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1 Pouzité zkratky

AMB
ATB
ATCC
CNS
CYP
FIC
FLZ
IC50
MDR
MFC
MIC
MOPS
NA

PG
p.o.
P-SSRI
RPMI
SAP
SERT

Spp.

SSRI
TCA
TXB2
vd
5-HT
5FC
T12

amfotericin B

antibiotika

American Type Culture Collection

centralni nervovy systém
cytochromoxidazovy jaterni systém cytochromu P 450
frakEni inhibiéni koncentrace

flukonazol

50% maximalni inhibi¢ni koncentrace

,multi drug rezistence” efluxni pumpa

minimalni fungicidni koncentrace

minimalni inhibi¢ni koncentrace

Na" sul morfolinosulfonové kyseliny

noradrenalin

prostaglandiny

peroralni podani [éCiva

fenylpiperidinové derivaty SSRI

Roswell Park Memorial Institute médium 1640
kandidou produkovana aspartat proteaza

ATP (Na'/CI') zavisly serotoninovy transportér
species—v textu neni striktné rozliseno, zda se jedna o jeden urcity nebo
vice rliznych druht

selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu
tricyklicka antidepresiva

tromboxan B2

distribuéni objem

serotonin

5-fluorcytosin (flucytosin)

biologicky poloCas



2 Uvod

Zijeme ve svété plném mikroorganismd. Naprosta vétsina z nich pro nas neni
nebezpeéna, naopak, nékteré mikroorganismy jsou pro nas$ zivot nezbytné (napf.
mikrofléra naseho téla), pomahaji nam (biotechnologicka pfiprava nékterych jinak
téZko dosazitelnych |ékd - napf. inzulinu) nebo nam jej usnadnuji (vyroba mléénych
produktl - napf. jogurtd, syru; vyroba piva, vina, pekarenského zbozi). (Helena
Mareckova, diplomova prace, 2007)

Existuji také mikroorganismy, které jsou pro lidsky makroorganismus
nebezpecné Ci jejich pusobeni neni zadouci. Proti témto puvodcim humannich
(popf. veterinarnich) infekci se snazime od nepaméti bojovat. Teprve v nedavné
historii je nas boj alespon z ¢asti uspésny. Vyvojem ucinnych antibiotik, antimykotik Ci
jinych chemoterapeutik se podafilo zachranit nespocet lidskych zZivotl a vylécit, nebo
alespon zmirnit, mnoho zdravotnich problémd. V kombinaci s prevenci a okovanim
proti nejzavaznéjSim puvodcim se snizil poCet umrti na onemocnéni, ktera
v minulosti plsobila velké ztraty na lidskych zZivotech. (Helena Marec¢kova, diplomova
prace, 2007)

Bohuzel s vyvojem protimikrobnich latek se objevila schopnost
mikroorganismu pfizplsobovat se a vyvijet mechanismy, jak pfezit. Tento jev zvany
rezistence je momentalné jednim z nejvétSich problémd farmakoterapie infekénich
onemocnéni. Proto se farmaceuticky vyzkum intenzivné vénuje hledani novych léciv
s protimikrobnim uc€inkem. Nova ucinna latka se nenachazi snadno. DalSi cestou
muUze byt sledovani, zkoumani a pfehodnoceni potencialu jiz nalezenych [éCiv
pouzivanych v jinych indikacich. Néktera z nich vykazuji protimikrobni efekt jako
vedlejsi ucinek plvodniho zaméru terapie. (Helena MareCkova, diplomova prace,
2007)

V nasi praci se snazime potvrdit vysledky nedavnych studii, kde bylo zjiSténo,
Ze selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (SRRI) maji vedle ucinku
antidepresivniho i u€inek antimikrobialni. Navazujeme na jiz dosazené vysledky
diplomové prace, kde jsme studovali in vitro aktivitu paroxetinu a fluoxetinu proti
mykotickym kmenim a dale i jejich kombinaci s nékterymi antimykotiky.

V diplomové praci jsme vysledky kombinaci antifungalnich latek amfotericinu
B, flucytosinu a flukonazolu s SSRI (paroxetinem a fluoxetinem) ziskali méfenim

pomoci metody checkerboard a vizualnim odeétem narustovych a nenarlstovych



jamek jsme ziskali pfedstavu o vlivu jednotlivych kombinaci. Nasledné vyhodnoceni
jsme provedli vypocCetni metodou stanoveni FIC (frakéni inhibi¢ni koncentrace)
indexu.

Cilem naSi prace bylo potvrzeni nejzajimavéjSich vysledkd ziskanych
pfedchozi praci alternativnim zpusobem (semiautomatickou mikrodilu¢ni metodou
mérfeni turbidity v tekuté fazi pomoci pfistroje Bioscreen C), a tim doplnéni udaju o
latkach a kombinacich 1éCiv pomoci vysledkd ziskanych z ristovych kfivek. Takze v
této praci jsme jiz nehodnotili pouhy narust i nenarust v jednotlivych rdznicich se
koncentracich kombinace [€Civ, ale i kinetické parametry vyhodnocené i vzhledem k

c¢asu.



3 Teoreticka cast

3.1 Deprese

Deprese je spojena s apatii, smutkem, pesimistickym nahledem se
sebeobvifiovanim a pocitem bezmocnosti, ztratou zajmu a motivace. Casto se
objevuji sklony k impulsivnimu jednani se sebevrazednymi, nékdy i vrazednymi
tendencemi. (Lincova a Fargahali, 2002) (Helena Mareckova, diplomova prace,
2007)

Etiologie této poruchy neni zatim pfesné objasnéna. Zvazovany jsou pficiny
genetické, vlivy prostfedi, faktory endokrinni a biochemické. Nejpropracovanéjsi je
tzv. monoaminova teorie deprese, ktera se objevila v poloviné 60.let minulého stoleti.

(Lincova a Fargahali, 2002) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

3.2 Serotonin a deprese

Deprese je podle vySe zmifiované monoaminové teorie vysledkem nedostatku
serotoninu nebo noradrenalinu, popf. i dopaminu v centralnim nervovém systému
(CNS). Serotonin (5-hydroxytryptamin, 5-HT) je syntetizovan jak v CNS, tak na
periferii, nepfechazi vSak hematoencefalickou barierou. (Lincova a Fargahali, 2002)
(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

V nervovych zakoncCenich je 5-HT pfitomen ve vezikulach i extravezikularné,
po uvolnéni do synapse je vyznamné zpétné vychytavan do presynaptickych
nervovych zakoncCeni nebo odbouravan monoaminooxidazami. Zname nékolik
podtypt 5-HT receptorq, liSici se vzajemné podle lokalizace v organismu a jejich
funkce. (TilSer, 2005) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

V mozku €lovéka jsou neurony obsahujici serotonin vysoce lokalizované ve
specifickych shlucich v mozkovém kmeni a miSe. Z téchto oblasti vysilaji nervové
bunky axony kongici v riznych oblastech mozku, které inervuji svymi zakoncenimi
obsahujici serotonin. Diky témto distribucim dysfunkce 5-hydroxytriptaminového
systému vede k rlznym onemocnénim (od deprese po predCasnou ejakulaci a

ovlivnéni vnimani bolesti). (Vaswani a kol., 2003)



SniZeni hladin noradrenalinu a/nebo serotoninu se projevuje adaptaci
organismu zvysSenim poctu receptoru, tzv. up-regulaci. Velikost této zmény koreluje
s hloubkou deprese, takze je oznaCovana i za pfiinu jejiho vzniku. (Lincova a
Fargahali, 2002) (Helena MarecCkova, diplomova prace, 2007)

Nastup ucinku antidepresiv je vétSinou znacné opozdén (o nékolik dnu i
tydnl), prestoZe biochemické zmény jsou detekovatelné mnohem dfive. Tato
skuteCnost svédCi pravé pro terapeuticky vliv zpétnych sekundarnich adaptacnich
zmén nastupujicich v trasmiterovych systémech az po zvySené nabidce pfislusného
monoaminu, jako napf. zpétna desenzitizace receptorového systému (tzv. down-
regulace). (Lincova a Fargahali, 2002) (Helena Marec¢kova, diplomova prace, 2007)

U deprese byly surCitosti prokdzany zmény ve smyslu up-regulace
B-adrenergnich a 5-HT receptorl a po urcité dobé podavani antidepresiv jejich
zpétna down-regulace. (Lincova a Fargahali, 2002) (Helena Mareckova, diplomova
prace, 2007)

Takovou zajimavosti na zavér pro uvedeni této latky je zjisténi védcu, ze
serotonin se fadi mezi nejstarSi neuromediatory a byl nalezen uz u meduzy, kde se

rovnéz podili na pfenosech informaci nervového systému. (Vaswani a kol., 2003)
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serotonin



3.3 Selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (SSRI)

Nékdy byvaji nazyvany thymoleptika Ill. generace nebo-li 3.generace
antidepresiv. Léky tohoto typu (napf. fluvoxamin, fluoxetin, paroxetin, sertralin,
citalopram) se po svém zavedeni do klinické praxe rychle staly hojné vyuzivanymi
antidepresivy. (Lincova a Fargahali, 2002) Vyznacuji se dobrou toleranci a relativni
bezpec€nosti. (Baumann, 1996) (Helena MarecCkova, diplomova prace, 2007)

VSech 5 zastupcu této skupiny vykazuje stejné antidepresivni ucinky, profil
nezadoucich uc€inkd je velmi obdobny, ackoliv se mohou IliSit ve svych
farmakokinetickych vlastnostech. (Hiemke a Haetter, 2000)

Prvni Clen této skupiny, fluvoxamin, byl pfedstaven roku 1983 v Anglii,
nasledovan fluoxetinem roku 1989 tentokrate v USA. (De Vane a kol., 1999) (Helena

Mareckova, diplomova prace, 2007)
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Déale na trh a do Sirokého klinického pouziti postupné vstoupil sertralin a

paroxetin. (De Vane a kol., 1999)
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sertralin paroxetin

Jako posledni roku 1997 byl v USA uveden citalopram. (De Vane a kol., 1999)
Dnes, jako nejnovéjSi latka, je dostupny i jeho levotoCivy stereocizomer -

escitalopram. (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)
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citalopram

Velice zajimavy je i fakt, Ze kazda z téchto latek byla objevena jinou firmou:
fluvoxamin — Solvay, fluoxetin — Lilly, paroxetin — SmithKline — Beecham, sertralin —

Pfizer a citalopram — Lundbeck. (Vaswani a kol., 2003)



3.3.1 Stereochemie téchto latek

Dulezitost stereochemie pfi zkoumani SSRI spociva v poznani, Zze nékteré
z téchto latek, podavané jako racemické smeési (fluoxetin a citalopram) nesou velice
riznorodé farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti jako jednotlivé
enantiomery. Rozdilnost v odpovédi na lé¢bu u jednotlivych pacientd muize byt
(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

U fluoxetinu, jeho (-)-(R)-fluoxetin i (+)-(S)-fluoxetin (enantiomery) se pfiblizné
shoduji v psychotropnim (antidepresivnim) ucinku, ale (+)-(S)-fluoxetin je 6krat
aktivnéjsi inhibitor cytochromoxidazového jaterniho systému cytochromu P 450
(CYP) podtypu 2D6. Hlavnim metabolickym produktem je opét opticky aktivni
slou€enina, norfluoxetin. (S)-norfluoxetin inhibuje vychytavani serotoninu pfiblizné
stejné jako samotna predlohova latka, na rozdil od jeho (R)-stereoizomeru, ktery je
v této aktivité asi 22krat slabsi. Oba maji stejnou ucinnost na jaterni enzymovy
systém. (De Vane a kol., 1999) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Pro citalopram je tento rozdil jesté vétSi. (S)-enantiomer nese mnohem
vyraznéjSi aktivitu jako inhibitor vychytavani serotoninu nez (R)-enantiomer.
(Baumann, 1996) Z tohoto ddvodu byl pozdéji do klinické praxe zaveden (S)-
citalopram jako samostatna aktivni latka. (Helena Mareckova, diplomova prace,
2007)
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3.3.2 Farmakokinetika SSRI

Absorpce a vazba na plazmatické proteiny

VSechny latky se podavaji peroralné (p.o.) s dobrou absorpci, injekéné se
podava pouze citalopram. (Lincova a Fargahali, 2002) (Helena Mareckova,
diplomova prace, 2007)

Rozsah p.o. absorpce u vétSiny latek této skupiny neni snizen pfitomnou
potravou, pouze je ovlivnéna jeji rychlost. Vyjimkou je sertralin. Souasné podana
potrava zvySi pik plazmatické koncentrace asi o 25% a zkrati Cas dosazZeni
maximalni koncentrace. Vysvétleni by mohlo byt nasledujici. Potrava zvysi rychlost
pratoku krve jatry a nasledné vice léCiva unikne tzv. first-pass efektu (metabolismu
prvniho prachodu jatry, kdy je krev obsahuijici pravé absorbovanou latku vedena do
jater, zde probéhne detoxikace a rozklad Casti vstiebané latky). Interakce latek
s potravou pravdépodobné neni klinicky vyznamna, jelikoz bylo zjisténo, ze
terapeutické ani vedlejSi uCinky SSRI nejsou v korelaci s pikem dosazené
koncentrace. (De Vane a kol., 1999) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Kvantitativni stanoveni SSRI a jejich metabolitl v krvi jsou zaloZzeny na jejich
separaci pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) nebo plynové
chromatografie (GC). (Baumann, 1996) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

S vysokou afinitou se vazi na krevni bilkoviny v plazmé (v priméru az 90%),
nejvice sertralin, pak fluoxetin a paroxetin, na coz je nutné pamatovat pfi
kombinované |éCbé s jinymi léky soutézicimi o tuto vazbu (napf. salicylaty,
peroralnimi antidiabetiky, atd.). (De Vane a kol., 1999) a (Lincova a Fargahali, 2002)

(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

11



Biologicka dostupnost a plazmatické koncentrace jednotlivych latek

Tabulka 1: Vybrané farmakologické parametry pro SSRI (De Vane a kol.,, 1999) (Helena
MarecCkova, diplomova prace, 2007)

Biologicka Primérna denni Primérna ustalena
Lécivo dostupnost davka [mg] koncentrace léCiva v
léCiva v % plazmé [ug/l]
Citalopram 95 10 — 40 40 - 300 (max. 600)
Fluoxetin 80 20 — 80 90 - 300 (max.1000)
Fluvoxamin 53 100 - 300 20 - 500
Paroxetin 64 20-50 10 - 600
Sertralin 44 50 — 200 20 — 200

Z tabulky 1 je patrné, Ze se latky od sebe znacné liSi. Biologicka dostupnost
vrozmezi 95% - 44% samozfejmé& znamena velké rozdily v dosazitelnych
koncentracich. Fluoxetin navic podléha vysokému first-pass efektu, proto se jeho
maximalné dosazitelné koncentrace velmi liSi, i kdyz je jeho biologicka dostupnost
relativné vysoka. (De Vane a kol., 1999) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Koncentrace SSRI (zejm. sertralinu) v mozku a cerebrospinalni tekutiné je asi
40x vyS8Si nez koncentrace v krvi. (Lass-Florl a kol., 2001a) (Helena Mareckova,
diplomova prace, 2007)

Zajimavy jev vykazuje fluvoxamin v davkach nad 300mg za den, a to
nelinearni farmakokinetiku. Tzn. Ze ve skute€nosti dostaneme vy$Si koncentrace nez
bychom analogii pfedpokladali z davek nizSich. (De Vane a kol., 1999) (Helena
Mareckova, diplomova prace, 2007)

Tyto koncentrace jsou také spojeny s mnohem vétSim vyskytem neZadoucich
ucinkd (poruchy spanku, zmény chuti a snizeni libida). Dokonce, jako u jediné latky,
byla stanovena plazmaticka koncentrace pfi intoxikaci fluvoxaminem - okolo 650ug/l,
acCkoli vyvolavajici p.o. davka neni pfesné znama. (Baumann, 1996) (Helena
Mareckova, diplomova prace, 2007)

Nelinearni farmakokinetika ale neni v této skupiné ojedinély jev, kromé vySe
zminéného fluvoxaminu, také fluoxetin a paroxetin mohou vykazovat tento jev.
Naopak sertralin a citalopram jsou charakteristické kinetikou linearni. (Hiemke a
Hartter, 2000)

12



Biologicky polo€as (Ti) se také muze velmi riznit. Nejdel$i nachazime u
fluoxetinu (1-4 dny) a jeho hlavniho u€inného metabolitu norfluoxetinu (zde az 7-15
dni), pro paroxetin se Ty, pohybuje okolo 21 hodin a u citalopramu cca. 36 hodin.
(Hiemke a Hartter, 2000)

Diky dlouhému biologickému poloCasu pravé u fluoxetinu trva dlouho (déle
nez 4 tydny) nez se ustali plazmaticka hladina a dosahne se optimalniho ucinku. Je
tedy dulezité u kazdého pacienta davku optimalné titrovat, nejlépe sledovanim
plazmatickych hladin. Dlouhy poloCas ma ale i svou velkou vyhodu, a to vcelku
bezproblémovou compliance pacientu. (Hiemke a Hartter, 2000)

Léciva maji tak Siroké rozmezi tolerovanych davek, Ze toxicita neni vibec
obvykla. Nejvice studii vztahu koncentrace - efekt/ vedlejSi ucinek se provedlo s
fluoxetinem. VétSina z nich nenalezla vztah mezi jejich koncentraci a u€inkem, popf.
vedlejSim uc€inkem. (De Vane a kol., 1999) (Helena Mareckova, diplomova prace,
2007)

Montgomery a kol. (1990) a Keck a McElroy (1992) nalezli zvlastnost pro
koncentrace fluoxetinu a norfluoxetinu vyssi nez 500ug/l. Paradoxné totiz zpUsobuji
horSi farmakologickou odpovéd nez koncentrace nizSi. (De Vane a kol., 1999)
(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Nékteré zavazné nezadouci uCinky se mohou objevit pfi nahlém vysazeni
|éCiva pacientem, ale ani ty se nezdaiji byt v korelaci s plazmatickymi koncentracemi.

(Baumann, 1996) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)
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Metabolismus a eliminace

Metabolismus je obecné proces naslednych a paralelnich oxidativnich cest, pfi
rizném fyziologickém popf. patologickém stavu organismu se mohou vyznamné lisit.
Velice téZko se stanovuje in vitro, proto se vysledky takto dosazené mohou od
vysledku in vivo ruznit. (Caccia, 1998)

Latky skupiny SSRI maiji rozsahly variabilni (interindividualni) metabolismus,
na kterém se podileji izoenzymy systému CYP 450, a pravé diky témto odliSnostem,
mohou v lidském organismu dosahovat tak riznych hladin. (Hiemke a Hartter, 2000)

VSechny SSRI se silné metabolizuji v jatrech a nékteré z metabolitd vykazuji
farmakologickou aktivitu. Také proto se nékdy vyznamné liSi délky jejich pusobeni.
(De Vane a kol., 1999) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Primarni metabolity jsou ve vétSiné produkty oxidaénich reakci. (De Vane a
kol., 1999) U nékterych SSRI se pfedpoklada tzv. stereoselektivni metabolismus, tzn.
jeden enantiomer je odbouravan rychleji nez druhy. Jako pfiklad slouzi metabolismus
fluoxetinu, kdy (R)-fluoxetin se metabolizuje a eliminuje mnohem rychleji nez opacny
(S)-enantiomer. (Baumann, 1996) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Maji pomérné nizkou renalni exkreci a obecné méné nez 12% kazdého SSRI
se vylu€uje mocCi v nezménéné podobé. (De Vane a kol., 1999) (Helena Mareckova,

diplomova prace, 2007)

Citalopram
Jediny terciarni amin mezi SSRI je citalopram. Ostatni zakladni slou€eniny

jsou sekundarni nebo primarni aminy. Dva metabolity citalopramu,
demethylcitalopram a didemethylcitalopram, patfi rovnéz mezi SSRI. V dasledku
jejich nizkych plazmatickych hladin ale k vyslednému efektu citalopramu moc
nepfispivaji. (Baumann, 1996) (Helena MarecCkova, diplomova prace, 2007)
Citalopram je asi 100x selektivngjSi nez fluoxetin ve zpétném vychytavani
serotoninu. (Taylor a kol., 2000) (Helena Marec¢kova, diplomova prace, 2007) Navic

nema skoro zadny first-pass efekt. (Vaswani a kol., 2003)
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Paroxetin

Opét vysoce metabolizované [éCivo. Metabolity ale nemaji vyznamnou
farmakologickou aktivitu. LéCivo je nejprve metabolizovano na nestabilni katecholovy
meziprodukt, ¢ast molekul pak nasledné konjugovana s glukuronovou kyselinou nebo
sulfatem a vylou€ena. (De Vane a kol., 1999) (Helena Mareckova, diplomova prace,
2007)

Po jednorazovém podani je v nezménéné podobé vyloueno renalni exkreci
méné nez ze 2%. (De Vane a kol., 1999) (Helena Mareckova, diplomova prace,
2007) Tento lék je nejsilngjSim inhibitorem zpétného vychytavani serotoninu se
slabym uc€inkem na vychytavani noradrenalinu, ale nejsilngjSim ze vSech SSRI.
(Vaswani a kol., 2003)

Fluoxetin

Ve vétsiné zemi to byl prvni Iék z rodiny SSRI uvedeny na trh, a to jako
racemicka forma. (Hiemke a Hartter, 2000)

Patfi mezi vysoce metabolizované IéCiva. Podléha ve velké mife first-pass
efektu. Norfluoxetin identifikovan jako jediny aktivni metabolit, vykazujici u€innost
srovnatelnou s matefskou slou€eninou. Pomoci p.o. podani radioaktivné znaceného
14C-fluoxetinu do lidského organismu bylo zjisténo, Ze okolo 75% radioaktivniho
uhliku se v prabéhu 30 dnl vylou¢i moc&i a asi 10% stolici. Ztoho 11% jako
nezménény fluoxetin, 7% jako norfluoxetin, 7% jako konjugaty fluoxetinu a 8% jako
konjugaty norfluoxetinu. Dale vice nez 20% vylou€eno jako kyselina hippurova. (De
Vane a kol., 1999) (Helena MarecCkova, diplomova prace, 2007)

Eliminace fluoxetinu a norfluoxetinu probiha pomalu. P¥FiCinou je velky
distribuéni objem (Vd) obou slouc¢enin (polo€as eliminace pro fluoxetin: 1-6 dni,
pramér 1,9 dne; norfluoxetin v rozmezi 4-16 dnu).(De Vane a kol., 1999) (Helena
Mareckova, diplomova prace, 2007) Fluoxetin ma nejvétsi distribu¢ni objem ze vSech
SSRI, nejvice se kumuluje v plicich, je vychytavan lysozomy a diky tomuto velkému
Vd (ktery je obdobny jako u TCA) se nejméné ze vSech SSRI akumuluje v mozku.
(Hiemke a Hartter, 2000)

PFi vysokych koncentracich mohou jak fluoxetin tak norfluoxetin ovliviiovat
nejen serotoninové receptory, ale i dalsi — acetylcholinové, dopaminové nebo -
adrenergni. (Hiemke a Hartter, 2000)
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Pokud v téle v ramci metabolismu vSech SSRI vznika aktivni metabolit (napf.
norfluoxetin), ktery ma delSi biologicky polo¢as, muize dokonce nastat mirné
paradoxni situace, kdy v téle uz neni pfitomna parentni latka, ale diky metabolitu

ucinek jesté trva. (Vaswani a kol., 2003)
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Vliv nékterych SSRI na specialni populaéni skupiny (staré pacienty, téhotné a

kojici zeny, pacienty s poruchou eliminaénich organau, ...)

Velice zajimavym zjisténim védcl je mirna rozdilnost piku plazmatické hladiny
SSRI (sertralinu), plochy pod kfivkou zavislosti koncentrace na Case po
jednorazovém podani a eliminacniho poloCasu mezi mladymi muzi a zenami ve véku
18-45 let. U muzu byly zminéné prvni dva sledované jevy nizsi a eliminace delSi nez
u Zen. | kdyz jsou rozdily statisticky vyznamné, bohuzel, zatim neved| tento fakt
k doporu€eni upravy davkovaciho schématu v zavislost na pohlavi pacienta. (De
Vane a kol., 1999) (Helena MarecCkova, diplomova prace, 2007)

Farmakokinetické vlastnosti fluoxetinu se neodliSuji u starych pacientl ani u
zen s menstruacnim cyklem. Fluoxetin a norfluoxetin se nachazi v matefském miléku
v priblizné 25% koncentraci oproti hladiné v krvi. (De Vane a kol., 1999) (Helena
Mareckova, diplomova prace, 2007) V téhotenstvi tyto léky v odlvodnénych
pfipadech pouzit Ize, ale opatrné a v nizSim davkovani, doporu¢enym Iékem je
fluoxetin. Zatim mame malo zkuSenosti, ale mutagenita &i karcinogenita se
nevyskytla ani u lidi ani na mySich modelech. (Vaswani a kol., 2003)

Na rozdil od fluoxetinu, plazmaticka koncentrace paroxetinu je u starych osob
asi 0 70-80% vysSi nez u mladSich pacienti. ACkoli plazmaticka koncentrace neni
v korelaci s vedlejsimi ucinky SSRI, vedou tyto vysledky k varovani a k potfebé snizit
davkovani léCiv pro tuto skupinu pacientd. (De Vane a kol.,, 1999) (Helena
MarecCkova, diplomova prace, 2007) Navic ze studii vyplyva, ze u starSich pacientu je
léCba pomoci SSRI a tricyklickych antidepresiv srovnatelné ucinna, dale i profil
nezadoucich ucinku je obdobny, je tedy tfeba peclivé zvazit i ekonomickou stranku
lécby a volit vyhodnéjsi variantu. U mladych pacientt, déti a adolescentu jsou na
druhou stranu preferovany SSRI. Ale i zde je jeSté nedostatek zkuSenosti, proto je
opatrnost velmi na misté. (Vaswani a kol., 2003)

Onemocnéni ledvin vyznamné neméni hladiny SSRI pfi clearance kreatininu
vys8i nez 10ml/min., pod touto hranici je jiZ uprava davek vhodna. Onemocnéni jater
vyznamné prodluzuje eliminacni polo¢as fluoxetinu z 2,8 na 7,6 dni. Jaterni cirh6za
pusobi dulezitou zménu hladin. (De Vane a kol.,, 1999) (Helena Mareckova,

diplomova prace, 2007)
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Interakce

Kromé citalopramu, ostatni SSRI kompetitivné inhibuiji in vitro a in vivo nékteré
isoenzymy cytochromoxidazoveého jaterniho systému cytochromu P 450 (CYP) (1A2,
2C, 2D6, 3A4). Nékdy mohou byt interakce tohoto typu prospésné. Lze dosahnout
snizeni davkovani |éCiva, jehoz metabolismus a vyluCovani blokujeme. LepSi
ucinnost (De Vane a kol., 1999), biologickou dostupnost (Baumann, 1996) a méné
nezadoucich u€inkd dosahla kombinace klozapinu s fluvoxaminem, oproti podavani
klozapinu samotného. (De Vane a kol., 1999) Nebo muze byt kombinace vzajemné Ci
jednostranné se ovliviujicich 1éCiv naopak ke Skodé. (De Vane a kol., 1999) (Helena
Mareckova, diplomova prace, 2007)

Vychozi slou¢eniny SSRI a nékteré metabolity jako kompetitivnimi inhibitory
CYP mohou zpusobit zménu metabolismu jednak vlastniho, jednak dalSich bézné
podavanych Iékl metabolizovanych stejnou cestou. Pfitom jednotliva antidepresiva
nemaji stejnou afinitu ke vSem izoenzymum CYP. (Lincova a Fargahali, 2002) Co se
tyCe inhibice CYP 2D6, klesa jejich aktivita od paroxetinu, norfluoxetinu, fluoxetinu,
sertralinu az k citalopramu a fluvoxaminu. (Baumann, 1996) (Helena Mareckova,
diplomova prace, 2007)

Uginek na CYP miize mit klinicky vyznam pfi podavani nékterych SSRI
(mnoho zprav pro fluoxetin) napf. s tricyklickymi antidepresivy pfi kombinacni lécbé
tézkych depresi. Fluoxetin pozménuje jejich farmakokinetické vlastnosti,
nejvyznamnéji metabolizaci, tzn. hydroxylaci a demethylaci. (Baumann, 1996) Dale
interaguje s alprazolamem, midazolamem a karbamazepinem, zodpovédnost zde
nese jiny isoenzym (CYP 3A). (Baumann, 1996) (Helena MareCkova, diplomova
prace, 2007)

Schopnost ostatnich 1ékd ovliviiovat metabolismus a farmakokinetiku SSRI
neni zatim dostatené prozkoumana. (Baumann, 1996) (Helena Mareckova,

diplomova prace, 2007)
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Vliv jednotlivych SSRI na CYP izoenzymy je shrnut v nasledujici tabulce,

jednotlivé latky ovliviiuji preferen¢éné: (Hiemke a Hartter, 2000)

Tabulka 2: Preferencni ovlivnéni systému CYP jednotlivymi SSRI

SSRI inhibice CYP
fluoxetin 2D6
norfluoxetin 2D6, 3A4
fluvoxamin 1A2, 2C19
paroxetin 2D6
sertralin minimalni
citalopram nedulezita
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3.3.3 Farmakodynamické vlastnosti SSRI

Mechanismus ucinku SSRI spocdiva ve vysoce selektivni inhibici zpétného
vychytavani serotoninu ze synaptickych Stérbin zpét do serotoninergnich nervovych
zakonceni. (Lincova a Fargahali, 2002) Toto neni pro psychotropni IéCiva novy cil
ucinku, nebot vétSina antidepresiv ovliviiuje metabolismus monoamind. To, co je
nové na této skupiné léku, je zpusob modifikace mnozZstvi serotoninu v prostoru
synapse a pravé znacna selektivita jejich aktivity. (Mufoz-Bellido a kol., 2000)
(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Vazou se na adenosintrifosfatu (ATP) zavisly proteinovy transportér na
synaptické membrané (tzv. SERT - spojeny s Na'/ClI" pumpou), pfitomny pravé jen
v membranach serotoninergnich nervovych bunék. (Mufoz-Bellido a kol., 2000)
(Taylor a kol., 2000) Pfi blokadé tohoto transportéru zlstava uvolnény 5-HT ve
veétsim mnozstvi v synaptické S§térbiné, a tudiz k dispozici pro pusobeni na
postsynaptické 5-HT receptory. (Lincova a Fargahali, 2002) (Helena Mareckova,
diplomova prace, 2007)

Diky vysoké selektivité téchto latek neplsobi na jiné receptorové systémy (a i
B-adrenergni, dopaminové ani histaminové), a proto vykazuji i méné nezadoucich
ucinkd nez dfive znama antidepresiva. Pfitom jejich antidepresivni u€innost je zcela
srovnatelna s tricyklickymi antidepresivy. LéCebné uspésné se uplatiuji u celé rfady
dalSich psychiatrickych diagnéz, nejen deprese, ale i anxiety, posttraumatické
poruchy, socialni fobie, premenstrualni dysforie, bulimie (Lincova a Fargahali, 2002),
zachvati panického strachu (Baumann, 1996) a dalSich poruch. (Lincova a
Fargahali, 2002) (Helena MareCkova, diplomova prace, 2007) U obcesivni
kompulzivni poruchy jsou mnohem ucCinnéjSi nez vSechny ostatni terapeuticke
postupy. (Vaswani a kol., 2003)

Premenstruacni syndrom s mirnymi pfiznaky vyskytujici se u 95% zZen
v reproduktivnim véku se ve vzrustajici mife stava indikaci pravé pro SSRI jako pro
léky prvni volby. (Lass-Floérl a kol., 2001a) (Helena MarecCkova, diplomova prace,
2007)

SSRI se zdaji byt vyuzitelné i pro doplfikovou terapii, napf. u alkoholismu.
Konkrétné fluvoxaminu se vyuziva pro zmirnéni depresivnich symptomu u pacient(

lé€enych methadonem pfi odvykani opioidnim analgetikim. Tato kombinace navic
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vede ke zvySeni plazmatickych hladin a ke snizenému davkovani methadonu.

(Baumann, 1996) (Helena MarecCkova, diplomova prace, 2007)

Uginek SSRI pfi [é8bé& deprese a strachu nastava az po dlouhodobém uzivani.
(De Vane a kol., 1999) Mohou se podavat samostatné nebo v kombinaci s jinymi
antidepresivy, zejm. v pfipadech tézkych depresivnich poruch. (Baumann, 1996)
(Helena Mare¢kova, diplomova prace, 2007) Zadné z SSRI neni Gginngjsi, ale ne
kazdy pacient reaguje na podavany Iék stejné. Pokud selze |éCba popf. pacient Iék
nesnasi, nékdy (u 42-72% pacientl) Ize s uspéchem dosahnout lepSiho ucinku di
odstranéni nezadoucich reakci zaménou za jinou ucCinnou latku této skupiny.
(Vaswani a kol., 2003)

Z pohledu strukturniho, lepsi aktivitu na blokadu vychytavani 5-
hydroxytriptaminu vykazuji terciarni aminy, ale u blokady noradrenalinu je tomu
pravé naopak. Navic v8echny SSRI maji obvykle i antagonistické ucCinky k
serotoninu, které se projevuji jak v oCekavanych, tak neoCekavanych efektech na

lidsky organismus. (Vaswani a kol., 2003)

Pfes vSechny vySe uvedené vyhody SSRI se i pfi jejich podavani setkavame
s nékterymi nezadoucimi UCinky. Prameni vétSinou z aktivace rGznych podtypu
postsynaptickych 5-HT receptorl mozku, ale také gastrointestinalniho traktu.
(Lincova a Fargahali, 2002)

e Stimulace 5-HT;a-receptort byva spojovana s ucinky antidepresivnimi,

anxiolytickymi a antipyretickymi.

e Stimulace 5-HT,-receptort s u€inky antidepresivnimi, anxiolytickymi
(zejména v pocCatecCni fazi lécby), antipyretickymi, antibulimickymi, ale i

s insomnii, sexualnimi dysfunkcemi a halucinacemi.

e Stimulace 5-HTs-receptort je pficinou zvySené motility traviciho ustroji
s bolestivymi spasmy a prljmem, nauzeou a snizenim chuti k jidlu.

(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Také Ize délit nezadouci ucinky dle frekvence vyskytu, nejcastéji se vyskytuji

neurologické (22,4%), dale psychiatrické (19,4%) a gastrointestinalni (18%) obtize.
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Oproti tricyklickym antidepresivim jsou tyto léky prosty Zivot ohroZujici
kardiotoxicity, CNS toxicity nebo rizika nahlé smrti, coz je jejich nejvétsi a nesporna
vyhoda. (Hiemke a Hartter, 2000)

Rovnéz je vysledovana vyznamna variabilita frekvence a typu nezadoucich
ucinkd u Zen a muzd, starSich a mladSich pacientd a také mezi jednotlivymi SSRI.
(Hiemke a Hartter, 2000)

vlivu na postsynaptickych receptorech muze byt tzv. serotoninovy syndrom, ktery se

vSak objevuje zejména pfi nevhodném kombinovani SSRI napf. s inhibitory
monoamonoxidazy (Lincova a Fargahali, 2002) fenfluraminem ¢&i dexfenfluraminem.
(Vaswani a kol., 2003) Symptomy jsou jak centralni (zmatenost, manie, tfes, svalové
zaSkuby), tak projevujici se na perifernich organovych systémech (abdominalni
kieCe, meteorismus, prijem, poceni, atd.). (Lincova a Fargahali, 2002) Kombinace
citalopramu nebo klomipraminu s moklobenidem se ukazala jako letalni. Naopak
syndrom nebyl popsan v pfipadé pouziti fluvoxaminu s moklobenidem, uspésné
slouziciho k Ié¢bé refrakternich depresi. (Baumann, 1996) (Helena Mareckova,
diplomova prace, 2007)

Existuje tady také riziko z nahlého vysazeni Iéku. Télo je adaptovano na urcité
hladiny serotoninu a po prudkém poklesu téchto hladin v organismu mohou nastat
problémy. Cholinergni systém, jehoz aktivita byla potlatena, se hyperaktivuje a dale
nastava relativni pokles serotoninu v synapsich. VysSi riziko bylo zaznamenano u
paroxetinu a fluvoxaminu a naopak nizSi u fluoxetinu, coz souvisi s délkou
biologického poloCasu latek v téle. Syndrom z odnéti se projevuje GIT obtizemi,
celkové jakoby chfipkovym stavem, poruchami senzorickymi a poruchami spanku,
strachem, placem nékdy dokonce podrazdénosti az agresivitou. Zajimaveé je, ze
pacienti s panickymi poruchami jsou k tomuto syndromu citlivéjsi, pro€, to se zatim
nevi. Pfedchazet se mu da jen postupnym snizovanim davek pfi vysazovani léCiva.
(Vaswani a kol., 2003)

Ve své praci Murphy a kol. (2003) zkoumali genetické markery pro toleranci
antidepresiv a zjistili, Ze urcité rozdily na receptorech 5-HT,o mohou vést k predikci

tolerance a intolerance jesté pred pouzivanim paroxetinu.
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3.4 Protimikrobni aktivita netradicnich antibiotik

3.4.1 Rezistence jako indukéni faktor k hledani novych léciv
s protimikrobni aktivitou

Duvodem k hledani protimikrobniho ucinku v této skupiné IéCiv, je stale

zvySujici se vyskyt rezistence mikroorganismdu, tzn. schopnosti odolavat inhibi¢nim

koncentracim antimikrobnich latek. V pfipadé odolnosti vic&i vice antibiotikim (ATB)

se muze jednat bud o multirezistenci (ke 3 az 6 ATB) nebo polyrezistenci (k vice jak
7 ATB). (Buchta a kol., 1998) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Rezistenci dale délime na:

Primarni (pfirozenou)-mikroorganismy nejsou pUsobenim daného
antibiotika ovlivnény, nespadaji tudiz do spektra jeho ucinku
(zpusobeno nepfistupnosti nebo absenci cilové struktury pro dané
antibiotikum) napf. B-laktamova ATB nepusobi na houby, protoze ty
nemaji ve sve sténé peptidoglykan.

Sekundarni (ziskanou)-tedy proces vzniku rezistentniho kmene
mikroba, ktery byl plvodné k danému antibiotiku citlivy. (Buchta a kol.,

1998) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Trvani rezistence mize mit dlouhodoby, trvaly charakter (napf. tetracykliny,

chloramfenikol, sulfonamidy), u jinych mikrobd naopak jde o jev pfechodny, tzn.

relativné kratkodoby (tzv. Welsuv fenomén). (Buchta a kol., 1998) (Helena

Mareckova, diplomova prace, 2007)

Rezistence vznika dvéma zakladnimi zpUsoby:

Fenotypickou adaptaci-pfechodné pfizpusobeni mikroba zménam jeho
vnitfniho (metabolismu) nebo vnéjSiho prostredi (pfitomnost antibiotika)
Zménou genetického vybaveni mikroorganismu-a to bud' pfimo zménou
genomu, tzv. chromozomalni rezistence, nebo pfenosem genetické
informace (pomoci mimojaderné DNA-plasmidy nebo transpozony) a

tedy i rezistence k ATB, tzv. extrachromozomalni rezistence
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U chromozomalné zalozené rezistence se uplathuje pfedevSim mechanismus
mutace, u plasmidového typu, jde o genetickou rekombinaci. (Buchta a kol., 1998)

(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Existuje cela fada mechanismu navozeni rezistence k antibiotikim:
¢ Nepropustnost (impermeabilita) ATB, které tim ztraci pfistup k cilové
strukture.
¢ Alterace nebo nahrada cilové struktury
e Inaktivace nebo modifikace ATB, nejCastéji enzymaticky (Buchta a kol.,

1998) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Velice dllezitym mechanismem rezistence je systém efluxnich pump. Jejich
hlavnim ucelem je pfenést |éCivo ven z bakterialni buriky, dfive nez zasahne na
svych farmakologickych cilech. (Kaatz a kol., 2003) (Helena MarecCkova, diplomova
prace, 2007)

Bakterialni systém efluxnich pump nepfimo pfispiva k rozvoji dalSich druhu
rezistence, jelikoz expozice bakterie subterapeutickym koncentracim lékd vyvolava
selekci a expresi vysokouroviiovych adaptacnich mechanisml jako napf. vznik
mutaci, coz vede k pfizplsobeni bakterie a k indukci obrannych mechanismu jako
jsou zména Ci nahrada cilové struktury.

Konstitutivni exprese téchto pump u nékterych patogent vyznamné pfispiva
k jejich multirezistenci. Proto se intenzivné studuji moznosti inhibitorll pump, které by
v kombinaci s ATB mohly obnovit antibiotickou ucinnost a snizit vyskyt mutacemi
zpusobenych rezistenci. (Wei a kol., 2004) (Helena Mareckova, diplomova prace,
2007)
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Mechanismy rezistence u houbovych patogenti — zejména Candida spp.
Jako u bakterialnich mikroorganizmu i mykotické organismy maiji rlzné
mechanismy obrany proti antifungalnim léCivim. Rezistence je velice komplexni,
houbové organismy mohou vykazovat jeden nebo kombinaci rezistencnich
mechanismu.
¢ Hlavnim mechanismem je zména v draze biosyntézy ergosterolu, a to
ovlivnénim exprese genu ERG 11, ktery kdduje 14 a-demethylazu —
cilové misto mnohych antimykotickych IéCiv
e MuZe dojit také ke zméné v tomto nebo dalSich cilovych enzymech
zpusobenych mutaci, které vedou ke snizené afinité I[éCiv napf.
flukonazolu
e Snizeni intracelularni akumulace pomoci rychlého efluxu léCiva ven z
bunky — mechanismus efluxnich pump
o Posledni, u bakterii velmi bézny mechanismus rezistence, inaktivace

samotného IéCiva, u kandid nebyl pozorovan (Prasad a kol., 2006)

Struktura a funkce efluxnich proteinu

Efluxni pumpy u Candida spp. patfi do 2 velkych rodin membranovych
prenaseCl — ABC proteiny (ATP-binding cassette) a MFS drug eflux proteins (major
facilitation superfamily). (Prasad a kol., 2006)

» ABC proteiny — tvofi 2 transmebranové domény a 2 cytoplasmaticky
lokalizované domeény vazici nukleotidy. Transmembranova doména je
dale tvofena 12-ti transmembranovymi segmenty a-Sroubovice,
zatimco cytoplasmaticky lokalizované domény kromé a-helixu
obsahuji navic B-plochy a jsou uspofadany do specifické konformace
(tzv. Rossman-fold struktury) (viz. nasledujici obrazek 1). Doména
vazici nukleotidy obsahuje mnozstvi sekvenci proteint, ve kterych se
vyskytuji Casti aminokyselin. Ty se zdaji byt klicové pro jejich
funkénost, zejména zbytky lysinu. Pfenos u obou rodin efluxnich
pump vyzaduje energii. Zde je jejim zdrojem ATP (adenosintrifosfat) a
o roz$tépeni makroergni vazby se po navazani substratu pro eflux (na
transmembranové strané domeény vazici substrat) postaraji

cytoplasmaticky umisténé domény vazici nukleotidy.
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Zde se pravé ukazuje klicova role zbytki aminokyselin v jejich
sekvenci proteind. Zbytky lysinu jsou schopny vazat B a y-fosfaty
ribonukleotidid. Mutace na téchto doménach, zejm. v oblasti s
obsahem aminokyselin vede k vyznamnému snizeni aktivity. Pouze
nahrada lysinu cysteinem nema vliv na funkci efluxni pumpy, naopak,
tento rys je povaZzovan za unikatni znak (N-koncové domény vazici
nukleotidy) u houbovych typu ABC transportért. Dale také protein
podstupuje konformacéni zmény (napf. dimerizace) jako pfFipravu pro
transport. Vlastni pfenos je velice nespecificky, coz je pro ABC
transportéry charakteristické. Pomoci téchto protein0 muze byt
pfeneseno veliké mnozstvi rdznych latek — azoly, lipidy (napf.
fosfolipidy), ale i steroidni slou€eniny (napf. B-estradiol, kortikosteron).
Navic se jedna o multifunkéni proteiny nepfenasejici pouze IéCiva, ale
plnici v mykotickém organismu i fyziologické funkce (nutri€ni
transportéry — dalezité pfi akumulaci cukrli, metabolitli, aminokyselin,
vitaminu, organickych i anorganickych iontt). Pro Candidu albicans je
hlavnim transportérem tohoto typu Cdr 1p obsahujici vice nez 60
mist, které mohou byt vhodnym cilem mutaci, takze existuje cela fada
jeho raznych fenotypl. Velice blizky homolog Cdr 1p proteinu
obsahuje Saccharomyces cerevisiae znamy pod nazvem Pdr 5p.
(Prasad a kol., 2006)

MFS drug efflux proteins — je druha hlavni skupina Iékovych
transportérd u houbovych organismu. Je sloZzena ze dvou stejnych
strukturalnich jednotek, tvofenych 6-ti transmembranovymi segmenty
a-helixu spojenych cytoplasmatickou klickou. U MFS proteinli neni
struktura jesté tak dobfe prozkoumana. Obsahuji C-terminalni oblasti
dllezité pro rozpoznani substratu a dale N-terminalni oblasti nezbytné
pro pfenos protonu, ktery je zde zdrojem energie pro vlastni pfenos
latek ven z buriky. Na rozdil od pfedchozi skupiny se zda, Ze u téchto
transportért nékteré jejich podtypy jsou specifické pouze pro IéCiva a

neplni v organismu jiné funkce. (Prasad a kol., 2006)
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A, ouUT

ATP ADP+PL

ATP ADP+ Pi

Obrazek 1: Struktura ABC a MFS transportéra. (Prasad a kol., 2006)

Multilékova rezistence muize byt zplsobena vySe popsanymi rodinami
efluxnich transportéra. Védci zjistili, které geny koduji tyto pumpy — ABC zejména
geny oznacené jako CDR 1 a CDR 2 a MFS rodinu gen CaMDR1. Regulace téchto
genl by mohla v budoucnosti byt jednim z moznych mechanismi zasahu proti vzniku
multirezistentnich kment. Transkripéni aktivace CDR 1 genu nebo CaMDR1 u
Saccharomyces cerevisiae a Candida albicans pfi vzniku rezistence k azolovym
preparatim je jiz docela dobfe znama, mechanismus ucinku této aktivity, ale bohuzel
jesté neni dobfe osvétlen.

