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1 Abstrakt

Mgr. Anita Székelyova

Vyhodnoceni aktivity potencialné antimikrobnich latek pomoci mikrodilu¢ni bujonové
metody

Rigor6zni prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Cilem této prace bylo stanoveni antimikrobidlni aktivity souboru 63 latek
pfipravenych na Katedife anorganické a organické chemie a Katedfe farmaceutické
chemie a kontroly 1é¢iv Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy.

Latky byly testovany mikrodilu¢ni bujonovou metodou na 8 kmenech bakterii a
soucasné na 8 kmenech patogennich hub. Testované kmeny zahrnovaly Gram-pozitivni
1 Gram-negativni bakterie v€etné rezistentnich piivodcii nozokomidlnich infekci a také
kvasinky 1 vldknité houby. Podle spolecnych strukturalnich znaka byly testované latky
rozdéleny do 7 skupin.

NejvySsi antibakteridlni ucinnost prokazaly derivaty 2-(5-karboxypentyl)
isochinolinium-bromidu a 1-(5-karboxypentyl)pyridinium-bromidu, a to zejména na
Gram-pozitivni bakterie. M¢ly také stfedné silny UcCinek na kvasinky. Nejvyssi
antimykotickou aktivitu projevily derivaty 2-hydroxythiobenzamidu wvici Absidia
corymbifera a latka WK-4 ze skupiny derivat 2-[2-fenylvinyl]chinolinu, kterd doséhla
nizkych hodnot MIC téméf u vSech testovanych kmeni, zejména u kvasinek. Jeji
antistafylokokova tc¢innost byla takeé silna.

Pro ziskani jednoznacnych vysledkii je potfeba dalSich testi na SirSim spektru

ptibuznych latek.



2 Abstract

Mgr. Anita Székelyova

Evaluation of the activity of potentional antimicrobial substances through the use of
microdilution broth method

Rigorous thesis

Charles university in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

The aim of this thesis was to assess the antimicrobial activity of 63 substances
prepared at the Department of Organic and Inorganic Chemistry and the Department of
Pharmaceutical Chemistry and Drug Control, Pharmaceutical Faculty of the Charles
University in Hradec Kralove.

The substances were tested through the microdilution broth method at eight strains
of bacteria and pathogenic fungi at the same time. The tested strains consisted of Gram-
positive and Gram-negative bacteria including highly resistant nosocomial pathogens,
as well as yeasts and filamentous fungi. The tested substances were divided into seven
groups according to their structural characteristics.

The highest antibacterial activity was shown by the derivatives of 2-(5-
carboxypentyl)isoquinolinium-bromide and 1-(5-carboxypenthyl)pyridinium-bromide,
especially against Gram-positive bacteria. They also had intermediate acitivity against
yeasts. The highest antimycotic activity was observed with the derivatives of 2-
hydroxythiobenzamide against Absidia corymbifera and with the substance WK-4 from
the group of derivatives of 2-[2-phenylvinyl]quinoline, which showed very low MIC
values at almost all tested strains.

More tests need to be carried out on a wider spectrum of related substances to

acquire more definite results.



3 Seznam zkratek

5-FC
ATB
AMB
AC

AF
CA-MRSA
CA
CFU
CG
CK
CLSI
CNS
Co-NS
CT
CTX-M
DNA
DMSO
EAEC
EC

EF
EHEC
EIEC
EPEC
ESBLs
EUCAST
ETEC
G+

G-
GIT
GXM
hVISA

5-fluorocytosin

antibiotikum

amfotericin B

Absidia corymbifera
Aspergillus fumigatus
Community-acquired MRSA
Candida albicans

colony forming unit

Candida glabrata

Candida krusei

Clinical and Laboratory Standards Institute
centrdlni nervova soustava
Coagulase-negative staphylococci
Candida tropicalis
cefotaximaza
deoxyribonukleova kyselina
dimethylsulfoxid
enteroagregativni E. coli
Escherichia coli
Enterococcus sp.
enterohemoragicka E. coli
enteroinvazivni E. coli
enteropatogenni E. coli

extended spectrum B-lactamases

European Commitee for Antimicrobial Susceptibility Testing

enterotoxicka E. coli
Gram-pozitivni
Gram-negativni
gastrointestinalni trakt
glukuronoxylomannan

heterogenni VISA
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HUS

KP-E
KPCs
MIC
MEC
MH-bujon
MRSA
MOPS
NCCLS
PA
PBP
RNA
rRNA
SA
SCC
SE
SSSS
TA
™
UPEC
VISA
VRE
VRSA

hemolyticko-uremicky syndrom

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae ESBL pozitivni
Klebsiella pneumoniae carbapenemases
minimdalni inhibi¢ni koncentrace

minimalni efektivni koncentrace
Mueller-Hintondv bujon
methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina

National Commitee for Clinical Laboratory Standards Institute

Pseudomonas aeruginosa
penicilin-binding protein
ribonukleova kyselina

ribozomalni RNA

Staphylococcus aureus
staphylococcal chromosomal casette
Staphylococcus epidermidis
staphylococcal scalded skin syndrome
Trichosporon asahii

Trichophyton mentagrophytes
uropatogenni E. coli

Vancomycin intermediate-resistant Staphylococcus aureus
Vancomycin-resistant Enterococcus

Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus
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4 Zadani - cil prace

Reserse literatury

e Zvladnuti zakladnich technik v mikrobiologické laboratofi

e Vypracovani postupu vyhodnoceni antimikrobialni aktivity in vitro pomoci

mikrodilu¢ni bujonové metody

e Vlastni experimenty

e Zpracovani vysledki

e Vyhodnoceni vysledkt, jejich interpretace a diskuze s vyuzitim teoretickych a

praktickych znalosti dané problematiky
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5 Uvod

Antimikrobialni rezistence je zdvaznym celosvétovym problémem poslednich
desetileti, ktery stdle nabyva na diilezitosti. Diivodem je neustdle se zvySujici spotieba
antimikrobnich latek jak v humdanni a veterindarni medicing, tak v zeméd¢lstvi.
Dtlezitym faktorem je naduzivani a neraciondlni preskripce antibiotik, Casté
poddavkovani a také non-compliance pacientd (piredéasné ukonceni 1éCby,
nedodrzovani davkovaciho intervalu, apod.)

Antimikrobialni rezistence je dle Svétové zdravotnické organizace globalnim
problémem, protoze nartist mezinarodniho obchodu a cestovani zvysuje riziko prenosu
rezistentnich kmend do téméf vSech krajin zemé. Infekce zplisobené rezistentnimi
mikroorganizmy nereaguji na béZznou lécbu, maji vyrazné delSi pribéh a zvySenou
umrtnost. Pacienti jsou také mnohem déle nositeli infekce, ¢imz ptispivaji k rozsiteni
rezistentnich mikrobii. To vSe ma zavazné socialni a ekonomické dusledky, jako je napf.
zvySeni nakladi na 1éC¢bu, prodlouzeni doby hospitalizace, prodlouzeni
praceneschopnosti, atd. Zaroven hrozi, ze mnoho infekénich nemoci se stane
nekontrolovatelnymi a vysledky pocetnych vydobytkii moderni mediciny, jako napf.
transplantace organt, léCba onkologickych onemocnéni atd., budou ohroZeny
nozokomidlnimi infekcemi, a tudiz ohrozi pfinos novodobé mediciny viici spole¢nosti.
Nejveétsi dopad maji stale Castéjsi pripady multirezistentnich pivodcii tuberkuldzy a
malarie, ale také nozokomialni infekce hospitalizovanych pacienti kmeny MRSA
(methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus) a vankomycin-rezistentnimi enterokoky.
Rezistence se také zvySuje v fadach infekci, zpiisobenych bakteriemi rodu Shigella a
Neisseria gonorrhoeae. Vyznamny nariist dostupnosti antiretroviralni terapie HIV
infekci v poslednich letech také vedl k znepokojujicimu vzestupu rezistence viici
inhibitoriim reverzni transkriptdzy a inhibitorim protedzy (www.who.int). Pacienti
trpici AIDS, spole¢né s dalSimi imunokompromitovanymi pacienty, jsou navic ohrozeni
oportunnimi fungalnimi infekcemi, v jejichz fadach vzrlstajici rezistence vici
antimykotikiim také vyrazn¢ snizuje tispé$nost 1€cby.

Z vyse uvedeného vyplyva nezbytnost neustdlého zkoumani novych,
antimikrobné piisobicich latek, které by mohly snizit hrozivy dopad antimikrobidlni

rezistence na spolecnost.
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6 Teoreticka cast

6.1 Popis testovanych bakterialnich kmenu

6.1.1 Staphylococcus aureus

Stafylokoky jsou Gram-pozitivni, nepohyblivé sférické koky o priméru ptiblizné
1 um. V kulturdch z kultivaénich ptd tvofi vétSinou hrozny, v klinickém materidlu se
vyskytuji pfedevSim jednotlivé, ve dvojicich a v nepravidelnych shlucich.
Staphylococcus aureus patti mezi koagulaza-pozitivni stafylokoky. Koaguldzovy test se
vyuziva k rozliSeni S. aureus od vétSiny stafylokoki, které jsou koaguldza-negativni.
Test se provadi s krali¢i plazmou, ktera se inokuluje stafylokovou kolonii. Pii pozitivité
se ve vzorku po ptl hodinové inkubaci pti 37°C vytvoii koagulum, jelikoz koagulaza
vede ke konverzi fibrinogenu na fibrin. Jedna se o biochemicky velmi aktivni druh,
ktery je dobfe adaptovany na kolonizaci kize a sliznic. Produkuje rtizné exotoxiny,
enzymy naruSujici tkan¢ a usnadnujici Sifeni infekce do okoli (napt. lipdzu a
hyaluroniddzu) a protein A, ktery se vaze na Fc fragment IgG a z€asti téz IgM a IgA,
kompetuje o Fc oblast imunoglobinové molekuly s Fc receptory na povrchu fagocytt a
tudiz inhibuje indukci fagocytdézy a indukci kaskady komplementu. Tento druh také
produkuje TSST-1, superantigen, ktery interakci s vazebnymi molekulami makrofagh a
lymfocyti vede k nadprodukci cytokinl, tyto pak mohou vyvolat tzv. syndrom
toxického Soku. TSST-1 pisobi proliferacné na T-lymfocyty, je pyrogenni a poSkozuje
endotelidlni buiiky. Dal$im produktem jsou exfoliatiny, které vedou ke tvorbé
intradermdlnich trhlin vypliiovanych tkanovou tekutinou, postupné se ménici v puchyie
a soucasn¢ k exfoliaci povrchovych vrstev pokozky (tzv. SSSS, Staphylococcal scalded
skin syndrome, Syndrom opafené kiize, vyskytujici se pfedev§im u novorozencl a
kojencli) (Bednat 1996). Enterotoxiny produkované S. aureus se vyskytuji v péti
antigennich typech A, B, C, D, E a zplsobuji alimentarni otravy. Enterotoxiny C a D
kontaminuji vétSinou mlééné produkty, enterotoxin B zpisobuje stafylokokovou
pseudomembranodzni kolitidu. Tyto toxiny jsou termostabilni, odolavaji varu az 30 min
a jsou rezistentni vii¢i proteolytickym enzymim Zaludku a jejuna, tudiZ se nedaji znicit
tepelnou Upravou potravin ani ochrannymi mechanismy travici soustavy. Plsobi jako

superantigeny (tzn. antigeny, které nevyzaduji pro svou interakci s imunitnim systémem
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zpracovani antigen-prezentujicimi buiikami) indukujici nespecifickou aktivaci T-bunék
a masivni uvolnéni cytokind. Charakteristickymi histologickymi zménami v Zaludku a
v jejunu jsou infiltrace epitelia a lamina propria neutrofily a ztrata kartdcového lemu
jejuna. Otrava stafylokovymi enterotoxiny je charakteristickd také emezi, kterd je
pravdépodobné¢ zpiisobovand uvolnénim zanétlivych medidtorii ze zirnych bunék
(Murray, Rosenthal et al. 2009).

S. aureus je nejCastéjsim ptivodcem koznich onemocnéni, jako je furunkl, karbunkl,
impetigo, pfipadné mastitida nebo infekce ran. Lidsky organismus je vici stafylokové
infekci zna¢n€ odolny, k propuknuti zavazngjsi infekce (pneumonie, osteomyelitidy,
endokarditidy, meningitidy, hlubokych abscesi, atd.) dochdzi vétSinou u
imunokompromitovanych pacientt. Invazivitu S. aureus znaéné podporuji jim tvorené
enzymy a toxiny, ve vétSin€ piipadil se tvofi abscesova loZiska. Stafylokové infekce
Zasto recidivuji nebo piechazi do chronicity. Casté je také zaneseni infekce krevnim
feCiStém do jinych mist v organizmu a vzniku sekundarni infekce, kterd mize byt
mnohokrat zdvaznéjsi nez infekce primarni.

VétSina kment je v soucasné dobé¢ rezistentni k penicilinovym antibiotikim. Za tuto
rezistenci odpovidaji plazmidy kodujici genetickou informaci pro tvorbu beta-
laktamazy (penicilindzy) Stépici kruh beta-laktamovych antibiotik. Proto se k terapii
pouzivaji semi-syntetické penicilindza-rezistentni peniciliny (oxacilin, methicilin,
kloxacilin), preparaty kombinované s inhibitorem beta-laktamazy kyselinou

klavuldnovou nebo sulbaktamem a cefalosporiny 1. generace (cefalotin) (Bednai 1996).

6.1.2 Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA)

Necely rok po zavedeni methicilinu do klinické praxe se na pocatku Sedesatych let
minulého stoleti objevily kmeny S. aureus rezistentni k tomuto antibiotiku. Béhem
nasledujicich dvou desetileti se stal hlavnim celosvétovym nozokomidlnim patogenem
s vyraznym ekonomickym dopadem na systém zdravotnictvi. V 80tych letech se
objevily prvni pfipady vefejné MRSA-infekce mimo nemocnice, jednalo se vSak o
osoby zavislé na nitroziln€ aplikovanych drogéch anebo chronicky nemocné v castém
kontaktu se zdravotniky. V poslednim desetileti se ve zvySené mife zaCaly objevovat

piipady MRSA infekce i v fadach zdravych lidi bez rizikovych faktord. Jedna se
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vétSinou o kozni infekce u déti, zpisobené kmeny MRSA odliSnymi od kmeni

zpuisobujicich infekce nozokomialni (Maltezou and Giamarellou 2006).

Obrazek 1: MRSA zachyceny skenovacim elektronovym mikroskopem

Prevzato z: http://en.wikipedia.org/wiki/File: MRSA7820.jpg

Rezistence k methicilinu je uréena genem kodujicim aberantni penicilin-binding
protein PBP2a, ktery vykazuje az tisickrat niz§i afinitu k penicilinlim a syntéza bunécné
stény zlstava tudiZ neovlivnéna. NejvEétsi hrozbou nemocni¢nich kmeni MRSA je
jejich multirezistence. Ke gentamicinu jsou rezistentni téméi vSechny kmeny MRSA, ke
gentamicinu, erytromycinu a klindamycinu sou€asné je rezistentnich vice nez 96%
kment, ke gentamicinu, erytromycinu, klindamycinu, kotrimoxazolu, ciprofloxacinu,
tetracyklinu a amikacinu soucasné vice nez
80 % kmenli. VSechny kmeny MRSA si ale dlouho uchovévaly citlivost ke
glykopeptidovému antibiotiku vankomycinu. V posledni dobé se bohuzel rozsituji
kmeny se snizenou citlivosti, tzv. VISA (Vancomycin intermediate-resistant S. aureus)
a objevily se 1 vysoce rezistentni kmeny VRSA (Vancomycin-resistant S. aureus).
V takovych ptipadech dochédzi k absolutnimu selhani antibiotické terapie (Schindler

2010).
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Jako VISA jsou vsouCasné dob& definovany izolaty s minimdlni inhibicni
koncentraci (MIC) vankomycinu 4 az 8 pg/ml. Upln4 rezistence je definovana MIC > 16
pg/ml (Howden, Davies et al. 2010). Prvni takovy klinicky izolat VRSA byl ohlaSeny
v Michiganu vroce 2002. Heterogenni VISA (hVISA) se zdd byt stadiem
pfedchazejicim vyvoji VISA. Jsou to kmeny S. aureus obsahujici subpopulace
dcefinnych bunék se snizenou citlivosti k vankomycinu. Ten vyviji selektivni tlak
preferujici vyvin hVISA kloni a pii pribézné expozici mize dojit az k vyvinu
uniformnich VISA klont. Kmeny VISA vykazuji také snizenou citlivost vuci
teikoplaninu (Liu and Chambers 2003).

Izolaty VISA a hVISA jsou charakteristické tlustéj$i bunécnou sténou, zvySenou
syntézou buné¢né stény, redukovanou autolyzou a zménami v teichoovych kyselinach
stény. Bunécna sténa zménéna takovym zplisobem pak brani difuzi vankomycinu na své
aktivni misto v cytoplasmatické membrané¢ (Howden, Davies et al. 2010). U VRSA je
rezistence zprosttedkovand genem vanAd ziskanym 7z vankomycin-rezistentnich
enterokokit (VRE), ktery vede ke zménam v syntéze prekurzori peptidoglykant,
piicemz je nutnd predchozi infekce VRE. Jako alternativu vankomycinu lze pouzit
linezolid a daptomycin. Linezolid je oxazolidinové antibiotikum, které inhibuje
proteosyntézu bakterie vazbou na 50S podjednotku bakteridlniho ribozému diky
interakci s 23S rRNA. Izolaty S. aureus vykazujici rezistenci k linezolidu byly
selektované in vitro, ale jsou stale velice vzacné v klinickych podminkach. Tato
rezistence je Casto spojovand s mutacemi v 23S rRNA, nebo se ziskanym genem
kodujicim 23S rRNA methyltransferazu. Daptomycin je lipopeptidové antibiotikum,
které naruSuje propustnost a membranovy potencidl bakterialni membrany, coz vede
k bunécné smrti bakteridlni bunky. OvSem i1 u daptomycinu jsou popsané piipady
snizené¢ citlivosti, zplUsobené pravdépodobné hlavné subterapeutickymi davkami
antibiotika dosazenymi v misté infekce. Mechanismus sniZeni citlivosti je spojovan se
zménami ve struktuie a funkci bunéné membrany a se zménami v povrchovém ndboji
(Nannini, Murray et al. 2010).

V soucasné dobé je také zdvaznym problémem S$ifeni komunitnich kmenit MRSA
(Community-acquired MRSA, CA-MRSA). Zptisobuji infekce kiize a podkoZzi, hlavné
abscesy, ale i primarni sepse a nekrotizujici pneumonie. Od nemocni¢nich kmeni
MRSA se lisi: a) odliSnym umisténim genu mecA, b) produkci Panton-Valentine
leukocidinu a vysokou virulenci, c) snizenou multirezistenci - jsou citlivé ke

kotrimoxazolu a tetracyklinu. Rizikové skupiny jsou déti do 2 let, socidln€¢ slabsi
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skupiny, sportovei (z divodu cCastého poruseni integrity kize), vojaci, véznové,

homosexualové, narkomani (Schindler 2010).

6.1.3 Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis patfi mezi koagulaza-negativni stafylokoky a u clovéka je béznym
obyvatelem klize obliceje a téla, a také sliznice nosohltanu. V posledni dobé se ukazal
byt neuvétitelné vSestrannym mikroorganizmem balancujicim na pomezi komenzalizmu
a patogenicity. Na rozdil od S. aureus, S. epidermidis neprodukuje mnoho agresivnich
virulentnich faktord, tudiz infekce zptsobené u zdravych jedinct jsou vétSinou mirné,
nebo maji chronicky prabéh. AvSak u imunokompromitovanych pacientl mizZe
zpusobovat az Zivot ohroZujici infekce, mimo jiné sepse a meningitidy (Schoenfelder,
Lange et al. 2010).

Vzestup infekci zplisobenych timto druhem je mozné ptipsat na vrub CastéjSimu
pouziti invazivnich vySetieni, dlouho trvajicich a slozitych chirurgickych zékroki a
castému pouziti léCebnych metod spojenych s imunosupresi. Dtlezitym predisponujicim
faktorem pro vznik infekce je ptitomnost ciziho télesa, jelikoz S. epidermidis velmi
dobfe adheruje k polymerim katétrii, cévnich nahrad, umélych chlopni a kloubt,
atrioventrikularnich spoj, atd. Na povrchu bunék vytvaii polysacharidovou slizovou
vrstvu, kterd zabrafuje priniku antibiotik a protilatek a zaroven zlepsuje adherenci,
bunky tudiz tvofi na povrsich tzv. biofilm (Bednar 1996).

Rezistence vici methicilinu je u S. aureus 1 u koaguldza negativnich stafylokokt
(Coagulase-negative staphylococci, Co-NS) zprostiedkovana komplexem genti mecA,
ktery je umistény na specidlnim genovém vektoru nazyvaném SCC (staphylococcal
chromosomal casette). SCCmec pienaSi mobilni geny, které se mohou integrovat do
chromozému stafylokokl. Vyskyt rezistence vi¢i methicilinu je mezi Co-NS a
nozokomidlnimi kmeny S. epidermidis mnohondsobné¢ vys$si, neZ u SA. Posledni
poznatky naznacuji, Ze je mozny horizontalni pfenos genli kodujicich rezistenci mezi
jednotlivymi kmeny stafylokok, tudiz Co-NS piedstavuji rezervoar a genetické pozadi
pro vyvin novych SCCmec elementl, které se potazmo mohou inkorporovat do

Staphylococcus aureus (Schoenfelder, Lange et al. 2010).
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6.1.4 Enterococcus sp.

