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1 Použité zkratky 

  

AMB  amfotericin B 

ATB  antibiotika 

ATCC  American Type Culture Collection 

CNS  centrální nervový systém 

CYP  cytochromoxidázový jaterní systém cytochromu P 450 

FIC  frakční inhibiční koncentrace 

FLZ  flukonazol 

IC50  50% maximální inhibiční koncentrace 

MDR  „multi drug rezistence“ efluxní pumpa  

MFC  minimální fungicidní koncentrace 

MIC  minimální inhibiční koncentrace 

MOPS Na+ sůl morfolinosulfonové kyseliny 

NA   noradrenalin 

PG  prostaglandiny 

p.o.  perorální podání léčiva 

P-SSRI fenylpiperidinové deriváty SSRI 

RPMI  Roswell Park Memorial Institute médium 1640 

SAP kandidou produkovaná aspartát proteáza 

SERT  ATP (Na+/Cl-) závislý serotoninový transportér 

spp. species–v textu není striktně rozlišeno, zda se jedná o jeden určitý nebo 

více různých druhů 

SSRI  selektivní inhibitory zpětného vychytávání serotoninu  

TCA  tricyklická antidepresiva 

TXB2  tromboxan B2 

Vd  distribuční objem 

5-HT  serotonin 

5FC  5-fluorcytosin (flucytosin) 

T1/2  biologický poločas 
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2 Úvod 

Ţijeme ve světě plném mikroorganismů. Naprostá většina z nich pro nás není 

nebezpečná, naopak, některé mikroorganismy jsou pro náš ţivot nezbytné (např. 

mikroflóra našeho těla), pomáhají nám (biotechnologická příprava některých jinak 

těţko dosaţitelných léků - např. inzulínu) nebo nám jej usnadňují (výroba mléčných 

produktů - např. jogurtů, sýrů; výroba piva, vína, pekárenského zboţí). (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

Existují také mikroorganismy, které jsou pro lidský makroorganismus 

nebezpečné či jejich působení není ţádoucí. Proti těmto původcům humánních 

(popř. veterinárních) infekcí se snaţíme od nepaměti bojovat. Teprve v nedávné 

historii je náš boj alespoň z části úspěšný. Vývojem účinných antibiotik, antimykotik či 

jiných chemoterapeutik se podařilo zachránit nespočet lidských ţivotů a vyléčit, nebo 

alespoň zmírnit, mnoho zdravotních problémů. V kombinaci s prevencí a očkováním 

proti nejzávaţnějším původcům se sníţil počet úmrtí na onemocnění, která 

v minulosti působila velké ztráty na lidských ţivotech. (Helena Marečková, diplomová 

práce, 2007) 

Bohuţel s vývojem protimikrobních látek se objevila schopnost 

mikroorganismů přizpůsobovat se a vyvíjet mechanismy, jak přeţít. Tento jev zvaný 

rezistence je momentálně jedním z největších problémů farmakoterapie infekčních 

onemocnění. Proto se farmaceutický výzkum intenzivně věnuje hledání nových léčiv 

s protimikrobním účinkem. Nová účinná látka se nenachází snadno. Další cestou 

můţe být sledování, zkoumání a přehodnocení potenciálu jiţ nalezených léčiv 

pouţívaných v jiných indikacích. Některá z nich vykazují protimikrobní efekt jako 

vedlejší účinek původního záměru terapie. (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 

V naší práci se snaţíme potvrdit výsledky nedávných studií, kde bylo zjištěno, 

ţe selektivní inhibitory zpětného vychytávání serotoninu (SRRI) mají vedle účinku 

antidepresivního i účinek antimikrobiální. Navazujeme na jiţ dosaţené výsledky 

diplomové práce, kde jsme studovali in vitro aktivitu paroxetinu a fluoxetinu proti 

mykotickým kmenům a dále i jejich kombinací s některými antimykotiky. 

V diplomové práci jsme výsledky kombinací antifungálních látek amfotericinu 

B, flucytosinu a flukonazolu s SSRI (paroxetinem a fluoxetinem) získali měřením 

pomocí metody checkerboard a vizuálním odečtem nárůstových a nenárůstových 
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jamek jsme získali představu o vlivu jednotlivých kombinací. Následné vyhodnocení 

jsme provedli výpočetní metodou stanovení FIC (frakční inhibiční koncentrace) 

indexu. 

Cílem naší práce bylo potvrzení nejzajímavějších výsledků získaných 

předchozí prací alternativním způsobem (semiautomatickou mikrodiluční metodou 

měření turbidity v tekuté fázi pomocí přístroje Bioscreen C), a tím doplnění údajů o 

látkách a kombinacích léčiv pomocí výsledků získaných z růstových křivek. Takţe v 

této práci jsme jiţ nehodnotili pouhý nárůst či nenárůst v jednotlivých různících se 

koncentracích kombinace léčiv, ale i kinetické parametry vyhodnocené i vzhledem k 

času. 
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3 Teoretická část 

3.1 Deprese 

Deprese je spojena s apatií, smutkem, pesimistickým náhledem se 

sebeobviňováním a pocitem bezmocnosti, ztrátou zájmu a motivace. Často se 

objevují sklony k impulsivnímu jednání se sebevraţednými, někdy i vraţednými 

tendencemi. (Lincová a Fargahali, 2002) (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 

Etiologie této poruchy není zatím přesně objasněna. Zvaţovány jsou příčiny 

genetické, vlivy prostředí, faktory endokrinní a biochemické. Nejpropracovanější je 

tzv. monoaminová teorie deprese, která se objevila v polovině 60.let minulého století. 

(Lincová a Fargahali, 2002) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

3.2 Serotonin a deprese 

Deprese je podle výše zmiňované monoaminové teorie výsledkem nedostatku 

serotoninu nebo noradrenalinu, popř. i dopaminu v centrálním nervovém systému 

(CNS). Serotonin (5-hydroxytryptamin, 5-HT) je syntetizován jak v CNS, tak na 

periferii, nepřechází však hematoencefalickou barierou. (Lincová a Fargahali, 2002) 

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

V nervových zakončeních je 5-HT přítomen ve vezikulách i extravezikulárně, 

po uvolnění do synapse je významně zpětně vychytáván do presynaptických 

nervových zakončení nebo odbouráván monoaminooxidázami. Známe několik 

podtypů 5-HT receptorů, lišící se vzájemně podle lokalizace v organismu a jejich 

funkce. (Tilšer, 2005) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

V mozku člověka jsou neurony obsahující serotonin vysoce lokalizované ve 

specifických shlucích v mozkovém kmeni a míše. Z těchto oblastí vysílají nervové 

buňky axony končící v různých oblastech mozku, které inervují svými zakončeními 

obsahující serotonin. Díky těmto distribucím dysfunkce 5-hydroxytriptaminového 

systému vede k různým onemocněním (od deprese po předčasnou ejakulaci a 

ovlivnění vnímání bolesti). (Vaswani a kol., 2003) 
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Sníţení hladin noradrenalinu a/nebo serotoninu se projevuje adaptací 

organismu zvýšením počtu receptorů, tzv. up-regulací. Velikost této změny koreluje 

s hloubkou deprese, takţe je označována i za příčinu jejího vzniku. (Lincová a 

Fargahali, 2002) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Nástup účinku antidepresiv je většinou značně opoţděn (o několik dnů i 

týdnů), přestoţe biochemické změny jsou detekovatelné mnohem dříve. Tato 

skutečnost svědčí právě pro terapeutický vliv zpětných sekundárních adaptačních 

změn nastupujících v trasmiterových systémech aţ po zvýšené nabídce příslušného 

monoaminu, jako např. zpětná desenzitizace receptorového systému (tzv. down-

regulace). (Lincová a Fargahali, 2002) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

U deprese byly s určitostí prokázány změny ve smyslu up-regulace 

β-adrenergních a 5-HT receptorů a po určité době podávání antidepresiv jejich 

zpětná down-regulace. (Lincová a Fargahali, 2002) (Helena Marečková, diplomová 

práce, 2007)  

Takovou zajímavostí na závěr pro uvedení této látky je zjištění vědců, ţe 

serotonin se řadí mezi nejstarší neuromediátory a byl nalezen uţ u medúzy, kde se 

rovněţ podílí na přenosech informací nervového systému. (Vaswani a kol., 2003) 

 

 

 

 

serotonin 
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3.3 Selektivní inhibitory zpětného vychytávání serotoninu (SSRI) 

Někdy bývají nazývány thymoleptika III. generace nebo-li 3.generace 

antidepresiv. Léky tohoto typu (např. fluvoxamin, fluoxetin, paroxetin, sertralin, 

citalopram) se po svém zavedení do klinické praxe rychle staly hojně vyuţívanými 

antidepresivy. (Lincová a Fargahali, 2002) Vyznačují se dobrou tolerancí a relativní 

bezpečností. (Baumann, 1996) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Všech 5 zástupců této skupiny vykazuje stejné antidepresivní účinky, profil 

neţádoucích účinků je velmi obdobný, ačkoliv se mohou lišit ve svých 

farmakokinetických vlastnostech. (Hiemke a Häetter, 2000) 

První člen této skupiny, fluvoxamin, byl představen roku 1983 v Anglii, 

následován fluoxetinem roku 1989 tentokráte v USA. (De Vane a kol., 1999) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

 

 

 

 

fluvoxamin 

 

fluoxetin 
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Dále na trh a do širokého klinického pouţití postupně vstoupil sertralin a 

paroxetin. (De Vane a kol., 1999) 

 

  

 

 

sertralin 

 

paroxetin 

 

 

Jako poslední roku 1997 byl v USA uveden citalopram. (De Vane a kol., 1999) 

Dnes, jako nejnovější látka, je dostupný i jeho levotočivý stereoizomer - 

escitalopram. (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

 

 

citalopram 

 

 Velice zajímavý je i fakt, ţe kaţdá z těchto látek byla objevena jinou firmou: 

fluvoxamin – Solvay, fluoxetin – Lilly, paroxetin – SmithKline – Beecham, sertralin – 

Pfizer a citalopram – Lundbeck. (Vaswani a kol., 2003) 
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3.3.1 Stereochemie těchto látek 

Důleţitost stereochemie při zkoumání SSRI spočívá v poznání, ţe některé 

z těchto látek, podávané jako racemické směsi (fluoxetin a citalopram) nesou velice 

různorodé farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti jako jednotlivé 

enantiomery. Rozdílnost v odpovědi na léčbu u jednotlivých pacientů můţe být 

částečně zapříčiněna odlišným metabolismem enantiomerů. (De Vane a kol., 1999) 

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

U fluoxetinu, jeho (-)-(R)-fluoxetin i (+)-(S)-fluoxetin (enantiomery) se přibliţně 

shodují v psychotropním (antidepresivním) účinku, ale (+)-(S)-fluoxetin je 6krát 

aktivnější inhibitor cytochromoxidázového jaterního systému cytochromu P 450 

(CYP) podtypu 2D6. Hlavním metabolickým produktem je opět opticky aktivní 

sloučenina, norfluoxetin. (S)-norfluoxetin inhibuje vychytávání serotoninu přibliţně 

stejně jako samotná předlohová látka, na rozdíl od jeho (R)-stereoizomeru, který je 

v této aktivitě asi 22krát slabší. Oba mají stejnou účinnost na jaterní enzymový 

systém. (De Vane a kol., 1999) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Pro citalopram je tento rozdíl ještě větší. (S)-enantiomer nese mnohem 

výraznější aktivitu jako inhibitor vychytávání serotoninu neţ (R)-enantiomer. 

(Baumann, 1996) Z tohoto důvodu byl později do klinické praxe zaveden (S)-

citalopram jako samostatná aktivní látka. (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 
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3.3.2 Farmakokinetika SSRI 

 
Absorpce a vazba na plazmatické proteiny 

Všechny látky se podávají perorálně (p.o.) s dobrou absorpcí, injekčně se 

podává pouze citalopram. (Lincová a Fargahali, 2002) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

Rozsah p.o. absorpce u většiny látek této skupiny není sníţen přítomnou 

potravou, pouze je ovlivněna její rychlost. Výjimkou je sertralin. Současně podaná 

potrava zvýší pík plazmatické koncentrace asi o 25% a zkrátí čas dosaţení 

maximální koncentrace. Vysvětlení by mohlo být následující. Potrava zvýší rychlost 

průtoku krve játry a následně více léčiva unikne tzv. first-pass efektu (metabolismu 

prvního průchodu játry, kdy je krev obsahující právě absorbovanou látku vedena do 

jater, zde proběhne detoxikace a rozklad části vstřebané látky). Interakce látek 

s potravou pravděpodobně není klinicky významná, jelikoţ bylo zjištěno, ţe 

terapeutické ani vedlejší účinky SSRI nejsou v korelaci s píkem dosaţené 

koncentrace. (De Vane a kol., 1999) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Kvantitativní stanovení SSRI a jejich metabolitů v krvi jsou zaloţeny na jejich 

separaci pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC) nebo plynové 

chromatografie (GC). (Baumann, 1996) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

S vysokou afinitou se váţí na krevní bílkoviny v plazmě (v průměru aţ 90%), 

nejvíce sertralin, pak fluoxetin a paroxetin, na coţ je nutné pamatovat při 

kombinované léčbě s jinými léky soutěţícími o tuto vazbu (např. salicyláty, 

perorálními antidiabetiky, atd.). (De Vane a kol., 1999) a (Lincová a Fargahali, 2002) 

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 
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Biologická dostupnost a plazmatické koncentrace jednotlivých látek 

Tabulka 1: Vybrané farmakologické parametry pro SSRI (De Vane a kol., 1999) (Helena 
Marečková, diplomová práce, 2007) 

Léčivo 

Biologická 

dostupnost 

léčiva v % 

Průměrná denní 

dávka [mg] 

Průměrná ustálená 

koncentrace léčiva v 

plazmě [μg/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, ţe se látky od sebe značně liší. Biologická dostupnost 

v rozmezí 95% - 44% samozřejmě znamená velké rozdíly v dosaţitelných 

koncentracích. Fluoxetin navíc podléhá vysokému first-pass efektu, proto se jeho 

maximálně dosaţitelné koncentrace velmi liší, i kdyţ je jeho biologická dostupnost 

relativně vysoká. (De Vane a kol., 1999) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Koncentrace SSRI (zejm. sertralinu) v mozku a cerebrospinální tekutině je asi 

40x vyšší neţ koncentrace v krvi. (Lass-Flörl a kol., 2001a) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

Zajímavý jev vykazuje fluvoxamin v dávkách nad 300mg za den, a to 

nelineární farmakokinetiku. Tzn. ţe ve skutečnosti dostaneme vyšší koncentrace neţ 

bychom analogií předpokládali z dávek niţších. (De Vane a kol., 1999) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

Tyto koncentrace jsou také spojeny s mnohem větším výskytem neţádoucích 

účinků (poruchy spánku, změny chuti a sníţení libida). Dokonce, jako u jediné látky, 

byla stanovena plazmatická koncentrace při intoxikaci fluvoxaminem - okolo 650µg/l, 

ačkoli vyvolávající p.o. dávka není přesně známa. (Baumann, 1996) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

Nelineární farmakokinetika ale není v této skupině ojedinělý jev, kromě výše 

zmíněného fluvoxaminu, také fluoxetin a paroxetin mohou vykazovat tento jev. 

Naopak sertralin a citalopram jsou charakteristické kinetikou lineární. (Hiemke a 

Härtter, 2000) 
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Biologický poločas (T1/2) se také můţe velmi různit. Nejdelší nacházíme u 

fluoxetinu (1-4 dny) a jeho hlavního účinného metabolitu norfluoxetinu (zde aţ 7-15 

dní), pro paroxetin se T1/2 pohybuje okolo 21 hodin a u citalopramu cca. 36 hodin. 

(Hiemke a Härtter, 2000) 

Díky dlouhému biologickému poločasu právě u fluoxetinu trvá dlouho (déle 

neţ 4 týdny) neţ se ustálí plazmatická hladina a dosáhne se optimálního účinku. Je 

tedy důleţité u kaţdého pacienta dávku optimálně titrovat, nejlépe sledováním 

plazmatických hladin. Dlouhý poločas má ale i svou velkou výhodu, a to vcelku 

bezproblémovou compliance pacientů. (Hiemke a Härtter, 2000) 

Léčiva mají tak široké rozmezí tolerovaných dávek, ţe toxicita není vůbec 

obvyklá. Nejvíce studií vztahu koncentrace - efekt/ vedlejší účinek se provedlo s 

fluoxetinem. Většina z nich nenalezla vztah mezi jejich koncentrací a účinkem, popř. 

vedlejším účinkem. (De Vane a kol., 1999) (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 

Montgomery a kol. (1990) a Keck a McElroy (1992) nalezli zvláštnost pro  

koncentrace fluoxetinu a norfluoxetinu vyšší neţ 500µg/l. Paradoxně totiţ způsobují 

horší farmakologickou odpověď neţ koncentrace niţší. (De Vane a kol., 1999) 

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Některé závaţné neţádoucí účinky se mohou objevit při náhlém vysazení 

léčiva pacientem, ale ani ty se nezdají být v korelaci s plazmatickými koncentracemi. 

(Baumann, 1996) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 
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Metabolismus a eliminace 

Metabolismus je obecně proces následných a paralelních oxidativních cest, při 

různém fyziologickém popř. patologickém stavu organismu se mohou významně lišit. 

Velice těţko se stanovuje in vitro, proto se výsledky takto dosaţené mohou od 

výsledků in vivo různit. (Caccia, 1998) 

Látky skupiny SSRI mají rozsáhlý variabilní (interindividuální) metabolismus, 

na kterém se podílejí izoenzymy systému CYP 450, a právě díky těmto odlišnostem, 

mohou v lidském organismu dosahovat tak různých hladin. (Hiemke a Härtter, 2000)  

Všechny SSRI se silně metabolizují v játrech a některé z metabolitů vykazují 

farmakologickou aktivitu. Také proto se někdy významně liší délky jejich působení. 

(De Vane a kol., 1999) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Primární metabolity jsou ve většině produkty oxidačních reakcí. (De Vane a 

kol., 1999) U některých SSRI se předpokládá tzv. stereoselektivní metabolismus, tzn. 

jeden enantiomer je odbouráván rychleji neţ druhý. Jako příklad slouţí metabolismus 

fluoxetinu, kdy (R)-fluoxetin se metabolizuje a eliminuje mnohem rychleji neţ opačný 

(S)-enantiomer. (Baumann, 1996) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Mají poměrně nízkou renální exkreci a obecně méně neţ 12% kaţdého SSRI 

se vylučuje močí v nezměněné podobě. (De Vane a kol., 1999) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

 

Citalopram 

Jediný terciární amin mezi SSRI je citalopram. Ostatní základní sloučeniny 

jsou sekundární nebo primární aminy. Dva metabolity citalopramu, 

demethylcitalopram a didemethylcitalopram, patří rovněţ mezi SSRI. V důsledku 

jejich nízkých plazmatických hladin ale k výslednému efektu citalopramu moc 

nepřispívají. (Baumann, 1996) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Citalopram je asi 100x selektivnější neţ fluoxetin ve zpětném vychytávání 

serotoninu. (Taylor a kol., 2000) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) Navíc 

nemá skoro ţádný first-pass efekt. (Vaswani a kol., 2003) 
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Paroxetin 

Opět vysoce metabolizované léčivo. Metabolity ale nemají významnou 

farmakologickou aktivitu. Léčivo je nejprve metabolizováno na nestabilní katecholový 

meziprodukt, část molekul pak následně konjugována s glukuronovou kyselinou nebo 

sulfátem a vyloučena. (De Vane a kol., 1999) (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 

Po jednorázovém podání je v nezměněné podobě vyloučeno renální exkrecí 

méně neţ ze 2%. (De Vane a kol., 1999) (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) Tento lék je nejsilnějším inhibitorem zpětného vychytávání serotoninu se 

slabým účinkem na vychytávání noradrenalinu, ale nejsilnějším ze všech SSRI. 

(Vaswani a kol., 2003) 

 

Fluoxetin 

Ve většině zemí to byl první lék z rodiny SSRI uvedený na trh, a to jako 

racemická forma. (Hiemke a Härtter, 2000) 

Patří mezi vysoce metabolizované léčiva. Podléhá ve velké míře first-pass 

efektu. Norfluoxetin identifikován jako jediný aktivní metabolit, vykazující účinnost 

srovnatelnou s mateřskou sloučeninou. Pomocí p.o. podání radioaktivně značeného 

14C-fluoxetinu do lidského organismu bylo zjištěno, ţe okolo 75% radioaktivního 

uhlíku se v průběhu 30 dnů vyloučí močí a asi 10% stolicí. Z toho 11% jako 

nezměněný fluoxetin, 7% jako norfluoxetin, 7% jako konjugáty fluoxetinu a 8% jako 

konjugáty norfluoxetinu. Dále více neţ 20% vyloučeno jako kyselina hippurová. (De 

Vane a kol., 1999) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Eliminace fluoxetinu a norfluoxetinu probíhá pomalu. Příčinou je velký 

distribuční objem (Vd) obou sloučenin (poločas eliminace pro fluoxetin: 1-6 dní, 

průměr 1,9 dne; norfluoxetin v rozmezí 4-16 dnů).(De Vane a kol., 1999) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) Fluoxetin má největší distribuční objem ze všech 

SSRI, nejvíce se kumuluje v plicích, je vychytáván lysozomy a díky tomuto velkému 

Vd (který je obdobný jako u TCA) se nejméně ze všech SSRI akumuluje v mozku. 

(Hiemke a Härtter, 2000) 

Při vysokých koncentracích mohou jak fluoxetin tak norfluoxetin ovlivňovat 

nejen serotoninové receptory, ale i další – acetylcholinové, dopaminové nebo β-

adrenergní. (Hiemke a Härtter, 2000) 
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Pokud v těle v rámci metabolismu všech SSRI vzniká aktivní metabolit (např. 

norfluoxetin), který má delší biologický poločas, můţe dokonce nastat mírně 

paradoxní situace, kdy v těle uţ není přítomna parentní látka, ale díky metabolitu 

účinek ještě trvá. (Vaswani a kol., 2003)  
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Vliv některých SSRI na speciální populační skupiny (staré pacienty, těhotné a 

kojící ženy, pacienty s poruchou eliminačních orgánů, …) 

Velice zajímavým zjištěním vědců je mírná rozdílnost píku plazmatické hladiny 

SSRI (sertralinu), plochy pod křivkou závislosti koncentrace na čase po 

jednorázovém podání a eliminačního poločasu mezi mladými muţi a ţenami ve věku 

18-45 let. U muţů byly zmíněné první dva sledované jevy niţší a eliminace delší neţ 

u ţen. I kdyţ jsou rozdíly statisticky významné, bohuţel, zatím nevedl tento fakt 

k doporučení úpravy dávkovacího schématu v závislost na pohlaví pacienta. (De 

Vane a kol., 1999) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Farmakokinetické vlastnosti fluoxetinu se neodlišují u starých pacientů ani u 

ţen s menstruačním cyklem. Fluoxetin a norfluoxetin se nachází v mateřském mléku 

v přibliţně 25% koncentraci oproti hladině v krvi. (De Vane a kol., 1999) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) V těhotenství tyto léky v odůvodněných 

případech pouţít lze, ale opatrně a v niţším dávkování, doporučeným lékem je 

fluoxetin. Zatím máme málo zkušeností, ale mutagenita či karcinogenita se 

nevyskytla ani u lidí ani na myších modelech. (Vaswani a kol., 2003) 

Na rozdíl od fluoxetinu, plazmatická koncentrace paroxetinu je u starých osob 

asi o 70-80% vyšší neţ u mladších pacientů. Ačkoli plazmatická koncentrace není 

v korelaci s vedlejšími účinky SSRI, vedou tyto výsledky k varování a k potřebě sníţit 

dávkování léčiv pro tuto skupinu pacientů. (De Vane a kol., 1999) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) Navíc ze studií vyplývá, ţe u starších pacientů je 

léčba pomocí SSRI a tricyklických antidepresiv srovnatelně účinná, dále i profil 

neţádoucích účinků je obdobný, je tedy třeba pečlivě zváţit i ekonomickou stránku 

léčby a volit výhodnější variantu. U mladých pacientů, dětí a adolescentů jsou na 

druhou stranu preferovány SSRI. Ale i zde je ještě nedostatek zkušeností, proto je 

opatrnost velmi na místě. (Vaswani a kol., 2003) 

Onemocnění ledvin významně nemění hladiny SSRI při clearance kreatininu 

vyšší neţ 10ml/min., pod touto hranicí je jiţ úprava dávek vhodná. Onemocnění jater 

významně prodluţuje eliminační poločas fluoxetinu z 2,8 na 7,6 dní. Jaterní cirhóza 

působí důleţitou změnu hladin. (De Vane a kol., 1999) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 
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Interakce 

Kromě citalopramu, ostatní SSRI kompetitivně inhibují in vitro a in vivo některé 

isoenzymy cytochromoxidázového jaterního systému cytochromu P 450 (CYP) (1A2, 

2C, 2D6, 3A4). Někdy mohou být interakce tohoto typu prospěšné.  Lze dosáhnout 

sníţení dávkování léčiva, jehoţ metabolismus a vylučování blokujeme. Lepší 

účinnost (De Vane a kol., 1999), biologickou dostupnost (Baumann, 1996) a méně 

neţádoucích účinků dosáhla kombinace klozapinu s fluvoxaminem, oproti podávání 

klozapinu samotného. (De Vane a kol., 1999) Nebo můţe být kombinace vzájemně či 

jednostranně se ovlivňujících léčiv naopak ke škodě. (De Vane a kol., 1999) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

Výchozí sloučeniny SSRI a některé metabolity jako kompetitivními inhibitory 

CYP mohou způsobit změnu metabolismu jednak vlastního, jednak dalších běţně 

podávaných léků metabolizovaných stejnou cestou. Přitom jednotlivá antidepresiva 

nemají stejnou afinitu ke všem izoenzymům CYP. (Lincová a Fargahali, 2002) Co se 

týče inhibice CYP 2D6, klesá jejich aktivita od paroxetinu, norfluoxetinu, fluoxetinu, 

sertralinu aţ k citalopramu a fluvoxaminu. (Baumann, 1996) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

Účinek na CYP můţe mít klinický význam při podávání některých SSRI 

(mnoho zpráv pro fluoxetin) např. s tricyklickými antidepresivy při kombinační léčbě 

těţkých depresí. Fluoxetin pozměňuje jejich farmakokinetické vlastnosti, 

nejvýznamněji metabolizaci, tzn. hydroxylaci a demethylaci. (Baumann, 1996) Dále 

interaguje s alprazolamem, midazolamem a karbamazepinem, zodpovědnost zde 

nese jiný isoenzym (CYP 3A). (Baumann, 1996) (Helena Marečková, diplomová 

práce, 2007) 

Schopnost ostatních léků ovlivňovat metabolismus a farmakokinetiku SSRI 

není zatím dostatečně prozkoumána. (Baumann, 1996) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 
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Vliv jednotlivých SSRI na CYP izoenzymy je shrnut v následující tabulce, 

jednotlivé látky ovlivňují preferenčně: (Hiemke a Härtter, 2000) 

  

Tabulka 2: Preferenční ovlivnění systému CYP jednotlivými SSRI  

 

SSRI inhibice CYP 

fluoxetin 2D6 

norfluoxetin 2D6, 3A4 

fluvoxamin 1A2, 2C19  

paroxetin 2D6 

sertralin minimální 

citalopram nedůleţitá 
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3.3.3 Farmakodynamické vlastnosti SSRI 

Mechanismus účinku SSRI spočívá ve vysoce selektivní inhibici zpětného 

vychytávání serotoninu ze synaptických štěrbin zpět do serotoninergních nervových 

zakončení. (Lincová a Fargahali, 2002) Toto není pro psychotropní léčiva nový cíl 

účinku, neboť většina antidepresiv ovlivňuje metabolismus monoaminů. To, co je 

nové na této skupině léků, je způsob modifikace mnoţství serotoninu v prostoru 

synapse a právě značná selektivita jejich aktivity. (Muñoz-Bellido a kol., 2000) 

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Váţou se na adenosintrifosfátu (ATP) závislý proteinový transportér na 

synaptické membráně (tzv. SERT - spojený s Na+/Cl- pumpou), přítomný právě jen 

v membránách serotoninergních nervových buněk. (Muñoz-Bellido a kol., 2000) 

(Taylor a kol., 2000) Při blokádě tohoto transportéru zůstává uvolněný 5-HT ve 

větším mnoţství v synaptické štěrbině, a tudíţ k dispozici pro působení na 

postsynaptické 5-HT receptory. (Lincová a Fargahali, 2002) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

Díky vysoké selektivitě těchto látek nepůsobí na jiné receptorové systémy (  i 

β-adrenergní, dopaminové ani histaminové), a proto vykazují i méně neţádoucích 

účinků neţ dříve známá antidepresiva. Přitom jejich antidepresivní účinnost je zcela 

srovnatelná s tricyklickými antidepresivy. Léčebně úspěšně se uplatňují u celé řady 

dalších psychiatrických diagnóz, nejen deprese, ale i anxiety, posttraumatické 

poruchy, sociální fobie, premenstruální dysforie, bulimie (Lincová a Fargahali, 2002), 

záchvatů panického strachu (Baumann, 1996) a dalších poruch. (Lincová a 

Fargahali, 2002) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) U obcesivní 

kompulzivní poruchy jsou mnohem účinnější neţ všechny ostatní terapeutické 

postupy. (Vaswani a kol., 2003) 

Premenstruační syndrom s mírnými příznaky vyskytující se u 95% ţen 

v reproduktivním věku se ve vzrůstající míře stává indikací právě pro SSRI jako pro 

léky první volby. (Lass-Flörl a kol., 2001a) (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 

SSRI se zdají být vyuţitelné i pro doplňkovou terapii, např. u alkoholismu. 

Konkrétně fluvoxaminu se vyuţívá pro zmírnění depresivních symptomů u pacientů 

léčených methadonem při odvykání opioidním analgetikům. Tato kombinace navíc 
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vede ke zvýšení plazmatických hladin a ke sníţenému dávkování methadonu. 

(Baumann, 1996) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 
  

Účinek SSRI při léčbě deprese a strachu nastává aţ po dlouhodobém uţívání. 

(De Vane a kol., 1999) Mohou se podávat samostatně nebo v kombinaci s jinými 

antidepresivy, zejm. v případech těţkých depresivních poruch. (Baumann, 1996) 

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) Ţádné z SSRI není účinnější, ale ne 

kaţdý pacient reaguje na podávaný lék stejně. Pokud selţe léčba popř. pacient lék 

nesnáší, někdy (u 42-72% pacientů) lze s úspěchem dosáhnout lepšího účinku či 

odstranění neţádoucích reakcí záměnou za jinou účinnou látku této skupiny. 

(Vaswani a kol., 2003)  

Z pohledu strukturního, lepší aktivitu na blokádu vychytávání 5-

hydroxytriptaminu vykazují terciární aminy, ale u blokády noradrenalinu je tomu 

právě naopak. Navíc všechny SSRI mají obvykle i antagonistické účinky k 

serotoninu, které se projevují jak v očekávaných, tak neočekávaných efektech na 

lidský organismus. (Vaswani a kol., 2003) 

 

Přes všechny výše uvedené výhody SSRI se i při jejich podávání setkáváme 

s některými neţádoucími účinky. Pramení většinou z aktivace různých podtypů 

postsynaptických 5-HT receptorů mozku, ale také gastrointestinálního traktu. 

(Lincová a Fargahali, 2002) 

 Stimulace 5-HT1A-receptorů bývá spojována s účinky antidepresivními, 

anxiolytickými a antipyretickými. 

 Stimulace 5-HT2-receptorů s účinky antidepresivními, anxiolytickými 

(zejména v počáteční fázi léčby), antipyretickými, antibulimickými, ale i 

s insomnií, sexuálními dysfunkcemi a halucinacemi. 

 Stimulace 5-HT3-receptorů je příčinou zvýšené motility trávícího ústrojí 

s bolestivými spasmy a průjmem, nauzeou a sníţením chuti k jídlu. 

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

Také lze dělit neţádoucí účinky dle frekvence výskytu, nejčastěji se vyskytují 

neurologické (22,4%), dále psychiatrické (19,4%) a gastrointestinální (18%) obtíţe. 
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Oproti tricyklickým antidepresivům jsou tyto léky prosty ţivot ohroţující 

kardiotoxicity, CNS toxicity nebo rizika náhlé smrti, coţ je jejich největší a nesporná 

výhoda. (Hiemke a Härtter, 2000) 

Rovněţ je vysledována významná variabilita frekvence a typu neţádoucích 

účinků u ţen a muţů, starších a mladších pacientů a také mezi jednotlivými SSRI. 

(Hiemke a Härtter, 2000)  

 

Nejzávaţnějším neţádoucím důsledkem vystupňovaného serotoninergního 

vlivu na postsynaptických receptorech můţe být tzv. serotoninový syndrom, který se 

však objevuje zejména při nevhodném kombinování SSRI např. s inhibitory 

monoamonoxidázy (Lincová a Fargahali, 2002) fenfluraminem či dexfenfluraminem. 

(Vaswani a kol., 2003) Symptomy jsou jak centrální (zmatenost, mánie, třes, svalové 

záškuby), tak projevující se na periferních orgánových systémech (abdominální 

křeče, meteorismus, průjem, pocení, atd.). (Lincová a Fargahali, 2002) Kombinace 

citalopramu nebo klomipraminu s moklobenidem se ukázala jako letální. Naopak 

syndrom nebyl popsán v případě pouţití fluvoxaminu s moklobenidem, úspěšně 

slouţícího k léčbě refrakterních depresí. (Baumann, 1996) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

Existuje tady také riziko z náhlého vysazení léku. Tělo je adaptováno na určité 

hladiny serotoninu a po prudkém poklesu těchto hladin v organismu mohou nastat 

problémy. Cholinergní systém, jehoţ aktivita byla potlačena, se hyperaktivuje a dále 

nastává relativní pokles serotoninu v synapsích. Vyšší riziko bylo zaznamenáno u 

paroxetinu a fluvoxaminu a naopak niţší u fluoxetinu, coţ souvisí s délkou 

biologického poločasu látek v těle. Syndrom z odnětí se projevuje GIT obtíţemi, 

celkově jakoby chřipkovým stavem, poruchami senzorickými a poruchami spánku, 

strachem, pláčem někdy dokonce podráţděností aţ agresivitou. Zajímavé je, ţe 

pacienti s panickými poruchami jsou k tomuto syndromu citlivější, proč, to se zatím 

neví. Předcházet se mu dá jen postupným sniţováním dávek při vysazování léčiva. 

(Vaswani a kol., 2003) 

Ve své práci Murphy a kol. (2003) zkoumali genetické markery pro toleranci 

antidepresiv a zjistili, ţe určité rozdíly na receptorech 5-HT2A mohou vést k predikci 

tolerance a intolerance ještě před pouţíváním paroxetinu. 
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3.4 Protimikrobní aktivita netradičních antibiotik 

3.4.1 Rezistence jako indukční faktor k hledání nových léčiv 
s protimikrobní aktivitou 

Důvodem k hledání protimikrobního účinku v této skupině léčiv, je stále 

zvyšující se výskyt rezistence mikroorganismů, tzn. schopnosti odolávat inhibičním 

koncentracím antimikrobních látek. V případě odolnosti vůči více antibiotikům (ATB) 

se můţe jednat buď o multirezistenci (ke 3 aţ 6 ATB) nebo polyrezistenci (k více jak 

7 ATB). (Buchta a kol., 1998) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

Rezistenci dále dělíme na: 

 Primární (přirozenou)–mikroorganismy nejsou působením daného 

antibiotika ovlivněny, nespadají tudíţ do spektra jeho účinku 

(způsobeno nepřístupností nebo absencí cílové struktury pro dané 

antibiotikum) např. β-laktámová ATB nepůsobí na houby, protoţe ty 

nemají ve své stěně peptidoglykan. 

 Sekundární (získanou)–tedy proces vzniku rezistentního kmene 

mikroba, který byl původně k danému antibiotiku citlivý. (Buchta a kol., 

1998) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Trvání rezistence můţe mít dlouhodobý, trvalý charakter (např. tetracykliny, 

chloramfenikol, sulfonamidy), u jiných mikrobů naopak jde o jev přechodný, tzn. 

relativně krátkodobý (tzv. Welsův fenomén). (Buchta a kol., 1998) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

Rezistence vzniká dvěma základními způsoby: 

 Fenotypickou adaptací-přechodné přizpůsobení mikroba změnám jeho 

vnitřního (metabolismu) nebo vnějšího prostředí (přítomnost antibiotika) 

 Změnou genetického vybavení mikroorganismu-a to buď přímo změnou 

genomu, tzv. chromozomální rezistence, nebo přenosem genetické 

informace (pomocí mimojaderné DNA-plasmidy nebo transpozony) a 

tedy i rezistence k ATB, tzv. extrachromozomální rezistence 
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U chromozomálně zaloţené rezistence se uplatňuje především mechanismus 

mutace, u plasmidového typu, jde o genetickou rekombinaci. (Buchta a kol., 1998) 

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

Existuje celá řada mechanismů navození rezistence k antibiotikům: 

 Nepropustnost (impermeabilita) ATB, které tím ztrácí přístup k cílové 

struktuře. 

