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1. ABSTRAKT

Katedra biologickych a lekarskych vied
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Univerzita Karlova v Prahe

Autor: Ivana Tapuchové

Nazov prace: Vyhodnotenie aktivity potencionalne antifungalnych latok pomocou

mikrodilu¢nej bujénovej metédy

Veduci diplomovej prace: Mgr. Marcela Vejsova, Ph.D.

Ciel’ prace: Ciel'om tejto prace bolo stanovit’ potencionalnu antimykoticka aktivitu 52
testovanych latok vyvinutych na Katedre anorganickej a organickej chémie

Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové Univerzita Karlova v Prahe.

Metody: Vyuzitd bola metdoda mikrodiluénej bujénovej metdédy na dsmych druhoch
kvasiniek a vlaknitych hub v laboratérium Katedry biologickych a lekarskych vied.

Vysledky: Celkovo vykazovalo antimykotickt aktivitu 26 testovanych latok s réznymi
substituentmi, ktoré pochddzali zo skupin derivatov 4-aminobenzoovej kyseliny,
4-aminosalicylovej kyseliny, S5-aminosalicylovej kyseliny a z rozsiahlej skupiny
derivatov sulfonamidov. NajcitlivejSim kmefiom k testovanym latkam bol dermatofyt
Trichophyton mentagrophytes, naopak najmenej citlivym kmenom bola vldknitd huba

Absidia corymbifera.

Zavery: Aj napriek zistene] antimykotickej aktivite pri nizkych testovanych
koncentraciach derivatov je potreba d’alSich testov a klinickych S§tudii k potvrdeniu

ucinnosti a bezpecnosti uzivania.

KPiacové slova: kvasinky, vldknité huby, antimykotikd, minimalna inhibi¢na

koncentracia, mikrodilu¢na bujonova metdda



2. ABSTRACT

Department of Biological and Medical Sciences
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Charles University in Prague

Author: Ivana Tapuchové

Title of diploma thesis: Evaluation of activity of potentional antifungal substances

through the use of microdilution broth method

Supervisor: Mgr. Marcela Vejsova, Ph.D.

Background: The aim of this diploma thesis was to evaluate potential antifungal activity
of 52 test substances which were develope at the Department of anorganic and organic

chemistry Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové Charles University in Prague.

Methods: For testing we used microdilution broth method on eight strains of yeasts and

filamentous fungi in the laboratory of Department of Biological and Medical Sciences.

Results: Overall 26 test substances with various substituents had antifungal activity.
These substances was derivates of 4-aminobenzoic acid, 4-aminosalicylic acid,
5-aminosalicylic acid and large group derivates of sulfonamids. The most sensitive strain
was dermatophyt Trichophyton mentagrophytes, the least sensitive strain was filamentous

fungi Absidia corymbifera.

Conclusions: Despite there was observed antifungal activity in low concentrations of
derivates, it is necessary to perform next tests and clinical studies to prove efficiency and

safety for use.

Key words: yeasts, filamentous fungi, antimycotics, minimal inhibitory concentration,

microdilution broth method



3. ZOZNAM SKRATIEK

5-FC — flucytozin, 5-fluorocytozin

5-PAS — 5-aminosalicylova kyselina

AC — Absidia corymbifera

ADP — adenozindifosfat

AF — Aspergillus fumigatus

AIDS — syndrom ziskanej imunitnej nedostatocnosti
ATP — adenozintrifosfat

ATPaza — adenozintrifosfataza

CA — Candida albicans

CFU — koloniu tvoriaca jednotka

CG - Candida glabrata

CK — Candida krusei

CLSI — Ustav laboratérnych a klinickych $tandardov
CNS - centralna nervova sustava

CT — Candida tropicalis

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

ELISA — enzymova imunoanalyza na pevnej fazy
EUCAST — Eur6pska komisia pre testovanie citlivosti na antibiotika
FDA — Urad pre kontrolu potravin a liegiv

FIC — frakéna inhibi¢na koncentracia

HIV — virus nedostatku 'udskej imunity

ICso, ICs0 — inhibi¢né koncentracia schopné inhibovat’ 50 % vlaknitych hub alebo 80 %

kvasiniek

INH — izoniazid



KOH - hydroxid draselny

MALDI-TOF — hmotovéa spektrometria s laserovou desorpciou a ionizaciou za ucasti

matrice s preletovym analyzatorom

MEC — minimélna efektivna koncentricia

MIC — minimélna inhibi¢na koncentracia

MOPS - 3-[N-morfolino]propansulfonova kyselina
MRSA — meticilin-rezistentny zlaty stafylokok
NaCl — chlorid sodny

NaOH — hydroxid sodny

PABA — 4-aminobenzoova kyselina

PAMP — molekularne vzory spojené s patogénom
PAS — 4-aminosalicylova kyselina

PCR — polymerazova ret'azova reakcia

rDNA — ribozomalna deoxyribonukleova kyselina
RES — retikuloendotelidlny systém

RNA — ribonukleova kyselina

ROS — reaktivne oxidacné produkty

RPMI — rastové médium

SDZ — sulfadiazin

SMX — sulfamethoxazol

SMZ — sulfamethazin

STZ — sulfathiazol

TA — Trichosporon asahii

TM — Trichophyton mentagrophytes

USA — Spojené¢ Staty americké



4. Uvop

Mykotické ochorenia su neustale narastajucim celosvetovym problémom, ¢o je
sposobené hlavne rastiicim poctom imunokompromitovanych pacientov, ale aj vznikom
roz§irujucej sa rezistencie mikromycét voci dosial zndmym a pouzivanym
antimykotikam, ako aj samotnym nedostatkom novych a ucinnych antimykotik

predovsetkym na liecbu zivot ohrozujucich invazivnych mykoéz.

Najcastejsim ochorenim su superficialne mykozy, ktoré postihuji priblizne 25 %
populacie (Havlickova et al., 2008). Diseminovanou alebo invazivnou formou
mykotického ochorenia, ktoré vyzaduje hospitalizaciu a prislusnu liecbu, trpi ro¢ne asi
1,5 miliéna l'udi. Len invazivnou kandidozou trpi odhadovane viac ako 400 000 l'udi

ro¢ne (Brown et al., 2012).

Hlavnym poévodcom kandidéz je Candida albicans, avsak stale narastajicim
trendom a problémom st non — albicans kandidy s priméarnou (C. krusei) a sekundarnou
(napr. C. glabrata) rezistenciou na azolové antimykotiké a zvySenou schopnost’ou tvorby
biofilmu. Nehovoriac o zriedkavejsich kryptokokozach, fuzariozach a murkomykozach,
ktoré su typické vysokou mortalitou. NajcastejSie mykozy spdsobené vlidknitymi hubami
sposobuje Aspergillus fumigatus, ktory v narastajucej tendencii okrem plic infikuje aj

d’al$ie orgdny ako CNS a prinosné dutiny (Drgonia, 2013).

Mortalita tychto ochoreni je vysoka a zavisi od stavu ochorenia pacienta, lokalizacie
infekcie, vCasnosti spravnej diagndzy, pouzitej liecby a profylaxie. Napriek tomu
zostavaju z hl'adiska dopadu na Tudské zdravie nad’alej podcetiované a presvedCivé

dokazy o rozsahu invazivnych myko6z podavaji hlavne pitevné zdznamy.

Kvyvoju metéd kstanoveniu citlivosti a rezistencie k antimykotikdm
doslo podstatne neskor, ako tomu bolo pri antibiotikdch a to hlavne z dovodu castejSieho

vyskytu bakteridlnych ochoreni.

Zmyslom tejto prace bolo in vitro screeningové stanovenie antimykotickej u€¢innosti,
¢o je prvym krokom k zachytu r6znych ucinnych Struktar a substituentov, ktoré mozu byt
pouzit¢ k vyvoju nového antimykotika. Vysledky tejto prace si vyzaduju dalSie
podrobnejsie studie s naslednymi klinickymi $tidiami v dosledku stanovenia G¢innosti,
kvality a vylucenia toxicity spdsobenej vysokou podobnostou Struktir buniek hub

a cicavcov.
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5. ZADANIE DIPLOMOVEJ PRACE — CIEL PRACE

Ciel'om prace bolo stanovit’ potencionalnu antimykoticku aktivitu 52 testovanych
latok vyvinutych na Katedre anorganickej a organickej chémie Farmaceutickej fakulty
v Hradci Kralové pomocou mikrodilucnej bujénovej metddy na 6smych druhoch
kvasiniek a vlaknitych hub v laboratorium Katedry biologickych a lekarskych vied pod
vedenim p. Idy Dufkove;.

Zasady pre vypracovanie:
1. Resers literatary
2. Zvladnutie zakladnych mikrobiologickych technik v mykologickom laboratorium

3. Vypracovanie postupu vyhodnotenia antifungalnej aktivity in vitro pomocou

mikrodilu¢nej bujonovej metody
4. Vlastné experimenty
5. Spracovanie vysledkov

6. Vyhodnotenie vysledkov, ich interpretacia a diskusia s vyuzitim teoretickych a

praktickych znalosti danej problematiky
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6. TEORETICKA CAST

6.1 Charakteristika a rozdelenie hub

Huby st ubikvitarne eukaryotické organizmy s prevazne saprotrofickym sposobom
vyzivy. Sluzia ako deStruenti roznych organickych latok a viac ako 300 000 druhov sa
adaptovalo k parazitizmu so schopnostou vyvolat’” ochorenie u rastlin a zvierat. Pre
prospech Cloveka sluzia ako experimentalne modelové organizmy na skiimanie genetiky
a bunkovej biologie, ako producenti réoznych dolezitych metabolitov a taktiez pri
priemyslovej vyrobe potravin ako je pivo, vino a syry. Huby tvoria samostatnt riSu Fungi

(Buchta et al., 1998; Deacon, 2006).

St to chemoheterotrofné organizmy, ktoré ziskavaji energiu a potrebné zluceniny
z organickych latok. Ich bunky maju eukaryoticku stavbu, ¢im st podobnejSie bunkam
cicavcov ako bunkam baktérii. Preto je problémom vyvoj novych, selektivne posobiacich

antimykotik s nizkou toxicitou pre ¢loveka.

Klinicky vyznamné huby st podla Struktiry rozdelené na vlaknité huby
a kvasinky. Do skupiny Eumycota (pravé huby) patria takmer vsetky patogénne druhy
vlaknitych hub, ktoré maji zakladnt stavebnt jednotku vldkno — hyfu, ktord moze byt’
septovana alebo neseptovand s jednym alebo viacerymi jadrami. Hyfy sa vetvia
a vytvaraji mycélium. Na Specidlnych hyfach zvanych sporofory sa tvoria spoéry.
V pripade nepohlavnych spor sa jedna o konidie, ktoré sa tvoria na konidioféroch (Buchta

et al., 1998).

U kvasiniek je stielka redukovand na jednobunkové bunky zvané blastospory.
Mnozia sa nepohlavne pucanim, kde na bunkovej stene zostane stala Struktara v podobe
jazvy aza urCitych podmienok mézu vytvarat pseudomycélium (dcérske bunky sa
pretahuju a neoddel'uji sa od materskej bunky) alebo aj pravé mycélium (Buchta et al.,

1998).

Niektoré¢ huby st schopné prechadzat’ z vlaknitej viacbunkovej na kvasinkovua
jednobunkovu formu v zéavislosti na podmienkach prostredia, tdito schopnost’ sa nazyva
dimorfizmus a vyskytuje sa pri niektorych patogénnych druhoch hub ako ich virulentny

faktor (Buchta et al., 1998).
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Vlaknita forma sa nachadza pri teplote 25 — 30 °C a kvasinkovita forma pri teplote
35 — 37 °C. Tato vlastnost’ je typicka napriklad pre Histoplasma capsulatum (teleomorfa
Ajellomyces capsulatum), Talaromyces marneffei (znama tiez aj ako Penicillium
marneffei), Coccidioides immitis, Sporothrix schenckii (teleomorfa Ophiostoma
schenckii) a d’alSie, ktoré vyuzivaji kvasinkoviti formu ako ochranu pred fagocytézou.
Pri hubach, ktoré sa vyskytuji predovsetkym vo forme kvasiniek, ako napriklad Candida
albicans, premena kvasinky na vlakniti formu pomaha ul'ah¢ovat’ prienik do tkaniv pocas

infekcie (Boyce a Andrianopoulos, 2015).

Huby sa rozmnozuju pohlavne a nepohlavne, pricom obidva sposoby moézu byt
pritomné v ramci jedného druhu. Nepohlavne sa rozmnozuju tvorbou vegetativnych spor
(anamorfy — exospory a endospory). Pohlavné rozmnozovanie prebieha pomocou
spajania dvoch pohlavnych spor (teleomorfy — oospory, zygospory, askospory

a bazidiospory).

Exospory vznikaju mimo fruktifikaénych orgdnov a maju rozny tvar. Konidie
vznikaji odSkrcovanim zo zdkladnej bunky, kde jednobunkové sa nazyvaji mikrokonidie
a viacbunkové su makrokonidie. Konidie nesie vldkno odlisné od hyf — konidiofor.
Konidie na fom vyrastaji priamo z konidioféru alebo sa tvoria na fialidach
(sterigmatach). Konidiofor m6Ze mat’ na vezikuly primarne fialidy (metuly) a sekundarne
fialidy vyrastajice z metil ako je to napriklad pri rode Aspergillus. Ak sa okolo
jednotlivych buniek mycélia vytvori silny obal, ddjde k zahusteniu obsahu bunky vznika
chlamydospoéra odolnd voci nepriaznivym podmienkam, ¢o je typické pre C. albicans

(Kalhotka [online], 2013).

Endospéry vznikajii vo vnutri fruktifikaénych organov sporangii, su to teda
sporangiospdry. Na sporangiofore sa nachadza sporangium, ktoré modze byt vetvené

alebo jednoduché.

Huby patriace do skupiny Eumycota sa pohlavne rozmnozujl za vzniku spory a to
endospory aexospory podla toho, ¢i sa nachadzaju v Specializovanom orgéane
(ascus — vrecko, askospory) alebo mimo neho (bazidium — stopka, bazidiospory). Vyvoj
pohlavnych spor je u askomycét a bazidiomycét spojeny s tvorbou plodnic (Buchta et al.,

1998).

Prakticky vSetky potenciondlne patogénne druhy hub pre ¢loveka patria medzi

pravé huby (Eumycota), kde je stielka tvorena hyfami, pseudomycéliom alebo

13



blastospérami. Nepritomné su bicikaté a ameboidné §tadia, bunkova stena je zlozena

z chitinu a glukanov a rozmnoZzuju sa pohlavne aj nepohlavne. Delia sa na:

Zygomycetes (spajavé huby), kde mycélium je tvorené neseptovanymi hyfami,
vynimku tvoria len niektoré druhy. Kolonie na agary su typické vzdusSnym
mycéliom. Vysledkom pohlavného rozmnozovania je vznik zygospory, ¢o je
diploidna bunka so silnou obalovou vrstvou. Pri kli¢eni dochadza k meioze (3
jadra zanikaju asStvrté sa deli mitézou). Zo zygospoOry ndsledne vyrastie
sporangiofér so sporangiom, v ktorom sa nachadzajii haploidné endospory.
Nepohlavné rozmnoZzovanie prebieha pomocou sporangiospor. Vac¢sinu tvoria
saprofyti a patria sem povodcovia murkomykéz (zygomykéz) (rody Absidia,

Rhizomucor, Rhizopus a in¢) (Buchta et al., 1998).

Ascomycetes (vreckovytrusné huby) maju septované mycélium. Pohlavné
rozmnozovanie je typické tvorbou askospor vznikajtcich vo vrecku ako vysledok
spojenia Specializovanych samcich a samifich hyf. Nepohlavne vznikaja
exogénne konidie. Patria sem napriklad Saccharomyces cervisiae, Penicillium

chrysogenum, Aspergillus flavus a in¢ (Buchta et al., 1998).

Basidiomycetes (stropkovytrusné huby) maji septované mycélium s typickym
bielym podhubim tvorenym dvojjadrovymi bunkami (dikaryontné S$tddium).
Pohlavné rozmnoZovanie je vysledkom spojenia dvoch geneticky kompatibilnych
hyt a vysledkom je tvorba bazidii s exogénnymi bazidiospdrami. Nepohlavné
spory sa zvycajne netvoria. Charakteristickd je tvorba plodnic (bazidiokarp). Tie
sa u niektorych druhov zbieraju ku konzumécii. Casto su to saprofyty so

symbidzou s koreflovym systémom rastlin tzv. mykoriza (Buchta ef al., 1998).

Fungi Imperfecti (Deuteromycetes) su umelym taxénom, zahriiuje nepohlavné
(imperfektné, anamorfy) Stadia hub, ktoré sa rozmnozuji len pomocou konidii
alebo vegetuju len ako sterilné mycélium. Pohlavné (teleomorfa) Stddium sa
nachadza u niektorych druhov, avSak vicSina znamych teleomorf patri medzi

askomycéty. Patogénne druhy pre ¢loveka delime:

14



o Blastomycetes — imperfektné kvasinky (rody Candida, Cryptococcocus,

Malassezia, Rhodotorula, Trichosporon)

o Hyphomycetes — vlaknit¢é huby rozmnozujice sa konidiami (rody
Aspergillus, Blastomyces, Coccidioides, Histoplasma, Fusarium,
Penicillium, Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton,
Geotrichum a iné (Buchta et al., 1998).

6.2 Testované kmene

6.2.1 Rod Candida

Rod Candida patri medzi kvasinkovit¢ mikromycéty spolu s rodmi
Blastoschizomyces, Cryptococcus, Geotrichum, Hansenula, Matassezia, Rhodotorula,
Saccharomyces a Trichosporon. Obsahuje viac ako 150 heterogénnych druhov a patri
medzi dimorfné huby, kde kvasinkovité bunky — blastokonidie (blastospory) st ovalne
alebo gul'até, velkosti 3 — 5 um. Pretiahnuté blastokonidie, tvoriace vetvené retiazky, sa
nazyvaju pseudohyfy a vytvaraju pseudomycélium. Kandidy tvoria taktiez aj pravé hyty,
zloZené z viacerych buniek, tvoria sa septované hyfy, ktoré¢ vytvaraju pravé mycélium

(Bednéft et al., 1996; Hospenthal a Rinaldi, 2015).

Na rozdiel od ostatnych dimorfnych hub, ktoré v infikovanom tkanive tvoria
kvasinkovité bunky, pri kandidoze st v tkanive pritomné kvasinky aj vlaknité formy.
Niekol’ko malo druhov tvori vynimku v schopnosti dimorfizmu, ako napriklad
C. glabrata. Kandidy su rastovo malo naro¢né. Utilizuju rozne cukry a dusikaté latky, ¢o
sa vyuziva na ich jednotlivé rozdelenie pomocou zymogramov a auxanogramov. Vsetky
st schopné aerdbne a aj anaerdbne asimilovat’ glukdézu ako univerzélny zdroj energie

a uhliku (Spacek et al., 2013; Hospenthal a Rinaldi, 2015).

Vyskyt mykotickych infekcii v sucasnosti sa zvySuje spolu s narastom poctu
imunosuprimovanych  pacientov, dlhodobou hospitalizdiciou a  podavanim
Sirokospektralnych antibiotik, ¢im dochddza k vzniku ¢astych nozokomidlnych nékaz.
NajcastejSim povodcom ochoreni u ¢loveka je Candida albicans, avsak v poslednych
rokoch neustale narasta pocet ochoreni sposobenych non — albicans kandidami (Candida

glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. dubliniensis, C. lusitaniae
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a C. pseudotropicalis), ktoré su vzrastajucim problémom hlavne vd’aka celosvetovému

pouzivaniu flukonazolu v populacii (Hospenthal a Rinaldi, 2015).

6.2.1.1 Candida albicans

Je oportiinny patogén, prirodzene sa nachadza v istnej dutine, gastrointestindlnom
aurogenitalnom trakte. V menSom pocte kolonizuje sliznice ako komenzal, pri
premnozeni méze spdsobit’ povrchové infekcie. U imunokompromitovanych pacientoch
moéze vstipit do krvného rieCiska a sposobit’ systémovu kandidézu s 30— 50%

umrtnost’'ou a to napriek pouzitia antifungalnej liecby (Edmond et al., 1999).

Vytvara krémové vyvySené kolonie s hladkou Struktirou, mazlovitou
konzistenciou a kvasnou vonou. Charakteristicka je schopnost’ germinacie, ¢iZe tvorby
tzv. zéarodo¢nych klickov (germ tubes). Su to jemné vlakenkd, ktoré vyrastaju
z blastokonidii (blastospdr, kvasinkovitych buniek) in vitro aj in vivo. Z nich nasledne
mozu vznikat pravé hyfy. Za urcitych podmienok, napriklad na pdde so ZI¢ou, tvori
C. albicans rezistentné bunky — chlamydospory, ktoré st gul'até, hrubostenné, vacsie

(7 — 10 um) a nachadzaju sa na koncoch a po stranach hyt (Bednat ef al., 1996).
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Obrazok €. 1: A) Kolonia C. albicans na Sabouraudovom agare, B) Blastospory
a chlamydospory C. albicans, C) Puciace bunky C. albicans farbené krystalovou

violet'ou, D) Kvasinkovité bunky a germ tubes C. albicans

Zdroj: (Fun with microbiology. Candida albicans [online], 2009).