Zasahy do regulace genl kodujici efluxni transportéry by mohly byt
nasledujici: mutace v oblasti promotoru pfislusného genu, pozménéni regulace
pomoci trans-regulanich faktort, kontrolujicich expresi genu a nebo molekularni
zmény pfi prepisovani do m-RNA. Je zapotfebi dalSich vyzkumu pro pfipravu
modulatorll popf. inhibitord téchto pump a také pochopeni regulacnich okruht
kontrolujicich expresi efluxnich pump a tim tfeba i nalezeni latek schopnych tuto

expresi blokovat. (Prasad a kol., 2006)
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3.4.2 Nalezeni netradicnich antibiotik

Netradi¢ni antibiotika byly roku 1990 Kristiansenem na International
Symposium of Non-antibiotics konané se v Dansku definovany jako ,medicinalni
slou€eniny pouzivané k IéEbé neinfek&nich nemoci, které maiji rovnéz protimikrobni
aktivitu.“ Také zde bylo potlaceno puvodni heslo FDA - jeden lék pro jedno
onemocnéni a zacalo se hledat alternativni vyuziti u stavajicich IéCiv. Nanestésti a
velmi paradoxné tato aktivita neni moc podporovana farmaceutickym primyslem,
jelikoz u téchto novych indikaci neni prodlouzena patentova ochrana Iéku a neni zde
zadny ekonomicky profit, naopak alternativni IéCba netradicnimi antibiotiky je velmi
nakladna. (Amaral a kol., 2006)

Antimikrobni  aktivita  syntetickych  slouenin  nepouzivanych jako
chemoterapeutika (napf. methylenova modf) je znama od dob Ehrlicha (1854-1915).
(Kristiansen a Amaral, 1997) Roku 1886 tento védec dokazal antiparazitarni ucinek
neurotropnich IéCiv, zejména fenothiazinl. (Kristiansen a Hansen, 2000) (Helena
Mareckova, diplomova prace, 2007)

V roce 1959 byla poprvé popsana antimikrobni aktivita u dalSi psychotropni
latky-chlorpromazinu. Od té doby se ukazalo, Zze mnoho I[éCiv primarné
nepouzivanych k antimikrobni terapii ma vliv na rizné mikroorganismy a parazitarni
onemocnéni. (Mufioz-Bellido a kol., 2000) (Kaatz a kol., 2003) (Helena Mareckova,
diplomova prace, 2007)

Do rodiny netradiCnich antibiotik dale patfi: jina psychotropni IéCiva -
thioxantiny, fenylpiperidiny; mukolytika; antihypertenziva-reserpin; blokatory
kalciového kanalu-verapamil; inhibitory protonové pumpy-omeprazol; nesteroidni
antiflogistika-diklofenak; cytostatika; atd. (Helena Mareckova, diplomova prace,
2007) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Synergismus je v praxi velice vyhodny jev, nejde pouze o sumu ucink
jednotlivych komponent kombinace. Neni vyZadovan, pokud obé slozky ucinkuji
v pouzivanych koncentracich. Ale pokud je jedna ze slozek potencionalné toxicka,
muzeme snizenim koncentraci potfebnych k jeji aktivité umoznit pouzivani tohoto
léCiva v praxi. Nanestésti vétSina in vitro nalezenych synernich u&inkul IéCiv jiz nebyla
potvrzena in vivo. Za specialni typ synergismu muize byt povazovan tzv. ,zvrat
rezistence“. Kombinaci B-laktdmovych antibiotik, ke kterym jsou nékteré

mikroorganismy primarné rezistentni, a fenothiazind docilili védci tohoto typu
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synergismu. Napf. methicilin rezistentni kmeny Staphylococcus aureus (MIC
100mg/ml) se staly citlivymi k methicilinu, pokud kultivaéni médium obsahovalo
chlorpromazin (MIC 6,2ug/ml). Derivaty chlorpromazinu dokazaly snizit MIC jesté
vice az na 1,6ug/ml. Stejny efekt vykazuje kombinace penicilinu s chlorpromazinem
na penicilin rezistentni kmeny Corynebacterium. (Kristiansen a Amaral, 1997)
(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

ZvySeni antibiotického uc€inku netradiCnimi antibiotiky neni zavislé na existenci
citlivosti va¢i samotnému antibiotiku. CoZz dokazuji pfipady uvedené vySe.
(Kristiansen a Amaral, 1997) (Helena MarecCkova, diplomova prace, 2007)

Mechanismus, kterym nastava synergismus mezi antibiotiky a netradiénimi
antibiotiky neni zatim pfesné znam. (Kristiansen a Amaral, 1997) (Helena
Mareckova, diplomova prace, 2007)

Kombinacéni antibioticka terapie zacina celosvétové selhavat, ale kombinace
antibiotik s netradi¢nimi antibiotiky se zda byt velice slibna. Tyto latky Casto sdileji
fyzikalné chemické vlastnosti, casteCné rovnéz katonické amfifilni vlastnosti,
povrchové napéti a membranovou aktivitu. Navic u nékterych latek maze byt dulezita
rovnéz stereochemie slouc€enin, kdy jeden z enatiomeru, diastereocizomer Cdi
polohovych izomerl maze byt u€innéjsi nez druhy i jejich racemicka smés (napf. L-
thioridazin, E-klopentixol). (Kristiansen a kol., 2007)

Velice nepfijemné a obtizné lécitelné jsou intracelularni formy rezistentnich
mikrobut — MRSA (methicilin rezistentni Staphylococcus aureus) a MDRTB
(multirezistentni Mycobacterium tuberculosis). Oba tyto kmeny mohou byt zabity
netradi€nimi antibiotiky — fenothiazinem a thioridazinem v koncentracich, které jsou
pfitomné v plazmé pacientd |éCenych témito Ilatkami. Autofi prace ale
nepredpokladaji, Ze by se latky v praxi k této terapii vyuzivaly - pro jejich zavazné
nezadouci u€inky (zejm. thioridazin — pfi jehoz uzivani hrozi arytmie a riziko nahlého
umrti, které je jeSté zvySeno u pacientd s onemocnénim kardiovaskularniho
léCba, by se tyto latky daly vyuzit. (Amaral a kol., 2006)

Bohuzel pfesny mechanismus ucinku téchto latek neni plné prozkouman.
Predpoklada se, ze stejné jako chlorpromazin pusobi na stabilizaci bunécné
membrany neuronu (diky ovlivnéni funkce draslikovych kanali), mohou i ostatni

psychotropni latky plasobit jako tzv. stabilizatofi bunécné membrany, a to i u bakterii.
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Na tento mechanismus ucinku poukazuje i verapamil, inhibitor vapnikovych kanall a
dale i omeprazol — inhibitor protonové pumpy, ktery dokaze ovlivnit bunécnou sténu
bakterie natolik, ze se stava pristupné&jsSi k ucinku antibiotika. (Této skute€nosti jiz v
praxi dlouhodobé vyuzivano pfi |éCbé zaludeCniho a dvanacternikového viedu
zpusobenym Helicobacterem pylori.) Dale také inhibice pasivniho iontového efluxu
muze byt jednim z mechanismuU ucinku (napf. barbituraty, celkova anestetika a
chlorochin). (Amaral a kol., 2006)

Nékteré latky (jako napf. fenothiaziny) mohou dale aktivitu antibiotika zvysit
pomoci tzv. komicelizace, diky niz se téZko rozpustné antibiotikum, antimykotikum ci
protinadorové |éCivo stava pro télo dostupnéjsi. Velice dulezité je si uvédomit, Ze
latky ovlivAaujici ucinek antibiotik nemusi mit vlastni protimikrobni aktivitu (napf.
verapamil, nizatidin, atd.) (Kristiansen a kol., 2007)

Bude tedy zapotiebi dale badat a identifikovat detailné vlastnosti a ucinky
jednotlivych latek, navrhnout do uzivani netradic¢ni antibiotika, ktera by se mohla
vyuzit u specifickych infekci v téch Castech téla, kde se tyto latky jsou schopny
kumulovat a dosahnout dostate¢nych hladin k modifikaci, podpofe ucinku antibiotika
Ci zvratu rezistence k dané latce. Zaroven je ale tfeba prozkoumat nezadouci ucinky
daného davkovani a také ty, které se mohou objevit az v kombinaci s antibiotickou
léCbou. (Kristiansen a kol., 2007)

Jednu z nejvysSich protimikrobnich uc€innosti nalezli védci u skupiny I&Civ,
ktera se antimikrobnim ucinek neprokazovala nikdy pfed tim, a to u tzv. 3.generace
antidepresiv - selektivnich inhibitord zpétného vychytavani serotoninu (SSRI),
jmenovité u paroxetinu, fluoxetinu a sertralinu (Mufioz-Bellido a kol., 2000) a dalSich.

(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)
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3.5 SSRI jako netradi¢ni antibiotika
Tato jejich schopnost se mlze projevit riznymi zpusoby:

e Zménou antimikrobni aktivity antibiotik, antimykotik a jinych
chemoterapeutik

e Stimulaci imunitniho systému a zvySeni obranyschopnosti
makroorganismu.

¢ Ovlivnénim fyziologie a patogenity mikroorganismd

e Nebo dokonce pfimou protimikrobni ucinnosti. (Mufioz-Bellido a kol.,

2000) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)
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3.5.1 Zména antimikrobni aktivity antibiotik, antimykotik a jinych
chemoterapeutik pomoci SSRI

Predpoklada se, ze stejné jako u lidskych bunék inhibuji SSRI nékteré pumpy,
mohou stejné ucinkovat na efluxni pumpy mikrobd. DulezZitost tomuto zjisténi vyneslo
az poznani, ze jde o velice dulezity mechanismus rezistence, zodpovédny za selhani
terapie u mnoha mikrobd. Zmifiovanou aktivitou se rovnéz vysvétluje synergni efekt
s nékterymi ATB (tetracykliny a fluorochinolony), projevujici se snizenim minimalnich
inhibiénich koncentraci (MIC) protimikrobnich latek, napf. pro Corynebacterium
urealyticum. (Mufioz-Bellido a kol., 2000) (Heller a kol., 2004) Snizenim MIC (okolo
50%) u chinolon-rezistentnich kmenu muze dojit k tzv. zvratu rezistence, kdy kmeny
puvodné rezistentni se stanou kmeny citlivymi. (Heller a kol., 2004) (Mufoz-Bellido a
kol., 2000) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Léciva, zejména sertralin, jsou tedy schopna zvySovat ucCinnost nékterych
antibiotik. (Mufioz-Bellido a kol., 2000) Na druhou stranu ale neovliviuji aktivitu
vSdech ATB, napf. uCinky B-laktamovych ATB (ani v kombinaci s inhibitory -
laktamaz), gentamicinu, kombinace trimethoprimu se sulfamethoxazolem a dalSi
zustavaji beze zmény. (Munoz-Bellido a kol., 1996) (Helena MarecCkova, diplomova
prace, 2007)

Heller a kol. (2004) zkoumali vliv serotoninu a sertralinu v kombinaci
s antimykotiky pro kmeny Aspergillus spp. Kombinace 5-HT a amfotericinu B
vykazala 100% synergni ucinek.

SSRI maji také schopnost ovliviovat normalni fyziologii nékterych
mikroorganismi. Bohuzel ani zde neni pfesné znam mechanismus puUsobeni.
(Mufioz-Bellido a kol., 2000) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Hlavni faktory zhorSujici moznost jejich vyuziti jsou nizké dosazitelné sérové
koncentrace — maximalné kolem 1ug/ml a jejich vliv na CNS. Tyto koncentrace sice
dostacuji pro synergni efekt s nékterymi antibiotiky a k ovlivnéni metabolismu, ale
skoro vzdy jsou niz8i nez ty, nutné k inhibici pravé nejcitlivéjSich kmend. (Mufioz-
Bellido a kol., 2000) (Helena Marec¢kova, diplomova prace, 2007)

Z vySe deklarovaného vyplyva, Ze i kdyz SSRI asi nenaleznou vyuZiti jako
samostatna netradi¢ni antibiotika, mohlo by se ale uvazovat o jejich kombinaci
s chemoterapeutiky, vyhodné po strance zlepSeni nebo umoznéni jejich uc€inku.

(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)
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3.5.2 Imunomodulaéni a protivirovy ucéinek SSRI

Eikosanoidy - metabolické produkty kyseliny arachidonové zahrnuiji:

e Prostaglandiny (PG)

e Leukotrieny (LT)

e Prostacyklin (PG I,)

e Tromboxan B2 (TXB2)

e Lipoxiny (hydroxy-mastné kyseliny)

Eikosanoidy samoreguluji kazdou bunku v€etné téch podporujicich imunitni
funkce a naladu. (Lieb, 2004) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Za syntézu prostaglandinl je zodpovédny enzym zvany cyklooxygenaza. Maji
rizné funkce v humoralni i buné€né imunité zahrnujici modulaci aktivity NK bunék
(natural killer), pfenos signalu aktivujici T-lymfocyty, indukce dendritickych bunék,
kontrola supresorovych bunék, aktivace B Iymfocytl a uprava makrofag-
T lymfocytové interakce a podili se na fizeni osy hypothalamus - hypofyza -
nadledviny. (Lieb, 2004) (Helena MarecCkova, diplomova prace, 2007)

PG tedy reguluji imunitni déje, zanétlivé procesy, ale i naladu a emoce. P¥i
depresi jsou hladiny nékterych z nich zvySeny nebo snizeny. PGE1, jeho mnozZstvi je
u pacientl s depresi snizeno, naopak u manickych poruch zvySeno. PGE2 a TXB2,
jejich hladiny jsou zvySeny u depresivnich pacientd. Nadmérna syntéza a nadbytek
PG zfejmé& negativné pusobi na &innost CNS. (Lieb, 2004) (Helena Mareckova,
diplomova prace, 2007)

Proto antidepresivni (a ¢astec¢né i antimikrobni) u€inek SSRI (zejm. fluoxetinu)
muze byt podporen jejich antiprostaglandinovou aktivitou. Pravé fluoxetin inhibuje
syntézu 2 sérii prostaglandinu. (Lieb, 2004) (Helena Mareckova, diplomova prace,
2007)

Bakterie, houby a paraziti syntetizuji eikosanoidy a maji schopnost indukovat
jejich syntézu v hostitelské burice. Prostaglandiny reguluji fyziologii, imunitu,
reprodukci a toxicitu mikroorganismu, ale také rezistenci hostitele. Napf. u PG
obsazenych v parazitarnim metabolismu a fyziologii (u protozoi), jejich uvolnéni hraje
dalezitou roli v penetraci, imunosupresi, zanétu a ovlivnéni hemostazy hostitele.

(Lieb, 2004) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)
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Dale byl zkouman vztah mezi PG a HIV viry. HIV virus je schopen konvertovat
arachidonovou kyselinu na PGE2. Pacienti s AIDS demenci, ktera se u nich Casto
stava hlavnim problémem, maji vyznamné zvySenou hladinu tohoto PG
v mozkomisnim moku. PGE2 navozuje aktivaci virové DNA v T-lymfocytech a mize
byt CasteCné zodpovédny za imunosupresi, ktera je hlavnim znakem onemocnéni
AIDS. (Lieb, 2004) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Fenylpiperidinové derivaty SSRI odvozené od paroxetinu a femoxetinu, jejich
predlohové latky, enantiomery a citalopram byly testovany jako inhibitory HIV
replikace. Femoxetin a pfislusny enantiomer vykazovaly malou anti-HIV aktivitu
pfi koncentraci 4ug/ml. VétSina jejich analogu, vcéetné paroxetinu, ucinkovala
priblizné stejné pfi podobnych koncentracich. Toxické ucinky IéCiv byly pozorovany
pfi koncentracich vyS8Sich nez 20ug/ml. DalSi testovana latka zrodiny SSRI,
citalopram, byla neaktivni. (Kristiansen a Hansen, 2000) (Helena Mareckova,
diplomova prace, 2007)

Vyzkumy ukazuji, ze mikroorganismy s vysokou afinitou k nervovému systému
jsou velmi citlivé k neurotropnim IéCivim. Viry, zejm. ty napadajici mozek a periferni
nervovy systém (napf. virus planych nestovic, chfipky, zardének a herpetické viry)
byvaiji citlivéjsi vuci tomuto typu IéCiv a jejich stereoizomerd. (Kristiansen a Hansen,
2000) Antidepresiva na druhou stranu jsou svou schopnosti ovlivhovat hladiny PG
paradoxné schopna aktivovat spici viry. (Lieb, 2004) (Helena Mareckova, diplomova
prace, 2007)

Dale ve své praci Lass-Florl a kol. (2001b) zkoumali vliv SSRI na obranu
makroorganismu pfi infekci kmeny Candida spp. Samoziejmé vrozena, humoralni a
bufikami zprostfedkovana imunita je zapojena do této obrany. Ackoliv pfispévek
kazdé z nich ma svou dUllezitost, u systémovych kandid6z nese prevazujici podil
vrozena imunita zprostfedkovana polymorfonukleary - neutrofily a makrofagy. (Lass-
FIorl a kol., 2003a) Sertralin indukuje tzv. oxidativni vzplanuti monocytl odvozenych
od makrofagl vystavenych tomuto léCivu, takze pusobi pfimo na mykotické
organismy, ale i nepfimo, pravé pomoci zvySeni imunitnich reakci. (Lass-Florl a kol.,
2001b) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Souc€asné poznatky naznacuji, Ze antimikrobialni uc€inek SSRI, Ize rozdélit do

nékolika urovni, které spolu Uzce souvisi. Antidepresiva pusobi pfimo na mikroby a
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dale ovliviuji fyziologické pochody, jimiz se organismus sam brani proti infekci.

(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)
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3.5.3 Primy antibakterialni uéinek SSRI a ovlivnéni fyziologie a
patogenity mikroorganismu

Mnoho studii se zabyvalo jejich u€inkem samostatné nebo v kombinaci proti
riznym bakteridlnim kmendm, zejm. tém multi- nebo poly-rezistentnim. SSRI
vykazuji aktivitu hlavné vici Gram pozitivnim bakteriim. Excelentné ucinné jsou na
rody Staphylococcus a Enterococcus, ackoli nemaji zadny vliv na kmeny
streptokoku, obvykle vnimavych k antibiotické 1é€bé - Streptococcus pneumoniae, S.
pyogenes a S. agalactiae. VUCi penicilin citlivym i rezistentnim pneumokokdm nesou
nizkou aktivitu. (Mufoz-Bellido a kol., 2000) (Helena MarecCkova, diplomova prace,
2007)

Rovnéz inaktivni jsou proti enterobakteriim s vyjimkou rodu Citrobacter a
Pseudomonas aeruginosa. Prekvapivé ucinkuji na rody Haemophillus influenzae,
Morganella catarrhalis, Camphylobacter jejuni a dokonce na nékteré tak problémové
kmeny jako je Acinetobacter. (Muioz-Bellido a kol.,, 2000) (Helena Mareckova,
diplomova prace, 2007)

Z anaerobnich kmenu je citlivy Bacteroides fragilis. (Mufioz-Bellido a kol.,
2000) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Jejich aktivita neni zavisla na vnimavosti nebo multirezistenci exponovanych
kmenu vic&i jednotlivym antibiotikiim. Nap¥. u€innost vici koagulaza pozitivnim nebo
negativnim stafylokokim nekoresponduje s jejich citlivosti k methicilinu. Zjistilo se, ze
v kombinaci s nékterymi antibiotiky pusobi i na rezistentni mikroorganismy vcetné
Corynebacterium urealyticum - pavodce mocovych infekci a cystitid. (Munoz-Bellido

a kol., 2000) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Corynebacterium urealyticum

Obvykle bakterie rezistentni k mnoha antibiotikim. Casto k vét$ingé b&zné
uzivanych ATB, kromé glykopeptidu, které maji vyznamné vedlejSi u€inky. Specificky
mechanismus rezistence neni znam, ale prfedpoklada se, ze je zprostfedkovan
systémem efluxnich pump. (Mufoz-Bellido a kol., 1996) (Helena Mareckova,
diplomova prace, 2007)

Ve studii Mufoz-Bellido a kol.,, (1996) sledovali aktivitu antibiotik a
netradi€nich antibiotik SSRI (sertralinu, paroxetinu a fluoxetinu), chlorpromazinu a

risperidonu, popf. jejich kombinace, proti 31 kmenim Corynebacterium urealyticum.
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Pouze vankomycin a teikoplanin z 11 testovanych ATB ucinkovali na vSechny
kmeny. Naopak k amoxycilinu vykazovaly rezistenci vSechny kmeny a z 90% také
k cefotaximu a gentamicinu. Fluorované chinolony ucinkovaly proti 19,4-32,3% a
tetracykliny proti 38,7% kmenl. (Munoz-Bellido a kol., 1996) (Helena Mareckova,
diplomova prace, 2007)

VSechna psychotropni |éCiva byla aktivni proti C. urealyticum. Nejvice
sertralin, jehoz MIC byla dokonce nizSi nez MIC pro testovana ATB s vyjimkou
glykopeptidu. Aktivita fluoxetinu, chlorpromazinu a paroxetinu je srovnatelna s
tetracykliny, nékdy i mirné lepSi. (Mufoz-Bellido a kol., 1996) (Helena Mareckova,
diplomova prace, 2007)

Sertralin v zadné koncentraci neovlivitioval aktivitu amoxycilinu, amoxycilinu
potencovaného klavulanovou kyselinou, cefotaximu, gentamicinu ani kombinaci
trimethoprimu se sulfamethoxazolem. Pfi koncentraci 1/2 az 1/16 MIC zvySoval
aktivitu tetracyklinu proti vSem kmenum v priméru 4-krat (v rozmezi 2-32krat).
Kombinaci s ciprofloxacinem zvysSil jeho uc€innost opét v priméru 4-krat (v rozmezi 4-
64krat ). (Munoz-Bellido a kol., 1996) (Helena MarecCkova, diplomova prace, 2007)

V kombinaci testovanych ATB a SSRI nebyl pozorovan antagonismus
v zadném z pfipadd. (Mufoz-Bellido a kol., 1996) (Helena Mareckova, diplomova
prace, 2007)

Staphylococcus aureus a jeho systém efluxnich pump

Obecné rychle vyvijejici se rezistence na B-laktamova antibiotika a
glykopeptidy se stava velkym problémem pfi terapii stafylokokovych infekci. PFicinou
je systém efluxnich pump. (Hendricks a kol., 2003) Velice tézko zasazitelné a
problémové |éCitelné jsou také intracelularni infekce MRSA (methicilin rezistentni
Staphylococcus aureus). (Amaral a kol., 2006)

Kaatz a kol. (2003) ve své praci sledovali in vitro ovlivnéni dvou typu
membranovych efluxnich pump, NorA a non-NorA, u Staphylococcus aureus
fenylpiperidinovymi SSRI (P-SSRI) - paroxetinem a femoxetinem a jejich
stereoizomery. (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

NorA protein pfenasi hydrofilni fluorchinolony, monokationicka barviva a
dezinfekéni prostfedky ven z mikrobialni buriky a je odpovédny za vyskyt zhruba

10% methicilin rezistentnich kmenu S. aureus. DalSimi substraty pro eflux mohou byt
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I tetracykliny a makrolidy. (Kaatz a kol., 2003) (Helena Mareckova, diplomova prace,
2007)

VétsSina efluxnich pump pro IéCiva u Gram pozitivhich bakterii ma strukturu
polypeptidd nebo proteint ukotvenych v bakterialni membrané a vyuZzivaji jako zdroj
energie prenos protonu. Patfi do rodiny MFS protein (major facilitation superfamily)
a mohou pfenaset pouze jednu skupinu (napf. TetK u Staphylococcus aureus) nebo
vice skupin IéCiv (tzv. rodina MDR pump - NorA S.aureus, Bmr Bacillus subitilis).
(Kaatz a kol., 2003) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Inhibitory NorA proteini zahrnuji mnozstvi pfirodnich i syntetickych sloucenin.
Jako pfiklady mohou slouzit - reserpin, omeprazol a verapamil, ale koncentrace
potfebné k inhibici jsou moc vysoké, nez aby byly klinicky vyuzitelné. Navic samy
nejsou antibakterialné aktivni. (Wei a kol., 2004) (Helena Mareckova, diplomova
prace, 2007)

P-SSRI inhibuji funkci dvou jedineénych ,mutli drug rezistance® (MDR)
efluxnich pump kmene Staphylococcus aureus a mohou tak znovuobnovit ucinnost
antimikrobnich latek, které jsou substraty pro tyto proteiny. (Kaatz a kol., 2003)

Wei a kol. (2004) si pfipravili fadu strukturnich derivatd odvozenych od
zakladnich fenylpiperidinovych sloucenin, aby dokazali vliv strukturnich prvka a
substituentd na schopnost inhibice efluxnich pump. Aktivitu jednotlivych slou€enin
testovali na dvou kmenech Staphylococcus aureus: SA 1199B s norA proteinem a
kmenu SA K2068 s non-NorA fenotypem. Jako substrat efluxu pro obé pumpy v
experimentu slouzil ethidium bromid. Vysledky vyjadfovali v koncentraci potfebné
k 50% inhibici téchto efluxnich pump. (Wei a kol., 2004) (Helena Mareckova,
diplomova prace, 2007)

Strukturalni rozdily mezi paroxetinem a femoxetinem zodpovidaji za nestejnou
inhibici vySe zmifovanych pump. Tato aktivita nevykazuje stereochemickou specifitu,
oba izomery (jak paroxetinu, tak femoxetinu) pUsobily skoro stejné. Paroxetin se
ukazal jako uc&inngjsi (2-10krat niz8i koncentrace potfebna pro 50% inhibici obou
typU efluxnich pump nez pro femoxetin). (Wei a kol., 2004) (Helena Mareckova,

diplomova prace, 2007)
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Derivat paroxetinu s odstranénym atomem fluoru inhiboval eflux ethidium
bromidu skoro stejné jako samotny paroxetin. Fluoridovy atom navazany na aryl tedy
neni zodpovédny za rozdilnou inhibi¢ni aktivitu paroxetinu a femoxetinu. Za tyto
rozdily zodpovida N-substituce piperidinového cyklu a schopnost nést kladny nabo;.
N-acetylované i N-methylované derivaty paroxetinu, které nemohou nést po delSi
dobu kladny naboj, maji aktivitu pfiblizné shodnou s femoxetinem, zejm. pro kmen
SA 1199B. Zda se byt pravdépodobné, Ze nesubstituovana N-H skupina paroxetinu
bude duvodem jejich rozdilné aktivity. Muze totiz tvofit vodikovy mustek, ktery asi
sehrava néjakou roli v U€inku, nebo je N-substituce méné stericky vyhodna. Obdobné
vysledky pozorovany i u kmene SA K2068. (Wei a kol., 2004) (Helena MarecCkova,
diplomova prace, 2007)

Rozdilné substituenty na fenyletherové Casti molekuly hraji dilezitou roli
v inhibici efluxnich pump pouze pro kmen s non-NorA fenotypem, ale ne pro kmen s
NorA proteinem. (Wei a kol., 2004) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Zvyseni protimikrobni aktivity se zda byt vysledkem inhibice efluxni pumpy,
jelikoz vlastni antistafylokokova aktivita fenylpiperidinovych derivatd SSRI je nizka.
(Wei a kol., 2004) Pozorovani této schopnosti nastava v koncentraci mnohem nizsi,
nez je ta, potfebna k antimikrobnimu pasobeni, a proto se usuzuje, ze jde o
nezavislé procesy. (Kaatz a kol., 2003) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Identifikace a vyvoj bezpeénych a uc€innych inhibitor( bakterialnich efluxnich
pump je do budoucna nezbytny. (Kaatz a kol., 2003) (Wei a kol., 2004) Bude tfeba
pokraCovat ve zkoumani vztahu strukturnich zmén a aktivity. Nalezené vysledky by
mohly vést k pfipravé ucinngjSich inhibitorl efluxnich pump se snizenou CNS
aktivitou a latek vyuzitelnych v praxi. (Wei a kol., 2004) (Helena MarecCkova,

diplomova prace, 2007)
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Brucella spp.

Bruceldza, intracelularni infekce, je jednim ze zdravotnich problémul zejména
v urcitych oblastech (napf. pro Stfredomorské staty). Ve své praci Mufioz-Bellido a
kol., 1996 srovnavali ucinek nesteroidnich antiflogistik, psychotropnich I&Civ (mezi
nimi i sertralinu) s aktivitou antibiotik streptomycinu, tetracyklinu a rifampicinu proti 62
kmenum Brucella spp. in vitro.

Sertralin vykazoval nejvySSi aktivitu z testovanych netradi€nich antibiotik.
Rozmezi MIC stanoveno mezi 8-16ug/ml. (Citlivost kmenu k ATB vyjadifeno jako
rozmezi MIC-streptomycin 0,2-4ug/ml, tetracyklin 0,06-0,2ug/ml, rifampicin 0,1-
2ug/ml)

Koncentrace sertralinu v cerebrospinalni tekutiné se blizi MIC pro kmeny
Brucella spp. a mohl by byt vyuZitelny k Ié€bé malo Castych, ale velice zavaznych
neurologickych komplikaci brucelézy. (Mufoz-Criado a kol., 1996) (Helena

Mareckova, diplomova prace, 2007)

Enterobakterie-Proteus spp.

Proteus spp. (P. mirabilis, P. vulgaris) a pfibuzné druhy (Morganella,
Providencia) jsou charakterizovany jako Gram negativni oportunni ty¢ky. Plvodce
litidzy spojené s infekci mocCovych cest Ize jednoduSe rozeznat diky plazivému rustu
v neselektivnim médiu (jako je krevni agar). Jejich skupinovy pohyb (pfitomnost
,DICIkU“) je spojen s patogennimi moznostmi bakterie. Vzestupna urinarni infekce
spojena s litiazou byva Castéji pozorovana u kmenu s timto fenoménem, také vétsi
invazivita k epitelu moc€ovych cest a dale ureazova aktivita. (Mufioz-Criado a kol.,
1998) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Sertralin vykazoval malé inhibi¢ni pusobeni na rast bakterii (MIC v rozmezi
64-512ug/ml), ale ztestovanych slou€enin projevoval nejvySSi aktivitu proti
skupinovému pohybu uZz pfi koncentraci 32ug/ml (pro vSechny kmeny).

Velice zajimavé zjisténi bylo, ze pro vSechny kmeny koncentrace potfebna
k inhibici skupinového pohybu byla stejna, nezavisla na jednotlivych MIC. (Mufioz-

Criado a kol., 1998) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)
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3.5.4 SSRI a Plasmodium falciparum

V prubéhu jednoho roku se 300 miliénu lidi nakazi malarii, okolo 2 miliénu na
toto onemocnéni rofné umira. Rezistence plasmodii na nejbé&znéji uzivané
antimalarikum chlorochin je popisovana ve veétSiné oblasti s vyskytem nakazy.
Mechanismus této rezistence je stale neznamy. (Taylor a kol., 2000) (Helena
Mareckova, diplomova prace, 2007)

Bohuzel také pfibyva kmenu rezistentnich k dalSimu dulezZitému léCivu —
meflochinu, a co je velice alarmujici, v poslednich letech se vyskytly i multirezistentni
formy plasmodii ke chlorochinu i meflochinu. (Khairul a kol., 2006)

Zpravy o schopnosti nékterych latek zvratit rezistenci plasmodii in vitro byly
zvefejiiovany od roku 1987, kdy bylo objeveno prvni |éCivo s touto potenci-
verapamil. Chlorochinova rezistence je charakterizovana snizenim kumulace |éCiva
v burice protozoi a zvySenim 50% maximalni inhibicni koncentrace (IC50)
chlorochinu. (Taylor a kol., 2000) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Pfiklady dalSich latek oslabujicich rezistenci plasmodii jsou: blokatory
kalciovych kanall — vySe zminény verapamil, nitrendipin; antidepresiva (tricyklicka a
nové i SSRI); antihistaminika a antipsychotika. Nékteré z nich nesou malou
vzajemnou strukturalni podobnost a také se zda, ze zvySuji prostupnost chlorochinu
do rezistentnich parazitll, ale Zadna z nich nema vlastni antimalaricky ucinek. (Taylor
a kol., 2000) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Antidepresiva (v€etné SSRI- zde zkouman vliv fluoxetinu) plasobi diky své
schopnosti zvySovat koncentrace ruznych neurotransmiterl v synaptické Stérbing,
zprostfedkované diky ABC (ATP-binding cassette) transportniho proteinu na
membranach synaptickych bunék (u SSRI — SERT). Transportni protein, ktery se
nachazeji v bunééné membrané plasmodii, patfi také do skupiny ABC proteina (P-
glykoprotein- oznaceny Pgh1). (Taylor a kol., 2000) (Helena Mareckova, diplomova
prace, 2007) U plasmodii pusobi tento protein jako efluxni pumpa, schopna
vyznamné snizit koncentraci |éCiva v potravni vakuole plasmodia. (Khairul a kol.,
2006)

Testovala se ruzna antidepresiva s inhibici zpétného vychytavani riznych
neurotransmiterd  (amitriptilin-pro  noradrenalin  (NA) a 5-HT; oxaprotilin-

mnohonasobné selektivnéjSi k NA; citalopram-5-HT; nomifensin-dopamin). Posledni
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testovanou latkou byl verapamil (blokator kalciového kanalu), jehoz farmakologicky
cil je odliSny oproti antidepresivim. Cilem této studie bylo stanovit, zda specifita
jednotlivych antidepresiv pro neurotransmitery je spojena s jejich schopnosti
zvySovat akumulaci a citlivost plasmodii k chlorochinu. (Taylor a kol., 2000)

Taylor a kol. (2000) testovali vySe jmenované latky na dvou kmenech P.
falciparum — citlivém kmeni D10 a chlorochin-rezistentnim kmeni RSA11. Sledovali
vliv podani Ié€iv na kumulaci chlorochinu v burikach plasmodii a také schopnost latek
shizovat rezistenci vUCi chlorochinu — hodnotu ICso. V8echna léCiva zvySovala
v priméru asi 4,2 - 4,5krat kumulaci chlorochinu u kmene RSA11 oproti kontrole
pouze s chlorochinem. V8echna antidepresiva prokazala schopnost zvratit rezistenci
kmene P. falciparum RSA11. Jak se predpokladalo, zadny ucinek tohoto typu (zvrat
rezistence ani ovlivnéni akumulace) nebyl prokazan u citliveho kmene D10. Pro
rezistentni kmen RSA11 posun ICsy byl nejpatrnéjsi v pfipadé citalopramu. Puvodni
hodnoty ICso pro samotny chlorochin se pohybovaly kolem 360,7 nM, po pfidani
citlopramu se snizily na 11,29 nM (pro vysSi koncentraci citalopramu) a 17,3 nM (pro
nizSi koncentraci antidepresiva).Zda se, ze nékteré strukturalni aspekty mohou hrat
dulezitou roli pfi zvratu rezistence. Napf. pfitomnost planarniho (benzenového)
seskupeni, sekundarni nebo terciarni dusik a kationicky naboj. Také lipofilita se zda
byt dllezita. (Taylor a kol., 2000) (Helena Marec€kova, diplomova prace, 2007)

Autofi predpokladaji, ze vlastnosti, diky kterym SSRI pulsobi zvrat
chlorochinové rezistence, pfimo nesouvisi se s jejich schopnosti inhibovat zpétné
vychytavani, zejm. s jejich selektivitou. (Taylor a kol., 2000) (Helena MarecCkova,
diplomova prace, 2007) Navic dalSi tym autorl (Khairul a kol., 2006) stanovil, ze
fluoxetin ma dokonce jesté lepsSi u€inek na zvrat rezistence k meflochinu.

Védci potvrdili in vitro roli SSRI ve zvySeni akumulace chlorochinu (Taylor a
kol., 2000) popf. meflochinu (Taylor a kol., 2000) a pfeméné rezistentniho plasmodia
na citlivé. Proto je dulezité potvrdit vysledky testy in vivo a stanovit vyuzitelnost pro
budouci pouziti. Nanestésti v mnoha pripadech jinych netradi¢nich antibiotik se
prokazalo, ze tyto poznatky vyuzit nelze, jelikoz davkovani by bylo pro pacienty
toxické nebo se plvodné deklarovany ucinek in vitro, in vivo nepotvrdil (napf.
desipramin). (Taylor a kol., 2000) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007) Ale
dle novéjsich studii se ukazuje, ze by SSRI mohly byt vyuzitelné jako senzitizéry a

potenciatofi v u€inku meflochinu nebo chlorochinu. (Khairul a kol., 2006)
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Primy antifungalni u¢inek SSRI a ovlivnéni fyziologie a patogenity
mykotickych organismu

Antidepresiva tfeti generace ucinkuji proti kvasinkam i aspergillim - na konidie
I hyfy. (Lass-Florl a kol., 2003a) Jak rod Aspergillus (Hyphomycetes) tak rod Candida
(Blastomycetes) patii mezi Fungi Imperfecti (Deuteromycetes). (Buchta a kol., 1998)

VySe zminéné mykotické organismy zpUsobuji u imunoalterovanych jedincl
sekundarni (oportunni) mykozy. Pro zdravého, imunokompetentniho jedince,
nepredstavuji oportunni houby realné nebezpeci. NejCastéji se s nimi setkavame
jako s nozokomialnimi  nakazami  (hospitalismy), které jsou obtizné
diagnostikovatelné, nezfidka vyzaduji empirickou antimykotickou terapii a vyznacuji
se vysokou umrtnosti. V naSich podminkach mohou byt vyvolavany nejen kandidami
a aspergily, ale i kryptokoky a zygomycetami. (Buchta a kol., 1998) (Helena

Mareckova, diplomova prace, 2007)

Rod Candida

Pdvodci onemocnéni kandidézy (kandidiazy) jsou kvasinky rodu Candida,
nejCastéji (50-90% vS8ech kandidéz) C. albicans, dale tzv. non-albicans druhy: C.
tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei. (Buchta a kol., 1998) (Helena
Mareckova, diplomova prace, 2007)

C.albicans a v mensi mife i vétSina non-albicans kmenu je soucasti pfirozené
mikroflory Clovéka, a proto i vétSina kandidovych onemocnéni je endogenniho
pavodu, i kdyz muze nastat i interhumanni pfenos kontaktem. (Buchta a kol., 1998)
(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

U predisponovanych a rizikovych skupin pacientd (dlouhodoba Iécba
Sirokospektrymi antibakterialnimi antibiotiky, glukokortikoidy, pacienti s krevnimi
malignitami - leukémie, lymfomy; imunosupresivni terapie, chemoterapie, diabetes
mellitus, imunodeficience, vék - novorozenci, stafi lidé; intravaskularni nebo mocova
katetrizace, celkova parenteralni vyZiva, popaleniny, injekéni aplikace drog,
endokrinopatie, bakterialni sepse atd.) se mize kandidéza projevit jako nespecifické
onemocnéni, ¢asto s velice pestrym klinickym obrazem. (Buchta a kol., 1998) (Hartl a
kol., 2006) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Pfevladaji sliznicni formy infekci - orofaryngealni (sér) a vulvovaginalni.

Dalsimi projevy mohou byt onychomykdza, keratitida, chronickd mukokutanni
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kandidéza (hlavné u defektd T-buné&né imunity a endokrinopatii), endokarditis,
meningitis, osteomyelitis, kandidémie, kandidurie a sepse. (Buchta a kol., 1998)

(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Terapie zavisi na klinické formé infekce a stavu imunity hostitele:

e Lékem volby je u vétSiny forem flukonazol.

e U koznich a slizni¢nich projevl se osvédcuji i dalsi, vétSinou topické
preparaty: imidazolové derivaty (klotrimazol, mikonazol, ekonazol,
ketokonazol aj.) a nystatin.

¢ U systémovych onemocnéni, hlavné u imunoaterovanych pacientll ma
pfednost razantni 1éCba systémovymi antimykotiky: lékem prvni volby
zustava flukonazol, alternativou, zvlasté pfi 1éEbé infekci zpUsobenych
nékterymi rezistentnimi kmeny kandid (C. krusei, C. glabrata) je amfotericin
B (samostatné nebo v kombinaci s flucytosinem) nebo itrakonazol. (Buchta

a kol., 1998) (Helena MareCkova, diplomova prace, 2007)

V poslednich letech se pravé diky snizené imunité hostitele zvySuje invazivita
a mortalita houbovych infekci. Jedna se zm. o pacienty s organovymi
transplantacemi nebo s transplantaci kostni dfené. Tato onemocnéni jsou primarné
zpusobena kmeny Candida a Aspergillus spp. Tato zjiSténi vedla v poslednich letech
k jeSté intenzivnéjSimu hledani novych ucinnych lécCiv, které by byly schopny
mykotické infekce pIné zvladnout. Takto bylo nalezeno nékolik novych latek:
echinokandiny-kaspofungin, anidulafungin a micafungin, nové triazoly-posakonazol a
ravukonazol. Velka studie 6970 Kklinickych izolatd rodu Candida dokazala, ze
ravukonazol a vorikonazol jsou in vitro vice ucinné nez amfotericin B, flucytosin,

itrakonazol nebo flukonazol. (Sutton, 2002)
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Pisobeni SSRI narod Candida

Jeden z nejvétSich problémd u infekci zpusobenych kmeny Candida je narlst
rezistence k antimykotickym Iékdm, zejm. u pacientd chronicky vystavenym
protihoubové terapii (pacienti s HIV infekci). Proto je nezbytné objevovat nova IéCiva
S potencialem pomoci v terapii mykoz. (Silvestri a kol., 2004) (Helena MarecCkova,
diplomova prace, 2007)

Schopnost Candidy albicans prochazet morfologickymi zménami je velice
dulezity virulentni faktor. Hyfy zvySuji pfilnavost k epitelovym bunkam a napadani
tkani s vySSi schopnosti uvolfiovat proteolytické enzymy. (Lass-Florl a kol., 2003a)

Vyrazné rozdily v narustu hyf byly pozorovany na kandidach po expozici SSRI
(sertralinu - koncentrace mezi 0,35-0,75ug/ml, tedy velmi blizké koncentracim
dosazitelnym v tkanich in vivo), a to jak u C. albicans, tak u non-albicans kmen.
(Lass-Florl a kol., 2003a) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Jejich schopnost inhibice rustu hyfovych vlaken je pravdépodobné
zodpovédna za zlepSeni u pacientek s vulvovaginalni kandidézou, u kterych se tato
|éCiva zacCala Siroce uplatiovat. Vulvovaginalni kandidéza je slizni¢ni infekce
zpusobena kmeny Candida albicans u 85-90% z celkového poc€tu nemocnych a
Candida glabrata a tropicalis ve zbylych 10-15% pfipadl. (Lass-Florl a kol., 2001a)
(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Pouzita antimykoticka terapie, a to jak lokalni tak systémova, pfi dlouhodobém
podavani sldbne ve svém ucinku. Pokud byla Ié¢ba doplnéna o SSRI (napf. p.o.
sertralin, 50mg denné po dobu 5-8 menstruacnich cykll), pacientky nemély opakujici
se epizody vulvovaginalni kandiddzy a byly upIné bez klinickych pfiznakd. Az po
ukonc€eni podavani antidepresiv nastal relaps. (Lass-Floérl a kol., 2001a) (Helena
Mareckova, diplomova prace, 2007)

Proto Lass-Florl a kol. (2001a) testovali ¢asové a davkové zavisly ucinek
sertralinu na rast riznych kmenld Candida (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis)
pomoci mikrodiluéni metody, smési pak inkubovali pfi teploté¢ 35°C a vysledky
odecCetli po 48 hodinach. Stanovili minimalni fungicidni koncentrace (MFC)-

Sertralin vykazoval rychlou fungicidni aktivitu u vSech testovanych kmen( hub.
MFC vrozmezi 3-29ug/ml pro jednotlivé kmeny Candida spp. po 48 hodinové

inkubaci. (Lass-Florl a kol., 2001a) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)
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Nejen morfologicka pfeména, ale i produkce nékterych enzymi je povazovana za
dulezity virulentni faktor kandid.