 Alterace nebo náhrada cílové struktury 

 Inaktivace nebo modifikace ATB, nejčastěji enzymaticky (Buchta a kol., 

1998) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

Velice důleţitým mechanismem rezistence je systém efluxních pump. Jejich 

hlavním účelem je přenést léčivo ven z bakteriální buňky, dříve neţ zasáhne na 

svých farmakologických cílech. (Kaatz a kol., 2003) (Helena Marečková, diplomová 

práce, 2007) 

Bakteriální systém efluxních pump nepřímo přispívá k rozvoji dalších druhů 

rezistence, jelikoţ expozice bakterie subterapeutickým koncentracím léků vyvolává 

selekci a expresi vysokoúrovňových adaptačních mechanismů jako např. vznik 

mutací, coţ vede k přizpůsobení bakterie a k indukci obranných mechanismů jako 

jsou změna či náhrada cílové struktury.  

Konstitutivní exprese těchto pump u některých patogenů významně přispívá 

k jejich multirezistenci. Proto se intenzivně studují moţnosti inhibitorů pump, které by 

v kombinaci s ATB mohly obnovit antibiotickou účinnost a sníţit výskyt mutacemi 

způsobených rezistencí. (Wei a kol., 2004) (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 
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Mechanismy rezistence u houbových patogenů – zejména Candida spp. 

 Jako u bakteriálních mikroorganizmů i mykotické organismy mají různé 

mechanismy obrany proti antifungálním léčivům. Rezistence je velice komplexní, 

houbové organismy mohou vykazovat jeden nebo kombinaci rezistenčních 

mechanismů. 

 Hlavním mechanismem je změna v dráze biosyntézy ergosterolu, a to 

ovlivněním exprese genu ERG 11, který kóduje 14 α-demethylázu – 

cílové místo mnohých antimykotických léčiv 

 Můţe dojít také ke změně v tomto nebo dalších cílových enzymech 

způsobených mutací, které vedou ke sníţené afinitě léčiv např. 

flukonazolu 

 Sníţení intracelulární akumulace pomocí rychlého efluxu léčiva ven z 

buňky – mechanismus efluxních pump 

 Poslední, u bakterií velmi běţný mechanismus rezistence, inaktivace 

samotného léčiva, u kandid nebyl pozorován (Prasad a kol., 2006) 

 

Struktura a funkce efluxních proteinů 

 Efluxní pumpy u Candida spp. patří do 2 velkých rodin membránových 

přenašečů – ABC proteiny (ATP-binding cassette) a MFS drug eflux proteins (major 

facilitation superfamily). (Prasad a kol., 2006) 

 ABC proteiny – tvoří 2 transmebránové domény a 2 cytoplasmaticky 

lokalizované domény váţící nukleotidy. Transmembránová doména je 

dále tvořena 12-ti transmembránovými segmenty α-šroubovice, 

zatímco cytoplasmaticky lokalizované domény kromě α-helixu 

obsahují navíc β-plochy a jsou uspořádány do specifické konformace 

(tzv. Rossman-fold struktury) (viz. následující obrázek 1). Doména 

váţící nukleotidy obsahuje mnoţství sekvencí proteinů, ve kterých se 

vyskytují části aminokyselin. Ty se zdají být klíčové pro jejich 

funkčnost, zejména zbytky lysinu. Přenos u obou rodin efluxních 

pump vyţaduje energii. Zde je jejím zdrojem ATP (adenosintrifosfát) a 

o rozštěpení makroergní vazby se po navázání substrátu pro eflux (na 

transmembránové straně domény váţící substrát) postarají 

cytoplasmaticky umístěné domény váţící nukleotidy.                       
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Zde se právě ukazuje klíčová role zbytků aminokyselin v jejich 

sekvenci proteinů. Zbytky lysinu jsou schopny vázat β a γ-fosfáty 

ribonukleotidů. Mutace na těchto doménách, zejm. v oblasti s 

obsahem aminokyselin vede k významnému sníţení aktivity. Pouze 

náhrada lysinu cysteinem nemá vliv na funkci efluxní pumpy, naopak, 

tento rys je povaţován za unikátní znak (N-koncové domény váţící 

nukleotidy) u houbových typů ABC transportérů. Dále také protein 

podstupuje konformační změny (např. dimerizace) jako přípravu pro 

transport. Vlastní přenos je velice nespecifický, coţ je pro ABC 

transportéry charakteristické. Pomocí těchto proteinů můţe být 

přeneseno veliké mnoţství různých látek – azoly, lipidy (např. 

fosfolipidy), ale i steroidní sloučeniny (např. β-estradiol, kortikosteron). 

Navíc se jedná o multifunkční proteiny nepřenášející pouze léčiva, ale 

plnící v mykotickém organismu i fyziologické funkce (nutriční 

transportéry – důleţité při akumulaci cukrů, metabolitů, aminokyselin, 

vitamínů, organických i anorganických iontů). Pro Candidu albicans je 

hlavním transportérem tohoto typu Cdr 1p obsahující více neţ 60 

míst, které mohou být vhodným cílem mutací, takţe existuje celá řada 

jeho různých fenotypů. Velice blízký homolog Cdr 1p proteinu 

obsahuje Saccharomyces cerevisiae známý pod názvem Pdr 5p. 

(Prasad a kol., 2006) 

 MFS drug efflux proteins – je druhá hlavní skupina lékových 

transportérů u houbových organismů. Je sloţená ze dvou stejných 

strukturálních jednotek, tvořených 6-ti transmembránovými segmenty 

α-helixu spojených cytoplasmatickou kličkou. U MFS proteinů není 

struktura ještě tak dobře prozkoumána. Obsahují C-terminální oblasti 

důleţité pro rozpoznání substrátu a dále N-terminální oblasti nezbytné 

pro přenos protonu, který je zde zdrojem energie pro vlastní přenos 

látek ven z buňky. Na rozdíl od předchozí skupiny se zdá, ţe u těchto 

transportérů některé jejich podtypy jsou specifické pouze pro léčiva a 

neplní v organismu jiné funkce.  (Prasad a kol., 2006) 

 

 



 27 

 

Obrázek 1: Struktura ABC a MFS transportérů. (Prasad a kol., 2006) 

 

 Multiléková rezistence můţe být způsobena výše popsanými rodinami 

efluxních transportérů. Vědci zjistili, které geny kódují tyto pumpy – ABC zejména 

geny označené jako CDR 1 a CDR 2 a  MFS rodinu gen CaMDR1. Regulace těchto 

genů by mohla v budoucnosti být jedním z moţných mechanismů zásahu proti vzniku 

multirezistentních kmenů. Transkripční aktivace CDR 1 genu nebo CaMDR1 u 

Saccharomyces cerevisiae a Candida albicans při vzniku rezistence k azolovým 

preparátům je jiţ docela dobře známa, mechanismus účinku této aktivity, ale bohuţel 

ještě není dobře osvětlen.  

 Zásahy do regulace genů kódující efluxní transportéry by mohly být 

následující: mutace v oblasti promotoru příslušného genu, pozměnění regulace 

pomocí trans-regulačních faktorů, kontrolujících expresi genu a nebo molekulární 

změny při přepisování do m-RNA. Je zapotřebí dalších výzkumů pro přípravu 

modulátorů popř. inhibitorů těchto pump a také pochopení regulačních okruhů 

kontrolujících expresi efluxních pump a tím třeba i nalezení látek schopných tuto 

expresi blokovat.  (Prasad a kol., 2006)  
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3.4.2 Nalezení netradičních antibiotik 

Netradiční antibiotika byly roku 1990 Kristiansenem na International 

Symposium of Non-antibiotics konané se v Dánsku definovány jako „medicinální 

sloučeniny pouţívané k léčbě neinfekčních nemocí, které mají rovněţ protimikrobní 

aktivitu.“ Také zde bylo potlačeno původní heslo FDA – jeden lék pro jedno 

onemocnění a začalo se hledat alternativní vyuţití u stávajících léčiv. Naneštěstí a 

velmi paradoxně tato aktivita není moc podporována farmaceutickým průmyslem, 

jelikoţ u těchto nových indikací není prodlouţena patentová ochrana léku a není zde 

ţádný ekonomický profit, naopak alternativní léčba netradičními antibiotiky je velmi 

nákladná. (Amaral a kol., 2006) 

Antimikrobní aktivita syntetických sloučenin nepouţívaných jako 

chemoterapeutika (např. methylenová modř) je známa od dob Ehrlicha (1854-1915). 

(Kristiansen a Amaral, 1997) Roku 1886 tento vědec dokázal antiparazitární účinek 

neurotropních léčiv, zejména fenothiazinů. (Kristiansen a Hansen, 2000) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

V roce 1959 byla poprvé popsána antimikrobní aktivita u další psychotropní 

látky-chlorpromazinu. Od té doby se ukázalo, ţe mnoho léčiv primárně 

nepouţívaných k antimikrobní terapii má vliv na různé mikroorganismy a parazitární 

onemocnění. (Muñoz-Bellido a kol., 2000) (Kaatz a kol., 2003) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

Do rodiny netradičních antibiotik dále patří: jiná psychotropní léčiva -

thioxantiny, fenylpiperidiny; mukolytika; antihypertenziva-reserpin; blokátory 

kalciového kanálu-verapamil; inhibitory protonové pumpy-omeprazol; nesteroidní 

antiflogistika-diklofenak; cytostatika; atd. (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Synergismus je v praxi velice výhodný jev, nejde pouze o sumu účinků 

jednotlivých komponent kombinace. Není vyţadován, pokud obě sloţky účinkují 

v pouţívaných koncentracích. Ale pokud je jedna ze sloţek potencionálně toxická, 

můţeme sníţením koncentrací potřebných k její aktivitě umoţnit pouţívání tohoto 

léčiva v praxi. Naneštěstí většina in vitro nalezených synerních účinků léčiv jiţ nebyla 

potvrzena in vivo. Za speciální typ synergismu můţe být povaţován tzv. „zvrat 

rezistence“. Kombinací β-laktámových antibiotik, ke kterým jsou některé 

mikroorganismy primárně rezistentní, a fenothiazinů docílili vědci tohoto typu 
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synergismu. Např. methicilin rezistentní kmeny Staphylococcus aureus (MIC 

100mg/ml) se staly citlivými k methicilinu, pokud kultivační médium obsahovalo 

chlorpromazin (MIC 6,2µg/ml). Deriváty chlorpromazinu dokázaly sníţit MIC ještě 

více aţ na 1,6µg/ml. Stejný efekt vykazuje kombinace penicilinu s chlorpromazinem 

na penicilin rezistentní kmeny Corynebacterium. (Kristiansen a Amaral, 1997) 

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Zvýšení antibiotického účinku netradičními antibiotiky není závislé na existenci 

citlivosti vůči samotnému antibiotiku. Coţ dokazují případy uvedené výše. 

(Kristiansen a Amaral, 1997) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Mechanismus, kterým nastává synergismus mezi antibiotiky a netradičními 

antibiotiky není zatím přesně znám. (Kristiansen a Amaral, 1997) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

Kombinační antibiotická terapie začíná celosvětově selhávat, ale kombinace 

antibiotik s netradičními antibiotiky se zdá být velice slibná. Tyto látky často sdílejí 

fyzikálně chemické vlastnosti, částečně rovněţ katonické amfifilní vlastnosti, 

povrchové napětí a membránovou aktivitu. Navíc u některých látek můţe být důleţitá 

rovněţ stereochemie sloučenin, kdy jeden z enatiomerů, diastereoizomerů či 

polohových izomerů můţe být účinnější neţ druhý či jejich racemická směs (např. L-

thioridazin, E-klopentixol). (Kristiansen a kol., 2007)  

Velice nepříjemné a obtíţně léčitelné jsou intracelulární formy rezistentních 

mikrobů – MRSA (methicilin rezistentní Staphylococcus aureus) a MDRTB 

(multirezistentní Mycobacterium tuberculosis). Oba tyto kmeny mohou být zabity 

netradičními antibiotiky – fenothiazinem a thioridazinem v koncentracích, které jsou 

přítomné v plazmě pacientů léčených těmito látkami. Autoři práce ale 

nepředpokládají, ţe by se látky v praxi k této terapii vyuţívaly - pro jejich závaţné 

neţádoucí účinky (zejm. thioridazin – při jehoţ uţívání hrozí arytmie a riziko náhlého 

úmrtí, které je ještě zvýšeno u pacientů s onemocněním kardiovaskulárního 

systému), ale u ţivot ohroţujících stavů, pokud by nebyla po ruce jiná bezpečnější 

léčba, by se tyto látky daly vyuţít. (Amaral a kol., 2006)  

Bohuţel přesný mechanismus účinku těchto látek není plně prozkoumán. 

Předpokládá se, ţe stejně jako chlorpromazin působí na stabilizaci buněčné 

membrány neuronů (díky ovlivnění funkce draslíkových kanálů), mohou i ostatní 

psychotropní látky působit jako tzv. stabilizátoři buněčné membrány, a to i u bakterií. 
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Na tento mechanismus účinku poukazuje i verapamil, inhibitor vápníkových kanálů a 

dále i omeprazol – inhibitor protonové pumpy, který dokáţe ovlivnit buněčnou stěnu 

bakterie natolik, ţe se stává přístupnější k účinku antibiotika. (Této skutečnosti jiţ v 

praxi dlouhodobě vyuţíváno při léčbě ţaludečního a dvanácterníkového vředu 

způsobeným Helicobacterem pylori.) Dále také inhibice pasivního iontového efluxu 

můţe být jedním z mechanismů účinku (např. barbituráty, celková anestetika a 

chlorochin). (Amaral a kol., 2006) 

Některé látky (jako např. fenothiaziny) mohou dále aktivitu antibiotika zvýšit 

pomocí tzv. komicelizace, díky níţ se těţko rozpustné antibiotikum, antimykotikum či 

protinádorové léčivo stává pro tělo dostupnější. Velice důleţité je si uvědomit, ţe 

látky ovlivňující účinek antibiotik nemusí mít vlastní protimikrobní aktivitu (např. 

verapamil, nizatidin, atd.) (Kristiansen a kol., 2007) 

Bude tedy zapotřebí dále bádat a identifikovat detailně vlastnosti a účinky 

jednotlivých látek, navrhnout do uţívání netradiční antibiotika, která by se mohla 

vyuţít u specifických infekcí v těch částech těla, kde se tyto látky jsou schopny 

kumulovat a dosáhnout dostatečných hladin k modifikaci, podpoře účinku antibiotika 

či zvratu rezistence k dané látce. Zároveň je ale třeba prozkoumat neţádoucí účinky 

daného dávkování a také ty, které se mohou objevit aţ v kombinaci s antibiotickou 

léčbou. (Kristiansen a kol., 2007) 

Jednu z nejvyšších protimikrobních účinností nalezli vědci u skupiny léčiv, 

která se antimikrobním účinek neprokazovala nikdy před tím, a to u tzv. 3.generace 

antidepresiv - selektivních inhibitorů zpětného vychytávání serotoninu (SSRI), 

jmenovitě u paroxetinu, fluoxetinu a sertralinu (Muñoz-Bellido a kol., 2000) a dalších. 

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 
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3.5 SSRI jako netradiční antibiotika 

Tato jejich schopnost se můţe projevit různými způsoby: 

 Změnou antimikrobní aktivity antibiotik, antimykotik a jiných 

chemoterapeutik 

 Stimulací imunitního systému a zvýšení obranyschopnosti 

makroorganismu.  

 Ovlivněním fyziologie a patogenity mikroorganismů  

 Nebo dokonce přímou protimikrobní účinností. (Muñoz-Bellido a kol., 

2000) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 
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3.5.1 Změna antimikrobní aktivity antibiotik, antimykotik a jiných 
chemoterapeutik pomocí SSRI 

Předpokládá se, ţe stejně jako u lidských buněk inhibují SSRI některé pumpy, 

mohou stejně účinkovat na efluxní pumpy mikrobů. Důleţitost tomuto zjištění vyneslo 

aţ poznání, ţe jde o velice důleţitý mechanismus rezistence, zodpovědný za selhání 

terapie u mnoha mikrobů. Zmiňovanou aktivitou se rovněţ vysvětluje synergní efekt 

s některými ATB (tetracykliny a fluorochinolony), projevující se sníţením minimálních 

inhibičních koncentrací (MIC) protimikrobních látek,  např. pro Corynebacterium 

urealyticum. (Muñoz-Bellido a kol., 2000) (Heller a kol., 2004) Sníţením MIC (okolo 

50%) u chinolon-rezistentních kmenů můţe dojít k tzv. zvratu rezistence, kdy kmeny 

původně rezistentní se stanou kmeny citlivými. (Heller a kol., 2004) (Muñoz-Bellido a 

kol., 2000) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Léčiva, zejména sertralin, jsou tedy schopna zvyšovat účinnost některých 

antibiotik. (Muñoz-Bellido a kol., 2000) Na druhou stranu ale neovlivňují aktivitu 

všech ATB, např. účinky β-laktámových ATB (ani v kombinaci s inhibitory β-

laktamáz), gentamicinu, kombinace trimethoprimu se sulfamethoxazolem a další 

zůstávají beze změny. (Muñoz-Bellido a kol., 1996) (Helena Marečková, diplomová 

práce, 2007) 

Heller a kol. (2004) zkoumali vliv serotoninu a sertralinu v kombinaci 

s antimykotiky pro kmeny Aspergillus spp. Kombinace 5-HT a amfotericinu B 

vykázala 100% synergní účinek. 

SSRI mají také schopnost ovlivňovat normální fyziologii některých 

mikroorganismů. Bohuţel ani zde není přesně znám mechanismus působení. 

(Muñoz-Bellido a kol., 2000) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Hlavní faktory zhoršující moţnost jejich vyuţití jsou nízké dosaţitelné sérové 

koncentrace – maximálně kolem 1µg/ml a jejich vliv na CNS. Tyto koncentrace sice 

dostačují pro synergní efekt s některými antibiotiky a k ovlivnění metabolismu, ale 

skoro vţdy jsou niţší neţ ty, nutné k inhibici právě nejcitlivějších kmenů. (Muñoz-

Bellido a kol., 2000) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Z výše deklarovaného vyplývá, ţe i kdyţ SSRI asi nenaleznou vyuţití jako 

samostatná netradiční antibiotika, mohlo by se ale uvaţovat o jejich kombinaci 

s chemoterapeutiky, výhodné po stránce zlepšení nebo umoţnění jejich účinku. 

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 
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3.5.2 Imunomodulační a protivirový účinek SSRI 

Eikosanoidy - metabolické produkty kyseliny arachidonové zahrnují: 

 Prostaglandiny (PG) 

 Leukotrieny (LT) 

 Prostacyklin (PG I2) 

 Tromboxan B2 (TXB2) 

 Lipoxiny (hydroxy-mastné kyseliny) 

Eikosanoidy samoregulují kaţdou buňku včetně těch podporujících imunitní 

funkce a náladu. (Lieb, 2004) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Za syntézu prostaglandinů je zodpovědný enzym zvaný cyklooxygenáza. Mají 

různé funkce v humorální i buněčné imunitě zahrnující modulaci aktivity NK buněk 

(natural killer), přenos signálu aktivující T-lymfocyty, indukce dendritických buněk, 

kontrola supresorových buněk, aktivace B lymfocytů a úprava makrofág-

T lymfocytové interakce a podílí se na řízení osy hypothalamus - hypofýza - 

nadledviny. (Lieb, 2004) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

PG tedy regulují imunitní děje, zánětlivé procesy, ale i náladu a emoce. Při 

depresi jsou hladiny některých z nich zvýšeny nebo sníţeny. PGE1, jeho mnoţství je 

u pacientů s depresí sníţeno, naopak u manických poruch zvýšeno. PGE2 a TXB2, 

jejich hladiny jsou zvýšeny u depresivních pacientů. Nadměrná syntéza a nadbytek 

PG zřejmě negativně působí na činnost CNS. (Lieb, 2004) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

Proto antidepresivní (a částečně i antimikrobní) účinek SSRI (zejm. fluoxetinu) 

můţe být podpořen jejich antiprostaglandinovou aktivitou. Právě fluoxetin inhibuje 

syntézu 2 sérií prostaglandinů. (Lieb, 2004) (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 

Bakterie, houby a paraziti syntetizují eikosanoidy a mají schopnost indukovat 

jejich syntézu v hostitelské buňce. Prostaglandiny regulují fyziologii, imunitu, 

reprodukci a toxicitu mikroorganismů, ale také rezistenci hostitele. Např. u PG 

obsaţených v parazitárním metabolismu a fyziologii (u protozoí), jejich uvolnění hraje 

důleţitou roli v penetraci, imunosupresi, zánětu a ovlivnění hemostázy hostitele. 

(Lieb, 2004) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 
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Dále byl zkoumán vztah mezi PG a HIV viry. HIV virus je schopen konvertovat 

arachidonovou kyselinu na PGE2. Pacienti s AIDS demencí, která se u nich často 

stává hlavním problémem, mají významně zvýšenou hladinu tohoto PG 

v mozkomíšním moku. PGE2 navozuje aktivaci virové DNA v T-lymfocytech a můţe 

být částečně zodpovědný za imunosupresi, která je hlavním znakem onemocnění 

AIDS. (Lieb, 2004) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Fenylpiperidinové deriváty SSRI odvozené od paroxetinu a femoxetinu, jejich 

předlohové látky, enantiomery a citalopram byly testovány jako inhibitory HIV 

replikace. Femoxetin a příslušný enantiomer vykazovaly malou anti-HIV aktivitu 

při koncentraci 4µg/ml. Většina jejich analogů, včetně paroxetinu, účinkovala 

přibliţně stejně při podobných koncentracích. Toxické účinky léčiv byly pozorovány 

při koncentracích vyšších neţ 20µg/ml. Další testovaná látka z rodiny SSRI, 

citalopram, byla neaktivní. (Kristiansen a Hansen, 2000) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

Výzkumy ukazují, ţe mikroorganismy s vysokou afinitou k nervovému systému 

jsou velmi citlivé k neurotropním léčivům. Viry, zejm. ty napadající mozek a periferní 

nervový systém (např. virus planých neštovic, chřipky, zarděnek a herpetické viry) 

bývají citlivější vůči tomuto typu léčiv a jejich stereoizomerů. (Kristiansen a Hansen, 

2000) Antidepresiva na druhou stranu jsou svou schopností ovlivňovat hladiny PG 

paradoxně schopna aktivovat spící viry. (Lieb, 2004) (Helena Marečková, diplomová 

práce, 2007) 

Dále ve své práci Lass-Flörl a kol. (2001b) zkoumali vliv SSRI na obranu 

makroorganismu při infekci kmeny Candida spp. Samozřejmě vrozená, humorální a 

buňkami zprostředkovaná imunita je zapojena do této obrany. Ačkoliv příspěvek 

kaţdé z nich má svou důleţitost, u systémových kandidóz nese převaţující podíl 

vrozená imunita zprostředkovaná polymorfonukleáry - neutrofily a makrofágy. (Lass-

Flörl a kol., 2003a) Sertralin indukuje tzv. oxidativní vzplanutí monocytů odvozených 

od makrofágů vystavených tomuto léčivu, takţe působí přímo na mykotické 

organismy, ale i nepřímo, právě pomocí zvýšení imunitních reakcí. (Lass-Flörl a kol., 

2001b) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Současné poznatky naznačují, ţe antimikrobiální účinek SSRI, lze rozdělit do 

několika úrovní, které spolu úzce souvisí. Antidepresiva působí přímo na mikroby a 
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dále ovlivňují fyziologické pochody, jimiţ se organismus sám brání proti infekci. 

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 
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3.5.3 Přímý antibakteriální účinek SSRI a ovlivnění fyziologie a 
patogenity mikroorganismů 

Mnoho studií se zabývalo jejich účinkem samostatně nebo v kombinaci proti 

různým bakteriálním kmenům, zejm. těm multi- nebo poly-rezistentním. SSRI 

vykazují aktivitu hlavně vůči Gram pozitivním bakteriím. Excelentně účinné jsou na 

rody Staphylococcus a Enterococcus, ačkoli nemají ţádný vliv na kmeny 

streptokoků, obvykle vnímavých k antibiotické léčbě - Streptococcus pneumoniae, S. 

pyogenes a S. agalactiae. Vůči penicilin citlivým i rezistentním pneumokokům nesou 

nízkou aktivitu. (Muñoz-Bellido a kol., 2000) (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 

Rovněţ inaktivní jsou proti enterobakteriím s výjimkou rodu Citrobacter a 

Pseudomonas aeruginosa. Překvapivě účinkují na rody Haemophillus influenzae, 

Morganella catarrhalis, Camphylobacter jejuni a dokonce na některé tak problémové 

kmeny jako je Acinetobacter. (Muñoz-Bellido a kol., 2000) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

Z anaerobních kmenů je citlivý Bacteroides fragilis. (Muñoz-Bellido a kol., 

2000) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Jejich aktivita není závislá na vnímavosti nebo multirezistenci exponovaných 

kmenů vůči jednotlivým antibiotikům. Např. účinnost vůči koaguláza pozitivním nebo 

negativním stafylokokům nekoresponduje s jejich citlivostí k methicilinu. Zjistilo se, ţe 

v kombinaci s některými antibiotiky působí i na rezistentní mikroorganismy včetně 

Corynebacterium urealyticum - původce močových infekcí a cystitid. (Muñoz-Bellido 

a kol., 2000) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

Corynebacterium urealyticum 

Obvykle bakterie rezistentní k mnoha antibiotikům. Často k většině běţně 

uţívaných ATB, kromě glykopeptidů, které mají významné vedlejší účinky. Specifický 

mechanismus rezistence není znám, ale předpokládá se, ţe je zprostředkován 

systémem efluxních pump. (Muñoz-Bellido a kol., 1996) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

Ve studii Muñoz-Bellido a kol., (1996) sledovali aktivitu antibiotik a 

netradičních antibiotik SSRI (sertralinu, paroxetinu a fluoxetinu), chlorpromazinu a 

risperidonu, popř. jejich kombinace, proti 31 kmenům Corynebacterium urealyticum. 
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Pouze vankomycin a teikoplanin z 11 testovaných ATB účinkovali na všechny 

kmeny. Naopak k amoxycilinu vykazovaly rezistenci všechny kmeny a z 90% také 

k cefotaximu a gentamicinu. Fluorované chinolony účinkovaly proti 19,4-32,3% a 

tetracykliny proti 38,7% kmenů. (Muñoz-Bellido a kol., 1996) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

Všechna psychotropní léčiva byla aktivní proti C. urealyticum. Nejvíce 

sertralin, jehoţ MIC byla dokonce niţší neţ MIC pro testovaná ATB s výjimkou 

glykopeptidů. Aktivita fluoxetinu, chlorpromazinu a paroxetinu je srovnatelná s 

tetracykliny, někdy i mírně lepší. (Muñoz-Bellido a kol., 1996) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

Sertralin v ţádné koncentraci neovlivňoval aktivitu amoxycilinu, amoxycilinu 

potencovaného klavulánovou kyselinou, cefotaximu, gentamicinu ani kombinaci 

trimethoprimu se sulfamethoxazolem. Při koncentraci 1/2 aţ 1/16 MIC zvyšoval 

aktivitu tetracyklinu proti všem kmenům v průměru 4-krát (v rozmezí 2-32krát). 

Kombinací s ciprofloxacinem zvýšil jeho účinnost opět v průměru 4-krát (v rozmezí 4-

64krát ). (Muñoz-Bellido a kol., 1996) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007)  

V kombinaci testovaných ATB a SSRI nebyl pozorován antagonismus 

v ţádném z případů. (Muñoz-Bellido a kol., 1996) (Helena Marečková, diplomová 

práce, 2007) 

 

Staphylococcus aureus a jeho systém efluxních pump 

Obecně rychle vyvíjející se rezistence na β-laktámová antibiotika a 

glykopeptidy se stává velkým problémem při terapii stafylokokových infekcí. Příčinou 

je systém efluxních pump. (Hendricks a kol., 2003) Velice těţko zasaţitelné a 

problémově léčitelné jsou také intracelulární infekce MRSA (methicilin rezistentní 

Staphylococcus aureus). (Amaral a kol., 2006) 

Kaatz a kol. (2003) ve své práci sledovali in vitro ovlivnění dvou typů 

membránových efluxních pump, NorA a non-NorA, u Staphylococcus aureus 

fenylpiperidinovými SSRI (P-SSRI) - paroxetinem a femoxetinem a jejich 

stereoizomery. (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

NorA protein přenáší hydrofilní fluorchinolony, monokationická barviva a 

dezinfekční prostředky ven z mikrobiální buňky a je odpovědný za výskyt zhruba 

10% methicilin rezistentních kmenů S. aureus. Dalšími substráty pro eflux mohou být 
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i tetracykliny a makrolidy. (Kaatz a kol., 2003) (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 

Většina efluxních pump pro léčiva u Gram pozitivních bakterií má strukturu 

polypeptidů nebo proteinů ukotvených v bakteriální membráně a vyuţívají jako zdroj 

energie přenos protonu. Patří do rodiny MFS proteinů (major facilitation superfamily) 

a mohou přenášet pouze jednu skupinu (např. TetK u Staphylococcus aureus) nebo 

více skupin léčiv (tzv. rodina MDR pump - NorA S.aureus, Bmr Bacillus subtilis). 

(Kaatz a kol., 2003) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Inhibitory NorA proteinů zahrnují mnoţství přírodních i syntetických sloučenin. 

Jako příklady mohou slouţit - reserpin, omeprazol a verapamil, ale koncentrace 

potřebné k inhibici jsou moc vysoké, neţ aby byly klinicky vyuţitelné. Navíc samy 

nejsou antibakteriálně aktivní. (Wei a kol., 2004) (Helena Marečková, diplomová 

práce, 2007) 

P-SSRI inhibují funkci dvou jedinečných „mutli drug rezistance“ (MDR) 

efluxních pump kmene Staphylococcus aureus a mohou tak znovuobnovit účinnost 

antimikrobních látek, které jsou substráty pro tyto proteiny. (Kaatz a kol., 2003) 

Wei a kol. (2004) si připravili řadu strukturních derivátů odvozených od 

základních fenylpiperidinových sloučenin, aby dokázali vliv strukturních prvků a 

substituentů na schopnost inhibice efluxních pump. Aktivitu jednotlivých sloučenin 

testovali na dvou kmenech Staphylococcus aureus: SA 1199B s norA proteinem a 

kmenu SA K2068 s non-NorA fenotypem. Jako substrát efluxu pro obě pumpy v 

experimentu slouţil ethidium bromid. Výsledky vyjadřovali v koncentraci potřebné 

k 50% inhibici těchto efluxních pump. (Wei a kol., 2004) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

Strukturální rozdíly mezi paroxetinem a femoxetinem zodpovídají za nestejnou 

inhibici výše zmiňovaných pump. Tato aktivita nevykazuje stereochemickou specifitu, 

oba izomery (jak paroxetinu, tak femoxetinu) působily skoro stejně. Paroxetin se 

ukázal jako účinnější (2-10krát niţší koncentrace potřebná pro 50% inhibici obou 

typů efluxních pump neţ pro femoxetin). (Wei a kol., 2004) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 
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Derivát paroxetinu s odstraněným atomem fluoru inhiboval eflux ethidium 

bromidu skoro stejně jako samotný paroxetin. Fluoridový atom navázaný na aryl tedy 

není zodpovědný za rozdílnou inhibiční aktivitu paroxetinu a femoxetinu. Za tyto 

rozdíly zodpovídá N-substituce piperidinového cyklu a schopnost nést kladný náboj. 

N-acetylované i N-methylované deriváty paroxetinu, které nemohou nést po delší 

dobu kladný náboj, mají aktivitu přibliţně shodnou s femoxetinem, zejm. pro kmen 

SA 1199B. Zdá se být pravděpodobné, ţe nesubstituovaná N-H skupina paroxetinu 

bude důvodem jejich rozdílné aktivity. Můţe totiţ tvořit vodíkový můstek, který asi 

sehrává nějakou roli v účinku, nebo je N-substituce méně stericky výhodná. Obdobné 

výsledky pozorovány i u kmene SA K2068. (Wei a kol., 2004) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

Rozdílné substituenty na fenyletherové části molekuly hrají důleţitou roli 

v inhibici efluxních pump pouze pro kmen s non-NorA fenotypem, ale ne pro kmen s 

NorA proteinem. (Wei a kol., 2004) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Zvýšení protimikrobní aktivity se zdá být výsledkem inhibice efluxní pumpy, 

jelikoţ vlastní antistafylokoková aktivita fenylpiperidinových derivátů SSRI je nízká. 

(Wei a kol., 2004) Pozorování této schopnosti nastává v koncentraci mnohem niţší, 

neţ je ta, potřebná k antimikrobnímu působení, a proto se usuzuje, ţe jde o 

nezávislé procesy. (Kaatz a kol., 2003) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Identifikace a vývoj bezpečných a účinných inhibitorů bakteriálních efluxních 

pump je do budoucna nezbytný. (Kaatz a kol., 2003) (Wei a kol., 2004) Bude třeba 

pokračovat ve zkoumání vztahu strukturních změn a aktivity. Nalezené výsledky by 

mohly vést k přípravě účinnějších inhibitorů efluxních pump se sníţenou CNS 

aktivitou a látek vyuţitelných v praxi. (Wei a kol., 2004) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 
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Brucella spp. 

Brucelóza, intracelulární infekce, je jedním ze zdravotních problémů zejména 

v určitých oblastech (např. pro Středomořské státy). Ve své práci Muñoz-Bellido a 

kol., 1996 srovnávali účinek nesteroidních antiflogistik, psychotropních léčiv (mezi 

nimi i sertralinu) s aktivitou antibiotik streptomycinu, tetracyklinu a rifampicinu proti 62 

kmenům Brucella spp. in vitro. 

Sertralin vykazoval nejvyšší aktivitu z testovaných netradičních antibiotik. 

Rozmezí MIC stanoveno mezi 8-16µg/ml. (Citlivost kmenů k ATB vyjádřeno jako 

rozmezí MIC-streptomycin 0,2-4µg/ml, tetracyklin 0,06-0,2µg/ml, rifampicin 0,1-

2µg/ml) 

Koncentrace sertralinu v cerebrospinální tekutině se blíţí MIC pro kmeny 

Brucella spp. a mohl by být vyuţitelný k léčbě málo častých, ale velice závaţných 

neurologických komplikací brucelózy. (Muñoz-Criado a kol., 1996) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

Enterobakterie-Proteus spp. 

Proteus spp. (P. mirabilis, P. vulgaris) a příbuzné druhy (Morganella, 

Providencia) jsou charakterizovány jako Gram negativní oportunní tyčky. Původce 

litiázy spojené s infekcí močových cest lze jednoduše rozeznat díky plazivému růstu 

v neselektivním médiu (jako je krevní agar). Jejich skupinový pohyb (přítomnost 

„bičíků“) je spojen s patogenními moţnostmi bakterie. Vzestupná urinární infekce 

spojená s litiázou bývá častěji pozorována u kmenů s tímto fenoménem, také větší 

invazivita k epitelu močových cest a dále ureázová aktivita. (Muñoz-Criado a kol., 

1998) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Sertralin vykazoval malé inhibiční působení na růst bakterií (MIC v rozmezí 

64-512µg/ml), ale z testovaných sloučenin projevoval nejvyšší aktivitu proti 

skupinovému pohybu uţ při koncentraci 32µg/ml (pro všechny kmeny).  

Velice zajímavé zjištění bylo, ţe pro všechny kmeny koncentrace potřebná 

k inhibici skupinového pohybu byla stejná, nezávislá na jednotlivých MIC. (Muñoz-

Criado a kol., 1998) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 
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3.5.4 SSRI a Plasmodium falciparum 

V průběhu jednoho roku se 300 miliónů lidí nakazí malárií, okolo 2 miliónů na 

toto onemocnění ročně umírá. Rezistence plasmodií na nejběţněji uţívané 

antimalarikum chlorochin je popisována ve většině oblastí s výskytem nákazy. 