C. albicans $tiepi glukdzu, maltézu, sachardzu a nestiepi laktozu. Virulencia sa
li$i v r6znych kmenioch, ¢o sa vysvetl'uje plasticitou ich gendmu, ktord umoznuje rychle
zmeny vlastnosti kmena (Bednaf et al., 1996). Nema Specidlne nutricné naroky, rastie
v §irokom rozmedzi pH hodnét (2 — 8) v anaerébnych aj aerébnych podmienkach (Spalek
etal.,2013).

Patogenita C. albicans je spdsobend mnozstvom faktorov virulencie, zahritujiicich
adherenciu, tvorbu biofilmu a produkciu hydrolytickych enzymov (proteaz a fosfolipaz).
Schopnost’ germinacie je zodpovedna za invazivitu a taktieZ napomaha uvolfiovaniu
z fagocytov po ingescii. C. albicans a C. parapsilosis produkuji hydrolyticky enzym
kyslu proteindzu, ktord ma keratolyticky uc¢inok, ¢im napomaha k invazii kandid do koze

(Bednaf et al., 1996; Morschhéuser et al., 1997).

Patogénne druhy kandid sa vyznacuji vysokym stupiiom vnutrodruhovej

variability. U C. albicans patogenitu vyrazne ovplyviiuju dva fenomény: dimorfizmus
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a fenotypovy presmyk. Schopnost’ reverzibilného dimorfizmu, teda prechodu medzi
jednobunkovou kvasinkou a viacbunkovym mycéliom, ovplyviiuje viacero faktorov ako
napriklad teplota, ziviny a okolité pH, kde kyslé pH indukuje rast v kvasinkovej forme,

zatial’ Co zasadité pH rast vo forme hyt (Jacobsen ef al., 2012).

Fenotypovy preSmyk je schopnost’ adaptovat’ sa k stresovym podmienkam
pomocou preskupovania génov a naslednym fyziologickym a morfologickym zmenam.
Najznamejsi je biely —matny typ. Kde prechod zbielej na matni koléniu je
doprevadzany zmenou vegetativnej formy (kvasinka —hyfa), zmenou expresie
adhezivnych molekul, zmenou citlivosti k antimykotikam, ale aj schopnostou tvorit’
biofilm. Biely typ v porovnani s matnym je obecne spajany s vacSou virulenciou
u systétmovych kandidéz, matny typ je schopny perzistovat’ v nepriaznivejSich

podmienkach. Touto schopnostou je typicka aj C. glabrata (Spalek et al., 2013).

Bunkovu stenu C. albicans tvori 90 % sacharidov a 10 % proteinov. Sacharidy
rozpozndva imunitny systém a proteiny maju kla¢ovu ulohu v adhezivnej interakcii
s hostiteI'skymi bunkami. Medzi proteiny patri napriklad adhenziny Hwp1l a Als3, ktoré
sa viazu na E-kadherin epitelidlnych buniek aumoziiuji penetriciu a invaziu
endocytozou. Slizia ako antigény a podiel’aju sa na tvorbe biofilmu. Medzi polysacharidy
patria tri skupiny: manany, glukény a chitiny. Manénoproteiny tvoria fibrilarnu vonkajsiu
vrstvu, ktord chrani bunky pred fagocytdézou a glukény a chitin tvoria vnatorna vrstvu.
Glukan je hlavny prozapalovy mediator, chitin je deacetylovany na chitozan, ktory sluzi
na rozpoznanie, aktivaciu a oslabenie imunitného systému. Biofilm je rezistentny
k neutrofilom anespista produkciu reaktivnych oxida¢nych produktov (ROS).
Predpoklada sa, Ze su za ochranu zodpovedné B-glukany v extracelularnej matrix (Nobile

et al., 2008; Gow a Hube, 2012; Xie et al., 2012; Rast et al., 2016).

C. albicans mé aj toxinogénnu aktivitu. Produkuje gliotoxin (podobne ako
A. fumigatus), ktory ma imunosupresivny a antitromboticky u¢inok a hyaluroniddzu
s prozapalovymi u¢inkami (Spalek et al., 2013). Vplyvom oxidaéného stresu produkuje
enzymy (superoxiddizmutazu, kataldzu) a vychytavace (glutaredoxin, thioredoxin), ktoré

chrénia bunku pred ROS (Chauhan ef al., 2006).

Infekcie spdsobené C. albicans a ostatnymi kandidami sa nazyvaju kandidézy.
U novorodencov dochadza ku kolonizacii kandidami uz pocas porodu. Je povodcom

sooru v ustnej dutine u nedonosenych alebo oslabenych deti, ktory sa prejavuje bielymi
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az zltymi povlakmi. Kandidézy s najCastejSimi mykdzami s réznou zavaznostou.
Najcastejsie sa jedna o povrchové infekcie sliznic a koze, klinicky zdvazné st infekcie

vnutornych organov ako pri septikémii, endokarditide a meningitide (Pankova, 2012).

6.2.1.2 Candida tropicalis

Je to taktiez dimorfna kvasinka, vo vzacnych pripadoch tvori pravé hyfy rovnako
ako C. albicans. Rozdielnym znakom je, ze C. tropicalis nevytvara chlamydospory.
Vytvara okruhle, suché kolonie bielej az smotanovej farby a krémovitej konzistencie

(Larone, 2002).

Obrazok €. 2: C. tropicalis na Sabouraudovom agare

Zdroj: (Chiba University Research center for pathogenic fungi and microbial toxicoses.

Candida tropicalis [online], 1999).

Radi sa medzi tretie az Stvrté miesto v pocte izolovanych kandid, aj ked’ vacsi

vyskyt je v tropickych a subtropickych oblastiach (Peman et al., 2012).

Skoro vzdy je spojena s vyvojom mykdzy a stdle CastejSie s vySSou mortalitou,

hlavne u neutropenickych a onkologickych pacientoch. M4 vysoky sklon k diseminacii
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a umrtnosti. Prirodzene sa nachddza na kozi, v gastrointestindlnom a urogenitdlnom
trakte. Invazivne kandidozy spojené s C. tropicalis sa najCastejSie vyskytuji vo forme

kandidurie a kandidémie (Okawa ef al., 2008; Negri et al., 2012).

Studie dokazali, Ze na rozdiel od C. parapsilosis, C. tropicalis sa menej vyskytuje
u deti do jedného roku, viac sa vyskytuje u pacientov s rakovinou alebo neutropéniou

a taktiez ¢asto na biofilme mocovych katétrov (Jain et al., 2007; Nucci a Colombo, 2007).

C. tropicalis mé schopnost’ adherovat’ k povrchom, 'udskym tkanivam a bunkam.
Ma niekol’ko odlisnych adhezinov, ktoré umozinuji adhéziu a tvorbu biofilmu. Biofilm
tvori z velkej Casti matrix, ktory obsahuje 27 % hexézaminu, kde u C. albicans tvori
32 % glukoza. Hexdézamin (aj u Streptococcus epidermidis) sprostredkovava
medzibunkovu interakciu v biofilme, €o prispieva k vyssej rezistencie biofilmu (Gotz,

2002).

6.2.1.3 Candida krusei

Je jeden z najfrekventovanejSich patogénov sposobujucich kandidémiu hlavne
u pacientov s akutnou leukémiou. Je to odolny multirezistentny patogén a ma schopnost’
rychlo sa prispdsobovat antimykotickej lieCbe. Je primarne rezistentny k flukonazolu

vd’aka zniZenej citlivosti 14a-demethylazy (Gill ef al., 2015).

Neutrofily a makrofdgy vyuzivajao tvorbu ROS na zneutralizovanie
mikroorganizmov. C. krusei je schopnd pod stresom aktivovat' alternativnu cestu
respiracie, ktora znizuje rychlost’ nahromadenia ROS, ¢im umoziuje vyvoj rezistentnych
buniek a je teda odolnejsia ako C. albicans (Abegg et al., 2010; Costa-de-Oliveira ef al.,
2012).

Aj ked je prevalencia ochoreni sposobenych C. krusei nizka (2 -5 %), je
epidemiologicky dblezitd z dovodu pomerne vysokej 30 — 60% umrtnosti pri invazivnych
ochoreniach (Scorzoni et al., 2013).

Specifické kmene C. krusei spolu s ostatnymi réznymi kvasinkami nasli

uplatnenie pri vyrobe Cokolddy, kde fermentdciou odstraituju horku chut’ kakaovych

bobov kone¢nymi metabolitmi ako su alkoholy a kyselina octova (Jespersen et al., 2005).
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Od ostatnych kandid sa C. krusei 1i§i viacerymi faktormi: ma skor predizené
bunky v tvare ryze, v bunkovej stene obsahuje Specificky polysacharid o-D-manan,
bunkova stena je hydrofobna, ¢o umoziuje silnejSiu adherenciu na nepolarne povrchy. Je

to jedina kandida, ktora rastie na pdde bez vitaminov (Samaranayake, 1994).

Obrazok €. 3: C. krusei na Sabouraudovom agare

Zdroj: (Atlas online de microbiologie - Disciplina de Microbiologie UMF Targu-Mures
Candida krusei [online]).

6.2.1.4 Candida glabrata

Candida glabrata je druhym najcastejSim I'udskym kvasinkovym patogénom po
C. albicans. Netvori pravé hyfy, teda nie je dimorfnd huba. Komenzalne a patogénne
formy st morfologicky totozné vo forme blastokonidii. Kvasinkovité¢ formy nemaju
gul’aty tvar, skor sa podobaju tvaru vajca. Ma haploidny genom na rozdiel od C. albicans
s diploidnym gendmom. Fermentuje len glukézu a trehaldézu — intracelularny zésobny

disacharid gluk6zy (Whelan ef al., 1984; Ahmad et al., 2014).

Dolezitost’ tejto kvasinky je hlavne sposobena zniZenou citlivost'ou k flukonazolu
avysokym percentom umrtia pacientov so systémovou kandidézou vyvolanou

C. glabrata.
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Obrazok €. 4: C. glabrata na Sabouraudovom agare

Zdroj: (Atlas online de microbiologie - Disciplina de Microbiologie UMF Targu-Mures
Candida glabrata [online]).

Schopnost’ adherencie k bunkdm v porovnani s C. albicans je slabSia
pravdepodobne v dosledku absencie pravych hyf, avSak C. glabrata mé schopnost
adherovat’ na trombocyty v krvnom riec¢isku, hlavne pri disemindcii, a tym zlepsit’ svoju
distribiiciu. Hlavné adhezivne Epa lektiny su skor pribuzné Saccharomyces cerevisiae

a podiel’aju sa aj na tvorbe biofilmu (Li et al., 2007).

U C. glabrata dochadza taktiez k fenotypovému preSmyku, ktory je zodpovedny
za prechod kvasinky na hyfu. K tzv. ,,core switching* dochadza u C. glabrata len na agare
s obsahom siranu med’natého, o sa prejavi zmenou sfarbenia kolon medzi bielou, svetlo
a az tmavo hnedou. Téato vlastnost’ sluzi ako odpoved’ na rychle environmentalne zmeny

(Fidel et al., 1999; Srikantha et al., 2005).

Napriek nedostatku niektorych virulenénych faktorov oproti ostatnym kandidam,
az 20 — 30 % izolatov C. glabrata je rezistentnych k azolovym antimykotikdm a toto ¢islo
neustale rastie (Pfaller a Diekema, 2007; Alexander et al., 2013). Za 15 rokov pouzivania

echinokandinov si C. glabrata v porovnani s ostatnymi kandidami najrychlejSie vyvinula
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rezistenciu. Dokonca 3 — 12 % izoladtov vykazuje rezistenciu viac ako k jednému

echinokandinu (Pfaller et al., 2012; Alexander et al., 2013).

Bolo zistené, ze C. glabrata je odolnejSia k oxidacnému stresu neutrofilov
v porovnani s C. albicans, ¢o je sposobené produkciou Specifickej katalazy Ctalp
(Cuéllar-Cruz et al., 2008). Na rozdiel od C. albicans nesposobuje rozsiahle poskodenie
epitelu a nevyvolava silni imunitni odpoved’ tym, ze ihned’ nedeStruuje makrofagy.

Spdsob invazie nie je doteraz plne znamy (Brunke a Hube, 2013).

Taktiez spdsobuje ochorenia ako ostatné kandidy: superficidlne kandidozy,
vulvovaginitidy, napada orofarynx, urinalny trakt a spdsobuje systémové kandidozy. Je
najcCastejSie sa vyskytovanou kandidou sposobujiicou vulvovagindlnu kandidézu u Zien

trpiacich diabetom (Ray et al., 2007).

6.2.1.5 Vseobecna diagnostika kandid

Histologicky sa jednd o dokaz blastospdr ¢i pseudomycélia z tkaniva pri
invazivnych kandid6zach. Preparaty sa farbia hematoxylin-eozinom, farbenim Periodic
acid schiff a striebrenim podla Grocotta. Ned4a sa urcit druh kandidozy, blizsia
identifikacia je za pouZitia monoklondlnych protilatok, fluorescencie alebo PCR

(Mallatova a Mencl, 2010).

Vo fixovanom preparate su najCastejSie pouzivané obecné (Gram — farbia sa
fialovo ,,grampozitivne®) a Specidlne (Groccot, Gram-Weigert, imunofluorescencia...)
farbenia preparatov pre identifikéciu kvasinkovitych buniek a pseudomycélii. Mykotické
elementy su viditené aj v nativhom preparate zhotovené¢ho pomocou 20% KOH. Pre
lepSiu vizualizaciu sa do roztoku KOH priddvaju rozne farbiva, najcastejSie modré
farbivo MYCO-Ink, Rylux, Calvofluor (fluorescenéné) ainé, ktoré sa viazu

predovsetkym na mykotické elementy ako je chitin (Kocmanova, 2015).

Kultiva¢nym §tandardom je Sabouraudov gluk6zovy agar s primesou antibiotik
na inhibiciu rastu baktérii. Hodnoti sa ndrast v priebehu 24 —48 hodin pri teplote
35+2°C. Na rozlisenie C. albicans sa pouziva germ — tube test, kde dochadza po
3 hodinovej inkubdcii v l'udskom alebo bovinnom sére k vzniku tzv. zarodo¢nych

klickov. C. albicans na ryzovom alebo Zl¢ovom agare tvori chlamydospory. Na odliSenie
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druhov sa pouzivaju chromogénne média, kde kvasinky rastu v rozne farebnych

koloniach (Mallatova a Mencl, 2010).

Obrazok €. 5: CHROMagar: (a) C. albicans, (b) C. tropicalis, (c) C. krusei,
(d) C. glabrata, (e) C. parapsilosis

Zdroj: (Vijaya et al., 2014).

Nasledna identifikacia prebieha na zaklade biochemickych vlastnosti, schopnosti
asimilacie dusiku auhliku a fermenticie sacharidov. ModernejSia identifikacia je
pomocou automatizovanych systémov ako je hmotovy spektrometer MALDI-TOF

(Mallatova a Mencl, 2010).

Pri invazivnej kandidéze je uzitocné odobrat hemokultiru, ktord je vSak
pozitivna len v 40 — 60 % pripadoch. Krv je vhodné odobrat’ pred zacatim liecby alebo
pri vzostupe teploty. U dospelych sa odobera 10 ml krvi, u deti 3 — 5 ml a u novorodencov
aspon 1 ml. Odoberé sa bez pridania protizrazacich roztokov a hned’ po odbere sa prenesie
do hemokultiva¢nej fTasticky s tekutou kultivaénou pdédou a detekénym systémom.
Odobera sa dostato¢ny pocet hemokultur a kultivacia prebieha az 14 dni v termostate,
ktory je spojeny s pocitacom a kazdé 3 minuty sa vyhodnocuje stav nadobky a signalizuje
sa pripadny rast (napr. sa meria obsah produkovaného CO»). C. glabrata ma dobu rastu
vyrazne dlh$iu ako ostatné kandidy. Ak je hemokultura pozitivna, vyockuje sa na

Sabouraudov gluk6zovy agar a nasledne sa spravi nater na sklicko a orientacny diskovy
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test citlivosti. Rizikom je falo$na pozitivita pri nedostatku asepsie pri odbere krvi

(Fernandez et al., 2009; Votava et al., 2010; Hospenthal a Rinaldi, 2015).

Imunologickymi metédami sa stanovuje pri kvasinkach manan (antigén
bunkovej steny), protilatky (antimanan) avSeobecne panfungalny antigén
(1-3)-B-D-glukan. Vysledky treba hodnotit’ v kontexte s d’alsimi metodami. Kombinacia
stanovenia mandnu a antimananu je na principe latexovej aglutindcie alebo ELISA a ma
vyznam pri invazivnej kandidoze. Nevyhodou je, Ze protilatky proti antimandnu vytvaraja
aj bezne kolonizovani pacienti. Manan je rychlo eliminovany a nestabilny, pozitivita
panfungalneho antigénu je taktiez aj pri rodoch Trichosporon, Aspergillus a inych.
Detekcia galaktomananu je markerom invazivnej aspergilézy (Sendid et al, 2002,

Mallatova a Mencl, 2010).

Je mozné stanovovat’ aj metabolity ako napriklad D-arabinitol, pomocou plynovej
chromatografie alebo komer¢nymi enzymovymi testami ako Arabinitec-Auto.
D-arabinitol produkuju vsetky kandidy okrem C. krusei a C. glabrata (Hospenthal
a Rinaldi, 2015).

Molekularno-genetické metédy su vysoko senzitivhe arychle metody
s potrebou minimalneho mnozstva vzorky. Dochiadza k pomnoZeniu pomocou
polymeréazovej ret'azovej reakcie v réznych modifikaciach. Pouzivaju sa tzv. panfungalne
primery alebo druhovo $pecifické primery. Kvantifikdciou je mozné rozlisit’ kolonizaciu
od aktivnej infekcie. NajCastejSie pouzivand je multiplex PCR, kde v prvej faze je
pomnozeny nesSpecificky tisek DNA a nasledne st pouzité druhovo Specifické primery.
Nevyhodou je lahkd kontamindcia s falosSnou pozitivitou ako aj neStandardnost

prevedenia a nedostatocna reprodukovatelnost’ pre rutinnu diagnostiku (Hamal, 2007).

MALDI-TOF je metoda hmotovej spektrometrie s laserovou desorpciou
a ionizaciou za Ucasti matrice s preletovym analyzatorom. Je rychlou a vel'mi presnou
metodou identifikacie. Vzorka z kolonie je vloZzend spolu s matricou na tercik, ktory je
oziareny pulzom laseru, ktorého energiu absorbuje matrica, ktora ionizuje molekuly
vzorky. Tieto molekuly putuji do analyzatoru doby letu, kde letia rychlostou imernou
ich hmotnosti a naboju. Identifik4cia prebieha na zaklade r6zneho proteinového zloZenia
(protedmu) jednotlivych mikroorganizmov, kde vysledné spektrum sa porovnava so

spektrom v referen¢nej kniznici (Bursova et al., 2014a).
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6.2.2 Trichosporon asahii

T. asahii je oportunny patogén, ktory sa vyskytuje v pode, riekach, jazerach ale aj
vo vta¢om truse. Prirodzene kolonizuje sliznice orofarynxu, gastrointestinalny trakt
a kozu. Prvy krat bol rod Trichosporon popisany ako povodca vlasovej infekcie — bielej
piedry, ktora sa vyskytuje hlavne v tropickych oblastiach. Je to mykotické ochorenie
vlasu s typickou tvorbou malych uzlikov vo vlasoch. Podiela sa aj na tvorbe
biofilmov, bunkova stena obsahuje glukuronoxylomanan (podobne ako Cryptococcus
neoformans) a je schopny produkcie roznych proteaz a lipaz, ktoré st zodpovedné za

virulenciu a invazivitu (Colombo ef al., 2011).

Rizikovi st hlavne hematologicki a neutropenicki pacienti. TaktieZ st ohrozeni
pacienti lie¢eni kortikoidmi, po transplantacii organov a aj pozivatelia intravendznych
drog. Vstupnou branou infekcie je najcastejSie respiraény a zazivaci trakt, popripade

katétre.

Trichosporondza sa rozdel'uje na povrchové a systémové infekcie, ktoré mozu byt’
organové alebo systémové. NajCastejSie invazivna infekcia ohrozuje pluca.
Diseminované infekcie vyznamne vzrastaji a koncia fatalne az v 60 — 70 % pripadoch.
Prvy pripad diseminovanej formy bol popisany u zeny s rakovinou pltc, ktorej sa
nasledne vyvinul absces mozgu. Symptomy diseminovane] infekcie sa podobaju
systémovym kandidézam a vyskytujl sa v akttnej alebo chronickej forme. U akutnych je
priebeh vel'mi rychly, hlavne u neutropenickych pacientoch, dochddza k vyvinu koznych
1ézii, infiltracii pl'ic, obliciek a k chorioretinitide. Chronicka infekcia ma pomalsi priebeh

v podobe hortcky nejasnej etiologie (Hospenthal a Rinaldi, 2015).

