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Anotace
[bookmark: _Hlk63630721][bookmark: _Hlk63630399]Významným problémom súčasnej medicíny je klesajúca citlivosť kvasiniek voči antimykotikám. Sľubným zdrojom látok s menším rizikom vzniku rezistencie sú rastliny obsahujúce silice. Táto práca skúma farmakodynamické interakcie medzi silicami Cymbopogon flexuosus, Mentha arvensis, Syzygium aromaticum a klotrimazolom na Candida albicans, Candida krusei a Candida parapsilosis. Interakcie boli skúmané v mikrotitračnej doštičke a synergia bola potvrdená diskovou difúznou metódou. Súčasťou práce je porovnanie účinku kvapalnej a plynnej fázy silíc s potenciálom na lepšiu aplikáciu pri liečbe kandidóz. Aj keď sa synergický efekt vo všetkých prípadoch jednoznačne nepreukázal, najmä silice C. flexuosus a S. aromaticum majú potenciál pri samostatnom použití, ale aj pri súčasnom použití s klotrimazolom pri lokálnej liečbe infekcií spôsobenými kvasinkami rodu Candida. 
Abstract
The declining susceptibility of yeasts to antifungals is becoming an alarming problem. Plants containing essential oils are a promising source of substances with a lower risk of developing resistance. This thesis investigates the pharmacodynamic interactions between the essential oils of Cymbopogon flexuosus, Mentha arvensis, Syzygium aromaticum and clotrimazole on Candida albicans, Candida krusei and Candida parapsilosis. The interactions were examined in a microtiter plate and the synergy was confirmed by the disk diffusion method. The thesis contains a comparison of liquid and gas phases of essential oils with the potential for better application in the treatment of candidiasis. Although the synergistic effect has not been clearly demonstrated in all the cases, in particular, C. flexuosus and S. aromaticum essential oils have the potential for separate use, but also for the use together with clotrimazole in the local treatment of infections caused by genus Candida. 
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[bookmark: _Toc381564257][bookmark: _Toc20320070][bookmark: _Toc68641013]Úvod
Kvasinky sú bežnou súčasťou vonkajšieho prostredia, ale aj ľudského mikrobiómu. Za vhodných podmienok však môžu u svojho hostiteľa spôsobiť ochorenia, ktorých prejavy sú rozmanité a závisia na napadnutom orgáne a tkanive. Najčastejším a klinicky najvýznamnejším pôvodcom kvasinkových ochorení u človeka je rod Candida a najmä C. albicans, ale v poslednom čase sa rozmáhajú aj infekcie spôsobené non-albicans druhmi. [1] Infekcie kvasinkami rodu Candida sa so zvyšujúcou populáciou imunosuprimovaných ľudí či ľudí s rôznymi biomedicínskymi pomôckami a prístrojmi stávajú čoraz častejšie a významnejšie zaťažujú zdravotnícky systém. Kvasinky tohto rodu sú pôvodcami vulvovaginálnej kandidózy, orálnej kandidózy, kandidózy kože a nechtov, ale aj veľmi nebezpečnej kandidémii a systémovej kandidózy. [2]
Na ich liečbu sa používajú antimykotiká, ktoré sú podávané za účelom potlačenia rastu a zabitia buniek Candida, avšak súčasne vedú k rozvoju bunkových obranných mechanizmov a vzniku rezistencie. Poznanie mechanizmov patogenity kandíd, ktoré im umožňujú napadnúť ľudské bunky a spôsobiť ochorenie, ale aj získať rezistenciu na dané antimykotikum, môže uľahčiť výber správneho liečiva, zjednodušiť liečbu pacienta a zachrániť nejeden ľudský život. 
V poslednej dobe sa v liečbe presadzuje trend prírodných liečiv, najmä éterických olejov. Tieto oleje neobsahujú len jednu, ale väčšie množstvo rôznych účinných látok s rôznymi mechanizmami účinku. Hlavným mechanizmom účinku je narušenie integrity membrány najmä ich terpenoidnou zložkou. [3] Ich antimykotický účinok in vitro bol preukázaný mnohými štúdiami. Aj pre ich pomerne nízku toxicitu, dobrú dostupnosť, cenu a rozmanitosť mechanizmov účinku, na ktoré nevznikajú rezistencie, sú považované za nové potenciálne liečivá. Existuje nádej, že ich použitie predchádza vzniku rezistencie na klasické antimykotiká.
[bookmark: _Hlk63614233]Možným riešením problému rezistencie je aj hľadanie synergií medzi existujúcimi liečivami, keď je výsledkom súčasného pôsobenia viacerých látok ich zosilnený účinok. Synergické pôsobenia môžu prekonať toxicitu a ďalšie vedľajšie účinky spojené s vysokými dávkami jednotlivých liekov pôsobením proti biologickej kompenzácii, šetrením dávok každej zlúčeniny, ale aj mechanizmom pôsobenia na po sebe idúce metabolické pochody. [4] Práca je zameraná na hľadanie synergie medzi troma silicami, ktoré v literatúre, ale aj v predbežných pokusoch ukázali antimykotickú aktivitu, a klasickým antimykotikom klotrimazolom s pomerne vysokým výskytom rezistencie. Silice C. flexuosus, M. arvensis a S. aromaticum boli vybrané aj pre ich ďalšie biologické účinky, ako sú antioxidačný, antiflogistický, analgetický a antibakteriálny efekt, z ktorých pri liečbe kandidóz vyplývajú benefity. Silice sú vybrané aj na základe ich rozličného chemického zloženia. Silice C. flexuosus, M. arvensis obsahujú hlavne terpenoidné zložky, zatiaľ čo hlavná zložka silice S. aromaticum, eugenol, je derivát fenylpropánu. [5] [6] [7] [8]
Jednoduchosť aplikácie, možnosť kombinácie s antimykotikami a nižšia toxicita predurčuje silice na lokálnu aplikáciu na kožu a sliznice, kde sú v priamom kontakte s kvasinkami, ktoré môžu zabíjať, a liečiť tak kandidózy kože, nechtov, ale aj orálne a vaginálne kandidózy. Potenciál pre vývoj liekov na liečbu plesňových infekcií a zápalov kože ukazuje aj použitie plynnej fázy, ktorá uľahčuje aplikáciu a eliminuje potrebu priameho kontaktu s olejom. Je dokonca možné, že pri liečbe plynnou fázou sú dostatočné aj nižšie koncentrácie silice. Aj preto bola v práci so silicami C. flexuosus, M. arvensis a S. aromaticum overená aj táto teória. Na systémové použitie sú potrebné ďalšie in vivo štúdie, meranie biologickej dostupnosti, farmakokinetiky a farmakodynamiky, toxicity a iných faktorov. [5]
[bookmark: _Toc20320071][bookmark: _Toc68641014]Klasifikácia rodu Candida
doména: Eucaryota
ríša: Fungi
podríša: Dikarya
oddelenie: Ascomycota
pododdelenie: Saccharomycotina
trieda: Saccharomycetes
rád: Saccharomycetales
čeľaď: Saccharomycetaceae
rod: Candida [9]

Rod Candida patrí medzi mikroskopické huby, mikromycéty. Pozostáva z približne 200 rozmanitých druhov kvasiniek, z čoho 17 rôznych druhov je pôvodcom ľudských infekcií. [10] Viac ako 90 % invazívnych infekcií je však spôsobených druhmi Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis a Candida krusei. [1] Aj keď je väčšina kvasiniek neškodných, kvasinky rodu Candida spôsobujú najviac plesňových infekcií na svete. Rod Candida zahŕňa charakteristicky biele asporogénne organizmy, v rámci rodu charakterizované okrem genotypu predovšetkým koloniálnou morfológiou, využitím uhlíkatých látok a ich fermentáciou. [11]
[bookmark: _Toc68641015]Všeobecná charakteristika
U kvasiniek je stielka redukovaná na jednobunkové okrúhle, alebo oválne bunky zvané blastospóry. Ich veľkosť sa pohybuje medzi 3–15μm. Množia sa nepohlavne pučaním a za určitých podmienok môžu vytvárať pseudomycélium z pseudohýf, alebo aj pravé mycélium z hýf. [12] Rozdiel medzi pseudomycéliom a pravým mycéliom je, že články reťazcov u pseudomycélia tvoria bunky s jedným jadrom, zatiaľ čo pravé mycélium je septované. Pri delení asymetrickým pučaním sa pred vznikom púčikov objavujú septinové krúžky. Po odškrtení dcérskej bunky na bunkovej stene zostane stála štruktúra v podobe jazvy. Niektoré kandidy dokážu vytvárať aj chlamydospóry s hrubou bunkovou stenou a meniť biele bunky na nepriezračné bunky súvisiace so sexuálnym rozmnožovaním. Schopnosť tvoriť hýfy a pseudohýfy sa medzidruhovo líši. [13] Väčšina kvasiniek má bielu alebo smotanovú farbu, ale kolónie niektorých kvasiniek produkujúcich pigmenty môžu mať aj ružové, fialové a červené sfarbenie. [14]
Na povrchu kvasiniek sa nachádza bunková stena, ktorá zabezpečuje ochranu bunky pred nepriaznivými vplyvmi, udržuje jej tvar, napomáha pri sexuálnom rozpoznaní a sprostredkúva informácie medzi kvasinkou a hostiteľom. Hlavnými zložkami sú polysacharidy β‑1,3-glukán, β-1,6-glukán, chitín a manoproteíny. Druhým najzastúpenejším komponentom sú proteíny, ktoré tvoria 3–20 %. Enzýmy, ktorých cieľom je prestavba bunkovej steny, sa nazývajú transglykozylázy. Štiepia donorové molekuly ako glukány, chitíny a manoproteíny a následne vytvárajú novú väzbu medzi fragmentom rozštiepeného sacharidu a druhou molekulou sacharidu. Lipidy, pigmenty a soli sú prítomné v malých množstvách. [15]
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[bookmark: _Toc68640971]Obr. 1 Zloženie bunkovej steny, upravené podľa zdroja [16]

[bookmark: _Hlk63531751]Pod bunkovou stenou sa nachádza cytoplazmatická membrána s obsahom ergosterolu ako hlavného sterolu. Vnútro bunky je vyplnené cytoplazmou predstavujúcou mierne kyslú (pH 5,2), koloidnú tekutinu, ktorá obsahuje zlúčeniny s nízkou a strednou molekulovou hmotnosťou, napríklad proteíny a glykogén. Sú v nej usporiadané organely ako mitochondrie, ribozómy, endoplazmatické retikulum, Golgiho aparát, lyzozómy obsahujúce hydrolytické enzýmy a peroxizómy, ktoré obsahujú najmä degradujúce oxidázy. Bunky húb obsahujú vakuoly, od rastlín sa však líšia neprítomnosťou chloroplastov. [17] Prítomnosť jadra je jednou z definujúcich charakteristík eukaryotických buniek. Jadro je ohraničené dvojitou membránou, ktorá oddeľuje genetický materiál od zvyšku bunky. V miestach prechodu vnútornej a vonkajšej membrány jadra sa nachádzajú nukleopóry. Bunky bývajú haploidné aj diploidné. [18] Ďalšia dôležitá časť bunky je cytoskelet. Zložky cytoskyteletu sa podľa funkcie a hrúbky delia na mikrofilamenty a mikrotubuly. [17] Charakteristická vlastnosť kvasiniek je, že mikrotubuly pravdepodobne nie sú zahrnuté v transporte medzi hlavnými bunkovými organelami a slúžia na orientáciu organizujúceho centra pri delení. Jadrová membrána a jadierko zostávajú intaktné počas väčšiny mitotických fáz, nevzniká jasná metafázová doštička. [19] Niektoré kmene C. albicans obsahujú dlhé proteínové vlákna nazývané fimbrie uľahčujúce priľnutie k slizniciam. [20]
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[bookmark: _Toc68640972]Obr. 2 Vnútorná štruktúra pučiacej kvasinkovej bunky, upravené podľa zdroja [21]
Klasifikácia rodu Candida
Klasifikácia rodu Candida


[bookmark: _Toc20320072][bookmark: _Ref61287786][bookmark: _Toc68641016]Mechanizmy patogenity
Aj keď sú kvasinky rodu Candida oportúnne patogény, sú jedinečné v tom, že spôsobujú ochorenia na niekoľkých anatomicky rozličných miestach v hostiteľskom organizme. Nachádzajú sa aj na povrchoch slizníc, kde limitovaná výživa a kompetícia s ostatným mikrobiómom poskytuje selektívny evolučný tlak, ktorý spôsobuje elimináciu menej prispôsobeného organizmu. So schopnosťou infikovať tak širokú škálu buniek v rôznom prostredí súvisia aj faktory virulencie. Keďže väčšina kvasiniek rodu Candida patrí k oportúnnym patogénom, ich patogenita závisí na celkovom stave hostiteľa a na faktoroch virulencie jednotlivých kmeňov.
Patogenita je schopnosť organizmu poškodiť hostiteľskú bunku. Úroveň patogenity je vyjadrená virulenciou, ktorá hovorí o vážnosti prejavov infekcie v nakazených jedincoch. Faktory virulencie sú molekuly produkované baktériami, vírusmi, hubami a prvokmi, ktoré určujú ich efektivitu a umožňujú im kolonizovať hostiteľa, vyhnúť sa rozpoznaniu imunitným systémom, penetrovať a opustiť bunku a získať výživu. [22] Pochopenie mechanizmov patogenity, ktoré kandidy počas infekcie používajú, je dôležité pre vývoj nových antifungálnych terapií a diagnostiky. Antifungálne lieky boli klasicky určené na ničenie patogénnych mikroorganizmov. Pri neustálom vznikaní rezistentných kmeňov je však pochopenie komplexnosti vzniku a priebehu infekcie čoraz dôležitejšie a špecifické zameranie na faktory virulencie prináša nový prístup k terapii. Medzi najvýznamnejšie faktory virulencie kandíd patria: polymorfizmus, thigmotropizmus, schopnosť produkovať adhezíny a invazíny a tvoriť biofilm, regulovať pH, získavať kovy, ako aj ich celková metabolická adaptácia a odpoveď na stres.
[bookmark: _Toc68641017]Polymorfizmus a thigmotropizmus
U kvasiniek je stielka redukovaná na jednobunkové bunky zvané blastospóry. Ich veľkosť sa priemerne pohybuje medzi 3–15 μm. Množia sa nepohlavne pučaním, po ktorom na bunkovej stene zostane stála štruktúra v podobe jazvy. Za určitých podmienok môžu vytvárať pseudomycélium z pseudohýf, kde sa dcérske bunky preťahujú a neoddeľujú od materskej bunky inak ako zaškrtením v septe, alebo aj pravé mycélium z hýf s paralélnymi bunkovými stenami. [12] Niektoré kandidy dokážu vytvárať aj chlamydospóry s hrubou bunkovou stenou a meniť biele bunky na nepriezračné bunky súvisiace so sexuálnym rozmnožovaním (switching). [23] Schopnosť tvoriť hýfy a pseudohýfy sa medzidruhovo líši (viď. Tab. 1 Polymorfizmus u rôznych druhov kvasiniek). Panuje názor, že blastospóry sú nevyhnutné pre efektívne šírenie v tele, zatiaľ čo hyfálne formy sú potrebné pre inváziu tkanív. Význam ostatných morfologických foriem ostáva pomerne neznámy. [24] [25]
[bookmark: _Hlk63531942][bookmark: _Hlk63531973]Schopnosť tvoriť hýfy zohráva dôležitú úlohu v patogenite jednotlivého druhu. Medzi proteíny zodpovedajúce za túto schopnosť patria Hwp1, Als3, Sap4, Sap5 and Sap6, Ece1, Hyr1 a HGC1. [26] Candida albicans schopná tvoriť hýfy je najčastejšou patogénnou kvasinkou. Hýfy C. albicans dominujú v biofilmoch tvorených v tele zdravých ľudí, u pacientov postihnutých rakovinou však narastá incidencia výskytu C. tropicalis, čo môže byť spôsobené výskytom látok v krvi napomáhajúcich premene iných druhov kandíd na hyfálnu formu. Medzi tieto faktory napomáhajúce premene patrí vysoké pH, hladovka, prítomnosť N-acetylglukozamínu v sére, ako aj zmeny teploty a hladina CO2. [26] [27]
[bookmark: _Hlk63532018]S výskytom hyfálnej formy súvisí aj okolie bunky a medzibunková komunikácia. Pri C. albicans sa ako molekuly pri medzibunkovej komunikácii uplatňujú farnesol, tyrosol a dodekanol. Táto komunikácia zvaná quorum sensing pri vysokej hustote buniek (>107 buniek/ml) podporuje rast kvasiniek, zatiaľ čo nízka hustota buniek (<107 buniek/ml) podporuje tvorbu hýf a biofilmov. [28] [29] Tak isto bolo dokázané, že na biofilm tvorený C. albicans dokázali nasadnúť a spôsobiť ko-infekciu iba C. tropicalis a C. dubliniensis, schopné tvoriť hýfy. [30] Vznik hýf u C. albicans tak isto ovplyvňuje aj kontakt s napadnutým povrchom. [31] Na určitých substrátoch, ako je agar alebo sliznice, môžu tieto hýfy prerásť do substrátu, kde smer rastu určuje thigmotropizmus, ktorý ovplyvňuje extracelulárný príjem kalcia pomocou kalciových kanálov Cch1 a polarizómu Rsr1-GTPase. [32] [33]

[bookmark: _Ref61284570][bookmark: _Toc68640990]Tab. 1 Polymorfizmus u rôznych druhov kvasiniek, upravené podľa zdroja [26]
	

	Kvasinko-vá bunka
	Pseudo-hýfa
	Hýfa
	Switching
	Priemer (μM)

	C. albicans
	+
	+
	+
	+
	4–10

	C. dubliniensis
	+
	+
	+
	+
	4–10

	C. tropicalis
	+
	+
	+
	+
	5–11

	C. parapsilosis
	+
	+
	-
	-
	3–9

	C. krusei
	+
	+
	-
	-
	3–10

	C. glabrata
	+
	+/-
	-
	
	-


[bookmark: _Ref61286018][bookmark: _Ref61286039][bookmark: _Toc68641018]Adhezíny
Mnohé huby pred penetráciou silne adherujú k vonkajšiemu povrchu hostiteľa. Adhezíny sú molekuly na povrchu buniek, ktoré uľahčujú túto adhéziu k iným bunkám alebo povrchom. [34] 
[bookmark: _Hlk63532130]Najznámejšími a najlepšie preštudovanými adhezínmi sú agglutinin‑like sequence (ALS) proteíny. V genóme C. albicans sú ALS proteíny kódované na 8 rozličných miestach a kódujú povrchové proteíny spojené s glykozylfosfatidylinozitolom (GPI). [35] Za najdôležitejší adhezín sa pokladá Als3, spojený s hyfálnou formou kvasinky. Expresia génu Als3 je upregulovaná počas infekcie orálnych epitelových buniek in vitro a počas vaginálnej infekcie in vivo. [36] [37]
Ďalším dôležitým adhezínom C. albicans je Hwp1, ktorý je taktiež asociovaný s hýfami a spojený s glykozylfosfatidylinozitolom (GPI). Hwp1 slúži ako substrát pre transglutaminázy cicavcov a táto reakcia môže kovalentne spájať hýfy C. albicans s hostiteľskými bunkami. [38] Preukázalo sa, že oba tieto proteíny sú spoluzodpovedné aj za tvorbu biofilmov. [39]
K adhézii tak isto prispievajú proteíny nezávisle na morfológii kvasinky, čo vysvetľuje patogenitu a schopnosť tvoriť biofilmy kvasiniek, ktoré nie sú schopné tvoriť hýfy. Medzi tieto proteíny, u ktorých sa predpokladá, že pomáhajú adhézii, patria GPI proteíny (Eap1, Iff4, Ecm33), proteíny nekovalentne spojené s bunkovou stenou (Mp65, β‑glukanáza, Phr1, β-1,3-glukanosyl-transferáza), proteázy bunečného povrchu (Sap9, Sap10) a integrin-like povrchový proteín Int1. [40] [41]
[bookmark: _Ref61285933][bookmark: _Toc68641019]Invazíny
Medzi invazíny zaradujeme skupinu proteínov asociovaných s penetráciou patogénu. Uplatňujú sa v časných fázach infekcie a podporujú vstup patogénu do bunky. Aktívna penetrácia a indukovaná endocytóza sú dva rozdielne spôsoby prieniku invazívnych kmeňov do bunky. [41]
Aktívna penetrácia je proces riadený hubou, pri ktorom kandida vylučuje hydrolytické enzýmy (aspartyl-proteinázy, fosfolipázy, lipázy), ktoré ovplyvňujú adherence junctions (proteínové komplexy zabezpečujúce spojenie buniek v epiteliálnych a endoteliálnych tkanivách) a uľahčujú degradáciu bunkovej membrány. Predpokladá sa, že taktiež zvyšujú efektivitu využitia potravy v extrecelulárnom priestore. Následne kandida preniká do hostiteľského tkaniva vo forme hýfy priamo cez epitelové bunky alebo cez narušené medzibunkové medzery epitelových vrstiev. [27] Aktívna penetrácia predstavuje prevládajúcu cestu vstupu do buniek epitelu. Cesta vstupu sa môže líšiť v závislosti od typu napadnutých buniek. Penetrácia buniek orálnej dutiny prebieha oboma spôsobmi, ale vstup do buniek epitelu čreva je sprostredkovaný len cez aktívnu penetráciu. [40] [42]
[bookmark: _Hlk63532362]Vylučované aspartyl-proteinázy (SAP) patria medzi skupinu enzýmov asociovaných s virulenciou zahŕňajúcu minimálne desať rozličných proteínov. SAP boli zaznamenané u C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis a C. guilliermondii. [43] Použitím RT-PCR metódy, imunochemických metód a kmeňov s deléciou génu sa prišlo na to, že expresia SAP 1-3 koreluje so stupňom napadnutia tkaniva. [44] [45] Preukázalo sa, že zo štyroch identifikovaných fosfolipáz má na virulenciu v zvieracom modeli kandidózy vplyv len PLB1. Mutanti produkovali menej fosfolipázy in vitro a boli menej virulentní. [46] Funkcia lipáz pri penetrácii nebola preukázaná a celá molekulárna podstata procesu penetrácie ostáva z veľkej časti neznáma. [40] 
[bookmark: _Hlk63532427]Indukovaná endocytóza začína expresiou invazínov na povrchu kandíd schopných tvoriť hýfy, ktoré sa potom naviažu na proteíny (kadheríny, EGRF) na povrchu epitelu hosťovskej bunky. To vyvolá presun cytoplazmatických proteínov (aktín, klathrín) v napadnutej bunke a následné pohltenie hýf. Do bunky prenikajú aj neživé hýfy, čo naznačuje, že indukovaná endocytóza je zo strany huby pasívny proces. [40] 
Ako dva najvýznamnejšie invazíny boli identifikované proteíny Als3, ktorý slúži aj ako adhezín, a Ssa1. [47] Mutanti bez génu spôsobujúceho expresiu týchto génov vykazovali zníženú epiteliálnu adherenciu a invazívnosť a tým spôsobenú zníženú virulenciu v myšom modeli oropharyngeálnej kandidózy. [41] [48]
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[bookmark: _Toc68640973]Obr. 3 Porovnanie indukovanej endocytózy a aktívnej penetrácie hýf, upravené podľa zdroja [27]
[bookmark: _Toc68641020]Schopnosť tvoriť biofilm
Biofilmy sú ochrannou nikou mikroorganizmov. Vznikajú po prichytení sa na povrch prechodom adherentných blastospór na dobre definované bunkové spoločenstvá tvorené hýfami a pseudohýfami obalenými extracelulárnym polysacharidovým matrixom. [49] Huby rodu Candida sa často vyskytujú v normálnej mikroflóre ľudí, čo uľahčuje ich stretnutie s väčšinou implantovaných biomateriálov a povrchov hostiteľa. Infekcie spojené s biofilmami sú problematické, pretože sa ťažko liečia z dôvodu zvýšenej antimikrobiálnej rezistencie organizmov v biofilme. 
[bookmark: _Hlk63532510][bookmark: _Hlk63541767]Biofilm sa zvyčajne formuje v štyroch po sebe nasledujúcich krokoch. Na začiatku mikroorganizmus adheruje k povrchu. Adhézia je najskôr sprostredkovaná nešpecifickými interakciami medzi bunkami a substrátom, ako sú hydrofóbne a elektrostatické sily. Následne sa exprimujú špecifické adhézne molekuly popísané v podkapitole Adhezíny. Druhým krokom je samostatná tvorba kolónií a organizácia buniek. Morfogenéza týchto buniek v rodiacej sa komunite závisí od rôznych faktorov, medzi ktoré patrí zdroj uhlíka, substrát a druhy kandíd. [49] Schopnosť tvoriť hýfy prispieva k väčšej virulencii aj v biofilmoch, avšak schopnosť tvoriť biofilmy bola zaznamenaná aj u buniek Candida v inej morfologickej forme. [50] Tretím krokom je vylučovanie extracelulárneho polysacharidoveho matrixu (EPS) a zrenie do trojrozmernej štruktúry. V typickom biofilme na plochých hydrofóbnych povrchoch, ako je silikónový elastomér a polyvinylchlorid, existuje dvojfázová distribúcia zložiek, adherentná vrstva blastospór pokrytá riedkou vrstvou hyfálnych prvkov zabudovaných do EPS. [51] Vodné kanály medzi bunkami hýf uľahčujú difúziu živín z prostredia cez biomasu do spodných vrstiev a tiež umožňujú zneškodňovanie toxických látok. [52] EPS tesne obklopujúci bunky slúži ako bariéra proti difúzii antibiotík alebo ako ionomeničová živica na väzbu nabitých molekúl antibiotika. Hlavnou zložkou EPS je β-1,3-glukán. Medzi pozitívne regulátory tvorby β‑1,3‑glukánu patria glukozamilázy Gca1 a Gca2, glukán-transferázy Bgl2 a Phr1 a exo-glukanázy. [53] Transkripčný faktor reagujúci na zinok Zap1 negatívne reguluje tvorbu β-1,3‑glukánu inhibíciou spomínaných glukozamiláz. [54] Posledným krokom je šírenie buniek, ktoré môžu vytvoriť biofilm na inom mieste. [26]
	Najznámejšou kvasinkou tvoriacou biofilmy je C. albicans, ale aj iné druhy formujú biofilmy klinického významu. Fungémia spôsobená C. parapsilosis je vysoko spojená s používaním katétrov. [55] C. dubliensis produkuje biofilmy s typickými vlastnosťami, ktorými sú obsah matrixu a antifungálna rezistencia. [52] Druh C. glabrata bol schopný priľnúť k niektorým povrchom, ale nevykazoval zvýšenú antifungálnu rezistenciu ani neprodukoval extracelulárny matrix. [56]
[bookmark: _Hlk63532562]Tvorbu biofilmu riadi niekoľko transkripčných faktorov. Patria sem transkripčné faktory Bcr1, Tec1 a Efg, ako aj nedávno identifikované Ndt80, Rob1 a Brg1. [57] [58] Súvisia s ňou taktiež spomínané adhezíny, regulácia pH, polymorfizmus aj quorum sensing. 
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[bookmark: _Toc68640974]Obr. 4 Porovnanie tvorby biofilmov u rozličných kvasiniek vo fázach, upravené podľa zdroja [59]
[bookmark: _Toc68641021]Regulácia pH
Škála pH v ľudskom organizme je veľmi široká, dosahuje nízke hodnoty v kyslom prostredí žalúdka a vagíny, hodnoty pH okolo 7,4 v mierne alkalickom prostredí krvi a tkanivách, ale tak isto aj vyššie hodnoty v alkalickom prostredí tenkého čreva. Kandidy napádajúce všetky tieto prostredia sa museli na tieto zmeny adaptovať. Neutrálne až alkalické pH môže spôsobiť C. albicans stres a poruchy, vrátane nefunkčnosti proteínov citlivých na pH a zhoršeného získavania živín v dôsledku narušeného protónového gradientu. Alkalické prostredie zároveň podporuje hyfálnu morfogenézu. [60]
[bookmark: _Hlk63532616]Prvým krokom adaptácie na pH je kvantifikácia pH prostredia. pH je zaznamenané receptormi Dfg16 a Rim21 v plazmatickej membráne, ktorých aktivácia vedie k spusteniu signalizačnej kaskády vedúcej k aktivácii hlavného transkripčného faktora Rim. Ten po proteolytickom štiepení vchádza do jadra bunky a spúšťa odpoveď na pH. [60]
β-glykosidázy Phr1 a Phr2 bunkovej steny sú proteíny nevyhnutné pri odpovedi a adaptácii na meniace sa pH. Phr1 je exprimovaný v neutrálnom a alkalickom prostredí, čo ho robí dôležitým pri systémových infekciách, zatiaľ čo Phr2 je exprimovaný hlavne pri alkalickom pH a vyskytuje sa pri infekcii vagíny. [61]
C. albicans je okrem kvantifikácie hodnoty pH a prispôsobenia sa mu schopná aj aktívne modulovať extracelulárne pH. Alkalizáciou pH zvýši tvorbu hýf a tak aj svoju virulenciu. Molekulárny mechanizmus pravdepodobne zahŕňa príjem aminokyselín a iných molekúl obsahujúcich amino-skupiny spolu so zníženým príjmom glukózy. C. albicans ich následne rozloží pomocou urea-amidolyázy Dur1,2, a výsledný amoniak vylúči ammonia transport outward exportnými proteínmi. [62] Tento celý proces adaptácie na pH patrí ku kľúčovým schopnostiam prežitia kandíd v tak rozmanitých prostrediach a pomocou knock out modelov bola dokázaná dôležitosť každého z týchto krokov na virulenciu. [63]
[bookmark: _Toc68641022]Získavanie kovov
Medzi najdôležitejšie kovy patrí železo, zinok, mangán a meď, ktoré sú nevyhnutné pre správnu funkciu veľkého množstva bielkovín a enzýmov. Patogénne mikroorganizmy, ako aj ich príslušní hostitelia, vyvinuli komplikované mechanizmy na získanie, alebo obmedzenie prístupu k týmto kovom. [64]
[bookmark: _Hlk63532676][bookmark: _Hlk63532693]Doteraz najsledovanejším stopovým prvkom z hľadiska patogenézy je železo. Medzi stratégie, ktorým kandidy získavajú tento kov, patrí redukčný systém, systém príjmu železa pomocou siderofórov a hemového železa. [65] Redukčný systém sprostredkováva získavanie železa z hostiteľského feritínu, transferínu alebo z prostredia. Ukázalo sa, že adhezín a invazín Als3 je zároveň aj receptorom pre feritín. [66] Aj keď kandidy nesyntetizujú svoje vlastné siderofory, čo sú malé vysokoafinitné zlúčeniny chelatujúce železo, ktoré slúžia predovšetkým na prepravu železa cez bunkové membrány, huba využíva absorpčný systém schopný získať železo zo sideroforov produkovaných inými mikroorganizmami, tiež známymi ako xeno-siderofory. Jediným opísaným transportérom sideroforov v C. albicans je Sit1. Mutant Sit1 vykazoval normálnu virulenciu v myšom modeli diseminovanej kandidózy, mutácia však silne narušila schopnosť poškodzovať ex vivo tkanivo ľudských keratinocytov. [67] Posledným zdrojom železa je hemoglobín a hemové proteíny hostiteľa. Na ich využití sa podieľa skupina génov hemového receptora RBT5, RBT51, CSA1, CSA2, RBT6. [65] [68]
 Zinok je druhým najpočetnejším kovom vo väčšine živých organizmov. C. albicans vylučuje proteín viažuci zinok Pra1 (pH-regulovaný antigén 1), ktorý pôsobí ako zinkofor viazaním extracelulárneho zinku a opätovnou asociáciou s hubovou bunkou. Opätovná asociácia Pra1 je sprostredkovaná transportérom zinku Zrt1. Delécia Pra1 silne znižuje schopnosť C. albicans poškodzovať endoteliálne bunky in vitro bez prítomnosti exogénneho zinku, čo naznačuje, že získavanie zinku hrá dôležitú úlohu počas určitých krokov infekcie. [69]
[bookmark: _Hlk63532801]Mechanizmy získavania medi a mangánu nevyhnutných pre rast plesní sú v súčasnosti nedostatočne preskúmané. Bol identifikovaný predpokladaný transportér mangánu Ccc1 a transportér medi Ctr1, ich úlohy vo virulencii však ešte neboli stanovené. [70] [71] 
[bookmark: _Toc68641023]Metabolická adaptácia
Výživa je základným predpokladom prežitia a rastu všetkých živých organizmov. Metabolická adaptabilita zabezpečuje prispôsobenie sa prostrediu a účinné využitie dostupných živín a je obzvlášť dôležitá pre patogény napádajúce rôzne orgány a tkanivá. Predpokladá sa, že glykolýza, glukoneogenéza a hladové reakcie prispievajú ku kolonizácii a patogenéze hostiteľa. U zdravých jedincov sa kandidy nachádzajú predovšetkým ako súčasť gastrointestinálneho mikrobiómu, kde je koncentrácia živín vysoká, avšak tak isto je vysoká aj koncentrácia konkurenčných mikróbov. Počas šírenia kandidózy u oslabených jedincov sa kandidy dostávajú do krvi, ktorá je bohatá na glukózu, čo je preferovaný zdroj živín väčšiny húb, a odtiaľ sa počas systémovej kandidózy bunky plesní môžu šíriť prakticky do každého orgánu, z ktorých má každý potenciálne odlišnú dostupnosť živín. [72] V pečeni má kandida prístup k veľkému množstvu glykogénu, hlavnej zásobnej molekule glukózy. Mozog má ako potenciálny zdroj živín vysoké koncentrácie glukózy a vitamínov. [73]
V iných tkanivách C. albicans čelí relatívne nízkym koncentráciám glukózy a na využitie hostiteľských proteínov, aminokyselín, lipidov a fosfolipidov využíva alternatívne metabolické cesty, ktoré zahŕňajú glyoxylátový cyklus a tvorbu proteolytických enzýmov. [74] Nutričné prostredie pre plesne sa úplne zmení aj po fagocytóze imunitnými bunkami. Kandidy sa ocitnú v prostredí reaktívnych medziproduktov, antimikrobiálnych peptidov s nedostatkom živín. Vo vnútri makrofágov sa huba spočiatku prepne z glykolýzy do glukoneogenézy a nastáva aktivácia glyoxylátového cyklu. V tomto cykle sa na cukry menia zvyšky z nespotrebovaných tukov a tukové zásoby. Okrem metabolickej flexibility si huba vyvinula aj spôsoby úniku z makrofágov inhibíciou produkcie antimikrobiálnych látok a indukciou tvorby hýf pomocou spomínanej zmeny pH. Hýfy potom môžu mechanickými silami preraziť imunitnú bunku hostiteľa a umožniť únik. [75] 
[bookmark: _Toc68641024]Odpoveď na stres
Podmienky v ľudskom tele sa aj pričinením imunitného systému neustále menia a schopnosť prispôsobiť sa im je kľúčová pre samotné prežitie patogénu a jeho schopnosť vyvolať ochorenie. Medzi najzáväznejšie stresové faktory patrí vysoká teplota, oxidatívny stres a produkcia reaktívnych foriem dusíku, ako aj zmeny pH a osmotického tlaku. Tieto stresové faktory môžu viesť k zmene sekundárnej, terciárnej a kvartérnej štruktúry bielkovín vedúcej k bunkovej smrti.
[bookmark: _Hlk63541357][bookmark: _Hlk63532943]Univerzálnu odpoveď buniek na vystavenie vysokej teplote, extrémnemu pH alebo ťažkým kovom predstavujú proteíny teplotného šoku (HSP) a malé proteíny teplotného šoku (sHSP). HSP patria medzi chaperony, molekuly, ktoré regulujú intramolekulárne a intermolekulárne interakcie a chránia proteíny pred denaturáciou a napomáhajú ich regenerácii bez toho, aby sa stali súčasťou konečného produktu. [26] Expresia týchto proteínov je riadená transkripčným faktorom heat shock factor 1 (Hsf1), ktorý je fosforylovaný pri reakcii na teplotný stres naviazaním sa na promotéry heat shock elements (HSEs) a indukuje tak transkripciu HSP. [76] Medzi zaznamenané druhy proteínov teplotného šoku kandíd patria Hsp104, Hsp90, Hsp78, Hsp70, a Hsp60. Medzi proteíny teplotného šoku s menšou molekulovou hmotnosťou patria Hsp31, Hsp30, Hsp21, a Hsp12. [26] Tieto gény predstavujú významný potenciálny cieľ antimykotickej liečby, obzvlášť cielenej na Hsp21, ktorý sa nenachádza v ľudskom organizme, a tak jeho blokácia nenarúša ochranné mechanizmy ľudského tela. [26] Súčasťou odpovede kvasiniek na zvýšenú teplotu je aj akumulácia trehalózy, disacharidu, ktorý taktiež slúži ako chaperon. [77]
[bookmark: _Hlk63532968][bookmark: _Hlk63533005]Oxidatívny stres spôsobený peroxidovými aniónmi, superoxidovými aniónmi a hydroxidovými radikálmi patrí medzi základné obranné mechanizmy napadnutých organizmov. Poškodeniu buniek ich pôsobením sa snažia kvasinky predísť produkciou katalázy Cta1 a superoxid-dismutáz Sod1 a Sod5. [78] [79] Hlavným proteínom spojeným s detoxikáciou reaktívnych foriem dusíka produkovaných hlavne fagocytujúcimi neutrofilmi je flavohemoglobin-related protein Yhb1. [80] Neutrofily veľmi ťažko zabíjajú kolónie C. albicans vo forme biofilmu. Biofilmy nespúšťajú tvorbu reaktívnych foriem kyslíka a predpokladá sa, že za túto ochranu sú zodpovedné β-glukány v extracelulárnej matrix. [81]
Na osmotický stres, ktorého cieľom je spôsobiť kvasinke stratu vody jej presunom po chemickom gradiente, odpovedajú kvasinky akumuláciou glycerolu. Jeho biosyntéza je mediovaná glycerol‑3‑fosfatázou (Gpp1) a glycerol‑3-fosfát‑dehydrogenázou (Gpd2). [82] Tieto enzýmy sú dôležité aj pre udržiavanie hyfálneho turgoru. Vnútorný hydrostatický tlak je jednou z hlavných hnacích síl spôsobujúcich predlžovanie hyfálneho vrcholu spôsobujúci charakteristický vláknitý tvar hýf a ich uľahčenú penetráciu. [83]
Mechanizmy patogenity
Mechanizmy patogenity
[bookmark: _Hlk63533034][bookmark: _Hlk63541289]Medzi významné signálne dráhy reagujúce na stresové podnety patria tri dráhy sprostredkované mitogen aktivovanými protein kinázami (MAP) a niekoľkostupňovou fosforylačnou kaskádou. Prvou dráhou je Mkc1 (MAP kinase from C. albicans), signálna dráha aktivovaná oxidatívnym a osmotickým stresom, zodpovedná za udržiavanie integrity bunky, biogenézu bunkovej steny, tvorbu biofilmu a invazívny rast. Hog1 (High osmolarity glycerol response) dráha aktivovaná ako odpoveď na oxidatívny, osmotický ako aj teplotný stres vedie k morfogenéze, akumulácii glycerolu a formácii bunkovej steny. Poslednou dráhou je Cek1 (Candida ERK-like kinase) zodpovedajúca za tvorbu hýf, rozmnožovanie a odpoveď na teplotný stres. Tieto signálne dráhy sú prepojené a ovplyvňujú sa zabezpečujúc tak čo najúčinnejšiu odpoveď na stresové faktory. [84]

