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Abstrakt

V bakalaiské praci jsem se zabyvala vyznamem vyuziti laboratornich zvitat (in vivo modely)
a uméle vytvorenych tkani (ex vivo modely) pro studium povrchovych mykéz. Uelem pouziti
téchto modelt je zejména objasnéni patogeneze onemocnéni (prinik patogena do organizmu,
klinické, histopatologické a imunologické zmény) nebo testovani novych metod 1écby.
Pro uspésné zaloZeni experimentu je stézejni vybér vhodného a citlivého modelu, metodika
piipravy inokula a piiprava modelu pfed inokulaci. Mezi nejrozsifenéjsi in vivo a ex Vivo
modely patii mali hlodavci (morce, mys, potkan), kozni ekvivalenty a keratinové filmy
vyrobené z lidskych vlasti, nehtti nebo zvitecich kopyt. Prace shrnuje jejich vyhody a nevyhody.
Daéle se prace zabyva tim, kterymi dermatofyty a dimorfnimi patogeny byly modely Gspésné
inokulovany a za jakym konkrétnim ucelem byly pouzity. Nejcastéji zkoumani plvodci
povrchovych mykéz patii do skupiny dermatofyta (Trichophyton, Microsporum,
Epidermophyton, Arthroderma) nebo dimorfnich hub (Blastomyces a Sporothrix). Ob¢ tyto
skupiny houbovych patogent zpusobuji u zvifat a ¢lovéka povrchové mykozy, Blastomyces
a Sporothrix mohou byt i ptivodci systémovych onemocnéni. Jejich morfologie a ekologie jsou

shrnuty v Givodni kapitole.

Kli¢ova slova: dermatomykdza, keratin, houbova infekce, povrchové mykozy, blastomykoza,

sporotrichoza, zvifeci model, histopatologie, ex vivo model



Abstract
In my bachelor thesis | have dealt with the importance of using the laboratory animals (in vivo

models) and artificial tissue (ex vivo models) for studying the superficial mycosis. The purpose
of using these models is especially to clarify the pathogenesis of illness (the pathogen’s
penetration into the organism, the clinical, histopathological and immunological changes)
or testing of new treatments. Selection of a suitable and susceptible model, methodics
of preparation of the inoculum and preparation of the model before inoculation are crucial
for the successful creation of the experiment. Small rodents (guinea-pig, mouse, rat), skin
equivalents and keratin films made from human hair, nails and animal hooves are the most used
in vivo and ex vivo models. This bachelor thesis summarizes their advantages
and disadvantages. Furthermore, the work deals with the types of dermatophytes and thermally
dimorphic fungi used for successful inoculation and with the specific purpose of their use.
The dermatophytes (Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton, Arthroderma)
and thermally dimorphic fungi (Blastomyces and Sporothrix) are the most often researched
originators of the superficial mycosis. Both groups cause the animal and human superficial
mycosis, Blastomyces and Sporothrix can cause systemic diseases. Morphology and ecology

of pathogens are summarized in the introductory chapter.

Key words: dermatomycosis, keratin, fungal infection, superficial mycosis, blastomycosis,

sporotrichosis, animal model, histopathology, ex vivo model
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Seznam pouzitych zkratek

BHI Brain Heart Infusion agar s 5 % konské krve

CNS centrdlni nervova soustava

CFU colony forming units = kolonii tvofici
jednotka

DTM Dermatophyte test medium

GMS Grocott’s methenamine silver stain = typ
histologického barveni

HE hematoxylin-eosin = typ histologického
barveni

MEA malt extract agar = agar se sladinovym
extraktem

PAS periodic acid-Schiff = typ histologického
barveni

gRT-PCR quantitative reverse-transcription real time
PCR = kvantitativni polymerazova fetézova
reakce spojené s reverzni transkripci

RG risk group = stupen nebezpeéi organismu
pro cloveéka, ktery pfichazi s danym
organizmem do styku v laboratofi

SGA Sabouraudiv gluk6zovy agar

SPF specific  pathogen free = vztahuje

se k laboratornim zvifatim, ktera nejsou
S garanci nakazena urCitymi specifickymi
patogeny (napf. salmonela, tuberkuléza, aj.),
mikroflora modelu neni presné definovana

Vi



1 Uvod

Prace se zabyva in vivo a ex vivo modely, které se pouzivaji ke studiu koznich mykoéz
postihujicich ¢lovéka a zvifata. Experimenty a pozorovani se mohou provadét v podminkach
in vivo (= lat. ,,v Zivém®) tedy pfimo na zivych organizmech. Ve studiich provadénych ex vivo
(= lat. ,,vné€ zivého*) jsou pouzivany tkané odebrané z zivého zvifete ¢i cloveka nebo uméle
vyrobené tkan¢ ze zvitecich ¢i lidskych bunék.

Puvodce dermatomykoz lze rozdé¢lit na dermatofyty (rody Trichophyton, Microsporum,
Epidermophyton a Arthroderma) a nedermatofytické houby, tj. kvasinky a nedermatofytické
vlaknit¢ houby (napi. Aspergillus, Fusarium, Scopulariopsis, Sporothrix, aj.)
(Nenoff et al. 2014). Ve své bakalarské praci se budu zabyvat modely, kde jako patogeny
figurovaly vlaknité houby. Ty plsobi celosvétové zhruba 90 % povrchovych mykoz.
Nejvyznamng;jsi skupinou z pohledu dermatomykologie jsou tzv. dermatofyty, které nejcastéji
zpisobuji povrchové kozni onemocnéni zvané tinea. Druhou nejvyznamnéjsi skupinou
pivodci dermatomykoz z hlediska celosvétového vyznamu jsou tzv. dimorfni houby,
které maji ve svém zivotnim cyklu jak vlaknité, tak kvasinkové stadium. Tyto houby jsou
puvodci tzv. endemickych myko6z a vyvoldvaji kozni, subkutdnni a systémové infekce
(Blastomyces dermatitidis, Sporothrix schenckii). Kozni mykozy jsou zptuisobovany i mnoha
dal$imi zastupci vlaknitych hub, ale kvuli jejich nizké incidenci nebyly zkoumany
na laboratornich modelech a v bakaléatské praci jim nevénuji pozornost.

Onemocnéni vyvolana riznymi houbovymi patogeny ¢ini problémy lidem po celém
svéte. Infekce keratinizovanych c¢asti téla (klize, vlasi a nehtll) zpisobované dermatofyty
postihuji az ctvrtinu celosvétové populace a pro ¢loveéka tak pfedstavuji globalni problém
(Havlickova, Czaika & Friedrich 2008). Nejvétsi potize ¢ini v lidské dospélé populaci
onemocnéni nehtll, tzv. onychomykoéza, kterd je chronickd a Casto obtizné vylécitelna.
S. schenckii ma centrum vyskytu v tropickych a subtropickych oblastech, blastomykozy
zpusobované B. dermatitidis postihuji pfedev$im populaci severni a jizni Ameriky. Endemické
mykozy byvaji Casto vleklé, obtizné diagnostikovatelné 1 Spatné 1é€itelné.

Pouziti vhodného in vivo a ex vivo modelu nam umozni detailnéji poznat pribéh
houbovych infekci, imunitni odpoveéd’ organizmu a testovat nové metod 1é¢by. Zviteci modely
se v oblasti studia povrchovych mykoz zacaly pouzivat na prelomu 19. a 20. stoleti. Prvni
zdznam o snaze vytvorit zvifeci model pro studium dermatofyti (tinea corporis) pochazi
z Blochovy publikované studie (1908). Jako model pro studium pulmonarni blastomykézy byl
poprvé pouzit pes ve studii Gilchrista a Stokese (1898). Pro studium sporotrichdz se vyuzivaly
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jako prvni zvifeci modely potkani (De Beurman, Gougerot & Vaucher 1908). Van Cutsem
a Janssen (1984) studovali na modelu morcete vliv cesty podani inokula na vznik systémové a
kozni infekce zpasobené dermatofyty T. mentagrophytes a M. canis. Starsi studie hodnotily
prubéh infekce pouze po klinické strance (Reinhardt et al. 1974, Greenberg et al. 1976, Kerbs
& Allen 1978, Chittasobhon & Smith 1979), pozd¢ji se zacalo uplatiiovat i hodnoceni po strance
histopatologické (Hay et al. 1983, Hay et al. 1988, Sugar & Picard 1988). Ex vivo modely
se objevuji pozdé&ji (21. stol.) (Smijs et al. 2007) jako alternativa ke zvifecim modeltim.
Tyto modely nachazeji vyuziti pievazné v oblasti testovani antimykotickych piipravkl
a novych zpusobt 1écby povrchovych mykoz zptisobenych dermatofyty.
Prace si dava nasledujici cile:
e shrnout soufasné poznatky o moznostech vyuziti in vivo a ex vivo modela
pro studium povrchovych mykoz,

e uvést piehled nejcastéji pouzivanych typt in vivo a ex vivo modeld,

e uvést piehled vldknitych hub, které byly Gispésné zkouméany pomoci modelt,

e podat metodicky piehled Gspésné inokulace modelu patogenem,

e shrnout vysledky studii a metodiku hodnoceni experimentt.



2 Charakterizace plvodcl povrchovych mykéz zkoumanych pomoci in vivo

a ex vivo model(l

V této kapitole jsem pfiblizila ekologii, morfologii a metody kultivace hub, které se nejcastéji
pouzivaji k testovani na in vivo a ex vivo modelech. Pouzila jsem rozdéleni na houby
zpusobujici ¢isté povrchové mykozy (dermatofyty) a dimorfni houby (ptivodce povrchovych
i systémovych mykoz). Dale jsem zduvodnila, pro¢ jsou pravé tyto druhy tak ¢asto zkoumany
a charakterizovala jsem onemocnéni, ktera zptisobuji.

Uvedeni puvodci povrchovych mykoz (dermatofyty) véetné nékterych dimorfnich hub
(S. schenckii) se tadi k tzv. RG-2 organizmim, coz znamena, Ze jsou to sice puvodci
onemocnéni ¢loveka, ale pfi praci v laboratofi pro n¢j neznamenaji vysoky stupen nebezpeci,
nebot’ jsou k dispozici jednoducha a G¢inna preventivni opatfeni a lé¢ebné prostiedky.
B dermatitidis lze na zaklad¢ informaci z riznych zdroji zatadit do skupiny RG-2 i RG-3
organizml. RG-3 organizmy mohou zptisobit vazna az smrtelnd onemocnéni ¢lovéka, mohou
vSak pro né byt k dispozici preventivni nebo 1é¢ebné zakroky. Predstavuji vysoké riziko
pro jednotlivce, ne vSak pro vétsi skupinu jedincd (Ellis et al. 2007,
http://osp.od.nih.gov/sites/default/files/NIH_Guidelines.html 2013).

2.1 Dermatofyty

Houby ftadici se k dermatofytim patéi do oddéleni Ascomycota, fadu Onygenales a celedi
Arthrodermataceae (Mitchell 2005).