Enterokoky jsou Gram-pozitivni koky uspofadané do dvojic nebo kratkych fetizka.
Neprodukuji zadné silné virulentni faktory nebo toxiny a za béznych okolnosti jsou
normalni soucasti mikroflory tlustého stieva. Vyskytovat se mizou i v tenkém stieve,
urogenitalnim traktu, a vyjimecné i v hornich cestdch dychacich (napf. u pacientti
lécenych Sirokospektrymi antibiotiky). Jde vSak o zévazné podminéné patogeny,
zpusobujici endokarditidy, tézké infekce mocovych a ZluCovych cest, Zenskych
pohlavnich organti a peritonea po chirurgickych zdkrocich (Bednat 1996). Nejvétsi
vyznam ma ovSem fakt, Ze jsou vyrazné rezistentni k béZné€ pouzivanym antibiotikiim
(napf. oxacilin, cefalosporiny), anebo maji =ziskané geny kodujici rezistenci
k vankomycinu. Terapie vétSinou poziistava z kombinace aminoglykosidu a antibiotika
pusobiciho na bunécnou sténu (napt. ampicilin, vankomycin). V soucasnosti je vSak asi
25% enterokoki rezistentnich vic¢i aminoglykosidim, E. faecium je plné rezistentni
k ampicilinu a vétSina izolata je rezistentni také vici vankomycinu. V téchto ptipadech
lze pouzit nov€jsi antibiotika, napi. linezolid, chinupristin, dalfopristin a nckteré
fluorochinolony. BohuZzel vzriista i odolnost enterokokti vici linezolidu, chinupristin a
dalfoprostin neucinkuji na E. faecium a fluorochinolony maji slabou aktivitu vici
vankomycin-rezistentnim enterokoktim (Murray, Rosenthal et al. 2009). Za rezistenci
vici vankomycinu zodpovida gen vand kodujici abnormalni D-alanin-D-alanin ligdzu,
ktera katalyzuje ndhradu koncového D-alanin-D-alaninu prekurzorti peptidoglykanti
bunécné stény za D-alanin-D-laktat, ¢imz tyto ztraceji schopnost vazat glykopeptidicka
antibiotika (Leclercq and Courvalin 1997). Tento gen je velice nebezpecny hlavné diky
tomu, ze mize byt inkorporovan pomoci plazmidi i do jinych bakteridlnich kmend.
Nejvice znepokojivy je jeho vyskyt u MRSA, ktery je ale prozatim velmi ziidkavy
(French 2010).

6.1.5 Escherichia coli

Jsou to Gram-negativni, fakultativné anaerobni tyc¢ky. Ackoliv jde o pfirozeného
obyvatele tlustého stieva ¢lovéka a savci, zplsobuje nejvétsi podil bakteridlnich infekci
u clovéka. Vyvolava intestindlni a také Cetné extraintestinalni infekce, z nichz jsou

nejcastéj$i mocové infekce a cholecystitida, apendicitida, peritonitida, pooperacni
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infekce ran a sepse. Pouziva se také jako indikator fekalni kontaminace vody a potravin.
Na zaklad¢ vyskytu antigenti O, K a H se rozliSuji riizné sérotypy (Kayser, Bienz et al.
2005).

E. coli zpasobuje 70-80 % akutnich a 40-50% chronickych infekci mocovych cest.
Vétsinou dochazi k vzestupu tohoto patogenu z ostium urethrae. Rozvoji infekce
napomahaji také obstruktivni anomadlie, neurogenni mocovy méchyf anebo
vezikouretralni reflux. Za fyziologickych podminek zplsobuje infekce tzv.
uropatogenni E. coli (UPEC). Tyto kmeny adheruji pomoci P fimbrii na sliznici
mocovych cest a také produkuji hemolyzin A, ktery rozklada erytrocyty a dalsi typy

bunék, coz vede k uvolnéni prozanétlivych cytokinti (Kayser, Bienz et al. 2005).

Obrazek 2: E. coli zachycena skenovacim elektronovym mikroskopem

Prevzato z: http://en.wikipedia.org/wiki/File: EscherichiaColi_NIAID.jpg
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Kmeny E. coli zptisobujici gastroenteritidy lze rozdélit do péti hlavnich podskupin:
ETEC - enterotoxicka E .coli se vyskytuje hlavné v rozvojovych zemich, je to Casty
puvodce cestovatelskych priijmi. Produkuje termolabilni a termostabilni enterotoxiny.
K infekci dochézi prostfednictvim kontaminované vody a potravy. Zptsobuje vodnaté
prijmy a kieCe v abdomindlni oblasti, k histologickym nebo zanétlivym zméndm
mukozy stiev nedochazi.

EPEC - enteropatogenni E. coli vyvolava vodnaté priijmy novorozenci a ziistava
vaznym problémem v zemich tfetiho svéta, jelikoz v disledku vazné dehydratace miize
vést 1 ke smrti. Enterotoxiny neprodukuji, dochazi ale k ultrastrukturdlnim zméndm
epitelidlnich bunék tenkého stieva v disledku tizké vazby bakterii na enterocyty.

EIEC - enteroinvazivni E. coli ma mechanizmus patogenicity podobny rodu Shigella,
tzn. pronika do bunék stievni sliznice, kde se pomnozuje. Prijjem je ze zacatku vodnaty,
v t€z8ich ptipadech i s ptimési hlenu a krve. Destrukce epitelidlnich bunék ve spojeni se
zanétlivou infiltraci mize vést az k ulceraci tlustého stieva.

EHEC - enterohemoragicka E. coli zpisobuje nejcastéji infekce déti a vyskytuje se 1
v rozvinutych zemich. NejvyznamnéjSimi zdroji infekce jsou infikované hovézi maso a
nepasterizované mléko, dzusy, syrova zelenina a ovoce. EHEC adheruji podobn¢ jako
EPEC k epitelidlnim bunkam, ale pfevazné v tlustém stievé. Produkuji také toxiny,
které jsou podobné toxinu Sigel (shiga-like toxin). Onemocnéni se miize manifestovat
jako mirny priijem, ale i jako zdvazna hemoragicka kolitida. U nékterych nemocnych se
muze vyvinout hemolyticko-uremicky syndrom (HUS), ktery je charakterizovan
akutnim rendlnim selhanim, trombocytopenii a mikroangiopatickou hemolytickou
anemii. Toto onemocnéni je Casto smrtelné.

EAEC — enteroagregativni E. coli je ptivodcem vodnatych, nékdy aZz hemoragickych
prijmi u déti. Tyto bakterie agreguji pomoci fimbrii a adheruji k povrchu stfev, ¢imz
stimuluji tvorbu hlenu a dochdzi k tvorbé biofilmu, ktery chrani bakterie pied
antibiotiky a makrofadgy. Produkuje navic i dva druhy toxinti (Bednar 1996; Murray,
Rosenthal et al. 2009).

Jelikoz je E.coli mikroorganizmus s velice mobilnim genetickym materidlem, neni
piekvapivé, ze v poslednich desetiletich dochézi k vzriistu antimikrobialni rezistence u
kmenli E.coli 1 mimo nemocni¢ni prostifedi. Ze zacatku byla popsand rezistence ke
konkrétnim latkdm, jako jsou napi. ampicilin, trimetoprim nebo tetracykliny (Gupta,

Scholes et al. 1999). Nedavno se vSak spektrum rezistence rozsifilo vyskytem rezistence
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k velkym skupinam latek. Zodpovidaji za to hlavné tzv. ESBLs (extended spectrum f-
lactamases, Sirokospektré [-laktamazy), které jsou kodovany a prendSeny pomoci
plazmidi a vedou krezistenci k témef vSem [-laktdmovym antibiotikim vcetné
cefalosporini druhé a treti generace (Rodriguez-Bano and Paterson 2006). Producenti
ESBLs jsou navic casto odolni také vac¢i aminoglykosidim a fluorochinoloniim
(Rogers, Sidjabat et al. 2010). Ackoliv az doneddavna za vétSinu zavaznych
nozokomidlnich infekci zptsobenych koliformnimi bakteriemi zodpovidal rod
Klebsiella, v 90. letech se situace zménila rozsitenim E.coli produkujicich cefotaximazy
(CTX-M) po celém svéte. Tyto enzymy se vyskytuji ve vice nez 50 typech a ve
srovnani s jinymi ESBLs jsou vice aktivni vi¢i cefotaximu nez vici ostatnim
cefalosporinim tteti generace. CTX-M produkujici E.coli jsou vysoce prenosné jak
v nemocnicich, tak ve spole¢nosti (Woodford, Ward et al. 2004). V soucasnosti se tyto
infekce projevuji hlavné v urogenitdlnim traktu, pfevazné u starSich katetrizovanych
pacientli. Lékem posledni volby pro tyto multirezistenti koliformni bakterie jsou

karbapenemy, avSak postupné se rozviji rezistence 1 vici témto latkdm (French 2010).

6.1.6 Klebsiella pneumoniae

Jsou to nepohyblivé Gram-negativni ty¢ky chranéné polysacharidovym pouzdrem.
Dle klicového faktoru virulence, pouzderného polysacharidového antigenu, se rozlisuji
na 77 sérotypu. Jde o oportunni patogeny, zpusobujici hlavné bronchopneumonie a
infekce mocovych cest. U novorozencli mize vyvolavat sepse a hnisavé meningitidy
(Bednar 1996).

Celosvétovy problém piedstavuji nozokomidlni kmeny produkujici jiz vyse
zminované ESBLs. Ty se vyskytuji v mnohych typech, které se liSi substitucemi
aminokyselin v aktivnim misté enzymu a maji proto rozdilnou afinitu k cefotaximu,
ceftazidimu a aztreonamu, nejsou vSak schopné hydrolyzovat karbapenemy (Chen,
Castéj$i vyskyt kmenid produkujicich karbapenemazy (KPCs, Klebsiella pneumoniae
carbapenemases). Tyto enzymy jsou kdédovany prenosnymi plazmidy a jsou schopné
hydrolyzovat vSechny peniciliny, cefalosporiny a karbapenemy. KPCs jiz byly
identifikovany 1 u Escherichia coli, Enterobacter spp., Salmonella enterica a

Pseudomonas aeruginosa. Infekce témito kmeny jsou velmi obtizné 1éitelné, mezi
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pouzivané postupy patii terapie aminoglykosidy, kombinaci polymyxinii anebo
tygecyklinem (nové antibiotikum ze skupiny glycyleyklind - jsou to semisyntetické

derivaty tetracyklint) (Hirsch and Tam 2010).

6.1.7 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa je dal§im Castym ptivodcem nemocni¢nich nakaz. Bézné se vyskytuje
také v odpadnich vodach i v pid¢. Jde o Gram-negativni aerobni tycky bez pouzdra,
casto vSak mivaji slizovou obalovou vrstvu. Na zdkladnich kultivaénich ptidach tvoti
kovové lesklé kolonie, na krevnim agaru vyvolava zonu Uplné hemolyzy. Produkuje
pigmenty, a to modrozeleny pyocyanin a Zlutozeleny fluorescein. Tvoii také
proteolytické enzymy, ¢imz poskozuje kapilary a vyvolava hemoragie az nekrozy. U
zdravych lidi miZe dojit ke kolonizaci, ale nedochdzi k rozvoji onemocnéni. U
imunokompromitovanych pacienti zpisobuje nejcastéji infekce respiracnich a
mocovych cest, infekce tézkych popalenin a ulcerizace poranénych oci (Bednat 1996).

Zavazn@jsi infekce, jako jsou bakterémie a pneumonie, jsou obtizné léCitelné a
vykazuji vysokou tmrtnost, jelikoz je omezené mnozstvi latek s antipseudomonadovou
aktivitou. Ti1 hlavni pouzivané skupiny s riznym mechanismem ucinku jsou:
aminoglykosidy (napf. tobramycin a amikacin), B-laktdmy (napi. piperacilin, tikarcilin,
cefalosporiny 3. a 4.generace - ceftazidim a cefepim), karbapenemy (imipenem,
meropenem) anebo fluorochinolony (ciprofloxacin, levofloxacin). Rezistence vici
antimikrobialnim latkdm se vSak neustale zvySuje. Hlavnimi mechanizmy jsou: snizeni
permeability vnéj$i bunécné membrany, ¢imz se zabrani prostupu antimikrobidlniho
agens do buiky; tvorba mechanickych efluxnich pump, které odstranuji antibiotika
mimo bunku; a produkce deaktivujicich enzymi. Dale miZze dochdzet k prenosu
rezistence vznikem mutaci v chromozomdlnich genech, a také nabytim plazmidi
nesoucich geny kodujici rezistenci (Moore and Flaws 2011). V ptipadé
multirezistentnich kment, u kterych je pouZiti beta-laktdml, aminoglykosidli a
chinolonl bezvysledné, jsou posledni Sanci pomérné vysoce toxické polymyxiny (napf.
kolistin). Velmi znepokojujici je 1 nedostatek novych latek s vyznamnégjsi
antipseudomonadovou aktivitou. Vyvoj se mimo jiné zamétuje na vyvoj inhibitori

efluxnich pump (Livermore 2002).
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6.2 Popis testovanych houbovych kmenii

6.2.1 Candida albicans

Rod Candida je nejdulezitéj$Sim predstavitelem patogent zptisobujicich oportunni
myko6zy. Candida albicans zodpovida za 90% slizni¢nich infekci a 50 az 70 % infekci
krevniho ob&hu (Murray, Rosenthal et al. 2009), nicméné patogenni vyznam non-
albicans kmeni potad vzrista.

Morfologicky tvoti ovalné blastospory/blastokonidie s pu¢icimi novymi bunikami;
tyto se pak mohou protdhnout do délky a dat tak vznik pseudomyceliu, Ccili
pseudohyfam, které se mohou dale fetézit. V jejich pazdi vyristaji blastospory. Na
tvorbé pseudomycelia ve tkani a v bilkovinném prosttedi jsou zaloZeny diagnostické
testy (Schindler 2010). Charakteristickou vlastnosti je schopnost tvorby zarode¢nych
klicka, vldkének, které vyrastaji z blastokonidii a davajici vznik pravym vicebunécnym
hyfam rozdélenym septy. Kultury rodu Candida tvoii jemné, krémovité, bilé, vyklenuté
kolonie. C. albicans a nékteré dalsi druhy mohou prodé¢lat tzv. fenotypovy switching,
kdy se dany kandidovy kmen mtiZze zvratné preménovat mezi riznymi morfotypy, napi.
od typickych bilych jemnych kolonii slozenych hlavné z kvasinkovitych bun¢k az po
chomackovité kolonie tvofené hlavné¢ hyfami a pseudohyfami. VSechny bunky
v populaci jsou schopny soucasné premény na zaklad€¢ signali z prostfedi. Tato
vlastnost Candida albicans vysvétluje jeji schopnost prezit v Cetnych riaznych
prostiedich organizmu lidského hostitele (Murray, Rosenthal et al. 2009).

Rod Candida je béznou soucasti lidské mikroflory, osidluje hlavné
gastrointestinalni trakt, a to od dutiny Ustni po rektum. Vyskytuji se také ve vaginé a
uretfe, na kizi a pod nehty. U imunokompromitovanych pacientll v§ak miizou zpusobit
zavazné infekce témét jakéhokoliv orgédnového systému, od slizni¢nich a koznich
kandid6z az po diseminaci do jater, sleziny, ledvin, srdce a mozku, a to v zavislosti na
lokdlnim nebo celkovém postizeni obranyschopnosti. Sliznicni infekce jsou
lokalizovany nej€astéji v nosohltanu, ale mohou se rozsifit az do jicnu a posléze do celé
travici soustavy. U Zen je také velice Casté postizeni vagindlni sliznice, a to hlavné u
uzivatelek perordlni antikoncepce, po antibiotické terapii, béhem t&hotenstvi, u
pacientek trpicich diabetes mellitus a s celkove oslabenou imunitou (Murray, Rosenthal

et al. 2009).
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Dtivodem vysoké virulence rodu Candida je vysoka adaptabilita na rizné podminky
v mistech vyskytu, produkce proteindz a fosfolipdz a tvorba biofilma, které¢ zvySuji
prilnavost k povrchlim a tudiz schopnost zptsobit infekci. Buniky jsou v rdmei biofilmu
organizovany do strukturovanych spoleCenstev zakotvenych v extracelularni matrix
(Ramage, Saville et al. 2005). Nejcastéji tvoti biofilmy C. albicans, ale jejich vyskyt byl

jiz prokazan iu jinych non-albicans druhti (Silva, Henriques et al. 2009).

Obriazek 3: Biofilm C. albicans zachyceny skenovacim elektronovym mikroskopem
Prouzek odpovida 10 pm.

Prevzato z: RAMAGE, G., SAVILLE, S. P., et al. (2005). Candida biofilms: an update.

Eukaryot Cell 4(4): 633-8.

Terapie sliznicnich a koZnich infekci pozlstavd z raznych topickych forem
azolovych antimykotik, perordlné¢ se da pouzit flukonazol nebo itrakonazol. U
systémovych infekci se po zhodnoceni typu infekce, druhu plivodce a celkovém stavu
nemocného podava flukonazol, vorikonazol, v pfipadé neti¢innosti amfotericin B nebo
echinokandiny (anidulafungin, kaspofungin, mikafungin). Rezistence ale bohuzel neni

neobvyklym jevem ani u houbovych kmenid. Vysoky stupeni rezistence vici azolim u
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nékterych druhi Candida je zplUsobena expresi proteinovych pump v plazmatické
membrané, které pumpuji I€k mimo buiiku a tim paddem intraceluldrni koncentrace
antimykotika neni dostate¢nd pro inhibici cilového enzymu lanosterol-14a-
demethylazy. Rezistence vici polyenim je nizka, avSak u nékterych kment C. albicans
dochazi k mutaci a tvorbé enzymu, ktery snizuje koncentraci ergosterolu v plazmatické
membrang, tudiz dochazi ke snizeni vazby polyent a potazmo k rezistenci. Vyznamna
je primarni i sekundarni odolnost C. albicans vic¢i 5-fluorocytosinu (5-FC) diky mutaci
v enzymu, ktery pfeménuje 5-FC na 5-fluorouridin monofosfat. Z toho divodu je 5-FC
primarn€ pouZzivan v kombinaci s jinymi antimykotiky, napt. amfotericinem B (AMB).
Tvorba biofilmu také vyznamné ptispiva k mife rezistence viici antifungalnim latkam

(Niimi, Firth et al. 2010).

6.2.2 Candida tropicalis

C. tropicalis patii mezi nejvyznamnéj$i patogenni non-albicans kmeny
s celosvétoveé vzristajicim rozSifenim. Naptiklad v Indii je nejcastéjSim plvodcem
nozokomidlni kandidémie (Chakrabarti, Mohan et al. 2002). Spolu s C. krusei je
nejvyznamnéjSim puvodcem fungélni invazivni infekce u pacientii, ktefi podstoupili
transplantaci kostni dfené nebo kmenovych buné¢k a u pacient s hematologickymi
malignitami (Miceli, Diaz et al. 2011).

C. tropicalis ma také schopnost tvoftit biofilmy (Silva, Henriques et al. 2009). Mtze
vyvolavat vSechny klinické formy kandidémie, tzn. ordlni, vaginalni, kozni, unguélni,
gastrointestinalni a také systémovou podobu (Lopez-Martinez 2010). BohuZzel ale
v poslednim desetileti vyznamné vzriista rezistence C. tropicalis k flukonazolu, zfejmé

mechanismem up-regulace efluxnich transportérti (Kothavade, Kura et al. 2010).

6.2.3 Candida krusei

Na rozdil od jinych druhti rodu Candida, C. krusei se da bézné izolovat z mnohych
potravin a napoji, ale jen vyjimecné ze vzorkll zdravych lidi. Infekci mohou castéji
trpét pacienti, ktefi uzivaji flukonazol vramci profylaktické lécby, naptf. po
transplantaci kostni diené (Wingard, Merz et al. 1991). C. krusei je pfirozené rezistentni

vici flukonazolu diky nizké afinité jeji 14a-demethyldzy k tomuto 1é¢ivu a navic mize
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nabyt rezistenci k ostatnim azolim snizenou kumulaci 1é¢iva v buiice prostfednictvim

efluxnich pump (Morschhauser 2010).

6.2.4 Candida glabrata

Na rozdil od C. albicans, C. glabrata neni polymorfni a vyskytuje se pouze ve
form¢ blastokonidii, netvoii pseudohyfy (Silva, Negri et al. 2011). Jde o bézny
kontaminant kiize a moc¢i. Ma variabilni citlivost vi¢i flukonazolu a itrakonazolu, ale
mnohé infekce se daji ispésné 1éCit vysokymi davkami flukonazolu (Kufe, Pollock et al.
2003). Jde o castého puvodce kandidémii u pacientti uzivajicich flukonazol nebo

amfotericin B v ramci profylaxe nebo terapie (Nguyen, Peacock et al. 1996).

6.2.5 Trichosporon asahii

V poslednich letech jsou infekce zpisobené rodem T7richosporon na vzestupu.
Tento rod je charakterizovany tvorbou hyf, pseudohyf a blastokonidii. VSechny rtzné
klinické manifestace byvaly ptipisovany 7. beigelii. Doslo vSak k revizim taxonomické
nomenklatury na zékladé morfologie a biochemickych a molekularné-biologickych
charakteristik, které zjistily, ze T. beigelii poziistava ze 17 druht a 5 variet. T. asahii a
T. mucoides jsou nejCastéji izolované z hloubkovych infekci, 7. cutaneum a T.
asteroides zpusobuji hlavné povrchové infekce. VétSina invazivnich trichosporonoz, za
jejichz ptivodce byl povazovan T. beigelii, jsou tudiz nyni ptipisovany 7. asahii.
V bunécné sténé exprimuji tyto houbové organizmy glukuronoxylomannan (GXM),
ktery je antigenné i1 biochemicky velice podobny GXM Crypotcoccus neoformans. Bylo
prokazano, ze GXM antigeny zeslabuji fagocytarni imunitni odpovéd’ (Walsh, Groll et
al. 2004).