Kvasinkovité bunky sa nachadzajii s charakteristickymi pravymi hyfami,
pseudohyfami, athrokonidiami (asexudlnych €asti vznikajtcich rozpadom z pravych hyf)
a blastokonidiami (puciacimi utvarmi). Rastie na Sabouraudovom agare a vytvara jemné
Sedo-krémové vypuklé kolonie so zamatovym suchym povrchom a radidlnymi brazdami

(Ceska sbirka mikroorganizmi [online]).
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Obrazok €. 6: A) Kolonia Trichosporon asahii, B) Mikroskopicky dokaz hyf

s hladkym povrchom a ret'azovo usporiadanymi arthrokonidiami

Zdroj: (Fun with microbiology. Trichosporon asahii [online], 2014).

Najspol’ahlivejsia je biopsia infikovaného organu alebo koze. Zlatym standardom
je kultivacia na Sabouraudovom agare. Dalej je uzito¢na hemokultira a identifikacia
pomocou metdody MALDI-TOF a PCR. Pritomnost’ 7. asahii v moci zvySuje podozrenie
na diseminovanu formu. Pokrokova je aj metdda prietokovej cytometrie Luminex xXMAP
na detekciu dolezitych druhov hub. Je zaloZend na vyuziti PCR — biotinylizovaného
amplikonu cielovej DNA, ktord sa naoCkuje do zmesi mikroguli¢iek s druhovo
Specifickymi probami. Po pridani streptavidinu dochadza k vzniku komplexu
biotin — streptavidin na zdklade komplementarity nukleotidovych sekvencii na

mikrogulickach s naslednou detekciou fluorescencie (Colombo ef al., 2011).

6.2.3 Aspergillus fumigatus

Je oportunistickd ubikvitdrna vlaknitd huba spojend hlavne s nozokomidlnymi
infekciami. Ohrozeni s pacienti s ochorenim dychacich ciest ako je cysticka fibroza
a chronicka obstrukéna choroba pltc, infikuje aj popaleniny a medicinske implantaty.

A. fumigatus je typicky transforméciou konidii na hyfy, ktoré st zodpovedné za invazivitu
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do tkaniva. Hyfy sa nachadzaju typicky v biofilmoch, ktoré st vysoko rezistentné (Speirs

etal.,2012; Reen et al., 2016).

Koexistencia a vzajomna interakcia baktérii a hub v mieste infekcie prispieva
k patogenéze ochorenia. Az v 60 % pripadov spolu s A. fumigatus sa izoluje aj
Pseudomonas aeruginosa, ktorého produkované latky pri priamom styku posobia na

inhibiciu rastu biofilmu A4. fumigatus (Shirazi et al., 2016).

Nedavno sa dokazalo, Ze komunikacia medzi mikrobidlnymi druhmi nie je
uskutoc¢nena len latkami rozpustnymi vo vode, ale zahfiia aj uvolfiovanie prchavych
organickych zlicenin. Dokazala sa stimuldcia rastu A. fumigatus vd’aka produkcii

volatilnych (prchavych) latok z P. aeruginosa (Briard et al., 2016).

Bunkova stena sa sklada z rozvetvenych a linearnych sacharidov, hydrofobinov,
glykofosfatidylinozitolatov, glykozylovanych proteinov, melaninu, extracelularnej DNA
a sekundarnych metabolitov. Medzi sacharidy patria f-(1,3) a p-(1,4) glukany, a-(1,3)
glukan, chitin, chitozan, galaktomanan a galaktézaminogalaktan. a-(1,3) glukany in vitro
agreguju a adheruji hyfy na rozne povrchy. Galaktomandn a galakt6zaminogalaktan
hraju ulohu ochrany a adhézie. Hydrofobiny tvoria vrstvu vonkajSej bunkovej steny
a vytvaraji nerozpustné komplexy. Glykofosfatidylinozitolova kotva je posttranslacnou
modifikdciou dolezitd pre integritu bunkovej steny. Glykozylatové adhenziny maja
doleziti stavebni ulohu kolonii. Melanin je pigment, ktory chrani gendém pred
neziadicimi uc¢inkami ionizujliceho Ziarenia z prostredia a taktiez zakryva PAMP, ¢im
nedochadza k cytokinovej odpovedi. Extracelularna DNA je zodpovednd za integritu
biofilmu a zda sa, Ze hrd vyznamn rolu v rezistencii proti antimykotikdm (Kaur a Singh,

2013).

Hyfy st septované s hladkostennymi konidioférmi. Konidiogénne bunky: fialidy
vyrastaji zmetal a su prediZzené, blizko seba. Konidie su hladké atvoria retaz.
Makroskopicky dokaz tvori vegetativne (Cerpd ziviny) a vzdusné mycélium (nesie

reprodukéné organy) (Bednaf et al., 1996).

Rastie priblizne 72 hodin pri 37 °C a 40 — 50 °C, je termofilny. Vytvara kolonie
so zamatovo hebkym alebo praSkovym vzhl'adom Sedo-zelenej farby (Bednat et al.,

1996).
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Obrazok €. 7: A) Kolonia A. fumigatus na Sabouraudovom agare, B) Mikroskopicky
dokaz A. fumigatus

Zdroj: (Fun with microbiology. Aspergillus fumigatus [online], 2012).

Moze spdsobovat’ alergické reakcie vratane alergickej bronchopulmonarnej
aspergilozy alebo akttne achronické invazivne aspergilozy. Alergicka
bronchopulmonarna aspergildza je spdsobend hypersenzitivitou na A. fumigatus, moze
viest az k plucnej fibroze, Co sa najCastejSie vyskytuje u astmatikov alebo pacientov
s cystickou fibrozou. Invazivna aspergil6za sa vyskytuje hlavne u pacientov s tazkym
imunodeficitom. Chronicka nekrotizujuca plicna aspergiloza sa vyskytuje vzacnejsSie
u pacientov s chronickymi pl'aicnymi chorobami a s miernym imunodeficitom. Vyvija sa
pomaly, ide o lokalnu invaziu, kde vzniké dutina vyplnend A4. fumigatus. Aspergilém je
najCastej$Sim ochorenim, jeho predisponujicim faktorom su pre-existujice dutiny po

tuberkuldze a r6znych plicnych infekcidch (Hospenthal a Rinaldi, 2015).

Produkuje rozne mykotoxiny, najhlavnejSim je gliotoxin, ktory patri medzi
sekundarne metabolity. Gliotoxin inhibuje fagocytarnu schopnost’ neutrofilov, indukuje
apoptézu monocytov a dendritickych buniek. Spolu s fumagilinom a helvolickou
kyselinou ulah¢uje infekciu inhibiciou aktivity plicnych epitelidlnych buniek (Hof

a Kupfahl, 2009).

Diagnostika A. fumigatus sa opiera o biopsiu napadnutého tkaniva, rontgenové
vysetrenie a o senzitivnejSiu pocitacovi tomografiu pl'ic. Samotné zobrazovacie metody
st v kombinacii sinymi metédami dostatocne senzitivne. Oproti kandiddm je

hematogénne Sirenie raritné a zachyt pozitivnej hemokultiry je vynimocny (Drgoiia,
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2013). Na rozdiel od kandid, kde je zdkladom diagnostiky mikroskopia, u aspegilovych

ochoreni st to sérologické markery.

Pri  odobrati bronchoalveolarnej lavaze sa pouziva metéda ELISA
s monoklonalnou protilatkou proti aspergilovému galaktomananu (aspergilovy antigén),
senzitivna je aj PCR metoda, ktora vSak nie je Standardizovana. FDA schvalila Limulus
assay, €o je diagnosticka, kolorimetrickd metoda pre nepriame spektrofotometrické
stanovenie (1-3)-B-D-glukanu zo séra. Je to stanovenie amébocytového lyzatu z hrotnaca,
kde glukdn aktivuje koagulacny enzym, ktory Stiepi chromogénny substrat na
detekovatelny produkt. Je nutnd kombinacia s inymi metédami, pretoze D-glukan je

panfungalny antigén (Barton, 2012; Hospenthal a Rinaldi, 2015).

Napriek dominancii plicnych foriem, netreba zabudat na mimoplicne formy,
kde postihnuty méze byt akykol'vek organ, ale najcastejSie st to prinosné dutiny, koza
a CNS. Vyzaduju odlisnti diagnostiku a aj terapeuticky pristup, kde je Casto potrebny
chirurgicky zakrok (Drgona, 2013).

6.2.4 Absidia corymbifera

Je ubikvitarna, nachddza sa v pdde arozkladajicej sa vegetacii. Vyvolava
ochorenia nazyvané¢ murkomykoézy alebo zygomykdzy, ktorych sa zGcastiiuju aj
povodcovia rodov Rhizopus, Rhizomucor, Mucor a Cunninghamella. Po aspergilozach,
st zygomykézy druhymi najCastej$imi mykoédzami sposobenymi vldknitymi hubami.
Zygomykozy dosahuji 75 — 80% umrtnost’ a ohrozeni st hlavne imunokompromitovani

pacienti (Eucker et al., 2001).

Kultivacia trva 3 — 4 dni, vytvara biele az svetlo Sedé, mé pomerne vysoké nérasty
s vlnitou Struktirou. Spodok kolony je bezfarebny. Hyfy st neseptované a relativne
Siroké (6 — 15 pm), spory nie su volné, ale uzatvorené v gulovitom sporangiu
(endospory). Vzdusné mycélium obsahuje Casto rizoidy (pakorienky). Charakteristicky
sporangiofory vyrastaji medzi jednotlivymi rizoidmi, nie priamo z nich. Pomerne dlhy
sporangiofor sa na konci rozSiruje a vytvara kuzelovitu apofyzu. Sporangium ma

hruskovity tvar a obsahuje sporangiospéry (Hospenthal a Rinaldi, 2015).
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Obrazok €. 8: A) A. corymbifera na Sabouraudovom agare, B) 1 —rizoid, 2 — zaciatok

rastu sporangioforu, 3 — sporangiofor, 4 — sporangium, C) Sporangia

Zdroj: (Fun with microbiology. Absidia corymbifera [online], 2012).

Je termofilnd, rastie na vacsSine pod, ktoré neobsahuju cykloheximid. Pre zachyt
sa odportcaju média s gentamicinom a chloramfeniklom k zabrane rastu baktérii. Ako
primarne izolacné médium sa najCastejSie pouZiva Sabouraudov agar (Eucker et al.,

2001).

Povodcovia zygomykdéz su primarne rezistentni k vorikonazolu. Patogenéza
ochorenia je podobna ako u aspergilov. Ochorenie sa rozvija najcastejSie inhalaciou
sporangiospory. Spory sa mézu zachytit’ v hornych dychacich cestach alebo mozu prejst’
plucnymi alveolami, kde u oslabenych pacientov dochddza ku germinécii spor, k rastu

hyf a k formovaniu mycélia.

Réad Mucorales ma vysoku afinitu pre invaziu do krvného rieciska, ¢o vedie
k ischémii a trombdze postihnutého organu, k vaskulotropizmu dochddza hlavne
u pacientov trpiacich neutropéniou. Ohrozeni su pacienti s diabetickou ketoacidézou,
terapiou glukokortikoidmi, po transplantacii orgdnov, chemoterapia, HIV pozitivny
a narkomani. Nastup priznakov je rychly a pacienti podl'ahnt ochoreniu v priebehu

niekol’kych dni (Eucker et al., 2001).

Plticna forma je komplikdciou leukémie, lymfomu a granulocytopénie.

Rinocerebralna forma postihuje nos, paranasalne dutiny, o¢nice a mozog, dochadza k nej
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hlavne pri diabete a transplantaciach. Dalej su to bronchialne, gastrointestinalne a kozné

formy. Zo vSetkych foriem méze vzniknut’ diseminacia (Bednat et al., 1996).

Klinicky je vel'mi tazké odlisit’ zygomykozu od aspergildézy. Diagnostika je
zalozena na morfologickom dokaze hyf najcastejSie zo sputa, exudatu, sterov alebo
biopsi. In vivo je vzacny ndlez mycélia alebo sporangioférov. V tkanive su
nepravidelného tvaru, Siroké 6 — 25 um s neseptovanymi hyfami, ktoré st rozvetvené do
pravého uhla, na rozdiel od zéastupcov rodu Aspergillus so septovanymi hyfami
a vetvenim s ostrymi uhlami. Infiltrdcia hyf sa ¢asto nachadza v blizkosti krvnych ciev
napadnutého organu alebo v mieste trombolizmu. Séroldgia nie je uvedena do rutinnej
klinickej praxe. Z molekuldrne biologickych metdd sa vyuziva PCR a sekvenovanie

(Eucker et al., 2001).

6.2.5 Trichophyton mentagrophytes

Je to kozmopolitny dermatofyt, ktory pre rast potrebuje keratin a sposobuje
povrchové infekcie koze, vlasov a nechtov. Antropofilné izolaty preferuja l'udi, zatial’ ¢o

zoofilné primarne infikuji hlavne drobné zvieratd (Richardson a Warnock, 2003).

Kultivacia trva stredne dlho 6 — 10 dni pri 26 °C. Antropofilny izolat ma
nadychanu, vatoviti az praskovitu Struktiru, zoofilny ma viac zrnitejsi vzhl'ad. Kolonie
maju bielu, krémova az naZzltli farbu. Farba zo spodnej strany moéze byt ZIta,

cervenohneda, hneda az okrova (Richardson a Warnock, 2003).

T. mentagrophytes produkuje septované¢ hyfy, zktorych sa rozvetvuja
konidioféry. Typické su stérické reprodukéné mikrokonidie (2 — 4 pm), ktoré koloniam
dodavaju préaskovity vzhlad. Maju gulaty az hruSkovity tvar anelezia priamo na
konidiofére. Makrokonidie (6 — 50 um) st vzacnejsie, maju podlhovasty tvar cigary. S
tenkostenné s hladkym povrchom, zvicsa sa skladaji z 3 — 6 buniek a nachadzaja sa skor
v mladsich kultarach. U niektorych kmetov st pritomné stocené hyfy (Leboffe a Pierce,

2011; Fun with microbiology. Trichophyton mentagrophytes [online]., 2013).
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Obrazok €. 9: A) T. mentagrophytes na Sabouraudovom agare, B) Opacna strana

kolonie T. mentagrophytes, C) Mikroskopicka kolonia 7. mentagrophytes

Zdroj: (Fun with microbiology. Trichophyton mentagrophytes [online], 2013).

Najcastejsie infikuje nohu, ale i iné oblasti. Tinea pedis, ochorenie je zndme tiez
ako atleticka noha, je mykotické interdigitdlne ochorenie. Prejavuje sa odlupovanim koze,
prasklinami v pokozke a svrbivost'ou. Hyperkeratotick4 forma sa nazyva tzv. mokasinovy
typ, charakteristicka cervenymi loziskami, ktoré sa olupuji. Najcastejsi je vyskyt na pite
alebo po hrandch chodidla. Vysevy vezikul a pustil st typické pre vezikulobul6znu
formu, ktoru sprevadza silné svrbenie a Casto vznik4 sekunddrna bakteridlna infekcia.

TaktieZ sposobuje tinea capitis, onychomykozy a d’alSie (Skotepova, 2003).

Hlavnou metédou diagnostiky je mikroskopicky dokaz. Pouzivaju sa nativne
preparaty s KOH najcastejSie s MYCO-Ink, fluorescencnym farbenim alebo
Gram-Weigertom. Z biochemického hladiska 7. mentagrophytes Stiepi uredzu na rozdiel
od T. rubrum. In vitro test perforacie vlasu sluzi na rozliSenie 7. mentagrophytes od
ostatnych. Je viak zdihavy a trva 1 — 4 tyzdne. Real-time PCR diagnostika je zaloZena na
dvoch sadach primerov navrhnutych na Specifické ITS1 regiony rDNA, v praxi sa vSak
nevyuziva z dévodu finan¢nej narocnosti (Ates et al., 2008; Philpot, 2009; Miyajima et
al.,2013).
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6.3 Antimykotika

V roku 1955 boli po prvy krat objavené polyénové antimykotikd ako nystatin
a amfotericin B, ktorych nefrotoxicky vedl'ajsi u¢inok viedol k hl'adaniu menej toxickych
alternativ. V roku 1958 bolo objavené prvé topické azolové antimykotikum chlormidazol
a az vroku 1981 bol objaveny ketokonazol, prvy biodostupny systematicky azol na ordlne

pouzitie (Hospenthal a Rinaldi, 2015).

Neexistuje jedno antimykotikum, ktoré by bolo vhodné pre vsetkych pacientov na
akukol'vek formu mykozy. Niektori pacienti netoleruji niektoré antimykotikd z dévodu
hypersenzitivity, rendlnej alebo hepatdlnej toxicity ardznych liekovych interakcii

(Hospenthal a Rinaldi, 2015).

Vyzvou nad’alej zostava vyvoj antifungalneho lieciva, ktoré selektivne ti€¢inkuje na
huby bez poskodenia buniek cicavcov. Napriek rozdielom v skladbe sterolov bunkove;j
membrany a pritomnostou bunkovej steny, mnoho bunkovych atribitov hib ma
pozoruhodni homolégiu s bunkami cicavcov. Medzi najddlezitejSi rozdiel patri

cholesterol v bunkach cicavcov a ergosterol v bunkach huab (Groll et al., 1998).
Nasledujtica kapitola zahfnia charakteristiku zakladnych antimykotik, ktoré su

klinicky pouZzivané alebo v §tadiu klinického testovania.

Bunkova membrana a stena

- gg - 8 g g } Manoproteiny
N NG } R~(1,6)-glukén

Bunka huby

B-(1,3)-glukan

]- Chitin

_' } Fosfolipidova dvojvrstva

R-{1,3)-glukdn syntaza

Ergosterol o
[ Echinokandiny
Polyény
Cesta
s
ergosterolu 3 Fluoropyrimidiny

o skvalén DNA/RNA syntéza
Allylaminy M

Obrazok €. 10: Posobenie antimykotik (upravené).

Zdroj: (Hospenthal a Rinaldi, 2015).
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6.3.1 Polyény

Polyénové antimykotikd sa viazu na ergosterol, ¢im dochadza k rozruseniu
Struktiry a tym k uniku intracelularneho obsahu. Nepochybne sa viazu aj k cholesterolu
ludskych buniek, hlavne k distadlnym tubulom obli¢iek, ¢o sposobuje nefrotoxicitu

antimykotik (Groll et al., 1998).

Strukturalne st pribuzné antibiotikdm makrolidom s 14 — 16 ¢lennym kruhom.
Objemne;jsi 26 — 40 ¢lenny laktonovy kruh je vytvoreny hydrofilnym polyhydroxylovym
retazcom a lipofilnym polyénovym uhlovodikovym fragmentom. Medzi tetraény
zarad’'ujeme nystatin a natamycin a medzi heptaény patri amfotericin B. Su nerozpustné

vo vode, po parenteralnom poziti st toxické a peroralne sa nevstrebavaju, teda sa

.....

Amfotericin B je Standardne pouzivany pri zivot ohrozujicich invazivnych
mykoézach. Je uinny proti rodom ako napriklad Candida, Cryptococcus, Aspergillus,
Histoplasma a pri zygomykozach (rody Rhizopus, Mucor a iné¢). NajvysSia koncentracia
je v oblickach, pe€eni, slezine, srdci a skeletalnych svaloch. Profylakticky sa podava
pacientom po onkologickej liecbe s hori¢kami a granulocytopéniou (Hospenthal

a Rinaldi, 2015).

Predchadzanim nefrotoxicity lieku sa pouzivaju liekové formy na lipidovom
nosici: lipozomalny amfotericin B (AMBISOME), lipidovy komplex (ABELCET) alebo
koloidnd disperzia (AMPHOCIL) (Hospenthal aRinaldi, 2015). LiSia sa
farmakokinetickymi vlastnost'ami, ¢o umoziuje podavat’ niekol’kondsobné davky lieciva
s vyraznym poklesom frekvencie vedlajSich priznakov. Vizba amfotericinu B na
cholesterol membran buniek cicavcov je podstatou jeho nefrotoxicity. Prikladom st vel'ké
molekuly ABLC, ktoré st vychytavané bunkami RES, ¢im dochadza k uvol'neniu vol'nej
aktivnej formy amfotericinu B zlipidového nosi¢a az pomocou fosfolipaz

produkovanych hubami (Haber, 2000).