Mechanismus této rezistence je stále neznámý.  (Taylor a kol., 2000) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

Bohuţel také přibývá kmenů rezistentních k dalšímu důleţitému léčivu – 

meflochinu, a co je velice alarmující, v posledních letech se vyskytly i multirezistentní 

formy plasmodií ke chlorochinu i meflochinu. (Khairul a kol., 2006) 

Zprávy o schopnosti některých látek zvrátit rezistenci plasmodií in vitro byly 

zveřejňovány od roku 1987, kdy bylo objeveno první léčivo s touto potencí- 

verapamil. Chlorochinová rezistence je charakterizována sníţením kumulace léčiva 

v buňce protozoí a zvýšením 50% maximální inhibiční koncentrace (IC50) 

chlorochinu. (Taylor a kol., 2000) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Příklady dalších látek oslabujících rezistenci plasmodií jsou: blokátory 

kalciových kanálů – výše zmíněný verapamil, nitrendipin; antidepresiva (tricyklická a 

nově i SSRI); antihistaminika a antipsychotika. Některé z nich nesou malou 

vzájemnou strukturální podobnost a také se zdá, ţe zvyšují prostupnost chlorochinu 

do rezistentních parazitů, ale ţádná z nich nemá vlastní antimalarický účinek. (Taylor 

a kol., 2000) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Antidepresiva (včetně SSRI- zde zkoumán vliv fluoxetinu) působí díky své 

schopnosti zvyšovat koncentrace různých neurotransmiterů v synaptické štěrbině, 

zprostředkované díky ABC (ATP-binding cassette) transportního proteinu na 

membránách synaptických buněk (u SSRI – SERT). Transportní protein, který se 

nacházejí v buněčné membráně plasmodií, patří také do skupiny ABC proteinů (P-

glykoprotein- označený Pgh1). (Taylor a kol., 2000) (Helena Marečková, diplomová 

práce, 2007) U plasmodií působí tento protein jako efluxní pumpa, schopná 

významně sníţit koncentraci léčiva v potravní vakuole plasmodia. (Khairul a kol., 

2006) 

Testovala se různá antidepresiva s inhibicí zpětného vychytávání různých 

neurotransmiterů (amitriptilin-pro noradrenalin (NA) a 5-HT; oxaprotilin-

mnohonásobně selektivnější k NA; citalopram-5-HT; nomifensin-dopamin). Poslední 
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testovanou látkou byl verapamil (blokátor kalciového kanálu), jehoţ farmakologický 

cíl je odlišný oproti antidepresivům. Cílem této studie bylo stanovit, zda specifita 

jednotlivých antidepresiv pro neurotransmitery je spojena s jejich schopností 

zvyšovat akumulaci a citlivost plasmodií k chlorochinu. (Taylor a kol., 2000)  

 Taylor a kol. (2000) testovali výše jmenované látky na dvou kmenech P. 

falciparum – citlivém kmeni D10 a chlorochin-rezistentním kmeni RSA11. Sledovali 

vliv podání léčiv na kumulaci chlorochinu v buňkách plasmodií a také schopnost látek 

sniţovat rezistenci vůči chlorochinu – hodnotu IC50. Všechna léčiva zvyšovala 

v průměru asi 4,2 - 4,5krát kumulaci chlorochinu u kmene RSA11 oproti kontrole 

pouze s chlorochinem. Všechna antidepresiva prokázala schopnost zvrátit rezistenci 

kmene P. falciparum RSA11. Jak se předpokládalo, ţádný účinek tohoto typu (zvrat 

rezistence ani ovlivnění akumulace) nebyl prokázán u citlivého kmene D10. Pro 

rezistentní kmen RSA11 posun IC50 byl nejpatrnější v případě citalopramu. Původní 

hodnoty IC50 pro samotný chlorochin se pohybovaly kolem 360,7 nM, po přidání 

citlopramu se sníţily na 11,29 nM (pro vyšší koncentraci citalopramu) a 17,3 nM (pro 

niţší koncentraci antidepresiva).Zdá se, ţe některé strukturální aspekty mohou hrát 

důleţitou roli při zvratu rezistence. Např. přítomnost planárního (benzenového) 

seskupení, sekundární nebo terciární dusík a kationický náboj. Také lipofilita se zdá 

být důleţitá. (Taylor a kol., 2000) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Autoři předpokládají, ţe vlastnosti, díky kterým SSRI působí zvrat 

chlorochinové rezistence, přímo nesouvisí se s jejich schopností inhibovat zpětné 

vychytávání, zejm. s jejich selektivitou. (Taylor a kol., 2000) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) Navíc další tým autorů (Khairul a kol., 2006) stanovil, ţe 

fluoxetin má dokonce ještě lepší účinek na zvrat rezistence k meflochinu. 

Vědci potvrdili in vitro roli SSRI ve zvýšení akumulace chlorochinu (Taylor a 

kol., 2000) popř. meflochinu (Taylor a kol., 2000) a přeměně rezistentního plasmodia 

na citlivé. Proto je důleţité potvrdit výsledky testy in vivo a stanovit vyuţitelnost pro 

budoucí pouţití. Naneštěstí v mnoha případech jiných netradičních antibiotik se 

prokázalo, ţe tyto poznatky vyuţít nelze, jelikoţ dávkování by bylo pro pacienty 

toxické nebo se původně deklarovaný účinek in vitro, in vivo nepotvrdil (např. 

desipramin). (Taylor a kol., 2000) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) Ale 

dle novějších studií se ukazuje, ţe by SSRI mohly být vyuţitelné jako senzitizéry a 

potenciátoři v účinku meflochinu nebo chlorochinu. (Khairul a kol., 2006) 
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Přímý antifungální účinek SSRI a ovlivnění fyziologie a patogenity 
mykotických organismů 

Antidepresiva třetí generace účinkují proti kvasinkám i aspergilům - na konidie 

i hyfy. (Lass-Flörl a kol., 2003a) Jak rod Aspergillus (Hyphomycetes) tak rod Candida 

(Blastomycetes) patří mezi Fungi Imperfecti (Deuteromycetes). (Buchta a kol., 1998) 

Výše zmíněné mykotické organismy způsobují u imunoalterovaných jedinců 

sekundární (oportunní) mykózy. Pro zdravého, imunokompetentního jedince, 

nepředstavují oportunní houby reálné nebezpečí. Nejčastěji se s nimi setkáváme 

jako s nozokomiálními nákazami (hospitalismy), které jsou obtíţně 

diagnostikovatelné, nezřídka vyţadují empirickou antimykotickou terapii a vyznačují 

se vysokou úmrtností. V našich podmínkách mohou být vyvolávány nejen kandidami 

a aspergily, ale i kryptokoky a zygomycetami. (Buchta a kol., 1998) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

Rod Candida   

Původci onemocnění kandidózy (kandidiázy) jsou kvasinky rodu Candida, 

nejčastěji (50-90% všech kandidóz) C. albicans, dále tzv. non-albicans druhy: C. 

tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei. (Buchta a kol., 1998) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

C.albicans a v menší míře i většina non-albicans kmenů je součástí přirozené 

mikroflóry člověka, a proto i většina kandidových onemocnění je endogenního 

původu, i kdyţ můţe nastat i interhumánní přenos kontaktem. (Buchta a kol., 1998) 

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

U predisponovaných a rizikových skupin pacientů (dlouhodobá léčba 

širokospektrými antibakteriálními antibiotiky, glukokortikoidy, pacienti s krevními 

malignitami - leukémie, lymfomy; imunosupresivní terapie, chemoterapie, diabetes 

mellitus, imunodeficience, věk - novorozenci, staří lidé; intravaskulární nebo močová 

katetrizace, celková parenterální výţiva, popáleniny, injekční aplikace drog, 

endokrinopatie, bakteriální sepse atd.) se můţe kandidóza projevit jako nespecifické 

onemocnění, často s velice pestrým klinickým obrazem. (Buchta a kol., 1998) (Hartl a 

kol., 2006) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Převládají slizniční formy infekcí - orofaryngeální (sór) a vulvovaginální. 

Dalšími projevy mohou být onychomykóza, keratitida, chronická mukokutánní 
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kandidóza (hlavně u defektů T-buněčné imunity a endokrinopatií), endokarditis, 

meningitis, osteomyelitis, kandidémie, kandidurie a sepse. (Buchta a kol., 1998) 

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

Terapie závisí na klinické formě infekce a stavu imunity hostitele:  

 Lékem volby je u většiny forem flukonazol.  

 U koţních a slizničních projevů se osvědčují i další, většinou topické 

preparáty: imidazolové deriváty (klotrimazol, mikonazol, ekonazol, 

ketokonazol aj.) a nystatin. 

 U systémových onemocnění, hlavně u imunoaterovaných pacientů má 

přednost razantní léčba systémovými antimykotiky: lékem první volby 

zůstává flukonazol, alternativou, zvláště při léčbě infekcí způsobených 

některými rezistentními kmeny kandid (C. krusei, C. glabrata) je amfotericin 

B (samostatně nebo v kombinaci s flucytosinem) nebo itrakonazol. (Buchta 

a kol., 1998) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

V posledních letech se právě díky sníţené imunitě hostitele zvyšuje invazivita 

a mortalita houbových infekcí. Jedná se zjm. o pacienty s orgánovými 

transplantacemi nebo s transplantací kostní dřeně. Tato onemocnění jsou primárně 

způsobena kmeny Candida a Aspergillus spp. Tato zjištění vedla v posledních letech 

k ještě intenzivnějšímu hledání nových účinných léčiv, které by byly schopny 

mykotické infekce plně zvládnout. Takto bylo nalezeno několik nových látek: 

echinokandiny-kaspofungin, anidulafungin a micafungin, nové triazoly-posakonazol a 

ravukonazol. Velká studie 6970 klinických izolátů rodu Candida dokázala, ţe 

ravukonazol a vorikonazol jsou in vitro více účinné neţ amfotericin B, flucytosin, 

itrakonazol nebo flukonazol. (Sutton, 2002) 
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Působení SSRI na rod Candida   

Jeden z největších problémů u infekcí způsobených kmeny Candida je nárůst 

rezistence k antimykotickým lékům, zejm. u pacientů chronicky vystaveným 

protihoubové terapii (pacienti s HIV infekcí). Proto je nezbytné objevovat nová léčiva 

s potenciálem pomoci v terapii mykóz. (Silvestri a kol., 2004) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

Schopnost Candidy albicans procházet morfologickými změnami je velice 

důleţitý virulentní faktor. Hyfy zvyšují přilnavost k epitelovým buňkám a napadání 

tkání s vyšší schopností uvolňovat proteolytické enzymy. (Lass-Flörl a kol., 2003a) 

Výrazné rozdíly v nárůstu hyf byly pozorovány na kandidách po expozici SSRI 

(sertralinu - koncentrace mezi 0,35-0,75µg/ml, tedy velmi blízké koncentracím 

dosaţitelným v tkáních in vivo), a to jak u C. albicans, tak u non-albicans kmenů. 

(Lass-Flörl a kol., 2003a) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Jejich schopnost inhibice růstu hyfových vláken je pravděpodobně 

zodpovědná za zlepšení u pacientek s  vulvovaginální kandidózou, u kterých se tato 

léčiva začala široce uplatňovat. Vulvovaginální kandidóza je slizniční infekce 

způsobená kmeny Candida albicans u 85-90% z celkového počtu nemocných a 

Candida glabrata a tropicalis ve zbylých 10-15% případů. (Lass-Flörl a kol., 2001a) 

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Pouţitá antimykotická terapie, a to jak lokální tak systémová, při dlouhodobém 

podávání slábne ve svém účinku. Pokud byla léčba doplněna o SSRI (např. p.o. 

sertralin, 50mg denně po dobu 5-8 menstruačních cyklů), pacientky neměly opakující 

se epizody vulvovaginální kandidózy a byly úplně bez klinických příznaků. Aţ po 

ukončení podávání antidepresiv nastal relaps. (Lass-Flörl a kol., 2001a) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

Proto Lass-Flörl a kol. (2001a) testovali časově a dávkově závislý účinek 

sertralinu na růst různých kmenů Candida (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis) 

pomocí mikrodiluční metody, směsi pak inkubovali při teplotě 35°C a výsledky 

odečetli po 48 hodinách. Stanovili minimální fungicidní koncentrace (MFC)-

definované jako nejniţší koncentrace léčiva, které zabíjí 99% inokula.  

Sertralin vykazoval rychlou fungicidní aktivitu u všech testovaných kmenů hub. 

MFC v rozmezí 3-29µg/ml pro jednotlivé kmeny Candida spp. po 48 hodinové 

inkubaci. (Lass-Flörl a kol., 2001a) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 
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Nejen morfologická přeměna, ale i produkce některých enzymů je povaţována za 

důleţitý virulentní faktor kandid. 

Lass-Flörl a kol., (2003a) nalezli efekt sertralinu na produkci SAP (kandidou 

produkované aspartát proteázy). Isoformy SAP jsou zapojeny do adherence a tak 

reprezentují jeden z hlavních virulentních faktorů oportunních kvasinek C.albicans. 

Většinu těchto SAP sekretují kvasinky adherované k epitelovým buňkám. Bylo 

zjištěno, ţe koncentrace sertralinu nutné k inhibici enzymů jsou skoro o jeden řád 

niţší neţ ty, potřebné k zastavení mykotického růstu. Maximální sníţení produkce 

SAP nastalo při koncentraci 118µg/ml antidepresiva, která prakticky neovlivňovala 

růst kandid. Účinek je pravděpodobně zaloţen na sníţení produkce enzymů a pouze 

částečně se jedná o přímý účinek na SAP. (Lass-Flörl a kol., 2003a) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

Podobný pokus provedli Lass-Flörl a kol., (2003b) se samostatným 

serotoninem. Zkoumali vliv 5-HT na růst a morfologii Candida spp. Jak víme, tato 

léčiva zvyšují koncentraci serotoninu, který sám nese významnou antimykotickou 

aktivitu. (Lass-Flörl a kol., 2003b) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Serotonin účinkuje na své receptory, jejichţ různé podtypy jsou v organismu 

široce zastoupeny. Ke zjištění, které z těchto receptorů mohou způsobovat 

protimykotickou aktivitu, zkoumali vědci dostupné antagonisty 5-HT receptorů in vitro. 

Risperidon (5-HT2A), cyproheptadin (5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C
 ) a tropisetron (5-HT3). 

Způsob účinku je ale stále nejasný, neboť testovaní antagonisté serotoninových 

receptorů neovlivňovali in vitro výsledky. (Lass-Flörl a kol., 2002) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

Změny v nárůstu kmenů Candida spp. závisely na koncentraci a době 

inkubace. A přestoţe fungicidní účinek je pozorován aţ u vyšší koncentrace 5-HT, 

imunomodulační a různé účinky ovlivňující virulenci mykotických organismů nastávají 

jiţ při niţších koncentracích a jsou zaznamenávány u pacientů in vivo. Nakonec 

můţe při léčbě pacienta SSRI vymizet virulence kmenů Candida spp. úplně nebo 

alespoň částečně. (Lass-Flörl a kol., 2003b) (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 
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Imidazolové analogy fluoxetinu jako nová skupina protikvasinkových léčiv - 

Candida spp. 

Náhradou koncové methylamino- skupiny u předlohové látky fluoxetinu za 

imidazolový kruh došlo k výraznému zvýšení protikandidové účinnosti. Další 

substitucí základní struktury (nikoliv imidazolového kruhu) byly získány vysoce 

aktivní sloučeniny, dokonce s aktivitou vyšší neţ u mikonazolu a dalších 

antimykotických látek. (Silvestri a kol., 2004) (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 

Nejvýhodnější se ukázala být trisubstituce atomem chlóru, sloučenina je asi 

dvakrát aktivnější (MFC 1 – 8µg/ml) a mnohem méně toxická neţ mikonazol (MFC 4 

– 32µg/ml). 

Výhodnost substituce obecně klesala v pořadí: 

 

Cl > F > CH3 > NO2 > CF3 (Silvestri a kol., 2004)  

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

 
 

fluoxetin 

 

imidazolový analog fluoxetinu 

 

 

Tato studie naznačuje, ţe SSRI a jejich analogy mohou být nadějí a příslibem 

pro nalezení nových antimykotických, popřípadě antimikrobiálních látek. Detailnější 

prozkoumání vztahu struktura - účinek a ověření jejich aktivity in vivo je však 

nezbytné. (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 
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Aspergillus spp. (A. fumigatus, A. flavus, A.terreus) 

Vláknité hyfomycety rodu Aspergillus jsou původci alergických a infekčních 

onemocnění jako výsledek expozice (inhalace, u kutánních forem kontakt) 

vnímavého hostitele spórami, přičemţ kontaminace vzduchu vyšším počtem spór 

(ventilace, stavební práce) je významný rizikový faktorem. (Buchta a kol., 1998) 

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

U imunokompetentních hostitelů se nejčastěji setkáváme s alergickými 

projevy: astma a alergická bronchopulmonální aspergilóza, dále s onychomykózou a 

otomykózou. U traumatizovaných a oslabených jedinců mohou způsobit pulmonální 

aspergilózu, vzácněji aspergilom, primární kutánní aspergilózu, keratitis, 

endokarditis, atd. (Buchta a kol., 1998) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Lékem volby u závaţných forem je amfotericin B (AMB) (samostatný nebo 

v kombinaci s flucytosinem, popř. chirurgickým zákrokem), alternativou je itrakonazol. 

Alergické projevy se léčí kortikosteroidy (prednison). (Buchta a kol., 1998) Klinická 

účinnost léčby AMB invazivní aspergilózy se pohybuje pod 60%. (Te Dorsthorst a 

kol., 2002) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Úmrtnost na invazivní infekce způsobené Aspergillus spp. je stále vysoká. Za 

hlavní důvody se povaţuje těţká diagnostikovatelnost těchto infekcí, refrakterní 

přetrvávající onemocnění a omezená účinnost antifungálních látek. (Te Dorsthorst a 

kol., 2002) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

Lass-Flörl a kol. zkoumali fungicidní aktivitu SSRI proti Aspergillus spp. (A. 

fumigatus, A. flavus, A. tereus) a Candida parapsilosis. Testovanými látkami byly m.j. 

citalopram, paroxetin, fluoxetin a sertralin. Ve studii byly pouţity i další druhy SSRI, 

seroxate a reboxetin. Účinek byl sledován pomocí bujónového mikrodilučního testu a 

vyjádřen hodnotami MFC. Vědci také sledovali tzv. post-antibiotický efekt SSRI u 

konidií a hyf Aspergillus spp. (Lass-Flörl a kol., 2001b) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

Sertralin, následovaný fluoxetinem a paroxetinem, byl nejúčinnější látkou in 

vitro proti hyfám (MFC 3-59µg/ml) i konidiím (MFC 3-237µg/ml) Aspergillus spp. po 

48 hodinové inkubaci. MFC pro C. parapsilosis byla 29-59µg/ml. Ostatní SSRI 

vykazovaly řádově podobnou aktivitu, ačkoliv se pohybovaly ve vyšších hodnotách 
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neţ sertralin. Rozdíl mezi hodnotami MFC po inkubaci 24 nebo 48 hodin nebyl 

významný. (Lass-Flörl a kol., 2001b) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Post-antibiotický efekt SSRI byl sledován při MFC koncentracích, stanovených 

v předchozí části experimentu (MFC po 48-mi hodinách) a niţších. Konidie byly 

vystaveny působení SSRI po 4 hodiny a pozastavení jejich růstu u některých 

izolovaných kmenů dosahovalo 8 aţ 24 hodin. Sertralin byl opět nejúčinnější látkou, 

ale nevykazoval pozastavení nárůstu po 1 hodinovém působení jako některé jiné 

zkoumané látky (fluoxetin, paroxetin, reboxetin a citalopram). Rozsah tohoto účinku 

závisí tedy na koncentraci a době inkubace. Maximálního opoţdění nárůstu bylo 

dosaţeno při pouţití koncentrací podobných MFC, ale zároveň expozicí kratší, neţ je 

potřebná doba k usmrcení mykotických organismů. (Lass-Flörl a kol., 2001b) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

Látky na kmeny aspergilů působí ve 2 krocích, nejprve dochází k reverzibilním 

účinkům a aţ po prodlouţení doby inkubace dochází k ireverzibilním změnám 

vedoucím ke ztrátě ţivotaschopnosti. (Lass-Flörl a kol., 2001b) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

In vitro MFC jsou stále nad dosaţitelnými hladinami SSRI in vivo. Mohou však 

postačovat k ovlivnění virulentních faktorů a patogenity hub. Plazmatické 

koncentrace SSRI se však mohou v některých případech MFC přiblíţit, např. 

kumulace v mozkové tkáni. Nadějí pro terapeutické vyuţití SSRI jako 

antimykotických látek můţe být také jejich lokální aplikace. (Lass-Flörl a kol., 2001b)  

Je potřeba ověření výsledků pokusy na zvířecích modelech. Identifikace 

mechanismu účinku by mohla pomoci při výzkumu a vývoji nových protimikrobních 

látek. (Lass-Flörl a kol., 2001b) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

Podobný pokus provedli Lass-Flörl a kol. (2002) se samotným serotoninem. 5-

HT ničí buněčné stěny hyf Aspergillus fumigatus a usmrcuje tento houbový 

organismus. Předpokládá se přímý účinek serotoninu na mykotické kmeny a nepřímý 

pomocí zvýšení imunitních reakcí. 

Opět v jiné studii potvrdili Heller a kol., (2004) vliv přímo serotoninu na kmeny 

Aspergillus spp. (pro srovnání pouţity také kmeny C. albicans a C. parapsilosis). 

Zjištění, ţe serotonin narušuje membrány buněk, vedlo ke spekulaci, ţe by mohl 

zvýšit účinek AMB. Vědci potvrdili hypotézu, kdyţ nalezli potenciaci v účinku 
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(vzájemný synergní efekt) kombinace 5-HT s AMB u 100% zkoumaných kmenů 

Aspergillus spp. (50% silný synergní efekt, 50% slabší synergní efekt) pomocí 

metody checkerboard. (Heller a kol., 2004) (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 

Výsledky hodnoceny pomocí indexu FIC (frakční inhibiční koncentrace) - 

počítán jako suma jednotlivých FIC pro kaţdou látku. (Heller a kol., 2004)  (Tento 

způsob hodnocení pouţit i v naší diplomové práci, takţe bude důkladněji vysvětlen 

v části experimentální). (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Předpokládá se, ţe za synergní efekt (FIC<1) zodpovídá zvýšení průniku 

antifungální látky do buňky následně po účinku serotoninu. (Heller a kol., 2004) 

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Dále 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 indiferentní (FIC=1-2). U dalších kmenů zaznamenány velké rozdíly v působení 

od synergismu a adice (FIC=1), přes indiferenci, aţ po antagonismus.  

Nejniţší FIC vykazovaly kmeny Aspergillus fumigatus, u některých stanovili 

silný synergní efekt kombinace AMB s 5-HT. Ostatní kombinace se pohybovaly 

v rozmezí pro slabý synergnismus nebo indiferenci. Při kombinaci sertralinu s ITRA 

jeden kmen A. fumigatus vykazoval antagonismus. (Heller a kol., 2004) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 
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Pravděpodobný mechanismus antibakteriálního a antifungálního účinku SSRI 

SSRI ovlivňují zpětné vychytávání serotoninu v synaptické štěrbině nervové 

buňky člověka, analogicky se předpokládá, ţe ovlivňují činnost bakteriální 

membrány, zejména vypuzení - eflux látek z bakterie. Mohou působit jako inhibitory 

pump přenášejících molekuly léčiv vně z bakteriální buňky. Tato hypotéza sice můţe 

vysvětlovat jejich synergické působení při kombinaci s antibiotiky, stěţí však jejich 

vlastní antimikrobiální aktivitu. (Muñoz-Bellido a kol., 2000) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

Zjištění, ţe SSRI poškozují mnoţství procesů probíhajících v buňkách bakterií, 

např. syntéza slizu a skupinový pohyb Proteus spp., nás mohou vézt k úvaze, ţe tato 

léčiva působí na úrovni metabolických procesů bakterií (Muñoz-Bellido a kol., 2000). 

V úvahu připadá i nepřímé působení SSRI prostřednictvím aktivace imunitního 

systému (Lieb, 2004) a zvýšení hladiny serotoninu v organismu (Lass-Flörl a kol., 

2003b). (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Mechanismus, kterým působí SSRI na růst a morfologii hub není rovněţ 

přesně znám. Předpokládá se, ţe antifungální aktivita je výsledkem interakce 

antidepresiva s transportním systémem mykotické membrány, to se ale zatím 

nepodařilo vyvrátit ani potvrdit. (Lass-Flörl a kol., 2003a) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

Young a kol. (2003) nesdílejí výše zmíněný názor. SSRI totiţ inhibují Na+ 

závislý serotoninový transportér (SERT). Velice zajímavé je, ţe houby nemají 

obdobu tohoto proteinu. Podle týmu vědců jejich účinek tedy pravděpodobně není 

spojen s ovlivněním původního farmakologického cíle. (Young a kol., 2003) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

Lipofilita hraje důleţitou roli v antifungálním účinku. Čím vyšší stupeň lipofility 

tím je sloučenina aktivnější, navíc ve vysokých koncentracích působí cytotoxicky. 

Předpokládá se, ţe toxicita, mnohem pravděpodobněji neţ specifický inhibiční 

mechanismus, řídí jejich antimykotický účinek. Aby potvrdili tuto domněnku, Young a 

kol. (2003) zkoumali cytotoxickou aktivitu jednotlivých  sloučenin SSRI. Nechali je 

působit po dobu 72 hodin na buňky HeLa (human epithelial cell line). Všechny látky 

se ukázaly cytotoxické v koncentracích niţších neţ MIC. V souladu s původními 

hypotézami, pozorovali dobrou korelaci mezi nalezenými CC50 (poloviční maximální 

cytotoxickou koncentrací) SSRI a jejich protifungální aktivitou. Nejvíce cytotoxické 



 52 

sloučeniny vykazovaly nejlepší protihoubový účinek. Podobnost CC50 sertralinu, jeho 

enantiomeru a dvou diastereoizomerů, odráţející jejich podobné antifungální 

vlastnosti, vedl opět k podpoře hypotézy nespecifického (spíše toxického) 

mechanismu účinku spojeného s jejich lipofilitou. Stanovili tedy, ţe v koncentracích 

vyţadovaných pro antifungální působení jsou toxické pro lidské buňky. (Young a kol., 

2003) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Kolektiv těchto vědců se domnívá, ţe SSRI nejsou vhodnými léčebnými 

látkami oportunních mykotických infekcí a ani nepředstavují nadějnou skupinu léčiv 

pro hledání a vývoj nových, potenciálně účinných antimykotických preparátů se 

specifickým mechanismem účinku. Takţe nejspíše nebudou vyuţity v praxi. (Young a 

kol., 2003) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 
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3.6 Antimykotika 

V naší práci velice důleţitou skupinou léčiv jsou právě antifungální látky. Proto 

bych si dovolila je alespoň částečně uvést, popsat jejich účinek a mechanismus 

působení nejprve obecně a následně se zaměřením na námi pouţité sloučeniny. 

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

3.6.1 Obecná charakteristika 

Antifungální látky specificky působí na houbové organismy (kvasinky a 

vláknité houby), interferují s cílovými strukturami houbové buňky, coţ vede buď 

k inhibici jejího růstu (fungistatický účinek) nebo k její smrti (fungicidní) účinek. 

Prakticky jedinými antimykotiky s fungicidním účinkem jsou polyenová ATB 

(amfotericin B) a u topických preparátů má podobné parametry u části druhového 

spektra také terbinafin. (Hartl a kol., 2006) (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 

 

Podle mechanismu účinku můţeme rozdělit antifungální látky na: 

 Inhibitory syntézy ergosterolu 

 Inhibitory syntézy buněčné stěny 

 Inhibitory na úrovni jádra 

 Ostatní inhibitory (Hartl a kol., 2006) 

V klinické praxi našly uplatnění převáţně látky působící na ergosterol, 

nezbytnou komponentu plazmatické membrány hub. Biosyntetická dráha ergosterolu 

se velice podobná syntéze cholesterolu u savců. Ergosterol je základní sloţkou 

plazmalemy (plazmatické membrány), která prostřednictvím fluidity membrány 

ovlivňuje její funkčnost. Existují dvě hlavní skupiny látek působící na ergosterol: 

 Polyeny - váţou se na ergosterol z vnějšku 

 Azolové, allylaminové a morfolinové deriváty, thiokarbamáty-vstupují 

do buňky a interferují s enzymy ergosterolové dráhy. (Hartl a kol., 

2006) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

Výsledkem je změna sloţení plazmatické membrány, kde je ergosterol 

neadekvátně nahrazen jiným sterolem, a tím poškozena její funkčnost, včetně 
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enzymové aktivity na ní vázané (např. chitinsynthasa). To se projeví zpomalením aţ 

zástavou růstu buňky a můţe vést i k její smrti. V případě amfotericinu B se jeho 

navázáním na ergosterol tvoří póry, které jsou následně odpovědné za 

nekontrolovatelný únik elektrolytů, iontů a malých molekul a ireverzibilní změny 

vedoucí ke smrti houbové buňky. (Hartl a kol., 2006) (Helena Marečková, diplomová 

práce, 2007) 

Fungální buněčná stěna je ideálním místem účinku pro vývoj a výzkum nových 

antifungálních látek. Několik enzymů, které se podílejí na biosyntéze buněčné stěny 

jsou specifické pouze pro houby a nevyskytují se v savčích buňkách. Z tohoto 

hlediska jsou vhodnými místy zásahu pro antimykotika. Jedná se zejména o enzymy 

nezbytné pro syntézu chitinu a glukanu. (Hartl a kol., 2006) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 
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3.6.2 Antimykotická antibiotika 

Látky produkované bakteriemi nebo houbami, které jsou schopny zastavit 

nebo tlumit růst jiných mikroorganismů, popř. i hub. (Hartl a kol., 2006) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

 Polyenová antibiotika- antifungálně aktivní makrolidy s charakteristickým 26-

40ti členným makrocyklickým laktonovým kruhem. Mají fungicidní vlastnosti a 

nejširší spektrum účinnosti z pouţívaných látek, zatímco antibakteriální účinek 

je zanedbatelný. Po perorální aplikaci se nevstřebávají a po parenterálním 

podání jsou značně toxická (poruchy funkce jater a ledvin, anémie, alergie). 

Systémově se pouţívá pouze amfotericin B ve formě koloidní suspenze 

s deoxycholovou kyselinou nebo sulfátovaným cholesterolem, které plní funkci 

solubilizátorů. Pro nystatin a natamycin je z důvodu jejich vysoké toxicity 

vyhrazeno pouze lokální pouţití. Nověji se upravují do lipozomálních lékových 

forem nebo komplexů s lipidy, které se vyznačují vyšší tolerancí a niţším 

výskytem neţádoucích účinků. Podle počtu konjugovaných dvojných vazeb je 

dále dělíme: 

- Tetraeny (nystatin a natamycin) 

- Pentaeny  

- Hexaeny 

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

diplomová práce, 2007) 

 

 Griseofulvin-mechanismus účinku této látky pravděpodobně spočívá 

v inhibici biosyntézy chitinu, RNA a bílkovin. Pouţívá se prakticky jen proti 

původcům dermatofytóz, zevně či perorálně, v mikronizované podobě a 

akumuluje se v keratinizovaných tkáních. (Hartl a kol., 2006) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

3.6.3 Azolové deriváty: 

Antifungálně účinné látky obsahující jeden nebo dva heterocykly. Heterocykl 

musí obsahovat atomy dusíku v poloze 3 nebo 4, které se účastní vazby na atom 
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ţeleza obsaţený v enzymu syntézy ergosterolu, čímţ inhibují jeho syntézu ve fázi 

demethylace. Nevýhodou je, ţe mohou ovlivňovat i savčí cytochrom P-450, to můţe 

vést k ovlivnění endokrinního systému (pokles hladiny testosteronu a 

glukokortikoidů). Další nevýhoda azolů spočívá ve vzniku rezistence při 

dlouhodobém podávání, která můţe být způsobena nadprodukcí původně 

inhibovaného enzymu. (Hartl a kol., 2006) (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 

Podle centrálního pětičlenného heterocyklu je dělíme na: 

 

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

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

 

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

(Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

 

3.6.4 Allylaminy 

Totálně syntetické látky, inhibitory skvalenepoxidasy, pouţívané zejm. na 

infekce kůţe a nehtů. 

- Naftifin 

- Terbinafin 

- Butenafin (Hartl a kol., 2006) (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 

 

3.6.5 Thiokarbamáty 

Topická antimykotika (zejm. onychomykózy a mykózy vlasů), inhibitory 

skvalenepoxidasy. 

- Tolnaftát 

- Tolciklát 

- Liranaftát (Hartl a kol., 2006) (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 
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3.6.6 Ostatní antimykotika 

- Ciklopirox 

- Amorolfin  

- Flucytosin (Hartl a kol., 2006) (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 

 

Mezi léčiva nových struktur patří:  

echinikandiny, pneumokandiny a papulakandiny. Tyto látky nekompetitivně 

inhibují syntézu β-(1,3)-glukanů. A jelikoţ glukany tvoří hlavní součást houbové 

buněčné stěny, inhibice jejich syntézy vede k poruchám funkce této organely. 

- Kaspofungin (Hartl a kol., 2006) (Helena Marečková, diplomová práce, 

2007) 
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3.6.7 Použitá antimykotika pro metodu checkerboard 

 

 Amfotericin B (AMB) - po p.o. podání se nevstřebává, vysoce se váţe na 

plazmatické bílkoviny a jeho distribuční prostor je obrovský, coţ souvisí 

rovněţ s vysokou vazbou na membránové struktury (cholesterol). Špatně 

proniká do hůře prokrvených tkání a tělesných tekutin, nejvyšší koncentrace 

dosahuje v játrech a slezině (přibliţně 40% dávky), v tělesných tekutinách jsou 

koncentrace poloviční proti plazmě. Nízkých koncentrací dosahuje 

v bronchiálním sekretu, koncentrace v moči a mozkomíšním moku jsou 

prakticky nulové. Metabolity nejsou známy, vylučování se předpokládá pomalé 

přes biliární systém do stolice. Můţe existovat zkříţená rezistence s ostatními 

polyenovými antimykotiky. Neţádoucí účinky jsou jak akutní (horečka, 

třesavka, nauzea, alergické-anafylaktické reakce, atd.), tak chronické (projevy 

nefrotoxicity, neurotoxicity a anémie). (Lincová a Fargahali, 2002) (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

Synergismus s flucytosinem umoţňuje sniţovat dávky amfotericinu B při léčbě 

aspergilózy, těţkých forem kandidózy, kryptokokózy. V případě aspergilózy 

lze pouţít i trojkombinaci s tetracyklinem a rifampicinem. Kombinace 

s azolovými antimykotiky se obecně nedoporučuje (in vitro převáţně 

antagonismus účinku). (Lincová a Fargahali, 2002) (Helena Marečková, 

diplomová práce, 2007) 

AMB se terapeuticky pouţívá u nemocných s mykotickými infekcemi, jestliţe 

vyvolávající agens je citlivé na jeho účinky a infekce je progresivní, 

potenciálně ţivot ohroţující. Profylakticky se podává nemocným převáţně po 

protinádorové léčbě, po transplantaci orgánů- jater, srdce, ledvin a kostní 

dřeně; s horečkami a granulocytopenií, kteří jsou léčeni širokospektrými 

antibiotiky. Můţe se podávat i intravenózně, ale i celou řadou dalších 

aplikačních cest (do tělních dutin, endobronchiálně, aj.). (Lincová a Fargahali, 

2002) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 
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 Flukonazol (FLZ) - je novější systémové triazolové antimykotikum vhodné pro 

systémové parenterální i perorální podání. Od ostatních azolových derivátů se 

liší farmakokinetikou (je hydrofilní), má nejvyšší terapeutický index (poměr 

mezi dávkou letální nebo toxickou a efektivní, vyjadřuje poměr mezi účinností 

a bezpečností podávané látky. Čím je uvedený poměr vyšší, tím vyšší je 

bezpečnost látky.), tzn. má nejméně neţádoucích účinků a lékových interakcí. 

(Lincová a Fargahali, 2002) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Inhibicí syntézy buněčné stěny omezuje kolonizaci sliznic a adhezi kandid na 

endotel a umělé povrchy (katetry, chlopenní a kloubní náhrady, apod.). 

Antimikrobní spektrum (Candida spp., ale primárně rezistentní je C. krusei, 

získaná rezistence nalézána u C. glabrata.; Cryptococcus spp., dermatofyty-

Microsporum spp., Trichophyton spp.; Blastomyces dermatitidis, Coccidioides 

immitis, Histoplasma capsularum a další. (Lincová a Fargahali, 2002) 

Po p.o. podání se rychle a téměř úplně vstřebává, takţe koncentrace jsou 

podobné po p.o. i nitroţilním způsobu aplikace. Vazba na plazmatické 

bílkoviny je nízká, dobře proniká do všech tělních tekutin včetně likvoru, 

placenty a mateřského mléka. V moči a kůţi jsou jeho koncentrace 10krát 

vyšší, 2-3krát vyšší ve fagocytujících buňkách; v kůţi a nehtech tvoří 

dlouhodobý depot. Z 80% vylučován ledvinami v nezměněné formě. (Lincová 

a Fargahali, 2002) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Neţádoucí účinky jsou většinou nezávaţné dyspeptické obtíţe, dále bolesti 

hlavy a koţní projevy. Vzácně můţe dojít k závaţnému toxickému poškození 

jaterní buňky s rizikem letálního zakončení, a to nezávisle na dávce. (Lincová 

a Fargahali, 2002) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Interakce jsou četné: zvýšení účinku současně podávaných léků s nutností 

redukce jejich dávky dochází u derivátů sulfonylurey, warfarinu, midazolamu, 

aj. Sníţení účinku flukonazolu nastává při současném podávání rifampicinu. 

Synergický účinek vykazuje s flucytosinem a mikonazolem, převáţně 

antagonistický s amfotericinem B (ale u některých kmenů došlo i 

k synergickému účinku, takţe nutnost opatrného hodnocení). Pouţívá se 

k léčbě i k profylaxi u rizikových pacientů (dospělých i dětí). (Lincová a 

Fargahali, 2002) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 
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 Flucytosin (5-fluorcytosin) (5FC)-fluorpyrimidinový derivát, který byl 

původně vyvinut jako antineoplastikum antimetabolitového typu. Později se 

zjistilo, ţe neúčinkuje na nádorové buňky, ale inhibuje citlivé kmeny 

Aspergillus, Candida, Cladosporium a Cryptococcus; proti aspergilům účinný 

pouze v kombinaci. Dnes má výhradní pouţití jako perorální a parenterální 

antimykotikum, můţe však být vyuţito téţ jako topické léčivo. (Lincová a 

Fargahali, 2002) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Mechanismus účinku spočívá v antimetabolitovém působení, tzn. ţe je do 

mRNA a tRNA vestavěný falešný (fluorovaný) stavební kámen (po deaminaci 

vzniká z 5-fluorcytosinu vzniká toxický 5-fluoruracil). Malé procento 5-

fluorcytosinu je činností střevních bakterií konvertováno na 5-fluoruracil, který 

po resorpci můţe způsobovat myelotoxicitu.  

Nutnost intracelulární deaminace je příčinou úzkého spektra, blokáda 

transportu a několikastupňového procesu intracelulární konverze v účinné 

léčivo jsou příčinami vysokého výskytu sekundární rezistence. 