Ke vstupu infekce nejCastéji dochdzi gastrointestindlnim traktem nebo cévnimi
katétry. Trichosporonéza muize vyustit v Zivot ohrozujici fungémie podobné tém
zpiisobenym rodem Candida, hlavné u imunokompromitovanych pacienti (Walsh,
Groll et al. 2004). Mortalita je u T.asahii infekci relativng vysoka a u¢innost soucasnych
antimykotik pomé&rné limitovand. Nebezpecna je hlavné morfologickd zdména za rod
Candida, ktery se vétSinou 1é¢i amfotericinem B, rod Trichosporon je vSak k nému
mnohem méné citlivy. In vitro se taky jevi malo citlivy k echinokandinim (Serena,

Pastor et al. 2005). Nejucinngj$i se v soucasnosti zdaji byt triazolova antimykotika
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(vorikonazol a ¢astecné 1 itrakonazol) nebo kombinovand terapie. Ve studii provedené
Li et al. jevi synergisticky efekt kaspofungin a amfotericin B, tato kombinace by se dala
pouzit u refrakterni diseminované trichosporondzy. Nejslibn€jsi kombinaci se ovSem
jevil itrakonazol s kaspofunginem. U obou vyse jmenovanych kombinaci dochazelo
k synergické interakci simultdnnim zdsahem na bunécnou sténu i membranu (Li, Qiao et

al. 2010)

6.2.6 Aspergillus fumigatus

Rod Aspergillus zahrnuje asi 150 druhti vldknitych hub. Rozvétvené hyfy jsou
déleny septy a tvoii mycelium. Vegetativni (bazalni) mycelium Cerpa Ziviny a vzduSné
mycelium nese reprodukéni orgdny — konidiofory, tvofici fetizkovité usporadané
konidie. Jde o kosmopolitni saprofytické houby velkého vyznamu (Bednai 1996).

Aspergillus fumigatus je nejcastéjSim pivodcem humanni ndkazy, k ptfenosu konidii
dochazi vzdusnou cestou. U jedincti s plicnim onemocnénim, jako je asthma bronchiale
nebo cystickd fibr6za mize vyvolat alergickou bronchopulmonalni aspergilozu. U lidi
se zaléCenou tuberkul6zou mohou vznikat po opakované expozici konidiemi v plicnich
stavem zplusobovanym A. fumigatus a vyskytuje se hlavné u imunokompromitovanych
pacientli. U zdravych lidi dochazi po inhalaci konidii k jejich Castecnému odstranéni
z bronchiol nebo alveol mukociliarni clearance a ¢asteCné k fagocytdze alveolarnimi
makrofagy. Konidie, které pieziji obé tyto obranné linie, jsou nasledn¢ zniCeny
infiltrujicimi neutrofily. Dysfunkce téchto obrannych mechanizmt vede k vyznamnému
vzrustu rizika rozvoje invazivni aspergilozy. A. fumigatus je velice termotolerantni druh
a ptfi 37 °C roste velmi dobfe, coz pfispiva k jeho patogenité. Po uchyceni konidii
v dychacich cestach dochazi ke zménam epitelii. Konidie mohou dokonce zacit klicit a
napadat okolni plicni tkan skrze bazalni membréanu epitelidlnich bunék. Z plic mize
infekce krevnim feciStém diseminovat i do jinych organd véetné CNS a hyfy také Casto
prorustaji do cév (Dagenais and Keller 2009).

K lécbeé lze pouzit amfotericin B, azoly itrakonazol, vorikonazol a posakonazol a
echinokandin  kaspofungin. K 1é¢bé invazivni aspergilozy je vorikonazol
doporu¢ovanym lékem prvnim volby, druhou volbou je kaspofungin a lipidova
formulace amfotericinu B. Jelikoz azoly jsou dostupné v peroralni formé, jsou

pouzivany k lécbé chronickych infekci, casto i dlouhodobg. Rezistence se vyskytuje
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bohuzel i u tohoto patogenu, nejcastéji vici itrakonazolu, ale zvySuje se pocet hlaSeni
ptipadli rezistence i vi¢i novéjsimu vorikonazolu a posakonazolu. Mechanizmem
azolové rezistence je pravdépodobné alterace cilového proteinu sterol-14a-demethylazy,
vedouci k inhibici vazby léku na cilovou strukturu (Howard and Arendrup 2011). U
azoli je také riziko zktizené rezistence, jak dokazuje ptipad, kdy zhruba 70 %
itrakonazol-rezistentnich izolati bylo zkiizen¢ rezistentnich také vii¢i posakonazolu a

vorikonazolu (Howard, Cerar et al. 2009).

6.2.7 Absidia corymbifera

Rod Absidia pattici do fadu Mucorales a tiidy Zygomycetes prosel v roce 2007
rozsahlou revizi na zékladé fylogenetickych, fyziologickych a morfologickych
charakteristik. Absidia corymbifera byla podle ni piejmenovana na Mycocladus
corymbifer a zatazena do nové Celedi Mycocladiaceae a rodu Mycocladus spolu s M.
blakesleeana a M. hyalospora (Hoffmann, Discher et al. 2007). Pozd¢ji doslo k dalSim
zménam v nomenklatuie a byl navrzen nédzev Lichtheimiaceae, resp. Lichtheimia pro
tuto Celed” a rod. Jde o vlaknité houby vyskytujici se v ptd¢, které mizou zpisobovat
zdvazné infekce imunokompromitovanych pacient, diabetickych  pacient
s ketoacidozou nebo pacientll s poranénim, které prislo do kontaktu s kontaminovanou
pudou (Garcia-Hermoso, Hoinard et al. 2009).

Zygomykoza zpusobena A. corymbifera se mize projevit v témef jakékoliv tkani,
tato infekce ma tudiz velmi pestrou klinickou manifestaci. Nejzdvaznéjsi infekce
centralni nervové soustavy (CNS) se projevuji ve tiech klinickych formach: nejcastéji
jako rhinocerebralni zygomykoza, vzéacnéji pak jako diseminovana zygomykoza
roz§ifend aZz do CNS anebo jako izolovana cerebralni zygomykédza. Lécba je velice
obtizna, pozlstava z kombinace chirurgické¢ho zdkroku a lipozomalniho amfotericinu B
(Skiada, Vrana et al. 2009). Dal§im slibnym lékem dosahujicim dobré vysledky je
posakonazol, a to jak u rhinocerebralnich (Greenberg, Mullane et al. 2006), tak u

koZnich infekci (Almaslamani, Taj-Aldeen et al. 2009).
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6.2.8 Trichophyton mentagrophytes

T. mentagrophytes patii mezi dermatofyty, vlaknité keratinofilni a keratolytické
houby schopné napadat kazi, vlasy nebo nehty. U infekci klize t€émito houbami je
vétSinou napadeno pouze stratum corneum, prunik do hlubsich vrstev kiize je velice
ziidkavy. U vlasi a nehtl jsou také napadany pouze keratinizované vrstvy.
Mikroskopicky struktura 7. mentagrophytes je charakteristickd produkei jednotlivych
doutnikovitych makrokonidii a také hrozni sférickych mikrokonidii (Murray, Rosenthal
et al. 2009).

Klinicky nejcastéj$im projevem infekce zplisobené T. mentagrophytes je tinea
pedis, proto byva varieta napadajici lidskou kzi nazyvéna také T. interdigitale.
Infikovana kize Casto vytvari vezikuly, pfi napadeni nehtli dochazi k infekci pouze
povrchu nehtu. Tinea pedis muize ptejit 1 v chronickou formu, kdy léze nehtového
povrchu slouzi jako rezervoar a dochazi k opakujicim se epizodickym projeviim na kiizi
plosky a prstli nohou a vzacné 1 na ttislech nebo jinych ¢astech téla (Zaias and Rebell
2003).

T. mentagrophytes zodpovida celosvétové za zhruba 20 % piipadit onychomykéz
(60 % je zpusobeno Trichophyton rubrum a 10 % Epidermophyton floccosum).
Rizikovymi faktory téchto infekci jsou napt. vlhkost, opakované trauma nehta,
genetickd predispozice, ale také ve vyznamné miie diabetes, zhorSend periferni
cirkulace, HIV infekce a jiné formy imunosuprese. 7. mentagrophytes je nejcastéjSim
ptvodcem povrchové bilé formy onychomyko6zy, kdy ma povrch nehtu charakteristicky
bélavy kiidovity vzhled, n¢kdy i s bélavymi ostrivky. Je také druhym nejCastéjSim
puvodcem celkové dystrofické onychomykézy po 7. rubrum, kdy dochazi k zhrubnuti a
postupné az k totalni destrukci nehtu (Welsh, Vera-Cabrera et al. 2010).
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6.3 Testovani antimikrobialni aktivity in vitro

Vysledky in vitro testovani antimikrobialni aktivity maji nenahraditelnou hodnotu
pfi vybéru vhodného chemoterapeutika pro 1é¢bu infekce danym mikroorganizmem.
Patfi k zdkladnim vySetfenim mikrobiologickych laboratofi a jsou nezbytné pro
stanoveni raciondlni terapie. Tato oblast se vyviji velmi dynamicky ve snaze dosdhnout
co nejvyssi stupen standardizace, spolehlivost a reprodukovatelnost. Vyznam testovani
ucinnosti antimikrobidlnich latek je obrovsky nejen pro klinickou praxi, ale také pro
vyzkumnou c¢innost pii vyvoji novych antimikrobnich latek a sledovani vyvoje
rezistence.

K dispozici jsou pro tyto Gcely rizné metody kvalitativni a kvantitativni, liSici se
stupném standardizace, technickou a materialni naro€nosti, spolehlivosti a
reprodukovatelnosti vysledk. Metody kvalitativni rozdé€luji testované kmeny mikroba
na citlivé, intermediatni a rezistentni, zatimco kvantitativni metody vyjadiuji konkrétni
hodnotu miry citlivosti ¢i rezistence dané¢ho kmene k antimikrobni latce, nejcastéji
ktera okem viditeln¢ zastavuje rast testovaného mikroba (Jilek, Buchta et al. 2002).

Ovsem pii vybéru vhodného antibiotika pro lécbu pacienta se musi zohlednit i fada
dalSich faktorti, jako napt. farmakokinetika testovand latky, jeji toxicita, klinické
projevy nemoci a celkovy stav pacienta. Nékteré mikroby mohou vlivem okolnosti
setrvavat v organizmu, i kdyz by mély byt k pouzité antimikrobni latce citlivé a naopak,
muze dojit k vyléceni, i1 kdyZ se dany mikrob testoval jako rezistentni. Pfikladem mtize
byt neucinnost aminoglykosidli v anaerobnim prostiedi abscesu, jelikoZ je pro jejich
prinik do builky mikroba nezbytny kyslik. TaktéZz ale mohou byt eliminovany
rezistentni bakterie zpusobujici mocové infekce, kvili mnohondsobné vySSim

koncentracim antibiotika dosazenym v moc¢i (Murray, Rosenthal et al. 2009).
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6.3.1 Faktory ovliviujici testovani antimikrobnich latek

Standardizace pouzivanych postupi po zavedeni do klinické praxe je nutnd pro
dosazeni srovnatelnosti vysledkii mezi jednotlivymi laboratofemi. Smérodatné jsou
standardy vypracovavané americkym Institutem pro klinické a laboratorni standardy
(Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI), napt. dokument M2-A9 pro
diskovy test, M7-A7 pro dilu¢ni testy u aerobnich bakterii a M11-A7 pro agarovou
dilu¢ni a mikrodilu¢ni metodu u anaerobnich baktertii.
standardizované az v 90. letech, kdezto pro vétSinu antibiotik u vétSiny patogent jsou
k dispozici standardni protokoly vcetné interpretacnich kritérii vysledkli (Jilek, Buchta
et al. 2002).

Faktory ovliviiujici vysledky testovani antimikrobidlni G€innosti 1ze rozdélit do Ctyr
skupin (Jilek, Buchta et al. 2002):

1. METODIKA

- vybeér testu, parametr hodnotici antimikrobni aktivitu, zptisob odectu

- u mikrobistaticky ptisobicich latek, Cili vétSiny antimykotik nelze odecitat MIC

definovanou jako 100% inhibice kmene, jelikoZ zpiisobuji jen ¢aste€nou inhibici
ristu mikroba. Tento problém se feSi zavedenim relativniho inhibi¢niho
parametru ristu (ICso, ICsp), ktery udava procento (50 nebo 80%) inhibice ristu
mikroba v pfitomnosti dané koncentrace latky ve srovnani s ristem v kontrole
bez dané latky

2. PODMINKY TESTOVANI

- sloZeni testovaci pidy a jeji pH, teplota, délka inkubace, stupeni aerace, puft,

rozpoustédlo

3. MIKROB

- velikost inokula (¢im vétsi, tim vétsi MIC), stadium rtstové faze daného mikroba

(k zasahu antimikrobni latky jsou citlivéjsi buiiky v exponencialni fazi riistu)
4. TESTOVANA LATKA
- stabilita, rozpustnost - ,.eagle efekt, protonizace molekuly, lékové formy
(napf. liposomy)
,eagle efekt je paradoxni jev, kdy v jamkach s niz$i koncentraci antimykotika
pozorujeme nizsi nardst nez v jamkach s vyssi koncentraci latky, jelikoz doslo

k jejimu ¢astecnému vysrazeni.
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6.3.2 Agarova difuzni metoda

6.3.2.1 Diskovy test

Jde o jednoduchy, prakticky a velmi dobfe standardizovany postup. Ve vétSing
ptipadll se bakterie testuji na Mueller-Hintonové agaru, u naro¢néjSich bakteridlnich
druht se musi slozeni pudy, pfip. 1 kultiva¢ni atmosféra vhodn¢€ upravit. Na vysusenou
pidu o praiméru 100 mm se aplikuje bakterialni inokulum obsahujici 1-2 x 10® CFU/ml
(CFU = colony forming unit, jednotka tvofici kolonie). Po oschnuti inokulovanych ptad
se na n¢ pokladaji testovaci disky z filtra¢niho papiru impregnované ur¢itym mnozstvim
antibiotika, které nasledné difunduje do okolni agarové pidy a vytvari koncentraéni
gradient, ktery brani rGstu mikroba dle miry jeho citlivosti. Obvykle se testuje 6-8
rovnomeérné rozmisténych diskl. Petriho misky jsou pak inkubovany pii 37 °C po dobu
16-24 hodin. Poté se provede odecet vysledkd zméfenim priméru inhibicni zony
udavaného v mm, ktery je tim vétsi, ¢im je testovany kmen citlivéjsi. Tyto hodnoty jsou
interpretovany v souladu s kritérii publikovanymi CLSI. Vysledky jsou kvalitativni, ¢ili
urcuji se kategorie ,citlivy”, ,intermediatni“ a ,rezistentni. Ne&které komercéné
dostupné odecitaci systémy inhibi¢nich zon jsou vSak schopny pro nékteré mikroby a
antibiotika vypocitat piibliznou MIC. Nicméné vysledy diskového testu mivaji dobrou
korelaci s in vivo odezvou na 1écbu danou latkou v bézném davkovani (Jilek, Buchta et
al. 2002; Jorgensen and Ferraro 2009).

Vyhodami této metody jsou jednoduchost provedeni, nendrocnost na technické
vybaveni, obdrzeni kategorickych vysledkli s jednoduchou klinickou interpretaci a
flexibilita pfi vybéru testovacich diskii. Je také ze vSech testovacich metod nejméné
finanéné narocnd. Mezi nevyhody ale patii nemoZnost mechanizace nebo automatizace.
Ptesné testovani nékterych choulostivych a pomalu rostoucich bakteridlnich kmenti neni
pomoci této metody mozné, ale metoda byla UspéSné standardizovana pro testovani
streptokokll, Neisseria meningitidis a Haemophilus influenzae za pouZiti
specializovaného riistového média, inkuba¢nich podminek a specifickych podminek pro

interpretaci priméru inhibi¢nich zén (Jorgensen and Ferraro 2009).
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Obrazek 4: Diskovy difuzni test kmenu E. coli ziskaného kultivaci ze vzorku moce

Prevzato z: JORGENSEN, J. H. AND FERRARO, M. J. (2009). Antimicrobial susceptibility

testing: a review of general principles and contemporary practices. Clin Infect Dis

49(11): 1749-55.

6.3.2.2 Gradientova difuzni metoda — E-test

Tato metoda je kvantitativni a vyuZiva ustanovené¢ho koncentraniho gradientu
antimikrobni latky v agarovém médiu pro odefet MIC. Postup vychazi z diskového
testu, ale misto papirového disku je na agar ptikladan tenky kalibrovany plastovy
prouzek zespodu impregnovany koncentraénim gradientem antibiotika a shora oznaceny
koncentraéni stupnici. Tento vytvaii v agaru kontinudlni gradient antimikrobidlni latky
podél a kolmo od prouzku. Na povrch Petriho misky o priméru 150 mm inokulované
stejnym zpusobem jako u diskové metody se mize radidln€ rozlozit maximalné 5 az 6

prouzkl. Po inkubaci pfes noc se odecitaji vysledky zprouzkd na vrchu misky.
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Inhibi¢ni zéna ma elipsoidni tvar a v misté, kde se jeji dolni hrana dotyké prouzku, lze

na stupnici odecist MIC.

—hwsanns B

1
1.

Obrazek S: Kmen Staphylococcus aureus testovany gradientovou difuzni metodou
vankomycinem (VA), daptomycinem (DM) a linezolidem (LZ) na Mueller-Hintonové
agaru.

Prevzato z: JORGENSEN, J. H. AND FERRARO, M. J. (2009). Antimicrobial susceptibility

testing: a review of general principles and contemporary practices. Clin Infect Dis

49(11): 1749-55.

Tato metoda je velice flexibilni a jednoduSe proveditelnd, ale pomérné finan¢né
narocnd, pokud je nutno otestovat vétSi mnozstvi latek, kvlli pomérné vysoké cené
komeréné vyrabénich E-test prouzki. Jeji pouziti je proto nejvhodné;jsi pro piipady, kdy
je potieba zjistit MIC pro jednu nebo dvé latky anebo kdyz jde o choulostivy
mikroorganizmus a je nutné pouZzit obohacené médium nebo specidlni inkubacni
podminky (napf. stanoveni MIC penicilinu nebo ceftriaxonu u pneumokokt). Vysledky
E-testu velmi dobie koreluji také s vysledky bujonové nebo agarové dilu¢ni metody.

V nékterych piipadech mize ale dochazet k posunim vici niz§im nebo vysSSim
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hodnotam MIC u urcitych kombinaci mikroba a antimikrobni latky. Toto mlize vést
k chybné interpretaci MIC, pokud jsou standardni interpretacni kritéria pro MIC ziskané

bujonovou diluéni metodou aplikované na E-test (Jorgensen and Ferraro 2009).

Agarova diluéni metoda

Tato metoda se provadi naockovanim 30 az 40 kmenti najednou pomoci jehlového
razidla na povrch Petriho misek naplnénych standardnim objemem agarové pudy
s riznou koncentraci antibiotika. Po inkubaci se odecita rtist kment ve formé uzaviené
pozorovany rust. Jednd se o velice pfesnou metodu, kterd snadné€ji stanovuje inhibici
ristu, nicméné v laboratorni praxi nenachdzi Sir§i uplatnéni z divodu materidlové a

casové narocnosti (Jilek, Buchta et al. 2002).

6.3.3 Makrodiluéni a mikrodilu€ni bujénova metoda

Mezi nejstar§Si metody testovani antimikrobialni citlivosti patii makrodilucni
bujonova metoda, ktera se provadi ve zkumavkach. Tyto se naplni piipravenou
dvojkovou fedici fadou antibiotika ve vhodném médiu (v bakteriologii nejcastéji
Mueller- Hintoniv bujon o pH 7,2- 7,4) a nasledn¢ se inokuluji standardizovanou
suspenzi bakterii 1-5 x 10° CFU/ml. Po inkubaci pies noc se hodnoti zakal vznikly
stanovi jako MIC. Tato metoda produkuje vysledky s pfesnosti plus minus jedno misto
v fedici fad€. K chybam muze dojit pfi manualni ptipravé fedici fady antibiotika a pfti
vizualnim odec¢tu. Vyhodou této metody je ziskani kvantitativniho vysledku, ¢ili MIC, a
ptipadné moznost studia kinetiky antibakteridlniho piisobeni hodnocenim zmén optické
denzity nebo zakalu. Lze ji také vyuZit pro pfesnéjsi testovani kombinace antibiotik.
Nevyhodou je velka pracnost, relativné vysoké zatizeni chybou a vysokd spotieba
materialu.

Krozsiteni a popularizaci bujonové diluéni metody doslo zavedenim
polystyrénovych mikrotitracnich desti¢ek, obsahujicich 96 jamek o objemu 0,1 ml, tudiz
je mozné na jediné destiCce otestovat az 12 antibiotik v 8 koncentracich. Rozplnéné

desti¢ky lze zamrazit a skladovat az 4 tydny. Po inokulaci bakteriemi o 5 x 10° CFU/ml
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a inkubaci ptes noc pii 37 °C se odecet vysledkil provadi na Sabloné z prithledného
materialu. Prvni jamka, ve které neni viditelny néartst, udava MIC. Vyhody této metody
jsou vysoka standardnost provedeni a moznost automatizace rozpliovani antibiotika,
inokulace 1 odectu. Lze ji pouzit pro testovani rozsahlejSich soubord kmenti nebo
vyssiho poctu antibiotik pfi relativné nizSich ndkladech na antimikrobni latky a
kultivani ptdy. Nevyhodou je, Ze pfi chybé v pfipravé testovacich pid a fedéni
antibiotika dochézi k znehodnoceni celého souboru (Jilek, Buchta et al. 2002; Jorgensen

and Ferraro 2009).