Nystatin a natamycin sluZia na topické pouzitie v terapii slizni¢nych kandidoz.
Spektrum pdsobenia je podobné ako pri amfotericine B. Vyvojom lipozomalneho
nystatinu sa odstranila jeho vysoka toxicita, ¢im sa umozZnilo bezpe€né pouzivanie aj pre
pacientov s intoleranciou na amfotericin B. Nystatin sa prirodzene nachadza ako produkt

baktérie Streptomyces noursei (Richardson a Warnock, 2003; Oftner et al., 2004).
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Primarne rezistentné rody voci amfotericinu B su Trichosporon, Fusarium, ale aj
Aspergillus terreus a iné. Viacerymi mechanizmami primarnej rezistencie proti polyénom
disponuju hlavne huby s nizkym obsahom ergosterolu. Sekundarne rezistentné kvasinky
a vlaknité huby st vzacne napriek dlhej dobe pouzivania antimykotika (Perea a Patterson,

2002).

Obrazok €. 11: Amfotericin B a nystatin A;

Zdroj: (Zotchev, 2014).

Medzi novsie preparaty, ktoré su v Stadiu testovania patri napriklad
antifungalmycin so Styrmi dvojitymi vézbami, ktory inhibuje rast mycélia Rhizoctonia

solani (Xiong et al., 2013).

Selvamicin je atypicky polyén pochadzajlci z baktérie rodu Pseudonocardia,
ktory ma za tlohu ochrafiovat’ mraveniska pred hubovymi ochoreniami. Struktirne je
podobny amfotericinu B a nystatinu Aj, naviac obsahuje dva typy cukrov,

6-deoxymanozu a 4-O-methyldigitox6zu (Ruzzini a Sit, 2016).

6.3.2 Azoly

Nepriamo ovplyviiuju bunkovii membranu hub inhibiciou biosyntézy ergosterolu.
Inhibuju enzym cytochromu P450 sterol 14a-demethylazu (Ergl 1p alebo CYP51p), ktora
katalyzuje oxidativne odstranenie 14a-methyl skupiny lanosterolu v ceste syntézy
ergosterolu. Dochadza tak k nahromadeniu methylovanych sterolov v cytoplazmatickej
membrane, ¢o naruSa fosfolipidovii dvojvrstvu, ovplyviiuje membranovo-viazané
enzymove systémy ako ATPazu a enzymy elektronového transportu, ¢im sa zabraiuje
rastu bunky. Védzba na enzym CYP51p sa uskuto¢iiuje pomocou koordinacie triazolu N3

alebo imidazolu N4 azolového kruhu s cytochromom P450 (Odds et al., 2003).
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Nevyhodou je, Ze cielené hubové enzymy cytochromu P450, ktoré su zapojené do
biosyntézy ergosterolu, st homoloégne s enzymovym systémom cytochromu P450

u cicavcov, ktory sa podiel’a na metabolizme liekov (Briiggemann et al., 2009).

Medzi azoly odvodené od imidazolu zarad'ujeme ketokonazol, mikonazol,
klotrimazol atd’. Maju v heterocykle dva uhliky a pouzivaju sa skor lokalne (okrem
ketokonazolu — peroralne). Molekuly odvodené od ketokonazolu (napr. itrakonazol,
posakonazol) maju prediZeny postranny retazec, ktory zosiliiuje vizbu azolu na
cytochrom P450 a rozSiruje spektrum v boji proti kvasinkam, vlaknitym hubam,
grampozitivnym kokom a trichomonadam. Siroké pouZivanie ketokonazolu prispelo
k vyvoju skrizene rezistentnych kmenov ako napr. C. glabrata aj voci flukonazolu
a itrakonazolu. Ketokonazol je vysoko lipofilnad slabd baza, preto nie je vhodny pre
pacientov so zvySenym zalidocnym pH, pred eliminiciou vyzaduje biotransformaciu
v cytochrome P450, ¢im je nachylny k interakcidm s ostatnymi lickmi (Dolezal a Buchta,

2006; Vollekova, 2012).

Medzi azoly odvodené od triazolu zaradujeme flukonazol, intrakonazol,
posakonazol, terkonazol a derivaty odvodené od flukonazolu (napr. vorikonazol), ktoré
obsahuju o-O-methylovu skupinu, ktora im dodéva aktivitu proti rodu Aspergillus

a ostatnym vlaknitym hubam. V heterocykle maju tri uhliky.

Flukonazol je syst¢émovy fluorovany derivat a najlepSie tolerovatelny liek
s vysokou biodostupnostou, rozpustnostou, menSou vézbou na proteiny a Sirokou
distribliciou vratane o€i, cerebrospindlnej tekutiny a mocu. Ako aj ostatné azoly, je
eliminovany primarne v nezmenenej forme oblickami a tak sposobuje menej liekovych
interakcii. Je najCastejSie predpisovanym antimykotikom na povrchové a Zivot
ohrozujuce infekcie spdsobené kvasinkami. PouZiva sa na kvasinkové infekcie sposobené
rodmi Candida (okrem C. krusei s prirodzenou rezistenciou) a Cryptococcus. Znizeni
citlivost ma rod Trichosporon, C. glabrata, C. tropicalis, Saccharomyces cerevisiae
ainé. Rod Aspergillus je primarne rezistentny k flukonazolu. A. fumigatus, A. niger
a A. versicolor su rezistentné Casto ku ketokonazolu aj itrakonazolu vdaka Sirokému
pouzivaniu azolovych fungicidov v pol'nohospodarstve (Verweij ef al., 2009; Vollekova,

2012; Hospenthal a Rinaldi, 2015).
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Obrazok ¢. 12: Ketokonazol a flukonazol

Zdroj: (Sangshetti et al., 2011).

Vorikonazol je methylovany analég flukonazolu so zvySenou aktivitou proti
kvasinkam, vldknitym hubam vratane rodov Aspergillus a Fusarium a proti
non — candida kvasinkam ako Cryptococcus neoformans a Saccharomyces cerevisiae,
ktoré vykazuju vyssiu citlivost’ a menSiu rezistenciu k vorikonazolu ako k flukonazolu.
Rovnako ako flukonazol, je dobre absorbovany ordlne, ma mensiu vizobnu schopnost’
k proteinom a $iroku distribuciu. Strukturilne méa jeden triazolovy kruh nahradeny
fluérpyrimidinovym, ¢im ma ucinky podobné itrakonazolu. Podobne ako itrakonazol je
rozpusteny v cyklodextrine a je metabolizovany na neaktivne metabolity. U pacientov
moze sposobit’ pri 15 —30 % fotofoébiu s rozmazanym videnim. Dlhodobé pozivanie
moze sposobit’ az halucinécie a aktinickt keratézu (Dolezal a Buchta, 2006; Hospenthal

a Rinaldi, 2015; Mandras et al., 2015).

Itrakonazol je lipofilny systémovy triazol, ktory bol kedysi podavany len
peroralne, intravendzne podanie bolo mozné aZ rozpustenim v cyklodextrine. PouZiva sa
proti rodom Candida, Cryptococcus, Histoplasma, Blastomyces a Aspergillus. Je
lipofilny s vysokou schopnostou vizby na proteiny, dlhym pol€asom rozpadu
a limitovanou distribticiou (mo¢, cerebrospinalna tekutina). Je metabolizovany v peceni
amenej v ¢revach na hydrofilné metabolity ako je napriklad hydroxyitrakonazol, ktory

ma silnt antifungalnu aktivitu (Hospenthal a Rinaldi, 2015).

Podobne ako pri flukonazole narastd pocet rezistentnych a skriZzene rezistentnych
kmenov kvasiniek, hlavne C. glabrata (2570 %) z izoldtov od oséb s AIDS
a onkologickych pacientov. Dermatofyty ako Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes

a T. tonsurans su rezistentné k flukonazolu, itrakonazolu a ketokonazolu. Rod Fusarium
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je primarne rezistentny k azolom (flukonazol, ketokonazol a 50 % k itrakonazolu) (Tosti

et al., 2000; Manzano-Gayosso ef al., 2008; Hospenthal a Rinaldi, 2015).

Posakozanol je hydroxylovany analdg itrakonazolu so zvySenou aktivitou voci
rodom Aspergillus, Fusarium a hlavne proti povodcom zygomykoz. Je dostupny
peroralne aj intravendzne, je Siroko distribuovany a ma vysokl schopnost’ viazat’ sa na
proteiny. Eliminécia je predovSetkym stolicou v nezmenenej forme a v moc¢i vo forme

neaktivnych metabolitov (Hospenthal a Rinaldi, 2015).

Terkonazol je topicky triazol, ktory ma ucinnost’ predovsetkym proti kandidam
a neinhibuje rod Lactobacillus. Preto sa hlavne pouziva na liecbu vaginalnych kandidoz

vo forme ¢apikov (Vollekova, 2012).

Isavukonazol je novym triazolom so Sirokospektrym antifungalnym ucinkom.
Dostal so do tretej fazy klinického testovania, kde v porovnani s vorikonazolom bol lepsie
tolerovatel'ny, s mensim prejavom neziadtcich ucinkov a s rovnakym antifungalnym
ucinkom. FDA ho schvalila pre liecbu invazivnych aspergil6z a zygomykoz v peroralne;j

aj intravenoznej forme (Schwenker, 2015; Maertens et al., 2016).

6.3.3 Allylaminy

St pribuzné azolom, nezavisle od cytochromu P450 inhibuji biosyntézu
ergosterolu pomocou inhibicie skvalén monooxygendzy. Funkciou enzymu je
biodegradacia skvalénu na 2,3-oxidoskvalén s epoxidovou skupinou, ¢o je zdsadnym
krokom k syntéze lanosterolu. Bunkovd membrana akumuluje skvalén, ktory zvySuje
permeabilitu membrany a dochadza k nedostatku ergosterolu, ¢im sa zabranuje rastu
bunky. Spektrum uc¢inku je na dermatofyty (rod Trichophyton), vlaknité huby (rody
Aspergillus, Fusarium a iné), u kvasiniek je to len u C. albicans a C. parapsilosis. Medzi
zastupcov patri terbinafin a naftifin, ktory sa podava vo forme dermalneho krému

(Vollekova, 2012; Hospenthal a Rinaldi, 2015).

Terbinafin posobi fungicidne na dermatofyty a fungistaticky na C. albicans. Po
oralnom podani sa rychlo akumuluje do tukovych a keratinizovanych tkaniv, v nechtoch
sa udrzi 3 — 9 mesiacov po skonceni uzivania, preto sa pouziva vo velkej miere na lieCbu
onychomykoéz. Topické formy st urcené na liecbu dermatofytéz a pityriasis versicolor

(Vollekova, 2012; Heizerova, 2013).
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Okrem C. albicans a C. parapsilosis si k allylaminom ostatné kvasinky rezistentné
alebo maju znizenu citlivost. Z dermatofytov je 7. rubrum primarne rezistentny.

Sekundarne rezistentné kmene st raritné (Mukherjee et al., 2003; Vollekova, 2012).

CH,
CHs

| r CH3
N~ 7" CHs

OO Terbinafin

Obrazok ¢. 13: Terbinafin

Zdroj: (Medical Cheat Sheets, 2011)

6.3.4 Echinokandiny

St to derivaty mastnych kyselin a cyklickych hexapeptidov. Specificky zasahuji
do syntézy bunkovej steny cez inhibiciu syntézy 1,3-B-D-glukdnovych polymérov, ktoré
su esencidlnym spojnikom komponentov bunkovej steny, ¢im dochédza k osmotickej
nestabilite a lyze buniek. Podobnymi inhibitormi st papulakandin a pneumokandin

(Hospenthal a Rinaldi, 2015).

Stupenn  1,3-B-D-glukanovej polymerizacie v bunkovej stene a expresia
1,3-B-D-glukénovej syntazy rozhoduje o spektre a letdlnom uc¢inku echinokandinov na
huby. Echinokandiny st G¢inné hlavne pre rastiice kandidy, ktoré su bohaté na glukan.
Neucinné st pre Cryptococcus neoformans a zygomycéty vzhl'adom k obmedzenému

mnozstvu glukanu (Hector, 1993).

Rod Aspergillus obsahuje velké mnozstvo 1,3-f a 1,6-B-D-glukédnovych
polymérov, kde 1,3-B-D-glukén je syntetizovany hlavne na rastiicich vrcholkoch hyf,
proti ktorym maji echinokandiny u¢inok, ¢im dochadza k abnormalnemu vetveniu a rastu

s minimalnym ucinkom na ostatné¢ komponenty (Kurtz et al., 1994).

Medzi schvélené latky patri kaspofungin, mikafungin a anidulafungin, ¢o su
semisyntetické lipopeptidy, ktoré sa podavaju len intravendzne. Maji dobru distribuciu

do tkaniv a predlZeny polcas rozpadu, o umoziiuje uzivanie len raz denne.
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Kaspofungin pochadzajici z pneumokandinu By je indikovany pri kandidozach
a aspergiloézach. Pri rode Aspergillus sa stanovuje MEC, ¢o je minimalna efektivna
koncentracia, ktora spdsobi abnormadlny rast hyf, ¢ize ma fungistaticki aktivitu.
Rezistencia je pritomna Casto u C. glabrata (Hospenthal a Rinaldi, 2015; Alexander et

al., 2013).

Obrazok ¢. 14: Kaspofungin

Zdroj: (Denning, 2003).

Mikafungin sluzi na liecbu ezofagovej kandidézy a ako profylaxia invazivnych
kandidéz. Je vhodny aj pre flukonazol rezistentné kandidy. Nevyzaduje Upravu
u pacientov s renalnym alebo hepatdlnym poskodenim a je dobre tolerovatelny aj

u pediatrickych pacientov (Joseph et al., 2007).

6.3.5 Pyrimidiny

Flucytozin (5-fluorocytozin, 5-FC) je fluorovany pyrimidinovy derivat
s antimykotickym u¢inkom vdaka konverzii na 5-fluorouracil vo vnutri bunky hub
pomocou dvoch enzymov, cytozin permeéazy a cytozin deamindzy. Inhibuje thymidylat
syntazu, kluCovy enzym v DNA syntéze ainkorporuje sa do RNA ako kyselina
S-fluorouridylova, ¢im spdsobi predCasnu terminaciu retazca (Carrillo-Muioz et al.,

2006).

Ludské bunky a bunky vlaknitych hub neobsahujii dostatok cytozin deaminazy,

¢im toto antimykotikum je G¢inné selektivne pre kvasinky a kryptokoky. Problémom je,
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ze prirodzena intestindlna mikrobiota moéze konvertovat’ flucytozin na fluorouracil, ¢im
vznikaju neziadice UCinky ako nevolnost, vracanie a hnacky. Casto sa uziva

v kombinacii s amfotericinom B a inymi antimykotikami (Groll ef al., 1998).

Flucytozin je jediné schvalené pyrimidinové antimykotikum na liecbu
invazivnych mykoéz. Vo forme kapstl je dostupny len v USA. Ma relativne tizke spektrum
ucinku, Casta je rezistencia medzi beznymi patogénmi, pri izolatoch kandid je to priblizne
5%, ukryptokokov 2 %. Povodne bol vyvinuty na chemoterapiu nadorov. Je
metabolizovany v nezmenenom stave cez oblicky a modze spdsobovat’ supresiu kostnej

drene (Hospenthal a Rinaldi, 2015).

Obrazok ¢. 15: Flucytozin

Zdroj: (Oceanside Pharmaceuticals, 2014).

6.3.6 Ostatné antimykotika

Hydroxypiridony narSaju integritu bunkovej membrany blokovanim transportu
makromolekuldrnych prekurzorov, inhibuji enzymy respiraéného retazca bunky,
inhibujt proteosyntézu a ovplyviiuju replikaciu a opravy DNA. Zastupcom je ciklopirox,
ktory posobi fungicidne a sporicidne na dermatofyty, kandidy a antibakteridlne na
mykoplazmy a trichomonady. Aplikaciou iontoforézy sa zvySuje hladina antimykotika
v nechte az desat’ nasobne a je to najucinnejsi sposob liecby onychomykozy (Vollekova,

2012).

Morfoliny inhibuji az 4 rdzne enzymy postlanosterol — ergosterolovej cesty.
Zastupcom je amorolfin, ktory je G€inny na kvasinky a dermatofyty. Na liecbu

onychomykoz sa pouZiva vo forme laku na nechty (Vollekova, 2012).

Grizeofulvin je produktom Penicillium griseofulvum a bol prvym peroralnym

antimykotikom s u¢inkom na dermatofyty. Inhibuje deliace vretienko (mitdzu v Stadiu
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metafazy) a delenie buniek. Po topickej aplikacii sa viaze na keratin, ¢im vznika

nevhodny substrat pre rast mikromycét (Vollekova, 2012).

Medzi benzylaminy patri butenafin, ktory ma u¢inok podobny ako allylaminy
a to hlavne proti dermatofytom, aspergilom a kryptokokom, slabsie na kandidy. Vyuziva

sana topicku lieCbu a v Slovenskej republike nie je zatial’ registrovany (Vollekova, 2012).

Medzi novsie preparaty patri NB-002, nanoemulzia (olej vo vode), ktora obsahuje
povrchovo aktivnu latku cetylpyridinium chlorid a posobi fungicidne na dermatofyty,
inhibuje non — dermatofyty a kvasinky a na rozdiel od inych antimykotik, usmrcuje
mycélium a mikrokonidie hib a aj izolaty rezistentné na azoly. Je vhodny na liecbu

onychomykoéz (Pannu ef al., 2009).

6.4 Rezistencia

ZvySujucim sa poctom mykotickych ochoreni narastd aj pocet rezistentnych
kvasiniek a vlaknitych hub a to hlavne u dlhodobo liecenych pacientov. Je nutné odlisit’

mikrobialnu a klinick( rezistenciu.

Mikrobialna rezistencia je necitlivost mikroorganizmu k antifungélnej latke
zistenej in vitro testovanim citlivosti, kde MIC hodnota presahuje hodnotu citlivosti
daného nemutovaného kmena. Primarna mikrobidlna rezistencia je vrodend a je
charakteristicka chybanim cielovej molekuly, je predpovedatelnd a nevyzaduje

prechadzajuci kontakt s antimykotikom (Hof, 2008).

Sekundirna mikrobialna rezistencia je ziskana a mdze sa vyvinit néasledkom
genotypovych zmien po vystaveni antimykotikom, taktiez zvySenim expresie génov
kodujucich efluxné pumpy a zvySenou expresiou atakovanych substratov (Bowyer et al.,

2011).

Klinicka rezistencia je charakterizované ako zlyhanie liecby pacienta pri podani
ucinného antimykotika s dokdzanou in vitro aktivitou. Zlyhanie liecby v§ak moze byt
sposobené aj nasledkom celkového zdravotného stavu pacienta, jeho veku, dodrziavanim

lie¢ebného rezimu atd’. (Kanafani a Perfect, 2008).

43



Vyvoj rezistencie voci jednému antimykotiku nesie riziko vyvoju skriZenej
rezistencie voc¢i viacerym antimykotikdm, o je <cast¢é najmd pri azolovych

antimykotikach (Loeffler a Stevens, 2003).

Kombinovand antimykotickd lieCcba mdze rozsirit’ spektrum pokrytia patogénov,
zvysit  efektivitu fungicidneho rezimu prostrednictvom synergistického uc¢inku
a prekonavat  farmakokinetické obmedzenia jednotlivych lie¢iv. v  liecbe
zivot-ohrozujucich mykéz napr. v CNS, kde sa odporuca pri kryptokokovej meningitide

kombinované pouzitie flucytozinu a amfotericinu B (Kontoyiannis a Lewis, 2004).

6.4.1 Mechanizmy vzniku rezistencie

NajcastejSimi mechanizmami rezistencie k antimykotikam je zniZenie akumulécie
ucinnej latky vo vnutri bunky, zvySena produkcia cielového enzymu, redukcia afinity
lieku k ciel'ovej molekule alebo modifikacia metabolizmu ako protivédha ucinku lieku.

Najviac preStudované st tieto mechanizmy v kvasinkéach (Vollekova, 2012).

Tabul’ka €. 1: Mechanizmy cinku a rezistencie vybranych antimykotik.

Zdroj: Prevzaté a upravené (Osborne ef al., 2006; Vandeputte ef al., 2012).

Antimykotikum Mechanizmus acinku Mechanizmus rezistencie

Polyény Vizba k ergosterolu a) Absencia ergosterolu
(strata funkcie mutaciou

v ERG3 alebo ERGO6)

b) ZnizZenie obsahu

ergosterolu v bunke
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Azoly Inhibicia cytochrom P450: a) Eflux pomocou
140-lanosterol demethylazy transportérov
22
(ERGII) sterol A b) Znizenie afinity k Ergl1p
desaturazy (ERGY) muticiou
¢) Up-regulacia ERG11
d) Zmeny v ergosterolove;j
syntéze
Allylaminy Inhibicia skvalén epoxidazy Nasledkom bodovej
(ERGI) mutécie a
aminokyselinove;j
substitlicie v enzyme
Morfoliny Inhibicia enzymov neznamy
postlanosterol-ergosterolove;j
cesty
5 — fluorocytozin Inhibicia syntézy a) Defekt v cytozin permedze
nukleovjch kyselin b) Nedostatok enzymov
k metabolizmu 5-FC
¢) Dereguléacia pyrimidinove;j
syntézy
Echinokandiny Inhibicia 1,3-B-glukan a) Zmena afinity
syntazy echinokandinov k
1,3-B-glukan syntaze
b) Adaptivna odpoved’ na

stres

Najviac preskimany mechanizmus rezistencie je pri azoloch. Na zvySenom

efluxe lieciva sa podiel'aju dva druhy pamp, ABC transportéry a MFS transportéry. Za

rezistenciu voci antimykotikdm zodpovedaji prevazne ABC transportéry, ktoré
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vyuzivaji na aktivny prenos antimykotika z bunky energiu z hydrolyzy ATP na ADP

a podielaju sa na transporte Sirokého spektra substratov (Mayers, 2009).