[bookmark: _Toc68641025]Infekcie spôsobené hubami rodu Candida
[bookmark: _Hlk63533084]Kvasinky sú bežnou súčasťou slizníc, kože, pošvového a črevného prostredia a v malých množstvách ochorenie nespôsobujú. Ich priemerný výskyt je u 30–50 % zdravých jedincov, pričom každý človek je v určitom okamihu svojho života kolonizovaný. [85] Do tela sa dostávajú už po narodení jedinca, avšak za určitých podmienok sa môže kandida rozšíriť aj mimo slizníc a stať sa tak jednou z príčin invalidizujúcej a smrteľnej infekcie. Candida spp. sú zodpovedné za rôzne klinické prejavy od mukokutánneho premnoženia po život ohrozujúce diseminované infekcie, ako je kandidémia. Ochorenia, ktoré sú spôsobované kvasinkami rodu Candida, sa označujú ako kandidózy. Infekcia zvyčajne začína kolonizáciou epitelu, po ktorej dochádza k penetrácii patogéna. Tá je uľahčená v prípade zápalu, alebo iného porušenia sliznice. [86] V prípade dimorfických kvasiniek nasleduje tvorba pseudohýf alebo pravých hýf a hlboká penetrácia kvasiniek. Spomedzi kvasiniek sa najčastejšie vyskytuje druh C. albicans, avšak v poslednej dobe bol pozorovaný posun k infekciám spôsobeným non-albicans Candida druhmi, čo môže byť spôsobené ich väčšou rezistenciou ku antimykotikám. [87] 
Prechod Candida spp. od komenzála k silnému patogénu uľahčuje zdravotný stav infikovaného človeka aj množstvo faktorov virulencie. Keď sú kvasinky v rovnováhe s inými mikroorganizmami, nespôsobujú žiadne ťažkosti. Ak sa však poruší rovnováha tohto mikrobiálneho spoločenstva, kvasinky sa môžu premnožiť. Toto premnoženie nastáva najmä pri dlhodobom a intenzívnom užívaní antibiotík, ako aj u novorodencov pred vytvorením normálnej mikroflóry. Rizikom sú aj dlhodobé ochorenia čriev ako celiakia, Crohnova choroba a kolitída. Medzi najvážnejšiu predispozíciu však patrí oslabená imunita. K rozvoju kandidózy dochádza najmä u pacientov s poškodenou bunkovou imunitou spôsobenou AIDS, pacientov po chemoterapii ako aj u diabetikov, kde šíreniu kandidy napomáha aj zvýšená hladina glukózy v krvi. Ich zvýšený výskyt v poslednej dobe je pripisovaný aj pokrokom v medicíne a častejšom porušení integrity ľudského tela pri operáciách, popáleninách, ako aj pri používaní biomedicínskych pomôcok a prístrojov ako sú katétre, kanily, umelé chlopne, kardiostimulátory, vnútromaternicové telieska a iné. Tieto prístroje predstavujú ideálny povrch pre vytvorenie biofilmov. Medzi ďalšie rizikové faktory patrí prebiehajúca mononukleóza, ochorenia štítnej žľazy, hormonálne zmeny a užívanie steroidov. K vypuknutiu kandidózy môžu prispievať aj činitele ako nesprávna výživa, vek, stres, či dlhodobý pobyt vo vlhkom prostredí. [2] [12]
[bookmark: _Toc68641026]Orálna kandidóza
Uvádza sa, že orálny výskyt kvasiniek rodu Candida je u bežnej zdravej dospelej populácie 30–45 %. [88] Orálna kandidóza vzniká premnožením týchto kvasiniek, ktoré je často spôsobené oslabením imunitného systému. Orálna kandidóza sa rozvinie u 5–7 % dojčiat, 9–31 % pacientov s AIDS a u takmer 20 % pacientov s rakovinou. [89] Najčastejším patogénom je C. albicans nasledovaná C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis a C. krusei. [10] Nadmerný rast kandidy na orofaryngeálnej alebo oesofagálnej sliznici spôsobuje pálenie, poruchy chuti, ťažkú mukozitídu alebo dysfágiu a vedie k nedostatočnému príjmu živín. [90] 
Orálnu kandidózu rozdeľujeme na štyri formy: akútnu pseudomembránovú, chronickú hyperplastickú, akútnu erytematóznu a chronickú erytematóznu kandidózu. Pre akútnu pseudomembranovú kandidózu sú typické krémovo biele lézie na ústnej sliznici, ktoré je možné odstrániť jemným škrabaním, čo spôsobí odkrytie erytematózneho povrchu sliznice. Jej výskyt je častý u malých detí. Druhou akútnou formou kandidózy je akútna erytematózna kandidóza. Táto forma orálnej kandidózy sa často vyskytuje po podaní širokospektrálneho antibiotika, a najčastejšie sa prejavuje ako začervenané lézie na jazyku a na podnebí a je konštantne bolestivá. Môžu sa vyskytnúť aj chronické formy erytematóznej kandidózy a tieto infekcie tradične zahŕňali atrofické lézie spojené s angulárnou cheilitídou a stomatitídou zubných protéz. Chronická erytematózna kandidóza prevláda u HIV pozitívnych osôb a pacientov s AIDS a súvisí aj s bakteriálnou kolonizáciou. Chronická hyperplastická kandidóza sa javí ako homogénna alebo nodulárna biela lézia, ktorá sa nedá odstrániť jemným škrabaním. Jej prevalencia je najvyššia u fajčiarov v strednom veku. Charakteristickým znakom tejto formy orálnej kandidózy je penetrácia orálneho epitelu hýfami C. albicans. [91]
[bookmark: _Toc68641027] Kandidóza kože a nechtov
Kandidóza kože spôsobuje tvorbu jasno červenej svrbiacej a páliacej vyrážky, najčastejšie v záhyboch kože, kde je pre kandidy ideálne vlhké a teplé prostredie. Po okraji vyrážky sa môžu objaviť malé pustuly. Najčastejšie postihuje pacientov s diabetom, obéznych ľudí a malé deti v oblasti, kde je koža v neustálom kontakte s plienkou. Časté sú aj doprovodné bakteriálne infekcie. [92]
Onychomykózy sú najčastejšie spôsobované dermatofytmi, avšak napadnutie kandidou je druhou najčastejšou príčinou mykóz nechtov. Kandidózy sa vyskytujú hlavne na nechtoch rúk pacientov so slabou imunitou, avšak častá je aj u ľudí pracujúcich vo vlhkých podmienkach náchylných na zranenie a poškodenie nechtových lôžok ako sú rybári, pracovníci v domácnosti, práčovni, poľnohospodárstve a iných. [93] Nechty postihnuté kandidou vykazujú závažné dystrofické zmeny v nechtovom záhybe a výrazné zhrubnutie, poškodenie a fragmentáciu nechtu. Kandidové paronychium je najbežnejší typ kandidovej onychomykózy a je charakterizované inváziou kandidy do nechtového lôžka po kolonizovaní mäkkého tkaniva v okolí nechtu, ktoré prejavuje znaky zápalu. Prejavuje sa priečnymi priehlbinami v nechte a výsledkom progresívnej infekcie je drsný, nepravidelný, konvexný a nakoniec dystrofický necht, často so žltkastým zafarbením. [94]
[bookmark: _Toc68641028]Kandidóza pohlavných orgánov
Kandidová vulvovaginitída je choroba s príznakmi vulvovaginálneho zápalu v prítomnosti druhov Candida. Je to druhá najbežnejšia príčina príznakov vaginitídy a počas svojho života ju zažilo 70–75 % žien. [95] 85–95 % kmeňov kvasiniek izolovaných z vagíny patrí druhu C. albicans, druhou najbežnejšou kvasinkou je C. glabrata. [96] Kandidy sa pravdepodobne dostanú do vagíny migráciou z konečníka cez perianálnu oblasť. [97] Symptomatické ochorenie je spojené s nadmerným rastom organizmu a penetráciou povrchových buniek epitelu. Prejavuje sa svrbením genitálií a časté je tiež pálenie, bolestivosť a opuch vulvy. Môže sa prejavovať výtokom, ktorý je biely, hustý, priľnavý a hrudkovitý, zväčša s minimálnym zápachom. [96]
Kandidálna balanitída je plesňová infekcia žaluďa. Jej výskyt je častejší u mužov bez obriezky, avšak incidencia vážnejších kvasinkových infekcií je u mužov menšia ako u žien. [98] U mužov kandida najčastejšie infikuje teplé, vlhké, uzavreté oblasti. Často sa jedná o proximálnu časť penisu, miešok a kožné záhyby. Kandidóza sa klinicky prejavuje ako malé erytematózne erózie a pustuly spojené so svrbením a pálením. V najmiernejšej forme môže byť stav prechodný. [99]
[bookmark: _Toc68641029]Systémové a invazívne kandidózy
Aj keď sú vyššie spomenuté infekcie slizníc a povrchu tela nebezpečné a pri poruche bunkovej imunity môžu prerásť až do chronickej mukokutánnej kandidózy, najväčšie riziko pre zdravie a zdravotnícky systém predstavujú systémové a invazívne kandidózy, pri ktorých kandidy napadnú krvné riečisko a jednotlivé orgány.
Medzi rizikové orgány vypísané v poradí podľa najvyššej frekvencie napadnutia patria pľúca, slezina, obličky, pečeň, srdce a mozog. [100] Pri kandidózach orgánov je najpravdepodobnejší spôsob prenosu patogénu z krvi. Vtedy sa jedná o invazívnu kandidózu, avšak pri 40–50 % prípadov, keď systémová kandidóza postihne orgán tela je krvná kultúra negatívna. Symptómy infekcie súvisia s napadnutým orgánom a často sú nešpecifické. Pri abdominálnych abscesoch je to horúčka, zimnica, bolesti brucha, pri infekcii močových ciest dyzúria, pneumatúria, suprapubická bolesť alebo bolesť v boku. Pri hepatosplenickej kandidóze sú časté nepríjemné pocity v pravom hornom kvadrante, vysoké horúčky a anorexia a pri napadnutí horúčka, kašeľ, pocit dýchavičnosti a vykašliavanie sputa. [101] 
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Ak kandida napadne krvné riečisko, hovoríme o kandidémii. Jej prejavom je sepsa a s ňou spojená horúčka, rýchly tep a dýchanie, zimnica, bolesti svalov a vysoký počet bielych krviniek. Následne dochádza k poškodeniu orgánov. [102] Najčastejšie izolovaným patogénom je v približne polovici prípadov C. albicans nasledovaná kvasinkami C. parapsilosis, C. tropicalis, a C. krusei. Rizikovými faktormi vzniku infekcie sú diagnózy ako rakovina, AIDS, transplantácie orgánov a riziká spojené s ich liečbou. Väčšinou ide o nozokomiálne nákazy týchto dlhodobo hospitalizovaných ľudí, ktorým boli často podávané širokospektrálne antibiotiká. Rod Candida je štvrtou najčastejšou príčinou nozokomiálnej infekcie krvného riečiska v nemocniciach v USA, so smrtnosťou odhadovanou na 19–30 %. [103]

[bookmark: _Toc68641030]Farmakologická terapia
Na terapiu chorôb vyvolaných kvasinkami rodu Candida sa využívajú liečivá zvané antimykotiká. Okrem rodu Candida účinkujú aj na rod Aspergillus, Cryptococcus a dermatomykózy spôsobené Microsporum a Trichophyton. Terapiu rozdeľujeme na lokálnu vo forme roztokov, krémov, mastí a lakov a systémovú v prípade závažných a recidivujících mykotických infekcií.
Terapia kandidóz býva zdĺhavá a závisí od závažnosti infekcie. Úspešnosť liečby je závislá na citlivosti kvasiniek voči antimykotikám, ktorá je ovplyvnená kvasinkovými, farmaceutickými a hostiteľskými faktormi. Do prvej skupiny patrí druh patogénu, jeho faktory virulencie, typ bunky, serotyp, genomická stabilita, veľkosť populácie, ako aj minimálna inhibičná koncentrácia antimykotika špecifická pre danú dvojicu patogénu a antimykotika. Medzi farmaceutické faktory patria všetky farmakodynamické a farmakokinetické vlastnosti liečiva. U hostiteľa si všímame jeho celkový zdravotný stav, a stav imunity, predovšetkým počet neutrofilov a T‑lymfocytov, prítomnosť cudzích objektov v organizme, miesto infekcie a závažnosť, do akej prepukla a tak isto prípadné inkompatibility s liečbou. [104]
[bookmark: _Toc68641031]Skupiny antimykotík
Prvou skupinou antimykotík sú látky, ktoré interagujú s ergosterolom a jeho syntézou. Cytoplazmatické membrány kvasiniek, húb a prvokov obsahujú ergosterol, sterol, ktorý plní funkciu podobnú cholesterolu v bunke živočíchov. Ergosterol je taktiež provitamínom vitamínu D2. Inhibíciou syntézy ergosterolu sa poruší integrita bunky a tá prestane rásť až odumrie. Antimykotiká, ktoré interagujú s ergosterolom a jeho syntézou sú polyény, azoly, allylamíny, thiokarbamáty a morfolíny. Echinokandíny ovplyvňujú tvorbu β‑1,3‑glukánu. Ku antimykotikám, ktoré pôsobia intracelulárne patria antimetabolity pôsobiace na syntézu DNA a RNA a tak isto aj mykotoxíny spôsobujúce denaturáciu mikrotubulárneho aparátu.
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[bookmark: _Toc68640975]Obr. 5 Mechanizmy účinku antimykotík, upravené podľa zdroja [105] 
[bookmark: _Hlk61273001]Polyény
Polyénové antimykotiká zahrňujú amfotericín B, nystatín a natamycín a získavajú sa z niektorých druhov Streptomyces. Fungicídny účinok spočíva v porušení permeability membrány húb. Tvorba pórov spôsobuje rýchly únik jednomocných iónov K+, Na+, H+ a Cl- a následnú bunkovú smrť. Tento účinok je spôsobený ich chemickou štruktúrou s hydrofilným a hydrofóbnym koncom. [106] Navyše indukujú tvorbu voľných kyslíkových radikálov, ktoré sa peroxidáciou membránových lipidov podieľajú na deštrukcii membrány. Väzba na steroly membrán ľudských buniek môže viesť k toxicite, aj keď polyény majú väčšiu afinitu k ergosterolu fungálnych membrán, než k cholesterolu ľudských buniek. Pre svoju toxicitu sa pre systémovú terapiu používa iba amfotericín B, ktorý zároveň predstavuje štandard systémovej antimykotickej terapie, na ktorý sa vzťahuje účinnosť ostatných antimykotík v danej indikácii. Aplikuje sa intravenózne a je základným liekom systémových a orgánových mykóz. [107] Je výrazne nefrotoxický, a preto sa preferujú liekové formy s nižším prejavom nežiadúcich účinkov ako suspenzie lipozómov, koloidné disperzie so sulfátom cholesterolu alebo fosfolipidové komplexy. [108] Nystatín a natamycín sa využívajú lokálne pri kandidovej paronychii a pri vaginálnej kandidóze. 
Azoly
[bookmark: _Hlk63533275]Účinok azolov spočíva v inhibícii syntézy ergosterolu. Azoly ovplyvňujú enzým C14-α-demetylázu, ktorá katalyzuje premenu lanosterolu na ergosterol. Heterocyklus s atómami dusíka v molekule azolu sa viaže na koenzým enzýmu C14-α-demetylázy, ktorým je hem cytochrómu P450, a blokuje tak jeho katalytickú funkciu. Nedostatok ergosterolu a kumulácia toxických 14‑α‑metylsterolov v membráne môžu byť zodpovedné za antimykotický fungistatický účinok. Azoly sú všeobecne lipofilné, iba flukonazol je hydrofilný, z čoho vyplývajú jeho odlišné farmakokinetické vlastnosti ako dlhší biologický polčas, biotransformácia, ktorá neprebieha v pečeni, a menej liekových interakcií. Všetky azoly okrem flukonazolu sú substráty aj inhibítory cytochrómu P450, obzvlášť CYP3A4. Azoly ovplyvňujú syntézu steroidných hormónov, kortizolu a androgénov a môžu spôsobiť aj závažné poškodenie pečene. Antacidá a H2-antagonisti nepriaznivo ovplyvňujú resorpciu azolov. [107]
Podľa chemickej štruktúry sa delia na imidazoly a triazoly. Medzi imidazoly patria ketokonazol, mikonazol, klotrimazol, ekonazol, oxikonazol, fentikonazol, flutrimazol a iné a s výnimkou ketokonazolu, ktorý je pre nežiadúce účinky taktiež nahrádzaný triazolmi, sú určené predovšetkým pre lokálnu terapiu. Štandardným liečivom pri kvasinkovej vulvovaginitíde je klotrimazol. Druhá skupina azolov nazývaná triazoly zahŕňa flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, posakonazol a ravukonazol. Pre lepšie farmakokinetické vlastnosti, vyššiu špecifitu účinku a menej nežiadúcich účinkov je skupina triazolov určená na systémové použitie. [109]
Allylamíny a thiokarbamáty
Mechanizmus účinku allylamínov súvisí s nekompetitívnou inhibíciou syntézy ergosterolu v skorej fáze jeho syntézy. To vedie k nedostatku ergosterolu a k hromadeniu jeho prekurzoru skvalénu v bunkách, čo vedie k zvýšeniu priepustnosti membrán a k celkovému narušeniu organizácie bunky s ich následným zánikom. Takisto pôsobia tým, že inhibujú skvalenepoxidázu, a tým premenu skvalénu na lanosterol. [104] Mechanizmus účinku thiokarbamátov s hlavným zástupcom tolnaftátom je podobný. [110] Do skupiny allylamínov patrí terbinafin, naftifin a butenafin. Najpoužívanejším allylamínom je terbinafin, ktorý sa užíva p.o., ale aj lokálne. Jeho prienik do tukového tkaniva, kože a nechtov je vynikajúci. Do ostatných tkanív preniká nedostatočne. Používa sa pri mykotických infekciách kože spôsobených hlavne dermatofytmi, avšak pôsobí aj na kvasinkové kožné infekcie, kde sa perorálna liečba považuje za vhodnú vzhľadom k miestu, závažnosti a rozsahu infekcie. [107]
Morfolíny
Fungicídny a fungistatický účinok týchto látok je taktiež založený na poškodení bunkovej membrány. Morfolíny blokujú Δ14-reduktázu a Δ8‑Δ7‑izomeránu, zúčastňujúce sa premeny demetyllanosterolu na ergosterol. Obsah ergosterolu sa znižuje a súčasne sa v bunkovej membráne húb hromadia nezvyklé, stéricky neplanárne izoméry sterolov. Predstaviteľom morfolínov je látka zvaná amorolfín, ktorá preniká cez nechtovú platničku a umožňuje dosiahnuť adekvátne antimykotické koncentrácie v mieste infekcie. Je indikovaný hlavne pri onychomykózach spôsobených dermatofytmi a vláknitými hubami. [107]
Echinokandíny
Tieto semi-syntetické moderné antimykotiká sa vyrábajú z fermentovaných produktov mikroskopických húb. Účinok spočíva v nekompetitívnej inhibícii β-1,3-glukán-syntetázy, čo bráni jeho polymerizácii, vedie k deplécii glukánu v bunkovej stene, jej osmotickej nestabilite a lýze bunky. Týmto mechanizmom účinku sa podstatne líšia od antimykotík pôsobiacich na ergosterol, čo predurčuje ich použitie v kombinácii. Účinok je u kandíd fungicídny, u plesní je fungistatický. Neinterferujú s cytochrómom P450, ich špecifita účinku je vysoká a nežiadúce účinky napriek hemolytickej aktivite prvých echinokandínov pomerne nezávažné. Zástupcami tejto skupiny sú kaspofungín, mikafungín a anidulafungín. Podávajú sa intravenózne. [107]
Pyrimidíny
[bookmark: _Hlk63533331]Fluórovaný pyrimidínový analóg flucytozín je zabudovaný do rRNA a tRNA. Týmto mechanizmom blokuje proteosyntézu. Súčasne zasahuje do syntézy DNA inhibíciou enzýmu tymidylát-syntetázy. Výhodou je, že flucytozín je do bunky aktívne transportovaný prostredníctvom membránovej cytozín‑permeázy. Na aktívny metabolit, 5-fluorouracil, je premenený cytozín‑deaminázami až v bunke. Bunky cicavcov tento enzým neobsahujú, a preto je účinok preferenčne fungistatický. [111] Najmenej citlivé k flucytozínu sú C. parapsilosis a C. tropicalis. [112]
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[bookmark: _Toc68640976]Obr. 6 Mechanizmus účinku flucytozínu, upravené podľa zdroja [111]
Mykotoxíny
[bookmark: _Hlk61289236]Griseofulvín je jediný zástupca tejto skupiny. Väzbou na tubulín spôsobuje denaturáciu mikrotubulárního aparátu a súčasne inhibuje proteosyntézu. Griseofulvín je obsolentné liečivo, pri orálnej liečbe kandidovej onychomykózy ho nahradil lepšie pôsobiaci terbinafin a itrakonazol. [107]
Iné látky
Okrem vyššie spomínaných antimykotík sa hlavne lokálne používajú aj antimykotiká s nešpecifickým účinkom, medzi ktoré patria rôzne kyseliny (acidum undecylenicum), aldehydy (chlornitrophenolum), sodná soľ tetraboritanu v glycerole, organické farbivá (solutio methylrosaliny chloridi), zlúčeniny ortuti (phenylhydrargyri boras), jód a jeho zlúčeniny, síra a jej deriváty, hypermangán a iné. [113] [114]
Aj keď sa môže zdať, že klinicky používaných antimykotík je dostatok, iba niektoré z nich je možné podať orálnou aj intravenóznou formou. Navyše sa počet rezistentných kmeňov kvasiniek neustále zvyšuje, a to núti vedcov vyvíjať nové lieky. 
Medzi potenciálne antimykotiká patria prírodné látky, syntetické látky a polymérne materiály. Najbohatším zdrojom prírodných látok sú rastliny. Bola zaznamenaná vysoká aktivita rastlinných extraktov proti rôznym mikroorganizmom. Táto vlastnosť je pripisovaná zložkám éterických olejov, najmä terpenoidom. [115] Ďalšími zlúčeninami s antimykotickou aktivitou získavanými z rastlín sú saponíny, alkaloidy, peptidy a proteíny. [116] Morské organizmy, endofytické huby a mikroorganizmy suchozemského prostredia sú aj keď v menšej miere špecifickými zdrojmi antifungálnych zlúčenín. [117] Boli zaznamenané dobré antimikrobiálne aktivity zlúčenín príbuzných antracyklínom, peptidov, pyronov, lipopeptidov a terpenoidov izolovaných z týchto zdrojov. [117] 
Druhým zdrojom protiplesňových látok sú nepolymerické syntetické látky. Patria tu chemikálie na báze N, N-dimetylbiguanidových komplexov [118], látky odvodené od tradičných antifungálnych štruktúr [119], peptidy odvodené od syntetických látok ako napríklad peptid odvodený od ľudského laktoferínu [120] a zlúčeniny pochádzajúce z polo-syntetických prírodných produktov, ako sú zlúčeniny odvodené od echinokandínov [121]. 
Posledná skupina zahŕňa polymérne látky ako polyméry s kvartérnym dusíkom [122], polyméry s antimikrobiálnou aktivitou odvodenou od ich povrchovej aktivity [123], polyméry obsahujúce halogény [124], polyméry s chelatačnou aktivitou [125], polyméry derivátov imidazolu [126], polyméry obsahujúce protiplesňové zlúčeniny [127] a syntetické látky imitujúce antimikrobiálne peptidy [128]. Všetky tieto látky v predklinických a klinických štúdiách spolu s novými liekovými formami existujúcich antimykotík a možnou kombinačnou liečbou predstavujú budúcnosť liečby. 
[bookmark: _Toc68641032]Súčasný postup liečby
[bookmark: _Hlk63533490][bookmark: _Hlk63533508]Prvý krok ku správnej liečbe predstavuje správna diagnóza. Racionálna voľba antimykotika závisí od vyvolávajúceho patogénu, lokalizácie infekcie a stavu imunity pacienta. Diagnóza sa zakladá na kombinácii mikrobiologických metód, rádiologických vyšetrení a klinického obrazu u rizikových pacientov. Mikrobiologické vyšetrenia sa skladajú z mikroskopie, cytologického vyšetrenia, kultivačných metód so stanovením citlivosti na používané antimykotiká a zo sérologických metód. Médium CHROMagar Candida je jedným z najbežnejšie používaných kultivačných médií na izoláciu bežných Candida spp. Po raste na tomto médiu sa kolónia každého druhu Candida zafarbí konkrétnou farbou. V prípade kandidových infekcií sa diagnostika môže oprieť aj o stanovenie manánu a antimanánu, najmä v ich kombinácii, ale nenahrádza štandardné metódy. Najčastejšími patogénmi invazívnych mykóz sú stále Candida spp. a Aspergillus spp., hoci v posledných rokoch sa častejšie objavujú aj iné druhy kvasiniek, alebo vláknitých húb. [129]
Po správnej diagnostike sa postupuje čo najskorším nasadením liečby. V praxi sa toto nasadenie často opiera o vypracovaný národný guideline vychádzajúci z princípov evidence based medicine. Tieto pokyny však nemôžu zohľadňovať všetky individuálne rozdiely medzi pacientmi, na ktoré treba prihliadať. V nasledujúcej tabuľke sú zhrnuté odporúčania vypracované podľa dokumentov: Odborné usmernenie Ministerstva zdravotníctva Slovenskej republiky k diagnostike a liečbe invazívnych mykóz (2010) a Clinical Practice Guideline for the Management of Candidiasis by the Infectious Diseases Society of America (2016). [129] [130]

[bookmark: _Toc68640991]Tab. 2 Guideline liečby kandidových ochorení, vypracované podľa zdrojov [129] [130]
	Diagnóza
	Terapia
	Dĺžka 
terapie
	Poznámky

	
	Primárna
	Sekundárna
	
	

	Profylaxia
	flukonazol 200–400 mg/deň alebo itrakonazol 200–400 mg/deň
	po transplantácii krvotvorných buniek mikafungín 50 mg/deň, po alogénnej transplantácii vorikonazol 400 mg/deň alebo posakonazol 600mg/deň
	individuálna, do vzostupu neutrofilov >500 mm3, do zníženia ťažkej imunosupresie
	pacienti po transplantácii krvotvorných buniek, po transplantácii pečene, pľúc, srdca, pacienti s počtom CD4 lymfocytov >200 mm3, pacienti v indukčnej liečbe akútnej leukémie

