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1. Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakultdradci Kralové

Katedra: Katedra biologickych a Iékskych &d

Kandidat: Mgr. Marie Marova

Konzultant: Mgr. Marcela Vejsova, Ph.D.

Nazev rigordzni prace Vyhodnoceni aktivity potenciarantimikrobnich latek pomoci

mikrodilu¢ni bujénové metody

Cilem rigor6zni prace bylo otestovat 35 latek aodrotit jejich antimikrobidlni
aktivitu. Latky byly rozdleny podle struktury do 10 skupin, Slo o karbanm&ébenzoaty
salicylanilidi, derivaty merkaptobenzothiazolu a derivaty dal&thktur. Latky jsme

testovali na 8 bakterialnich a 8 fungalnich kmenech

K testovani jsme vyuzili mikrodiktni bujonovou metodu. Metoda slouzi
ke kvantitativnimu stanoveni citlivosti kmene kttemné latce, miru citlivosti mikroba
vyjadituje minimalni inhibéni koncentrace (MIC). Jamky mikrotitiai desttky byly
naplrény ristovym meédiem, testovanou latkou v postufitesajicich koncentracich a
suspenzi kmene. MIC odpovida koncentraci latkyrakjest potlatila rast kolonie a jeji

jamka Zistala po inkubadiira.

Nejsilr¢jsi antibakterialni €&inek jsme zaznamenali u latek 6. skupiny
(thiokarbamaty salicylanilit), pasobily na grampozitivni koky, kro#n kmene
Enterococcus faecaliSEF). Vi¢i EF pak pisobila nejsilgji latka SAL-1-Bz
z 10. skupiny (derivaty tznych struktur). Neobjevili jsme Zadnou latkdinkujici
na gramnegativni tky. Antibakterialni dinek neprojevily latky 2., 4. a 5. skupiny.

NejsilngjSi antimykoticky @inek prokazaly ot latky 6. skupiny (thiokarbaméty
spektrum dinku nmela latka ITAM-IMIN z 10. skupiny (derivatyaznych struktur).
Pasobila na vSechny fungalni kmeny. Antimykotickiinek neprojevily latky 2., 4., 5.,
7. a 8. skupiny.

Poddilo se ndm najit jak dinné, tak ne&inné latky. NejcitligjSi bakterialni
kmen byl Staphylococcus aureusnejcitlivéjSi kmen fungalni pakTrichophyton

mentagrophytes



2. Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmachiiadec Kralové

Department of: Department of Biological and Medical Sciences

Candidate: Mgr. Marie Marova

Consultant: Mgr. Marcela Vejsova, Ph.D.

Title of Thesis Evaluation of the activity of potentional antimobial substances

through the use of microdilution broth method

The aim of the present thesis was to test 35 sutmsaand evaluate their
antimicrobial activity. The substances were dividsdtheir structure in 10 groups, it
concerned carbamates and benzoates of salicylesilid derivates  of
mercaptobenzothiazole and derivates of other sirest The substances were tested on
8 bacterial and 8 fungal strains.

We used microdilution broth method for testing. sThinethod serves to
quantitative determination of sensitivity of theagt to the tested substance, minimal
inhibitive concentration (MIC) indicates the seiv#y rate of microb. The holes of
microtitration plate were filled with growth mediyntested substance in gradually
decreasing concentrations and suspension of thanstMIC conforms to the
concentration of the substance which suppressegrtdveth of the colony and its hole
stayed clear after the incubation.

The strongest antibacterial effect was noticedHeysubstances of th&' group
(thiocarbamates of salicylanilides), they effectad gram-positive cocci, except the
strainEnterococcus faecaliEF). The substance SAL-1-Bz of the™M@roup (derivates
of different structures) had the strongest effatttd-. We did not find any substance
effecting on gram-negative barhe substances of thé“24" and %' group did not
show any antibacterial effect.

The strongest antimycotic effect showed again thestances of the6group
(thiocarbamates of salicylanilides), they effectedly on the strainTrichophyton
mentagrophytesThe widest spectrum of effect had the substanceMIFTMIN of the
10" group (derivates of different structures). It eféal on all of the fungal strains. The
substance of the' 4", 5", 7" and &' group did not show any antimycotic effect.