Ačkoli flucytosin působí fungicidně, má poměrně úzké spektrum účinku a 

rychle se k němu vyvíjí rezistence. Tyto nevýhody lze zčásti odstranit 

kombinací látky s amfotericinem B. (Hartl a kol., 2006) V terapeutických 

dávkách působí fungistaticky, v niţších blokuje adhezivní schopnost kandid 

k sliznicím. Flucytosin je hydrofilní, méně neţ 10% se váţe na plazmatické 

bílkoviny, proniká do všech tkání včetně likvoru, placenty a předpokládá se, ţe 

i do mateřského mléka. Vylučuje se prakticky úplně do moči, kde jsou jeho 

koncentrace 100krát vyšší neţ v plazmě. Z neţádoucích účinků je 

nejvýznamnější granulocytopenie. V monoterapii je indikován jen výjimečně ke 

krátkodobé léčbě mykotických infekcí močových cest. V kombinaci (s 

amfotericinem B nebo azolovými deriváty) se pouţívá k terapii orgánových 

kandidóz, kryptokokózy (i nitrolební) a blastomykózy. Závaţné lékové 

interakce nejsou známy, toxicitu zvyšují všechny látky omezující jeho renální 

vylučování. (Lincová a Fargahali, 2002) 

Klinicky významná je jeho synergní interakce s amfotericinem B a azolovými 

antimykotiky (ketokonazol, mikonazol, itrakonazol, flukonazol). (Lincová a 

Fargahali, 2002) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 
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4 Experimentální část 

 

4.1 Stanovení růstových křivek  

 

V naší práci jsme sledovali nárůst mykotických kmenů z vyuţitím 

semiautomatické mikrodiluční metody měření turbidity pomocí přístroje Mikrobiology 

Workstation Bioscreen C (dále zmiňován jako Bioscreen C). Metoda je alternativou 

metody checkerboard, která byla pouţita v rámci diplomové práce.  

Obě metody se zabývají testováním kombinovaného účinku dvou léčiv. 

V našem případě antidepresiv paroxetinu nebo fluoxetinu s antimykoticky účinnou 

látkou (amfotericinem B, flukonazolem či flucytosinem).  

 

Existují čtyři základní výsledky kombinace dvou léčiv: 

 synergismus- je nejideálnější výsledek, neboť dochází ke vzrůstu účinku a to 

nad pouhý součet samostatných účinků léčiv  

 adice- je opět výhodným jevem, dochází při ní právě k součtu účinků léčiv 

 indiference- v podstatě znamená, ţe dané dvě látky se více méně navzájem 

neovlivňují 

 antagonismus- je charakterizován jako nevýhodný jev, znamenající sníţení 

účinku léčiv při jejich vzájemné kombinaci.  

 

Z výše deklarovaného je patrné, ţe při farmakoterapii se snaţíme dosáhnout 

prvních dvou jevů, aby tato kombinace znamenala nějaký přínos. Při dosaţení 

antagonismu je zjištění pro praxi rovněţ důleţité, neboť se můţeme vyvarovat této 

nevýhodné kombinaci. (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 
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Pro metodu stanovení růstových křivek jsme použili: 

4.1.1 MATERIÁL 

 

POUŢITÉ KMENY MYKOTICKÝCH ORGANISMŮ: 

(na základě výsledků diplomové práce vybrány pouze dva kmeny z původně 6-ti 

testovaných kmenů, pro které byly dosaţené výsledky nejzajímavější) 

 

Candida albicans ATCC 90028 

Candida albicans SC 5 314 (CA-SC) - kmen auxotrofní 

 

POMŮCKY 

Microbiology Workstation Bioscreen C 

laminární box 

skleněné a plastové sterilní zkumavky 

 analytické váhy, automatické pipety 

 speciální mikrotitrační destičky (10x10 jamek) 

 mikrobiologický inkubátor Binder 

 

 

LÉČIVA, ROZTOKY, MÉDIA 

 paroxetin (Pliva – Lachema a.s., Brno) 

 fluoxetin (Zentiva a.s., Praha) 

 dimethylsulfoxid (DMSO) 

 destilovaná voda 

 testovací médium RPMI a MOPS 

 hydroxid sodný 

 (suspenze mikroorganismů – viz. výše) 

amfotericin B (AMB) 

 flukonazol (FLZ) 

 flucytosin (5FC) 

 uridin 
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4.1.2 PRACOVNÍ POSTUP 

Pro metodu s vyuţitím přístroje Bioscreen C platí stejně jako pro metodu 

checkerboard velmi důleţité specifikum, které je nutno mít neustále na paměti. Při 

přípravě speciální mikrotitrační destičky se vzájemně obě látky ředí v poměru 50:50, 

tudíţ je potřeba si na samém počátku připravit dvojnásobně vyšší koncentrace obou 

látek tak, aby výsledné zředěné koncentrace odpovídaly našim poţadavkům.  

 

Příprava média: 

(stejná jako u checkerboard pouţité v diplomové práci) 

Naváţili jsme 34,5g sodné soli morfolinosulfonové kyseliny (MOPS) a rozpustili 

v 1000ml destilované vody. Potřebné mnoţství nechali vysterilizovat v parním 

autoklávu při teplotě 121°C po dobu 15 minut.  

 

RPMI médium (Roswell Park Memorial Institute médium 1640) je k dispozici v 5-ti 

násobné koncentraci neţ je zapotřebí, proto bylo před vlastním pokusem naředěno 

na poţadovanou koncentraci a to tímto způsobem: ke 4 objemovým dílům sterilního 

roztoku MOPS jsme přidali 1 objemový díl sterilního kultivačního média RPMI. Dále 

bylo zneutralizováno na pH okolo 7 roztokem hydroxidu sodného.  

Jestliţe byl testován auxotrofní kmen CA-SC, do média jsme navíc přidávali 

vypočtené mnoţství uridinu, jelikoţ růst kmene je na něm závislý.  

Pro zamezení moţnosti kontaminace probíhala celá práce v laminárním boxu za 

dodrţování podmínek aseptické práce v tomto zařízení. Dále také všechen pouţitý 

materiál byl sterilní. 

 

 

Příprava roztoků antimykoticky účinných látek: 

 Amfotericin B – rozpustili jsme naváţku v 1. zkumavce ve vypočteném 

mnoţství DMSO. Dále postupně v ostatních 8 zkumavkách jsme provedli 

sestupné geometrické ředění, a to tak, ţe jsme ke stejnému dílu čistého 

rozpouštědla (DMSO) přidávali stejný díl roztoku léčiva z předchozí zkumavky. 

Takto se připraví celkově 9 koncentrací antimykotika. Určitý vypočtený podíl 

jsme přenesli do zkumavek obsahujících poţadovaný objem média 

RPMI+MOPS.  
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 Flukonazol a flucytosin - naváţku jsme přímo rozpouštěli ve zkumavce 

v médiu RPMI+MOPS a určitá vypočtená část s přesnou koncentrací 

antimykotika se přenesla do 1. zkumavky. Tam se naředila do poţadovaného 

objemu, proběhlo opět dvojkové ředění v ostatních zkumavkách na celkových 

9 sestupných koncentrací daného antimykotika.  

 

Poslední desátá zkumavka pro všechny antimykoticky účinné látky obsahovala jen 

čisté kultivační médium RPMI+MOPS, pouze pro kombinaci s amfotericinem B 

obsahovala navíc malé mnoţství DMSO, které odpovídalo přenášenému mnoţství 

koncentrovaných roztoků AMB rozpuštěných v DMSO. Tím byla zachována stejná 

koncentrace DMSO ve všech jamkách pokusu. Poslední 10. zkumavka totiţ slouţila 

k doplnění objemu v posledním sloupci, kde má být přítomno SSRI samostatně. 

 

Příprava roztoků zkoumaných látek:  

Základní roztoky paroxetinu a fluoxetinu jsme připravili rozpuštěním 51,2mg naváţky 

v 0,5ml DMSO. Výsledná koncentrace roztoku byla 102,4mg/ml.  

Pro experiment jsme si připravili postupným ředěním 7 klesajících koncentrací SSRI. 

Přichystali jsem si řadu 7 sterilních zkumavek pro kaţdou z látek (paroxetin i 

fluoxetin). První zkumavka obsahovala vţdy neředěný základní roztok léčiva 

(příprava viz výše). Do dalších zkumavek jsme nanesli po 0,25ml DMSO a 

postupným geometrickým ředěním si připravili klesající řadu koncentrací daného 

léčiva. A to tak, ţe k připraveným 0,25ml čistého rozpouštědla DMSO jsme 

automatickou pipetou přidávali vţdy z předchozí zkumavky po 0,25ml roztoku léčiva.  

Dále jsme si připravili řadu 8 zkumavek – opět pro kaţdou látku zvlášť. Do nich jsme 

napipetovali 1,980ml média. Postupně jsme přenášeli pomocí mikropipety 20μl od 

kaţdé koncentrace antidepresiva a takto získali ţádaný objem a koncentraci roztoku.  

Do poslední osmé zkumavky jsme přidali 20µl čistého DMSO, slouţila pak v 

mikrotitrační destičce pouze k doplnění objemu u posledního řádku, kde tedy bylo 

přítomné antimykotikum samostatně. Bylo nezbytně nutné, aby výsledný roztok 

obsahoval maximálně 1% DMSO, jelikoţ je sám nositelem antimikrobního (v našem 

případě antimykotického) účinku. Proto roztoky obsahující vyšší neţ 1% koncentraci 

DMSO by pokus mohly zatíţit chybou, zjištěný protimikrobní (protimykotický) účinek 

by mohl být způsoben právě touto látkou. 
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Vlastní postup experimentu: 

Při měření je vţdy pouţito 1 antidepresivum v kombinaci s 1 antimykotikem na 

jednu mikrotitrační destičku. Bioscreen je v podstatě velice obdobnou alternativou 

metody checkerboard, kde místo hodnocení pouhého nárůstu či nenárůstu v 

jednotlivých jamkách, můţeme navíc vyhodnotit kinetiku růstu (nástup, tvar a 

maximum růstové křivky) v čase a to po delší dobu (96 hodin = 4 dny). Dále i 

srovnávat jednotlivé křivky pro různé koncentrace, coţ všechno v metodě 

checkerboard nebylo moţné. 

Mezi oběma metodami v postupu přípravy mikrotiračních destiček jsou jen 

malé rozdíly. Klasické mikrotirační destičky mají 12 jamek (označených 1-11, 

poslední jako K) v jednom řádku a pouhých 8 řádků (označených A-H). V diplomové 

práci jsme tedy sledovali 10 různých koncentrací antimykotika, 11. sloupec slouţil k 

odečtu MIC antidepresiva (Kadep) a ve 12. sloupci byly po 3 jamkách zastoupeny 

kontroly. Jamka A, B a C v tomto 12. sloupci obsahovala kontrolu růstového média s 

DMSO (onačeny jako Km+dmso) a jamky E, F a G kontrolu se samostatným 

růstovým médiem (Km). V řádcích jsme měli 7 různých klesajících koncentrací 

antidepresiva, vţdy stejná koncentrace pak v rámci jednoho řádku. Poslední řádek H 

slouţil pro odečet MIC antimykotika (Katm), jelikoţ je zde přítomno samostatně. Do 

jednotlivých jamek jsme pipetovali po 100μl připravených roztoků antimykotika a 

antidepresiva, a tím se jejich koncentrace vzájemně zředily na polovinu původní 

hodnoty a dostali jsme ţádaný výsledný objem 200μl v kaţdé jamce. Viz. schéma 1 

  

schéma 1: Nákres mikrotitrační destičky pro metodu checkerboard pouţitou v diplomové 
práci 

 
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

K atm H x

x-prázdná jamka  
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Pro semiautomatickou mikrodiluční metodu měření turbidity v tekuté fázi 

pomocí přístroje Bioscreen C jsme pouţili speciální mikrotitrační destičku vhodnou 

pro pouţití v tomto přístroji. Nárůst kultury (turbidita) můţe být zaznamenáván naráz 

ve 200 jamkách dvou speciálních mikrotitračních destiček, kaţdá z nich má tedy jiný 

tvar neţ klasická mikrotitrační destička – 10 řádků a 10 sloupců. Navíc se plní jiným 

objemem, roztoky se opět ředí v poměru 1:1, ale po 150μl na konečný objem 300μl.  

Abychom dostali výsledky srovnatelné s diplomovou prací, museli jsme mírně 

upravit schéma destičky, aby lépe odpovídalo schématu, které jsme pouţili při 

diplomové práci. Opět jsme sledovali 7 různých koncentrací antidepresiva, pro 

odečtení MIC a pozorování vlivu samostatného SSRI na růst houbového kmenu 

slouţil 10. sloupec. Poslední řádek H (v hodnocení práce jej označujeme jako 8. 

řádek, jelikoţ to lépe odpovídá jamkám které sledovány, ale zde pouţito toto 

schématické označení) zase slouţil k odečtu MIC antimykotika a k porovnání 

růstových křivek v přítomnosti pouze klesajících koncentrací antimykotika. Pro 

antimykotikum sledováno jen 9 koncentrací (v diplomové práci 10), ve sloupci 

zůstává vţdy koncentrace antimykotika stejná a mění se koncentrace antidepresiva a 

řádku je tomu opačně. Řádek I zůstal prázdný (i bez růstového média a v řádku J 

byly kontrolní jamky (3 jamky s médiem+DMSO a 3 pouze se samostatným růstovým 

médiem). Viz. schéma 2. 

 

schéma 2: Nákres speciální mikrotitrační destičky pro semiautomatickou mikrodiluční 
turbidimetrickou metodu v tekuté fázi vhodnou pro přístroj 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

K atm H

I x x x x x x x x x x

J x x x x

Km+dmso K m

x-prázdná jamka  
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Kontrolní roztoky s DMSO jsme připravovali vţdy s ohledem na koncentraci 

rozpouštědla ve výsledné destičce. V případě kontroly s AMB, který se rovněţ 

rozpouští v DMSO, bylo mnoţství přidaného DMSO vyšší neţ pro FLZ a 5FC. 

V první jamce obou mikrotitračních destiček jsou obsaţeny nejvyšší 

koncentrace obou látek. Dále v našem případě v řadě vţdy klesala koncentrace 

antimykotika a ve sloupci koncentrace antidepresiva.  

Výsledné koncentrace viz. Speciální mikrotitrační destička 1 aţ 4 

 

Na takto připravené mikrotitrační destičky obsahující kombinaci jednoho 

antimykotika s jedním antidepresivem jsme pak inokulovali suspenzi 

mikroorganismu. Vţdy pouze jeden kmen na celou destičku po 10μl do kaţdé jamky.  

Tímto způsobem připravené mikrotitrační destičky jsme vloţili do přístroje 

Bioscreen C, nastavili příslušné parametry - např. délka měření 96 hodin (tedy 4 dny) 

při teplotě 35°C, OD 540nm, odečty co 1 hodinu, protřepání určitou rychlostí po 

určitou dobu před samotným měřením, … a přístroj samostatně zaznamenal 

naměřené hodnoty, přepočetl a převedl do růstových křivek. 

V posledním schématu jsem se ještě snaţila znázornit, jak přístroj 

zaznamenává jamky, jelikoţ v přílohách uvádím hodnoty, ze kterých růstové křivky 

graficky znázorněny a k nim i čísla jamek, ve kterých hodnoty nalezeny. Takţe pro 

případnou snadnější orientaci uvedeno schéma 3. Ze srovnání schéma 2 a schéma 3 

je patrné, ţe šedé jamky č. 10, 20 a 30 a dále 110, 120 a 130 jsou kontrolní jamky s 

DMSO a z jedné z nich vţdy získána referenční růstová křivka. 

 

schéma 3: Nákres dvou speciálních mikrotitračních destiček, tak jak byly vkládány do 
přístroje Bioscreen C, včetně číslování jamek zaznamenaných přístrojem. 

 

1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101 111 121 131 141 151 161 171 181 191

2 12 22 32 42 52 62 72 82 92 102 112 122 132 142 152 162 172 182 192

3 13 23 33 43 53 63 73 83 93 103 113 123 133 143 153 163 173 183 193

4 14 24 34 44 54 64 74 84 94 104 114 124 134 144 154 164 174 184 194

5 15 25 35 45 55 65 75 85 95 105 115 125 135 145 155 165 175 185 195

6 16 26 36 46 56 66 76 86 96 106 116 126 136 146 156 166 176 186 196

7 17 27 37 47 57 67 77 87 97 107 117 127 137 147 157 167 177 187 197

8 18 28 38 48 58 68 78 88 98 108 118 128 138 148 158 168 178 188 198

9 19 29 39 49 59 69 79 89 99 109 119 129 139 149 159 169 179 189 199

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

paroxetin fluoxetin
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Speciální mikrotitrační destička 1: Rozmístění konečných koncentrací při kombinaci 
flucytosinu s SSRI po naředění  

 
Výsledná koncentrace SSRI [µg/ml]   
Výsledná koncentrace 5FC [µg/ml] 
 

 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

A 
512 

4 

512 

2 

512 

1 

512 

0,5 

512 

0,25 

512 

0,12 

512 

0,06 

512 

0,03 

512 

0,015 

512 

0 

B 
256 

4 

256 

2 

256 

1 

256 

0,5 

256 

0,25 

256 

0,12 

256 

0,06 

256 

0,03 

256 

0,015 

256 

0 

C 
128 

4 

128 

2 

128 

1 

128 

0,5 

128 

0,25 

128 

0,12 

128 

0,06 

128 

0,03 

128 

0,015 

128 

0 

D 
64 

4 

64 

2 

64 

1 

64 

0,5 

64 

0,25 

64 

0,12 

64 

0,06 

64 

0,03 

64 

0,015 

64 

0 

E 
32 

4 

32 

2 

32 

1 

32 

0,5 

32 

0,25 

32 

0,12 

32 

0,06 

32 

0,03 

32 

0,015 

32 

0 

F 
16 

4 

16 

2 

16 

1 

16 

0,5 

16 

0,25 

16 

0,12 

16 

0,06 

16 

0,03 

16 

0,015 

16 

0 

G 
8 

4 

8 

2 

8 

1 

8 

0,5 

8 

0,25 

8 

0,12 

8 

0,06 

8 

0,03 

8 

0,015 

8 

0 

H 
0 

4 

0 

2 

0 

1 

0 

0,5 

0 

0,25 

0 

0,12 

0 

0,06 

0 

0,03 

0 

0,015 

0 

0 

I x x x x x x x x x x 

J    x x    x x 
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Speciální mikrotitrační destička 2: Rozmístění konečných koncentrací při kombinaci 
amfotericinu B s SSRI po naředění pro testovaný kmen CA 2 ATCC 90028 

 
Výsledná koncentrace SSRI [µg/ml]   
Výsledná koncentrace AMB [µg/ml] 
 

 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

A 
512 

8 

512 

4 

512 

2 

512 

1 

512 

0,5 

512 

0,25 

512 

0,12 

512 

0,06 

512 

0,03 

512 

0 

B 
256 

8 

256 

4 

256 

2 

256 

1 

256 

0,5 

256 

0,25 

256 

0,12 

256 

0,06 

256 

0,03 

256 

0 

C 
128 

8 

128 

4 

128 

2 

128 

1 

128 

0,5 

128 

0,25 

128 

0,12 

128 

0,06 

128 

0,03 

128 

0 

D 
64 

8 

64 

4 

64 

2 

64 

1 

64 

0,5 

64 

0,25 

64 

0,12 

64 

0,06 

64 

0,03 

64 

0 

E 
32 

8 

32 

4 

32 

2 

32 

1 

32 

0,5 

32 

0,25 

32 

0,12 

32 

0,06 

32 

0,03 

32 

0 

F 
16 

8 

16 

4 

16 

2 

16 

1 

16 

0,5 

16 

0,25 

16 

0,12 

16 

0,06 

16 

0,03 

16 

0 

G 
8 

8 

8 

4 

8 

2 

8 

1 

8 

0,5 

8 

0,25 

8 

0,12 

8 

0,06 

8 

0,03 

8 

0 

H 
0 

8 

0 

4 

0 

2 

0 

1 

0 

0,5 

0 

0,25 

0 

0,12 

0 

0,06 

0 

0,03 

0 

0 

I x x x x x x x x x x 

J    x x    x x 
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Speciální mikrotitrační destička 3: Rozmístění konečných koncentrací při kombinaci 
amfotericinu B s SSRI po naředění pro testovaný auxotrofní kmen CA-SC 

 
Výsledná koncentrace SSRI [µg/ml]   
Výsledná koncentrace AMB [µg/ml] 

 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

A 
512 

16 

512 

8 

512 

4 

512 

2 

512 

1 

512 

0,5 

512 

0,25 

512 

0,12 

512 

0,06 

512 

0 

B 
256 

16 

256 

8 

256 

4 

256 

2 

256 

1 

256 

0,5 

256 

0,25 

256 

0,12 

256 

0,06 

256 

0 

C 
128 

16 

128 

8 

128 

4 

128 

2 

128 

1 

128 

0,5 

128 

0,25 

128 

0,12 

128 

0,06 

128 

0 

D 
64 

16 

64 

8 

64 

4 

64 

2 

64 

1 

64 

0,5 

64 

0,25 

64 

0,12 

64 

0,06 

64 

0 

E 
32 

16 

32 

8 

32 

4 

32 

2 

32 

1 

32 

0,5 

32 

0,25 

32 

0,12 

32 

0,06 

32 

0 

F 
16 

16 

16 

8 

16 

4 

16 

2 

16 

1 

16 

0,5 

16 

0,25 

16 

0,12 

16 

0,06 

16 

0 

G 
8 

16 

8 

8 

8 

4 

8 

2 

8 

1 

8 

0,5 

8 

0,25 

8 

0,12 

8 

0,06 

8 

0 

H 
0 

16 

0 

8 

0 

4 

0 

2 

0 

1 

0 

0,5 

0 

0,25 

0 

0,12 

0 

0,06 

0 

0 

I x x x x x x x x x x 

J    x x    x x 
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Speciální mikrotitrační destička 1: Rozmístění konečných koncentrací při kombinaci 
flukonazolu s SSRI po naředění  

 
Výsledná koncentrace SSRI [µg/ml]   
Výsledná koncentrace FLZ [µg/ml] 
 

 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

A 
512 

32 

512 

16 

512 

8 

512 

4 

512 

2 

512 

1 

512 

0,5 

512 

0,25 

512 

0,12 

512 

0 

B 
256 

32 

256 

16 

256 

8 

256 

4 

256 

2 

256 

1 

256 

0,5 

256 

0,25 

256 

0,12 

256 

0 

C 
128 

32 

128 

16 

128 

8 

128 

4 

128 

2 

128 

1 

128 

0,5 

128 

0,25 

128 

0,12 

128 

0 

D 
64 

32 

64 

16 

64 

8 

64 

4 

64 

2 

64 

1 

64 

0,5 

64 

0,25 

64 

0,12 

64 

0 

E 
32 

32 

32 

16 

32 

8 

32 

4 

32 

2 

32 

1 

32 

0,5 

32 

0,25 

32 

0,12 

32 

0 

F 
16 

32 

16 

16 

16 

8 

16 

4 

16 

2 

16 

1 

16 

0,5 

16 

0,25 

16 

0,12 

16 

0 

G 
8 

32 

8 

16 

8 

8 

8 

4 

8 

2 

8 

1 

8 

0,5 

8 

0,25 

8 

0,12 

8 

0 

H 
0 

32 

0 

16 

0 

8 

0 

4 

0 

2 

0 

1 

0 

0,5 

0 

0,25 

0 

0,12 

0 

0 

I x x x x x x x x x x 

J    x x    x x 
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4.2 Obecné hodnocení rigorózní práce 

 

Výsledky získány měřením semiautomatickou turbidimetrickou mikrodiluční 

metodou v tekuté fázi pomocí přístroje Bioscreen C. Přístroj samostatně 

zaznamenával nárůst (vyjádřený jako hodnoty OD při 540nm) v jednotlivých jamkách, 

naměřené hodnoty přepočetl a převedl do grafického vyjádření růstových křivek. 

Růstová křivka vzniká převedení biologického fenoménu, kdy při mnoţení a 

růstu mikroorganismů se mění zákal média (měřeno jako turbidita) do grafické 

podoby závislosti právě OD (turbidity, v našem případě měřené při 540nm vlnové 

délky) na čase.   

Nejprve jsme si stanovili maximální nárůst - pro kaţdý experiment vţdy 

zvolena jedna referenční křivka nárůstu pro kaţdou z látek (jak paroxetin, tak 

fluoxetin), a to jedna z kontrol obsahujících kromě média i DMSO ve vhodné 

koncentraci (odpovídající koncentraci DMSO v daném experimentu). Tato křivka 

vybrána záměrně a je povaţována za 100% nárůst pro daný kmen a kombinaci látek. 

DMSO totiţ můţe mít v určitých koncentracích samostatný protimikrobní účinek, a 

tudíţ zkreslit výsledky pokusu. V našem případě vykazovaly všechny kontroly (jak s 

DMSO, tak bez této látky) srovnatelný nárůst, pouze mezi jednotlivými kmeny byly 

zaznamenány mírné rozdíly ve tvaru a výšce křivky, coţ je pochopitelné.  

Referenční křivka znázorněna graficky a uvedeny základní charakteristiky ve 

srovnávací tabulce: nástup růstu, nárůst 25, 50 a 100%. Tyto hodnoty vyjádřené 

pomocí OD (při 540nm) jsou vztaţeny k času. Pro přehlednost a moţnost srovnání je 

v grafickém vyjádření všech dalších hodnocených růstových křivek tato referenční 

křivka uváděna.  

Dále jsme vyhodnocovali růstové křivky pro 8. řádek, kde přítomno 

samostatně antimykotikum, a nárůst v rámci 10. sloupce, ve kterém obsaţeno jen 

antidepresivum, a to proto, abychom stanovili vliv těchto látek na růst mykotického 

kmene a stanovili MIC pro jednotlivé látky (ty uvedeny aţ na konci pokusu v tabulce- 

MIC stanovena nejen po 48 hodinách jako u metody checkerboard, ale i v 96 hodině 

na konci pokusu). Hodnocení v rámci 8. řádku a 10.sloupce shrnuto jen slovně pro 

celkovou nepřehlednost grafického vyjádření. Graficky znázorněny a vyhodnoceny 

pouze první růstové křivky po MIC pro antimykotikum nebo SSRI. Nárůst 

vyhodnocen ve srovnání s referenčním nárůstem a to tak, ţe zaznamenán nástup 
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nárůstu v čase, maximum nárůstu v čase, uvedeno jaký procentuální podíl a v jakém 

čase dosahuje konkrétní maximální nárůst vzhledem k referenčnímu a rovněţ čas, 

ve kterém bylo dosaţeno 25 popř. i  50% referenčního nárůstu (vše uvedeno pro 

kaţdou křivku ve srovnávací tabulce, nesoucí číslo stejné jako příslušná křivka).  

Pak vyhodnoceny nárůsty v jednotlivých jamkách tzv. inhibiční linie, kde se 

odráţejí příspěvky jednotlivých kombinací různých koncentrací látek. Opět pro 

značnou nepřehlednost grafického vyjádření zde hodnoceny pouze slovně a vybrány 

3 křivky z této oblasti. První z nich obsahuje vţdy vysokou koncentraci antidepresiva 

a nízkou koncentraci antimykotika. Druhá naopak ukazuje a hodnotí nárůst při 

vysoké koncentraci antimykotika a nízké koncentraci SSRI. A poslední, třetí křivka, 

hodnotí kombinaci vysoké koncentrace obou látek.  

Dále hodnoceny jednotlivé sloupce a řádky (samostatně i vzájemně) k 

vysledování závislostí měnící se koncentrace jedné kombinační sloţky, druhá je 

přítomna v konstantní koncentraci. Pokud nalezen nějaký významnější vliv nebo 

vysledována nějaká závislost účinku, vyhodnotili jsme to buď slovně nebo i tzv. 

kombinovaným grafem. 

Důleţité (ale ne tolik jako u metody checkerboard) pro hodnocení bylo 

vyjádření a odečet MIC (minimální inhibiční koncentrace). V průběhu všech pokusů 

jsme stanovovali MIC po 48 hodinách, kvůli moţnosti srovnání s výsledky diplomové 

práce. Jelikoţ experimenty probíhali po dobu 4 dnů, vyhodnocovali jsme ještě 

konečnou MIC po 96 hodinách.  

V experimentu, kde byl jako antifungální látka pouţit flukonazol, 

nestanovujeme MIC stejně jako u ostatních pokusů s amfotericinem B či 

flucytosinem. Pro AMB a 5FC odečítáme MIC jako koncentraci první jamky, ve které 

jiţ není zaznamenán nárůst, tudíţ 100% inhibice nárůstu.  

Pro testování vlivu flukonazolu byl v této práci pouţit vůči kmen Candida 

albicans (označený CA-SC). Tento druh mikroba často v přítomnosti flukonazolu 

vykazuje tzv. trailing efekt, coţ v praxi znamená, ţe i za vysokých koncentrací 

antimykotika stále zaznamenáváme nárůst kmene a i při velkém zvýšení koncentrace 

antifungální látky nedostaneme 100% inhibici růstu. V takovémto případě je MIC 

(100% nenárůst) nahrazena inhibiční koncentrací IC80 (inhibice 80% nárůstu) nebo 

IC50 (inhibice nárůstu z 50-ti %). V našem případě byl tento jev pozorován, proto bylo 

nutno pouţít jeden z těchto odečtů. Jelikoţ IC80 nesplňovala naše očekávání, většina 
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nárůstů byla nad 20%, pouţili jsme k vyhodnocení výsledků těchto růstových křivek 

odečet pomocí IC50. MIC pro flukonazol je v našem případě v podstatě formální 

označení pro IC50, takţe pokud v naší práci hovoříme o MIC pro testování kombinace 

s flukonazolem, máme vţdy na mysli právě tuto hodnotu.    

Nalezené výsledky jsme dále ještě porovnávali s výsledky dosaţenými v 

diplomové práci, kde byl nárůst získán pomocí mikrodiluční metody checkerboard, 

odečet nárůstu posouzen vizuálně vůči tmavému pozadí (hodnocen zákal) a 

vyhodnocen výpočetní metodou, tzv. FIC (fractional inhibitory concentration) indexu. 

Zde byl  předběţný odečet nárůstu stanoven po 24 hodinách inkubace a konečný 

odečet po 48 hodinách.  

 

 

 

FIC index (frakční inhibiční koncentrace): 

Metoda výpočtu FIC indexu dle vzorce: 

 

           MICA+B      MICB+A 

FIC = ----------- + ----------- 

           MICA          MICB 

 

 

Kde: 

MICA………minimální inhibiční koncentrace látky A 

MICB………minimální inhibiční koncentrace látky B 

MICA+B……minimální inhibiční koncentrace látky A v přítomnosti látky B 

MICB+A……minimální inhibiční koncentrace látky B v přítomnosti látky A 

 

 

Hodnocení, pokud FIC index je: 

 Synergismus  ≤ 0,5 

 Adice   > 0,5 - ≤ 1,0 

 Indiference   > 1,0 - ≤ 2,0 

 Antagonismus  > 2,0 
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V praxi modelový nárůst mikroorganismů v jednotlivých moţných vzájemných 

ovlivnění růstu při kombinace látek vypadá asi takto: 

 

[µg/ml] 

 indiference   adice 

16        16       

8        8       

4        4       

2        2       

1        1       

0        0       

 16 8 4 2 1 0   16 8 4 2 1 0 

 

 

[µg/ml] 

 antagonismus   synergismus 

16        16       

8        8       

4        4       

2        2       

1        1       

0        0       

 16 8 4 2 1 0   16 8 4 2 1 0 
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4.3 Vlastní hodnocení rigorózní práce 

 

Kombinace flucytosinu (5FC) s jednotlivými antidepresivy 

 pro kmen CA 2 ATCC 90028: 

 

růstová křivka 1:  referenční křivka pro kombinaci 5FC + paroxetin 

referenční růstová křivka - kontrola s DMSO - pro 

kombinaci 5FC + paroxetin

(obě látka zde v konc. - 0μg/ml)

(kmen CA 2 ATCC 90028)
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Srovnávací tabulka 1: Referenční růstová křivka - nulová koncentrace obou 
testovaných látek. 

 

referenční růstová křivka pro kombinaci 5FC+paroxetin 
kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

začátek nárůstu 0,102 9,00 
25% 0,216 13,51 
50% 0,431 15,75 

100% 0,862 82,00 

 

Na růstové křivce je patrné, ţe organismus potřeboval 9 hodin pro 

přizpůsobení se novým podmínkám po inokulaci média, exponenciální fáze byla mezi 

9-22hodinou. Ostatní důleţité hodnoty odečtené z této křivky shrnuje Srovnávací 
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tabulka 1. Začátek nárůstu nikterak neovlivněného kmene nastal v 9 hodině, svého 

maxima dosáhl v hodině 82. Jak je vidět, 50-ti% nárůstu dosáhl jiţ v 15,75 hodině, 

ale k maximální hodnotě se přibliţně od 22 hodiny dostával pomalejším narůstáním. 

Zde zaznamenán typický průběh exponenciálního nárůstu. 

Dále byly hodnoceny růstové křivky pro klesající koncentrace antimykotika 

5FC, získané v 8. řádku speciální mikrotitrační destičky. Testované koncentrace se 

pohybují v rozmezí 4-0,015μg/ml. S rostoucí koncentrací antimykotika se postupně 

zvyšuje inhibice nárůstu, první křivka s nejniţší koncentrací 5FC má velice podobný 

průběh jako referenční růstová křivka. V této koncentraci - 0,015μg/ml tedy 

antimykotikum houbový kmen ještě neovlivňuje. Další 4 koncentrace pouze mírně 

ovlivňují velikost nárůstu, tvar křivek zůstává zachován a i nástup nárůstu (tedy 

začátek větších změn v mnoţství houbové masy vzhledem k času – tedy často 

počátek exponenciální fáze) se nikterak významně neliší, pouze postupně mírně 

klesají maxima nárůstu. Od koncentrace 0,5μg/ml ale výška růstové křivky pravidelně 

významněji klesá, navíc se posouvá i čas nástupu nárůstu. Zde se projevují spíše 

fungistatické účinky flucytosinu, kdy nárůst začíná opoţděně, jelikoţ antimykotikum 

organismy neusmrtí, ale po sníţení koncentrace pod inhibiční mez růst houbového 

kmene začíná, ale dosahuje niţších hodnot. Při nejvyšší pouţité koncentraci 4μg/ml 

(růstová křivka 2) se objevuje ještě malý a velmi zpoţděný nárůst, proto za absolutní 

MIC (MIC po 96 hodině) povaţujeme aţ koncentraci 8μg/ml. 
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růstová křivka 2: růstová křivka pro samostatný flucytosin v koncentraci 4μg/ml 

první růstová křivka po MIC flucytosinu 

(pro kombinaci s paroxetinem - 0μg/ml)
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Srovnávací tabulka 2: Vyhodnocení samostatného účinku antimykotika 

 

první růstová křivka po MIC antimykotika 5FC (pro paroxetin) 
kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,102 63,00 
      maximum 0,297 96,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,216) dosaţen v čase 90,38h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 34,5 % 

 

Jak je vidět z grafické podoby křivky, nárůst je hodně opoţděn, exponenciální 

fáze není moc strmá (oproti referenční křivce), maximum získáno v podstatě 

ukončením pokusu, ale další měření uţ by bylo technicky nemoţné, jelikoţ po tak 

dlouhé době inkubace můţe jiţ médium vysychat, takţe jsme se museli spokojit s 

dosaţeným výsledkem. Na této křivce je demonstrován fungistatický účinek 

flucytosinu. Masa nárůstu je sníţena na přibliţně 34,5% referenční hodnoty a 

počátek nárůstu časově posunut aţ na 63 hodinu, 25% nárůstu (vztaţeno k 

referenční křivce) dosaţeno aţ v 90,38 hodině a 50% nárůst nezaznamenán vůbec. 
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Dále jsme hodnotili nárůst v rámci jamek 10. sloupce, kde je přítomen 

paroxetin samostatně. Koncentrace antidepresiva jsou v rozmezí 512-8μg/ml. 

Zachovávali jsme schéma pouţité jiţ v diplomové práci a dochází zde k velkým 

změnám v koncentraci. Dvojkovým ředěním dostáváme z původních 512μg/ml 

hodnotu 256μg/ml, při kterých je houbový organismus zcela usmrcován. Hned v další 

jamce, při koncentraci 128μg/ml zaznamenán uţ hodně vysoký nárůst (nízká 

inhibice) pro tento kmen. Proto bych pro své případné nástupce doporučila úpravu 

koncentrací tak, aby mezi koncentracemi nebyly takto ostré skoky. My jsme toto z 

důvodu návaznosti prací neprováděli. Ostatní koncentrace niţší neţ 128μg/ml měli 

tvar i výšku růstové křivky srovnatelnou s kontrolní růstovou křivkou. MIC pro 

paroxetin tedy stanovena na 256μg/ml. 

Růstová křivka 3 ukazuje právě první nárůstovou křivku po MIC paroxetinu. 

Nástup nárůstu je u této křivky ve 14 hodině, coţ je jen o málo zpoţděno oproti 

referenční křivce (9hod.) a maximum nárůstu je zde 87,4%. V čase 18,42 hodiny je 

dosaţeno 25% nárůstu a 50% nárůstu v čase 23,53 hodin. Tyto hodnoty jsou vůči 

referenční křivce zpoţděny více neţ nástup účinku. 

 

růstová křivka 3: růstová křivka pro samostatný paroxetin v koncentraci 128μg/ml 

první růstová křivka po MIC paroxetinu  

(pro kombinaci s 5FC- 0μg/ml)
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Srovnávací tabulka 3: Vyhodnocení samostatného účinku antidepresiva 

 

první růstová křivka po MIC antidepresiva paroxetinu (pro 5FC) 
kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,106 14,00 
      maximum 0,757 89,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,216) dosaţen v čase 18,42h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,431) dosaţen v čase 23,53h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 87,4 % 

 

Následně hodnoceny 3 vybrané křivky, charakterizující různé příspěvky 

rozdílných koncentrací jednotlivých sloţek daných kombinací látek.  

