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Synergicky ucinok azolovych antimykotik
(klotrimazol, flukonazol) a prirodnych latok

Synergistic effect of azole antimycotics
(clotrimazole and fluconazole) and natural substances
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Suhrn

Terapia mykotickych infekcii je vzhl'adom na narasta-
juci vyvoj rezistencie patogénov na antimykotikd sta-
le narocnejsia. Jej efektivitu je mozné zvysit vhodnou
kombinaciou konvenénych lie¢iv s latkami prirodného
charakteru. Testovanim citlivosti kvasiniek C. albicans
na klotrimazol samotny a v kombinacii s pripravkom na
baze tea tree oleja, resp. s polykompozitnym pripravkom
obsahujtiicim konopny olej a rézne silice, ako aj s pro-
polisovou tinkturou bola zistena 100% antimykoticka
aktivita, preto sa synergicky G¢inok nedal porovnat’. Per-
spektivnym sa vSak javi synergicky ucinok prirodnych
lieciv s flukonazolom. Antifungélna G¢innost’ flukonazolu
samotné¢ho dosahovala 80,95 %, av§ak po pridani prirod-
nych lieéiv sa zvysila 0 9,55-14,25 %.

Kracové slova: Candida albicans  flukonazol * klotri-
mazol ¢ prirodné lieciva ¢ synergizmus

Summary

Nowadays the treatment of fungal infections is difficult
due to increasing resistance of fungal pathogens to
antimycotics. The efficacy of antimycotics can be
increased by a proper combination of commercial drugs
and natural substances. The 100% antimycotic activity
was found using susceptibility testing of Candida
albicans yeasts on clotrimazole alone and in combination
with tea tree oil, or with a multicomponent preparation
containing cannabis oil and various essential oils and
in combination with propolis tincture. Combination of
natural substances with fluconazole seems to be also
prospective. Fluconazole alone achieved an antifungal
activity of 80.95% but natural active substances increased
its efficacy by 9.55-14.25%.

Key words: Candida albicans < fluconazole -
clotrimazole ¢ natural active substances * synergism

M. Kuruc * doc. MVDr. Eva Conkova, PhD. (B<)
Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie v Kosiciach
Ustav farmakologie

Komenského 73, 041 81 Kosice, Slovenska republika
e-mail: eva.conkova@uvlf.sk

Uvod

Candida albicans je v poslednych desatrociach najcas-
tejSie diagnostikovanym pdvodcom kandidovych infek-
cii?. Je oportunnym patogénom a k narastu virulencie
a invazii do tkaniva dochadza len za ur¢itych podmienok
(potlagenie prirodzenej mikroflory, lieCba imunosupresi-
vami, hormonalne zmeny)?.

Terapia kandiddz je v sucasnosti zabezpeCovana roznymi
antimykotikami, najmé zo skupiny polyénov a azolovych
zlt¢enin®. Na baze azolov st v lekarfiach dostupné de-
siatky lickov, pricom mnohé z nich obsahuju klotrima-
zol alebo flukonazol®> ©. Vzhl'adom na narastajuci vyvoj
rezistencie na antimykotika”® sa pozornost’ odbornikov
zameriava nielen na objavovanie novych lieciv, ale aj na
vyuzitie prirodnych latok s potencidlnym antimykotic-
kym tcinkom.

Viacer¢ $tidie poukazuji na cytotoxicky ucinok rastlin-
nych silic, ktoré ovplyvnenim priepustnosti bunkovej
membrany htb a interakciou so signalnymi proteinmi via-
zanymi na membranach sprostredkiivaju antifungalny uci-
nok?. Stale CastejSie sa objavuji vedecké prace zamerané
na $tidium kombindcie syntetickych a prirodnych latok,
pric¢om sa sleduje ich potencialny synergizmus'® '),
Predmetom tejto prace bolo porovnat’ a otestovat’ na izo-
latoch C. albicans antifungalnu aktivitu dvoch azolovych
antimykotik (klotrimazolu a flukonazolu) samostatne
a v kombinacii s komerénymi pripravkami prirodného
charakteru, ktoré si pacienti mézu vol'ne zakupit' v le-
karnach.