	Empirická 
terapia
	kaspofungín alebo lipozomálny amfotericín B
	lipidický amfotericín B alebo konvenčný amfotericín B a vorikonazol
	podľa symptómov, ktoré viedli k nasadeniu liečby
	terapeutický zásah vo včasnom štádiu infekcie bez jednoznačného dôkazu patogénu u pacientov s možnou invazívnou mykózou, najmä u pacientov s hematologickými malignitami a neutropéniou

	Kandidémia
	amfotericín B 0,6–1 mg/kg/deň i.v. alebo flukonazol 400–800 mg/deň i.v. alebo p.o alebo kaspofungín
	amfotericín B 0,7 mg/kg/deň a flukonazol 800 mg/deň po dobu 4–7 dní, potom flukonazol 800 mg/deň
	do vymiznutia symptómov a zároveň 14 dní po poslednej pozitívnej hemokultúre
	pri dokázanej kandidémii je nevyhnutné odstrániť/vymeniť centrálny žilový katéter a snažiť sa o rýchle druhové určenie kandíd

	Kandidémia vyvolaná Candida krusei, Candida glabrata
	amfotericín B 0,7–1 mg/kg/deň alebo lipidická forma amfotericínu B 3-5 mg/kg/deň
	vorikonazol 12 mg/kg/1.deň, následne 6 mg/kg/deň
	do vymiznutia symptómov a zároveň 14 dní po poslednej pozitívnej hemokultúre
	pri dokázanej kandidémii je nevyhnutné odstrániť/vymeniť centrálny žilový katéter a snažiť sa o rýchle druhové určenie kandíd

	Kandidémia u detí
	amfotericín B 0,6–1,0 mg/kg/deň i.v. alebo flukonazol 6 mg/kg každých 12 h. i.v. alebo p.o.
	Kaspofungín
	do vymiznutia symptómov a zároveň 14–21 dní po poslednej pozitívnej hemokultúre
	bez farmakokinetických dát pre použitie kaspofungínu u detí

	Kandidémia neutropických dospelých
	odporúča sa začať čo najskôr s terapiou echinokandínom (kaspofungín, anidulafungín, mikafungín)
	amfotericín B 0,7–1 mg/kg/deň; lipidická forma amfotericínu B 3–5 mg/kg/deň
	do vymiznutia symptómov a zároveň 14 dní po poslednej pozitívnej hemokultúre
	odstránenie intravaskulárnych katétrov je kontroverzné, často gastrointestinálny zdroj

	Chronická
diseminovaná kandidóza
	amfotericín B 0,7–1 mg/kg/deň alebo lipidická forma amfotericínu B 3–5 mg/kg/deň alebo echinokandíny
	flukonazol 400–800 mg/deň i.v. alebo p.o
	3–6 mesiacov a vymiznutie alebo kalcifikácia rádiologických nálezov
	flukonazol po 1–2 týždňoch klinicky stabilného alebo zlepšeného stavu

	Endokarditída
	amfotericín B 0,7–1 mg/kg/deň alebo lipidická forma amfotericínu B 3–5 mg/kg/deň plus flucytozín 25–37.5 mg/kg 4x denne
	flukonazol 400–800 mg/deň i.v. alebo p.o alebo echinokandíny
	najmenej 6 týždňov po výmene chlopne
	výmena chlopne je takmer vždy nevyhnutná, dlhodobé potlačenie flukonazolom u pacientov, u ktorých to nie je možné

	Meningitída
	amfotericín B 0,7–1 mg/kg/deň alebo lipidická forma amfotericínu B 3–5 mg/kg/deň plus flucytozín 25–37.5 mg/kg 4xdenne
	flukonazol 400–800 mg/deň i.v
	minimálne 4 týždne po ústupe všetkých príznakov
	v dôsledku vysokej úmrtnosti spojenej s touto infekciou je veľmi agresívna terapia oprávnená

	Kandidóza 
urinárneho traktu
	flukonazol 400/mg deň
	v prípade non-albicans Candida spp. amfotericín B 0.3–0.5 mg/kg/deň
	7–14 dní
	asymptomatická infekcia nevyžaduje terapiu, vhodnou je výmena alebo odstránenie močového katétra

	Kandidóza
 dolných 
dýchacích ciest
	amfotericín B 0,7–1 mg/kg/deň
	miernejšie prípady flukonazol 400 mg/deň
	minimálne 4 týždne po ústupe všetkých príznakov
	obštrukcia dýchacích ciest odvrátená endotracheálnou intubáciou, pre liečbu nutné histopatologické potvrdenie nálezu

	Kandidóza 
abdominálnej dutiny
	amfotericín B 0,7–1 mg/kg/deň alebo flukonazol 400/mg deň
	-
	2-3 týždne
	rutinná liečba kandidy u inak zdravých pacientov bez známok sepsy nie je potrebná

	Kandidóza kože a nechtov
	topické azoly a polyény ako klotrimazol, mikonazol a nystatín, pri onchomykóze hlavne orálny itrakonazol
	systémová p.o. terapia pri vážnejších infekciách ketokonazol, flukonazol a itrakonazol
	lokálna aplikácia 2-3x denne po dobu až niekoľkých týždňov
	dôležité je udržiavanie v suchu

	Orofaryngeálna 
kandidóza
	klotrimazol 10 mg/5x denne alebo nystatín 200 000–400 000 U/ 5x denne alebo flukonazol 100–200 mg/deň
	itrakonazol 200 mg/deň p.o alebo pri vážnej alebo refraktnej faryngeálnej a oesofagálnej kandidóze i.v. vorikonazol alebo i.v. amfotericín B alebo i.v. kaspofungín
	7-14 dní po klinickom zlepšení
	dlhodobé potlačenie pomocou flukonazolu 200 mg/deň u pacientov s AIDS je prijateľné a nevedie k rezistencii

	Kandidóza 
pohlavných 
orgánov
	lokálne azoly po dobu 1–7 dní (klotrimazol, butokonazol) alebo nystatín 100 000 U/deň 7–14 dní alebo p.o. flukonazol 150 mg/deň, ketokonazol 100 mg /deň po dobu 7 dní
	azolová terapia je pre non-albicans nespoľahlivá, topická kyselina boritá 600 mg/deň počas 14 dní alebo topický flucytozín
	zvyčajne 7-14 dní
	komplikovaná vaginitída u ∼10 % pacientov vyžaduje antimykotickú liečbu dlhšiu ako 7 dní



Na zvládnutie kandidózy sa čoraz častejšie používa testovanie citlivosti na azolovú rezistenciu, najmä v situáciách, keď zlyháva počiatočná empirická liečba. Na druhej strane sa zdá, že väčšina izolátov Candida zostáva citlivá na amfotericín B, aj keď nedávne údaje naznačujú, že izoláty C. glabrata a C. krusei môžu vyžadovať maximálne dávky amfotericínu B. Výhodou amfotericínu B je aj fakt, že pôsobí na biofilmy a je pomerne bezpečný aj pri problémoch s pečeňou. Pri problémoch s obličkami sa však neodporúča. Vtedy sú preferované echinokandíny. [131] Ak sa používajú v profylaxii alebo liečbe azolové antimykotiká ako itrakonazol, vorikonazol a posakonazol, odporúča sa stanovenie ich sérových koncentrácií. Okrem týchto faktov je potrebné zvážiť aj požadovanú liekovú formu, v ktorej je liečivo dostupné. [129]
[bookmark: _Toc68641033]Synergia
Vo farmakodynamickej fáze pôsobenia liečiv dochádza k farmakodynamickým interakciám, ktorých sa zúčastňujú endogénne látky, liečivá a iné látky z vonkajšieho prostredia. Ak vplyvom súčasného pôsobenia dvoch alebo viacerých látok dôjde k zoslabeniu účinku, označujeme interakciu ako antagonizmus. Ak je výsledkom súčasného pôsobenia zosilnený účinok, interakcia je nazývaná synergizmus. Výsledný efekt je vtedy výrazne vyšší, než súčet účinkov jednotlivých zložiek. Kombinovaná antimikrobiálna liečba predstavuje sľubnú cestu v liečbe mykotických ochorení. Cieľom kombinácie je dosiahnutie synergie, ale aj rýchlejší liečebný účinok, fungicídna aktivita, potlačenie selekcie rezistentných kmeňov, širšie spektrum protiplesňovej aktivity a lepšia znášanlivosť. [4]
Synergizmus môže byť spôsobený viacerými faktormi, a niektoré z nich stále ostávajú nepreskúmané. Medzi známe mechanizmy synergie antimikrobiálnych látok patrí napríklad sekvenční blokáda, keď sú inhibované po sebe idúce metabolické pochody nezbytné pre život mikroorganizmu (napríklad antibiotiká trimetoprim a sulfametoxazol). Druhým spôsobom môže byť poškodenie bunkovej steny, ktoré iným látkam umožní lepší vstup do bunky. Známym mechanizmom je aj inhibícia enzýmatickej inaktivácie, alebo iné potlačenie vzniknutej rezistencie. [132]
Farmakologická terapia
Farmakologická terapia
Momentálne indikáciu kombinovanej antimykotickej liečby pre obmedzené klinické skúsenosti a chýbajúce údaje z prospektívnych štúdií nemožno štandardne odporučiť, avšak nachádzame veľa sľubne vyzerajúcich in vitro štúdií. Uvažuje sa o kombinácii medzi samotnými antimykotikami, ale aj kombinácie antimykotík a prírodných látok. Synergické interakcie majú vo fytomedicíne zásadný význam a vysvetľujú ťažkosti pri izolovaní len jednej účinnej látky a rovnako vysvetľujú nízke dávky účinných látok v rastlinnom produkte. [133]

[bookmark: _Toc68641034]Rezistencia
Vznik antimikrobiálnej rezistencie na lieky je takmer nevyhnutný proces pre prežitie patogénu v nehostinnom prostredí, ktorý je v mikrobiálnom svete univerzálny. Všeobecne sa za klinickú rezistenciu považuje perzistencia alebo progresia infekcie napriek vhodnej antimikrobiálnej liečbe. [132] Aj keď odolnosť plesní voči antimikrobiálnym látkam nie je na rovnakej úrovni ako odolnosť baktérií, predstavuje obrovskú hrozbu pre zdravotníctvo a ekonomické aspekty spojené s plesňovými infekciami zostávajú neprijateľne vysoké. Aj vzhľadom na obmedzený počet dostupných antifungálnych liekov je jednou z hlavných stratégií zlepšenia liečby mykóz prekonanie antimykotickej rezistencie. 
Klinická rezistencia na antimykotiká bola v počiatočných fázach antimykotickej liečby zriedkavá. K zvýšeniu život ohrozujúcich systémových plesňových infekcií v posledných rokoch prispelo niekoľko faktorov. Patrí medzi nich rozšírenie ťažko chorej a imunokomprimovanej populácie pacientov, vrátane pacientov infikovaných HIV, pacientov s rakovinou, ktorí majú neutropéniu vyvolanú chemoterapiou, a príjemcov transplantátov, ktorí dostávajú imunosupresívnu liečbu. Medzi ďalšie faktory, ktoré prispeli patrí časté používanie invazívnejších liečebných postupov, liečba širokospektrálnymi antibiotikami a glukokortikoidmi, príjem parenterálnej výživy a príjem peritoneálnej dialýzy alebo hemodialýzy. [134]
Neúspech pri liečbe in vivo nemusí byť spôsobený len rezistenciou ako takou, ale aj spôsobom používania antimykotík a viacerými faktormi súvisiacimi s pacientom a liekom. Medzi rizikové faktory vzniku rezistencie ako aj poškodenia zdravia pacienta patrí závažný stupeň imunosupresie s invazívnymi plesňovými infekciami, keď už kandidy nemusia reagovať na antimykotiká, oneskorené podanie liečiva, jeho neadekvátna dávka ako aj skoré ukončenie liečby. Dôležitá je aj kompliancia u pacientov vyžadujúcich dlhodobú liečbu. [135]
Najdôležitejším faktorom je však správne predpísané liečivo v adekvátnej dávke a forme na základe klinického nálezu konkrétneho patogénu. Musí byť nasadené liečivo adekvátne miestu infekcie, jej závažnosti a zdravotného stavu pacienta. Flukonazol má napríklad lepšiu penetráciu do mozgovomiechového moku v porovnaní s itrakonazolom, čo ho robí lepšou voľbou pri liečbe plesňovej meningitídy. Ak je miesto infekcie nekrotické so slabým prívodom krvi, je nevyhnutný chirurgický zákrok, aby sa prekonala rezistencia. Kombinácia polyénov a azolov s inými nefrotoxickými liekmi môže mať za následok zlyhanie liečby. Dôležité je aj nasadenie liečby, ktorú bude pacient tolerovať vzhľadom na jeho ďalšie možné poškodenia orgánov a interakcie s užívanými liekmi. [135] V posledných rokoch k vývoju rezistencie prispelo aj používanie fungicídnych látok na báze azolu v poľnohospodárstve. [136] Z pohľadu patogénu rozlišujeme primárnu a sekundárnu rezistenciu. 
[bookmark: _Toc68641035]Primárna rezistencia
Primárna, alebo aj prirodzená rezistencia baktérií aj húb je geneticky podmienená rezistencia na niektoré antibiotiká a antimykotiká z dôvodu neexistencie cieľových štruktúr, príslušného transportného systému, ale aj prirodzene zvýšeného bunkového efluxu a zníženej permeability membrány. Je charakteristická pre určitú kombináciu organizmu a liečiva a vychádzajú z nej štandardy pre testovanie citlivosti. Je pomerne predikovateľná a zásadne sa nemení, a preto je považovaná za menej nebezpečnú. Primárna rezistencia hrá rolu pri diagnostických chybách danej kvasinky, ako aj pri neadekvátne predpísanom liečive. [137]
Príkladom primárnej rezistencie kvasiniek je dedičná rezistencia kandíd na flucytozín bez predchádzajúceho vystavenia tomuto antimykotiku. V najnovších štúdiách bola táto rezistencia pozorovaná u 3 % izolátov. Rezistencia vzniká z dôvodu zhoršeného bunkového vychytávania v dôsledku mutácie v cytozín-permeáze. Na toto antimykotikum však poznáme aj sekundárnu rezistenciu, vyplývajúcu z defektov metabolizmu flucytozínu prostredníctvom mutácií v cytozín‑deamináze alebo uracifosforibozyl‑transferáze. Mutácie zodpovedné za primárnu rezistenciu sú prítomné v druhoch C. albicans serotyp B, C. glabrata, C. krusei a C. guilliermondii. Ďalším pozorovaným fenoménom je nižšia citlivosť C. krusei v porovnaní napríklad s C. albicans voči flukonazolu. [138]
[bookmark: _Toc68641036]Sekundárna rezistencia
Sekundárna rezistencia vzniká vplyvom environmentálneho stresu, ktorý predstavuje pôsobenie liečiva. Dochádza ku uplatneniu obranných mechanizmov, medzi ktoré patria genetické alternácie, translácie a expresie predtým potláčaných metabolických dráh. Selekčným tlakom sa tak eliminujú citliví jedinci a vzniká subpopulácia málo citlivých alebo necitlivých buniek. Našťastie, na rozdiel od baktérií, nie sú opísané žiadne plazmidy alebo transpozóny, ktoré by zosilňovali a rozširovali antifungálnu rezistenciu. [139]
	Mechanizmy vedúce k rezistentnému fenotypu sú zvýšená expresia efluxných púmp, znížená difúzia terapeutík, znížená rastová rýchlosť a rezistencia voči oxidatívnemu stresu uplatnená pri tvorbe biofilmu, ako aj mutácie génov kódujúcich enzýmy vyskytujúce sa pri biosyntéze ergosterolu, vznik alternatívnych fosfolipidov aj mutácie génov podieľajúcich sa na syntéze β‑glukánu. [140]
[bookmark: _Toc68641037]Mechanizmy rezistencie
Rezistencia na polyény
Napriek tomu, že polyény sú najstaršími používanými antimykotikami, je rezistencia k nim pomerne ojedinelá. Aj keď sa C. glabrata a C . krusei zvyčajne považujú za citlivé na amfotericín B, majú tendenciu mať vyššiu MIC k polyénom ako C. albicans a rastúci počet údajov naznačuje, že značná časť izolátov oboch druhov môže byť rezistentná. [137] Potenciálne molekulárne mechanizmy polyénovej rezistencie zahŕňajú pokles celkového obsahu ergosterolu v bunke, nahradenie niektorých alebo všetkých sterolov viažucich polyén a preorientovanie alebo maskovanie existujúceho ergosterolu. Tak isto sa predpokladá zvýšená katalázová aktivita ako ochrana pred oxidatívnymi zmenami. K významným príčinám rezistencie patrí aj tvorba biofilmu, ktorá sa však dá zmierniť použitím vhodných liekových foriem ako sú napríklad suspenzie lipozómov. [141]
Rezistencia na azoly
Azolové antimykotiká, ako je flukonazol, sú často preferovanou liečbou mnohých infekcií vyvolaných kandidami, pretože sú lacné, vykazujú obmedzenú toxicitu a sú dostupné na orálne podanie. V poslednej dobe sa však zvýšila rezistencia na azoly a to v klinických podmienkach aj in vitro, čo predstavuje obrovskú hrozbu. Odolnosť C. albicans voči azolom sa stala vážnym problémom v 90. rokoch, keď 90 % pacientov so syndrómom získanej imunodeficiencie (AIDS) trpelo orálnou kandidózou a malo predpísaných orálne antibiotiká a antimykotiká , čo u mnohých viedlo k vzniku rezistentných kmeňov. [142] Ako môžeme vidieť na obrázku, spôsoby vzniku rezistencie na azoly sú rôznorodé. 
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[bookmark: _Toc68640977]Obr. 7 Mechanizmy vzniku rezistencie na azoly u kvasiniek, upravené podľa zdroja [111]
[bookmark: _Hlk63534853]Čierne šípky predstavujú normálnu dráhu ergosterolu (zelené guličky) vrátane lanosterolu (žlté guličky), tak isto je zobrazený transkripčný faktor Upc2, ktorý je ústredný pre reguláciu biosyntézy ergosterolu. Modré šípky označujú mechanizmus účinku azolov (modré guličky) vrátane inhibície cieľovej skupiny Erg11p a produkcie toxických diolov (červené guličky) v niekoľkých krokoch pomocou Erg6p a Erg3p. Gény dôležité pre rezistenciu sú v jadre zobrazené ako čierne obdĺžniky. Červené hviezdy (mutácie) a červené šípky predstavujú rôzne známe molekulárne mechanizmy rezistencie na lieky u patogénnych húb. Na obrázku A je mechanizmus rezistencie na azoly prostredníctvom efluxných púmp. Šedý rámček 1: zvýšený eflux azolov v dôsledku bodových mutácií v MDR1 a TAC1 , čo vedie k nadmernej expresii MFS-T a ABC-T. Na obrázku B sú mechanizmy rezistencie na azoly uskutočnené prostredníctvom zmenenej biosyntézy ergosterolu. Šedý rámček 2: bodové mutácie v UPC2 spôsobujúce zvýšenú expresiu v celej dráhe ergosterolu (ERG). Šedý rámček 3: bodové mutácie v ERG11, ktoré zabraňujú väzbe azolu. Šedý rámček 4 a 5: bodové mutácie v ERG3 a ERG6, ktoré zabraňujú tvorbe toxického sterolu. Šedý rámček 6: influx sterolov, ktorý znižuje potrebu ich biosyntézy. Šedý rámček 7: zmenený import azolu, ktorý znižuje jeho intracelulárnu koncentráciu.
Všadeprítomným mechanizmom vzniku rezistencie je aktivácia eflux-ných púmp spojených s membránou. Efluxné pumpy zabraňujú nahromadeniu dostatočne účinnej koncentrácie antimikrobiálneho terapeutika v bunke. U kvasiniek sú významnými efluxnými pumpami ABC transportéry (ATP-binding Cassette Superfamily) a MFS transportéry (Major Facilitators Superfamily). 
ABC transportéry obsahujú dve transmembránové domény a dve domény viažuce nukleotidy, ktoré slúžia k naviazaniu ATP. ATP sa potom hydrolyzuje na ADP a získa sa tak energia na aktívny transport. Vznik azolovej rezistencie v dôsledku zvýšenej expresie ABC transportérov je frekventovanejší a väčšinou je spôsobený zvýšenou expresiou génov CDR1, CDR2 a PDR1. [143] TAC1 kódujúci aktivačný transkripčný faktor nachádzajúci sa na chromozóme 5, taktiež zvyšuje expresiu týchto CDR génov umiestnených na chromozóme 3. [144]
MFS transportéry pozostávajú zo 12–14 transmembránových segmentov a sú to sekundárne transportéry využívajúce protónový gradient, rezistencia je spojená so zvýšenou expresiou génov MDR1. [145]
Upc2p je autoregulačný transkripčný faktor, ktorý reguluje väčšinu bio-syntetických génov ergosterolu. Je indukovaný azolmi, anaeróbnym rastom a nízkymi hladinami ergosterolu. [146] Aktivujúce bodové mutácie v tomto géne taktiež spôsobujú zvýšenú rezistenciu. [111]
Rezistencia vzniká aj vtedy, ak nastanú zmeny v kľúčovom enzýme v dráhe syntézy ergosterolu, lanosterol 14-α-demetyláze. Je to esenciálny enzým v bunkovej dráhe a hladiny ergosterolu klesajú, keď je Erg11 inhibovaný azolmi. Mnohé z bodových mutácií v tomto géne znižujú väzbu azolu na väzobnom mieste enzýmu. Bodové mutácie sa môžu vyskytovať samostatne, prípadne sa ich môže vyskytovať viac, a majú pravdepodobne aditívne účinky. Nadmerná expresia Erg11 je u mnohých húb spojená s azolovou rezistenciou. [147]
V prítomnosti azolov sa v bunke kvasinky kumulujú toxické 14‑α‑metylsteroly. Vznikajú v dvoch krokoch z lanosterolu. V prvom kroku pôsobí sterol-Δ(5,6)-desaturáza kódovaná génom ERG3. V druhom kroku pomocou ∆24-sterol-C-methyl-transferázy kódovanej génom ERG6 vzniká 14‑metyl-3,6-diol, ktorý má fungistatický efekt. Táto tvorba toxických produktov je pri rezistentných kmeňoch porušená. [147] Pri delécii ERG6 bola pozorovaná významná rezistencia na azoly. Inhibícia ERG3 zas vedie k deplécii ergosterolu a akumulácii 14‑α‑metylfekosterolu, čo umožňuje nepretržitý rast v prítomnosti azolu napriek zmenenému zloženiu membrány. [148] Vzhľadom k tomu, že pri tomto mechanizme dochádza k absencii ergosterolu v bunkovej stene, vzniká často krížová rezistencia s polyénmi, ktoré sa na ergosterol viažu. [111] 
Ďalším faktorom vzniku azolovej rezistencie je genómová plasticita. S azolovou rezistenciou sú spojené viaceré genómové zmeny, vrátane straty heterozygozity (LOH) špecifických genómových oblastí, zvýšenia počtu kópií chromozómov, ako aj segmentových alebo chromozomálnych aneuploidií. LOH je bežná pre oblasti obsahujúce determinanty rezistencie na azoly vrátane ERG11, TAC1 alebo MRR1. Mutácie v týchto génoch často vznikajú v heterozygotnom stave a stávajú sa homozygotnými pomocou LOH. Aneuploid vzniká vtedy, keď dôjde k poruche rozchádzania chromozómov v anafáze meiotického alebo mitotického delenia. Môže sa jednať o zmenu celkového počtu chromozómov, alebo sa zmena týka špecifického segmentu za vzniku izochromozómov, abnormálnych chromozómov s dvomi morfologicky i geneticky identickými ramienkami. Významná je najmä u chromozómu 5, ktorý obsahuje lokus pre gén ERG11. Ak sa gén vyskytuje vo viacerých kópiách, je aj viackrát prepisovaný do mRNA a dochádza k zvýšenej produkcii lanosterol 14-α demetylázy. [111]
Import sterolov ako potenciálny mechanizmus rezistencie na azoly bol identifikovaný nedávno, znížená hladina ergosterolu v bunke je kompenzovaná exogénnym ergosterolom. Import sterolov bol zaznamenaný u C. albicans a C. glabrata. C. glabrata importuje steroly za anaeróbnych alebo mikroaerofilných podmienok pomocou Aus1p a Pdr11p a vykazuje zvýšenú rezistenciu na azoly. Zvýšený príjem sterolov môže byť spôsobený mutáciami v UPC2, ako aj poruchmi biosyntézy ergosterolu a hemu. Na rozdiel od C. glabrata, C. albicans importuje steroly aeróbne, čím zvyšuje rezistenciu na azoly v prítomnosti séra aj cholesterolu. [111]
Import azolov do buniek kvasiniek nie je preskúmaný, ale predpokladá sa, že ho môžu ovplyvňovať viaceré faktory. [111]
Dôležitým spôsobom ochrany kvasiniek voči azolom je aj tvorba biofilmov. Výsledky in vitro hovoria, že u C. albicans môže dochádzať k 1000‑násobnému rozdielu v rezistencii biofilmu voči azolom ako u samostatných buniek. [149]
Rezistencia na allylamíny a thiokarbamáty
Primárna rezistencia k allylamínom ani thiokarbamátom u ľudských patogénnych hubovitých organizmov nebola zaznamenaná. [137] [104]
Rezistencia na morfolíny
Rezistencia na toto antimykotikum je zriedkavá. [112]
Rezistencia na echinokandíny
[bookmark: _Hlk63533884]Pre ich priaznivé vlastnosti sa echinokandínové lieky odporúčajú ako liečba 1. línie u pacientov s invazívnou kandidózou. O to nebezpečnejší je vznik rezistencie, ktorá je najbežnejšia u C. glabrata s mierou presahujúcou 10 %. Cieľový enzým glukánsyntáza je kódovaná tromi príbuznými génmi FKS1, FKS2 a FKS3. Zvýšené hodnoty MIC boli spojené s množstvom substitúcií jednotlivých aminokyselín spôsobených mutáciami v špecifických oblastiach konzervovaných cieľových génov FKS1 pre všetky druhy Candida spp., ako aj FKS2 pre C. glabrata. Klinické faktory podporujúce rezistenciu na echinokandíny zahŕňajú empirickú terapiu, profylaxiu, gastrointestinálne rezervoáre a intraabdominálne infekcie. Vzhľadom k rovnakému princípu pôsobenia jednotlivých echinokandínov dochádza medzi nimi ku krížovej rezistencii. [111]
Rezistencia na pyrimidíny
Pre zvýšené riziko vzniku rezistencie je toto antimykotikum používané v kombinácii s polyénmi alebo azolmi. Rezistencia vzniká kvôli mutáciám v oblastí génov kódujúcich enzýmy ako cytozíndeaminázu, cytozín-permeázu a uracil-fosforibozyl-transferázu, ktorá zodpovedá za konverziu 5-floruracilu na 5-fluorouridín. [150]
Rezistencia na mykotoxíny
Vnútorná rezistencia na griseofulvín je spôsobená absenciou energeticky závislého transportného systému pre toto antimykotikum. [112]
Rezistencia
Rezistencia
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[bookmark: _Toc68641039]Všeobecná charakteristika silíc
Silice nazývané aj esenciálne oleje sú vonné látky obvykle komplexného zloženia získané z botanicky definovaných rastlinných surovín destiláciou s vodnou parou alebo vhodným mechanickým postupom bez zahrievania. Sú pre nich typické tieto vlastnosti: dráždia čuch a prejavujú sa vôňou; za izbovej teploty sú tekuté a prchavé; skladovaním ľahko oxidujú, čo sa prejavuje tmavnutím a hustnutím; sú lipofilné a rozpustné v bezvodom etanole, v diethylethere, v chloroforme, v benzéne a v olejoch, vo vode sa takmer nerozpúšťajú. Vo väčšine prípadov taktiež platí, že silice prírodného pôvodu sú opticky aktívne; sú ľahšie ako voda a bezfarebné alebo žltkasté. [151]
Poznáme približne 3 000 druhov silíc, z toho je približne 300 komerčne využívaných. Jedna rastlina zvyčajne obsahuje viac chemicky odlišných druhov siličných látok. Ich pomer sa často líši v závislosti na podmienkach rastu danej rastliny, ako aj v závislosti na fyziologickom stave rastliny a čase zberu. Mladé rastliny obsahujú hlavne terpenické uhľovodíky a jednoduchšie molekuly, zatiaľ čo reprodukčné orgány obsahujú éterické oleje bohatšie na kyslíkaté zlúčeniny. Silice majú väčšinou 2–3 dominantné zložky, ktoré sú v koncentráciách do 85 %. [152]
Výskyt je vysoký u vyšších rastlín, najmä v čeľadiach Apiaceae, Asteraceae, Geraniaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Pinaceae, Rosaceae, Rutaceae a iné. Nájdeme ich v takmer všetkých rastlinných orgánoch, ako sú kvety, listy, plody, semená, korene, kôra aj drevo a ich výskyt môže byť koncentrovaný, alebo rozprestretý po celej rastline. Nachádzajú sa na povrchu alebo blízko pod povrchom rastlinných orgánov často v špecifických útvaroch. Týmito útvarmi môžu byť siličné bunky, sekrečné kanáliky, dutiny a žľaznaté trichómy. Ich biosyntéza väčšinou prebieha v listoch, kde zostávajú až do kvitnutia, keď časť migruje do kvetov, hromadia sa v plodoch alebo dochádza k presunu do kôry a koreňov. [151]
Vedci vedú dlhodobú diskusiu, či sú takzvané sekundárne metabolity, medzi ktoré patria aj silice, iba odpadovými látkami alebo či majú úlohu pri zvyšovaní kondície rastlín. Koevolučná hypotéza navrhuje, že vzťah rastlín a zvierat je základným faktorom zvyšovania biodiverzity u hmyzu aj rastlín. Sekundárne metabolity sú tak súčasťou systému chemickej obrany, ktorý umožňuje rastlinám brániť sa pred predátormi a zároveň núti predátory adaptovať sa na tieto chemikálie. Problémom v tejto teórii sú však veľké množstvá úzko príbuzných molekúl alebo analógov s veľmi nízkou biomolekulárnou aktivitou. Nové hypotézy naznačujú, že adaptačná výhoda pre rastliny nespočíva v získaní konkrétnej molekuly, ale v dostupnosti mnohých zlúčenín. Zdá sa, že rastliny s vyššou chemickou diverzitou vykazujú lepšiu obranyschopnosť ako rastliny s obmedzenejšou diverzitou. Konkrétny význam silíc pre rastliny nie je známy, predpokladá sa však, že sa uplatňujú v rastlinných interakciách ako alelopatické pôsobky a inhibítory rasu. Tak isto sa uplatňujú vo vzťahu rastliny k živočíchovi. Uvoľňujú sa, keď je rastlina napadnutá patogénom alebo hmyzom, ktoré potláčajú alebo odpudzujú a takto rastlinu chránia. Na druhej strane silice priťahujú opeľujúci hmyz a pôdne symbiotické mikroorganizmy. [153]
[bookmark: _Toc68641040]Chemické zloženie
Silice sú produktom sekundárneho metabolizmu rastlín, pri ktorom dochádza k degradácii produktov primárneho metabolizmu – cukrov, tukov, a nukleových kyselín. Z chemického hľadiska ide o heterogénnu skupinu, ktorú môžeme rozdeliť do skupiny silíc s prevahou terpenoidnej zložky (mevalonátový pôvod); do skupiny s prevahou derivátov fenylpropánu (šikimátový pôvod) a do skupiny ostatných látok, prevažne nasýtených a nenasýtených alifatických alkoholov, aldehydov, ketónov, kyselín a esterov, ktoré dotvárajú pach silice. Ich veľká heterogenita zabezpečuje rôznorodý a mnohostranný vplyv na ľudský organizmus, na ktorý môžu mať vplyv aj interakcie medzi samotnými látkami. 
	Z terpenických látok sú to najmä monoterpény a seskviterpény. Často sa vyskytujú ich kyslíkaté deriváty, najmä alkoholy. Niektoré z terpenických alkoholov sa v rastlinách nachádzajú ako estery prevažne s kyselinou octovou. Významný je aj bicyklický ketón gáfor. Farmaceuticky významné sú aj seskviterpenické laktóny. Aromatické monoterpény sú zastúpené tymolom. 
Deriváty fenylpropánu pozostávajúce z C6-C3 jednotky sa medzi sebou odlišujú prítomnosťou a polohou dvojitej väzby na trojuhlíkatom reťazci a ďalej substitúciou aromatického kruhu. Príkladom sú alkoholy, aldehydy, ketóny aj estery. [151]


[bookmark: _Toc68640978]Obr. 8 Príklady terpenoidných zložiek silíc, upravené podľa zdroja [151]



