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SOUHRN

Identifikace a stanoveni citlivosti kvasinek rodu Candida vzhledem k optimalizaci uvoliiovani
ciclopiroxolaminu z mukoadhezivnich oralnich tablet

Oralni kandidézy predstavuji u imunodeficientnich pacientli obtiZné lécitelnou komplikaci
s Castymi recidivami. Mukoadhezivni ordlni tablety s prodlouZenym uvoliovanim lokalné
pusobiciho antimykotika, napf. ciclopiroxolaminu, by mohly pfispét k jejich farmakoterapii. Pro
efektivni terapii je nutné stanovit koncentraci 1é¢iva, kterd musi byt v dstni dutiné zachovana, tj.
zjistit obsah v Iékové formé a rychlost uvolilovani 1é¢ivé latky z ni. Prace se v teoretické casti
zabyva zdkladni charakteristikou kvasinek rodu Candida a jimi vyvoldvanymi ordlnimi
kandidézami, moZnostmi pouZiti standardizovanych metod k jejich priikazu a stanoveni citlivosti
na antimykotika. Experimentdlni ¢ast se zaméfuje na prukaz, identifikaci a kvantifikaci zastoupeni
druhu Candidy u 536 pacienti pomoci kultivace na chromogennim agaru. U izolovanych
i referen¢nich kment kvasinek byla mikrodilu¢ni a diskovou difuzni metodou hodnocena citlivost
na ciclopiroxolamin. Ze zjiSténych méfeni vyplynulo, Ze 65,96 % kandidovych infekci zpisobuje
kvasinka druhu Candida albicans, zatimco ostatni testované druhy se na vzniku tohoto onemocnéni
podileji minoritni ¢asti (C. tropicalis 12,76 %, C. glabrata 10,64 %, C. parapsilosis 10,64 %).
Mikrodiluéni metodou byla stanovena minimélni inhibi¢ni koncentrace pro referencni kmeny
kandid na 2 pg/ml ciclopiroxolaminu u druhu Candida glabrata, na 1 ng/ml u Candida albicans
a Candida tropicalis a 0,5 pg/ml u Candida parapsilosis. Teoreticky obsah ciclopiroxolaminu
v tableté zajistujici prfekro¢eni MIC pro testované druhy Candid po dobu §—10 hodin by se pii
uvazeni vSech ovliviiyjicich faktord mél pohybovat v rozmezi 25-50 mg s rychlosti uvoliiovani
minimalné 0,24 mg/hodin.
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SUMMARY

Identification and susceptibility evaluation of Candida yeasts due to the optimization of
ciclopiroxolamine release from mucoadhesive oral tablets

Oral candidosis represents a difficult and often recidivating complication in immunodeficient
patients. Oral mucoadhesive tablets with prolonged release of a locally acting antifungal drug, e.g.
ciclopiroxolamine, could contribute to their pharmacotherapy. For efficient therapy, the drug
concentration present in oral cavity has to be determined, i.e. the drug content in the dosage form
and its release have to be formed. The Theoretical Part of this paper aims to describe the basic
characteristics of Candida yeasts and their induction of oral candidosis, to the possibilities of using
standardized methods for detecting and determining their susceptibility to antifungal agents. The
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Experimental Part is focused on the establishment, identification and quantification of Candida
species represented in 536 patients by cultivation on chromogenic agar. The microdilution and disc
diffusion methods have been used for assessing the susceptibility of isolated and reference strains
of yeasts to the antifungal drug — ciclopiroxolamine. The obtained results showed that 65.96% of
candidosis are caused by Candida albicans, however the other tested species of Candida involve the
disease only in minor part (C. tropicalis 12.76%, C. glabrata 10.64%, C. parapsilosis 10.64%). The
microdilution method established the minimum inhibitory concentration for the reference strains of
Candida to 2 ng/ml of ciclopiroxolamine for Candida glabrata, 1 pug/ml for Candida albicans and
Candida tropicalis, and 0.5 pg/ml for Candida parapsilosis. Theoretical ciclopiroxolamine content
in a tablet providing exceeding MIC for the tested species of Candida for 8-10 hours should lie,
when considering all influencing factors, in the range of 25-50 mg with a release rate of 0.24 mg
per hour at the minimum.
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susceptibility evaluation — oral mucoadhesive tablets
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Uvod

Mezi Casté choroby dutiny ustni patfi mykotické one-
mocnéni zpisobena patogeny rodu Candida. Oralni kan-
didézy postihuji zejména imunodeficientni pacienty
véetné HIV pozitivnich. U téchto pacientl se jedna o téz-
ko 1é¢itelnou komplikaci s Castymi recidivami. V soucas-
né dobé neni v Ceské republice registrovana Zadné Iéko-
va forma s U¢innym lé¢ivem pro lokélni 1écbu ordlnich
kandidéz. Vhodnou 1ékovou formou by mohly byt muko-
adhezivni ordlni tablety obsahujici lokalné plisobici anti-
mykotikum, napf. ciclopiroxolamin. Nosnou pomocnou
latkou jsou mukoadhezivni polymery (karbomery, lekti-
ny, hypromelosa, oxycelulosa, chitosan atd.), které tvor-
bou adhezivnich viskéznich hydrogelovych vrstev na
povrchu matricovych tablet zajistuji jejich pfrilnuti
k bukalni sliznici i prodlouZené uvoliiovani 1é&iva'=.
Rychlost uvolilovani 1é¢iva a jeho mnozZstvi, tj. koncent-
race v dutin€ Gstni, jsou zdsadni podminkou pro Uspés-
nou farmakoterapii kandidéz. Z tohoto divodu se jako
prvni krok stanovily patogeny v ustni dutiné u souboru
pacientt a nasledné jejich citlivost na vybrané 1écivo.