We succeeded in founding effective as well as @ative substances. The most
sensitive bacterial strain wa&taphylococcus aureuthe most sensitive fungal strain

thenTrichophyton mentagrophytes



3. Seznam zkratek

AC
AF
ATB
CA
CG
CK
CT
DDST
DMSO
DNA
EAEC
EAF
EAST
EC
EF
EHEC
EIEC
EPEC
Eps protein
ESBL
ETEC
GISA
GRE
GRSA
KP ESBL
KP
KPCs
LT
MBC
MEC
MH agar

Absidia corymbifera

Aspergillus fumigatus

antibiotik/um, a

Candida albicans

Candida glabrata

Candida krusei

Candida tropicalis

double-disc synergy test

dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid

enteroaggregatiiescherichia coli{enteroagregativni)

enteropathogenadherence factor

enteroaggregative stable toxin

Escherichia coli

Enterococcus faecalis

enterohemorrhagiescherichia col{enterohemorhagicka)
enteroinvasiv&scherichia col(enteroivazivni)
enteropathogertitscherichia col{enteropatogenni)
extracellular polymeric substance jmote

extended specter beta lactamase
enterotoxigeniEscherichia col{enterotoxigenni)

glycopeptide-intermediate resist&taphylococcus aureus
glycopeptide-resistaknterococcus
glycopeptide-resistaBtaphylococcus aureus

Klebsiella pneumoniaBSBL pozitivni

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniaearbapenemases

labile toxin (labilni)

minimal bactericidal concentration (minimabektericidni koncentrace)

minimal effective concentration (minimalni kfieni koncentrace)

Mueller-Hintohv agar
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MH bujon
MIC
MOPS
MRSA
PA

PBP
PYRaza
RNA

SA

SE

ST

STX

TA

™
VISA
VRE
VRSA

Mueller-Hintoriv bujén
minimal inhibitory concentration (minimalnihibi¢ni koncentrace)
3-(N-morfolino) propansulfonova kyselina
Staphylococcus aureusethicillin resistant
Pseudomonas aeruginosa

penicilin-binding protein

pyrrolidonyl arylamidaza

ribonucleic acid
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis

stable toxin (stabilni)

Shiga toxin
Trichosporon asabhii
Trichophyton mentagrophytes
vancomycin-intermediate resistéBtiaphylococcus aureus
vancomycin-resistaminterococcus

vancomycin-resistai@taphylococcus aureus

11



4. Uvod

Rezistence mikroorganigmvic¢i antimikrobnim latkdm je hlavnim tématem,
které je v lékeské praxiteSeno denh Rezistence négobi problém pouze @eské
republice, jde o problém celagwove rozsfeny.

Rezistenci Ize definovat jako schopnost mikroorgami odolat inhikini
koncentraci antimikrobni latky. Ro&dje se na prozenou (primarni) a ziskanou
(sekundarni). #rozena rezistence je vrozena a kdédovana jiz vtigk#e informaci.
Mnohem nebezp@®gjSi z Iékaského hlediska je rezistence ziskana, kdy kmismogre
citivy se razem stane rezistentni. Tento zvraiZzenbyt realizovan fenotypickou a
genetickou adaptaciiiRyenetické adaptaci dochazi ke&wv genomu nebo kipeti
genetické informace z jiné bky (Buchta a kol., 2002).

Na vzniku rezistence se podili jak mikroorganismiadk vrejSi prostedi a
piedevS§im sam c¢lovék. Nadngérnym, zbyt€énym a nespravnym uZivanim
antimikrobnich latek podporujeme mikroorganismyykveieni rezistence.