[bookmark: _Toc68640979]Obr. 9 Príklady derivátov fenylpropánu, upravené podľa zdroja [151]
[bookmark: _Toc68641041]Biologická aktivita
Éterické oleje sa empiricky používajú na rôzne účely už po mnoho storočí. Známky používania silíc nájdeme pri balzamovaných telách v Egypte, v textoch z Indie, kde sa aromatická masáž stala nástrojom liečebného systému Ajurvédy, ale aj v Biblii, kde Traja králi priniesli Ježišovi dar v podobe kadidla a myrhy, ktoré slúžili k potieraniu a uzdravovaniu chorých. Silice používal aj grécky lekár Galén z Pergamu (129–216 n. l.), ktorý silicami ošetroval zranených gladiátorov. Do začiatku 13. storočia boli esenciálne oleje vyrábane v niektorých lekárňach a ich účinky popisovali vtedajšie liekopisy. Britský lekárnik Nicholas Culpeper (1616–1654) napísal knihu „The complete herbal“, ktorá je cenným zdrojom informácií o využití silíc. Na začiatku 18. storočia bolo popísaných viac ako 120 silíc a v tej dobe boli lekárne bežne zásobené 15–20 z nich. 19. storočie prinieslo objavy v chemickej štruktúre silíc. Prvým známym experimentom na zistenie antimikrobiálnych vlastností silíc je experiment, ktorý uskutočnil De la Croix v roku 1881. Francúzsky chemik René Gattefossem na začiatku 20. storočia zaznamenal na vlastnej ruke priaznivý účinok levanduľovej silice pri hojení popálenín. V 19. a 20. storočí sa však použitie silíc vo farmakológii stalo druhoradým a nahradzovali ich syntetické látky. [154] Silice však s prichádzajúcou rezistenciou mikroorganizmov a s rastúcou popularitou zdravej výživy a negatívnej percepcie syntetických liekov u niektorých zákazníkov nadobúdajú na význame. 
[bookmark: _Hlk63614079]Silice sa stále využívajú v liečbe mnohých fyzických a psychických chorôb. Počet silíc z jednotlivých rastlín, ako aj ich obsahových látok je obrovský, tak isto ako ich biologická aktivita. Aj preto je nasledujúci súhrn účinkov silíc neúplný a práca sa zameriava hlavne na antimykotický účinok silíc. Ostatné farmakologické účinky sú však rovnako dôležité, dotvárajú obraz o komplexnosti silíc a ukazujú potenciál ich použitia, ktorým môže byť využitie antimykotického účinku silice spolu s iným, pomocným účinkom. Silice stimulujú hojenie rán a ich účinok je aj antioxidačný, antiflogistický, antiemetický, sedatívny, analgetický, antineoplastický, expektoračný, spazmolytický, insekticídny a antimikrobiálny.
Pri liečbe rán sa využívajú hlavne antiseptické, antiflogistické a epitelizačné vlastnosti silíc. Príkladom využívaných drog s obsahom silíc sú Matricariae flos, Balsamum peruvianum, Tea tree oil a Salviae herba. 
Početné štúdie preukázali antioxidačné vlastnosti éterických olejov. Najmä tých s obsahom fenolických látok a s konjugovanými dvojitými väzbami. [155] 
V poslednej dobe sa éterické oleje používajú v klinických podmienkach na liečbu zápalových ochorení, ako je reumatizmus, alergie alebo artritída. [156] Silica z Melaleuca alternifolia s obsahom a-terpineolu inhibuje uvoľňovanie histamínu a znižuje tvorbu mediátorov zápalu. [157] Protizápalovú aktivitu éterických olejov možno pripísať ich antioxidačným účinkom, ale aj ich interakciám so signálnymi kaskádami zahŕňajúcimi cytokíny a regulačné transkripčné faktory a expresii prozápalových génov. Účinnou sa ukazuje aj silica z Cymbopogoni herba. [5]
Príčina antiemetických vlastností extraktu zo Zingiber officinale je stále neznáma. [158]
Uvádza sa, že hlavný sedatívny mechanizmus aromaterapie môže súvisieť s limbickým systémom mozgu. Aromatické zložky stimulujú čuchové bunky, ktoré cez čuchový nerv prenášajú signály do limbického systému v mozgu, čo môže ovplyvniť autonómny nervový systém a sekréciu hormónov. Predpokladajú sa aj iné mechanizmy účinku, tie však ešte nie sú preskúmané. [159] Príkladom sú silice zo Mellisae folium a Levandulae flos.
[bookmark: _Hlk63533949][bookmark: _Hlk63594974][bookmark: _Hlk61729371][bookmark: _Hlk63533980]Ďalšou využívanou vlastnosťou niektorých silíc je ich analgetický a anestetický účinok. V mnohých prípadoch centrálny mechanizmus zahŕňa opioidný systém. V niektorých štúdiách sú však zahrnuté kanabinoidné, glutamatergné alebo nitrergické dráhy. [160] Mentol je využívaný pri bolesti svalov a šliach. Je to selektívny aktivátor TRPM8 (transient receptor potential cation channel subfamily M member 8) a je tiež vazoaktívnou zlúčeninou. Spočiatku stimuluje nociceptory a potom ich znecitlivie, čo rozptyľuje a zmierňuje pocit bolesti hlbšie v tkanive. Lokálne aplikovaný mentol môže tiež aktivovať centrálne analgetické dráhy. [161] Syzygium aromaticum floris aetheroleum, ktorého hlavnou obsahovou zložkou je eugenol je používaný v zubárstve ako lokálne anestetikum a analgetikum. Eugenol má niektoré farmakologické vlastnosti totožné s lokálnymi anestetikami. Inhibuje napäťovo riadené sodíkové kanály a aktivuje TRPV1 (transient receptor potential vanilloid subtype 1). [162]
Éterické oleje pôsobia pri prevencii rakoviny, ako aj pri jej liečbe. Príkladom je myristicín, alylbenzén prítomný v silici Myristica fragrans. Aktivuje glutatión‑S‑transferázu u myší a inhibuje karcinogenézu indukovanú benzo‑(a)‑pyrénom v ich pľúcach. [163] Nedávno sa zistilo, že myristicín indukuje apoptózu neuroblastómu u ľudí. [164] Existujú aj ďalšie prchavé zlúčeniny, ktoré vykazovali cytotoxickú aktivitu proti rôznym rakovinovým bunkovým líniám. Geraniol znižuje rezistenciu buniek rakoviny hrubého čreva na 5-fluóruracil. [165] Okrem toho sa preukázala protirakovinová aktivita limonénu, hlavnej zložky éterického oleja citrusových plodov, najmä na úrovni rakoviny žalúdka a pečene. [166] Bisabolol, hojný seskviterpénový alkohol v éterickom oleji z Matricaria recutita má antigliomálnu aktivitu. [167]
Silice preukazujú aj expektoračný účinok. Vylučujú sa bronchiálnymi žliazkami a tým dráždia k vylučovaniu hlienu. Niektoré silice ako Anisi etheroleum a Foeniculi etheroleum sú povrchovo aktívne a uplatňujú sa aj ako sekretolytika. Eucalypti etheroleum a Pini pumilionis etheroleum sú zároveň sekretomotoriká. Medzi iné drogy, kde sa predpokladá, že silica je nositeľom expektoračného účinku patria Anisi stelati fructus, Thymi herba a Serpylli herba. 
Spazmolytický účinok sa používa na symptomatickú liečbu kŕčov a nepohodlia ovplyvňujúceho hladké svaly z gastrointestinálneho, biliárneho alebo urogenitálneho traktu. Spazmolytická aktivita éterických olejov je pripisovaná terpenickej frakcii silice. Pôsobia na viacero dejov v kontrakcii hladkého svalu ako inhibícia napäťovo závislých vápnikových kanálov, modulácia draslíkových kanálov, antagonizmus cholinergných receptorov a modulácia intracelulárneho cyklického adenozínmonofosfátu (cAMP). [168] Príklady rastlín s obsahom silíc využívaných ako spazmolytiká sú Carum carvi, Coriandrum sativum, Foeniculum vulgare, Pimpinella anisum, Rosmarinus officinalis Origanum majorana, Mentha x piperita, Melissa officinalis.
Éterické oleje rastlin rodu Citronella (Poaceae) sa bežne používajú ako prísady do repelentov. [169] v skutočnosti sú aktivity éterických olejov na rôzne druhy hmyzu rozmanité. 
Antimikrobiálne látky v širšom zmysle označujú terapeutiká, ktorých cieľom je usmrtenie alebo zastavenie rastu patogénnych batérií, vírusov, prvokov a húb. Radíme k nim aj látky s preventívnym pôsobením, antiseptiká a dezinficienciá. Silice medzi takéto antimikrobiálne látky patria. 
[bookmark: _Hlk63534007][bookmark: _Hlk63534031]Antivirotický účinok silíc je väčší v komplexnom zložení silice, ako účinok jeho jednotlivých komponentov. Zmesi rôznych monoterpénov prítomných v prírodnom éterickom oleji Tea tree oil odhalili desaťkrát vyšší index selektivity a nižšiu toxicitu ako jeho izolované monoterpény. [170] Výnimkou je β‑karyofylén, ktorý je jeden z najznámejších antivírusových zložiek. [171] Mechanizmus antivirotického účinku silíc zahŕňa rozpad kapsidu, čo zabraňuje vírusu infikovať hostiteľské bunky. Lipofilná povaha im umožňuje prenikať cez vírusové membrány, čo vedie k dezintegrácii. Éterické oleje tiež inhibujú hemaglutinín. Mnoho éterických olejov a ich zložiek môže inhibovať neskoré štádiá životného cyklu vírusov zameraním na redoxnú signálnu dráhu. [172] Zistilo sa, že éterické oleje z rastlín Thymus vulgaris, Cymbopogon citratus a Rosmarinus officinalis destabilizujú komplex Tat/TAR-RNA vírusu HIV-1, nevyhnutný pre jeho replikáciu. [173] Uvádza sa, že niektoré éterické oleje majú silné antivírusové účinky proti vírusu chrípky typu A. [174] Silice druhov Lippia inhibovali vírus žltej zimnice v bunkách Vero. [175] Karvakrol a silica z Origanum vulgare boli schopné účinne inhibovať HSV-1 rezistentný na acyklovir. [176] Salvia desoleana potláča kmene HSV-2 citlivé aj rezistentné na acyklovir. [177] Éterické oleje aj monoterpény však vykazovali antivirotickú aktivitu priamou inaktiváciou voľných vírusových častíc. Aj preto je použitie v reálnych podmienkach vírusovej infekcie v ľudských bunkách stále vecou budúcnosti. 
Prvoky spôsobujú veľa chorôb, ako je leishmanióza, giardióza, amebóza, trichomoniáza, spavá choroba, malária a Chagasova choroba. Mnoho týchto chorôb sa vyskytuje v teplejších rozvojových krajinách, kde sa silice používali už v tradičnej medicíne, niektoré z nich však bežne stretávame aj v Európe. [178] Najviac skúmanými silicami s veľkým potenciálom sú silice z Cymbopogon citratus a Ocimum gratissimum používané na ochorenia spôsobené rodmi Plasmodium, Trypanosoma a parazitmi Leishmania. Nasledovali silice z Ocimum basilicum, Origanum vulgare a Thymus vulgaris proti Trypanosoma cruzi a črevným parazitom. [178] U niektorých druhoch Lippia spp. z Kolumbie bola skúmaná antitrypanozomálna aktivitu proti Trypanosoma cruzi a tie vzorky, ktoré boli bohaté na neral, geranial, geraniol, tymol alebo karvakrol boli obzvlášť účinné. [179] 
Mnohé silice vykazujú antibakteriálne vlastnosti, čo je mimoriadne dôležité v odvetviach, ako je medicína, kozmetika a poľnohospodárstvo. Všeobecne sa predpokladá, že silice majú vyššiu antimikrobiálnu aktivitu voči grampozitívnym baktériám v dôsledku priamej interakcie lipofilných chemických zložiek s ich bunkovou membránou. Gram-negatívne baktérie sú odolnejšie vďaka svojim hydrofilným bunkovým stenám. [180] 
Éterické oleje v bakteriálnych patogénoch primárne destabilizujú bunkovú architektúru, čo vedie k narušeniu integrity membrány a narušeniu mnohých bunkových aktivít vrátane výroby energie a membránového transportu. Roztrhnutie membrány vyvolané éterickými olejmi môže viesť k úniku bunkových zložiek a strate iónov. Antibakteriálny účinok tiež spočíva v zníženom membránovom potenciály, prerušení čerpania protónov a vyčerpaní ATP. Tieto zmeny môžu spôsobiť kaskádový efekt. [181] Ďalším účinkom éterických olejov na bunkových membránach je inhibícia sekrécie toxínov a inhibícia quorum sensing. [182] [183] Výsledky výskumu hovoria aj o inhibícii topoizomerázy I aj topoizomerázy II. Predpokladá sa, že silice inhibujú aj procesy podobné glykolýze a samotnú glykolýzu, čo bráni bunke získavať ATP. [184]
Mikrobiálna účinnosť klesá v nasledujúcom poradí: fenoly, aldehydy, ketóny, alkoholy, estery, uhľovodíky. [185] 
Najsľubnejšími druhmi s antibakteriálnym potenciálom sú Achillea ligustica, Baccharis dracunculifolia, Cinnamomum zeylanicum, Coriandrum sativum, Eugenia caryophyllata, Lippia sidoides, Ocimum americanum a Rosmarinus officinalis. Fyzikálne podmienky, ktoré zlepšujú pôsobenie silíc, sú nízke pH, nízka teplota a nízka hladina kyslíka. [186] Synergizmus bol pozorovaný medzi cinnamaldehydom a eugenolom. [187]
Antimikrobiálna aktivita je pevne potvrdená, avšak jej účinok je v porovnaní so syntetickými zlúčeninami slabší. Vzhľadom na ich vysokú volatilitu je efektívny čas pôsobenia obmedzený, čo vytvára priestor na výskum rôznych liekových foriem prípravkov zo silíc. Na druhej strane ich nízka úroveň toxicity a prírodný pôvod robí atraktívnou alternatívou antibiotík, na ktoré sa čoraz viac baktérií stáva rezistentných.
[bookmark: _Toc68641042]Antimykotický účinok silíc
K mykotickým ochoreniam a stavom podmieneným hubami patria mykózy spôsobené mikroskopickými hubami, mykotoxikózy, mykoalergie a mycetizmus, čo je otrava po konzumácii určitých húb. Podľa hĺbky, do ktorej zasahuje chorobný proces, sa mykózy delia na povrchové, subkutánne a orgánové/systémové. Niektoré mykózy môžu byť signálom zníženia obranyschopnosti organizmu, rozvíjajúceho sa závažného zdravotného stavu pacienta alebo môžu komplikovať iné choroby. Mykotické infekcie sa vyskytujú vo všetkých svetových pásmach, postihujú všetky rasy, ľudí každého veku a pohlavia. [188] Hlavnými rodmi zodpovednými za mykotické infekcie sú rody Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Histoplasma, Pneumocystis, Stachybotrys Trichophyton, Epidermophyton a Microsporum. Prejavy mykotických infekcií sú rôznorodé a závisia od napadnutého orgánu. [189]
Silice pôsobia na hubové mikroorganizmy rôznymi mechanizmami zároveň. Tieto mechanizmy účinky sú častokrát totožné s účinkami pri baktériách, avšak niektoré sú špecifické iba pre huby a ich štruktúry. 
Rovnako ako u baktérií, aj u húb je hlavným mechanizmom účinku narušenie integrity membrány. U buniek dochádza k zmenám permeability a zvýšeniu fluidity bunkovej membrány. K týmto zmenám prispievajú hlavne terpény, ktorých molekuly sa dostávajú medzi uhľovodíkové reťazce mastných kyselín tvoriacich lipidovú dvojvrstvovú. Roztrhnutie membrány vyvolané éterickými olejmi môže viesť k úniku bunkových zložiek, strate iónov, koagulácii cytoplazmy a denaturácii proteínov. [3]
U húb môže byť porušenie membrány spôsobené aj interakciami s ergosterolom. Bolo pozorované, že Coriaria nepalensis znižuje biosyntézu tohoto sterolu u rodu Candida. [190] Silice z Coriandrum sativum a Mentha x piperita vykazovali naviazanie na membránový ergosterol, ktoré spôsobilo alteráciu membrány a bunkovú smrť C. albicans. [191] [192]
Tea tree oil takisto spôsobil stenčenie stien hýf a následné narušenie bunkovej steny. [193]
Terpenoidy taktiež spôsobujú zastavenie bunkového cyklu kvasiniek C. albicans v rôznych fázach. Linalol spôsobuje zastavenie v G1 fáze, citral a citronelal v S fáze a benzyl‑benzoát v G2 a M fáze bunkového cyklu. [194]
Citronelal a monoterpenické fenoly ako tymol a karvakrol spôsobujú zvýšenú produkciu reaktívnych kyslíkových radikálov poškodzujúcich biomolekuly patogénnych húb. [195] [196] Éterický olej zo semien Anethum graveolens indukuje apoptózu C. albicans. V tejto štúdii bol L‑cysteín schopný zabrániť apoptóze, čo naznačuje, že ROS sa zúčastňovali na apoptóze. [197] Tak isto bola zaznamenaná cytotoxicita Mentha x piperita pre kvasinky Saccharomyces cerevisiae spájaná so zvýšenými hladinami intracelulárneho ROS, mitochondriálnou deštrukciou a kondenzáciou chromatínu bez straty integrity plazmatickej membrány. [198]
[bookmark: _Hlk63534106]H+-ATPáza hrá dôležitú úlohu vo fyziológii bunky huby riadením trans-membránového elektrochemického protónového gradientu potrebného pre príjem živín, reguláciu pH a rastu, ako aj riadenia bunkového dimorfizmu. Inhibícia vedie ku intracelulárnemu okysleniu a bunkovej smrti. Eugenol a tymol sú vynikajúcimi fungicídnymi látkami a obe zlúčeniny inhibujú aktivitu protónovej pumpy H+-ATPázy a v jednej štúdii inhibovali efluxné pumpy spôsobujúce rezistenciu na antibiotiká. [3] [199]
Ďalším bodom, ktorý je potrebné vziať do úvahy, je inhibícia produkcie toxických mykotoxínov. Aflatoxíny sú v prírode bežná skupina mykotoxínov produkovaných množstvom druhov plesní z rodu Aspergillus, najmä Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus. Aflatoxíny sú toxické a patria medzi najsilnejšie známe karcinogény. Skúmané silice vykazujúce potenciál inhibovať aflatoxíny sú z rastlín Ephedra major, Chenopodium ambrosioides, Thymus x‑porlock, Zataria multiflora a ďalšie. [153]
Niektoré éterické oleje môžu ovplyvňovať mitochondrie inhibíciou mitochondriálnych dehydrogenáz zúčastňujúcich sa na biosyntéze ATP. Ukázalo sa, že silica Anethum graveolens je schopná pôsobiť ako antifungálna látka aj prostredníctvom narušenia cyklu kyseliny citrónovej a inhibíciou syntézy ATP v mitochondriách C. albicans. V inej štúdii vykazovali silice Origanum compactum, Artemisia alba a Cinnamomum camphora nárast počtu cytoplazmatických mutácií v mitochondriách Saccharomyces cerevisiae. Terpenoidy môžu hrať kľúčovú úlohu pri znižovaní mitochondriálneho obsahu, čo vedie ku zmene hladiny reaktívnych foriem kyslíka (ROS) a zmene tvorby ATP. [3]
Tak isto boli uskutočnené štúdie, ktoré potvrdili, že silice Coriandrum sativum, Cymbopogon citratus, Eucalyptus, Laurus nobilis, Melaleuca alternifolia, Mentha x piperita, Piper claussenianum, Rosmarinus officinalis, Syzygium aromaticum a iné inhibujú vznik biofilmov. [3]
Juniperus communis, Mentha x piperita, Origanum vulgare a Salvia sclarea pôsobia proti quorum sensing. [3]
[bookmark: _Toc68641043][bookmark: _Hlk61707246]Rešerš experimentálnych štúdií: Silice s antimykotickou aktivitou ku kvasinkám rodu Candida
Keďže sú kvasinky rodu Candida rezistentné na antimykotiká obrovským problémom dnešného zdravotníctva, veľa vedcov tento fenomén skúma a snažia sa nájsť alternatívnu farmakoterapiu. Silice sa na tento účel používajú už od staroveku, a stále sú vďačnou témou mnohých vedeckých prác. Skúmalo sa veľké množstvo silíc, ich komponentov a ich fungicídny účinok na rôzne druhy kvasiniek. Hlavným výsledkom týchto in vitro mikrobiologických štúdií je určenie MIC (minimálna inhibičná koncentrácia) mikrodilučnou metódou, prípadne stanovenie senzitivity alebo rezistencie diskovou difúznou metódou, po prípade mechanizmus účinku danej silice. Najčastejšie skúmanou kvasinkou je C. albicans a silica Melaleuca alternifolia. Rozdiely vo výsledkoch medzi štúdiami sú pomerne bežné a môžu byť spôsobené premenlivým zložením silíc, použitím rôzne citlivých kvasiniek a rozličnými metódami určovania MIC. Pre predstavu sú uvedené niektoré zistené MIC.

[bookmark: _Toc68640992]Tab. 3 Minimálne inhibičné koncentrácie silíc
	Názov rastliny (čeľaď)
	Zložky silice
[%]
	Testovaná kvasinka
	Nameraná hodnota MIC
[μg/ml]

	Zdroj

	Cinnamonum zeylanicum
(Laureaceae)
	cinnamaldehyd (63,9) 
eugenol (7,0) 
cinnamyl-acetát (5,1) 
	C. albicans
	78
	[200]

	Cymbopogon citratus
(Poaceae)
	geranial (35)
neral(31)
myrcen (16)
	C. albicans
	360
	[201]

	Eucalyptus globulus
(Myrtaceae)
	1,8-cineol (45,4) limonen (17,8) 
p-cymen (9,5) 
α-pinen (4,2)
	C. albicans
	2250
	[202]

	Lavandula angustifolia
(Lamiaceae)
	linalool (40,3) 
borneol (13,1)
	C. albicans
	270,67–500
	[203]

	
	
	C. glabrata
	354–500
	

	
	
	C. krusei
	437,33
	

	Lippia origanoides
	carvacrol (38,6) tymol (18,5)
	C. albicans
	250–500
	[204]

	Melaleuca alternifolia
(Myrtaceae)
	terpinen-4-ol (40,44) 
γ-terpinen (19,54)
α-terpinen (7,69) 
	C. albicans
	9–625
	[205]

	Melissa officinalis
(Lamiaceae)
	geranial (30,2)
neral (23,1)
β-karyofylén (13,4)
	C. albicans
	313
	[200]

	Mentha piperita
(Lamiaceae)
	menthol (47,5) menthon (21,7) 
	C. albicans
	83,33–210
	[203]

	
	
	C. glabrata
	106,67–130
	

	
	
	C. krusei
	130
	

	Origanum vulgare
(Lamiaceae)
	terpin-4-ol (33,3) tymol (38,0)
	C. albicans
	2 000
	[206]

	Pinus pinea
(Pinaceae)
	α-pinen (21,4)
β-pinen (9,7) caryophylen (9,1)
	C. albicans
	500
	[207]

	Ruta graveolens
(Rutacee)
	2-undekanon (55,4)
2-nonanon (21,6)
	C. albicans
	18
	[208]

	Santalum album (Santalaceae)
	α-santalol (45,2)
β-santalol (25,4)
α-trans-bergamotol (7,8) 
	C. albicans
	325
	[200]

	Syzygium aromaticum
(Myrtaceae)
	eugenol (85,3 )
	C. albicans
	0,64
	[8]

	
	
	C. krusei
	0,64
	

	
	
	C. tropicalis
	0,64
	

	
	
	C. parapsilosis
	0,32–0,64
	

	Thymus vulgaris
(Lamiaceae)
	tymol (79,2) carvacrol (4,6)
	C. albicans
	16,3
	[209]

	Zingiber officinale
(Zingiberaceae)
	eudesmol (8,19)
γ-terpinen (7,88)
α-curcumen (7,28) alloaromadendren (6,5)
zingiberen (6,06)
	C. albicans
	250
	[210]

	
	
	C. tropicalis
	125
	

	
	
	C. glabrata
	750
	


 Ďalšie štúdie sa zamerali na ovplyvnenie kvasinkových biofilmov. Väčšina testovaných kmeňov C. albicans vykazovala tvorbu stredných až silných biofilmov, ktoré vykazovali ≥ 1024-krát vyššiu rezistenciu na antimykotické lieky, 2-krát vyššiu na Syzygium aromaticum, ale nezvýšili rezistenciu voči Cymbopogon citratus. Testované oleje boli proti biofilmom v porovnaní s amfotericínom B a flukonazolom účinnejšie. Ako sa ukázalo pozorovaním SEM, bunkové membrány sa javili ako cieľové miesto zlúčenín. [201]
Zaujímavým zistením je aj to, že tekavé pary niektorých silíc sú účinnejšie ako silice v tekutej forme. Použitie tekavých pár by mohlo mať výhody, ako napríklad účinnosť bez toho, aby bol potrebný priamy kontakt, čo by malo za následok ľahkú aplikáciu. Silica Cymbopogon citratus v objemoch 20, 40, a 60 µl bola napipetovaná na disk, ktorý bol v prípade štandardného diskového difúzneho testu umiestnený priamo na agar, zatiaľ čo v prípade testu s tekavými parami bol umiestnený na spodnú časť uzáveru bez toho, aby sa dotýkal agaru s naočkovaným mikroorganizmami C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis. Po zmeraní priemeru inhibičnej zóny sa zistilo, že je väčší nad diskom, z ktorého sa silica uvoľňovala v plynnej fáze. Výsledky boli signifikantnejšie pri väčších objemoch silice. Zatiaľ čo priemer inhibičnej zóny kvapalnej silice 20, 40, a 60 µl pri C. albicans bol 33, 38 a 80 mm, pri silici v plynnej fáze to bolo 60, 90 a 90 mm, kde 90 mm znamená, že kvasinka nenarástla vôbec. [5] Podobné výsledky boli zaznamenané aj s C. diversa a silicou z Mentha x piperita. [211]
	Dôležitým je aj zhrnutie prác, ktoré sa venovali synergii silice a antimykotika. 
Štúdia ukázala, že kombinácia vybraných frakcií éterických olejov Syzygium aromaticum, Cymbopogon citratus a Aeollanthus heliotropioides vykazovala zvýšenú antifungálnu aktivitu proti Candida spp. v porovnaní so surovými éterickými olejmi. Výpočet FIC ukázal, že všetky kombinácie testované na C. glabrata vyvolali synergické a aditívne interakčné účinky. To môže byť spôsobené prítomnosťou dvoch hlavných komponentov. Citronellol by mohol spôsobiť narušenie steny húb vedúce k úniku cytoplazmatického obsahu, interferovať s biosyntézou ergosterolu a vyvolávať inhibíciu rastu. Na druhej strane γ‑dodekalaktón, ktorý je terpenický laktón, by mohol pôsobiť na mitochondrie a iónové transportné kanály. [212]
[bookmark: _Hlk61805783]Cieľom druhej štúdie bolo vyhodnotiť účinnosť troch bioaktívnych terpenoidov (karvakrol, eugenol a tymol) v kombinácii s flukonazolom proti planktonickým bunkám, vývoju biofilmu a zrelým biofilmom C. albicans. Pri pôsobení na planktonické bunky sú kombinácie karvakrolu a eugenolu s flukonazolom synergické, zatiaľ čo kombinácia tymolu s flukonazolom nemala žiadnu interakciu. Senzibilizácia buniek subinhibičnými koncentráciami karvakrolu a eugenolu podaných pred vytvorením zrelého biofilmu viedla k prevencii tvorby biofilmu pri nízkych koncentráciách flukonazolu. Zrelé biofilmy boli vysoko rezistentné na flukonazol, ale boli citlivé na tri terpenoidy. Kombinácie eugenolu a tymolu s flukonazolom nemali užitočnú interakciu so zrelými biofilmami C. albicans, ale prítomnosť 0,5 mg/ml karvakrolu spôsobila inhibíciu zrelých biofilmov pri významne nízkej koncentrácii flukonazolu. [213] Porovnávali sa aj interakcie silice (cinnamaldehyd, citral, eugenol a geraniol) a antimykotika (flukonazol, amfotericín B). Proti vytvorenému biofilmu potvrdili sľubnú účinnosť kombinácie eugenolu a cinnamaldehydu v subinhibičnej koncentrácii spolu s flukonazolom. [214] Štúdia rastlinných extraktov juhoamerických rastlín zistila, že synergický účinok proti C. albicans sa dosiahol pri kombinácii oleja Piper bredemeyeri Jacq a itrakonazolu, ale nie pri kombinácii s amfotericínom B. Taktiež interakcia medzi eugenolom a flukonazolom a methyl‑eugenolom a flukonazolom ukázala vysokú mieru synergizmu. [215]
[bookmark: _Hlk63534223][bookmark: _Hlk63535563]V štúdii uverejnenej v časopise Applied Microbiology and Biotechnology boli skúmané interakcie medzi flukonazolom a amfotericínom B a éterickými olejmi Pelargonium graveolens, Cinnamomum verum, Thymus capitatus a Syzygium aromaticum. Najvyššiu synergiu dosiahla kombinácia medzi P. graveolens/flukonazol alebo C. verum/flukonazol. Tieto interakcie umožnili zníženie účinných koncentrácií štyri až osemkrát. Slabá interakcia s flukonazolom však bola zaznamenaná pre T. capitatus a S. aromaticum. Ďalej sa určil slabý synergický účinok, keď sa amfotericín B kombinoval so S. aromaticum a C. verum. Medzi amfotericínom B a P. graveolens a T. capitatus sa nezaznamenala žiadna interakcia. [216]
Ďaľšia štúdia ukázalia, že kombinácia flukonazolu/ketokonazolu a éterického oleja Ocimum sanctum podávaná proti flukonazol senzitívnym C. tropicalis, C. albicans a flukonazol rezistentným C. krusei pravdepodobne zvýši účinnosť týchto dvoch azolov. V štúdii však boli aj kombinácie, kde bola kombinácia indiferentná. [217]
Liečba infekcie C. albicans s flukonazolom v kombinácii so silicou Mentha suaveolens spôsobila významné zníženie MIC v porovnaní s ich jednotlivými hodnotami MIC. Napríklad MIC samotného flukonazolu proti C. albicans sa znížilo z 2 na 0,5 μg/ml v prítomnosti silice. Výsledky naznačujú, že synergický účinok silice s flukonazolom bol silnejší ako pri kombinácii s mikafungínom. Na vyhodnotenie možných cytologických poškodení spôsobených synergizmom sa uskutočnili pozorovania transmisným elektrónovým mikroskopom. U buniek ošetrených samotnou silicou alebo flukonazolom boli zaznamenané malé ultraštrukturálne zmeny v morfológii bunkových stien. Okrem toho boli pozorované významné ultraštrukturálne modifikácie v reakcii na kombinovanú liečbu tak v cytoplazme, ako aj v bunkovej stene. Pravdepodobne to bolo spôsobené ich synergickou aktivitou na kvasinkových membránach. [218]