6.3.4 Testovani kombinace antibiotik

Pii 1é€bé systémovych nozokomialnich infekci se dnes Casto vyuZiva silnéjSiho
lécebného ucinku preparatti podanych v kombinaci, vétSinou se jednd o kombinace
baktericidnich antibiotik. Vysledny efekt mize byt synergicky, kdy dochéazi k sniZeni
MIC ve srovnani s pouzitim kazdé latky zvlast, antagonisticky, kdy se snizi Gi¢inek
jedné nebo obou latek, ptipadné aditivni nebo indiferentni, kdy u¢inek kombinace se
rovna souctu ucinku obou slozek, piip. odpovida tcinku siln€jsi slozky. K orientaénimu
testovani se vyuziva agarovy difuzni test, k stanoveni kvantitativnich vysledkd pak

dilu¢ni bujonova metoda (Jilek, Buchta et al. 2002).

6.3.5 Specifika testovani antifungalni aktivity

Na rozdil od testovani antibiotik, testovani citlivosti vii¢i antimykotikim vzrostlo
na vyznamu aZz celosvétovym roz$ifenim AIDS, kdy doSlo k Cast&$imu vyskytu
zavaznych mykotickych infekci a mimo jiné nasledkem casté terapie sub-
terapeutickymi davkami antimykotik k zvySenému vyskytu rezistentnich fungélnich
kment. Snaha o standardizaci jednotlivych pouZivanych metod se naplno rozvinula az
b&hem 90. let minulého stoleti. Vyzkum se soustiedil na vyznam jednotlivych faktorti a
podminek testovani, napt. Rambali et al. otestovali vliv deseti proménnych na citlivost
kmend rodu Candida a vlaknitych hub viici itrakonazolu. Vysledky v nejvyssi mife
ovliviiovaly ¢as inkubace, inkubacni teplota, koncentrace glukézy a velikost inokula
(Rambali, Fernandez et al. 2001). Tento vyzkum zdlraznil, ze snaha o jednotny
standardizovany postup musi byt vzdy kompromisem, jelikoz kazdy kmen reagoval

odlisSné na jednotlivé kombinace proménnych (Johnson 2008). V soucasnosti
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nejpouzivanéjsi, spolehlivé a standardizované metody vychdzi z jiz zndmych metod

testovani antibakterialni citlivosti s nékolika specifickymi tipravami.

6.3.5.1 Bujonové dilu¢ni metody

K testovani kvasinek a vlaknitych hub jsou momentaln¢ k dispozici dvé standardni
mezinarodni metodiky. Prvni byla vytvofend CLSI (plvodné NCCLS, National
Commitee for Clinical Laboratory Standards Institute), ale ptivodni metoda se ukazala
jako nepraktickd pro testovani velkého poctu vzorkli a ¢asem byla pfizpiisobend pro
pouziti mikrotitranich desti¢ek. Soucasné¢ je v platnosti dokument M27-A3 pro
kvasinky a jde o Siroce pfijimany standard. Druha byla vypracovana Podvyborem pro
testovani antifungélni citlivosti EUCAST (European Committee for Antimicrobial
Susceptibility Testing). Jde taky o mikrodilu¢ni metodu a od M27 se lisi velikosti
inokula, médiem a hlavné zplisobem vyhodnoceni, které se u M27 dé€je vizudln€ a u
EUCAST spektrofotometricky po 24 hodinach pro vysSsi objektivitu dosazenych
vysledkii. Obé metody maji vysokou inter- a intralaboratorni reprodukovatelnost, ale
analyzy ukézaly, Ze breakpointy CLSI nejsou vhodné pro posouzeni vysledkl ziskanych
EUCAST metodou a naopak. Testovani citlivosti vlaknitych hub byla dlouho vénovana
mensi pozornost, soucasné se ji zabyva dokument CLSI M38-A a standard EUCAST
(Lass-Florl, Perkhofer et al. 2010). Velice komplikované je napt. stanoveni in vitro
aktivity echinokandinii vic¢i Aspergillus spp., jelikoz MIC casto piesahuje bezpecné
dosazitelné¢ plazmatické koncentrace. Proto se vyuziva hodnota minimalni efektivni
koncentrace (MEC), definovana jako nejniz§i koncentrace I1éku, pii které se
mikroskopicky daji pozorovat kratké, tlusté, rozvétvené hyfy. MEC se jevi jako
presngj$i ukazatel citlivosti nez MIC a je proto doporucovan jako endpoint pro
stanoveni in vitro aktivity kaspofunginu vici Aspergillus spp. (Arikan, Lozano-Chiu et

al. 2001).
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Tabulka 1: Rozdily mezi podminkami CLSI a EUCAST pro testovani antifungéIni
citlivosti kvasinek
Prevzato z: LASS-FLORL, C., PERKHOFER, S., ET AL. (2010). In vitro susceptibility testing

in fungi: a global perspective on a variety of methods. Mycoses 53(1): 1-11.

Vlastnost CLSIM 27 - A3 EUCAST-E.DEF.7.1
Pouzitelnost Kvasinky Kvasinky
Inokulum 0,5-2,5 x 10 CFU.ml! 0,5-2,5 x 10° CFU.ml"!

Standardizace inokula

0,5 x McFarland

RPMI 1640 0,2%

0,5 x McFarland

Médium RPMI 2% glukosa
glukosa
Pufr MOPS MOPS
Mikrotitracni desticka Jamky tvaru U Jamky s plochym dnem
Provedeni Mikrodiluce Mikrodiluce

Teplota 35°C 35-37 °C
Doba inkubace 24-48 h 24 h
Vyhodnoceni Vizualni Spektrofotometrické

100% - amfotericin B, 50% - 5-FC, azoly,
Endpoint / inhibice 50 % - azoly, echinokandiny

echinokandiny

90% - amfotericin B
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Tabulka 2: Rozdily mezi podminkami CLSI a EUCAST pro testovani antifungéalni
citlivosti plisni
Prevzato z: LASS-FLORL, C., PERKHOFER, S., ET AL. (2010). In vitro susceptibility testing

in fungi: a global perspective on a variety of methods. Mycoses 53(1): 1-11.

Vlastnost CLSIM 38 — A2 EUCAST-E.DEF.9.1
Pouzitelnost Vléknité houby Vlaknité houby
Inokulum 0,4-5 x 10* CFU.ml’! 2-5x 10° CFU.ml"
Standardizace inokula Spektrofotometricky Hemocytometricky
Médium RPMI 1640 RPMI 2% glukosa
Pufr MOPS MOPS
Mikrotitracni desticka Jamky tvaru U Jamky s plochym dnem
Provedeni Mikrodiluce Mikrodiluce
Teplota 35°C 35°C
Doba inkubace 48 h 48 h
Vyhodnoceni Vizualni Vizualni
Endpoint Z4dny nartst Z4dny nartst
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6.3.5.2 Diskovy test

Jde o jednoduchou a ekonomickou metodu vhodnou pro testovani antimykotik
rozpustnych ve vodé (napf. flucytosin, flukonazol a vorikonazol). Standard CLSI M44-
A upresiiuje pouziti pro Candida spp. Kritickym se u této metody jevi byt slozeni
rustového média, CLSI doporucuje Mueller-Hintontiv agar obohaceny 2% glukézou a
0.5 pg/ml methylenové modfi. Diskova difuzni metoda je vhodna také pro urceni
aktivity echinokandinli u kvasinek, jelikoz se tvoii lehce vyhodnotitelné ostré zony
inhibice (Ramirez, Serrano et al. 2006). Tato metoda se pii pouziti vhodnych podminek
jevi byt velice spolehlivou 1 u vlaknitych hub (Espinel-Ingroff, Arthington-Skaggs et al.
2007; Messer, Diekema et al. 2007)

6.3.5.3 E-test

E-test od vyrobce AB BIODISK, Solna, Svédsko je velice spolehlivou a dobie
reprodukovatelnou metodou pro testovani citlivosti kvasinek a vlaknitych hub, kterd
velice dobie koreluje se standardy CLSI (Szekely, Johnson et al. 1999). Velice vyhodné
je pouziti E-testu pro testovani citlivosti k amfotericinu B, ktery produkuje vysledky pti
SirSi koncentracni Skale a tudiz lze Iépe rozliSit citlivé a rezistentni kmeny nez pfti
mikrodiluéni metodé€, kde je rozpéti MIC ptilis uzké. Jednou z vyhrad k E-testu je, ze
pokud se zjisti rezistence u neocekdvaného kmene, méla by byt potvrzena dalsi metodou

(Johnson 2008).
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6.4 Prehled nejvyznamnéjsich antibakterialnich latek

Cilem antibakteridlnich latek je omezit rist (bakteriostaticka antibiotika), nebo
uplné znicit (baktericidni antibiotika) ptivodce infekce. Antibiotiky (ATB) nazyvame
produkty metabolizmu mikroorganizmii, uméle syntetizované antibakterialni latky se
oznacuji spravné jako chemoterapeutika. Idealni antibiotikum by mélo pusobit
selektivné na metabolické drahy bakterii bez ovlivnéni lidskych buné€k, tento model je
vSak vétSinou téZko dosazitelny. Pro prinik antibiotik do hostitelské bunky a tudiz pro
dosaZeni uc¢inku je klicovy fakt, zda se jedna o Gram-pozitivni nebo Gram-negativni
organizmus. U Gram-pozitivnich bun€k nese povrch negativni naboj, proto jim snadnéji
pronikaji ionizované molekuly s kladnym nabojem, napt. streptomycin. Bunécéna sténa
Gram-negativnich organizmii je mnohem komplexné;jsi, proto jsou mnoha anitbiotika
méné aktivni vii¢i G- nez G+ bakteriim (Liillmann, Mohr et al. 2004; Rang, Dale et al.
2007).

6.4.1 B-laktamova antibiotika

Pisobi na hlavni strukturdlni slozku bunécnych stén vétsSiny bakterii, peptidoglykan.
V procesu syntézy peptidoglykanu hraji vyznamnou roli penicilin-binding proteins
(PBPs), patfici mezi serinové protedzy. B-laktamova antibiotika se specificky vazou na
PBPs ve stén¢ bakterialni bunky, coz vede k destrukci bunécné stény, aktivaci
autolytickych enzymti a smrti bunky.

Peniciliny

Zakladni strukturou penicilinovych ATB je kyselina 6-aminopenicilanova. Témét
neovliviluji metabolizmus nemnoZicich se a nerostoucich bakterii, na proliferujici
bakterie vSak ptsobi baktericidné. G- bakterie jsou z diivodu piitomnosti fosfolipidové
membrany zabrafujici difuzi v buné¢né sténé velmi odolné vii¢i penicilinim. Jedna se o
vysoce efektivni antibiotika s velmi nizkou toxicitou, proto jsou lékem volby u mnoha
infekci (Liilllmann, Mohr et al. 2004).

Cefalosporiny

Zakladem je kyselina 7-aminocefalosporanova, jsou proto odolngjsi vaci B-
laktamazam. Mechanizmus U¢inku je stejny jako u penicilinli, maji vSak Sirsi

antibakteridlni spektrum (zejména vylepSenou aktivitu vici G- bakteriim oproti
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penicilinim), lepsi farmakokinetické parametry (napt. polocas) a jsou rezistentni vici
mnohym B-laktamézam (Murray, Rosenthal et al. 2009).

Karbapenemy

Strukturou jsou podobné penicilinim, pouze atom siry v thiazolovém kruhu je
nahrazen atomem uhliku. Jsou to velice dulezita Sirokospektra baktericidni antibiotika.

Monobaktamy

oy ee

Spektrum tc¢inku je tzké, plisobi pouze na aerobni G- bakterie, anaerobni a G+ bakterie
jsou rezistentni. Vyhodou uzkého spektra ucinku je, Ze tolik neovliviiuji béZnou

mikrofléru pacienta.

Tabulka 3: Antibakterialni spektrum f-laktdmovych antibiotik
Prevzato z:. MURRAY, P. R., ROSENTHAL, K. S., et al. Medical Microbiology. 6th
edition, Philadelphia, Mosby Elsevier.(2009) 978-0-323-05470-6.

Antibiotikum Spektrum ucinku

Aktivni vici vSem B-hemolytickym streptokokiim
Ptirozené peniciliny:
a vétSin€ dalSich druhi; limitovana G¢innost vici
benzylpenicilin (penicilin G)
stafylokoktiim;
fenoxymethylpenicilin
aktivni vii¢i meningokoktim a vétsiné G+
(penicilin V)
anaerobu; slaba aktivita vi¢i acrobnim a

anaerobnim G- tyckdm

Penicilinaza-rezistentni

peniciliny: Podobné penicilinu G a V, kromé rozsitené
methicilin, oxacilin, kloxacilin, aktivity vici stafylokokiim
dikloxacilin

Sirokospektré peniciliny:

Aminopeniciliny (ampicilin, Aktivita vii¢i G+ kokiim ekvivalentni pfirozenym
amoxicilin), Karboxypeniciliny penicilinlim, aktivni vi¢i nékterym G- tyckam
(karbenicilin, tikarcilin) (piperacilin je nejaktivnéjsi)

Ureidopeniciliny (piperacilin)
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Peniciliny s inhibitorem -
laktamazy:

ampicilin-sulbaktam, amoxicilin-

klavulanat, tikarcilin-klavulanat,

piperacilin-tazobaktam

Aktivita podobna pfirozenym penicilinim plus
vylepSena aktivita viici stafylokoklim
produkujicim
B-laktamazu a n¢kterym G- tyckam; ne vSechny
B-laktamazy jsou inhibovany; nejaktivnéjsi je

piperacilin-tazobaktam

Cefalosporiny s uzkym spektrem | Aktivita vi¢i G+ bakteriim je ekvivalentni
(1.generace): oxacilinu; aktivni vici nékterym G-bakteriim

cefalexin, cefalotin, cefazolin, (napt. Escherichia coli, Klebsiella, Proteus
cefapirin mirabilis)

Cefalosporiny s roz$ifenym
spektrem (2. generace):
cefaklor, cefuroxim,

cefoxitin

Aktivita vii¢i G+ bakteriim je ekvivalentni
oxacilinu; vylepsSend aktivita viici G-bakteriim
véetné rodu Enterobacter, Citrobacter a Proteus;

v v

cefoxitin je navic odoIngjsi vici B-laktaméazam

Cefalosporiny se Sirokym
spektrem (3. generace):
cefixim, cefotaxim, ceftriaxon,

ceftazidim

Aktivita vii€¢i G+ bakteriim je ekvivalentni
oxacilinu; vylepsend aktivita viici G-bakteriim
vcetn¢ Enterobacteriaceae a Pseudomonas

aeruginosa

Cefalosporiny s nejSirSim

spektrem (4. generace): cefepim,

Aktivita vii¢i G+ bakteriim je ekvivalentni
oxacilinu; okrajové vylepsena aktivita viici G-

bakteriim oproti 3. generaci; zvySend odolnost

imipenem, meropenem

cefpirom ‘
vici B-laktamazam
Sirokospektra ATB aktivni vii¢i vét§ing aerobnich
a anaerobnich G+ a G- bakterii s vyjimkou
Karbapenemy:

oxacilin-rezistentnich stafylokokl, Enterococcus
faecium, a n€kterych G- tycek (Burkholderia a

Pseudomonas)

Monobaktamy:

aztreonam

Aktivni vii¢i vybranym aerobnim G- ty¢kam
(Pseudomonas, Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae), ale inaktivni vici

anaerobum nebo G+ kokum
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6.4.2 Antibiotika inhibujici bakterialni proteosyntézu

Makrolidy

Zakladni struktura je tvofena viceCetnym laktonovym kruhem, na némz jsou
al. 2004). Vazou se na 50S podjednotku ribozomu a zabranuji elongaci vznikajiciho
polypeptidu. Na stejnou podjednotku se vaze i chloramfenikol a klindamycin, proto
mohou tyto latky spolu kompetovat, pokud jsou podavany spole¢né¢ (Rang, Dale et al.
2007). Jsou to bezpecna, Sirokospektra bakteriostatickd antibiotika, kterd predstavuji
efektivni alternativu pro pacienty alergické na p-laktdmy. Rezistence je vysledkem
alterace vazebného mista na bakterialnim ribozomu a je kodovana plazmidy. Makrolidy
pusobi hlavné na G+ organizmy, spektrum je srovnatelné s penicilinem G. Jsou ucinné
také pfi infekcich respira¢niho traktu vyvolanych intracelularnimi mikroby (Legionella
pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae a Chlamydia psittaci), povazuji se proto za léky
volby pii pneumoniich nezplisobenych nozokomidlni infekci. Klaritromycin a
azitromycin jsou u¢inné i proti infekcim vyvolanym Mycobacterium avium (Liillmann,
Mohr et al. 2004).

Linkosamidy

Hlavni ptredstavitel této skupiny klindamycin podobné jako chloramfenikol a
makrolidy blokuje prodluzovani polypeptidového fetézce vazbou na 50S podjednotku
ribozomu. Je aktivni vii¢i stafylokokim a anaerobnim G- tyckédm, ale nepiisobi na
aerobni G- bakterie. Ma chemickou strukturu, ktera se u jinych antibiotik nevyskytuje,
rezistence je presto zkiizena s makrolidy (Murray, Rosenthal et al. 2009).

Tetracykliny

Strukturalné jde o derivaty oktahydrotetracenu, plsobi bakteriostaticky a maji
Siroké spektrum U¢inku. VaZou se na 30S podjednotku ribozomu a blokuji vazbu tRNA
na komplex 30S ribozom-mRNA. Lehce vytvareji antibioticky net¢inné komplexy
s dvojmocnymi kationty. Proto se také kumuluji ve tkénich s vysokym obsahem
vapniku, napt. v kostech. Pisobi na vSechny bakterie citlivé na peniciliny a navic i na
Siroké spektrum G- bakterii. Rezistence je vS§ak pomérné Casta a je kompletni paralelni,
tzn. rezistence vici jedné latce znamend rezistenci vici celé skupiné (Liilllmann, Mohr

et al. 2004).
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Aminoglykosidy

Maji baktericidni efekt a vétSinou jsou tvotfeny glykosidicky spojenymi trisacharidy.
Mechanizmus uc¢inku je dany chybou c¢teni genetické informace pii proteosyntéze, pii
nizkych koncentracich se to vSak projevi pouze na rostoucich bakteriich. U vyssich
koncentraci nastupuje baktericidni efekt, vyvolany syntézou faleSnych bilkovin, které se
zabudovavaji napt. do plazmatické membrany a zptisobuji ireverzibilni funkéni poruchy
(Liillmann, Mohr et al. 2004). Penetrace ptes bunécnou membranu bakterie je zavisla na
oxygen-dependentnim aktivnim transportu, proto pusobi na anaerobni organizmy jen
minimalné (Rang, Dale et al. 2007). Vankomycin ma také ptili§ velkou molekulu, aby
pronikl ptes pory vngjsi fosfolipidové membrany G- baktérii, proto je vii¢i nim
neaktivni (Murray, Rosenthal et al. 2009). Aminoglykosidy jsou ureny pouze
k syst¢tmovému nebo lokalnimu pouziti, diky svoji vysoce polarni polykationické
struktufe totiz nejsou absorbovany z GIT. Maji relativné¢ vyS$i nezddouci UcCinky,
nejzavazngjsi je ototoxicita a neurotoxicita.

Chloramfenikol

Ma siroké antibakterialni spektrum podobné tetracyklinim. Pasobi bakteriostaticky
mechanizmem vazby na 50S podjednotku ribozomu a blokaci elongace polypeptidu.
Kvili inhibici proteosyntézy v bumnikach lidské kostni dien¢ ma zdvazné nezadouci
ucinky na krvetvorbu (Murray, Rosenthal et al. 2009). Z toho divodu je pouziti velmi
omezené, pouze topicky nebo jako rezervni IéCivo pii septickych infekcich
salmonelami, meningitidach nebo pti sepsi vyvolané G- bakteriemi (Liillmann, Mohr et
al. 2004).

Oxazolidiny

Jde o novou skupinu uzkospektrych antibiotik, v soucasnosti se pouziva linezolid.
Plsobi unikatnim mechanizmem po vazbé na 50S podjednotce ribozomu, kde blokuje
iniciaci proteosyntézy, proto nevznikd zkiizend rezistence s dal$imi latkami inhibujicimi
proteosyntézu (Murray, Rosenthal et al. 2009). Linezolid je obzvlast’ u€inny vici G+
kokim, je to tedy rezervni antibiotikum pro 1écbu infekci zplsobenych
multirezistentnimi stafylokoky, enterokoky a pneumokoky (Liillmann, Mohr et al.
2004).

Streptograminy

Strukturalné€ se jedna o cyklické peptidy. Podéavaji se v kombinaci latek skupiny A a
B, které piisobi synergicky na inhibici proteosyntézy. Soucasné se pouziva chinupristin-

dalfopristin. Dalfopristin se vaZze na 50S podjednotku ribozomu a zpiisobi zménu
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v konformaci, kterd usnadni vazbu chinupristinu. Dalfopristin brani elongaci

polypeptidového fetézce a chinupristin zpisobuje predcasné uvolnéni fetézce

zribozomu. Tato kombinace je aktivni vacéi stafylokokiim, streptokokim a

Enterococcus faecium. Tato antibiotika jsou rezervovana pro lé¢bu infekei vankomycin-

rezistentnim E. faecium (Murray, Rosenthal et al. 2009).