Jedna se o keratinofilni houby, které se vyskytuji na materialu s vysokym obsahem
keratinu. Dermatofyty jsou schopny keratin rozkladat diky produkci proteolytickych enzymi
a sifi¢itanu (redukuje disulfidické mustky v molekulach cystinu, které tvoii z velké &asti
a-keratin). Na zaklad¢ jejich ekologie se déli do téi skupin: druhy antropofilni, zoofilni
a geofilni. Pfirozenym hostitelem antropofilnich druhd je Clovek. Infekce se §ifi pfimym
kontaktem s nakazenym c¢lovékem, nebo infekénimi koznimi Supinami uvolnénymi
do prostiedi, obleceni a obuvi (Padhye & Summerbell 2005). Zoofilni druhy se vyvinuly
z geofilnich druhti a neékteré z nich ztratily schopnost dlouhodob¢ ptezivat v ptidnim prostiedi.
Primarné parazituji na zvifatech, jsou ale schopny se $ifit i na ¢lovéka (Ellis et al. 2007).
Typickym zoofilnim druhem je M. canis, ktery se pienasi na ¢lovéka nejcastéji z kocek a pst
(Pier et al. 1994). Geofilni druhy se ptirozené¢ vyskytuji v pudé€, ktera byva hlavnim zdrojem

nakazy pro zvite i ¢loveka. Pfenos téchto druhil ze zvifat na lidi nebo z ¢lovéka na ¢lovéka



je ojedinély. V pid¢ se nachazi na keratinovém materialu (kozni Supiny, vlasy, chlupy, nehty,
kopyta, rohy), ktery pochazi z zivych i uhynulych zvitat. Nejznaméjsim geofilnim druhem
je M. gypseum (Weitzman & Summerbell 1995, Padhye & Summerbell 2005).

Onemocnéni zplisobované dermatofyty se nazyva dermatofytéza neboli tinea
(v anglosaské literatufe téz ringworm). Dermatofytozy patii ve svété k viubec nejéastéj$im
onemocnénim keratinizovanych ¢asti téla, tedy kize, vlast a nehtt (Brillowska-Dabrowska et
al. 2007). Jejich ptavodci osidluji oblast epidermis zvanou stratum corneum. Tato vrstva
je slozena prevazné z plochych mrtvych zrohovatélych bunék, obsahuje volné proteiny, lipidy,
polysacharidy a aminokyseliny, a diky tomu je jeji struktura vhodnym mistem pro rust
dermatofytd (Richardson & Edward 2000). Keratinizované ¢asti téla jsou bohaté piedev§im
na protein a-keratin. Ten je sloZen pievazné z molekul cystinu, ktery obsahuje 2 molekuly
aminokyseliny cysteinu propojenych disulfidickym mustkem. Té&sné spleteni Ctyf
polypeptidovych fetézct do a-Sroubovice (= protofilamenta) a ptitomnost velkého mnozstvi
S-S mdstku je pfi¢inou vysoké odolnosti keratinizovanych casti téla vuci pripadné degradaci
zpusobené jinymi mikroorganizmy. Mnozstvi cystinu a organizace protofilament a-keratinu
se u riaznych keratinizovanych ¢asti 1ii, a tim dava kizi a vlasim/chlupiim mékkou a pruznou
strukturu a nehtim/drapiim/rohtim strukturu tuhou a kiehkou. Procentualni zastoupeni cystinu
v kuzi a koznich derivatech je rizné a ma vyznamny vliv na odolnost tkani. Cystin tvoii v kiizi
~10 % vsech aminokyselin, ve vlasech/chlupech ~14 % a nehtech/drapech/rozich ~20 %
(Marchisio 2000).

Dermatofyty se §ifi mezi hostiteli prostiednictvim tzv. arthrokonidii. Arthrokonidie maji
protahly cylindricky (obdélnikovy) tvar a jsou produkovany dermatofyty pfimo v napadené
kiazi a nehtech v prubéhu infekce. Nachazi se také uvniti napadeného vlasu/chlupu.
Arthrokonidie jsou vysoce odolné a vazané v koznich Supinach, vlasech, chlupech nebo nehtech
dokazi ptetrvavat v prostiedi n€kolik let, coz vede k opakujicim se a tézko vymytitelnym
nakazam (Weitzman & Summerbell 1995, Yazdanparast & Barton 2006). Néktera antimykotika
(amphotericin B, clotrimazol, griseofulvin) dokonce podporuji sporulaci arthrokonidii
(‘Yazdanparast & Barton 2006).

Pro c¢loveka jsou zdrojem infekce zpiisobené zoofilnimi dermatofyty domdaci mazlicci
nebo méné Casto zvifata z farem. Morcata a kralici jsou zdrojem T. mentagrophytes, kocky
a psi zdrojem M. canis (Pier et al. 1994). Obtizn¢ 1é¢itelnym a velmi ¢astym onemocnénim
prevazné u lidi vysSich vékovych skupin byvaji onychomykozy, tedy infekce nehti
lokalizované pievazné na dolnich koncetindch. Predispozice k tomuto onemocnéni maji osoby

vyssiho veku, osoby trpici perifernim vaskularnim onemocnénim, diabetes mellitus, lupénkou
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a dals$imi poruchami keratinizace kiize a nehtd (Hay 2001, Nenoff et al. 2014). U zvitecich
modelit a velmi vzacné u oslaben¢ho lidského pacienta miize z koznich 1ézi dermatofyt
proniknout do krevniho obé¢hu, wvnitinich organti a zplsobit diseminovanou infekci
(van Cutsem & Janssen 1984, Venturini et al. 2012).

Podle postizenych oblasti na téle ¢lovéka lze dermatofytdozy rozdélit na tinea pedis
(praskajici 1éze na chodidlech a meziprstnich prostorech nohou), tinea cruris (erythematézni,
olupujici se 1éze v oblasti tiisel a hyzdi), tinea corporis (Iéze na neochlupené oblasti horni ¢asti
trupu a hornich i dolnich koncetinach), tinea faciei (léze na obliceji), tinea barbae
(erythematdzni, Supinovité 1éze v oblasti voust), tinea capitis (postizeni vlasaté ¢asti hlavy)
a tinea unguium neboli onychomykéza (napadeni nehtovych plotének dermatofyty)
(Padhye & Summerbell 2005, Degreef 2008). V ptipadé napadeni vlasi nebo chlupti houba
proniké do folikulu a odtud prorista strukturou vlasu/chlupu ve sméru jeho ristu (endothrix)
nebo obrista strukturu vlasu/chlupu zvenéi (ektothrix). Kromé zoofilniho M. canis a
T. mentaagrophytes jsou pivodci téchto onemocnéni nejcastéji antropofilni druhy,
napt. T. rubrum. Tinea capitis a tinea corporis byva diagnostikovana hlavné u déti, ostatnimi
onemocnénimi typu tinea pak trpi ve vys$si mife dospéli lidé (Padhye & Summerbell 2005,
Skofepova 2008a). Protoze T. mentagrophytes a M. canis jsou bézn¢ izolovanymi dermatofyty
z klinického materialu a zaroven snadno infikuji zvifeciho hostitele, jsou ¢asto zkoumanymi

druhy na laboratornich modelech.

a. Rod Trichophyton
U jednotlivych druhit se vyskytuji hladkosténné makro- i mikrokonidie. Makrokonidie
se u nékterych druhd vyskytuji jen ojedin€le nebo dokonce chybi, vyrGstaji jednotlivé
po stranach nebo na koncich hyf, mohou byt tlusto- a tenkosténné, nejcastéji protahlé a kyjovité,
s rozméry 8-50 x 4-8 pm. Mikrokonidie byvaji v kultufe ¢astéjs$i nez makrokonidie, jsou
kyjovitého, hruskovitého nebo kulovitého tvaru s rozméry nejcastéji 2—4 x 2—-3 um, Vyrustaji
jednotlivé nebo na jednoduchych konidioforech. (Padhye & Summerbell 2005, Ellis et al.
2007).

Castym druhem testovanym na in vivo modelech je celosvétové rozsifeny
T. mentagrophytes. Tento nazev se objevuje pfevazné ve starSich publikacich, podle nejnovéjsi
taxonomie je druhu pfifazeno jméno T. interdigitale (pohlavni stadium je A. vanbreuseghemii).
Druh ma Siroké spektrum hostiteli: napadd mysi, morcata, klokany, kocky, ovce, kong, kraliky
aj. U lidi zpisobuje vznik 1ézi na kuzi, nejc¢astéji na skalpu a koncetinach. Je znamym ptivodcem
onemocnéni tinea pedis (mykozy na kiZi a nehtech) a tinea barbae. Na vlasech zpiisobuje
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infekci zvanou ektothrix. Takto infikované vlasy vSak nevykazuji fluorescenci pod Woodovou
UV lampou (Padhye & Summerbell 2005).

Dalsim vyznamnymi pavodci dermatomykoéz z rodu Trichophyton jsou druhy
antropofilni, které nejcastéji zptisobuji chronické infekce, napt. onychomykoézy nebo tinea
pedis (Hay 2001). Vedle antropofilni formy T. interdigitale jsou nejvyznamnéj$imi
antropofilnimi druhy T. rubrum zpuisobujici onemocnéni tinea pedis, tinea cruris a tinea
unguium a dale T. tonsurans, ktery zpusobuje zejména tinea capitis v Severni Americe
a Japonsku a tinea corporis v Evropé (Padhye & Summerbell 2005, Ellis et al. 2007). T. rubrum
je v soucasnosti pravdépodobné nejbéznéjsim ptivodcem chronickych dermatofytéz ve svété
(Garcia-Madrid et al. 2011). V ramci vyznamnych druhd rodu Trichophyton mizeme jesté
jmenovat zoofilni druhy T. erinacei a T. verrucosum nebo antropofilni T. concentricum,

ktery ptisobi infekce predevs§im v tropickych oblastech (Weitzman & Summerbell 1995).

b. Rod Microsporum
Rod Microsporum zahrnuje geofilni, zoofilni i antropofilni druhy. Vét§inou se u druhii tvoii
jak mikrokonidie, tak makrokonidie na kratkych konidioforech. Makrokonidie se zravidla
vyskytuji Castéji nez mikrokonidie. Tlustosténné i tenkosténné makrokonidie byvaji
vietenovité, septované, s ornamentovanymi sténami. Mikrokonidie jsou hyalinni,
jednobunécné, hruskovité nebo kyjovité, s hladkym povrchem, vyristaji obvykle jednotlivé
na hyfach. Tvar a velikost spor a povaha bunééné stény jsou dilezitymi taxonomickymi znaky.
Od rodu Trichophyton se rod Microsporum odliSuje drsnou buné¢nou sténou makrokonidii
a jejich vietenovitym tvarem (Padhye & Summerbell 2005, Pier et al. 1994).

M. canis je celosvétove rozsiteny zoofilni druh bézné se vyskytujici u kocek, pst, koni
a primat. U déti patii k nejcastéjSim plvodciim tinea capitis (ektothrix), dale je plivodcem
tinea corporis a také onychomykozy. K nadkaze dojde v ptfipadé¢ kontaktu s infikovanym
zvitetem, z C¢lovéka na Clovéka se vSak jiz infekce nepienasi (Skofepova 2008a).
Pod Woodovou UV lampou vykazuji postizené vlasy a kuze svétle zelenozlutou fluorescenci
(Pier et al. 1994, Padhye & Summerbell 2005, Saunte et al. 2008).

Mezi vyznamné patogeny z rodu Microsporum patii i celosvétove rozsiteny geofilni druh
M. gypseum, ktery tvoii u zvifat a lidi 1éze zejména na kizi dolnich a hornich koncetin
a na skalpu. Houbou napadené vlasy ani kize nevykazuji pod Woodovou UV lampou
fluorescenci (Padhye & Summerbell 2005). Dalsim vyznamnym ptivodcem dermatomykéz

je geofilni kosmopolitné se vyskytujici druh M. persicolor.