Lass-Florl a kol., (2003a) nalezli efekt sertralinu na produkci SAP (kandidou
produkované aspartat proteazy). Isoformy SAP jsou zapojeny do adherence a tak
reprezentuji jeden z hlavnich virulentnich faktord oportunnich kvasinek C.albicans.
Vétsinu téchto SAP sekretuji kvasinky adherované k epitelovym burikam. Bylo
zjisténo, Ze koncentrace sertralinu nutné k inhibici enzymu jsou skoro o jeden fad
nizsi nez ty, potfebné k zastaveni mykotického rustu. Maximalni sniZzeni produkce
SAP nastalo pfi koncentraci 118ug/ml antidepresiva, ktera prakticky neovlivhovala
rast kandid. Uginek je pravdépodobné zaloZen na snizeni produkce enzymul a pouze
casteCné se jedna o pfimy uc€inek na SAP. (Lass-FIorl a kol., 2003a) (Helena
Mareckova, diplomova prace, 2007)

Podobny pokus provedli Lass-Florl a kol., (2003b) se samostatnym
serotoninem. Zkoumali vliv 5-HT na rlst a morfologii Candida spp. Jak vime, tato
léCiva zvySuji koncentraci serotoninu, ktery sam nese vyznamnou antimykotickou
aktivitu. (Lass-Florl a kol., 2003b) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Serotonin ucinkuje na své receptory, jejichz rizné podtypy jsou v organismu
Siroce zastoupeny. Ke zjisténi, které ztéchto receptort mohou zplsobovat
protimykotickou aktivitu, zkoumali védci dostupné antagonisty 5-HT receptort in vitro.
Risperidon (5-HT>a), cyproheptadin (5-HT2a, 5-HT2s, 5-HToc ) a tropisetron (5-HT5).
Zpusob ucinku je ale stale nejasny, nebot testovani antagonisté serotoninovych
receptorl neovliviiovali in vitro vysledky. (Lass-FIorl a kol., 2002) (Helena
Mareckova, diplomova prace, 2007)

Zmény v narustu kmenl Candida spp. zavisely na koncentraci a dobé
inkubace. A prestozZe fungicidni ucinek je pozorovan az u vySsSi koncentrace 5-HT,
imunomodulacni a riizné ucinky ovliviujici virulenci mykotickych organismu nastavaji
jiz pfi niz§ich koncentracich a jsou zaznamenavany u pacientd in vivo. Nakonec
muze pri lécbé pacienta SSRI vymizet virulence kmenu Candida spp. uplné nebo
alespon CasteCné. (Lass-Florl a kol., 2003b) (Helena Mareckova, diplomova prace,
2007)
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Imidazolové analogy fluoxetinu jako nova skupina protikvasinkovych |é¢€iv -
Candida spp.

Nahradou koncové methylamino- skupiny u predlohové latky fluoxetinu za
imidazolovy kruh doSlo kvyraznému zvySeni protikandidové ucCinnosti. DalSi
substituci zakladni struktury (nikoliv imidazolového kruhu) byly ziskany vysoce
aktivni slouCeniny, dokonce s aktivitou vySSi nez u mikonazolu a dalSich
antimykotickych latek. (Silvestri a kol., 2004) (Helena MarecCkova, diplomova prace,
2007)

NejvyhodnéjSi se ukazala byt trisubstituce atomem chloru, slouCenina je asi
dvakrat aktivnéjsi (MFC 1 — 8ug/ml) a mnohem méné toxicka nez mikonazol (MFC 4
—32ug/ml).

Vyhodnost substituce obecné klesala v poradi:

Cl > F > CH3 > NO, > CF; (Silvestri a kol., 2004)

(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

J\D v Ry N
) /4

fluoxetin imidazolovy analog fluoxetinu

Tato studie naznacuje, Ze SSRI a jejich analogy mohou byt nadéji a pfislibem
pro nalezeni novych antimykotickych, popfipadé antimikrobialnich latek. Detailnéjsi
prozkoumani vztahu struktura - 0Cinek a ovéfeni jejich aktivity in vivo je v8ak

nezbytné. (Helena MarecCkova, diplomova prace, 2007)
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Aspergillus spp. (A. fumigatus, A. flavus, A.terreus)

VIaknité hyfomycety rodu Aspergillus jsou plavodci alergickych a infek&nich
onemocnéni jako vysledek expozice (inhalace, u kutannich forem kontakt)
vnimavého hostitele sporami, pficemz kontaminace vzduchu vysSim pocétem spor
(ventilace, stavebni prace) je vyznamny rizikovy faktorem. (Buchta a kol., 1998)
(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

U imunokompetentnich hostiteld se nejCastéji setkdvame s alergickymi
projevy: astma a alergicka bronchopulmonalni aspergil6za, dale s onychomyko6zou a
otomykdzou. U traumatizovanych a oslabenych jedinci mohou zpusobit pulmonalni
aspergilozu, vzacnéji aspergilom, primarni kutanni aspergilozu, Kkeratitis,
endokarditis, atd. (Buchta a kol., 1998) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Lékem volby u zavaznych forem je amfotericin B (AMB) (samostatny nebo
v kombinaci s flucytosinem, pop¥. chirurgickym zakrokem), alternativou je itrakonazol.
Alergické projevy se |éCi kortikosteroidy (prednison). (Buchta a kol., 1998) Klinicka
ucinnost 1é€by AMB invazivni aspergilézy se pohybuje pod 60%. (Te Dorsthorst a
kol., 2002) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Umrtnost na invazivni infekce zplisobené Aspergillus spp. je stale vysoka. Za
hlavni duvody se povazuje tézka diagnostikovatelnost téchto infekci, refrakterni
pretrvavajici onemocnéni a omezena ucinnost antifungalnich latek. (Te Dorsthorst a

kol., 2002) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Lass-Florl a kol. zkoumali fungicidni aktivitu SSRI proti Aspergillus spp. (A.
fumigatus, A. flavus, A. tereus) a Candida parapsilosis. Testovanymi latkami byly m.j.
citalopram, paroxetin, fluoxetin a sertralin. Ve studii byly pouzity i dal§i druhy SSRI,
seroxate a reboxetin. Uginek byl sledovan pomoci bujénového mikrodiluéniho testu a
vyjadien hodnotami MFC. Védci také sledovali tzv. post-antibioticky efekt SSRI u
konidii a hyf Aspergillus spp. (Lass-Flérl a kol., 2001b) (Helena Mareckova,
diplomova prace, 2007)

Sertralin, nasledovany fluoxetinem a paroxetinem, byl nejucinngjsi latkou in
vitro proti hyfam (MFC 3-59ug/ml) i konidiim (MFC 3-237ug/ml) Aspergillus spp. po
48 hodinové inkubaci. MFC pro C. parapsilosis byla 29-59ug/ml. Ostatni SSRI

vykazovaly fadové podobnou aktivitu, ackoliv se pohybovaly ve vysSich hodnotach
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nez sertralin. Rozdil mezi hodnotami MFC po inkubaci 24 nebo 48 hodin nebyl
vyznamny. (Lass-Florl a kol., 2001b) (Helena MarecCkova, diplomova prace, 2007)

Post-antibioticky efekt SSRI byl sledovan pfi MFC koncentracich, stanovenych
v pfedchozi &asti experimentu (MFC po 48-mi hodinach) a nizSich. Konidie byly
vystaveny pusobeni SSRI po 4 hodiny a pozastaveni jejich rastu u nékterych
izolovanych kmenU dosahovalo 8 az 24 hodin. Sertralin byl opét nejucinnéjsi latkou,
ale nevykazoval pozastaveni naristu po 1 hodinovém pulsobeni jako nékteré jiné
zkoumané latky (fluoxetin, paroxetin, reboxetin a citalopram). Rozsah tohoto ucinku
zavisi tedy na koncentraci a dobé inkubace. Maximalniho opozdéni narlstu bylo
dosazeno pfi pouziti koncentraci podobnych MFC, ale zaroven expozici kratSi, nez je
potfebna doba k usmrceni mykotickych organismu. (Lass-Florl a kol., 2001b) (Helena
Mareckova, diplomova prace, 2007)

Latky na kmeny aspergilt pasobi ve 2 krocich, nejprve dochazi k reverzibilnim
uéinklim a az po prodlouzeni doby inkubace dochazi k ireverzibilnim zménam
vedoucim ke ztraté Zivotaschopnosti. (Lass-Florl a kol., 2001b) (Helena MarecCkova,
diplomova prace, 2007)

In vitro MFC jsou stale nad dosazitelnymi hladinami SSRI in vivo. Mohou vSak
postaCovat k ovlivnéni virulentnich faktori a patogenity hub. Plazmatické
koncentrace SSRI se vS8ak mohou v nékterych pfipadech MFC pfiblizit, napf.
kumulace v mozkové tkani. Nadéji pro terapeutické vyuziti SSRI jako
antimykotickych latek mize byt také jejich lokalni aplikace. (Lass-Florl a kol., 2001b)

Je potfeba ovéreni vysledkl pokusy na zvifecich modelech. Identifikace
mechanismu ucinku by mohla pomoci pfi vyzkumu a vyvoji novych protimikrobnich

latek. (Lass-Florl a kol., 2001b) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Podobny pokus provedli Lass-Florl a kol. (2002) se samotnym serotoninem. 5-
HT ni¢i bunétné stény hyf Aspergillus fumigatus a usmrcuje tento houbovy
organismus. Pfedpoklada se pfimy ucinek serotoninu na mykotické kmeny a nepfimy
pomoci zvyseni imunitnich reakci.

Opét v jiné studii potvrdili Heller a kol., (2004) vliv pfimo serotoninu na kmeny
Aspergillus spp. (pro srovnani pouzity také kmeny C. albicans a C. parapsilosis).
Zjisténi, Zze serotonin narusuje membrany bunék, vedlo ke spekulaci, Ze by mohl

zvySit u€inek AMB. Védci potvrdili hypotézu, kdyz nalezli potenciaci v uc€inku
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(vzdjemny synergni efekt) kombinace 5-HT s AMB u 100% zkoumanych kmenu
Aspergillus spp. (50% silny synergni efekt, 50% slabsi synergni efekt) pomoci
metody checkerboard. (Heller a kol., 2004) (Helena MarecCkova, diplomova prace,
2007)

Vysledky hodnoceny pomoci indexu FIC (frakéni inhibicni koncentrace) -
pocitan jako suma jednotlivych FIC pro kazdou latku. (Heller a kol., 2004) (Tento
zpusob hodnoceni pouzit i v naSi diplomové praci, takze bude dukladnéji vysvétlen
v Casti experimentalni). (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Predpoklada se, ze za synergni efekt (FIC<1) zodpovida zvySeni praniku
antifungalni latky do bunky nasledné po u€inku serotoninu. (Heller a kol., 2004)
(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Dale studovali kombinaci 5-HT nebo sertralinu s AMB nebo itrakonazolem
(ITRA). Serotonin vykazoval v kombinaci s AMB nebo ITRA antagonismus (FIC>2) u
kmene C. parapsilosis, ale kombinace sertralinu s AMB nebo s ITRA byla pro tento
kmen indiferentni (FIC=1-2). U dalSich kmenl zaznamenany velké rozdily v pasobeni
od synergismu a adice (FIC=1), pfes indiferenci, az po antagonismus.
silny synergni efekt kombinace AMB s 5-HT. Ostatni kombinace se pohybovaly
v rozmezi pro slaby synergnismus nebo indiferenci. Pfi kombinaci sertralinu s ITRA
jeden kmen A. fumigatus vykazoval antagonismus. (Heller a kol., 2004) (Helena

Mareckova, diplomova prace, 2007)
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Pravdépodobny mechanismus antibakterialniho a antifungalniho u€inku SSRI

SSRI ovliviiuji zpétné vychytavani serotoninu v synaptické Stérbiné nervové
buriky Clovéka, analogicky se predpoklada, Zze ovliviiuji Cinnost bakterialni
membrany, zejména vypuzeni - eflux latek z bakterie. Mohou pUsobit jako inhibitory
pump prenasejicich molekuly léCiv vné z bakterialni buriky. Tato hypotéza sice muze
vysvétlovat jejich synergické pusobeni pfi kombinaci s antibiotiky, stézi v3ak jejich
vlastni antimikrobialni aktivitu. (Mufoz-Bellido a kol., 2000) (Helena MarecCkova,
diplomova prace, 2007)

Zjisténi, ze SSRI poSkozuji mnozstvi procesu probihajicich v burikach bakterii,
napf. syntéza slizu a skupinovy pohyb Proteus spp., nas mohou vézt k uvaze, Ze tato
léiva pusobi na urovni metabolickych procesu bakterii (Mufoz-Bellido a kol., 2000).

V Uvahu pfipada i nepfimé pusobeni SSRI prostfednictvim aktivace imunitniho
systému (Lieb, 2004) a zvySeni hladiny serotoninu v organismu (Lass-Florl a kol.,
2003b). (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Mechanismus, kterym pusobi SSRI na rast a morfologii hub neni rovnéz
pfesné znam. Predpoklada se, Ze antifungalni aktivita je vysledkem interakce
antidepresiva s transportnim systémem mykotické membrany, to se ale zatim
nepodafilo vyvratit ani potvrdit. (Lass-Florl a kol., 2003a) (Helena Mareckova,
diplomova prace, 2007)

Young a kol. (2003) nesdileji vy3e zminé&ny nazor. SSRI totiz inhibuji Na*
zavisly serotoninovy transportér (SERT). Velice zajimavé je, Ze houby nemaji
obdobu tohoto proteinu. Podle tymu védcu jejich ucinek tedy pravdépodobné neni
spojen s ovlivnénim plvodniho farmakologického cile. (Young a kol., 2003) (Helena
Mareckova, diplomova prace, 2007)

Lipofilita hraje daleZitou roli v antifungalnim aginku. Cim vy3si stupen lipofility
tim je sloucenina aktivngjsi, navic ve vysokych koncentracich plsobi cytotoxicky.
Pfedpoklada se, Ze toxicita, mnohem pravdépodobnéji nez specificky inhibi¢ni
mechanismus, Fidi jejich antimykoticky ucinek. Aby potvrdili tuto domnénku, Young a
kol. (2003) zkoumali cytotoxickou aktivitu jednotlivych slou¢enin SSRI. Nechali je
pusobit po dobu 72 hodin na bufky HeLa (human epithelial cell line). VSechny latky
se ukazaly cytotoxické v koncentracich nizSich nez MIC. V souladu s pGvodnimi
hypotézami, pozorovali dobrou korelaci mezi nalezenymi CCsq (poloviéni maximalni

cytotoxickou koncentraci) SSRI a jejich protifungalni aktivitou. Nejvice cytotoxické
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slou€eniny vykazovaly nejlepsi protihoubovy ucinek. Podobnost CCsg sertralinu, jeho
enantiomeru a dvou diasterecizomert, odrazejici jejich podobné antifungalni
vlastnosti, vedl opét k podpofe hypotézy nespecifického (spiSe toxického)
mechanismu ucinku spojeného s jejich lipofilitou. Stanovili tedy, Ze v koncentracich
vyzadovanych pro antifungalni pusobeni jsou toxické pro lidské buriky. (Young a kol.,
2003) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Kolektiv téchto védcu se domniva, Ze SSRI nejsou vhodnymi |éCebnymi
latkami oportunnich mykotickych infekci a ani nepfedstavuji nadéjnou skupinu |€Civ
pro hledani a vyvoj novych, potencialné uc€innych antimykotickych preparatd se
specifickym mechanismem uc€inku. Takze nejspiSe nebudou vyuzity v praxi. (Young a

kol., 2003) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)
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3.6 Antimykotika

V nasi praci velice dulezitou skupinou IéCiv jsou pravé antifungalni latky. Proto
bych si dovolila je alespon CasteCné uvést, popsat jejich uc€inek a mechanismus
pusobeni nejprve obecné a nasledné se zaméfenim na nami pouzité slouceniny.

(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

3.6.1 Obecna charakteristika

Antifungalni latky specificky plsobi na houbové organismy (kvasinky a
vlaknité houby), interferuji s cilovymi strukturami houbové bunky, coz vede bud
k inhibici jejiho rastu (fungistaticky ucinek) nebo kjeji smrti (fungicidni) ucinek.
Prakticky jedinymi antimykotiky s fungicidnim uc€inkem jsou polyenova ATB
(amfotericin B) a u topickych preparatd ma podobné parametry u ¢asti druhového
spektra také terbinafin. (Hartl a kol., 2006) (Helena Mareckova, diplomova prace,
2007)

Podle mechanismu ucinku muZzeme rozdélit antifungalni latky na:

¢ Inhibitory syntézy ergosterolu

¢ Inhibitory syntézy bunécné stény

¢ Inhibitory na urovni jadra

e Ostatni inhibitory (Hartl a kol., 2006)

V klinické praxi naSly uplatnéni pfevazné latky pusobici na ergosterol,
nezbytnou komponentu plazmatické membrany hub. Biosynteticka draha ergosterolu
se velice podobna syntéze cholesterolu u savcl. Ergosterol je zakladni slozkou
plazmalemy (plazmatické membrany), ktera prostfednictvim fluidity membrany
ovliviluje jeji funk&nost. Existuji dvé hlavni skupiny latek pusobici na ergosterol:

» Polyeny - vaZou se na ergosterol z vnéjSku
» Azolové, allylaminové a morfolinové derivaty, thiokarbamaty-vstupuji
do buriky a interferuji s enzymy ergosterolové drahy. (Hartl a kol.,

2006) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Vysledkem je zména slozeni plazmatické membrany, kde je ergosterol

neadekvatné nahrazen jinym sterolem, a tim poSkozena jeji funkCnost, vcetné
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enzymové aktivity na ni vazané (napf. chitinsynthasa). To se projevi zpomalenim az
zastavou rustu buniky a muze vést i k jeji smrti. V pfipadé amfotericinu B se jeho
navazanim na ergosterol tvofi poéry, které jsou nasledné odpovédné za
nekontrolovatelny unik elektrolytd, iontd a malych molekul a ireverzibilni zmény
vedouci ke smrti houbové buriky. (Hartl a kol., 2006) (Helena MareCkova, diplomova
prace, 2007)

Fungalni bunécna sténa je idealnim mistem ucinku pro vyvoj a vyzkum novych
antifungalnich latek. Nékolik enzymu, které se podileji na biosyntéze bunécné stény
jsou specifické pouze pro houby a nevyskytuji se v sav€ich bunkach. Z tohoto
hlediska jsou vhodnymi misty zasahu pro antimykotika. Jedna se zejména o enzymy
nezbytné pro syntézu chitinu a glukanu. (Hartl a kol., 2006) (Helena Mareckova,

diplomova prace, 2007)
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3.6.2

Antimykoticka antibiotika

Latky produkované bakteriemi nebo houbami, které jsou schopny zastavit

nebo tlumit rast jinych mikroorganismd, popf. i hub. (Hartl a kol., 2006) (Helena

Mareckova, diplomova prace, 2007)

>

3.6.3

Polyenova antibiotika- antifungalné aktivni makrolidy s charakteristickym 26-
40ti ¢lennym makrocyklickym laktonovym kruhem. Maji fungicidni vlastnosti a
nejSirSi spektrum ucinnosti z pouzivanych latek, zatimco antibakterialni uc€inek
je zanedbatelny. Po peroralni aplikaci se nevstfebavaji a po parenteralnim
podani jsou znacné toxicka (poruchy funkce jater a ledvin, anémie, alergie).
Systémové se pouzZiva pouze amfotericin B ve formé koloidni suspenze
s deoxycholovou kyselinou nebo sulfatovanym cholesterolem, které plni funkci
solubilizatord. Pro nystatin a natamycin je z divodu jejich vysoké toxicity
vyhrazeno pouze lokalni pouziti. Novéji se upravuji do lipozomalnich Iékovych
forem nebo komplexu s lipidy, které se vyznacuji vy3Si toleranci a nizSim
vyskytem nezadoucich ucinku. Podle poctu konjugovanych dvojnych vazeb je
dale délime:

- Tetraeny (nystatin a natamycin)

- Pentaeny

- Hexaeny

- Heptaeny (amfotericin B) (Hartl a kol., 2006) (Helena Mareckova,

diplomova prace, 2007)

Griseofulvin-mechanismus uC€inku této latky pravdépodobné spociva
v inhibici biosyntézy chitinu, RNA a bilkovin. Pouziva se prakticky jen proti
pavodcim dermatofytéz, zevné ¢&i peroralné, v mikronizované podobé a
akumuluje se v keratinizovanych tkanich. (Hartl a kol., 2006) (Helena

Mareckova, diplomova prace, 2007)

Azolové derivaty:

Antifungalné ucinné latky obsahujici jeden nebo dva heterocykly. Heterocykl

musi obsahovat atomy dusiku v poloze 3 nebo 4, které se u€astni vazby na atom
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Zeleza obsaZeny v enzymu syntézy ergosterolu, ¢imz inhibuji jeho syntézu ve fazi
demethylace. Nevyhodou je, Zze mohou ovliviiovat i sav€i cytochrom P-450, to mize
vést kovlivnéni endokrinnihno systému (pokles hladiny testosteronu a
glukokortikoidl). DalSi nevyhoda azoli spocCiva ve vzniku rezistence pfi
dlouhodobém podavani, ktera muze byt zplasobena nadprodukci puvodné
inhibovaného enzymu. (Hartl a kol., 2006) (Helena MarecCkova, diplomova prace,
2007)

Podle centralniho péticlenného heterocyklu je délime na:

» Imidazoly- mikonazol, ekonazol, isokonazol, tiokonazol, sertakonazol,

sulkonazol, omokonazol, ketokonazol, krokonazol, lanokonazol a dalsi.

» Triazoly- terkonazol, flukonazol, itrakonazol, vorikonazol. (Hartl a kol., 2006)

(Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

3.6.4 Allylaminy

Totalné syntetické latky, inhibitory skvalenepoxidasy, pouzivané zejm. na
infekce kiize a nehtd.
- Naftifin
- Terbinafin
- Butenafin (Hartl a kol., 2006) (Helena MarecCkova, diplomova prace,
2007)

3.6.5 Thiokarbamaty
Topicka antimykotika (zejm. onychomykézy a mykozy vlasu), inhibitory
skvalenepoxidasy.
- Tolnaftat
- Tolciklat
- Liranaftat (Hartl a kol.,, 2006) (Helena Mareckova, diplomova prace,
2007)
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3.6.6 Ostatni antimykotika
- Ciklopirox
- Amorolfin

- Flucytosin (Hartl a kol.,, 2006) (Helena MarecCkova, diplomova prace,
2007)

Mezi I1éCiva novych struktur patfi:
echinikandiny, pneumokandiny a papulakandiny. Tyto latky nekompetitivné
inhibuji syntézu B-(1,3)-glukanl. A jelikoz glukany tvofi hlavni soucast houbové
bunécné stény, inhibice jejich syntézy vede k porucham funkce této organely.
- Kaspofungin (Hartl a kol., 2006) (Helena Mareckova, diplomova prace,
2007)
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3.6.7 Pouzita antimykotika pro metodu checkerboard

» Amfotericin B (AMB) - po p.o. podani se nevstfebava, vysoce se vaze na
plazmatické bilkoviny a jeho distribuCni prostor je obrovsky, coz souvisi
rovnéz s vysokou vazbou na membranové struktury (cholesterol). Spatné
pronika do hdfe prokrvenych tkani a télesnych tekutin, nejvyssi koncentrace
dosahuje v jatrech a sleziné (pfiblizné 40% davky), v télesnych tekutinach jsou
koncentrace polovi¢ni proti plazmé. Nizkych koncentraci dosahuje
v bronchialnim sekretu, koncentrace v moCi a mozkomiSnim moku jsou
prakticky nulové. Metabolity nejsou znamy, vyluCovani se pfedpoklada pomalé
pres biliarni systém do stolice. Mlze existovat zkfizena rezistence s ostatnimi
polyenovymi antimykotiky. Nezadouci uc€inky jsou jak akutni (horecka,
tfesavka, nauzea, alergické-anafylaktické reakce, atd.), tak chronické (projevy
nefrotoxicity, neurotoxicity a anémie). (Lincova a Fargahali, 2002) (Helena
Mareckova, diplomova prace, 2007)

Synergismus s flucytosinem umoziuje snizovat davky amfotericinu B pfi 1éEbé
aspergildzy, téZzkych forem kandidozy, kryptokokdzy. V pfipadé aspergildézy
lze pouzit i trojkombinaci s tetracyklinem a rifampicinem. Kombinace
s azolovymi antimykotiky se obecné nedoporuCuje (in vitro pfevazné
antagonismus ucinku). (Lincova a Fargahali, 2002) (Helena Mareckova,
diplomova prace, 2007)

AMB se terapeuticky pouziva u nemocnych s mykotickymi infekcemi, jestlize
vyvolavajici agens je citlivé na jeho uc€inky a infekce je progresivni,
potencialné zivot ohrozujici. Profylakticky se podava nemocnym pfevazné po
protinadorové 1é¢bé, po transplantaci organu- jater, srdce, ledvin a kostni
dfené; s horeCkami a granulocytopenii, ktefi jsou IéCeni Sirokospektrymi
antibiotiky. MUze se podavat i intraven6zné, ale i celou fadou dalSich
aplikaCnich cest (do télnich dutin, endobronchialné, aj.). (Lincova a Fargahali,

2002) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)
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» Flukonazol (FLZ) - je novéjSi systémoveé triazolové antimykotikum vhodné pro
systémové parenteralni i peroralni podani. Od ostatnich azolovych derivatu se
liSi farmakokinetikou (je hydrofilni), ma nejvyssi terapeuticky index (pomér
mezi davkou letalni nebo toxickou a efektivni, vyjadfuje pomér mezi ucinnosti
a bezpeénosti podavané latky. Cim je uvedeny pomér vyssi, tim vyssi je
bezpec€nost latky.), tzn. ma nejméné nezadoucich uc€inkd a Iékovych interakci.
(Lincova a Fargahali, 2002) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)
Inhibici syntézy bunécné stény omezuje kolonizaci sliznic a adhezi kandid na
endotel a umélé povrchy (katetry, chlopenni a kloubni nahrady, apod.).
Antimikrobni spektrum (Candida spp., ale primarné rezistentni je C. krusei,
ziskana rezistence nalézana u C. glabrata.; Cryptococcus spp., dermatofyty-
Microsporum spp., Trichophyton spp.; Blastomyces dermatitidis, Coccidioides
immitis, Histoplasma capsularum a dalS$i. (Lincova a Fargahali, 2002)

Po p.o. podani se rychle a témér uplné vstfebava, takze koncentrace jsou
podobné po p.o. i nitrozilnim zpusobu aplikace. Vazba na plazmatické
bilkoviny je nizka, dobfe pronika do vSech télnich tekutin v€etné likvoru,
placenty a matefského mléka. V mo€i a kuzZi jsou jeho koncentrace 10krat
vyssSi, 2-3krat vyS8Si ve fagocytujicich bunkach; v kuzi a nehtech tvofi
dlouhodoby depot. Z 80% vyluCovan ledvinami v nezménéné formé. (Lincova
a Fargahali, 2002) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Nezadouci uc€inky jsou vétSinou nezavazné dyspeptické obtize, dale bolesti
hlavy a kozni projevy. Vzacné muze dojit k zavaznému toxickému poskozeni
jaterni buriky s rizikem letalniho zakonceni, a to nezavisle na davce. (Lincova
a Fargahali, 2002) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Interakce jsou cetné: zvySeni UCinku soucasné podavanych lékd s nutnosti
redukce jejich davky dochazi u derivatu sulfonylurey, warfarinu, midazolamu,
aj. Snizeni ucinku flukonazolu nastava pfi souCasném podavani rifampicinu.
Synergicky ucinek vykazuje s flucytosinem a mikonazolem, pFevazné
antagonisticky s amfotericinem B (ale u nékterych kmen( doSlo i
k synergickému ucinku, takZe nutnost opatrného hodnoceni). Pouziva se
k 1écbé i k profylaxi u rizikovych pacientd (dospélych i déti). (Lincova a

Fargahali, 2002) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

59



» Flucytosin (5-fluorcytosin) (5FC)-fluorpyrimidinovy derivat, ktery byl

puvodné vyvinut jako antineoplastikum antimetabolitového typu. Pozdéji se
zjistilo, Zze neuCinkuje na nadorové bunky, ale inhibuje citlivé kmeny
Aspergillus, Candida, Cladosporium a Cryptococcus; proti aspergilim ucinny
pouze v kombinaci. Dnes ma vyhradni pouziti jako peroralni a parenteraini
antimykotikum, muzZe v8ak byt vyuZito téZ jako topické IéCivo. (Lincova a
Fargahali, 2002) (Helena MarecCkova, diplomova prace, 2007)

Mechanismus ucinku spociva v antimetabolitovém pusobeni, tzn. Zze je do
MRNA a tRNA vestavény falesSny (fluorovany) stavebni kamen (po deaminaci
vznika z 5-fluorcytosinu vznika toxicky 5-fluoruracil). Malé procento 5-
fluorcytosinu je Cinnosti stfevnich bakterii konvertovano na 5-fluoruracil, ktery
po resorpci mize zpusobovat myelotoxicitu.

Nutnost intracelularni deaminace je pfiCinou uzkého spektra, blokada
transportu a nékolikastuprfiového procesu intracelularni konverze v ucinné
léCivo jsou priCinami vysokého vyskytu sekundarni rezistence.

Ackoli flucytosin pusobi fungicidné, ma pomérné uzké spektrum ucinku a
rychle se k nému vyviji rezistence. Tyto nevyhody lze z€asti odstranit
kombinaci latky s amfotericinem B. (Hartl a kol., 2006) V terapeutickych
davkach pusobi fungistaticky, v nizSich blokuje adhezivni schopnost kandid
k sliznicim. Flucytosin je hydrofilni, méné nez 10% se vaze na plazmatické
bilkoviny, pronika do v8ech tkani v€etné likvoru, placenty a pfedpoklada se, ze
i do matefského mléka. VyluCuje se prakticky uplné do moci, kde jsou jeho
koncentrace 100krat vy3Si nez vplazmé. Z nezadoucich ucinkd je
nejvyznamnéjsi granulocytopenie. V monoterapii je indikovan jen vyjimecné ke
kratkodobé 1é¢bé mykotickych infekci mocCovych cest. V kombinaci (s
amfotericinem B nebo azolovymi derivaty) se pouziva k terapii organovych
kandidoz, kryptokokdzy (i nitrolebni) a blastomykdzy. Zavazné Iékové
interakce nejsou znamy, toxicitu zvySuji vSechny latky omezujici jeho renalni
vylu€ovani. (Lincova a Fargahali, 2002)

Klinicky vyznamna je jeho synergni interakce s amfotericinem B a azolovymi
antimykotiky (ketokonazol, mikonazol, itrakonazol, flukonazol). (Lincova a

Fargahali, 2002) (Helena Marec¢kova, diplomova prace, 2007)

60



4 Experimentalni ¢ast

4.1 Stanoveni rustovych krivek

V na8i praci jsme sledovali narust mykotickych kmenl z vyuzitim
semiautomatické mikrodiluéni metody méfeni turbidity pomoci pfistroje Mikrobiology
Workstation Bioscreen C (dale zminovan jako Bioscreen C). Metoda je alternativou
metody checkerboard, ktera byla pouZita v ramci diplomové prace.

Obé metody se zabyvaji testovanim kombinovaného ucinku dvou I€Civ.
V naSem pfipadé antidepresiv paroxetinu nebo fluoxetinu s antimykoticky u€innou

latkou (amfotericinem B, flukonazolem &i flucytosinem).

Existuji Ctyfi zakladni vysledky kombinace dvou IéCiv:
e synergismus- je nejidealnéjsi vysledek, nebot dochazi ke vzrustu ucinku a to
nad pouhy soucet samostatnych ucinku I&Civ
e adice- je opét vyhodnym jevem, dochazi pfi ni pravé k souctu ucinku léciv
e indiference- v podstaté znamena, ze dané dveé latky se vice méné navzajem
neovlivauji
e antagonismus- je charakterizovan jako nevyhodny jev, znamenajici snizeni

u€inku léciv pfi jejich vzajemné kombinaci.

Z vySe deklarovaného je patrné, ze pfi farmakoterapii se snazime dosahnout
prvnich dvou jevl, aby tato kombinace znamenala néjaky pfinos. Pfi dosazeni
antagonismu je zjiSténi pro praxi rovnéz dulezité, nebot se mizeme vyvarovat této

nevyhodné kombinaci. (Helena Marec¢kova, diplomova prace, 2007)
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Pro metodu stanoveni ristovych kfivek jsme pouzili:

4.1.1 MATERIAL

POUZITE KMENY MYKOTICKYCH ORGANISMU:
(na zakladé vysledku diplomové prace vybrany pouze dva kmeny z plvodné 6-ti

testovanych kmend, pro které byly dosazené vysledky nejzajimavéjsi)

Candida albicans ATCC 90028
Candida albicans SC 5 314 (CA-SC) - kmen auxotrofni

POMUCKY
Microbiology Workstation Bioscreen C
laminarni box
sklenéné a plastové sterilni zkumavky
analytické vahy, automatické pipety
specialni mikrotitracni desticky (10x10 jamek)

mikrobiologicky inkubator Binder

LECIVA, ROZTOKY, MEDIA
paroxetin (Pliva — Lachema a.s., Brno)
fluoxetin (Zentiva a.s., Praha)
dimethylsulfoxid (DMSO)
destilovana voda
testovaci médium RPMI a MOPS
hydroxid sodny
(suspenze mikroorganismu — viz. vy3e)
amfotericin B (AMB)
flukonazol (FLZ)
flucytosin (5FC)

uridin
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4.1.2 PRACOVNI POSTUP

Pro metodu s vyuzitim pfistroje Bioscreen C plati stejné jako pro metodu
checkerboard velmi dulezité specifikum, které je nutno mit neustale na paméti. Pfi
pripravé specialni mikrotitracni destiCky se vzajemné obé latky fedi v poméru 50:50,
tudiz je potfeba si na samém pocatku pfipravit dvojnasobné vyssi koncentrace obou

latek tak, aby vysledné ziedéné koncentrace odpovidaly nasim pozadavkum.

Priprava média:

(stejna jako u checkerboard pouzité v diplomové praci)

Navazili jsme 34,5g sodné soli morfolinosulfonové kyseliny (MOPS) a rozpustili
v 1000ml destilované vody. Potfebné mnozstvi nechali vysterilizovat v parnim

autoklavu pfi teploté 121°C po dobu 15 minut.

RPMI médium (Roswell Park Memorial Institute médium 1640) je k dispozici v 5-ti
nasobné koncentraci nez je zapotrebi, proto bylo pfed vlastnim pokusem nafedéno
na pozadovanou koncentraci a to timto zpisobem: ke 4 objemovym dilim sterilniho
roztoku MOPS jsme pfidali 1 objemovy dil sterilniho kultivaéniho média RPMI. Dale
bylo zneutralizovano na pH okolo 7 roztokem hydroxidu sodného.

Jestlize byl testovan auxotrofni kmen CA-SC, do média jsme navic pfidavali
vypoctené mnozstvi uridinu, jelikoz rlst kmene je na ném zavisly.

Pro zamezeni moznosti kontaminace probihala cela prace v laminarnim boxu za
dodrzovani podminek aseptické prace v tomto zafizeni. Dale také vSechen pouzity

material byl sterilni.

Priprava roztokd antimykoticky uc€innych latek:

e Amfotericin B — rozpustili jsme navazku v 1.zkumavce ve vypocCteném
mnozstvi DMSO. Dale postupné v ostatnich 8 zkumavkach jsme provedli
sestupné geometrické fedéni, a to tak, ze jsme ke stejnému dilu Cistého
rozpoustédla (DMSO) pfidavali stejny dil roztoku IéCiva z pfedchozi zkumavky.
Takto se pfipravi celkové 9 koncentraci antimykotika. Urcity vypocteny podil
jsme prfenesli do zkumavek obsahujicich poZadovany objem média
RPMI+MOPS.
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e Flukonazol a flucytosin - navazku jsme pfimo rozpoustéli ve zkumavce
vmédiu RPMI+MOPS a uréitd vypocCtena Cast s pFfesnou koncentraci
antimykotika se prenesla do 1. zkumavky. Tam se nafedila do pozadovaného
objemu, probéhlo opét dvojkoveé fedéni v ostatnich zkumavkach na celkovych

9 sestupnych koncentraci daného antimykotika.

Posledni desata zkumavka pro vSechny antimykoticky ucinné latky obsahovala jen
Cisté kultivaCni médium RPMI+MOPS, pouze pro kombinaci s amfotericinem B
obsahovala navic malé mnozstvi DMSO, které odpovidalo pfenasenému mnozstvi
koncentrovanych roztokd AMB rozpus$ténych v DMSO. Tim byla zachovana stejna
koncentrace DMSO ve vS8ech jamkach pokusu. Posledni 10. zkumavka totiz slouzila

k doplnéni objemu v poslednim sloupci, kde ma byt pfitomno SSRI samostatné.

Priprava roztokli zkoumanych latek:

Zakladni roztoky paroxetinu a fluoxetinu jsme pfipravili rozpusténim 51,2mg navazky
v 0,5mI DMSO. Vysledna koncentrace roztoku byla 102,4mg/ml.

Pro experiment jsme si pfipravili postupnym fedénim 7 klesajicich koncentraci SSRI.
Pfichystali jsem si fadu 7 sterilnich zkumavek pro kazdou z latek (paroxetin i
fluoxetin). Prvni zkumavka obsahovala vzdy nefedény zakladni roztok IéCiva
(pfiprava viz vySe). Do dalSich zkumavek jsme nanesli po 0,25ml DMSO a
postupnym geometrickym fedénim si pfipravili klesajici fadu koncentraci daného
léCiva. A to tak, ze k pfipravenym 0,25ml Ccistého rozpoustédla DMSO jsme
automatickou pipetou pridavali vzdy z pfedchozi zkumavky po 0,25ml roztoku IéCiva.
Dale jsme si pfipravili fadu 8 zkumavek — opét pro kazdou latku zvlast. Do nich jsme
napipetovali 1,980ml média. Postupné jsme pfenaseli pomoci mikropipety 20ul od
kazdé koncentrace antidepresiva a takto ziskali zadany objem a koncentraci roztoku.
Do posledni osmé zkumavky jsme pfidali 20ul Cisttho DMSO, slouZila pak v
mikrotitraéni destiCce pouze k doplnéni objemu u posledniho fadku, kde tedy bylo
pritomné antimykotikum samostatné. Bylo nezbytné nutné, aby vysledny roztok
obsahoval maximalné 1% DMSO, jelikozZ je sdm nositelem antimikrobniho (v naSem
pripadé antimykotického) ucinku. Proto roztoky obsahujici vys$Si nez 1% koncentraci
DMSO by pokus mohly zatizit chybou, zjistény protimikrobni (protimykoticky) ucinek

by mohl byt zpusoben praveé touto latkou.
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Vlastni postup experimentu:

Pfi méfeni je vzdy pouzito 1 antidepresivum v kombinaci s 1 antimykotikem na
jednu mikrotitracni destiCku. Bioscreen je v podstaté velice obdobnou alternativou
metody checkerboard, kde misto hodnoceni pouhého narudstu ¢i nenarldstu v
jednotlivych jamkach, mdzeme navic vyhodnotit kinetiku rustu (nastup, tvar a
maximum rustové kfivky) v Case a to po delSi dobu (96 hodin = 4 dny). Dale i
srovnavat jednotlivé kfivky pro razné koncentrace, coz vSechno v metodé
checkerboard nebylo mozné.

Mezi obéma metodami v postupu pfipravy mikrotiraCnich desti€ek jsou jen
malé rozdily. Klasické mikrotiracni desticCky maji 12 jamek (oznaenych 1-11,
posledni jako K) v jednom fadku a pouhych 8 fadku (oznacenych A-H). V diplomové
praci jsme tedy sledovali 10 riznych koncentraci antimykotika, 11. sloupec slouzil k
odectu MIC antidepresiva (Kadep) a ve 12. sloupci byly po 3 jamkach zastoupeny
kontroly. Jamka A, B a C v tomto 12. sloupci obsahovala kontrolu ristového média s
DMSO (onaceny jako Km+dmso) a jamky E, F a G kontrolu se samostatnym
ristovym médiem (Km). V fadcich jsme méli 7 rdznych klesajicich koncentraci
antidepresiva, vzdy stejna koncentrace pak v ramci jednoho fadku. Posledni fadek H
slouzil pro odecet MIC antimykotika (Katm), jelikoz je zde pfitomno samostatné. Do
jednotlivych jamek jsme pipetovali po 100ul pfipravenych roztokd antimykotika a
antidepresiva, a tim se jejich koncentrace vzajemné ziedily na polovinu puvodni

hodnoty a dostali jsme Zadany vysledny objem 200ul v kazdé jamce. Viz. schéma 1

schéma 1: Nakres mikrotitraéni desti¢ky pro metodu checkerboard pouzitou v diplomové

praci
Antimykotikum (atm)
Max Min K adep
Antidepresivum 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 K
(adep) Max A
B Km+dmso
C
D X
E
F Km
Min G
Katm| H X

x-prézdna jamka
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Pro semiautomatickou mikrodilucni metodu méfeni turbidity v tekuté fazi
pomoci pfistroje Bioscreen C jsme pouzili specialni mikrotitracni destiCku vhodnou
pro pouziti v tomto pfistroji. Narust kultury (turbidita) muze byt zaznamenavan naraz
ve 200 jamkach dvou specialnich mikrotitracnich desticek, kazda z nich ma tedy jiny
tvar nez klasicka mikrotitraCni desticka — 10 fadku a 10 sloupct. Navic se plni jinym
objemem, roztoky se opét fedi v poméru 1:1, ale po 150ul na kone¢ny objem 300pl.

Abychom dostali vysledky srovnatelné s diplomovou praci, museli jsme mirné
upravit schéma desticky, aby Iépe odpovidalo schématu, které jsme pouZili pfi
diplomové praci. Opét jsme sledovali 7 rlznych koncentraci antidepresiva, pro
odecteni MIC a pozorovani vlivu samostatného SSRI na rust houbového kmenu
slouZzil 10. sloupec. Posledni fadek H (v hodnoceni prace jej oznaCujeme jako 8.
radek, jelikoz to lépe odpovida jamkam které sledovany, ale zde pouzito toto
schématické oznacleni) zase slouZil k odeCtu MIC antimykotika a k porovnani
rustovych kfivek v pfitomnosti pouze klesajicich koncentraci antimykotika. Pro
antimykotikum sledovano jen 9 koncentraci (v diplomové praci 10), ve sloupci
zustava vzdy koncentrace antimykotika stejna a méni se koncentrace antidepresiva a
Fadku je tomu opaéné. Radek | zistal prazdny (i bez riistového média a v Fadku J
byly kontrolni jamky (3 jamky s médiem+DMSO a 3 pouze se samostatnym rdstovym

médiem). Viz. schéma 2.

schéma 2: Nakres specialni mikrotitracni desti¢ky pro semiautomatickou mikrodilu¢ni
turbidimetrickou metodu v tekuté fazi vhodnou pro pfistroj Bioscreen C.

Antimykotikum

Max Min K adep
Antidepresivum 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Max A
B
C
D
E
F
Min G
Katm| H
| X X X X X X X X X X
J X X X X
Km+dmso Km

x-prézdné jamka
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Kontrolni roztoky s DMSO jsme pfipravovali vzdy s ohledem na koncentraci
rozpoustédla ve vysledné desticce. V pfipadé kontroly s AMB, ktery se rovnéz
rozpousti v DMSO, bylo mnoZstvi pfidaného DMSO vysSi nez pro FLZ a 5FC.

V prvni jamce obou mikrotitraCnich destiCek jsou obsazeny nejvysSSi
koncentrace obou latek. Dale v naSem pfipadé v fadé vzdy klesala koncentrace
antimykotika a ve sloupci koncentrace antidepresiva.

Vysledné koncentrace viz. Specialni mikrotitracni desticka 1 az 4

Na takto pfipravené mikrotitracni destiCky obsahujici kombinaci jednoho
antimykotika s jednim  antidepresivem jsme pak inokulovali suspenzi
mikroorganismu. Vzdy pouze jeden kmen na celou desticku po 10ul do kazdé jamky.

