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SOUHRN

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

Orédlni kandidézy predstavuji u imunodeficientnich pacienti obtizné léCitelnou komplikaci
s Castymi recidivami. Mukoadhezivni ordlni tablety s prodlouzenym uvoliiovanim lokalné
pusobiciho antimykotika, napf. ciclopiroxolaminu, by mohly pfispét k jejich farmakoterapii. Pro
efektivni terapii je nutné stanovit koncentraci léciva, kterd musi byt v dstni dutiné zachovana, tj.
zjistit obsah v 1ékové formé a rychlost uvoliiovani 1é¢ivé latky z ni. Prace se v teoretické casti
zabyva zdkladni charakteristikou kvasinek rodu Candida a jimi vyvoldvanymi oralnimi
kandidézami, moznostmi pouziti standardizovanych metod k jejich pritkkazu a stanoveni citlivosti
na antimykotika. Experimentdlni ¢4st se zaméfuje na prikaz, identifikaci a kvantifikaci zastoupeni
druhu Candidy u 536 pacienti pomoci kultivace na chromogennim agaru. U izolovanych
i referen¢nich kmen 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 pg/ml u Candida albicans
a Candida tropicalis a 0,5 pug/ml u Candida parapsilosis. Teoreticky obsah ciclopiroxolaminu
v tableté zajistujici prekroceni MIC pro testované druhy Candid po dobu 8-10 hodin by se pfi
uvazeni vSech ovliviiujicich faktord mél pohybovat v rozmezi 25-50 mg s rychlosti uvoliiovani
minimélné 0,24 mg/hodin.

Klicova slova: oralni kandidézy — ciclopiroxolamin — mikrobiologicky prikaz — stanoveni citlivosti
patogenu — mukoadhezivni ordlni tablety

Ces. slov. Farm., 2010; 59, 79-86

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 pg/ml of ciclopiroxolamine for Candida glabrata, 1 ug/ml for Candida albicans and
Candida tropicalis, and 0.5 ng/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.

Key words: oral candidosis — ciclopiroxolamine — microbiological establishment — pathogen

susceptibility evaluation — oral mucoadhesive tablets
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Uvod

Mezi Casté choroby dutiny ustni patii mykoticka one-
mocnéni zpisobena patogeny rodu Candida. Oralni kan-
didézy postihuji zejména imunodeficientni pacienty
vcetné HIV pozitivnich. U téchto pacientl se jedna o téz-
ko lécitelnou komplikaci s Castymi recidivami. V soucas-
né dobé neni v Ceské republice registrovana #4dn4 léko-
va forma s ucinnym 1écivem pro lokalni 1é¢bu oralnich
kandid6z. Vhodnou 1ékovou formou by mohly byt muko-
adhezivni oralni tablety obsahujici lokalné pisobici anti-
mykotikum, napft. 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 pfilnuti
k bukdlni sliznici i prodlouzené uvoliiovani 1éCiva'=.
Rychlost uvoliiovani 1é¢iva a jeho mnozstvi, tj. koncent-
race v dutiné Ustni, jsou zasadni podminkou pro Gspés-
nou farmakoterapii kandidéz. Z tohoto divodu se jako
prvni krok stanovily patogeny v tustni dutiné u souboru
pacientd a nasledné jejich citlivost na vybrané 1é¢ivo.

Ciclopiroxolamin

Ciclopiroxolamin (CP) je aminova stl cyklohexyl-
hydroxy-methyl-pyridonu (obr. 1). Jednd se o moderni
Sirokospektré 1é¢ivo vyuZivané k 1éc¢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 nehtt” ®. Je velmi mélo toxicky, neni teratogenni,
mutagenni ani kancerogenni. Jeho nezadouci G¢inky jsou
mirné. Jedna se zejména o paleni, svédéni a lokalni irita-
ce’™9. Mechanismus tG¢inku CP spo¢iva v tlumeni celu-
larniho pfijmu latek nezbytnych pro metabolismus a rust
buriky. Ciclopiroxolamin navazdnim na buné¢né struktu-
ry a organely blokuje pfijem esencidlnich aminokyselin
fenylalaninu a lysinu, drasliku a fosfitovych 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 komplexii