C. Rod Epidermophyton

E. floccosum patii do skupiny antropofilnich druht, je celosvétové rozsifen. Na zacatku
20. stoleti byl na naSem tzemi nejcastéjSim antropofilnim dermatofytem, pak ho ale vytlacil
T. rubrum (Skotepova, 2008b). Obvykle napada kuzi a nehty (tinea pedis, tinea cruris, tinea
corporis a onychomykoza). Vlasy a chlupy in vivo napada jen ziidka. V kultufe tvoii pouze
makrokonidie, mikrokonidie chybi. Tenkosténné Siroce kyjovité makrokonidie s hladkou
sténou vyrustaji z hyf samostatn¢ nebo ve shlucich. Ve starSich koloniich dochézi ke vzniku
chlamydospor. Na SGA tvofi pomalu rostouci zelenohnédé kolonie s hladkym povrchem,
reverz je zlutohnédy (Chittasobhon & Smith 1979, Padhye & Summerbell 2005, Ellis et al.
2007).

d. Rod Arthroderma
Rodové jméno Arthroderma tradiéné oznacuje pohlavni stadium (= teleomorfa) rodu
Microsporum a Trichophyton (Gréser et al. 1999, Padhye & Summerbell 2005).

Mezi Casté patogeny ¢lovéka (pievazné déti a mladistvych) a ptivodce tinea corporis, tinea
faciae a tinea capitis patii zoofilni druh A. benhamiae (Drouot et al. 2009, Hubka et al. 2014).
Obvyklymi rezervoary tohoto patogena byvaji domaci mazlicci, konkrétné morcata, kralici
a dalsi hlodavci, vzacné psi a ko¢ky (Brasch & Wodarg 2015). A. benhamiae vytvati na SGA
pti 25 °C rychle rostouci bilozluté, ploché kolonie s mirné zvrasnénym povrchem,
nepravidelnymi okraji a Zlutym reverzem. V kultufe vytvaii malé mnozstvi kulovitych
a hroznovité usporadanych mikrokonidii. Makrokonidie se vétSinou netvori. Zvlastnim znakem
A. benhamiae je tvorba hyfalnich spojeni mezi sousednimi hyfami (Brasch & Wodarg 2015).
A. benhamiae patii fylogeneticky do rodu Trichophyton. Dtive byl druh spojovéan
s nepohlavnim stadiem T. mentagrophytes. Jak ukazala molekularné geneticka data,
A. benhamiae i T. mentagrophytes reprezentuji odlisné druhy. To je divodem, pro¢ neni

pro A. benhamiae k dispozici jméno pro nepohlavni stadium.

2.2 Dimorfni houby zpUsobujici dermatomykdzy

e. Rod Blastomyces
Tento rod patii do oddéleni Ascomycota, fadu Onygenales a celedi Ajellomycetaceae
(Mitchell 2005).

Blastomyces dermatitidis (=Chrysosporium dermatitidis = Emmonsiella dermatitidis;

pohlavni stadium Ajellomyces dermatitidis) se fadi mezi tzv. dimorfni houby diky schopnosti
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tvorit v kultufe i ve tkani jak kvasinkové, tak vlaknité formy. B. dermatitidis tvofi pii teploté
25°C na SGA kolonie nejcastéji bilé, pozdéji hnédé barvy se vzdusnym vlaknitym myceliem.
Jednobunécné hyalinni konidie vyristaji z konidioforti nebo hyalinniho vétveného mycelia,
jsou vejcité az hruskovité a hladkosténné, velikosti v praiméru 2—-10 um v pruméru. Na médiu
BHI (Brain Heart Infusion agar s 5 % koniské krve) dochazi pti teploté¢ 37 °C k tvorbé
kvasinkové formy. Tato forma se bézné vyskytuje v plicni tkani pfi histopatologickém vySetieni
(di Salvo & Klein 2005, Ellis et al. 2007).

B. dermatitidis zptuisobuje onemocnéni nazyvané blastomykoza, které ma dvé klinické
formy: plicni a kozni. Plicni forma je primarni, tzn., Ze plice jsou vstupni branou infekce,
a tudiz byvaji i nejvice postizenym organem. Po vdechnuti mycelialnich fragmenti nebo konidii
dochazi v plicnich sklipcich k rastu kvasinkového stadia (Sorensen et al. 1999) a odtud muze
diseminovat do dalsich organt (hrtanu, nadledvin, srdce, o¢i, nosnich dutin, urogenitalniho
systému, CNS atd.). Kozni blastomykéza se projevuje tvorbou verukdznich (bradaviénatych)
nebo viedovitych 1ézi. Verukézni kozni 1éze jsou pokryty vysokou krustou, maji nepravidelny
tvar a zfetelné ohrani¢eni. Viedovité 1éze se objevuji nad subkutannim abscesem, ze kterého
vytéka hnis (Saccente & Woods 2010). Kozni ptiznaky jsou nejéastéji sekundarni a znaci
diseminaci plicni formy. Primarni kozni blastomykoza vznikd v disledku poranéni kize
s implantaci spér patogena. Mize sekundarné piejit v systémovou infekci, nejcastéji
s postizenim plic. Prvni zminky o pacientovi postizeném blastomyko6zou pochazi jiz z r. 1894
(Gilchrist 1894, Gilchrist & Stokes 1898).

Ptirozené se houba se vyskytuje v pidg, rozkladajici se vegetaci i ptac¢im trusu, osidluje
vlhka mista s minimem svétla a kyselym pH. Vyskyt blastomykozy je nejCastéjsi v Severni
Americe (endemit jiznich a jihovychodnich stath USA), vychodni Kanadé¢ a Africe
(Saccente & Woods 2010). Nejvice postizeni byvaji psi a lidé. Blastomykdza neni pienosna
z clovéka na clovéka nebo ze zvifete na ¢lov€ka, pouze v piipad€é pokousani nakazenym
zvifetem (Sorensen et al. 1999, di Salvo & Klein 2005).

Prace s B. dermatitidis predstavuje nebezpeci pro laboratorni pracovniky, ktefi s nim
prichdzeji do styku. Proto se s touto houbou musi pracovat v podminkéch uzplsobenych

pro nebezpecné patogeny typu RG-3 (Ellis et al. 2007).

f. Rod Sporothrix
Rod Sporothrix patii do oddéleni Ascomycota, tadu Ophiostomatales a celedi

Ophiostomataceae. Pohlavni stadium neni znamé (Mitchell 2005).



Sporothrix schenckii se fadi podobné jako B. dermatitidis do skupiny dimorfnich hub.
Na SGA se pii 25 °C tvoii vlaknité mycelium s jednoduchymi konidiofory a konidiemi.
Kolonie jsou pomalu rostouci, vlhké, se zvrasnénym povrchem. Pod mikroskopem jsou
viditelné protahlé konidiofory vyrustajici kolmo z hyfy se shluky jednobunécnych, vejcitych,
hyalinnich konidii s hladkou sténou. Velikost konidii se pohybuje v rozmezi 1,4-2,5 x 2—4 um.
Na médiu BHI dochazi pti 35-37 °C k tvorbé kvasinkové faze s buitkami kulovitého tvaru
a velikosti 3—5 um. Kolonie jsou hladké, vlihké, krémové az hnédé barvy (Ellis et al. 2007).

Tento kosmopolitné se vyskytujici druh zptisobuje onemocnéni sporotrich6za. Nachazi
se pfevazné v pudé nebo na odumielém rostlinném materialu (seno, dievo, raselina) odkud
muze poranénim proniknout do zvifeciho nebo lidského hostitele, ve kterém pietrva jako pucici
kvasinka. Nej¢astéji byvaji touto houbou infikovani zahradnici, lesnici, zeméd¢lci, zdravotni
sestry a déti. Sporotrichdza se vyznacuje tvorbou chronickych infekénich viedu v kozni tkani,
ziidka ma tendence se §ifit lymfatickymi cévami do podkozi, zasahuje i klouby a kosti, CNS
nebo urogenitalni trakt. Drobné hnisajici 1éze se vyskytnou v rozmezi 3—12 tydnt od nékazy.
Kromé kozni sporotrichdzy se miize vyskytnout i varianta plicni a o¢ni. Plicni sporotrichdza
vznikne v ptipadé inhalace konidii z ptirodniho rostlinného substratu. Velmi bézné je toto
onemocnéni v tropickych a subtropickych oblastech (Mexiko, Uruguay, Brazilie, Indie)
(Arenas 2005, Ellis et al. 2007, Ghosh, Chakrabarti, & Sharma 1999), v nasich zemépisnych

Sitkach se vyskytuje jen jako importovana mykdéza.

3 Invivo modely

Dosud nebyly dokonale objasnény molekuldrni mechanizmy vzniku dermatomykoz, zahrnujici
napf. prinik patogenu do organizmu a zdoldni obrannych mechanizmi hostitele, imunitni
reakce hostitele na infekci, pfekonani nemoci aj. Nejen kvili zfeyjmym etickym pirekazkam,
které jsou spojené s provadénim experimentl na lidech, slouzi zvifeci modely jako vhodny
nastroj k pochopeni fady téchto procest (Hay et al. 1983, Venturini et al. 2012). Dal§imi
oblastmi, ve kterych se modely s uspéchem uplatiiuji, jsou testovani Uc€innosti novych
antimykotickych 1é¢iv. Pozornost je veénovéna zvlast antimykotikim ucinnym v lécbé
onychomykozy, ktera je Casto vlekld a netspéSna. Struktura nehtu poskytuje houbé idealni
prostedi pro preziti, 1é¢ivo vSak do hlubsich vrstev nehtu proniké obtiznég, a tim je znesnadnéno
vymyceni houbové infekce.

Za ucelem vysvétleni téchto nevyieSenych otazek je potieba najit a pouzit takovy zviteci

model, ktery co nejvérnéji napodobi realnou patogenezi onemocnéni (Shimamura et al. 2012).



3.1 Zvifeci modely

Pied zavedenim novych metod 1é¢by do praxe se pouzivaji K testovani téchto metod zvifeci
modely. Za Gelem zkoumani povrchovych mykoéz byla vyvinuta a vyuzivana cela fada
zvitecich modela (van Cutsem & Janssen 1984, Saunte et al. 2008). Modelova zvitata musi mit
dostate¢nou citlivost ke studovanym houbam, aby bylo dosazeno rozvoje infekce
(Morozumi et al. 1981). Faktor omezujici pouzitelnost modelu pro nékteré ucely muize byt
tendence k samovolnému odeznéni infekce bez 1é¢by, ktera je popisovana napt. u kralika
a morcat. Presto vétSina in vivo studii byla provadéna pravé na morcatech. V dnesni dobé
se stava stale obliben¢jSim modelem pro studium povrchovych i systémovych mykoéz

laboratorni mys. (Cambier et al. 2014)

3.1.1 Morce

Morce je Casto vyuzivanym modelem pro vyzkum dermatofytdz, protoze infekce vykazuje
znaky srovnatelné s infekci u ¢lovéka. Neodrazi vSak Gpln€ presny prubéh onemocnéni u lidi
(Saunte et al. 2008). Morce je dobfie citlivé k infekcim dermatofyty a dochazi u né&j proto
po inokulaci ke spontannimu vzniku houbové infekce (Treiber et al. 2001). Mimo jiné je snadno
chovatelnym zvifetem (Shimamura et al. 2012). Mor¢e bylo zvoleno za modelovy organizmus
v nckolika studiich, kter¢ se zabyvaly diagnostikou dermatofytdoz, pribéhem
a charakteristickymi znaky onemocnéni, pfi¢inou vzniku systémovych onemocnéni
zpusobenych dermatofyty, vlivem zapafeni inokulované kiize na charakteristiku 1ézi a rychlost
jejich zalozeni a testovanim u¢inkd novych antimykotickych ptipravka (Greenberg et al. 1976,
Kerbs & Allen 1978, Chittasobhon & Smith 1979, van Cutsem & Janssen 1984, Petranyi 1987,
Niwano et al. 1998, Saunte et al. 2008).