Timto zplsobem pfipravené mikrotitracni destiCky jsme vlozili do pfistroje
Bioscreen C, nastavili pfislusné parametry - napf. délka méfreni 96 hodin (tedy 4 dny)
pfi teploté 35°C, OD 540nm, odeclty co 1 hodinu, protfepani urcitou rychlosti po
uritou dobu pfed samotnym méfenim, ... a pfistroj samostatné zaznamenal
namérfené hodnoty, pfepocetl a prevedl do rlstovych kfivek.

V poslednim schématu jsem se jeSté snaZila znazornit, jak pfistroj
zaznamenava jamky, jelikoz v pfilohach uvadim hodnoty, ze kterych rastové kfivky
graficky znazornény a k nim i Cisla jamek, ve kterych hodnoty nalezeny. Takze pro
pfipadnou snadnégjSi orientaci uvedeno schéma 3. Ze srovnani schéma 2 a schéma 3
je patrné, Ze Sedé jamky ¢. 10, 20 a 30 a dale 110, 120 a 130 jsou kontrolni jamky s

DMSO a z jedné z nich vzdy ziskana referencni ristova kfivka.

schéma 3: Nakres dvou specialnich mikrotitracnich destiek, tak jak byly vkladany do
pristroje Bioscreen C, v€etné Cislovani jamek zaznamenanych pfistrojem.

paroxetin fluoxetin

11 | 21 | 31 | 41 | 51 | 61 | 71 | 81 [ 91 | 101 [ 111 | 121 | 131 | 141 | 151 | 161 | 171 | 181 | 191
12 | 22 | 32 | 42 | 52 | 62 | 72 | 82 | 92 | 102 | 112 | 122 | 132 | 142 | 152 | 162 | 172 | 182 | 192
13 1 23 | 33 | 43 | 53 | 63 | 73 | 83 [ 93 | 103 [ 113 | 123 | 133 | 143 | 153 | 163 | 173 | 183 | 193
14 | 24 | 34 | 44 | 54 | 64 | 74 | 84 | 94 || 104 [ 114 | 124 | 134 | 144 | 154 | 164 | 174 | 184 | 194
15 | 25 | 35 | 45 | 55 [ 65 | 75 | 85 | 95 || 105 | 115 | 125 | 135 [ 145 | 155 | 165 | 175 [ 185 | 195
16 | 26 | 36 | 46 | 56 | 66 | 76 | 86 [ 96 | 106 | 116 | 126 | 136 | 146 | 156 | 166 | 176 | 186 | 196
17 | 27 | 37 | 47 | 57 [ 67 | 77 | 87 | 97 || 107 | 117 | 127 | 137 | 147 | 157 | 167 | 177 [ 187 | 197
18 | 28 | 38 | 48 | 58 | 68 | 78 | 88 [ 98 | 108 [ 118 | 128 | 138 | 148 | 158 | 168 | 178 | 188 | 198
19 | 29 | 39 | 49 | 59 [ 69 | 79 | 89 | 99 | 109 | 119 | 129 | 139 | 149 | 159 | 169 | 179 | 189 | 199
20 | 30 | 40 | 50 p 60 | 70 | 80 | 90 | 100 || 110 | 120 | 130 | 140 | 150 | 160 | 170 | 180 ] 190 | 200

Olo|N|oO|O|B|W[N |-

=
o
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Specialni mikrotitracni desticka 1: Rozmisténi kone¢nych koncentraci pfi kombinaci
flucytosinu s SSRI po nafedéni

Vysledna koncentrace SSRI [ug/ml]
Vysledna koncentrace SFC [ug/ml]

A 512 512 512 512 512 512 512 512 512 512
4 2 1 05] 025] 0312| 0.06] 003]0.015 0
B 256 | 256| 256| 256| 256| 256| 256| 256| 256| 256
4 2 1 05] 025] 012] 006] 003] 0015 0
c 128 128 128 128 128 128 128 128 128 128
4 2 1 05] 025] 012| 0.06] 003]0.015 0
D 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64
4 2 1 05] 025] 012| 0.06] 003]0.015 0
£ 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
4 2 1 05] 025] 012] 006] 003] 0015 0
F 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
4 2 1 05] 025] 0312| 0.06] 0.03]0.015 0
G 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
4 2 1 05] 025] 012] 0.06] 0.03] 0,015 0
H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 2 1 05] 025] 012] 006] 0.03] 0,015 0
I X X X X X X X X X X
J X X X X
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Specialni mikrotitracni destiCcka 2: Rozmisténi konecnych koncentraci pfi kombinaci
amfotericinu B s SSRI po nafedéni pro testovany kmen CA 2 ATCC 90028

Vysledna koncentrace SSRI [ug/ml]
Vysledna koncentrace AMB [ug/ml]

A 512 512 512 512 512 512 512 512 512 512
8 4 2 1 05] 025) 012] 006] 0.03 0
B 256 | 256 | 256| 256| 256| 256| 256 | 256 | 256 | 256
8 4 2 1 05] 025] 0,12] 0.06] 0.03 0
c 128 128 128 128 128 128 128 128 128 128
8 4 2 1 05] 025] 012] 006] 0,03 0
D 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64
8 4 2 1 05] 025] 012] 006] 0.03 0
E 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
8 4 2 1 05] 025] 0,12] 0.06] 0.03 0
E 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
8 4 2 1 05] 025 012] 006] 0,03 0
G 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
8 4 2 1 05] 025] 0,12] 0.06] 0.03 0
H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 4 2 1 05] 025 012] 006] 0,03 0

X X X X X X X X X X

J X X
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Specialni mikrotitracni destiCka 3: Rozmisténi konecnych koncentraci pfi kombinaci
amfotericinu B s SSRI po nafedéni pro testovany auxotrofni kmen CA-SC
Vysledna koncentrace SSRI [ug/ml]
Vysledna koncentrace AMB [ug/ml]
1 2 3 4 5 6 I 8 9 10
A 512 | 512 | 512 | 512| 512 512| 512| 512| 512| 512
16 8 4 2 1 05] 025] 012] 0.06 0
B 256 | 256| 256 | 256| 256| 256| 256 | 256 | 256| 256
16 8 4 2 1 05] 025] 012] 0,06 0
c 128 | 128 | 128 | 128| 128 | 128| 128| 128| 128| 128
16 8 4 2 1 05] 025] 012] 0.06 0
5 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64
16 8 4 2 1 05] 025] 012] 0.06 0
E 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
16 8 4 2 1 05] 025] 012] 0,06 0
. 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
16 8 4 2 1 05] 025 012] 0,06 0
G 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
16 8 4 2 1 05] 025] 012] 0,06 0
H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16 8 4 2 1 05] 025 012] 0,06 0
X X X X X X X X X X
J X X
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Specialni mikrotitracni destiCka 1: Rozmisténi konecnych koncentraci pfi kombinaci

flukonazolu s SSRI po nafedéni

Vysledna koncentrace SSRI [ug/ml]

Vysledna koncentrace FLZ [ug/mi]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 512 512 512 512 512 512 512 512 512 512
32 16 8 4 2 1 05] 025] 012 0
B 256 | 256 | 256| 256| 256| 256| 256 | 256 | 256 | 256
32 16 8 4 2 1 05] 025] 012 0
c 128 128 128 128 128 128 128 128 128 128
32 16 8 4 2 1 05] 025] 012 0
D 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64
32 16 8 4 2 1 05] 025] 012 0
E 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
32 16 8 4 2 1 05] 025] 0,12 0
E 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
32 16 8 4 2 1 05] 025] 012 0
G 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
32 16 8 4 2 1 05] 025] 0,12 0
H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
32 16 8 4 2 1 05] 025] 0,12 0
X X X X X X X X X X
J X X
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4.2 Obecné hodnoceni rigorézni prace

Vysledky ziskany méfenim semiautomatickou turbidimetrickou mikrodiluéni
metodou v tekuté fazi pomoci pfistroje Bioscreen C. Pfistroj samostatné
zaznamenaval narlst (vyjadfeny jako hodnoty OD pfi 540nm) v jednotlivych jamkach,
naméfené hodnoty prepocetl a pfevedl| do grafického vyjadieni rastovych kfivek.

Rustova kfivka vznika pfevedeni biologického fenoménu, kdy pfi mnozeni a
ristu mikroorganismi se méni zakal média (méfeno jako turbidita) do grafické
podoby zavislosti pravé OD (turbidity, v naSem pfipadé méfené pfi 540nm vinové
délky) na Case.

Nejprve jsme si stanovili maximalni narist - pro kazdy experiment vzdy
zvolena jedna referenéni kfivka narGstu pro kazdou z latek (jak paroxetin, tak
fluoxetin), a to jedna z kontrol obsahujicich kromé& média i DMSO ve vhodné
koncentraci (odpovidajici koncentraci DMSO v daném experimentu). Tato kfivka
vybrana zamérné a je povazovana za 100% narast pro dany kmen a kombinaci latek.
DMSO totiz mize mit v urcitych koncentracich samostatny protimikrobni ucinek, a
tudiz zkreslit vysledky pokusu. V nasem pfipadé vykazovaly vSechny kontroly (jak s
DMSO, tak bez této latky) srovnatelny narust, pouze mezi jednotlivymi kmeny byly
zaznamenany mirné rozdily ve tvaru a vySce kfivky, coZ je pochopitelné.

Referenéni kfivka znazornéna graficky a uvedeny zakladni charakteristiky ve
srovnavaci tabulce: nastup rustu, narast 25, 50 a 100%. Tyto hodnoty vyjadiené
pomoci OD (pfi 540nm) jsou vztazeny k ¢asu. Pro pfehlednost a moznost srovnani je
v grafickém vyjadfeni vSech dalSich hodnocenych rlstovych kfivek tato referenéni
kfivka uvadéna.

Dale jsme vyhodnocovali ristové kfivky pro 8. Fadek, kde pfitomno
samostatné antimykotikum, a nartst v ramci 10. sloupce, ve kterém obsazeno jen
antidepresivum, a to proto, abychom stanovili vliv téchto latek na rust mykotického
kmene a stanovili MIC pro jednotlivé latky (ty uvedeny az na konci pokusu v tabulce-
MIC stanovena nejen po 48 hodinach jako u metody checkerboard, ale i v 96 hodiné
na konci pokusu). Hodnoceni v ramci 8. fadku a 10.sloupce shrnuto jen slovné pro
celkovou nepfehlednost grafického vyjadfeni. Graficky znazornény a vyhodnoceny
pouze prvni rustové kifivky po MIC pro antimykotikum nebo SSRI. NarUst

vyhodnocen ve srovnani s referennim narustem a to tak, ze zaznamenan nastup
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narlstu v ¢ase, maximum narustu v ¢ase, uvedeno jaky procentualni podil a v jakém
Case dosahuje konkrétni maximalni narust vzhledem k referenénimu a rovnéz cCas,
ve kterém bylo dosazeno 25 popf. i 50% referenéniho narlstu (vSe uvedeno pro
kazdou kfivku ve srovnavaci tabulce, nesouci Cislo stejné jako pfislusna kfivka).

Pak vyhodnoceny narusty v jednotlivych jamkach tzv. inhibiéni linie, kde se
odrazeji prispévky jednotlivych kombinaci rdznych koncentraci latek. Opét pro
znacnou nepiehlednost grafického vyjadifeni zde hodnoceny pouze slovné a vybrany
3 krivky z této oblasti. Prvni z nich obsahuje vzdy vysokou koncentraci antidepresiva
a nizkou koncentraci antimykotika. Druha naopak ukazuje a hodnoti narlst pfi
vysoké koncentraci antimykotika a nizké koncentraci SSRI. A posledni, tfeti kfivka,
hodnoti kombinaci vysoké koncentrace obou latek.

Dale hodnoceny jednotlivé sloupce a fadky (samostatné i vzajemné) k
vysledovani zavislosti ménici se koncentrace jedné kombinaéni slozky, druha je
pfitomna v konstantni koncentraci. Pokud nalezen né&jaky vyznamngjsi vliv nebo
vysledovana néjaka zavislost ucinku, vyhodnotili jsme to bud slovné nebo i tzv.
kombinovanym grafem.

Dulezité (ale ne tolik jako u metody checkerboard) pro hodnoceni bylo
vyjadreni a ode€et MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace). V pribéhu vSech pokus
jsme stanovovali MIC po 48 hodinach, kvali moznosti srovnani s vysledky diplomové
prace. Jelikoz experimenty probihali po dobu 4 dnd, vyhodnocovali jsme jesté
konecnou MIC po 96 hodinach.

V experimentu, kde byl jako antifungalni latka pouzit flukonazol,
nestanovujeme MIC stejné jako u ostatnich pokusd s amfotericinem B i
flucytosinem. Pro AMB a 5FC odecitame MIC jako koncentraci prvni jamky, ve které
jiz neni zaznamenan narust, tudiz 100% inhibice nardstu.

Pro testovani vlivu flukonazolu byl v této praci pouzit vi¢i kmen Candida
albicans (oznaceny CA-SC). Tento druh mikroba &asto v pfitomnosti flukonazolu
vykazuje tzv. trailing efekt, coz v praxi znamena, Zze i za vysokych koncentraci
antimykotika stale zaznamenavame narlst kmene a i pfi velkém zvySeni koncentrace
antifungalni latky nedostaneme 100% inhibici rastu. V takovémto pfipadé je MIC
(100% nenarust) nahrazena inhibi¢ni koncentraci 1Cgy (inhibice 80% narlstu) nebo
ICso (inhibice narustu z 50-ti %). V naSem pfipadé byl tento jev pozorovan, proto bylo

nutno pouzit jeden z téchto odectu. Jelikoz ICgy nesplfiiovala nase oCekavani, vétSina
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nartstu byla nad 20%, pouzili jsme k vyhodnoceni vysledku téchto rustovych krivek
odecCet pomoci ICso. MIC pro flukonazol je v naSem pfipadé v podstaté formalni
oznaceni pro ICsp, takZe pokud v nasi praci hovofime o MIC pro testovani kombinace
s flukonazolem, mame vzdy na mysli pravé tuto hodnotu.

Nalezené vysledky jsme dale jeSté porovnavali s vysledky dosazenymi v
diplomové praci, kde byl narlist ziskan pomoci mikrodiluéni metody checkerboard,
odeCet nardstu posouzen vizualné vac&i tmavému pozadi (hodnocen zakal) a
vyhodnocen vypoc&etni metodou, tzv. FIC (fractional inhibitory concentration) indexu.
Zde byl predbézny odecet narlstu stanoven po 24 hodinach inkubace a konec¢ny

odecet po 48 hodinach.

FIC index (frakéni inhibiéni koncentrace):

Metoda vypoctu FIC indexu dle vzorce:

MICa MICg

Kde:
MICa......... minimalni inhibiéni koncentrace latky A
MICs......... minimalni inhibi¢ni koncentrace latky B

MICass.-.... minimalni inhibiéni koncentrace latky A v pfitomnosti latky B

MICg:a...... minimalni inhibi¢ni koncentrace latky B v pfitomnosti latky A

Hodnoceni, pokud FIC index je:

e Synergismus <0,5
e Adice >05-<1,0
e Indiference >1,0-<2,0
e Antagonismus >2,0
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V praxi modelovy narGst mikroorganismli v jednotlivych moznych vzajemnych

ovlivnéni rastu pfi kombinace latek vypada asi takto:

[ug/ml]

indiference adice

16 | 8

antagonismus synergismus
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4.3 Vlastni hodnoceni rigorézni prace

Kombinace flucytosinu (5FC) s jednotlivymi antidepresivy
pro kmen CA 2 ATCC 90028:

ristova kfivka 1. referencéni kiivka pro kombinaci 5FC + paroxetin

referencni rastova krivka - kontrola s DMSO - pro
kombinaci 5FC + paroxetin
(obé latka zde v konc. - Opg/ml)
(kmen CA 2 ATCC 90028)

1,000
0,900 -+
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100 e
0,000 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

cas (hod.)

="

\
\

\

OD (540nm)
1 1 1 1

Srovnavaci tabulka 1: Referenéni rlistova kfivka - nulova koncentrace obou
testovanych latek.

referenc¢ni rustova kfivka pro kombinaci 5SFC+paroxetin
kmen CA 2 ATCC 90028

narust OD (540 nm)

zacatek narUstu 0,102
25% 0,216
50% 0,431
100% 0,862

Na rlistové kfivce je patrné, Ze organismus potifeboval 9 hodin pro
pFizpasobeni se novym podminkam po inokulaci média, exponencialni faze byla mezi

9-22hodinou. Ostatni dalezité hodnoty odectené z této kfivky shrnuje Srovnavaci
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tabulka 1. ZaCatek narustu nikterak neovlivnéného kmene nastal v 9 hoding, svého
maxima dosahl v hodiné 82. Jak je vidét, 50-ti% narustu dosahl jiz v 15,75 hodiné,
ale k maximalni hodnoté se pfiblizné od 22 hodiny dostaval pomalejSim narustanim.
Zde zaznamenan typicky prubéh exponencialniho nardstu.

Dale byly hodnoceny rustové kfivky pro klesajici koncentrace antimykotika
5FC, ziskané v 8. fadku specialni mikrotitracni desti¢ky. Testované koncentrace se
pohybuji v rozmezi 4-0,015ug/ml. S rostouci koncentraci antimykotika se postupné
prubéh jako referenni rustova kfivka. V této koncentraci - 0,015ug/ml tedy
antimykotikum houbovy kmen jeSté neovliviiuje. DalSi 4 koncentrace pouze mirné
ovliviuji velikost narustu, tvar kfivek zlstava zachovan a i nastup narlstu (tedy
zaCatek vétSich zmén v mnozstvi houbové masy vzhledem k Casu — tedy Casto
pocCatek exponencidlni faze) se nikterak vyznamné neliSi, pouze postupné mirné
klesaji maxima narustu. Od koncentrace 0,5ug/ml ale vySka rlistové kfivky pravidelné
vyznamnéji klesa, navic se posouva i ¢as nastupu narustu. Zde se projevuji spise
fungistatické ucinky flucytosinu, kdy narlst zaCina opozdéné, jelikoz antimykotikum
organismy neusmrti, ale po snizeni koncentrace pod inhibi¢ni mez rist houbového
kmene zacina, ale dosahuje nizSich hodnot. Pfi nejvySsi pouzité koncentraci 4ug/ml
(rastova kfivka 2) se objevuje jesté maly a velmi zpozdény narust, proto za absolutni

MIC (MIC po 96 hodiné) povazujeme az koncentraci 8ug/ml.
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ristova kfivka 2: riistova krivka pro samostatny flucytosin v koncentraci 4ug/ml

prvni rastova krivka po MIC flucytosinu
(pro kombinaci s paroxetinem - Oug/ml)
1,000
0,900 A o
0,800 - —
0,700 A —
E 0,600 |
% 0.500 - — kfivka po MIC
a 0,400 - / —— kontrolni kfivka
© 0,300
0,200 - ‘/
0,100
0,000 . . . . . . . . .
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
¢as (hod.)

Srovnavaci tabulka 2: Vyhodnoceni samostatného uc€inku antimykotika

prvni rastova krivka po MIC antimykotika 5FC (pro paroxetin)
kmen CA 2 ATCC 90028

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacatek narUstu 0,102 63,00
maximum 0,297 96,00

narlst 25% referenéniho nartstu (OD=0,216) dosazen v €ase 90,38h.
maximalni narast oproti kontrole vyjadieny v % = 34,5 %

Jak je vidét z grafické podoby kfivky, narlst je hodné opozdén, exponencialni
faze neni moc strma (oproti referenéni kfivce), maximum ziskano v podstaté
ukoncenim pokusu, ale dalSi méfeni uz by bylo technicky nemozné, jelikoZ po tak
dlouhé dobé inkubace muze jiz médium vysychat, takze jsme se museli spokojit s
dosazenym vysledkem. Na této kfivce je demonstrovan fungistaticky ucinek
flucytosinu. Masa narUstu je snizena na pfiblizné 34,5% referenéni hodnoty a
poCatek narlstu Casové posunut az na 63 hodinu, 25% narastu (vztazeno k

referencni kfivce) dosazeno az v 90,38 hodiné a 50% narust nezaznamenan vubec.
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Dale jsme hodnotili narist v ramci jamek 10. sloupce, kde je pfitomen
paroxetin samostatné. Koncentrace antidepresiva jsou v rozmezi 512-8ug/ml.
Zachovavali jsme schéma pouzité jiz v diplomové praci a dochazi zde k velkym
zménam v koncentraci. Dvojkovym Fedénim dostavame z puvodnich 512ug/mi
hodnotu 256ug/ml, pfi kterych je houbovy organismus zcela usmrcovan. Hned v dalSi
jamce, pfi koncentraci 128ug/ml zaznamenan uz hodné vysoky narust (nizka
inhibice) pro tento kmen. Proto bych pro své pfipadné nastupce doporucila upravu
koncentraci tak, aby mezi koncentracemi nebyly takto ostré skoky. My jsme toto z
dlvodu navaznosti praci neprovadeéli. Ostatni koncentrace nizsi nez 128ug/ml méli
tvar i vySku rastové kfivky srovnatelnou s kontrolni rustovou kfivkou. MIC pro
paroxetin tedy stanovena na 256ug/ml.

Rustova kfivka 3 ukazuje pravé prvni narustovou kfivku po MIC paroxetinu.
Nastup narlstu je u této kfivky ve 14 hodiné, coz je jen o malo zpozdéno oproti
referenéni kfivce (9hod.) a maximum narustu je zde 87,4%. V Case 18,42 hodiny je
dosazeno 25% narustu a 50% narustu v €ase 23,53 hodin. Tyto hodnoty jsou vici

referen¢ni kfivce zpozdény vice nez nastup ucinku.

ristova kfivka 3: rastova krivka pro samostatny paroxetin v koncentraci 128ug/ml

prvni rastova krivka po MIC paroxetinu
(pro kombinaci s 5FC- 0ug/ml)
1,000
0,900 - o
0,800 - -
0,700 -
£ 0,600 A
% 0.500 1 — kfivka po, I\iI.IC
8 0.400 - / kontrolni kfivka
0,300 -
0,200 A
0,100 -+
0,000 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70O 80 90 100
¢as (hod.)
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Srovnavaci tabulka 3: Vyhodnoceni samostatného tG¢inku antidepresiva

prvni rastova kiivka po MIC antidepresiva paroxetinu (pro 5FC)
kmen CA 2 ATCC 90028

narust

OD (540 nm)

¢as (hod.)

zadatek narUstu

maximum

0,106
0,757

14,00
89,00

narust 25% referenéniho narustu (OD=0,216) dosazen v ¢ase 18,42h.

narust 50% referenéniho narustu (OD=0,431) dosaZen v ¢ase 23,53h.

maximalni narast oproti kontrole vyjadieny v % = 87,4 %

Nasledné hodnoceny 3 vybrané kfivky, charakterizujici rizné pfispévky

rozdilnych koncentraci jednotlivych sloZzek danych kombinaci latek.

Prvni kombinace je pro vysokou koncentraci

antidepresiva a nizkou

koncentraci antimykotika. Po srovnani dvou kfivek (rlstové kfivky 4 a jedné v ramci

8. fadku-kfivka nezobrazena se stejnou koncentraci 5FC 0,015ug/ml), zjisténo, ze

maximum nardstu je jen CasteCné snizeno a jeho nastup je také mirné ovlivnén.

DalSi charakteristiky uvedeny ve srovnavaci tabulce €.4. Maximalni narust oproti

referen¢ni kfivce je 81,7% a byl dosazen aZ na konci pokusu.

rlstova kfivka 4: rastova kirivka kombinace vysoké koncentrace paroxetinu a nizké

koncentrace flucytosinu.

vybrana rastova krivka pro kombinaci 5SFC+paroxetin
koncentrace paroxetinu 128ug/ml a 5FC 0,015ug/mi
1,000
6900+
0,800 - /_f_/f./
0,700 -
£ 0,600 -
§r ’ = kfivka wys.konc.SSRI
» 0,500 1 —— Kontrolni kiivka
O 0,400 - [
)
0,300 -
0,200 A
0,100 -
0,000 T T T T T T T
0 10 20 50 60 70 80 90 100
cas (hod.)
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Srovnavaci tabulka 4: Vyhodnoceni kombinovaného uéinku lé€iv

vybrana riustova krivka pro kombinaci 5FC+paroxetin
koncentrace paroxetinu 128ug/ml a 5FC 0,015ug/ml
kmen CA 2 ATCC 90028

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacatek narustu 0,101 15,00
maximum 0,704 96,00
narust 25% referenéniho narlistu (OD=0,216) dosaZzen v Case 20,25h.
narust 50% referenéniho narustu (OD=0,431) dosaZen v €ase 25,45h.
maximalni narast oproti kontrole vyjadieny v % = 81,7 %

Dalsi kombinac¢ni kfivka 5 byla ziskana za pusobeni vysoké koncentrace
antimykotika 5FC a nizké koncentrace SSRI. Zde je opét patrny pfevladajici vliv
antimykotika. Diky tomu, Ze byla vybrana kfivka, kde je koncentrace 5FC o 2 fady
niz§i nez MIC, je narust prece jen vySSi. Stale je vysledovatelny posun nastupu
ucinku a niz8i dosazeny maximalni narast. Tvar kfivky jinak zachovan, kromé mirné
zmény ve strmosti exponencialni faze. DalSi informace charakterizujici tuto kfivku
jsou ve Srovnavaci tabulka 5. Zacatek narUstu je ve 47 hodiné, coz je oproti narlstu
v pritomnosti samostatného flucytosinu ve stejné koncentraci 2 pg/ml srovnatelné

(kfivka nezobrazena).
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ristova kfivka 5: riistova krivka kombinace vysoké koncentrace flucytosinu a nizké
koncentrace paroxetinu.

vybrana ristova krivka pro kombinaci 5SFC+paroxetin
koncentrace paroxetinu 8ug/ml a 5FC 2pg/ml

1,000

0,900 - o

0,800 - ////-f"’"/
0,700 -
£ 0,600 |
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Srovnavaci tabulka 5: Vyhodnoceni kombinovaného uéinku lé¢iv

vybrana rustova kfivka pro kombinaci 5FC+paroxetin
koncentrace paroxetinu 8ug/ml a 5FC 2ug/ml
kmen CA 2 ATCC 90028

narust

OD (540 nm)

¢as (hod.)

zacatek nardstu
maximum

0,102
0,458

47,00
96,00

narlst 25% referenéniho nartstu (OD=0,216) dosazen v €ase 65,35h.
nartst 50% referenéniho nartstu (OD=0,431) dosazen v Case 84,67h.
maximalni narast oproti kontrole vyjadieny v % = 53,1 %

Posledni vybrana kombinaéni kfivka pro vysokou koncentraci obou latek je
zaznamenana jako rastova kfivka 6. | zde je patrny pfevazujici vliv flucytosinu, ktery
je pfitomen v koncentraci 2x nizSi nez je MIC. Nastup ucinku nastava opozdéné a
dosahuje podobné masy narustu jako pfi samostatném pusobeni antimykotika. Diky
vySSi koncentraci SSRI je pfece jen maximalni nardst o néco nizsi nez u kfivky 5,

kde je ale pfitomno SSRI v mnohem nizsi koncentraci.
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rlstova kfivka 6: riistova krivka kombinace vysoké koncentrace flucytosinu i

paroxetinu
vybrana ristova kfivka pro kombinaci 5FC+paroxetin
koncentrace paroxetinu 128ug/ml a 5FC 2ug/mi
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Srovnavaci tabulka 6: Vyhodnoceni kombinovaného ucinku lé¢iv

vybrana ristova kfivka pro kombinaci 5FC+paroxetin
koncentrace paroxetinu 128ug/ml a 5FC 2ug/mi
kmen CA 2 ATCC 90028

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacatek nardstu 0,102 61,00
maximum 0,390 96,00

narust 25% referenéniho narustu (OD=0,216) dosazen v €ase 79,29h.
maximalni nartst oproti kontrole vyjadreny v % = 35,8 %

Tyto 3 kombinacni kfivky €. 4, 5 a 6 jsou soucasti tzv. inhibi¢ni linie, kde jsme
sledovali jednotlivé narlsty na hranici nartistovych a nenarlstovych jamek. V tomto
hodnoceni jsou pochopitelné hodnoceny tvary, velikosti a Casové prodlevy u
nartstovych jamek. Diky srovnani narlstl v jamkach jednotlivych fadka, kde je
pfitomna stejna koncentrace SSRI, ale rozdilné koncentrace 5FC, s 8.fadkem, kde je

pouze antimykotikum je patrné, Ze narusty jsou ovlivnény jen antifungalni latkou,
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Pouze pfi nejvyssSi koncentraci antidepresiva 128ug/ml, ktera jesté neni pro kmen
absolutné inhibi¢ni, doslo k mirnému ovlivnéni ristu — ¢aste¢né snizeno maximum,
prodleva v nastupu prodlouzena a snizena strmost exponencialni faze. K Zadnému
vyznamnému zlepSeni ucinku v inhibici narastu pfi této kombinaci ale nedoslo.

V diplomové praci jsme narust hodnotili po 48 hodinach a stanovili jsme pro

tuto kombinaci latek a dany kmen tyto hodnoty a zavéry:

kombinace paroxetinu a antimykotika flucytosinu (5FC)
kmen CA 2 ATCC 90028, metoda checkerboard

MIC [pg/ml] pro
5FC

po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
paroxetin
po 48 hod.

FIC index
vypocten
po 48 hod.

plvodni pokus

0,5

256

1,3884

opakovany pokus

2

256

1,6218

pramérny FIC index = 1,5 - indiference

Metodou méfeni pomoci pristroje Bioscreen C, jsme provedli rovnéz odecet

MIC po 48 hodinach, ale dale jsme jej vyhodnotili po celkové dobé 96 hodin:

kombinace paroxetinu a antimykotika flucytosinu (5FC)
kmen CA 2 ATCC 90028, metoda s vyuzitim Bioscreenu C

MIC [ug/ml] pro
5FC
po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
paroxetin
po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
5FC
po 96 hod.

MIC [pg/ml] pro
paroxetin
po 96 hod.

1

256

8

256

V podstaté jsme timto pokusem potvrdili vysledky dosazené v diplomoveé

praci, akorat MIC odectena az po 96 hodinové inkubaci je zde vy$Si nez plvodné
stanovena. Toto bylo zpuasobeno delSim <&asovym Usekem, po ktery byl
mikroorganismus kultivovan. Flucytosin je pouze fungistatické antimykotikum, je tedy
jasné, ze po delSi dobé se jeho ucinek prestane projevovat a kmen muize zacit opét
narUstat, jelikoz jej uz tato latka neinhibuje. Nedosahuje vS§ak maxima narlstu jako v

pfipadé neovlivnéného kmene.
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rlstova kfivka 7: referenéni kfivka pro kombinaci 5FC + fluoxetin

referencni rustova krivka - kontrola s DMSO -
pro kombinaci 5FC + fluoxetin
(obé latka zde v konc. - Opg/ml)
(kmen CA 2 ATCC 90028)
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Srovnavaci tabulka 7: Referenéni riistova kfivka - nulova koncentrace obou
testovanych latek.

referenc¢ni rustova kiivka pro kombinaci 5FC+fluoxetin
kmen CA 2 ATCC 90028

narust OD (540 nm)

zacatek narUstu 0,102
25% 0,213
50% 0,426
100% 0,852

Referenéni rlstova kfivka pro kombinaci flucytosinu s fluoxetinem je skoro
totozna s predchozi referenéni kfivkou. Obé kfivky vyjadfuji neovlivnény narust
pouze v kultivanim meédiu s pfidavkem rozpoustédla, takze by mély byt srovnatelné.
Opét je tfeba 9 hodin lag faze pro adaptaci organismu na nové prostredi.
Exponencialni faze narustu trva pfiblizné od 9-23 hodiny. DalSi charakteristiky
vypocltené pro moznost porovnani prabéhu dalSich kfivek jsou zaznamenany ve

srovnavaci tabulce 7.

85



Dale opét hodnocen vliv samostatného ovlivnéni narastu antifungalni latkou
5FC. Nalezené zavislosti vlivu jeho rlznych koncentraci na rlstové charakteristiky
jsou v podstaté stejné jako predchozi, jelikoZz se v podstaté rovnéz jedna o

opakované stanoveni, nebot SSRI zde neni pfitomno.

ristova kfivka 8: riistova krivka pro samostatny flucytosin v koncentraci 4ug/ml

prvni ristova krivka po MIC flucytosinu
(pro kombinaci s fluoxetinem- Oug/ml)
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Srovnavaci tabulka 8: Vyhodnoceni samostatného uc€inku antimykotika

prvni rastova kfivka po MIC antimykotika 5FC (pro fluoxetin)
kmen CA 2 ATCC 90028

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacCatek narustu 0,106 59,00
maximum 0,392 96,00
narlst 25% referenéniho nartstu (OD=0,213) dosazen v Case 81,82h.
maximalni narist oproti kontrole vyjadireny v % = 46,0 %

Rustova kfivka 8 je v podstaté srovnatelna s kfivkou 2, pouze velikost
maximalniho narlstu a tudiz i vypoctené hodnoty se mirné odliSuji. Toto mohlo byt

zpusobeno napf. nepresnosti v inokulaci kmene.
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ristova kfivka 9: ristova krivka pro samostatny fluoxetin v koncentraci 128ug/ml

prvni rastova krivka po MIC fluoxetinu
(pro kombinaci s 5FC-0ug/ml)
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Srovnavaci tabulka 9: Vyhodnoceni samostatného uéinku antidepresiva

prvni rastova kiivka po MIC antidepresiva fluoxetinu (pro 5FC)
kmen CA 2 ATCC 90028

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)
zaCatek narustu 0,104 17,00

maximum 0,749 96,00
narlst 25% referencniho nartstu (OD=0,213) dosazen v Case 21,85h.
narust 50% referenéniho narustu (OD=0,426) dosazen v ¢ase 27,65h.
maximalni narast oproti kontrole vyjadieny v % = 87,9 %

Antidepresiva paroxetin a fluoxetin vykazuji témér totozné ristové kfivky v
prvni neinhibi¢ni koncentraci 128ug/ml. Kmen v pfitomnosti fluoxetinu zacina
narUstat kolem 17 hodiny, kdy je pfekonana lag faze. Maxima nartstu dosahuje v 96
hodiné a procentualni vyjadfeni narlstu vici referenéni hodnoté je 87,9%. Jedina
mirna zména oproti paroxetinu je ve tvaru naristu po exponencialni fazi. Zde (kfivka
9) pfipomina linearni narlst, kfivka pro paroxetin (kfivka 3) vice kopiruje tvar

referencni kfivky.
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ristova kfivka 10: ristova kfivka kombinace vysoké koncentrace fluoxetinu a nizké
koncentrace flucytosinu.

vybrana ristova kfivka pro kombinaci 5FC+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 128ug/ml a 5FC 0,015ug/ml
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Srovnavaci tabulka 10: Vyhodnoceni kombinovaného ucinku lé€iv

vybrana rustova kfivka pro kombinaci 5SFC+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 128ug/ml a 5FC 0,015ug/mi
kmen CA 2 ATCC 90028

narust

OD (540 nm)

¢as (hod.)

zacatek nardstu
maximum

0,102
0,658

19,00
96,00

narlst 25% referencniho nartstu (OD=0,213) dosazen v Case 24,64h.
narlst 50% referencniho nartstu (OD=0,426) dosazen v Case 30,47h.
maximalni narast oproti kontrole vyjadieny v % = 77,2 %

Kombinacéni kfivka vysoké koncentrace fluoxetinu je v nardstu vyznamné nizsi
nez kfivka s prispévkem stejné koncentrace 5FC (kfivka nezobrazena). Srovnanim
vysledkl v fadcich mikrotitracni desti¢ky s kontrolnim fadkem 8, kde pfitomen 5FC
samostatné, jsme zjistili, ze kombinace 5FC s fluoxetinem ovliviuje narlst tohoto
kmene vice nez kombinace s paroxetinem. Je ovlivnéno hlavné mnozstvi narlistu, a
to vyznamnéjSim sniZzenim masy zejména ve vysSich koncentracich antidepresiva.

fwv s

NejvyznamnéjSi je tento efekt pravé pfi koncentraci se 128ug/ml fluoxetinu v
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kombinaci se 4ug/ml flucytosinu, pfi které dochazi k uplnému potlaeni narustu

puvodné pozorovaného ve stejné koncentraci 5FC (rlstova kfivka 8).

ristova kfivka 11: ristova kfivka kombinace vysoké koncentrace flucytosinu a nizké
koncentrace fluoxetinu.

vybrana rastova kfivka pro kombinaci 5FC+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 8ug/ml a 5FC 2ug/ml
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Srovnavaci tabulka 11: Vyhodnoceni kombinovaného ucinku lé€iv

vybrana rustova kfivka pro kombinaci 5SFC+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 8ug/ml a 5FC 2ug/mi
kmen CA 2 ATCC 90028

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacCatek narustu 0,102 48,00
maximum 0,443 96,00
narlst 25% referencniho nartstu (OD=0,213) dosazen v Case 66,93h.
narlist 50% referenéniho nartstu (OD=0,426) dosazen v Case 88,33h.
maximalni narast oproti kontrole vyjadieny v % = 52,0 %

Na této kfivce je opét deklarovan vliv samotného antimykotika. Ovlivnéni
narlstu pfi této koncentraci antidepresiva je mizivé a navic velmi podobné kfivce
dosazené pii kombinaci 5FC s paroxetinem. Maximum narlstu dosazeno v ¢ase 96
hodin, numericky vyjadfeno odpovida 52% referenéniho nartstu. Opét je zde patrna

vrwvs

zminovanym fungistatickym efektem flucytosinu.
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ristova kfivka 12: rlistova kfivka kombinace vysoké koncentrace flucytosinu i

fluoxetinu
vybrana rastova kfrivka pro kombinaci 5FC+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 64pg/ml a 5FC 2ug/ml
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Srovnavaci tabulka 12: Vyhodnoceni kombinovaného uéinku lé¢iv

vybrana rustova kfivka pro kombinaci 5SFC+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 64ug/ml a 5SFC 2ug/mi
kmen CA 2 ATCC 90028

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacatek narUstu 0,102 46,00
maximum 0,454 96,00

narlst 25% referencniho nartstu (OD=0,213) dosazen v Case 63,67h.
narust 50% referenéniho narustu (OD=0,426) dosazen v ¢ase 81,33h.
maximalni narast oproti kontrole vyjadieny v % = 53,3 %

Pro znazornéni kombinaci vysoké koncentrace obou latek byla zamérné
vybrana rlstova kfivka 12, koncentrace 2ug/ml 5FC a 64ug/ml fluoxetinu. Pfi vySSi
koncentraci antidepresiva-128ug/ml se projevil jeho vySe zmifovany ucinek ve
snizeni masy narustu a kfivka by byla téZzko hodnotitelna. Navic zde je
demonstrovano, ze az do koncentrace 128ug/ml SSRI nedochazi k vyznamnéjSimu
ovlivnéni narlstu, protoze pokud srovname predchozi kfivku 11, ktera vyjadfuje
narist pfi stejné koncentraci antimykotika, ale vyznamné& niz8i koncentraci

antidepresiva, vS§imneme si, Ze narlst zacina v relativné stejnou dobu kolem 46
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hodiny (48 hodin u kfivky 11), dosahuje procentualné skoro stejné hodnoty 53,3%
(52%), akorat v mirné rozdilnych Casech zaznamenany 25% a 50% narusty. Ale

myslime si, Ze hodnoty jsou v toleranci a i grafické vyjadfeni naristu je skoro stejné.

V diplomové praci jsme narust hodnotili po 48 hodinach a stanovili jsme pro

tuto kombinaci latek a dany kmen tyto hodnoty a zavéry:

kombinace fluoxetinu a antimykotika flucytosinu (5FC)
kmen CA 2 ATCC 90028, metoda checkerboard

MIC [pg/ml] pro
5FC

po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
fluoxetin
po 48 hod.

FIC index
vypocten
po 48 hod.

plvodni pokus

0,5

256

1,6741

opakovany pokus

1

128

2,6600

pramérny FIC index = 1,7 - indiference

Opakovany pokus nebyl bran do primérného FIC indexu, jelikoZz se jedna o

jasné uskocenou hodnotu.

Metodou méfeni pomoci pfistroje Bioscreen C, jsme provedli rovnéz odecet

MIC po 48 hodinach, ale dale jsme jej vyhodnotili po celkové dobé 96 hodin:

kombinace fluoxetinu a antimykotika flucytosinu (5FC)
kmen CA 2 ATCC 90028, metoda s vyuzitim Bioscreenu C

MIC [ug/ml] pro
5FC
po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
fluoxetin
po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
5FC
po 96 hod.

MIC [pg/ml] pro
fluoxetin
po 96 hod.

1

256

8

256

V podstaté jsme potvrdili timto experimentem vysledky dosazené v diplomové

praci, akorat MIC odetena az po 96 hodinové inkubaci je vysSi nez plvodné
stanovena. Zjistili jsme tedy, Ze se latky v ucinku nijak vyznamné neovlivAuji
(nalezena indiference), pouze v koncentraci 128ug/ml SSRI se zda, Ze by zejm. v

pripadé fluoxetinu mohl byt pfedpokladan néjaky mirny adi¢ni ucinek.
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Kombinace amfotericinu B (AMB) s jednotlivymi antidepresivy
pro kmen CA 2 ATCC 90028:

ristova kfivka 13: referenc¢ni kfivka pro kombinaci AMB + paroxetin

referencni rustova krivka - kontrola s DMSO - pro
kombinaci AMB + paroxetin
(obé latka zde v konc. - Opg/ml)
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Srovnavaci tabulka 13: Referenéni ristova kfivka - nulova koncentrace obou
testovanych latek.

referenéni rastova kiivka pro kombinaci AMB+paroxetin
kmen CA 2 ATCC 90028

narust OD (540 nm)

zacatek narastu 0,105
25% 0,187
50% 0,375
100% 0,749

Referencni ristova kfivka ziskana kultivaci kmene kvasinky CA 2 ATCC
90028 bez pfitomnosti obou testovanych latek pouze v ristovém médiu s DMSO.

Narlst charakterizovan udaji ve srovnavaci tabulce 13.
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Dale byly hodnoceny rustové kfivky pro rostouci koncentrace antimykotika
AMB, ziskané v 8. fadku specialni mikrotitraCni destiCky. Testované koncentrace se
narust kmene v podstaté vibec. Od koncentrace 0,125ug/ml se projevuje ucinek
antifungalniho 1écCiva, kdy nejprve dojde jen ke snizeni narUstové masy asi na
poloviéni mnozstvi referenéniho narustu, ale neovliviiuje se nikterak vyznamné
nastup rastu. V koncentraci o jedno fedéni vySsi - 0,25ug/ml dochazi opét ke snizeni
masy narustu asi o polovinu pfedchoziho a mirnému posunu v Case. Tato kfivka
zaznamenana jako rustova kfivka 14, jelikoz v dalSi jamce pfi vySSi koncentraci jiz

zaznamenana MIC.

ristova kfivka 14: rustova krivka pro samostatny amfotericin B v koncentraci 0,25ug/ml

prvni rastova kiivka po MIC amfotericinu B
(pro kombinaci s paroxetinem- 0ug/ml)
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Srovnavaci tabulka 14: Vyhodnoceni samostatného u¢inku antimykotika

prvni rastova krivka po MIC antimykotika AMB (pro paroxetin)
kmen CA 2 ATCC 90028

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacCatek narustu 0,083 22,00
maximum 0,282 93,00
narutst 25% referenéniho nartstu (OD=0,187) dosazen v ¢ase 33,33h.
maximalni narust oproti kontrole vyjadieny v % = 37,7 %

Narust v pfitomnosti 0,25ug/ml AMB zacina v ¢ase 22 hodin a dosahuje pouze
37,7% referenéniho nardstu. Ve srovnani s pfedchozim testovanym antimykotickym
léCivem 5FC je patrny rozdil v u€inku. Zatimco flucytosin ovliviioval narist zejména v
Case - postupné s rostouci koncentraci této latky se prodluzoval €as, kdy narust
zaCal, a také postupné a pozvolna klesalo maximum dosazeného narlstu, u
amfotericinu B je situace jina. Prvni koncentrace neovliviiuje rust vabec, pak jsou 3
koncentrace, kdy je narust postupné vyznamné snizen, ale neni néjak vyznamné
ovlivnén Cas a dale nasleduje jiz plna inhibice narustu. Pokles narlstu je cca. o
polovinu nez u predchozi koncentrace.

Dle naseho nazoru by toto mohla byt charakteristika fungicidniho ucinku AMB,
kdy urcita koncentrace nizSi nez MIC zabranuje v narlstu jen urcitému podilu
mikroorganismdl, masa narustu je tedy postupné snizovana, ale v Case se jiz zadny

dalSi opétovny narlst neobjevuje, kfivka v konstantni hladiné.

