Interakce AMB a T — vzorek 10, BAL: Nedoslo ke zméné MIC.
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c amfotericinu B { pug/ml)

0,125
0,063

T2 T1 TO04 T024 T0,12 T 0,04 TO

¢ tyrosolu ( umol/ml)

Obr. 14: Interakce AMB a T - vzorek 13, BAL: NedoSlo ke zméné MIC.
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0,125
0,063

c amfotericinu B ( yg/ml)

T2 T1 TO04 T024 T0,12 T 0,04 TO

c tyrosolu { umol/ml)

Obr. 15: Interakce AMB a T - vzorek 14, BAL: Mirny nartst MIC pri
pritomnosti tyrosolu ve vsech koncentracich.

0,25
0,125
0.063

¢ amfotericinu B ( ug/ml)

T2 T1 TO04 T024 T0,12 T 0,04 TO

¢ tyrosolu { pmol/ml)

Obr. 16: Interakce AMB a T- vzorek 32, BAL: Mirné zvyseni MIC pri
koncentraci tyrosolu 0,04 umol/ml.

5.1.4 Klinické izolaty — trachealni aspirat

0,125
0,063

c amfotericinu B ( pg/ml)

T2 T1 TO04 T0,24 T012 T0,04 TO

c tyrosolu ( umal/ml)

Obr. 17: Interakce AMB a T - vzorek 33, TAS: Nedoslo ke zméné MIC.
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¢ tyrosolu ( umol/ml)

Obr. 18: Interakce AMB a T - vzorek 38, TAS: Nedoslo ke zméné MIC.
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Obr. 19: Interakce AMB a T - vzorek 39, TAS: Za pfitomnosti tyrosolu v
koncentraci 2 umol/ml nastalo mirné snizeni MIC.

5.1.5 Klinické izolaty — hrtan

¢ amfotericinu B ( pg/ml)

T2 T1 T04 T024 T0,12 T0,04 TO

¢ tyrosolu { pmal/ml)

Obr. 20: Interakce AMB a T - vzorek 5, hrtan: NedoS$lo ke zméné MIC.
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c amfotericinu B ( pg/ml)
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¢ tyrosolu ( umol/ml)

Obr. 21: Interakce AMB a T - vzorek 15, hrtan: Nedoslo ke zméné MIC.

¢ amfotericinu B ( pg/ml)
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0,063

T2 T1 T04 T024 T0,12 T0,04 TO

¢ tyrosolu { pmal/ml)

Obr. 22: Interakce AMB a T - vzorek 30, hrtan: Nedoslo ke zméné MIC.

c amfotericinu B { pg/ml)

0,125
0,063

T2 T1 T04 T024 T0,12 T0,04 TO

¢ tyrosolu ( umol/ml)

Obr. 23: Interakce AMB a T - vzorek 34, hrtan: Nedoslo ke zméné MIC.

5.1.6 Klinické izolaty — nosohltan
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Obr. 24: Interakce AMB a T - vzorek 19, nosohltan: NedoSlo ke zméné
MIC.
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T2 T1 TO04 T0.24 T012 T0,04 TO
c tyrosalu ( umal/ml)
Obr. 25: Interakce AMB a T - vzorek 21, nosohltan: Za pritomnosti

v v,

tyrosolu v koncentraci 0,12 umol/ml a vy$8i doslo k mirnému narastu MIC.
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Obr. 26: Interakce AMB a T - vzorek 29, nosohltan: Nedoslo ke zméné
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Obr. 27: Interakce AMB a T - vzorek 40, nosohltan: Za pritomnosti
tyrosolu v koncentraci 2 umol/ml nastalo mirné snizeni MIC.