Pti vyzkumech bylo moréatim podavano inokulum pfevazné mistné na oholenou kuzi,
mechanicky poskozenou i zdravou. Publikované studie pouzily fadu druhli dermatofyti,
nejcastéji T. mentagrophytes (Chittasobhon & Smith 1979, van Cutsem & Janssen 1984,
Nagino 2000), T. rubrum (Chittasobhon & Smith 1979, van Cutsem & Janssen 1984),
T. tonsurans (Chittasobhon & Smith 1979), T. concentricum, T. violaceum, T. verrucosum
(van Cutsem & Janssen 1984), M. canis (Chittasobhon & Smith 1979, Saunte et al. 2008,
Aggarwal & Goindi 2012), M. gypseum (van Cutsem & Janssen 1984), M. persicolor
(Chittasobhon & Smith 1979) a E. floccosum (Chittasobhon & Smith 1979) (Tabulka 1).

Ve studii (van Cutsem & Janssen 1984) bylo inokulum s konidiemi T. mentagrophytes podano
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intraven6zn¢ a u modelu doslo ke vzniku systémové mykozy postihujici prevazné plice, jatra
a ledviny.

Pouzivanymi plemeny morcat byly naptf. outbredni (geneticky nedefinované)
Chase-Moen (Greenberg et al. 1976), Dunkin Hartley nebo Pirbright White (van Cutsem &
Janssen 1984, Petranyi et al. 1987, Nagino et al. 2000, Treiber et al. 2001, Majima et al. 2005,
Aggarwal & Goindi 2012).

312 My
Na rozdil od morcete je mys vyuzivana nejen pro studium dermatofytii, ale i pro zkoumani
blastomykoz a sporotrich6z. Mys je v porovnani s moréetem méné naro¢na na prostor, vykazuje
vyS§8i schopnost reprodukce a jako in vivo model umoznila hlubsi porozuméni patogeneze
dermatofytdz véetné rozvoje imunitni reakce v case (Cambier et al. 2014). Laboratorni my$
je v soucasnosti v oblasti povrchovych houbovych infekci nejvice studovanym zvifetem
(Sorensen et al. 1999). Po klinické, histopatologické a imunohistologické strance vykazuje mysi
model stejné znaky infekce jako u morcat a u lidi s onemocnénim tinea (Cambier et al. 2014).
Mysi model je také pouzitelny pro testovani vakcin antifungicidnich 1€k a pro stanoveni
a srovnani virulence riznych dermatofytt. Stejné jako v piipadé modelu morcete doslo i u mysi
po intravendznim podani inokula s konidiemi T. mentagrophates ke vzniku systémové infekce,
kdy se pfitomnost houby prokazala v plicich, jatrech a ledvinach (van Cutsem & Janssen 1984).
Rozsiteni infekce zpuisobené T. mentagrophytes do lymfatickych uzlin, ledvin, jater a sleziny
se déje i u Cloveka (Venturini et al. 2012).

Z dermatofytli testovanych na myS$im modelu lze jmenovat T. mentagrophytes
(van Cutsem & Janssen 1984, Venturini et al. 2012), T. quinckeanum (Hay et al. 1983),
Arthroderma benhamiae a A. vanbreuseghemii (Cambier et al. 2014) (Tabulka 1).

Dale byl my$i model pouzit pro studium sporotrichoz, kde byl sledovan pribéh
a charakter onemocnéni, vznik imunitni odpovédi na onemocnéni nebo rozdilna virulence
jednotlivych druhti (Tachibana et al. 1999, Arrillaga-Moncrieff et al. 2009). Z péti zkoumanych
druhti rodu Sporothrix byly nejvice virulentni S. brasiliensis a S. schenckii a mechanizmy
tvorby 1ézi byly druhov¢ specifické. S. globosa zptisoboval pouze lokalni zanét v misté vstupu
inokula (Arrillaga-Moncrieff et al. 2009).

Vibec nejCastéji jsou ale na mySi provadény vyzkumy tykajici se blastomykoz
(Stevens 1997). Model mysi dobfe napodobuje prubéh akutni plicni blastomykézy u lidi
(Sugar & Picard 1988). Pro terapeutické studie je nejCastéji pouzivany pro mysi vysoce
virulentni kmen B. dermatitidis ATCC 26199 (Sorensen et al. 1999, Brito et al. 2007). Studie
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byly obvykle zaméfeny na sledovani prabéhu plicni blastomykézy, vlivu zpisobu podani
inokula na pribéh onemocnéni, citlivosti jednotlivych plemen mysi k B. dermatitidis
a charakteru imunitni reakce (Morozumi et al. 1981, Kethineni et al. 2006). Ve studii
Morozumi, Brummer et al. (1981) bylo zjisténo, Ze citlivost k houbé je odli$na pfi pouziti jinych
kment mysi a jinych zpusobt inokulace, tj. u intranazalné podaného inokula vykazoval mysi
kmen C3H/HeJ vyssi mortalitu (50 %) nez kmen DBA/1J (25 %). Pii intraperitonealnim podani
byla situace opac¢na (mortalita CH3/HeJ 17 % a DBA/1J 83 %). Pfi subkutannim podani inokula
nebyly rozdily v citlivosti signifikantni. Kethineni et al. (2006) ve své studii porovnaval
imunitni reakce mladych a dospélych mysi a doSel k zavéru, ze mladé mysi byly k infekci
nachylnéj$i diky snizené fungicidni aktivit¢ jejich neutrofilnich granulocyti (37%) proti
B. dermatitidis ve srovnani s granulocyty mysi dospélych (80%). Bunky B. dermatitidis byly
spolu s mysimi neutrofilnimi granulocyty inkubovany pfi teploté 37 °C 2 hodiny. Byl odebran
vzorek, inkubovan ¢tyfi dny pii 35 °C na krevnim agaru a poté z néj byla uréena hodnota CFU.
Fungicidni aktivita byla definovana jako snizeni hodnoty CFU podle nasledujiciho vzorce:
% amrtnosti bun¢k B. dermatitidis = (1 — [experimentalni hodnota CFU/ptivodni hodnota CFU
v inokulu]) x 100.

Mezi Casto pouzivana mys$i plemena lze zafadit Swiss mouse (Hay et al. 1983,
van Cutsem & Janssen 1984), inbredni BALB/c, BALB/K (Hay et al. 1983, Brito et al. 2007)
(Tachibana et al. 1999), SPF (= specific patogen free) Balb/cByJ (Sugar & Picard 1988),
Laca (Aggarwal & Goindi 2012), axenicky CD-1 (Kethineni et al. 2006), inbredni C3H/HeJ
a DBA/1J nebo A/HeJ (Morozumi et al. 1981).

3.1.3 Kralik
Kralik se jako model osvédcil pii studiu koznich a systémovych onemocnéni zplsobenych
dermatofyty (van Cutsem & Janssen 1984) a pfi testovani antimykotik k 1é¢bé onychomykoéz
(Shimamura et al. 2011). Shimamura et al. (2011) testovali na kralicim modelu lokalni
antimykotika (8% ciclopirox, a 5% amorolfin), ktera jsou schopna dostat se do hlubsich vrstev
nehtu. Pouzitym druhem byl nejcastéji T. mentagrophytes.

Kralik byl také vyuzit i pro studium blastomykoz (Stevens 1997, Sorensen et al. 1999),
ne vzdy vsak byl vyhodnocen jako vhodny model (Gilchrist & Stokes 1898).

Van Cutsem a Janssen (1984) pouzili pro své pokusy krali¢i plemeno Novozélandsky

albin.
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3.1.4 Potkan
Potkan byl pouzit pro studium vzniku kozni a systémové infekce zptisobené dermatofyty,
prubéhu onemocnéni (van Cutsem & Janssen 1984) a k testovani novych postuptu 1écby
dermatomykéz (OPT-NSVs = nonionic surfuctant vesicles) (Kumar & Goindi 2014).
Kumar a Goindi (2014) 1é¢ili tinea pedis u potkanti hydrogelem s obsahem itrakonazolu. Zvolili
model potkana kvili jeho fyziologické podobnosti kiize s kazi lidskou, ktera je udajné vétsi,
nez u modelu mysi nebo kralika. Antimykoticka aktivita byla hodnocena na zakladé rozsahu
otoku, zarudnuti a vypadavani chlupti v misté inokulace, histopatologického vysetieni
a mnozstvi houbovych bun€k v biopsii (histologické obarveni fezi kuze, pod svételnym
mikroskopem byla srovnana semikvantitativné mira vyskytu houbovych bun¢k v 1éCené
a nelécené kiizi). V porovnéni s bézné pouzivanymi fungicidnimi gely bylo u zvitat oSetfenych
OPT-NSVs hydrogelem s obsahem itrakonazolu pozorovano rychlé zmirnéni infekce diky
snazsimu a rychlejSimu pronikani vezikulti do kiize. Z tohoto divodu mtize byt OPT-NSVs
slibnou a ti¢innou alternativou dosud dostupné antifungalni terapie.

Zvitatim byla aplikovana inokula obsahujici konidie T. mentagrophytes a T. rubrum
(Tabulka 1).

Existuji i studie zabyvajici se testovanim sporotrich6z a blastomykdz na potkanech
(Stevens 1997, Sorensen et al. 1999, Zhang et al. 2012).

V publikovanych studiich bylo pouzito plemeno Wistar rat (van Cutsem & Janssen 1984,
Kumar & Goindi 2014).

3.1.5 Kurfe

Model kufete je vhodnym modelem pro vyzkum tykajici se dermatofytdz. Pro studium vzniku
kozni a systémové infekce zplisobené dermatofyty a pribehu onemocnéni byl vyuzit model
kufete (kmen Arbor Acre), kterému bylo aplikovano inokulum obsahujici konidie

T. mentagrophytes (van Cutsem & Janssen 1984).

3.1.6 Pes

Pes byl vyuzit pro studium blastomykoéz viibec jako prvni model (Gilchrist & Stokes 1898).
Ve stejné praci Gilchrist a Stokes (1898) platn€ popsal a pojmenoval patogena B. dermatitidis,
ktery v plicich zptsoboval vznik nekrotickych oblasti a Zlutych hrudek velikosti hrasku.
Zvitatim bylo intraven6zné aplikovano inokulum obsahujici neznamého patogena izolované

ze ¢loveka (33lety pacient S 1ézemi na obliceji, hibetu ruky, tiislech, stehnu a na krku). Gilchrist
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a Stokes (1898) pouzili ve své studii tii psy. Druhému psovi bylo aplikovano intraven6zné
inokulum vytvotené z postizenych a nekrotickych oblasti plic prvniho psa. Tretimu psu bylo
stejnym zptisobem aplikovano inokulum ziskané z izolovanych bun¢k postizenych casti plic
tietiho psa. Byla zjiSténa postupna ztrata virulence B. dermatitidis. Spolu se psem Gilchrist
a Stokes (1898) uspésné infikoval i kon€, ovce a morce. Nejvice byly houbou postiZzeny plice.
Na zaklad¢ srovnani morfologie patogena v postizené plicni tkani psa a ¢loveka a klinickych
a histopatologickych dosli Gilchrist a Stokes (1898) k zavéru, Ze plice pacienta byly napadeny

houbovym patogenem B. dermatitidis.

3.1.7 Krecek
Kiecek se osvédcil jako model pro studium blastomykoz (Stevens 1997, Sorensen et al. 1999)
a sporotrichoz, protoze prubéh onemocnéni u né vérné napodobuje infekci u cEloveka
(Charoenvit & Taylor 1979).

Pouzitym plemenem pii pokusech byl Syrsky outbredni (geneticky nedefinovany) kiecek
(Charoenvit & Taylor 1979).