Ciclopiroxolamin

Ciclopiroxolamin (CP) je aminova stl cyklohexyl-
hydroxy-methyl-pyridonu (obr. 1). Jednd se o moderni
Sirokospektré 1é¢ivo vyuZivané k 1é¢bé povrchovych
mykotickych onemocnéni?. CP je lipofilni latka o mole-
kulové relativni hmotnosti 268,35> . Diky svym fyzi-
kalné-chemickym vlastnostem penetruje snadno do kize
a nehtd” ®. Je velmi malo toxicky, neni teratogenni,
mutagenni ani kancerogenni. Jeho nezadouci ucinky jsou
mirné. Jedna se zejména o paleni, svédéni a lokélni irita-
ce” !9, Mechanismus d¢inku CP spociva v tlumeni celu-
larniho pfijmu latek nezbytnych pro metabolismus a rist
buriky. Ciclopiroxolamin navazdnim na bunécné struktu-
ry a organely blokuje pfijem esencidlnich aminokyselin
fenylalaninu a lysinu, drasliku a fosfiatovych iontd do
buiiky!® 'V, Dochézi i k poSkozeni proteini dualeZitych
pro replikaci a reparaci DNA'?. Tyto uéinky jsou podpo-
feny chelataci a tvorbou malo rozpustnych komplexi
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Obr. 1. Chemicka struktura ciclopiroxolaminu?”

s trojmocnymi ionty Zeleza, duleZitého kofaktoru bakte-
ridlnich a houbovych enzyma* * 9. Minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) ciclopiroxolaminu pro Candida albi-
cans 1 béZna dermatofyta se pohybuje v rozmezi od 0,98
do 3,9 ug/ml* . Ciclopiroxolamin se dnes vyuZiva
v lokélni terapii vagindlnich a koZnich kandid6z a der-
matofyt6z vyvolanych rody Candida, Epidermophyton,
Microsporum, Trichophyton a Malassezia furfur véetné
azolrezistentnich kment C. glabrata, C. krusei a C. guil-
liermondi* "> . Utinek je fungistaticky, pfi vy$§i kon-
centraci téZ fungicidni a sporocidni. Kromé toho uc¢inku-
je antimikrobidlné na cetné, klinicky relevantni
gramporzitivni 1 gramnegativni bakterie. Ciclopiroxola-
min se aplikuje ve formé krému a roztokl v terapii ony-
chomykoéz a vaginalnich kandidéz (v Ceské republice
registrované piipravky Batrafen®, Dafnegin®)®.

K nové¢jSim derivatim tohoto 1éCiva patii rilopirox,
ktery ptsobi mechanismem blokace dychaciho fetézce
a tvorby stabilniho komplexu se Zelezem, kofaktorem
enzymu dilezitych pro metabolizmus uritych patoge-
nﬁ4, Il).

Rod Candida, kandidézy

K rodu Candida nalezi kvasinkovité organismy patfici
mezi nejbéznéjsi houbové patogeny, zptisobujici lokalni
(koZni i slizni¢ni) a u oslabenych jedincti i systémové
mykdzy'¥. Mezi nejéastéji se vyskytujici kvasinky patii
Candida albicans, déile pak C. tropicalis, C. glabrata,
C. krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii'*'?. Kva-
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sinky rodu Candida jsou podminénymi patogeny nacha-
zejicimi se v dutiné dstni, v pochvé, na pokoZce a v pli-
cich zdravych jedinca'* '¥. PfemnoZeni kvasinek a vyvoj
onemocnéni miZe vyvolat napiiklad podavani antibiotik
nebo imunosupresiv'> . Zdkladnim morfologickym
utvarem kvasinek je ovalnd grampozitivni buiika velikos-
ti 3-6 um. Za urcitych podminek se buriky kvasinek
enormné protahuji, ale svymi konci zistavaji spojeny
a vytvaii fetizky — pseudohyfy (obr. 2)!5-19,

Kandidéza je akutni nebo subakutni infekce, pfi niZ se
vytvaii 1éze v ustech (oralni kandidéza), ve vaginé (vul-
vo-vaginalni kandid6za), na pokoZce a nehtech (onycho-
mykozy), v praduskach nebo v plicich (broncho-pulmo-
ndlni kandidéza). PrileZitostné muzZe zplsobovat az
otravu krve, zanét endokardu nebo zinét mozkovych
blan15—l7, 19).

Ordlni kandidozy

V naprosté vétsiné piipadl je ordlni kandidéza vyvo-
lana kvasinkou Candida albicans. Ta je za normdlnich
podminek na ustni sliznici saprofytem, pfitomnym jen
v malém mnozstvi'?. Jako patogen se projevi oportunis-
ticky pfi lokdlnim ¢i celkovém naruSeni imunitniho
systému, kdy dochédzi k nefyziologickému zmnoZeni
kvasinek!®. U pacientd s téZkym imunodeficitem jsou
oralni kandidézy zptsobeny Candidou crusei, kandidozy
u pacientll po radiacni terapii v oblasti krku vyvolava
Candida glabrata. Nové druhy kvasinek (Candida dubli-
niensis nebo C. conspicua) byly popsany u pacientd
s HIVI+ 15,

Priikaz kandid6z probiha piimo. K diagnostice sooru
a poSevni kandidézy staci mikroskopie, ke zjisténi citli-
vosti je nezbytna kultivace. Sabouraudiv agar je postup-
né nahrazovan chromogennimi agary, na nichz Candida
vyrusta v typicky zbarvenych koloniich. Zelené kolonie
vytvaii C. albicans, modré C. tropicalis, razZové s plstna-
tym povrchem C. parapsilosis a drobné, tmavé fialové
C. glabrata (obr. 3)'7.