ZvySe zmigného vyplyv4, Ze je nutné objevovat a zkoumat stideé
antimikrobni latky. Objevem novychieba i @&inngjSich, latek by se mohla snizit
mikrobialni rezistence. Poklesla by morbidita a talita populace a zabranilo by se

zbytegnym amrtim. NasSim testovanim jsme se proto k hled&hto novych latek

pripojili.
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Zadani — cil prace

Cilem prace bylo otestovat 35 potencéalnantimikrobnich latek
na 8 bakterialnich a 8 fungalnich kmenech. Kmenly bwybrany na zaklatl
toho, Ze jsoucastymi mivodci infekci a ®které z nich vykazuji rezistenci
k antimikrobialni terapii. Ktestovani byla vyuZitenikrodilu¢ni bujonova
metoda, slouZzici ke kvantitativnimu stanoveniaiiti testovaciho kmene.
Teoretickatast — reSerze literatury, citace zdroj

Experimentalntast — zvladnutifislusné metodiky, spravna laboratorni praxe

Vysledky — zpracovani a interpretace vyskedk

Diskuze - vyhodnoceni vysletlk diskuze na dané téma, konfrontace

s teoretickowasti

Zawr — shrnuti vysledk

13



6. Teoreticka ¢ast

6.1 Bakterie versus kvasinky a vlaknité houby

6.1.1 Bakterie

Bakterie jsou prokaryotické jednobismé organismy. Velikost bakterialnich
burgk se pohybuje v rozmezi 0,3 — 25 um. Vyskytujiaejkulovité koky, podlouhlé
ty¢ky ¢i vlakna. Tyky jsou usptddané w¥tSinou jednotli¢, koky byvaji gichyceny
mezi sebou a twbretizky¢i rizné shluky (Votava, 2005).

Cytoplazma bakterii je obklopena cytoplazmatickoenbranou a pevnou
burgé¢nou stnou. Podle stavby bdtné sény rozdtlujeme bakterie na grampozitivni
a gramnegativni. Na povrchu mohou mit bakterie domz vrstvu slizu, Hiiky
¢i fimbrie. V cytoplazné¢ se nachazi nukleoid, plazmid, ribozomy, inkluzéiska,
vakuoly a granula. Nukleoid je tien nefastji cirkularni molekulou DNA. Jde
0 nepraveé jadro, které neni ohr@mo membranou a neobsahuje jadérko. ¥cbuse
muze nachazet igkolik nukleoid: (Votava, 2005; Kim and Gadd, 2008).
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6.1.2 Kvasinky a vlaknité houby

Kvasinky a vlaknité houbyadime dofiSe hub (Fungi), jejich strukturni zaklad
tvoii eukaryoticka biilka. Kvasinky jsou organismy jednokigné, vlaknité houby zase
mnohobui¢né. Velikost eukaryotické liky se pohybuje v rozmezi 10 — 100 pm.
Od prokaryotické bitky se liSi pedevSim strukturou jadra a obsahem membranovych
organel (Bednida kol., 1996).

Cytoplazma eukaryotické Bky kvasinek a vlaknitych hub je obklopena
cytoplazmatickou membranou a &inou sténou. Hlavni chemickou slozkou btimé
stény je chitin. V cytoplazré se nachazi jadro, ribozomy, endoplazmatické rktiuy
Golgiho aparat, mitochondrie a cytoskeletalni syst#adro je pravé, DNA zde najdeme
ve formé chromozoni, je ohranteno dvojitou porovitou jadernou membranou a ma
jedno nebo vice jadérek. Bka neobsahuje plastidy s chlorofylem, tudiz nehbpoa
fotosyntézy (Bednéa kol., 1996; Kar, 2008).

Houby zmsobuji izné chorobné stavy, meztzhpati mykozy, mykotoxikdzy,
mykoalergbzy a mycetizmy. Mykozy jsou prava infek onemocani vyvolana
vlaknitymi houbami a kvasinkami. Roddjeme je na povrchové, organové
a systémove. Mykotoxikdzy jsou chorobné stavy vsmél metabolickymi produkty
hub. DEli se nahoubové intoxikace, tgmbené pozitim houby, a klasické
mykotoxikdzy, jez jsobi toxické metabolity uvotmé do okoli. Mykoalergéza je stav
piecitlivélosti na metabolické produkty hub, ale i samotnaubu. Mycetizmus je
chorobny stav vyvolany mycetickymi elementy, ktemgisobuji podrézéhi tkare
(Bedn& a kol., 1996).