Zvysena produkcia cielového enzymu azolov, Cize lanosterol-14a-demethylazy
sa nachadza u C. glabrata, kde dochadza k zvySenej expresii génu ERGI1, o ma za
nasledok zvySenie mnozstva ergosterolu, takze na inhibiciu enzymu je potreba vicsicho
mnozstva volnych dusikov z triazolovych alebo imidazolovych kruhov (Vandeputte et

al., 2012).

Modifikaciou enzymu 14a-demethylazy, v dosledku bodovej mutdcie génu
ERGI1, dochddza k substitiicii aminokyselin a tym k znizeniu afinity enzymu
k azolovym antimykotikdm u C. albicans. Primarna rezistencia k azolom u C. krusei je
taktiez vysledkom obmedzenej afinity 14a-demethyldzy k azolom. Tento typ rezistencie
je pritomny aj vo vldknitych hubach ako napriklad v 4. fumigatus (Kanafani a Perfect,
2008; Vandeputte et al., 2012).

Mechanizmus rezistencie u echinokandinov je spojeny s bodovymi mutaciami
v §pecifickych oblastiach génov kdédujucich FKS podjednotky B(1,3)D-glukan syntazy.
K mutdcidm dochadza v Specifickych tzv. hot—spot regionoch u C. albicans,

C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis a C. dubliniensis (Park et al., 2005; Perlin, 2007).

Dal$im mechanizmom rezistencie je iniciacia aktivity réznych drah adaptivnej
odpovede na stres. In vitro Stidie dokézali, Ze pri rode Candida dochadza k zvySenej
syntéze chitinu ako odpoved’ na inhibiciu B(1,3)D-glukan syntazy, ¢o je sprostredkované
viacerymi cestami (drdhami) bunkovej membrany, ako mnozstvom protein kinazy C,
vysoko-osmolarneho glycerolu alebo aktivaciou Ca®* signalnej drahy (Munro et al., 2007;

Walker et al., 2008).

6.5 In vitro stanovenie antimykotickej citlivosti

Standardizované metdédy in vitro testovania citlivosti k antimykotikim su
medzinarodne dostupné a vypracované organizaciami ako je CLSI (Clinical and
laboratory standards institute) pre USA a EUCAST (European committee on

antimicrobial susceptibility testing) pre Eurépu. Déta ziskané z tychto Standardizovanych
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testov spolu s ostatnymi informéciami sltizia pre vypocet klinickych a mikrobiologickych

breakpointov (Pfaller, 2012).

Udaje v EUCAST a CLSI sa vo viésine pripadov zhoduju. Pri diluénych metodach
sa odliSuju hustotou inokula (cfu/ml), obsahom glukozy v médiu, tvarom dna jamiek

platnicky, ¢asom inkubécie a spdsobom hodnotenia MIC (Mallatova et al., 2011).

Mikrobiologicky breakpoint (epidemiological cut-off values alebo hrani¢na
epidemiologickd hodnota) je odvodeny od distribucie kvantitativnych vysledkov
fenotypového testu citlivosti kmenov s normalnym fenotypom (wild type), ma objektivny
a nemenny charakter. Oddel'uje divoka populaciu od kmenov so ziskanou rezistenciou

(Kahlmeter et al., 2003; Pfaller, 2012).

Klinicky breakpoint (hrani¢nd hodnota alebo koncentracia) je stanoveny dohodou
a moze sa zmenit’ s dokdzanymi zmenami okolnosti a novymi poznatkami. Napriklad pri
MRSA bol vymeneny disk oxacilinu za spol'ahlivejsi disk s cefoxitinom a nasledne sa
zmenil breakpoint aj priemer inhibi¢nej zény (Kahlmeter et al., 2003; EUCAST.
Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters [online], 2010).

Tento rok pre zistovanie citlivosti rodov Candida a Aspergillus boli pridané
breakpointy pre isavukonazol (EUCAST. Breakpoint tables for interpretation of MICs
[online], 2017).

Na zaklade klinickych breakpointov moze byt’ kmen definovany ako:
e Citlivy (S): pravdepodobnost’ uspechu liecby
e Rezistentny (R): pravdepodobnost’ zlyhania liecby

e Intermediarne rezistentny (I): uspech liecby je neisty (EUCAST. Method for the
determination of broth dilution minimum inhibitory concentrations of antifungal

agents for yeasts [online], 2017).

Breakpointy u diluénych metdd st vyjadrené hodnotou minimalnej inhibi¢nej
koncentracie (MIC) v mg/l, u diskovej difuzne; metddy priemerom inhibiénych z6n
vmm. Tieto hodnoty CLSI kaZzdoro¢ne v januari aktualizuje pisomnou formou
a podliehajt prisnym autorskym pravam. Breakpointy EUCAST su k dispozicii aktuélne

a st verejne dostupné na internete (Urbaskova et al., 2010).
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6.5.1 Kvalitativne stanovenie

Nachadza uplatnenie hlavne pri rutinnom screeningu citlivosti mikroorganizmov
k antimykotikdm. Pri spravnom prevedeni metody dochadza k vysokej zhode medzi
vysledkami diskovej difiznej metddy a vysledkami kvantitativnych diluénych metéd.
Umoznuju rozdelit’ kmene na citlivé, rezistentné a intermedidrne rezistentné. Patri sem
diskovy difuzny test, ktory je Standardizovany pre flukonazol, vorikonazol, posakonazol

a kaspofungin (Mallatova et al., 2011; Bursova et al., 2014a).

6.5.1.1 Diskovy difuzny test

Po prvy krat bola tito metdda Standardizovanad v roku 1954 ako paper disk
method. Jej principom st fyzikalno-chemické zdkony dynamiky Sirenia antimykotika na
zaklade rastu mikroorganizmov na Mueller-Hinton agare, ktory umoznuje lepsiu diftziu

antimykotika (Bursova et al., 2014a).

Z vySetrovaciecho kmena sa pripravi suspenzia vo fyziologickom roztoku
s hustotou 0,5 McFarlandového zékalu, ¢o je priblizne 1 — 5 x 10° cfu/ml. Tato suspenzia
sa ockuje na agar dvoma metddami, a to pomocou tampoénu v dvoch na sebe kolmych
smeroch alebo pomocou rozliatia cca 2 ml suspenzie na agar s naslednym odobranim

prebytocnej tekutiny (Votava et al., 2010).

Na naoCkovany agar sa kladi pomocou ihly alebo dispenzoru (davkovaca)
papierové disky s priemerom cca 6 mm a obsahom antimykotika, ktoré za¢ne difundovat’
do agaru a vytvara sa dynamicky meniaci sa gradient koncentracie antimykotika. Kazdy
disk je farbene rozliSeny, oznaceny skratkou a na jednu platiiu je moZné pridat’ maximalne
6 diskov. Pdda s diskami sa inkubuje dnom nahor cca 18 hodin pri 37 °C. Okraj inhibi¢ne;j
zony vznika tam, kde je koncentracia antimykotika eSte schopnd inhibovat’ rastuci

mikroorganizmus (Votava ef al., 2010; Bursova et al., 2014a).

Vysledok sa ur¢i odmeranim priemeru inhibi¢nej zony. Priemer sa musi porovnat’
hraniénym priemerom inhibi¢nej z6ny v tabulkach. Ak nedochadza k vytvoreniu
inhibi¢nej zony, je vysledkom zoéna o velkosti 6 mm, nie 0 mm, pretoZe sa zaratava aj
velkost’ vratane disku. Ak kmen vytvori inhibi€ni zénu s rovnakym alebo vacsim

priemerom ako je hrani¢ny priemer zény pre citlivé kmene, pokladd sa za citlivy
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k danému antimykotiku. Vytvorenie inhibi¢nej zony s mensim priemerom sa povazuje za

rezistenciu (Votava et al., 2010; Bursova et al., 2014b).

Vyhodou je jednoduchost’ prevedenia bez narocného vybavenia a nizka cena.
Nevyhodou je ¢asova naro¢nost’ pripravy agaru, manualne odc¢itanie zon a interpretacia

(Bursova et al., 2014a).

6.5.1.2 Neo-Sensitabs

Neo-Sensitabs systém z Danska je uznavanou variantou k diskovému difuznemu
testu, kde namiesto diskov sa pouzivaji tablety so Standardizovanym obsahom
antimykotik. Dostupné st antimykotikd ako amfotericin B, flucytozin, flukonazol,
ketokonazol, itrakonazol, posakonazol, vorikonazol a kaspofungin (Mallatova et al.,

2011).

Vyrobca Neo-Sensitabs™ ponuka vyhody v podobe zachovania aktivity

antimykotik sposobenej degradaciou a skladovanie pri izbovej teplote az 5 rokov.

Obrazok ¢. 16: Neo-Sensitabs.

Zdroj: (Mallatova et al., 2011).

49



6.5.2 Kvantitativne stanovenie

Poskytuje spolahlivé urCenie rezistencie Ci citlivosti kmeniov. NajcastejSie je
vysledok vyjadreny ako hodnota MIC (miniméalna inhibi¢na koncentracia), ktora inhibuje
viditel'ny rast mikroorganizmu v mg/l. MIC je ddlezitd pre urcenie terapeutickej davky
antimykotika. Medzi najpouzivanejSie metddy patri diluéna metdéda v prevedeni na

agarovych platniach alebo v mikrotitra¢nej dosticke a E-test (Bursova et al., 2014a).

6.5.2.1 Agarovd dilucna metoda

Je referen¢nou metddou stanovovania citlivosti. Rozpusteny Mueller-Hinton agar
(45—50 °C) je obohateny nariedenym antimykotikom a po zmieSani je rozlievany do
Petriho misiek s hrabkou vrstvy 3 —4 mm. Zvycajne sa pripravuje 12 — 15 koncentracii
jedného antimykotika riedeného dvojnasobnou geometrickou radou (Bursova et al.,

2014b).

Na pody po stuhnuti sa ockuje Standardné inokulum vySetrovanych
mikroorganizmov formou spotov Specidlnym vzorkovacom. Jedna Petriho miska
obsahuje jednu koncentraciu antimykotika a naraz mdézeme testovat’ az 20 r6znych

kmetniov (Bursova et al., 2014b).

Po inkubécii sa hodnoti kazdy kmen semikvantitativne tzv. na krize. Tri kriZe
(+++) znacia splyvavy rast, dva krize (++) rast vo viditenych koloniach, jeden kriz (+)
ojedinel¢ kolénie a znamienko minus (-) bez ndrastu. Ako hodnota MIC sa odcita

vve

vidite'nych kolonii (Bursova et al., 2014b).

Vyhodou je vysoka Standardizovanost’ prevedenia, vySetrovanie vacSieho suboru
kmeniov naraz a vyuZziva sa taktiez k hodnoteniu uc€innosti novych antimykotik.

Nevyhodou je pracnost’ metody, casova aj ekonomicka naroc¢nost’ (Bursova et al., 2014a).
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6.5.2.2 Dilucné metody

RozlisSujeme makrodilucni bujoénovi metddu v skimavkach a mikrodiluénu
bujonovi metdodu v jamkach mikrotitratnej platnicky, ktora je najpouzivanejsia. Je
Standardizovand pre amfotericin B, flucytozin, ketokonazol, flukonazol, itrakonazol,
vorikonazol, posakonazol a echinokandiny. Doporucené metddy pre rutinné stanovenie

MIC antimykotik je Sensititre YeastOne a E-test (Mallatova et al., 2011).

Mikrotitracna platnicka ma 96 jamiek s gul'atym alebo konickym dnom a sluzi pre
jeden kmen. K predchddzaniu kontaminacie rastového média musi byt pritomna
negativna kontrola, ktora obsahuje v jamke len rastové médium a nedochddza k rastu
mikroorganizmu. Pozitivna kontrola bez antimykotika slizi ku kontrole rastu kmetia. Do
ostatnych jamiek sa priddva rastové médium, ktoré obsahuje 12 réznych koncentracii
antimykotik v 12 stipcoch. V 8 riadkoch je 8 rdznych koncentracii jednotlivych

antimykotik pripravenych v dvojnasobnej geometrickej rade (Votava et al., 2010).

Kriedeniam sa do kazdej jamky priddva Standardné mnozstvo inokula
testovaného kmena. Nasleduje inkubdcia a od¢itanie MIC vizudlne alebo readrom, ktory
zmeria hodnotu absorbancie v jamkach a MIC je urcend skokovou zmenou hodnoty
absorbancie. Pri hodnoteni citlivosti vlaknitych hub k echinokandinom sa stanovuje
hodnota MEC, je to jamka s najnizSou koncentraciou antimykotika, v ktorej dochadza
k abnormalnemu rastu malych okrahlych mikrokolénii z kratkych vetvenych hyf
v porovnani so splyvavym rastom z dlhych nevetvenych hyf v kontrolnej jamke.

(Mallatova et al., 2011; Bursova et al., 2014a)

Vyhodou je moZznost’ komeréného zaktpenia, dlhodobé skladovanie az 1 mesiac
pri -20 °C, automatické odc¢itanie a vyhodnotenie vysledkov. Nevyhodou je tazké
rozpoznanie kontamindacie, vyZaduje Cistl kultiru mikroorganizmu a nie je mozné

stanovit’ kmene, ktoré v tekutom prostredi autolyzuji (Bursova et al., 2014a).

Sensititre YeastOne je mikrodilu¢ny kolorimetricky test s indikatorom Alamar
blue. Inkubuje sa pri 35 °C a 24 hodin pre kandidy, 72 hodin pre kryptokoky a 48 — 72
hodin pre aspergily. Rast sa prejavi farebnou zmenou z modrej na ruzovi. Dal§im

podobnym kolorimetrickym testom je napr. Fungitest (Mallatova et al., 2011).
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Obrazok ¢. 17: Sensititre YeastOne; citlivost’ C. glabrata k azolom

Legenda: Jamka A1 = pozitivna kontrola, A2 — 11 = anidulafungin, B1 — 11 mikafungin,
C1-11 kaspofungin, D1 — 11 flucytozin, E1-11 posakonazol, F1 — 11 vorikonazol,
G1 — 11 itrakonazol, HI — 11 flukonazol, 12A — H amfotericin B.

Zdroj: (Mallatova et al., 2011).

6.5.2.3 E-test

Je moderna gradientovd metdéda kombinujuca principy diskovej difuznej
a agarovej diluénej metédy. Prezentovana a vyvinuta bola v roku 1988 vo Svédsku a mé
vysoky stupeit zhody MIC s referencnou agarovou dilu¢nou metéodou. Pouziva sa na

testovanie kandid aj vlaknitych hub (Bursova et al., 2014a).

Pouziva sa pruzok papieru, ktory je nasyteny vzostupnou koncentraciou
antimykotika, alebo plastovy pruzok, ktory na spodnej strane ma preddefinovany
koncentrany gradient antimykotika. Stupnica koncentracného gradientu je cCiselne
umiestnend na hornej strane pruzku a zvycajne obsahuje 15 riedeni antimykotika. Na
klasické Petriho misky sa umiestiiuju 1 — 2 pruzky, pri vel'kych miskach (priemer 15 cm)
sa moze umiestnit’ az 6 pruzkov (Votava et al., 2010; Bursova et al., 2014a).

Po inkubdcii dochadza k vytvoreniu kvapkovitej az eliptickej inhibi¢nej zony,
MIC hodnota sa od¢ita tam, kde Spicka pretina pruzok. Vyhodou je rychlost’

a jednoduchost’. Hlavnou nevyhodou je vysoka cena (Mallatova et al., 2011; Bursova et

al., 2014a).
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Obrazok €. 18: E-test; C. albicans citliva k testovanym antimykotikam

Zdroj: (Mallatova et al., 2011).

6.5.2.4 Stanovenie citlivosti mikroorganizmu na kombindciu antimykotik

Spravna kombindcia antimykotik zvySuje nielen G¢innost, ale aj odd’al’'uje vznik

rezistencie a roz§iruje spektrum G¢inku. Vyuzivaju sa diluéné aj difizne metody.

Pri diskovej metdde sa na platiiu kladi dve r6zne antimykotikd s maximalnou
vzdialenost'ou 12 mm. Ak sa ich inhibi¢né zony nestretnu, jedna sa o indiferentny u¢inok
kombinécie antimykotik. Ak sa navzajom potenciuju, rozsiri sa ich zéna a jedna sa
o synergizmus, ¢ize kombinacia antimykotik je prospesna. Niekedy dochadza

k zoslabeniu G¢inku antimykotika, jedna sa o antagonizmus (Votava et al., 2010).

Pri dilu¢nej metdde sa pouZivaji rdzne riedenia oboch antimykotik. Pred
stanovenim je dolezité zistit MIC pre jednotlivé antimykotikd. Ziskané 4 hodnoty sa
dosadia do definovaného vzorca, ¢im sa ziska frak¢na inhibi¢na koncentracia (FIC), ktora
slizi na rozdelenie antimykotik na silne alebo slabo synergické, indiferentné

a antagonické (Votava et al., 2010).

_ MIC ATB A v kombinacii N MIC ATB B v kombinacii
"~ MIC ATB samotného MIC ATB samotného
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Ak je vysledok mensi alebo rovny ako 0,5, jedné sa o synergizmus. Do 1 sa jedna
o slaby synergizmus. FIC medzi 1 a 4 znamena indiferenciu a FIC vicsia ako 4, znamena

antagonizmus (Votava et al., 2010).
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7. EXPERIMENTALNA CAST

Pod Katedrou biologickych a lekarskych vied Farmaceutickej fakulty v Hradci
Kralové sme testovali 52 chemickych latok pochddzajucich z Katedry anorganicke;j
a organickej chémie Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové pomocou mikrodilu¢ne;j

bujonovej metddy za ucelom stanovenia potencionalnej antimykotickej aktivity.

7.1 Material

7.1.1 Pomécky

Sterilné mikrotitracné platnicky, mikropipety so sterilnymi $pickami, multikanalova
mikropipeta, sterilné plastové a sklenené skiimavky, dvanést’ jamkovy plastovy rezervoar

na médium, stojany na skimavky, Biirkerova pocitacia komoérka, ockovacie kl'ucky.

7.1.2 Laboratorne pristroje

Vortex, laminarny box, termostat, mikroskop.

7.1.3 Chemikalie

RPMI 1640 (5 x koncentrované rastové médium), Sabouraudov glukézovy agar,
dimethylsulfoxid (DMSQO), MOPS (3-[ N-morfolino]propansulfonova kyselina), glukédza,

hydroxid sodny, sterilna voda.
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7.2 Testované kmene kvasiniek a vidaknitych hub

e Candida albicans CA testovaci kmeit ATCC® 44859™ (American testing

culture colletion)
e Candida tropicalis CT testovaci kmen 156
e Candida krusei CK testovaci kmeni E28
o Candida glabrata CG testovaci kmeni 20/1
e Trichosporon asahii TA testovaci kmen 1188
o Aspergillus fumigatus AF testovaci kmen 231
o Absidia corymbifera AC testovaci kmen 272

o Trichophyton mentagrophytes TM testovaci kmen 445

7.3 Testované chemické latky

Kazdd testovand latka bola dodand s nazvom, navazkou (mg) a molarnou
hmotnost'ou (g/mol). Vd’aka spolo¢nym Struktirnym znakom bolo 52 latok rozdelenych

do 8 nasledujtcich skupin:

e Derivaty izoniazidu

e Analdga izoniazidu

e Derivaty 4-aminobenzoovej kyseliny

e Derivaty 4-aminosalicylovej kyseliny

e Derivaty 5-aminosalicylovej kyseliny

e Derivaty sulfénamidov s podskupinami:
o Derivat sulfamethoxazolu
o Derivaty sulfadiazinu
o Derivaty sulfamethazinu

o Derivaty sulfathiazolu
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e Derivaty benzohydrazidu

e Derivaty pyrazinu/pyrazinamidu

7.4 Postup pripravy

7.4.1 Priprava rastového média

K 4 dielom pufru MOPS s 2 % glukdzy sme pridali 1 diel rastového média RPMI

1640. Presny objem MOPS a RPMI zaleZi od predpokladanej spotreby, zachovany musi

zostat’ pomer 4:1.

Nésledne sme upravili pH roztoku do rozmedzia 6,5 — 7,9 pridavkom niekol’kych

kvapiek NaOH, ¢im doslo k farebnej zmene roztoku zo zltej na oranzovo-Cerventl.

7.4.2 Priprava suspenzie testovanych kmenov

1.

8 sterilnych skiimaviek sme popisali skratkami testovanych kmenov (CA, CT,
CK, CG, TA, AF, AC a TM) a do kazdej skimavky sme napipetovali 3 ml sterilnej
vody.