Lécba ordlnich kandidoz

U leh¢ich forem kandidéz staci pouze lokalni podé-
vani antiseptik a imidazolovych antimykotik. U téZSich
forem je tfeba systémova 1écba, a to zejména aplikaci
triazolovych antimykotik — flukonazolu nebo itrakona-
zolu, ¢i amfotericinu B nebo nystatinu'®!®. Mezi dalsi
méné Castd antimykotika v 1é¢bé kandidéz patii karba-
maty, morfolin, DNA analog 5-fluorocytosin a capso-
fungin'®.

Mikrobiologické hodnoceni citlivosti patogenii
k antimykotikim

Utinnost protimikrobni latky na pfislusny patogen
miZeme stanovit pomoci dvou laboratornich hodnot —
miniméalni inhibi¢ni koncentrace a minimalni baktericidni
(fungicidni) koncentrace?V. Se zvySujicim se vyskytem
mykotickych infekci a stile rostoucim poétem antifungal-
nich pfipravkli nabyva na vyznamu stanoveni in vitro cit-
livosti k antimykotickym latkam. Divodem je i vyskytuji-

Obr. 2. Candida albicans: a) kvasinka jako ovdlnd burika,
b) pseudohyfy'

ci se rezistence nékterych druhfi patogent a potieba zvolit
nejen vhodny prepardt, ale také davku v zévislosti na citli-
vosti k danému antimykotiku. Posledni roky znamenaly
velky pokrok ve standardizaci metod vhodnych k testova-
ni in vitro citlivosti. Pro pouziti v klinické laboratofi je
nezbytné zvolit jednoduchou a mélo nakladnou metodu,
ktera poskytuje dostate¢né reprodukovatelné vysledky??.
Pro zjiSfovani a hodnoceni citlivosti nebo rezistence
metodou kvantitativni a kvalitativni se pouZivaji meto-
dy zavedené Standardized Antifungal Susceptibility
Testing — Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI), drive National Committee for Clinical Labora-
tory Standards, Subcomittee for Antifungal Testing.
Stejnymi problémy se zabyva také European Commit-
tee for Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST). PouZivaji se i doporuceni Narodni refe-
rencni laboratote!”. Pro zjisfovani antimykotické citli-
vosti metodou dilu¢ni CLSI doporucuje smérnice
M27-A a M27-A2 a pro diskovou difuzni metodu urce-
ni antimykotické citlivosti M44-A. Ke stanoveni citli-
vosti pouzivame téZ kvantitativni MIC (E-test) a semi-
kvantitativni dilu¢ni metodu (Fungitest)'?.

Mikrodilucni metody stanoveni

CLSI (dokument M27-A2)

Jedna se o metodu kvantitativni, poskytujici moznost
stanovit minimélni inhibi¢ni koncentraci a umoziujici
dle hodnoty MIC zafadit testovany izolat do kategorie
citlivy (S), citlivy v zavislosti na davce (SDD — Suscep-
tible Dose Dependent), rezistentni (R). Standard CLSI
pro kvasinky (dokument CLSI M27-A2) urcuje postup
pri testovani citlivosti kvasinek rodu Candida a Crypto-
coccus neoformans s pouzitim média RPMI-1640 s glu-
taminem, bez bikarbonatli, obohaceného 0,2 % glukosy.
Hustota ockovaného inokula je 0,5 McFarland, a inkuba-
ce probihd pii 35 °C 24-48 hodin pro Candida spp.
a48-72 hodin pro Cryptococcus neoformans. Hodnoti se
stupen zdkalu dle ur¢enych kritérii'® 2329,

EUCAST (dokument 7.1)

EUCAST vypracoval v roce 2002 navrh standardizo-
vaného postupu pro testovani citlivosti kvasinek k anti-
mykotikiim. Jako médium se pouzil RPMI-1640 s 2 %
glukosy, inokulum obsahujici 0,5 x 10° a7 2,5 x 10° CFU
(colony forming units)/ml a podminky inkubace byly
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Obr. 3. Kultivace rodu Candida na chromogennim agaru®”
a — C. albicans, b — C. tropicalis, ¢ — C. parapsilosis, d — C.
glabrata,

Obr. 4. Identifikace izolatu
a - C. albicans, b — C. glabrata, b — C. parapsilosis,
d — C. tropicalis

stanoveny na 35 °C a 24 hodin. Tyto postupy byly ovére-
ny ve studiich, kde se sledovala korelace s postupy CLSI
a interlaboratorni reprodukovatelnost vysledku u ciclopi-
roxolaminu, terbinafinu, ketokonazolu, itrakonazolu
a flukonazolu. I presto, Ze doporucené postupy CLSI
a EUCAST se lisi v pripravé média (obohaceni gluko-
sou), v pfipravé inokula, dobé inkubace i zplisobu inter-
pretace, je mira korelace mezi obéma metodami vysoka,
a to zejména u ciclopiroxolaminu a terbinafinu'®.