Me

Obr. 1. Chemicka struktura ciclopiroxolaminu”

s trojmocnymi ionty Zeleza, duleZitého kofaktoru bakte-
ridlnich a houbovych enzymt* * 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 vaginalnich a koZnich kandid6z a der-
matofytéz 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$s§i kon-
centraci téZ fungicidni a sporocidni. Kromé toho uc¢inku-
je antimikrobidlné na cetné, klinicky relevantni
grampozitivni 1 gramnegativni bakterie. Ciclopiroxola-
min se aplikuje ve formé krému a roztokl v terapii ony-
chomykoz a vaginalnich kandidéz (v Ceské republice
registrované piipravky Batrafen®, Dafnegin®)®.

K novéjSim derivatim tohoto 1éCiva patii rilopirox,
ktery ptsobi mechanismem blokace dychactho fetézce
a tvorby stabilniho komplexu se Zelezem, kofaktorem
enzymu dilezitych pro metabolizmus urc¢itych patoge-
nﬁ4, 11).

Rod Candida, kandidézy

K rodu Candida nalezi kvasinkovité organismy patfici
mezi nejbéznéjsi houbové patogeny, zplsobujici lokalni
(koZni i slizni¢ni) a u oslabenych jedincid i systémové
mykdzy'¥. Mezi nejéastéji se vyskytujici kvasinky patii
Candida albicans, déale 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 pokoZzce a v pli-
cich zdravych jedinci'*'®. Pfemnozeni kvasinek a vyvoj
onemocnéni mize vyvolat napiiklad podavani antibiotik
nebo imunosupresiv'> . Zakladnim morfologickym
utvarem kvasinek je ovalna grampozitivni butika velikos-
ti 3-6 um. Za urcitych podminek se buriky kvasinek
enormné protahuji, ale svymi konci ziistavaji 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-
mykdzy), v priduskach nebo v plicich (broncho-pulmo-
nalni kandid6za). Prilezitostné muZe zplsobovat aZ
otravu krve, zanét endokardu nebo zinét mozkovych
blanlS’”' 19).

Ordlni kandidozy

V naprosté vétSiné pfipadd je ordlni kandidéza vyvo-
lana kvasinkou Candida albicans. Ta je za normalnich
podminek na ustni sliznici saprofytem, pfitomnym jen
v malém mnoZstvi'¥. Jako patogen se projevi oportunis-
ticky pfi lokdlnim ¢i celkovém naruSeni imunitniho
systému, kdy dochdzi k nefyziologickému zmnoZeni
kvasinek!». U pacienti s t€Zkym imunodeficitem jsou
oralni kandidézy zptsobeny Candidou crusei, kandid6zy
u pacientd po radiacni terapii v oblasti krku vyvolava
Candida glabrata. Nové druhy kvasinek (Candida dubli-
niensis nebo C. conspicua) byly popsany u pacientl
s HIV!4 19,

Prikaz kandidéz probiha primo. K diagnostice sooru
a poSevni kandidézy staci mikroskopie, ke zjisténi citli-
vosti je nezbytna kultivace. Sabouraudiiv agar je postup-
né nahrazovan chromogennimi agary, na nichZz Candida
vyrastd 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 lokélni poda-
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 Casta antimykotika v 1é¢bé kandidéz patii karba-
maty, morfolin, DNA analog 5-fluorocytosin a capso-
fungin'®.

Mikrobiologické hodnoceni citlivosti patogenti
k antimykotikium

Utinnost protimikrobni latky na prislusny patogen
miZeme stanovit pomoci dvou laboratornich hodnot —
minimalni inhibi¢ni koncentrace a minimdlni baktericidni
(fungicidni) koncentrace?”. Se zvySujicim se vyskytem
mykotickych infekci a stile rostoucim poctem antifungal-
nich pfipravkii nabyva na vyznamu stanoveni in vitro cit-
livosti k antimykotickym latkdim. DGvodem je i vyskytuji-

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

ci se rezistence nékterych druhti patogent a potieba zvolit
nejen vhodny prepardt, ale také davku v zavislosti 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 malo 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-
ren¢ni laboratote!”. Pro zjiStovani antimykotické citli-
vosti metodou diluéni 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 diluéni metodu (Fungitest)'”.