[image: ]
[bookmark: _Toc68640980]Obr. 10 TEM pozorovanie buniek C. albicans po podaní rôznych látok, upravené podľa zdroja [218]
a) neliečené kvasinkové bunky b) bunky po podaní silice c) bunky po podaní flukonazolu d) synergia silice a flukonazolu
Článok v časopise Česká a slovenská farmacie sa zaoberal testovaním citlivosti kvasiniek C. albicans na klotrimazol, respektíve flukonazol samotný a v kombinácii s prípravkom na báze tea tree oil, s polykompozitným prípravkom obsahujúcim konopný olej a rôzne silice, ako aj s propolisovou tinktúrou. Pokusy potvrdili synergický účinok flukonazolu v kombinácii s komerčnými prípravkami s obsahom prírodných látok. Pri kombinácii s klotrimazolom sa však antifungálny efekt nemenil. Vyššia antifungálna aktivita flukonazolu bola zaznamenaná v kombinácii s tea tree oil a činila 95,2 %, ako aj s polykompozitným prípravkom konopného oleja a silíc, ktorá činila 90,5 %, u samotného flukonazolu to bolo 80,95 %. Tieto údaje korešpondujú aj so signifikantne vyššími priemernými veľkosťami zón inhibície. [219]
Cieľom ďalšej štúdie bolo vyhodnotiť efekt éterického oleja Thymus vulgaris a jeho hlavnej aktívnej zlúčeniny tymolu z hľadiska ich potenciálu inhibovať a eradikovať biofilmy samostatne a v kombinácii s antimykotikami proti Candida spp. s osobitným dôrazom na C. tropicalis. Ukázalo sa, že pri použití subinhibičnej koncentrácie silíc pri tvorbe biofilmu došlo k významnému zníženiu jeho tvorby. Svetelná mikroskopia a pozorovania rastrovacím elektrónovým mikroskopom odhalili disagregáciu a deformovaný tvar buniek biofilmu C. albicans a zníženú tvorbu hýf v bunkách biofilmu C. tropicalis. Thymus vulgaris a tymol tiež preukázali synergiu s flukonazolom proti rastu C. albicans a C. tropicalis v planktonickej aj biofilmovej forme. Synergia s amfotericínom B je však zreteľná iba v planktonických bunkách Candida. [220]
Zatiaľ čo in vitro štúdií fungistatického efektu silíc na kvasinky rodu Candida nájdeme pomerne veľa, situácia s in vivo a klinickými štúdiami nie je rovnaká. Potvrdenie in vitro štúdií v živých organizmoch a štandardizovanie používania silíc je zatiaľ vecou budúcnosti. 
Spomedzi živočíchov sú najpoužívanejšími zvieracími modelmi myši. Neexistuje lepší model, ktorý by bol tak blízko človeku a bol ekonomicky a prakticky využiteľný. Na myšiach pozorujeme viacero modelov kandidóz, ktoré s pozoruhodnou vernosťou napodobňujú ľudské choroby. 
Najpoužívanejší je model kandidovej vulvovaginitídy. Myši divokého typu sú rezistentné na kandidovú vulvovaginitídu, ale citlivosť sa dá vyvolať podaním estrogénov a naočkovaním blastospór C. albicans do vagíny. V štúdií efektu tea tree oil a jeho zložky terpinen-4-olu sa roztoky v rôznej koncentrácii (5 %, 2,5 %, 1 % tea tree oil, 1 % terpinen-4-ol) podávali intravaginálne 1, 24 a 48 hodín po intravaginálnej stimulácii C. albicans rezistentnej a citlivej na azoly a myši sa pozorovali 21 dní. Výsledky sa porovnávali s neliečenou myšou a myšou liečenou flukonazolom 100 μg. Antimykotický účinok silíc sa potvrdil aj in vivo, keď silice u C. albicans citlivej na azoly vykazovali rovnaký účinok ako flukonazol a u C. albicans rezistentnej na azoly väčší účinok a pomohli vyliečiť kandidózu. Najúčinnejšia bola 5 % (v/v) silica, ale potvrdila sa aj takmer totožná aktivita terpinen-4-olu ako hlavnej účinnej látky. Počas pokusu sa nezistili dôkazy o utrpení liečených zvierat ani známky alergickej reakcie na liečbu, ktorá bola ľahko aplikovateľná a nebola chronickej povahy. [115] Podobné výsledky potvrdila aj štúdia, ktorá použila silicu Syzygium aromaticum a porovnávala ju s nystatínom. Táto štúdia sa taktiež zamerala na liekovú formu a zistila, že topické podanie je účinnejšie ako subkutánne a porazeniu infekcie pomôže lipozomálna forma silice pred emulziou. [221] S pozitívnym výsledkom na myšom modeli kandidovej vulvovaginitídy sa stretneme aj vo výskumoch so silicami Mentha suaveolens, Chenopodium ambrosioides, Anethum graveolens, kde boli myši navyše imunosuprimované, a Cymbopogon nardus, kde sa ukázala dobrá účinnosť tejto silice v mikroemulznom systéme. [222] [223] [224] [225]
Model systémovej kandidózy u myší je navodený intravenóznym podaním 5 × 104 buniek C. albicans, pri imunosuprimovaných myšiach sa podáva menšie množstvo. Zistilo sa, že 8-dňová liečba 162,5 mg/kg a 325 mg/kg silicou Origanum vulgare zachránila myši pred smrťou so 100 % prežitím počas 30 dní pozorovania, podobne ako u myší, ktoré dostávali amfotericín B 1 mg/kg. Po 30 dňoch sa zvieratá, ktoré prežili, javili ako klinicky zdravé, bez abnormalít orgánov a obličky nevykazovali prítomnosť kvasiniek alebo pseudomycelií. Kultúra obličiek však po homogenizovaní na agare odhalila prítomnosť C. albicans. Tomu zabránilo podávanie silice po dlhšiu dobu. Denné orálne podanie už tak malého množstva silice ako je 8,66 mg/kg po dobu 30 dní úplne zbavilo 80 % laboratórnych myší experimentálnej systémovej kandidózy, ktorá je smrteľná, ak sa nelieči. [226]
Tea tree oil-β-cyclodextrin komplex vykázal vyššie a podobné antipneumonické účinky na potkaňom modely kandidovej pneumónie ako ﬂukonazol a penicilín. Účinky tea tree oil-β-cyclodextrin komplexu boli vyššie ako samotný tea tree oil. Všetky lieky boli aplikované intratracheálne do pľúc potkana. Protipneumonické mechanizmy zahŕňali blokovanie zvýšenia leukocytov a neutrofilov, elimináciu mikróbov, znižovanie regulácie prozápalových cytokínov potláčanie expresie cyklooxygenázy 2 a ďalšie zníženie poškodenia pľúc. [227]
V modeli orálnej kandidózy sú potkany imunosuprimované podávaním dexametazónu s tetracyklínom a je im do ústnej dutiny vpravená suspenzia kandíd. V štúdii dospeli k záveru, že tea tree oil v koncentrácii 12,5 % bol účinný na zníženie počtu kvasiniek C. albicans v imunosuprimovanom myšom modeli. [228] Účinok silíc a ich komponentov potvrdila aj ďalšia štúdia s eugenolom a karvakrolom, obsahovými látkami silíc Origanum a Syzygium. Osem dní bolo myšiam s orálnou kandidózou vpravovaných 10 μg/kg/deň karvakrolu, alebo 20 μg/kg/deň eugenolu, alebo 312,5μg/kg/deň nystatínu. Po skončení liečby boli organizmy C. albicans detegované v ústnych dutinách 2/7 myší liečených eugenolom, 3/7 myší liečených karvakrolom a 1/7 myší liečených nystatínom. Všetky liečebné metódy sa ukázali ako efektívne s významným percentuálnym znížením CFU. [229]
Vedci s veľmi obľúbeným tea tree oil skúšali vyliečiť aj kandidovú stomatitis. 27 pacientov so stomatitídou a zubnou protézou bolo liečených silicou Melaleuca alternifolia 1ml zmiešaných s 4ml Coe-Comfort. Nystatínu sa použil v 2 ml dávke, ktorá sa zmiešala s 3 ml Coe-comfort. Výsledky potvrdili, že tea tree oil je účinný pri liečbe stomatitídy zubných protéz a jeho účinnost je pri nižšej toxicite porovnateľná s nystatínom. [230]
Klinická štúdia hodnotila a porovnávala účinnosť tea tree oil a klotrimazolu pri liečbe orálnych plesňových infekcií spôsobených Candida spp. Do tejto intervenčnej, pozorovacej a porovnávacej štúdie bolo zaradených 36 zdravotne spôsobilých jedincov oboch pohlaví s orálnou kandidózou. Zistilo sa, že skupina, ktorej bol podávaný výplach 0,25 % tea tree oil zaznamenala najlepšie výsledky pri znižovaní zápalu a erytému. Pri znižovaní podráždenia, VAS skóre (vizuálna analógová škála) a počte hýf dosiahla silica porovnateľné výsledky s klotrimazolom. [231]
Štúdia na HIV/AIDS klinike navyše skúmala efekt tea tree oil u pacientov s porušenou imunitou, ktorí mali orálnu kandidózu nereagujúcu na flukonazol. Pri štvortýždňovom hodnotení vykazovalo odpoveď 8 z 12 pacientov (dvaja vyliečení, šiesti sa zlepšili), štyria nereagovali a jeden sa zhoršil. [232]


[bookmark: _Toc68641044]Silice s potenciálnym antimykotickým účinkom použité v experimentálnej časti
Cymbopogon flexuosus
Cymbopogon flexuosus, alebo aj citrónová tráva, je rýchlo rastúca, vytrvalá aromatická tráva pôvodom z južnej Indie a Srí Lanky, Vietnamu a Thajska, ktorá sa dnes pestuje v tropických oblastiach Ameriky a Ázie. Patrí do čeľade Poaceae. Citrónová tráva je trsovitá vytrvalá tráva dorastajúca do výšky 1,5 metra s početnými tuhými listnatými stonkami. Rovnako ako iné trávy, aj listy Cymbopogon flexuosus majú paralelnú žilnatinu. Tieto listy sa tradične používajú na varenie, ako súčasť čajov, v liečbe rôznych chorôb, ale aj vo včelárstve na prilákanie roja. Často sa zamieňa s príbuznou západo-indickou Cymbopogon citratus, ktorá je nižšia, avšak druhy sa líšia iba vo výskyte, účinky a obsah silíc sú rovnaké. [233]
Silica sa väčšinou získava z listov destiláciou s vodnou parou. Jej hlavnou obsahovou zložkou je citral, esenciálny prchavý olej so silnou citrónovou vôňou, ktorý sa používa vo výrobe parfumov aj vitamínu A. Citral je zmes dvoch stereoizomérnych monoterpénaldehydov; trans‑izomér geranial (25–62 %) dominuje nad cis‑izomérom neralom (20–38 %). Vo väčšom množstve býva zastúpený aj myrcen. [234] Vo veľkom množstve štúdií sa potvrdila antimikrobiálna, antifungálna a antiprotozoa aktivita. Esenciálny olej tak isto ukazuje antioxidačnú a repelentnú aktivitu. [235]
Farmakokinetická štúdia vykonaná na potkanoch zistila, že absorbcia citralu z gastrointestinálneho traktu je rýchla a takmer úplná (91–95 %). Najvyššie koncentrácie boli dosahované v pečeni, svaloch, krvi a tukovom tkanive. Po 24 hodinách sa z tela vylúčilo 67 % látky, z toho 45 % v moči, 16 % vydychovaným vzduchom, a 6 % stolicou. [236]
[bookmark: _Hlk63534362]Bylinný čaj zo Cymbopogon citratus podávaný zdravým dobrovoľníkom denne po dobu 2 týždňov nespôsobil v sére žiadne zmeny glukózy, močoviny, kreatinínu, cholesterolu, TAG, lipidov, bilirubínu, alkalických fosfátov, celkového obsahu bielkovín a albumínu. Analýza moču nevykazovala žiadne abnormality, až na sporadické mierne zvýšenie priameho billirubínu a amylázy bez akýchkoľvek klinických prejavov. [237] Zistená LD50 u potkanov je 3250 mg/kg. Prejavovali sa hepatotoxické a nefrotoxické efekty. Aj preto je orálne podanie v miernych koncentráciách považované za bezpečné. [238]
Tak isto je za bezpečný považovaný kontakt silice s kožou. Je však potrebné si dať pozor na možné alergické reakcie. Z 1476 pacientov s kontaktnou dermatitídou mali pozitívnu alergickú reakciu na citral 2,9 %, na geranial 3,4 % a na neral 1,9 %. [239]
Mentha arvensis
Mentha arvensis, po slovensky mäta roľná je vzpriamená, málo rozvetvená bylina z čeľade Lamiaceae, ktorá dorastá do výšky 60 cm. Listy sú dlhé 2,5–5 cm, krátko stopkaté, vajcovité alebo kopijovité, na báze tupo pílkovité, riedko chlpaté. Kvety mäty roľnej sú pomerne malé, koruna je fialová až ružová, nezreteľne pyskatá. Rozšírenie je široké. Rastie v miernych oblastiach Európy, na Sibíri, v severnej Amerike, ale aj vo východnej Ázii, odkiaľ pravdepodobne pochádza. Používa sa ako dochucovadlo potravín, prírodné liečivo, ale aj zdroj mentolu. [240] 
[bookmark: _Hlk63534408]Hlavnými zložkami identifikovanými v oleji M. arvensis boli α‑mentol (~70 %), d‑mentón (~8 %), izo-mentón (~5 %) a neo-mentol (~3 %). [6] V závislosti od ročného obdobia, typu podnebia a spracovania rastlina obsahuje taktiež rôzne pomery látok ako menthofurán, menthylacetát, limonén, carvon, pulgeón carvomenthon, cineol, p-cymén, α-pinén, tujón, tymol a iné. [241] Silica M. arvensis je známa aj pod názvom japonský alebo čínsky olej, rovnako ako aj silica Yin Yang. Silica nie je tak aromatická ako silica z rastliny Mentha x piperita a má horkejšiu chuť. Silica má antimykotické, antibiotické a antiparazitické účinky. [6] [242] [243] Na základe empirických pozorovaní sa používa pri žalúdočných a žlčníkových problémoch, v stomatológii, pri ústnej hygiene a zdravotných kúpeľoch, pri zápaloch horných dýchacích ciest a nádche. Mentol samotný je používaný do mastí a krémov pre úľavu od svrbivých defektov pokožky. [241] Zaujímavé sú aj štúdie, ktoré dokázali, že extrakty M. arvensis chránia pred chorobami a smrteľnosťou spôsobenými gama žiarením, ale aj pred tvorbou žalúdočných vredov. [244] [245]
Hlavná obsahová látka mentol je vysoko rozpustná v tukoch a podobne ako mnoho podobných organických látok metabolizmus mentolu zahŕňa tvorbu glukuronidových zlúčenín v pečeni, ktoré sú rozpustnejšie a ľahšie sa vylučujú močom. [246]
Meranie LD50 u myší sa so silicou z M. arvensis doteraz nevykonalo. LD50 silice Mentha x piperita, ktorá má podobné zloženie bolo stanovené na 1612,45 mg/kg. [247] Bolo však zaznamenané, že malé orálne podané množstvo silice M. arvensis nespôsobujú žiadne symptómy toxicity. [245] Tak isto bolo zistené, že 5 g/kg silice u králikov nespôsobilo dermálnu toxicitu. Možné sú však alergické reakcie. [248] 
Syzygium aromaticum
Syzygium aromaticum (Syn. Eugenia caryophyllus) je stálozelený strom z čeľade Myrtaceae, ktorý môže dosahovať až 20 m. Pôvodom je z Indonézie a jeho aromatické kvetné púčiky zvané klinčeky majú široké použitie. Rastlina sa komerčne pestuje v Indonézii, ako aj v Indii, Pakistane, na Srí Lanke, na ostrovoch Comoro, na Madagaskare, na Seychelách a v Tanzánii. Jeho využitie je pomerne široké a používa sa vo varení, farmácii, parfumérii, kozmetike, kde klinček tvorí súčasť deodorantu Old spice, a indonézskom cigaretovom priemysle. [7]
Kvetný púčik je obvykle sušený, kým nezíska červeno-hnedú farbu. Potom sa silica získava destiláciou s vodnou parou a jej obsah je približne 150 ml na 1 kg drogy. Silica obsahuje 65–90 % eugenolu, 5–20 % eugenylacetátu a 3–15 % β-karyofylénu. Biologická aktivita silice je široká a potvrdil sa jej protizápalové, cytotoxické, anestetické, antimikrobiálne, protiplesňové, antivírusové, antioxidačné, ako aj insekticídnych vlastnosti. V tradičnej medicíne sa používa aj ako stomachikum, antidepresívum a afrodiziakum. [7] [8]
S hlavnou zložkou silice, eugenolom boli vykonané farmakokinetické skúšky v ľudskom organizme. Je známe, že eugenol sa po perorálnom podaní ľahko vstrebáva a rýchlo sa dostáva do plazmy a krvi s polčasom 14, respektíve 18 hodín. Potom sa eugenol metabolizuje v pečeni na kyselinu glukurónovú alebo síranový konjugát. Metyleugenol sa čiastočne metabolizoval v pečeni pôsobením rôznych enzýmov CYP 450 na reaktívny epoxid alebo hydroxyderiváty. Metabolizmus eugenolu bol indikovaný rovnakou bioaktivačnou cestou, ale genotoxická a karcinogénna forma eugenolu sa zdá byť v porovnaní s metyleugenolom nevýznamná. Eugenol sa vylučuje močom. [249] [250]
[bookmark: _Hlk61977141]Skúmanie toxicity prinieslo rozporuplné výsledky. Záväzné je najmä stanovisko Svetovej zdravotníckej organizácie (WHO), ktorá stanovila, že denné prijateľné množstvo klinčekovej silice je u ľudí 2,5 mg/kg hmotnosti na deň. [251] Toxicita klinčekového oleja sa testovala aj na dvoch druhoch akvarijných rýb. LD50 po 96 hodinách boli (18,2 ± 5,52) mg/ml u Danio rerio a (21,7 ± 0,8) mg/ml u Poecilia reticulata. [252] U myší bola LD50 3597,5 mg/kg, čo radí silicu ku mierne nebezpečným liečivám. Klinčekový éterický olej v perorálnych dávkach 35 alebo 70 mg na zviera (potkan) počas 8 týždňov bol tolerovaný bez známok toxicity. Medzi nežiadúce účinky sa radili diseminovaná intravaskulárna koagulopatia, generalizované záchvaty a hepatotoxicita. [253] Pri zvážení relatívne vysokých koncentrácií eugenolu a silice použitých v štúdiách karcinogenity sa skutočné riziko krátkodobého použitia javí ako relatívne nízke. Pozor by sme si mali dať hlavne u detí. 
Štúdie ukazujú, že ak sa silica nanáša priamo na pokožku v zriedenej forme, nie sú publikované žiadne správy o závažných nežiaducich účinkoch. Aplikácia v ústach alebo na ďasná však môže niekedy spôsobiť poškodenie ďasien, pokožky a slizníc. Klinčekový olej môže tiež vyvolať alergické reakcie. Neriedený klinčekový olej pod oklúziou bol u králikov mierne dráždivý. V inej štúdii sa zistilo, že podanie nezriedeného oleja na kožu myší bez chlpov nevyvolalo podráždenie pokožky. [254] Štúdia in vitro zas zaznamenala cytotoxické vlastnosti oleja a eugenolu voči ľudským fibroblastom a endotelovým bunkám. [255] Aj pre rozporuplnosť výsledkov je potrebné toxicitu ďalej skúmať.
Silice
Experimentálna časť


[bookmark: _Toc68641045]Experimentálna časť
[bookmark: _Toc68641046]Cieľ
Screening antimykotického účinku vybraných silíc a antimykotík proti C. albicans, C. krusei a C. parapsilosis v mikrotitračnej doštičke, určenie ich minimálnej inhibičnej koncentrácie a výber účinných látok.
Hľadanie synergie a sledovanie farmakodynamických interakcií azolového antimykotika klotrimazolu s vybranými silicami v mikrotitračnej doštičke.
Potvrdenie alebo vyvrátenie výsledkov farmakodynamických interakcií silíc a klotrimazolu diskovou difúznou metódou.
Porovnanie antimykotického účinku kvapalnej a plynnej fázy silice C. flexuosus a samotného eugenolu diskovou difúznou metodou s potenciálom využitia výsledku v praktickej aplikácii silíc pre lokálne použitie.
[bookmark: _Toc68641047]Materiál a pomôcky
Použitý biologický materiál a médiá
Kmene patogénnych kvasiniek dodaných z Českej zbierky mikroorganizmov z prírodovedeckej fakulty Masarykovej univerzity:
Candida albicans CCM 8261
Candida krusei CCM 8271
Candida parapsilosis CCM 8260

Použité živné média a spôsob ich prípravy: 
Tekuté médium MALT: 
· Navážili sme 20 g prípravku Malt Extract Broth Base od výrobcu HIMEDIA (zloženie: 17,0 g sladový extrakt; 3,0 g mykologický pepton) a doplnili do 1000 g destilovanou vodou a nechali nabobtnať po dobu 15 minút. Roztok sme miešali pomocou magnetického miešadla za mierneho zahrievania. Roztok sme preplnili do Erlenmeyerových baniek a sterilizovali v autokláve. 
Pevné médium MALT: 
· Postupovali sme podobne ako pri príprave tekutého média. Navážili sme 20 g prípravku Malt Extract Broth Base, 30 g práškového agaru výrobcu SIGMA-ALDRICH a doplnili do 1 000 g destilovanou vodou a nechali naboptnať po dobu 15 minút. Roztok sme miešali pomocou magnetického miešadla za mierneho zahrievania. Roztok sme preplnili do Erlenmeyerových baniek a sterilizovali v autokláve. Po sterilizovaní a miernom vychladnutí sme pracovali v sterilnom boxe. Do každej Petriho misky sme naliali 30 ml zmesi a nechali sme ju stuhnúť. 
Použité liečivá a silice
Amphotericin B, SIGMA-ALDRICH
Clotrimazole, SIGMA-ALDRICH
Eugenol, SIGMA-ALDRICH
Eukalyptus: 100 % esenciálny olej Eucalyptus globulus, Salus, Míča a Harašta s.r.o.
Hřebíček: 100 % esenciálny olej Eugenia Caryophyllus, Salus, Míča a Harašta s.r.o.
Lemongrass: 100 % esenciálny olej Cymbopogon flexuosus, Salus, Míča a Harašta s.r.o.
Levandule: 100 % esenciálny olej Levandula angustifolia, Salus, Míča a Harašta s.r.o.
Pomeranč: 100 % esenciálny olej Citrus aurantium dulcis, Salus, Míča a Harašta s.r.o.
Yin-Yang Starojaponský rostlinný olej: 100 % esenciálny olej Mentha arvensis, B.O.N.
Chemikálie a pomôcky
Chemikálie
· 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride, SIGMA-ALDRICH
· Dimethyl sulfoxide (DMSO), SIGMA-ALDRICH

Jednorazové pomôcky: 
· 96-jamkové sterilné mikrotitračné doštičky; alobal; Eppendorf mikroskúmavky (1,5 ml); inokulačné sterilné kľučky; latexové rukavice; parafilm; páska indikujúca sterilizáciu; Petriho misky; sterilný disk 10 mm; sterilný papierový disk 5 mm; sterilné skúmavky s uzáverom (10 ml); sterilné špičky na pipety; vanička na roztoky

Ostatné pomôcky:
· Erlenmeyerova banka so širokým hrdlom 500 ml; kadičky; kopistka; magnetické miešadlo; pinzeta; pipety automatické multikanálové (1–10 µl, 30–300 µl); pipety automatické (20–200 µl, 100–1000 µl); posuvné meradlo; stojan na skúmavky
Prístroje
AND FX-40 analytické váhy, Thermo Fisher Scientific, USA
BBX 22 analytické váhy, BOECO, Nemecko
Denzitometer McFarland DEN-1, BioSan Ltd., USA
FLUOstar Omega microplate reader, BMG Labtech, Nemecko
Orbital Shaker-Incubator ES-20, Biosan Ltd., USA
RCT basic IKAMAG magnetická miešačka, IKA, Nemecko
SCS 1-4 laminárny flowbox, faster S.r.l, Taliansko
Tuttnauter 2540 EL autokláv
Vortex V-1, Biosan Ltd., USA
[bookmark: _Toc68641048]Metódy
Kultivácia kvasiniek a príprava inokula
Prvým krokom experimentu bola kultivácia kvasiniek. Do hlboko zmrazenej kvasinkovej kultúry bola ponorená sterilná mikrobiologická kľučka, ktorou bolo odobraté množstvo danej kultúry postačujúce na vykonanie krížového rozteru na pevné médium MALT. Zavretá Petriho miska s naočkovanou kultúrou bola kultivovaná po dobu 30 h v inkubátore s teplotou 37 ° C. Po uplynutí stanovenej doby kultivácie bola kultúra kvasiniek znovu preočkovaná na novú Petriho misku s vhodným tuhým médiom. Opätovná kultivácia prebehla rovnakým spôsobom. Takto pripravená kultúra bola využitá pre prípravu inokula. 
Inokulum použité na skúmanie MIC, synergie aj aktivity rôznych skupenstiev silíc bolo pripravené podľa metodiky EUCAST. Na prípravu inokula bola použitá kvasinková kultúra z druhého cyklu vyočkovania. Sterilnou kľučkou z Petriho misky s tuhým médiom bolo zotreté adekvátne množstvo kolónií kvasiniek. Kľučka bola následne ponorená do skúmavky s tekutým médiom MALT. Po tomto kroku bolo inokulum homogenizované pomocou vortexu a bola zmeraná jeho turbidita na kalibrovanom turbidimetri. Cielená hustota inokula bola stanovená na hodnotu 0,5 McFarland (≈1,5 x 108 CFU/ml). Výsledné inokulum sa zriedilo a upravilo na túto hodnotu. 
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[bookmark: _Toc68640981]Obr. 11 Krížový rozter, vlastné spracovanie
Príprava pipetovaných roztokov silíc a liečiv
Prvým krokom vytvorenia zásobného roztoku silice a antimykotika bolo vypočítanie navážky. Koncentrácia sa počítala v μg/ml a koncentrácia zásobného roztoku bola 10-násobne vyššia ako želaná koncentrácia v prvej jamke, keďže v nej došlo k zriedeniu 20 μl zásobného roztoku s 180 μl živného média. Navážky silice a amtimykotika sa vážili do Ependorfových skúmaviek na analytických váhach. Ak bola vypočítaná navážka menšia ako presnosť váh, pripravil sa zásobný roztok s ešte vyššou koncentráciou, ktorý sa ďalej riedil médiom. Po navážení sa pracovalo v sterilnom boxe, kde bolo ku vzorkám pridaných 100 μl DMSO. Dimetylsulfoxid (DMSO) je organická kvapalina, ktorá je dôležitým polárnym aprotickým rozpúšťadlom, ktoré rozpúšťa polárne aj nepolárne zlúčeniny a je miešateľná s rôznymi organickými rozpúšťadlami, vodou aj kultivačnými médiami. Má relatívne vysoký bod varu. [256] V medicíne sa DMSO používa predovšetkým ako prostriedok na lokálnu aplikáciu farmaceutík, pretože DMSO zvyšuje rýchlosť absorpcie niektorých zlúčenín biologickými tkanivami vrátane kože. [257] Aj preto bolo DMSO použité na rozpúšťanie lipofilnej silice. Nasledovalo dopipetovanie tekutého média MALT do 1 ml. Keďže silice skladovaním ľahko oxidujú, čo sa prejavuje tmavnutím a hustnutím, bol zásobný roztok pred každým pokusom pripravený nanovo, tak isto sa tým predišlo chybným výsledkom z dôvodu zlej navážky. 
Pri príprave zásobného roztoku na meranie synergie sa najskôr vytvorili zásobné roztoky jednotlivých látok v 2-násobnej koncentrácii, ako je ich požadovaná koncentrácia v zásobnom roztoku, a v 20-násobnej koncentrácii, ako je ich požadovaná koncentrácia v prvej jamke. Tieto roztoky sa zvortexovali a do novej označenej Ependorfovej skúmavky sa prepipetovalo 500 μl roztoku silice a 500 μl roztoku antimykotika s požadovanou koncentráciou. Takýchto roztokov s kombináciami rôznych koncentrácií sa na každú doštičku pripravilo 7. Zásobný roztok pre jamku 1A obsahoval najväčšiu koncentráciu antimykotika v pokuse a zároveň najmenšiu koncentráciu silice v pokuse. Každou ďalšou jamkou sa koncentrácia antimykotika o polovicu zmenšila, zatiaľ čo koncentrácia silice sa o polovicu zväčšila. Metodika je bližšie popísaná v oddiely 8.3.4 Určenie synergie, antagonizmu a adície v mikrotitračnej doštičke.

[bookmark: _Toc68640993]Tab. 4 Riedenie roztokov klotrimazolu a silice pre stanovenie synergie, príklad doštičky silice S. aromaticum a C. albicans, vlastné spracovanie
	Roztok [μg/ml]
	Klotrimazol
	Silica
	Skúšobný roztok
	Výsledná c v jamke