3.1.8 Clovék
Reinhardt et al. (1974) pouzil lidské dobrovolniky jako nastroj pro vyzkum v oblasti lidskych
dermatofytdz, konkrétné zkoumal patogenezi, imunitni odpovéd’ doprovazejici dermatofytozy
a testoval antimykotickou lé¢bu. V laboratornich podminkach bylo cilem navodit
u dobrovolniki infekci, kterou trpéli americti vojaci ve valce ve Vietnamu. Testovanym druhem
byl T. mentagrophytes izolovany ve Vietnamu z amerického vojaka se zanétlivou
dermatomykézou. Byly vylou¢eny 0soby, v jejichZ roding se vyskytoval diabetes. Inokulum
bylo aplikovano na intaktni holou ktzi kotniku, piedlokti a stehna 40 muzd. Na kotniky bylo
inokulum aplikovano prostiednictvim vojenskych bot se vSitou ponozkou napusténou
inokulem. Po 90 dnech se 1éze spontanné vylécily a nedoslo K rozsiteni infekce do organt v téle
s vyjimkou jediného dobrovolnika, u kterého doslo ke vzniku rozsahlého zanétu. Kromeé tohoto
jedince byli vSichni dobrovolnici schopni béhem experimentu bézné fungovat a nepocitovali
téméf Zadnou bolest ¢i nepiijemné pocity v oblasti mista inokulace (Reinhardt et al. 1974).

V dalsi studii byla sledovana patofyziologie houbovych infekci a obranné mechanizmy
pokozky proti povrchovym dermatofytézdm a systémovym mykézam. Inokulum bylo
aplikovano na predlokti muzského dobrovolnika. Jedna série byla aplikovana na holou kizi,

druha na kiazi pfedem oSetienou steroidni masti. Inokulum obsahovalo T. mentagrophytes.

14



Pro studovani subkutanni infekce bylo pouzito inokulum se S. schenckii. V prubéhu ¢tyt tydni
byly odebirany vzorky z postizené tkané a infekce byla sledovdna po strance klinické,
histopatologické a imunologické. Pfitomnost steroidni masti potlacila lokalni imunitni reakce
organizmu. Zanétliva odpoveéd’ na houbové patogeny byla vyraznéjsi v misté bez aplikace

steroidni masti (Nakajima 2005).

15



qT

Tabulka 1. Tabulka shrnujici publikované in vivo modely a tcel jejich pouziti.

ZVIRECI MODEL

ZKOUMANA HOUBA

TESTOVANY
KMEN; PUVOD

UCEL POUZITIi MODELU

CITACE

MORCE (Cavia
aperea f. porcellus)

T. interdigitale (= T.
mentagrophytes var.
granulosum)

T. mentagrophytes

T. mentagrophytes

T. mentagrophytes

T. mentagrophytes

T. mentagrophytes

T. mentagrophytes
T. rubrum

M. gypseum

M. canis

ATCC 18748

ATCC 18748

TIMM 1189

TIMM 2789

kuze ¢lovéka

B32663; pes

MTCC 7250
MTCC 296

MTCC 2830
MTCC 2820

srovnani prubéhu infekce u modelu a ¢loveka

vliv zapafeni klize po mistnim podani inokula na vzhled 1éze a na rychlost
vyléceni 1ézi po peroralnim podani griseofulvinu

testovani efektivity peroralné podaného flukonazolu a itrakonazolu pii 1é¢bé
dermatofytickych 1ézi

testovani nového lokalné aplikovaného imidazolového antimykotika NND-502
pti 1éEbé tinea pedis a porovnani ucinnosti Iéku se stavajicimi antimykotiky -
lanokonazolem a terbinafinem

testovani antimykotika Laudamonium 1% aplikovaného lokalné na kiizi ve
forme roztoku ve spreji

zhodnoceni patogenity T. mentagrophytes, vzhledu a mnozstvi koznich 1ézi,
miry postizeni vnitfnich organt systémovou infekci a vlivu mnozstvi CFU
v inokulu aplikovaného intraven6zné a lokalné na vznik infekce

testovani nového zptisobu lokalniho podani antimykotika griseofulvinu
enkapsulovaného v deformovatelnych membranovych vaccich (=DMVs);
peroralni podani byva spojeno s nezadoucimi G¢inky

(Greenberg et al. 1976)

(Kerbs & Allen 1978)
(Nagino et al. 2000)

(Niwano et al. 1998)

(Treiber et al. 2001)

(van Cutsem & Janssen
1984)

(Aggarwal & Goindi
2012)
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ZVIRECI MODEL ZKOUMANA HOUBA TESTOVDANY UCEL POUZITI MODELU CITACE
KMEN; PUVOD
MORCE (Cavia T. mentagrophytes (= T. potkan sledovani rozdild v pribéhu infekce pusobené jednotlivymi druhy (Chittasobhon & Smith

aperea f. porcellus)

mentagrophytes var. mentagrophytes)

T. erinacei (= T. mentagrophytes var.
erinacei)

jezek

dermatofyt

1979)

T. rubrum léze na noze ¢loveka

T. tonsurans clovek

M. canis 1éze skalpu ditéte

M. gypseum potkan

M. persicolor hrabos

E. floccosum 1éze v tfisle ¢loveka

T. mentagrophytes 158 testovani antimykotické aktivity terbinafinu (Petranyi et al. 1987)

M. canis 846

T. mentagrophytes ? vybér jednoduchého modelu pro stanoveni diagnostickych (Saunte et al. 2008)

a 1é¢ebnych postupti u dermatomykoéz

M. canis ?
MYS (Mus T. mentagrophytes B32663; pes zhodnoceni patogenity T. mentagrophytes, miry postizeni (van Cutsem & Janssen
musculus) vnitfnich organti systémovou infekei a vlivu mnozstvi CFU 1984)

T. mentagrophytes

T. mentagrophytes (= T.
quinckeanum)

2118/99-1LSL

NCPF 309

v inokulu aplikovaného intraven6zn¢ a lokalné na vznik infekce

pochopeni imunologickych a patologickych aspektt invazivnich

dermatofytoz

srovnani citlivosti mysich kmentit BALB/c a BALB/K

k testovanému druhu houby

(Venturini et al. 2012)

(Hay et al. 1983)
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ZVIRECI MODEL ZKOUMANA HOUBA TESTOVANY KMEN; PUVOD UCEL POUZITi MODELU CITACE
MYS (Mus A. benhamiae IHEM 20163; tinea u lidi, ktefi byli  testovani nového modelu vhodného pro pochopeni (Cambier et al. 2014)
musculus) v kontaktu s hlodavci imunitnich odpovédi organizmu na infekci dermatofyty

T. interdigitale (=A.
vanbreuseghemii)

B. dermatitidis

B. dermatitidis

B. dermatitidis

S. schenckii

S. schenckii

IHEM 22740; tinea u lidi, kteti byli
v kontaktu s hlodavci

ATCC 26199

ATCC 26199

ATCC 26199, ATCC 26197

Ss 22932; pacient s lymfokutanni
formou sporotrichézy; Ss 22582;
pacient s diseminovanou formou
sporotrich6zy (kiize a kostni tkar)

IFM 5906; kozni sporotrichdza
u ¢loveéka; [FM 41598; plicni
sporotrich6za u ¢lovéka

a patogeneze onemocnéni u lidi

srovnani imunitni odpovédi na plicni blastomykoézu
u mladych a dospélych mysi

testovani citlivosti modelt k rozvoji plicni blastomykozy
v zavislosti na cesté podani inokula

model akutni plicni blastomykdzy zptisobené konidiemi
B. dermatitidis

srovnani virulence dvou kmenu S. schenckii

vliv buné¢né imunitni odpovédi na infekci

(Kethineni et al. 2006)

(Morozumi et al. 1981)

(Sugar & Picard 1988)

(Brito et al. 2007)

(Tachibana et al. 1999)
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ZVIRECI MODEL ZKOUMANA HOUBA TESTOVANY KMEN; PUVOD UCEL POUZITi MODELU CITACE
MYS (Mus S. albicans CBS 30273; puda, Velka Britanie; KMU 4217;  srovnavaci studie patogeneze sporotrichozy (Arrillaga-Moncrieff et al.
musculus) psenice, Cina zpusobené riznymi druhy rodu Sporothrix 2009)
S. brasiliensis CBS 1200339; kozni léze u ¢lovéka, Brazilie;
IPEC 16919; kozni 1éze u ¢lovéeka; Brazilie
S. globosa CBS 120340; léze na obligeji, Spanélsko;
MCCL 220082; neznamy pavod, Indie
S. mexicana CBS 120341; puda, Mexiko; CBS 120342; listy
karafiata, Mexiko
S. schenckii UTHSC 99-173; biopsie kozni tkané paze,
USA; UTHSC 01-2137; vied na ruce, USA
KRALIK T. mentagrophytes TIMM2789 hodnoceni vhodnosti lokalné podavanych (Shimamura et al. 2011)
(Oryctolagus antimykotik 8% ciclopiroxu a 5% amorolfinu
cuniculus f. ve formé laku na nehty pro 1é¢bu
domesticus) onychomykozy
T. mentagrophytes B32663; pes zhodnoceni patogenity T. mentagrophytes, (van Cutsem & Janssen

vzhledu a mnozstvi vzniklych 1ézi a vlivu
mnozstvi CFU v inokulu aplikovaného
intravendzné a lokalné na vznik 1ézi

1984)
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ZVIRECI MODEL ZKOUMANA HOUBA TESTOVANY KMEN; UCEL POUZITi MODELU CITACE
PUVOD
POTKAN (Rattus T. rubrum MTCC-3272 testovani nového 1é¢ebného postup za pouziti itrakonazolu (Kumar & Goindi 2014)
norvegicus) ve formé hydrogelu (OPT-NSVs = optimized nonionic
surfuctant vesicles), ktery predchdzi nékterym nezddoucim
ucinktim
T. mentagrophytes B32663; pes zhodnoceni patogenity T. mentagrophytes, miry postizeni (van Cutsem & Janssen

vnitfnich organti systémovou infekei a vlivu mnozstvi CFU
v inokulu aplikovaného intraven6zné a lokalné na vznik
infekce

1984)

KRECEK S. schenckii F33; izolovano z pacienta bez patogeneze sporotrich6zy u modelu Syrského kiecka (Charoenvit & Taylor 1979)
(Mesocricetus uptesnéni lokalizace
auratus)

KURE (Gallus
gallus f. domestica)

T. mentagrophytes

B32663; pes

zhodnoceni patogenity T. mentagrophytes, miry postizeni
vnitinich organii systémovou infekei a vlivu mnozstvi CFU
v inokulu aplikovaného intraven6zné a lokalné na vznik
infekce

(van Cutsem & Janssen
1984)

PES (Canis B. dermatitidis pacient s 1ézemi na obliceji, zjisténi postupné ztraty virulence B. dermatitidis podaného (Gilchrist & Stokes 1898)
familiaris) rukou a krku intravendzné v inokulu postupné tfem psim modeldm, srovnani
vysledku histopatologie postizené plicni tkané u psa a ¢lovéka
CLOVEK (Homo T. mentagrophytes ? objasnéni patogeneze a obrannych mechanizmii pokozky proti ~ (Nakajima 2005)
sapiens sapiens) povrchovym myk6zam
S. schenckii ?

T. mentagrophytes

americky vojak, ktery ptisobil
ve valce ve Vietnamu

uspésné vytvoreni ptiznivych podminek pro vznik koznich
mykoz, které se ve velké mife vyskytovaly u americkych
vojaki ve valce ve Vietnamu; sledovani a hodnoceni vzniku
a vzhledu koznich 1ézi

(Reinhardt et al. 1974)




3.2 Schéma pribéhu inokulace Zivého laboratorniho modelu

zvifete a puvodce mykodz

.

[ 2. Chov modelového zvifete ]

[ 1. Vybér vhodného modelového ]

(podminky chovu)

4

[ 3. Piiprava inokula (kultiva¢ni ]

podminky, ¢asovy aspekt)

.