. Z vykultivovanej kolonie kvasiniek na Sabouraudovom gluk6zovom agare sme

odobrali kI'u¢kou malu ¢ast’ a rozsuspendovali sme ju v skimavke so sterilnou

vodou a premiesali na vortexe.

Odobrali sme 12 pl suspenzie do Biirkerovej pocitacej komorky. Pri zvicSeni
200 x sme stanovili pocet buniek na 100 Stvorcov. Hustota inokula je idealne
25-50 cfu/50 Stvorcov, ¢o zodpovedd vhodnej hustote na testovanie

1,0 —2,5.107 cfu/ml.

Z vykultivovanej koldnie vlaknitych hib na Sabouraudovom agare sme odobrali
¢ast’ konidii a resuspendovali sme ich v skiimavke so sterilnou vodou a premiesali

na vortexe.

57



5. Odobrali sme 12 pl suspenzie do Biirkerovej pocitacej komorky. Pri zvacseni
200 x sme stanovili pocet konidii na 100 Stvorcov. Hustota inokula je idealne cca

100 buniek na 100 Stvorcov.

6. Takto pripravené¢ suspenzie testovanych kmenov sa skladuji v chladnicke

priblizne jeden tyzden.

7.4.3 Priprava riedenia testovanej latky

1. Presnt navazku chemickej latky sme rozpustili vo vypocitanom objeme DMSO
v plastovej skimavke, tak aby koncentracia DMSO nepresiahla 1 % a prva

testovana koncentracia bola 500 pmol.I"!.
a) Vypocet objemu DMSO

K rastovému médiu (1,98 ml pozri d’alej) sa pridava 1 % latky
rozpustenej v DMSO (20 ul), preto sa latka pripravuje 100 x

koncentrovanejsia, aby 1. testovana koncentracia bola 500 pmol.1"!.

m x 108 (prevod na pl)

V =
DMSO ¢ XM x100 (zakoncentrovanie)

Legenda: m = navazka (g); ¢ = prva testovana koncentracia

v mol.I'" (500 pmol.I"! = 0,0005 mol.I"'); M = molarna hmotnost'.

2. Ak sa po premieSani na vortexe latka rozpustila alebo vytvorila homogénnu
suspenziu, pokracovali sme d’alsim krokom. Ak sa zrazila alebo nerozpustila,
pridali sme 2. popripade 3. ekvivalent rozpustadla. Kazdym pridanim
ekvivalentu sa koncentracia latky posuva na niz$iu, ¢ize o 1 riedenie dopredu

(napr. z 500 pmol.1"! na 250 pmol.1™1).

3. Nasledne do sterilnej skimavky (oznacenej €. 1) sme napipetovali 1,98 ml
pripraveného rastového média a pridali sme 20 pl rozpustenej testovanej latky,

premieSali sme na vortexe.
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7.4.4

Ak sa latka rozpustila, pokracuje sa d’alSim krokom. Ak sa latka zrazila alebo
nerozpustila, pridali sme 2. popripade 3. ekvivalent rastového média, ¢im sa
kazdym ekvivalentom posuva koncentracia latky o 1 riedenie dopredu (napr.

z 500 pmol.I"! na 250 pmol.I™").

Po rozpusteni sme ziskali pracovny roztok ¢. 1, ktory sme preliali do 1. jamky

dvanast’ jamkového rezervoaru.

Do ostatnych 10 sterilnych skimaviek (€. 2 — 11) sa pripravi dvojkova riediaca
rada testovanej latky rozpustenej v DMSO. Do kazdej skaimavky sa napipetuje
0,5 ml DMSO. Do skiimavky oznacenej ako ¢. 2 sme pridali 0,5 ml rozpustene;j
testovanej latky pripravenej podl'a bodu 1. a). Premiesali sme pomocou $picky
mikropipety a nasledne sme preniesli 0,5 ml do d’alSej skimavky €. 3. Takto sme

pokracovali az po skamavku ¢. 11.

Zo skumaviek €. 2 — 11 sme nasledne odpipetovali 20 pl do dvanast’ jamkového
rezervoaru tak, ze zo skumavky ¢&. 2 sa prepipetovalo 20 pl do 2. jamky

rezervoaru atd’.

V rezervoari sme do jamiek 2 — 12 s nariedenou latkou napipetovali 1,98 ml
rastového média. Do poslednej 12. jamky rezervoaru sme pridali len samotnych

20 ul DMSO ako kontrolu kontaminacie.

V kazdej jamke rezervoaru sme ziskali 2 ml pracovného roztoku s prislusnou

koncentréciou testovanej latky a kontrolu.

Priprava mikrotitra¢nej platni¢ky

. Do riadkov A, B, C, D, E;, G a H (okrem riadku F) sme napipetovali

multikanalovou pipetou 200 pl zo zasobného roztoku v rezervoari.

Do kazdého riadku a do kazdej jamky sme pridali 10 pl pripravenej suspenzie
kmenov podl'a obrazka nizsie (napr. Candida albicans do kazdej jamky riadku A,
Aspergillus fumigatus do kazdej jamky riadku G atd’.)

Do druhej mikrotitra¢nej platnicky sme do jedného riadku napipetovali 200 pl
zasobného roztoku a pridavali sme 10 pl pripravenej suspenzie Trichophyton

mentagrophytes do kazdej jamky.
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4. Kazda platnicka sluzi pre testovanie jednej latky. Tymto postupom sme na oboch
platnickach ziskali v kazdom riadku nariedenu testovant latku s prislusSnym

kmeniom. V stipci &. 12 sa nachadzala kontrola z DMSO.

5. Obe mikrotitracné platnicky sme priklopili vieCkom a inkubovali v termostate pri
35 °C. Vysledky prvej platni¢ky od¢itavame po 24 a 48 hodinach, druht platni¢ku

s dermatofytom odc¢itavame po 72 a 120 hodinach inkubécie.
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Obrazok €. 19: Schéma prvej mikrotitranej platnicky

7.4.5 Vyhodnotenie narastu

pri ktorej nedoSlo k viditeI'nému narastu kvasinky alebo vlaknitej huby. Prakticky je to

prva jamka v riadku, v ktorej nedoslo k viditelnému zakalu.

Ako MIC sa pri kvasinkéch stanovuje ICso a pri vlaknitych hubach ICso v umol.1"!.

vve

80 % kvasiniek.

7.5 Testované latky s potenciondlnou antimykotickou aktivitou

V tejto praci sme testovali 52 latok syntetizovanych na Katedre anorganickej
a organickej chémie (PharmDr. Mgr. Martin Kratky, Ph.D.; prof. RNDr. Jarmila VinSova,
CSc.).
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Testované latky sa nariedili dvojkovym riedenim zostupne na koncentracie 500;
250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,813; 3,906; 1,953; 0,977 a 0,488 umol.I"!. Ak nedoslo
k rozpusteniu alebo sa latka vyzrazala, pridavali sme d’alsi diel rozpustadla, ¢im doslo

k poklesu koncentracie o jednu radu (z 500 pmol.I"! na 250 pmol.I"! atd’.)

Rozdelili sme ich do 8 skupin: na derivaty izoniazidu (Tabulka ¢. 2), analoga
izoniazidu (Tabul’ka €. 3), derivaty 4-aminobenzoovej kyseliny (Tabul’ka €. 4), derivaty
4-aminosalicylovej kyseliny (Tabulka ¢. S), derivaty 5-aminosalicylovej kyseliny
(Tabulka €. 6), derivaty sulfonamidov (derivat sulfamethoxazolu, derivaty sulfadiazinu,
derivaty sulfamethazinu, derivaty sulfathiazolu; TabuPka €. 7), derivaty benzohydrazidu

(TabuPka €. 8) a derivaty pyrazinu/pyrazinamidu (Tabulka €. 9).

Tabulka €. 2: Derivaty izoniazidu

Derivaty izoniazidu

N CH
o 0k
— e~
N )ﬁ( \©\
O O
R
Kod R Nazov
AN i 2-(2-izonikotinoylhydrazono)-N-fenylpropanamid
AN-ME CH; 2-(2-izonikotinoylhydrazono)-N-(p-tolyl)propanamid
AN-MEO CH;0 2-(2-izonikotinoylhydrazono)-N-(4-methoxyfenyl)propanamid
AN-CI cl N-(4-chlorfenyl)-2-(2-izonikotinoylhydrazono)propanamid
AN-Br Br N-(4-brémfenyl)-2-(2-izonikotinoylhydrazono)propanamid
Mol. hmotnost DMSO
/mol (ub)
AN 282,30 21,3 1509,0
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AN-ME 296,32 20,8 1403,9
AN-MEO 312,32 16,6 1063,0
AN-CI 316,74 15,8 997,7
AN-Br 361,19 15,5 858,3

Tabulka €. 3: Anal6ga izoniazidu

Analoga izoniazidu

H
N

O

CHs

. /)ﬁ(OH
N

@)

Kod

|~

Nazov

BH-K-PYR H

2-(2-benzoylhydrazono)propanova kyselina

4F-BH-K-PYR | F

2-[2-(4-fludrbenzoyl)hydrazono]propanova kyselina

Mol. hmotnost’ DMSO
Kod Navazka (mg)
(g/mol) (ub
BH-K-PYR 206,20 16,3 1581,0
4F-BH-K-PYR 224,19 11,8 1052,7

Tabulka €. 4: Derivaty 4-aminobenzoovej kyseliny

Derivaty 4-aminobenzoovej kyseliny
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/©/COOH
= ~N

R |
OH
Kod R Nazov
PABA-1 3-Cl 4-{[(3-chlor-2-hydroxyfenyl)methylidén]amino } benzoova kyselina
PABA-2 3-Br-5-Cl 4-{[(3-brém-5-chlér-2-hydroxyfenyl)methylidén]amino } benzoova
kyselina
PABA-3 3.1-5-Cl 4-{[(5-chlor-2-hydroxy-3-jodfenyl)methylidén]amino } benzoova
kyselina
Mol. hmotnost DMSO
Kod Navézka (mg)
/mol (uD)
PABA-1 275,69 13,4 972,1
PABA-2 354,58 12,2 688,1
PABA-3 401,58 10,5 5229

Tabul’ka €. 5: Derivaty 4-aminosalicylovej kyseliny

Derivaty 4-aminosalicylovej kyseliny

/@COOH
R
OH

Kod R Nazov
PAS-1 3.0l 4-{[(3-chlor-2-hydroxyfenyl)methylidén]amino}-2-
hydroxybenzoova kyselina
PAS-2 3-Br-5-Cl 4-{[(3-brom-5-chlor-2-hydroxyfenyl)methylidén]amino}-2-
hydroxybenzoova kyselina
PAS-3 3.1-5-C1 4-{[(5-chlér-2-hydroxy-3-jodfenyl)methylidén]amino } -2-
hydroxybenzoova kyselina
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Mol. hmotnost’

DMSO
Kod Navazka (mg)
/mol (uh)
PAS-1 291,69 8,3 569,1
PAS-2 370,58 12,1 653,0
PAS-3 417,58 15,4 737,6

Tabul’ka €. 6: Derivaty 5S-aminosalicylovej kyseliny

Derivaty 5-aminosalicylovej kyseliny

1

jod
N

COOH

OH
Kéd R Nazov
5_PAS-1 3-Cl 5-{[(3-chlor-2-hydroxyfenyl)methylidén]amino} -2-
hydroxybenzoova kyselina
5_PAS-2 3-Br-5-Cl 5-{[(3-brom-5-chlor-2-hydroxyfenyl)methylidén]amino} -2-
hydroxybenzoova kyselina
5_PAS-3 315-C1 5-{[(5-chlér-2-hydroxy-3-jodfenyl)methylidén]amino} -2-
hydroxybenzoova kyselina
Mol. hmotnost’ DMSO
/mol (uh
5-PAS-1 291,69 16,8 1151,9
5-PAS-2 370,58 17,0 917,5
5-PAS-3 417,58 11,1 531,6
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Tabulka €. 7: Derivaty sulfonamidov

Sulfonamidy

R'T
OH
Derivaty sulfamethoxazolu
Kaod R R! Nazov
SMX-S- 5-methylizoxa 4-[(2-hydroxy-3,5-dijodbenzylidén)amino]-N-(5-
20 zol-3-yl 3,512 methylizoxazol-3-yl)benzénsulfénamid
Derivaty sulfadiazinu
- 4-{[(5-fludr-2-h fenyl)methylidé ino}-N-
3S-1 pyrimidin-2-y1 5 {[(5-fludr-2-hydroxyfenyl)methylidén]amino } -V-
(pyrimidin-2-yl)benzénsulfonamid
e 4-{[(2-hydroxy-5-methylfenyl)methylidé ino}-
) pyrimidin-2-y1 5-CH, {[(2-hydroxy-5-methylfenyl)methylidén]amino}
N-(pyrimidin-2-yl)benzénsulfénamid
SS-3 pyrimidin-2-y1 6.Cl 4-{[(2-chlor-6-hydroxyfenyl)methylidén]amino} - V-
(pyrimidin-2-yl)benzénsulfonamid
., 4-{[(3,5-dichlor-2-hydroxyfenyl)methylidén]amino} -
§S-4 pyrimidin-2-y1 3.5-Cly {[( ydroxyfenyl)methylideén] }
N-(pyrimidin-2-yl)benzénsulféonamid
.. 4-{[(3-brom-5-chlor-2-
SS-5 pyrimidin-2-yl {[(3-brom-5-chlér
3-Br-5-Cl hydroxyfenyl)methylidén]amino } -N-(pyrimidin-2-
yl)benzénsulféonamid
- 4-{[(5-chlor-2-h -3-
3S-6 pyrimidin-2-y1 {[(5-chlér-2-hydroxy-3
3-1-5-Cl1 jodfenyl)methylidén]amino} -N-(pyrimidin-2-
yl)benzénsulféonamid
. 4-{[(2,5-dih fenyl)methylidé ino}-N-
§S-7 pyrimidin-2-y1 5.0H {[(2,5-dihydroxyfenyl)methylidén]amino}
(pyrimidin-2-yl)benzénsulfénamid
., 4-{[(2-hydroxy-5-nitrofenyl)methylidén]amino } -N-
$S-8 pyrimidin-2-y1 5.NO, {[(2-hydroxy yDmethylidén] H
(pyrimidin-2-yl)benzénsulfonamid
., 4-{[(2-hydroxy-4-nitrofenyl)methylidén]amino } - V-
SDZ-S-8 | pyrimidin-2-yl 4-NO, {[(2-hydroxy yl)methylidén] H
(pyrimidin-2-yl)benzénsulfonamid
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4-{[(2-hydroxy-4-methylfenyl)methylidén]amino}-

SDZ-S-9 | pyrimidin-2-yl 4-CH;
N-(pyrimidin-2-yl)benzénsulfonamid
SDZ-S- pyrimidin-2-yl 3.5 4-[(2-hydroxy-3,5-dijodbenzylidén)amino]-N-
20 o (pyrimidin-2-yl)benzénsulfonamid
SDZ-S- o R«
S YOS 4-{[(5-nitrofuran-2-yl)methylén]amino}-N-
19 ISR

o X
OZN\@/\N

(pyrimidin-2-yl)benzénsulféonamid

Derivaty sulfathiazolu

4-[(3,5-dichlor-2-hydroxybenzylidén)amino|-N-

STZ-S-1 | thiazol-2-yl 3,5-Cl,
(thiazol-2-yl)benzénsulfénamid
. 4-[(3-brém-5-chlor-2-hydroxyb lidé ino]-N-
STZ-S-2 | thiazol-2-yl | 3-Br-5-c] | +1G-Prom-5-chior2-hydroxybenzylidenamino-N(
thiazol-2-yl)benzénsulfonamid
. 4-[(5-chlor-2-hydroxy-3-jodb lidé ino]-N-
STZ-S-3 | thiazol-2-yl | 3-I-5-cl | ‘l>-ehlor2-hydroxy-3jodbenzylidénjaminol-N-
thiazol-2-yl)benzénsulfonamid
. 4-[(2-hydroxy-3,5-dijodb lidé ino]-N-
STZ-S-4 | thiazol-2-yl | 3,5-I [(2-hydroxy-3,5-dijédbenzylidénjamino]
(thiazol-2-yl)benzénsulfonamid
Derivaty sulfamethazinu
4,6-
. . 4-[(3,5-dichlor-2-hydroxybenzylidén)amino]-N-(4,6-
SMZ-S-1 | dimethylpyri 3,5-Cl
dimethylpyrimidin-2-yl)benzénsulfonamid
midin-2-yl
4,6-
. . 4-[(3-brém-5-chlor-2-hydroxybenzylidén)amino]-/N-
SMZ-S-2 | dimethylpyri | 3-Br-5-Cl
(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)benzénsulfénamid
midin-2-yl
4,6-
. . 4-[(5-chlér-2-hydroxy-3-jodbenzylidén)amino]-N-
SMZ-S-3 | dimethylpyri | 3-1-5-ClI
(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)benzénsulfénamid
midin-2-yl
4,6-
. . N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-y1)-4-[(2-hydroxy-3,5-
SMZ-S-4 | dimethylpyri 3,5-I ( Yo YDA hydroxy
dijédbenzylidén)amino]benzénsulfonamid
midin-2-yl

66




Kéd Mol. hmotnost’ Navéska (m DMSO
/mol (ul)
SMX-S-20 609,18 12,7 417,0
SS-1 372,38 12,6 676,7
SS-2 368,42 14,5 787,1
SS-3 388,83 10,9 560,7
SS-4 423,28 11,6 548,1
SS-5 467,73 11,2 478,9
SS-6 514,73 11,8 458,5
SS-7 370,39 13,7 739,8
SS-8 399,39 13,8 691,1
STZ-S-1 428,30 13,3 621,1
STZ-S-2 472,76 14,6 617,6
STZ-S-3 519,76 12,9 496,4
STZ-S-4 611,21 15,2 4974
SMZ-S-1 451,32 19,5 864,1
SMZ-S-2 495,78 11,7 472,0
SMZ-S-3 542,78 11,1 409,0
SMZ-S-4 634,23 16,2 510,9
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Tabulka €. 8: Derivaty benzohydrazidu

Derivaty benzohydrazidu

F3;C
N
NN
N R
O
Kod R Nazov
BH-64 5-(terc-butyl)-2- N'-(5-(terc-butyl)-2-hydroxybenzylidén)-4-
hydroxyfenyl (trifluormethyl)benzohydrazid
BH-65 pyridin-4-yl N'-(pyridin-4-ylmethylén)-4-(trifluérmethyl)benzohydrazid
BH-71 pyridin-3-yl N'-(pyridin-3-ylmethylén)-4-(trifluérmethyl)benzohydrazid
BH-72 pyridin-2-yl N'-(pyridin-2-ylmethylén)-4-(trifluérmethyl)benzohydrazid
BH-66 2-hydroxy-3,5- N'-(2-hydroxy-3,5-dijédbenzylidén)-4-
dijodfenyl (trifluormethyl)benzohydrazid
BH-67 3-brém-5-chlor- N'-(3-brém-5-chlor-2-hydroxybenzylidén)-4-
2-hydroxyfenyl (trifluormethyl)benzohydrazid
5-chlor-2-
BH-68 N'-(5-chlér-2-hydroxy-3-jédbenzylidén)-4-
hydroxy-3-
(trifluormethyl)benzohydrazid
jodfenyl
BH-69 fenetyl N'-(3-fenylpropylidén)-4-(trifluormethyl)benzohydrazid
BH-70 2-fenylethen-1-yl N'-(3-fenylallylidén)-4-(trifluérmethyl)benzohydrazid
Mol. hmotnost’ DMSO
/mol (ul)
BH-64 364,37 16,0 878,2
BH-65 293,25 13,1 893.,4
BH-71 293,25 11,2 763,9
BH-72 293,25 10,3 702,5
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BH-66 560,05 12,6 450,0
BH-67 421,60 15,0 711,6
BH-68 468,60 11,6 495,1
BH-69 320,32 10,5 655,6

Tabulka €. 9: Derivaty pyrazinu/pyrazinamidu

Derivaty pyrazinu/pyrazinamidu

0
N _R
= N
[ | H
N
N~ "R

methylizoxazol-3-

yl)sulfamoyl

Kod R R! Néazov
4-[N-(5- 3-({4-[N-(5-methylizoxazol-3-
POA-A-1 5-(terc-butyl)-2- )
methylizoxazol-3- yl)sulfamoyl]fenyl} karbamoyl)pyrazin-
hydroxyfenyl
yl)sulfamoyl]fenyl 2-karboxylova kyselina
3-(fenylkarbamoyl)pyrazin-2-
POA-A-2 pyridin-4-yl fenyl (feny yhpyr
karboxylova kyselina
POA-AMID-2 pyridin-3-yl fenyl N-fenylpyrazin-2-karboxamid
POA-A-3 3-(2-izonikotinoylhydrazin-1-
pyridin-2-yl izonikotinoylamino karbonyl)pyrazin-2-karboxylova
kyselina
O
N
A
SO
=
N
O
POA-I-1 N-(5-methylizoxazol- | 4-(5,7-dioxo-5,7-dihydro-6H-pyrrolo[3,4-b]pyrazin-6-yl)-
3-yl)sulfamoyl N-(5-methylizoxazol-3-yl)benzénsul fonamid
N-acetyl-N-(5-
POA-I-1-Ac Y N-{[4~(5,7-dioxo-5,7-dihydro-6 H-pyrrolo[3,4-b]pyrazin-6-

yl)fenyl]sulfonyl}-N-(5-methylizoxazol-3-yl)acetamid
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Kod Mol. hmotnost’ Navézka (m DMSO
/mol (ub)

POA-A-1 403,37 12,4 614,8
POA-A-2 243,22 10,7 879.,9
POA-AMID-2 199,21 13,2 1325,2
POA-A-3 287,24 10,2 710,2
POA-I-1 385,35 10,8 560,5
POA-I-1-Ac 427,39 10,3 482,0
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8. VYSLEDKY

Vysledky testovania antimykotickej aktivity 8 skupin latok st uvedené v TabuPkach
¢. 10 az ¢ 18. MIC sa hodnotila po 24 a 48 hodinach, jedine pri Trichophyton
mentagrophytes 445 po 72 a 120 hodinach.