První kombinace je pro vysokou koncentraci antidepresiva a nízkou 

koncentraci antimykotika. Po srovnání dvou křivek (růstové křivky 4 a jedné v rámci 

8. řádku-křivka nezobrazena se stejnou koncentrací 5FC 0,015μg/ml), zjištěno, ţe 

maximum nárůstu je jen částečně sníţeno a jeho nástup je také mírně ovlivněn. 

Další charakteristiky uvedeny ve srovnávací tabulce č.4. Maximální nárůst oproti 

referenční křivce je 81,7% a byl dosaţen aţ na konci pokusu. 
 

růstová křivka 4: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace paroxetinu a nízké 
koncentrace flucytosinu. 

vybraná růstová křivka pro kombinaci 5FC+paroxetin 

koncentrace paroxetinu 128μg/ml a 5FC 0,015μg/ml

0,000

0,100

0,200

0,300

0,400

0,500

0,600

0,700

0,800

0,900

1,000

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

čas (hod.)

O
D

 (
5

4
0

n
m

)

křivka vys.konc.SSRI 

kontrolní křivka

 



 81 

 

Srovnávací tabulka 4: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci 5FC+paroxetin 
koncentrace paroxetinu 128μg/ml a 5FC 0,015μg/ml 

kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,101 15,00 
      maximum 0,704 96,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,216) dosaţen v čase 20,25h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,431) dosaţen v čase 25,45h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 81,7 % 

 

Další kombinační křivka 5 byla získána za působení vysoké koncentrace 

antimykotika 5FC a nízké koncentrace SSRI. Zde je opět patrný převládající vliv 

antimykotika. Díky tomu, ţe byla vybrána křivka, kde je koncentrace 5FC o 2 řády 

niţší neţ MIC, je nárůst přece jen vyšší. Stále je vysledovatelný posun nástupu 

účinku a niţší dosaţený maximální nárůst. Tvar křivky jinak zachován, kromě mírné 

změny ve strmosti exponenciální fáze. Další informace charakterizující tuto křivku 

jsou ve Srovnávací tabulka 5. Začátek nárůstu je ve 47 hodině, coţ je oproti nárůstu 

v přítomnosti samostatného flucytosinu ve stejné koncentraci 2 μg/ml srovnatelné 

(křivka nezobrazena). 
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růstová křivka 5: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace flucytosinu a nízké 
koncentrace paroxetinu. 

vybraná růstová křivka pro kombinaci 5FC+paroxetin 

koncentrace paroxetinu 8μg/ml a 5FC 2μg/ml
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Srovnávací tabulka 5: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci 5FC+paroxetin 
koncentrace paroxetinu 8μg/ml a 5FC 2μg/ml 

kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,102 47,00 
      maximum 0,458 96,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,216) dosaţen v čase 65,35h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,431) dosaţen v čase 84,67h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 53,1 % 

 
 

Poslední vybraná kombinační křivka pro vysokou koncentraci obou látek je 

zaznamenána jako růstová křivka 6. I zde je patrný převaţující vliv flucytosinu, který 

je přítomen v koncentraci 2x niţší neţ je MIC. Nástup účinku nastává opoţděně a 

dosahuje podobné masy nárůstu jako při samostatném působení antimykotika. Díky 

vyšší koncentraci SSRI je přece jen maximální nárůst o něco niţší neţ u křivky 5, 

kde je ale přítomno SSRI v mnohem niţší koncentraci.  
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růstová křivka 6: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace flucytosinu i 
paroxetinu 

vybraná růstová křivka pro kombinaci 5FC+paroxetin 

koncentrace paroxetinu 128μg/ml a 5FC 2μg/ml
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Srovnávací tabulka 6: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci 5FC+paroxetin 
koncentrace paroxetinu 128μg/ml a 5FC 2μg/ml 

kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,102 61,00 
      maximum 0,390 96,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,216) dosaţen v čase 79,29h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 35,8 % 

 

Tyto 3 kombinační křivky č. 4, 5 a 6 jsou součástí tzv. inhibiční linie, kde jsme 

sledovali jednotlivé nárůsty na hranici nárůstových a nenárůstových jamek. V tomto 

hodnocení jsou pochopitelně hodnoceny tvary, velikosti a časové prodlevy u 

nárůstových jamek. Díky srovnání nárůstů v jamkách jednotlivých řádků, kde je 

přítomna stejná koncentrace SSRI, ale rozdílné koncentrace 5FC, s 8.řádkem, kde je 

pouze antimykotikum je patrné, ţe nárůsty jsou ovlivněny jen antifungální látkou, 
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Pouze při nejvyšší koncentraci antidepresiva 128μg/ml, která ještě není pro kmen 

absolutně inhibiční, došlo k mírnému ovlivnění růstu – částečně sníţeno maximum, 

prodleva v nástupu prodlouţena a sníţena strmost exponenciální fáze. K ţádnému 

významnému zlepšení účinku v inhibici nárůstu při této kombinaci ale nedošlo. 

V diplomové práci jsme nárůst hodnotili po 48 hodinách a stanovili jsme pro 

tuto kombinaci látek a daný kmen tyto hodnoty a závěry: 
   

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

 
MIC [μg/ml] pro 

5FC 
po 48 hod. 

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

FIC index 
vypočten 

po 48 hod. 

  původní pokus 0,5 256 1,3884 

  opakovaný pokus 2 256 1,6218 

průměrný FIC index = 1,5 - indiference 

 

 

Metodou měření pomocí přístroje Bioscreen C, jsme provedli rovněţ odečet 

MIC po 48 hodinách, ale dále jsme jej vyhodnotili po celkové době 96 hodin: 
 

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

MIC [μg/ml] pro 
5FC 

po 48 hod. 

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

MIC [μg/ml] pro 
5FC 

po 96 hod. 

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

1 256 8 256 

 

V podstatě jsme tímto pokusem potvrdili výsledky dosaţené v diplomové 

práci, akorát MIC odečtená aţ po 96 hodinové inkubaci je zde vyšší neţ původně 

stanovená. Toto bylo způsobeno delším časovým úsekem, po který byl 

mikroorganismus kultivován. Flucytosin je pouze fungistatické antimykotikum, je tedy 

jasné, ţe po delší době se jeho účinek přestane projevovat a kmen můţe začít opět 

narůstat, jelikoţ jej uţ tato látka neinhibuje. Nedosahuje však maxima nárůstu jako v 

případě neovlivněného kmene.  
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růstová křivka 7: referenční křivka pro kombinaci 5FC + fluoxetin 

 referenční růstová křivka - kontrola s DMSO - 

pro kombinaci 5FC + fluoxetin

(obě látka zde v konc. - 0μg/ml)

(kmen CA 2 ATCC 90028)
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Srovnávací tabulka 7: Referenční růstová křivka - nulová koncentrace obou 
testovaných látek. 

 

referenční růstová křivka pro kombinaci 5FC+fluoxetin 
kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

začátek nárůstu 0,102 9,00 
25% 0,213 13,27 
50% 0,426 15,50 

100% 0,852 81,00 

 
 

Referenční růstová křivka pro kombinaci flucytosinu s fluoxetinem je skoro 

totoţná s předchozí referenční křivkou. Obě křivky vyjadřují neovlivněný nárůst 

pouze v kultivačním médiu s přídavkem rozpouštědla, takţe by měly být srovnatelné. 

Opět je třeba 9 hodin lag fáze pro adaptaci organismu na nové prostředí. 

Exponenciální fáze nárůstu trvá přibliţně od 9-23 hodiny. Další charakteristiky 

vypočtené pro moţnost porovnání průběhu dalších křivek jsou zaznamenány ve 

srovnávací tabulce 7. 
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Dále opět hodnocen vliv samostatného ovlivnění nárůstu antifungální látkou 

5FC. Nalezené závislosti vlivu jeho různých koncentrací na růstové charakteristiky 

jsou v podstatě stejné jako předchozí, jelikoţ se v podstatě rovněţ jedná o 

opakované stanovení, neboť SSRI zde není přítomno.  

růstová křivka 8: růstová křivka pro samostatný flucytosin v koncentraci 4μg/ml 

první růstová křivka po MIC flucytosinu 

 (pro kombinaci s fluoxetinem- 0μg/ml)
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Srovnávací tabulka 8: Vyhodnocení samostatného účinku antimykotika 

 

první růstová křivka po MIC antimykotika 5FC (pro fluoxetin) 
kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,106 59,00 
      maximum 0,392 96,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,213) dosaţen v čase 81,82h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 46,0 % 

 
 

Růstová křivka 8 je v podstatě srovnatelná s křivkou 2, pouze velikost 

maximálního nárůstu a tudíţ i vypočtené hodnoty se mírně odlišují. Toto mohlo být 

způsobeno např. nepřesností v inokulaci kmene.  
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růstová křivka 9: růstová křivka pro samostatný fluoxetin v koncentraci 128μg/ml 

první růstová křivka po MIC fluoxetinu   

(pro kombinaci s 5FC- 0μg/ml)
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Srovnávací tabulka 9: Vyhodnocení samostatného účinku antidepresiva 

 

první růstová křivka po MIC antidepresiva fluoxetinu (pro 5FC) 
kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,104 17,00 
      maximum 0,749 96,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,213) dosaţen v čase 21,85h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,426) dosaţen v čase 27,65h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 87,9 % 

 

Antidepresiva paroxetin a fluoxetin vykazují téměř totoţné růstové křivky v 

první neinhibiční koncentraci 128μg/ml. Kmen v přítomnosti fluoxetinu začíná 

narůstat kolem 17 hodiny, kdy je překonána lag fáze. Maxima nárůstu dosahuje v 96 

hodině a procentuální vyjádření nárůstu vůči referenční hodnotě je 87,9%. Jediná 

mírná změna oproti paroxetinu je ve tvaru nárůstu po exponenciální fázi. Zde (křivka 

9) připomíná lineární nárůst, křivka pro paroxetin (křivka 3) více kopíruje tvar 

referenční křivky. 
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růstová křivka 10: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace fluoxetinu a nízké 
koncentrace flucytosinu. 

vybraná růstová křivka pro kombinaci 5FC+fluoxetin 

koncentrace fluoxetinu 128μg/ml a 5FC 0,015μg/ml
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Srovnávací tabulka 10: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci 5FC+fluoxetin 
koncentrace fluoxetinu 128μg/ml a 5FC 0,015μg/ml 

kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,102 19,00 
      maximum 0,658 96,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,213) dosaţen v čase 24,64h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,426) dosaţen v čase 30,47h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 77,2 % 

 

Kombinační křivka vysoké koncentrace fluoxetinu je v nárůstu významně niţší 

neţ křivka s příspěvkem stejné koncentrace 5FC (křivka nezobrazena). Srovnáním 

výsledků v řádcích mikrotitrační destičky s kontrolním řádkem 8, kde přítomen 5FC 

samostatně, jsme zjistili, ţe kombinace 5FC s fluoxetinem ovlivňuje nárůst tohoto 

kmene více neţ kombinace s paroxetinem. Je ovlivněno hlavně mnoţství nárůstu, a 

to významnějším sníţením masy zejména ve vyšších koncentracích antidepresiva. 

Nejvýznamnější je tento efekt právě při koncentraci se 128μg/ml fluoxetinu v 
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kombinaci se 4μg/ml flucytosinu, při které dochází k úplnému potlačení nárůstu 

původně pozorovaného ve stejné koncentraci  5FC (růstová křivka 8). 

růstová křivka 11: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace flucytosinu a nízké 
koncentrace fluoxetinu. 

vybraná růstová křivka pro kombinaci 5FC+fluoxetin 

koncentrace fluoxetinu 8μg/ml a 5FC 2μg/ml
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Srovnávací tabulka 11: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci 5FC+fluoxetin 
koncentrace fluoxetinu 8μg/ml a 5FC 2μg/ml 

kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,102 48,00 
      maximum 0,443 96,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,213) dosaţen v čase 66,93h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,426) dosaţen v čase 88,33h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 52,0 % 

 

Na této křivce je opět deklarován vliv samotného antimykotika. Ovlivnění 

nárůstu při této koncentraci antidepresiva je mizivé a navíc velmi podobné křivce 

dosaţené při kombinaci 5FC s paroxetinem. Maximum nárůstu dosaţeno v čase 96 

hodin, numericky vyjádřeno odpovídá 52% referenčního nárůstu. Opět je zde patrná 

prodleva v počátku nárůstu po dobu asi 48 hodin, která je patrně zapříčiněna jiţ 

zmiňovaným fungistatickým efektem flucytosinu. 



 90 

růstová křivka 12: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace flucytosinu i 
fluoxetinu 

vybraná růstová křivka pro kombinaci 5FC+fluoxetin 

koncentrace fluoxetinu 64μg/ml a 5FC 2μg/ml
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Srovnávací tabulka 12: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci 5FC+fluoxetin 
koncentrace fluoxetinu 64μg/ml a 5FC 2μg/ml 

kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,102 46,00 
      maximum 0,454 96,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,213) dosaţen v čase 63,67h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,426) dosaţen v čase 81,33h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 53,3 % 

 

Pro znázornění kombinaci vysoké koncentrace obou látek byla záměrně 

vybrána růstová křivka 12, koncentrace 2μg/ml 5FC a 64μg/ml fluoxetinu. Při vyšší 

koncentraci antidepresiva-128μg/ml se projevil jeho výše zmiňovaný účinek ve 

sníţení masy nárůstu a křivka by byla těţko hodnotitelná. Navíc zde je 

demonstrováno, ţe aţ do koncentrace 128μg/ml SSRI nedochází k významnějšímu 

ovlivnění nárůstu, protoţe pokud srovnáme předchozí křivku 11, která vyjadřuje 

nárůst při stejné koncentraci antimykotika, ale významně niţší koncentraci 

antidepresiva, všimneme si, ţe nárůst začíná v relativně stejnou dobu kolem 46 
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hodiny (48 hodin u křivky 11), dosahuje procentuálně skoro stejné hodnoty 53,3% 

(52%), akorát v mírně rozdílných časech zaznamenány 25% a 50% nárůsty. Ale 

myslíme si, ţe hodnoty jsou v toleranci a i grafické vyjádření nárůstu je skoro stejné. 

 

V diplomové práci jsme nárůst hodnotili po 48 hodinách a stanovili jsme pro 

tuto kombinaci látek a daný kmen tyto hodnoty a závěry: 
   

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

 MIC [μg/ml] pro 
5FC 

po 48 hod. 

MIC [μg/ml] pro 
fluoxetin 

po 48 hod. 

FIC index 
vypočten 

po 48 hod. 

  původní pokus 0,5 256 1,6741 

  opakovaný pokus 1 128 2,6600 

průměrný FIC index = 1,7 - indiference 

 

Opakovaný pokus nebyl brán do průměrného FIC indexu, jelikoţ se jedná o 

jasně uskočenou hodnotu. 

 

Metodou měření pomocí přístroje Bioscreen C, jsme provedli rovněţ odečet 

MIC po 48 hodinách, ale dále jsme jej vyhodnotili po celkové době 96 hodin: 
 

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

MIC [μg/ml] pro 
5FC 

po 48 hod. 

MIC [μg/ml] pro 
fluoxetin 

po 48 hod. 

MIC [μg/ml] pro 
5FC 

po 96 hod. 

MIC [μg/ml] pro 
fluoxetin 

po 96 hod. 

1 256 8 256 

 

V podstatě jsme potvrdili tímto experimentem výsledky dosaţené v diplomové 

práci, akorát MIC odečtená aţ po 96 hodinové inkubaci je vyšší neţ původně 

stanovená. Zjistili jsme tedy, ţe se látky v účinku nijak významně neovlivňují 

(nalezena indiference), pouze v koncentraci 128μg/ml SSRI se zdá, ţe by zejm. v 

případě fluoxetinu mohl být předpokládán nějaký mírný adiční účinek.  
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Kombinace amfotericinu B (AMB) s jednotlivými antidepresivy 

 pro kmen CA 2 ATCC 90028: 
 
 

růstová křivka 13: referenční křivka pro kombinaci AMB + paroxetin 

 

referenční růstová křivka - kontrola s DMSO - pro 

kombinaci AMB + paroxetin 

(obě látka zde v konc. - 0μg/ml)

(kmen CA 2 ATCC 90028)
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Srovnávací tabulka 13: Referenční růstová křivka - nulová koncentrace obou 
testovaných látek. 

 

referenční růstová křivka pro kombinaci AMB+paroxetin 
kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

začátek nárůstu 0,105 16,00 
25% 0,187 20,07 
50% 0,375 23,90 

100% 0,749 93,00 

 

Referenční růstová křivka získána kultivací kmene kvasinky CA 2 ATCC 

90028 bez přítomnosti obou testovaných látek pouze v růstovém médiu s DMSO. 

Nárůst charakterizován údaji ve srovnávací tabulce 13. 
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Dále byly hodnoceny růstové křivky pro rostoucí koncentrace antimykotika 

AMB, získané v 8. řádku speciální mikrotitrační destičky. Testované koncentrace se 

pohybují v rozmezí 8-0,03μg/ml. První dvě nejniţší koncentrace této látky neovlivňují 

nárůst kmene v podstatě vůbec. Od koncentrace 0,125μg/ml se projevuje účinek 

antifungálního léčiva, kdy nejprve dojde jen ke sníţení nárůstové masy asi na 

poloviční mnoţství referenčního nárůstu, ale neovlivňuje se nikterak významně 

nástup růstu. V koncentraci o jedno ředění vyšší - 0,25μg/ml dochází opět ke sníţení 

masy nárůstu asi o polovinu předchozího a mírnému posunu v čase. Tato křivka 

zaznamenána jako růstová křivka 14, jelikoţ v další jamce při vyšší koncentraci  jiţ 

zaznamenána MIC.  
 

růstová křivka 14: růstová křivka pro samostatný amfotericin B v koncentraci 0,25μg/ml 

první růstová křivka po MIC amfotericinu B 

(pro kombinaci s paroxetinem- 0μg/ml)
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Srovnávací tabulka 14: Vyhodnocení samostatného účinku antimykotika 

první růstová křivka po MIC antimykotika AMB (pro paroxetin) 
kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,083 22,00 
      maximum 0,282 93,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,187) dosaţen v čase 33,33h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 37,7 % 

 

Nárůst v přítomnosti 0,25μg/ml AMB začíná v čase 22 hodin a dosahuje pouze 

37,7% referenčního nárůstu. Ve srovnání s předchozím testovaným antimykotickým 

léčivem 5FC je patrný rozdíl v účinku. Zatímco flucytosin ovlivňoval nárůst zejména v 

čase - postupně s rostoucí koncentrací této látky se prodluţoval čas, kdy nárůst 

začal, a také postupně a pozvolna klesalo maximum dosaţeného nárůstu, u 

amfotericinu B je situace jiná. První koncentrace neovlivňuje růst vůbec, pak jsou 3 

koncentrace, kdy je nárůst postupně významně sníţen, ale není nějak významně 

ovlivněn čas a dále následuje jiţ plná inhibice nárůstu. Pokles nárůstu je cca. o 

polovinu neţ u předchozí koncentrace.  

Dle našeho názoru by toto mohla být charakteristika fungicidního účinku AMB, 

kdy určitá koncentrace niţší neţ MIC zabraňuje v nárůstu jen určitému podílu 

mikroorganismů, masa nárůstu je tedy postupně sniţována, ale v čase se jiţ ţádný 

další opětovný nárůst neobjevuje, křivka v konstantní hladině.  

 

Dále jsme vyhodnocovali nárůstové křivky v 10.sloupci, kde přítomno pouze 

SSRI, pro tento pokus paroxetin, v koncentracích 512-8μg/ml. V přítomnosti čtyř 

nejniţších koncentrací této látky vykazoval kmen nárůst srovnatelný s referenčním 

nárůstem. V koncentraci 128μg/ml nárůst významně klesl a navíc byl zaznamenán 

velice zajímavý tvar této křivky (viz růstová křivka 15). V další vyšší koncentraci jiţ 

nárůst nezaznamenán.    
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růstová křivka 15: růstová křivka pro samostatný paroxetin v koncentraci 128μg/ml 

první růstová křivka po MIC paroxetinu 

(pro kombinaci s AMB- 0μg/ml)

0,000

0,100

0,200

0,300

0,400

0,500

0,600

0,700

0,800

0,900

1,000

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

čas (hod.)

O
D

 (
5
4
0
n

m
)

křivka po MIC

kontrolní křivka

 
 

Srovnávací tabulka 15: Vyhodnocení samostatného účinku antidepresiva 

 

první růstová křivka po MIC antidepresiva paroxetinu (pro AMB) 
kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,088 25,00 
      maximum 0,364 93,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,187) dosaţen v čase 44,89h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 48,6 % 

 

Pro první růstovou křivku (15) samostatného účinku paroxetinu po MIC 

odečteny a vypočteny hodnoty, které shrnuje srovnávací tabulka 15. Zajímavější neţ 

zjištění, ţe nástup nárůstu je zde kolem 25 hodiny a dosáhl necelých 50% nárůstu 

referenční křivky, je tvar růstové křivky. Chybí zde úplně exponenciální fáze růstu. 

Navíc tento zvláštní výsledek nalezen i v opakovaném pokusu, jen pro koncentraci o 

jeden řád vyšší. Jak bude dále prezentováno, stejné je to i s fluoxetinem. Zdá se 

tedy, ţe v určitém rozmezí koncentrací jsou SSRI schopné ovlivnit tvar růstové křivky 

tímto zvláštním způsobem. Důvod této změny, jevící se jako změna kinetiky růstu 

nebo veliké zpomalení rychlosti růstu, takţe se jeví jako lineární, nám není znám.  
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růstová křivka 16: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace paroxetinu a nízké 
koncentrace amfotericinu B 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+paroxetin 

koncentrace paroxetinu 128μg/ml a AMB 0,06μg/ml
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Srovnávací tabulka 16: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+paroxetin 
koncentrace paroxetinu 128μg/ml a AMB 0,06μg/ml 

kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,091 39,00 
      maximum 0,377 93,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,187) dosaţen v čase 55,56h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,375) dosaţen v čase 92,40h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 50,3 % 

Jak je dále patrné z růstové křivky 16, znázorňující účinek kombinace nízké 

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

zřejmé, ţe zde převládá vliv SSRI a vymizení exponenciální fáze je zachyceno i zde. 

Nárůst začíná opoţděněji neţ u samostatného paroxetinu v čase 25 hodin a pro tuto 

kombinovanou křivku aţ v 39 hodině. Maxima nárůstu jsou srovnatelná. Křivka má 

ale paradoxně o něco vyšší průběh, neţ křivka nalezená při niţší koncentraci AMB 

(0,03μg/ml) v rámci jednoho řádku zachovávající stejnou koncentraci antidepresiva. 

Další následná křivka (s vyšší koncentrací AMB-0,125μg/ml) je zase méně 

nárůstová, proto bereme toto hodnocení za mírně vybočené. 
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růstová křivka 17: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace amfotericinu B a nízké 
koncentrace paroxetinu 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+paroxetin 

koncentrace paroxetinu 8μg/ml a AMB 0,125μg/ml
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Srovnávací tabulka 17: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+paroxetin 
koncentrace paroxetinu 8μg/ml a AMB 0,125μg/ml 

kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,106 24,00 
      maximum 0,341 93,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,187) dosaţen v čase 29,21h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 45,5 % 

 

Růstová křivka 17 poukazuje vliv kombinace vyšší koncentrace AMB a 

minimální paroxetinu. Jelikoţ je zde pouţita koncentrace antimykotika 2x niţší neţ 

MIC, je nárůst inhibován menší měrou neţ v případě růstové křivky 14, kde je 

koncentrace jen o jedno ředění menší neţ MIC. Nástup růstu je ale srovnatelný a 

dokonce ani maximum se zase o tolik neliší. Navíc srovnáme-li tento vliv s průběhem 

nárůstu v jamce, kde přítomno antimykotikum ve stejné koncentraci 0,125μg/ml, ale 

samostatně (jamka se nalézá v 8.řádku), je tento hodnocený nárůst niţší neţ pro 

samotný vliv antimykotika. Takţe antidepresivum jiţ v takto malé koncentraci 
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ovlivňuje v pozitivním smyslu inhibici růstu mikroorganismu v přítomnosti AMB a 

poukazuje na vzájemný potencující efekt jejich kombinace. 
 

růstová křivka 18: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace amfotericinu B i 
paroxetinu 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+paroxetin 

koncentrace paroxetinu 64μg/ml a AMB 0,125μg/ml
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Srovnávací tabulka 18: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+paroxetin 
koncentrace paroxetinu 64μg/ml a AMB 0,125 μg/ml 

kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,105 37,00 
      maximum 0,334 93,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,187) dosaţen v čase 45,21 h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % =  44,6% 

 

Dále hodnocen vliv vysokých koncentrací těchto dvou látek. Z důvodu úplné 

nebo skoro úplně inhibice růstu v oblasti kombinace vysokých koncentrací látek (MIC 

paroxetinu je 256μg/ml a pro AMB 0,5μg/ml), jsme vybrali aţ výše zmíněnou 

růstovou křivku 18, kterou bylo moţno dobře hodnotit. Upozorňuji na fakt, ţe 

vyjadřuje růst v přítomnosti koncentrace o dva řády niţší neţ je stanovená MIC obou 
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látek. Koncentrace AMB (0,125μg/ml) je o 1 ředění niţší neţ u křivky pro samostatný 

nárůst AMB (č.14), maximum dosaţeného nárůstu je zde tím pádem o něco vyšší 

neţ u křivky 14, ale také jen o něco málo niţší neţ v předchozí křivce 17, která 

vyjadřovala nárůst při minimální koncentraci antidepresiva (AMB je zde ve stejné 

koncentraci 0,125μg/ml). Na základě tohoto zjištění jsme provedli srovnání růstových 

křivek v rámci jednotlivých sloupců a řádků ještě důkladněji a zjistili jsme, ţe největší 

ovlivnění v kvantitě nárůstu nastává právě aţ kolem koncentrace 64μg/ml 

antidepresiva.  

Navíc jsme srovnali nárůsty ve všech jamkách k referenčnímu 8. řádku a 10. 

sloupci a nalezli jsme velmi zajímavý jev, ţe kromě jedné hodnoty (růstová křivka 

16), kterou jsme jiţ dříve zmiňovali jako mírně vybočenou a tudíţ tento její vliv 

nepovaţujeme za významný, všechny ostatní kombinační křivky vykazují 

kvantitativně niţší nárůst neţ křivky pro látky samostatné.  

Dále je z křivky 18 patrné, ţe nárůst začíná se zpoţděním. V případě 

klesajících koncentrací samostatného AMB k výraznějšímu zpoţděním nárůstu 

nedošlo, a to nás vedlo k domněnce, jestli by za tím nemohl být vliv antidepresiva. 

Kdyţ se podíváme na křivku 15, znázorňující vliv samostatného paroxetinu na nárůst 

houbového kmene, ţádné velké prodlení v nástupu nárůstu nenalezneme. Zkoumali 

jsme proto jeho vliv na kombinaci s AMB v rámci jednoho sloupce, kde se různí 

mnoţství paroxetinu a antimykotikum je přítomno v konstantní koncentraci a zjistili 

jsme, ţe i kdyţ niţší koncentrace SSRI neovlivňují maximum nárůstu dochází při 

zvyšování jejich koncentrace k pravidelnému posunu nástupu růstu. Tento efekt 

nastává aţ při vyšší koncentraci AMB, v niţších se pouze mírně sníţí maximum 

nárůstu, ale čas zůstane neovlivněn. Pro přehlednost uvádíme kombinovaný graf 1, 

který pouze grafickou formou popisuje výše slovně vyjádřené. Pro srovnání 

znázorněn i nárůst v jamce, kde přítomno jen antimykotikum, vyšší koncentrace 

SSRI (128μg/ml) není znázorněna, jelikoţ zde není nárůst zaznamenán. Navíc, jak je 

vidět z kombinovaného grafu 1, uţ ani v koncentraci 64μg/ml nedochází k nárůstu. 
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kombinovaný graf 1: Vyjádření nárůstu v rámci jednoho sloupce mikrotitrační destičky. 
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Tento kombinovaný graf popisuje stav v 7.sloupci s nejvyšší koncentrací AMB, 

u které ještě zaznamenán nárůst (tzn. 1 koncentrace niţší neţ MIC). Jak je vidět, 

nárůsty jsou minimální. Osu y jsme museli upravit, aby bylo dostatečně patrné 

ovlivnění času s postupně zvyšující se koncentrací antidepresiva. 

 

 

V diplomové práci jsme nárůst hodnotili po 48 hodinách a stanovili jsme pro 

tuto kombinaci látek a daný kmen tyto hodnoty a závěry: 
   

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

 MIC [μg/ml] pro 
AMB 

po 48 hod. 

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

FIC index 
vypočten 

po 48 hod. 

  původní pokus 2 512 0,4609 

  opakovaný pokus 1 512 0,6180 

průměrný FIC index = 0,5 - synergismus 
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Metodou měření pomocí přístroje Bioscreen C, jsme provedli rovněţ odečet 

MIC po 48 hodinách, ale dále jsme jej vyhodnotili po celkové době 96 hodin: 
 

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

MIC [μg/ml] pro 
AMB 

po 48 hod. 

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

MIC [μg/ml] pro 
AMB 

po 96 hod. 

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

0,5 256 0,5 256 

 

Dle našeho úsudku jsme víceméně potvrdili výsledky stanovené diplomovou 

prací. Ve všech koncentracích námi měřených látek dochází ke sníţení masy 

nárůstu a postupně, se zvyšující se koncentrací látek, inhibiční potenciál vzrůstá. Ve 

všech jamkách nejvyšší koncentrace antimykotika po MIC, tzn. s koncentrací 

0,25μg/ml – 5. sloupec speciální mikrotitrační destičky - nastala ve 4 nejvyšších 

koncentracích SSRI absolutní inhibice nárůstu a pro kombinace s 32, 16 a 8μg/ml 

SSRI je inhibice také významná. Následně absolutní inhibice růstu zaznamenána 

ještě i pro jednu jamku obsahující 0,125μg/ml AMB a 128μg/ml paroxetinu a navíc i v 

ostatních jamkách leţících v blízkosti inhibiční linie je nárůst podstatně sníţen. 

Zdá se tedy, ţe účinek této kombinace je doopravdy potenciační a mohl by 

leţet někde na pomezí mezi adicí a synergismem. Dle našeho názoru spíše v oblasti 

adice. 
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růstová křivka 19: referenční křivka pro kombinaci AMB + fluoxetin 

referenční růstová křivka - kontrola s DMSO - pro 

kombinaci AMB + fluoxetin 

(obě látka zde v konc. - 0μg/ml) 

(kmen CA 2 ATCC 90028)
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Srovnávací tabulka 19: Referenční růstová křivka - nulová koncentrace obou 
testovaných látek. 

 

referenční růstová křivka pro kombinaci AMB+fluoxetin 
kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

začátek nárůstu 0,107 16,00 
25% 0,205 20,35 
50% 0,410 23,85 

100% 0,819 93,00 

 

Referenční křivka pro fluoxetin je srovnatelná s referenční křivkou pro 

paroxetin. Nástup růstu je stejně jako u předchozí křivky v 16 hodině, maxima 

dosáhneme v hodině 93, masa nárůstu je jen o něco maličko vyšší a ostatní 2 

růstové charakteristiky - 25% a 50% nárůstu stanoveny rovněţ kolem 20 hodiny, 

tudíţ v exponenciální fázi.  

Nejprve jsme opět hodnotili růstové křivky 8. řádku samostatného vlivu AMB. 

Nalezená inhibice růstu je stejná jako prve u paroxetinu. První koncentrace AMB 

neovlivňuje růst skoro vůbec, pak jsou 3 koncentrace, kdy je nárůst postupně 

významně sníţen, ale nedochází k ovlivnění času. Dále následuje jiţ plná inhibice 

nárůstu. Pokles nárůstu je přibliţně o polovinu neţ u předchozí koncentrace. 
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růstová křivka 20: růstová křivka pro samostatný amfotericin B v koncentraci 0,25μg/ml 

první růstová křivka po MIC amfotericinu B  

(pro kombinaci s fluoxetinem- 0μg/ml)
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Srovnávací tabulka 20: Vyhodnocení samostatného účinku antimykotika 

 

první růstová křivka po MIC antimykotika AMB (pro fluoxetin) 
kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,088 22,00 
      maximum 0,285 93,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,205) dosaţen v čase 33,17h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 34,8 % 

 

Na růstové křivce 20 opět sledován vliv na růst houbového kmene v 

přítomnosti nejvyšší koncentrace antimykotika, které ještě nezpůsobuje úplnou 

inhibici nárůstu. Ve srovnání se stejnou křivkou nalezenou pro paroxetin není 

shledán významnější rozdíl. Tato křivka můţe být brána v podstatě jako opakované 

stanovení pro zjištění MIC amfotericinu B pro paroxetin, jelikoţ v nepřítomnosti druhé 

látky, jsou oba poslední řádky v obou pokusech stejné.  

Dále hodnocen vliv SSRI. Nárůst v referenčním sloupci je aţ do koncentrace 

128μg/ml srovnatelný s kontrolním nárůstem. V této jamce (s 128μg/ml SSRI) 

nastává sníţení růstu viz. níţe, v dalších uţ jeho úplná inhibice. 
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Jak je patrné z grafu růstové křivky 21, opět zaznamenán zvláštní vliv na růst 

kmene v přítomnosti vyšší koncentrace antidepresiva, liší se od paroxetinu jen niţším 

dosaţeným maximem růstu. 
 

růstová křivka 21: růstová křivka pro samostatný fluoxetin v koncentraci 128μg/ml 

první růstová křivka po MIC fluoxetinu  

(pro kombinaci s AMB- 0μg/ml)
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Srovnávací tabulka 21: Vyhodnocení samostatného účinku antidepresiva 

 

první růstová křivka po MIC antidepresiva fluoxetinu (pro AMB) 
kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,105 56,00 
      maximum 0,219 93,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,205) dosaţen v čase 91,00h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 26,7% 

 

Hodnocení kombinací je podobné jako pro paroxetin. Další nárůst v rámci 

3.řádku, kde je antidepresivum v 1x niţší koncentraci neţ MIC (tzn. 128μg/ml) nebyl 

zaznamenán, tudíţ hodnocen nárůst o jednu koncentraci niţší v kombinací s 

příspěvkem malého mnoţství AMB - křivka 22, zde ale jiţ nenalezen vliv na tvar, 

pouze na masu a čas nárůstu. V porovnání s křivkou charakterizující vlastní vliv AMB 



 105 

v koncentraci 0,06μg/ml (křivka nezobrazena) došlo asi k 50% sníţení celkového 

nárůstu a posunutí v čase z 16-ti na 29 hodin, tudíţ k velkým změnám v nárůstu.  
 

růstová křivka 22: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace fluoxetinu a nízké 
koncentrace amfotericinu B 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+fluoxetin 

koncentrace fluoxetinu 64μg/ml a AMB 0,06μg/ml
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Srovnávací tabulka 22: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+fluoxetin 
koncentrace fluoxetinu 64μg/ml a AMB 0,06μg/ml 

kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,101 29,00 
      maximum 0,414 93,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,205) dosaţen v čase 37,53h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,410) dosaţen v čase 91,50h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 50,5 % 
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Dále hodnotíme křivku 23. Opět zde sledován vliv příspěvku nízkého mnoţství 

SSRI na vyšší koncentraci antimykotika. Díky nepřítomnosti nárůstu v jamkách se 

stejným mnoţstvím AMB jako u jamky obsahující právě první koncentraci po MIC 

AMB (0,25μg/ml, kde pouze jamka s nejniţší koncentrací SSRI vykazovala velice 

minimální nárůst, který by byl obtíţně hodnotitelný), vybrána jamka s koncentrací 

AMB ještě o jednu niţší. Ve srovnání s jiţ hodnocenou jamkou, kterou popisuje 

růstová křivka 20 (samostatný nárůst v přítomnosti koncentrace AMB 0,25μg/ml), je 

zde dosaţeno velmi obdobného nárůstu. Celkové mnoţství masy je vyjádřeno jako 

33,9% referenčního nárůstu, křivka 20 - 34,8%. Znamená to tedy, ţe SSRI opět 

prokázalo potenciační vliv na působení AMB, jelikoţ i v malé koncentraci dokáţe 

sníţit velikost nárůst na podobnou úroveň jako byl nárůst nalezený v přítomnosti 

samostatného AMB, ale o koncentraci vyšší neţ ve sledované kombinaci. 
 

růstová křivka 23: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace amfotericinu B a nízké 
koncentrace fluoxetinu 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+fluoxetin 

koncentrace fluoxetinu 8μg/ml a AMB 0,125μg/ml

0,000

0,100

0,200

0,300

0,400

0,500

0,600

0,700

0,800

0,900

1,000

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

čas (hod.)

O
D

 (
5

4
0

n
m

)

křivka vys.konc.AMB

kontrolní křivka

 
 



 107 

Srovnávací tabulka 23: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+fluoxetin 
koncentrace fluoxetinu 8μg/ml a AMB 0,125μg/ml 

kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,105 26,00 
      maximum 0,278 93,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,205) dosaţen v čase 41,00h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 33,9 % 

 

Poslední hodnocenou křivkou je kombinace vysoké koncentrace obou látek. 