Pokusna ¢ast’

Material

Izolaty C. albicans (21 klinickych vzoriek, Univerzitna
nemocnica Louisa Pasteura v KoSiciach, Kosice); refe-
renény kmeii C. albicans CCM 8320 (Ceska sbirka mik-
roorganizmil, Brno, Ceska republika); komeréné priprav-
ky: TT — cisty prirodny 100% tea tree olej s primesou
limonénu, linalolu a geraniolu; KN — polykompozitny
pripravok na baze konopného oleja s obsahom arniky, cit-
ricidalu, geraniolu, extraktu z grapefruitovych semienok,
klincekovej a Salviovej silice; PR — propolisova tinkta-
ra; disky impregnované flukonazolom (FL), resp. klot-
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rimazolom (CL) 10 pg/disk (CondaPronadisaMicro&-
MolecularBiology, Spain); Sabouraud dextrézovy agar
s chloramfenikolom (SDA) a Saboraud dextrézovy bujon
(SDB) (HiMediaLaboratoriesPvt. Ltd., Mumbai, India).

Metodika

Na vyhodnotenie antifungalneho G¢inku vybranych anti-
mykotik (CL a FL) samostatne a v kombinacii s prirod-
nymi lie¢ivami, bola pouzita Standardna diskova difizna
metéda (DDM) M44-A2'2,

V pilotnom experimente bola pomocou $tandardnej mik-
rodiluénej metddy M27-A3 stanovend MIC (minimalna
inhibi¢na koncentracia) pripravkov TT, KN a PR'®. Hod-
noty ich MIC,  predstavovali zakladné koncentracie pri
testovani kombinovaného ucinku s CL, resp. FL.

Obe metodiky boli ¢iasto¢ne modifikované, ako zivné
médium bol pouzity Sabouraud dextrézovy agar, resp.
Sabouraud dextrozovy bujon.

Stanovenie MIC prirodnych lieciv

Na testovanie boli pouzité 96 jamkové sterilné mikro-
titracné platnicky. Do jamiek 2 az 11 bol v mnozstve
100 pl aplikovany komerény prirodny pripravok (TT,
resp. KN alebo PR), v koncentraciach od 1000 mg.ml™!
do 2 mg.ml!, pripravenych dvojkovym riedenim.
Nasledne bolo do jamiek pridané inokulum (100 pl),
s obsahom 1-5 x 103 CFU.ml™, nariedené v SDB. Do
jamky 12 (negativna kontrola) bol aplikovany SDB
v mnozstve 200 pl. Jamka 1 (pozitivna kontrola) obsa-
hovala 200 pl nariedeného inokula. Vysledné koncen-
tracie pripravkov po pridani 100 pl inokula predstavo-
vali 500; 250; 125; 62,5; 31,3; 16; 8; 4; 2 a 1 mg.ml™".
Platni¢ky boli inkubované pri teplote 37 °C a po 24
hodinach bola od¢itana hodnota MIC.

Stanovenie antifungdlnej ucinnosti testovanych

latok DDM

Povrch SDA v Petriho miskach (priemer 90 mm) bol ino-
kulovany suspenziou kvasiniek (1-5 x 10°CFU.ml "), kto-
ra bola pomocou sterilnych tampdnov nanesend v troch
roznych smeroch dvakrat s 15-minitovym odstupom.

V experimente ¢. 1 boli na povrch inokulovaného aga-
ru asepticky ulozené antimykotické disky impregnované
klotrimazolom, resp. flukonazolom.

V experimente ¢. 2 boli na zivni pddu umiestnené naj-
skor antimykotické disky (CL, resp. FL), na ktoré boli
nasledne aplikované nariedené komer¢né pripravky pri-
rodného charakteru: TT a KN v koncentracii 8 mg.ml"!
a PR v koncentracii 4 mg.ml', v mnozstve 15 pl/disk.
Koncentracie pripravkov obsahujuce silice boli pripra-
vené vo forme emulzii s arabskou gumou, ktora pred-
stavovala 50 % z objemu pripravku. Pre zabezpecenie
sterility boli pripravené koncentracie roztokov pred
aplikaciou do mikrotitraénej platnicky prefiltrované cez
sterilny 0,22 pm filter.

Petriho misky boli inkubované 24 hodin pri teplote 37 °C.
Uginnost’ testovanych latok bola vyhodnotena na zaklade
vel’kosti inhibi¢nej zony.

Experimenty boli zopakované dvakrat.

Interpretacia vysledkov

MIC testovanej antifungalnej latky bola hodnotena na
zaklade pritomnosti, resp. absencie zakalu v jamke s ino-
kulom a bola porovnavana s pozitivnou a negativnou
kontrolou. Hodnota MIC bola od¢itana v jamke, v ktorej
bolo zivné médium cire.