Dale jsme vyhodnocovali narustové kfivky v 10.sloupci, kde pfitomno pouze
SSRI, pro tento pokus paroxetin, v koncentracich 512-8ug/ml. V pfitomnosti &tyf
narastem. V koncentraci 128ug/ml nartst vyznamné klesl a navic byl zaznamenan
velice zajimavy tvar této kfivky (viz rustova kfivka 15). V dalSi vy3Si koncentraci jiz

nardst nezaznamenan.
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ristova kfivka 15: ristova krivka pro samostatny paroxetin v koncentraci 128ug/ml

prvni rastova krivka po MIC paroxetinu
(pro kombinaci s AMB- 0ug/ml)
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Srovnavaci tabulka 15: Vyhodnoceni samostatného tc¢inku antidepresiva

prvni rastova krivka po MIC antidepresiva paroxetinu (pro AMB)
kmen CA 2 ATCC 90028

narust

OD (540 nm)

¢as (hod.)

zacatek narUstu
maximum

0,088
0,364

25,00
93,00

narlst 25% referencniho nartstu (OD=0,187) dosazen v Case 44,89h.

maximalni narast oproti kontrole vyjadieny v % = 48,6 %

Pro prvni rastovou kfivku (15) samostatného uc€inku paroxetinu po MIC

odecteny a vypocteny hodnoty, které shrnuje srovnavaci tabulka 15. ZajimavéjSi nez

zjisténi, ze nastup narlstu je zde kolem 25 hodiny a dosahl necelych 50% narustu

referencni kfivky, je tvar rlstové kfivky. Chybi zde uplné exponencialni faze rastu.

Navic tento zvlastni vysledek nalezen i v opakovaném pokusu, jen pro koncentraci o

jeden fad vysSi. Jak bude dale prezentovano, stejné je to i s fluoxetinem. Zda se

tedy, ze v urcitém rozmezi koncentraci jsou SSRI schopné ovlivnit tvar ristové kfivky

timto zvlastnim zplsobem. DuUvod této zmény, jevici se jako zména kinetiky rastu

nebo veliké zpomaleni rychlosti ristu, takze se jevi jako linearni, nam neni znam.
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ristova kfivka 16: rlistova kiivka kombinace vysoké koncentrace paroxetinu a nizké
koncentrace amfotericinu B

= kfivka ws.konc.SSRI
—— kontrolni kfivka

vybrana ristova kfivka pro kombinaci AMB+paroxetin
koncentrace paroxetinu 128ug/ml a AMB 0,06ug/ml
1,000
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0,800 A
0,700 -
£ 0,600 A —
S 0,500 -
é 0,400 A
0,300 +
0,200 A
0,100 -
0,000 T T T T T T T
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¢as (hod.)

Srovnavaci tabulka 16: Vyhodnoceni kombinovaného ucinku lé€iv

vybrana rustova krivka pro kombinaci AMB+paroxetin
koncentrace paroxetinu 128ug/ml a AMB 0,06ug/ml

narust

kmen CA 2 ATCC 90028
OD (540 nm)

¢as (hod.)

zacatek nardstu
maximum

0,091
0,377

39,00
93,00

narust 25% referenéniho narustu (OD=0,187) dosazen v ¢ase 55,56h.

narlst 50% referencniho nartstu (OD=0,375) dosazen v Ease 92,40h.

maximalni narist oproti kontrole vyjadreny v % = 50,3 %

Jak je dale patrné z rustové kfivky 16, znazornujici u€inek kombinace nizké

koncentrace AMB (0,06pg/ml) a vysoké koncentrace paroxetinu (128ug/ml), je

ziejme, Ze zde prevlada vliv SSRI a vymizeni exponencialni faze je zachyceno i zde.

Narlst zacina opozdénégji nez u samostatného paroxetinu v ¢ase 25 hodin a pro tuto

kombinovanou kfivku az v 39 hodiné. Maxima narUstu jsou srovnatelna. Kfivka ma

ale paradoxné o néco vysSi prubéh, nez kfivka nalezena pfi nizSi koncentraci AMB

(0,03ug/ml) v ramci jednoho fadku zachovavajici stejnou koncentraci antidepresiva.

Dalsi nasledna kfivka (s vyS88i koncentraci AMB-0,125ug/ml) je zase méné

narustova, proto bereme toto hodnoceni za mirné vybocené.
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ristova kfivka 17: rstova kfrivka kombinace vysoké koncentrace amfotericinu B a nizké
koncentrace paroxetinu

vybrana ristova krivka pro kombinaci AMB+paroxetin
koncentrace paroxetinu 8ug/mla AMB 0,125ug/ml
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Srovnavaci tabulka 17: Vyhodnoceni kombinovaného uéinku lé€iv

vybrana rustova kfivka pro kombinaci AMB+paroxetin
koncentrace paroxetinu 8ug/ml a AMB 0,125ug/ml
kmen CA 2 ATCC 90028

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacatek narUstu 0,106 24.00
maximum 0,341 93,00

narlst 25% referencniho nartstu (OD=0,187) dosazen v Case 29,21h.
maximalni narast oproti kontrole vyjadireny v % = 45,5 %

Rustova kfivka 17 poukazuje vliv kombinace vyS$Si koncentrace AMB a
minimalni paroxetinu. Jelikoz je zde pouzita koncentrace antimykotika 2x nizSi nez
MIC, je narlst inhibovan mensi mérou nez v pfipadé rustové kfivky 14, kde je
koncentrace jen o jedno fedéni mensi nez MIC. Nastup rustu je ale srovnatelny a
dokonce ani maximum se zase o tolik neli§i. Navic srovname-li tento vliv s pribéhem
nartstu v jamce, kde pfitomno antimykotikum ve stejné koncentraci 0,125ug/ml, ale
samostatné (jamka se naléza v 8.fadku), je tento hodnoceny narust nizSi nez pro

samotny vliv antimykotika. Takze antidepresivum jiz v takto malé koncentraci
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ovliviiuje v pozitivnim smyslu inhibici ristu mikroorganismu v pfitomnosti AMB a

poukazuje na vzajemny potencuijici efekt jejich kombinace.

ristova kfivka 18: ristova kiivka kombinace vysoké koncentrace amfotericinu B i

paroxetinu
vybrana riistova krivka pro kombinaci AMB+paroxetin
koncentrace paroxetinu 64pug/ml a AMB 0,125ug/ml

1,000
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0,800 A
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a 0,400 A
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Srovnavaci tabulka 18: Vyhodnoceni kombinovaného ucinku lé¢iv

vybrana rustova krivka pro kombinaci AMB+paroxetin
koncentrace paroxetinu 64ug/ml a AMB 0,125 ug/ml
kmen CA 2 ATCC 90028

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacatek nardstu 0,105 37,00
maximum 0,334 93,00

narust 25% referenéniho narlistu (OD=0,187) dosazen v Case 45,21 h.
maximalni narist oproti kontrole vyjadireny v % = 44,6%

Dale hodnocen vliv vysokych koncentraci téchto dvou latek. Z divodu uplné
nebo skoro UplIné inhibice ristu v oblasti kombinace vysokych koncentraci latek (MIC
paroxetinu je 256ug/ml a pro AMB 0,5ug/ml), jsme vybrali az vy$e zminé&nou
ristovou kfivku 18, kterou bylo mozno dobfe hodnotit. Upozorfuji na fakt, ze

vyjadfuje rlst v pfitomnosti koncentrace o dva fady nizZsi nez je stanovena MIC obou
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latek. Koncentrace AMB (0,125ug/ml) je o 1 fedéni nizSi nez u kfivky pro samostatny
narust AMB (¢.14), maximum dosazeného narlstu je zde tim padem o néco vysSi
nez u kfivky 14, ale také jen o néco malo nizSi nez v pfedchozi kfivce 17, ktera
vyjadfovala narust pfi minimalni koncentraci antidepresiva (AMB je zde ve stejné
koncentraci 0,125ug/ml). Na zakladé tohoto zjisténi jsme provedli srovnani rlstovych
kfivek v ramci jednotlivych sloupcu a fadku jesté dakladnéji a zjistili jsme, Ze nejvétsi
ovlivnéni v kvantit¢ narlstu nastava pravé az kolem koncentrace 64ug/mi
antidepresiva.

Navic jsme srovnali narusty ve vSech jamkach k referenénimu 8. fadku a 10.
sloupci a nalezli jsme velmi zajimavy jev, Zze kromé jedné hodnoty (rustova kfivka
16), kterou jsme jiz dfive zminovali jako mirné vybocenou a tudiz tento jeji vliv
nepovazujeme za vyznamny, vSechny ostatni kombinacni kfivky vykazuji
kvantitativné nizsi narust nez kfivky pro latky samostatné.

Dale je z kfivky 18 patrné, Ze narust zalina se zpozdénim. V pfipadé
klesajicich koncentraci samostatného AMB k vyraznéjSimu zpozdénim narustu
nedoslo, a to nas vedlo k domnénce, jestli by za tim nemohl byt vliv antidepresiva.
Kdyz se podivame na kfivku 15, znazornujici vliv samostatného paroxetinu na narast
houbového kmene, zadné velké prodleni v nastupu narlstu nenalezneme. Zkoumali
jsme proto jeho vliv na kombinaci s AMB v ramci jednoho sloupce, kde se ruzni
mnozstvi paroxetinu a antimykotikum je pfitomno v konstantni koncentraci a zjistili
jsme, ze i kdyz niz8i koncentrace SSRI neovliviiuji maximum narlstu dochazi pfi
zvySovani jejich koncentrace k pravidelnému posunu nastupu rastu. Tento efekt
nastava az pfi vysSi koncentraci AMB, v nizSich se pouze mirné snizi maximum
narustu, ale ¢as zlstane neovlivnén. Pro prehlednost uvadime kombinovany graf 1,
ktery pouze grafickou formou popisuje vySe slovné vyjadiené. Pro srovnani
znazornén i narlst v jamce, kde pfitomno jen antimykotikum, vysSSi koncentrace
SSRI (128ug/ml) neni znazornéna, jelikoz zde neni narist zaznamenan. Navic, jak je

vidét z kombinovaného grafu 1, uz ani v koncentraci 64ug/ml nedochazi k narastu.
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kombinovany graf 1: Vyjadreni nartstu v ramci jednoho sloupce mikrotitracni desticky.

kombinovany graf

0,300 |

— kfivka samostatného AMB
0,25ug/mI+SSRI Oug/ml

—— AMB 0,25ug/mI+SSRI 8ug/ml

0,250 -

AMB 0,25ug/ml+SSRI 16ug/ml

AMB 0,25ug/ml+SSRI 32ug/ml

OD (540nm)
o o o
PR N
o a (=)
o o o

| 1 1

— AMB 0,25pg/mi+SSRI 64pg/ml

0,000 T T T T T T T T T
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
¢as (hod.)

Tento kombinovany graf popisuje stav v 7.sloupci s nejvyssi koncentraci AMB,
u které jeSté zaznamenan nardst (tzn. 1 koncentrace niz8i nez MIC). Jak je vidét,
narusty jsou minimalni. Osu y jsme museli upravit, aby bylo dostate¢né patrné

ovlivnéni €asu s postupné zvysujici se koncentraci antidepresiva.

V diplomové praci jsme narust hodnotili po 48 hodinach a stanovili jsme pro

tuto kombinaci latek a dany kmen tyto hodnoty a zavéry:

kombinace paroxetinu a antimykotika amfotericinu B (AMB)
kmen CA 2 ATCC 90028, metoda checkerboard

MIC [pg/ml] pro
AMB
po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
paroxetin
po 48 hod.

FIC index
vypocten
po 48 hod.

pavodni pokus

2

512

0,4609

opakovany pokus

1

512

0,6180

pramérny FIC index = 0,5 - synergismus
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Metodou méfeni pomoci pristroje Bioscreen C, jsme provedli rovnéz odecet

MIC po 48 hodinach, ale dale jsme jej vyhodnotili po celkové dobé 96 hodin:

kombinace paroxetinu a antimykotika amfotericinu B (AMB)
kmen CA 2 ATCC 90028, metoda s vyuzitim Bioscreenu C

MIC [pg/ml] pro

AMB
po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
paroxetin
po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
AMB
po 96 hod.

MIC [pg/ml] pro
paroxetin
po 96 hod.

0,5

256

0,5

256

Dle nadeho usudku jsme viceméné potvrdili vysledky stanovené diplomovou

praci. Ve vSech koncentracich nami mérfenych latek dochazi ke snizeni masy

narlstu a postupné, se zvysujici se koncentraci latek, inhibiéni potencial vzrista. Ve

vSech jamkach nejvy$si koncentrace antimykotika po MIC, tzn. s koncentraci

0,25ug/ml — 5. sloupec specialni mikrotitracni destiCky - nastala ve 4 nejvysSich

koncentracich SSRI absolutni inhibice nartstu a pro kombinace s 32, 16 a 8ug/ml

SSRI je inhibice také vyznamna. Nasledné absolutni inhibice rdstu zaznamenana

jesté i pro jednu jamku obsahujici 0,125ug/ml AMB a 128ug/ml paroxetinu a navic i v

ostatnich jamkach lezicich v blizkosti inhibi¢ni linie je narGst podstatné snizen.

Zda se tedy, Ze uCinek této kombinace je doopravdy potenciacni a mohl by

leZet nékde na pomezi mezi adici a synergismem. Dle naSeho nazoru spiSe v oblasti

adice.
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ristova kfivka 19: referencéni kfivka pro kombinaci AMB + fluoxetin

referenéni rastova krivka - kontrola s DMSO - pro
kombinaci AMB + fluoxetin
(obé latka zde v konc. - Opg/ml)

1000 (kmen CA 2 ATCC 90028)
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Srovnavaci tabulka 19: Referenéni riistova krivka - nulova koncentrace obou
testovanych latek.

referenéni rastova kiivka pro kombinaci AMB+fluoxetin
kmen CA 2 ATCC 90028

narust OD (540 nm)

zacatek narastu 0,107
25% 0,205

50% 0,410
100% 0,819

Referenéni kfivka pro fluoxetin je srovnatelna s referenéni kfivkou pro
paroxetin. Nastup rustu je stejné jako u predchozi kfivky v 16 hodiné, maxima
dosahneme v hodiné 93, masa narustu je jen o néco malicko vySSi a ostatni 2
ristové charakteristiky - 25% a 50% narlstu stanoveny rovnéz kolem 20 hodiny,
tudiz v exponencialni fazi.

Nejprve jsme opét hodnotili ristové kfivky 8. Fadku samostatného vlivu AMB.
Nalezena inhibice rlistu je stejna jako prve u paroxetinu. Prvni koncentrace AMB
neovliviiuje rust skoro vubec, pak jsou 3 koncentrace, kdy je narust postupné
vyznamné snizen, ale nedochazi k ovlivnéni ¢asu. Dale nasleduje jiz plna inhibice

nartstu. Pokles narlstu je pfiblizné o polovinu nez u pfedchozi koncentrace.
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ristova kfivka 20: ristova krivka pro samostatny amfotericin B v koncentraci 0,25ug/ml

prvni ristova kfivka po MIC amfotericinu B
(pro kombinaci s fluoxetinem- Oug/ml)
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Srovnavaci tabulka 20: Vyhodnoceni samostatného uc€inku antimykotika

prvni ristova kfivka po MIC antimykotika AMB (pro fluoxetin)
kmen CA 2 ATCC 90028

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacatek nardstu 0,088 22,00
maximum 0,285 93,00

narust 25% referenéniho narustu (OD=0,205) dosazen v ¢ase 33,17h.
maximalni narist oproti kontrole vyjadireny v % = 34,8 %

Na rUstové kfivce 20 opét sledovan vliv na rist houbového kmene v
pfitomnosti nejvysSi koncentrace antimykotika, které jesté nezplsobuje Uplnou
inhibici naristu. Ve srovnani se stejnou kfivkou nalezenou pro paroxetin neni
shledan vyznamnéjsi rozdil. Tato kfivka mlze byt brana v podstaté jako opakované
stanoveni pro zjisténi MIC amfotericinu B pro paroxetin, jelikoz v nepfitomnosti druhé
latky, jsou oba posledni Fadky v obou pokusech stejné.

Dale hodnocen vliv SSRI. Narust v referenénim sloupci je az do koncentrace
128ug/ml srovnatelny s kontrolnim nardstem. V této jamce (s 128ug/ml SSRI)

nastava snizeni rlstu viz. nize, v dalSich uz jeho uplna inhibice.
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Jak je patrné z grafu rustové kfivky 21, opét zaznamenan zvlastni vliv na rist
kmene v pfitomnosti vySSi koncentrace antidepresiva, liSi se od paroxetinu jen nizSim

dosazenym maximem rustu.

ristova kfivka 21: rtistova krivka pro samostatny fluoxetin v koncentraci 128ug/ml

prvni ristova krivka po MIC fluoxetinu
(pro kombinaci s AMB- 0ug/ml)
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Srovnavaci tabulka 21: Vyhodnoceni samostatného Gc€inku antidepresiva

prvni ristova kfivka po MIC antidepresiva fluoxetinu (pro AMB)
kmen CA 2 ATCC 90028

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacatek nardstu 0,105 56,00
maximum 0,219 93,00

narust 25% referenéniho narlistu (OD=0,205) dosazen v €ase 91,00h.
maximalni narist oproti kontrole vyjadireny v % = 26,7%

Hodnoceni kombinaci je podobné jako pro paroxetin. DalSi nartst v ramci
3.fadku, kde je antidepresivum v 1x nizZsi koncentraci nez MIC (tzn. 128ug/ml) nebyl
zaznamenan, tudiz hodnocen narust o jednu koncentraci nizS§i v kombinaci s
prispévkem malého mnozstvi AMB - kfivka 22, zde ale jiZ nenalezen vliv na tvar,

pouze na masu a €as narustu. V porovnani s kfivkou charakterizujici vlastni vliv AMB
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v koncentraci 0,06pg/ml (kfivka nezobrazena) doSlo asi k 50% snizeni celkového

narustu a posunuti v ¢ase z 16-ti na 29 hodin, tudiz k velkym zmé&nam v naruastu.

ristova kfivka 22: ristova kfivka kombinace vysoké koncentrace fluoxetinu a nizké
koncentrace amfotericinu B

= kfivka vwys.konc.SSRI
—— kontrolni kfivka

vybrana riistova krivka pro kombinaci AMB+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 64ug/mla AMB 0,06ug/ml
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Srovnavaci tabulka 22: Vyhodnoceni kombinovaného ucinku lé€iv

vybrana rustova kfivka pro kombinaci AMB+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 64ug/ml a AMB 0,06ug/ml

narust

kmen CA 2 ATCC 90028
OD (540 nm)

¢as (hod.)

zacatek nardstu
maximum

0,101

0,414

29,00
93,00

narlst 25% referenéniho nartstu (OD=0,205) dosazen v ¢ase 37,53h.

narlst 50% referenéniho nartstu (OD=0,410) dosazen v Ease 91,50h.

maximalni narast oproti kontrole vyjadieny v % = 50,5 %
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Dale hodnotime kfivku 23. Opét zde sledovan vliv pfispévku nizkého mnozstvi
SSRI na vy$Si koncentraci antimykotika. Diky nepfitomnosti narustu v jamkach se
stejnym mnozstvim AMB jako u jamky obsahujici pravé prvni koncentraci po MIC
minimalni narUst, ktery by byl obtizné hodnotitelny), vybrana jamka s koncentraci
AMB jesSté o jednu nizSi. Ve srovnani s jiz hodnocenou jamkou, kterou popisuje
ristova kfivka 20 (samostatny narust v pfitomnosti koncentrace AMB 0,25ug/ml), je
zde dosazeno velmi obdobného narustu. Celkové mnozstvi masy je vyjadfeno jako
33,9% referencniho narustu, kfivka 20 - 34,8%. Znamena to tedy, Zze SSRI opét
prokazalo potenciacni vliv na pusobeni AMB, jelikoz i v malé koncentraci dokaze
snizit velikost narGst na podobnou uroven jako byl narust nalezeny v pfitomnosti

samostatného AMB, ale o koncentraci vySSi nez ve sledované kombinaci.

ristova kfivka 23: rustova krivka kombinace vysoké koncentrace amfotericinu B a nizké
koncentrace fluoxetinu

vybrana riistova krivka pro kombinaci AMB+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 8ug/ml a AMB 0,125pug/ml
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Srovnavaci tabulka 23: Vyhodnoceni kombinovaného ucinku lé€iv

vybrana rustova kfivka pro kombinaci AMB+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 8ug/ml a AMB 0,125ug/ml
kmen CA 2 ATCC 90028

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacatek narUstu 0,105 26,00
maximum 0,278 93,00

narust 25% referenéniho narustu (OD=0,205) dosazZen v ¢ase 41,00h.
maximalni narast oproti kontrole vyjadieny v % = 33,9 %

Posledni hodnocenou kfivkou je kombinace vysoké koncentrace obou latek.
Jako v pfedchozim pokusu s paroxetinem z duvodu absolutni inhibice rustu ve
vySSich koncentracich kombinace, vybrana do hodnoceni opét jamka s koncentraci
obou latek 2x niZSi nez stanovena MIC. Stejné jako prvné vysledovan ¢asovy posun
nastupu rastu a sniZzeni masy ve srovnani s kfivkami stejnych koncentraci obou
samostatnych latek (v ramci 8.Fadku a 10.sloupce).

Dale nalezena i velmi podobna zavislost maxima narustu a ¢asovych prodlev
jako u paroxetinu a zase jen pro kombinaci s vysokou koncentraci AMB, tady na
rozdil od paroxetinu o 1 fad nizsi - 0,125ug/ml. Stanovili jsme tedy, Ze i kdyz niz§i
koncentrace SSRI neovliviiuji maximum nardstu dochazi pfi zvySovani jejich
koncentrace k viceméné pravidelnému posunu nastupu rastu v Case. Tento efekt
nastava az pfi vy8si koncentraci AMB (vzhledem k hodnoté MIC, ktera stanoveny
jako 0,5ug/ml jsou hodnoty 0,25 a 0,125ug/ml povazovany za vys$Si), v nizSich se
mirné snizi maximum nardstu, ale €as zlstane neovlivnén. Nalezené kfivky jiz

nejsou prezentovany, ale velice obdobné jako kfivky v kombinovaném grafu 1.
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ristova kfivka 24: riistova kfivka kombinace vysoké koncentrace amfotericinu B i

fluoxetinu
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__ —T

vybrana ristova kfrivka pro kombinaci AMB+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 64pg/ml a AMB 0,125ug/ml

= kfivka ws.konc.SSRIi AMB
—— kontrolni kfivka

0,000 T T
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Srovnavaci tabulka 24: Vyhodnoceni kombinovaného ucinku lé€iv

vybrana rustova krivka pro kombinaci AMB+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 64ug/ml a AMB 0,125ug/ml

narust

kmen CA 2 ATCC 90028
OD (540 nm)

¢as (hod.)

zacatek nardstu
maximum

0,101
0,332

50,00
93,00

narust 25% referenéniho narustu (OD=0,205) dosazen v ¢ase 63,10h.

maximalni narist oproti kontrole vyjadireny v % = 40,5 %
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V diplomové praci jsme narust hodnotili po 48 hodinach a stanovili jsme pro

tuto kombinaci latek a dany kmen tyto hodnoty a zavéry:

kombinace fluoxetinu a antimykotika amfotericinu B (AMB)
kmen CA 2 ATCC 90028, metoda checkerboard

MIC [pg/ml] pro
AMB

po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
fluoxetin
po 48 hod.

FIC index
vypocten
po 48 hod.

plvodni pokus

2

256

0,5922

opakovany pokus

1

512

0,6180

pramérny FIC index = 0,6 - adice

Metodou méfeni pomoci pfistroje Bioscreen C, jsme provedli rovnéz odecet

MIC po 48 hodinach, ale dale jsme jej vyhodnotili po celkové dobé 96 hodin:

kombinace fluoxetinu a antimykotika amfotericinu B (AMB)
kmen CA 2 ATCC 90028, metoda s vyuzitim Bioscreenu C

MIC [ug/ml] pro
AMB
po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
fluoxetin
po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
AMB
po 96 hod.

MIC [pg/ml] pro
fluoxetin
po 96 hod.

0,5

128

0,5

256

Z vySe popsaného je patrné, Ze fluoxetin a paroxetin jsou si v ucinku (pro

tento kmen a v kombinaci s AMB) velice podobné. Pro fluoxetin jsme odecetli jamek
s nerustem o 4 vice nez v pfedchozim pokusu s paroxetinem, takze bychom se mohli
domnivat, Ze je fluoxetin v potenciacni aktivité mirné ucinnéjsi. Srovnatelné vysledky
nalezeny pfi opakovaném pokusu pro obé latky. Celkové spiSe adi¢ni nez synergni

vliv pro tuto kombinaci latek byl nami potvrzen.
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Kombinace amfotericinu B (AMB) s jednotlivymi antidepresivy
pro kmen CA-SC:

rlstova kfivka 25: referen¢ni kfivka pro kombinaci AMB + paroxetin

referencni ristova krivka - kontrola s DMSO - pro
kombinaci AMB + paroxetin
(obé latka zde v konc. - Opg/ml) (kmen CA-SC))

1,000

0,900 -

0,800 - e -
0,700 A /"'"
E 0,600 - -~
S 0,500 -
o 0
S 0,400 -

0,300 -

0,200 -

0,100 -

0,000 . . . . . . . . .

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
¢as (hod.)

Srovnavaci tabulka 25: Referenéni riistova kfivka - nulova koncentrace obou
testovanych latek.

referencni rastova kiivka pro kombinaci AMB+paroxetin
kmen CA-SC

narust OD (540 nm)

zacatek narlstu 0,100
25% 0,203
50% 0,406
100% 0,812

Referenéni narust pro kmen CA-SC popisuje kfivka 25 a je charakterizovan
pomoci hodnot odectenych, vypocétenych a zaznamenanych v srovnavaci tabulce 25.
Lag faze trva pouhych 8 hodin, pak nastupuje rychly exponencialni rast, po
11,26 hodiné uz dosazeno 25% maximalniho narlstu, t€sné za ni rychle nasledovan
50% narlistem v Case jen pfiblizné o dné hodiny vy38im, zpomaleni nastava kolem

23 hodiny a maxima dosahuje az v 96 hodiné.
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V ramci 8. fadku stanoven samostatny vliv antimykotika v koncentraci 16-
0,06ug/ml na rust tohoto auxotrofniho kmene. Jako u pfedchoziho pokusu se stejnou
antifungalni latkou dochazi k podobnému ovlivnéni ristu pomoci AMB. Uz v prvni
dalSich dvou koncentracich dochazi zase asi k polovi¢ni inhibici pfedchoziho narustu
bez vétsiho ovlivnéni €asu. DalSi ¢tvrta testovana koncentrace AMB je jiz MIC.

Prvni nartst v tomto 8. fadku hodnoti kiivka 26, maximum ristu dosazeno v
93 hodiné a pFedstavuje 29,3% kontrolniho narastu. Casové je nastup rlstu velice

mirné posunut.

rlstova kfivka 26: rlistova krivka pro samostatny amfotericin B v koncentraci 0,25ug/ml

prvni rustova kiivka po MIC amfotericinu B
(pro kombinaci s paroxetinem - Opg/ml)
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Q 0,400 -
]

0,300 - /
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
€as (hod.)

Srovnavaci tabulka 26: Vyhodnoceni samostatného u€inku antimykotika

prvni ristova krivka po MIC antimykotika AMB (pro paroxetin)
kmen CA-SC

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacatek nardstu 0,105 15,00
maximum 0,240 93,00

narust 25% referentniho narustu (OD=0,203) dosazen v Ease 28,00h.
maximalni narast oproti kontrole vyjadieny v % = 29,3 %
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DalSi vliv sledovan na rist v 10.sloupci, ktery ovliviiovan samotnym SSRI,
paroxetinem.

BohuzZel zde jsme se zjevné netrefii do spravného rozmezi klesani
koncentraci antidepresiva (512-8ug/ml), jelikoz ve dvou nejvySSich hodnotach
zaznamenana uplna inhibice naristu a hned v nasledujici koncentraci byl narust
skoro srovnatelny s referenCnim, vyjadfen jako kfivka 27 - dosahuje 90,3%
referentni masy narustu. Kfivky maji obdobny tvar a podobné jsou i ve vSech

ostatnich charakteristikach.

ristova kfivka 27: rlistova krivka pro samostatny paroxetin v koncentraci 128ug/ml

prvni rastova kfivka po MIC paroxetinu
(pro kombinaci s AMB - 0pg/ml)

= kfivka po MIC
—— referenéni kfivka

OD (540nm)

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
¢as (hod.)

Srovnavaci tabulka 27: Vyhodnoceni samostatného tcinku antidepresiva

prvni ristova krivka po MIC antidepresiva paroxetinu (pro AMB)
kmen CA-SC

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)
zacatek narustu 0,110 12,00

maximum 0,733 76,00
narust 25% referenéniho naristu (OD=0,203) dosazen v €ase 13,37h
narust 50% referenéniho narlistu (OD=0,406) dosazen v €ase 15,76h.
maximalni narist oproti kontrole vyjadireny v % = 90,3%
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Kfivka kombinace vysoké koncentrace SSRI 128ug/ml a nizké koncentrace
AMB je zaznamenana jako rastova kfivka 28. Je zde patrny vyznamny vliv i takto
malé koncentrace antimykotika — 0,06ug/ml, jelikoz oproti naristu samotného
paroxetinu ve stejné koncentraci (kfivka 27) je sniZeni narlstu velmi vyznamné - z
90,3% na 65,4%. Casové je oproti referenénimu narustu kfivka posunuta z 8 hodiny
na hodinu 21 i ve srovnani vuci kfivce 27, kde zaCatek rustu zaznamenan ve 12
hodiné. V dalSi jamce vysoké koncentrace paroxetinu a nizké AMB — 0,125ug/ml jiz

nebyl zaznamenan zZadny narlst.

ristova kfivka 28: rustova krivka kombinace vysoké koncentrace paroxetinu a nizké
koncentrace amfotericinu B

vybrana riistova kfrivka pro kombinaci AMB+paroxetin
koncentrace paroxetinu 128ug/mla AMB 0,06ug/ml
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Srovnavaci tabulka 28: Vyhodnoceni kombinovaného uéinku lé¢iv

vybrana rustova kfivka pro kombinaci AMB+ paroxetin
koncentrace paroxetin 128ug/ml a AMB 0,06ug/ml
kmen CA-SC

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacatek narustu 0,114 21,00
maximum 0,531 95,00
narlst 25% referenéniho narustu (OD=0,203) dosazen v Ease 28,00h.
narust 50% referenéniho narustu (OD=0,406) dosazen v €ase 53,25h.
maximalni narast oproti kontrole vyjadieny v % = 65,4 %
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Hodnoceni vysoké koncentrace AMB a nizké koncentrace paroxetinu je
nasledujici - graficky znazornéno kfivkou 29. Podobné jako v pfedchozim pokusu s
AMB pro jiny kvasinkovy kmen Candida albicans je zde v nejvySSi koncentraci
antimykotika (0,25ug/ml), ktera samostatné jesté nepusobi Uplnou inhibici narustu
(zobrazena jako rlstova kfivka 26), v kombinaci s koncentracemi antidepresiva v
a 8ug/ml je zaznamenan minimalni Spatné vyhodnotitelny narlst. Proto opét
hodnocena rdstova kfivka s koncentraci AMB o fad nizsi (0,125ug/ml). Uginek
obdobny, narust je jen o néco vysSi nez u koncentrace 0,25ug/ml. Ve srovnani s
kifivkou se stejnou koncentraci samostatného antimykotika (v ramci 8.fadku), ale
vyhodnocena jako niz8i narust. Je tedy ziejmé, Ze velikost narlstu v pritomnosti
AMB ovliviiuje i maly pfispévek antidepresiva. Dale srovnany narusty v jamkach se
stejnou koncentraci AMB (0,125ug/ml), ale se zvySujicim se mnoZstvim SSRI.
Nalezené vysledky, pravidelné se zvétSujiciho asového posunu rlstu s dosazenim
stejného maxima u postupné rostouci koncentrace paroxetinu, jsou srovnatelné s
pfedchozim pokusem (pro kmen CA 2 ATCC 90028) jen zaznamenany v koncentraci

o fad niz8i AMB nez je tomu v pfedchozim pokusu. Viz kombinovany graf 1.
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ristova kfivka 29: riistova kfivka kombinace vysoké koncentrace amfotericinu B a nizké
koncentrace paroxetinu

vybrana ristova krivka pro kombinaci AMB+paroxetin
koncentrace paroxetinu 8ug/ml a AMB 0,125ug/ml

= kfivka vws.konc.AMB
—— referenéni kiivka

OD (540nm)
o
ol
o
o
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Srovnavaci tabulka 29: Vyhodnoceni kombinovaného uéinku lé€iv

vybrana rustova kfivka pro kombinaci AMB+ paroxetin
koncentrace paroxetin 8ug/ml a AMB 0,125ug/ml
kmen CA-SC

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacCatek narustu 0,103 12,00
maximum 0,352 95,00
narlst 25% referencniho nartstu (OD=0,203) dosazen v ¢ase 18,33h.
maximalni narist oproti kontrole vyjadreny v % = 43,3 %

Posledni hodnocena kfivka 30 této kombinace paroxetinu s AMB se snazi
zachytit vliv vySSich pFispévkl obou latek. Koncentrace obou slozek je opét jesté o
jednu koncentraci nizsi nez je koncentrace v prvni nartstové jamce pro kazdou latku.
(kvali absenci narustu v jamkach s vysokou koncentraci kombinace obou latek).
Maximum narlstu je viceméné srovnatelné s predchozi kfivkou (29) - kombinace
stejné koncentrace AMB, ale 3x niz8i koncentrace SSRI - ale vyznamné posunut
nastup rastu z 12 na 29 hodinu. Dal$i jamka v ramci stejného sloupce (0,125ug/ml

AMB) s vy8S8im pfFispévkem paroxetinu -128ug/ml je jiz plné inhibiéni. Z vySe
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popsaného se tedy da vyvozovat, Zze do urcité koncentrace 128ug/ml antidepresiva
nedochazi k vétSimu ovlivnéni masy narustu, ale jen k prodlevam v Case, od této

koncentrace (v&etné) je ovliviiovana i velikost nardstu.

ristova kfivka 30: ristova kiivka kombinace vysoké koncentrace amfotericinu B i

paroxetinu
vybrana rastova krivka pro kombinaci AMB+paroxetin
koncentrace paroxetinu 64pg/mla AMB 0,125ug/ml
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Srovnavaci tabulka 30: Vyhodnoceni kombinovaného ucinku lé€iv

vybrana rustova kfivka pro kombinaci AMB+ paroxetin
koncentrace paroxetin 64ug/ml a AMB 0,125ug/ml
kmen CA-SC

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zaCatek narustu 0,110 29,00
maximum 0,331 95,00
narust 25% referenéniho narlistu (OD=0,203) dosazen v Case 41,41h.
maximalni narist oproti kontrole vyjadireny v % = 40,8 %
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V diplomové praci jsme narust hodnotili po 48 hodinach a stanovili jsme pro

tuto kombinaci latek a dany kmen tyto hodnoty a zavéry:

kombinace paroxetinu a antimykotika amfotericinu B (AMB)
kmen CA-SC, metoda checkerboard

MIC [pg/ml] pro
AMB

po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
paroxetin
po 48 hod.

FIC index
vypocten
po 48 hod.

pavodni pokus

2

256

0,6342

opakovany pokus

0,5

512

0,7380

pramérny FIC index = 0,7 - adice

Metodou méfeni pomoci pristroje Bioscreen C, jsme provedli rovnéz odecet

MIC po 48 hodinach, ale dale jsme jej vyhodnotili po celkové dobé 96 hodin:

kombinace paroxetinu a antimykotika amfotericinu B (AMB)
kmen CA-SC, metoda s vyuzitim Bioscreenu C

MIC [ug/ml] pro
AMB
po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
paroxetin
po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
AMB
po 96 hod.

MIC [pg/ml] pro
paroxetin
po 96 hod.

0,5

256

0,5

256

Uginek kombinace latek pro testovany autotrofni kmen CA-SC je velice
obdobny jako pro pfedchozi kmen CA 2 ATCC 90028. DoloZili jsme opét, Ze vysledky
diplomové prace se jevi jako spravné a predpokladame adicni ucinek kombinace.

Rovnéz jsme vysledovali nékteré dllezité zmény v narustu nejen vaci
referencnimu, ale i narustu v pfitomnosti samotného antimykotika. Do urcité
koncentrace 128ug/ml antidepresiva nedochazi k vétSimu ovlivnéni masy nardstu,
ale jen k prodlevam v Case, od této koncentrace (v€etné) je ovliviiovana i velikost
narastu. Dale je zde patrny vyznamny vliv kombinace i s velice malou koncentraci
antimykotika — 0,06ug/ml, jelikoz oproti narustu samotného paroxetinu ve stejné
koncentraci (128ug/ml) dochazi ke snizeni narUstu velmi vyznamné a nastava i

dulezity €asovy posun nastupu rustu.
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ristova kfivka 31: referenéni kfivka pro kombinaci AMB + fluoxetin

referencni rastova krivka - kontrola s DMSO - pro
kombinaci AMB + fluoxetin
(obé latka zde v konc. - Opg/ml) (kmen CA-SC))
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0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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OD (540nm)

Srovnavaci tabulka 31: Referenéni riistova kfivka - nulova koncentrace obou
testovanych latek.

referenéni rastova kiivka pro kombinaci AMB+fluoxetin
kmen CA-SC

narust OD (540 nm)

zacatek narastu 0,103
25% 0,194
50% 0,388
100% 0,775

Ve srovnani s referencni kfivkou pro hodnoceni vlivu kombinace AMB a
paroxetinu neni u této kfivky 31 nalezeno vétsi odliSnost. Hodnoty charakterizujici
tuto referencni kfivku jsou shrnuty ve srovnavaci tabulce 31.

Jako i u pfedchozich pokust dale hodnocen vliv samotného antifungalniho
|éCiva na rust kmene. Ovlivnéni narastu stejné jako v pfipadé hodnoceni u
paroxetinu, viz. vySe. Prvni nerlstova kfivka po MIC AMB znazornéna jako kfivka 32.
V8echny odectené a vypocltené parametry se neliSi od téch, stanovenych pro

paroxetin.
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ristova kfivka 32: rlistova krivka pro samostatny amfotericin B v koncentraci 0,25ug/ml

prvni ristova krivka po MIC amfotericinu B
(pro kombinaci s fluoxetinem - Opg/ml)
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¢as (hod.)

100

Srovnavaci tabulka 32: Vyhodnoceni samostatného uc€inku antimykotika

prvni rastova krivka po MIC antimykotika AMB (pro fluoxetin)
kmen CA-SC

narust

OD (540 nm)

¢as (hod.)

zacatek nardstu
maximum

0,109
0,247

18,00
92,00

narlst 25% referencniho nartstu (OD=0,194) dosazen v Case 23,71h.

maximalni narist oproti kontrole vyjadireny v % = 31,8 %

Dale sledovan vliv fluoxetinu ve srovnani s referenénim narustem. Jak je jiz z

grafického vyjadreni patrné, narlst je o néco mirné vys8Si nez u referencni kfivky.

Toto povazujeme za nevyznamny rozdil, jelikoZz tvar i vySka kfivky jsou velice

podobné a vypada to spiSe, Ze se mohla stat néjaka drobna chyba napf. pfi inokulaci

kontrolni jamky (u referenéni kfiky je zaznamenan hlubsi pokles narlstu v lag fazi a

to by mohlo znamenat, Ze je kfivka ¢astecné posunuta dold). Ale co je zajimavéjsi, je

opétovné zjisténi, Zze stejné jako u paroxetinu, nebyl v pfedchozi koncentraci

v v

jako referenc¢ni - kfivka 33. TakZe se zda, Zze MIC se nachazi nékde mezi koncentraci

256-128ug/ml. Nami tedy MIC pouze pfiblizné odectena jako 256ug/ml SSRI.
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ristova kfivka 33: rlistova krivka pro samostatny fluoxetin v koncentraci 128ug/ml

prvni ristova kfivka po MIC fluoxetinu
(pro kombinaci s AMB - Oug/ml)

= kfivka po MIC
—— referenéni kfivka

OD (540nm)

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
€as (hod.)

Srovnavaci tabulka 33: Vyhodnoceni samostatného tc¢inku antidepresiva

prvni rastova krivka po MIC antidepresiva fluoxetinu (pro AMB)
kmen CA-SC

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)
zacCatek narustu 0,117 11,00

maximum 0,857 96,00
narust 25% referenéniho narustu (OD=0,194) dosazen v ¢ase 13,55 h.
narust 50% referenéniho narustu (OD=0,388) dosazen v ¢ase 15,79h.
nartst 100% referenéniho nartstu (OD=0,775) dosazen v ¢ase 67,50h.
maximalni narist oproti kontrole vyjadireny v % = 110,6%

Kombinovany u€inek AMB a fluoxetinu jsme se snazili shrnout v kombinacénich
kfivkach 34,35 a 36. Vysledky jsou srovnatelné s u€inkem paroxetinu v kombinaci se
stejnou antimykotickou latkou na rist kmenu CA-SC.

Rustova kfivka 34 zachycuje vliv nizou¢ké koncentrace AMB na rust v
pfitomnosti SSRI v koncentraci 128ug/ml, tudiz stejné s prvni nartstovou jamkou v
ramci 10. srovnavaciho sloupce. Jak je ze srovnani patrné, zaznamenali jsme velikou
zmeénu v maximu i ¢ase narustu. Samostatna rastova kfivka (uvedena jako ristova

kfivka 33) je povazovana za srovnatelnou s referencni, zatimco zde (kfivka 34) ma
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pouze 52,5% narust vaci kontrole. Navic i Casovy posun je veliky, z cca. 10-11hodiny

na 38 hodinu. Uginek ve véech hodnotach vyznamné&;jsi nez u kfivky 28 pro paroxetin.

rlstova kfivka 34: ristova kfivka kombinace vysoké koncentrace fluoxetinu a nizké
koncentrace amfotericinu B

vybrana ristova krivka pro kombinaci AMB+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 128uug/ml a AMB 0,06ug/ml
1,000
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Srovnavaci tabulka 34: Vyhodnoceni kombinovaného ucinku lé¢iv

vybrana rustova krivka pro kombinaci AMB+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 128ug/ml a AMB 0,06ug/ml
kmen CA-SC

narust

OD (540 nm)

¢as (hod.)

zacatek narUstu
maximum

0,103
0,407

38,00
96,00

narust 25% referenéniho narustu (OD=0,194) dosazen v ¢ase 48,50h.
narust 50% referenéniho naristu (OD=0,388) dosazen v ase 66,33h.
maximalni narist oproti kontrole vyjadireny v % = 52,5 %

Dalsi znazornéna kfivka je pro kombinaci vysoké koncentrace AMB a
ovlivnéni jeho uc€inku nizkou koncentraci fluoxetinu. Ve srovnani s rlstovou kfivkou
stejné koncentrace AMB v ramci kontrolniho 8. fadku (nezobrazena) je kombinovana
kfivka kvantitativné niz8i nez kontrolni s pfitomnosti 0,125ug/ml AMB. Tvar a nastup

ristu ale jinak zlOstava zachovan, snizeno tedy pouze dosazené maximum. Ve
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srovnani s kfivkou 32, kde AMB je v Kkoncentraci

zaznamenavame mirné veétsi narast, ale ve stejném Case.

o jedno fedéni vysSi,

ristova kfivka 35: rlistova kfivka kombinace vysoké koncentrace amfotericinu B a nizké
koncentrace fluoxetinu

vybrana ristova krivka pro kombinaci AMB+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 8ug/ml a AMB 0,125ug/ml

1,000

0,900 -

0,800 - o

e T

0,700 - _—
E 0,600 - /
o —
S 0,500 A kfivka ws.konc.AMB
N —— referenéni kfivka
QO 0,400 -
O

0,300 - / o Same Al

0,200 A

0,100 -

0,000 T T T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
€as (hod.)

Srovnavaci tabulka 35: Vyhodnoceni kombinovaného ucinku lé€iv

vybrana rustova krivka pro kombinaci AMB+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 8ug/ml a AMB 0,125ug/ml

kmen CA-SC

narust

OD (540 nm)

¢as (hod.)

zacatek narUstu
maximum

0,104
0,322

15,00
95,00

narust 25% referenéniho narlistu (OD=0,194) dosazen v €ase 20,47h.

maximalni narast oproti kontrole vyjadieny v % = 41,5 %

Kombinovany uc&inek vysSich koncentraci obou |éCiv (kfivka 36) dava vysledky
podobné jako u druhého SSRI paroxetinu (kfivka 30). Oproti kfivce 30 dosahuje

narust stejného maxima, ale nastava v pfitomnosti fluoxetinu vyznamné pozdéji, a to

oproti 29 hodiné az kolem 65 hodiny. Zda se tedy, ze ovlivnéni nastupu nardstu je

vyznamnéjSi pro tuto kombinaci latek. Stejné jako u paroxetinu, dosahuje narlst
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kfivky 36 srovnatelné hodnoty jako u kfivky 35, kde ale pfitomna 3x nizsSi
koncentrace SSRI, liSi se pouze nastupem rustu vzhledem k €asu. Vliv na €asovy
posun narlstu je tedy pfisuzovan SSRI. Opét koncentracni zavislost ¢asového
posunu narlstu je stejnda jako pro paroxetin az pro koncentraci SSRI 64ug/ml

(vCetné).

ristova kfivka 36: rlstova kfivka kombinace vysoké koncentrace amfotericinu B i

fluoxetinu
vybrana ristova kfrivka pro kombinaci AMB+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 64pg/ml a AMB 0,125ug/ml

1,000

0,900 +

o004

T

0,700 - _—
€ 0,600 A
= = kfivka ws.konc.SSRI i AMB
3 0,500 N
— —— referenéni kfivka
Qo 0,400 4
O

0,300 - {

0,200 - ‘/

0,100 H~ » PO

s e
0,000 T T T T T T T T T
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
¢as (hod.)