Diskovd difuzni metoda

Diskova difuzni metoda umoziuje dle zény inhibice
rustu vytvorené kolem disku s antimykotickou latkou
zaradit testovany izolat také do kategorie citlivy (S), cit-
livy v zavislosti na davce (SDD), rezistentni (R).
Metodika pro testovani citlivosti kvasinek k flukonazo-

lu diskovou difuzni metodou publikovand v roce 1996
Barrym a Braunem?” byla nasledné ovéfena v celosvé-
tové studii infekénich nemoci a jejich ptvodcl
(ARTEMIS) a v roce 2004 uznina CLSI jako standard
M44-A 22282 Pro testovani je dle CLSI doporucen
Mueller-Hintonlv agar obohaceny 2 % glukosy
s 0,5 pg/ml methylenové modfi. pH média ma byt v roz-
mezi 7,2-7,4, inokulum ma dosahovat hustoty 0,5
McFarland, inkubace ma probihat pfi 35 °C 24 hodin,
u nékterych druh@t v pfipadé slabého rtstu i 48
hodin?*?». MoZnou alternativou je modifikovany Sabou-
raudav glukosovy agar (2% glukosa, 1% pepton, 2,5%
agar, pH neupraveno), pro azolova chemoterapeutika
s vyjimkou 5-fluorocytosinu lze pouzit agar s kasitoni-
nem nebo komercni piidu Antimycotic sensitivity agar
firmy Hi-media. U testovani citlivosti kvasinek se téZ
vyuziva Asparaginovy agar.

POKUSNA CAST

Materidl

Jako 1éciva latka se v experimentalni Casti prace pou-
7il ciclopiroxolamin (Hoechst-Biotika, SK) a antimyko-
tické disky s obsahem 30 pg ciclopiroxolaminu (ITEST
plus s r.o., CZ). Pro kultivaci kvasinek se pouZzily mikro-
biologické pidy a média: Sabouraudiv agar (Imuna
Pharm a.s., SK), CHROM Agar Candida (AscoMed,
CZ), Mueller — Hintonv bujon (Hi Media, F), RPMI-
1640 médium (Sigma Aldrich, USA) a asparaginovy
agar (Sigma Aldrich, USA). V pokusu se dale pouzilo
rozpoustédlo dimethylsulfoxid (DMSO) (Kulich, CZ),
fyziologicky roztok (B. Braun Melsungen AG, Némec-
ko) a tenzid Tween 80 (Kulich, CZ).

Identifikace Candid

Jednotlivé kmeny kvasinek byly izolovany a identifiko-
vany z klinického materidlu zpracovaného na Mikrobio-
logickém ustavu Fakultni nemocnice U svaté Anny
v Brné. Z 536 vzorkti odebranych pacientim z dutiny tst-
ni od fijna 2007 do btfezna 2008 bylo vykultivovano 47
kment Candid. Kvasinky se nejdiive nakultivovaly ve
zkumavkdéch na Sikmo nalitém Sabouraudové agaru v ter-
mostatu (BT 120, Chirana, CZ) pfi teploté 27 °C po dobu
24-48 hodin. Vyzihanou bakteriologickou klickou bylo
nabrano nékolik kolonii kvasinek, které se naockovaly na
Petriho misku s chromogennim médiem CHROM Agar
Candida. Kultivace probihala pti 27 °C po dobu 24-48
hodin. Kvasinky narostlé na CHROM Agar Candida byly
identifikovany na zdklad€ barvy kolonii (obr. 4).

Mikrobiologické hodnoceni citlivosti patogenii

Mikrodilucni metoda stanovent

a) Priprava inokula

Kvasinky se ze Sabouraudova selektivniho agaru vyZzi-
hanou bakteriologickou klickou ptfenesly a nakultivovaly
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v Mueller-Hintonové bujonu v termostatu pii teploté
37 °C po dobu 2 hodin. Takto pfipravend suspenze se
nafedila na hustotu 0,5 Mc Farland. Hustota byla zméfe-
na pomoci densi-la-metru (Pliva-Lachema a.s., CZ).

b) Priprava roztoku

Vsechny roztoky byly pfipraveny za aseptickych pod-
minek. Roztok glukosy se pfipravil rozpusténim glukosy
(Kulich, CZ) ve fyziologickém roztoku (20 mg/ml)
a prefiltroval pres filtr (Whatman, UK) o velikosti p6rt
100 nm. Ciclopiroxolamin (Hoechst-Biotika, SK) se roz-
pustil v DMSO a také prefiltroval za sterilnich podmi-
nek.

c¢) Priprava mikrotitra¢ni desti¢ky

Do 96 jamkové sterilni plastové desticky (Gama group
a.s., CZ) se za sterilnich podminek napipetovalo 100 pl
RPMI-1640 média o pH 7 (s 0,2% roztokem glukosy).
Ciclopiroxolamin se pridal v takovém mnoZzstvi, aby
vyslednd koncentrace v jednotlivych jamkach byla
0,008; 0,015; 0,031; 0,063; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2
a 4 pg/ml. Do jamek se naddvkovalo po 100 pl inokula
o hustoté 0,5 Mc Farland a inkubovalo se v termostatu po
dobu 48 hodin pti 35 °C. Vysledky se hodnotily odecte-
nim zékalu vizudlng. Jako minimdlni inhibi¢ni koncent-
race se hodnotila koncentrace ciclopiroxolaminu, pfi niZ
doslo k inhibici ristu, tedy jamka bez zakalu.