Tabulka 4: Antibakterialni spektrum inhibitort proteosyntézy
Prevzato zz MURRAY, P. R., ROSENTHAL, K. S., et al. Medical Microbiology. 6th
edition, Philadelphia, Mosby Elsevier.(2009) 978-0-323-05470-6.

erytromycin, azitromycin,

klaritromycin

Antibiotikum Spekrum tcinku
Sirokospektra ATB proti G+ a nékterym G-
Makrolidy: bakteriim, Neisseria, Legionella, Mycoplasma,

Chlamydia, Treponema, Rickettsia; klaritromycin
a azitromycin jsou aktivni vii¢i nékterym

mykobakteriim

Linkosamidy: klindamycin

Siroké spektrum viiéi G+ kokiim a anaerobiim

Tetracykliny: tetracyklin,

doxyciklin, minocyklin

Sirokospektra ATB proti G+ a nékterym G-
bakteriim (Neisseria, nékteré Enterobacteriaceae),

mykoplazmatiim, chlamydiim a rickettsiim

Aminoglykosidy: streptomycin,
kanamycin, gentamicin,

tobramycin, amikacin

Primarné pouzivané na lé¢bu infekci G- ty¢kami;
kanamycin m4 omezenou aktivitu; tobramycin ma
o néco vyssi aktivitu viaci Pseudomonas nez
gentamicin; amikacin ma nejvyssi aktivitu;

streptomycin a gentamicin je v kombinaci s ATB

pusobicim na bakterialni sténu pouZzivany k 1écbé
enterokokovych infekci;
streptomycin je aktivni viici mykobakteriim a
nékterym G- tyckdm
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Aktivni viici stafylokokim (véetné MRSA a
o . . VISA kmentt), Enterococcus, Streptococcus, G+
Oxazolidiny: linezolid
tyckam, Clostridium a anaerobnim koktim;

inaktivni va¢i G- bakteriim

Primarné aktivni viaci G+ bakteriim, dobra
aktivita vii¢i streptokoktim a stafylokoktim
citlivym 1 rezistentnim k methicilinu; Enteroccus

Streptograminy: chinupristin- faecium citlivy 1 rezistentni k vankomycinu

dalfopristin (neaktivni vi¢i E. faecalis); Haemophilus,

Moraxella a anaeroby (vetné Bacteroides
fragilis); inaktivni vii¢i Enterobacteriaceae nebo

jinym G- ty¢kdm

6.4.3 Antibiotika inhibujici syntézu kyseliny tetrahydrolistové

Sulfonamidy
Bakteriostaticky efekt je dany strukturalni podobnosti sulfonamidt s kyselinou p-

aminobenzoovou, diky které obsazuji jeji vazebna mista a brzdi syntézu kyseliny
dihydrolistové, nutné pro mnozeni bakterii. Nedostatkem kyseliny tetrahydrolistové,
ktera vznika redukci kyseliny dihydrolistové, se totiz snizuje syntéza purint a tymidini
nutnych pro syntézu DNA a RNA. Lidské ani zvifeci buiikky kyselinu listovou
nesyntetizuji, proto nedochazi k jejich posSkozeni. NejvyznamnéjSim dodnes
pouzivanym zastupcem této skupiny latek je sulfametoxazol v kombinaci s inhibitorem
bakteridlni reduktdzy kyseliny dihydrolistové trimetoprimem (= kotrimoxazol)
(Lillmann, Mohr et al. 2004).

Sulfonamidy maji Siroké spektrum U¢inku zahrnujici G+ a G- bakterie, napf.
Nocardia, Chlamydia a nékteré protozoa. Kotrimoxazol je lékem volby u akutnich a
chronickych mocovych infekci, zaroven se pouziva pii infekcich zpisobenych

Pneumocystis carinii (Murray, Rosenthal et al. 2009).
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6.4.4 Antibiotika inhibujici syntézu nukleovych kyselin

Chinolony
Jsou to Siroce pouzivana syntetickd chemoterapeutika, ptisobici inhibici bakterialni

DNA topoizomerazy typu II (gyrdazy) nebo typu IV, které jsou nezbytné pro replikaci,
rekombinaci a opravu DNA. U G+ bakterii dochazi hlavné k inhibici topoizomerazy II,
kdezto u G- bakterii k inhibici topoizomerazy IV. Chinolony vytvaii s vicemocnymi

kovy komplexy.

Tabulka 5: Antibakterialni spektrum chinolonti
Prevzato z: MURRAY, P. R., ROSENTHAL, K. S., et al. Medical Microbiology. 6th
edition, Philadelphia, Mosby Elsevier.(2009) 978-0-323-05470-6.

Antibiotikum Spektrum ucinku

, ' o Aktivni vici nékterym G- tyckam; bez
Uzkospektré chinolony (kys. nalidixova) ' o
vyuzitelné G+ aktivity

Sirokospektré chinolony (ciprofloxacin, . ' ' '
. ' Siroké spektrum vici G+ 1 G- bakteriim
levofloxacin, ofloxacin)

Sirokospektra ATB se zesilenou aktivitou
Chinolony s rozsifenym spektrem vici G+ bakteriim (zejména streptokokiim a

(moxifloxacin, trovafloxacin) enterokoktm); aktivita vii¢i G- ty¢kam je

srovnatelna s ciprofloxacinem

Metronidazol

Baktericidni G¢inek na anaerobni bakterie je dany kumulaci v citlivych bakteriich,
kde dochézi k redukci nitroskupiny na hydroxylaminovou skupinu. Tato skupina pak
vytvaii komplex s DNA anebo pierusuje jeji vlakna (Liillmann, Mohr et al. 2004).

Metronidazol je efektivni v 1é€bé amebidzy, giardidzy, vaginitidy zplsobené
Trichomonas vaginalis a zavaznych anaerobnich bakteridlnich infekci (vcetné infekci
zpusobenych Bacteroides fragilis). VUuci aerobim nebo fakultativnim aerobim nema

vyznamny efekt (Murray, Rosenthal et al. 2009).
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Rifampicin

Jde o makrocyklické antibiotikum plsobici vazbou na DNA-dependentni RNA-
polymerazu prokaryotickych bun€k, kterou nasledné inhibuje. Dochdzi tak k inhibici
syntézy RNA, na proliferujici bakterie plisobi tudiz baktericidné. Spektrum zahrnuje
Mycobacterium tuberculosis a G+ koky, véetné stafylokokt a streptokokt. Kviili rychle
se rozvijejici rezistenci se vétSinou pouziva v kombinaci, oproti bakteriim se u
Mycobacterium tuberculosis rozviji rezistence pomaleji az v pribéhu mnoha tydnt i pti

monoterapii (Liillmann, Mohr et al. 2004; Murray, Rosenthal et al. 2009).

6.5 Prehled nejvyznamnéjsich antimykotik

Pro terapii relativné benignich postizeni klize a sliznic je k dispozici Siroké
spektrum topickych antimykotickych latek, které jsou velmi dobfe snaSeny.
V poslednich letech doSlo 1 k vyraznému rozvoji v oblasti mnohem rizikovéjsi
systétmové terapie, kterd je nezbytnd pii mykotické sepsi nebo zasazeni vnitinich
organti. K zlepSeni terapeutickych vysledkti doslo hlavné vyvojem novych, méné
toxickych latek a vyvojem novych formulaci latek stavajicich, které maji srovnatelny

ucinek pfi mnohem nizsi toxicité (napft. lipidové formulace amfotericinu B).

Tabulka 6: Nejpouzivanéjsi topické a systémové antifungalni latky
Prevzato z: MURRAY, P. R., ROSENTHAL, K. S., et al. Medical Microbiology. 6th
edition, Philadelphia, Mosby Elsevier.(2009) 978-0-323-05470-6.

Zpusob
Antifungalni latka Mechanizmus ucinku Poznamky
podani
Allylaminy
Terbinafin ma vlemi
' ' . Siroké spektrum a
Naftifin Topicky Inhibice skvalen- )
‘ ‘ ‘ pusobi synergicky
Terbinafin p.o., topicky epoxidazy
s dalSimi
antimykotiky
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Antimetabolity

Pouziva se
v kombinaci
o s amfotericinem B a
_ Inhibice syntézy DNA
Flucytosin p.o. flukonazolem,;
a RNA ) o
problémem je toxicita
a sekundarni
rezistence
Imidazoly
Ketokonazol, Inhibice lanosterol-
) Ketokonazol ma
klotrimazol, l40-demethylazy, ktera
‘ _ mirné rozsifené
ekonazol, p.o., topicky katalyzuje pfeménu
. spektrum a problémy
mikonazol, lanosterolu na o
‘ ‘ s toxicitou
oxikonazol, aj. ergosterol
Triazoly
Limitované spektrum
(kvasinky); dobra
o penetrace do CNS;
Stejny jako imidazoly, o
‘ ‘ dobra in vivo aktivita;
Flukonazol p.o., L.v. ale vice specificka . ‘
primarni rezistence u
vazba na cilové misto
Candida krusei a
sekundarni rezistence
u Candida glabrata
Siroké spektrum
o aktivity; kolisava
Stejny jako imidazoly,
‘ ‘ absorpce (potfebné
Itrakonazol p.o., L.V. ale vice specificka
kyselé pH Zaludku);
vazba na cilové misto ]
problémem jsou
lékové interakce
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Stejny jako imidazoly,

Siroké spektrum

véetné kvasinek a

Vorikonazol p.o., i.v. ale vice specificka plisni; aktivni viici
vazba na cilové misto | Candida krusei; ¢etné
1€kové interakce
Stejny jako imidazoly, .
) Siroké spektrum
Posakonazol p.o. ale vice specificka
veetn€ Zygomycetes
vazba na cilové misto
Stejny jako imidazoly, Siroké spektrum
Ravukonazol p.o., L.v. ale vice specificka véetné kvasinek a
vazba na cilové misto plisni
Polyeny
Vazba na ergosterol, Zavedena latka;
Amfotericin B 1.v., topicky piimé oxidativni Siroké spektrum,;
poskozeni membrany vys$i toxicita
Lipidové formulace
(amfotericin B
v lipidovém o o Siroké spektrum;
‘ Stejny jako amfotericin ' o
komplexu nebo LV. B nizs$i toxicita, vyssi
koloidni disperzi, cena
lipozomalni
amfotericin B)
Vyvinuta je 1.v.
Oralni o o lipidova formulace
) Stejny jako amfotericin o
Nystatin suspenze, B s vyssi aktivitou
topicky (Arikan and Rex
2001)
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Echinokandiny

Kaspofungin je
schvaleny pro 1é¢bu
invazivni kandid6zy

a aspergilozy;

Kaspofungin, Inhibice syntézy anidulafungin a
anidulafungin, LVv. glukant fungalni mikafungin jsou
mikafungin bunécéné stény schvéleny pro 1écbu
invazivni kandidozy;
vici rodu Candida
mayji baktericidni
aktivitu
Riizné
Amorolfin Topicky
Ciklopirox Topicky
Griseofulvin p.o.
Undecylenat Topicky
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7 Experimentalni ¢ast

7.1 Material

7.1.1 Pomiicky a pFistroje

e automatické pipety, sterilni mikrotitracni desticky s vicky, 12ti jamkové
rezervoary na média, Biirkerovy komurky, ockovaci klicky, sterilni pipetovaci
Spicky, zkumavky

¢ laminarni box, vortex, denzitometr, termostat, mikroskop

7.1.2 Chemikalie

e 3-(N-morfolino)propansulfonovéa kyselina (MOPS), dimethylsulfoxid (DMSO),
gluk6za, 10M NaOH, sterilni voda

7.1.3 Riistova média

e RPMI 1640 (Gplné slozeni viz Tabulka 7)

e Sabouraudtv agar

SloZeni:  Pepton 10 g/l
Dextroza 40 g/1
Agar 15 g/l

Navazka je 65,0g ptipravku na 1000 ml destilované vody — sterilizace probihd v

autoklavu pti 121°C po dobu 15 minut.

e Mueller-Hintonuv bujén (MH bujon)

Slozeni: ~ Hovézi vytazek 2 ¢/l
Pepton 17,5 g/l
Skrob 1,5 g/l
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Tabulka 7: Slozeni média RPMI-1640 SEVAC 5x koncentrovaného (obsah v gramech

na 1000 ml média)

Dusi¢nan vapenaty tetrahydrat 0,5 L- prolin 0,1
Chlorid draselny 2,0 L- serin 0,15
Hydrogenfosfore¢nan sodny 5,015 | L- threonin 0,1
.2H20
Siran hofeCnaty heptahydrat 0,5 L- tryptofan 0,025
Chlorid sodny 30,0 | L-tyrosin 0,1
L- arginin hydrochlorid 1,21 | L-valin 0,1
L- asparagin monohydrat 0,27 | Biotin 0,001
L- cystin 0,25 | Cyanocobalamin 0,0000
25
L- glutamin 1,5 Cholin chlorid 0,015
Glutathion 0,005 | I- inositol 0,175
Glycin 0,05 | Kyselina listova 0,005
L- histidin HCI H,O 0,102 | Kyselina p- 0,005
aminobenzova
L- hydroxyprolin 0,1 Nikotinamid 0,005
L- isoleucin 0,25 | D- Ca- Pantothenat 0,0012
5
Kyselina L- asparagova 0,1 Pyridoxin hydrochlorid 0,005
Kyselina L- glutamova 0,1 Riboflavin 0,001
L- leucin 0,25 | Thiamid hydrochlorid 0,005
L-lysin hydrochlorid 0,2 Glukéza 10,0
L- methionin 0,075 | FenolCerven 0,05
L- phenylalanin 0,075

7.2 Testované kmeny bakterii

o Staphylococcus aureus CCM 4516/08 (SA)
o Staphylococcus aureus methicilin rezistentni H 5996/08 (MRSA)
o Staphylococcus epidermidis H 6966/08 (SE)

e FEnterococcus sp. J 14365/08 (EF)

o FEscherichia coli CCM 4517 (EC)
o Klebsiella pneumoniae D 11750/08 (KP)

o Klebsiella pneumoniae ESBL pozitivni J 14368/08 (KP-E)

o Pseudomonas aeruginosa CCM 1961 (PA)

55




7.3 Testované kmeny kvasinek a hub

o Candida albicans ATCC 44859 (CA1)
o Candida tropicalis 156 (CT1)

o Candida krusei E28 (CK2)

o Candida glabrata 20/1 (CG1)

o Trichosporon asahii 1188 (TA1)

o Aspergillus fumigatus 231 (AF)

o Absidia corymbifera 272 (AC)

o Trichophyton mentagrophytes 445 (TM)

7.4 Testované latky

Pouzité vzorky byly syntetizovany na Katedfe anorganické a organické chemie a
Katedie farmaceutické chemie a kontroly IéCiv Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy. Testovano bylo celkem 63 latek, které jsou na zaklad€ spole¢nych strukturnich

znaktl rozdéleny do 7 hlavnich skupin.

1. Derivaty 2-(5-karboxypentyl)isochinolinium-bromidu a
1-(5-karboxypentyl)pyridinium-bromidu

2. Derivaty 6-[(3-methylfenyl)amino]pyrazin-2-karboxylové kyseliny

3. Derivaty 2-hydroxythiobenzamidu, derivaty
2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithionu a dalsi ptibuzné struktury

4. Derivaty 2-(2-fenylvinyl)chinolinu

5. 8-hydroxychinolin-2-karbaldehyd-N-fenylthiosemikarbazon a derivaty
7-hydroxychinolin-8-karbaldehyd-thiosemikarbazonu

6. 2,2'-dithiodianilin a derivaty 1,3-benzothiazol-2-aminu

7. Derivaty 4-methyl-3-fenyl-4,5-dihydroisoxazolu
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7.5 Postup pro testovani antibakterialniho pisobeni

7.5.1 Priprava suspenzi testovanych kmenu

Do 8 sterilnich zkumavek popsanych zkratkami testovanych kmenti napipetujeme
po 3 ml sterilni vody. Z kultury bakterii narostlych na zivném agaru odebereme malou
cast kolonie a resuspendujeme ji do sterilni vody ve zkumavce. Promichdme na vortexu
a n¢kolikrat zméfime hustotu na denzitometru. Vznikld suspenze by méla mit hustotu

0,5 stupnit McFarlanda. Takto pfipravena inokula bakterii vydrzi cca 14 dni pti 2-8 °C.

7.5.2 Priprava redici rady testované latky

1. Navazku testované latky rozpustime v takovém objemu DMSO, aby prvni
testovand koncentrace byla 500 pmol.I' a zaroven koncetrace DMSO v jamce
nepiesahla 1%, proto pifi ptfipravé pracovnich roztokl pfiddvame k rastovému
médiu (1, 98 ml) jen 1% latky rozpusténé v DMSO (20 pl). Z tohoto divodu
musime piipravit latku 100x koncentrovanéjsi, aby prvni testovand koncentrace

byla 500 umol.I"'. Promichdme na vortexu.

Vzorec pro vypocet objemu DMSO:

m . 10° (pfevod na pl)
VDMSO = === mmmmm e oo =X ],ll DMSO
¢ .M. 100 (zakoncentrovani)

m...navazka (g)
c....prvni testovana koncentrace = 500 pmol.I™

M...molarni hmotnost

Pozn.: Udaje o navazce a molekulové hmotnosti byly dodany spolu s testovanou latkou.

2. Pokud se latka rozpusti nebo vytvoii homogenni suspenzi, pfistoupime k dal§imu
kroku. Jestlize se latka vysrazi nebo nerozpusti, pfiddme druhy, pfipadné tieti
ekvivalent rozpoustédla. Kazdym ptidanim ekvivalentu rozpoustédla se posouva

prvni testovana koncentrace o jedno fedéni dozadu (z 500 pumol.I'' na 250
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umolL1™", atd.). Pokud nedojde k rozpusténi ani po pfidani tietitho ekvivalentu,
latku z testovani vyfadime.

. Do sterilni zkumavky (oznacenou 1) napipetujeme 1,98 ml MH bujonu a pridame
20 pl rozpusténé testované latky. Promichdme na vortexu.

. Zkontrolujeme, jestli se latka v MH bujonu nevysrazela. Pokud ne, ptistoupime
k dal$imu bodu. Pokud ano, pfidame druhy, piipadné tieti ekvivalent MH bujonu.
Kazdym pridanim ekvivalentu MH bujonu se posouva prvni testovana
koncentrace o jedno fedéni dozadu (z 500 pmol.I™* na 250 pmol.I™, atd.).

Timto ziskame pracovni roztok 1. testované koncentrace, ktery steriln€ premistime
do 1. jamky 12ti jamkového rezervoaru.

. Do 10 sterilnich zkumavek (oznacenych 2-11) si pfipravime dvojkovou fedici fadu
testované latky v DMSO: do kazdé zkumavky napipetujeme 0,5 ml DMSO. Do 1.
zkumavky (oznacené 2) napipetujeme 0,5 ml testované latky rozpuSténé v DMSO
(viz vod 2.), promichame a pteneseme 0,5 ml do zkumavky 3, promichame a
pieneseme 0,5 ml do zkumavky 4 atd., az po zkumavku 11.

. Do jamek 2 — 12 12ti jamkového rezervoaru napipetujeme 1,98 ml MH bujéonu a
piidame 20 pl nafedéné testované latky (tzn. ze zkumavky 2 do jamky 2, ze
zkumavky 3 do jamky 3, atd.). Do posledni 12. jamky pfiddme 20ul samotného
DMSO (kontrola). V kazdé jamce rezervoaru ziskame 2 ml pracovniho roztoku

s ptisluSnou koncentraci testované latky + kontrolu.

7.5.3 Priprava mikrotitra¢ni desti¢ky

Pomoci 12ti kanalové pipety napipetujeme 200 pl ptislusného zasobniho roztoku do

vSech tadkii mikrotitracni destiCky. Do kazdého tadku pak napipetujeme 10 pl

piipravené suspenze jednotlivych bakteridlnich kmenl. Vysledkem je, ze v kazdé

zosmi fad o 12 jamkach je suspenze jednoho bakteridlniho kmene a klesajici

koncentrace testované latky.

7.5.4 Inkubace

Mikrotitracni desti¢ky pfiklopené vickem inkubujeme v termostatu pfi teploté 37 °C

po dobu 48 h (odecet probiha po 24 a 48 hodinéch).
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7.5.5 Vyhodnoceni

Po 24 a 48 hodinach inkubace hodnotime nértst v jamkach. Koncentrace latky
inhibujici rust bakterie odpovida jamce, ve které dojde k 95%-nimu potlaceni rustu
bakterie (ICos). Riist se projevuje okem pozorovatelnym zakalem v jamce; dojde-li k

inhibici rustu, je jamka Cira.

7.6 Postup pro testovani antimykotického pusobeni

K testovani byla pouzita metodika vychdzejici z doporuc¢enych postuptt CLSI pro in

vitro testovani citlivosti na antimykotika.

7.6.1 Priprava suspenzi testovanych kmenu

1. Do kazdé z 8 sterilnich zkumavek napipetujeme 3 ml sterilni vody. Z kultur
narostlych na Sabouraudové gluk6zovém agaru odebereme Cést kolonie a pomoci
vortexu resuspendujeme v ptislusné zkumavce, oznacené typem kmenu.

2. Zkazdé zkumavky odebereme 12 pl pro stanoveni hustoty suspenze Biirkerovou
komirkou. Optimélni hustota je v rozmezi 1,0-2,5 x 10° CFU/ml.

3. Pfi dodrZeni postupu je mozné inokula pouzit podobu 14 dni, jsou-li uchovavana

pii teploté 2-8 °C.