Srovnavaci tabulka 36: Vyhodnoceni kombinovaného ucinku lé€iv

vybrana rustova krivka pro kombinaci AMB+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 64pg/ml a AMB 0,125ug/ml
kmen CA-SC

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacatek nardstu 0,102 65,00
maximum 0,321 95,00

narust 25% referenéniho narlistu (OD=0,194) dosazen v €ase 75,69h.
maximalni narist oproti kontrole vyjadieny v % = 41,4 %
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V diplomové praci jsme narust hodnotili po 48 hodinach a stanovili jsme pro

tuto kombinaci latek a dany kmen tyto hodnoty a zaveéry:

kombinace fluoxetinu a antimykotika amfotericinu B (AMB)
kmen CA-SC, metoda checkerboard

MIC [pg/ml] pro
AMB

po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
fluoxetin
po 48 hod.

FIC index
vypocten
po 48 hod.

plvodni pokus

2

512

0,4643

opakovany pokus

0,5

512

0,8305

pramérny FIC index = 0,6 - adice

Metodou méfeni pomoci pristroje Bioscreen C, jsme provedli rovnéz odecet

MIC po 48 hodinach, ale dale jsme jej vyhodnotili po celkové dobé 96 hodin:

kombinace fluoxetinu a antimykotika amfotericinu B (AMB)
kmen CA-SC, metoda s vyuzitim Bioscreenu C

MIC [ug/ml] pro
AMB
po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
fluoxetin
po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
AMB
po 96 hod.

MIC [pg/ml] pro
fluoxetin
po 96 hod.

0,5

256

0,5

256

Timto pokusem jsme potvrdili vzajemnou potenciaci v ucinku kombinace

jednotlivych SSRI a AMB. Opét diky vétSim inhibicim jak kvantity narastu tak ve

vétSim Casovém posunu se zda byt mirné ucinnéjsi fluoxetin. Duvod, pro¢ by mohl

byt uCinek v inhibici rastu pro samotné SSRI vyznamné zvySovan uz malym

pfidavkem AMB nam neni znam, stejné jako duvod ovlivnéni ¢asového horizontu

nastupu rustu u jamek se vzrustajici koncentraci SSRI az do ur€ité inhibicni

koncentrace.



Kombinace flukonazolu (FLZ) s jednotlivymi antidepresivy
pro kmen CA-SC:

ristova kfivka 37: referencéni kiivka pro kombinaci FLZ + paroxetin

referencni ristova krivka - kontrola s DMSO -
pro kombinaci FLZ + paroxetin
(obé latka zde v konc. - Opg/ml) (kmen CA-SC)
1,000
0,900
0,800
__or0+4 -
E 0,600 1 ] /f-f""""’w
% 0,500 -
S 0,400 -
0,300
0,200
0,100 4__
0,000 . . . . . . . . .
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
cas (hod.)

Srovnavaci tabulka 37: Referenéni ristova kfivka - nulova koncentrace obou
testovanych latek.

referenéni rastova kiivka pro kombinaci FLZ+paroxetin

narust OD (540 nm)

zacatek narUstu 0,100
25% 0,177
50% 0,355
100% 0,709

Timto pokusem testovan vliv tfeti antimykotické latky flukonazolu v
kombinaci s SSRI na rast auxotrofniho kmene CA-SC. Referenéni kfivka pro
paroxetin vykazuje po sedm hodin lag fazi, nasledovanou exponencialni fazi ristu v
rozmezi cca. mezi 7-18 hodinou a nasledné zpomaleni ristu. Maxima dosahuje az v
hodiné 96.
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Nasledné hodnocen vliv samostatného pusobeni FLZ na tento kmen. Je
kmen Candida albicans dochazi z divodu trailing efektu k jinému odecitani MIC (tedy
ICs0) @ nasledné i narustu pro jednotlivé kombinace latek. Za hodnotitelé se povazuji
az narasty nad 50%.

Testovali jsme koncentrace FLZ 32-0,125ug/ml. Jako MIC (ICsp) stanovena
hodnota 0,25ug/ml, a tudiZz o jednu koncentraci niZze je nami hodnocena prvni
narustova jamka. V ramci 8. fadku se daly dostatecné dobfe vysledovat zmény v
koncentraci pro samostatné antimykotikum, ale narlist po MIC (nad 50%
referencniho nardstu) zaznamenan pouze v jedné jamce (0,125ug/ml FLZ). Kmen v
pritomnosti FLZ v pfedchozich vySSich koncentracich vykazoval srovnatelny, jen o
sledované koncentraci doslo k vyznamnéjSi zméné narustu - nad 50%. Dale se zda,
Zze samotné antimykotikum neovliviiuje €¢as nastupu rlstu (hodnoceno dle nastupu
ristu vSech jednotlivych kfivek).

Prvni ristova kfivka po stanovené MIC FLZ (ICsp) je nize uvedena jako
ristova kfivka 38. Oproti referenénim hodnotam zde zUstava shodny €as nastupu
ristu a maximum dosahuje kolem 57,5% referenéni hodnoty. Dle ¢asu 25% narUstu,
ktery je shodny s referencni kfivkou a celkového tvaru kfivky to vypada, Ze ma velice

podobnou rychlost exponencialni faze, jen dosahuje o hodné nizSich hodnot.
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ristova kfivka 38: rlistova krivka pro samostatny flukonazol v koncentraci 0,125ug/ml

prvni ristova krivka po MIC flukonazolu
(pro kombinaci s paroxetinem - Oug/ml)
1,000
0,900 -
0,800 -
__ 0,700 A — -
E 00901 - — kiivka po MIC
LE 0.500 1 —— referenéni kiivka
A 0,400 - PPN
© 0,300 -
0,200 -
0,100 -
0,000 . . . . . . . . .
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
¢as (hod.)

Srovnavaci tabulka 38: Vyhodnoceni samostatného uéinku antimykotika

prvni rastova kiivka po MIC antimykotika FLZ

(pro paroxetin O pg/ml)
kmen CA-SC

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacCatek narustu 0,115 8,00
maximum 0,408 95,00
narlst 25% referencniho nartstu (OD=0,177) dosazen v Case 10,84 h.
narlst 50% referencniho nartstu (OD=0,355) dosazen v ¢ase 67,50 h.
maximalni narast oproti kontrole vyjadieny v % = 57,5 %

Dale jsme zkoumali vliv samotného paroxetinu na narust v jamkach 10.
sloupce. Hodnocené koncentrace opét v rozmezi 512-8ug/ml. U tfech nejvysSich
koncentraci nastala absolutni inhibice rdstu a stejné jako v pfedchozim pokusu i zde
je hned dalSi koncentrace srovnatelna s referenénim nartistem, dokonce opét o néco
malo vyS$Si. Toto rovnéz povazujeme za mirnou chybu v pribé&hu experimentu a
hodnotime jako narust srovnatelny s referenéni hodnotou.

Prvni naristova jamka pro samostatny paroxetin je v koncentraci 64ug/ml a v
nasem hodnoceni uvedena pod nazvem — riistova kfivka 39. Udaje charakterizujici

pribéh kfivky jsou shrnuty ve srovnavaci tabulce 39. (viz. nize)
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ristova kfivka 39: rlistova krivka pro samostatny paroxetin v koncentraci 64ug/mi

prvni rastova krivka po MIC paroxetinu
(pro kombinaci s FLZ - Opg/ml)

(540nm)

0,000 T T

0 10 20 30 40

¢as (hod.)

= kfivka po MIC
—— referenéni kiivka

50 60 70 80 90 100

Srovnavaci tabulka 39: Vyhodnoceni samostatného tc¢inku antidepresiva

prvni rastova kiivka po MIC paroxetinu (pro FLZ 0 ug/ml)
kmen CA-SC

narust

OD (540 nm)

¢as (hod.)

zacatek narUstu

maximum

0,103
0,789

7,00
73,00

narlst 25% referencniho nartstu (OD=0,177) dosazen v ¢ase 10,12h.

narust 50% referenéniho narustu (OD=0,355) dosazen v €ase 12,62h.

narust 100% referenéniho narustu (OD=0,709) dosaZen v ¢ase 43,71h.

maximalni narist oproti kontrole vyjadireny v % = 111,3 %

Nami nalezena MIC pro paroxetin je tedy 128ug/ml. Ve srovnani stejného

uCinku samostatného fluoxetinu se nam jevi tato hodnota jako mirné vybocena.

v v

FLZ 0,125ug/ml byl zaznamenan prekvapivy, dokonce vyhodnotitelny (nad 50%)

narust a v koncentracich o jednu (FLZ 0,25ug/ml) i o dvé (0,5ug/ml) vy$Si byl narlst

také zaznamenan, ale uz pod 50% hranici. Takze za MIC z tohoto divodu

povazujeme spiSe 256ug/ml paroxetinu. Kfivka reprezentujici 128ug/ml paroxetinu a
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0,125ug/ml FLZ je znazornéna nize jako rastova kfivka 40. Maximum této zvlastni
kfivky nastava v 95 hodiné a dosahuje dokonce 83,8% referenéniho narlistu. Velice
zajimavy je i tvar této kfivky, ktery zpoc€atku pfipomina spiSe exponencialni prubéh
jakoby Casové posunutého narustu flukonazolu ve stejné koncentraci (kfivka 38),
ktera je najedou jiz ve fazi zpomaleni rdstu n&akym zplsobem ovlivnéna a narlst
dale znovu zvySen a jakoby linearizovan. Ta linearni €ast narastu by mohla byt
zplsobena ovlivnénim pomoci SSRI, jelikoz ve vySe zminénych dvou
nehodnocenych jamkach (jelikoZ jsou pod hranici 50% narlstu) je opét tvar stejny —
linearizovany — ktery jiz byl u téchto latek vysledovan dfive (u experimentu s
kombinaci AMB+SSRI pro kmen CA 2 ATCC 90028).

Ale pravé proto, ze povazujeme puvodni odectenou MIC za chybnou, nas toto
zjisténi vedlo k podrobnéjSimu vyhodnoceni a srovnani nartstd v jednotlivych
fadcich a sloupcich specialni mikrotitracni desticky. Nalezli jsme zde velice zajimavy
jev, a to, ze v ramci fadku, vzdy jednotlivé narusty klesaji, s rostouci koncentraci
antimykotika, ale v ramci sloupce, kde dochazi ke zménam v koncentraci
antidepresiva nachazime dva rozdilné efekty na nartust houbového kmene. Do
koncentrace 1ug/ml (v€etné) dochazi ke klasickému indiferentnimu narustu, tzn.
narust v jamce, kde je pfitomno antimykotikum samostatné je srovnatelny s naristem
v kombinaénich jamkach. V nékterych jamkach s vysSi koncentraci antidepresiva (od
64ug/ml) se dokonce zda byt kombinace vyhodna, jelikoz uplné vymizi trailing efekt a
nedochazi k zadnému nardstu. Ale v koncentracich nizSich nez 1ug/ml, tzn. pro nas
pokus od 7.sloupce, dochazi k zajimavému opa¢nému jevu. Rust houbového kmene
je do 64ug/ml (véetné) SSRI podstatné zvySen (ve srovnani s narGstem pfi stejné
koncentraci FLZ v ramci 8. fadku) a kfivka ma i jiny trochu tvar, pak v koncentraci
128ug/ml je zaznamenano i posunuti v ¢ase a zména tvaru — vSechny tyto jevy
postihuje a charakterizuje kfivka 40 ve srovnani s kfivkou 58, kde je FLZ ve stejné
koncentraci 0,125ug/ml, ale bez SSRI. Pfi koncentraci paroxetinu 256ug/ml a vyse
dochazi jiz v celém pokusu k absolutni inhibici ristu. Dle téchto vysledkd usuzujeme,

Ze kombinace 1é€iv ma pro dany kmen koncentra¢né zavislé antagonistické ucinky.
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ristova kfivka 40: riistova kfivka kombinace vysoké koncentrace paroxetinu a nizké
koncentrace flukonazolu

vybrana rastova krivka pro kombinaci FLZ+paroxetin
koncentrace paroxetinu 128ug/ml a FLZ 0,125ug/ml
1,000
0,900 -
0,800 -
_ 0,700 A P
gr g’:gg / — — Kiivka ws.konc.SSR
SN —— referendni kfivka
o 0,400 +
© 0,300 - /
0,200 -
0,100 -
0,000 T T T T T T T T T
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
¢as (hod.)

Srovnavaci tabulka 40: Vyhodnoceni kombinovaného ucinku lé€iv

vybrana rustova kfivka pro kombinaci FLZ+paroxetin
koncentrace paroxetinu 128ug/ml a FLZ 0,125ug/ml

kmen CA-SC

narust

OD (540 nm)

¢as (hod.)

zacatek nardstu
maximum

0,104
0,594

29,00
95,00

narust 25% referenéniho narustu (OD=0,177) dosazen v €ase 33,59h.
narlst 50% referencniho nartstu (OD=0,355) dosazen v Ease 60,00h.
maximalni narist oproti kontrole vyjadreny v % = 83,8 %

Narast v kfivce 40 zacina az kolem 29 hodiny, ve 33,59 hodiné dosazeno
nejprve 25% narlstu a nasledné v hodiné 60,00 narist 50%. Maxima dosazeno v

¢ase 95 hodin a dosahuje dokonce 83,8% referencni hodnoty.
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Jak bylo vySe popsano hodnotili jsme narust az od 50% referen¢ni hodnoty. V
ramci 7. sloupce, kde se jiz vyskytl antagonisticky ucinek, nebyly tyto hodnoty jesté
dosazeny, ale v 8. sloupci jiz ano (FLZ pfitomen v konstantni koncentraci 0,25ug/ml).
Coz je zajimavé zjisténi zase i kvuli faktu, Zze MIC (tedy ICso) pro samostatny FLZ
byla stanovena pravé jako 0,25ug/ml a prvni narast nad 50% zaznamenan o jednu
koncentraci nize. Kombinovany graf 2 se snazi znazornit tuto skute¢nost: VSechny 4
ristové kiivky do koncentrace 64ug/ml jsou stejné, takze pro vétSi prehlednost
zobrazena jen kfivka s nejvysSi koncentraci SSRI, druha kfivka poukazuje na posun
v Case a vétsi zménu tvaru rastové kfivky pfi 128ug/ml SSRI a dalsi, tfeti uvedena

kfivka, ukazuje vliv samostatného plsobeni FLZ jako srovnavaci kfivka.

kombinovany graf 2: Vyhodnoceni kombinovaného nartstu

kombinovany graf

0,800

0,700 -

0,600 -
. —— samostatny FLZ 0,125ug/ml
g 0,500 -
g —— komb.FLZ 0,125ug/ml+SSRI
© 0,400 64pg/ml
a i komb.FLZ 0,125ug/ml+SSRI
o 0,300 128ug/ml

0,200 A

0,100 -

0,000 T T T T T T T T T

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
¢as (hod.)

Zda se, ze paroxetin neovliviiuje jen vySku narustu, ktera je zde asi
dvojnasobna, ale zaroven po exponencialni fazi nastava zase opétovné zrychleni

rastu.
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Dale byly hodnoceny dalSi dvé kombinace riznych koncentraci obou latek.
Rustova kfivka 41 zaznamenava vliv vysoké koncentrace FLZ (0,5ug/ml), ktery se
zde nachazi v koncentraci o dvé fedéni vySSi nez v prvni rustové jamce
samostatného FLZ (kfivka 38). VUCi této kfivce 38, nami pravé hodnocena kfivka 41
dosahuje velice podobnych hodnot.

Kfivka 41 dle naseho minéni tedy rovnéz potvrzuje antagonisticky vliv

kombinace nizkych koncentraci FLZ s paroxetinem.

ristova kfivka 41: ristova kfivka kombinace vysoké koncentrace flukonazolu a nizké
koncentrace paroxetinu

vybrana ristova krivka pro kombinaci FLZ+paroxetin
koncentrace paroxetinu 16ug/ml a FLZ 0,5ug/ml

1,000

0,900 A

0,800 A
o704 -
§ 0,600 1 _— —— kiivka wys.konc.FLZ
E 0,500 + — referenéni kiivka
Q 0,400 - .
© 0,300 -

0,200 A

0,100 H~

0,000 . . . . . . . . .

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
¢as (hod.)

Srovnavaci tabulka 41: Vyhodnoceni kombinovaného ucinku lé¢iv

vybrana rustova krivka pro kombinaci FLZ+paroxetin
koncentrace paroxetinu 16ug/ml a FLZ 0,5ug/mi
kmen CA-SC

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacatek nardstu 0,107 8,00
maximum 0,380 96,00

narust 25% referenéniho narlistu (OD=0,177) dosazen v €ase 11,25h.
narlist 50% referencniho nartstu (OD=0,355) dosazen v Ease 88,00h.
maximalni narist oproti kontrole vyjadreny v % = 53,6%
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Posledni hodnocenou kfivkou je kombinace vysokych koncentraci obou IéCiv.
Koncentrace paroxetinu je 64ug/ml (shodna s kfivkou 39) a FLZ 0,25ug/ml
(koncentrace o jednu vySSi nez v kfivce 38 samostatného vlivu FLZ). Narust
dosahuje 90,4% referenéniho narustu a opét se objevuje mirné ovlivnéni tvaru kfivky.
Stejné jako predchozi kfivka potvrzuje antagonisticky ucinek této kombinace [éCiv,
diky poukazani na vys$Si mnozstvi narustu v pfitomnosti vys8i koncentrace FLZ. Ve
srovnani s rustovou kfivkou se stejnou koncentraci FLZ v 8. Fadku (kfivka
nezobrazena) je narust kmene opét asi dvojnasobny.

ristova kfivka 42: riistova kfivka kombinace vysoké koncentrace paroxetinu i
flukonazolu

vybrana rastova krivka pro kombinaci FLZ+paroxetin
koncentrace paroxetinu 64pg/mla FLZ 0,25ug/ml

= kfivka ws.konc.SSRIi FLZ
—— referenéni kfivka

0,000 T T T T T T T T T
O 10 20 30 40 S50 60 70 80 90 100

¢as (hod.)

Srovnavaci tabulka 42: Vyhodnoceni kombinovaného ucinku lé€iv

vybrana rustova krivka pro kombinaci FLZ+paroxetin
koncentrace paroxetinu 64ug/ml a FLZ 0,25ug/ml
kmen CA-SC

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacatek nardstu 0,106 8,00
maximum 0,641 96,00

narlst 25% referenéniho nartstu (OD=0,177) dosazen v ¢ase 10,33h.
narust 50% referenéniho narlistu (OD=0,355) dosazen v ase 14,36h.
maximalni narast oproti kontrole vyjadieny v % = 90,4%
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V diplomové praci jsme narust hodnotili po 48 hodinach a stanovili jsme pro

tuto kombinaci latek a dany kmen tyto hodnoty a zavéry:

kombinace paroxetinu a antimykotika flukonazolu (FLZ)
kmen CA-SC, metoda checkerboard

MIC [pg/ml] pro
FLZ

po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
paroxetin
po 48 hod.

FIC index
vypocten
po 48 hod.

plvodni pokus

1

256

1,4332

opakovany pokus

0,5

256

2,3839

pramérny FIC index = 2,4 - antagonismus

Jelikoz vysledky obou SSRI vychazely obdobné, nebral se plvodni pokus v

potaz a vyhodnocovali jsme jen opakované stanoveni.

Metodou méfeni pomoci pristroje Bioscreen C, jsme provedli rovnéz odecet

MIC po 48 hodinach, ale dale jsme jej vyhodnotili po celkové dobé 96 hodin:

kombinace paroxetinu a antimykotika flukonazolu (FLZ)
kmen CA-SC, metoda s vyuzitim Bioscreenu C

MIC [pg/ml] pro
FLZ
po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
paroxetin
po 48 hod.

MIC [pg/ml] pro
FLZ
po 96 hod.

MIC [pg/ml] pro
paroxetin
po 96 hod.

0,25

128

0,25

128

DosazZené vysledky jsou velice obdobné a dle naseho minéni jsme potvrdili

antagonisticky ucinek kombinace latek. Navic zjisténo, Ze tento vliv je koncentracné
zavisly. Do koncentrace 1ug/ml (v€etné) se latky ovliviuji malo a spiSe v pozitivnhim
smyslu, tzn. zlepSeni vzajemného ucinku - od koncentrace 64ug/ml SSRI navic mizi
ve vysokych koncentraCnich kombinacich s FLZ trailing efekt. Ale od koncentrace

niz8i nez 1ug/ml previada efekt uplné opaény — antagonismus.
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ristova kfivka 43: referenc¢ni krivka pro kombinaci FLZ + fluoxetin

referencni rustova krivka - kontrola s DMSO - pro
kombinaci FLZ + fluoxetin
(obé latka zde v konc. - Opg/ml) (kmen CA-SC)
1,000
0,900
0,800
0,700 T
—~ —
E 0,600 - -
St
o 0,500 A
) .
8 0400
0,300
0,200
0,100 ——
O;OOO T T T T T T T T T
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
cas (hod.)

Srovnavaci tabulka 43: Referenéni ristova kfivka - nulova koncentrace obou
testovanych latek.

referenc¢ni ristova kiivka pro kombinaci FLZ+fluoxetin

narust OD (540 nm)

zacatek narUstu 0,107
25% 0,189
50% 0,378
100% 0,755

Referenéni kfivka tohoto pokusu je v podstaté totozna s kfivkou 37, ktera
zvolena pro paroxetin. Charakteristiky uvedeny ve srovnavaci tabulce 43.

Dale hodnocen narust v jednotlivych jamkach 8.fadku specialni mikrotitracni
destiCky. Efekt samostatného pusobeni flukonazolu byl znovu potvrzen. Opét
dochazi postupné k malym zménam (zvySeni) v narlstu s klesajici koncentraci
0,125ug/ml - kfivka znazornéna jako rustova kfivka 44 a je srovnatelna s kfivkou 38,
ktera stanovena pro hodnoceni v ramci pokusu s paroxetinem. Jednotlivé

charakteristiky uvedeny ve srovnavaci tabulce 44.
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ristova kfivka 44: riistova krivka pro samostatny flukonazol v koncentraci 0,125ug/ml

prvni rastova kiivka po MIC flukonazolu
(pro kombinaci s fluoxetinem - Opg/ml)
1,000
0,900 H~
0,800 - B
__ 0,700 ——
§ 0,600 1 _—— — kfivka po MIC
E/ 0,500 - —— referenéni kfivka
a 0,400 A
© 0,300 -~
0,200 +
0,100 A
0,000 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
€as (hod.)

Srovnavaci tabulka 44: Vyhodnoceni samostatného uc€inku antimykotika

prvni rastova kfivka po MIC antimykotika FLZ

(pro fluoxetin O pg/ml)
kmen CA-SC

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacCatek narustu 0,100 6,00
maximum 0,393 91,00
narust 25% referenéniho narustu (OD=0,189) dosazen v ¢ase 10,23h.
narust 50% referenéniho narustu (OD=0,378) dosazen v ¢ase 70,00h.
maximalni narist oproti kontrole vyjadireny v % = 52,1 %

DalSi hodnoceni probéhlo v 10. sloupci. Dvé nejvysSi koncentrace SSRI byly
absolutné inhibi¢ni pro v8echny narasty v celém pokusu. V koncentraci 128ug/ml
zaznamenana prvni rustova kfivka - €. 45. Opét patrny zvlastni tvar rastové kfivky.
MIC fluoxetinu tedy stanovena na 256ug/ml. Ve srovnani s pfedchozim pokusem je
tady mensSi odchylka, zatimco pro paroxetin byla tato koncentrace jesté piné
inhibi¢ni, zde jiz nardst zaznamenan. Proto se mizeme domnivat, Ze v pfedchozim
pokusu byla tato hodnota vyboc€ena, jelikoz v kombinaci s FLZ rovnéz narlsty

zaznamenany. A jak jsme vySe stanovili, nasli jsme zavislost narlstu v ramci
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hodnoceni v jednotlivych fadcich, a to, Ze s rostouci koncentraci antimykotika v

fadku klesa narust v kombinaci se stale stejnou koncentraci SSRI.

ristova kfivka 45: ristova krivka pro samostatny fluoxetin v koncentraci 128ug/ml

prvni ristova krivka po MIC fluoxetinu
(pro kombinacis FLZ - Opg/ml)

1,000
0,900 -
0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 H~
0,300 -
0,200 -
0,100 ~

OD (540nm)

= kfivka po MIC
—— referenéni kiivka

0,000 . .

0 10 20

50 60 70
cas (hod.)

80 90 100

Srovnavaci tabulka 45: Vyhodnoceni samostatného G€inku antidepresiva

prvni rastova krivka po MIC fluoxetinu (pro FLZ O pg/ml)
kmen CA-SC

narust

OD (540 nm)

¢as (hod.)

zacatek nardstu

maximum

0,100
0,454

22,00
96,00

narlst 25% referencniho nartstu (OD=0,189) dosazen v ¢ase 52,00h.

narlist 50% referenéniho nartstu (OD=0,378) dosazen v Ease 88,00h.

maximalni narast oproti kontrole vyjadieny v % = 60,1 %

Rustova kfivka 45 tedy popisuje vliv samotného SSRI — fluoxetinu na rast

houbového kmene. Casové je narlist mirné posunut a dle srovnani hodnot 25% a

50% narastu je zfejmé, Ze rychlost, kterou mikroorganismus roste neni nikterak

vysoka. Jedna se spiSe o postupné a plynulé zvétSovani masy vzhledem k Casu,

zejména ve srovnani s referenénimi hodnotami nardstu.
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Po vzoru predchoziho pokusu znovu hodnoceny narlsty v jednotlivych
sloupcich a fadcich ve srovnani s narlsty zaznamenanymi pro jednotlivé latky
samostatné. Nalezen stejny jev pfi kombinovaném ucinku jako u paroxetinu a i stejna
koncentra¢ni zavislost. Do 1ug/ml FLZ v kombinaci s rdznymi koncentracemi
fluoxetinu (vCetné) je narust spiSe indiferentni, pod 1ug/ml opét antagonisticky.
Stejny vliv i na tzv.trailing efekt, ktery je potlaten od koncentrace vysSi nez 64ug/ml
SSRI.

Grafické vyjadifeni nalezeného antagonistického uc€inku by bylo velice
podobné jako v pfipadé paroxetinu, takZe Ctenafe pouze odkazu na Kombinovany
graf 2. Koncentrace, ve kterych tento efekt pozorovan jsou stejné.

Pro demonstraci opétovného ovlivnéni tvaru rustové kfivky, vyhodnocovana
kiivka 46. Jak je patrné ve srovnani s kfivkou 45, je maximum dosazeného narustu u
této kombinované kfivky o néco vy$si nez pro fluoxetin samostatny. Cas nastupu
rustu zustal neovlivnén, tvarem jsou si kfivky velice podobné. Evidentné zde previada
ucinek SSRI. Ve srovnani s kfivkou 40 (pro stejnou kombinaci akorat s paroxetinem)

je pro fluoxetin odecteny nardst nizSi nez pro paroxetin.

ristova kfivka 46: rustova krivka kombinace vysoké koncentrace fluoxetinu a nizké
koncentrace flukonazolu

vybrana ristova kfivka pro kombinaci FLZ+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 128pg/ml a FLZ 0,125ug/ml
1,000
0,900 -
0,800 A B
__ 0,700 4 —
§ 0,600 1 - —— kfivka ws.konc.SSRI
Ljrrl 0,500 —— referencni kfivka
8 0,400 H~
0,300 +
0,200 H~
0,100 H~
0,000 . . . . . . . . .
O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
€as (hod.)
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Srovnavaci tabulka 46: Vyhodnoceni kombinovaného ucinku lé€iv

vybrana rustova kfivka pro kombinaci FLZ+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 128ug/ml a FLZ 0,125ug/ml
kmen CA-SC

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacCatek narustu 0,101 21,00
maximum 0,583 96,00
narust 25% referenéniho narustu (OD=0,189) dosaZen v ¢ase 32,00h.
nartst 50% referentniho nartstu (OD=0,378) dosazen v ¢ase 68,50h.
maximalni narust oproti kontrole vyjadieny v % = 77,2 %

Dalsi hodnocena kfivka reprezentuje vysokou koncentraci FLZ a nizkou
antidepresiva. Opét na ni chceme poukazat na vyznamny antagonismus. Zatimco v
8. fadku zaznamenan narust nad 50% referenéniho narustu az pfi koncentraci FLZ
0,125ug/ml (kfivka 44), u kombinacni kfivky 47, narlst srovnatelny s kfivkou 44
zaznamenan pro koncentraci FLZ 0,25ug/ml, tedy o jednu vysSi nez byla ta pivodni.

Pokud by prevladal vliv samotného FLZ, byla by tato jamka jesté nenarustova.

rlstova kfivka 47: ristova krivka kombinace vysoké koncentrace flukonazolu a nizké
koncentrace fluoxetinu

vybrana ristova krivka pro kombinaci FLZ+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 16ug/ml a FLZ 0,25ug/ml

1,000

0,900 A

0,800 A )

o704
£ —
§r 0.600 1 —— kiivka wys.konc.FLZ
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139



Srovnavaci tabulka 47: Vyhodnoceni kombinovaného ucinku lé€iv

vybrana rustova kfivka pro kombinaci FLZ+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 16ug/ml a FLZ 0,25ug/ml
kmen CA-SC

narust OD (540 nm) ¢as (hod.)

zacCatek narustu 0,103 7,00
maximum 0,432 96,00
narust 25% referenéniho narustu (OD=0,189) dosaZen v ¢ase 11,13h.
nartst 50% referentniho nartstu (OD=0,378) dosazen v ¢ase 61,00h.

”

maximalni narust oproti kontrole vyjadieny v % = 57,2 %

Posledni hodnocena kfivka 48 se snazi ukazat vliv vysokych koncentraci obou
latek. SSRI je pfitomen v mnozstvi odpovidajici jeho prvni ristové kfivce (128ug/ml),
FLZ je zde v koncentraci o jednu vysSi (0,25ug/ml) nez pfi samostatném ucinku. Jak
je z kfivky patrné, tvar narustu je opét ovlivnén antidepresivem. Celkovy narUst je
nizsi nez v kfivce 46, kde pfitomno FLZ v koncentraci 0,125ug/ml. Tim jsme chtéli
rovnéz poukazat na fakt, Ze v ramci jednoho fadku, kde je konstantni koncentrace
SSRI dochazi k postupnému sniZzovani masy narastu, z ¢ehoz vyplyva, Ze i kdyz
antidepresivum ovliviiuje nizké koncentrace antimykotika negativné (dochazi ke
zvySeni narlstu), antifungalni latka ma na mnozstvi narlstu ve srovnani v ramci

jednoho fadku pozitivni vliv (snizuje masu nartstu bez ovlivnéni nastupu).
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ristova kfivka 48: rlistova kfivka kombinace vysoké koncentrace fluoxetinu i

flukonazolu

1,000
0,900
0,800 -
0,700 A
0,600 -
0,500 -
8 0,400 -
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(540nm)

—

vybrana riistova krivka pro kombinaci FLZ+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 128ug/ml a FLZ 0,25ug/ml

= kfivka ws.konc.SSRI i FLZ
—— referenéni kfivka

0,000 T T

¢as (hod.)
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Srovnavaci tabulka 48: Vyhodnoceni kombinovaného ucinku lé€iv

vybrana rustova krivka pro kombinaci FLZ+fluoxetin
koncentrace fluoxetinu 128ug/ml a FLZ 0,25ug/ml

narust

kmen CA-SC
OD (540 nm)

¢as (hod.)

zacatek nardstu
maximum

0,101
0,394

23,00
96,00

narust 25% referenéniho narustu (OD=0,189) dosazen v ¢ase 37,14h.

narlst 50% referencniho nartstu (OD=0,378) dosazen v Case 91,14h.

maximalni narist oproti kontrole vyjadireny v % = 51,2 %
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V diplomové praci jsme narust hodnotili po 48 hodinach a stanovili jsme pro

tuto kombinaci latek a dany kmen tyto hodnoty a zavéry:

kombinace fluoxetinu a antimykotika flukonazolu (FLZ)
kmen CA-SC, metoda checkerboard

MIC — ICso [ug/ml]
pro FLZ

po 48 hod.

MIC — ICso [ug/ml]
pro fluoxetin
po 48 hod.

FIC index
vypocten
po 48 hod.

plvodni pokus

0,5

512

2,2844

opakovany pokus

0,5

512

2,1686

pramérny FIC index = 2,2 - antagonismus

Metodou méfeni pomoci pristroje Bioscreen C, jsme provedli rovnéz odecet

MIC po 48 hodinach, ale dale jsme jej vyhodnotili po celkové dobé 96 hodin:

kombinace fluoxetinu a antimykotika flukonazolu (FLZ)
kmen CA-SC, metoda s vyuzitim Bioscreenu C

MIC — ICso [pg/ml]
pro FLZ
po 48 hod.

MIC — ICso [ug/ml]
pro fluoxetin
po 48 hod.

MIC — ICso [ug/ml]
pro FLZ
po 96 hod.

MIC — ICso [ug/ml]
pro fluoxetin
po 96 hod.

0,25

256

0,25

256

Jsou zde vysledovatelné v podstaté 3 ovlivnéni v ucinku této kombinace —
antimykotikum ovliviiuje narast v ramci jednoho fadku, kde je konstantni koncentrace
SSRI a to tak, Zze dochazi k postupnému snizovani masy narustu. Druhy efekt ucinek
nastava pfi kombinaci vysokych koncentraci antimykotika (do 1ug/ml) s SSRI, kde se
tyto latky vyznamnéji neovliviuji, jen s rostouci koncentraci antidepresiva dochazi k
potlaeni trailing efektu. No a tfeti, posledni ovlivnéni v ucinku kombinace FLZ s
SSRI

antidepresiva a zhorSuje vyznamnym zpUusobem samostatné pusobeni antifungalni

nastava v koncentracich FLZ nizSich nez 1ug/ml, kde pfeviadne vliv

latky. Tento kombinovany uc€inek obou SSRI s antimykotikem flukonazolem se jevi

jako srovnatelny, ani jedna z latky nevykazuje nikterak vétsi aktivitu v antagonismu.
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5 Diskuse

V nasi praci jsme se snazili zopakovat a rozsSifit nékteré vysledky dosazené v
diplomové praci, ve které jsme potvrdili, Ze paroxetin a fluoxetin, latky ze skupiny
selektivnich inhibitord zpétného vychytavani serotoninu (SSRI), maji antifungalni
ucinek in vitro proti Candida spp. (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae,
C. parapsilosis a C. tropicalis) a nékterym dalSim houbovym organismum — kvasince
Trichosporon beigelii a ascomyceté Saccharomyces cerevisiae. Nami nalezené
hodnoty MIC pro obé antidepresiva se pohybovaly pro vSechny mykotické organismy
v desitkach - stovkach pg/ml.

Dale jsme v diplomové praci hodnotili kombinaci paroxetinu a fluoxetinu
s pouzivanymi antimykotiky. Pomoci metody checkerdoard, vizualniho odectu inhibici
narustu a hodnoceni vypoc€etni metodou FIC indexu jsme stanovili u jednotlivych
kmenu a kombinaci latek tyto ovlivnéni jejich ucinku. Pro kombinaci amfotericinu B
(AMB) s obéma antidepresivy jsme v diplomové praci nalezli adi¢ni efekt vaci vSem
testovanym kmenim (FIC indexy v rozmezi 0,6-1,0), dokonce vuc¢i kmenu Candida
albicans 2 ATCC 90028 vykazovala kombinace AMB s paroxetinem ucinek synergni
(FIC index = 0,5). Kmen C.albicans 2 ATCC 90028 jsme pravé opakované hodnotili v
praci rigorézni. Snazili jsme se u néj dokazat synergii ucinek pro tuto kombinaci [&Civ.
Navic v ramci dalSich kmenu jsme vybrali je$té jeden kmen (CA-SC), ktery vykazoval
vliv adicni.

Kombinace SSRI s flucytosinem (5FC) byla pro v8echny kmeny indiferentni,
pouze pro auxotrofni kmen CA-SC adi¢ni. Kmen CA 2 ATCC 90028 se nam zdal
idealni pro opakovany pokus, jelikoz jsme se snazili potvrdit indiferentni pusobeni,
které u této latky prevladalo.

Poslednim testovanym antimykotikem byl flukonazol (FLZ). Nami stanovené
vysledky diplomové prace byly nejvice variabilni pravé u této antifungalni latky, a to
od adice (FIC index > 0,5 - < 1,0) pres indiferenci (FIC index > 1,0 - < 2,0) aZ po
antagonismus (FIC index > 2,0). Zde jsme se pokusili potvrdit nalezeny
antagonisticky ucinek na kmen (CA-SC), pro ktery se v ramci diplomové prace
projevoval tento vliv nejvice.

Z diplomové prace vybrany k opétovnému srovnani ucinku tyto kmeny a

kombinace latek. Vliv antidepresiv zkouman spole¢né s amfotericinem B u kmene CA
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2 ATCC 90028, dale u stejné kombinace |éCiv sledovan vliv na autotrofni kmen CA-
SC, nasledné tento kmen pouzit i v kombinaci s flukonazolem a pro kombinaci s
flucytosinem vybran opét kmen CA 2 ATCC 90028.

Ke sledovani ovlivnéni v uginku jsme pouzili semiautomatickou mikrodilu¢ni
metodu méfeni turbidity pomoci pfistroje Bioscreen C.

Pfistroj samostatné zaznamenaval narust (vyjadifeny jako hodnoty OD pfi
540nm) v jednotlivych jamkach, naméfené hodnoty pfepocetl a prevedl do grafického
vyjadfeni rastovych kfivek.

Rustova kfivka je v podstaté vyjadfeni biologického fenoménu, kdy pfi
mnozeni a rustu mikroorganisml se méni zakal média (méfeno jako turbidita).
Jednotlivé naméfené hodnoty jsou pfevedeny do grafické podoby zavislosti pravé
OD (turbidity) na Case. A pravé zakladni charakteristiky rlstovych kfivek (nastup
narastu v €ase, jeho maximum, 50 a 25% narustu, tvar kfivky a srovnani s urcitou
referencni hodnotou) byly nami vyhodnocovany.

Nejprve jsme si stanovili maximalni narist - pro kazdy experiment vzdy
zvolena jedna referenéni kfivka naristu pro kazdou z latek (jak paroxetin, tak
fluoxetin) a to jedna z kontrol obsahujicich kromé& média i DMSO ve vhodné
koncentraci (odpovidajici koncentraci DMSO v daném experimentu). Referencéni
kfivku jsme znazornili graficky a uvedli zakladni charakteristiky ve srovnavaci
tabulce: nastup rustu, nartst 25, 50 a 100%. Tyto hodnoty vyjadfené pomoci OD (pfi
540nm) jsou vztazeny k Casu

Dale jsme vyhodnocovali rastové kfivky v kontrolnim 8. fadku pro zhodnoceni
samostatného ucinku antimykotika a v ramci 10. sloupce jsme sledovali vliv
antidepresiva na rust mykotického kmene a dale stanovili MIC pro jednotlivé latky
(MIC po 48 a po 96 hodinach, vzdy zaznamenany az na konci pokusu v pfislusné
tabulce). V tomto experimentu nas hodnoty MIC koncentraci zajimaji spisSe
orientacné, a to zejména ve vztahu k hodnoceni jednotlivych kombinaénich jamek,
abychom znali koncentraci, ve které jiz pro samostatné plsobeni latek
nezaznamenan narlst (nebo dostateCny narist pro FLZ). Vice nas zajimaji
charakteristiky nartstu v jamce o 1 koncentraci niz§i nez je MIC.

Pro AMB a FLZ byla hodnota MIC odecitana jako 100% inhibice narlstu

testovaného kmen, ale pro pokus s flukonazolem musel byt odelet nahrazen
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inhibi¢ni koncentraci 50-ti% narustu (ICsp), jelikoz se pfi této kombinaci vyskytl pro
kmen Candida albicans typicky jev, tzv. trailing efekt.

Graficky byly znazornény a vyhodnoceny pouze prvni ristové kfivky po MIC
antifungalni latky nebo SSRI, ostatni hodnoceni vlivu latek samostatné shrnuto jen
slovné. Vyhodnoceni narlstu probé&hlo ve srovnani s referenénim nardstem a to tak,
Ze sledovan nastup narustu v ¢ase, jeho maximum, uveden jaky procentualni podil a
v jakém Case dosahuje konkrétni maximalni narust vzhledem k referenénimu a
rovnéz Cas, ve kterém bylo dosazeno 25 popf. i 50% referen¢niho nardstu.

Pak byly hodnoceny narasty v jednotlivych jamkach tzv. inhibi¢ni linie, kde se
odrazeji prispévky jednotlivych kombinaci rdznych koncentraci latek. Opét
hodnoceny pouze slovné a vybrany 3 kfivky z této oblasti charakterizujici nizké a
vysoké prispévky jednotlivych slozek kombinace.

Dale sledovany zmény parametrld narlstu v ramci jednotlivych fadkd a
sloupcq, pro srovnani vlivu kombinace latek va¢i samostatnému plsobeni kazdého z
léCiv. Pokud nalezen néjaky vyznamnéjSi vliv nebo vysledovana néjaka zavislost
ucinku, vyhodnotili jsme to bud slovné nebo i tzv. kombinovanym grafem.

Nalezené vysledky jsme dale jeSté porovnavali s vysledky dosaZzenymi v
diplomové praci. Touto vySe popsanou metodou jsme stanovili nasledujici vliv
jednotlivych kombinaci |€Civ pro testované kmeny.

Prvni sledovano ovlivnéni uc€inku flucytosinu (4-0,015ug/ml) a SSRI (512-
8ug/ml) u kmene CA 2 ATCC 90028. Z jednotlivych a kombinac&nich rlstovych kfivek
je patrné, ze narlsty jsou ovlivnény jen antifungalni latkou a pouze pfi nejvysSi
koncentraci antidepresiva 128ug/ml, ktera jesté nebyla pro kmen absolutné inhibi¢ni,
doSlo k mirnému ovlivnéni ristu — ¢aste¢né snizeno maximum, prodleva v nastupu
prodlouZzena a sniZzena strmost exponencialni faze. K zadnému vyznamnému
zlepSeni ucinku v inhibici naristu pfi této kombinaci ale nedoS$lo (nalezena
indiference), pouze v koncentraci 128ug/ml SSRI se zda, Ze by zejm. v pfipadé
fluoxetinu mohl byt pfedpokladan néjaky mirny adi¢ni ucinek. V diplomoveé praci pro
tento kmen stanovena pomoci metody checkerboard a hodnoceni FIC indexem
indiference (primérny FIC index pro paroxetin byl 1,5 a pro fluoxetin 1,7)

V podstaté jsme timto pokusem potvrdili vysledky dosaZzené v diplomové
praci, akorat MIC odecltena az po 96 hodinové inkubaci je zde vy$Si nez nami

puvodné stanovena. Toto bylo zplsobeno delSim Casovym usekem, po ktery byl
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mikroorganismus kultivovan. Flucytosin je pouze fungistatické antimykotikum, je tedy
jasné, ze po delSi dobé se jeho ulinek pfestane projevovat a kmen muze zacit opét
narlstat, jelikoz jej uz tato latka neinhibuje. Nedosahuje vSak maxima nardstu jako v
pfipadé neovlivnéného kmene.

Pro kombinaci s amfotericinem B nalezen podobny ucinek v ovlivnéni rdstu
dvou testovanych kmen( C.albicans. Nejprve proveden pokus s kmenem CA 2
ATCC 90028. Zde AMB pfitomen v koncentraci 8-0,03pg/ml, ktera je o 1 fedéni nizsi
nez v nasledujicim pokusu a SSRI opét ve stejné koncentraci (512-8ug/ml). Pfi
vyhodnocovani jednotlivych ristovych kfivek pro samostatné pusobeni latek, jsme
pro antidepresivum nalezli zvlastni ovlivnéni tvaru rastové kfivky. Chybi zde uplné
exponencialni faze ristu. Tento zvlastni vysledek nalezen i v opakovaném pokusu a
pro obé slou¢eniny SSRI. Zda se tedy, ze v ur€itém rozmezi koncentraci (kolem 128
pMg/ml) jsou obé antidepresiva schopna ovlivnit tvar rlstové kfivky timto zvlastnim
zpusobem. Dilvod této zmény, jevici se jako zména kinetiky rustu nebo veliké
zpomaleni rychlosti rustu, takze se jevi jako linearni, nam neni znam.