40



5.1.7 Klinické izolaty — sputum
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Obr. 28: Interakce AMB a T - vzorek 16, sputum: NedoSlo ke zméné MIC.
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Obr. 29: Interakce AMB a T - vzorek 24, sputum: Za pfitomnosti tyrosolu
v koncentraci 0,12 umol/ml nastalo mirné zvySeni MIC.
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Obr. 30: Interakce AMB a T - vrozek 27, sputum: Nedoslo ke zméne MIC.
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Obr. 31: Interakce AMB a T - vzorek 35, sputum: NedoSlo ke zméné MIC.
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5.1.8 Klinické izolaty — ustni dutina
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Obr. 32: Interakce AMB a T - vzorek 6, dasern: NedoSlo ke zméné MIC.
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Obr. 33: Interakce AMB a T - vzorek 18, usta: NedoSlo ke zméné MIC.
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Obr. 34: Interakce AMB a T - vzorek 26, usta: NedoSlo ke zméné MIC.
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T2 T1 TO04 T024 T0,12 T 0,04 TO

¢ tyrosolu ( umol/ml)

Obr. 35: Interakce AMB a T - vzorek 37, usta: Za pfitomnosti tyrosolu v
koncentracich 1 a 2 umol/ml nastalo mirné snizeni MIC.

5.1.9 Klinické izolaty — plice
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Obr. 36: Interakce AMB a T - vzorek 28, plice: Nedoslo ke zméné MIC.
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Obr. 37: Interakce AMB a T - vzorek 17, plice: Nedoslo ke zméne MIC.

Klinické izolaty — rektum
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5.1.11
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Obr. 38: Interakce AMB a T - vzorek 25, rektum: NedoSlo ke zméné MIC.
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Obr. 39: Interakce AMB a T - vzorek 22, rektum: NedoSlo ke zméné MIC.
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Obr. 40: Interakce AMB a T - vzorek 7, mo¢: Za pritomnosti tyrosolu v
koncentraci 0,4 umol/ml doSlo k mirnému snizeni MIC.
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Obr. 41: Interakce AMB a T - vzorek 20, moc¢: NedoSlo ke zméné MIC.
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Obr. 42: Interakce AMB a T- vzorek 31, moc: Nedoslo ke zméné MIC.

5.1.12 Klinické izolaty — nekroticka kost

Obr. 43:
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Interakce AMB a T - vzorek 8, nekroticka kost: Nedoslo ke
zméné MIC.
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5.1.13 Klinickeé izolaty — centralni zilni katetr
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Obr. 44: Interakce AMB a T - vzorek 36, centralni zilni katetr: Nedoslo ke
zméné MIC.

5.1.14 Shrnuti pro vSechny kmeny

Zmeéna MIC antimykotika je hodnocena nasledovné:
zmeéna o 1 stupen fedéni — mirna zména

zména o 2 stupné fedéni — stfedni zména

zmeéna o 3 a vice stuprfili fedéni — vyrazna zména

PFi pouziti amfotericinu B jako antmykotika byly u celkem 40 vzork( zjistény

nasledujici vysledky:

U &ty kmenu doslo oproti kontrole k mirnému zvySeni MIC v pfitomnosti vy$Sich

koncentraci tyrosolu.

U &tyf kmenl se MIC mirné zvysSila u nékterych nizsich koncentraci tyrosolu, ale

pfi nejvyssi koncentraci zUstala stejna jako kontrolni.

TFi kmeny reagovaly na nejvyS$i a dalSi koncentrace tyrosolu mirnym snizenim
MIC.

U jednoho kmene doslo ke snizeni MIC po niZsi koncentraci tyrosolu, pficemz

pfi nejvysSi koncentraci tyrosolu byla MIC stejna jako u kontrolniho vzorku.

Dvacet osm kmenu zUstalo beze zmény.
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U zadného kmene nedoslo ke stfedni nebo vyrazné zméné MIC.

Graf 1: Zména MIC amfotericinu B v zavislosti na pfitomnosti tyrosolu
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5.2 Flukonazol

5.2.1 Shirkové kmeny
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Obr. 45: Interakce FLZ a T - kmen 8712: NedoSlo ke zméné MIC.