Mikrodilucni metody stanoveni

CLSI (dokument M27-A2)

Jedna se o metodu kvantitativni, poskytujici moZznost
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
pii testovani citlivosti kvasinek rodu Candida a Crypto-
coccus neoformans s pouzitim média RPMI-1640 s glu-
taminem, bez bikarbonatli, obohaceného 0,2 % glukosy.
Hustota oc¢kovaného inokula je 0,5 McFarland, a inkuba-
ce probiha pfi 35 °C 24-48 hodin pro Candida spp.
a48-72 hodin pro Cryptococcus neoformans. Hodnoti se
stupefi zdkalu dle uréenych 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° az 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 izolati
a — C. albicans, b — C. glabrata, b — C. parapsilosis,
d - C. tropicalis

stanoveny na 35 °C a 24 hodin. Tyto postupy byly ovéfe-
ny ve studiich, kde se sledovala korelace s postupy CLSI
a interlaboratorni reprodukovatelnost vysledku u ciclopi-
roxolaminu, terbinafinu, ketokonazolu, itrakonazolu
a flukonazolu. I pfesto, Ze doporucené postupy CLSI
a EUCAST se lisi v pfipravé 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 umoziiuje dle z6ny inhibice
ristu vytvofené kolem disku s antimykotickou latkou
zafadit 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 nésledné ovéfena v celosvé-
tové studii infekénich nemoci a jejich plvodci
(ARTEMIS) a v roce 2004 uznana CLSI jako standard
M44-A 2222 Pro testovani je dle CLSI doporucen
Mueller-Hintondv 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 pii 35 °C 24 hodin,
u nékterych druh@t v pfipadé slabého rlstu i 48
hodin?-2%. Moznou alternativou je modifikovany Sabou-
raudiv glukosovy agar (2% glukosa, 1% pepton, 2,5%
agar, pH neupraveno), pro azolovd chemoterapeutika
s vyjimkou 5-fluorocytosinu Ize pouzit agar s kasitoni-
nem nebo komer¢ni pidu Antimycotic sensitivity agar
firmy Hi-media. U testovani citlivosti kvasinek se téz
vyuZziva 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 ng ciclopiroxolaminu (ITEST
plus s r.o., CZ). Pro kultivaci kvasinek se pouzily 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 pouZzilo
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 vzorkt odebranych pacientim z dutiny ust-
ni od fijna 2007 do bfezna 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 nao¢kovaly na
Petriho misku s chromogennim médiem CHROM Agar
Candida. Kultivace probihala pii 27 °C po dobu 24-48
hodin. Kvasinky narostlé na CHROM Agar Candida byly
identifikovany na zéklad¢ barvy kolonii (obr. 4).

Mikrobiologické hodnoceni citlivosti patogenii

Mikrodiluc¢ni metoda stanoveni

a) Pfiprava inokula

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

b) Pfiprava roztoki

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.

¢) Priprava mikrotitracni desticky

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 pfidal v takovém mnoZstvi, 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 nadavkovalo po 100 ul inokula
o hustoté 0,5 Mc Farland a inkubovalo se v termostatu po
dobu 48 hodin pfi 35 °C. Vysledky se hodnotily odecte-
nim zdkalu vizudlng. Jako miniméalni 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
nalitém Sabouradové agaru v termostatu pii teploté
27 °C po dobu 24-48 hodin. VyZihanou bakteriologickou
klickou bylo nabrino 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 Cisté 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 pfi 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 z6ny
> 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 pouzily referen¢ni kmeny kvasinek:
Candida albicans CCM 8261, Candida glabrata CCM
8270, Candida parapsilosis CCM 8260 a Candida tropi-
calis CCM 8264.

c¢) Statistické porovnani rozdili v citlivosti jednotli-
vych kment Candid
Aby bylo mozné fici, Ze primérné hodnoty minimal-

nich inhibi¢nich z6n u jednotlivych kmend Candid se
statisticky vyznamné 1isi, je nutné vysledky podrobit sta-
tistickému zpracovani. Pro posouzeni, zda je rozdil v cit-
livosti statisticky vyznamny, je vhodné vyuzit one tailed
neparovy Studenttiv t-test. Nejprve bylo tfeba ovéfit, zda
data v jednotlivych skupinach odpovidaji normalnimu
rozloZeni a rozptyly dat v jednotlivych skupinach se sta-
tisticky vyznamné neliSi. K tomu tcelu se vyuZil F-test.
Statistické porovnani bylo provedeno v programu
Prism 4.