AMB uz v minimalnich koncentracich (0,06ug/ml) v kombinaci s paroxetinem i
fluoxetinem vyznamné ovliviiuje mnozstvi dosazeného narlstu ve srovnanim se
samostatnym uc€inkem antidepresiv. Ale i SSRI ovliviuji nartist v kombinaci s touto
antifungalni latkou. Do urcité koncentrace (128ug/ml) antidepresiva nedochazi ve
vzajemné kombinaci s AMB k vétSimu ovlivnéni masy narlstu, ale k pravidelnym a
postupnym prodlevam v Case, od této koncentrace (vCetné) je ale ovliviiovana i
velikost narustu.

Dle nadeho usudku jsme viceméné potvrdili vysledky stanovené diplomovou
praci. Ve vSech koncentracich nami méfenych latek dochazi ke snizeni masy
narlstu a postupné, se zvysujici se koncentraci latek, inhibi¢ni potencial vzrusta. Ve
vSech jamkach nejvy$Si koncentrace antimykotika po MIC, tzn. s koncentraci
0,25ug/ml — 5. sloupec specialni mikrotitracni destiCky - nastala ve 4 nejvysSich
koncentracich SSRI absolutni inhibice narlistu a pro kombinace s 32, 16 a 8ug/mi
SSRI je také skoro Uplna. Nasledné absolutni inhibice ristu zaznamenana jesté i pro
jednu jamku obsahuijici 0,125ug/ml AMB a 128ug/ml paroxetinu. Rovnéz i v ostatnich
jamkach lezicich v blizkosti inhibi¢ni linie je narust podstatné snizen. Fluoxetin a

paroxetin jsou si v uc€inku (v kombinaci s AMB) velice podobné. Pro fluoxetin jsme
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odecetli jamek s neristem o 4 vice nez v pfedchozim pokusu s paroxetinem, takze
bychom se mohli domnivat, Ze je fluoxetin v potenciacni aktivité¢ mirné ucinnéjsi.

Navic velice podobné vysledky dosazeny se stejnou kombinaci latek i v
nasledujicim pokusu pro stanoveni vlivu na auxtotrofni kmen CA-SC. Koncentrace
AMB zde byla o jedno fedéni vyssi (16-0,06ug/ml) nez v predchozim experimentu.
Opét diky vétSim inhibicim jak kvantity narustu tak ve vétSim ¢asovém posunu
nastupu rastu se zda byt mirné ucinnéjsi fluoxetin. Davod, pro¢ by mohl byt u€inek v
inhibici rdstu pro samotné SSRI vyznamné zvySovan uz malym pfidavkem AMB nam
neni znam, stejné jako divod ovlivnéni €asového horizontu nastupu rdstu u jamek se
vzrastajici koncentraci SSRI az do urcité inhibi¢ni koncentrace.

Zda se tedy, Ze ucCinek této kombinace je doopravdy potenciacni a mohl by
leZzet nékde na pomezi mezi adici a synergismem. Dle naSeho nazoru spiSe v oblasti
adice.

V diplomové praci byl adi¢ni a synergni ucinek kombinace AMB s SSRI
vyjadren témito primérnymi hodnotami FIC indexu (pro kmen CA 2 ATCC 90028 —
FIC index=0,5 pro paroxetin-ucinek stanoven jako synergni na pomezi s adici a 0,6
pro fluoxetin-adice) (pro kmen CA-SC FIC index=0,7 pro paroxetin - adice a 0,6 pro
fluoxetin-adice). | z téchto hodnot patrné, Ze jednotliva SSRI maji podobny ucinek.

Poslednim testovanym antimykotikem byl flukonazol v kombinaci s
antidepresivy. P¥i testovani vlivu FLZ a SSRI na kmen Candida albicans (CA-SC)
dochazi z divodu trailing efektu k jinému odecitani MIC (tedy ICsp) a nasledné i
narustu pro jednotlivé kombinace latek. Za hodnotitelé se povazuji az narasty nad
50% (tzn. inhibi¢ni koncentrace 50).

Testovali jsme koncentrace FLZ 32-0,125ug/ml a SSRI (512-8ug/ml). Jako
MIC (ICsp) stanovena hodnota 0,25ug/ml. Pro antidepresiva opét nalezen zvlastni
(jakoby linearni) tvar narustu. Dale jsou zde vysledovatelné v podstaté 3 ovlivnéni v
ucinku této kombinace — antimykotikum ovliviiuje narust v ramci jednoho fadku, kde
je konstantni koncentrace SSRI a to tak, ze dochazi k postupnému snizovani masy
narlstu, takze tento ucinek se jevi jako mirné adicni. Druhy efekt nastava pfi
kombinaci vysokych koncentraci antimykotika (do 1ug/ml) s SSRI, kde se tyto latky
vyznamnéji neovliviiuji. Jen s rostouci koncentraci antidepresiva dochazi k potlaceni
trailing efektu (zejména od koncentrace 64 pg/ml). No, a tfeti, posledni ovlivnéni v

u€inku kombinace FLZ s SSRI nastava v koncentracich FLZ niZSich nez 1ug/ml, kde
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pfevladne vliv antidepresiva a zhorSuje vyznamnym zplsobem samostatné plsobeni
antifungalni latky. Rastové kfivky zjisténé v ramci jednoho sloupce (koncentrace
antimykotika je zde konstantni a nizkd) mohou dosahovat az dvojnasobku narustu
oproti hodnotam dosazenych se samostatnym FLZ. Tento kombinovany uc€inek obou
SSRI s flukonazolem se jevi jako srovnatelny, ani jedna z latky nevykazuje nikterak
vetSi aktivitu v antagonismu.

V diplomové praci jsme antagonismus rovnéz vysledovali, takZze tento ucinek
se zda byt potvrzen a rozSifen o koncentrani rozmezi, za kterého mize nastat. V
diplomové praci stanoveny pro tento kmen a kombinaci latek pramérny FIC
index=2,4 pro paroxetin a 2,2 pro fluoxetin, coz se vyznacovalo jako antagonismus.

V diskuzi diplomové prace jsme se vénovala jednotlivym ucinkiim SSRI. V této
praci bych chtéla spiSe zminit, vysvétlit a popsat metodiku a uskali pro stanoveni
ristovych kfivek.

Pro spravné vyhodnoceni vysledkl rastovych kfivek je dale tfeba si uvédomit
hned nékolik dilezitych véci. Neexistuje Zzadna vhodna komplexni definice pro
narust. Tady nabizime jednu z nich: Rlst je soubor procesu zapojenych vétsi Ci
mensi mérou ve vyvoji a diferenciaci daného organismu. Houby rostou na tzv.
bunééné urovni. Jednobunétné organismy, jako napf. kvasinky, narlstaji do
velikosti, ale pak se rozdéli, v podstaté se reprodukuji. Multibunééné organismy
rostou jinak, bud zvétSuji poCet svych bunék nebo jejich velikost, popf. oboji, a i toto
je definovano jako rust. Z vySe popsaného je zifejmé, ze nartst nemusi byt definovan
vzdy stejné a je tedy velice dulezita volba techniky méfeni rlstu a kritérii, stejné jako
pochopeni limitaci metody pro interpretaci dat. Proto je nejlépe narlst definovat
operativné v souvislosti s potfebami badatele, aby co nejlépe odpovidal na otazky
nami kladené. (Griffin, 1996)

V nasem experimentu napf. sledovan vliv kombinovaného ucinku dvou latek.
Vzajemné ovlivnéni u€inku v metodé checkerboard bylo mozno sledovat jen jako
narust, snizeni narastu nebo Uplnou inhibici nartstu. V pfipadé pouziti metody s
vyuzitim pristroje Bioscreen C, jsou zjiSténa data z rlstovych kfivek pfece jen
komplexnéjsi. Daji se vysledovat zmény narlstu v Case, jejich maxima, zpUsob,
kterym kmen maxima dosahl a vzajemné hodnotit tvary kfivek pfi odliSnych

koncentracich Iégiv.
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Bioscreenu C Ize ale vyuzit k mnohym jinym ucellm, a to od
mikrobiologického vyzkumu pfi hledani novych chemoterapeutik, prfes testovani
toxicity a mutagenity latek az po vyzkum lepSiho a selektivnéjSiho slozeni média.
Samoziejmé v kazdé této studii budou hodnoceny jiné parametry.

Problémy u houbovych organismi mohou nastat diky jejich netradi¢nim
schopnostem jako napf. prolongace hyfovych viaken, pfechod mnoha hub mezi
dvéma rdznymi hlavnimi rastovymi a virulentnimi formami — kvasinky a hyfy, atd. Je
tedy velice tézké presné definovat, co je a co uz neni narust. (Griffin, 1996)

Vhodné zvoleni kultivacni techniky je kritické pro obdrzeni spravnych
vysledkld. Povaha a sloZeni kultivaéniho média, jeho sterilizace, velikost inokula,
spravna teplota, délka inkubace a dalSi, to vSe jsou podminky urcujici kvalitu
dosazenych vysledku. Vyznamnym problémem pozorovanym pfi sledovani narustu
muZze byt starnuti a vysychani média. (Griffin, 1996)

U tekutého média mlze nastat problém u nepfretrzité kultivace po inokulaci
houbovym kmenem, kdy mulzeme dosahnout narlGstu plovouciho mycelialniho
chomace. Povrchova vrstva je zde v dobrém kontaktu se vzduchem, ale ve Spatném
s médiem, ve kterém jsou potfebné zZiviny pro rist. Za to spodni vrstva je sice dobfe
zasobena zivinami, ale tvofi anaerobni vrstvu. Tento stav mize vyustit v inhibici rastu
a extenzivni produkci sekundarnich metabolitd v zavislosti na charakteru houbového
organismu. Proto je velice dulezité protfepavani inokulovaného média. Timto
ziskame mnohem homogennéjSi narust. Navic zabranime tvorbé shlukl a zajistime
stejné rlstové podminky pro vSechny bunky véetné zasobovani kyslikem. (Griffin,
1996)

Inokulum musi rovnéz vykazovat standardni vlastnosti, aby se zajistila
srovnatelnost mezi jednotlivymi vysledky. To znamenda, Zze musi byt ve stejném
fyziologickém stavu, se srovnatelnou zivotaschopnosti a ve stejné koncentraci.
(Griffin, 1996)

Mé&rFeni narustu pak muze byt provadéno jak pro Zivou vahu, tak susenou.
Méfeni Zivé vahy zavisi na vodé obsazené ve vzorku. Extracelularni tekutina se
muze vyznamné liSit, a tim pUsobit znaéné problémy. Za to méfeni suché hmoty po
vysuSeni na konstantni vahu, eliminuje tento problém, ale je zase velmi citlivé na

zmeény Vv tloustce bunécné stény a mnozstvi uchovavaného materialu. (Griffin, 1996)
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Pocitani mnozstvi jednotlivych bunék je uzite€né pro jednobunécné
organismy. Celkové mnozstvi obsahuje nespecifikovanou ¢ast mrtvych bunék. Tomu

RovnéZz muze byt pouzito méfeni specifickych bunéénych komponent a
procesu, zaméfené na hlavni sou¢asti bunék jako je uhlik, dusik nebo proteiny. Také
specificka enzymova aktivita nebo vice obecné enzymové systémy jako dychani Ize
sledovat. Existuje nespoCet moznosti sledovani riznych parametrd rlistu houbovych
organism(. Zadna z technik ale neni komplexni pro vdechny charakteristiky, je tudiz
nutné vybrat si tu, ktera je pro ucely vyzkumu nejvhodnéjsi. (Griffin, 1996)

Kdyz je Cerstvé médium inokulovano a inkubovano ve vhodnych podminkach
po néjaké Casoveé periodé ziskame sigmoidalni rastovou kfivku. Tato typicka ristova
kifivka byva (jak v logaritmickém tak semilogaritmickém vyjadfeni) rozdélena do
nékolika fazi nazyvanych: lag, log, oblast klesajici rychlosti naristu, stacionarni faze
a faze umrti bunék. V pribéhu prvni - lag - faze neni zaznamenan zadny nebo jen
velice maly nartst. Organismus se pfizpusobuje podminkam v novém prostfedi. Log
faze = exponencialni faze, je charakteristicka vysokym tempem rustu houbového
(popf. i jiného) organismu. Nasleduje faze snizujici se rychlosti narlistu, v nékterych
pfipadech je pozorovana faze skoro linearni. Dale pak faze stacionarni, jenz je riizné
délky a obvykle tak kratka, Ze je téZko pozorovatelna. Cely proces je zakoncen fazi
odumirani obvykle spojenou s autolyzou bunék. (Griffin, 1996)

Délka lag faze zavisi na povaze inokula a druhu Zivin v médiu. Je to
fyziologicka pfiprava mikroba na fazi exponencialni. Pro micelarni houby to neni faze
pripravy k déleni bunék, ale pfiprava na prodlouzeni hyfovych vidaken a vétveni.
Nutriéni podminky ovliviuji délku této lag faze. Nizka koncentrace aminokyselin
zapojenych do mocovinového cyklu (napf. kys.glutamova) stimuluje rast, ale
pfedevsim zkracuje trvani lag faze. Velmi dlouha a nepravidelné dlouha lag faze je
zaznamenana pokud fruktéza a mandza jsou pfitomny v médiu jako zdroje uhliku,
oproti vysledkim dosazenych s glukézou. Po pfidani i malého mnozstvi glukézy k
médiu obsahujicimu vySe zminované dva cukry se délka lag faze vyznamné zkrati a
je srovnatelna s délkou lag faze ziskanou pro glukézu samostatné. (Griffin, 1996)

Mechanismy kontrolujici specifickou rdstovou rychlost p, charakterizovanou
jako rychlost ziskanou ze sklonu kfivky exponencialniho uUseku rastové kfivky v

semilogaritmickém vyjadfeni, nejsou dobfe objasnény. Existuji dvé hypotézy: Prvni
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pfedpoklada, ze rizné nutritienty mohou byt metabolizovany rliznou rychlosti, ta pak
udava rychlost, se kterou se stavaji pfistupné pro makromolekularni syntézu. Druha
predpoklada, ze tyto slouCeniny nebo jejich produkty interaguji s kontrolnimi
mechanismy pro biosyntézu makromolekul. (Griffin, 1996)

Exponencialni rychlost rastu, definovana vySe zminénou specifickou ristovou
rychlosti p, je tedy velmi ovlivnitelna dodavanymi Zivinami. Jak dusikové
(koncentrace mocoviny), tak uhlikové (koncentrace glukézy) zdroje maji vyznamny
efekt. Nékdy dokonce muze rastovou rychlost ovlivnit i technika tfepani. Védci zjistili,
Ze v nékterych pfipadech pfi tfepani toCivym pohybem kultury rostly mnohem rychleji
nez u reciprokého protrepavani. (Griffin, 1996)

Dale nasleduje faze snizujici se rychlosti naristu, zplisobena chybénim nebo
vyCerpanim nékterych Zzivin, stavajicich se takto limitujicimi faktory narlstu, nebo
akumulaci vedlejSich produktd a zplodin metabolismu bunék. Také maiji burfiky pro
dalsi rast malo mista. Ve srovnani s exponencialni fazi, zde zmény v mnozstvi
glukozy pfispivaji ke zménam rychlosti nejvice, méné pak zmény ve mnozstvi dusiku
a hoféiku a utilizace fosfatt je zde snizena asi na polovinu. Cas, pfi kterém jsou
zmény v metabolismu pozorovany nastava vyznamné pozdé&ji, pokud je suspenze
protfepavana rychleji. Pfedpoklada se, ze je to zpusobeno vétSim zasobenim kysliku,
ktery se tudiz zda byt rovnéz limitujicim faktorem. Vymizenim zdrojd dusiku z média
je zaznamenano jako konec linearni rastové faze. Utilizace glukozy jesté pokracuje a
je skoro shodna se syntézou sekundarniho metabolitu - gibberelové kyseliny. (Griffin,
1996)

Stacionarni faze je charakteristickd hladovénim organismu, které vede k
zastaveé reprodukce a k dalSim fyziologickym zménam (napf. pfitomnost nereplikujici
se DNA, zvysujici se tolerance tepla, zvySujici se skladovani uhlovodikt a indukce
specifickych genu, patficich do rodiny heat shock). Zde je dosazeno jen velice malé
rychlosti rdstu. Pro udrzeni zivotaschopnosti houbovych organismd v tomto
nereprodukénim stadiu je stale vyZadovana glukéza. Kompletni vyCerpani
glukézovych zdroju z média vede k autolyze a smrti bunék. (Griffin, 1996)

Faze smrti houbovych bunék konci jejich autolyzou. (Griffin, 1996)
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Vyznamnym problémem pozorovanym pfi sledovani narastu maze byt starnuti
a vysychani média. (Griffin, 1996) Proto je tfeba zvolit i optimalni ¢asové rozrani
pokusu.

Z vySe popsaného vyplyva, zZe testovani vlivu latek na rust mikroorganismu
neni az tak jednoducha zaleZzitost, jak by se na prvni pohled mohlo zdat.

I malé ovlivnéni vychozich parametrd (sloZeni zivhého média, pfitomnost i
nepfitomnost vzduchu, intenzita tfepani, konstantni teplota inkubace, ale i samotna
zivotaschopnost testovaného kmene) muize vysledky vyznamné ovlivnit, proto se

mohou vysledky v jednotlivych experimentech mirné odliSovat.

Hodnoty MIC stanovené jak v diplomové tak v rigordzni praci jsou mnohem
vySSi v porovnani s primérnymi plazmatickymi hladinami paroxetinu (10 - 600ng/ml)
a fluoxetinu (90 — 300, max.1000ng/ml). Za urcitych podminek, napf. pfi kumulaci
v centralnim nervovém sytému nebo pfi zpomaleni eliminace latek z organismu, by
se mohly koncentrace in vivo blizit nami stanovenym MIC in vitro.

Samoziejmé nami nalezené vysledky by mély vyuziti v praxi v pfipadé, ze
bychom byli schopni dosahnout téchto hladin v lidském organismu. Toho bohuZel
zatim nejsme schopni. SSRI maji vysokou schopnost kumulovat se v mozkové tkani,
diky své lipofilité a také se zde nachazi jejich plvodni farmakologicky cil pfi 1é¢bé
deprese a pfibuznych neurologickych onemocnéni (SERT transportér). Pfipravou
derivatl se snizenou CNS aktivitou dosahujicich vys$Sich plazmatickych hladin by se
daly SSRI vyuzit k terapii nebo jesté Iépe k potenciaci uc€inku jinych antimikrobnich
latek. Bohuzel komplikaci je, Zze pravé lipofilita hraje dulezitou roli v antifungalnim
ucinku. Navic ve vysokych koncentracich pasobi cytotoxicky. Predpoklada se, ze
toxicita, mnohem pravdépodobnéji nez specificky inhibicni mechanismus, fidi jejich
antimykoticky ucinek. Tym téchto autord tedy stanovil, Ze v koncentracich
vyzadovanych pro antifungalni plsobeni jsou toxické pro lidské bunky. (Young a kol.,
2003) (Helena Mareckova, diplomova prace, 2007)

Pravé diky témto vysledkim se ksamostatnému pouziti SSRI jako
antimykoticky nebo antibakterialné ucinnych latek stavime velmi rezervované.
Lokalni aplikace pfipravkll s potfebnou mikrobi-/fungi-cidni nebo mikrobi-/fungi-

statickou koncentraci SSRI by byt mohla nadéjnou cestou vyzkumu, je vSak nutné
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dfive provést dermatologické zkousky opét s ohledem na jejich cytotoxicitu. (Helena
Mareckova, diplomova prace, 2007)

DalSi a obsSirngjsi testovani jejich potencialu je ale nezbytné, jelikoz bylo
stanoveno, ze plazmatické hladiny mohou stacit k ovlivnéni patogenity hub a bakterii
(napf. pfi p.o. sertralinu 50mg denné po dobu 5-8 menstruacnich cyklu), pacientky
nemeély opakujici se epizody vulvovaginalni kandidozy a byly uplné bez klinickych
pfiznaku. Az po ukon€eni podavani antidepresiv nastal relaps. (Lass-Florl a kol.,
2001a)

Bylo by vyborné objasnit mechanismy uc€inku, kterymi latky pasobi na Siroké
spektrum patogennich organismd a na nékteré fyziologické pochody jak makro, tak
mikroorganismu. Zatim mame pfed sebou jen nékolik nejasnych domnének, které se
navic mnohdy navzajem vylu€uji. Je tfeba zkoumat i jejich chemickou strukturu. Pfi
objasnéni zakonitosti mezi jednotlivymi strukturnimi prvky a rldznymi uc€inky téchto
latek, by se daly cilenymi zasahy do struktury pfipravit derivaty se zvySenou
imunostimulacéni, protimikrobni €i jinou Zadanou aktivitou.

Latky této skupiny maiji veliky potencial, zaleZi jen, jestli najdeme tu spravnou cestu k
jejich vyuziti. Zatim ale neni dostateCné jasné, kterym smérem se dalSi vyvoj a

vyzkum bude ubirat.
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6 Zaver

V nasi praci jsme se snazili zopakovat a rozsifit nékteré vysledky dosazené v
diplomové praci, ve které jsme potvrdili, Ze paroxetin a fluoxetin, latky ze skupiny
selektivnich inhibitord zpétného vychytavani serotoninu (SSRI), maji antifungalni
ucinek in vitro proti Candida spp.

Z vysledkl diplomové prace jsme se zaméfili na nejzajimavéjSi dosazené
vysledky kombinaci SSRI s antifungalnimi 1éCivy. Rozhodli jsme se je zopakovat a
vyhodnotit trochu jinak.

V diplomové praci jsme experimentalné metodou checkerboard a vypocCtem
pomoci FIC indexu stanovili nasledujici vlivy kombinace SSRI s vybranymi
antimykotiky. Pro kombinaci amfotericinu B (AMB) s obéma antidepresivy jsme
nalezli adi¢ni efekt vici vSem testovanym kmendm (FIC indexy v rozmezi 0,6-1,0),
dokonce vuci kmenu Candida albicans 2 ATCC 90028 vykazovala kombinace AMB
s paroxetinem ucinek synergni (FIC index < 0,5). Kmen C.albicans 2 ATCC 90028
jsme pravé opakované hodnotili v praci rigorézni. Snazili jsme se u néj dokazat
synergii ucinek pro tuto kombinaci |éCiv. Navic v ramci dalSich kmenu jsme vybrali
jesté jeden kmen (CA-SC), ktery vykazoval vliv adi¢ni.

Kombinace SSRI s flucytosinem (5FC) byla pro v8echny kmeny indiferentni,
pouze pro auxotrofni kmen CA-SC adi¢ni. Kmen CA 2 ATCC 90028 se nam zdal
idealni pro opakovany pokus, jelikoz jsme se snazili potvrdit indiferentni pusobeni,
které u této latky pfevladalo.

Poslednim testovanym antimykotikem byl flukonazol (FLZ). Nami stanovené
vysledky byly nejvice variabilni pravé u této antifungalni latky, a to od adice (FIC
index > 0,5 - < 1,0) pfes indiferenci (FIC index > 1,0 - < 2,0) az po antagonismus (FIC
index > 2,0). Zde jsme se pokusili potvrdit nalezeny antagonisticky ucinek pro kmen,
na kterém pfi kombinaci latek byl v rdamci diplomové prace tento vliv patrny nejvice
(CA-SC).

Pomoci semiautomatické mikrodiluéni metody méfeni turbidity pfistrojem
Bioscreen C jsme ziskali ristové kfivky, zachycujici promény OD pfi 540nm v Case.
Rulstova kfivky vznika prevedenim biologického fenoménu, kdy pfi mnozeni a rustu
mikroorganismlU se méni zakal média (méfeno jako turbidita) do grafické podoby

zavislosti pravé OD (turbidity) na Case. Ty jsme se nasledné pokusili vyhodnotit a to
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tak, Zze jsme si nejprve stanovili maximalni narist - pro kazdy experiment vzdy
zvolena jedna referenéni kfivka naristu pro kazdou z latek (jak paroxetin, tak
fluoxetin), a to jedna z kontrol obsahujicich kromé& média i DMSO ve vhodné
koncentraci. Pro ni jsme stanovili zakladni charakteristiky (nastup rustu, narast 25, 50
a 100%.), uvedli je ve srovnavaci tabulce a kfivku znazornili graficky.

Dale jsme provedli srovnani vlivu jednotlivych latek samostatné, abychom
zjistili, jak ovliviiuji narust. A nasledné vybrany, znazornény a zhodnoceny 3 ristové
kfivky rizné kombinace koncentraci obou latek. Uginky v kombinacich srovnany s
ucinky latek samostatné.

Vysledky zopakované nasSi rigorozni praci byly srovnatelné s vysledky
dosazenymi v praci diplomové. Jen v pfipadé kombinace AMB s SSRI pro kmen CA
2 ATCC 90028 se zda byt nami stanoveny ucinek spiSe jen adi¢ni nez synergii, ale i
v diplomové praci byl tento vliv pozorovan na pomezi s adici. Navic je srovnatelny s
dalSim testovanym kmenem CA-SC, ktery pro tuto kombinaci latek shodné jak v
diplomové tak rigorézni praci dosahoval adi¢niho uc€inku. V kombinaci s touto
antifungalni latkou se zda byt v ovlivnéni narlUstu obou kmenu mirné ucinngjsi
fluoxetin. Zajimaveé je zjisténi ovlivnéni kinetickych parametr( ristovych kfivek SSRI
(samostatnych i kombinovanych) v koncentraci kolem 128ug/ml.

Indiferentni vliv SSRI na flucytosin byl rovnéz potvrzen. K néjakému malému
pozitivnimu ovlivnéni v inhibici ristu mezi latkami dochazi, ale tento ucinek neni
nikterak vyznamny.

Nejzajimaveéjsi vysledek dosazen pro kombinaci antidepresiv s flukonazolem.
Pro antidepresiva opét nalezen zvlastni (jakoby linearni) tvar nardstu. Dale jsou zde
vysledovatelné v podstaté 3 ovlivnéni v Ucinku této kombinace — antimykotikum
ovliviiuje narust v ramci jednoho fadku, kde je konstantni koncentrace SSRI a to tak,
ze dochazi k postupnému snizovani masy narustu, takze tento ucinek se jevi jako
mirné adi¢ni. Druhy efekt nastava pfi kombinaci vysokych koncentraci antimykotika
(do 1ug/ml) s SSRI, kde se tyto latky vyznamnéji neovliviiuji. Jen s rostouci
koncentraci antidepresiva dochazi k potlaceni trailing efektu (zejména od
koncentrace 64 ug/ml). No, a tfeti, posledni ovlivnéni v u€inku kombinace FLZ s
SSRI nastava v koncentracich FLZ nizSich nez 1pg/ml, kde previadne vliv
antidepresiva a zhorSuje vyznamnym zpUsobem samostatné pusobeni antifungalni

latky. Rustové kfivky zjisténé v ramci jednoho sloupce (koncentrace antimykotika je
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zde konstantni a nizka) mohou dosahovat az dvojnasobku narlstu oproti hodnotam
dosazenych se samostatnym FLZ. Tento kombinovany ucinek obou SSRI s
flukonazolem se jevi jako srovnatelny, ani jedna z latky nevykazuje nikterak vétsi
aktivitu v antagonismu.

Je ale tfeba dalSich experimentld a hledani, jak by mohly byt tyto prospésné i

meéneé vyhodné ucinky vyuzity v praxi.
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7 Souhrn

Antidepresiva skupiny selektivnich inhibitor( zpétného vychytavani serotoninu
se nam jevi jako velice perspektivni skupina s nejasnou budoucnosti. V terapii
deprese a jinych onemocnéni, které ovliviiuji diky svému farmakologickému ucinku,
budou jisté i nadale velmi se rozSifujici a rostouci skupinou Ié€iv, nebot jsou to IéCiva
bezpecna, s dobrym profilem nezadoucich ucinkl, které navic, snad kromé
gastrointestinalnich, nejsou nijak vysoce frekventované.

Jejich vyuziti jako dopliku antibiotické €i jiné chemoterapeutické 1éCby neni
vylouceno, ale zatim se diky koncentracim, vyzadovanym na toto pusobeni, nezda
byt pravdépodobné, Ze by v néjaké brzké dobé mohli pfi léCbé invazivnich
onemocnéni pomahat.

Je tedy potfeba dalSich studii, zejména pak zkusit vyhodnotit mechanismus
jednotlivych ucinkd, jak potenciacnich tak téch negativnich, abychom dokazali l1épe

vyhodnotit mozZnosti jejich potencialu.
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8 Abstract

In our study we tested combination of two selective serotonin reuptake
inhibitors (SSRI - paroxetine and fluoxetine) with some antifungal agents
(amphotericin B, fluconazole and flucytosine) using semi-automated broth
microdilution method based on the Bioscreen turbidometer. Bioscreen C monitors
changes of culture growth (turbidity) kinetically in 200 wells simultaneously in a liquid
growth medium. Growth of the tested yeast Candida spp. (called CA 2 ATCC 90028
and CA-SC, which is auxotrophic strain) influenced by combination of one SSRI and
antifungal agent was measured continuously. After end of the experiment (96hours)
we were given turbidity values. All of them were collected into an MS Excel workbook
by Bioscreen C and automatically generated turbidity versus time graph (growth
curves).

We confirmed one of growth curve as a reference curve. It was one of growth
curves, in which no agents presented. We obtained and recalculated some
characteristics of growth (the maximum of growth, time, where was beginning of
exponential phase and two times, that described 25% and 50% of growth).

Than we compared some of growth curves, specific for different concentration
for each agent separately, and then tree of them, which represented combination of
agents. We observed that some of kinetics patterns of activity of each drug
combination were typical.

We confirmed our previous findings, that combination of SSRI with
amphotericin B showed additive activity for both strains tested. Fluoxetin appered to
by slighty better in this activity.

Fuconazole combination with SSRI showed different activities depending on
concentration of flukonazol. When the concentration of this antifungal agent was
above 1ug/ml, showed combination of drugs indiferent action, but under this
concentration we did find antagonism.

The combinatory effect of flucytosine and SSRI was indiference.
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10 Pfilohy

Kombinace flucytosinu s paroxetinem kmen CA 2 ATCCC 90028

(odectené hodnoty pouzité pro tvorbu jednotlivych grafa)

(OD 540nm)
nazev v . . . . . . . . . . . .
rigorézni erJ.stova erJ.stova erJ.stova erJ_stova erJ_stova rth.stova
oréci kfivka 1 kiivka 2 kiivka 3 kfivka 4 kfivka 5 kfivka 6
hazev v jamka 10 || jamka 8 || jamka 93 || jamka 83 || jamka 17 || jamka 13
experimentu

0 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
1 0,090 0,089 0,089 0,087 0,088 0,088
2 0,090 0,089 0,089 0,087 0,088 0,088
3 0,091 0,089 0,088 0,087 0,088 0,088
4 0,092 0,089 0,089 0,088 0,088 0,088
5 0,092 0,089 0,089 0,087 0,088 0,088
6 0,093 0,090 0,089 0,088 0,089 0,088
7 0,095 0,090 0,089 0,088 0,089 0,088
8 0,098 0,090 0,089 0,088 0,089 0,089
9 0,102 0,090 0,090 0,088 0,089 0,088
10 0,110 0,090 0,091 0,089 0,089 0,088
11 0,123 0,090 0,093 0,090 0,089 0,088
12 0,145 0,090 0,095 0,091 0,089 0,087
13 0,183 0,090 0,099 0,093 0,089 0,087
14 0,248 0,090 0,106 0,096 0,089 0,087
15 0,346 0,090 0,116 0,101 0,089 0,087
16 0,460 0,090 0,132 0,108 0,089 0,087
17 0,534 0,090 0,156 0,119 0,089 0,087
18 0,572 0,090 0,194 0,136 0,089 0,087
19 0,594 0,090 0,246 0,164 0,089 0,087
20 0,612 0,091 0,314 0,203 0,089 0,087
21 0,626 0,090 0,374 0,256 0,089 0,086
22 0,638 0,091 0,416 0,317 0,089 0,087
23 0,649 0,091 0,444 0,371 0,089 0,086
24 0,658 0,091 0,458 0,403 0,090 0,087
25 0,666 0,091 0,472 0,421 0,090 0,086
26 0,672 0,091 0,479 0,435 0,090 0,086
27 0,678 0,091 0,484 0,443 0,090 0,086
28 0,687 0,091 0,496 0,448 0,090 0,086
29 0,690 0,091 0,508 0,450 0,090 0,086
30 0,695 0,091 0,519 0,455 0,090 0,086
31 0,701 0,091 0,530 0,459 0,091 0,086
32 0,710 0,092 0,537 0,467 0,091 0,087
33 0,715 0,092 0,546 0,472 0,091 0,086
34 0,718 0,092 0,552 0,477 0,091 0,086
35 0,726 0,092 0,559 0,482 0,092 0,087
36 0,731 0,092 0,568 0,485 0,092 0,087
37 0,734 0,092 0,571 0,490 0,093 0,087
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

0,735
0,739
0,741
0,749
0,752
0,754
0,757
0,763
0,766
0,767
0,770
0,775
0,776
0,782
0,786
0,789
0,791
0,793
0,795
0,802
0,804
0,806
0,806
0,809
0,814
0,816
0,818
0,820
0,823
0,826
0,830
0,830
0,834
0,835
0,837
0,840
0,845
0,849
0,850
0,851
0,854
0,855
0,859
0,861
0,862
0,862
0,862
0,862
0,862
0,862

0,092
0,093
0,092
0,093
0,093
0,093
0,094
0,094
0,094
0,094
0,095
0,095
0,095
0,095
0,095
0,096
0,097
0,097
0,097
0,098
0,098
0,099
0,099
0,100
0,101
0,102
0,102
0,103
0,104
0,105
0,106
0,108
0,110
0,111
0,113
0,115
0,117
0,119
0,122
0,125
0,129
0,132
0,134
0,140
0,145
0,150
0,156
0,164
0,171
0,179

0,576
0,582
0,586
0,594
0,599
0,605
0,609
0,613
0,616
0,621
0,626
0,632
0,633
0,642
0,646
0,651
0,656
0,658
0,660
0,669
0,673
0,675
0,679
0,681
0,685
0,689
0,693
0,695
0,702
0,706
0,709
0,711
0,715
0,723
0,721
0,730
0,731
0,734
0,735
0,736
0,741
0,742
0,744
0,744
0,743
0,744
0,747
0,747
0,749
0,751

0,495
0,500
0,503
0,508
0,512
0,515
0,519
0,524
0,528
0,531
0,536
0,542
0,544
0,547
0,552
0,555
0,559
0,563
0,567
0,570
0,574
0,579
0,582
0,586
0,589
0,592
0,597
0,601
0,604
0,607
0,611
0,614
0,617
0,620
0,623
0,627
0,631
0,634
0,638
0,641
0,644
0,649
0,652
0,656
0,659
0,662
0,666
0,669
0,675
0,675

0,093
0,094
0,094
0,095
0,096
0,097
0,098
0,099
0,100
0,102
0,104
0,106
0,108
0,110
0,113
0,117
0,120
0,125
0,130
0,135
0,141
0,148
0,155
0,164
0,173
0,184
0,197
0,210
0,227
0,245
0,264
0,286
0,310
0,333
0,352
0,365
0,376
0,386
0,391
0,396
0,402
0,409
0,411
0,417
0,421
0,426
0,429
0,432
0,436
0,439

0,087
0,087
0,087
0,087
0,088
0,087
0,088
0,088
0,088
0,088
0,089
0,089
0,089
0,090
0,090
0,091
0,092
0,093
0,094
0,096
0,097
0,099
0,101
0,102
0,105
0,107
0,109
0,113
0,116
0,120
0,125
0,130
0,135
0,141
0,148
0,155
0,166
0,172
0,184
0,194
0,203
0,211
0,228
0,236
0,246
0,253
0,265
0,271
0,280
0,289

165




88
89
90
91
92
93
94
95
96

0,862
0,862
0,862
0,862
0,862
0,862
0,862
0,862
0,862

0,190
0,200
0,211
0,224
0,238
0,251
0,267
0,281
0,297

0,753
0,757
0,756
0,757
0,753
0,753
0,753
0,753
0,753

0,681
0,684
0,686
0,692
0,696
0,698
0,701
0,701
0,704

0,443
0,445
0,448
0,450
0,451
0,451
0,454
0,456
0,458

0,285
0,292
0,293
0,297
0,299
0,310
0,306
0,309
0,309
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Kombinace flucytosinu s fluoxetinem kmen CA 2 ATCC 90028

(odectené hodnoty pouzité pro tvorbu jednotlivych grafa)

(OD 540nm)
nazev v . . . . . . . . . . . .
rigorézni erJ.stova erJ.stova erJ.stova rvgstova rvgstova rvt_Jstova
oréaci kfivka 7 kiivka 8 kfivka 9 kiivka 10 {| kfivka 11 || kfivka 12
nazev v jamka jamka jamka jamka jamka jamka
experimentu 120 108 193 183 117 114
0 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
1 0,090 0,089 0,088 0,088 0,089 0,088
2 0,090 0,089 0,088 0,087 0,089 0,088
3 0,090 0,089 0,088 0,090 0,089 0,088
4 0,091 0,090 0,088 0,088 0,089 0,088
5 0,091 0,089 0,088 0,089 0,089 0,088
6 0,092 0,089 0,088 0,088 0,089 0,088
7 0,094 0,090 0,088 0,087 0,089 0,089
8 0,097 0,090 0,088 0,088 0,089 0,089
9 0,102 0,090 0,089 0,088 0,089 0,089
10 0,110 0,090 0,089 0,088 0,089 0,089
11 0,125 0,090 0,089 0,089 0,089 0,089
12 0,150 0,090 0,090 0,089 0,089 0,089
13 0,193 0,090 0,091 0,089 0,089 0,089
14 0,266 0,090 0,092 0,090 0,090 0,089
15 0,371 0,090 0,094 0,090 0,089 0,089
16 0,481 0,090 0,098 0,091 0,090 0,089
17 0,548 0,090 0,104 0,094 0,089 0,089
18 0,581 0,090 0,114 0,097 0,089 0,089
19 0,600 0,090 0,128 0,102 0,089 0,089
20 0,616 0,091 0,149 0,108 0,090 0,090
21 0,628 0,091 0,179 0,119 0,090 0,089
22 0,640 0,091 0,219 0,136 0,090 0,090
23 0,651 0,091 0,268 0,156 0,090 0,089
24 0,661 0,091 0,317 0,188 0,090 0,090
25 0,670 0,091 0,359 0,227 0,090 0,090
26 0,678 0,091 0,391 0,271 0,090 0,090
27 0,684 0,091 0,415 0,320 0,090 0,090
28 0,691 0,092 0,432 0,364 0,091 0,090
29 0,698 0,092 0,447 0,396 0,091 0,091
30 0,704 0,092 0,461 0,419 0,091 0,091
31 0,709 0,092 0,472 0,434 0,091 0,091
32 0,713 0,092 0,483 0,449 0,091 0,091
33 0,719 0,092 0,494 0,458 0,091 0,091
34 0,726 0,092 0,505 0,467 0,092 0,091
35 0,729 0,093 0,514 0,473 0,092 0,092
36 0,736 0,093 0,522 0,480 0,092 0,092
37 0,738 0,093 0,529 0,484 0,093 0,093
38 0,742 0,093 0,535 0,490 0,094 0,094
39 0,747 0,094 0,540 0,492 0,094 0,094
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40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

0,748
0,752
0,755
0,758
0,762
0,765
0,768
0,772
0,774
0,777
0,780
0,782
0,786
0,788
0,790
0,794
0,796
0,798
0,800
0,803
0,804
0,807
0,810
0,811
0,814
0,815
0,816
0,820
0,822
0,825
0,827
0,829
0,831
0,832
0,837
0,839
0,841
0,843
0,846
0,848
0,850
0,852
0,852
0,852
0,852
0,852
0,852
0,852
0,852
0,852

0,094
0,094
0,094
0,095
0,095
0,096
0,096
0,096
0,097
0,098
0,098
0,098
0,099
0,100
0,101
0,102
0,102
0,103
0,104
0,106
0,107
0,108
0,110
0,112
0,114
0,116
0,119
0,121
0,124
0,127
0,131
0,135
0,138
0,144
0,149
0,154
0,160
0,168
0,176
0,185
0,194
0,204
0,215
0,228
0,242
0,256
0,271
0,288
0,306
0,324

0,542
0,545
0,549
0,551
0,555
0,558
0,562
0,565
0,570
0,573
0,577
0,582
0,587
0,590
0,594
0,599
0,603
0,608
0,611
0,616
0,620
0,624
0,628
0,631
0,636
0,638
0,644
0,647
0,650
0,655
0,660
0,664
0,666
0,671
0,674
0,679
0,683
0,686
0,691
0,694
0,698
0,701
0,704
0,709
0,713
0,716
0,720
0,724
0,727
0,730

0,494
0,498
0,503
0,508
0,510
0,507
0,510
0,512
0,520
0,520
0,522
0,528
0,527
0,532
0,535
0,542
0,539
0,543
0,547
0,550
0,554
0,554
0,559
0,561
0,561
0,566
0,570
0,572
0,573
0,574
0,578
0,583
0,575
0,589
0,584
0,587
0,591
0,593
0,597
0,601
0,608
0,607
0,609
0,612
0,618
0,620
0,621
0,625
0,628
0,631

0,094
0,095
0,096
0,096
0,097
0,098
0,099
0,101
0,102
0,104
0,105
0,107
0,110
0,112
0,115
0,119
0,122
0,127
0,131
0,137
0,143
0,149
0,157
0,165
0,175
0,186
0,200
0,214
0,229
0,247
0,267
0,288
0,310
0,330
0,347
0,361
0,371
0,378
0,386
0,392
0,397
0,401
0,405
0,408
0,412
0,416
0,418
0,422
0,425
0,428

0,094
0,095
0,097
0,098
0,099
0,100
0,102
0,104
0,106
0,109
0,111
0,114
0,118
0,121
0,126
0,132
0,137
0,144
0,151
0,159
0,168
0,178
0,190
0,203
0,218
0,235
0,254
0,275
0,296
0,318
0,334
0,353
0,362
0,377
0,383
0,390
0,397
0,404
0,410
0,416
0,421
0,425
0,428
0,431
0,434
0,436
0,436
0,439
0,440
0,442

168




90
91
92
93
94
95
96

0,852
0,852
0,852
0,852
0,852
0,852
0,852

0,340
0,354
0,366
0,372
0,380
0,387
0,392

0,733
0,735
0,738
0,740
0,744
0,747
0,749

0,636
0,634
0,649
0,650
0,653
0,655
0,658

0,430
0,432
0,435
0,437
0,439
0,441
0,443

0,444
0,443
0,448
0,450
0,452
0,453
0,454

169




Kombinace amfotericinu B s paroxetinem kmen CA 2 ATCC 90028

(odectené hodnoty pouzité pro tvorbu jednotlivych grafa)

(OD 540nm)
nazev v . . . . . . . . . . . .
rigorézni rvgstova [gstova [gstova rvgstova rvgstova rvt_Jstova
oréaci kfivka 13 || kfivka 14 || kfivka 15 || kfivka 16 || kfivka 17 || kfivka 18
hazev v jamka 20 | jamka 58 [| jamka 93 || jamka 73 || jamka 67 || jamka 64
experimentu