	1.
	124
	1 562,5
	62/781,3
	6,2/78,13

	2.
	62
	3 125
	31/1 562,5
	3,1/156,25

	3.
	31
	6 520
	15,5/3 125
	1,55/312,50

	4.
	15,5
	12 500
	7,8/6 520
	0,78/652

	5.
	7,8
	25 000
	3,9/12 500
	0,39/1 250

	6.
	3,9
	50 000
	1,9/25 000
	0,19/2 500

	7.
	1,9
	100 000
	1,0/50 000
	0,10/5 000



Pri príprave disku na použite pri diskovej difúznej metóde bolo na každý disk napipetované také množstvo zásobného roztoku, aby disk vsiakol celú tekutinu. Na 5 mm disk sme pipetovali 10 μl roztoku a na 10 mm disk sme pipetovali 50 μl roztoku. Koncentrácia zásobných roztokov bola prepočítaná. Ak bola naša želaná koncentrácia na disku 5 000 μg/ml, a na disk sme pipetovali 50 μl, priamou úmernosťou sme vypočítali, že zásobný roztok o objeme 1 ml musí obsahovať 100 000 μg, alebo 0,1 g danej látky. Skúmanú látku sme navážili na analytických váhach, pridali sme 100 μl DMSO a do 1 ml dopipetovali MALT. Zásobný roztok sa pred pipetovaním na disk dôkladne zvortexoval. Takto boli vypočítané všetky navážky a pripravené zásobné roztoky. 
[bookmark: _Ref64210186]Stanovenie MIC silíc a liečiv voči planktonickým bunkám Candida 
Stanovenie minimálnej koncentrácie silíc a antimykotík potrebné na prispôsobenie pipetovania roztokov do mikrotitračnej doštičky pri hľadaní synergií bolo vykonané pomocou 96-jamkovej mikrotitračnej doštičky s plochým dnom. Každá doštička bola pripravená obdobným spôsobom. Jedna doštička bola využitá na testovanie dvoch silíc alebo antimykotík, vždy bol zahrnutý stĺpec pre kontrolu. Každá doštička bola označená, aby nedošlo k zámene, a bola naočkovaná jedným kmeňom Candida. Doštička bola pripravená v sterilnom prostredí laminárneho boxu. Do všetkých jamiek mikrotitračnej doštičky bolo odmerané kultivačné médium MALT, do prvého stĺpca bolo multikanálovú pipetou vpravených 180 μl a do druhého až dvanásteho stĺpca bolo nameraných 100 μl. 
Testovanie prebiehalo vždy v štyroch opakovaniach. Do štyroch jamiek prvého stĺpca sa pipetovalo 20 μl predom dobre zvortexovaného zásobného roztoku silice alebo antimykotika s predpokladanou koncentráciou vyššou ako je MIC. Do zostávajúcich štyroch jamiek prvého stĺpca doštičky bolo odmeraných 20 μl iného zásobného roztoku. V tomto momente bola nariedená koncentrácia roztoku v jamkách prvého stĺpca na 1/10 z pôvodnej koncentrácie zásobného roztoku a bola udávaná v μg/ml. Opakovaným nasatím tohto roztoku média a zásobného roztoku do pipety bolo docielené dostatočného premiešania zmesi. Z jamiek prvého stĺpca bolo odobratých 100 μl roztoku a ten bol pridaný do jamky v nasledujúcom stĺpci k 100 μl kultivačného média. Týmto krokom bolo docielené ďalšie riedenie a bola získaná polovičná koncentrácia ako v predchádzajúcej jamke. Rovnakým spôsobom sa pokračovalo až do desiatej jamky. Zakaždým došlo k zníženiu koncentrácie na polovicu. Z desiatej jamky sa taktiež odobralo 100 μl roztoku, ale tento objem už nebol použitý na ďalšie riedenie, a preto bol pipetou prenesený do odpadovej nádoby. Stĺpec číslo 11 slúžil ako kontrola rastu mikroorganizmu a stĺpec číslo 12 ako kontrola sterility média. V týchto stĺpcoch bola koncentrácia skúmanej účinnej látky 0 μg/ml. 
Ak bola doštička kompletne pripravená, prešlo sa k inokulácii kvasinkovej kultúry. Celá doštička bola zaočkovaná jedným kmeňom kvasinky. Inokulum bolo prenesené do sterilnej jednorazovej vaničky. Špičky multikanálovej pipety boli ponorené do inokula a do každej špičky bol nabratý 1 μl. Inokulované boli stĺpce 1–11 a na každý stĺpec boli použité nové sterilné špičky. Stĺpec 11 slúžil ako pozitívna kontrola. Stĺpec 12 bez naočkovanej kultúry slúžil ako negatívna kontrola. Takto pripravená mikrotitračná doštička bola prelepená priehľadnou fóliou a prenesená do inkubátora po dobu 30 hodín, aby došlo ku kultivácii kultúr kvasiniek. Kultivácia prebiehala pri teplote 37 ° C. 
Po náležitej inkubácii bolo vykonané meranie absorbancie pri vlnovej dĺžke 600 nm pomocou spektrofotometra FLUOstar Omega Microplate reader. Pri interakcii elektromagnetického žiarenia vhodnej vlnovej dĺžky s časticami v prostredí dochádza k absorpcii energie fotónu. Intenzita svetla, ktoré prešlo (I), je teda menšia, ako intenzita svetla na látku dopadajúceho (I0). Pre intenzitu prejdeného svetla (I) platí Lambertov zákon. [258] Vďaka tejto vlastnosti vieme namerať absorbanciu, ktorá koreluje s mierou zákalu, a teda nárastom danej mikrobiálnej kultúry v jamke v prítomnosti danej testovanej látky. Spektrofotometer je schopný zaznamenať aj zákal neviditeľný ľudskému oku. Pomocou programu Omega Data Analysis sme získali výsledky merania absorbancie zákalu v jednotlivých jamkách mikrotitračnej doštičky. 
Z doštičiek bola odčítaná minimálna inhibičná koncentrácia, ktorá je definovaná ako najnižšia koncentrácia antimikrobiálneho terapeutika, ktorá inhibuje viditeľný rast mikroorganizmu pri kultivácii cez noc. MIC boli vyjadrené v jednotkách μg/ml a hodnota zodpovedala koncentrácii v stĺpci bez zákalu. Breakpointy sú hodnoty, ktoré definujú rozhranie medzi citlivosťou a rezistenciou voči terapeutiku. Na základe hodnoty breakpointov sa organizmy rozdeľujú do troch kategórií: citlivé, intermediárne citlivé a rezistentné. [259] Významnou komplikáciou evaluácie výsledkov môže byť efekt reziduálneho rastu, pri ktorom je rast izolátov redukovaný, ale perzistentný pri koncentrácii antifungálnej látky vyššej ako definovaná MIC pre danú dvojicu kvasinka-antimykotikum. U týchto izolátov sa zvyčajne pri 24 hodinovej kultivácii in vitro objavuje úplné alebo čiastočné pozastavenie rastu pri nízkej koncentrácii antimykotika, avšak pri 48 hodinovej kultivácii je ich rast extrémne vysoký aj pri vyšších koncentráciách tejto látky. Pri experimentoch in vitro bol tento efekt pozorovaný u azolových antimykotík ako flukonazol, itrakonazol, vorikonazol aj u echinokandínov. [260] Porovnania výsledkov z pokusov in vitro a in vivo však ukazujú, že izoláty vykazujúce reziduálny rast by mali byť klasifikované skôr ako citlivé, avšak ich interpretáciu je potrebné zvážiť. [261] Príčina reziduálneho rastu zatiaľ nie je objasnená.
Aj preto boli doštičky inkubované dlhšiu dobu a ich životaschopnosť bola overená so zlúčeninou 2,3,5-triphenyltetrazolium chloridom. Nakoniec sa do každej jamky napipetovalo 10 μl roztoku 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloridu s koncentráciou 100mg/ml, čo overilo výsledok, pretože bezfarebný 2,3,5-Triphenyltetrazolium chlorid dokážu pomocou mitochondriálnych enzýmov na ružový formazan metabolizovať iba živé kvasinky. Toto farbivo neprechádza bunkovou membránou. Z tohto dôvodu sa hromadí v nepoškodených zdravých bunkách. [262] Preto jamka bez ružovej farby neobsahuje živé nepoškodené mikroorganizmy, čo indikuje účinnosť danej koncentrácie antimykotických látok. 
[bookmark: _Ref64314261]Určenie synergie, antagonizmu a adície v mikrotitračnej doštičke
Meranie synergie analýzou v mikrotitračnej doštičke sa používa na stanovenie vplyvu kombinácie antimikrobiálnych látok na účinnosť v porovnaní s ich jednotlivými aktivitami. Prvým krokom bolo správne zostavenie mikrotitračnej doštičky. Každá doštička bola označená, aby nedošlo k zámene. Doštička bola pripravená v sterilnom prostredí laminárneho boxu. Do všetkých jamiek mikrotitračnej doštičky bolo odmerané kultivačné médium MALT, do prvého stĺpca bolo multikanálovú pipetou vpravených 180 μl a do druhého až dvanásteho stĺpca bolo nameraných 100 μl. Do jamky 12A bolo dopipetovaných 80 μl média, aby objem v danej jamke činil 180 μl. 
[bookmark: _Hlk64215597]Riadok H a stĺpec 12 slúžili na pozorovanie a určenie MIC samotných antimikrobiálnych látok. Do jamky 1H bolo napipetovaných 20 μl predom zvortexovaného zásobného roztoku antimykotika, v našom prípade klotrimazolu v takej koncentrácii zásobného roztoku, aby po zriedený na 1/10 koncentrácie dosahoval potrebnú koncentráciu a aby odhadovaná MIC antimykotika bola približne pred polovicou doštičky. Tak isto bolo do jamky 12A napipetovaných 20 μl predom zvortexovaného zásobného roztoku silice v takej koncentrácii, aby po zriedený na 1/10 koncentrácie dosahoval potrebnú koncentráciu a aby odhadovaná MIC silice bola približne v tretej jamke doštičky. Nasledovalo riedenie stĺpca so silicou jednokanálovou pipetou. Z prvej jamky 12. stĺpca sa po opakovanom nasatí roztoku do pipety, ktoré zabezpečilo premiešanie roztoku, odobralo 100 μl a bolo premiestnených do druhej jamky 12. stĺpca. Toto sa opakovalo až po jamku 12G. Zakaždým došlo k zníženiu koncentrácie na polovicu. Z jamky 12G sa taktiež odobralo 100 μl roztoku, ale tento objem už nebol použitý na ďalšie riedenie, a preto bol pipetou prenesený do odpadovej nádoby. Jamka 12H slúžila ako kontrola.
Nasledovalo pipetovanie zásobných roztokov silice a klotrimazolu v kombinácii. V prvej jamke stĺpca A bola kombinácia, v ktorej bola koncentrácia klotrimazolu najvyššia a predstavovala hodnotu totožnú s koncentráciou v jamke 1H, kde sa zisťovala MIC samotnej látky. Najvyššia koncentrácia silice bola v jamke 1G a taktiež predstavovala koncentráciu silice v jamke 12A, kde sa zisťovala MIC samotnej silice. Koncentrácia antibiotika sa postupne o polovicu zmenšovala každou jamkou v smere od jamky 1A až po jamku 1G. Koncentrácia silice naopak s každou jamkou od 1A po 1G o polovicu stúpala. Do každej jamky 1A-1G bolo napipetovaných 20 μl predom zvortexovaného zásobného roztoku kombinácie antimykotika a silice v takej koncentrácii zásobného roztoku, aby po zriedený na 1/10 koncentrácie dosahoval potrebnú koncentráciu. 
Opakovaným nasatím roztoku v prvom stĺpci multikanálovou pipetou sa docielilo dostatočného premiešanie. Z jamiek prvého stĺpca bolo odobratých 100 μl roztoku a ten bol pridaný do jamiek v nasledujúcom stĺpci k 100 μl kultivačného média. Týmto krokom bolo docielené ďalšie riedenie a bola získaná polovičná koncentrácia ako v predchádzajúcej jamke. Rovnakým spôsobom sa pokračovalo až do stĺpca číslo 11. Z jamiek v stĺpci číslo 11 sa taktiež odobralo 100 μl roztoku, ale tento objem už nebol použitý na ďalšie riedenie, a preto bol pipetou prenesený do odpadovej nádoby. Stĺpec číslo 12 slúžil na meranie MIC silice a ako kontrola, čo už bolo popísané.
Ak bola doštička kompletne pripravená, prešlo sa k inokulácii kvasinkovej kultúry. Celá doštička bola zaočkovaná jedným kmeňom kvasinky. Inokulum bolo prenesené do sterilnej jednorazovej vaničky. Špičky multikanálovej pipety boli ponorené do inokula a do každej jamky bol napipetovaný 1 μl inokula. Inokulované boli všetky stĺpce 1–12 a na každý stĺpec boli použité nové 
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[bookmark: _Toc68640982]Obr. 12 Príprava mikrotitračnej doštičky a vyhodnotenie synergie u klotrimazolu, silice S. aromaticum a C. albicans, vlastné spracovanie
sterilné špičky. Takto pripravená mikrotitračná doštička bola prelepená priehľadnou fóliou a prenesená do inkubátora po dobu 30 hodín, aby došlo ku kultivácii kultúr kvasiniek. Kultivácia prebiehala pri teplote 37 ° C. 
Meranie absorbancie, určenie jamiek s danými koncentráciami účinných látok, v ktorých sme nezaznamenali nárast buniek kvasiniek aj overenie pomocou zlúčeniny 2,3,5-triphenyltetrazolium chloridu, bolo uskutočnené rovnako ako v oddiele 8.3.3 Stanovenie MIC silíc a liečiv voči planktonickým bunkám Candida. Takéto zostavovania a merania mikrotitračných doštičiek na určenie interakcií boli uskutočnené trikrát, vždy z novo pripravených roztokov silíc a antimykotík, aby sa predišlo znehodnoteniu silíc, ale aj chybným výsledkom pre chybu vo vážení. MIC jednotlivých samotných látok súhlasili. Pre väčšiu presnosť určenia jamiek bez nárastu sa z daných hodnôt absorbancíí vytvoril priemer. Pri C. albicans a C. krusei sa za jamku bez nárastu považovali jamky s hodnotou absorbancie <0,15, pre C. parapsilosis <0,12. Jamky za týmito hodnotami zaznamenali skokový nárast absorbancie a tieto hodnoty korelovali s jamkami bez ružového zafarbenia v teste s formazanom, čo dokazovalo neprítomnosť živých nepoškodených buniek. Do Tab. 7 až Tab. 17 boli farebne zaznačené jamky s jednotlivými farmakodynamickými interakciami. Príklad nameraných absorbancií, ich priemeru a vyhodnotenia je uvedený v prílohe A.
[bookmark: _Hlk64229691]Navyše boli uskutočnené výpočty, ktoré potvrdili o aký typ interakcie sa v danej jamke jedná. Tieto výpočty boli počítané s údajmi z jamiek v doštičkách, kde nastal nárast kvasinkovej kultúry, aj keď bola koncentrácia aspoň jednej látky ≥MIC, alebo v prípade keď bol rast inhibovaný aj koncentráciou látok, ktoré boli <MIC. Porovnanie účinnosti antimikrobiálnych látok v kombinácii s ich účinnosťou pri samostatnom použití je uskutočnené pomocou hodnoty indexu frakčnej inhibičnej koncentrácie (FIC). Hodnota FIC indexu berie do úvahy kombináciu antimikrobiálnych látok, ktorá vyvoláva najväčšiu zmenu oproti MIC jednotlivých látok. Na kvantifikáciu interakcií medzi testovanými látkami (index FIC) sa používa táto rovnica:



A je MIC antimikrobiálnej látky A v kombinácii, B je MIC antimikrobiálnej látky B v kombinácii (v jednej jamke) a MICA a MICB sú MIC každého liečiva jednotlivo. Hodnota FIC indexu sa potom použije na kategorizáciu interakcie dvoch testovaných látok podľa nasledovnej tabuľky. Výsledné hodnoty sa vypočítali a z dvoch meraní spriemerovali. [263]

[bookmark: _Ref65955737][bookmark: _Ref65955746][bookmark: _Toc68640994][bookmark: _Hlk65955867]Tab. 5 Určenie farmakodynamických interakcií, upravené podľa zdroja [264]
	Farmakodynamická interakcia
	Hodnota FIC indexu
	Popis

	Synergia
	≤0,5
	kombinácia zvyšuje inhibičnú aktivitu jednej alebo oboch zlúčenín

	Slabá synergia
	>0,5 až ≤1
	zvýšenie inhibičnej aktivity je mierne

	Indiferencia
	>1 až ≤4
	kombinácia nemá žiadny vplyv 

	Antagonizmus
	> 4
	kombinácia zvýši MIC alebo zníži aktivitu zlúčenín


Určenie synergie, adície a antagonizmu pomocou diskového difúzneho testu
Na potvrdenie farmakodynamických interakcií z výsledkov v mikrotitračnej doštičke sa vykonával diskový difúzny test. Na jeden papierový disk s priemerom 5 mm sa napipetovalo 10 µl zásobného roztoku samotnej silice, aby na doštičke bola dosiahnutá koncentrácia, v ktorej sme zaznamenali farmakodynamické interakcie. Na druhý disk bolo napipetovaných 10 µl zásobného roztoku klotrimazolu v koncentrácii, v ktorej sme zaznamenali farmakodynamické interakcie s predom napipetovanou silicou. Oba disky boli umiestnené na jednu inokulovanú Petriho misku vo vzdialenosti stredov diskov 1 cm. Doštičky sa inkubovali za aeróbnych podmienok pri 37 ° C 30 hodín. Antifungálna aktivita sa hodnotila vizuálne porovnaním pretnutia inhibičných zón a zmeraním priemeru zóny inhibície rastu v milimetroch vrátane priemeru disku. 
Pre kontrolu boli uskutočnené diskové difúzne testy samotných silíc a klotrimazolu. Na samostatné papierové disky s priemerom 5 mm sa napipetovalo 10 µl zásobného roztoku silice alebo klotrimazolu v takej koncentrácii, aby dosiahla hodnotu, v ktorej sme zaznamenali farmakodynamické interakcie. Disky boli umiestnené na inokulované Petriho misky vo vzdialenosti dostatočne veľkej na to, aby sa neovplyvňovali. Doštičky sa inkubovali za aeróbnych podmienok pri 37 ° C 30 hodín. Antifungálna aktivita sa určila meraním priemeru zóny inhibície rastu v milimetroch vrátane priemeru disku. Veľkosť inhibičnej zóny rastu sa zaokrúhľuje na celé milimetre a meria sa v najbližšom mieste, kde dochádza k výraznej redukcii rastu, u azolov je to redukcia približne 80 %.
Výsledky, ktoré vyšli pri vzájomnej interakcii silíc s antimykotikom sa porovnali s priemerom zóny inhibície rastu samostatnej silice v danej koncentrácii a samotného antimykotika. Hodnotil sa nárast, po prípade pokles hodnoty. 
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[bookmark: _Ref64906628][bookmark: _Toc68640983]Obr. 13 Farmakodynamické interakcie na disku, vlastné spracovanie
Metóda porovnania antimykotického účinku kvapalnej a plynnej fázy silíc 
Antifungálny potenciál silíc v kvapalnej a plynnej fáze proti rôznym kvasinkám bol stanovený využitím difúzie na Petriho miske. Prvým krokom bolo vytvorenie inokula kvasiniek podľa vopred popísaného návodu. Nasledovalo naočkovanie Petriho misiek s tuhým médiom MALT suspenziou kvasiniek a odsatie prebytočného inokula pomocou pipety. 
Pretože sú silice prchavé, bola navrhnutá metóda, ktorá testujú ich antimikrobiálnu aktivitu v plynnej fáze. Aktivita sa skúmala technikou odparovania silíc C. flexuosus, a eugenolu ako hlavnej účinnej látky silice S. aromaticum z disku (obr. A) v koncentrácii 5 000 µg/ml pre eugenol a 10 000 µg/ml pre silicu C. flexuosus. Na vnútorný povrch horného viečka sa položil papierový disk s priemerom 10 mm a na každý disk sa napipetovalo 50 µl zásobného roztoku prchavého oleja silíc tak, aby bola dosiahnutá žiadaná koncentrácia. Petriho miska s pevným médiom sa potom okamžite obrátila na vrch viečka a utesnila sa parafilmom, aby sa zabránilo úniku pár. Doštičky sa inkubovali 30 hodín pri 37 ° C. Účinnosť antifungálnej aktivity bola vypočítaná zmeraním priemeru zóny inhibície rastu nad diskom. 
 Na stanovenie antimykotických vlastností kvapalnej fázy silíc sa použil diskový difúzny test (obr. B). Filtračné papierové disky s priemerom 10 mm boli taktiež impregnované 50 µl zásobného roztoku silice C. flexuosus a eugenolu požadovanej koncentrácie a boli umiestnené na inokulované Petriho misky tak, že sa ho priamo dotýkali. Doštičky sa inkubovali za aeróbnych podmienok pri 37 ° C 30 hodín. Antifungálna aktivita sa hodnotila porovnaním priemeru zóny inhibície rastu v milimetroch vrátane priemeru disku. Výsledok sa odfotil. 
Výsledné hodnoty sa vzájomne porovnali. Ako negatívna kontrola sa použili disky bez vzoriek.
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[bookmark: _Toc68640984]Obr. 14 Stanovenie priemeru inhibičnej zóny metódou (A) diskovej difúzie a (B) metódou difúzie pár, upravené podľa zdroja [5]
[bookmark: _Toc68641049]Výsledky a diskusia
MIC silíc a liečiv voči planktonickým bunkám rodu Candida
V Tab. 6 Stanovenie minimálnych inhibičných koncentrácií, vlastné spracovanie sa nachádzajú výsledky zistených minimálních inhibičních koncentrácií skúmaných látok. Skúmali sa dve antimykotika, amfotericín B a klotrimazol. Keďže boli účinné obidve antimykotika, rozhodli sme sa, že pre lepšie potenciálne použitie v praxi budeme v ďalšej časti experimentálnej časti pokračovať s azolovým antimykotikom klotrimazolom. Jeho použitie je lokálne, používanie pomerne bezpečné a slúži ako účinná látka vo viacerých voľne predajných výrobkoch v lekárni. Predpokladali sme aj vyššiu pravdepodobnosť synergie, pretože vznik rezistencie na azoly je častejší ako u polyénov a za vznikom rezistencie stojí viacero mechanizmov, ktorým by silice mohli teoreticky zabrániť. Citlivejšie na klotrimazol boli kvasinky C. parapsilosis a C. krusei, kde MIC dosahovala 0,2 μg/ml, MIC C. albicans bola 0,4 μg/ml. Na amfotericín B bola mierne citlivejšia C. albicans s MIC 0,4 μg/ml v porovnaní s non-albicans druhmi s MIC 0,8 μg/ml. Tieto zistenia sa zhodujú s trendami z klinického prostredia. Skúmané kmene sú považované za citlivé k amfotericínu B aj klotrimazolu. [265] [266] [267]
Druhou skupinou skúmaných látok boli silice. Bol uskutočnený screening antimykotického účinku silíc Citrus aurantium dulcis, Cymbopogon flexuosus, Eucalyptus globulus, Levandula angustifolia, Mentha arvensis a Syzygium aromaticum. Zistili sme, že silice Citrus aurantium dulcis, Eucalyptus globulus a Levandula angustifolia nevykazujú antimykotický účinok na všetky kandidy v koncentrácii 10 000 μg/ml a ich vyššie koncentrácie vytvárajú v doštičke zrazeninu a zákal, ktoré znemožňujú meranie absorbancie a presné určenie MIC. Preto boli tieto silice z ďalších experimentov vylúčené. Zákal sa tvoril aj pri silici S. aromaticum v koncentrácii 10 000 μg/ml, avšak hodnota MIC bola 
vždy nižšia. Rozmedzie MIC S. aromaticum pre rôzne kmene Candida je 2 500–5 000 μg/ml. U C. flexuosus MIC dosahovala hodnôt 1 250–5 000 μg/ml a u M. arvensis 5 000–10 000 μg/ml. Silica C. flexuosus bola najúčinnejšia proti C. albicans a C. krusei. Najväčšia účinnosť silice S. aromaticum bola zaznamenaná u mikroorganizmov C. krusei a C. parapsilosis. Účinnosť silice M. arvensis bola celkovo najnižšia. Vďaka získaným informáciám o MIC sme upravili pipetované koncentrácie silíc a antimykotika v doštičkách so synergiou tak, aby sa jamka s MIC vždy nachádzala v prvej polovici doštičky. V pokračovaní experimentálnej časti sme pracovali so silicami C. flexuosus, M. arvensis a S. aromaticum, ktorých antimykotickú aktivitu sme potvrdili. Tieto silice boli vybrané aj pre ich rozdielne zloženie, zatiaľ čo silice C. flexuosus a M. arvensis obsahujú najme terpenoidné zložky, hlavnou zložkou silice S. aromaticum je eugenol, ktorý je derivát fenylpropánu. 

[bookmark: _Ref64804555][bookmark: _Toc68640995][bookmark: _Ref64804562]Tab. 6 Stanovenie minimálnych inhibičných koncentrácií, vlastné spracovanie
	Druh kvasinky
	Skúmaná látka
[μg/ml]
	MIC
[μg/ml]

	C. albicans
CCM 8261
	amfotericín B
	0,4

	
	klotrimazol
	0,39

	[bookmark: _Hlk64806967]
	silica C. flexuosus
	1 250

	
	silica M. arvensis
	10 000

	
	silica S. aromaticum
	5 000

	C. krusei 
CCM 8271
	amfotericín B
	0,4

	
	klotrimazol
	0,19

	
	silica C. flexuosus
	1 250

	
	silica M. arvensis
	10 000

	
	silica S. aromaticum
	2 500

	C. parapsilosis 
CCM 8260
	amfotericín B
	0,8

	
	klotrimazol
	0,19

	
	silica C. flexuosus
	5 000

	
	silica M. arvensis
	5 000

	
	silica S. aromaticum
	2 500


[bookmark: _Hlk66099013]Farmakodynamické interakcie medzi klotrimazolom a silicami proti bunkám Candida albicans
Prvou skúmanou kvasinkou bola kvasinka C. albicans, ktorá je najčastejším pôvodcom ľudských patogénnych ochorení. [87] Vytvára vysoko štruktúrované biofilmy zložené z viacerých typov buniek (okrúhle pučiace bunky kvasiniek, oválne pseudohyfálne bunky a predĺžené hyfálne bunky) uzavreté v extracelulárnej matrix. [59]
Testovaná bola kombinácia klotrimazolu a silice C. flexuosus. Táto silica sa aj v predchádzajúcich testoch ukázala ako najúčinnejšia a jej MIC bola iba 1 250 μg/ml. Synergiu v tejto doštičke sme zaznamenali pri kombinácii klotrimazol/silica C. flexuosus 0,1/625 μg/ml a 0,048/312,5 μg/ml. V prvom prípade sa jedná o slabú synergiu, v druhom prípade je však hodnota indexu FIC 0,37; čo hovorí o najsilnejšej synergii proti kvasinkám C. albicans. Pri tejto kombinácii látok sme však zaznamenali aj ich neúčinnosť v jamkách, v ktorých bola koncentrácia antimykotika vyššia alebo rovná jeho MIC. Pri koncentrácii antimykotika 0,39 μg/ml spôsobili nižšie koncentrácie silice jeho neúčinnosť. Tú sme dokonca zaznamenali aj pri koncentrácii antimykotika 0,78 μg/ml spolu s 19,53 μg/ml silice. Tak isto nebola účinná kombinácia klotrimazol/silica 0,012/1 250 μg/ml. Po vypočítaní indexu FIC a porovnaní hodnôt s Tab. 5 Určenie farmakodynamických interakcií, upravené podľa zdroja [264] sme však zhodnotili, že dané interakcie sa nepovažujú za antagonizmus, ale indiferenciu. Tieto kombinácie sme ale ďalej preverovali diskovou difúznou metódou, keďže potenciálne zníženie citlivosti na antimykotikum po pridaní silice do liečby by mohlo byť vážnym problémom aj po zvážení potvrdených pozitívnych účinkov silice. Negatívne interakcie však mohli byť spôsobené aj vyšším rastom kvasiniek v týchto doštičkách z iných neznámych príčin, keďže priemerná absorbancia jamky s klotrimazolom v koncentrácii 0,39 μg/ml (MIC) bola 0,128, zatiaľ čo v iných doštičkách 0,056 a 0,091. Výsledky kombinácie klotrimazolu a silice C. flexuosus v doštičke boli nejednoznačné a bolo potrebné ich ďalšie overenie. 








[bookmark: _Ref66781465][bookmark: _Toc68640996]Tab. 7 Tabuľky farmakodynamických interakcií klotrimazolu a silice C. flexuosus proti C. albicans obsahujúce ich koncentrácie a index FIC, vlastné spracovanie
	Koncentrácie klotrimazolu a silice C. flexuosus pri skúmaní 
farmakodynamických interakcií proti C. albicans CCM 8261 [μg/ml]
	C. 
FLEXUOSUS

	KLOTRIMAZOL/ C. FLEXUOSUS
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	6,2/ 156,25
	3,1/ 78,13
	1,55/ 39,07
	0,78/ 19,53
	0,39/ 9,766
	0,19 / 4,883
	0,1/ 2,441
	0,048/
1,221
	0,024/ 0,61
	0,012/ 0,305
	0,006/ 0,153
	10 000

	
	B
	3,1/ 312,5
	1,55/ 156,25
	0,78/ 78,13
	0,39/ 39,07
	0,19/ 19,53
	0,1/ 9,766
	0,048/ 4,883
	0,024/ 2,441
	0,012/ 1,221
	0,006/ 0,61
	0,003/ 0,305
	5 000

	
	C
	1,55/ 625
	0,78/ 312,5
	0,39/ 156,25
	0,19/ 78,13
	0,1/ 39,07
	0,048/ 19,53
	0,024/ 9,766
	0,012/ 4,883
	0,006/ 2,441
	0,003/ 1,221
	0,0015/ 0,61
	2 500

	
	D
	0,78/ 1 250
	0,39/ 625
	0,19/ 312,5
	0,1/ 156,25
	0,048/ 78,13
	0,024/ 39,07
	0,012/ 19,53
	0,006/ 9,766
	0,003/ 4,883
	0,0015/ 2,441
	0,0008/ 1,221
	1 250

	
	E
	0,39/ 2 500
	0,19/
 1 250
	0,1/
625
	0,048/ 312,5
	0,024/ 156,25
	0,012/ 78,13
	0,006/ 39,07
	0,003/ 19,53
	0,0015/ 9,766
	0,0008/ 4,883
	0,0004/ 2,441
	625

	
	F
	0,19/ 5 000
	0,1/
2 500
	0,048/ 1 250
	0,024/ 625
	0,012/ 312,5
	0,006/ 156,25
	0,003/ 78,13
	0,0015/ 39,07
	0,0008/ 19,53
	0,0004/ 9,766
	0,0002/ 4,883
	312,5

	
	G
	0,1/ 10 000
	0,048/
5 000
	0,024/
2 500
	0,012/ 1 250
	0,006/ 625
	0,003/ 312,5
	0,0015/ 156,25
	0,0008/ 78,13
	0,0004/ 39,07
	0,0002/ 19,53
	0,0001/ 9,766
	156,25

	KLOTRIMAZOL
	H
	6,2
	3,1
	1,55
	0,78
	0,39
	0,19
	0,1
	0,048
	0,024
	0,012
	0,006
	K



	Vypočítané hodnoty FIC indexu klotrimazolu a silice C. flexuosus proti 
C. albicans CCM 8261
	C.
 FLEXUOSUS

	-KLOTRIMAZOL/ C. FLEXUOSUS
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	
	
	
	2,02
	1,01
	
	
	
	
	
	
	

	
	B
	
	
	
	1,03
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	C
	
	
	1,125
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	D
	
	1,5
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	E
	
	
	0,76
	0,37
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	F
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	G
	
	
	
	1,03
	
	
	
	
	
	
	
	

	KLOTRIMAZOL
	H
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Pri vyhodnocovaní farmakodynamických interakcií klotrimazolu a silice M. arvensis sme zaznamenali tri jamky so synergiou. Na rozdiel od ostatných doštičiek s kvasinkou C. albicans si tu môžeme všimnúť trend, pri ktorom boli synergie zaznamenané v jamkách s koncentráciou antimykotika 0,19 μg/ml, čo je polovica jej MIC, a pri viacerých koncentráciách silice. Index FIC určil, že ide o slabú synergiu. Tak isto sme zaznamenali jednu jamku s koncentráciou klotrimazol/silica 0,39/156,25 μg/ml s nárastom kvasiniek. Vypočítaný index FIC 1,02 hovorí o tom, že sa jedná o indiferenciu. Keďže susedné jamky s koncentráciou antimykotika 0,39 μg/ml v kombinácii s vyššou aj nižšou koncentráciou silice zastavili rast kvasiniek, je možné, že išlo len o náhodný zvýšený nárast spôsobený neznámou príčinou alebo nepresnosťou pipetovania. Dané interakcie sme ďalej preverovali. 

[bookmark: _Toc68640997]Tab. 8 Tabuľky farmakodynamických interakcií klotrimazolu a silice M. arvensis proti C. albicans obsahujúce ich koncentrácie a index FIC, vlastné spracovanie
	Koncentrácie klotrimazolu a silice M. arvensis pri skúmaní 
farmakodynamických interakcií proti C. albicans CCM 8261 [μg/ml]
	M. 
ARVENSIS

	KLOTRIMAZOL/ M. ARVENSIS
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	6,2/ 156,25
	3,1/ 78,13
	1,55/ 39,07
	0,78/ 19,53
	0,39/ 9,766
	0,19 / 4,883
	0,1/ 2,441
	0,048/
1,221
	0,024/ 0,61
	0,012/ 0,305
	0,006/ 0,153
	10 000

	
	B
	3,1/ 312,5
	1,55/ 156,25
	0,78/ 78,13
	0,39/ 39,07
	0,19/ 19,53
	0,1/ 9,766
	0,048/ 4,883
	0,024/ 2,441
	0,012/ 1,221
	0,006/ 0,61
	0,003/ 0,305
	5 000

	
	C
	1,55/ 625
	0,78/ 312,5
	0,39/ 156,25
	0,19/ 78,13
	0,1/ 39,07
	0,048/ 19,53
	0,024/ 9,766
	0,012/ 4,883
	0,006/ 2,441
	0,003/ 1,221
	0,0015/ 0,61
	2 500

	
	D
	0,78/ 1 250
	0,39/ 625
	0,19/ 312,5
	0,1/ 156,25
	0,048/ 78,13
	0,024/ 39,07
	0,012/ 19,53
	0,006/ 9,766
	0,003/ 4,883
	0,0015/ 2,441
	0,0008/ 1,221
	1 250

	
	E
	0,39/ 2 500
	0,19/
 1 250
	0,1/
625
	0,048/ 312,5
	0,024/ 156,25
	0,012/ 78,13
	0,006/ 39,07
	0,003/ 19,53
	0,0015/ 9,766
	0,0008/ 4,883
	0,0004/ 2,441
	625

	
	F
	0,19/ 5 000
	0,1/
2 500
	0,048/ 1 250
	0,024/ 625
	0,012/ 312,5
	0,006/ 156,25
	0,003/ 78,13
	0,0015/ 39,07
	0,0008/ 19,53
	0,0004/ 9,766
	0,0002/ 4,883
	312,5

	
	G
	0,1/ 10 000
	0,048/
5 000
	0,024/
2 500
	0,012/ 1 250
	0,006/ 625
	0,003/ 312,5
	0,0015/ 156,25
	0,0008/ 78,13
	0,0004/ 39,07
	0,0002/ 19,53
	0,0001/ 9,766
	156,25

	KLOTRIMAZOL
	H
	6,2
	3,1
	1,55
	0,78
	0,39
	0,19
	0,1
	0,048
	0,024
	0,012
	0,006
	K











	Vypočítané hodnoty FIC indexu klotrimazolu a silice M. arvensis proti
C. albicans CCM 8261
	M. 
ARVENSIS

	KLOTRIMAZOL/ M. ARVENSIS
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	B
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	C
	
	
	1,02
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	D
	
	
	0,53
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	E
	
	0,63
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	F
	1
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	G
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	KLOTRIMAZOL
	H
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Ďalšou silicou skúmanou v kombinácii s klotrimazolom proti kvasinke C. albicans bola silica S. aromaticum. Kombinácie, v ktorých sme nezaznamenali nárast kvasiniek, aj keď koncentrácie oboch látok boli nižšie ako ich nameraná MIC, boli klotrimazol/S. aromaticum 0,19/156,25 μg/ml; 0,19/2 500 μg/ml; 0,1/1 250μg/ml a 0,048/2500 μg/ml. V týchto jamkách sme nezaznamenali hodnotu absorbancie vyššiu ako 0,15 a červené sfarbenie po pridaní 2,3,5‑triphenyltetrazolium chloridu, čo svedčilo o inhibícii rastu kvasinkovej kultúry. Môžeme si všimnúť, že synergiu vykazujú všetky jamky v doštičke s 2500 μg/ml silice. Kým absorbancia jamky so samotnou silicou v koncentrácii 2500 μg/ml dosahuje hodnotu 0,38; priemerná hodnota absorbancií kombinácie klotrimazolu s touto koncentráciou silice 0,19/2 500 μg/ml a 0,048/2500 μg/ml dosahuje výrazne nižšie hodnoty 0,038 a 0,03. Je možné, že aj malé množstvo klotrimazolu zvýši prienik tejto silice s obsahom eugenolu do bunky, a tak zvýši jej účinok, ktorý je v porovnaní s ostatnými kvasinkami najnižší. Po vypočítaní FIC indexu sme dospeli k záveru, že index dosahoval hodnoty 0,51–0,99; čo značí, že ide o slabú synergiu, ktorý by sa mal ďalej preveriť. Pri tejto kombinácii látok sme ich neúčinnosť v kombinácii, keď aspoň jedna látka dosahovala MIC, nezaznamenali.