Jako v předchozím pokusu s paroxetinem z důvodu absolutní inhibice růstu ve 

vyšších koncentracích kombinace, vybrána do hodnocení opět jamka s koncentrací 

obou látek 2x niţší neţ stanovená MIC. Stejně jako prvně vysledován časový posun 

nástupu růstu a sníţení masy ve srovnání s křivkami stejných koncentrací obou 

samostatných látek (v rámci 8.řádku a 10.sloupce). 

Dále nalezena i velmi podobná závislost maxima nárůstu a časových prodlev 

jako u paroxetinu a zase jen pro kombinaci s vysokou koncentrací AMB, tady na 

rozdíl od paroxetinu o 1 řád niţší - 0,125μg/ml. Stanovili jsme tedy, ţe i kdyţ niţší 

koncentrace SSRI neovlivňují maximum nárůstu dochází při zvyšování jejich 

koncentrace k víceméně pravidelnému posunu nástupu růstu v čase. Tento efekt 

nastává aţ při vyšší koncentraci AMB (vzhledem k hodnotě MIC, která stanoveny 

jako 0,5μg/ml jsou hodnoty 0,25 a 0,125μg/ml povaţovány za vyšší), v niţších se 

mírně sníţí maximum nárůstu, ale čas zůstane neovlivněn. Nalezené křivky jiţ 

nejsou prezentovány, ale velice obdobné jako křivky v kombinovaném grafu 1. 
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růstová křivka 24: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace amfotericinu B i 
fluoxetinu 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+fluoxetin 

koncentrace fluoxetinu 64μg/ml a AMB 0,125μg/ml
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Srovnávací tabulka 24: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+fluoxetin 
koncentrace fluoxetinu 64μg/ml a AMB 0,125μg/ml 

kmen CA 2 ATCC 90028 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,101 50,00 
      maximum 0,332 93,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,205) dosaţen v čase 63,10h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 40,5 % 
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V diplomové práci jsme nárůst hodnotili po 48 hodinách a stanovili jsme pro 

tuto kombinaci látek a daný kmen tyto hodnoty a závěry: 
   

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

 MIC [μg/ml] pro 
AMB 

po 48 hod. 

MIC [μg/ml] pro 
fluoxetin 

po 48 hod. 

FIC index 
vypočten 

po 48 hod. 

  původní pokus 2 256 0,5922 

  opakovaný pokus 1 512 0,6180 

průměrný FIC index = 0,6 - adice 

 

 

 

Metodou měření pomocí přístroje Bioscreen C, jsme provedli rovněţ odečet 

MIC po 48 hodinách, ale dále jsme jej vyhodnotili po celkové době 96 hodin: 
 

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

MIC [μg/ml] pro 
AMB 

po 48 hod. 

MIC [μg/ml] pro 
fluoxetin 

po 48 hod. 

MIC [μg/ml] pro 
AMB 

po 96 hod. 

MIC [μg/ml] pro 
fluoxetin 

po 96 hod. 

0,5 128 0,5 256 

 

Z výše popsaného je patrné, ţe fluoxetin a paroxetin jsou si v účinku (pro 

tento kmen a v kombinaci s AMB) velice podobné. Pro fluoxetin jsme odečetli jamek 

s nerůstem o 4 více neţ v předchozím pokusu s paroxetinem, takţe bychom se mohli 

domnívat, ţe je fluoxetin v potenciační aktivitě mírně účinnější. Srovnatelné výsledky 

nalezeny při opakovaném pokusu pro obě látky. Celkově spíše adiční neţ synergní 

vliv pro tuto kombinaci látek byl námi potvrzen. 
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Kombinace amfotericinu B (AMB) s jednotlivými antidepresivy 

 pro kmen CA-SC: 
 
 

růstová křivka 25: referenční křivka pro kombinaci AMB + paroxetin 

referenční růstová křivka - kontrola s DMSO - pro 

kombinaci AMB + paroxetin 

(obě látka zde v konc. - 0μg/ml) (kmen CA-SC )
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Srovnávací tabulka 25: Referenční růstová křivka - nulová koncentrace obou 
testovaných látek. 

 

referenční růstová křivka pro kombinaci AMB+paroxetin 
kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

začátek nárůstu 0,100 8,00 
25% 0,203 11,26 
50% 0,406 13,72 

100% 0,812 96,00 

 

Referenční nárůst pro kmen CA-SC popisuje křivka 25 a je charakterizován 

pomocí hodnot odečtených, vypočtených a zaznamenaných v srovnávací tabulce 25. 

Lag fáze trvá pouhých 8 hodin, pak nastupuje rychlý exponenciální růst, po 

11,26 hodině uţ dosaţeno 25% maximálního nárůstu, těsně za ní rychle následován 

50% nárůstem v čase jen přibliţně o dně hodiny vyšším, zpomalení nastává kolem 

23 hodiny a maxima dosahuje aţ v 96 hodině. 
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V rámci 8. řádku stanoven samostatný vliv antimykotika v koncentraci 16-

0,06μg/ml na růst tohoto auxotrofního kmene. Jako u předchozího pokusu se stejnou 

antifungální látkou dochází k podobnému ovlivnění růstu pomocí AMB. Uţ v první 

nejniţší testované koncentraci dochází k cca. 50% sníţení referenčního nárůstu. V 

dalších dvou koncentracích dochází zase asi k poloviční inhibici předchozího nárůstu 

bez většího ovlivnění času. Další čtvrtá testovaná koncentrace AMB je jiţ MIC. 

První nárůst v tomto 8. řádku hodnotí křivka 26, maximum růstu dosaţeno v 

93 hodině a představuje 29,3% kontrolního nárůstu. Časově je nástup růstu velice 

mírně posunut. 
 

růstová křivka 26: růstová křivka pro samostatný amfotericin B v koncentraci 0,25μg/ml 

první růstová křivka po MIC amfotericinu B

(pro kombinaci s paroxetinem - 0μg/ml)
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Srovnávací tabulka 26: Vyhodnocení samostatného účinku antimykotika 

 

první růstová křivka po MIC antimykotika AMB (pro paroxetin) 
kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,105 15,00 
      maximum 0,240 93,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,203) dosaţen v čase 28,00h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 29,3 % 
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Další vliv sledován na růst v 10.sloupci, který ovlivňován samotným SSRI, 

paroxetinem.  

Bohuţel zde jsme se zjevně netrefili do správného rozmezí klesání 

koncentrací antidepresiva (512-8μg/ml), jelikoţ ve dvou nejvyšších hodnotách 

zaznamenána úplná inhibice nárůstu a hned v následující koncentraci byl nárůst 

skoro srovnatelný s referenčním, vyjádřen jako křivka 27 - dosahuje 90,3% 

referenční masy nárůstu. Křivky mají obdobný tvar a podobné jsou i ve všech 

ostatních charakteristikách. 
 

růstová křivka 27: růstová křivka pro samostatný paroxetin v koncentraci 128μg/ml 

první růstová křivka po MIC paroxetinu 

(pro kombinaci s AMB - 0μg/ml) 
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Srovnávací tabulka 27: Vyhodnocení samostatného účinku antidepresiva 

 

první růstová křivka po MIC antidepresiva paroxetinu (pro AMB) 
kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,110 12,00 
      maximum 0,733 76,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,203) dosaţen v čase 13,37h 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,406) dosaţen v čase 15,76h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 90,3% 
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Křivka kombinace vysoké koncentrace SSRI 128μg/ml a nízké koncentrace 

AMB je zaznamenána jako růstová křivka 28. Je zde patrný významný vliv i takto 

malé koncentrace antimykotika – 0,06μg/ml, jelikoţ oproti nárůstu samotného 

paroxetinu ve stejné koncentraci (křivka 27) je sníţení nárůstu velmi významné - z 

90,3% na 65,4%. Časově je oproti referenčnímu nárůstu křivka posunuta z 8 hodiny 

na hodinu 21 i ve srovnání vůči křivce 27, kde začátek růstu zaznamenán ve 12 

hodině. V další jamce vysoké koncentrace paroxetinu a nízké AMB – 0,125μg/ml jiţ 

nebyl zaznamenán ţádný nárůst.   
 

růstová křivka 28: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace paroxetinu a nízké 
koncentrace amfotericinu B  

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+paroxetin 

koncentrace paroxetinu 128μg/ml a AMB 0,06μg/ml
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Srovnávací tabulka 28: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+ paroxetin 
koncentrace paroxetin 128μg/ml a AMB 0,06μg/ml 

kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,114 21,00 
      maximum 0,531 95,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,203) dosaţen v čase 28,00h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,406) dosaţen v čase 53,25h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 65,4 % 
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Hodnocení vysoké koncentrace AMB a nízké koncentrace paroxetinu je 

následující - graficky znázorněno křivkou 29. Podobně jako v předchozím pokusu s 

AMB pro jiný kvasinkový kmen Candida albicans je zde v nejvyšší koncentraci 

antimykotika (0,25μg/ml), která samostatně ještě nepůsobí úplnou inhibici nárůstu 

(zobrazena jako růstová křivka 26), v kombinaci s koncentracemi antidepresiva v 

rozmezí 512-32μg/ml nárůst plně inhibován. Pro dvě nejniţší koncentrace SSRI - 16 

a 8μg/ml je zaznamenán minimální špatně vyhodnotitelný nárůst. Proto opět 

hodnocena růstová křivka s koncentrací AMB o řád niţší (0,125μg/ml). Účinek 

obdobný, nárůst je jen o něco vyšší neţ u koncentrace 0,25μg/ml. Ve srovnání s 

křivkou se stejnou koncentrací samostatného antimykotika (v rámci 8.řádku), ale  

vyhodnocena jako niţší nárůst. Je tedy zřejmé, ţe velikost nárůstu v přítomnosti 

AMB ovlivňuje i malý příspěvek antidepresiva. Dále srovnány nárůsty v jamkách se 

stejnou koncentrací AMB (0,125μg/ml), ale se zvyšujícím se mnoţstvím SSRI. 

Nalezené výsledky, pravidelně se zvětšujícího časového posunu růstu s dosaţením 

stejného maxima u postupně rostoucí koncentrace paroxetinu, jsou srovnatelné s 

předchozím pokusem (pro kmen CA 2 ATCC 90028) jen zaznamenány v koncentraci 

o řád niţší AMB neţ je tomu v předchozím pokusu. Viz kombinovaný graf 1.  
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růstová křivka 29: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace amfotericinu B a nízké 
koncentrace paroxetinu 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+paroxetin 

koncentrace paroxetinu 8μg/ml a AMB 0,125μg/ml
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Srovnávací tabulka 29: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+ paroxetin 
koncentrace paroxetin 8μg/ml a AMB 0,125μg/ml 

kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,103 12,00 
      maximum 0,352 95,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,203) dosaţen v čase 18,33h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 43,3 % 

 

Poslední hodnocená křivka 30 této kombinace paroxetinu s AMB se snaţí 

zachytit vliv vyšších příspěvků obou látek. Koncentrace obou sloţek je opět ještě o 

jednu koncentraci niţší neţ je koncentrace v první nárůstové jamce pro kaţdou látku. 

(kvůli absenci nárůstu v jamkách s vysokou koncentrací kombinace obou látek). 

Maximum nárůstu je víceméně srovnatelné s předchozí křivkou (29) - kombinace 

stejné koncentrace AMB, ale 3x niţší koncentrace SSRI - ale významně posunut 

nástup růstu z 12 na 29 hodinu. Další jamka v rámci stejného sloupce (0,125μg/ml 

AMB) s vyšším příspěvkem paroxetinu -128μg/ml je jiţ plně inhibiční. Z výše 
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popsaného se tedy dá vyvozovat, ţe do určité koncentrace 128μg/ml antidepresiva 

nedochází k většímu ovlivnění masy nárůstu, ale jen k prodlevám v čase, od této 

koncentrace (včetně) je ovlivňována i velikost nárůstu. 
 
 

růstová křivka 30: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace amfotericinu B i 
paroxetinu 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+paroxetin 

koncentrace paroxetinu 64μg/ml a AMB 0,125μg/ml
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Srovnávací tabulka 30: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+ paroxetin 
koncentrace paroxetin 64μg/ml a AMB 0,125μg/ml 

kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,110 29,00 
      maximum 0,331 95,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,203) dosaţen v čase 41,41h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 40,8 % 
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V diplomové práci jsme nárůst hodnotili po 48 hodinách a stanovili jsme pro 

tuto kombinaci látek a daný kmen tyto hodnoty a závěry: 
   

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

 MIC [μg/ml] pro 
AMB 

po 48 hod. 

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

FIC index 
vypočten 

po 48 hod. 

  původní pokus 2 256 0,6342 

  opakovaný pokus 0,5 512 0,7380 

průměrný FIC index = 0,7 - adice 

 

Metodou měření pomocí přístroje Bioscreen C, jsme provedli rovněţ odečet 

MIC po 48 hodinách, ale dále jsme jej vyhodnotili po celkové době 96 hodin: 
 

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

MIC [μg/ml] pro 
AMB 

po 48 hod. 

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

MIC [μg/ml] pro 
AMB 

po 96 hod. 

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

0,5 256 0,5 256 

 

Účinek kombinace látek pro testovaný autotrofní kmen CA-SC je velice 

obdobný jako pro předchozí kmen CA 2 ATCC 90028. Doloţili jsme opět, ţe výsledky 

diplomové práce se jeví jako správné a předpokládáme adiční účinek kombinace. 

Rovněţ jsme vysledovali některé důleţité změny v nárůstu nejen vůči 

referenčnímu, ale i nárůstu v přítomnosti samotného antimykotika. Do určité 

koncentrace 128μg/ml antidepresiva nedochází k většímu ovlivnění masy nárůstu, 

ale jen k prodlevám v čase, od této koncentrace (včetně) je ovlivňována i velikost 

nárůstu. Dále je zde patrný významný vliv kombinace i s velice malou koncentrací 

antimykotika – 0,06μg/ml, jelikoţ oproti nárůstu samotného paroxetinu ve stejné 

koncentraci (128μg/ml) dochází ke sníţení nárůstu velmi významně a nastává i 

důleţitý  časový posun nástupu růstu. 
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růstová křivka 31: referenční křivka pro kombinaci AMB + fluoxetin 

referenční růstová křivka - kontrola s DMSO - pro 

kombinaci AMB + fluoxetin 

(obě látka zde v konc. - 0μg/ml) (kmen CA-SC )
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Srovnávací tabulka 31: Referenční růstová křivka - nulová koncentrace obou 
testovaných látek. 

 

referenční růstová křivka pro kombinaci AMB+fluoxetin 
kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

začátek nárůstu 0,103 10,00 
25% 0,194 11,88 
50% 0,388 14,02 

100% 0,775 94,00 

 

Ve srovnáni s referenční křivkou pro hodnocení vlivu kombinace AMB a 

paroxetinu není u této křivky 31 nalezeno větší odlišnost. Hodnoty charakterizující 

tuto referenční křivku jsou shrnuty ve srovnávací tabulce 31. 

Jako i u předchozích pokusů dále hodnocen vliv samotného antifungálního 

léčiva na růst kmene. Ovlivnění nárůstu stejné jako v případě hodnocení u 

paroxetinu, viz. výše. První nerůstová křivka po MIC AMB znázorněna jako křivka 32. 

Všechny odečtené a vypočtené parametry se neliší od těch, stanovených pro 

paroxetin.   
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růstová křivka 32: růstová křivka pro samostatný amfotericin B v koncentraci 0,25μg/ml 

první růstová křivka po MIC amfotericinu B

(pro kombinaci s fluoxetinem - 0μg/ml)
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Srovnávací tabulka 32: Vyhodnocení samostatného účinku antimykotika 

 

první růstová křivka po MIC antimykotika AMB (pro fluoxetin) 
kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,109 18,00 
      maximum 0,247 92,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,194) dosaţen v čase 23,71h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 31,8 % 

 

Dále sledován vliv fluoxetinu ve srovnání s referenčním nárůstem. Jak je jiţ z 

grafického vyjádření patrné, nárůst je o něco mírně vyšší neţ u referenční křivky. 

Toto povaţujeme za nevýznamný rozdíl, jelikoţ tvar i výška křivky jsou velice 

podobné a vypadá to spíše, ţe se mohla stát nějaká drobná chyba např. při inokulaci 

kontrolní jamky (u referenční křiky je zaznamenán hlubší pokles nárůstu v lag fázi a 

to by mohlo znamenat, ţe je křivka částečně posunuta dolů). Ale co je zajímavější, je 

opětovné zjištění, ţe stejně jako u paroxetinu, nebyl v předchozí koncentraci 

zaznamenán ţádný nárůst a pro další koncentraci o jedno ředění niţší je jiţ stejný 

jako referenční - křivka 33. Takţe se zdá, ţe MIC se nachází někde mezi koncentrací 

256-128μg/ml. Námi tedy MIC pouze přibliţně odečtena jako 256μg/ml SSRI. 
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růstová křivka 33: růstová křivka pro samostatný fluoxetin v koncentraci 128μg/ml 

první růstová křivka po MIC fluoxetinu 

(pro kombinaci s AMB - 0μg/ml)
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Srovnávací tabulka 33: Vyhodnocení samostatného účinku antidepresiva 

 

první růstová křivka po MIC antidepresiva fluoxetinu (pro AMB) 
kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,117 11,00 
      maximum 0,857 96,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,194) dosaţen v čase 13,55 h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,388) dosaţen v čase 15,79h. 

      nárůst 100% referenčního nárůstu (OD=0,775) dosaţen v čase 67,50h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 110,6% 

 

Kombinovaný účinek AMB a fluoxetinu jsme se snaţili shrnout v kombinačních 

křivkách 34,35 a 36. Výsledky jsou srovnatelné s účinkem paroxetinu v kombinaci se 

stejnou antimykotickou látkou na růst kmenu CA-SC. 

Růstová křivka 34 zachycuje vliv nizoučké koncentrace AMB na růst v 

přítomnosti SSRI v koncentraci 128μg/ml, tudíţ stejné s první nárůstovou jamkou v 

rámci 10. srovnávacího sloupce. Jak je ze srovnání patrné, zaznamenali jsme velikou 

změnu v maximu i čase nárůstu. Samostatná růstová křivka (uvedená jako růstová 

křivka 33) je povaţována za srovnatelnou s referenční, zatímco zde (křivka 34) má 
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pouze 52,5% nárůst vůči kontrole. Navíc i časový posun je veliký, z cca. 10-11hodiny 

na 38 hodinu. Účinek ve všech hodnotách významnější neţ u křivky 28 pro paroxetin. 

růstová křivka 34: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace fluoxetinu a nízké 
koncentrace amfotericinu B 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+fluoxetin 

koncentrace fluoxetinu 128μg/ml a AMB 0,06μg/ml

0,000

0,100

0,200

0,300

0,400

0,500

0,600

0,700

0,800

0,900

1,000

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

čas (hod.)

O
D

 (
5

4
0

n
m

)

křivka vys.konc.SSRI 

referenční křivka

 

Srovnávací tabulka 34: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+fluoxetin 
koncentrace fluoxetinu 128μg/ml a AMB 0,06μg/ml 

kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,103 38,00 
      maximum 0,407 96,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,194) dosaţen v čase 48,50h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,388) dosaţen v čase 66,33h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 52,5 % 

 

Další znázorněná křivka je pro kombinaci vysoké koncentrace AMB a 

ovlivnění jeho účinku nízkou koncentrací fluoxetinu. Ve srovnání s růstovou křivkou 

stejné koncentrace AMB v rámci kontrolního 8. řádku (nezobrazena) je kombinovaná 

křivka kvantitativně niţší neţ kontrolní s přítomností 0,125μg/ml AMB. Tvar a nástup 

růstu ale jinak zůstává zachován, sníţeno tedy pouze dosaţené maximum. Ve 
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srovnání s křivkou 32, kde AMB je v koncentraci o jedno ředění vyšší, 

zaznamenáváme mírně větší nárůst, ale ve stejném čase.  

růstová křivka 35: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace amfotericinu B a nízké 
koncentrace fluoxetinu 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+fluoxetin 

koncentrace fluoxetinu 8μg/ml a AMB 0,125μg/ml
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Srovnávací tabulka 35: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+fluoxetin 
koncentrace fluoxetinu 8μg/ml a AMB 0,125μg/ml 

kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,104 15,00 
      maximum 0,322 95,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,194) dosaţen v čase 20,47h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 41,5 % 

 

Kombinovaný účinek vyšších koncentrací obou léčiv (křivka 36) dává výsledky 

podobné jako u druhého SSRI paroxetinu (křivka 30). Oproti křivce 30 dosahuje 

nárůst stejného maxima, ale nastává v přítomnosti fluoxetinu významně později, a to 

oproti 29 hodině aţ kolem 65 hodiny. Zdá se tedy, ţe ovlivnění nástupu nárůstu je 

významnější pro tuto kombinaci látek. Stejně jako u paroxetinu, dosahuje nárůst 
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křivky 36 srovnatelné hodnoty jako u křivky 35, kde ale přítomna 3x niţší 

koncentrace SSRI, liší se pouze nástupem růstu vzhledem k času. Vliv na časový 

posun nárůstu je tedy přisuzován SSRI. Opět koncentrační závislost časového 

posunu nárůstu je stejná jako pro paroxetin aţ pro koncentraci SSRI 64μg/ml 

(včetně). 
 

růstová křivka 36: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace amfotericinu B i 
fluoxetinu 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+fluoxetin 

koncentrace fluoxetinu 64μg/ml a AMB 0,125μg/ml
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Srovnávací tabulka 36: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci AMB+fluoxetin 
koncentrace fluoxetinu 64μg/ml a AMB 0,125μg/ml 

kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,102 65,00 
      maximum 0,321 95,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,194) dosaţen v čase 75,69h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 41,4 % 
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V diplomové práci jsme nárůst hodnotili po 48 hodinách a stanovili jsme pro 

tuto kombinaci látek a daný kmen tyto hodnoty a závěry: 
   

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

 MIC [μg/ml] pro 
AMB 

po 48 hod. 

MIC [μg/ml] pro 
fluoxetin 

po 48 hod. 

FIC index 
vypočten 

po 48 hod. 

  původní pokus 2 512 0,4643 

  opakovaný pokus 0,5 512 0,8305 

průměrný FIC index = 0,6 - adice 

Metodou měření pomocí přístroje Bioscreen C, jsme provedli rovněţ odečet 

MIC po 48 hodinách, ale dále jsme jej vyhodnotili po celkové době 96 hodin: 
 

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

MIC [μg/ml] pro 
AMB 

po 48 hod. 

MIC [μg/ml] pro 
fluoxetin 

po 48 hod. 

MIC [μg/ml] pro 
AMB 

po 96 hod. 

MIC [μg/ml] pro 
fluoxetin 

po 96 hod. 

0,5 256 0,5 256 

 

Tímto pokusem jsme potvrdili vzájemnou potenciaci v účinku kombinace 

jednotlivých SSRI a AMB. Opět díky větším inhibicím jak kvantity nárůstu tak ve 

větším časovém posunu se zdá být mírně účinnější fluoxetin. Důvod, proč by mohl 

být účinek v inhibici růstu pro samotné SSRI významně zvyšován uţ malým 

přídavkem AMB nám není znám, stejně jako důvod ovlivnění časového horizontu 

nástupu růstu u jamek se vzrůstající koncentrací SSRI aţ do určité inhibiční 

koncentrace. 
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Kombinace flukonazolu (FLZ) s jednotlivými antidepresivy 

 pro kmen CA-SC: 
 

růstová křivka 37: referenční křivka pro kombinaci FLZ + paroxetin  

referenční růstová křivka - kontrola s DMSO - 

pro kombinaci FLZ + paroxetin 

(obě látka zde v konc. - 0μg/ml) (kmen CA-SC)
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Srovnávací tabulka 37: Referenční růstová křivka - nulová koncentrace obou 
testovaných látek. 

 

referenční růstová křivka pro kombinaci FLZ+paroxetin 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

začátek nárůstu 0,100 7,00 
25% 0,177 9,78 
50% 0,355 12,46 

100% 0,709 96,00 

 

 Tímto pokusem testován vliv třetí antimykotické látky flukonazolu v 

kombinaci s SSRI na růst auxotrofního kmene CA-SC. Referenční křivka pro 

paroxetin vykazuje po sedm hodin lag fázi, následovanou exponenciální fází růstu v 

rozmezí cca. mezi 7-18 hodinou a následné zpomalení růstu. Maxima dosahuje aţ v 

hodině 96. 
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Následně hodnocen vliv samostatného působení FLZ na tento kmen. Je 

důleţité na tomto místě ještě jednou zmínit, ţe při testování vlivu FLZ a SSRI na 

kmen Candida albicans dochází z důvodu trailing efektu k jinému odečítání MIC (tedy 

IC50) a následně i nárůstu pro jednotlivé kombinace látek. Za hodnotitelé se povaţují 

aţ nárůsty nad 50%.  

Testovali jsme koncentrace FLZ 32-0,125μg/ml. Jako MIC (IC50) stanovena 

hodnota 0,25μg/ml, a tudíţ o jednu koncentraci níţe je námi hodnocená první 

nárůstová jamka. V rámci 8. řádku se daly dostatečně dobře vysledovat změny v 

koncentraci pro samostatné antimykotikum, ale nárůst po MIC (nad 50% 

referenčního nárůstu) zaznamenán pouze v jedné jamce (0,125μg/ml FLZ). Kmen v 

přítomnosti FLZ v předchozích vyšších koncentracích vykazoval srovnatelný, jen o 

něco málo se zvyšující nárůst v závislosti na klesající koncentraci FLZ. Aţ při nejniţší 

sledované koncentraci došlo k významnější změně nárůstu - nad 50%. Dále se zdá, 

ţe samotné antimykotikum neovlivňuje čas nástupu růstu (hodnoceno dle nástupu 

růstu všech jednotlivých křivek).  

První růstová křivka po stanovené MIC FLZ (IC50) je níţe uvedena jako 

růstová křivka 38. Oproti referenčním hodnotám zde zůstává shodný čas nástupu 

růstu a maximum dosahuje kolem 57,5% referenční hodnoty. Dle času 25% nárůstu, 

který je shodný s referenční křivkou a celkového tvaru křivky to vypadá, ţe má velice 

podobnou rychlost exponenciální fáze, jen dosahuje o hodně niţších hodnot. 
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růstová křivka 38: růstová křivka pro samostatný flukonazol v koncentraci 0,125μg/ml 

první růstová křivka po MIC flukonazolu

(pro kombinaci s paroxetinem - 0μg/ml)
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Srovnávací tabulka 38: Vyhodnocení samostatného účinku antimykotika 

 

první růstová křivka po MIC antimykotika FLZ  
(pro paroxetin 0 μg/ml) 

kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,115 8,00 
      maximum 0,408 95,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,177) dosaţen v čase 10,84 h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,355) dosaţen v čase 67,50 h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 57,5 % 

 

Dále jsme zkoumali vliv samotného paroxetinu na nárůst v jamkách 10. 

sloupce. Hodnocené koncentrace opět v rozmezí 512-8μg/ml. U třech nejvyšších 

koncentrací nastala absolutní inhibice růstu a stejně jako v předchozím pokusu i zde 

je hned další koncentrace srovnatelná s referenčním nárůstem, dokonce opět o něco 

málo vyšší. Toto rovněţ povaţujeme za mírnou chybu v průběhu experimentu a 

hodnotíme jako nárůst srovnatelný s referenční hodnotou. 

První nárůstová jamka pro samostatný paroxetin je v koncentraci 64μg/ml a v 

našem hodnocení uvedena pod názvem – růstová křivka 39. Údaje charakterizující 

průběh křivky jsou shrnuty ve srovnávací tabulce 39. (viz. níţe) 
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růstová křivka 39: růstová křivka pro samostatný paroxetin v koncentraci 64μg/ml 

první růstová křivka po MIC paroxetinu

(pro kombinaci s FLZ - 0μg/ml)
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Srovnávací tabulka 39: Vyhodnocení samostatného účinku antidepresiva 

 

první růstová křivka po MIC paroxetinu (pro FLZ 0 μg/ml) 
kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,103 7,00 
      maximum 0,789 73,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,177) dosaţen v čase 10,12h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,355) dosaţen v čase 12,62h. 

      nárůst 100% referenčního nárůstu (OD=0,709) dosaţen v čase 43,71h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 111,3 % 

 

Námi nalezená MIC pro paroxetin je tedy 128μg/ml. Ve srovnání stejného 

účinku samostatného fluoxetinu se nám jeví tato hodnota jako mírně vybočená. 

Důvodem bylo zjištění, ţe při kombinaci této koncentrace SSRI s nejniţší koncentrací 

FLZ 0,125μg/ml byl zaznamenán překvapivý, dokonce vyhodnotitelný (nad 50%) 

nárůst a v koncentracích o jednu (FLZ 0,25μg/ml) i o dvě (0,5μg/ml) vyšší  byl nárůst 

také zaznamenán, ale uţ pod 50% hranicí. Takţe za MIC z tohoto důvodu 

povaţujeme spíše 256μg/ml paroxetinu. Křivka reprezentující 128μg/ml paroxetinu a 
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0,125μg/ml FLZ je znázorněna níţe jako růstová křivka 40. Maximum této zvláštní 

křivky nastává v 95 hodině a dosahuje dokonce 83,8% referenčního nárůstu. Velice 

zajímavý je i tvar této křivky, který zpočátku připomíná spíše exponenciální průběh 

jakoby časově posunutého nárůstu flukonazolu ve stejné koncentraci (křivka 38), 

která je najedou jiţ ve fázi zpomalení růstu nějakým způsobem ovlivněna a nárůst 

dále znovu zvýšen a jakoby linearizován. Ta lineární část nárůstu by mohla být 

způsobena ovlivněním pomocí SSRI, jelikoţ ve výše zmíněných dvou 

nehodnocených jamkách (jelikoţ jsou pod hranicí 50% nárůstu) je opět tvar stejný – 

linearizovaný – který jiţ byl u těchto látek vysledován dříve (u experimentu s 

kombinací AMB+SSRI pro kmen CA 2 ATCC 90028).  

Ale právě proto, ţe povaţujeme původní odečtenou MIC za chybnou, nás toto 

zjištění vedlo k podrobnějšímu vyhodnocení a srovnání nárůstů v jednotlivých 

řádcích a sloupcích speciální mikrotitrační destičky. Nalezli jsme zde velice zajímavý 

jev, a to, ţe v rámci řádků, vţdy jednotlivé nárůsty klesají, s rostoucí koncentrací 

antimykotika, ale v rámci sloupce, kde dochází ke změnám v koncentraci 

antidepresiva nacházíme dva rozdílné efekty na nárůst houbového kmene. Do 

koncentrace 1μg/ml (včetně) dochází ke klasickému indiferentnímu nárůstu, tzn. 

nárůst v jamce, kde je přítomno antimykotikum samostatně je srovnatelný s nárůstem 

v kombinačních jamkách. V některých jamkách s vyšší koncentrací antidepresiva (od 

64μg/ml) se dokonce zdá být kombinace výhodná, jelikoţ úplně vymizí trailing efekt a 

nedochází k ţádnému nárůstu. Ale v koncentracích niţších neţ 1μg/ml, tzn. pro náš 

pokus od 7.sloupce, dochází k zajímavému opačnému jevu. Růst houbového kmene 

je do 64μg/ml (včetně) SSRI podstatně zvýšen (ve srovnání s nárůstem při stejné 

koncentraci FLZ v rámci 8. řádku) a křivka má i jiný trochu tvar, pak v koncentraci 

128μg/ml je zaznamenáno i posunutí v čase a změna tvaru – všechny tyto jevy 

postihuje a charakterizuje křivka 40 ve srovnání s křivkou 58, kde je FLZ ve stejné 

koncentraci 0,125μg/ml, ale bez SSRI. Při koncentraci paroxetinu 256μg/ml a výše 

dochází jiţ v celém pokusu k absolutní inhibici růstu. Dle těchto výsledků usuzujeme, 

ţe kombinace léčiv má pro daný kmen koncentračně závislé antagonistické účinky. 
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růstová křivka 40: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace paroxetinu a nízké 
koncentrace flukonazolu 

vybraná růstová křivka pro kombinaci FLZ+paroxetin 

koncentrace paroxetinu 128μg/ml a FLZ 0,125μg/ml
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Srovnávací tabulka 40: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci FLZ+paroxetin 
koncentrace paroxetinu 128μg/ml a FLZ 0,125μg/ml 

kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,104 29,00 
      maximum 0,594 95,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,177) dosaţen v čase 33,59h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,355) dosaţen v čase 60,00h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 83,8 % 

 

Nárůst v křivce 40 začíná aţ kolem 29 hodiny,  ve 33,59 hodině dosaţeno 

nejprve 25% nárůstu a následně v hodině 60,00 nárůst 50%. Maxima dosaţeno v 

čase 95 hodin a dosahuje dokonce 83,8% referenční hodnoty. 
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Jak bylo výše popsáno hodnotili jsme nárůst aţ od 50% referenční hodnoty. V 

rámci 7. sloupce, kde se jiţ vyskytl antagonistický účinek, nebyly tyto hodnoty ještě 

dosaţeny, ale v 8. sloupci jiţ ano (FLZ přítomen v konstantní koncentraci 0,25μg/ml). 

Coţ je zajímavé zjištění zase i kvůli faktu, ţe MIC (tedy IC50) pro samostatný FLZ 

byla stanovena právě jako 0,25μg/ml a první nárůst nad 50% zaznamenán o jednu 

koncentraci níţe. Kombinovaný graf 2 se snaţí znázornit tuto skutečnost: Všechny 4 

růstové křivky do koncentrace 64μg/ml jsou stejné, takţe pro větší přehlednost 

zobrazena jen křivka s nejvyšší koncentrací SSRI, druhá křivka poukazuje na posun 

v čase a větší změnu tvaru růstové křivky při 128μg/ml SSRI a další, třetí uvedená 

křivka, ukazuje vliv samostatného působení FLZ jako srovnávací křivka.   

 

kombinovaný graf 2: Vyhodnocení kombinovaného nárůstu 

kombinovaný graf
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Zdá se, ţe paroxetin neovlivňuje jen výšku nárůstu, která je zde asi 

dvojnásobná, ale zároveň po exponenciální fázi nastává zase opětovné zrychlení 

růstu. 
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Dále byly hodnoceny další dvě kombinace různých koncentrací obou látek. 

Růstová křivka 41 zaznamenává vliv vysoké koncentrace FLZ (0,5μg/ml), který se 

zde nachází v koncentraci o dvě ředění vyšší neţ v první růstové jamce 

samostatného FLZ (křivka 38). Vůči této křivce 38, námi právě hodnocená křivka 41 

dosahuje velice podobných hodnot.  

Křivka 41 dle našeho mínění tedy rovněţ potvrzuje antagonistický vliv 

kombinace nízkých koncentrací FLZ s paroxetinem. 
 

růstová křivka 41: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace flukonazolu a nízké 
koncentrace paroxetinu 

vybraná růstová křivka pro kombinaci FLZ+paroxetin 

koncentrace paroxetinu 16μg/ml a FLZ 0,5μg/ml
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Srovnávací tabulka 41: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci FLZ+paroxetin 
koncentrace paroxetinu 16μg/ml a FLZ 0,5μg/ml 

kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,107 8,00 
      maximum 0,380 96,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,177) dosaţen v čase 11,25h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,355) dosaţen v čase 88,00h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 53,6% 
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Poslední hodnocenou křivkou je kombinace vysokých koncentrací obou léčiv. 

Koncentrace paroxetinu je 64μg/ml (shodná s křivkou 39) a FLZ 0,25μg/ml 

(koncentrace o jednu vyšší neţ v křivce 38 samostatného vlivu FLZ). Nárůst 

dosahuje 90,4% referenčního nárůstu a opět se objevuje mírné ovlivnění tvaru křivky. 

Stejně jako předchozí křivka potvrzuje antagonistický účinek této kombinace léčiv, 

díky poukázání na vyšší mnoţství nárůstu v přítomnosti vyšší koncentrace FLZ. Ve 

srovnání s růstovou křivkou se stejnou koncentrací FLZ v 8. řádku (křivka 

nezobrazena) je nárůst kmene opět asi dvojnásobný. 

růstová křivka 42: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace paroxetinu i 
flukonazolu 

vybraná růstová křivka pro kombinaci FLZ+paroxetin 

koncentrace paroxetinu 64μg/ml a FLZ 0,25μg/ml
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Srovnávací tabulka 42: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci FLZ+paroxetin 
koncentrace paroxetinu 64μg/ml a FLZ 0,25μg/ml 

kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,106 8,00 
      maximum 0,641 96,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,177) dosaţen v čase 10,33h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,355) dosaţen v čase 14,36h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 90,4% 
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V diplomové práci jsme nárůst hodnotili po 48 hodinách a stanovili jsme pro 

tuto kombinaci látek a daný kmen tyto hodnoty a závěry: 
   

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

 MIC [μg/ml] pro 
FLZ 

po 48 hod. 

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

FIC index 
vypočten 

po 48 hod. 

  původní pokus 1 256 1,4332 

  opakovaný pokus 0,5 256 2,3839 

průměrný FIC index = 2,4 - antagonismus 

 

Jelikoţ výsledky obou SSRI vycházely obdobně, nebral se původní pokus v 

potaz a vyhodnocovali jsme jen opakované stanovení. 

 

Metodou měření pomocí přístroje Bioscreen C, jsme provedli rovněţ odečet 

MIC po 48 hodinách, ale dále jsme jej vyhodnotili po celkové době 96 hodin: 
 

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

MIC [μg/ml] pro 
FLZ 

po 48 hod. 

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

MIC [μg/ml] pro 
FLZ 

po 96 hod. 