Diskovd difuzni metoda

a) Priprava inokula

Kvasinky se nakultivovaly ve zkumavce na Sikmo
nalit¢ém Sabouradové agaru v termostatu pii teploté
27 °C po dobu 24-48 hodin. Vyzihanou bakteriologickou
klickou bylo nabrano nékolik kolonii kvasinek a inoku-
lovano do fyziologického roztoku s Tweenem 80 na hus-
totu 0,5 Mc Farland. Hustota byla zméfena pomoci den-
si-la-metru.

b) Diskova difuzni metoda

Kolonie testované ¢isté kultury kvasinek se suspendo-
vala v 3 ml fyziologického roztoku s Tweenem 80 na
hustotu cca 0,5 podle Mc Farlanda. Sterilnim vatovym
tampoénem na $pejli se nanesla suspenze rovnomérné na
povrch asparaginového agaru v Petriho misce. Sterilni
jehlou byly aplikovany antimykotické disky s obsahem
ciclopiroxolaminu (max. 6 diskd na misku). Takto naoc-
kovana Petriho miska se inkubovala pti 27 °C po dobu
24-48 hodin. Citlivy kmen vytvofil okolo disku inhibi¢-
ni zénu o priméru doporuceném vyrobcem. Odecteni
inhibi¢ni zény se provadélo posuvnym méfitkem. Pro
ciclopiroxolamin ma byt velikost inhibi¢ni zoény
> 10 mm. Rostou-li kvasinky az k disku, nebo je-li z6na
inhibice mensi neZ hrani¢ni hodnota, je kvasinka k pfi-
sluSnému antimykotiku rezistentni.

Pro srovnani se pouZzily referenéni kmeny kvasinek:
Candida albicans CCM 8261, Candida glabrata CCM
8270, Candida parapsilosis CCM 8260 a Candida tropi-
calis CCM 8264.

c) Statistické porovnani rozdilt v citlivosti jednotli-
vych kment Candid
Aby bylo mozné fici, Ze prumérné hodnoty minimal-
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nich inhibi¢nich z6n u jednotlivych kment Candid se
statisticky vyznamné lisi, je nutné vysledky podrobit sta-
tistickému zpracovani. Pro posouzeni, zda je rozdil v cit-
livosti statisticky vyznamny, je vhodné vyuZit one tailed
neparovy Studentlv t-test. Nejprve bylo tieba ovéfit, zda
data v jednotlivych skupinich odpovidaji normélnimu
rozloZeni a rozptyly dat v jednotlivych skupinach se sta-
tisticky vyznamné nelisi. K tomu tcelu se vyuZzil F-test.
Statistické porovnani bylo provedeno v programu
Prism 4.

VYSLEDKY A DISKUZE

Identifikace kvasinek na chromogenni padé

Z 536 vzorka odebranych pacientiim z dutiny dstni ve
Fakultni nemocnici U sv. Anny v Brné bylo v Mikrobio-
logickém tstavu nakultivovano 47 kment Candid, které
byly identifikovany na chromogennim agaru dle barvy
a charakteru kolonii (obr. 4). Nejvétsi procentudlni
zastoupeni kolonii pfedstavovala Candida albicans
(65,96 %), dale pak C. tropicalis (12,76 %), C. glabrata
(10,64 %) a C. parapsilosis (10,64 %) (tab. 1).

Tab. 1. Procentudlni zastoupeni Candid v izoldtech

. Procentualni zastoupeni
Rod Candida jednotlivich kmend (%), n = 47
C. albicans 65,96
C. glabrata 10,64
C. parapsilosis 10,64
C. tropicalis 12,76

Stanoveni citlivosti mikrodilu¢ni metodou

Pomoci mikrodilu¢ni metody na mikrotitracni
desti¢ce bylo mozno stanovit minimdlni inhibi¢ni kon-
centraci ciclopiroxolaminu na referencnich kmenech
Candid (Candida albicans CCM 8261, Candida gla-
brata CCM 8270, Candida parapsilosis CCM 8260
a Candida tropicalis CCM 8264). Sledoval se zakal
jednotlivych jamek, kde byl ciclopiroxolamin v kon-
centracich 0,008 az 4 ug/ml (tab. 2). Vyslednd mini-
malni inhibi¢ni koncentrace ciclopiroxolaminu byla
pro referen¢ni kmen Candida albicans CCM 8261 sta-
novena na 1 pg/ml, pro referenéni kmen Candida gla-
brata CCM 8270 2 ug/ml, Candida parapsilosis CCM
8260 0,5 ug/ml a Candida tropicalis CCM 8264
1 ug/ml (tab. 3). Vysledek koreluje s literarnimi ddaji,
které uvadéji MIC ciclopiroxolaminu v rozmezi od
0,98 do 3,9 ug/ml"®. Mikrodiluéni metodou byla ové-
fena antimykoticka uc¢innost ciclopiroxolaminu, ktery
se nasledné pouZzil do nalisovanych mukoadhezivnich
oralnich tablet.
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Tab. 2. Odecet minimalni inhibiéni koncentrace v 96 jamkové mikrotitracni desticce