0 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
1 0,084 0,077 0,083 0,079 0,073 0,079
2 0,084 0,076 0,083 0,078 0,073 0,079
3 0,084 0,077 0,083 0,079 0,074 0,079
4 0,085 0,077 0,083 0,079 0,074 0,079
5 0,085 0,077 0,083 0,079 0,074 0,079
6 0,085 0,077 0,083 0,079 0,074 0,079
7 0,085 0,077 0,083 0,078 0,074 0,079
8 0,086 0,077 0,083 0,079 0,074 0,080
9 0,086 0,077 0,083 0,079 0,074 0,080
10 0,087 0,077 0,083 0,079 0,074 0,079
11 0,087 0,077 0,083 0,079 0,075 0,080
12 0,090 0,078 0,083 0,079 0,075 0,080
13 0,090 0,077 0,083 0,078 0,075 0,079
14 0,094 0,078 0,083 0,078 0,075 0,080
15 0,098 0,078 0,083 0,079 0,076 0,080
16 0,105 0,078 0,083 0,079 0,077 0,080
17 0,115 0,078 0,083 0,079 0,077 0,080
18 0,130 0,079 0,083 0,079 0,079 0,080
19 0,152 0,079 0,084 0,078 0,080 0,080
20 0,184 0,080 0,084 0,078 0,083 0,080
21 0,229 0,081 0,084 0,078 0,086 0,080
22 0,285 0,083 0,085 0,078 0,091 0,080
23 0,338 0,085 0,085 0,078 0,097 0,080
24 0,379 0,089 0,087 0,078 0,106 0,081
25 0,403 0,093 0,088 0,078 0,117 0,081
26 0,422 0,100 0,091 0,078 0,132 0,081
27 0,438 0,109 0,094 0,079 0,149 0,082
28 0,455 0,119 0,096 0,079 0,168 0,083
29 0,468 0,132 0,101 0,079 0,184 0,084
30 0,481 0,147 0,105 0,080 0,198 0,085
31 0,496 0,162 0,110 0,080 0,208 0,086
32 0,510 0,176 0,115 0,081 0,215 0,088
33 0,520 0,185 0,120 0,082 0,220 0,090
34 0,532 0,191 0,124 0,082 0,225 0,093
35 0,539 0,196 0,130 0,084 0,229 0,096
36 0,547 0,203 0,136 0,085 0,234 0,100
37 0,556 0,205 0,145 0,087 0,238 0,105
38 0,565 0,208 0,147 0,088 0,241 0,111
39 0,572 0,211 0,151 0,091 0,243 0,118
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40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

0,577
0,584
0,590
0,592
0,601
0,606
0,610
0,614
0,620
0,623
0,629
0,635
0,635
0,640
0,642
0,647
0,650
0,655
0,657
0,661
0,662
0,665
0,668
0,672
0,674
0,677
0,680
0,680
0,682
0,688
0,681
0,694
0,691
0,699
0,701
0,698
0,704
0,707
0,711
0,713
0,716
0,718
0,722
0,723
0,727
0,729
0,730
0,733
0,737
0,741

0,214
0,216
0,220
0,220
0,221
0,222
0,228
0,228
0,231
0,232
0,233
0,234
0,233
0,236
0,236
0,238
0,238
0,237
0,241
0,240
0,240
0,239
0,243
0,242
0,244
0,242
0,243
0,245
0,245
0,246
0,245
0,248
0,250
0,251
0,252
0,253
0,256
0,256
0,260
0,260
0,259
0,264
0,264
0,266
0,266
0,268
0,272
0,271
0,275
0,271

0,160
0,167
0,174
0,176
0,179
0,188
0,186
0,190
0,200
0,203
0,194
0,199
0,205
0,202
0,204
0,213
0,218
0,224
0,226
0,230
0,222
0,234
0,239
0,239
0,244
0,255
0,257
0,256
0,255
0,262
0,272
0,274
0,280
0,283
0,276
0,280
0,285
0,280
0,290
0,300
0,310
0,302
0,326
0,319
0,315
0,311
0,318
0,336
0,326
0,345

0,093
0,096
0,100
0,103
0,110
0,115
0,121
0,129
0,134
0,139
0,147
0,153
0,162
0,170
0,176
0,182
0,191
0,195
0,203
0,206
0,208
0,211
0,217
0,220
0,226
0,232
0,238
0,242
0,247
0,256
0,265
0,265
0,273
0,280
0,291
0,286
0,300
0,303
0,311
0,315
0,321
0,327
0,332
0,340
0,347
0,351
0,351
0,355
0,360
0,366

0,246
0,248
0,251
0,254
0,256
0,258
0,260
0,262
0,263
0,265
0,267
0,268
0,269
0,271
0,273
0,274
0,275
0,277
0,277
0,279
0,281
0,283
0,284
0,285
0,287
0,289
0,289
0,292
0,293
0,294
0,296
0,298
0,299
0,300
0,302
0,303
0,305
0,307
0,309
0,311
0,311
0,315
0,316
0,318
0,319
0,322
0,324
0,325
0,328
0,330

0,126
0,135
0,146
0,158
0,170
0,184
0,198
0,210
0,220
0,230
0,237
0,243
0,248
0,251
0,255
0,257
0,260
0,262
0,264
0,267
0,267
0,270
0,272
0,273
0,275
0,277
0,279
0,280
0,282
0,284
0,285
0,288
0,289
0,291
0,293
0,294
0,296
0,298
0,300
0,302
0,304
0,306
0,308
0,310
0,312
0,315
0,317
0,318
0,322
0,322
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90
91
92
93
94
95
96

0,743
0,744
0,746
0,749
0,749
0,749
0,749

0,273
0,276
0,280
0,282
0,282
0,282
0,282

0,353
0,367
0,351
0,364
0,364
0,364
0,364

0,368
0,372
0,372
0,377
0,377
0,377
0,377

0,336
0,337
0,338
0,341
0,341
0,341
0,341

0,324
0,327
0,331
0,334
0,334
0,334
0,334
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Kombinace amfotericinu B s paroxetinem kmen CA 2 ATCC 90028

(odectené hodnoty pouzité pro tvorbu jednotlivych grafa)

(OD 540nm)
nazev v
rigorézni kombinovany graf 1
praci
hazev v jamka 58 || jamka 57 || jamka 56 || jamka 55 || jamka 54
experimentu

0 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
1 0,077 0,075 0,075 0,075 0,075
2 0,076 0,075 0,075 0,075 0,075
3 0,077 0,075 0,075 0,075 0,075
4 0,077 0,075 0,075 0,075 0,075
5 0,077 0,075 0,075 0,075 0,076
6 0,077 0,075 0,075 0,075 0,075
7 0,077 0,075 0,075 0,075 0,075
8 0,077 0,076 0,075 0,075 0,076
9 0,077 0,075 0,075 0,075 0,076
10 0,077 0,076 0,075 0,075 0,076
11 0,077 0,075 0,075 0,075 0,076
12 0,078 0,076 0,075 0,075 0,076
13 0,077 0,075 0,075 0,075 0,075
14 0,078 0,076 0,075 0,075 0,076
15 0,078 0,076 0,075 0,075 0,076
16 0,078 0,076 0,075 0,075 0,076
17 0,078 0,076 0,075 0,075 0,076
18 0,079 0,076 0,075 0,075 0,076
19 0,079 0,076 0,075 0,075 0,076
20 0,080 0,076 0,075 0,075 0,076
21 0,081 0,076 0,075 0,075 0,075
22 0,083 0,076 0,075 0,075 0,076
23 0,085 0,076 0,075 0,075 0,075
24 0,089 0,077 0,075 0,075 0,075
25 0,093 0,077 0,075 0,075 0,075
26 0,100 0,078 0,075 0,075 0,074
27 0,109 0,079 0,075 0,075 0,075
28 0,119 0,079 0,075 0,075 0,075
29 0,132 0,081 0,075 0,075 0,074
30 0,147 0,082 0,075 0,074 0,075
31 0,162 0,084 0,076 0,075 0,075
32 0,176 0,087 0,076 0,075 0,075
33 0,185 0,090 0,077 0,075 0,075
34 0,191 0,092 0,077 0,075 0,075
35 0,196 0,096 0,077 0,075 0,074
36 0,203 0,102 0,078 0,075 0,075
37 0,205 0,107 0,079 0,075 0,075
38 0,208 0,113 0,080 0,075 0,075
39 0,211 0,120 0,081 0,075 0,075
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40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

0,214
0,216
0,220
0,220
0,221
0,222
0,228
0,228
0,231
0,232
0,233
0,234
0,233
0,236
0,236
0,238
0,238
0,237
0,241
0,240
0,240
0,239
0,243
0,242
0,244
0,242
0,243
0,245
0,245
0,246
0,245
0,248
0,250
0,251
0,252
0,253
0,256
0,256
0,260
0,260
0,259
0,264
0,264
0,266
0,266
0,268
0,272
0,271
0,275
0,271

0,128
0,136
0,145
0,151
0,157
0,161
0,169
0,172
0,175
0,178
0,181
0,183
0,181
0,185
0,185
0,188
0,188
0,187
0,190
0,190
0,191
0,190
0,194
0,193
0,195
0,193
0,193
0,194
0,194
0,194
0,193
0,194
0,195
0,196
0,194
0,195
0,197
0,196
0,198
0,196
0,194
0,197
0,195
0,196
0,195
0,196
0,198
0,196
0,198
0,193

0,082
0,082
0,084
0,086
0,088
0,090
0,093
0,096
0,099
0,104
0,108
0,113
0,118
0,124
0,130
0,137
0,144
0,152
0,159
0,165
0,171
0,175
0,179
0,182
0,185
0,188
0,190
0,192
0,193
0,195
0,196
0,197
0,198
0,198
0,199
0,200
0,201
0,202
0,203
0,203
0,205
0,205
0,206
0,206
0,207
0,208
0,208
0,208
0,209
0,210

0,075
0,075
0,076
0,076
0,076
0,076
0,076
0,076
0,076
0,076
0,077
0,077
0,077
0,077
0,078
0,078
0,078
0,079
0,079
0,080
0,080
0,081
0,082
0,082
0,084
0,084
0,086
0,088
0,090
0,092
0,095
0,099
0,102
0,107
0,111
0,116
0,123
0,128
0,135
0,142
0,147
0,156
0,160
0,166
0,170
0,175
0,179
0,180
0,184
0,184

0,075
0,074
0,075
0,075
0,075
0,075
0,075
0,075
0,075
0,075
0,075
0,076
0,075
0,075
0,075
0,075
0,075
0,076
0,075
0,076
0,075
0,075
0,076
0,076
0,076
0,076
0,076
0,077
0,076
0,076
0,076
0,077
0,077
0,076
0,076
0,076
0,077
0,076
0,077
0,077
0,077
0,077
0,078
0,077
0,078
0,079
0,079
0,079
0,080
0,081
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90
91
92
93
94
95
96

0,273
0,276
0,280
0,282
0,282
0,282
0,282

0,195
0,195
0,197
0,198
0,198
0,198
0,198

0,210
0,210
0,210
0,211
0,211
0,211
0,211

0,187
0,189
0,191
0,193
0,193
0,193
0,193

0,081
0,082
0,083
0,085
0,085
0,085
0,085
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Kombinace amfotericinu B s fluoxetinem kmen CA 2 ATCC 90028

(odectené hodnoty pouzité pro tvorbu jednotlivych grafa)

(OD 540nm)
nazev v . . . . . . . . . . . .
rigorézni rvgstova [gstova [gstova rvgstova rvgstova rvt_Jstova
oréaci kfivka 19 || kfivka 20 || kfivka 21 || kfivka 22 || kfivka 23 || kfivka 24
nazev v jamka jamka jamka jamka jamka jamka
experimentu 110 158 193 174 167 164

0 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
1 0,084 0,082 0,080 0,081 0,081 0,081
2 0,084 0,082 0,080 0,081 0,081 0,081
3 0,084 0,082 0,080 0,081 0,081 0,081
4 0,084 0,082 0,081 0,081 0,082 0,081
5 0,084 0,082 0,081 0,081 0,081 0,081
6 0,085 0,082 0,081 0,081 0,081 0,081
7 0,085 0,082 0,081 0,081 0,082 0,081
8 0,085 0,083 0,081 0,082 0,082 0,081
9 0,086 0,082 0,081 0,082 0,082 0,081
10 0,087 0,082 0,080 0,082 0,082 0,081
11 0,088 0,083 0,081 0,082 0,082 0,082
12 0,090 0,082 0,081 0,082 0,082 0,081
13 0,092 0,082 0,080 0,082 0,082 0,081
14 0,095 0,083 0,081 0,082 0,083 0,082
15 0,099 0,083 0,081 0,082 0,083 0,082
16 0,107 0,083 0,081 0,082 0,083 0,082
17 0,117 0,083 0,081 0,082 0,083 0,081
18 0,133 0,084 0,081 0,083 0,084 0,082
19 0,156 0,085 0,081 0,083 0,085 0,081
20 0,189 0,085 0,081 0,083 0,086 0,081
21 0,235 0,086 0,081 0,084 0,087 0,081
22 0,293 0,088 0,081 0,085 0,090 0,081
23 0,360 0,090 0,080 0,085 0,092 0,081
24 0,419 0,094 0,080 0,087 0,096 0,081
25 0,459 0,098 0,080 0,088 0,100 0,081
26 0,485 0,104 0,080 0,090 0,105 0,081
27 0,504 0,112 0,080 0,093 0,113 0,081
28 0,522 0,122 0,080 0,097 0,121 0,081
29 0,539 0,133 0,080 0,101 0,130 0,081
30 0,556 0,147 0,080 0,107 0,142 0,081
31 0,572 0,163 0,080 0,114 0,154 0,082
32 0,586 0,180 0,080 0,123 0,163 0,082
33 0,598 0,195 0,080 0,133 0,174 0,082
34 0,608 0,207 0,080 0,147 0,179 0,082
35 0,617 0,215 0,080 0,162 0,184 0,082
36 0,625 0,223 0,080 0,178 0,189 0,083
37 0,633 0,228 0,080 0,196 0,194 0,083
38 0,639 0,232 0,080 0,213 0,197 0,083
39 0,647 0,236 0,080 0,229 0,202 0,084
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40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

0,653
0,659
0,666
0,670
0,675
0,682
0,683
0,688
0,691
0,696
0,702
0,705
0,706
0,710
0,713
0,718
0,719
0,723
0,725
0,729
0,731
0,735
0,738
0,740
0,743
0,748
0,749
0,752
0,755
0,756
0,759
0,762
0,766
0,767
0,770
0,771
0,778
0,779
0,782
0,786
0,785
0,789
0,790
0,795
0,797
0,801
0,801
0,803
0,807
0,807

0,239
0,242
0,245
0,247
0,249
0,251
0,254
0,255
0,256
0,258
0,258
0,260
0,260
0,260
0,260
0,261
0,261
0,262
0,261
0,261
0,261
0,262
0,261
0,261
0,261
0,261
0,262
0,262
0,261
0,262
0,262
0,263
0,263
0,263
0,264
0,265
0,265
0,266
0,267
0,268
0,269
0,270
0,271
0,271
0,272
0,275
0,275
0,276
0,278
0,278

0,080
0,078
0,078
0,078
0,078
0,078
0,078
0,079
0,080
0,082
0,084
0,088
0,089
0,093
0,096
0,099
0,105
0,108
0,112
0,115
0,117
0,122
0,125
0,127
0,130
0,133
0,132
0,134
0,143
0,141
0,146
0,147
0,151
0,148
0,156
0,155
0,155
0,162
0,164
0,162
0,164
0,164
0,179
0,178
0,185
0,185
0,185
0,187
0,192
0,192

0,244
0,256
0,267
0,276
0,282
0,290
0,296
0,303
0,308
0,312
0,318
0,326
0,327
0,330
0,333
0,338
0,343
0,347
0,352
0,355
0,354
0,358
0,362
0,362
0,365
0,367
0,368
0,368
0,374
0,370
0,374
0,375
0,379
0,378
0,385
0,380
0,381
0,382
0,385
0,386
0,387
0,391
0,396
0,392
0,394
0,398
0,399
0,399
0,403
0,405

0,207
0,205
0,209
0,212
0,215
0,216
0,219
0,222
0,223
0,224
0,225
0,230
0,230
0,229
0,230
0,234
0,235
0,237
0,239
0,237
0,238
0,241
0,242
0,241
0,240
0,242
0,244
0,245
0,247
0,246
0,247
0,246
0,250
0,250
0,255
0,253
0,253
0,254
0,255
0,256
0,258
0,262
0,265
0,263
0,264
0,266
0,267
0,269
0,272
0,272

0,085
0,085
0,086
0,087
0,088
0,089
0,091
0,093
0,095
0,098
0,101
0,105
0,109
0,114
0,120
0,126
0,132
0,139
0,147
0,156
0,165
0,174
0,184
0,196
0,206
0,215
0,224
0,234
0,240
0,248
0,255
0,261
0,263
0,270
0,270
0,277
0,282
0,285
0,290
0,292
0,294
0,296
0,296
0,301
0,304
0,309
0,311
0,312
0,315
0,318

177




90
91
92
93
94
95
96

0,810
0,813
0,816
0,819
0,819
0,819
0,819

0,280
0,281
0,283
0,285
0,285
0,285
0,285

0,200
0,205
0,214
0,219
0,219
0,219
0,219

0,408
0,409
0,411
0,414
0,414
0,414
0,414

0,271
0,273
0,277
0,278
0,278
0,278
0,278

0,324
0,326
0,327
0,332
0,332
0,332
0,332
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Kombinace amfotericinu B s paroxetinem kmen CA-SC

(odectené hodnoty pouzité pro tvorbu jednotlivych grafa)

(OD 540nm)
nazev v . . . . . . . . . . . .
rigorézni rvgstova [gstova [gstova rvgstova rvgstova rvt_Jstova
oréaci kfivka 25 || kfivka 26 || kfivka 27 || kfivka 28 || kfivka 29 || kfivka 30
hazev v jamka 10 | jamka 68 [| jamka 93 || jamka 83 || jamka 77 || jamka 74
experimentu

0 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
1 0,077 0,090 0,046 0,065 0,063 0,065
2 0,083 0,100 0,046 0,100 0,089 0,097
3 0,083 0,103 0,046 0,102 0,100 0,102
4 0,084 0,104 0,044 0,103 0,101 0,103
5 0,076 0,104 0,044 0,101 0,097 0,098
6 0,087 0,103 0,045 0,102 0,100 0,103
7 0,091 0,103 0,045 0,101 0,101 0,098
8 0,100 0,104 0,050 0,102 0,106 0,102
9 0,117 0,104 0,066 0,102 0,105 0,102
10 0,142 0,104 0,070 0,103 0,104 0,103
11 0,185 0,102 0,084 0,101 0,104 0,100
12 0,253 0,092 0,110 0,100 0,103 0,101
13 0,348 0,095 0,177 0,104 0,113 0,103
14 0,429 0,100 0,248 0,103 0,112 0,095
15 0,488 0,105 0,354 0,105 0,131 0,103
16 0,518 0,106 0,422 0,104 0,146 0,102
17 0,538 0,104 0,452 0,111 0,160 0,104
18 0,560 0,116 0,480 0,107 0,189 0,103
19 0,574 0,137 0,502 0,108 0,232 0,110
20 0,587 0,136 0,503 0,108 0,244 0,100
21 0,596 0,155 0,510 0,114 0,270 0,103
22 0,616 0,184 0,518 0,134 0,287 0,110
23 0,610 0,182 0,524 0,130 0,291 0,104
24 0,614 0,188 0,524 0,135 0,299 0,105
25 0,618 0,193 0,526 0,145 0,305 0,106
26 0,625 0,198 0,532 0,160 0,310 0,107
27 0,630 0,200 0,537 0,178 0,313 0,108
28 0,637 0,203 0,541 0,203 0,316 0,109
29 0,642 0,204 0,545 0,231 0,317 0,110
30 0,646 0,206 0,553 0,269 0,317 0,113
31 0,659 0,205 0,555 0,307 0,324 0,121
32 0,657 0,207 0,561 0,330 0,319 0,118
33 0,663 0,207 0,567 0,348 0,318 0,122
34 0,669 0,207 0,571 0,359 0,316 0,126
35 0,674 0,207 0,576 0,367 0,313 0,131
36 0,680 0,207 0,583 0,373 0,315 0,137
37 0,685 0,206 0,586 0,376 0,314 0,144
38 0,690 0,207 0,593 0,381 0,314 0,154
39 0,695 0,207 0,600 0,383 0,314 0,166
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40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

0,704
0,705
0,711
0,714
0,718
0,721
0,724
0,731
0,732
0,737
0,739
0,742
0,746
0,747
0,752
0,757
0,758
0,755
0,762
0,771
0,770
0,770
0,782
0,788
0,782
0,786
0,785
0,785
0,795
0,795
0,802
0,802
0,796
0,797
0,797
0,798
0,800
0,797
0,798
0,799
0,803
0,802
0,804
0,802
0,804
0,800
0,806
0,803
0,804
0,806

0,207
0,207
0,207
0,206
0,208
0,207
0,208
0,210
0,211
0,211
0,212
0,212
0,214
0,215
0,217
0,217
0,218
0,216
0,214
0,217
0,218
0,219
0,220
0,228
0,221
0,222
0,222
0,222
0,218
0,224
0,225
0,225
0,226
0,227
0,227
0,228
0,229
0,228
0,225
0,230
0,230
0,230
0,232
0,233
0,238
0,235
0,234
0,235
0,233
0,236

0,606
0,609
0,613
0,616
0,622
0,626
0,634
0,637
0,645
0,649
0,655
0,659
0,664
0,680
0,681
0,682
0,686
0,690
0,692
0,697
0,701
0,704
0,709
0,721
0,712
0,719
0,719
0,721
0,721
0,728
0,731
0,731
0,731
0,731
0,732
0,732
0,733
0,733
0,733
0,733
0,733
0,733
0,733
0,733
0,733
0,733
0,733
0,733
0,733
0,733

0,385
0,386
0,385
0,386
0,389
0,386
0,392
0,390
0,393
0,394
0,397
0,395
0,402
0,405
0,409
0,411
0,413
0,412
0,412
0,418
0,425
0,427
0,429
0,440
0,434
0,438
0,440
0,442
0,440
0,450
0,453
0,456
0,458
0,461
0,467
0,469
0,474
0,475
0,474
0,482
0,486
0,497
0,492
0,497
0,503
0,506
0,510
0,507
0,510
0,512

0,312
0,312
0,311
0,309
0,312
0,310
0,313
0,312
0,314
0,314
0,315
0,312
0,316
0,317
0,318
0,318
0,320
0,319
0,316
0,320
0,324
0,324
0,324
0,332
0,325
0,327
0,325
0,327
0,323
0,330
0,331
0,332
0,330
0,332
0,334
0,334
0,335
0,334
0,338
0,337
0,337
0,336
0,339
0,342
0,344
0,340
0,344
0,343
0,342
0,344

0,179
0,193
0,210
0,225
0,236
0,246
0,253
0,260
0,266
0,270
0,273
0,277
0,280
0,282
0,286
0,295
0,293
0,290
0,286
0,290
0,292
0,292
0,293
0,301
0,293
0,295
0,294
0,296
0,291
0,297
0,299
0,301
0,300
0,302
0,302
0,303
0,304
0,305
0,307
0,308
0,308
0,316
0,312
0,314
0,315
0,316
0,317
0,319
0,315
0,321
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90
91
92
93
94
95
96

0,805
0,805
0,806
0,806
0,808
0,811
0,812

0,238
0,238
0,238
0,240
0,240
0,240
0,238

0,733
0,733
0,733
0,733
0,733
0,733
0,733

0,516
0,523
0,523
0,526
0,529
0,531
0,530

0,346
0,347
0,348
0,350
0,351
0,352
0,349

0,324
0,326
0,327
0,329
0,331
0,331
0,330
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Kombinace amfotericinu B s fluoxetinem kmen CA-SC

(odectené hodnoty pouzité pro tvorbu jednotlivych grafd)

(OD 540nm)
nazev v . . . . . . . . . . . .
rigorézni rvgstova [gstova [gstova rvgstova rvgstova rvt_Jstova
oréaci kfivka 31 || kfivka 32 || kfivka 33 || kfivka 34 || kfivka 35 || kfivka 36
nazev v jamka jamka jamka jamka jamka jamka
experimentu 110 168 193 183 177 174

0 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
1 0,082 0,101 0,100 0,090 0,080 0,080
2 0,046 0,102 0,097 0,085 0,079 0,081
3 0,046 0,071 0,097 0,081 0,077 0,078
4 0,046 0,076 0,106 0,094 0,081 0,083
5 0,048 0,072 0,097 0,090 0,078 0,082
6 0,050 0,074 0,104 0,084 0,080 0,081
7 0,060 0,064 0,098 0,085 0,080 0,074
8 0,069 0,064 0,113 0,087 0,084 0,083
9 0,090 0,073 0,109 0,083 0,080 0,081
10 0,103 0,076 0,119 0,086 0,084 0,083
11 0,136 0,075 0,117 0,070 0,069 0,070
12 0,202 0,076 0,136 0,075 0,075 0,073
13 0,311 0,077 0,183 0,086 0,090 0,082
14 0,387 0,075 0,227 0,078 0,088 0,078
15 0,443 0,082 0,321 0,086 0,104 0,082
16 0,475 0,086 0,428 0,085 0,114 0,081
17 0,493 0,089 0,514 0,078 0,121 0,075
18 0,519 0,109 0,578 0,085 0,146 0,082
19 0,547 0,137 0,629 0,082 0,182 0,080
20 0,545 0,142 0,630 0,080 0,187 0,076
21 0,552 0,160 0,640 0,071 0,202 0,068
22 0,580 0,189 0,658 0,089 0,249 0,095
23 0,571 0,189 0,657 0,086 0,251 0,082
24 0,578 0,196 0,658 0,088 0,262 0,083
25 0,583 0,202 0,662 0,087 0,269 0,082
26 0,591 0,209 0,668 0,088 0,275 0,083
27 0,593 0,211 0,670 0,088 0,279 0,082
28 0,601 0,215 0,672 0,089 0,284 0,083
29 0,603 0,211 0,669 0,086 0,287 0,082
30 0,612 0,216 0,670 0,089 0,288 0,082
31 0,619 0,220 0,670 0,094 0,292 0,086
32 0,623 0,217 0,666 0,091 0,290 0,083
33 0,628 0,216 0,665 0,092 0,291 0,083
34 0,637 0,218 0,664 0,093 0,291 0,083
35 0,635 0,218 0,664 0,095 0,291 0,083
36 0,643 0,216 0,664 0,096 0,291 0,082
37 0,646 0,216 0,665 0,099 0,290 0,082
38 0,652 0,215 0,668 0,103 0,290 0,083
39 0,657 0,216 0,671 0,107 0,290 0,083
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40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

0,662
0,665
0,668
0,673
0,677
0,680
0,684
0,688
0,693
0,697
0,700
0,703
0,708
0,710
0,716
0,720
0,725
0,725
0,728
0,728
0,731
0,736
0,740
0,741
0,740
0,747
0,752
0,757
0,756
0,755
0,758
0,758
0,759
0,760
0,759
0,763
0,762
0,762
0,759
0,766
0,768
0,762
0,768
0,772
0,768
0,768
0,769
0,770
0,771
0,770

0,214
0,215
0,216
0,218
0,219
0,219
0,217
0,219
0,220
0,219
0,219
0,220
0,222
0,235
0,233
0,231
0,230
0,230
0,228
0,226
0,225
0,227
0,228
0,233
0,228
0,231
0,231
0,232
0,232
0,233
0,233
0,234
0,235
0,235
0,235
0,234
0,236
0,238
0,238
0,238
0,242
0,245
0,242
0,240
0,241
0,242
0,243
0,242
0,243
0,245

0,674
0,678
0,681
0,685
0,687
0,691
0,692
0,697
0,702
0,705
0,709
0,714
0,719
0,723
0,728
0,747
0,749
0,746
0,746
0,747
0,748
0,752
0,756
0,754
0,761
0,767
0,770
0,774
0,776
0,780
0,786
0,790
0,791
0,794
0,797
0,801
0,801
0,810
0,813
0,815
0,820
0,817
0,825
0,834
0,836
0,836
0,836
0,840
0,841
0,844

0,111
0,116
0,121
0,128
0,136
0,147
0,156
0,170
0,186
0,202
0,220
0,238
0,258
0,294
0,299
0,331
0,341
0,343
0,350
0,357
0,362
0,370
0,372
0,378
0,378
0,383
0,387
0,390
0,390
0,391
0,394
0,393
0,392
0,395
0,395
0,394
0,395
0,395
0,390
0,393
0,396
0,398
0,393
0,393
0,392
0,393
0,394
0,396
0,396
0,396

0,288
0,288
0,287
0,286
0,286
0,286
0,285
0,285
0,286
0,286
0,286
0,286
0,287
0,290
0,291
0,298
0,304
0,287
0,286
0,292
0,293
0,294
0,295
0,299
0,295
0,298
0,298
0,299
0,299
0,299
0,302
0,302
0,303
0,303
0,304
0,305
0,306
0,306
0,305
0,308
0,312
0,309
0,311
0,312
0,320
0,315
0,313
0,315
0,315
0,317

0,083
0,083
0,083
0,083
0,083
0,083
0,082
0,083
0,083
0,083
0,083
0,083
0,084
0,100
0,087
0,093
0,101
0,086
0,087
0,088
0,089
0,090
0,093
0,098
0,096
0,102
0,105
0,110
0,116
0,122
0,131
0,140
0,149
0,160
0,172
0,185
0,198
0,213
0,225
0,241
0,256
0,260
0,274
0,282
0,286
0,292
0,298
0,303
0,305
0,308
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90
91
92
93
94
95
96

0,772
0,765
0,772
0,772
0,775
0,774
0,769

0,246
0,245
0,247
0,247
0,247
0,247
0,247

0,848
0,849
0,853
0,850
0,850
0,860
0,857

0,399
0,393
0,398
0,394
0,402
0,407
0,407

0,319
0,311
0,319
0,303
0,319
0,322
0,318

0,313
0,306
0,315
0,301
0,317
0,321
0,315
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Kombinace flukonazolu s paroxetinem kmen CA-SC

(odectené hodnoty pouzité pro tvorbu jednotlivych grafa)

(OD 540nm)
nazev v . . . . . . . . . . . .
rigorézni rvgstova [gstova [gstova rvgstova rvgstova rvt_Jstova
oréaci kfivka 37 || kfivka 38 || kfivka 39 || kfivka 40 || kfivka 41 || kfivka 42
hazev v jamka 30 || jamka 88 [| jamka 94 || jamka 83 || jamka 66 || jamka 74
experimentu

0 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
1 0,077 0,076 0,089 0,083 0,079 0,080
2 0,077 0,077 0,089 0,082 0,078 0,080
3 0,078 0,078 0,089 0,082 0,079 0,080
4 0,079 0,079 0,090 0,082 0,080 0,081
5 0,082 0,082 0,092 0,082 0,082 0,083
6 0,088 0,088 0,096 0,082 0,087 0,087
7 0,100 0,099 0,103 0,081 0,094 0,094
8 0,118 0,115 0,115 0,081 0,107 0,106
9 0,145 0,133 0,137 0,081 0,124 0,124
10 0,186 0,156 0,171 0,081 0,146 0,151
11 0,245 0,181 0,222 0,081 0,171 0,190
12 0,322 0,209 0,298 0,081 0,195 0,238
13 0,394 0,236 0,390 0,080 0,218 0,292
14 0,438 0,260 0,460 0,080 0,238 0,341
15 0,464 0,281 0,500 0,081 0,257 0,380
16 0,481 0,295 0,521 0,080 0,274 0,407
17 0,493 0,305 0,536 0,080 0,289 0,421
18 0,503 0,313 0,547 0,080 0,302 0,433
19 0,510 0,319 0,559 0,080 0,312 0,438
20 0,517 0,323 0,568 0,080 0,319 0,443
21 0,520 0,328 0,575 0,080 0,324 0,448
22 0,525 0,330 0,584 0,080 0,327 0,450
23 0,531 0,332 0,594 0,081 0,333 0,454
24 0,534 0,335 0,600 0,081 0,335 0,454
25 0,540 0,336 0,609 0,083 0,335 0,455
26 0,544 0,336 0,614 0,085 0,337 0,456
27 0,549 0,336 0,622 0,088 0,337 0,453
28 0,554 0,337 0,627 0,094 0,338 0,452
29 0,557 0,338 0,633 0,104 0,337 0,452
30 0,561 0,339 0,637 0,116 0,338 0,453
31 0,565 0,343 0,643 0,130 0,337 0,453
32 0,570 0,339 0,647 0,147 0,337 0,453
33 0,574 0,340 0,653 0,167 0,335 0,453
34 0,579 0,339 0,659 0,184 0,336 0,450
35 0,583 0,341 0,663 0,201 0,336 0,450
36 0,587 0,342 0,666 0,212 0,336 0,452
37 0,592 0,343 0,673 0,223 0,336 0,452
38 0,596 0,345 0,679 0,231 0,336 0,453
39 0,599 0,344 0,682 0,234 0,335 0,454
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40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

0,602
0,606
0,607
0,611
0,615
0,616
0,619
0,622
0,626
0,629
0,631
0,634
0,637
0,640
0,641
0,644
0,647
0,649
0,652
0,654
0,654
0,657
0,659
0,660
0,662
0,665
0,665
0,666
0,669
0,670
0,672
0,675
0,676
0,679
0,682
0,682
0,684
0,685
0,687
0,688
0,690
0,691
0,692
0,693
0,695
0,695
0,697
0,698
0,700
0,700

0,345
0,346
0,347
0,347
0,348
0,349
0,350
0,350
0,350
0,347
0,347
0,350
0,348
0,351
0,348
0,351
0,349
0,351
0,353
0,350
0,352
0,353
0,353
0,353
0,353
0,354
0,354
0,354
0,356
0,355
0,357
0,355
0,358
0,358
0,358
0,359
0,360
0,362
0,362
0,366
0,368
0,367
0,371
0,372
0,374
0,376
0,376
0,378
0,385
0,386

0,689
0,695
0,698
0,704
0,711
0,713
0,716
0,720
0,726
0,733
0,736
0,740
0,744
0,747
0,750
0,754
0,755
0,758
0,762
0,765
0,763
0,767
0,770
0,771
0,773
0,775
0,777
0,777
0,780
0,780
0,783
0,784
0,788
0,789
0,789
0,791
0,790
0,789
0,788
0,787
0,785
0,785
0,783
0,782
0,780
0,779
0,777
0,773
0,770
0,770

0,240
0,244
0,247
0,253
0,259
0,261
0,268
0,271
0,276
0,282
0,287
0,293
0,300
0,307
0,311
0,318
0,325
0,332
0,341
0,347
0,355
0,362
0,370
0,378
0,384
0,392
0,399
0,407
0,415
0,419
0,429
0,436
0,442
0,449
0,456
0,464
0,468
0,477
0,488
0,490
0,499
0,507
0,513
0,520
0,525
0,530
0,538
0,541
0,551
0,554

0,335
0,335
0,334
0,335
0,333
0,335
0,335
0,333
0,334
0,333
0,332
0,334
0,335
0,335
0,334
0,335
0,335
0,336
0,337
0,335
0,335
0,335
0,335
0,335
0,336
0,336
0,337
0,336
0,336
0,336
0,338
0,340
0,337
0,340
0,339
0,339
0,339
0,341
0,343
0,342
0,343
0,345
0,346
0,348
0,348
0,348
0,353
0,351
0,355
0,357

0,455
0,456
0,459
0,461
0,463
0,465
0,471
0,471
0,473
0,473
0,476
0,479
0,483
0,485
0,487
0,489
0,493
0,499
0,503
0,508
0,512
0,515
0,521
0,524
0,527
0,530
0,535
0,540
0,544
0,542
0,550
0,554
0,555
0,561
0,563
0,566
0,568
0,574
0,581
0,577
0,586
0,591
0,595
0,600
0,601
0,603
0,608
0,606
0,615
0,615
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90
91
92
93
94
95
96

0,701
0,703
0,704
0,705
0,706
0,707
0,709

0,383
0,388
0,394
0,388
0,401
0,408
0,404

0,759
0,750
0,748
0,743
0,737
0,736
0,735

0,557
0,567
0,575
0,580
0,583
0,594
0,592

0,360
0,363
0,366
0,370
0,373
0,377
0,380

0,617
0,624
0,629
0,632
0,635
0,639
0,641
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Kombinace flukonazolu s paroxetinem kmen CA-SC

(odectené hodnoty pouzité pro tvorbu jednotlivych grafa)

(OD 540nm)
nazev v
rigorézni kombinovany graf 2
praci
hazev v jamka 88 jamka 84 jamka 83
experimentu

0 0,100 0,100 0,100
1 0,076 0,080 0,083
2 0,077 0,080 0,082
3 0,078 0,080 0,082
4 0,079 0,080 0,082
5 0,082 0,082 0,082
6 0,088 0,085 0,082
7 0,099 0,091 0,081
8 0,115 0,100 0,081
9 0,133 0,117 0,081
10 0,156 0,144 0,081
11 0,181 0,183 0,081
12 0,209 0,242 0,081
13 0,236 0,317 0,080
14 0,260 0,397 0,080
15 0,281 0,452 0,081
16 0,295 0,484 0,080
17 0,305 0,502 0,080
18 0,313 0,514 0,080
19 0,319 0,522 0,080
20 0,323 0,527 0,080
21 0,328 0,535 0,080
22 0,330 0,539 0,080
23 0,332 0,543 0,081
24 0,335 0,546 0,081
25 0,336 0,549 0,083
26 0,336 0,553 0,085
27 0,336 0,551 0,088
28 0,337 0,552 0,094
29 0,338 0,554 0,104
30 0,339 0,557 0,116
31 0,343 0,556 0,130
32 0,339 0,558 0,147
33 0,340 0,559 0,167
34 0,339 0,559 0,184
35 0,341 0,562 0,201
36 0,342 0,564 0,212
37 0,343 0,565 0,223
38 0,345 0,568 0,231
39 0,344 0,570 0,234
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40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

0,345
0,346
0,347
0,347
0,348
0,349
0,350
0,350
0,350
0,347
0,347
0,350
0,348
0,351
0,348
0,351
0,349
0,351
0,353
0,350
0,352
0,353
0,353
0,353
0,353
0,354
0,354
0,354
0,356
0,355
0,357
0,355
0,358
0,358
0,358
0,359
0,360
0,362
0,362
0,366
0,368
0,367
0,371
0,372
0,374
0,376
0,376
0,378
0,385
0,386

0,572
0,576
0,579
0,583
0,585
0,590
0,594
0,597
0,600
0,601
0,605
0,609
0,614
0,617
0,620
0,624
0,628
0,632
0,637
0,639
0,644
0,648
0,651
0,653
0,656
0,659
0,662
0,665
0,668
0,670
0,674
0,677
0,680
0,683
0,686
0,689
0,692
0,694
0,702
0,702
0,706
0,709
0,712
0,716
0,718
0,722
0,726
0,727
0,732
0,733

0,240
0,244
0,247
0,253
0,259
0,261
0,268
0,271
0,276
0,282
0,287
0,293
0,300
0,307
0,311
0,318
0,325
0,332
0,341
0,347
0,355
0,362
0,370
0,378
0,384
0,392
0,399
0,407
0,415
0,419
0,429
0,436
0,442
0,449
0,456
0,464
0,468
0,477
0,488
0,490
0,499
0,507
0,513
0,520
0,525
0,530
0,538
0,541
0,551
0,554
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90
91
92
93
94
95
96

0,383
0,388
0,394
0,388
0,401
0,408
0,404

0,735
0,740
0,742
0,744
0,747
0,750
0,751

0,557
0,567
0,575
0,580
0,583
0,594
0,592
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Kombinace flukonazolu s fluoxetinem kmen CA-SC

(odectené hodnoty pouzité pro tvorbu jednotlivych grafd)

(OD 540nm)
nazev v . . . . . . . . . . . .
rigorézni rvgstova [gstova [gstova rvgstova rvgstova rvt_Jstova
oréaci kfivka 43 || kfivka 44 (| kfivka 45 || kfivka 46 || kfivka 47 || kfivka 48
nazev v jamka jamka jamka jamka jamka jamka
experimentu 130 188 193 183 176 173

0 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
1 0,088 0,087 0,087 0,087 0,087 0,087
2 0,089 0,087 0,087 0,087 0,087 0,087
3 0,089 0,088 0,087 0,087 0,088 0,087
4 0,090 0,090 0,087 0,087 0,088 0,087
5 0,093 0,094 0,087 0,088 0,091 0,087
6 0,098 0,100 0,087 0,087 0,095 0,087
7 0,107 0,112 0,087 0,087 0,103 0,088
8 0,122 0,130 0,087 0,087 0,115 0,088
9 0,145 0,155 0,087 0,088 0,133 0,088
10 0,179 0,182 0,087 0,087 0,156 0,087
11 0,231 0,212 0,087 0,087 0,185 0,087
12 0,298 0,244 0,087 0,088 0,217 0,087
13 0,369 0,272 0,087 0,087 0,251 0,087
14 0,418 0,297 0,087 0,088 0,279 0,087
15 0,448 0,316 0,088 0,089 0,301 0,087
16 0,469 0,330 0,088 0,090 0,316 0,088
17 0,483 0,339 0,090 0,092 0,325 0,088
18 0,494 0,348 0,091 0,094 0,336 0,089
19 0,503 0,354 0,092 0,096 0,342 0,091
20 0,510 0,359 0,095 0,100 0,346 0,093
21 0,519 0,365 0,098 0,101 0,349 0,096
22 0,524 0,367 0,100 0,103 0,351 0,098
23 0,530 0,369 0,104 0,108 0,351 0,101
24 0,534 0,370 0,108 0,117 0,350 0,106
25 0,540 0,370 0,109 0,120 0,350 0,111
26 0,543 0,370 0,111 0,129 0,350 0,116
27 0,547 0,368 0,117 0,146 0,348 0,121
28 0,551 0,367 0,121 0,155 0,347 0,127
29 0,556 0,366 0,125 0,166 0,347 0,135
30 0,561 0,368 0,129 0,168 0,346 0,139
31 0,567 0,366 0,132 0,182 0,346 0,147
32 0,573 0,366 0,136 0,189 0,348 0,156
33 0,578 0,366 0,140 0,198 0,348 0,162
34 0,583 0,366 0,143 0,203 0,348 0,168
35 0,587 0,365 0,144 0,218 0,347 0,173
36 0,593 0,366 0,149 0,222 0,350 0,182
37 0,598 0,365 0,152 0,230 0,350 0,188
38 0,604 0,366 0,155 0,236 0,352 0,195
39 0,607 0,365 0,157 0,241 0,351 0,201
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40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

0,612
0,616
0,619
0,623
0,627
0,636
0,639
0,641
0,645
0,649
0,651
0,654
0,658
0,662
0,664
0,667
0,670
0,673
0,676
0,679
0,682
0,685
0,687
0,690
0,693
0,694
0,697
0,699
0,702
0,704
0,707
0,708
0,711
0,713
0,715
0,716
0,718
0,720
0,723
0,724
0,726
0,728
0,729
0,731
0,732
0,735
0,736
0,738
0,740
0,742

0,365
0,366
0,366
0,367
0,366
0,368
0,368
0,368
0,369
0,368
0,368
0,369
0,369
0,370
0,368
0,369
0,371
0,371
0,372
0,372
0,374
0,375
0,375
0,375
0,375
0,375
0,377
0,376
0,376
0,377
0,378
0,376
0,379
0,378
0,379
0,379
0,379
0,380
0,380
0,381
0,382
0,382
0,383
0,383
0,383
0,385
0,384
0,386
0,389
0,385

0,162
0,163
0,167
0,168
0,176
0,170
0,173
0,174
0,174
0,181
0,181
0,185
0,189
0,193
0,194
0,195
0,203
0,208
0,210
0,213
0,212
0,216
0,221
0,225
0,230
0,232
0,238
0,239
0,245
0,245
0,245
0,263
0,261
0,272
0,279
0,281
0,287
0,293
0,298
0,302
0,308
0,314
0,324
0,330
0,341
0,348
0,363
0,364
0,378
0,385

0,252
0,253
0,255
0,259
0,270
0,252
0,257
0,262
0,269
0,290
0,292
0,300
0,305
0,311
0,320
0,324
0,323
0,330
0,336
0,341
0,335
0,336
0,349
0,352
0,355
0,359
0,363
0,364
0,377
0,379
0,383
0,405
0,399
0,415
0,422
0,429
0,434
0,444
0,452
0,459
0,464
0,475
0,480
0,491
0,502
0,507
0,517
0,518
0,533
0,533

0,350
0,353
0,352
0,353
0,353
0,355
0,357
0,358
0,360
0,359
0,358
0,361
0,362
0,363
0,366
0,367
0,368
0,368
0,373
0,372
0,376
0,378
0,378
0,379
0,381
0,382
0,384
0,386
0,385
0,387
0,391
0,391
0,393
0,392
0,394
0,395
0,397
0,400
0,401
0,403
0,403
0,406
0,406
0,408
0,407
0,409
0,412
0,414
0,413
0,417

0,202
0,212
0,213
0,218
0,220
0,227
0,235
0,239
0,246
0,246
0,244
0,251
0,255
0,257
0,268
0,269
0,272
0,269
0,284
0,275
0,285
0,292
0,288
0,292
0,297
0,299
0,305
0,306
0,305
0,308
0,315
0,312
0,320
0,315
0,319
0,322
0,324
0,331
0,334
0,337
0,339
0,344
0,343
0,350
0,346
0,348
0,354
0,359
0,359
0,366
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90
91
92
93
94
95
96

0,744
0,746
0,748
0,750
0,752
0,755
0,754

0,387
0,393
0,390
0,393
0,390
0,390
0,392

0,397
0,398
0,405
0,420
0,428
0,436
0,454

0,542
0,537
0,544
0,550
0,558
0,563
0,583

0,420
0,421
0,424
0,426
0,428
0,431
0,432

0,368
0,377
0,384
0,388
0,390
0,393
0,394
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