Tuénym pismom su oznacené hodnoty MIC, teda koncentracie, pri ktorych doslo
k inhibicii narastu, jamky boli ¢ire, latka vykazovala antimykoticka aktivitu. Naopak
znamienkom >500 (alebo 250, 125 atd’.) su oznacené vysledky, pri ktorych sa neprejavila
ziadna inhibicia rastu, ¢iZze jamky boli zakalené a latka nevykazovala antimykoticku

aktivitu pri danej koncentracii.
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Tabulka €. 10: Vysledky stanovenia antimykotickej aktivity derivatov izoniazidu

;o3 , -1
Kmeii Inkubécia Testovana latka (kod) - MIC / ICso / ICso (umol.1™)

(skratka) (hodiny)

24h >250 >125 >500 >500 >125
48h >250 >125 >500 >500 >125
24h >250 >125 >500 >500 >125
48h >250 >125 >500 >500 >125
24h >250 >125 >500 >500 >125
48h >250) >125 >500 >500 >125
24h >250 >125 >500 >500 >125
48h >250 >125 >500 >500 >125
24h >250 >125 >500 >500 >125
48h >250) >125 >500 >500 >125
24h >250 >125 >500 >500 >125
48h >250 >125 >500 >500 >125
24h >250 >125 >500 >500 >125
48h >250) >125 >500 >500 >125
72h >250 >125 >500 >500 >125
120h >250 >125 >500 >500 >125

Z derivatov izoniazidu sme testovali 5 latok pod kodmi AN, AN-ME, AN-MEO,
AN-Cl a AN-Br. U ziadnej latky nebola dokazana antimykotick4 aktivita v prislusnych
koncentraciach po 24 a 72 hodinovej inkubécii (popripade u TM po 72 a 120 hodinach).

Latky AN-MEO a AN-Cl sme rozpustili po pridani prvého ekvivalentu
rozpustadla DMSO, latku AN po pridani druhého ekvivalentu rozpustadla a latky
AN-ME a AN-Br po pridani tretiecho ekvivalentu rozpustadla.
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Tabulka €. 11: Vysledky stanovenia antimykotickej aktivity analogov izoniazidu

Testovana latka (kod) - MIC / ICso / ICso (umol.I")

Kmen Inkubacia
(skratka) | (hodiny)

24h >500 >500
48h >500 >500
24h >500 >500
48h >500 >500
24h >500 >500
48h >500 >500
24h >500 >500
48h >500 >500
24h >500 >500
48h >500 >500
24h >500 >500
48h >500 >500
24h >500 >500
48h >500 >500
72h >500 >500
120h >500 >500

Zo skupiny analdgov izoniazidu sa testovali 2 latky: BH-K-PYR a 4F-BH-K-
PYR. Ani jedna nepreukdzala antimykoticku aktivitu pri prislusnych koncentraciach po

24 a 72 hodinovej inkubacii (popripade u TM po 72 a 120 hodinach).

Obe latky sa rozpustili po pridani prvého ekvivalentu rozpustadla DMSO.
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Tabulka €. 12: Vysledky stanovenia antimykotickej aktivity derivatov

4-aminobenzoovej kyseliny

;o3 , -1
Kmeii | Inkubacia Testovana latka (kod) - MIC / ICso / ICso (umol.1™)

(skratka) | (hodiny)

24h 31,25 31,25 7,81
48h 31,25 31,25 7,81
24h 62.5 62.5 31.25
48h 62,5 62,5 31,25
24h 250 62.5 15,62
48h 250 62,5 15,62
24h 62.5 15,62 7.81
48h 62,5 15,62 7,81
24h 125 31.25 7.81
48h 125 31,25 7,81
24h 250 250 125
48h 250 250 125
24h 500 500 250
48h 500 500 250
72h 125 62.5 7.81
120h 125 62,5 7,81

Z derivatov 4-aminobenzoovej kyseliny sme testovali len 3 latky a to: PABA-1,
PABA-2 a PABA-3. VSetky tri latky sa rozpustili po pridani prvého ekvivalentu

rozpustadla.

Vsetky latky vykazovali antimykotick aktivitu v hodnotach koncentracii od 7,81
pmol.1I"! do 500 umol.I". Najnizsie hodnoty MIC (7,81 pmol.1"") dosahovala latka PABA-
3 a to pri kmeiioch CA, CG, TA a TM. Najvyssie hodnoty MIC (500 umol.I"' a 250

pmol.I'") boli potrebné pre inhibiciu rastu kmetiu AC.
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Tabulka €. 13: Vysledky stanovenia antimykotickej aktivity derivatov

4-aminosalicylovej kyseliny

;o3 , -1
Kmeii | Inkubacia Testovana latka (kod) - MIC / ICso / ICso (umol.1™)

(skratka) | (hodiny)

24h 62,5 62,5 >500
48h 62,5 62,5 >500
24h 125 125 >500
48h 125 125 >500
24h 250 62.5 500
48h 250 62,5 500
24h 125 62.5 >500
48h 125 62,5 >500
24h 250 62.5 >500
48h 250 62,5 >500
24h 250 500 >500
48h 250 500 >500
24h >500 500 500
48h >500 500 500
72h 62.5 125 125
120h 62,5 125 125

Z derivatov 4-aminosalicylovej kyseliny sme testovali 3 latky: PAS-1, PAS-2 a
PAS-3. VSetky latky sa rozpustili po pridani prvého ekvivalentu DMSO.

Latky PAS-1 a PAS-2 preukazali antimykoticku aktivitu u kmeniov CA, CT, CK,
CG, TA, AF a TM, kde hodnoty MIC sa pohybovali od 62,5 pmol.I"' do 500 umol.1'!.
Latka PAS-2 spolu s PAS-3 prejavili aktivitu pri AC v koncentrécii 500 pmol.l"!. Latka
PAS-3 prejavila antimykoticku aktivitu len pri kmenioch CK, AC a TM, pri¢om hodnoty
MIC sa pohybovali od 125 umol.I"! do 500 umol.I'l. Vsetky vysledky boli totozné po 24
aj 48 hodinovej inkubdcii (popripade u TM po 72 a 120 hodinéch).
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Tabulka €. 14: Vysledky stanovenia antimykotickej aktivity derivatov

5-aminosalicylovej kyseliny

;o3 , -1
Kmeii | Inkubacia Testovana latka (kod) - MIC / ICso / ICso (umol.1™)

(skratka) | (hodiny)

24h 31,25 31,25 3.9
48h 31,25 31,25 3,9
24h 125 125 15,62
48h 125 125 15,62
24h 250 62.5 15,62
48h 250 62,5 15,62
24h 125 31.25 7.81
48h 125 31,25 7,81
24h 250 62.5 15,62
48h 250 62,5 15,62
24h 500 250 31.25
48h 500 250 31,25
24h >500 500 >125
48h >500 500 >125
72h 31.25 7,81 7.81
120h 31,25 7,81 7,81

Z derivatov 5-aminosalicylovej kyseliny sme testovali 3 latky: 5-PAS-1, 5-PAS-2
a 5-PAS-3. Latky 5-PAS-1 a 5-PAS-2 sa rozpustili po pridani prvého ekvivalentu DMSO,

latka 5-PAS-3 az po pridani treticho ekvivalentu rozpustadla.

Vsetky 3 latky vykazovali antimykoticku aktivitu k testovanym kmenom, latky
5-PAS-1 a 5-PAS-3 neboli u¢inné len pri kmeni AC. Najnizsiu hodnotu MIC, teda 3,9
umol.lI"!, vykazovala latka 5-PAS-3 vo¢&i CA. Latky 5-PAS-2 a 5-PAS-3 vykazovali
hodnotu MIC 7,81 umol.I'' k TM a latka 5-PAS-3 aj k CG.
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Tabulka €. 15. a) Vysledky stanovenia antimykotickej aktivity sulfonamidov: derivaty

sulfadiazinu a derivat sulfamethoxazolu

;o3 , -1
Kmeii Inkubécia Testovana latka (kod) - MIC / ICso / ICso (umol.1™)

(skratka) (hodiny)

24h | >250 | >500 | >250 | 62,5 | 31,25 | 7,81 | 15,62 | 500
48h | >250 | >500 | >250 | 62,5 | 31,25 | 7,81 | 15,62 | 500
24h | >250| >500 | >250 | 125 | 62,5 | 7.81 | 15.62 | >500
48h | >250 | >500 | >250 | 125 | 62,5 | 15,62 | 15,62 | >500
24h | >250 | >500 | >250 | 62,5 | 62,5 | 15,62 | 3125 | >500
48h | >250 | >500 | >250 | 62,5 | 62,5 | 7,81 | 31,25 | >500
24h | >250| >500 | >250 | 31,25 | 31,25 | 7.81 | 15,62 | 250
48h | >250 | >500 | >250 | 31,25 | 31,25 | 7,81 | 15,62 | 250
24h | >250| >500 | >250 | 62,5 | 62,5 | 7.81 | 15,62 | >500
48h | >250| >500 | >250 | 62,5 | 62,5 | 7,81 | 15,62 | >500
24h | >250| >500 | >250 | 250 | 250 | 62,5 | 125 | >500
48h | >250| >500 | >250 | 250 | 250 | 62,5 | 125 | >500
24h | >250| >500 | >250 | 500 | 500 | 250 | 500 | 500
48h | >250| >500 | >250 | 500 | 500 | 250 | 500 | 500
72h | >250 | >500 | >250 | 125 | 62,5 | 195 | 195 | 625
120h | >250 | >500 | >250 | 125 | 62,5 | 1,95 | 1,95 | 62,5

; 3z , -1
Kmex Inkubicia Testovana latka (kod) - MIC / ICso / ICso (umol.I™")

(skratka) (hodiny)
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24h >250 >250 500 3.9 15,62
48h >250 >250 500 3,9 15,62
24h >250 >250 500 62.5 250
48h >250 >250 500 62,5 250
24h >250 >250 >500 62.5 125
48h >250 >250 >500 62,5 125
72h 250 >250 250 15,62 15,62
120h 250 >250 250 15,62 15,62

V tychto 2 podskupindch sulfonamidov sa nachadzajii derivaty sulfadiazinu
(SS-1, SS-2, SS-3, SS-4, SS-5, SS-6, SS-7, SS-8, SDZ-S-8, SDZ-S-9, SDZ-S-19
a SDZ-S-20) a derivat sulfamethoxazolu (SMX-S-20). Skoro vSetky latky sa rozpustili
po pridani prvého ekvivalentu rozpustadla okrem latok SS-1, SS-3, SDZ-S-8 a SDZ-S-9.

Antimykotickl aktivitu nevykazovali latky SS-1, SS-2, SS-3, SDZ-S-9 a latka
SDZ-S-8 vykazovala inhibiciu narastu len pri TM pri hodnote MIC 250 pmol.I'!. Latky
SS-4, SS-5, SS-6, SS-7, SDZ-S-20 a SMX-S-20 vykazovali antimykoticku aktivitu pri
vietkych testovanych kmetioch v hodnotach MIC od 3,9 pmol.I" do 500 pmol.I"!. Latka
SS-8 vykazovala aktivitu pri CA, CG, AC a TM. Latka SDZ-S-19 mala antimykoticky
icinok pri vsetkych kmetioch okrem AC v hodnotach MIC 250 pmol.I" a 500 pmol.1"".
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Tabulka €. 16. b) Vysledky stanovenia antimykotickej aktivity sulfonamidov: derivaty

sulfathiazolu a derivaty sulfamethazinu

Testovana latka (kod) - MIC / ICso / ICso (umol.I'")
Kmeini | Inkubacia

(skratka) | (hodiny)

Derivaty sulfathiazolu (STZ-S-1, STZ-S-2, STZ-S-3 a STZ-S-4) a derivaty
sulfamethazinu (SMZ-S-1, SMZ-S-2, SMZ-S-3 a SMZ-S-4) sa rozpustili po pridani

prvého ekvivalentu rozpustadla DMSO.

Vsetky latky vykazovali antimykotickt aktivitu v hodnotdich MIC od 1,95

pmol.I' do 500 pmol.I"!, vynimku tvorila len latka STZ-S-1, ktora neinhibovala nérast

evve

pmol.1I"") vykazovali latky SMZ-S-1, SMZ-S-3 a STZ-S-4 a to pri kmefioch TM a CA.
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Tabulka €. 17: Vysledky stanovenia antimykotickej aktivity derivatov benzohydrazidu

Testovana latka (kod) - MIC / ICso / ICso (umol.I')

Kmen Inkubacia

(skratka) | (hodiny)

24h >500 >500 >250 >250 >250
48h >500 >500 >250 >250 >250
24h >500 >500 >250 >250 >250
48h >500 >500 >250 >250 >250
24h >500 >500 >250 >250 >250
48h >500 >500 >250 >250 >250
24h >500 >500 >250 >250 >250
48h >500 >500 >250 >250 >250
24h >500 >500 >250 >250 >250
48h >500 >500 >250 >250 >250
24h >500 >500 >250 >250 >250
48h >500 >500 >250 >250 >250
24h >500 >500 >250 >250 >250
48h >500 >500 >250 >250 >250
7k >500 >500 >250 >250 >250
120h >500 >500 >250 >250 >250
24h >500 >500 >125 >125
48h >500 >500 >125 >125
24h >500 >500 >125 >125
48h >500 >500 >125 >125
24h >500 >500 >125 >125
48h >500 >500 >125 >125
24h >500 >500 >125 >125
48h >500 >500 >125 >125
24h >500 >500 >125 >125
48h >500 >500 >125 >125
24h >500 >500 >125 >125
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48h >500 >500 >125 >125
24h >500 >500 >125 >125
48h >500 >500 >125 >125
72h >500 >500 >125 >125
120h >500 >500 >125 >125

Zo skupiny derivatov benzohydrazidu sme testovali 9 latok (BH-64, BH-65,
BH-66, BH-67, BH-68, BH-69, BH-70, BH-70, BH-71 a BH-72. Latky BH-64, BH-65,
BH-66, BH-69 a BH-70 sa rozpustila v prvom ekvivalente rozpustadla, latky BH-66,
BH-67 a BH-68 sme rozpustili po pridani druhé¢ho ekvivalentu rozptstadla a latky BH-71
a BH-72 az po pridani tretieho ekvivalentu DMSO.

Ani jedna latka nevykazovala antimykoticku aktivitu v prislusnych

koncentraciach po 24 a 72 hodinovej inkubécii (u TM po 72 a 120 hodinovej inkubacii).
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Tabulka €. 18: Vysledky stanovenia antimykotickej aktivity derivatov pyrazinu alebo

pyrazinamidu
Testovana latka (kod) - MIC / ICso / ICso (umol.I"")
Kmeini | Inkubécia
(skratka) | (hodiny)

Zo
rozpustili

rozpustila

skupiny derivatov pyrazinu/pyrazinamidu bolo testovanych 6 latok, ktoré sa

v prvom ekvivalente rozpustadla s vynimkou latky POA-I-1, ktord sa

az po pridani treticho ekvivalentu DMSO.

Ani jedna latka nepreukdzala antimykotick aktivitu pri koncentréacii 500 pmol.I"!

popripade

v koncentracii 125 pmol.I"! pri litke POA-I-1.
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9. DISKUSIA

Incidencia mykotickych ochoreni sa neustdle zvySuje vdaka narastu populacie
s oslabenou imunitou, ¢i uz u onkologickych pacientov s imunosupresivnou
chemoterapiou, u pacientov po transplanticii organov, pri HIV pozitivnych alebo
u pacientov podstupujucich lie¢bu novymi biologicky aktivnymi pripravkami, ako su
inhibitory faktoru nadorovej nekrozy o (TNF-o) urcené na lieCbu autoimunitnych

a zapalovych ochoreni.

K dispozicii je relativne mnozstvo antimykotickych preparatov s réznou
chemickou Struktarou, avSak vécSina je len na liecbu koznych a slizni¢nych mykoéz
s lokalnou aplikaciou. Na zivot ohrozujuce invazivne mykdzy bolo doteraz schvalenych

len par lieCiv.

Problémom poslednych rokov je aj zvySujuci vyvoj rezistencie k antimykotikam.
Vyzvou nad’alej zostava vyvin nového antimykotika, ktoré by nebolo prili§ toxické pre

I'udské bunky a dostato¢ne t¢inné na inhibiciu rastu bunky huby.

Prvou testovanou skupinou boli derivaty izoniazidu (izonikotinyolhydrazid,
INH), ktory je syntetickym derivatom kyseliny nikotinovej a zéroven pouzivanym
ucinnym antituberkulotikom. Hlavnym mechanizmom tuc¢inku je blokada syntézy
mykolovych kyselin, ktoré st hlavnou zloZkou bunkovej membrany mykobaktérii. Ma
baktericidne vlastnosti pre deliace sa bunky mykobaktérii. Ako prodrug musi byt’ najprv
aktivovany bakterialnym enzymom kataldzo-peroxidazou (KatG) (PubChem Compound
Database, CID = 3767 [online]). In vitro $tadia dokdzala, ze hydrazony odvodené od
INH maja antimykoticky Uc¢inok na dimorfnti hubu Histoplasma capsulatum vd’aka
interakcii s ergosterolom, ¢o vedie k ireverzibilnému poSkodeniu membranovej integrity

(Cordeiro et al., 2014).

Z derivatov  izoniazidu sme testovali 5 latok sobecnym nazvom
2-(2-1zonikotinoylhydrazono)-N-fenylpropanamid. Vysledky nepreukazali Ziadnu
vyznamnu antimykoticku aktivitu ani po zmene substituentu na benzénovom jadre. Tento
vysledok bol ocakavatelny, predovSetkym kvoOli antibakteridlnemu a nie

antimykotickému uc¢inku parentnej latky.

Z analégov izoniazidu, s obecnym nazvom 2-(2-benzoylhydrazono)propanova

kyselina, sme testovali 2 latky so substituovanym vodikom alebo flué6rom na benzénovom
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jadre v polohe 4 (latka 4F-BH-K-PYR). Tieto latky taktiez nevykazovali antimykotickt

aktivitu ako predosla skupina.

4-aminobenzoova kyselina (para-aminobenzoova kyselina, PABA) je prekurzor
kyseliny listovej, ktord je esencidlna pre rast buniek hub. Podobnu Struktaru maju
sulfonamidy, ktoré interferuyjt s PABA a brania rastu a rozmnozovaniu

mikroorganizmov.

Medzi derivaty PABA sme zaradili 3 latky, Schiffové bazy so substituovanymi
salicylaldehydmi, ktoré vykazovali antimykotickt aktivitu pri vSetkych testovanych
kmenoch. Derivaty mali na salicylovom jadre naviazany chlor, brom alebo jod. Latky
PABA-1 snaviazanym chlérom a PABA-2 s bromom a chlérom, prejavili uéinnost’
v pomerne nizkych koncentraciach (15,62 —500 umol.l'), ich hodnoty MIC pri

jednotlivych kmetioch dosahovali priblizne rovnaké hodnoty.

Ako najucinnejsi sa ukazal derivat PABA-3, ktory mal substituovany jod a chlér
v polohach 3 a 5, ktory inhiboval narast kmenov CA, CG, TA a TM v najnizsej
koncentracii 7,81 pmol.1"'. Zda sa, Ze naviazanie chléru spolu s brémom (PABA-2) alebo
jodom (PABA-3) potencuje antimykoticky ucinok v porovnani s derivitom PABA-1,

ktory mal za substituent len 5-chlér.

v

kvasinky CA od 7,81 umol.I"! do 31,25 umol.I"!. Naopak najvyssie koncentracie latok
250 umol.I"! a 500 umol.I"! boli potrebné na inhibiciu rastu vlaknitej huby AC.