C. albicans C. glabrata C. parapsilosis C. tropicalis
1 1 1 1 1 1
0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
koncentrace 0,25 0.25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
ciclopiroxolaminu 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125
(kg/ml) 0,063 0.063 0.063 0.063 0.063 0.063 0.063 0.063
0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031
0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008
0 0 0 0 0 0 0 0
Ve vybarvenych jamkach byl pozorovan zakal, tedy rust.
Tab. 3. Minimalni inhibicéni koncentrace ciclopiroxolaminu Tab. 4. Primeérné inhibiéni zény standardniho disku
Rod Candida Minimélni inhibi¢ni koncentrace (1g/ml) s obsahem CP na kvasinkach
Izolaty kmene Pramérna inhibi¢ni Smérodatna
C. albicans >1 Candida z6na (mm) odchylka
C. glabrata
C. parapsilosis 20,5 C. albicans 15,01 1,268
C. tropicalis 21 C. glabrata 14,04 0,758
C. parapsilosis 13,31 0,821
s eire . T C. tropicali 14,92 1,421
Hodnoceni citlivosti patogenu diskovou ropreans

difuzni metodou

Diskovou difuzni metodou na asparaginovém agaru se
stanovila velikost inhibi¢nich zén standardnich diskt

Tab. 5. Porovnani rozdili variability rozptylii hodnot
u jednotlivych kmenii (F-test)

S obsa)hem 30 ug ciclop%roxolaminu na jedqotlivich izo- EO;OVItlf!n(l'i rOflpt)jll;l Hodnota pKritickd  Vyznamnost
lovanych kmenech kvasinek — Candida albicans, C. gla- . el::}l Jednotlivye 0anota X hodnotaF rozdilu
brata, C. parapsilosis, C. tropicalis a referencnich kme-
nech: Candida albicans CCM 8261, Candida glabrata
CCM 8270, Candida parapsilosis CCM 8260 a Candida C. albicans-parapsilosis 1.97 2,68 NE
C. albicans-tropicalis 1,46 2,53 NE
20+ C. albicans-glabrata 2,31 2,68 NE
g 18= " C. parapsilosis-tropicalis 2,87 5,19 NE
n
S * C. glabrata-tropicalis 3,37 5,19 NE
; 16' .l== *
c aghn” A * C. glabrata-parapsilosis 1,17 6,38 NE
R "aal A L ¢
'z 141 Y ° .
5 e AL ——
g 12 °® * Tab. 6. Porovnani rozdilné citlivosti jednotlivych kmenu
= Candida (nepdrovy Studentiiv t-test)
10 } } 4 } Rozdil v citlivosti Kritickd Vyznamnost
= T oz -z jednotlivych kmenta Hodnota t hodnota t rozdilu
4 <7 & 4
5 5 & =
e = s =
o’ l=4 - o C. albicans-parapsilosis 2,80 1,64 ANO
=4 C. albicans-tropicalis 0,13 1,64 NE
C. albicans-glabrata 1,59 1,64 NE
]eantllve kmeny Candid C. parapsilosis-tropicalis 2,03 1,83 ANO
o ) C. glabrata-tropicalis 1,13 1,83 NE
Qbr. 5. Ir}hlblcnl z6ny standardniho disku s obsahem CP na C. glabrata-parapsilosis 131 1.85 NE
izolovanych kvasinkdach
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tropicalis CCM 8264. Velikost referen¢ni inhibi¢ni zony
pro disky s obsahem ciclopiroxolaminu 30 Ug je stano-
vena vyrobcem na 10 mm. Pro referen¢ni kmen Candida
albicans CCM 8261 byla naméfena velikost inhibi¢ni
z6ny 12,50 mm, primérna hodnota pro izolované kmeny
C. albicans byla 15,01 mm. Pro referen¢ni kmen Candi-
da glabrata CCM 8270 byla inhibi¢ni z6éna 12,70 mm,
primérnd hodnota pro jednotlivé izolaty tohoto kmene
pak 14,04 mm. Inhibi¢ni zéna 14,70 mm odpovidala
referencnimu kmeni Candida parapsilosis CCM 8260,
primérnd hodnota inhibi¢ni z6ny izolovanych kvasinek
tohoto kmene byla 13,31 mm. Velikost inhibi¢ni zény
pro referen¢ni kmen Candida tropicalis CCM 8264 byla
10,50 mm, primérnd hodnota inhibi¢ni z6ny izolatu
14,92 mm (tab. 4, obr. 5). U vSech vzorkd, jakoz i refe-
ren¢nich kment byla naméfena inhibic¢ni zéna standard-
niho disku s obsahem ciclopiroxolaminu vyssi neZ refe-
ren¢ni hodnota uvadéna vyrobcem. Testované kmeny lze
tedy hodnotit jako citlivé k ciclopiroxolaminu. Na zakla-
dé statistického zpracovani vysledkd stanoveni citlivosti
k ciclopiroxolaminu jednotlivych kment Candid disko-
vou difuzni metodou se jako statisticky vyznamna (hla-
dina vyznamnosti 95%) prokazala niZ§i citlivost izolatl
Candida parapsilosis oproti Candida albicans a Candi-
da tropicalis. Jiny statisticky vyznamny rozdil v citlivos-
ti se neprokazal (tab. 5, tab. 6).