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

0,25 128 0,25 128 

 

Dosaţené výsledky jsou velice obdobné a dle našeho mínění jsme potvrdili 

antagonistický účinek kombinace látek. Navíc zjištěno, ţe tento vliv je koncentračně 

závislý. Do koncentrace 1μg/ml (včetně) se látky ovlivňují málo a spíše v pozitivním 

smyslu, tzn. zlepšení vzájemného účinku - od koncentrace 64μg/ml SSRI navíc mizí 

ve vysokých koncentračních kombinacích s FLZ trailing efekt. Ale od koncentrace 

niţší neţ 1μg/ml převládá efekt úplně opačný – antagonismus.  
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růstová křivka 43: referenční křivka pro kombinaci FLZ + fluoxetin 

referenční růstová křivka - kontrola s DMSO - pro 

kombinaci FLZ + fluoxetin

(obě látka zde v konc. - 0μg/ml) (kmen CA-SC)
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Srovnávací tabulka 43: Referenční růstová křivka - nulová koncentrace obou 
testovaných látek. 

 

referenční růstová křivka pro kombinaci FLZ+fluoxetin 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

začátek nárůstu 0,107 7,00 
25% 0,189 10,19 
50% 0,378 13,18 

100% 0,755 95,00 

 

Referenční křivka tohoto pokusu je v podstatě totoţná s křivkou 37, která 

zvolena pro paroxetin. Charakteristiky uvedeny ve srovnávací tabulce 43. 

Dále hodnocen nárůst v jednotlivých jamkách 8.řádku speciální mikrotitrační 

destičky. Efekt samostatného působení flukonazolu byl znovu potvrzen. Opět 

dochází postupně k malým změnám (zvýšení) v nárůstu s klesající koncentrací 

antimykotika. V nejniţší koncentraci převyšuje jiţ nárůst 50% - při koncentraci FLZ 

0,125μg/ml - křivka znázorněna jako růstová křivka 44 a je srovnatelná s křivkou 38, 

která stanovena pro hodnocení v rámci pokusu s paroxetinem. Jednotlivé 

charakteristiky uvedeny ve srovnávací tabulce 44.  
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růstová křivka 44: růstová křivka pro samostatný flukonazol v koncentraci 0,125μg/ml 

první růstová křivka po MIC flukonazolu

(pro kombinaci s fluoxetinem - 0μg/ml)

0,000

0,100

0,200

0,300

0,400

0,500

0,600

0,700

0,800

0,900

1,000

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

čas (hod.)

O
D

 (
5

4
0

n
m

)

křivka po MIC

referenční křivka

 
 

Srovnávací tabulka 44: Vyhodnocení samostatného účinku antimykotika 

 

první růstová křivka po MIC antimykotika FLZ  
(pro fluoxetin 0 μg/ml) 

kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,100 6,00 
      maximum 0,393 91,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,189) dosaţen v čase 10,23h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,378) dosaţen v čase 70,00h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 52,1 % 

 
 

Další hodnocení proběhlo v 10. sloupci. Dvě nejvyšší koncentrace SSRI byly 

absolutně inhibiční pro všechny nárůsty v celém pokusu. V koncentraci 128μg/ml 

zaznamenána první růstová křivka - č. 45. Opět patrný zvláštní tvar růstové křivky. 

MIC fluoxetinu tedy stanovena na 256μg/ml. Ve srovnání s předchozím pokusem je 

tady menší odchylka, zatímco pro paroxetin byla tato koncentrace ještě plně 

inhibiční, zde jiţ nárůst zaznamenán. Proto se můţeme domnívat, ţe v předchozím 

pokusu byla tato hodnota vybočená, jelikoţ v kombinaci s FLZ rovněţ nárůsty 

zaznamenány. A jak jsme výše stanovili, našli jsme závislost nárůstu v rámci 
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hodnocení v jednotlivých řádcích, a to, ţe s rostoucí koncentrací antimykotika v 

řádku klesá nárůst v kombinaci se stále stejnou koncentrací SSRI. 
 

růstová křivka 45: růstová křivka pro samostatný fluoxetin v koncentraci 128μg/ml 

první růstová křivka po MIC fluoxetinu

(pro kombinaci s FLZ - 0μg/ml)
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Srovnávací tabulka 45: Vyhodnocení samostatného účinku antidepresiva 

 

první růstová křivka po MIC fluoxetinu (pro FLZ 0 μg/ml) 
kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,100 22,00 
      maximum 0,454 96,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,189) dosaţen v čase 52,00h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,378) dosaţen v čase 88,00h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 60,1 % 

 

Růstová křivka 45 tedy popisuje vliv samotného SSRI – fluoxetinu  na růst 

houbového kmene. Časově je nárůst mírně posunut a dle srovnání hodnot 25% a 

50% nárůstu je zřejmé, ţe rychlost, kterou mikroorganismus roste není nikterak 

vysoká. Jedná se spíše o postupné a plynulé zvětšování masy vzhledem k času, 

zejména ve srovnání s referenčními hodnotami nárůstu. 
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Po vzoru předchozího pokusu znovu hodnoceny nárůsty v jednotlivých 

sloupcích a řádcích ve srovnání s nárůsty zaznamenanými pro jednotlivé látky 

samostatně. Nalezen stejný jev při kombinovaném účinku jako u paroxetinu a i stejná 

koncentrační závislost. Do 1μg/ml FLZ v kombinaci s různými koncentracemi 

fluoxetinu (včetně) je nárůst spíše indiferentní, pod 1μg/ml opět antagonistický. 

Stejný vliv i na tzv.trailing efekt, který je potlačen od koncentrace vyšší neţ 64μg/ml 

SSRI. 

Grafické vyjádření nalezeného antagonistického účinku by bylo velice 

podobné jako v případě paroxetinu, takţe čtenáře pouze odkáţu na Kombinovaný 

graf 2. Koncentrace, ve kterých tento efekt pozorován jsou stejné. 

Pro demonstraci opětovného ovlivnění tvaru růstové křivky, vyhodnocována 

křivka 46. Jak je patrné ve srovnání s křivkou 45, je maximum dosaţeného nárůstu u 

této kombinované křivky o něco vyšší neţ pro fluoxetin samostatný. Čas nástupu 

růstu zůstal neovlivněn, tvarem jsou si křivky velice podobné. Evidentně zde převládá 

účinek SSRI. Ve srovnání s křivkou 40 (pro stejnou kombinaci akorát s paroxetinem) 

je pro fluoxetin odečtený nárůst niţší neţ pro paroxetin. 
 

růstová křivka 46: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace fluoxetinu a nízké 
koncentrace flukonazolu 

vybraná růstová křivka pro kombinaci FLZ+fluoxetin 

koncentrace fluoxetinu 128μg/ml a FLZ 0,125μg/ml
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Srovnávací tabulka 46: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci FLZ+fluoxetin 
koncentrace fluoxetinu 128μg/ml a FLZ 0,125μg/ml 

kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,101 21,00 
      maximum 0,583 96,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,189) dosaţen v čase 32,00h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,378) dosaţen v čase 68,50h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 77,2 % 

 
 

Další hodnocená křivka reprezentuje vysokou koncentraci FLZ a nízkou 

antidepresiva. Opět na ní chceme poukázat na významný antagonismus. Zatímco v 

8. řádku zaznamenán nárůst nad 50% referenčního nárůstu aţ při koncentraci FLZ 

0,125μg/ml (křivka 44), u kombinační křivky 47, nárůst srovnatelný s křivkou 44 

zaznamenán pro koncentraci FLZ 0,25μg/ml, tedy o jednu vyšší neţ byla ta původní. 

Pokud by převládal vliv samotného FLZ, byla by tato jamka ještě nenárůstová.  
 

růstová křivka 47: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace flukonazolu a nízké 
koncentrace fluoxetinu 

vybraná růstová křivka pro kombinaci FLZ+fluoxetin 

koncentrace fluoxetinu 16μg/ml a FLZ 0,25μg/ml
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Srovnávací tabulka 47: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci FLZ+fluoxetin 
koncentrace fluoxetinu 16μg/ml a FLZ 0,25μg/ml 

kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,103 7,00 
      maximum 0,432 96,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,189) dosaţen v čase 11,13h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,378) dosaţen v čase 61,00h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 57,2 % 

 

Poslední hodnocená křivka 48 se snaţí ukázat vliv vysokých koncentrací obou 

látek. SSRI je přítomen v mnoţství odpovídající jeho první růstové křivce (128μg/ml), 

FLZ je zde v koncentraci o jednu vyšší (0,25μg/ml) neţ při samostatném účinku. Jak 

je z křivky patrné, tvar nárůstu je opět ovlivněn antidepresivem. Celkový nárůst je 

niţší neţ v křivce 46, kde přítomno FLZ v koncentraci 0,125μg/ml. Tím jsme chtěli 

rovněţ poukázat na fakt, ţe v rámci jednoho řádku, kde je konstantní koncentrace 

SSRI dochází k postupnému sniţování masy nárůstu, z čehoţ vyplývá, ţe i kdyţ 

antidepresivum ovlivňuje nízké koncentrace antimykotika negativně (dochází ke 

zvýšení nárůstu), antifungální látka má na mnoţství nárůstu ve srovnání v rámci 

jednoho řádku pozitivní vliv (sniţuje masu nárůstu bez ovlivnění nástupu). 
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růstová křivka 48: růstová křivka kombinace vysoké koncentrace fluoxetinu i 
flukonazolu 

vybraná růstová křivka pro kombinaci FLZ+fluoxetin 

koncentrace fluoxetinu 128μg/ml a FLZ 0,25μg/ml
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Srovnávací tabulka 48: Vyhodnocení kombinovaného účinku léčiv 

 

vybraná růstová křivka pro kombinaci FLZ+fluoxetin 
koncentrace fluoxetinu 128μg/ml a FLZ 0,25μg/ml 

kmen CA-SC 

nárůst OD (540 nm) čas (hod.) 

      začátek nárůstu 0,101 23,00 
      maximum 0,394 96,00 

      nárůst 25% referenčního nárůstu (OD=0,189) dosaţen v čase 37,14h. 

      nárůst 50% referenčního nárůstu (OD=0,378) dosaţen v čase 91,14h. 

      maximální nárůst oproti kontrole vyjádřený v % = 51,2 % 
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V diplomové práci jsme nárůst hodnotili po 48 hodinách a stanovili jsme pro 

tuto kombinaci látek a daný kmen tyto hodnoty a závěry: 
   

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

 MIC – IC50 [μg/ml] 
pro FLZ 

po 48 hod. 

MIC – IC50 [μg/ml] 
pro fluoxetin 

po 48 hod. 

FIC index 
vypočten 

po 48 hod. 

  původní pokus 0,5 512 2,2844 

  opakovaný pokus 0,5 512 2,1686 

průměrný FIC index = 2,2 - antagonismus 

 

Metodou měření pomocí přístroje Bioscreen C, jsme provedli rovněţ odečet 

MIC po 48 hodinách, ale dále jsme jej vyhodnotili po celkové době 96 hodin: 
 

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

MIC – IC50 [μg/ml] 
pro FLZ 

po 48 hod. 

MIC – IC50 [μg/ml] 
pro fluoxetin 

po 48 hod. 

MIC – IC50 [μg/ml] 
pro FLZ 

po 96 hod. 

MIC – IC50 [μg/ml] 
pro fluoxetin 

po 96 hod. 

0,25 256 0,25 256 

 

Jsou zde vysledovatelné v podstatě 3 ovlivnění v účinku této kombinace – 

antimykotikum ovlivňuje nárůst v rámci jednoho řádku, kde je konstantní koncentrace 

SSRI a to tak, ţe dochází k postupnému sniţování masy nárůstu. Druhý efekt účinek 

nastává při kombinaci vysokých koncentrací antimykotika (do 1μg/ml) s SSRI, kde se 

tyto látky významněji neovlivňují, jen s rostoucí koncentrací antidepresiva dochází k 

potlačení trailing efektu. No a třetí, poslední ovlivnění v účinku kombinace FLZ s 

SSRI nastává v koncentracích FLZ niţších neţ 1μg/ml, kde převládne vliv 

antidepresiva a zhoršuje významným způsobem samostatné působení antifungální 

látky. Tento kombinovaný účinek obou SSRI s antimykotikem flukonazolem se jeví 

jako srovnatelný, ani jedna z látky nevykazuje nikterak větší aktivitu v antagonismu. 
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5 Diskuse 

 

V naší práci jsme se snaţili zopakovat a rozšířit některé výsledky dosaţené v 

diplomové práci, ve které jsme potvrdili, ţe paroxetin a fluoxetin, látky ze skupiny 

selektivních inhibitorů zpětného vychytávání serotoninu (SSRI), mají antifungální 

účinek in vitro proti Candida spp. (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae, 

C. parapsilosis a C. tropicalis) a některým dalším houbovým organismům – kvasince 

Trichosporon beigelii a ascomycetě Saccharomyces cerevisiae. Námi nalezené 

hodnoty MIC pro obě antidepresiva se pohybovaly pro všechny mykotické organismy 

v desítkách - stovkách µg/ml.   

Dále jsme v diplomové práci hodnotili kombinaci paroxetinu a fluoxetinu 

s pouţívanými antimykotiky. Pomocí metody checkerdoard, vizuálního odečtu inhibicí 

nárůstu a hodnocení výpočetní metodou FIC indexu jsme stanovili u jednotlivých 

kmenů a kombinací látek tyto ovlivnění jejich účinku. Pro kombinaci amfotericinu B 

(AMB) s oběma antidepresivy jsme v diplomové práci nalezli adiční efekt vůči všem 

testovaným kmenům (FIC indexy v rozmezí 0,6-1,0), dokonce vůči kmenu Candida 

albicans 2 ATCC 90028 vykazovala kombinace AMB s paroxetinem účinek synergní 

(FIC index ≤ 0,5). Kmen C.albicans 2 ATCC 90028 jsme právě opakovaně hodnotili v 

práci rigorózní. Snaţili jsme se u něj dokázat synergií účinek pro tuto kombinaci léčiv. 

Navíc v rámci dalších kmenů jsme vybrali ještě jeden kmen (CA-SC), který vykazoval 

vliv adiční.  

Kombinace SSRI s flucytosinem (5FC) byla pro všechny kmeny indiferentní, 

pouze pro auxotrofní kmen CA-SC adiční. Kmen CA 2 ATCC 90028 se nám zdál 

ideální pro opakovaný pokus, jelikoţ jsme se snaţili potvrdit indiferentní působení, 

které u této látky převládalo.   

Posledním testovaným antimykotikem byl flukonazol (FLZ). Námi stanovené 

výsledky diplomové práce byly nejvíce variabilní právě u této antifungální látky, a to 

od adice (FIC index > 0,5 - ≤ 1,0) přes indiferenci (FIC index > 1,0 - ≤ 2,0) aţ po 

antagonismus (FIC index > 2,0). Zde jsme se pokusili potvrdit nalezený 

antagonistický účinek na kmen (CA-SC), pro který se v rámci diplomové práce 

projevoval tento vliv nejvíce. 

Z diplomové práce vybrány k opětovnému srovnání účinku tyto kmeny a 

kombinace látek. Vliv antidepresiv zkoumán společně s amfotericinem B u kmene CA 
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2 ATCC 90028, dále u stejné kombinace léčiv sledován vliv na autotrofní kmen CA-

SC, následně tento kmen pouţit i v kombinaci s flukonazolem a pro kombinaci s 

flucytosinem vybrán opět kmen CA 2 ATCC 90028.  

Ke sledování ovlivnění v účinku jsme pouţili semiautomatickou mikrodiluční 

metodu měření turbidity pomocí přístroje Bioscreen C.  

Přístroj samostatně zaznamenával nárůst (vyjádřený jako hodnoty OD při 

540nm) v jednotlivých jamkách, naměřené hodnoty přepočetl a převedl do grafického 

vyjádření růstových křivek. 

Růstová křivka je v podstatě vyjádření biologického fenoménu, kdy při 

mnoţení a růstu mikroorganismů se mění zákal média (měřeno jako turbidita). 

Jednotlivé naměřené hodnoty jsou převedeny do grafické podoby závislosti právě 

OD (turbidity) na čase. A právě základní charakteristiky růstových křivek (nástup 

nárůstu v čase, jeho maximum, 50 a 25% nárůstu, tvar křivky a srovnání s určitou 

referenční hodnotou) byly námi vyhodnocovány. 

Nejprve jsme si stanovili maximální nárůst - pro kaţdý experiment vţdy 

zvolena jedna referenční křivka nárůstu pro kaţdou z látek (jak paroxetin, tak 

fluoxetin) a to jedna z kontrol obsahujících kromě média i DMSO ve vhodné 

koncentraci (odpovídající koncentraci DMSO v daném experimentu). Referenční 

křivku jsme znázornili graficky a uvedli základní charakteristiky ve srovnávací 

tabulce: nástup růstu, nárůst 25, 50 a 100%. Tyto hodnoty vyjádřené pomocí OD (při 

540nm) jsou vztaţeny k času 

Dále jsme vyhodnocovali růstové křivky v kontrolním 8. řádku pro zhodnocení 

samostatného účinku antimykotika a v rámci 10. sloupce jsme sledovali vliv 

antidepresiva na růst mykotického kmene a dále stanovili MIC pro jednotlivé látky 

(MIC po 48 a po 96 hodinách, vţdy zaznamenány aţ na konci pokusu v příslušné 

tabulce). V tomto experimentu nás hodnoty MIC koncentrací zajímají spíše 

orientačně, a to zejména ve vztahu k hodnocení jednotlivých kombinačních jamek, 

abychom znali koncentraci, ve které jiţ pro samostatné působení látek 

nezaznamenán nárůst (nebo dostatečný nárůst pro FLZ). Více nás zajímají 

charakteristiky nárůstu v jamce o 1 koncentraci niţší neţ je MIC.  

Pro AMB a FLZ byla hodnota MIC odečítána jako 100% inhibice nárůstu 

testovaného kmen, ale pro pokus s flukonazolem musel být odečet nahrazen 
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inhibiční koncentrací 50-ti% nárůstu (IC50), jelikoţ se při této kombinaci vyskytl pro 

kmen Candida albicans typický jev, tzv. trailing efekt.  

Graficky byly znázorněny a vyhodnoceny pouze první růstové křivky po MIC 

antifungální látky nebo SSRI, ostatní hodnocení vlivu látek samostatně shrnuto jen 

slovně. Vyhodnocení nárůstu proběhlo ve srovnání s referenčním nárůstem a to tak, 

ţe sledován nástup nárůstu v čase, jeho maximum, uveden jaký procentuální podíl a 

v jakém čase dosahuje konkrétní maximální nárůst vzhledem k referenčnímu a 

rovněţ čas, ve kterém bylo dosaţeno 25 popř. i  50% referenčního nárůstu.  

Pak byly hodnoceny nárůsty v jednotlivých jamkách tzv. inhibiční linie, kde se 

odráţejí příspěvky jednotlivých kombinací různých koncentrací látek. Opět 

hodnoceny pouze slovně a vybrány 3 křivky z této oblasti charakterizující nízké a 

vysoké příspěvky jednotlivých sloţek kombinace. 

Dále sledovány změny parametrů nárůstu v rámci jednotlivých řádků a 

sloupců, pro srovnání vlivu kombinace látek vůči samostatnému působení kaţdého z 

léčiv. Pokud nalezen nějaký významnější vliv nebo vysledována nějaká závislost 

účinku, vyhodnotili jsme to buď slovně nebo i tzv. kombinovaným grafem. 

Nalezené výsledky jsme dále ještě porovnávali s výsledky dosaţenými v 

diplomové práci. Touto výše popsanou metodou jsme stanovili následující vliv 

jednotlivých kombinací léčiv pro testované kmeny. 

První sledováno ovlivnění účinku flucytosinu (4-0,015μg/ml) a SSRI (512-

8μg/ml) u kmene CA 2 ATCC 90028. Z jednotlivých a kombinačních růstových křivek 

je patrné, ţe nárůsty jsou ovlivněny jen antifungální látkou a pouze při nejvyšší 

koncentraci antidepresiva 128μg/ml, která ještě nebyla pro kmen absolutně inhibiční, 

došlo k mírnému ovlivnění růstu – částečně sníţeno maximum, prodleva v nástupu 

prodlouţena a sníţena strmost exponenciální fáze. K ţádnému významnému 

zlepšení účinku v inhibici nárůstu při této kombinaci ale nedošlo (nalezena 

indiference), pouze v koncentraci 128μg/ml SSRI se zdá, ţe by zejm. v případě 

fluoxetinu mohl být předpokládán nějaký mírný adiční účinek. V diplomové práci pro 

tento kmen stanovena pomocí metody checkerboard a hodnocení FIC indexem 

indiference (průměrný FIC index pro paroxetin byl 1,5 a pro fluoxetin 1,7) 

V podstatě jsme tímto pokusem potvrdili výsledky dosaţené v diplomové 

práci, akorát MIC odečtená aţ po 96 hodinové inkubaci je zde vyšší neţ námi 

původně stanovená. Toto bylo způsobeno delším časovým úsekem, po který byl 
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mikroorganismus kultivován. Flucytosin je pouze fungistatické antimykotikum, je tedy 

jasné, ţe po delší době se jeho účinek přestane projevovat a kmen můţe začít opět 

narůstat, jelikoţ jej uţ tato látka neinhibuje. Nedosahuje však maxima nárůstu jako v 

případě neovlivněného kmene.  

Pro kombinaci s amfotericinem B nalezen podobný účinek v ovlivnění růstu 

dvou testovaných kmenů C.albicans. Nejprve proveden pokus s kmenem CA 2 

ATCC 90028. Zde AMB přítomen v koncentraci 8-0,03μg/ml, která je o 1 ředění niţší 

neţ v následujícím pokusu a SSRI opět ve stejné koncentraci (512-8μg/ml). Při 

vyhodnocování jednotlivých růstových křivek pro samostatné působení látek, jsme 

pro antidepresivum nalezli zvláštní ovlivnění tvaru růstové křivky. Chybí zde úplně 

exponenciální fáze růstu. Tento zvláštní výsledek nalezen i v opakovaném pokusu a 

pro obě sloučeniny SSRI. Zdá se tedy, ţe v určitém rozmezí koncentrací (kolem 128 

μg/ml) jsou obě antidepresiva schopna ovlivnit tvar růstové křivky tímto zvláštním 

způsobem. Důvod této změny, jevící se jako změna kinetiky růstu nebo veliké 

zpomalení rychlosti růstu, takţe se jeví jako lineární, nám není znám.  

 AMB uţ v minimálních koncentracích (0,06μg/ml) v kombinaci s paroxetinem i 

fluoxetinem významně ovlivňuje mnoţství dosaţeného nárůstu ve srovnáním se 

samostatným účinkem antidepresiv. Ale i SSRI ovlivňují nárůst v kombinaci s touto 

antifungální látkou. Do určité koncentrace (128μg/ml) antidepresiva nedochází ve 

vzájemné kombinaci s AMB k většímu ovlivnění masy nárůstu, ale k pravidelným a 

postupným prodlevám v čase, od této koncentrace (včetně) je ale ovlivňována i 

velikost nárůstu. 

Dle našeho úsudku jsme víceméně potvrdili výsledky stanovené diplomovou 

prací. Ve všech koncentracích námi měřených látek dochází ke sníţení masy 

nárůstu a postupně, se zvyšující se koncentrací látek, inhibiční potenciál vzrůstá. Ve 

všech jamkách nejvyšší koncentrace antimykotika po MIC, tzn. s koncentrací 

0,25μg/ml – 5. sloupec speciální mikrotitrační destičky - nastala ve 4 nejvyšších 

koncentracích SSRI absolutní inhibice nárůstu a pro kombinace s 32, 16 a 8μg/ml 

SSRI je také skoro úplná. Následně absolutní inhibice růstu zaznamenána ještě i pro 

jednu jamku obsahující 0,125μg/ml AMB a 128μg/ml paroxetinu. Rovněţ i v ostatních 

jamkách leţících v blízkosti inhibiční linie je nárůst podstatně sníţen. Fluoxetin a 

paroxetin jsou si v účinku (v kombinaci s AMB) velice podobné. Pro fluoxetin jsme 



 147 

odečetli jamek s nerůstem o 4 více neţ v předchozím pokusu s paroxetinem, takţe 

bychom se mohli domnívat, ţe je fluoxetin v potenciační aktivitě mírně účinnější. 

Navíc velice podobné výsledky dosaţeny se stejnou kombinací látek i v 

následujícím pokusu pro stanovení vlivu na auxtotrofní kmen CA-SC. Koncentrace 

AMB zde byla o jedno ředění vyšší (16-0,06μg/ml) neţ v předchozím experimentu. 

Opět díky větším inhibicím jak kvantity nárůstu tak ve větším časovém posunu 

nástupu růstu se zdá být mírně účinnější fluoxetin. Důvod, proč by mohl být účinek v 

inhibici růstu pro samotné SSRI významně zvyšován uţ malým přídavkem AMB nám 

není znám, stejně jako důvod ovlivnění časového horizontu nástupu růstu u jamek se 

vzrůstající koncentrací SSRI aţ do určité inhibiční koncentrace. 

Zdá se tedy, ţe účinek této kombinace je doopravdy potenciační a mohl by 

leţet někde na pomezí mezi adicí a synergismem. Dle našeho názoru spíše v oblasti 

adice. 

V diplomové práci byl adiční a synergní účinek kombinace AMB s SSRI 

vyjádřen těmito průměrnými hodnotami FIC indexu (pro kmen CA 2 ATCC 90028 – 

FIC index=0,5 pro paroxetin-účinek stanoven jako synergní na pomezí s adicí a 0,6 

pro fluoxetin-adice) (pro kmen CA-SC FIC index=0,7 pro paroxetin - adice a 0,6 pro 

fluoxetin-adice). I z těchto hodnot patrné, ţe jednotlivá SSRI mají podobný účinek. 

Posledním testovaným antimykotikem byl flukonazol v kombinaci s 

antidepresivy. Při testování vlivu FLZ a SSRI na kmen Candida albicans (CA-SC) 

dochází z důvodu trailing efektu k jinému odečítání MIC (tedy IC50) a následně i 

nárůstu pro jednotlivé kombinace látek. Za hodnotitelé se povaţují aţ nárůsty nad 

50% (tzn. inhibiční koncentrace 50).  

Testovali jsme koncentrace FLZ 32-0,125μg/ml a SSRI (512-8μg/ml). Jako 

MIC (IC50) stanovena hodnota 0,25μg/ml. Pro antidepresiva opět nalezen zvláštní 

(jakoby lineární) tvar nárůstu. Dále jsou zde vysledovatelné v podstatě 3 ovlivnění v 

účinku této kombinace – antimykotikum ovlivňuje nárůst v rámci jednoho řádku, kde 

je konstantní koncentrace SSRI a to tak, ţe dochází k postupnému sniţování masy 

nárůstu, takţe tento účinek se jeví jako mírně adiční. Druhý efekt nastává při 

kombinaci vysokých koncentrací antimykotika (do 1μg/ml) s SSRI, kde se tyto látky 

významněji neovlivňují. Jen s rostoucí koncentrací antidepresiva dochází k potlačení 

trailing efektu (zejména od koncentrace 64 μg/ml). No, a třetí, poslední ovlivnění v 

účinku kombinace FLZ s SSRI nastává v koncentracích FLZ niţších neţ 1μg/ml, kde 
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převládne vliv antidepresiva a zhoršuje významným způsobem samostatné působení 

antifungální látky. Růstové křivky zjištěné v rámci jednoho sloupce (koncentrace 

antimykotika je zde konstantní a nízká) mohou dosahovat aţ dvojnásobku nárůstu 

oproti hodnotám dosaţených se samostatným FLZ. Tento kombinovaný účinek obou 

SSRI s flukonazolem se jeví jako srovnatelný, ani jedna z látky nevykazuje nikterak 

větší aktivitu v antagonismu. 

V diplomové práci jsme antagonismus rovněţ vysledovali, takţe tento účinek 

se zdá být potvrzen a rozšířen o koncentrační rozmezí, za kterého můţe nastat. V 

diplomové práci stanoveny pro tento kmen a kombinaci látek průměrný FIC 

index=2,4 pro paroxetin a 2,2 pro fluoxetin, coţ se vyznačovalo jako antagonismus.  

V diskuzi diplomové práce jsme se věnovala jednotlivým účinkům SSRI. V této 

práci bych chtěla spíše zmínit, vysvětlit a popsat metodiku a úskalí pro stanovení 

růstových křivek.   

Pro správné vyhodnocení výsledků růstových křivek je dále třeba si uvědomit 

hned několik důleţitých věcí. Neexistuje ţádná vhodná komplexní definice pro 

nárůst. Tady nabízíme jednu z nich: Růst je soubor procesů zapojených větší či 

menší měrou ve vývoji a diferenciaci daného organismu. Houby rostou na tzv. 

buněčné úrovni. Jednobuněčné organismy, jako např. kvasinky, narůstají do 

velikosti, ale pak se rozdělí, v podstatě se reprodukují. Multibuněčné organismy 

rostou jinak, buď zvětšují počet svých buněk nebo jejich velikost, popř. obojí, a i toto 

je definováno jako růst. Z výše popsaného je zřejmé, ţe nárůst nemusí být definován 

vţdy stejně a je tedy velice důleţitá volba techniky měření růstu a kritérií, stejně jako 

pochopení limitací metody pro interpretaci dat. Proto je nejlépe nárůst definovat 

operativně v souvislosti s potřebami badatele, aby co nejlépe odpovídal na otázky 

námi kladené. (Griffin, 1996)  

V našem experimentu např. sledován vliv kombinovaného účinku dvou látek. 

Vzájemné ovlivnění účinku v metodě checkerboard bylo moţno sledovat jen jako 

nárůst, sníţení nárůstu nebo úplnou inhibici nárůstu. V případě pouţití metody s 

vyuţitím přístroje Bioscreen C, jsou zjištěná data z růstových křivek přece jen 

komplexnější. Dají se vysledovat změny nárůstu v čase, jejich maxima, způsob, 

kterým kmen maxima dosáhl a vzájemně hodnotit tvary křivek při odlišných 

koncentracích léčiv. 
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Bioscreenu C lze ale vyuţít k mnohým jiným účelům, a to od 

mikrobiologického výzkumu při hledání nových chemoterapeutik, přes testování 

toxicity a mutagenity látek aţ po výzkum lepšího a selektivnějšího sloţení média. 

Samozřejmě v kaţdé této studii budou hodnoceny jiné parametry.   

Problémy u houbových organismů mohou nastat díky jejich netradičním 

schopnostem jako např. prolongace hyfových vláken, přechod mnoha hub mezi 

dvěma různými hlavními růstovými a virulentními formami – kvasinky a hyfy, atd. Je 

tedy velice těţké přesně definovat, co je a co uţ není nárůst. (Griffin, 1996)  

Vhodné zvolení kultivační techniky je kritické pro obdrţení správných 

výsledků. Povaha a sloţení kultivačního média, jeho sterilizace, velikost inokula, 

správná teplota, délka inkubace a další, to vše jsou podmínky určující kvalitu 

dosaţených výsledků. Významným problémem pozorovaným při sledování nárůstu 

můţe být stárnutí a vysychání média.  (Griffin, 1996) 

U tekutého média můţe nastat problém u nepřetrţité kultivace po inokulaci 

houbovým kmenem, kdy můţeme dosáhnout nárůstu plovoucího myceliálního 

chomáče. Povrchová vrstva je zde v dobrém kontaktu se vzduchem, ale ve špatném 

s médiem, ve kterém jsou potřebné ţiviny pro růst. Za to spodní vrstva je sice dobře 

zásobena ţivinami, ale tvoří anaerobní vrstvu. Tento stav můţe vyústit v inhibici růstu 

a extenzivní produkci sekundárních metabolitů v závislosti na charakteru houbového 

organismu. Proto je velice důleţité protřepávání inokulovaného média. Tímto 

získáme mnohem homogennější nárůst. Navíc zabráníme tvorbě shluků a zajistíme 

stejné růstové podmínky pro všechny buňky včetně zásobování kyslíkem. (Griffin, 

1996)  

Inokulum musí rovněţ vykazovat standardní vlastnosti, aby se zajistila 

srovnatelnost mezi jednotlivými výsledky. To znamená, ţe musí být ve stejném 

fyziologickém stavu, se srovnatelnou ţivotaschopností a ve stejné koncentraci. 

(Griffin, 1996)  

Měření nárůstu pak můţe být prováděno jak pro ţivou váhu, tak sušenou. 

Měření ţivé váhy závisí na vodě obsaţené ve vzorku. Extracelulární tekutina se 

můţe významně lišit, a tím působit značné problémy. Za to měření suché hmoty po 

vysušení na konstantní váhu, eliminuje tento problém, ale je zase velmi citlivé na 

změny v tloušťce buněčné stěny a mnoţství uchovávaného materiálu. (Griffin, 1996)  
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Počítání mnoţství jednotlivých buněk je uţitečné pro jednobuněčné 

organismy. Celkové mnoţství obsahuje nespecifikovanou část mrtvých buněk. Tomu 

lze předcházet počítáním ţivých mikroorganismů, které je ale sloţitější.  

Rovněţ můţe být pouţito měření specifických buněčných komponent a 

procesů, zaměřené na hlavní součásti buněk jako je uhlík, dusík nebo proteiny. Také 

specifická enzymová aktivita nebo více obecné enzymové systémy jako dýchání lze 

sledovat. Existuje nespočet moţností sledování různých parametrů růstu houbových 

organismů. Ţádná z technik ale není komplexní pro všechny charakteristiky, je tudíţ 

nutné vybrat si tu, která je pro účely výzkumu nejvhodnější. (Griffin, 1996)  

Kdyţ je čerstvé médium inokulováno a inkubováno ve vhodných podmínkách 

po nějaké časové periodě získáme sigmoidální růstovou křivku. Tato typická růstová 

křivka bývá (jak v logaritmickém tak semilogaritmickém vyjádření) rozdělena do 

několika fází nazývaných: lag, log, oblast klesající rychlosti nárůstu, stacionární fáze 

a fáze úmrtí buněk. V průběhu první - lag - fáze není zaznamenán ţádný nebo jen 

velice malý nárůst. Organismus se přizpůsobuje podmínkám v novém prostředí.  Log 

fáze = exponenciální fáze, je charakteristická vysokým tempem růstu houbového 

(popř. i jiného) organismu. Následuje fáze sniţující se rychlosti nárůstu, v některých 

případech je pozorována fáze skoro lineární. Dále pak fáze stacionární, jenţ je různé 

délky a obvykle tak krátká, ţe je těţko pozorovatelná. Celý proces je zakončen fází 

odumírání obvykle spojenou s autolýzou buněk. (Griffin, 1996)  

Délka lag fáze závisí na povaze inokula a druhu ţivin v médiu. Je to 

fyziologická příprava mikroba na fázi exponenciální. Pro micelární houby to není fáze 

přípravy k dělení buněk, ale příprava na prodlouţení hyfových vláken a větvení.  

Nutriční podmínky ovlivňují délku této lag fáze. Nízká koncentrace aminokyselin 

zapojených do močovinového cyklu (např. kys.glutámová) stimuluje růst, ale 

především zkracuje trvání lag fáze. Velmi dlouhá a nepravidelně dlouhá lag fáze je 

zaznamenána pokud fruktóza a manóza jsou přítomny v médiu jako zdroje uhlíku, 

oproti výsledkům dosaţených s glukózou. Po přidání i malého mnoţství glukózy k 

médiu obsahujícímu výše zmiňované dva cukry se délka lag fáze významně zkrátí a 

je srovnatelná s délkou lag fáze získanou  pro glukózu samostatně. (Griffin, 1996)  

Mechanismy kontrolující specifickou růstovou rychlost μ, charakterizovanou 

jako rychlost získanou ze sklonu křivky exponenciálního úseku růstové křivky v 

semilogaritmickém vyjádření, nejsou dobře objasněny. Existují dvě hypotézy: První 
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předpokládá, ţe různé nutritienty mohou být metabolizovány různou rychlostí, ta pak 

udává rychlost, se kterou se stávají přístupné pro makromolekulární syntézu. Druhá 

předpokládá, ţe tyto sloučeniny nebo jejich produkty interagují s kontrolními 

mechanismy pro biosyntézu makromolekul. (Griffin, 1996) 

Exponenciální rychlost růstu, definovaná výše zmíněnou specifickou růstovou 

rychlostí μ, je tedy velmi ovlivnitelná dodávanými ţivinami. Jak dusíkové 

(koncentrace močoviny), tak uhlíkové (koncentrace glukózy) zdroje mají významný 

efekt. Někdy dokonce můţe růstovou rychlost ovlivnit i technika třepání. Vědci zjistili, 

ţe v některých případech při třepání točivým pohybem kultury rostly mnohem rychleji 

neţ u reciprokého protřepávání. (Griffin, 1996)  

Dále následuje fáze sniţující se rychlosti nárůstu, způsobená chyběním nebo 

vyčerpáním některých ţivin, stávajících se takto limitujícími faktory nárůstu, nebo 

akumulací vedlejších produktů a zplodin metabolismu buněk. Také mají buňky pro 

další růst málo místa. Ve srovnání s exponenciální fází, zde změny v mnoţství 

glukózy přispívají ke změnám rychlosti nejvíce, méně pak změny ve mnoţství dusíku 

a hořčíku a utilizace fosfátů je zde sníţena asi na polovinu. Čas, při kterém jsou 

změny v metabolismu pozorovány nastává významně později, pokud je suspenze 

protřepávána rychleji. Předpokládá se, ţe je to způsobeno větším zásobením kyslíku, 

který se tudíţ zdá být rovněţ limitujícím faktorem. Vymizením zdrojů dusíku z média 

je zaznamenáno jako konec lineární růstové fáze. Utilizace glukózy ještě pokračuje a 

je skoro shodná se syntézou sekundárního metabolitu - gibberelové kyseliny. (Griffin, 

1996) 

Stacionární fáze je charakteristická hladověním organismů, které vede k 

zástavě reprodukce a k dalším fyziologickým změnám (např. přítomnost nereplikující 

se DNA,  zvyšující se tolerance tepla, zvyšující se skladování uhlovodíků a indukce 

specifických genů, patřících do rodiny heat shock). Zde je dosaţeno jen velice malé 

rychlosti růstu. Pro udrţení ţivotaschopnosti houbových organismů v tomto 

nereprodukčním stádiu je stále vyţadována glukóza. Kompletní vyčerpání 

glukózových zdrojů z média vede k autolýze a smrti buněk. (Griffin, 1996)  

Fáze smrti houbových buněk končí jejich autolýzou. (Griffin, 1996) 
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Významným problémem pozorovaným při sledování nárůstu můţe být stárnutí 

a vysychání média.  (Griffin, 1996) Proto je třeba zvolit i optimální časové rozraní 

pokusu.  