[bookmark: _Toc68640998]Tab. 9 Tabuľky farmakodynamických interakcií klotrimazolu a silice S. aromaticum proti C. albicans obsahujúce ich koncentrácie a index FIC, vlastné spracovanie
	Koncentrácie klotrimazolu a silice S. aromaticum pri skúmaní 
farmakodynamických interakcií proti C. albicans CCM 8261 [μg/ml]
	S. 
AROMATICUM

	KLOTRIMAZOL/ S. AROMATICUM
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	6,2/
78,13
	3,1/ 39,07
	1,55/
19,53
	0,78/ 9,766
	0,39/ 4,883
	0,19/ 2,441
	0,1/ 1,221
	0,048/ 0,61
	0,024/ 0,305
	0,012/ 0,153
	0,006/ 0,076
	5000

	
	B
	3,1/ 156,25
	1,55/ 78,13
	0,78/
39,07
	0,39/ 19,53
	0,19/ 9,766
	0,1/ 4,883
	0,048/ 2,441
	0,024/ 1,221
	0,012/
0,61
	0,006/ 0,305
	0,003/ 0,153
	2500

	
	C
	1,55/ 312,5
	0,78/ 156,25
	0,39/
78,13
	0,19/ 39,07
	0,1/
19,53
	0,048/ 9,766
	0,024/ 4,883
	0,012/ 2,441
	0,006/ 1,221
	0,003/ 0,61
	0,0015/ 0,305
	1250

	
	D
	0,78/ 
625
	0,39/ 312,5
	0,19/
156,25
	0,1/
78,13
	0,048/ 39,07
	0,024/ 19,53
	0,012/ 9,766
	0,006/ 4,883
	0,003/ 2,441
	0,0015/ 1,221
	0,0008/ 0,61
	625

	
	E
	0,39/
1 250
	0,19/ 625
	0,1/
312,5
	0,048/ 156,25
	0,024/ 78,13
	0,012/ 39,07
	0,006/ 19,53
	0,003/ 9,766
	0,0015/ 4,883
	0,0008/ 2,441
	0,0004/ 1,221
	312,5

	
	F
	0,19/
2 500
	0,1/
1 250
	0,048/
625
	0,024/ 312,5
	0,012/ 156,25
	0,006/ 78,13
	0,003/ 39,07
	0,0015/ 19,53
	0,0008/ 9,766
	0,0004/ 4,883
	0,0002/ 2,441
	156,25

	
	G
	0,1/
5 000
	0,048/ 2500
	0,024/
1 250
	0,012/ 625
	0,006/ 312,5
	0,003/ 156,25
	0,0015/ 78,13
	0,0008/ 39,07
	0,0004/ 19,53
	0,0002/ 9,766
	0,0001/ 4,883
	78,13

	KLOTRIMAZOL
	H
	6,2
	3,1
	1,55
	0,78
	0,39
	0,19
	0,1
	0,048
	0,024
	0,012
	0,006
	K



	Vypočítané hodnoty FIC indexu klotrimazolu a silice S. aromaticum proti 
C. albicans CCM 8261
	S. 
AROMATICUM

	KLOTRIMAZOL/ S. AROMATICUM
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	B
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	C
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	D
	
	
	0,51
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	E
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	F
	0,99
	0,51
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	G
	
	0,62
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	KLOTRIMAZOL
	H
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[bookmark: _Toc68640999]Tab. 10 Zhrnutie farmakodynamických interakcií silíc a klotrimazolu v mikrotitračnej doštičke proti C. albicans, vlastné spracovanie
	Druh
kvasinky
	Silica
	Prevláda-júca 
interakcia
	Trend 
interakcie
	Hodnotenie

	C. albicans
CCM 8261
	C. flexuosus
	negatívna 
interakcia, 
indiferencia
	rôzne koncentrácie silice spôsobili neúčinnosť klotrimazolu v koncentrácii jeho MIC
	negatívna interakcia, ktorú je pre použitie silice v praxi potrebné preveriť, vyššie hodnoty absorbancie aj v jamkách bez kombinácií 

	
	M. arvensis
	slabá synergia
	vyššie koncentrácie silice spôsobili zastavenie rastu buniek v jamkách so subinhibičnou c klotrimazolu
	sľubné výsledky, nutné preveriť

	
	S. 
aromaticum
	slabá synergia
	zastavenie rastu buniek nastalo v jamkách so subinhibičnou c klotrimazolu aj silíc pri pridaní menšieho množstva 
druhej látky
	sľubné výsledky, výrazné zníženie absorbancií


Farmakodynamické interakcie medzi klotrimazolom a silicami proti bunkám Candida krusei
Druhou skúmanou kvasinkou bola C. krusei. Jednou z najtypickejších vlastností C. krusei je jej vrodená rezistencia na flukonazol, ako aj o niečo znížená citlivosť na iné lieky. Dokáže vytvárať biofilmy, v ktorých sa vyskytujú bunky vo forme pseudohýf a samostatných buniek. V stacionárnych kvapalných kultúrach vytvára na povrchu média pelikulu a na pevnom médiu sú kolónie často zvrásnené a ploché. [268] Bunková membrána C. krusei je silne hydrofóbna, čo umožňuje silnejšiu adhéziu k nepolárnym povrchom v porovnaní s ostatnými členmi rodu Candida. [269]
Silica C. flexuosus v kombinácií s klotrimazolom v mikrotitračnej doštičke ukázala proti bunkám C. krusei veľmi sľubný antimykotický potenciál. Aj nižšie koncentrácie antimykotika ešte znižovali koncentrácie silice, v ktorých zastavili rast kvasiniek. MIC silice C. flexuosus bola pri samostatnom použití pomerne nízka a dosahovala 1 250 μg/ml, v kombinácii s antimykotikom v rôznych koncentráciách sa však ešte znížila, a účinné boli už kombinácie s koncentráciou silice 625 a 312,5 μg/ml. Po výpočte indexu FIC sme určili, že v štyroch prípadoch sa jednalo o slabú synergiu, a FIC index ďalších dvoch kombinácií s hodnotami 0,28 a 0,38 vykazoval silnejšie interakcie. Pri týchto dvoch kombináciách klotrimazol/C. flexuosus 0,024/312,5 a 0,006/312,5 μg/ml však bola nameraná priemerná absorbancia tesne pod hranicou 0,15; ktorú sme určili ako hraničnú. Nárast v ďalšej jamke však bol výrazný. Ostatné kombinácie vykazovali oveľa výraznejší pokles absorbancie. Tak isto sme zaznamenali jamku s koncentráciou klotrimazol/silica 0,19/156,25 μg/ml s nárastom kvasiniek. Vypočítaný index FIC 1,13 hovorí o tom, že sa jedná o indiferenciu. Keďže susedné jamky s koncentráciou antimykotika 0,19 μg/ml v kombinácii s vyššou aj nižšou koncentráciou silice zastavili rast kvasiniek, je možné, že išlo len o náhodný zvýšený nárast spôsobený neznámou príčinou alebo nepresnosťou pipetovania. Dané interakcie sme ďalej preverovali. 

[bookmark: _Toc68641000]Tab. 11 Tabuľky farmakodynamických interakcií klotrimazolu a silice C. flexuosus proti C. krusei obsahujúce ich koncentrácie a index FIC, vlastné spracovanie
	Koncentrácie klotrimazolu a silice C. flexuosus pri skúmaní 
farmakodynamických interakcií proti C. krusei CCM 8271 [μg/ml]
	C. 
FLEXUOSUS

	KLOTRIMAZOL/ C. FLEXUOSUS
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	0,78/
156,25
	0,39/
78,13
	0,19/
39,07
	0,1/
19,53
	0,048/
9,766
	0,024/
4,883
	0,012/
2,441
	0,006/
1,221
	0,003/
0,61
	0,0015/
0,305
	0,0008/
0,153
	10 000

	
	B
	0,39/
312,5
	0,19/
156,25
	0,1/
78,13
	0,048/
39,07
	0,024/
19,53
	0,012/
9,766
	0,006/
4,883
	0,003/
2,441
	0,0015/
1,221
	0,0008/
0,61
	0,0004/
0,305
	5 000

	
	C
	0,19/
625
	0,1/
312,5
	0,048/
156,25
	0,024/
78,13
	0,012/
39,07
	0,006/
19,53
	0,003/
9,766
	0,0015/
4,883
	0,0008/
2,441
	0,0004/
1,221
	0,0002/
0,61
	2 500

	
	D
	0,1/
1 250
	0,048/
625
	0,024/
312,5
	0,012/
156,25
	0,006/
78,13
	0,003/
39,07
	0,0015/
19,53
	0,0008/
9,766
	0,0004/
4,883
	0,0002/
2,441
	0,0001/
1,221
	1 250

	
	E
	0,048/
2 500
	0,024/
1 250
	0,012/
625
	0,006/
312,5
	0,003/
156,25
	0,0015/
78,13
	0,0008/
39,07
	0,0004/
19,53
	0,0002/
9,766
	0,0001/
4,883
	4,7e-5/
2,441
	625

	
	F
	0,024/
5 000
	0,012/
2 500
	0,006/
1 250
	0,003/
625
	0,0015/
312,5
	0,0008/
156,25
	0,0004/
78,13
	0,0002/
39,07
	0,0001/
19,53
	4,7e-5/
9,766
	2,3e-5/
4,883
	312,5

	
	G
	0,012/
10 000
	0,006/
5 000
	0,003/
2 500
	0,0015/
1 250
	0,0008/
625
	0,0004/
312,5
	0,0002/
156,25
	0,0001/
78,13
	4,7e-5/
39,07
	2,3e-5/
19,53
	1,2e-5/
9,766
	156,25

	KLOTRIMAZOL
	H
	0,78
	0,39
	0,19
	0,1
	0,048
	0,024
	0,012
	0,006
	0,003
	0,0015
	0,0008
	K
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	Vypočítané hodnoty FIC indexu klotrimazolu a silice C. flexuosus proti 
C. krusei CCM 8271
	C. 
FLEXUOSUS

	KLOTRIMAZOL/ C. FLEXUOSUS
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	B
	
	1,13
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	C
	
	0,77
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	D
	
	0,75
	0,38
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	E
	
	
	0,56
	0,28
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	F
	
	
	
	0,52
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	G
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	KLOTRIMAZOL
	H
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



Pri skúmaní interakcií silice M. arvensis a klotrimazolu sme pri non-albicans druhoch kvasiniek zaznamenali skôr indiferenciu a neúčinnosť aj pri MIC antimykotika a silice, ktoré sa v rovnakej koncentrácii pri samostatnom použití javilo ako účinné. Nárast kvasinkovej kultúry nastal vo všetkých jamkách s kombináciami látok, ktoré obsahovali koncentrácie antimykotika 0,19 μg/ml a silice 10 000 μg/ml, čo boli ich MIC. Podľa indexu FIC išlo o indiferenciu. Pre silicu Mentha arvensis, ale aj Mentha x piperita s podobnými obsahovými látkami silice existuje najmenej vedeckých článkov s potvrdenou synergiou s antimykotikami. Slabú synergiu sme zaznamenali iba pri koncentrácii klotrimazol/M. arvensis 0,024/5 000 μg/ml. 







[bookmark: _Toc68641001]Tab. 12 Tabuľky farmakodynamických interakcií klotrimazolu a silice M. arvensis proti C. krusei obsahujúce ich koncentrácie a index FIC, vlastné spracovanie
	Koncentrácie klotrimazolu a silice M. arvensis pri skúmaní 
farmakodynamických interakcií proti C. krusei CCM 8271 [μg/ml]
	M.
 ARVENSIS

	KLOTRIMAZOL/ M. ARVENSIS
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	0,78/
156,25
	0,39/
78,13
	0,19/
39,07
	0,1/
19,53
	0,048/
9,766
	0,024/
4,883
	0,012/
2,441
	0,006/
1,221
	0,003/
0,61
	0,0015/
0,305
	0,0008/
0,153
	10 000

	
	B
	0,39/
312,5
	0,19/
156,25
	0,1/
78,13
	0,048/
39,07
	0,024/
19,53
	0,012/
9,766
	0,006/
4,883
	0,003/
2,441
	0,0015/
1,221
	0,0008/
0,61
	0,0004/
0,305
	5 000

	
	C
	0,19/
625
	0,1/
312,5
	0,048/
156,25
	0,024/
78,13
	0,012/
39,07
	0,006/
19,53
	0,003/
9,766
	0,0015/
4,883
	0,0008/
2,441
	0,0004/
1,221
	0,0002/
0,61
	2 500

	
	D
	0,1/
1 250
	0,048/
625
	0,024/
312,5
	0,012/
156,25
	0,006/
78,13
	0,003/
39,07
	0,0015/
19,53
	0,0008/
9,766
	0,0004/
4,883
	0,0002/
2,441
	0,0001/
1,221
	1 250

	
	E
	0,048/
2 500
	0,024/
1 250
	0,012/
625
	0,006/
312,5
	0,003/
156,25
	0,0015/
78,13
	0,0008/
39,07
	0,0004/
19,53
	0,0002/
9,766
	0,0001/
4,883
	4,7e-5/
2,441
	625

	
	F
	[bookmark: _Hlk66037778]0,024/
5 000
	0,012/
2 500
	0,006/
1 250
	0,003/
625
	0,0015/
312,5
	0,0008/
156,25
	0,0004/
78,13
	0,0002/
39,07
	0,0001/
19,53
	4,7e-5/
9,766
	2,3e-5/
4,883
	312,5

	
	G
	0,012/
10 000
	0,006/
5 000
	0,003/
2 500
	0,0015/
1 250
	0,0008/
625
	0,0004/
312,5
	0,0002/
156,25
	0,0001/
78,13
	4,7e-5/
39,07
	2,3e-5/
19,53
	1,2e-5/
9,766
	156,25

	KLOTRIMAZOL
	H
	0,78
	0,39
	0,19
	0,1
	0,048
	0,024
	0,012
	0,006
	0,003
	0,0015
	0,0008
	K


[image: ]
	Vypočítané hodnoty FIC indexu klotrimazolu a silice M. arvensis proti
 C. krusei CCM 8271
	M. 
ARVENSIS

	KLOTRIMAZOL/ M. ARVENSIS
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	
	
	1,01
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	B
	
	1,02
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	C
	1,06
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	D
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	E
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	F
	0,63
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	G
	1,06
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	KLOTRIMAZOL
	H
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


V mikrotitračnej doštičke pri skúmaní interakcií klotrimazolu a silice S. aromaticum proti C. krusei sme zaznamenali tri jamky s farmakodynamickými interakciami. Rovnako ako v prípade kvasinky C. albicans sme nezaznamenali žiaden antagonizmus ani inú negatívnu interakciu. V tabuľke vidíme, že pri koncentrácii klotrimazolu 0,1 μg/ml bolo účinné skôr pridanie nižších koncentrácií silice. Účinná bola aj kombinácia klotrimazol/S. aromaticum 0,048/1 250 μg/ml. Všetky interakcie sú klasifikované ako slabá synergia. 

[bookmark: _Toc68641002]Tab. 13 Tabuľky farmakodynamických interakcií klotrimazolu a silice S. aromaticum proti C. krusei obsahujúce ich koncentrácie a index FIC, vlastné spracovanie
	[bookmark: _Hlk65348053]Koncentrácie klotrimazolu a silice S. aromaticum pri skúmaní 
farmakodynamických interakcií proti C. krusei CCM 8271 [μg/ml]
	S. 
AROMATICUM

	KLOTRIMAZOL/ S. AROMATICUM
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	0,78/
78,13
	0,39/
39,07
	0,19/
19,53
	0,1/
9,766
	0,048/
4,883
	0,024/
2,441
	0,012/
1,221
	0,006/
0,61
	0,003/
0,305
	0,0015/
0,153
	0,0008/
0,076
	5000

	
	B
	0,39/
156,25
	0,19/
78,13
	0,1/
39,07
	0,048/
19,53
	0,024/
9,766
	0,012/
4,883
	0,006/
2,441
	0,003/
1,221
	0,0015/
0,61
	0,0008/
0,305
	0,0004/
0,153
	2500

	
	C
	0,19/
312,5
	0,1/
156,25
	0,048/
78,13
	0,024/
39,07
	0,012/
19,53
	0,006
 9,766
	0,003/
4,883
	0,0015/
2,441
	0,0008/
1,221
	0,0004/
0,61
	0,0002/
0,305
	1250

	
	D
	0,1/
625
	0,048/
312,5
	0,024/
156,25
	0,012/
78,13
	0,006/
39,07
	0,003/
19,53
	0,0015/
9,766
	0,0008/
4,883
	0,0004/
2,441
	0,0002/
1,221
	0,0001/
0,61
	625

	
	E
	0,048/
1 250
	0,024/
625
	0,012/
312,5
	0,006/
156,25
	0,003/
78,13
	0,0015/
39,07
	0,0008/
19,53
	0,0004/
9,766
	0,0002/
4,883
	0,0001/
2,441
	4,7e-5/
1,221
	312,5

	
	F
	0,024/
2 500
	0,012/
1 250
	0,006/
625
	0,003/
312,5
	0,0015/
156,25
	0,0008/
78,13
	0,0004/
39,07
	0,0002/
19,53
	0,0001/
9,766
	4,7e-5/
4,883
	2,3e-5/
2,441
	156,25

	
	G
	0,012/
5 000
	0,006/
2 500
	0,003/
1 250
	0,0015/
625
	0,0008/
312,5
	0,0004/
156,25
	0,0002/
78,13
	0,0001/
39,07
	4,7e-5/
19,53
	2,3e-5/
9,766
	1,2e-5/
4,883
	78,13

	KLOTRIMAZOL
	H
	0,78
	0,39
	0,19
	0,1
	0,048
	0,024
	0,012
	0,006
	0,003
	0,0015
	0,006
	K
















	Vypočítané hodnoty FIC indexu klotrimazolu a silice S. aromaticum proti
C. krusei CCM 8271
	S. 
AROMATICUM

	KLOTRIMAZOL/ S. AROMATICUM
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	
	
	
	0,53
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	B
	
	
	0,52
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	C
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	D
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	E
	0,75
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	F
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	G
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	KLOTRIMAZOL
	H
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[bookmark: _Toc68641003]Tab. 14 Zhrnutie farmakodynamických interakcií silíc a klotrimazolu v mikrotitračnej doštičke proti C. krusei, vlastné spracovanie
	Druh
kvasinky
	Silica
	Prevláda-júca 
interakcia
	Trend
interakcie
	Hodnotenie

	C. krusei CCM 8271
	C. flexuosus
	slabá synergia so silnejšou
synergiou
	rôzne koncentrácie
klotrimazolu spôsobili 
zastavenie rastu buniek v jamkách so 
subinhibičnými c silice
	najvýraznejší počet jamiek so synergiou aj najnižšie vypočítané hodnoty FIC, sľubný potenciál, ktorý je nutné preveriť

	
	M. arvensis
	negatívna 
interakcia, 
indiferencia
	neúčinnosť klotrimazolu aj silice v kombináciách, ktoré obsahovali MIC jednej látky
	negatívna interakcia, ktorú je pre použitie silice v praxi potrebné preveriť, potvrdenie malého počtu vedeckých článkov so synergickým potenciálom tejto 
silice, neúčinnosť na 
non-albicans druhy

	
	S.
aromaticum
	slabá synergia
	zastavenie rastu buniek nastalo v jamkách so subinhibičnou c klotrimazolu aj silíc pri pridaní menšieho množstva 
druhej látky
	sľubné výsledky rovnako ako pri druhu C. albicans


Farmakodynamické interakcie medzi klotrimazolom a silicami proti bunkám Candida parapsilosis
Poslednou skúmanou kvasinkou bola C. parapsilosis, ktorá sa v prírode vyskytuje častejšie ako iné druhy rodu Candida, keďže ako jeden z mála druhov rodu sa neobmedzuje iba na človeka. Pre C. parapsilosis je dôležitá schopnosť adhézie a tvorby biofilmu, pretože infekcie sú väčšinou spojené s implantovanými zariadeniami. Biofilmy sú tenké a neštruktúrované, pozostávajúce z agregovaných pseudohýf a blastospór, ktorých membrány obsahujú viac sacharidov ako bielkovín. [59] Táto kvasinka potrebovala na svoj rast dlhší čas a rozdiel v absorbancii jamiek bez nárastu kultúry bez tvorby ružového farbiva formazánu a jamiek s nárastom kvasinkovej kultúry bol menej výrazný. 
V doštičke s kombináciou klotrimazol/silica C. flexuosus sme zaznamenali tri prípady slabej synergie. Pridanie subinhibičných množstiev antimykotika dokázalo znížiť potrebnú koncentráciu silice C. flexuosus. Podobný trend sme zaznamenali aj pri rovnakej kombinácii silice C. flexuosus s klotrimazolom proti C. krusei, druhému non-albicans druhu kvasinky. Jedná sa o slabú synergiu, ktorú je potrebné ďalej preveriť. Pri skúmaní interakcií sme zaznamenali aj indiferenciu a neúčinnosť aj pri MIC antimykotika a silice, ktoré sa v rovnakej koncentrácii pri samostatnom použití javilo ako účinné. Nárast kvasinkovej kultúry nastal v jamkách s kombináciami látok, ktoré obsahovali koncentrácie antimykotika 0,19 μg/ml a v jednom prípade dokonca 0,39 μg/ml spolu s nižšími koncentráciami silice.




[bookmark: _Toc68641004]Tab. 15 Tabuľky farmakodynamických interakcií klotrimazolu a silice C. flexuosus proti C. parapsilosis obsahujúce ich koncentrácie a index FIC, vlastné spracovanie
	Koncentrácie klotrimazolu a silice C. flexuosus pri skúmaní
farmakodynamických interakcií proti C. parapsilosis CCM 8260 [μg/ml]
	C. 
FLEXUOSUS

	KLOTRIMAZOL/ C. FLEXUOSUS
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	0,78/
156,25
	0,39/
78,13
	0,19/
39,07
	0,1/
19,53
	0,048/
9,766
	0,024/
4,883
	0,012/
2,441
	0,006/
1,221
	0,003/
0,61
	0,0015/
0,305
	0,0008/
0,153
	10 000

	
	B
	0,39/
312,5
	0,19/
156,25
	0,1/
78,13
	0,048/
39,07
	0,024/
19,53
	0,012/
9,766
	0,006/
4,883
	0,003/
2,441
	0,0015/
1,221
	0,0008/
0,61
	0,0004/
0,305
	5 000

	
	C
	0,19/
625
	0,1/
312,5
	0,048/
156,25
	0,024/
78,13
	0,012/
39,07
	0,006/
19,53
	0,003/
9,766
	0,0015/
4,883
	0,0008/
2,441
	0,0004/
1,221
	0,0002/
0,61
	2 500

	
	D
	0,1/
1 250
	0,048/
625
	0,024/
312,5
	0,012/
156,25
	0,006/
78,13
	0,003/
39,07
	0,0015/
19,53
	0,0008/
9,766
	0,0004/
4,883
	0,0002/
2,441
	0,0001/
1,221
	1 250

	
	E
	0,048/
2 500
	0,024/
1 250
	0,012/
625
	0,006/
312,5
	0,003/
156,25
	0,0015/
78,13
	0,0008/
39,07
	0,0004/
19,53
	0,0002/
9,766
	0,0001/
4,883
	4,7e-5/
2,441
	625

	
	F
	0,024/
5 000
	0,012/
2 500
	0,006/
1 250
	0,003/
625
	0,0015/
312,5
	0,0008/
156,25
	0,0004/
78,13
	0,0002/
39,07
	0,0001/
19,53
	4,7e-5/
9,766
	2,3e-5/
4,883
	312,5

	
	G
	0,012/
10 000
	0,006/
5 000
	0,003/
2 500
	0,0015/
1 250
	0,0008/
625
	0,0004/
312,5
	0,0002/
156,25
	0,0001/
78,13
	4,7e-5/
39,07
	2,3e-5/
19,53
	1,2e-5/
9,766
	156,25

	KLOTRIMAZOL
	H
	0,78
	0,39
	0,19
	0,1
	0,048
	0,024
	0,012
	0,006
	0,003
	0,0015
	0,0008
	K






	Vypočítané hodnoty FIC indexu klotrimazolu a silice C. flexuosus proti 
C. parapsilosis CCM 8260
	C.
FLEXUOSUS

	KLOTRIMAZOL/ C. FLEXUOSUS
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	
	2,07
	1,01
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	B
	
	1,03
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	C
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	D
	0,78
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	E
	0,75
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	F
	
	0,56
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	G
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	KLOTRIMAZOL
	H
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


[image: ]
Podobne ako v prípade kvasinky C. krusei sme pri skúmaní interakcií silice M. arvensis a klotrimazolu proti C. parapsilosis zaznamenali skôr indiferenciu a neúčinnosť aj pri MIC antimykotika a silice, ktoré sa v rovnakej koncentrácii pri samostatnom použití javilo ako účinné. Nárast kvasinkovej kultúry nastal vo všetkých jamkách s kombináciami látok, ktoré obsahovali koncentrácie antimykotika 0,19 μg/ml a silice 5 000 μg/ml, čo boli ich MIC. Negatívna interakcia sa navyše vyskytla v jamke s koncentráciou klotrimazol/M. arvensis 0,39/312,5 μg/ml. Podľa indexu FIC išlo o indiferenciu. Slabú synergiu sme zaznamenali iba pri koncentrácii klotrimazol/M. arvensis 0,048/2 500 μg/ml. 

[bookmark: _Toc68641005]Tab. 16 Tabuľky farmakodynamických interakcií klotrimazolu a silice M. arvensis proti C. parapsilosis obsahujúce ich koncentrácie a index FIC, vlastné spracovanie
	Koncentrácie klotrimazolu a silice M. arvensis pri skúmaní
farmakodynamických interakcií proti C. parapsilosis CCM 8260 [μg/ml]
	M.
 ARVENSIS

	KLOTRIMAZOL/ M. ARVENSIS
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	0,78/
156,25
	0,39/
78,13
	0,19/
39,07
	0,1/
19,53
	0,048/
9,766
	0,024/
4,883
	0,012/
2,441
	0,006/
1,221
	0,003/
0,61
	0,0015/
0,305
	0,0008/
0,153
	10 000

	
	B
	0,39/
312,5
	0,19/
156,25
	0,1/
78,13
	0,048/
39,07
	0,024/
19,53
	0,012/
9,766
	0,006/
4,883
	0,003/
2,441
	0,0015/
1,221
	0,0008/
0,61
	0,0004/
0,305
	5 000

	
	C
	0,19/
625
	0,1/
312,5
	0,048/
156,25
	0,024/
78,13
	0,012/
39,07
	0,006/
19,53
	0,003/
9,766
	0,0015/
4,883
	0,0008/
2,441
	0,0004/
1,221
	0,0002/
0,61
	2 500

	
	D
	0,1/
1 250
	0,048/
625
	0,024/
312,5
	0,012/
156,25
	0,006/
78,13
	0,003/
39,07
	0,0015/
19,53
	0,0008/
9,766
	0,0004/
4,883
	0,0002/
2,441
	0,0001/
1,221
	1 250

	
	E
	0,048/
2 500
	0,024/
1 250
	0,012/
625
	0,006/
312,5
	0,003/
156,25
	0,0015/
78,13
	0,0008/
39,07
	0,0004/
19,53
	0,0002/
9,766
	0,0001/
4,883
	4,7e-5/
2,441
	625

	
	F
	0,024/
5 000
	0,012/
2 500
	0,006/
1 250
	0,003/
625
	0,0015/
312,5
	0,0008/
156,25
	0,0004/
78,13
	0,0002/
39,07
	0,0001/
19,53
	4,7e-5/
9,766
	2,3e-5/
4,883
	312,5

	
	G
	0,012/
10 000
	0,006/
5 000
	0,003/
2 500
	0,0015/
1 250
	0,0008/
625
	0,0004/
312,5
	0,0002/
156,25
	0,0001/
78,13
	4,7e-5/
39,07
	2,3e-5/
19,53
	1,2e-5/
9,766
	156,25

	KLOTRIMAZOL
	H
	0,78
	0,39
	0,19
	0,1
	0,048
	0,024
	0,012
	0,006
	0,003
	0,0015
	0,0008
	K














	Vypočítané hodnoty FIC indexu klotrimazolu a silice M. arvensis proti 
C. parapsilosis CCM 8260
	M. 
ARVENSIS

	KLOTRIMAZOL/ M. ARVENSIS
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	B
	2,12
	1,03
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	C
	1,13
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	D
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	E
	0,75
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	F
	1,13
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	G
	
	1,03
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	KLOTRIMAZOL
	H
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


[image: ]
V mikrotitračnej doštičke obsahujúcej kombinácie klotrimazol/silica S. aromaticum môžeme vidieť oba typy interakcií. Nárast kvasinkovej kultúry nastal vo všetkých jamkách, ktoré obsahovali koncentráciu antimykotika 0,19 μg/ml spolu so silicou S. aromaticum v rozmedzí 19,53–312,5 μg/ml. Pri meraní samostatnej MIC klotrimazolu v koncentrácii 0,19 μg/ml nárast nenastal. Podľa indexu FIC išlo o indiferenciu. Zaznamenali sme aj možnú synergiu. V jamke s kombináciou klotrimazol/silica 0,024/156,25 μg/ml nenarástla kvasinková kultúra. Po vypočítaní indexu FIC by sme určili, že sa jedná o najsilnejšiu interakciu v celom našom pokuse. Keďže v susedných jamkách s vyšším obsahom silice aj antimykotika nastal nárast, predpokladáme, že v tomto prípade sa pravdepodobne jedná o zle naočkovanú jamku. Synergiu sme zaznamenali aj v iných jamkách, kde túto interakciu považujeme za pravdepodobnú. Pridanie malého množstva antimykotika dokázalo znížiť potrebnú koncentráciu silice S. aromaticum. Podobný trend sme zaznamenali aj pri silici C. flexuosus. Jedná sa o slabú synergiu, ktorú je potrebné ďalej preveriť. 