Obr. 46:

Obr. 47:

Obr. 48: Interakce FLZ a T - kmen 25 188: NedoSlo ke zméné MIC.
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5.2.2 Klinické izolaty — pochva

c flukonazolu ( pg/ml)

T2 T1 T04 T024 T0,12 T0,04 TO

¢ tyrosolu ( gmol/ml)

Obr. 49: Interakce FLZ a T - vzorek 9, akutni zanét: V pfitomnosti
tyrosolu o koncentraci 1 a 2 umol/ml doSlo k mirnému zvySeni MIC.
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Obr. 50: Interakce FLZ a T - vzorek 11, chronicky zanét: Nedoslo ke
zméné MIC.
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Obr. 51: Interakce FLZ a T - vzorek 12, hnis z pochvy: Kmen je
rezistentni vici flukonazolu v pouZitych koncentracich.
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Obr. 52: Interakce FLZ a T - vzorek 23, pochva: u vysokych koncentraci
T doslo k mirnému snizeni MIC, v nizké naopak ke zvySeni MIC.

5.2.3 Klinické izolaty — bronchoalveolarni lavaz
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Obr. 53: Interakce FLZ a T - vzorek 10, BAL: NedoSlo ke zméné MIC.
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Obr. 54: Interakce FLZ a T - vzorek 13, BAL: Za pritomnosti tyrosolu v
koncentraci 2 umol/ml do$lo k mirnému zvyseni MIC.
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Obr. 55: Interakce FLZ a T - vzorek 14, BAL: Za pritomnosti tyrosolu ve
vSech koncentracich doslo k mirnému snizeni MIC.
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Obr. 56: Interakce FLZ a T - vzorek 32, BAL: NedoSlo ke zméné MIC.

5.2.4 Klinické izolaty — trachealni aspirat
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Obr. 57: Interakce FLZ a T - vzorek 32, TAS: NedoSlo ke zméné MIC.
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Obr. 58: InteFékce FLZ a T - vzorek 38, TAS: NedoSlo ke zméné MIC.
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Obr. 59: Interakce FLZ a T - vzorek 39, TAS: Za pfitomnosti tyrosolu v
koncentracich 1-0,04 umol/ml doslo k mirnému snizeni MIC.

5.2.5 Klinické izolaty — hrtan
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Obr. 60: Interakce FLZ a T - vzorek 5, hrtan: Za pfitomnosti tyrosolu v
koncentraci 2 umol/ml doslo k mirnému zvySeni MIC.
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Obr. 61: Interakce FLZ a T - vzorek 15, hrtan: Za pritomnosti véech
koncentraci tyrosolu doslo k mirnému snizeni MIC.
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Obr. 62: Interakce FLZ a T - vzorek 30, hrtan: NedoSlo ke zméné MIC.
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Obr. 63: Interakce FLZ a T - vzorek 34, hrtan: NedoSlo ke zméné MIC.
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5.2.6 Klinické
izolaty — nosohltan
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Obr. 64: Interakce FLZ a T - vzorek 19, nosohltan: Za pritomnosti
tyrosolu v koncentraci 0,4 umol/ml a vy$Sich doSlo ke stfednimu zvyseni MIC
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Obr. 65: Interakce FLZ a T - vzorek 21, nosohltan: Za pritomnosti
tyrosolu v koncentracich 1-0,04 umol/ml doSlo k mirnému snizeni MIC.
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Obr. 66: Interakce FLZ a T - vzorek 29, nosohltan: NedoSlo ke zméné
MIC.

05

005 — e
0,125

0,063

¢ flukonazolu ( ug/ml)

T2 T1 T04 T0,24 T012 T0,04 TO

¢ tyrosolu ( umol/ml)

Obr. 67: Interakce FLZ a T - vzorek 21, nosohltan: Za pritomnosti
tyrosolu v koncentracich 1-0,04 umol/ml doSlo k mirnému snizeni MIC.
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5.2.7 Klinické izolaty — sputum
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Obr. 68: Interakce FLZ a T - vzorek 16, sputum: Za pritomnosti vSech
koncentraci tyrosolu doslo k mirnému snizeni MIC.
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Obr. 69: Interakce FLZ a T - vzorek 24, sputum: NedoS$lo ke zméné MIC.
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Obr. 70: Interakce FLZ a T - vzorek 27, sputum: Za pritomnosti tyrosolu v
koncentraci 2 umol/ml do$lo k mirnému zvy$eni MIC.