VYSLEDKY A DISKUZE

Identifikace kvasinek na chromogenni padé

Z 536 vzorkl odebranych pacientim z dutiny tstni 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

. Procentudlni 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 miniméalni inhibi¢ni kon-
centraci ciclopiroxolaminu na referen¢nich 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 referenéni kmen Candida albicans CCM 8261 sta-
novena na 1 pug/ml, pro referenc¢ni kmen Candida gla-
brata CCM 8270 2 ug/ml, Candida parapsilosis CCM
8260 0,5 ug/ml a Candida tropicalis CCM 8264
1 pg/ml (tab. 3). Vysledek koreluje s literarnimi udaji,
které uvadéji MIC ciclopiroxolaminu v rozmezi od
0,98 do 3,9 pg/ml1!®. Mikrodiluéni metodou byla ové-
fena antimykotickd uc¢innost ciclopiroxolaminu, ktery
se nasledné pouzil do nalisovanych mukoadhezivnich
oralnich tablet.
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Tab. 2. Odecet minimalni inhibicéni koncentrace v 96 jamkové mikrotitracni desticce

C. albicans C. glabrata C. parapsilosis C. tropicalis
4

2 2 2 2

1 1 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
(ug/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 rast.

Tab. 3. Minimdlni inhibi¢ni koncentrace ciclopiroxolaminu

Rod Candida Minimalni inhibi¢ni koncentrace (ug/ml)
C. albicans >1

C. glabrata >2

C. parapsilosis >0,5

C. tropicalis >1

Tab. 4. Prumeérné inhibi¢ni zény standardniho disku
s obsahem CP na kvasinkdach

Hodnoceni citlivosti patogent diskovou
difuzni metodou

Diskovou difuzni metodou na asparaginovém agaru se
stanovila velikost inhibi¢nich z6n standardnich diski
s obsahem 30 g ciclopiroxolaminu na jednotlivych izo-
lovanych kmenech kvasinek — Candida albicans, C. gla-
brata, C. parapsilosis, C. tropicalis a referenénich kme-
nech: Candida albicans CCM 8261, Candida glabrata
CCM 8270, Candida parapsilosis CCM 8260 a Candida
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Obr. 5. Inhibicéni zény standardniho disku s obsahem CP na
izolovanych kvasinkdach

Izolaty kmene Prumérna inhibic¢ni Smérodatna
Candida zoéna (mm) odchylka
C. albicans 15,01 1,268

C. glabrata 14,04 0,758

C. parapsilosis 13,31 0,821

C. tropicalis 14,92 1,421

Tab. 5. Porovndni rozdili variability rozptyli hodnot
u jednotlivych kmenu (F-test)

Porovnani rozptylu

Eﬁfel::-lt jednotlivych Hodnota F hlggi;(i)ctl;ﬁl: Vy:g:(;?ﬁ;mt
C. albicans-parapsilosis 1,97 2,68 NE
C. albicans-tropicalis 1,46 2,53 NE
C. albicans-glabrata 2,31 2,68 NE
C. parapsilosis-tropicalis 2,87 5,19 NE
C. glabrata-tropicalis 3,37 5,19 NE
C. glabrata-parapsilosis 1,17 6,38 NE

Tab. 6. Porovnani rozdilné citlivosti jednotlivych kmenu
Candida (nepdarovy Studentiiv t-test)