[ 4. Priprava zvifete pfed inokulaci, ]

anestezie

[ 5. Podani inokula ] »

Obrdazek 1. Schéma naznacujici postup pied inokulaci Zivého zvifeciho modelu.

Pievzato a upraveno z http://www.ahwla.org.uk/site/tutorials/BVA/BVAQ7-GPig/GPig.html (2016)

|

3.2.1 Vybérvhodného modelového zvifete a plivodce mykéz

Pti vybéru modelu se musi dbat na to, aby zkoumana houba méla patii¢nou afinitu ke tkani
modelu (van Cutsem & Janssen 1984). Pro pokusy (a to neplati jen u hub zpasobujicich
povrchové mykozy) se nejcastéji pouzivaji hlodavci. Jejich vyhody spocivaji v malé velikosti,
kvuli které je chov prostoroveé nenaro¢ny a maji také nizké naroky na krmeni. Dale je vyhodna
jejich vysoka schopnost reprodukce. Jsou dobie citlivi k dermatofytim a mykoticka infekce
vykazuje klinické a histopatologické znaky podobné infekci u Clovéka. VétSinu téchto
podminek spliiuje morce (Shimamura et al. 2012) a mys (Sorensen et al. 1999, Cambier et al.
2014). Dale se testovani provadi na potkanech, kralicich, kieccich, kuratech a psech. Kralik

je podle (Shimamura et al. 2011) vhodnym modelem pro zkouméani onychomykoz. In vivo
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modely byvaji jak samci, tak samice. Zvitata by neméla byt v pritbéhu chovu napadena zadnymi

patogeny.

3.2.2 Chov modelového zvifete

Stejné stard zvifata byvaji umisténa v klecich po skupinach nebo individuadlné v zavislosti
na jejich velikosti (van Cutsem & Janssen 1984). Jsou chovana v pfirozenych podminkach
(napf. morce, teplota 22°C, vzdu$na vlhkost 55%) s pfisunem vody a potravy
(Treiber et al. 2001). Pro srovnani prub&éhu infekce nebo ucinnosti antimykotika

s neinfikovanym organizmem byva obvykle vybrana kontrolni skupina modeli.

3.2.3 Pfiprava inokula

Inokulum se ptipravuje z kultury houby obvykle ziskané ze zvifeciho i lidského klinického
materialu. Izolaty houby jsou naockovany na zivna média, nejcastéji pouzivanymi médii
pro kultivaci dermatofytd byvaji SGA, agar se sladinovym extraktem (Hay et al. 1983)
nebo DTM agar (= Dermafophyte test medium) (Reinhardt et al. 1974). U S. schenckii
a B. dermatitidis se pouziva BHI (Charoenvit & Taylor 1979, Ellis et al. 2007) nebo krevni agar
(Morozumi et al. 1981, Sugar & Picard 1988). Vybér média je dilezity pro sporulaci houby,
tedy pro tvorbu infek¢énich houbovych spér. Na nékterych médiich nemusi houby dostateéné
sporulovat, coz znemoZiuje piipravu kvalitnitho inokula. Napfiklad pfi pokusu
Chittasobhon a Smith (1979) muselo byt pouzito pro inkubaci M. canis ryzové médium, protoze
na SGA netvofil dany druh makrokonidie potfebné pro ptipravu inokula. Kultury dermatofytt
byvaji inkubovany fadové nékolik dnl az tydnid pii teploté okolo 25 °C. B. dermatitidis
a S. schenckii vyzaduji teplotu okolo 37 °C, ktera je nutna pro tvorbu kvasinkového stadia
(Morozumi et al. 1981, Saunte et al. 2008). Kolonie v pozadované fazi rustu byvaji promyty
sterilnim fyziologickym solnym roztokem. Vzacné jsou pouzZity jiné roztoky, napiiklad
van Cutsem a Janssen (1984) pouzili k pfipravé inokula solny roztok se vcelim medem
v poméru 9:1. Pouziti tohoto roztoku vedlo k mirn€ vyssi infekénosti v porovnani se zviraty,
kterym bylo inokulum podéno jen v podob¢ solného roztoku. Inokulum byva homogenizovano
kvuli odde€leni spor od hyf (Reinhardt et al. 1974). V inokulu je dale dulezité stanovit hodnotu
CFU (= colony-forming units), ktera udava pocet zivotaschopnych jednotek v daném objemu
inokula (Cambier et al. 2014). Praveé koncentrace inokula vyznamné ovliviiuje krom¢ dalSich

faktorti isp&$ny rozvoj infekce u modelu (Greenberg et al. 1976). Cim vétsi je objem a hodnota
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CFU pouzitého inokula, tim vice zvifat vykazuje znaky mykdzy, a tim jsou jeji projevy

4

3.2.4 Pfiprava zvirete pred inokulaci, anestezie
Pted aplikaci inokula se spérami dermatofytl na kizi je tieba zvifeti nejprve odstranit srst
z ¢asti t€la vhodnych pro inokulaci. Modelu je na urcitém misté téla (hibet, slabiny, tlapky, aj.)
oholena srst (obvykle oblast 2 x 2 az 5 x 5 cm) a na holou kizi je aplikovano inokulum.
Ptipadné¢ mize byt aplikovano inokulum piimo na hold mista na téle zvifete, napf. u kufat
na hiebinek (van Cutsem & Janssen 1984). Kiizi lze pro lepsi uchyceni houbovych fragmenta
z inokula mechanicky poskodit (abradovat) (van Cutsem & Janssen 1984). Saunte et al. (2008)
zavrhuji abrazi ostrym piedmétem (pemza, brusny papir, zdrsnéna sklenénd palicka).
Vysvétluji, ze abraze je nevyhodna kvuli nasledné tvorbé viedu, které vadi pti hodnoceni
infekce. Naproti tomu depilace nebo oholeni osrsténych mist porusi kiizi pouze povrchové
a rovnomérné. Podle Saunte et al. (2008) je holeni holicim strojkem v praxi nejsnazsi metoda
pro piipravu ktize zvitete.

Béhem piipravy modelu pfed inokulaci, béhem inokulace a odbéru vzorka tkané byva
zvite v anestezii. Anestetikem je nejcastéji diethylether podavany intraperitonealné (Morozumi

et al. 1981, Sugar & Picard 1988, Sorensen et al. 1999).

3.2.5 Podaniinokula

V piipadé zkoumani projevii dermatofytickych koznich infekci se inokulum podavd mistné
na predem ptipravenou oblast ktize na téle zvifete. Mistni naneseni inokula na kiizi vyvola vznik
infekce v kuzi, ale ne ve vnitfnich organech. Pokud je cilem navodit systémovou infekci
zpusobenou dermatofyty ¢i B. dermatitidis nebo S. schenckii, inokulace prob&hne intranasalné,
intraperitonealné nebo subkutanné. Intraven6zné byva inokulum poddno u mysi a potkant
do ocasni zily, u kralikd do zily na uchu a u kufat/ kohoutt do zily na ktidle (Morozumi et al.
1981, van Cutsem & Janssen 1984). V pripadé blastomykoéz a sporotrich6z mize inokulum
obsahovat jak kvasinkové buiky, tak konidie. Pro dosazeni vhodn¢jSich podminek pro rist
houby (zapateni kiize) se po mistnim naneseni inokula oblast ptekryva na nékolik dni vlhkym

obvazem nebo naplasti (Reinhardt et al. 1974, Kerbs & Allen 1978).
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3.3 Hodnoceni pribéhu infekce

Po podani inokula je zvife ur€itou dobu (dny az tydny) sledovano. Na zékladé zvolené Skaly
se u n¢ pozoruji a hodnoti klinické projevy infekce ¢i ucinnost 1éCby antimykotiky
(van Cutsem & Janssen 1984, Treiber et al. 2001). Modelu je dale provedena biopsie infikované
kozni tkanég, drapku Ci postizenych vnitinich organti (napi. plice u pulmonarni blastomykézy)
a vzorky jsou histopatologicky zhodnoceny. Odebrané kozni Supiny z oblasti 1ézi, kousky
drapku ¢i chlupi a vzorky postizenych vnitinich organt jsou kultivovany na médiu. Rist houby
potvrzuje, ze organizmus trpi houbovou infekci (Saunte et al. 2008). Pokud dojde béhem

pokusu k imrti modelu, je stanovovana mortalita u sledované skupiny (Sugar & Picard 1988).

3.3.1 Klinické hodnoceni
Pii klinickém hodnoceni prubéhu infekce se sleduje vzhled a mnozstvi 1€ézi, mira zarudnuti
a olupovani kiize v postizené oblasti, zadvaznost zanétlivé odpovédi, délka trvani vyskytu 1ézi
nebo reakce infekce na antimykotika (Greenberg et al. 1976, Kerbs & Allen 1978,
Treiber et al. 2001). Pozorované zmény jSou zaznamenavany a dale hodnoceny. K hodnoceni
zmén byly v n¢kolika studiich zabyvajicich se pfevazné dermatofyty pouzity pfedem stanovené
Skaly ¢i zebticky s konkrétnimi parametry charakterizujicimi vznikajici zmény na modelu.
Zebiicky uvedené v publikovanych studii se od sebe prakticky nelisi. VétSina ma tii
a nejvyssi stupen (3/4/+++/++++) charakterizuje znamky akutniho zanétu. Saunte et al. (2008)
si pro hodnoceni infekce na kiizi morcete zpusobené dermatofyty T. mentagrophytes a M. canis
zvolili dva Zebticky. Jeden pro barvu postizeného mista na kizi (0 = normalni barva kize,
1 = rlZova, 2 = Cervend, 3 = fialovd) a druhy pro vzhled koZnich 1ézi (0 = zdrava kuiZze,
1 = vyrazka, 2 = tvorba Supin na kazi a jejich olupovani, 3 = tvorba viedl a olupovani kiize,
4 = tvorba viedil a olupovani vrchnich i hlubsich vrstev ktize). Treiber et al. (2001) sledovali
zmény kize morcete v reakci na jeji mechanické poSkozeni pied aplikaci inokula (strup)
a infekci zplsobenou dermatofytem T. mentagrophytes (zarudnuti a olupovani kize).
Pro hodnoceni zmén si stanovili Zebii¢ek, kde 0 = zadné zmény, + = nepatrné zmény,
++ = mirné zmény, +++ = zdvazné zmény. Van Cutsem a Janssen (1984) si stanovili nasledujici
Skalu pro hodnoceni patogeneze 27 kmenil dermatofyti u modelu morcete: 0=zadna reakce
kize, bez napadeni vlasovych folikulii, + = slabd invaze dermatofyti do kize a chlupli, mirna
hyperkeratdza, ++ = zvySeny vyskyt dermatofytd v chlupech, vznik krusty (= nakupeni

degenerovanych zanétlivych bunék na povrch epidermis), mirny zanét a erytém (= z¢ervenani
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kaze), +++ = silny zanét, krusta, erytém, olupovani kize, alopecie (= vypadavani chlupi).
Greenberg et al. (1976) ve své studii podle podobné §kaly hodnotil vzhled 1ézi u morcat, kterym
bylo poprvé v zivoté aplikovano inokulum s T. interdigitale a u morcat, ktera se s infekci jiz
diive setkala. Dale u téchto dvou skupin srovnal rychlost vzniku 1ézi a 1écby mykozy
(Obrazek 2). Zjisténé hodnoty jsou dale statisticky vyhodnocovany pomoci Tukey testu,
Kruskal-Wallis-H-testu (Nagino et al. 2000, Treiber et al. 2001), Fisherova exaktniho testu
(Shimamura et al. 2011), testu ANOVA (Cambier et al. 2014) aj.