Pre vyhodnotenie citlivosti izolatov C. albicans na
klotrimazol a flukonazol, testovanych DDM samostat-
ne a v kombinacii s prirodnymi lie¢ivami, boli ako in-
terpretacné kritéria pouzité udaje publikované Dotom'¥
a Elfekym'®, na zaklade ktorych boli kvasinky klasifiko-
vané ako citlivé (S), citlivé v zavislosti na davke (S-DD)
alebo rezistentné (R). Uvedeni autori pouzili nasledovné
kritéria pre CL: S=>20 mm, S-DD =19-12 mm aR =
<llmmapreFL: S=>19mm, S-DD=18-15mmaR=
< 14 mm. Synergizmus testovanych latok bol hodnoteny
na zéklade percentualneho rozdielu citlivosti kvasiniek
na antimykotikum samotné a v kombinéacii s prirodnym
lie¢ivom: [(S, + S-DD ) — (S, +S-DD,)].

Statistické vyhodnotenie

Popisna statistika bola vykonana pomocou programu Ex-
cel Microsoft Office 2007, priCom sme sa zamerali na
nasledujlce parametre: aritmeticky priemer (x), smero-
dajnt odchylku (SD), modus (Mo) a median (Me). Pre
posudenie signifikantnosti udajov bol pouzity parovy
t-test v programe GraphPadPrism.

Vysledky a diskusia

Hodnoty MIC testovanych komerénych pripravkov pri-
rodného charakteru dokumentuje tabulka 1. Rozpitie
MIC pri jednotlivych pripravkoch je takmer zhodné
(1-16 mg.ml!, resp. 2—16 mg.ml™"). Najnizsia priemerna
hodnota MIC bola zistena pri PR (6,95 mg.ml™), ¢o ko-
reSponduje aj s niz§im udajom MIC,; (4 mg.ml™"). Kon-
centracie uvedené ako MIC, boli pouzité€ pre testovanie
synergického UcCinku konvencénych antimykotik (CL
a FL) a pripravkov na prirodnej baze.

Tabul'ka 2 uvadza tdaje vyhodnotenia citlivosti kvasi-
niek testovanych DDM. Pri porovnani priemernych hod-
ndt vel'kosti zon vytvorenych pri klotrimazole samotnom
a v kombinacii s prirodnymi lieCivami bol zaznamenany
mierny pokles. Signifikantny rozdiel (p < 0,05) bol ale
zisteny iba v kombindcii s pripravkom na baze propolisu.
Na zaklade interpretaénych kritérii vSak aj v tomto pri-
pade vsetky testované izolaty kandid vykazovali 100%
citlivost.

Podla literarnych udajov vznik rezistencie kandid na
klotrimazol sa spaja najma s jeho nekontrolovanym pou-
zivanim, hlavne v krajinach tretieho sveta, v ktorych bola
rezistencia zaznamenana az u tretiny izolatov'®,

Na flukonazol vykazovalo rezistenciu 19,05 % testova-
nych izolatov C. albicans. Jej pokles bol pozorovany
pri pouziti kombinovanych pripravkov (tab. 2). Vyvoj
rezistencie na flukonazol je zistovany predovsetkym
v nemocniénych zariadeniach, v ktorych je liecba fluko-
nazolom indikovana pomerne ¢asto®. Vznik rezistencie
pri C. albicans na flukonazol in vivo ma zrejme multi-
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Tab. 1. MIC (mg.ml™') komercnych pripravkov s obsahom privodnych latok

Pripravok Min-Max X SD Me Mo MIC,, MIC,,
TT 2-16 9,61 4,96 8 8 16
KN 1-16 7,27 6,6 4 1 8 16
PR 2-16 6,95 5,05 8 4 16

TT - teatree olej, KN — polykompozitny pripravok konopného oleja a silic, PR — propolisova tinktira, Min—-Max —
rozpétie najniz$ej a najvyssej hodnoty, x — priemernd hodnota, SD — smerodajné odchylka, Me — medidn, Mo — modus

Tab. 2. Citlivost C. albicans na kombindciu syntetickych lieciv a komercnych pripravkov prirodného charakteru