15



6.2 Testovaci kmeny bakterii

6.2.1Staphylococcus aureus (SA)

Rod Staphylococcugzahrnuje grampozitivni, nesporulujici, nepohybliasto
opouzdeneé sférické fakultativhanaerobni koky s pmérnou velikosti kolem 1 pm.
Vyskytuji se jednotli¥, ve dvojicich nebo v typickych shlucich hroznokiétvaru
(Obr. 1). Vytv&i Sedé nebo bilé kolonie. Kolonie, kteréifvasigmenty, mohou byt Zlgt
az oranzo¥ zbarvené. Jsou rezistentni k fiepivym vlivaim prostedi. Na zakla&
produkce koaguldzy selil na koaguldza-pozitivni a koaguldza-negativnfykioky.
Koagulaza je enzym fpmenujici fibrinogen na fibrin,éimz dochéazi ke koagulaci
plazmy (Bedn#a kol., 1996).

Zdroj: http://www.biotechnologie.de/BIO/Navigation/DE/rabti=165096.html

SA pati mezi biochemicky nejaktiwjsi bakterialni druhy, je to
koagulaza-pozitivni stafylokok. Produkuje antigemdwky burééné stny (adheziny,
protein A, aglutinogeny, kyselina teichoova, pepgilykan; zev burgéné sény navic
pouzdro), exoenzymy (plazmakoagulaza, stafylokindesmmorezistentni nukleaza,
hyaluronidaza, hemolyzin alfa, beta, gama, dekakdcidin, penicilinaza, protéza,
lipaza,...), toxiny (toxin toxického Sokového syndmgmenterotoxiny A — R,
exfoliantiny), které se nésledluplatiuji jako faktory virulence. Je déd adaptovany
na kolonizaci kze a sliznic. P&t mezi nefastjSi pivodce pyrogennich infekci
u ¢lovéka (Murray et al., 2013).
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6.2.2Staphylococcus aureus methicilin rezistentni (MRSA)

SA odolny i k polosyntetickym penicilirm, pisobi problémy v nemocnicich,
zpisobuje nozokomialni infekce. Podstatou rezistereeeggn mecA, jenz kéduje
pozmenény druh penicilinvdzajiciho proteinu (PBP). MRSAnheezistentni jen (i
B-laktamovym antibiotikm (ATB), ale i jejich kombinacim s inhibitorfy-laktamaz a
k fadé dalSim ATB (Votava a kol., 2003).

Zaloznim ATB byl dive vylenén glykopeptid vankomycin (po#f
teikoplanin). Za&aly se vSak objevovat kmeny s mensi citlivosti i nga
vancomycin-intermediate resista@taphylococcus aureufVISA) a zarové mére
citlivé i vuci teikoplaninu glycopeptide-intermediate resistaBtaphylococcus aureus
(GISA). Tato cast€éna rezistence je #gobena silnou &bhou peptidoglykanu
stafylokoki. Vroce 2002 byl izolovan prvni zcela rezistentnkmen
vancomycin-resistant Staphylococcus aureus(VRSA) a zarové rezistentni
i na teikoplanin glycopeptide-resistaitaphylococcus aure&RSA). Tuto rezistenci
vici glykopeptidim zpisobuje gen vanA (Baddour, 2010).

Ve fazi vyvoje (preklinické a Kklinické hodnocenisojy nové chinolony
s potencialni anti-MRSA aktivitou. Jde cskteré no¥ syntetizované chinolony a
sloweniny odvozené od 6-fluorochinoldn6-fluoronaftyridor, 6-desfluorochinoloin,

chinazolindiori a 4-chinolizino (Emami, 2010).

6.2.3Staphylococcus epidermidis (SE)

Pati mezi koaguldza-negativni stafylokoky, je to oparti patogen, napadajici
imunokompromitované pacienty. Tifocsowast lidské mikroflory, BZzn¢ se vyskytuje
na kizi a sliznicich¢lovéka, odkud dochéazi ke kontaminaci. Velmi #mhbadheruje
na cizi tlesa, ktera fichazi do styku sitem pacienta. Tento faktipobi problém
piedevsim v nemocnicich (Bedrakol., 1996).

SE produkuje do okoli polysacharidovou slizovou twus Mnozenim SE
obalenych slizovou vrstvou vznika tzv. biofilm, eupewviuje adherenci a zahmaje
priniku ATB, protilatek a fagocyt Testovanim bylo prokadzano, ze SE adheruje Iépe
k hydrofobnim povrctim (Cerca et al., 2005).