V pfipadé¢ studia blastomykozy a sporotrichdzy se piiznaky infekce stanovuji
pravidelnym zkoumdnim infikovaného modelu a klinickych znakli onemocnéni (mirny otok,
zarudnuti kize, zmény na srsti) (Charoenvit & Taylor 1979, Sorensen et al. 1999 ). Rozsah
systémové infekce Se urcuje pomoci kultivace vzorkli odebranych z vnitinich organt
(plice, jatra, slezina, ledviny) usmrceného modelového organizmu (Charoenvit & Taylor 1979).
Zviteti je pred biopsii podano anestetikum (Saunte et al. 2008). Po odebrani vzorkt byva zvife
utraceno (Shimamura et al. 2011). U studia systémové blastomykdzy je zjistovana mira
citlivosti modelu k B. dermatitidis a S. schenckii zavisejici na délce doby preziti infikovaného
modelu a na poétu zemielych jedinci ve sledované skupiné (Morozumi et al. 1981,
Avrrillaga-Moncrieff et al. 2009).

Ziskana data jsou zpravidla statisticky vyhodnocovana pomoci jednoduchych
statistickych testd, napf. Wilcoxonova testu (Sugar & Picard 1988), dvoustranného
Mann-Whitney U-testu (Arrillaga-Moncrieff et al. 2009) aj.
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Obrdzek 2. Infekce zptisobena zoofilnim druhem T. interdigitale u modelu morcete. Deset (1) a patnact
(2) dni stara 1éze na kuzi morcete, kterému bylo poprvé aplikovano inokulum obsahujici konidie
T. interdigitale. U mor¢ete, které jiz v minulosti pfiSlo do styku s patogenem, doslo k rychlej§imu vzniku
1éze (1a — vzhled 1éze po deseti dnech od pocatku infekce) a zaroven i K jejimu rychlejsimu zhojeni
(2a — vzhled 1éze po patnacti dnech od pocatku infekce).

Pievzato a upraveno podle Greenberg et al. (1976).

3.3.2 Histopatologické vySetreni

Histopatologické vysetieni kiize, drapki a vnitinich organti se provadi kvili zjisténi vyskytu
houbovych hyf ve tkdni a imunologické reakce tkané na infekci. Z odebranych vzorkl
fixovanych ve formalinu a zalitych do parafinu jsou vytvotfeny tenké fezy, které jsou pro lepsi
viditelnost houbovych hyf a fragmentti ve svételném mikroskopu obarveny. NejpouzivanéjSim
histologickym barvivem je PAS (= periodic acid-Schiff). PAS reaguje s polysacharidy
obsazenymi v houbovych bunéénych sténach a barvi tyto struktury ¢ervenofialové (Obrazek 3).
Velmi dobfe barvi mycelium a arthrokonidie dermatofytl ve svrchnich zrohovatélych vrstvach
kaze, uvnitt vlast a chlupt a ve spodnich ¢astech nehtdi/drapti. Déle se pouziva barveni HE

(= hematoxylin-eozin), které barvi houbové bunky modie (Padhye & Summerbell 2005,
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Skotepova 2008b, Kumar & Goindi 2014). Kvasinkovité buiiky B. dermatitidis vSak neobarvi
dostate¢né vyrazné. Vhodnéjsi barvivo pro zviditelnéni buné€k B dermatitidis i S. schenckii
je krom¢ PAS napt. GMS (= Grocott’s methenamine silver). V nékterych piipadech mtize byt
pouzita protilatka oznafena fluorescencni barvou (napf. blankophor nebo calcofluor-white),
ktera specificky obarvi houbové struktury ve tkani (Fumeaux et al. 2004,
di Salvo & Klein 2005, Ellis et al. 2007, Drouot et al. 2009, Saccente & Woods 2010).

Diky histopatologii lze také urcit typy a mnozstvi imunitnich bun¢k a hladinu cytokint
v zanétlivém lozisku a tim padem charakterizovat imunitni reakci organizmu na povrchovou
¢i systémovou mykotickou infekci. Dermatofytické infekce provazi zpravidla nalez makrofagu,
dendritickych bunc¢k a neutrofilnich granulocyt v blizkosti postizeného mista ve tkani.
Z cytokinu vyskytujicich se v postizené tkani a vyvolavajicich imunitni odpovéd’ Ize jmenovat
TGF-B, IL-1B, IL-6, IL-10 nebo IL-22. Druhy cytokint a jejich nartist béhem infekce se zjistuji
z homogenizované buné&¢né tkanové kultury (Venturini et al., 2012, Cambier et al. 2014). Data
ze studie Venturini et al. (2012) potvrzuji, Ze buné¢na imunitni odpovéd’ zplsobuje zvysenou
epidermalni proliferaci (hyperplazii) usnadiujici odstranéni dermatofytt z tkané. V okoli
kvasinkovych bun¢k B. dermatitidis ve tkani odebrané z vnitinich organti byvaji pozorovany
neutrofilni granulocyty, lymfocyty a makrofagy (Sugar & Picard 1988). Dulezitym
prozanétlivym cytokinem zahajujicim imunitni odpovéd’ na blastomykoézu a zplsobujicim
ptitok neutrofilnich granulocytli do mista zanétu je TNF-a (Kethineni et al. 2006). Kvasinkové

buriky S. schenckii byvaji ve tkani také obklopeny neutrofilnimi granulocyty a makrofagy, které

jsou aktivovany cytokinem IFN-y (Arenas 2005, Tachibana et al. 1999).

Obrazek 3. Histologicky fez kizi mySi (barveni PAS) inokulované T. interdigitale
(= A. vanbreuseghemii). Stratum corneum (a) a vlasové folikuly (b) kolonizované houbovymi hyfami
a arthrokonidiemi (Sipky) sedmy den po vzniku infekce.

Pievzato a upraveno podle Cambier et al. (2014).
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4 Exvivo modely

Ex vivo modely jsou reprezentovany uméle vytvofenymi nebo kultivovanymi tkanémi
vyrobenymi z lidskych vlasii a nehtii, zvifecich kopyt nebo lidskych a zvitecich koznich bunék.
Tyto modely jsou vyvijeny zejména za ucelem nahrazeni in vivo modelu pfi testovani uc¢innosti
antimykotik a novych zpiisobli 1écby dermatofytickych onemocnéni. Cilem je ptedevsim
vytvofit model, ktery co nejlépe simuluje realny klinicky prabéh infekce (Smijs et al. 2007,
Lusiana et al. 2013).

Pro vyzkum 1é¢by dermatofyti jsou vyvijeny modely s obsahem keratinu, ktery je pro né
pfirozenym zivnym substratem. Pro dimorfni houby (B. dermatitidis, S. schenckii) zptisobujici
i systémova onemocnéni byla v publikovanych studiich sledovana pifevazné imunitni odpoveéd’
organizmu na zaklad¢ typti imunitnich bunék odebranych z postizenych tkani organizmu, jejich

in vitro aktivity viici buitkam patogena a typt cytokinti produkovanych imunitnimi bunikami.

4.1 Metodika vyroby ex vivo modell

Pfirozenym prostiedim pro rist dermatofyti je substrat s obsahem keratinu. Ten je pro vyrobu
ex vivo modelu ziskavan ze struktur bohatych na keratin (ktize, vlasy/chlupy, nehty/kopyta)
(Richardson & Edward 2000).

Vyuziti ex vivo modeld je shrnuto v Tabulce 2.

a. kGze (stratum corneum)
Stratum corneum je svrchni vrstva kiize obsahujici mrtvé keratinizované buiiky. Tato oblast
je diky vysokému obsahu keratinu a omezené aktivité imunitniho systému mistem rastu
dermatofytd. Pro vyrobu ex vivo modelu pouzili Smijs et al. (2007) nepotiebné ¢asti kuze
pochéazejici z oddéleni plastické chirurgie. Kize byla zbavena tukové tkané, promyta
destilovanou vodou, upravena na tloustku 250 pm. Po dalSich upravach (inkubace
ve fyziologickém roztoku s obsahem fosfatu a trypsinu pii teplot¢ 4 °C pies noc,
1 hod. pii 37 °C ve zminéném roztoku, vysuSeni vzduchem pfii laboratorni teploté po dobu
24 hod., konzervace plynnym dusikem max. 3 mésice do doby pouziti modelu) byl kruhovy
vyfez produktu umistén na membranovy filtr na Petriho misce s médiem MEA. Vysledkem byl
ex vivo model pfipraveny pro aplikaci inokula a nasledné testovani u¢inkti novych 1é¢ebnych
postupti.

Kozni ekvivalenty mohou byt pfipravovany i uméle. Rashid et al. (1995) pouzili
pro vyrobu dermalni vrstvy kolagenovy gel ptipraveny z buné¢k $lach ocasu potkana, fibroblasty
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z predlokti Cloveéka a fetalni teleci sérum. Smés byla dale rozdélena do Petriho misek
a inkubovana nékolik dni pfi teploté 37 °C. Sérum s obsahem lidskych keratinocytii bylo nalito
na povrch dermalni vrstvy a po sedmidenni inkubaci byla vytvofena nckolikavrstevna

epidermis piipravena k aplikaci inokula.

b. vlasy
Lidska a zviteci keratinové struktury obsahuji stejny typ keratinu, a to a-keratin. Lidské vlasy
a nehty maji mnoho spole¢nych fyzikalnich a chemickych vlastnosti. Z divodu omezené
dostupnosti lidskych nehtovych plotének vytvorili Lusiana et al. (2011) model nehtové
ploténky vyrobeny z keratinu lidskych blond vlast. Vlasy byly rozemlety na prasek a smichany
S roztokem obsahujicim mocovinu. Po zahiati byl roztok piefiltrovan pro odstranéni
nerozpusténych vlast. Po dal§im zpracovani byl ze smési vyroben film o tloustce 100 pm
tenky. Z filmu byly vyrobeny krouzky o priméru 15 mm, vysuSeny, umistény na médium
a ptipraveny k aplikaci inokula a testovani ucinnosti antimykotik (Obrazek 4).

Vlasy se mimo jiné pouZzivaji pro tzv. Hair perforation test, kdy lze na zakladé charakteru

naru$eni struktury vlasu odlisit rizné druhy dermatofytu (Padhye & Summerbell 2005).

C. nehty/kopyta

Lidské nehty jsou pouzivany hlavné pro studium 1é€by onychomykoz. Odstfizky nehtl jsou
ziskavany od lidskych dobrovolnikd (Smijs et al. 2014, Yazdanparast & Barton 2006).
Jako ekvivalenty k lidskym nehtim slouzi i kopyta prasat nebo skotu, ktera jsou zmékcena
namoCenim do vody a dale nafezana na tenké platy o tloustce stovek mikrometrd
(Sambasivarao 2013, Lusiana et al. 2013) (Obrdzek 4). Z nehtt byvaji vytvofeny fezy silné
fadove desitky milimetrti. Nehty i kopyta jsou ptfed zpracovanim sterilizovany UV zafenim
(Monti et al. 2011), dezinfikovany ethanolem, isopropylalkoholem nebo jinymi alkoholy,
promyty sterilni vodou a dale autoklavovany (15 min pii 120 °C) (Sambasivarao 2013).
Studie, kterou provadéli Monti et al. (2011), vyhodnotila tenké fezy hovézich kopyt jako
vhodné ekvivalenty k lidskym nehtim pouzitelné pro testovani antimykotik k 1é¢bé
onychomykozy.