[bookmark: _Ref66781487][bookmark: _Toc68641006]Tab. 17 Tabuľky farmakodynamických interakcií klotrimazolu a silice S. aromaticum proti C. parapsilosis obsahujúce ich koncentrácie a index FIC, vlastné spracovanie
	Koncentrácie klotrimazolu a silice S. aromaticum pri skúmaní 
farmakodynamických interakcií proti C. parapsilosis CCM 8260 [μg/ml]
	S. 
AROMATICUM

	KLOTRIMAZOL/ S. AROMATICUM
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	0,78/
78,13
	0,39/
39,07
	0,19/
19,53
	0,1/
9,766
	0,048/
4,883
	0,024/
2,441
	0,012/
1,221
	0,006/
0,61
	0,003/
0,305
	0,0015/
0,153
	0,0008/
0,076
	5000

	
	B
	0,39/
156,25
	0,19/
78,13
	0,1/
39,07
	0,048/
19,53
	0,024/
9,766
	0,012/
4,883
	0,006/
2,441
	0,003/
1,221
	0,0015/
0,61
	0,0008/
0,305
	0,0004/
0,153
	2500

	
	C
	0,19/
312,5
	0,1/
156,25
	0,048/
78,13
	0,024/
39,07
	0,012/
19,53
	0,006
 9,766
	0,003/
4,883
	0,0015/
2,441
	0,0008/
1,221
	0,0004/
0,61
	0,0002/
0,305
	1250

	
	D
	0,1/
625
	0,048/
312,5
	0,024/
156,25
	0,012/
78,13
	0,006/
39,07
	0,003/
19,53
	0,0015/
9,766
	0,0008/
4,883
	0,0004/
2,441
	0,0002/
1,221
	0,0001/
0,61
	625

	
	E
	0,048/
1 250
	0,024/
625
	0,012/
312,5
	0,006/
156,25
	0,003/
78,13
	0,0015/
39,07
	0,0008/
19,53
	0,0004/
9,766
	0,0002/
4,883
	0,0001/
2,441
	4,7e-5/
1,221
	312,5

	
	F
	0,024/
2 500
	0,012/
1 250
	0,006/
625
	0,003/
312,5
	0,0015/
156,25
	0,0008/
78,13
	0,0004/
39,07
	0,0002/
19,53
	0,0001/
9,766
	4,7e-5/
4,883
	2,3e-5/
2,441
	156,25

	
	G
	0,012/
5 000
	0,006/
2 500
	0,003/
1 250
	0,0015/
625
	0,0008/
312,5
	0,0004/
156,25
	0,0002/
78,13
	0,0001/
39,07
	4,7e-5/
19,53
	2,3e-5/
9,766
	1,2e-5/
4,883
	78,13

	KLOTRIMAZOL
	H
	0,78
	0,39
	0,19
	0,1
	0,048
	0,024
	0,012
	0,006
	0,003
	0,0015
	0,006
	K



	Vypočítané hodnoty FIC indexu klotrimazolu a silice S. aromaticum proti 
C. parapsilosis CCM 8260
	S. 
AROMATICUM

	KLOTRIMAZOL/ S. AROMATICUM
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	
	
	1,01
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	B
	
	1,03
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	C
	1,13
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	D
	0,78
	
	0,19
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	E
	0,75
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	F
	
	0,56
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	G
	
	
	0,52
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	KLOTRIMAZOL
	H
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[bookmark: _Toc68641007]Tab. 18 Zhrnutie farmakodynamických interakcií silíc a klotrimazolu v mikrotitračnej doštičke proti C. parapsilosis, vlastné spracovanie
	Druh
kvasinky
	Silica
	Prevláda-júca 
interakcia
	Trend
 interakcie
	Hodnotenie

	C. parapsilosis CCM 8260
	C. flexuosus
	rovnaký výskyt slabej synergie a negatívnej 
interakcie
	neúčinnosť kombinácií, ktoré obsahovali c antimykotika väčšiu alebo rovnú jeho MIC spolu s rôznymi koncentráciami silice; slabá synergia v jamkách s c silice 
blízkymi jej MIC
	nejednoznačné výsledky, nutné preveriť

	
	M. arvensis
	negatívna 
interakcia, 
indiferencia
	neúčinnosť klotrimazolu aj silice v kombináciách, ktoré obsahovali MIC 
jednej látky
	negatívna interakcia, ktorú je pre použitie silice v praxi potrebné preveriť, potvrdenie malého počtu vedeckých článkov so synergickým potenciálom tejto 
silice, neúčinnosť na 
non-albicans druhy

	
	S. aromati-cum
	slabá synergia
	rôzne koncentrácie klotrimazolu spôsobili zastavenie rastu buniek v jamkách so subinhibičnými c silice, výskyt negatívnych interakcií
	nejednoznačné výsledky, nutné preveriť


Disková difúzna metóda
Po vizuálnom zhodnotení Petriho misiek podľa Obr. 13 Farmakodynamické interakcie na disku, vlastné spracovanie a po porovnaní veľkosti priemeru inhibičnej zóny samotných látok a priemeru inhibičnej zóny na doštičkách skúmajúcich interakcie sme dospeli k výsledku, že antagonizmus medzi danými látkami sa nepotvrdil. Toto zistenie je pozitívne. Pri domácej liečbe nezávažných lokálnych kandidóz môžeme odporúčať použitie silíc, keďže neznižujú účinnosť liečby antimykotikami a okrem antifungálnej aktivity je dokázaný aj ich antibakteriálny, antioxidačný, antiflogistický a analgetický efekt prinášajúci benefity pri liečbe. 
Synergia sa preukázala pri kombinácii klotrimazolu a silice S. aromaticum proti C. albicans. Už malé koncentrácie klotrimazolu potencovali účinok silice S. aromaticum. Vizuálne sme zhodnotili prekrytie inhibičných zón a namerali priemer inhibičnej zóny kombinácie látok 21 mm a 24 mm, čo sme porovnali s inhibičnými zónami samostatných látok silice S. aromaticum 2 500 μg/ml= 14 mm a klotrimazolom 0,1 μg/ml= 9 mm a 0,025 μg/ml= 6 mm. Aj keď boli tieto koncentrácie subinhibičné, v kombinácii vykazovali značný inhibičný účinok. Citlivosť silice S. aromaticum voči C. albicans bola v mikrotitračnej doštičke aj v experimente s kvapalnou a plynnou fázou silice na disku spomedzi kvasiniek najnižšia. Po interakcii s klotrimazolom sa však citlivosť C. albicans zvýšila. 
Jednoznačná synergia medzi silicou C. flexuosus , M. arvensis, a C. albicans sa nepotvrdila. Celkovo môžeme zhodnotiť, že synergický účinok klotrimazolu a silíc C. flexuosus, M. arvensis a S. aromaticum z doštičky u C. parapsilosis a C. krusei nebol potvrdený. Kvasinky použité v našej práci patrili medzi citlivé na klotrimazol a potenciálnym pokračovaním našej práce by mohlo byť hľadanie synergie medzi silicami a rezistentnými kvasinkami, kde by synergia mohla byť potencionálne väčšia. Rozdiel oproti výsledkom v doštičke mohol byť spôsobený variabilitou rastu kvasiniek v rozličné dni, ale aj iným prostredím kultivovaných kvasiniek. Pri mikrodilúčnych metódach sú planktonické bunky v priamom kontakte s tekutým médiom, antimykotikom aj silicou. Na Petriho miske tvoria kvasinky kompaktnú vrstvu. Tak isto je rozdiel vo východiskovej hustote kvasinkovej kultúry, korá je v jamke 5x105 CFU/ml, na rozdiel od kultivácie priamo na Petriho miske, kde je hustota kvasinkovej kultúry 0,5 McFarland, čo zodpovedá 1–2x108 CFU/ml. Ďalším dôvodom odlišných výsledkov môže byť obtiažna difúzia antimykotika a silice agarom v prípade diskovej difúznej metódy a nakoniec tiež odlišné hodnotenie synergie v rámci mikrodilúčnej a diskovej difúznej metódy. Stanovením frakčnej inhibičnej koncentrácie v prípade mikrodilúčnej metódy rozdeľujeme synergický efekt antimykotických látok na silne synergický a slabo synergický. Slabo synergický efekt však nemusí byť preukázaný diskovou difúznou metódou.
Synergický efekt silíc S. aromaticum a C. flexuosus bol u buniek rodu Candida menej výrazný ako synergický efekt týchto silíc s klindamycínom u baktérií Staphylococcus aureus, ktorý bol taktiež skúmaný na Ústave molekulárnej farmácie Farmaceutickej fakulty a pre porovnanie je zobrazený na Obr. 17 Porovnanie zaznamenanej synergie silice C. flexuosus a klindamycínu proti baktérii S. aureus, vlastné spracovanie. Rozdiel medzi baktériami a kvasinkami je však výrazný nielen v zložení bunkovej steny a prítomnosti plazmidov, ale aj v spôsobe vzniku rezistencie. Mechanizmus účinku klindamycínu je interakcia s bakteriálnym ribozómom a porušenie proteosyntézy. Stále ostáva veľa typov kombinácií silíc a azolových antimykotík, ale aj antimykotík s iným mechanizmom účinku, ktoré ešte neboli preskúmané. Tak isto môže byť rozdiel v difúzii agarom, kdeže MALT sa môže chovať inak ako Mueller-Hinton agar u baktérií.
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[bookmark: _Toc68640985]Obr. 15 Príklad nepotvrdených farmakodynamických interakcií, vlastné spracovanie
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[bookmark: _Toc68640986]Obr. 16 Synergia silice S. aromaticum a klotrimazolu potvrdená diskovou difúznou metódou, vlastné spracovanie
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[bookmark: _Ref67830441][bookmark: _Toc68640987]Obr. 17 Porovnanie zaznamenanej synergie silice C. flexuosus a klindamycínu proti baktérii S. aureus, vlastné spracovanie
Porovnanie antimykotického účinku kvapalnej a plynnej fázy silíc
Výsledkom porovnávania antimykotického účinku kvapalnej a plynnej fázy silíc na bunkách kandida boli hodnoty priemeru inhibičnej zóny aj vizuálne porovnanie Petriho misiek. Koncentrácia silíc bola vybraná správne, keďže sme istý inhibičný efekt zaznamenali na každej doštičke bez ohľadu na druh kvasinky, druh skúmanej látky aj typ fázy.
Výsledky priemeru inhibičnej zóny boli spracované v grafe, kde si môžeme všimnúť rozdielnu citlivosť jednotlivých kvasiniek na silice. Najcitlivejšou kvasinkou na silicu C. flexuosus je C. albicans nasledovaná C. krusei a C. parapsilosis. V prípade eugenolu v danej koncentráciú je poradie citlivosti opačné a najcitlivejšou je C. parapsilosis nasledovaná C. krusei a C. albicans. V daných koncentráciách bola účinnejšia silica C. flexuosus, avšak jej koncentrácia bola oproti eugenolu dvojnásobná. 
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[bookmark: _Toc68640956]Graf 1 Porovnanie účinku kvapalnej a plynnej fázy eugenolu a silice C. flexuosus proti bunkám Candida, vlastné spracovanie

Predpoklad antimykotického účinku plynnej fázy silíc bol potvrdený. Silice ako prchavé látky účinkujú aj bez priameho kontaktu kvapaliny s daným tkanivom a mikroorganizmom, čo ukazuje sľubnú účinnosť pre lokálne použitie, ale aj inhaláciu pár. Eliminácia potreby priameho kontaktu uľahčuje potenciálnu aplikáciu. 
Môžeme si všimnúť trend, ktorý ukazuje vyššiu účinnosť plynnej fázy silice C. flexuosus v porovnaní s kvapalnou fázou, ako účinnosť plynnej fázy eugenolu. Rozdiel v účinky plynnej a kvapalnej fázy C. flexuosus na bunky C. albicans nebol zaznamenaný. Účinnosť plynnej fázy tejto silice voči C. parapsilosis je len mierne nižšia a účinnosť plynnej fázy na bunky C. krusei je dokonca vyššia. Vyššia účinnosť môže byť spôsobená odlišným zložením fáz a obsahom účinných zložiek, keďže silica sa skladá s veľkého množstva terpenoidov, ale aj derivátov fenyl-propánu, ktorých tekavosť je rozdielna, ale aj jednoduchšou penetráciou vzdialenejších častí Petriho misky vzduchom. Tento výsledok sa zhoduje s už uskutočnenou štúdiou silice C. citratus, ktorá však neobsahovala kvasinku C. krusei, u ktorej bol v našom experimente rozdiel v použití dvoch fáz najvyšší. [5] Navyše sme účinok plynnej fázy porovnali s účinnou látkou silice S. aromaticum. 
Nemožno povedať, že účinok všetkých silíc na bunky rodu Candida je väčší v plynnej fáze. Antimykotický účinok eugenolu, ako hlavnej účinnej látky silice S. aromaticum v plynnej fáze, je v porovnaní s kvapalnou fázou nižší u všetkých troch druhoch kvasiniek. 
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[bookmark: _Toc68640988]Obr. 18 Antimykotický účinok silice C. flexuosus voči bunkám Candida v kvapalnej a plynnej fáze, vlastné spracovanie
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Experimentálna časť
[bookmark: _Toc68640989]Obr. 19 Antimykotický účinok eugenolu voči bunkám Candida v kvapalnej a plynnej fáze, vlastné spracovanie
[bookmark: _Toc68641050]Záver
Teoretická časť diplomovej práce zhrňuje poznatky o patogénnych kvasinkách, súčasnej liečbe kvasinkových infekcií, ale aj o potrebe hľadania nových účinných látok a liečebných postupov pre čoraz častejší výskyt rezistentných druhov. Práca je zameraná na antimykotický potenciál silíc. Tento potenciál už bol preukázaný a jeho mechanizmy účinku sú v porovnaní so štandardnými syntetickými liečivami omnoho rôznorodejšie. Výhodou silíc je aj ich ďalšia biologická aktivita, ktorá môže byť pri liečbe infekcií prínosná.
Experimentálna časť je zameraná na hľadanie synergie a hodnotenie farmakodynamických interakcií predom vybraných silíc s antimykotickým účinkom: C. flexuosus (MIC C. FLEXUOSUS pre C. ALBICANS = 1 250 μg/ml; MIC C. FLEXUOSUS pre C. KRUSEI = 1 250 μg/ml; MIC C. FLEXUOSUS pre C. PARAPSILOSIS= 5 000 μg/ml), M. arvensis (MIC M. ARVENSIS pre ALBICANS = 10 000 μg/ml; MIC M. ARVENSIS pre C. KRUSEI = 10 000 μg/ml; MIC M. ARVENSIS pre C. PARAPSILOSIS= 5 000 μg/ml) a S. aromaticum (MIC S. AROMATICUM pre C. ALBICANS = 5 000 μg/ml; MIC S. AROMATICUM pre C. KRUSEI = 2 500 μg/ml; MIC S. AROMATICUM pre C. PARAPSILOSIS= 2 500 μg/ml) spolu s imidazolovým antimykotikom klotrimazolom (MIC KLOTRIMAZOL pre C. ALBICANS= 0,39 μg/ml; MIC KLOTRIMAZOL pre C. KRUSEI= 0,19 μg/ml; MIC KLOTRIMAZOL pre C. PARAPSILOSIS= 0,19 μg/ml) určeným pre lokálne použitie. Tieto kombinácie doteraz neboli skúmané. V odbornej literatúre však nájdeme štúdie, ktoré hovoria o synergii silíc C. citratus, S. aromaticum, ale aj iných silíc a zložiek silíc spolu s triazolovým antimykotikom flukonazolom, polyénom amfotericínom B a inými antimykotikami. 
Prítomnosť farmakodynamických interakcií bola zisťovaná v mikrotitračnej doštičke. Najväčší synergický potenciál sme zaznamenali u silice S. aromaticum, ktorá vykazovala synergiu s klotrimazolom proti všetkých troch druhoch kvasiniek. Po vypočítaní indexu FIC sme určili, že vo väčšine prípadov sa jedná o slabú synergiu. Kombinácia silice M. arvensis a klotrimazolu proti non-albicans druhom vykazovala negatívne interakcie, ktorú bolo pre použitie silice v praxi potrebné preveriť, je to v súlade s malým počtom vedeckých článkov so synergickým potenciálom tejto silice. Silica C. flexuosus, ktorá má zo všetkých použitých silíc najnižšiu hodnotu MIC pre kvasinky C. albicans a C. krusei, vykazovala sľubnú synergiu s klotrimazolom proti kvasinke C. krusei. Pri ostatných dvoch kvasinkách boli výsledky rozporuplné. Celkovo výsledky neboli jednoznačné a štatisticky významné a je potrebné ich ďalšie overenie. 
Farmakodynamické interakcie boli ďalej overované diskovou difúznou metódou. Negatívne interakcie sa nepotvrdili. Tak isto sa však nepotvrdila ani väčšina synergií. Odlišné výsledky v rámci oboch metód môžu byť spôsobené tým, že pri mikrodilúčnych metódach sú planktonické bunky v priamom kontakte s tekutým médiom, antimykotikom aj silicou. Tak isto je rozdiel vo východiskovej hustote kvasinkovej kultúry, korá je v jamke 5x105 CFU/ml, na rozdiel od kultivácie priamo na Petriho miske, kde je hustota kvasinkovej kultúry 0,5 McFarland, čo zodpovedá 1–2x108 CFU/ml. Ďalším dôvodom odlišných výsledkov môže byť obtiažna difúzia antimykotika a silice agarom v prípade diskovej difúznej metódy a nakoniec tiež odlišné hodnotenie synergie v rámci mikrodilúčnej a diskovej difúznej metódy. Stanovením frakčnej inhibičnej koncentrácie v prípade mikrodilúčnej metódy rozdeľujeme synergický efekt antimykotických látok na silne synergický a slabo synergický. Slabo synergický efekt však nemusí byť preukázaný diskovou difúznou metódou. Synergia sa preukázala pri kombinácií klotrimazolu a silice S. aromaticum proti C. albicans. Už malé koncentrácie klotrimazolu potencovali účinok silice. Aj napriek nepresvedčivým výsledkom synergie sme dokázali, že pri domácej liečbe nezávažných lokálnych kandidóz by mohlo byť prínosné použitie silíc, keďže neznižujú účinnosť liečby antimykotikami a okrem antifungálnej aktivity sú pri liečbe dokázané aj ich iné biologické aktivity.
Predpoklad antimykotického účinku plynnej fázy silíc bol potvrdený. Silice ako prchavé látky účinkujú aj bez priameho kontaktu kvapaliny s daným tkanivom a mikroorganizmom, čo ukazuje sľubnú účinnosť pre lokálne použitie bez potreby priameho kontaktu, ale aj inhaláciu pár. Bol zaznamenaný trend, ktorý ukazuje približne rovnakú, alebo mierne vyššiu účinnosť plynnej fázy silice C. flexuosus v porovnaní s kvapalnou fázou. Ide o potvrdenie predošlých štúdií. Plynná fáza môže obsahovať iný pomer jednotlivých zložiek silice. Nemožno však povedať, že účinok všetkých silíc na bunky rodu Candida je väčší v plynnej fáze. Antimykotický účinok eugenolu, ako hlavnej účinnej látky silice S. aromaticum v plynnej fáze, je v porovnaní s kvapalnou fázou nižší u všetkých troch druhoch kvasiniek. 
Ukázalo sa, že najmä silice C. flexuosus a S. aromaticum majú potenciál pri samostatnom použití, ale aj pri súčasnom použití s klotrimazolom pri liečbe infekcií spôsobenými kvasinkami rodu Candida. Bolo by vhodné ich podrobiť ďalšiemu in vitro testovaniu s kvasinkami rezistentnými na klotrimazol, ale najmä in vivo testom v reálnom prostredí tela. 
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[bookmark: _Toc68641008][bookmark: _Hlk66098939]Tab. 19 Tabuľky farmakodynamických interakcií klotrimazolu a silice S. aromaticum proti C. albicans s hodnotami absorbancie a koncentrácie, vlastné spracovanie
	Hodnoty absorbancie DOŠTIČKA 1: klotrimazol a silica S. aromaticum 
C. albicans CCM 8261
	S. 
AROMATICUM

	KLOTRIMAZOL/ S. AROMATICUM
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	0,105
	0,074
	0,079
	0,069
	0,142
	0,784
	1,01
	1,018
	0,984
	1,051
	1
	0,04

	
	B
	0,063
	0,063
	0,086
	0,126
	0,599
	1,223
	1,249
	1,274
	0,948
	1,014
	1,046
	[bookmark: _Hlk65952975]0,372

	
	C
	0,056
	0,078
	0,155
	1,352
	1,409
	0,979
	1,362
	1,336
	1,224
	1,051
	1,166
	0,772

	
	D
	0,132
	0,174
	0,128
	1,419
	1,324
	1,275
	1,008
	1,363
	0,961
	1,053
	1,116
	1,09

	
	E
	0,046
	0,424
	0,749
	0,875
	0,806
	0,873
	1,215
	1,017
	1,226
	1,138
	1,222
	1,134

	
	F
	0,04
	0,08
	0,63
	0,813
	0,693
	0,886
	1,135
	1,011
	1,218
	1,081
	1,273
	1,138

	
	G
	0,039
	0,038
	0,481
	0,844
	0,909
	0,963
	0,953
	0,999
	1,056
	1,321
	1,126
	1,125

	KLOTRIMAZOL
	H
	0,071
	0,041
	0,054
	0,072
	0,047
	0,155
	0,176
	1,077
	1,116
	1,083
	1,116
	1,105



	Hodnoty absorbancie DOŠTIČKA 2: klotrimazol a silica S. aromaticum 
C. albicans CCM 8261
	S. 
AROMATICUM

	KLOTRIMAZOL/ S. AROMATICUM
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	0,071
	0,07
	0,073
	0,079
	0,145
	0,169
	0,681
	1,068
	1,107
	0,942
	0,84
	0,045

	
	B
	0,062
	0,078
	0,095
	0,103
	0,179
	1,24
	1,159
	0,932
	0,902
	0,929
	0,856
	0,707

	
	C
	0,054
	0,065
	0,099
	0,412
	0,842
	1,391
	1,416
	1,56
	1,457
	1,342
	1,236
	0,974

	
	D
	0,058
	0,056
	0,151
	1,31
	1,378
	1,481
	1,527
	1,484
	1,5
	1,414
	1,113
	1,04

	
	E
	0,05
	0,572
	0,649
	0,836
	1,34
	1,318
	1,419
	1,376
	1,519
	1,389
	1,335
	1,065

	
	F
	0,039
	0,189
	0,811
	0,908
	1,336
	1,446
	1,405
	1,4
	1,468
	1,105
	1,308
	1,062

	
	G
	0,04
	0,039
	0,452
	0,687
	0,865
	0,928
	0,971
	0,972
	1,033
	1,069
	1,384
	1,343

	KLOTRIMAZOL
	H
	0,069
	0,07
	0,06
	0,076
	0,065
	0,203
	0,867
	1,022
	1,083
	0,104
	1,061
	1,149


	Hodnoty absorbancie DOŠTIČKA 3: klotrimazol a silica S. aromaticum 
C. albicans CCM 8261
	S. 
AROMATICUM

	KLOTRIMAZOL/ S. AROMATICUM
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	0,054
	0,053
	0,055
	0,066
	0,099
	0,204
	0,67
	1,251
	0,882
	0,997
	0,926
	0,035

	
	B
	0,042
	0,052
	0,074
	0,07
	0,202
	1,159
	1,153
	1,194
	0,955
	0,971
	0,922
	0,061

	
	C
	0,044
	0,058
	0,069
	0,312
	1,194
	1,301
	1,422
	1,418
	1,187
	1,34
	1,097
	0,838

	
	D
	0,132
	0,12
	0,152
	1,23
	1,418
	1,395
	1,41
	1,368
	1,13
	1,215
	1,136
	0,827

	
	E
	0,05
	0,586
	0,675
	1,271
	0,965
	1,129
	1,338
	1,296
	1,122
	1,355
	1,284
	0,975

	
	F
	0,036
	0,106
	0,661
	0,919
	0,782
	1,192
	1,113
	1,363
	1,215
	1,368
	1,182
	0,992

	
	G
	0,031
	0,03
	0,413
	0,844
	1,065
	1,375
	1,315
	1,388
	0,948
	1,418
	0,998
	1,169

	KLOTRIMAZOL
	H
	0,066
	0,058
	0,051
	0,043
	0,066
	0,253
	0,985
	0,076
	1,06
	1,11
	1,064
	1,233



	Priemerné hodnoty absorbancie: klotrimazol a silica S. aromaticum proti
C. albicans CCM 8261 s farebným vyhodnotením
	S. 
AROMATICUM

	KLOTRIMAZOL/ S. AROMATICUM
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	0,077
	0,066
	0,069
	0,071
	0,129
	0,386
	0,787
	1,112
	0,991
	0,997
	0,922
	0,04

	
	B
	0,056
	0,064
	0,085
	0,100
	0,327
	1,207
	1,187
	1,133
	0,935
	0,971
	0,941
	0,38

	
	C
	0,051
	0,067
	0,107
	0,692
	1,1483
	1,224
	1,4
	1,438
	1,289
	1,244
	1,166
	0,861

	
	D
	0,107
	0,117
	0,144
	1,32
	1,373
	1,384
	1,315
	1,405
	1,197
	1,227
	1,121
	0,986

	
	E
	0,049
	0,527
	0,691
	0,994
	1,037
	1,107
	1,324
	1,23
	1,289
	1,294
	1,280
	1,058

	
	F
	0,038
	0,125
	0,701
	0,88
	0,937
	1,175
	1,218
	1,258
	1,300
	1,185
	1,254
	1,064

	
	G
	0,037
	0,03
	0,448
	0,791
	0,946
	1,089
	1,08
	1,12
	1,012
	1,269
	1,169
	1,212

	KLOTRIMAZOL
	H
	0,069
	0,056
	0,055
	0,064
	0,059
	0,197
	0,662
	0,725
	1,086
	0,765
	1,08
	1,162








	Koncentrácie klotrimazolu a silice S. aromaticum pri skúmaní 
farmakodynamických interakcií proti C. albicans CCM 8261 [μg/ml]
	S. 
AROMATICUM

	KLOTRIMAZOL/ S. AROMATICUM
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	
	A
	6,2/
78,13
	3,1/ 39,07
	1,55/
19,53
	0,78/ 9,766
	0,39/ 4,883
	0,19/ 2,441
	0,1/ 1,221
	0,048/ 0,61
	0,024/ 0,305
	0,012/ 0,153
	0,006/ 0,076
	5000

	
	B
	3,1/ 156,25
	1,55/ 78,13
	0,78/
39,07
	0,39/ 19,53
	0,19/ 9,766
	0,1/ 4,883
	0,048/ 2,441
	0,024/ 1,221
	0,012/
0,61
	0,006/ 0,305
	0,003/ 0,153
	2500

	
	C
	1,55/ 312,5
	0,78/ 156,25
	0,39/
78,13
	0,19/ 39,07
	0,1/
19,53
	0,048/ 9,766
	0,024/ 4,883
	0,012/ 2,441
	0,006/ 1,221
	0,003/ 0,61
	0,0015/ 0,305
	1250

	
	D
	0,78/ 
625
	0,39/ 312,5
	0,19/
156,25
	0,1/
78,13
	0,048/ 39,07
	0,024/ 19,53
	0,012/ 9,766
	0,006/ 4,883
	0,003/ 2,441
	0,0015/ 1,221
	0,0008/ 0,61
	625

	
	E
	0,39/
1 250
	0,19/ 625
	0,1/
312,5
	0,048/ 156,25
	0,024/ 78,13
	0,012/ 39,07
	0,006/ 19,53
	0,003/ 9,766
	0,0015/ 4,883
	0,0008/ 2,441
	0,0004/ 1,221
	312,5

	
	F
	0,19/
2 500
	0,1/
1 250
	0,048/
625
	0,024/ 312,5
	0,012/ 156,25
	0,006/ 78,13
	0,003/ 39,07
	0,0015/ 19,53
	0,0008/ 9,766
	0,0004/ 4,883
	0,0002/ 2,441
	156,25

	
	G
	0,1/
5 000
	0,048/ 2500
	0,024/
1 250
	0,012/ 625
	0,006/ 312,5
	0,003/ 156,25
	0,0015/ 78,13
	0,0008/ 39,07
	0,0004/ 19,53
	0,0002/ 9,766
	0,0001/ 4,883
	78,13

	KLOTRIMAZOL
	H
	6,2
	3,1
	1,55
	0,78
	0,39
	0,19
	0,1
	0,048
	0,024
	0,012
	0,006
	K


[image: ]
Rad 1: kvapalná fáza	
63	16	37	20	37	36	Rad 2: plynná fáza	
63	14	45	12	35	29	Priemer inhibičnej zóny [mm] 



image1.emf

image10.emf

image2.emf

image3.png
Chitin PAAALALE
Vldkna
betaglukanu %&

Mannoprotein &'

Extracellularne ‘
enzymy

Disulfidické  -s-s—
mostiky

membrana





image4.png
Fimbrie Peroxizém

Ribozémy

Endoplazmatické\

retikulum Mitochondria

Golgiho Septinovy prstenec

telieska Mikrotubul

Bunkova .
unkova stena Plik

Vakuola =

Aktinové vIaknoz i RN Sekreéna vezikula
: Nucleolus Plazmatickd membréna

Nucleus

Neklearny por




image5.png
kvasinka pseudohyfa

@) G

hyfa

O—

[

indukovana endocytéza:
Als3, Ssal, kadheriny, aktin, klathrin

A
)

aktivna penetracia:
progresivne predlZovanie hyf, fyzikalna
sila, Saps, PL, Als3

L mbwen




image6.png
Candida albicans

Kvasinkova
- bunka

Hifa

/7 Pseudohyfa
Bunka vzniknutd
* putanim
Extracelulérmy
matrix
 Karbohydraty

4 proteiny

Candida albicans

Candida glabrata

¢¢=¢

Candida glabrata

Candida glabrata

Skora

ssss ,
féza

Candida tropicalis

IS
Candida parapsilosis

Candida tropicalis  Candida parapsilosis

Maturacia a
disperzia

Candida tropicalis  Candida parapsilosis




image7.png
Bunka kvasinky Bunkova stena a membrana

Proteiny

B-Glukan

= = =__  Chitin

Cytoplazmaticka
membréana

B-Glukan-syntaza

Skvalén . Ergosterol Polyény
Skvalénl O—{ aminy ) A oot raegsa, 28 7 eomerze

epoxidaza 4 «<O—(Azoly) 14-a-demetyisza [Echinokandiny)

Skvalén epoxid —————————— Lanosterol





image8.png
Cytozin-permeéza

M@M M
Jhgaat

SEC
1 Cytozin-deaminaza

SFU
lurk'réza
SFUMP,

Syntéza chybnej RNA SFAUMP

| |

Inhibicia protein syntézy Inhibicia DNA syntézy




image9.png
Azoly  agc-T
L d

Lanosterol °
o.-_| Ergatp | ErEP 1:-.6. Epp..u

o
°*" Ergosterol




image10.wmf
O

H

O

H

O

H

O

C

H

3

O

H

C

H

2

O

H

A

c

O

C

H

2

O

O

O

A

c

O

H

O

H

limonen

a

-pinen

b

-myrcen

b

-farnesen

g

 

-bisabolen

geraniol

nerol

borneol

kafr

menthol 

farnesol

linalyl-acetát

matricin

thymol



image11.wmf
C

H

2

O

H

C

H

O

M

e

O

O

M

e

O

O

H

M

e

O

O

H

M

e

O

O

O

M

e

O

M

e

O

M

e

O

O

M

e

alkohol kyseliny

hydroskořicové

skořicový aldehyd

anethol

anisketon

eugenol

isoeugenol

myristicin

b

-asaron



image12.jpeg




image13.png




image14.png
c SILICA
SAMOTNA

MIC

5000 _
lug/ml SILICA

| 2500

|
|

Hg/mi

S. AROMATICUM

SYNERGIA V JAMKE

L)
e L] L] ° ° L[] L] °
L] o L] L] L] o L] °
L[] ° L] L[] L] o L] [ ]
L] L] L[] L] L] L] L] (3
° ° ° ° ° ° ° °
N
° ° ° ° ° ° . 3,m
°2
L] ° o L] L] L] L] L]
L] L[] ° L] L] L] () Ld
. . 3 ~E
L0'6E ET'BL ST'OST ZTIE ST 0STT oSz | T~
/v'e  /ss't /st'c /etg'o /et‘o /ot'0 /so'0 4
€1'8L ST'OST S'ZTIE  ST9 0STT (00SZ 000S m
/Z's  /v'e  /ss't /st'c /etg'o /é1'0 /ot'0 S

>
z
e
o
=
<
)

1w /6r ¥OI1IS O /T0ZVIWINLOI 2
FIDNVUILNI INDIWVNAQONVIWAVA

4
°
R
3
z
o
£
5
S
S
o

KONTROLA

MIC
KLOTRIMAZOL




image15.png
ANTAGONIZMUS

SYNERGIA

INDIFERENCIA




image16.png
petriho miska pevné médium

inhibi¢na zéna

rast kvasiniek vie¢ko petriho misky
silica

inhibi¢na zéna  petriho miska s pevnym
médiom

rast kvasiniek

disk so silicou




image17.png
D Synergia Indiferencia (c oboch litok D MIC antimykotika

niz8ia ako MIC, narast kultdry)

|:| Negativna interakcia |:| Indiferencia (c jednej litiy |:| MIC silice

vyssia/rovna MIC, bez ndrastu)




image18.png
|:| Synergia |:| Indiferencia (c oboch latok |:| MIC antimykotika

niz8ia ako MIC, narast kultiry)

|:| Negativna interakcia |:| Indiferencia (c jednej litiy |:| MIC silice

vyssia/rovna MIC, bez ndrastu)




image19.png
priklad nepotvrdeného antagonizmu priklad nepotvrdej synergie

Candida krusei CCM 8271 Candida albicans CCM 8261

silica M. arvensis 156,25 pg/ml silica M. arvensis 5 000 pg/ml
klotrimazol 0,19 pg/ml klotrimazol 0,19 pg/ml




image20.png
L“‘m’u\ T i)

Candida albicans CCM 8261 Candida albicans CCM 8261 Candida albicans CCM 8261
silica S. aromaticum 2 500 pg/mi Klotrimazol 0,025 pg/ml Klotrimazol 0,1 pg/ml
priemer inhibicnej zony 14 mm priemer inhibiénej zény 6 mm priemer inhibiénej zony 9 mm

Synergia
Candida albicans CCM 8261
silica S. aromaticum 2 500 pg/ml
klotrimazol 0,025 pg/ml
priemer inhibi¢nej zény 21 mm

Synergia
Candida albicans CCM 8261
silica S. aromaticum 2 500 pg/ml
klotrimazol 0,1 pg/ml
priemer inhibi¢nej zony 24 mm





image21.png
MIC silica C. flexuosus= 2 500 pg/ml
MIC klindamycin= 0,125 pg/ml

SUECIE
Staphylococcus aureus CCM 6188
silica C. flexuosus 9,36 pg/ml
klindamycin 0,063 pg/ml

Synergia
Staphylococcus aureus CCM 6188
silica C. flexuosus 39,05 pg/ml
klindamycin 0,063 pg/mi




image22.png
condida albigqag

A €21
npmind
10 600 pylml

Candida albicans CCM 8261 Candida albicans CCM 8261

silica C. flexuosus 10 000 g/ml silica C. flexuosys 10 000 pg/mi
kvapalna faza plynna faza

priemer inhibicnej zény 63 mm priemer inhibicnej zony 63 mm

Candide kewsed

Candida krusei CCM 8271 Candida krusel CCM 8271

silica C. fiexuosus 10 000 pg/mi siica C. flexuosus 10 000 g/ml
kvapalna faza plynna faza

priemer inhibinej zony 37 mm priemer inhibicnej zony 45 mm

Candida parapsilosis CCM 8260 Candida parapsilosis CCM 8260
silica C. flexuosus 10 000 ug/mi silica C. flexuosus 10 000 ug/mi
kvapainé féza plynnd faza

priemer inhibicnej zény 37 mm priemer inhibiénej zény 30 mm




image23.png
et

Casdida albenac

Candidy, albicans

ghagy 4 €
OO esigonlEUa
Wuapaiat. Dy
5000 5l oo
Candida aibicans CCM 8261 Candida afbicans CCM 8261
eugenol 5 000 pg/mi ‘eugenol 5 000 pg/ml
kvapalna faza plynna faza
priemer inhibi¢nej zény 16 mm priemer inhibicnej zony 14 mm

o hat
L.l.‘:;.‘ :::A- Condida L,
T K B
eb u‘;mﬂ, vf'ﬁb'aeu levy

W 2
Soa M| % ol

Candida krusei CCM 8271 Candida krusei CCM 8271
‘eugenol 5 000 ig/mil eugenol 5 000 yig/mi
kvapalnd féza plynna faza
priemer inhibicnej zény 20 mm priemer inhibiéne] zény 12 mm

L

Condide silei;

3
Teesigau [EVN
Plynné

Gooo o

Candida parapsilosis CCM 8260 Candida parapsilosis CCM 8260
eugenol 5 000 pg/mi eugenol 5 000 ug/mi
kvapalnd féza plynna faza
priemer inhibicnej zény 36 mm priemer inhibiénej zény 29 mm