=M

05

0,25
0,125
0,063

¢ flukonazolu ( ug

T2 T1 TO04 T024 T0,12 TO004 TO

c tyrosolu { ymol/ml)

Obr. 71: Interakce FLZ a T - vzorek 35, sputum: NedoS$lo ke zméné MIC.
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5.2.8 Klinické izolaty — usta
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Obr. 72: Interakce FLZ a T - vzorek 6, daseri: Za pfitomnosti tyrosolu o

v v

koncentraci 0,24 umol/ml a vys$i do$lo k mirnému zvySeni MIC.
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Obr. 73: Interakce FLZ a T - vzorek 18, usta: Nedoslo ke zméné MIC.

0,25

0,125
0,063

¢ flukonazolu ( ug/ml)

T2 T1 T04 T024 T0,12 T0.04 TO

c tyrosolu ( pmol/ml)

Obr. 74: Interakce FLZ a T - vzorek 26, usta: Nedoslo ke zméné MIC.
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Obr. 75: Interakce FLZ a T - vzorek 37, usta: Nedoslo ke zméné MIC.
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5.2.9 Klinické izolaty — plice
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Obr. 76: Interakce FLZ a T - vzorek 28, plice: NedoS$lo ke zméné MIC.
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Obr. 77: Interakce FLZ a T - vzorek 17, plice: NedoS$lo ke zméné MIC.

5.2.10 Klinické izolaty — rektum
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Obr. 78: Interakce FLZ a T - vzorek 22, rektum: Za pritomnosti tyrosou v
koncentracich 0,4-0,04 umol/ml doSlo k mirnému snizeni MIC.
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Obr. 79: Interakce FLZ a T - vzorek 25, rektum: NedoSlo ke zméné MIC.

5.2.11 Klinické izolaty — moé
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Obr. 80: Interakce FLZ a T - vzorek 7, moc: Za pritomnosti tyrosolu v
koncentraci 2 umol/ml doSlo k mirnému zvySeni MIC.
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Obr. 81: Interakce FLZ a T - vzorek 20, mo¢: Za pritomnosti tyrosolu v
koncentraci 2 umol/ml do$lo k mirnému zvy$eni MIC.
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Obr. 82: Interakce FLZ a T - vzorek 31, mo¢: Nedoslo ke zméné MIC.
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5.2.12 Klinickeé izolaty — nekroticka kost
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Obr. 83: Interakce FLZ a T - vzorek 8, nekroticka kost: Nedoslo ke

zméné MIC.
5.2.13 Klinické izolaty — centrdlni zilni katetr
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Obr. 84: Interakce FLZ a T - vzorek 36, centralni Zilni katetr: NedoSlo ke
zméné MIC.

5.2.14 Shrnuti pro vS8echny kmeny

Zména MIC antimykotika je hodnocena nasledovné:
zména o 1 stuperi fedéni — mirna zména

zména o 2 stupné fedéni — stfedni zména

zmeéna o 3 a vice stupfili fedéni — vyrazna zména

Pfi pouziti flukonazolu byly u 40 vzork( stejnych kmen( jako v pfipadé

amfotericinu zjistény nasledujici vysledky:
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U osmi kment se MIC zvysSila pfi pouziti nejvyssi a dalSich koncentraci tyrosolu,

z toho u jednoho kmene doslo ke stfednimu zvySeni MIC flukonazolu.
U tfi kmen( doSlo pfi pouziti nejvy$Si koncentrace tyrosolu ke snizeni MIC.

U C&tyf kmenu se MIC snizila pfi nékteré nizSi koncentraci tyrosolu, ale pfi
nejvy8Si koncentraci zUstala stejna jako kontrolni MIC.