Na zakladé vysledkt identifikace a stanoveni MIC
Ctyf nejcastéjSich druhtt Candid budou v nasledujici fazi
experimentu pfipraveny mukoadhezivni tablety pro
lokalni terapii kandidovych infekci dutiny tstni. Cilem
této formulace je zajistit setrvani tablety na bukalni sliz-
nici po dobu 8-10 hodin a soucasné optimalizovat rych-
lost uvoliiovani 1éCiva z tablet tak, aby bylo po celou
dobu jejich setrvani na sliznici zajisténo prekroceni MIC
pro nejméné citlivy kmen kvasinek — Candida glabrata
(minimalné 2 pg ciclopiroxolaminu/ml slin a rychlost
uvoliiovani nejméné 0,24 mg za hodinu). Obsah 1éCivé
latky v tableté na zékladé zjiSténych vysledkl by mél byt
minimdlné 2,5 mg. Je tfeba vSak pocitat s dostate¢nym
koncentracnim gradientem léciva, ktery by zabezpecil
jeho koncentraci trvale nad MIC po celou dobu ptsobe-
ni 1ékové formy. Kromé denni produkce slin
(120 ml/hod.??) je tfeba pocitat s uréitou ne nepodtatnou
Casti 1é¢ivé latky odstranéné s piijmem tekutin a potravy.
Proto by se mél teoreticky obsah ciclopiroxolaminu
v tableté pohybovat mezi 25 a 50 mg.

ZAVER

Kultivaci stéri 536 pacientli na chromogennim agaru
bylo zji§téno, Ze majoritni podil na vzniku oralnich kan-
did6z ma kvasinka druhu Candida albicans. Ostatni tfi
identifikované druhy (C. tropicalis, C. glabrata, C. para-
psilosis) se podileji na rozvoji této infekce kazdd méné
nez 13 %. Moderni mikrodilu¢ni metoda stanoveni citli-
vosti jednotlivych kmeni kvasinek ukazala, Ze nejmensi
citlivost na ciclopiroxolamin vykazuje kmen Candida

—¢—

glabrata (MIC 2 2 ug/ml). Tento tdaj je dilezity pro for-
mulaci lokalné antimykoticky ptsobicich mukoadheziv-
nich tablet z divodu optimalizace jejich disolu¢niho pro-
filu tak, aby po celou dobu setrvani tablety na bukélni
sliznici bylo dosaZeno koncentrace 1é¢iva ve slindch nad
hladinou MIC pro sledované kvasinky.

LITERATURA

1. Dvorackova, K.: Principy uvoliiovani 1é¢iv z peroralnich
matricovych tablet obsahujicich hypromelosu. Chem.
listy, 2009; 103, 66-72.

2. Dostalova, M., Rabiskova, M.: Mukoadhezivni oralni
tablety — moderni lékova forma s fizenym uvolnovanim
lé¢iva. Ces. slov. Farm., 2000; 2, 55-61.

3. Bajerova, M., Krejéova, K., Rabiskova, M.,
Gajdziok, J., Masteikova, R.: Oxycellulose — signi-
ficant characteristics in relation to its pharmaceutical
and medici applications, Adv. Polym. Technol., 2009; 28,
199-208.

4. Niewerth, M., Kunze, D., Seibold, M.: Ciclopirox
Olamine Treatment Affects the Expression Pattern of
Candida albicans Genes Encoding Virulence Factors,
Iron Metabolism Proteins, and Drug Resistance Factors.
Antimicrob. Agents Chemother., 2003; 47, 1805-1817.

5. Cesky lékopis, Praha, Grada Publishing, 2005, 7348 s.

6. Hui, X., Wester, R. C., Barbadillo, S.: Ciclopirox
Delivery into the Human Nail Plate. J. Pharm. Sci.,
2004; 93, 2545-2548.

7. Martindale, The complete drug reference. In: Sweetman,
S.C. eds., Pharmaceutical press, 2002; 33, 52-63.

8. Svihovec, J., Novotna, H.: Pharmindex Kompendium
2001. Cesky Tésin: MediMedia, 2001, 1802 s.

9. Gupta, A. K., Bluhm, R.: Ciclopirox (Loprox) gel for
superficial fungal infections. Skin Ther. Lett., 2004; 9,
4-9.

10. Shilova, I. B., Guskova, T. A., Glushkov, R. G.:
Modern drugs for treating dermatomycosis. Pharm.
Chem. J., 2004; 38, 175-180.

11. Niewerth, M., Schiller, N.: Wirkungsweise von
Ciclopiroxolamin auf Candida albicans. Mycoses, 2002;
45, 63-68.

12. Tarawneh, R. T., Imad, I.: Physicochemical studies on
Ciclopiroxolamine complexes with divalent metal ions.
Int. J. Pharm., 2005; 289, 179-187.

13. Polak, A., Jackel, A., Noack A.: Agar-Sublimations-
Test zur In vitro-Bestimmung der antimykotischen
Aktivitdt von Morpholin-Derivaten. Mycoses, 2004; 47,
184-192.

14. Cannon, R. D., Chaffin, W. L.: Oral colonization by
Candida albicans. Crit. Rev. Oral. Biol. Med., 1999; 10,
359-383.

15. Cannon, R. D., Holmes, A. R., Mason, A. B., Monk, B.
C.: Oral Candida: Clearance, Colonization, or
Candidiasis? J. Dent. Result, 1995; 74, 1152-1161.

16. Figueiredo, V. T., Santos, D., Resende, M. A.,
Hamdan, J. S.: Identification and in vitro antifungal
susceptibility testing of 200 clinical isolates of Candida
spp. responsible for fingernail infection. Mycopathologia,
2007; 164, 27-33.