Klotrimazol Flukonazol

Zony (mm) 0 TT KN PR 0 TT KN PR

8 mg.ml"' | 8 mg.ml! 4 mg.ml"! 8 mg.ml”' | 8 mg.ml’ 4 mg.ml”!
min.—max. 24-37 24-37 25-35 24-37 10-22 14-25 11-26 12-23
priemer 31,14 30,76 29,76 29,05* 16,24 19,19%* 18,38% 17,52
SD 2,94 2,97 2,55 2,87 2,59 3,08 3,28 2,71
Me 32 31 30 30 16 19 19 17
Mo 16 28 30 30 15 16 19 16
Citlivost’ (n/%)
S 21/100 21/100 21/100 21/100 4/19,05 12/57,1 11/52,4 7/33,3
S-DD 0/0 0/0 0/0 0/0 13/61,9 8/38,1 8/38,1 12/57,2
R 0/0 0/0 0/0 0/0 4/19,05 1/4,8 2/9,5 2/9,5

*p <0,05; ** p < 0,001

TT — tea tree olej, KN — polykompozitny pripravok konopného oleja a silic, PR — propolisova tinktura, min.—max. — rozpétie najniz-
Sej a najvyssej nameranej hodnoty, SD — smerodajna odchylka, Me — median, Mo — modus, n — pocet citlivych kmenov

faktoridlny povod. Pocas dlhodobej liecby pacientov sa
u pozorovanych subpopulacii kandid postupne uplatiiuju
rézne mechanizmy rezistencie, pricom za najddlezitejsi
faktor sa povazuje tvorba biofilmu'”'®).

Vyssia antifungalna aktivita flukonazolu bola zazna-
menand v kombindcii s TT (95,2 %), ako aj s priprav-
kom KN (90,5 %). Tieto udaje koreSponduju aj so
signifikantne vys$$imi priemernymi velkostami zon
inhibicie pri FL+TT (19,19 mm; p < 0,001) a FL+KN
(18,38 mm; p < 0,05), v porovnani so samotnym flu-
konazolom (16,24 mm). Narast priemernej velkosti
inhibi¢nej zény v kombinacii FL+PR nebol §tatisticky
vyznamny. Tato kombinacia dosahovala 90,5% tu&in-
nost’, kym pri samotnom flukonazole ¢inila 80,95 %.
Tea tree olej, ktory sa ziskava z rastliny Melaleuca al-
ternifolia (Myrtaceae), je znamy svojimi antimikrobidal-
nymi, antivirusovymi, fungicidnymi a antiinflamac¢nymi
udinkami'?. Popisovana je jeho u¢innost’ aj na flukona-
zol-rezistentné kmene C. albicans®®. Rovnako vysledky
nasej Stadie poukazujii na vhodnu kombinaciu flukona-
zolu a pripravku s obsahom tea tree oleja, ktory prispieva
réznou mierou k naruseniu integrity bunkovej membrany
hub?Y. Najviacsi podiel na jeho antimykotickom Géinku
maju zrejme terpinén-4-ol a a-terpineol*> .
Predpokladame, ze za antimykoticku aktivitu v nami tes-
tovanom polykompozitnom pripravku KN st zodpoved-
né Salviova a klincekova silica ako aj primes geraniolu,
u ktorych bol potvrdeny antifungalny efekt?*29. Antimik-

robidlne a antifungalne t¢inky klincekovej silice su pri-
pisované obsahu eugenolu a karyofylénu®”.

Propolis ma ako vceli produkt variabilné zlozenie, naj-
vicsia Cast’ u€innych latok pozostava z flavonoidov (fla-
vanony, flavony, flavonoly a dihydroflavonoly) a fenolic-
kych kyselin®®. Za naru$enie bunkovej membrany kvasi-
niek a nésledné zvySenie ucinnosti liecby flukonazolom
su v pripade propolisu pravdepodobne zodpovedné jeho
fenolické zlozky®.

Zaver

Na zéklade dosiahnutych vysledkov mézeme skonstato-
vat’, ze prirodné latky maju potencial pre ich vyuzitie pri
liecbe kvasinkovych infekcii. Potvrdili sme synergicky
ucinok flukonazolu v kombinécii s komerénymi priprav-
kami s obsahom prirodnych latok. Pri kombinacii s klot-
rimazolom sa vSak antifungéalny efekt nemenil, citlivost’
kvasiniek bola pri vSetkych testovaniach 100 %. Predpo-
kladame, Ze vhodna kombinacia prirodnych latok s kon-
venénymi antimykotikami moze prispiet nielen k znizo-
vaniu davok potrebnych k liecbe mykotickych infekeit,
ale aj zvratit’ vznik rezistencie kvasiniek.

Praca bola podporovana Agentiirou na podporu vyskumu a vyvoja na
zaklade Zmluvy ¢. APVV-15-0377

Stret zaujmov: ziadny.
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