7.6.2 Priprava rlistového média

Ke 4 dilim MOPS s 1% glukozy ptidame 1 dil RPMI 1640, kone¢ny objem a
pfesnd mnozstvi se odviji od ocekévané spotieby. Hodnota pH se upravi na 6,5 — 7,9
pfiddnim nékolika kapek NaOH, pficemz roztok zméni barvu ze Zluté na cerveno-

oranzZovou.

7.6.3 Priprava redici rady testované latky

Postup se shoduje s vySe popsanym postupem pro testovani antibakteridlniho

plsobeni, pouze jako ristové médium se misto MH bujonu pouzije RPMI 1640.
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7.6.4 Priprava mikrotitraéni desti¢ky

Pomoci 12ti kanalové pipety pfeneseme z rezervoaru 200 pl zasobniho roztoku do 7
fadkd na prvni desticce a do tolika fadkt na druhé desticce, kolik mame testovanych
latek. Poté do prislusnych tadkt prvni destiCky napipetujeme 10 pl pfipravenych
suspenzi jednotlivych kmenti. Do vSech jamek druhé desticky pipetujeme pouze kmen

Trichophyton mentagrophytes.

7.6.5 Inkubace

Desticky piiklopené vickem inkubujeme v termostatu pii 35 °C; prvni desticku 48
hodin (MIC se odecitd po 24 a 48 hodinach), druhou desticku s TM 120 hodin (odecet
MIC po 72 a 120 hodinach).

7.6.6 Vyhodnoceni

Po uplynuti predepsané doby porovname nartist kolonii v jamkach s kontrolou.
Minimalni koncentrace inhibujici rist kvasinek odpovidala alespont 80%nimu potlaceni
rustu kolonii oproti kontrole (MIC = ICg). Pro vlaknité houby byla hodnota MIC

stanovena jako 50% potlaceni rtstu oproti kontrole (MIC = ICsp).
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7.7 Vysledky

Zkousené latky byly nafedény do koncentraci 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625;
7,813; 3,906; 1,953; 0,977; 0,488 pumol.I''. Odectené hodnoty MIC jsou vyznaceny

tuéne.

7.7.1 Derivaty 2-(5-karboxypentyl)isochinolinium-bromidu a

1-(5-karboxypentyl)pyridinium-bromidu

Tabulka 8: Strukturni vzorce derivatl 2-(5-karboxypentyl)isochinolinium-bromidu a

1-(5-karboxypentyl)pyridintum-bromidu

1 0
=] 2
0
Kod ; ,
R R Mr
latky
i S Ty
T6293 Br |l 748,93
NN
R
R
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T6278 NK) 412,41
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T6295 Br NL 440,46
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T6294 Br |l 462,47
Ty
T6296 Br |l 438 45
P
R
T
T6292 ar 424,42
Py
R
R
)\/J\/\ o | -
T6297 . o el 438 45
R R Mo
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Tabulka 9: Vysledky testovani antibakterialni aktivity derivatd 2-(5-karboxypentyl)

isochinolinium-bromidu a 1-(5-karboxypentyl)pyridintum-bromidu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC/ICgo (umol.I™")

(kéd) T6293 T6278 T6295 |T6294 T6296 T6292 T6297 T6299

SA 24h 3,9 31,25 ( 7,81 | 15,62 | 15,62 | 31,25 | 7,81 >250
48h 3,9 31,25 ( 7,81 | 15,62 | 15,62 | 31,25 | 7,81 >250

MRSA | oun | 3,9 | 62,5 | 7,81 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 62,5 | >250
48h | 39 | 500 | 7,81 | 31,25 (31,25 31,25 | 62,5 [ >250
SE | 24n | 3,9 |31,25| 39 |1562| 7,81 | 31,25 | 31,25 | >250
48h | 39 | 625 | 7,81 | 1562 | 31,25 | 31,25 | 31,25 [ >250
EF | 24n | 781 | 125 [ 1562 | 625 | 62,5 | 625 | 500 | >250
48h | 31,25 | 125 [ 31,25 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 500 | >250
EC | 240 | >500 | >500 | 31,25 | 500 | 125 | 500 | >500 | >250
48h | >500 | >500 | 31,25 | 500 | 125 | 500 | >500 [ >250
KP | 240 | >500 | >500 | 62,5 | 500 | 500 | >500 | >500 | >250
48h | >500 | >500 | 62,5 | 500 [ 500 | >500 | >500 [ >250
KP-E | 24n | >500 | >500 | 125 | 500 | 500 | >500 | >500 | >250
48h | >500 | >500 | 125 | 500 | 500 | >500 | >500 [ >250
PA | 240 | >500 | 125 | 31,25 | 500 | 125 | >500 | >500 | >250
48h | >500 | >500 | 31,25 [ 500 | 125 | >500 | >500 [ >250

Latka T6293 vykazala nejlepsi antistafylokovou aktivitu vii¢i SA, MRSA a SE po
24 1 48 h, a to 3,9 umoll™". Latka T6295 méla také velmi dobrou aktivitu vici
stafylokokiim, po 12 h u SE dokonce stejnou jako T6293. VSechny ostatni latky
vykézaly antistafylokokovou aktivitu s vyjimkou latky T6299, kterd méla pouze velmi
slabou aktivitu u vSech testovanych kmend. Latky T6293 a T6295 byly také aktivni viici
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EF, kdy T6293 vykézala po 12 h niz§i MIC nez T6295, po 24 h byly hodnoty MIC u
obou latek stejné. Latka T6295 dosahla relativné nizkych MIC u vsech testovanych
kmend, MIC 31,25 umol.I"! dosdhla i u EC a PA.

Tabulka 10: Vysledky testovani antimykotické aktivity derivati 2-(5-karboxypentyl)

isochinolinium-bromidu a 1-(5-karboxypentyl)pyridinium-bromidu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC/ICgo /ICso (umol.I)
(kéd) T6293 T6278 T6295 |T6294 T6296 T6292 T6297 T6299
CA 24h 3,9 125 7,81 15,62 | 31,25 | 31,25 | 31,25 62,5

48h 15,62 | 125 15,62 | 31,25 | 62,5 | 31,25 | 62,5 250

CT| 24 500 | 62,5 | 15,62 | 31,25 | 62,5 | 31,25 | 15,62 | 250
48h >500 | 125 | 15,62 | 62,5 | 125 | 62,5 | 62,5 | >250
CK| 240 |31,25| 125 | 1562 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 62,5 | 250

48h 62,5 | 125 | 1562 | 62,5 | 31,25 | 31,25 | 62,5 | 250
CG | 24n 39 | 625 | 7,81 31,25 | 1562 7,81 | 31,25 | 62,5
48h 7,81 | 125 | 31,25 | 62,5 | 125 | 31,25 | 31,25 | 250
TA | 24n 781 | 125 | 1562 | 62,5 | 62,5 | 31,25 | 62,5 | 250
48h || 15,62 | 250 | 31,25 | 125 | 625 | 62,5 | 250 | >250
AF | 24n 250 | 500 | 62,5 | 250 | 250 | 125 | 500 | >250
48h 500 | 500 | 125 | 250 | 500 | 250 | >500 [ >250
AC | 24h >500 | >500 | 250 | 500 | 500 | 250 | >500 | >250
48h >500 | >500 | 250 | 500 | >500 | 250 | >500 | >250
™| 72n 3,9 250 | 31,25 | 625 | 625 | 62,5 | 250 125
120n | 7,81 | 250 | 31,25 | 625 | 62,5 | 62,5 | >500 | 250

Jako nejucinnéjsi se jevi latka T6293, ktera dosdhla MIC 3,9 umol.I"! u kmenit CA
a CG po 24h a u TM po 72h. Tato hodnota u CG po 48 h a TM po 120 h vzrostla na
dvojnasobek a u CA o trojnasobek. U TA dosdhla tato latka 7,81 umol.I'. Nizké
hodnoty MIC vykazovala 1 latka T6295 u vSech kment, nejlepsi byly hodnoty 7, 81
umol.I'" po 24 h u CA a CG, u dalsich kandid dosédhla MIC 15,62 umol.I". Mirnou

aktivitu vykazaly vSechny latky téméf u vSech kmenti, za zminku stoji hodnota MIC
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7,81 umol.I™" po 24 h u CG latky T6292, po 24h vSak vzrostla na 31,25 pmol.I™.

Mirnou aktivitu vykazala i latka T6299, ktera byla viici bakteriim témét neti€inna.

7.7.2 Derivaty 6-[(3-methylfenyl)amino]pyrazin-2-karboxylové
kyseliny

Tabulka 11: Strukurni vzorce derivatl 6-[(3-methylfenyl)amino |pyrazin-2-karboxylové

kyseliny
J’O
HaC s AMH N 4
| | 0—='
e e
N
Kod R' Mr
MD 629/11 CH; 243,10
MD 630/11 C>Hs 257,12
MD 63 1/11 R 271,13
MD 632/11 R 4< 271,13
MD 633/11 p N 285,15
MD 634/11 /—< 285,15
R
MD 636/11 f< 299,16
R
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MD 637/11 R 313,18
MD 638/11 N N 327,19
MD 644/11 N N 341,21
MD 639/1T R \/\/\)\ 341,21
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Tabulka 12: Vysledky testovani antibakteridlni aktivity derivatt
6-[(3-methylfenyl)amino] pyrazin-2-karboxylové kyseliny

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC/ICgo (nmol.I™)

(kéd) MD629 | MD630 | MD631 | MD632 | MD633 | MD634 | MD636

SA 24h >500 >500 >250 250 125 >500 62,5
48h >500 >500 >250 >250 125 >500 62,5

MRSA | o4 | 5500 | >500 | >250 | >250 | 125 >500 | 125

48h >500 >500 >250 >250 250 >500 125

SE | 24n | >500 | >500 | >250 | >250 | 250 | >500 | 125

48h >500 >500 >250 >250 >500 >500 >500

EF 24h | >500 | >500 | >250 | 31,25 | >500 | >500 | >500

48h >500 >500 >250 31,25 >500 >500 >500

EC 24h >500 >500 >250 >250 >500 >500 >500

48h >500 >500 >250 >250 >500 >500 >500

KP 24h || >500 | >500 | >250 | >250 | >500 | >500 | >500

48h >500 >500 >250 >250 >500 >500 >500

KP-E | 24nh | >500 | >500 | >250 | >250 | >500 >500 | >500

48h >500 >500 >250 >250 >500 >500 >500

PA 24h || >500 | >500 | >250 | >250 | >500 | >500 | >500

48h >500 >500 >250 >250 >500 >500 >500

VétSina testovanych latek této skupiny neprokazala vyznamnéjsi antibakterialni
aktivitu, pouze latka MD632 dosahla hodnoty MIC 31,25 umol.I"* po 24 1 28 h. Urcitou
aktivitu vykazala 1 latka MD636, a to 62,5 pmol.I"" u SA a 125 pmol.I™" u MRSA po 24
148 h.
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Tabulka 12 — pokracovani

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC/ICgo (nmol.I™")

(kéd) MD637 | MD638 | MD644 | MD639

SA 24h 15,62 | 15,62 62,5 125
48h 15,62 125 >500 >500

MRSA | o4 | 31,25 | 62,5 | 250 500

48h 31,25 250 >500 >500

SE | 24n | 31,25 | 625 | 250 | >500

48h >500 >500 >500 >500

EF 24h || 31,25 | 62,5 250 500

48h >500 >500 >500 >500

EC 24h | >500 | >500 | >500 | >500

48h >500 >500 >500 >500

KP 24h | >500 | >500 | >500 | >500

48h >500 >500 >500 >500

KP-E | 24n || >500 >500 >500 >500

48h >500 >500 >500 >500

PA 24h | >500 | >500 | >500 | >500

48h >500 >500 >500 >500

Latka MD637 vykazala dobrou aktivitu vii¢i SA, a to 15,62 pmol.I™" po 24 148 h. U
MRSA byla hodnota MIC o néco vyssi, 31,25 umol.I"". U SE se sice projevila aktivita
po 24 h, ale neudrzela se po 48 h inkubaci. Latka MD638 doséhla dobrého vysledku po
24 h u SA, nicmén¢ tuto hodnotu neudrzela po 48 h, ani u MRSA nebo SE.
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Tabulka 13: Vysledky testovani antimykotické aktivity derivatt
6-[(3-methylfenyl)amino] pyrazin-2-karboxylové kyseliny

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC/ICgo /ICso (umol.I)
(kéd) MD629 | MD630 | MD631 | MD632 | MD633 | MD634 | MD636
CA 24h >500 >500 >250 >250 125 500 250

48h >500 >500 >250 >250 250 >500 >500

CcT 24h >500 >500 >250 >250 >500 >500 >500

48h >500 >500 >250 >250 >500 >500 >500

CK 24h >500 >500 >250 >250 >500 >500 >500

48h >500 >500 >250 >250 >500 >500 >500

CG 24h || >500 | >500 | >250 | >250 | >500 | >500 | >500

48h >500 >500 >250 >250 >500 >500 >500

TA 24h || >500 | >500 | >250 | >250 | 62,5 | 125 125

48h >500 >500 >250 >250 125 >500 250

AF 24h | >500 | >500 | >250 | >250 | >500 | >500 | >500

48h >500 >500 >250 >250 >500 >500 >500

AC 24h >500 >500 >250 >250 250 >500 250

48h >500 >500 >250 >250 250 >500 250

™ 72h | s00 | 500 | >250 | 125 | 625 | 125 | 62,5

120h 500 500 >250 >250 62,5 500 62,5

Antimykoticka aktivita téchto latek byla jesté niz$i nez aktivita antibakterialni, za
zminku stoji pouze hodnota MIC 62,5 pmol.I™" latek MD633 a MD636 po 72 1120 hu
™.
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Tabulka 13 - pokracovani

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) —-MIC/ICgo /ICso (umol.I™)
(kéd) MD637 | MD638 | MD644 | MD639
CA 24h 500 >500 >500 500

48h >500 >500 >500 >500

CT 24h | >500 | >500 | >500 | >500

48h >500 >500 >500 >500

CK 24h | >500 | >500 | >500 | >500

48h >500 >500 >500 >500

CG 24h || >500 [ >500 | >500 | >500

48h >500 >500 >500 >500

TA 24h 125 >500 | >500 >500

48h >500 >500 >500 >500

AF 24h | 500 | >500 | >500 | >500

48h 500 >500 >500 >500

AC 24h || >500 [ >500 | >500 | >500

48h >500 >500 >500 >500

™ 72h || 31,25 | 500 >500 | >500

120h || 31,25 500 >500 >500

Nejvyraznéjsi aktivitu vykazala latka MD637 u TM, a to 31,25 umolL.I™! po 72 1 120 h.
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7.7.3 Derivaty 2-hydroxythiobenzamidu; 2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-

dithionu a dalsi pribuzné struktury

Tabulka 14: Strukturni vzorce derivati 2-hydroxythiobenzamidu

i
@: NH—R!
OH
Kod R' Mr
RAM 417 H 153,202
Cl N
RAM 407 | 263,743
L
R
Cl
RAM 408 /@ 263,743
. -
HaC .
RAM 409 | 243,324
s
R
RAM 410 ) 279,356
R —_




RAM 416

379,034

RAM 421

373,424

RAM 422

452,320
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Tabulka 15: Strukturni vzorce derivati 2H-1,3-benzoxazin-2,4(3 H)-dithionu

ﬁ
1
PN
07 Vs
Kéd R' Mr
HLC =
RAM 411 | 285,384
o i
RAM 412 \ 321,416
R o
Er
RAM 413 {/ \‘} 350,253
R
Tabulka 16: Strukturni vzorce dalSich pfibuznych latek
Kod Struktura Mr
CHs
7 M
J_z
RAM 414 0 s 336,408
| T ,/’“HNH | .
P i

73




RAM 415 376,260
e
=
cl cl
0
V4
5*/@ CHy
O/
RAM 41 /4 277,2
8 | S S0 77,296
= 0H
0
S.,—o—"S
[ \
M .
RAM 419 CED 359,419
g -
0
TCH,
3
N NH,
RAM 420 | Ny, 300,442
s N/ N
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Tabulka 17: Vysledky testovani antibakteridlni aktivity derivatt
2-hydroxythiobenzamidu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC/ICgo (umol.I™")

(kéd) RAM417 | RAM407 | RAM408 | RAM409 | RAM410 | RAM416 | RAM421 | RAM422

SA 24h 250 (31,25 195 | 31,25 | 7,81 | 15,62 | 31,25 | >500
48h 250 62,5 7,81 62,5 | 31,25 | 15,62 | 62,5 >500

MRSA | o4y | 250 | 31,25 | 7,81 | 125 | 15,62 | 1562 | 250 | >500
48h | 250 | 62,5 | 31,25 | 250 | 62,5 | 15,62 | 250 | >500
SE | 24n | 125 | 625 | 3,9 | 125 | 31,25 | 1562 | 250 | >500

48h | 125 | 125 | 62,5 | 250 | 125 | 1562 | 250 | >500
EF 24h | >500 | 125 | 31,25 | 125 125 | 62,5 | 250 >500
48h | >500 | 500 | 62,5 | 250 | 250 | 62,5 | 500 | >500
EC | 240 | >500 | 250 | 62,5 | 500 | 250 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | 250 | 62,5 | 500 | 250 | >500 | >500 | >500
KP | 24n | >500 | 500 | 62,5 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | 500 | 62,5 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500
KP-E | 24n | >500 | 500 | 62,5 | 500 | 500 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | 500 | 62,5 | 500 | 500 | >500 | >500 | >500
PA | 24n | >500 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48h >500 >500 250 >500 >500 >500 >500 >500

Nejucinnéjsi latkou skupiny je RAM408, ktera vykazala urcitou aktivitu vici vSem
testovanym kmentim a vynikajici aktivitu vici stafylokokim, MIC po 24 h u SA byla
1,95 umol.I'!, po 48 h se zvysila na 7, 81 pmol.I™'. U MRSA byla MIC po 24 h 7,81
pmolI™ a u SE 3,9 pmol.I™, po 48 h doslo ke zvySeni na 31,25 pmol.I"!, resp. 62,5
pmolL.1". Latka RAM416 vykazovala taky dobrou aktivitu viici stafylokoktim, udrZela si
MIC 15,62 umol.I'" u SA, MRSA 1 SE i po 48 h. Latky RAM 407, 409 a 410 byly
aktivni vici stafylokoklim a castecné 1 EF. Zakladni laitka RAM 417 méla jen slabou

antistafylokokovou aktivitu, RAM422 se ukdzala jako neaktivni.
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Tabulka 18: Vysledky testovani antimykotického piisobeni derivati

2-hydroxythiobenzamidu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC/ICgo /ICso (umol.I)

(kéd) RAM417 | RAM407 | RAM408 | RAM409 | RAM410 | RAM416 | RAM421 | RAM422

CA | 24h | 62,5 125 31,25 250 125 31,25 >125 >500
48h 125 250 62,5 250 250 125 >125 >500

CT | 24n | >500 | 250 | 31,25 | 250 62,5 | >500 | >125 | >500
48h | >500 | 500 | 62,5 500 250 | >500 | >125 | >500
CK | 24n | 250 | 125 | 7,81 250 | 31,25 | 250 | >125 | >500

48h | >500 | 250 | 31,25 | 250 | 62,5 | 500 | >125 | >500
CG | 24n | >500 | 250 | 31,25 | 500 250 250 | >125 | >500
48h | >500 | 500 | 62,5 | >500 [ 500 | >500 | >125 | >500
TA | 24n | 500 | 31,25 | 7,81 | 62,5 | 31,25 | 125 >125 | >500
48h | >500 | 62,5 | 15,62 | 125 | 31,25 | 62,5 | >125 | >500
AF | 24n | >500 | 125 | 31,25 | 125 125 | >500 | >125 | >500
48h | >500 | 250 | 62,5 250 250 | >500 | >125 | >500
AC | 24h | >500 | 1,95 | 0,49 | 1,95 | 1,95 250 | >125 | >500

48h [ >500 1,95 1,95 3,9 1,95 >500 >125 >500

TM | 72n | 125 | 15,62 3,9 31,25 | 15,62 | 31,25 | >125 | >500
120h | 125 | 31,25 3,9 62,5 | 31,25 | 62,5 >125 | >500

Latky RAM407-410 vykazaly aktivitu vi¢i vSem testovanym kmeniim, obzvlast
ucinné byly viici AC, kde latka RAM 408 dosédhla po 24 h MIC az 0,49 pymol.I"!, po 48
h 1,95 pmol.I"'. Latky RAM407 a 410 mély MIC 1,95 pumol.I"! po 24 i1 48 h, u latky
RAM409 se zvedla po 48 h na 3,9 umoll'. Latky RAM407 a RAM410 vykazaly
dobrou aktivitu 1 vi¢i TM, kde dosahly hodnot MIC 15, 62 pmolI'! po 72 h a 31,25
pumol.I'" po 120 h. Liatka RAM417 byla mirn€ aktivni viici CA, litka RAM410
prokazala mirnou aktivitu viici CA a TM. Latky RAM421 a RAM 422 nevykézaly

vyraznéjsi aktivitu vi¢i Zadnému z testovanych kmend.
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Tabulka 19: Vysledky antibakteridlntho plsobeni derivati 2H-1,3-benzoxazin-

2,4(3H)-dithionu a dalsich latek ptibuznych struktur

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC/ICgo (umol.I™")
(kéd) RAM411 | RAM412 | RAM413 | RAM414 | RAM415 | RAM418 | RAM419 | RAM 420

SA | 24n | 125 (1562 39 | 500 | 125 | >125
48h | >125 [ 31,25 | 3,9 | >500 | 125 | >125