Jeden kmen reagoval na nejvySsi koncentraci tyrosolu zvySenim MIC, ale na

nékteré nizSi koncentrace snizenim MIC.

Dvacet Ctyfi kmenu zUstalo oproti kontrole beze zmény.

Graf 2: Zména MIC flukonazolu v zavislosti na pfitomnosti tyrosolu

5.3 Shrnuti pro obé antimykotika

Pét kmenu reagovalo zménou MIC u obou antimykotik.

TFi z téchto kmend (vzorky 23, 39 a 40) reagovaly na obé& antimykotika stejnym
zpusobem — vzorek 23 (pochva) zvySenim MIC, vzorky 39 (TAS) a 40 (nosohltan)

snizenim MIC.

Dva kmeny reagovaly riznou zménou MIC u obou antimykotik. Vzorek 7 (mo¢)
vykazal snizenou MIC amfotericinu B a zvySenou MIC flukonazolu. Vzorek 13 (BAL)
vykazal zvySenou MIC amfotericinu B a snizenou MIC flukonazolu.

60



6 Diskuze

Kvasinka Candida albicans je prvnim eukaryotnim organismem, u kterého byla
prokazana mezibunécna komunikace (quorum sensing). Dosud jsou u Candida
albicans objeveny dvé quorum sensing molekuly, a to farnesol a tyrosol. Farnesol brani
pfechodu kvasinky do vlaknitého stavu a tvorbé biofirmu. Tyrosol urychluje, ale sam

nepusobi pfechod kvasinky do vlaknitého stadia.

V této praci jsme sledovali jeho vliv na bunky Candida albicans v kombinaci

s vlivem antimykotickych latek, amfotericinu B a flukonazolu.

Mechanismus uc€inku obou zvolenych antimykotik spoc¢iva v pusobeni na
bunéCnou sténu. Flukonazol inhibuje tvorbu ergosterolu, ktery je potfebny pro
spravnou funkci membrany, zatimco amfotericin B se zaClenuje do jiz vytvorené

membrany a tvofi pory, kterymi unikaji Ziviny.

Protoze tyrosol pusobi na pfechod Candida albicans z kvasinkové do vlaknité
formy, ale neni znamo, Ze by mél vliv na stavbu bunééné stény, predpokladali jsme

Zzadny nebo jen maly vliv na uCinek antimykotik.

Testovali jsme celkem Ctyficet kmenu — &tyfi sbirkové kmeny a 36 klinickych
izolatd z pochvy, bronchoalveolarni lavaze, tracheélniho aspiratu, plic, hrtanu,
nosohltanu, sputa, ust, moce, rekta, nekrotické kosti a centralniho zilniho katetru.

Pro test jsme zvolili modifikovanou mikrodiluéni metodu, tzv. chess broth
metodu, kdy se k suspenzi bunék v jamkach mikrotitraéni destiCky titruji koncentraéni
fady antimykotika a tyrosolu tak, aby byly v jamkach kombinace rliznych koncentraci

obou latek.

DestiCky po kultivaci jsme hodnotili vizualné. Jako minimalni inhibi¢ni
nedoslo k zadnému narustu bunék, pokud Slo o amfotericin B, nebo pfi jejiz pfitomnosti
doSlo k poloviénimu narlstu oproti jamce bez testovanych latek, pokud jsme testovali

flukonazol.

Béhem experimentalni ¢asti nedoslo k zadné zméné MIC v 70 % pfipadl (28
kmen() pfi pouziti amfotericinu B a v 60 % pFipadl (24 kmenu) pfi pouziti flukonazolu.
V ostatnich pfipadech doslo ke zméné MIC o jeden stupen fedéni antimykotika, coz
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hodnotime jako mirnou zménu. Tu povazujeme za statisticky nevyznamnou,

nemuzeme u ni vyloucit ani nepfesnosti pfi pipetovani.