Rozdil v citlivosti Kritickd Vyznamnost

jednotlivych kment Hodnota t hodnota t rozdilu
C. albicans-parapsilosis 2,80 1,64 ANO
C. albicans-tropicalis 0,13 1,64 NE
C. albicans-glabrata 1,59 1,64 NE
C. parapsilosis-tropicalis 2,03 1,83 ANO
C. glabrata-tropicalis 1,13 1,83 NE
C. glabrata-parapsilosis 1,31 1,85 NE
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tropicalis CCM 8264. Velikost referen¢ni inhibi¢ni zony
pro disky s obsahem ciclopiroxolaminu 30 pug 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 referenc¢ni kmen Candida tropicalis CCM 8264 byla
10,50 mm, primérnd hodnota inhibicni zény izolatu
14,92 mm (tab. 4, obr. 5). U vSech vzorki, jakoz i refe-
ren¢nich kment byla naméfena inhibi¢ni zona 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 kmenti Candid disko-
vou difuzni metodou se jako statisticky vyznamna (hla-
dina vyznamnosti 95%) prokazala niZsi citlivost izolat
Candida parapsilosis oproti Candida albicans a Candi-
da tropicalis. Jiny statisticky vyznamny rozdil v citlivos-
ti se neprokdzal (tab. 5, tab. 6).

Na zékladé vysledkt identifikace a stanoveni MIC
Ctyt nejCastéjSich druhi Candid budou v nasledujici fazi
experimentu pfipraveny mukoadhezivni tablety pro
lokalni terapii kandidovych infekci dutiny dstni. Cilem
této formulace je zajistit setrvani tablety na bukélni 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 zaji§téno prekroceni MIC
pro nejméné citlivy kmen kvasinek — Candida glabrata
(minimalné 2 pg ciclopiroxolaminu/ml slin a rychlost
uvoliovani nejméné 0,24 mg za hodinu). Obsah 1é¢ivé
latky v tableté na zékladg zjisténych vysledkd 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 pisobe-
ni lékové formy. Kromé denni produkce slin
(120 ml/hod.??) je tieba poditat s uréitou ne nepodtatnou
casti 1é¢ivé latky odstranéné s pfijmem tekutin a potravy.
Proto by se mél teoreticky obsah ciclopiroxolaminu
v tableté pohybovat mezi 25 a 50 mg.

ZAVER

Kultivaci stértt 536 pacient na chromogennim agaru
bylo zjisténo, Ze majoritni podil na vzniku ordlnich 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 ukézala, Ze nejmensi
citlivost na ciclopiroxolamin vykazuje kmen Candida

glabrata (MIC 2 2 ug/ml). Tento Gdaj 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 bukalni
sliznici bylo dosazeno koncentrace 1é¢iva ve slinich nad
hladinou MIC pro sledované kvasinky.
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® Ze zasedani Vyboru Ceské
farmaceutické spolec¢nosti

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

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

Pfi jednéni o zahrani¢nich aktivitich vybor CFS kon-
statoval, Ze priprava 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 ispésné. BliZsi informace o kongresu jsou
na adrese www.isopp2010.com.

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

Ukastnici jednani vyslechli informaci o ¢asopisu Ces-
ka a slovenska farmacie. Slovenska farmaceutickd spo-
le¢nost se financné podilela na ztraté Casopisu za rok
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2009. Pripravuje se smlouva o spoluprici pfi vydavani
tohoto Casopisu. Byly vytvofeny nové pokyny v ¢eském
a anglickém jazyce pro autory publikaci v tomto ¢asopi-
se, které jsou pocinaje letoSnim rokem v kazdém cisle
Casopisu. Vybor doporucuje, aby se pfipadné zbylé
a neprodané vytisky pouzivaly jako propagacni material
na akcich poradanych CFS.

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

V dalSich projednavanych zaleZitostech vybor diskuto-
val vyhlagky doslé z MZ CR, v&etné poZadavku navrhnout
¢leny do Akredita¢nich komisi pro oblast specializacniho
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 farmaceutii ve Zling. Mistopiedseda CFS
dr. P. Grodza, informoval, Ze se planuje aktivizace i dal-
Sich regionalnich spolkll farmaceuta.

Vybor projednal dal$i organizacni zéleZitosti, bylo
vydano jedno dal§i osvédCeni pro pfipravu cytostatik
v 1ékarnach. Od fijna 2009 se do CFS piihlasilo 11
novych c¢lent.

Piisti schiize vyboru CFS se planuje na 16. dubna
2010 v ramci Beskydského sletu v Malenovicich.

P. Komdrek
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