MRSA | o4n | 125 | 15,62 | 7,81 | 500 | >125 | >125
48h | >125 | 31,25 | 7,81 | >500 | >125 | >125

SE | 2n | 125 | 1562 | 7,81 | 500 | >125 | >125
48h | >125 | 125 | 15,62 [ >500 | >125 | >125

EF 24h | >125 | >125 [ 31,25 | 500 | 62,5 | >125
48h | >125 | >125 | 62,5 | >500 | 62,5 | >125

EC | 24h | >125 | >125 | >125 | >500 | >125 | >125
48h | >125 | >125 | >125 [ >500 | >125 | >125

KP | 24n | >125 | >125 | >125 | >500 | >125 | >125
48h >125 >125 >125 >500 >125 >125

KP-E | 24nh | >125 | >125 | >125 | >500 | >125 | >125
48h >125 >125 >125 >500 >125 >125

PA | 24n | >125 | >125 | >125 | >500 | >125 | >125
48h >125 >125 >125 >500 >125 >125

Latky RAM 419 a 420 byly nerozpustné v DMSO, proto byly z testovani vytrazeny.
RAM412 vykazala antistafylokokovy G¢inek, a to hodnoty MIC 15,62 umol.I'! u SA,
MRSA i SE po 24 h. Nejucinngjsi byla latka RAM413, ktera dosahla 3,9 pumol.I™ viici
SA po 48 h, 7,81 umol.I"* viici MRSA po 48 ha 7,81 umol.I"! po 24 h a 15,62 pmol.I"!

po 48 h vi¢i SE. Mirnou aktivitu vykazala 1 vi¢i EF. Dalsi latky této skupiny nemély

vyraznéjsi ucinek.
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Tabulka 20: Vysledky antimykotického ptsobeni derivati 2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-

dithionu a dalSich latek ptibuznych struktur

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC/ICgo /ICso (umol.I)

(kéd) RAM411 | RAM412 | RAM413 | RAM414 | RAM415 | RAM418 | RAM419 | RAM 420

CA | 24h >125 >125 >500 125 >125 125
48h >125 >125 >500 500 >125 >125

CT | 24n | >125 >125 >500 >500 | >125 | >125
48h >125 >125 >500 >500 >125 >125
CK| 24n | >125 | >125 | >500 | >500 | >125 | >125

48h >125 >125 >500 >500 >125 >125
CG | 24n >125 >125 >500 >500 >125 >125

48h >125 >125 >500 >500 >125 >125
TA| 24n | >125 | >125 | >500 | >500 | >125 | >125
48h >125 >125 >500 >500 >125 >125
AF | 24n | >125 >125 >500 >500 | >125 | >125
48h >125 >125 >500 >500 >125 >125
AC | 24n | 15,62 | >125 >500 >500 >125 >125

48h 62,5 >125 >500 >500 >125 >125

TM| 72n | >125 >125 >500 >500 >125 >125
120h >125 >125 >500 >500 >125 >125

Latky RAM 419 a 420 byly nerozpustné v DMSO, proto byly z testovani vytazeny.
Z4dna latka neprokazala vyrazngjsi antimykotickou uéinnost s vyjimkou RAMA411,

ktera dosahla u AC hodnot MIC 15,62 pmol.I™" po 24 ha 62,5 pmol.I™* po 48 h.
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7.7.4 Derivaty 2-(2-fenylvinyl)chinolinu

Tabulka 21: Strukturni vzorce derivati 2-(2-fenylvinyl)chinolinu

Kod R R’ R’ R* R’ Mr
WK-1 | cl | ¢ | -oH | g-O0~ Ot H 360,234
WK-2 H | H Cl H cl 300,182
WK-3 H | H H H cl 265,737
WK-4 cl | ¢l | -OH H ~—CM3 | 360,234

0
WK-5 H | H H R Ch, H 261,318
WK-6 cl | ¢ | -oH H cl 350,626

79




Tabulka 22: Vysledky testovani antibakteridlni aktivity derivatt
2-(2-fenylvinyl)chinolinu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC/ICgo (nmol.I™")
(kéd) WK-1 WK-2 WK-3 WK-4 WK-5 WK-6

SA 24h 125 >500 | >500 3,9
48h 125 >500 >500 7,81
MRSA | 24nh | 125 | >500 | >500 | 3,9
48h | 125 | >500 | >500 | 7,81
SE 24h | 125 | >500 | >500 | 3,9
48h | 125 | >500 | >500 | 7,81
EF 24h | >125 | >500 | >500 | 31,25
48h | >125 | >500 | >500 | 31,25
EC 24h | >125 | >500 | >500 | 125
48h >125 | >500 | >500 125
KP 24h | >125 | >500 | >500 | >500
48h >125 [ >500 | >500 | >500
KP-E 24h | >125 | >500 | >500 250
48h >125 | >500 | >500 250
PA 24h | >125 | >500 | >500 | 125
48h >125 [ >500 | >500 | >500

Latky WK-5 a WK-6 se vysrazely v MH-bujonu a proto byly z testovani vyirazeny.
Latky WK-1, WK-2 a WK-3 nevykdzaly vyraznéjsi uc¢inek, na rozdil od latky WK-4,
ktera dosahla nizkych hodnot MIC hlavné u stafylokokd, a to 3,9 umol.I"! po 24 h a
7,81 umol.I'! po 48 hu SA, MRSA i SE.
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Tabulka 23: Vysledky testovani antimykotické aktivity derivatt

2-(2-fenylvinyl) chinolinu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC/ICgo /ICso (umol.I)
(kéd) WK-1 WK-2 WK-3 WK-4 WK-5 WK-6
CA | 24h 125 >500 >500 0,49
48h | 125 | >500 | >500 | 0,98
CT | 24n | 125 | >500 | >500 | 0,98
48h | 125 | >500 | >500 | 0,98
CK | 24n | 125 | >500 | >500 | 0,98
48h | 125 | >500 | >500 3,9
CG | 24h | >125 >500 >500 0,98
48h >125 >500 >500 1,95
TA | 24n | 125 >500 | >500 | 0,49
48h | 125 | >500 | >500 | 1,95
AF | 24n | >125 >500 >500 3,9
48h >125 >500 >500 3,9
AC | 24nh | >125 >500 >500 | 15,62
48h >125 >500 >500 15,62
TM| 72n | 125 >500 | >500 | 13,9
120h | 125 | >500 | >500 | 15,62

Latky WK-5 a WK-6 se vysrazely v RPMI a proto byly z testovani vyfazeny. Latky
WK-1, WK-2 a WK-3 znovu nevykazaly vyrazngj$i u€inek. Latka WK-4 prokazala
vyrazny antimykoticky Uc¢inek. Pozoruhodné jsou hlavné hodnoty MIC dosazené u
kandid, které jsou vrozmezi 0,49 pmol.I" az 3,9 pumol.I", dale také velice nizké

hodnoty u TA (0,49 pmoLI™" po 72 ha 1,95 pmol.I"* po 120 h) a AF (3,9 umol.I"! po 24

148 h). Vic¢i AC dosahla MIC 15,62 pmol.I™ po 48 h au TM po 120 h.
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7.7.5 8-hydroxychinolin-2-karbaldehyd N-fenylthiosemikarbazon a

derivaty 7-hydroxychinolin-8-karbaldehyd-thiosemikarbazonu

Tabulka 24: Strukturni vzorce 8-hydroxychinolin-2-karbaldehyd-N-fenyl-

thiosemikarbazonu a derivati 7-hydroxychinolin-8-karbaldehyd-thiosemikarbazonu

Kod Struktura Mr
2 5
M3-44 NHA\J.-’N ™M HJJ\N H i 322,384
OH
— y OH
W
i —| S
i
MNH 4
—pR'
L
Kod R! R’ Mr
MS-46 -CH; -CH; 274,341
MS-47 R CH, H 274,341
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MS-48 -CH3 H 260315
R
MS-49 H T 322,384
s

Tabulka 25: Vysledky testovani antibakteridlni aktivity 8-hydroxychinolin-2-
karbaldehyd-N-fenylthiosemikarbazonu a derivatl 7-hydroxychinolin-8-karbaldehyd-

thiosemikarbazonu
KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) ~MIC/ICsgo (umol.I')
(k(_’)d) MS-44 MS-46 MS-47 | MS-48 MS-49

SA 24h >250 >250 >500 >500 250
48h >250 >250 >500 >500 250

MRSA | 24n | >250 | >250 | >500 | >500 | 250
48h >250 >250 >500 >500 >500
SE 24h | >250 | 250 | 250 | >500 | 125
48h >250 >250 >500 >500 250
EF 24h | >250 | >250 | >500 | >500 | 250
48h >250 >250 >500 >500 >500
EC 24h | >250 | >250 | >500 | >500 | 500
48h || >250 | >250 | >500 | >500 | >500
KP 24h | >250 | >250 | >500 | >500 | >500
48h || >250 | >250 | >500 | >500 | >500
KP-E | 24nh | >250 | >250 | >500 | >500 [ 500
48h | >250 | >250 | >500 | >500 | >500
PA 24h | >250 | >250 | >500 | >500 | 125
48h | >250 | >250 | >500 | >500 | 125

Zadna z latek této skupiny nevykézala vyrazn&jsi antibakterialni u¢inek.
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Tabulka 26: Vysledky testovani antimykotické aktivity 8-hydroxychinolin-2-
karbaldehyd-N-fenylthiosemikarbazonu a derivati 7-hydroxychinolin-8-karbaldehyd-

thiosemikarbazonu
KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC/ICgo /ICso (umol.I™)
(kéd) MS-44 MS-46 MS-47 MS-48 MS-49

CA | 24h >125 125 >500 >500 31,25
48h >125 >250 >500 >500 62,5

CT | 24n | >125 | >250 | >500 | >500 125
48h | >125 | >250 | >500 | >500 125
CK| 24n | >125 | >250 | >500 | >500 | 31,25

48h >125 >250 >500 >500 125
CG | 24h | >125 125 62,5 250 | 15,62
48h | >125 125 125 >500 | 31,25
TA | 24n | >125 125 >500 | >500 | 15,62
48h >125 >250 >500 >500 125
AF | 24nh | >125 | >250 | >500 | >500 | 125
48h >125 >250 >500 >500 >125
AC | 24nh | >125 >250 >500 >500 | 15,62

48h >125 >250 >500 >500 62,5

TM | 72n >125 125 62,5 >500 15,62
120h || >125 125 62,5 >500 15,62

Latka MS-47 dosahla u TM MIC 62,5 pmol.I"! po 72 1 120 h; latky MS-44 a MS-46
nedosdhly vyraznéjSiho antimykotického ucinku; latka MS-48 byla nejméné aktivni.
Latka MS-49 ovSem vykézala MIC 15,62 umoLI™! po 24 hu CG, TA, ACapo 72 hu
TM, tuto hodnotu si vSak dokazala udrzet pouze u TM po 120 h.
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7.7.6 2,2'-dithiodianilin a derivaty 1,3-benzothiazol-2-aminu

Tabulka 27: Strukturni vzorce 2,2'-dithiodianilinu a derivata 1,3-benzothiazol-2-aminu

Kod Struktura Mr

NH,
HaM
DF-20 5, )= 248,360
o
N

1
= | N%[/NH R
e S

Kéd R! Mr

R

DF-22 234,317

DF-23 R mﬂ/l\ 234317

o
R

DF-24

= s
DF-21 | 240,323
e
0
\I:H]/><

234,317
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DF-25 274381

/

DF-26 268,334

Tabulka 28: Vysledky testovani antibakterialni aktivity 2,2'-dithiodianilinu a derivatt

1,3-benzothiazol-2-aminu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) ~MIC/ICsgo (umol.I')
(k(’)d) DF-20 DF-21 DF-22 | DF-23 DF-24 DF-25 DF-26
SA 24h || 62,5 | >125 | >125 [ >500 >125 | >500
48h 62,5 >125 >125 >500 >125 >500
MRSA | 24h | 31,25 | >125 | >125 | 125 >125 | 250
48h || 62,5 | >125 | >125 | 500 >125 | 500
SE 24h | 125 | >125 | >125 | >500 >125 | 125
48h 500 >125 >125 >500 >125 500
EF 24h | 62,5 | >125 | >125 | >500 >125 | >500
48h 125 >125 >125 >500 >125 >500
EC 24h | >500 | >125 | >125 | >500 >125 | >500
48h >500 >125 >125 >500 >125 >500
KP 24h | >500 | >125 | >125 | >500 >125 | >500
48h >500 >125 >125 >500 >125 >500
KP-E 24h >500 [ >125 | >125 | >500 >125 | >500
48h >500 >125 >125 >500 >125 >500
PA 24h || 125 | >125 | >125 | >500 >125 | >500
48h | 500 | >125 | >125 | >500 >125 | >500

Z této skupiny testovanych latek prokazala vyrazngjsi aktivitu pouze latka DF-20, a
to MIC 31,25 pymol.I"! po 24 h u MRSA a 62,5 umol.I'! po 48 hu SA a MRSA. Latka
DF-24 se nerozpustila v DMSO, proto byla z testovani vyfazena.
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Tabulka 29: Vysledky testovani antimykotické aktivity 2,2'-dithiodianilinu a derivatt

1,3-benzothiazol-2-aminu

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC/ICgo /ICso (umol.I)
(kéd) DF-20 DF-21 DF-22 DF-23 DF-24 DF-25 DF-26
CA| 24n | 3,9 >125 | >125 | 125 125 62,5
48h | 7,81 | >125 | >125 | 125 >125 | 250
CT | 24nh | 15,62 | >125 | >125 | >500 >125 | >500
48h || 31,25 | >125 | >125 | >500 >125 | >500
CK| 24n | 62,5 | >125 | >125 | 500 >125 | >500
48h 125 >125 >125 >500 >125 >500
CG | 24h | 15,62 | >125 >125 >500 >125 >500
48h || 31,25 | >125 | >125 | >500 >125 | >500
TA | 24n | 31,25 | >125 | >125 250 >125 | >500
48h 62,5 >125 >125 >500 >125 >500
AF | 24nh | 31,25 | >125 | >125 | 250 >125 | >500
48h 125 >125 >125 >500 >125 >500
AC | 24n 125 >125 >125 >500 >125 >500
48h 125 >125 >125 >500 >125 >500
TM| 72n | 31,25 | >125 | >125 | 62,5 62,5 | 62,5
120h | 125 | >125 | >125 | 125 62,5 250

Latka DF-24 se nerozpustila v DMSO, proto byla z testovani vyfazena.

Latka DF-

20 byla aktivni vi¢i vSem testovanym fungdlnim kmeniim, neji¢innéjsi se jevila vici
CA, kde dosahla MIC 3,9 umoLI™ po 24 h a 7,81 umol.I"! po 48 h. Dale jsou vyrazné
hodnoty MIC dosazené u CT a CG, a to 15,62 pmol.I"! po 24 h a 31, 25 umol.I"* po 48

h. Dalsi latky této skupiny neprokazaly vyraznéjsi u€inek.
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7.7.7 Derivaty 4-methyl-3-fenyl-4,5-dihydroisoxazolu

Tabulka 30: Strukturni vzorce derivatii 4-methyl-3-fenyl-4,5-dihydroisoxazolu

Kod R' R? R? R* Mr
R 273
PB-1 Cl H Cl I’~|l
R\ NH,
PB-2 Cl H Cl NH—{f\ 288
R
K
PB-3 Cl H Cl NH—< 287
=
kY
) {
PB-4 Cl H Cl VR o 377
0
5
PB-5 Cl H Cl e 355
MNH \ /
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PB-6 -CH; -CH; | -CH; R—N_ ] 348
P
0
Ry
PB-7 cl H cl TS 296
]lﬁ:N
0
R T CH,
PB-8 Cl H Cl | | 363
M 2
) R OH
PB-9 Cl H Cl ~g 290
PB-10 Cl H Cl R ™| 318
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Tabulka 31: Vysledky testovani antibakteridlni aktivity derivati 4-methyl-3-fenyl-4,5-

dihydroisoxazolu
KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC/ICso (umol.I")
(kéd) PB-1 | PB-2 PB-3 | PB-4 | PB-5 | PB-6 | PB-7 | PB-8 |[PB-9 |PB-10
SA 24h || >500 [ >500 | >500 [ >500 | >500 | >125 | >500 | 500 |>500| 500
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | 500 |>500]|>500
MRSA | 2an | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >125 | >500 | 500 |>500{>500
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 |>500|>500
SE | 2an | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500 >500
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500
EF | 240 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >125 | >500 | >500 |>500{>500
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500
EC 24h || >500 | >500 | >500 [ >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500|>500
48h || >500 [ >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500 (>500
KP | 2ah | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >125 | >500 | >500 |>500 | >500
48h || >500 [ >500 | >500 | >500 | >500 [ >125 | >500 | >500 | >500 (>500
KP-E | 54 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 |>500|>500
48h || >500 [ >500 | >500 | >500 | >500 [ >125 | >500 | >500 |>500 (>500
PA | 24n | 500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >125 | >500 | >500 |>500 |>500
48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500 |>500

Z4dna z testovanych latek nevykazala vyraznéjsi antibakterialni Gi¢inek.
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Tabulka 32: Vysledky testovani antimykotické aktivity derivatt 4-methyl-3-fenyl-4,5-

dihydroisoxazolu
KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC/ICgo /ICso (umol.I™)
(kéd) PB-1 PB-2 | PB-3 PB-4 PB-5 PB-6 PB-7 PB-8 |PB-9 |PB-10

CA |24h| >500 | 62,5 | 62,5 | 31,25 | 250 | >125 | >500 [ >500 |>500]|>500
48h || >500 | 125 | 125 62,5 250 | >125 | >500 | >500 |>500|>500

cT 24h | >500 [ 250 | 500 250 | >500 | 125 | >500 [ >500 [>500|>500

48h || >500 | 500 | >500 | 250 | >500 | >125 | >500 | >500 |>500]>500

CK 24h | >500 [ 250 | 500 125 | >500 | 125 | >500 [ >500 |>500|>500

48h (| >500 | 500 | >500 [ 250 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500|>500

CG || >500 | 250 | 500 | 250 | >500 | >125 | 125 | >500 | >500|>500

48h (| >500 | 500 | >500 [ 250 | >500 | >125 | 500 | >500 |>500|>500

TA | 40| >500 | 125 | 62,5 | 31,25 | 125 | >125 | >500 | >500 |>500| 500

48h| >500 | 125 | 500 | 31,25 | 125 | >125 | >500 | >500 | >500(>500

AF | 4| >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 |>500]| 500

48h || >500 | >500 [ >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500|>500

AC 24h || >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 |>500]|>500

48h || >500 | >500 [ >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500|>500

™ 72h || >500 | 125 | 250 500 250 | 125 | 500 | >500 |>500( 500

120 >500 [ 500 | 250 500 | >500 | >125 | 500 | >500 |>500|>500

i

Latky PB-1 a PB7-10 byly neaktivni. U dalSich latek z této skupiny za zminku stoji
pouze latka PB-4 s hodnotami MIC 31,25 umol.I"! po 24 h a 62,5 pmol.I"* po 48 hu CA
a 31,25 umol.I'" po 24148 hu TA.
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8 Diskuze

Hodnoceni antimikrobialni aktivity je stale se rozvijejici a velice vyznamny obor, a
to jak z hlediska testovani citlivosti mikroba v ramci vybéru raciondlni farmakoterapie,
tak ve vyvoji novych antimikrobnich latek, které mohou v budoucnu diky neustale
vzrustajici rezistenci patogeni nabyt klicového vyznamu. Pro priikkaznost ziskanych
vysledkli je nezbytnd co nejvétsi mira standardizace pouzitych metod, kterd zaruCuje
reprodukovatelnost, jednozna¢nou interpretaci vysledkt a interlaboratorni pouzitelnost
vysledkt v riznych ¢astech svéta.

Jednou ze zavedenych metod je mikrodilu¢ni bujonovd metoda, kterd byla v této
praci pouzita pravé z ditvodu dobré reprodukovatelnosti, relativné nizké materidlové
naroCnosti a moznosti testovat SirSi spektrum koncentraci testovanych latek na §
kmenech mikrobi najednou. Touto metodou bylo otestovano celkem 63 latek
rozdélenych do 7 skupin na zéklad€ chemické struktury. VSechny latky byly otestovany
na 8 bakteridlnich a 8 fungalnich kmenech zaroven. Z bakterii byly testovany 4 Gram-
pozitivni a 4 Gram-negativni kmeny, vcetné rezistentnich ptivodcti nozokomiélnich
infekci (MRSA, Klebsiella pneumoniae ESBL-pozitivni). U hub bylo testovano 5
kment kvasinek a 3 kmeny vlaknitych hub.

V podminkéach nasi laboratofe byly provadény vSechny kroky ru¢né, coz vede
k vétSimu zatizeni chybou, a to hlavné v kroku inokulace mikrobialnimi kmeny kazdé
jamky zvlast, kde je mozna kontaminace nebo faleSn¢ pozitivni vysledek. DalSim
potencionalnim zdrojem chyb mize byt vizudlni odecet vysledkii.