Model nehtu byl také pouzit k detekci ptivodci onychomykoézy za pouziti Ramanovy
spektroskopie. Je to metoda vibra¢ni molekulové spektroskopie pouzivana pro identifikaci
latek, pro urovani jejich sloZeni a struktury. Na zdravé vydezinfikované lidské nehtové
odsttizky bylo aplikovano inokulum obsahujici mikrokonidie T. rubrum, T. mentagrophytes

a T tonsurans a suspenze obsahujici bunky nedermatofytickych hub Candida albicans
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a Scopulariopsis brevicaulis. Modely byly poté inkubovany 2 tydny pii teploté 28 °C ve sterilni
vod¢ v Petriho miskach. Spektra jednotlivych patogent naméfena za pouziti spektrometru byla
vzajemné porovnana. Patogeny v nehtu byly rozpoznany na zakladé jejich odlisnych spekter.
Odlisnost spekter byla dana obsahem riznych lipidi v bunikdch jednotlivych patogent
(Smijs et al. 2014).

Nehty a kopyta mohou byt pouzity jako modely také ve formé rozemletého prasku.
Pro moznost snazsiho rozdrceni byvaji tyto keratinové struktury zmrazeny v tekutém dusiku.
Prasek je na podloznim sklicku rozpustén v destilované vodé s obsahem mikrokonidii. Sklicko
je poté umisténo do vlhkého prostiedi Petrihno misky a dale kultivovano. Studie,
kterou provadéli Yazdanparast a Barton (2006), se zabyvala vlivem vnéjSich podminek
na tvorbu arthrokonidii u T. rubrum. Sklicka se suspenzi mikrokonidii T. rubrum a nehtovym
praSkem byla inkubovana 14 dni pfi teplot€ 37 °C v aerobnim prostiedi nebo v atmosfére

s obsahem 10 % CO:a. K produkci arthrokonidii doslo pouze v atmosféte s obsahem 10 % COs.

Obrazek 4. Stav inokulovanych ex vivo modeli po sedmidenni aplikaci lokalniho antimykotika.
Oba modely byly pfed zahajenim 1é¢by inokulovany dermatofytem T. rubrum. Loceryl® Nagellack
(0¢inna latka amorolfin) byl aplikovan na keratinovy film (vlevo) a zpusobil inhibici rdstu T. rubrum
na celé plose modelu. Lamisil® Creme (U€inna latka terbinafin) aplikovany na tenky fez hovéziho
kopyta (vpravo) nevykazoval vyznamnou antimykotickou aktivitu.

Pievzato a upraveno podle Lusiana et al. (2013).

Pfiprava roztoku s obsahem houbovych infekénich fragmenti (inokula) byla popsana v kapitole
,»3.2.4 Priprava inokula®. V publikovanych studiich obsahovala inokula aplikovana na modely
nehti a kopyt konidie T. rubrum, T. mentagrophytes a T. tonsurans (Smijs et al. 2007,
Monti et al. 2011, Smijs et al. 2014). Inokulované modely byvaji umistény do vlhkého prostiedi
Petriho misek a inkubovany nékolik dni az tydni pti teploté 25-28 °C.
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Piitomnost houbovych struktur v ex vivo modelu je nejcastéji stanovovana

histopatologicky, stejn¢ jako u zvifecich modeld.

Tabulka 2. Ugel vyuziti ex vivo model@ pfi studiu povrchovych mykoz

MODEL ZKOUMANA UCEL POUZITI VYSLEDKY CITACE
HOUBA
KUZE T. rubrum testovani fotodynamické ¢im pozdéji po inokulaci  (Smijs et al. 2007)
(STRATUM 1écby za pouziti modelu je fotodynamicka
CORNEUM) konkrétnich porfyrinovych  léEba aplikovana, tim
fotosenzitizatort nizsi je jeji tspesnost
T. testovani antimykotické po 7 dnech aplikace (Rashid et al. 1995)
mentagrophytes aktivity roztoku terbinafinu a inkubaci
terbinafinu inokulovaného modelu
pti 28 °C doslo
k vymyceni hyf
a arthrokonidii ve vrstvé
dermis pfi koncentraci
terbinafinu 0,1 mg - 17
a v epidermis pii
koncentraci terbinafinu
1 mg - 1"t a vétsi
VLASY T. rubrum testovani antimykotické lepsi antimykoticka (Lusiana et al. 2011,
aktivity riznych lokalng aktivita 1éku byla Lusiana et al. 2013)
aplikovanych léciv ve formé laku a gelu
V porovnani s krémem
NEHTY/KOPYTA | T. rubrum srovnani pronikani fezy kopyt mély stejné (Monti et al. 2011)
antimykotika vlastnosti jako nehty
ciklopiroxolaminu (schopnost
do infikovaného lidského ciklopiroxolaminu
nehtu a tenkého fezu proniknout do modelu)
kopyta skotu, stanoveni tim padem jsou vhodnym
vhodnosti tenkych fezu modelem
kopyt jako modelil
pro studium onychomykéz
T. rubrum sledovani optimalnich nejvhodnéjsimi (Yazdanparast &
podminek pro rist podminkami pro tvorbu Barton 2006)
arthrokonidii v modelu arthrokonidii je teplota
Vv zavislosti na koncentraci 37 °C a atmosféra s 10 %
CO; COg, nejvetsi produkce
dosahly arthrokonidie
v modelu po 14 dnech
T. rubrum testovani antimykotické lepsi antimykoticka (Lusiana et al. 2013)
aktivity riznych lokaln¢ aktivita Iéku ve forme
aplikovanych 1é¢iv laku a gelu v porovnani
s krémem
T. rubrum pouziti Ramanovy Ramanova spektroskopie  (Smijs et al. 2014)

T. mentagrphytes
T. tonsurans

spektroskopie jako nového
zptisobu detekce ptvodci
onychomykoz za pouziti
modelu nehtu

byla vyhodnocena jako
vhodna neinvazivni
metoda diagnostiky
onychomykoz vcetné
pfimé identifikace druhti
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d. dalsi tkané

V piipadé¢ dimorfnich hub (B. dermatitidis a S. schenckii) byvaji ¢asto zkoumany imunitni
reakce infikovaného organizmu a G¢inky podanych Ié¢iv. Povaha imunitni reakce se stanovuje
urcenim typu imunitnich bun¢k odebranych z infikované tkané¢ (plice, slezina, aj.) a typem
cytokind, které jsou imunitnimi buitkami produkovany (Brummer et al. 1984, Figueiredo et al.
2004, Ferreira et al. 2015).

Patogeneze onemocnéni zpusobenych dimorfnimi houbami muze byt sledovana
za pouziti umélé tkang€, kterou tyto houby obvykle osidluji. Brandhorst et al. (1999) pouzili
jako ex vivo model zdravou mysi plicni tkan, na kterou byly aplikovany kvasinkové bunky
B. dermatitidis v roztoku. Cilem bylo zjistit, jaka je afinita kvasinkovych bun¢k k bunikam plicni
tkang. Vazba byla urcena vizualn€ za pomoci mikroskopu po spocitani kvasinkovych bunék
na jednotku plochy fezu plicni tkani.

Ex vivo modely kiize a koznich ekvivalentl jsou pouzivany pfedev§im pro studium
dermatofytd. Pro studium povrchovych mykoéz zptisobovanych dimorfnimi houbami nenasly

tyto modely prozatim vyuziti.

5 Zavér

Prace shrnuje dostupné informace o moznostech vyuziti in vivo a ex vivo modelt v oblasti studia
povrchovych mykoéz. Zviteci modely (in vivo) a uméle vyrobené tkané (ex vivo) piredstavuji
vhodny nastroj pro pochopeni patogeneze onemocnéni zpusobovanych dermatofyty
a dimorfnimi houbami. Poskytuji moznost detailniho poznani imunitni odpovédi napadeného
organizmu a testovat vhodné zptisoby 1é¢by houbového onemocnéni.

Zviteci modely umoznuji sledovani klinickych znakd a tim padem poznani prab&hu
infekce, ktery je podobny jako u ¢lovéka. I pies vyvijeni umélych tkani ptredstavuji tkané
z zivych modelll vhodngj$i a pfirozenéjsi prostiedi pro sledovani histopatologickych zmén
souvisejicich s infeket.

Vhodnost riznych zvifecich modeli se stanovuje podle jejich citlivosti ke zkoumanému
patogenu, schopnosti co nejvérnéji napodobit prubéh infekce u ¢lovéka, velikosti zvitete
(usnadiuje manipulaci s modelem) a reprodukéni kapacity modelu. Na druhé strané musi model
splilovat ndroky na patfi¢nou velikost plochy téla pro lokalni aplikaci inokula. Kvili témto
divodim byvaji nejcastéji pouzivani jako model mali savci, hlavné hlodavci. Morce ma

pro studium povrchovych mykoz dobré piedpoklady diky citlivosti k dermatofytim,
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spontannimu vzniku infekce a klinickym znakiim podobnym znaktim lidskym. Mys je nejCasté;ji
pouzivanym zvifetem pro studium blastomykoéz diky citlivosti k B. dermatitidis a tim padem
snadnému vyvolani blastomykozy. V piipadé dermatofytéoz vykazuji mysi také klinické znaky
podobné lidskym znakm.

Vyvinuti ex vivo modelti napodobujicich co nejvérnéji anatomické struktury pfirozenych
hostiteli zamezuje utrpeni zivych modelovych zvifat s ohledem na jejich diskomfort
pfi provadéni pokustii a pusobenou bolest. S pouzivanim ex vivo modeld mizi také etické
povinnosti a naklady spojené s chovem zivych modelovych zvifat.

Snadné sifeni houbovych patogenti a jejich schopnost dlouhodob¢ pretrvavat v prostiedi
a ve tkanich vede k casto se opakujicim a vleklym onemocnénim, ktera jsou obtizné
vymytitelnd. Z divodu Castych relapsti nékterych klinickych jednotek je nutno zajistit nové
a co nejucinngjsi zpusoby 1é¢by, které dokazi dokonale beze zbytku vymytit houbovy patogen
z organizmu. Prvni faze klinického testovani 1éka nelze z etickych dtvodi provadét na lidech.
Léky nejprve musi projit preklinickym testovanim, ke kterému byvaji nejcastéji vyuzivana
pokusna zvifata, uméle vytvorené tkané nebo tkané pivodem z zivych organizmu.

Molekularni mechanizmy vyuZzivané dermatofyty a dimorfnimi houbami k napadeni
hostitele a imunitni odpovéd’ hostitele nejsou prozatim do detailu prozkoumany. V budoucnu
bude proto vedle testovani novych ucinnéjsSich zptisobti 1€cby hlavnim cilem tyto nevytesené
otazky za pomoci in vivo a ex vivo modeli objasnit. Bude potfeba pomoci transkripéniho
a proteomického profilovani identifikovat faktory podilejici se na patogenezi a charakterizovat
enzymy produkované houbou pii interakci S epitelidlnimi bunfikami organizmu
(Achterman & White 2012). Velky potencial v oblasti studia povrchovych myké6z maji ex vivo
modely, které se stavaji v poslednich letech na zakladé vySe uvedenych divodi velmi
oblibenymi a v budoucnu by mohly z velké ¢asti nahradit laboratorni zvifata. Peres et al. (2016)
stanovovali pomoci kvantitativni polymerazové fetézové reakce spojené s reverzni transkripci
(= gRT-PCR) za pouziti ex vivo modelt (lidska ktize, nehty, keratinovy film) expresi riznych
gend T. rubrum pii interakci s hostitelem. Vysledky ukazaly, Ze exprese geni je odlisna
v interakci T. rubrum s riznymi ex vivo modely (lidska ktize, nehty, keratinovy film). Tkané
lidského pivodu (nehty, zbytky nepotiebné kize z plastické chirurgie) predstavuji material
s omezenou dostupnosti. Je tedy snaha nahradit je bud’ tkanémi zviteciho pivodu (kopyta) nebo
uméle vytvarenymi tkanémi. Pro co nejvétsi strukturalni podobnost ex vivo a in vivo modelu

bude vyroba ex vivo modela v budoucnu zcela jisté dale zdokonalovana.
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