4-aminosalicylova kyselina (para-aminosalicylova kyselina,
4-amino-2-hydroxybenzoova kyselina, PAS) je antituberkulotikum, ktor¢ je Struktirnym
analogom PABA, prekurzoru kyseliny listovej. Podobne ako izoniazid, je prodrug, ktory
po aktivacii inhibuje Mycobacterium tuberculosis zasahom do dihydrofolat reduktazy
(DHFR). Interaguje senzymami dihydropteroat syntdzou (DHPS) a dihydrofolat
syntazou (DHFS), ¢im vznika antimetabolit hydroxyl dihydrofolat, ktory inhibuje
enzymaticku aktivitu DHFR a tym syntézu kyseliny listovej (Zheng et al., 2013).

Testovali sme 3 derivaty PAS, kde zakladom bola 4-amino-2-hydroxybenzoova
kyselina modifikovand reakciou so salicylaldehydmi, na ktorych boli naviazané rozne
halogenidy. Ako najmenej U¢inn4d sa ukazala latka PAS-3 substituovana 3-j6dom
a 5-chlérom, ktora vo vysokych koncentraciach 500 pmol.l"! bola i¢inn4 len na CK a AC

a v koncentracii 125 umol.I"! na kmen TM.
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Latka PAS-1 so substituovanym 5-chlérom vykazovala antimykotick aktivitu vo
vyssich koncentraciach pri vSetkych kmenoch okrem vlaknitej huby AC. Ako
najvyhodnejsie sa ukazalo naviazanie bromu v polohe 3 spolo¢ne s chlérom v polohe 5
ulatky PAS-2, ktorda vykazovala antimykoticki aktivitu v pomerne nizSich
koncentraciach (62,5 — 500 pumol.I") pri vietkych testovanych kmefioch, ale hlavne
predovsetkym pri kvasinkach. Najmene;j citlivym kmetiom k derivaitom PAS bol kmen

AC.

S5-aminosalicylova kyselina (mesalazin, 5-amino-2-hydroxybenzoova kyselina,
5-ASA, 5-PAS) je dolezitym metabolitom sulfasalazinu, sulfonamidu, ktory je ucinnou
protizapalovou latkou pri ulcer6znej kolitide a Crohnovej chorobe. 5-ASA sa pouziva aj
samotnd. Zapal redukuje inhibiciou cyklooxygenazovej a prostaglandinovej produkcie

(PubChem Compound Database, CID = 4075 [online]).

Zaklad testovanych 3 derivatov tvori 5-amino-2-hydroxybenzoova kyselina
s 2-hydroxyfenylom, na ktorom boli naviazané rdzne halogény. Rovnako ako pri
predoslej skupine, latka 5-PAS-1 mala substituovany 5-chlor, 5-PAS-2 3-brém a 5-chlor
a latka 5-PAS-3 mala 3-j6d spolu s 5-chlérom.

Latka 5-PAS-1 prejavila antimykoticktl aktivitu vo vysSSich koncentracidch
(31,25 - 500 pmol.I'") na vsetky kmene okrem AC. Ako jeding, latka 5-PAS-2 so
substituovanym brémom a chlérom, mala antimykoticky u¢inok na vSetky kmene

v koncentraciach od 7,81 umol.1"! pri kmeni TM do 500 umol.I"! pri AC.

Napriek tomu, Ze latka 5-PAS-3 bola netcinnd na kmen vlaknitej huby AC,
prejavila sa ako najucinnejsia pri najnizSich minimélnych inhibi¢nych koncentraciach pri
vSetkych ostatnych kmenoch kvasiniek a vlaknitych hub. Pri AF dosahovala hodnota MIC

vve

V porovnani s 4-PAS boli derivaty 5-PAS tucinnejSie v nizsich koncentraciach,
kde v oboch skupinach derivaty PAS-2 a 5-PAS-2 disubstituované¢ bromom a chlérom
vykazovali aktivitu ku vSetkym kmenom. Najmenej citlivym kmetiom k derivatom
5-PAS bola vlaknitd huba AC (netc¢inné latky 5-PAS-1 a 5-PAS-2). Naopak vel'mi dobrti
citlivost prejavili vSetky kmene kvasiniek a z vlaknitych hub kment TM a AF.
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4-aminosalicylova kys.  5-aminosalicylova kys.

Obrazok €. 20: Porovnanie 4-amino a 5-aminosalicylovej kyseliny

Do rozsiahlej skupiny sulféonamidov patria 4 podskupiny derivatov sulfadiazinu,

sulfamethoxazolu, sulfathiazolu a derivaty sulfamethazinu.

Zakladnou Struktarou sulfénamidov je sulfanilamid, ktory sa sklada z anilinu
(fenylova skupina s aminoskupinou) s naviazanou sulfoamidovou skupinou. Su to
Struktirne analdgy a kompetitivny antagonisti kyseliny para-aminobenzoovej. Kyselina
tetrahydrolistova je aktivna forma kyseliny listovej a je nutnd pre syntézu purinovych
latok a tymidinu, ktoré sluzia ako stavebné jednotky vstupujuce do syntézy DNA a RNA.
Mikroorganizmy, na rozdiel od I'udi, si dokdzu syntetizovat’ kyselinu dihydrolistovu,
ktord sa nasledne redukuje na kyselinu tetrahydrolistovi. Mnoho baktérii vyzaduje ako
rastovy faktor p-aminobenzoovi kyselinu (PABA), ktori zabuduji do molekuly kyseliny
dihydrolistovej. Struktiirne podobné sulfénamidy obsadzuji tieto cielové miesta a tak

brzdia syntézu kyseliny listovej, nutnej pre rast baktérii (Lincova et al., 2002).

Obrazok ¢. 21: Sulfanilamid

Sulfamethoxazol (N'-(5-methyl-3-izoxazolyl)sulfanilamid, SMX) je
baktériostaticky sulfonamid, ktory kompetitivne inhibuje dihydropteroat syntazu
(DHPS), ¢im zabrafnuje tvorbe dihydropteroovej kyseliny. NajcastejSie sa kombinuje

s trimetoprimom (TMP; 2,4-diamino-5-(3,4,5-trimetoxybenzyl)pyrimidin).
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Antimykoticka aktivita SMX bola dok4zand viacerymi Studiami k vlaknitym
hubam rodu Aspergillus a Histoplasma capsulatum a ku kvasinke Cryptococcus

neoformans (Hida et al., 2005; Hanafy et al., 2007; Brilhante ef al., 2010).

Do skupiny derivatov sulfamethoxazolu patrila len 1 latka (SMX-S-20), ktora
vykazovala vel'mi dobra antimykoticka aktivitu pri vSetkych testovanych kmenoch. Zda
sa, ze za antifungalnu aktivitu bol zodpovedny substituent R, kde bol naviazany
5-methylizoxazol-3-yl a substituent R!, na ktorom boli naviazané dva atomy jodu
v polohach 3 a 5.

vwe

inhibiciu rastu pri kmenoch CA a CG. Najmenej citlivym kmeniom s najvyssou uc¢innou

koncentraciou latky (250 umol.I'") bola vlaknitd huba AF.
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Obrazok ¢. 22: Sulfamethoxazol

Daldim sulfénamidom je sulfadiazin (N'-(2-pyrimidinyl)sulfanilamid, SDZ),
ktory v kombinécii s pyrimethaminom sa pouZiva predovSetkym na lie€bu toxoplazmoézy

a v kombindcii so striebornou sol'ou k liecbe menSich popalenin a ran.

Testovali sme 12 derivatov sulfadiazinu (SS 1 — 8 a SDZ-S-8, SDZ-S-9, SDZ-S-
19 a SDZ-S-20), ktoré boli substituované v pozicii R pyrimidin-2-ylom a v pozicii R!

roznymi substituentmi, od ¢oho sa pravdepodobne odvijal aj ich antimykoticky efekt.

Latky SS-1 s naviazanym 5-F, SS-2 s naviazanou methylovou skupinou v polohe
5 a SS-3 s naviazanou jednu molekulou 6-Cl, boli neucinné. Neucinna sa ukézala aj latka

SDZ-S-9 so substituovanou 4-CH3 skupinou.

Latka SDZ-S-8 so substituovanym 4-NO> bola ufinna len na kmen TM
v koncentracii 250 pmol.I!. Litka SS-8 so substituovanym 5-NO: vykazovala
antimykoticka aktivitu ku kmenniom CA,CG, AC a TM. Ako mierne U¢innd sa prejavila

latka SDZ-S-19 s naviazanym S-nitrofuranovym jadrom v koncentraciach od 250
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umol.I' do 500 umoll!, ktord neucinkovala na vlaknitd hubu AC. Latka SS-7
s 2,5-dihydroxyfenylom bola vysoko ucinnd v nizkych koncentracidch voci vsetkym
testovanym kvasinkdm a vldknitym hubam s vynimkou AC, kde bola uinna az pri

koncentracii 500 pmol.I"!.

Ako vysoko ucinné latky sa prejavili latky SDZ-S-20, SS-4, SS-5, SS-6 a SS-7,
ktoré prejavili antimykoticka aktivitu ku vSetkym testovanym kmenom. Latky SS-4
(s 2 atdbmami chloru), SS-5 (s naviazanym bromom a chléorom) a SS-6 (s naviazanym
jodom a chlérom) obsahovali naviazany 5-chlor, ktory bol pravdepodobne zodpovedny

za ich aktivitu spolu s jodom a brémom v polohe 3.

Najucinnej$im substituentom bola kombinacia 5-chléru s 3-jodom (latka SS-6)
v koncentraciach od 1,95 umol.I"! do 250 pmol.I"!. Latka SDZ-S-20 obsahujtica 2 atémy
jodu vykazovala najvyssiu a¢innost' v koncentracii 3,9 umol.I"! u kvasiniek CA, CG a TA
a niz8iu, aj ked’ vel'mi dobru, G¢innost’ u vlaknitych hub.

Najmene;j citlivym testovanym kmetiom bola vlaknita huba AC, ktorej narast

neinhibovalo 6 latok (SS-1, SS-2, SS-3,SDZ-S-8, SDZ-S-9 a SDZ-S-19).

Obrazok ¢. 23: Sulfadiazin

Sulfathiazol (4-amino-N-(1,3-thiazol-2-yl)benzénsulfénamid, STZ) je lokalne

sulfonamidové chemoterapeutikum, ktoré bolo nahradené menej toxickymi alternativami.

V skupine sulfathiazolu sme testovali 4 derivaty, kde R bolo substituované za
thiazol-2-yl a R! bolo $pecifické pre kazdu latku. Vietky derivaty prejavili antimykoticky
ucinok pri vSetkych testovanych kmenoch. Vynimku tvorila latka STZ-S-1 so
substituovanymi dvoma atomami chloru (3,5-Cb), ktora neprejavila aktivitu ku kmetu

AC ani pri koncentracii 500 pmol.1"".

Vysoko ucinné boli latky STZ-S-2, STZ-S-3 a STZ-S-4, ktoré prejavili
antimykoticky ucinok na vSetky testované kmene. Latka STZ-S-2 (substiticia 3-broémom

a 5-chlérom) vykazovala podobné ti¢inky a hodnoty MIC ako latka STZ-S-3 (3-1, 5-ClI).
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NajvyhodnejSou substiticiou sa ukdzalo zavedenie dvoch atomov jodu u latky
STZ-S-4, ktora vykazovala antifungalny u¢inok v koncentracii od 3,9 pmol.l1"! u TM az
po koncentraciu 250 pmol.I u AC. Pri kmeiioch kvasinieck CA, CT, CK, CG a TA
vykazovala tato latka jednotna hodnotu MIC a to 15,62 umol.1™.

¥ I
Ny
S\NAN
H

HZN/O/

Obrazok ¢. 24: Sulfathiazol

Medzi  derivaty  sulfamethazinu  (4-amino-N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-
yl)benzénsulfonamid, SMZ) sme zaradili 4 latky (SMZ-S-1, SMZ-S-2, SMZ-S-3
a SMZ-S-4), ktoré¢ vykazovali antimykoticku aktivitu k vSetkym testovanym kmeniom.

Podobne ako pri predoslej skupine sa za R! substituovali rozne halogény.

Latka SMZ-S-1 obsahovala dve molekuly chloru a bola dobre ucinna
v koncentraciach od 3,9 umol.lI"! do 250 pmol.I"! ako pre kvasinky tak aj pre vlaknité
huby. Bola najucinnejSia z celej skupiny pre kmen vlaknitej huby AC s hodnotou
koncentracie 250 pmol.I"". Latka SMZ-S-2 (substiticia brémom a chlérom) a SMZ-S-4
(substiticia 2 atdmami jodu) boli u¢inné ku vSetkym kmeniom v koncentraciach od 7,81

umol.I"! do 500 umol.1"!,

Latka SMZ-S-3 mala substituovany 3-jo6d a 5-chlor, ¢o bola najicinnejsia
kombinécia substituentov, latka posobila antimykoticky pri kmeni TM v koncentracii len
1,95 umol.I"!. Pri ostatnych kmetioch sa hodnoty koncentracii pohybovali od 3,9 pmol.1"!

u CA az po 500 pmoll! pri AC. Najviac rezistentny kmeni spomedzi kvasiniek

a vlaknitych hub bol AC.
N'i //
?
NH2

Obrazok €. 25: Sulfamethazin

89



Derivaty benzohydrazidu st novou potenciondlnou skupinou latok
s predovSetkym antibakteridlnou, ale aj moznou antimykotickou aktivitou. Mor et al.
testovali latky nazvané BHBM [N'-(3-brém-4-hydroxybenzylidén)-2-
methylbenzohydrazid] a DO [3-brom-N'-(3-brém-4-hydroxybenzylidén)benzohydrazid] a
pomenovali ich ako hydrazyciny. V stadii bolo dokdzané, ze mechanizmus uc¢inku
spociva v interferencii s hubovym sfingolipidom glukozylceramidom (GlcCer), ¢im

dochadza k zastaveniu bunkového cyklu (Mor et al., 2015).

V naSom pripade sme testovali 9 derivatov hydrazidu so zakladnym vzorcom
N'-4-(trifluérmethyl)benzohydrazid, ktoré nevykazovali antimykoticktl aktivitu pri

ziadnom testovanom kmeni.

Latky BH-65, BH-71 a BH-72 mali substituovany pyridinovy kruh. Taktiez
neucinné bolo naviazanie fenylu spolo¢ne s brémom, chlérom alebo jodom u latok
BH-66, BH-67 a BH-68. Latka BH-69 mala substituovany fenetyl, ktory podl'a jednej
studie vo forme etylesteru kyseliny kadvovej (caffeic acid phenethyl ester, CAPE), ktory
sa prirodzene nachadza v propolise (vCeli tmel), mal vykazovat antimykotickl
a antibioticku aktivitu (Pukkila-Worley et al., 2014). Latka BH-70 so substituovanym

2-fenyletén-1-ylom taktiez nevykazovala antimykoticku aktivitu.

Pyrazin je Sest’Clankovy aromaticky heterocyklus, ktory v polohe 1 a 4 obsahuje
dva dusiky. Je menej bazicky ako pyrimidin alebo pyridin. Rozne jeho derivaty ako

napriklad fenazin st zname antitumorovymi, antibiotickymi a diuretickymi ti¢inkami.

Latka POA-AMID-2 (N-fenylpyrazin-2-karboxamid) mala substituovany vodik
a v polohe R! fenyl. Latka nevykazovala antimykoticku aktivitu. Dolezal ef al. dokézal,
Ze substiticia bromom, fluorom alebo joédom na fenyle mé& vyznamny
antimykobakteridlny efekt. Prikladom latky, ktord sa ukézala ako vysoko ucinna
k mykobaktériam, je N-(4-trifluoromethylfenyl)pyrazin-2-karboxamid (Dolezal et al.,
2009).

Ostatné latky neobsahovali naviazany karboxamid ale v polohe R karboxylovi
skupinu a v polohe R v pripade POA-A-1 sulfamoylovu skupinu naviazant na fenyle,
v pripade POA-A-2 bol naviazany len fenyl a pri litke POA-A-3 bola naviazana
izonikotinoylamino skupina. Ani jedna z tychto latok neprejavila antimykotickt u¢innost’

pri koncentrécii 500 umol.I™.
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Pyrazinamid (pyrazin-2-karboxamid) je derivitom pyrazinu a je
antituberkulotikom v prvej linii lieCby spolu s izoniazidom, rifampicinom
a etambutolom. Problémom tuberkulézy je pritomnost’ multi-rezistentnych kmenov,
preto sa neustdle hl'adaju nové potenciondlne antituberkulotika. Pyrazinamid vyrazne

znizuje dobu lieCby na 6 mesiacov a je aktivny pri slabo kyslom pH (Lincova et al., 2002).

V tejto skupine derivatov sme testovali len 2 latky (POA-I-1 a POA-I-1-Ac), kde
obe boli substituované sulfamoylovou skupinou a latka POA-I-1-Ac navySe obsahovala
acetylovi skupinu. Ani jedna z dvoch testovanych latok neprejavila antimykotickt

aktivitu.

Cielom prace bolo stanovit’ antimykoticku aktivitu testovanych latok a zaroven
vyhodnotit’ najcitlivej$i a naopak najmenej citlivy kmen. Podl'a grafu €. 1 (pozri niZsie)
z celkovych testovanych 52 latok vykazovalo az 26 (50 %) latok antimykoticku aktivitu
k TM, ktory bol najcitlivej$im kmeiiom spomedzi kvasiniek a vlaknitych hub.

Ako najmenegj citlivym k testovanym latkam bol kmen vlaknitej huby AC, ktorého

narast inhibovalo len 20 testovanych latok.

Pocet ucCinnych latok k jednotlivym kmenom
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Pocet testovanych latok

H24h(72h) W 48h (120 h)

Graf ¢. 1: Pocet uc¢innych latok k jednotlivym kmenom

Legenda: CA = Candida albicans ATCC® 44859™ (American testing culture colletion),
CT = Candida tropicalis 156, CK = Candida krusei E28, CG = Candida glabrata 20/1,
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TA = Trichosporon asahii 1188, AF = Aspergillus fumigatus 231, AC = Absidia
corymbifera 272, TM = Trichophyton mentagrophytes 445.

Z celkovo 52 latok zostalo 26 latok s potencionalne antimykotickym ucinkom,
ktoré je mozné d’alej testovat’. Tieto vysledky su len orientacné, nevylucuje sa riziko chyb
pri testovani, ktoré mohli vzniknut' nepozornostou alebo ndhodnou kontaminéciou.

Validita vysledkov by mala byt’ potvrdena opakovanym testovanim.

Vyvoj lie¢ivého pripravku a jeho uvedenie na trh je velmi zdihavy a finan¢ne
naro¢ny proces, ktory potvrdzuje ucinnost’ a taktiez bezpecnost’ pre ¢loveka, preto je

potreba, aby potencionalne antimykotika presli d’al§imi podrobnej$imi Stadiami.
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10. ZAVER

V tejto praci sme testovali 52 potenciondlne antimykotickych latok, kde 26 latok
vykazalo antimykoticku Gi¢innost’ v koncentraciach nizsich ako 500 pmol.lI"!. Testovanie
prebiechalo mikrodiluénou bujénovou metddou na testovanych kmenoch kvasiniek

a vlaknitych hub.

Zo skupiny derivatov a analdégov izoniazidu ani jedna zo siedmych testovanych
latok nemala antimykoticky t¢inok. Podobne bez antimykotického tc¢inku boli skupiny

derivatov benzohydrazidu a pyrazinu.

Naopak  vyborni  Glinnost  preukazali  derivaty = 4-aminobenzoovej,
4-aminosalicylovej a 5-aminosalicylovej kyseliny. NajucinnejSou bola latka PABA-3
z derivatov 4-aminobenzoovej kyseliny so substituovanym joédom a chlérom, ktory
inhiboval narast niektorych kmefiov v najniz$ej koncentracii 7,81 pmol.lI!. Létka
5-PAS-3 z derivatov 5-aminosalicylovej kyseliny vykazovala antimykoticky Gc¢inok pri

nizkych koncentracidch hlavne k testovanym kmeniom kvasiniek.

Z rozsiahlej skupiny derivatov sulfonamidov, ktoré prekvapivo mali aj
antimykoticky ucinok, sa za najucinnejSiu dd povaZovat’ latka SDZ-S-20 obsahujuca
2 atdbmy jodu, ktord dosahovala vel'mi nizke hodnoty MIC pri vSetkych testovanych

kmenoch.

Za najcitlivejSim  kmen sa dal povaZzovat dermatofyt Trichophyton
mentagrophytes, naopak najmenej inhibovanym kmetiom bola vlaknitd huba Absidia

corymbifera.

Tymto testovanim bol prevedeny prvotny screening potencionalnych antimykotik.
Je potreba d’al§ich vyskumov a dlhodobych testovani pre zistenie celkového spektra
ucinnosti,  ozrejmenie  presného  mechanizmu  G¢inku,  farmakodynamiky
a farmakokinetiky derivatov. Vyzvou nad’alej zostava vyvoj antifungalneho lieciva, ktoré

selektivne ucinkuje na bunky hub bez poskodenia 'udskych buniek.
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