K vyraznéjSi zméné doslo pouze u jednoho vzorku pfi pouZziti flukonazolu, kdy
se MIC zvysila o dva stupné fedéni. Vzhledem k zatim nedokonale prozkoumanym
ucinkam tyrosolu na Candida albicans se neda Fici, co tuto reakci zpUsobilo, neda se

vyloucit chyba pfi testovani tohoto kmene.

Pfevaha kmen(, u nichz se neprojevil zadny viditelny uc€inek tyrosolu,
a nevyrazna reakce dalSich kmenl potvrzuje nasi hypotézu a souhlasi s vysledky
studie Alem, Oteef et al., 2006. Tato studie sledovala vliv tyrosolu a farnesolu na tvorbu
biofilmG u Candida albicans a ukazala, Ze tyrosol nemél na miru nartstu bunék vliv.
Jedinym jeho prokazatelnym ucinkem byl vy$Si podil bunék ve vilaknité fazi, a to pouze

v pocatecnich stadiich rlstu.

Je mozné, Ze by se tento vliv tyrosolu mohl projevit i v naSem experimentu, ale
tato prace nesledovala morfologii bunék v prabéhu testu a tudiz tuto teorii nemizeme

potvrdit.

Prace Landové (2011) sledovala vliv farnesolu na MIC amfotericinu B
a flukonazolu. Farnesol, ktery je druhou znamou quorum sensing molekulou Candida
albicans, blokuje tvorbu novych kli€nich hyf a tvorbu biofilmu. Prace Landové
prokazala, Ze v pfitomnosti farnesolu se snizuje MIC amfotericinu B a zvySuje MIC

flukonazolu.

Neni ale prokazano, Ze by tyrosol pfimo podporoval tvorbu kli€nich hyf, zatim
je znamo jen tolik, Ze urychluje jejich rast. To tyrosol odliSuje od farnesolu a vysvétluje,

pro¢ v experimentu nevykazuje opacné vysledky nez farnesol.

Pouze pét kmenu v nasi praci reagovalo zménou MIC u obou antimykotik,
pri¢emz tyto reakce byly rozmanité — u dvou kmen( doslo v obou pfipadech ke snizeni
MIC, u jednoho kmene ke zvySeni. Zbyvajici dva kmeny reagovaly na kazdé
antimykotikum odliSné. Rulznost vysledki naznacuje, Ze efekt tyrosolu na MIC

pravdépodobné nesouvisi s mechanismem ucinku daného antimykotika

NaSe prace ukazuje, ze vliv exogenné pfidaného tyrosolu na pusobeni

amfotericinu B a flukonazolu u kvasinky Candida albicans neni vyznamny.
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7 Zaver

V této praci jsme se zabyvali kvasinkou Candida albicans, jeji signalni
molekulou tyrosolem urychlujici pfechod do vlaknité faze a vlivem tyrosolu na
minimalni inhibi¢ni koncentraci dvou antimykoticky pusobicich latek, amfotericinu B

a flukonazolu.

Modifikovanou mikrodilu¢ni metodou jsme otestovali vliv riznych koncentraci

tyrosolu na antimykotika u celkem &tyficeti kmenu.

Vysledky naSi prace ukazuji, Ze u nadpolovi¢ni vétSiny testovanych kmena
nedoslo k zadné zmé&né& MIC antimykotik za pfitomnosti tyrosolu. Zadnou zménu
nevykazalo 70 % kmenu za pouziti amfotericinu B a 60 % kmenl za pouziti

flukonazolu.

Jeden kmen pfi testovani s flukonazolem vykazal zvySeni MIC o dva stupné
fedéni za pfitomnosti vysSich koncentraci tyrosolu. Zbylé kmeny u obou antimykotik
reagovaly mirnou zménou MIC, tzn. o jeden stupen fedéni. Celkové je mozno vliv
exogenné pfidaného tyrosolu na testované kmeny oznacit za malo vyrazny. To
odpovida predchozim studiim vlivu tyrosolu, zejména praci Alem, Oteef et al., 2006,

ktera nezjistila Zadny vliv tyrosolu na narlst buné&nych kolonii Candida albicans.