Odectené hodnoty MIC byly rozdéleny do 3 kategorii, a to:

e Slab¢ ucinné ( MIC = 500, 250, 125 pmol.I'")

e Stiedné u¢inné¢ (MIC = 62,5; 31,25; 15,62; 7,81 umol.I'")

e Silng t¢inné (MIC = 3,9; 1,95; 0,98; 0,49 umol.I™")

Prvni testovanou skupinou latek byly derivaty 2-(5-karboxypentyl)isochinolinium-
bromidu a 1-(5-karboxypentyl)pyridinium-bromidu. Z téchto latek prokézaly vSechny
sttedni G€innost vi¢i G+ bakteriim, s vyjimkou latky T6299, kterd byla neaktivni, a
latky T6293, ktera vykazala silnou G¢innost vici stafylokokiim. MIC byla v ptipadé SA,
MRSA i1 SE shodné 3,9 pumoll! po 24 i 48 h inkubace. Latka T6295 méla
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antistafylokokovou uc¢innost niz§i pouze o jeden koncentra¢ni stupein oproti T6293, u
SE po 24 h byla MIC stejna. Navic T6295 vykézala stfedné silny ucinek i vici G-
bakteriim, a to EC, KP a PA. Latky T6278 a T6295 jsou ob¢ estery mentholu a 1isi se
pouze zavedenim dvou methylti na pyridinovy skelet. Tato zména vedla k vyraznéjsi
aktivité¢ vici G+ a Castecné aktivit¢ proti G- bakteriim. Po rozSiteni 3,4-
dimethylpyridinia na isochinolinium u latky T6294 doSlo k ztraté aktivity vaci G-
bakteriim. Ester geraniolu s 2-(5-karboxypentyl)isochinolinium-bromidem se ukézal byt
neaktivni, kdeZto ester geraniolu s 1-(5-karboxypentyl)-3,4-dimethylpyridinium-
bromidem vykazoval alesponi stiedni ucinnost vii¢i stafylokokiim. Tyto vysledky
naznacuji, ze latky s 3,4-dimethylpyridiniovym skeletem se jevi celkové aktivné;si, nez
se skeletem isochiniliniovym, pokud je alkoholické ¢ast esteru stejna. Pficinou celkoveé
lepsi aktivity tohoto souboru vici G+ bakteriim muze byt kladny naboj molekuly, ktera
pak snadnéji pronika negativné nabitou sténou G+ bungk.

Antimykoticka u¢innost latek skupiny 1 zhruba koreluje s antibakterialni aktivitou,
CAaCGapo 72 huTM. Po 48 h, resp. 120 hu TM byla ucinnost jiz pouze stiedni, a
jak u jiz zminénych kment, tak 1 u CK, CG, TA. Celkové se soubor latek ukazal jako
stiedné u¢inny hlavné na kvasinky. Sir§i spektrum vykazala kromé T6293 pouze latka
T6295, ktera méla stfedni ucinnost i na TM.

Druhou skupinu latek tvofily derivaty 6-[(3-methylfenyl)amino]pyrazin-2-
karboxylové kyseliny. Kyselina pyrazin-2-karboxylova je vlastni antituberkuloticky
aktivni formou dulezitého antituberkulotika pyrazinamidu vznikajici pomoci
pyrazinamidaz v buiikach Mycobacterium tuberculosis (Konno, Feldmann et al. 1967).
Proto bylo mnoho derivatt této latky testovano na antituberkulotickou aktivitu.

V nasi skupiné derivatli 6-[(3-methylfenyl)amino ]pyrazin-2-karboxylové kyseliny
bylo modifikaci dosazeno prodluzovanim uhlikového tetézce v alkoholické Casti esteru.
Antibakterialni i¢innost tohoto souboru latek byla celkové velmi nizk4, stfedni u¢innost
vici stafylokoklim miiZeme pozorovat teprve u latky MD637 esterifikované hexanolem.
ProdlouZenim fetézce o dalsi uhlik u latky MD638 aktivita poklesla, a dalSim
prodlouZzenim u MD644 jiz témér vymizela.

V testovani antimykotické u€innosti neuspéla skupina 2 o moc lépe. Za zminku stoji
snad pouze hodnota MIC 31,25 umol.I"! dosaZena latkou MD637 u TM po 721120 h.

Tteti skupina je ponékud strukturalné riznorodéjsi, pozistava z derivath 2-hydroxy-

thiobenzamidu, derivatd 2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithionu a dalSich latek
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ptibuznych struktur. Ve vSech téchto latkach Ize nalézt alespoil Castecnou piibuznost se
strukturou 2-hydroxythiobenzamidu.

Co se tyce antibakterialni aktivity pfimych derivat 2-hydroxythiobenzamidu, Cisty
2-hydroxythiobenzamid pod kodem RAM417 se ukézal byt antibakterialn¢ pouze slabé
ucinny. Substituce chlorfenylem na dusiku ovSem aktivitu vyrazné zvysila. Latka
RAM407 s atomem chloru v poloze 2 fenylu jiz vykazuje stfedni Uc¢innost vici
stafylokoktim a laitka RAM408 s chlorem v poloze 3 fenylu ma nejvyssi antibakterialni
u SA a 3,9 umol.I'" u SE po 24 h. Po 48 h je tato latka u vsSech stafylokok, ale i G-
bakterii s vyjimkou PA pouze stfedné U€inna. Vynechani chloru a substituce fenylu
v poloze 2 methylem vedla u laitky RAM409 ke snizeni u¢innosti vii¢i vSem bakteriim,
u SA také zlistala pouze stiedni. Nahrada fenylu 1-naftylem u RAM410 vedlo ke stfedni
u latky RAM416 vedlo ke konstantni stfedni hodnoté MIC 15,62 pymol.I'" po 24148 hu
vSech stafylokoki, a ke stfedni uc¢innosti 1 vli¢i EF. Nahrada thiofenu za benzen u N-(2-
benzoyl-1-benzofuran-3-yl)-u (litka RAM421) vedla ke stfedni a¢innosti pouze u SA.
Latka RAMA422, kterda ma oproti RAM421 v poloze 4 benzoylu atom bromu, jiz
postrada jakoukoliv antibakteridlni i€innost.

Pfimé derivaty 2-hydroxythiobenzamidu prokdzaly také dobrou antimykotickou
aktivitu. Nesubstituovand latka RAM417 byla opét bez vyraznéjsi aktivity, spolu
s RAM416, RAM421 a RAM 422. Na rozdil od bakterii mél RAM410 lepsi aktivitu nez
RAMI16, a to stiedni u CK, TA a TM a silnou u CA. Latka RAM408 byla znovu
nejucinngjsi, aktivitu prokazala vici vSem testovanym kmentiim, presnéji stiedni aktivitu
u kandid, TA a AF, a silnou aktivitu u TM a CA (az 0,49 umol.I"* po 24 h, resp. 1,95
pmolI™ po 48 h). Vyznamnou se zdd byt silna aktivita laitek RAM407-RAM410
zejména viuci AC, ktera dosahuje vybornych hodnot i po 48 hodinach. Celkové se tato
skupina latek jevi byt ¢inng;js$i vici vldknitym houbam (zejména AC a TM) nez vici
kvasinkam.

Latky odvozené od N-benzylsalicylthioamidu se li§i od naSeho souboru latek pouze
jednim uhlikem. Tyto latky byly pivodné vyvinuty kvili testovani na
antimykobakteridlni ¢innost, kterd byla u nich i prokazéna (Dolezal, Waisser et al.
2009). Nasledn¢ byla otestovéana i jejich antibakteridlni uc¢innost, ktera se ukazala byt
slibnou hlavné u G+ bakterii. Aktivita viici bakteriim vzristala se zvySujici se lipofilitou

a zavedenim halogenii do molekuly (Petrlikova, Waisser et al. 2010a). Podobnych
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zaveéru bylo dosazeno i po otestovani antifungalni aktivity (Petrlikova, Waisser et al.
2010b). Pokud aplikujeme tyto zjiSténi na nasi ptibuznou skupinu latek, zavéry mohou
byt podobné. Samotny 2-hydroxythiobenzamid byl neaktivni, nejspisSe kvili
nedostatecné lipofilité. Latka RAM 410 byla o néco antibakteridlné i antimykoticky
ucinnéjsi, nez méné lipofilni RAM 409. Nejaktivnéjsi byly ovSem chlorované derivaty,
tady se jako klicova ukézala byt poloha atomu chloru. Pro dalsi zavéry ohledn¢
zavislosti u¢inku na struktufe, a zejména pro rozhodnuti, zda jsou aktivnéjsi N-
benzylsalicylthioamidy nebo N-fenylsalicylthioamidy, by byla potfeba otestovani
SirStho spektra obdobnych latek. Aktivita latek RAM407-410 vuci Absidia corymbifera
je ovSem velice zajimava a jevi se byt dokonce vyssi nez u N-benzylsalicylthioamidii.

Latky obdobné zakladni struktury jako naSe derivaty 2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-
dithionu byly plivodné testovany na antimykobakterialni uc¢inost jako velice aktivni
(Petrlikova, Waisser et al. 2010c). Nami testované derivaty 2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-
dithionu mély oproti derivatim 2-hydroxythiobenzamidu niz§i antibakterialni Gi¢innost.
Substituce 2-methylfenylem na atomu dusiku u RAM411 nevedla k zadné aktivite,
sttedni ucinek vuci stafylokoktim vykazovala latka RAM412 substituovana 1-naftylem.
Nejlepsi uc¢inek vaci G+ bakteriim vSak vykazala RAM413 substituovand 4-
bromfenylem, a to stfedni u¢innost u MRSA, SE 1 EF a silnou u¢innost u SA (3,9
umol.I'™" po 24 1 48 h). Vici G- bakteriim nevykazala aktivitu zadna z latek. Dalsi
slozitéjsi struktury jiz jen vzdalen¢ piipominajici strukuru 2-hydroxythiobenzamidu
byly jiz bez aktivity nebo se nerozpustily v DMSO a ztestovani byly vyfazeny
(RAM419 a RAM420).

Derivaty 2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithionu a dalsi struktury neprokézaly zadny
vyrazngj$i antimykoticky ucinek s vyjimkou latky RAM411, kterd dosahla stfedni
aktivity viici AC, coz mize byt povaZzovano za pozlstatek aktivity pozorované u
podobné latky RAM409.

Ctvrtou skupinu tvoii derivaty 2-(2-fenylvinyl)chinolinu. Tento soubor neni
obzvlast rozsahly, ale obsahuje jednu z nejaktivnéjsich latek ze vSech testovanych, a to
hlavné co se tyce antimykotické Uc€innosti. Latky WK-2 a WK-3 jsou substituovany
chlorem v poloze 2 fenylu, WK-2 m4 navic jesté chlor v poloze 9 chinolinu, ani jedna
z téchto substituci vSak nevedla k vyrazngj$i antibakteridlni nebo antimykotické
aktivité. NeosvedcCila se ani substituce methoxyskupinou v poloze 4 fenylu u latky WK-
5, tato latka se totiz vysrazela v MH bujonu a byla tudiz vyfazena z testovani. Podobné

dopadla i latka WK-6, kterd mé na chinolinu v poloze 6a § atomy a chloru a v poloze 9
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hydroxyl, na fenylu je v poloze 2 atom chloru. Vyména chloru v poloze 2 fenylu za
ethoxyskupinu vedlo k vzniku latky WK-4, ktera vykazuje silnou aktivitu u SA, MRSA
a SE po 24 h (3,9 pmol.I'!) a stfedni aktivitu po 48 h u vSech G+ bakterii, na G- bakterie
ma pouze slaby ucéinek. U hub ale vykazuje silny uc¢inek (v rozmezi 0,49 az 3,9
pmol.I'") na vSechny kvasinky a AF, a stiedni Gi¢inek na AC a TM. Timto se stava
nejsiln€ji antimykoticky pusobici latkou ze vSech testovanych. Zajimavé je, ze latka
WK-1 se od WK-4 li§i pouze polohou ethoxylové skupiny, které je u WK-1 v poloze 4
fenylu, tato latka je vSak pouze slabé antibioticky 1 antimykoticky G¢innd. Latky stejné
zékladni struktury jako WK-1, WK-4 a WK-6 byly jiz otestované na
antimykobakteridlni 1 antimykotickou u¢innost, kde jedna z latek, 5,7-dichloro-2-(2-{4-
[2-(5,7-dichloro-8-hydroxy-chinolin-2-yl)vinyl]fenyl} vinyl)chinolin-8-ol vykazala
vysokou antimykobakterialni i antimykotickou aktivitu (Musiol, Jampilek et al. 2010).
Tato struktura je zrcadlové symetricka a nelze najit pfimou souvislost mezi ni a latkou
WK-4.

Pata testovana skupina pozlstavd z 8-hydroxychinolin-2-karbaldehyd-N-fenyl-
thiosemikarbazonu a derivati 7-hydroxychinolin-8-karbaldehyd-thiosemikarbazonu.
Prvni jmenovana latka pod kodem MS-44 se neukazala byt antibakteridlné ani
antimykoticky ucinna. Dalsi latky vznikly presunutim hydroxylové skupiny na
chinolinu do polohy 7 a karbaldehydu do polohy 8. Dale pak dochazelo k obménam na
dusiku thiosemikarbazonu, ovSem zavedeni jednoho methylu (MS48), dvou methyla
(MS46) ani ethylu (MS47) nepiineslo vyrazné zvyseni antimikrobialni aktivity. AvSak
po navratu k ptivodnimu fenylu z MS-44 u MS-48 jiz byla patrnd urcitd velmi slaba,
ovSem porad bezvyznamna antibakterialni aktivita. Naopak u hub doséahla latka MS-49
stfedni Gi¢innosti viaci CA, CG, AC a TM.

2,2'-dithiodianilin a derivaty 1,3-benzothiazol-2-aminu pfedstavuji  Sestou
testovanou skupinu latek. Ve struktufe derivati 1,3-benzothiazol-2-aminu Ize
vystopovat strukturni rysy 2-thioanilinu, dale byly tyto latky modifikovany na dusiku
aminu. Zadna ze substituci jak alifatickym, tak aromatickym zbytkem vsak nepiinesla
vyrazné zvyseni aktivity. Nejaktivnéjsi latkou skupiny se tak stal 2,2'-dithiodianilin,
ktery ma stfedni antibakteridlni G¢innost vici SA a MRSA, ovSem o dost vyraznéjsi
antimykotickou aktivitu, a to stfedni hodnoty MIC vii¢i CA CT, CG a TA po 48 h, u CA
dokonce 3,9 umol.I"* po 24 h. U CK, AF a TM doséhl sttednich hodnot MIC pouze po
24 h, resp. 72 hodinéch.
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Posledni, sedmé skupina patfi sice mezi nejpocetnéj$i, antimikrobidlni aktivita
derivati 4-methyl-3-fenyl-4,5-dihydroisoxazolu ovSem patfila mezi nejslabsi. Jako
antibakteridln¢ U¢innd se neprojevila ani jedna z testovanych latek tohoto souboru,
z antimykotické G€¢innosti Ize zminit pouze sttednich hodnot MIC latky PB-4 u CA a
TA.

A4

e Staphylococcus aureus — RAM408 (1,95 pmol.I™* po 24 h a 7,81 umolLI! po 48
h) ze skupiny derivata 2-hydroxythiobenzamidu; T6293 (3,9 umol.I™" po 24 148
h) ze skupiny derivati 2-(5-karboxypentyl)isochinolinium-bromidu; RAM413
(3,9 umol.I'* po 24 1 48 h) ze skupiny derivati 2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-

dithionu

e Staphylococcus aureus methicilin rezistentni — T6293 (3,9 umol.I"" po 24 148 h)

ze skupiny derivatii 2-(5-karboxypentyl)isochinolinium-bromidu

e Staphylococcus epidermidis - T6293 (3,9 umoll™ po 24 i 48 h) ze skupiny

derivati 2-(5-karboxypentyl)isochinolinium-bromidu

e FEnterococcus sp. — T6293 (7,81 umol.I™" po 24 h a 31,25 umol.I™" po 48 h) ze

skupiny derivati 2-(5-karboxypentyl)isochinolinium-bromidu

o FEscherichia coli — T6295 (31,25 pmol.I™! po 24 148 h) ze skupiny derivatt 1-(5-
karboxypentyl)pyridinium-bromidu

o Klebsiella pneumoniae — T6295 (62,5 pmol.I"! po 24 148 h) ze skupiny derivati
1-(5-karboxypentyl)pyridinium-bromidu a RAM408 (62,5 umol.I"! po 24 148 h)

ze skupiny derivatl 2-hydroxythiobenzamidu

e Klebsiella pneumoniae ESBL — RAM408 (62,5 pmolI™ po 24 i 48 h) ze
skupiny derivati 2-hydroxythiobenzamidu
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Pseudomonas aeruginosa — T6295 (31,25 pmolI™ po 24 i 48 h) ze skupiny
derivatt 1-(5-karboxypentyl)pyridinium-bromidu

Candida albicans — WK-4 (0,49 pumol.I"! po 24 h a 0,98 pmolLI™ po 48 h) ze
skupiny derivati 2-(2-fenylvinyl)chinolinu

Candida tropicalis — WK-4 (0,98 umol.I"* po 24 i1 48 h) ze skupiny derivata 2-
(2-fenylvinyl)chinolinu

Candida krusei — WK-4 (0,98 pmol.I"" po 24 h a 3,9 pumolI™ po 48 h) ze
skupiny derivata 2-(2-fenylvinyl)chinolinu

Candida glabrata — WK-4 (0,98 pmol.I"" po 24 h a 1,95 pmol.I"* po 48 h) ze
skupiny derivata 2-(2-fenylvinyl)chinolinu

Trichosporon asahii — WK-4 (0,49 umol.I"! po 24 h a 1,95 pumol.I"! po 48 h) ze
skupiny derivatt 2-(2-fenylvinyl)chinolinu

Aspergilus fumigatus — WK-4 (3,9 umol.I™" po 24 1 48 h) ze skupiny derivati 2-
(2-fenylvinyl)chinolinu

Absidia corymbifera — RAM408 (0,49 pmol.I™! po 24 h a 1,95 pmol.I"! po 48 h)

ze skupiny derivatii 2-hydroxythiobenzamidu

Trichophyton mentagrophytes — RAMA408 (3,9 pmolL1™" po 24 148 h) ze skupiny

derivatl 2-hydroxythiobenzamidu

Z vyse uvedného je jasné patrné, Ze nejucinn€j$i latky vykazovaly urcitou

selektivitu vii¢i specifikim danych skupin mikrobl.. Prokézaly rozdilnou aktivitu na

prokaryota a eukaryota (jiné latky byly Gi€¢inné na bakterie a jiné na houby — vyjimkou je

RAM 408, ktery byl silné¢ aktivni vici stafylokoklim i vii¢i vldknitym houbam) a

pusobily odlisné¢ na Gram-pozitivni koky a Gram-negativni tycky a také na kvasinky a

vléknité houby. Pro G+ bakterie se ukédzala byt neju¢innéjsi latka T6293 s pozitivnim

nabojem v molekule, coz mize vyznamné pfispét k jeji aktivité, pokud vezmeme
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v potaz negativni naboj peptidoglykanti obsazenych ve velké mife v bunécné sténé¢ G+
organizmu. Latka T6295, nejucinnéjsi viici G- bateriim ma taky kladny naboj, ovSem
oproti T6293 o dost nizsi, pouze stfedni aktivitu. To mize byt vysvétleno mnohem tenci
vrstvou peptidoglykanu v bunécné sténé G- bakterii a jeji mnohem vétsi slozitosti.
Cilem této prace bylo zjistit prvni orientacni informace ohledné ucinnosti nové
syntetizovanych latek. Pravdépodobnost, ze by se kterdkoliv testovana latka prosadila
jako opravdovy 1€k, je velmi nizkd, jelikoz by musela spliiovat velice pfisnd kriteria
toxikologickych zkousek a posléze klinickych studii. Nicméné tyto vysledky mohou byt
zajimavym impulzem pro syntézu chemicky podobnych latek a prozkoumani ucinnosti

dalSich modifikaci.
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Zaver

e Pomoci mikrodiluéni bujénové metody bylo otestovano celkem 63 latek
rozdélenych do 7 skupin na zaklad€¢ chemické struktury. Vsechny latky byly

otestovany na 8 bakteridlnich a 8 fungdlnich kmenech zéaroven.

e Latky 1. skupiny, derivaty 2-(5-karboxypentyl)isochinolintum-bromidu a 1-(5-
karboxypentyl)pyridinium-bromidu, prokazaly témet kazda alespon stiedni
ucinnost vaci G+  bakteriim, latka T6293 méla dokonce nejvyssi

antistafylokokovou uc¢innost ze vSech testovanych latek.

e Ze 3. skupiny se jako nejucinngjsi ukazaly derivaty 2-hydroxythiobenzamidu.
Nejaktivnéjsi latka skupiny, RAM408 substituovana chlorem v poloze 3 fenylu
vykazala miniméaln¢ stfedni antibakteridlni ucinnost vici vSem testovanym
bakteriim 1 houbam s vyjimkou PA. Zajimava je silna aktivita latek RAM407 az
RAMA410 zejména vici AC. Derivaty 2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithionu a

dalsi ptibuzné struktury prokéazaly vyznamné nizsi u¢innost.

e 4. skupina, derivaty 2-(2-fenylvinyl)chinolinu zahrnuje nejsilnéji antimykoticky
pusobici latku ze vsech testovanych, a to WK-4, kterd ma v poloze 2 fenylu
ethoxyskupinu. Vykazuje silny ucinek na vSechny kvasinky a AF, a stiedni
uc¢inek na AC a TM. Vykazuje také silnou aktivitu u SA, MRSA a SE po 24 h, a
sttedni aktivitu po 48 h u vSech G+ bakterii. Na G- bakterie ma pouze slaby
ucinek. Latka WK-1, ktera ma ethoxyskupinu v poloze 4 fenylu, je pouze slabé

antimikrobialné u¢inna.

e 7 6. skupiny prokazala latka 2,2'-dithiodianilin stfedni antibakteridlni uc¢innost
viici SA a MRSA, ovSem o dost vyrazn€jsi antimykotickou aktivitu vici
kvasinkam.

e Ze skupin 2, 5 a 7 zadna latka nedoséhla vyrazné antimikrobidlni aktivity.

v v
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