Z výše popsaného vyplývá, ţe testování vlivu látek na růst mikroorganismů 

není aţ tak jednoduchá záleţitost, jak by se na první pohled mohlo zdát.  

I malé ovlivnění výchozích parametrů (sloţení ţivného média, přítomnost či 

nepřítomnost vzduchu, intenzita třepání, konstantní teplota inkubace, ale i samotná 

ţivotaschopnost testovaného kmene) můţe výsledky významně ovlivnit, proto se 

mohou výsledky v jednotlivých experimentech mírně odlišovat.  

 

Hodnoty MIC stanovené jak v diplomové tak v rigorózní práci jsou mnohem 

vyšší v porovnání s průměrnými plazmatickými hladinami paroxetinu (10 - 600ng/ml) 

a fluoxetinu (90 – 300, max.1000ng/ml). Za určitých podmínek, např. při kumulaci 

v centrálním nervovém sytému nebo při zpomalení eliminace látek z organismu, by 

se mohly koncentrace in vivo blíţit námi stanoveným MIC in vitro.  

Samozřejmě námi nalezené výsledky by měly vyuţití v praxi v případě, ţe 

bychom byli schopni dosáhnout těchto hladin v lidském organismu. Toho bohuţel 

zatím nejsme schopni. SSRI mají vysokou schopnost kumulovat se v mozkové tkáni, 

díky své lipofilitě a také se zde nachází jejich původní farmakologický cíl při léčbě 

deprese a příbuzných neurologických onemocnění (SERT transportér). Přípravou 

derivátů se sníţenou CNS aktivitou dosahujících vyšších plazmatických hladin by se 

daly SSRI vyuţít k terapii nebo ještě lépe k potenciaci účinku jiných antimikrobních 

látek. Bohuţel komplikací je, ţe právě lipofilita hraje důleţitou roli v antifungálním 

účinku. Navíc ve vysokých koncentracích působí cytotoxicky. Předpokládá se, ţe 

toxicita, mnohem pravděpodobněji neţ specifický inhibiční mechanismus, řídí jejich 

antimykotický účinek. Tým těchto autorů tedy stanovil, ţe v koncentracích 

vyţadovaných pro antifungální působení jsou toxické pro lidské buňky. (Young a kol., 

2003) (Helena Marečková, diplomová práce, 2007) 

Právě díky těmto výsledkům se k samostatnému pouţití SSRI jako 

antimykoticky nebo antibakteriálně účinných látek stavíme velmi rezervovaně. 

Lokální aplikace přípravků s potřebnou mikrobi-/fungi-cidní nebo mikrobi-/fungi-

statickou koncentrací SSRI by být mohla nadějnou cestou výzkumu, je však nutné 
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dříve provést dermatologické zkoušky opět s ohledem na jejich cytotoxicitu. (Helena 

Marečková, diplomová práce, 2007) 

 Další a obšírnější testování jejich potenciálu je ale nezbytné, jelikoţ bylo 

stanoveno, ţe plazmatické hladiny mohou stačit k ovlivnění patogenity hub a bakterií 

(např. při p.o. sertralinu 50mg denně po dobu 5-8 menstruačních cyklů), pacientky 

neměly opakující se epizody vulvovaginální kandidózy a byly úplně bez klinických 

příznaků. Aţ po ukončení podávání antidepresiv nastal relaps. (Lass-Flörl a kol., 

2001a)   

 Bylo by výborné objasnit mechanismy účinku, kterými látky působí na široké 

spektrum patogenních organismů a na některé fyziologické pochody jak makro, tak 

mikroorganismů. Zatím máme před sebou jen několik nejasných domněnek, které se 

navíc mnohdy navzájem vylučují. Je třeba zkoumat i jejich chemickou strukturu. Při 

objasnění zákonitostí mezi jednotlivými strukturními prvky a různými účinky těchto 

látek, by se daly cílenými zásahy do struktury připravit deriváty se zvýšenou 

imunostimulační, protimikrobní či jinou ţádanou aktivitou.  

Látky této skupiny mají veliký potenciál, záleţí jen, jestli najdeme tu správnou cestu k 

jejich vyuţití. Zatím ale není dostatečně jasné, kterým směrem se další vývoj a 

výzkum bude ubírat. 
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6 Závěr 

V naší práci jsme se snaţili zopakovat a rozšířit některé výsledky dosaţené v 

diplomové práci, ve které jsme potvrdili, ţe paroxetin a fluoxetin, látky ze skupiny 

selektivních inhibitorů zpětného vychytávání serotoninu (SSRI), mají antifungální 

účinek in vitro proti Candida spp.  

Z výsledků diplomové práce jsme se zaměřili na nejzajímavější dosaţené 

výsledky kombinací SSRI s antifungálními léčivy. Rozhodli jsme se je zopakovat a 

vyhodnotit trochu jinak.  

V diplomové práci jsme experimentálně metodou checkerboard a výpočtem 

pomocí FIC indexu stanovili následující vlivy kombinace SSRI s vybranými 

antimykotiky. Pro kombinaci amfotericinu B (AMB) s oběma antidepresivy jsme 

nalezli adiční efekt vůči všem testovaným kmenům (FIC indexy v rozmezí 0,6-1,0), 

dokonce vůči kmenu Candida albicans 2 ATCC 90028 vykazovala kombinace AMB 

s paroxetinem účinek synergní (FIC index ≤ 0,5). Kmen C.albicans 2 ATCC 90028 

jsme právě opakovaně hodnotili v práci rigorózní. Snaţili jsme se u něj dokázat 

synergií účinek pro tuto kombinaci léčiv. Navíc v rámci dalších kmenů jsme vybrali 

ještě jeden kmen (CA-SC), který vykazoval vliv adiční.  

Kombinace SSRI s flucytosinem (5FC) byla pro všechny kmeny indiferentní, 

pouze pro auxotrofní kmen CA-SC adiční. Kmen CA 2 ATCC 90028 se nám zdál 

ideální pro opakovaný pokus, jelikoţ jsme se snaţili potvrdit indiferentní působení, 

které u této látky převládalo.   

Posledním testovaným antimykotikem byl flukonazol (FLZ). Námi stanovené 

výsledky byly nejvíce variabilní právě u této antifungální látky, a to od adice (FIC 

index > 0,5 - ≤ 1,0) přes indiferenci (FIC index > 1,0 - ≤ 2,0) aţ po antagonismus (FIC 

index > 2,0). Zde jsme se pokusili potvrdit nalezený antagonistický účinek pro kmen, 

na kterém při kombinaci látek byl v rámci diplomové práce tento vliv patrný nejvíce 

(CA-SC). 

Pomocí semiautomatické mikrodiluční metody měření turbidity přístrojem 

Bioscreen C jsme získali růstové křivky, zachycující proměny OD při 540nm v čase. 

Růstová křivky vzniká převedením biologického fenoménu, kdy při mnoţení a růstu 

mikroorganismů se mění zákal média (měřeno jako turbidita) do grafické podoby 

závislosti právě OD (turbidity) na čase. Ty jsme se následně pokusili vyhodnotit a to 
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tak, ţe jsme si nejprve stanovili maximální nárůst - pro kaţdý experiment vţdy 

zvolena jedna referenční křivka nárůstu pro kaţdou z látek (jak paroxetin, tak 

fluoxetin), a to jedna z kontrol obsahujících kromě média i DMSO ve vhodné 

koncentraci. Pro ni jsme stanovili základní charakteristiky (nástup růstu, nárůst 25, 50 

a 100%.), uvedli je ve srovnávací tabulce a křivku znázornili graficky.  

Dále jsme provedli srovnání vlivu jednotlivých látek samostatně, abychom 

zjistili, jak ovlivňují nárůst. A následně vybrány, znázorněny a zhodnoceny 3 růstové 

křivky různé kombinace koncentrací obou látek. Účinky v kombinacích srovnány s 

účinky látek samostatně.   

Výsledky zopakované naší rigorózní prací byly srovnatelné s výsledky 

dosaţenými v práci diplomové. Jen v případě kombinace AMB s SSRI pro kmen CA 

2 ATCC 90028 se zdá být námi stanovený účinek spíše jen adiční neţ synergií, ale i 

v diplomové práci byl tento vliv pozorován na pomezí s adicí. Navíc je srovnatelný s 

dalším testovaným kmenem CA-SC, který pro tuto kombinaci látek shodně jak v 

diplomové tak rigorózní práci dosahoval adičního účinku. V kombinaci s touto 

antifungální látkou se zdá být v ovlivnění nárůstu obou kmenů mírně účinnější 

fluoxetin. Zajímavé je zjištění ovlivnění kinetických parametrů růstových křivek SSRI 

(samostatných i kombinovaných) v koncentraci kolem 128μg/ml. 

Indiferentní vliv SSRI na flucytosin byl rovněţ potvrzen. K nějakému malému 

pozitivnímu ovlivnění v inhibici růstu mezi látkami dochází, ale tento účinek není 

nikterak významný. 

Nejzajímavější výsledek dosaţen pro kombinaci antidepresiv s flukonazolem. 

Pro antidepresiva opět nalezen zvláštní (jakoby lineární) tvar nárůstu. Dále jsou zde 

vysledovatelné v podstatě 3 ovlivnění v účinku této kombinace – antimykotikum 

ovlivňuje nárůst v rámci jednoho řádku, kde je konstantní koncentrace SSRI a to tak, 

ţe dochází k postupnému sniţování masy nárůstu, takţe tento účinek se jeví jako 

mírně adiční. Druhý efekt nastává při kombinaci vysokých koncentrací antimykotika 

(do 1μg/ml) s SSRI, kde se tyto látky významněji neovlivňují. Jen s rostoucí 

koncentrací antidepresiva dochází k potlačení trailing efektu (zejména od 

koncentrace 64 μg/ml). No, a třetí, poslední ovlivnění v účinku kombinace FLZ s 

SSRI nastává v koncentracích FLZ niţších neţ 1μg/ml, kde převládne vliv 

antidepresiva a zhoršuje významným způsobem samostatné působení antifungální 

látky. Růstové křivky zjištěné v rámci jednoho sloupce (koncentrace antimykotika je 
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zde konstantní a nízká) mohou dosahovat aţ dvojnásobku nárůstu oproti hodnotám 

dosaţených se samostatným FLZ. Tento kombinovaný účinek obou SSRI s 

flukonazolem se jeví jako srovnatelný, ani jedna z látky nevykazuje nikterak větší 

aktivitu v antagonismu. 

Je ale třeba dalších experimentů a hledání, jak by mohly být tyto prospěšné i 

méně výhodné účinky vyuţity v praxi. 
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7 Souhrn 

Antidepresiva skupiny selektivních inhibitorů zpětného vychytávání serotoninu 

se nám jeví jako velice perspektivní skupina s nejasnou budoucností. V terapii 

deprese a jiných onemocnění, které ovlivňují díky svému farmakologickému účinku, 

budou jistě i nadále velmi se rozšiřující a rostoucí skupinou léčiv, neboť jsou to léčiva 

bezpečná, s dobrým profilem neţádoucích účinků, které navíc, snad kromě 

gastrointestinálních, nejsou nijak vysoce frekventované.  

Jejich vyuţití jako doplňku antibiotické či jiné chemoterapeutické léčby není 

vyloučeno, ale zatím se díky koncentracím, vyţadovaným na toto působení, nezdá 

být pravděpodobné, ţe by v nějaké brzké době mohli při léčbě invazivních 

onemocnění pomáhat.  

Je tedy potřeba dalších studií, zejména pak zkusit vyhodnotit mechanismus 

jednotlivých účinků, jak potenciačních tak těch negativních, abychom dokázali lépe 

vyhodnotit moţnosti jejich potenciálu. 
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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 1μg/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 Přílohy  
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0,309 
0,309 
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Kombinace flucytosinu s fluoxetinem kmen CA 2 ATCC 90028 
(odečtené hodnoty pouţité pro tvorbu jednotlivých grafů) 

(OD 540nm) 

název v 
rigorózní 

práci 

růstová  
křivka 7 

růstová  
křivka 8 

růstová  
křivka 9 

růstová  
křivka 10 

růstová  
křivka 11 

růstová  
křivka 12 

název v 
experimentu 

jamka 
120 

jamka 
108  

jamka 
193 

jamka 
183 

jamka 
117 

jamka 
114 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 

0,100 
0,090 
0,090 
0,090 
0,091 
0,091 
0,092 
0,094 
0,097 
0,102 
0,110 
0,125 
0,150 
0,193 
0,266 
0,371 
0,481 
0,548 
0,581 
0,600 
0,616 
0,628 
0,640 
0,651 
0,661 
0,670 
0,678 
0,684 
0,691 
0,698 
0,704 
0,709 
0,713 
0,719 
0,726 
0,729 
0,736 
0,738 
0,742 
0,747 

0,100 
0,089 
0,089 
0,089 
0,090 
0,089 
0,089 
0,090 
0,090 
0,090 
0,090 
0,090 
0,090 
0,090 
0,090 
0,090 
0,090 
0,090 
0,090 
0,090 
0,091 
0,091 
0,091 
0,091 
0,091 
0,091 
0,091 
0,091 
0,092 
0,092 
0,092 
0,092 
0,092 
0,092 
0,092 
0,093 
0,093 
0,093 
0,093 
0,094 

0,100 
0,088 
0,088 
0,088 
0,088 
0,088 
0,088 
0,088 
0,088 
0,089 
0,089 
0,089 
0,090 
0,091 
0,092 
0,094 
0,098 
0,104 
0,114 
0,128 
0,149 
0,179 
0,219 
0,268 
0,317 
0,359 
0,391 
0,415 
0,432 
0,447 
0,461 
0,472 
0,483 
0,494 
0,505 
0,514 
0,522 
0,529 
0,535 
0,540 

0,100 
0,088 
0,087 
0,090 
0,088 
0,089 
0,088 
0,087 
0,088 
0,088 
0,088 
0,089 
0,089 
0,089 
0,090 
0,090 
0,091 
0,094 
0,097 
0,102 
0,108 
0,119 
0,136 
0,156 
0,188 
0,227 
0,271 
0,320 
0,364 
0,396 
0,419 
0,434 
0,449 
0,458 
0,467 
0,473 
0,480 
0,484 
0,490 
0,492 

0,100 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,090 
0,089 
0,090 
0,089 
0,089 
0,089 
0,090 
0,090 
0,090 
0,090 
0,090 
0,090 
0,090 
0,090 
0,091 
0,091 
0,091 
0,091 
0,091 
0,091 
0,092 
0,092 
0,092 
0,093 
0,094 
0,094 

0,100 
0,088 
0,088 
0,088 
0,088 
0,088 
0,088 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,089 
0,090 
0,089 
0,090 
0,089 
0,090 
0,090 
0,090 
0,090 
0,090 
0,091 
0,091 
0,091 
0,091 
0,091 
0,091 
0,092 
0,092 
0,093 
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 
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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 
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Kombinace amfotericinu B s paroxetinem kmen CA 2 ATCC 90028 
(odečtené hodnoty pouţité pro tvorbu jednotlivých grafů) 

(OD 540nm) 

název v 
rigorózní 

práci 

růstová  
křivka 13 

růstová  
křivka 14 

růstová  
křivka 15 

růstová  
křivka 16 

růstová  
křivka 17 

růstová  
křivka 18 

název v 
experimentu 

jamka 20 jamka 58  jamka 93 jamka 73 jamka 67 jamka 64 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 

0,100 
0,084 
0,084 
0,084 
0,085 
0,085 
0,085 
0,085 
0,086 
0,086 
0,087 
0,087 
0,090 
0,090 
0,094 
0,098 
0,105 
0,115 
0,130 
0,152 
0,184 
0,229 
0,285 
0,338 
0,379 
0,403 
0,422 
0,438 
0,455 
0,468 
0,481 
0,496 
0,510 
0,520 
0,532 
0,539 
0,547 
0,556 
0,565 
0,572 

0,100 
0,077 
0,076 
0,077 
0,077 
0,077 
0,077 
0,077 
0,077 
0,077 
0,077 
0,077 
0,078 
0,077 
0,078 
0,078 
0,078 
0,078 
0,079 
0,079 
0,080 
0,081 
0,083 
0,085 
0,089 
0,093 
0,100 
0,109 
0,119 
0,132 
0,147 
0,162 
0,176 
0,185 
0,191 
0,196 
0,203 
0,205 
0,208 
0,211 

0,100 
0,083 
0,083 
0,083 
0,083 
0,083 
0,083 
0,083 
0,083 
0,083 
0,083 
0,083 
0,083 
0,083 
0,083 
0,083 
0,083 
0,083 
0,083 
0,084 
0,084 
0,084 
0,085 
0,085 
0,087 
0,088 
0,091 
0,094 
0,096 
0,101 
0,105 
0,110 
0,115 
0,120 
0,124 
0,130 
0,136 
0,145 
0,147 
0,151 

0,100 
0,079 
0,078 
0,079 
0,079 
0,079 
0,079 
0,078 
0,079 
0,079 
0,079 
0,079 
0,079 
0,078 
0,078 
0,079 
0,079 
0,079 
0,079 
0,078 
0,078 
0,078 
0,078 
0,078 
0,078 
0,078 
0,078 
0,079 
0,079 
0,079 
0,080 
0,080 
0,081 
0,082 
0,082 
0,084 
0,085 
0,087 
0,088 
0,091 

0,100 
0,073 
0,073 
0,074 
0,074 
0,074 
0,074 
0,074 
0,074 
0,074 
0,074 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,076 
0,077 
0,077 
0,079 
0,080 
0,083 
0,086 
0,091 
0,097 
0,106 
0,117 
0,132 
0,149 
0,168 
0,184 
0,198 
0,208 
0,215 
0,220 
0,225 
0,229 
0,234 
0,238 
0,241 
0,243 

0,100 
0,079 
0,079 
0,079 
0,079 
0,079 
0,079 
0,079 
0,080 
0,080 
0,079 
0,080 
0,080 
0,079 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,081 
0,081 
0,081 
0,082 
0,083 
0,084 
0,085 
0,086 
0,088 
0,090 
0,093 
0,096 
0,100 
0,105 
0,111 
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 
(odečtené hodnoty pouţité pro tvorbu jednotlivých grafů) 

(OD 540nm) 

název v 
rigorózní 

práci 
kombinovaný graf 1 

název v 
experimentu 

jamka 58 jamka 57  jamka 56 jamka 55 jamka 54 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 

0,100 
0,077 
0,076 
0,077 
0,077 
0,077 
0,077 
0,077 
0,077 
0,077 
0,077 
0,077 
0,078 
0,077 
0,078 
0,078 
0,078 
0,078 
0,079 
0,079 
0,080 
0,081 
0,083 
0,085 
0,089 
0,093 
0,100 
0,109 
0,119 
0,132 
0,147 
0,162 
0,176 
0,185 
0,191 
0,196 
0,203 
0,205 
0,208 
0,211 

0,100 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,076 
0,075 
0,076 
0,075 
0,076 
0,075 
0,076 
0,076 
0,076 
0,076 
0,076 
0,076 
0,076 
0,076 
0,076 
0,076 
0,077 
0,077 
0,078 
0,079 
0,079 
0,081 
0,082 
0,084 
0,087 
0,090 
0,092 
0,096 
0,102 
0,107 
0,113 
0,120 

0,100 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,076 
0,076 
0,077 
0,077 
0,077 
0,078 
0,079 
0,080 
0,081 

0,100 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,074 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 

0,100 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,076 
0,075 
0,075 
0,076 
0,076 
0,076 
0,076 
0,076 
0,075 
0,076 
0,076 
0,076 
0,076 
0,076 
0,076 
0,076 
0,075 
0,076 
0,075 
0,075 
0,075 
0,074 
0,075 
0,075 
0,074 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,075 
0,074 
0,075 
0,075 
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 



 175 

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 
(odečtené hodnoty pouţité pro tvorbu jednotlivých grafů) 

(OD 540nm) 

název v 
rigorózní 

práci 

růstová  
křivka 19 

růstová  
křivka 20 

růstová  
křivka 21 

růstová  
křivka 22 

růstová  
křivka 23 

růstová  
křivka 24 

název v 
experimentu 

jamka 
110 

jamka 
158  

jamka 
193 

jamka 
174 

jamka 
167 

jamka 
164 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 

0,100 
0,084 
0,084 
0,084 
0,084 
0,084 
0,085 
0,085 
0,085 
0,086 
0,087 
0,088 
0,090 
0,092 
0,095 
0,099 
0,107 
0,117 
0,133 
0,156 
0,189 
0,235 
0,293 
0,360 
0,419 
0,459 
0,485 
0,504 
0,522 
0,539 
0,556 
0,572 
0,586 
0,598 
0,608 
0,617 
0,625 
0,633 
0,639 
0,647 

0,100 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,083 
0,082 
0,082 
0,083 
0,082 
0,082 
0,083 
0,083 
0,083 
0,083 
0,084 
0,085 
0,085 
0,086 
0,088 
0,090 
0,094 
0,098 
0,104 
0,112 
0,122 
0,133 
0,147 
0,163 
0,180 
0,195 
0,207 
0,215 
0,223 
0,228 
0,232 
0,236 

0,100 
0,080 
0,080 
0,080 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,080 
0,081 
0,081 
0,080 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 

0,100 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,083 
0,083 
0,083 
0,084 
0,085 
0,085 
0,087 
0,088 
0,090 
0,093 
0,097 
0,101 
0,107 
0,114 
0,123 
0,133 
0,147 
0,162 
0,178 
0,196 
0,213 
0,229 

0,100 
0,081 
0,081 
0,081 
0,082 
0,081 
0,081 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,083 
0,083 
0,083 
0,083 
0,084 
0,085 
0,086 
0,087 
0,090 
0,092 
0,096 
0,100 
0,105 
0,113 
0,121 
0,130 
0,142 
0,154 
0,163 
0,174 
0,179 
0,184 
0,189 
0,194 
0,197 
0,202 

0,100 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,082 
0,081 
0,081 
0,082 
0,082 
0,082 
0,081 
0,082 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,083 
0,083 
0,083 
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 
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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 

 



 179 

 

Kombinace amfotericinu B s paroxetinem kmen CA-SC 
(odečtené hodnoty pouţité pro tvorbu jednotlivých grafů) 

(OD 540nm) 

název v 
rigorózní 

práci 

růstová  
křivka 25 

růstová  
křivka 26 

růstová  
křivka 27 

růstová  
křivka 28 

růstová  
křivka 29 

růstová  
křivka 30 

název v 
experimentu 

jamka 10 jamka 68  jamka 93 jamka 83 jamka 77 jamka 74 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 

0,100 
0,077 
0,083 
0,083 
0,084 
0,076 
0,087 
0,091 
0,100 
0,117 
0,142 
0,185 
0,253 
0,348 
0,429 
0,488 
0,518 
0,538 
0,560 
0,574 
0,587 
0,596 
0,616 
0,610 
0,614 
0,618 
0,625 
0,630 
0,637 
0,642 
0,646 
0,659 
0,657 
0,663 
0,669 
0,674 
0,680 
0,685 
0,690 
0,695 

0,100 
0,090 
0,100 
0,103 
0,104 
0,104 
0,103 
0,103 
0,104 
0,104 
0,104 
0,102 
0,092 
0,095 
0,100 
0,105 
0,106 
0,104 
0,116 
0,137 
0,136 
0,155 
0,184 
0,182 
0,188 
0,193 
0,198 
0,200 
0,203 
0,204 
0,206 
0,205 
0,207 
0,207 
0,207 
0,207 
0,207 
0,206 
0,207 
0,207 

0,100 
0,046 
0,046 
0,046 
0,044 
0,044 
0,045 
0,045 
0,050 
0,066 
0,070 
0,084 
0,110 
0,177 
0,248 
0,354 
0,422 
0,452 
0,480 
0,502 
0,503 
0,510 
0,518 
0,524 
0,524 
0,526 
0,532 
0,537 
0,541 
0,545 
0,553 
0,555 
0,561 
0,567 
0,571 
0,576 
0,583 
0,586 
0,593 
0,600 

0,100 
0,065 
0,100 
0,102 
0,103 
0,101 
0,102 
0,101 
0,102 
0,102 
0,103 
0,101 
0,100 
0,104 
0,103 
0,105 
0,104 
0,111 
0,107 
0,108 
0,108 
0,114 
0,134 
0,130 
0,135 
0,145 
0,160 
0,178 
0,203 
0,231 
0,269 
0,307 
0,330 
0,348 
0,359 
0,367 
0,373 
0,376 
0,381 
0,383 

0,100 
0,063 
0,089 
0,100 
0,101 
0,097 
0,100 
0,101 
0,106 
0,105 
0,104 
0,104 
0,103 
0,113 
0,112 
0,131 
0,146 
0,160 
0,189 
0,232 
0,244 
0,270 
0,287 
0,291 
0,299 
0,305 
0,310 
0,313 
0,316 
0,317 
0,317 
0,324 
0,319 
0,318 
0,316 
0,313 
0,315 
0,314 
0,314 
0,314 

0,100 
0,065 
0,097 
0,102 
0,103 
0,098 
0,103 
0,098 
0,102 
0,102 
0,103 
0,100 
0,101 
0,103 
0,095 
0,103 
0,102 
0,104 
0,103 
0,110 
0,100 
0,103 
0,110 
0,104 
0,105 
0,106 
0,107 
0,108 
0,109 
0,110 
0,113 
0,121 
0,118 
0,122 
0,126 
0,131 
0,137 
0,144 
0,154 
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 



 181 

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 
 (odečtené hodnoty pouţité pro tvorbu jednotlivých grafů) 

(OD 540nm) 

název v 
rigorózní 

práci 

růstová  
křivka 31 

růstová  
křivka 32 

růstová  
křivka 33 

růstová  
křivka 34 

růstová  
křivka 35 

růstová  
křivka 36 

název v 
experimentu 

jamka 
110 

jamka 
168  

jamka 
193 

jamka 
183 

jamka 
177 

jamka 
174 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 

0,100 
0,082 
0,046 
0,046 
0,046 
0,048 
0,050 
0,060 
0,069 
0,090 
0,103 
0,136 
0,202 
0,311 
0,387 
0,443 
0,475 
0,493 
0,519 
0,547 
0,545 
0,552 
0,580 
0,571 
0,578 
0,583 
0,591 
0,593 
0,601 
0,603 
0,612 
0,619 
0,623 
0,628 
0,637 
0,635 
0,643 
0,646 
0,652 
0,657 

0,100 
0,101 
0,102 
0,071 
0,076 
0,072 
0,074 
0,064 
0,064 
0,073 
0,076 
0,075 
0,076 
0,077 
0,075 
0,082 
0,086 
0,089 
0,109 
0,137 
0,142 
0,160 
0,189 
0,189 
0,196 
0,202 
0,209 
0,211 
0,215 
0,211 
0,216 
0,220 
0,217 
0,216 
0,218 
0,218 
0,216 
0,216 
0,215 
0,216 

0,100 
0,100 
0,097 
0,097 
0,106 
0,097 
0,104 
0,098 
0,113 
0,109 
0,119 
0,117 
0,136 
0,183 
0,227 
0,321 
0,428 
0,514 
0,578 
0,629 
0,630 
0,640 
0,658 
0,657 
0,658 
0,662 
0,668 
0,670 
0,672 
0,669 
0,670 
0,670 
0,666 
0,665 
0,664 
0,664 
0,664 
0,665 
0,668 
0,671 

0,100 
0,090 
0,085 
0,081 
0,094 
0,090 
0,084 
0,085 
0,087 
0,083 
0,086 
0,070 
0,075 
0,086 
0,078 
0,086 
0,085 
0,078 
0,085 
0,082 
0,080 
0,071 
0,089 
0,086 
0,088 
0,087 
0,088 
0,088 
0,089 
0,086 
0,089 
0,094 
0,091 
0,092 
0,093 
0,095 
0,096 
0,099 
0,103 
0,107 

0,100 
0,080 
0,079 
0,077 
0,081 
0,078 
0,080 
0,080 
0,084 
0,080 
0,084 
0,069 
0,075 
0,090 
0,088 
0,104 
0,114 
0,121 
0,146 
0,182 
0,187 
0,202 
0,249 
0,251 
0,262 
0,269 
0,275 
0,279 
0,284 
0,287 
0,288 
0,292 
0,290 
0,291 
0,291 
0,291 
0,291 
0,290 
0,290 
0,290 

0,100 
0,080 
0,081 
0,078 
0,083 
0,082 
0,081 
0,074 
0,083 
0,081 
0,083 
0,070 
0,073 
0,082 
0,078 
0,082 
0,081 
0,075 
0,082 
0,080 
0,076 
0,068 
0,095 
0,082 
0,083 
0,082 
0,083 
0,082 
0,083 
0,082 
0,082 
0,086 
0,083 
0,083 
0,083 
0,083 
0,082 
0,082 
0,083 
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 
(odečtené hodnoty pouţité pro tvorbu jednotlivých grafů) 

(OD 540nm) 

název v 
rigorózní 

práci 

růstová  
křivka 37 

růstová  
křivka 38 

růstová  
křivka 39 

růstová  
křivka 40 

růstová  
křivka 41 

růstová  
křivka 42 

název v 
experimentu 

jamka 30 jamka 88  jamka 94 jamka 83 jamka 66 jamka 74 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 

0,100 
0,077 
0,077 
0,078 
0,079 
0,082 
0,088 
0,100 
0,118 
0,145 
0,186 
0,245 
0,322 
0,394 
0,438 
0,464 
0,481 
0,493 
0,503 
0,510 
0,517 
0,520 
0,525 
0,531 
0,534 
0,540 
0,544 
0,549 
0,554 
0,557 
0,561 
0,565 
0,570 
0,574 
0,579 
0,583 
0,587 
0,592 
0,596 
0,599 

0,100 
0,076 
0,077 
0,078 
0,079 
0,082 
0,088 
0,099 
0,115 
0,133 
0,156 
0,181 
0,209 
0,236 
0,260 
0,281 
0,295 
0,305 
0,313 
0,319 
0,323 
0,328 
0,330 
0,332 
0,335 
0,336 
0,336 
0,336 
0,337 
0,338 
0,339 
0,343 
0,339 
0,340 
0,339 
0,341 
0,342 
0,343 
0,345 
0,344 

0,100 
0,089 
0,089 
0,089 
0,090 
0,092 
0,096 
0,103 
0,115 
0,137 
0,171 
0,222 
0,298 
0,390 
0,460 
0,500 
0,521 
0,536 
0,547 
0,559 
0,568 
0,575 
0,584 
0,594 
0,600 
0,609 
0,614 
0,622 
0,627 
0,633 
0,637 
0,643 
0,647 
0,653 
0,659 
0,663 
0,666 
0,673 
0,679 
0,682 

0,100 
0,083 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,080 
0,080 
0,081 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,081 
0,081 
0,083 
0,085 
0,088 
0,094 
0,104 
0,116 
0,130 
0,147 
0,167 
0,184 
0,201 
0,212 
0,223 
0,231 
0,234 

0,100 
0,079 
0,078 
0,079 
0,080 
0,082 
0,087 
0,094 
0,107 
0,124 
0,146 
0,171 
0,195 
0,218 
0,238 
0,257 
0,274 
0,289 
0,302 
0,312 
0,319 
0,324 
0,327 
0,333 
0,335 
0,335 
0,337 
0,337 
0,338 
0,337 
0,338 
0,337 
0,337 
0,335 
0,336 
0,336 
0,336 
0,336 
0,336 
0,335 

0,100 
0,080 
0,080 
0,080 
0,081 
0,083 
0,087 
0,094 
0,106 
0,124 
0,151 
0,190 
0,238 
0,292 
0,341 
0,380 
0,407 
0,421 
0,433 
0,438 
0,443 
0,448 
0,450 
0,454 
0,454 
0,455 
0,456 
0,453 
0,452 
0,452 
0,453 
0,453 
0,453 
0,453 
0,450 
0,450 
0,452 
0,452 
0,453 
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 
(odečtené hodnoty pouţité pro tvorbu jednotlivých grafů) 

(OD 540nm) 

název v 
rigorózní 

práci 
kombinovaný graf 2 

název v 
experimentu 

jamka 88 jamka 84  jamka 83 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 

0,100 
0,076 
0,077 
0,078 
0,079 
0,082 
0,088 
0,099 
0,115 
0,133 
0,156 
0,181 
0,209 
0,236 
0,260 
0,281 
0,295 
0,305 
0,313 
0,319 
0,323 
0,328 
0,330 
0,332 
0,335 
0,336 
0,336 
0,336 
0,337 
0,338 
0,339 
0,343 
0,339 
0,340 
0,339 
0,341 
0,342 
0,343 
0,345 
0,344 

0,100 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,082 
0,085 
0,091 
0,100 
0,117 
0,144 
0,183 
0,242 
0,317 
0,397 
0,452 
0,484 
0,502 
0,514 
0,522 
0,527 
0,535 
0,539 
0,543 
0,546 
0,549 
0,553 
0,551 
0,552 
0,554 
0,557 
0,556 
0,558 
0,559 
0,559 
0,562 
0,564 
0,565 
0,568 
0,570 

0,100 
0,083 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,082 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,081 
0,080 
0,080 
0,081 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,081 
0,081 
0,083 
0,085 
0,088 
0,094 
0,104 
0,116 
0,130 
0,147 
0,167 
0,184 
0,201 
0,212 
0,223 
0,231 
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 
 (odečtené hodnoty pouţité pro tvorbu jednotlivých grafů) 

(OD 540nm) 

název v 
rigorózní 

práci 

růstová  
křivka 43 

růstová  
křivka 44 

růstová  
křivka 45 

růstová  
křivka 46 

růstová  
křivka 47 

růstová  
křivka 48 

název v 
experimentu 

jamka 
130 

jamka 
188  

jamka 
193 

jamka 
183 

jamka 
176 

jamka 
173 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 

0,100 
0,088 
0,089 
0,089 
0,090 
0,093 
0,098 
0,107 
0,122 
0,145 
0,179 
0,231 
0,298 
0,369 
0,418 
0,448 
0,469 
0,483 
0,494 
0,503 
0,510 
0,519 
0,524 
0,530 
0,534 
0,540 
0,543 
0,547 
0,551 
0,556 
0,561 
0,567 
0,573 
0,578 
0,583 
0,587 
0,593 
0,598 
0,604 
0,607 

0,100 
0,087 
0,087 
0,088 
0,090 
0,094 
0,100 
0,112 
0,130 
0,155 
0,182 
0,212 
0,244 
0,272 
0,297 
0,316 
0,330 
0,339 
0,348 
0,354 
0,359 
0,365 
0,367 
0,369 
0,370 
0,370 
0,370 
0,368 
0,367 
0,366 
0,368 
0,366 
0,366 
0,366 
0,366 
0,365 
0,366 
0,365 
0,366 
0,365 

0,100 
0,087 
0,087 
0,087 
0,087 
0,087 
0,087 
0,087 
0,087 
0,087 
0,087 
0,087 
0,087 
0,087 
0,087 
0,088 
0,088 
0,090 
0,091 
0,092 
0,095 
0,098 
0,100 
0,104 
0,108 
0,109 
0,111 
0,117 
0,121 
0,125 
0,129 
0,132 
0,136 
0,140 
0,143 
0,144 
0,149 
0,152 
0,155 
0,157 

0,100 
0,087 
0,087 
0,087 
0,087 
0,088 
0,087 
0,087 
0,087 
0,088 
0,087 
0,087 
0,088 
0,087 
0,088 
0,089 
0,090 
0,092 
0,094 
0,096 
0,100 
0,101 
0,103 
0,108 
0,117 
0,120 
0,129 
0,146 
0,155 
0,166 
0,168 
0,182 
0,189 
0,198 
0,203 
0,218 
0,222 
0,230 
0,236 
0,241 

0,100 
0,087 
0,087 
0,088 
0,088 
0,091 
0,095 
0,103 
0,115 
0,133 
0,156 
0,185 
0,217 
0,251 
0,279 
0,301 
0,316 
0,325 
0,336 
0,342 
0,346 
0,349 
0,351 
0,351 
0,350 
0,350 
0,350 
0,348 
0,347 
0,347 
0,346 
0,346 
0,348 
0,348 
0,348 
0,347 
0,350 
0,350 
0,352 
0,351 

0,100 
0,087 
0,087 
0,087 
0,087 
0,087 
0,087 
0,088 
0,088 
0,088 
0,087 
0,087 
0,087 
0,087 
0,087 
0,087 
0,088 
0,088 
0,089 
0,091 
0,093 
0,096 
0,098 
0,101 
0,106 
0,111 
0,116 
0,121 
0,127 
0,135 
0,139 
0,147 
0,156 
0,162 
0,168 
0,173 
0,182 
0,188 
0,195 
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 

 

 