Tyrosol je molekula, jejiz pusobeni jesté zdaleka neni pIné objasnéno, ale tato

prace prokazuije, ze vliv na pusobeni antimykotik neni jeho vyznamnym ucinkem.

K pfipadnému vyuziti tyrosolu v terapii je potfeba objasnit piné jeho

mechanismus ucinku, coz, jak doufame, bude pfedmétem dalSich studii.
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10 PFilohy

Pfiloha ¢.1 - Slozeni RPMI 5x koncentrovaného v g/l

Dusi¢nan vapenaty.3H20.........cccccevvvvciiinennennn. 0,5
L-glutamin... ... 1,5
CholiN oo 0,015
GlULAtION. ... .0,005
[- INOSIOL...ciiiiiiiieeeeee e .0,175
GIYCIN. .o .0,05
Kyselina lIStOVA...........ccccovvviviiieiceee e 0,005
L-histidin HCLH20..............o oo 0,102
PABA . ... 0,005
L-hydroxyprolin............c.euiiiinieeeeeee 0,1
NIACIN @aMId......ccoovviiiiiiiiii e 0,005
L-ISOIEUCIN. ..o .0,25
D-Ca-kyselina pantotenova...........cccccccccvvnennnnnnn. 0,00125
Kyselina asparagoVva............cccccvvvvvireieeeeeeeenennn. 0,1
Pyridoxin hydrochlorid.............cccevvviiiieiiienen. 0,005
Kyselina glutamova...............cccooeeeeeiiiiciiiiinne, 0,1
RIDOflaVIN. ... .0,001
L- UCIN. ..o 0,25
Thiamin hydrochlorid...............ccccooiiiiiiiiiiiiiis 0,005
L-lysin hydrochlorid...........ccccoeeiiiiiiiiiiiiiiiiiis 0,2
D-gIUKOS@.....ciiie e 10,0
L- MEtIONIN.....eeiiie e 0,075
FENOL.....ooo i 0,05
L- fenylalanin...........coiiiiii 0,075
L- Profin......oooveeeee e 0,1
Chlorid draselny.......ccccccceeeeeeiiiiiiiiieee, 2,0

L= SEIN it 0,15
FosforeCnan sodny bezvody..........cccccceeeeeinnnnnn. 5,015
L-trEONIN. ... 0,1
Siran hofeCnaty.7H20...........vii, 0,5
L- tryptofan.........cooooviiiie e 0,025
Chlorid SOANY.......ccvvviieeiieeeeeeeee 30,0
I 1Y/ (0 11| P 0,1
L-arginin hydrochlorid............cccooiiiiiiiiiiiiinnnnnee. 1,21
L- VAN, .0,1
L-asparagin monohydrat............cccccevvvveeeeennnnnn, 0,27
BIOtiN..coiiiieeieeeee e 0,001
L-CYSEEIN. ..o 0,25

Kyanokobalamin.............cccceeeveiiiiiiniiceeee, 0,000025



Priloha ¢.2 - Seznam kmen(

Shirkové kmeny: 8712
25580
10231
25188
Hrtan: Vzorky €. 5, 15, 30, 34
Usta: Vzorky € 6 (dasen), 18, 26, 37
Moc: Vzorky €. 7, 20, 31

Nekroticka kost:

Vzorek €. 8

Pochva:

Vzorky ¢ 9 (akutni zanét pochvy), 11 (chronicky zanét
pochvy), 23 (pochva), 12 (hnis z pochvy)

Bronchoalveolarni
lavaz:

Vzorky €. 10, 13, 14, 32

Sputum: Vzorky €. 16, 24, 27, 35
Plice: Vzorky €. 17, 28
Nosohltan: Vzorky €. 19, 21, 29, 40
Rektum: Vzorky €. 22, 25

Trachealni aspirat:

Vzorky €. 33, 38, 39

Centralni zilni katetr:

Vzorek ¢. 36
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