17. Jedlickova, A.: Systémové mykoézy. 1. vyd. Praha:
Maxdorf 2006, 24—49.

18. Soysa, N. S., Samaranayake, L. P., Ellepola, A.:
Antimicrobials as a contributory factor in oral candidosis
— a brief overview. Oral Dis., 2008; 14, 138-143.

CESKA A SLOVENSKA FARMACIE, 2010, 59, &. 2

85

— O



Farmacie 2-10

3.5.2010 15:20 sStr. 86

19. Haber, J.: Systémové mykoézy a jejich 1écba. Praha:
Galén, 1995, 19-53.

20. http:/www.ma.uni-heidelberg.de/inst/imh/myko_2/n_
mycol.html (20. 11. 2009).

21. Votava, M.: Lékatska mikrobiologie obecna. Praha:
Neptun 2001, 163-164.

22. Karaca, N., Koc, N.: In vitro susceptibility testing of
dermatohytes: comparison of disk diffusion and reference
broth dilution methods. Diagn. Microbiol. Infect. Dis.,
2004; 48, 259-264.

23. Messer, S. A., Diekema, D. J., Boyken, L.,
Tendolkar, S.: Activities of micafungin against 315
Invasive clinical isolates of fluconazole-resistant
Candida spp. J. Clin. Microbiol., 2006; 44, 324-326.

24. Pfaller, M. A., Messer, S. A., Boyken, L.: In vitro
activities of voriconazole, posaconazole, and fluconazole
against 4,169 clinical isolates of Candida spp. and
Cryptococcus neoformans collected during 2001 and 2002
in the ARTEMIS global antifungal surveillance program.
Diagn. Microbiol. Infect. Dis., 2004; 48, 201-205.

25. Pfaller, M. A., Messer, S. A., Boyken, L., Rice, C.,
Tendolkar, S.: Use of fluconazole as a surrogate marker
to predict susceptibility and resistance to voriconazole
among 13,338 clinical isolates of Candida spp. tested by
Clinical and Laboratory Standards Institute-

® Ze zasedani Vyboru Ceské
farmaceutické spoleénosti

Dne 18. tinora 2010 se konalo na Farmaceutické fakul-
t¢ UK v Hradci Kralové prvni leto$ni zasedani vyboru
Ceské farmaceutické spole¢nosti (CFS) CLS JEP. Jedna-
ni vedl predseda CFS prof. Ludék Jahodaf.

Uvodem piedseda zkontroloval jednotlivé body
z minulé schiize vyboru CFS a jejich pInéni a projednal
aktudlni a vyfeSenou korespondenci za posledni obdobi.

Pii jednani o zahrani¢nich aktivitach vybor CFS kon-
statoval, Ze ptiprava XII. symposia ISOPP (International
Society of Oncology Pharmacy Practitioners), které se
bude konat 5. aZ 8. kvétna 2010 v hotelu Clarion v Pra-
ze, pokracuje uspésné. Blizsi informace o kongresu jsou
na adrese www.isopp2010.com.

Vybor schvélil moznost 2—4 tcastnikti na kongres
Mezinarodni farmaceutické federace (FIP), ktery se bude
konat 28. srpna aZ 2. zafi 2010 v Lisabonu. Zde se
zastupce CFS zicastni i zasedéni Rady FIP. Materialy
tykajici se kongresu jsou k dispozici u predsedy CFS
prof. L. Jahodafe. Zastupce CFS se ziic¢astni i zasedani
Rady Evropské federace pro farmaceutické védy
20. ¢ervna 2010 v Budapesti.

Ugastnici jednéni vyslechli informaci o ¢asopisu Ces-
ka a slovenska farmacie. Slovenska farmaceutickéd spo-
le¢nost se financné podilela na ztraté Casopisu za rok
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2009. Pripravuje se smlouva o spolupréci pii vydavani
tohoto Casopisu. Byly vytvofeny nové pokyny v ceském
a anglickém jazyce pro autory publikaci v tomto ¢asopi-
se, které jsou pocinaje letoSnim rokem v kazdém cisle
Casopisu. Vybor doporucuje, aby se piipadné zbylé
a neprodané vytisky pouZivaly jako propagacni material
na akcich potadanych CFS.

Vybor CFS se domluvil na p¥ipravé e-mailového adre-
safe vSech ¢lent CFS, ktery by v budoucnu slouZil
k zasilani hromadné e-mailové korespondence. Tohoto
zpuisobu bude vyuzito i k organizaci voleb do nového
vyboru CFS.

V dalSich projednavanych zéleZitostech vybor diskuto-
val vyhlagky doslé z MZ CR, véetn& poZadavku navrhnout
¢leny do Akreditacnich komisi pro oblast specializa¢niho
vzdélavani farmaceutli. Vybor podporuje navrh na zfizeni
10 reziden¢nich mist v oboru Klinicka farmacie.

Dne 18. unora 2010 byla prvni schiizi obnovena ¢in-
nost Spolku farmaceutdi ve Zling. Mistopiedseda CFS
dr. P. Grodza, informoval, Ze se planuje aktivizace i dal-
Sich regionalnich spolkt farmaceuta.

Vybor projednal dal§i organiza¢ni zdleZitosti, bylo
vydano jedno dal§i osvédceni pro piipravu cytostatik
v 1ékarnich. Od fijna 2009 se do CFS piihlasilo 11
novych ¢lent.

PFisti schiize vyboru CFS se plinuje na 16. dubna
2010 v ramci Beskydského sletu v Malenovicich.

P. Komdrek
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