Narozdil od SA neprodukuje koagulazu, pigment, dlgmin alfa, beta,
leukocidin, fibrinolyzin a termostabilni nukledZdeprodukuje ani toxiny (enterotoxiny,
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exfoliantiny, toxin toxického Sokového syndromule &iisobuje nozokomidlni nadkazy,
je multirezistentni k ATB, dokonce veétéim rozsahu nez SA (Bedrgkol., 1996).

6.2.4Enterococcus faecalis (EF)

Rod Enterococcugzahrnuje grampozitivni, nesporulujici, fakultativanaerobni
koky. Negasgji se vyskytuji ve dvojicich a kratkycketizcich (Obr. 2). Vyzraiji se
kultivacni nenaroénosti a odolnosti 8¢ vnejSim vlivam (vysoké pH, hypertonické

prostedi, vySSi i niZSi teploty). T¥bsowast mikroflory tlustého gtva.

Jsou to kataldza-negativni koky. Nesou charakigkistskupinovy stnovy
antigen D, jenZz je vazan na cytoplazmatickou membraa je tvden
glycerol-teichoovou kyselinou. Faktory virulenceoys adheziny, umaitljici vazbu
na epitel (fimbrie, povrchové polysacharidy), dagregéni substance, jez chrani
pied fagocyt6zou a usn&gie invazi a v neposlediad také Eps protein, napomahajici
adhezi a tvord biofilmu. Z exoenzym produkuji rekteré druhy cytolyticky hemolyzin
a zelatinazu. Déle produkuji enterociny, ktetégbi negativéi na sousedni bakterialni
mikrofloru. Enterokoky jsou podméné patogeny, nést4 u nich rezistence k ATB,
¢imz vyvolavaji staléastji se vyskytujici nozokomialni nakazy (Julak, 2006)

Enterokoky jsou rezistentni k cefalospamnm Citlivost projevuji k ampicilinu a
jeho kombinaci s inhibitorg-laktamaz (Votava a kol., 2003). V praxi se &&uZivaly
acinné kombinace gentamicinu s penicilinem nebo vanjonem. V roce 1990 byla
vSak zaznamenana rezistence na penicilin i gentamiedavno se navic objevily
vancomycin-resistant enterococci (VRE) a zatogé/copeptide-resistant enterococci
(GRE). Kl&b¢ se dnes proto uZivaji nggi ATB jako linezolid, tigecyklin,
chinupristin, dalfopristin, nové chinoliny,...(Willet al., 2003).

Na vzniku rezistence se vyrazpodileji geny. Rezistence EF na vankomycin je
kddovana geny vanA, vanB, vanC. VanC jgqzeny gen rezistence enterokok neni
pienosny. Naopak geny vanA a vanB jsou kddovany gnpidech, jejichz fenosem
(pti konjugaci bugk) EF rezistenci ziskava. Plazmid je mald kruhov@ekula DNA
schopna replikace. Koduje ddpjici vliastnosti bugk a pispiva k ziskavani novych
vlastnosti (Votava a kol., 2003; Wardal et al., 201
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Obrazek 2E. faecaliszachycen rastrovacim elektronovym mikroskopem

Zdroj: http://pl.wikipedia.org/wiki/Plik:Enterocoars_faecalis SEM_01.png

6.2.5Escherichia coli (EC)

EC je gramnegativni nesporulujici fakultativanaerobni bakterie tvarucigy
(Obr. 3). Tyto tgky se pohybuji, maji biky, fimbrie, rekteré druhy tvéi pouzdra, a
tak vznikaji kolonie s hlenovitym charakterem. EQg§Zny komenzal v tlustéemisie.
Jsou katalaza-pozitivni a netvaxidazu, Stpi glukozu a laktézu za tvorby plynu, o
indol a ne&tpi maiovinu (Torres, 2010; Bedha kol., 1996).

Mezi antigenni struktury p#t s€novy endotoxin (lipopolysacharidovy
komplex), coz je charakteristicka slozka&nst gramnegativnich bakterii. Sklada se
z hydrofilni  polysacharidové komponenty, jez je ima O specifickym
polysacharidem, ktery je dale spojen s oligosadeani a hydrofobnim lipidem A.
Sttnové O antigeny umagiji sérotypizaci vramci rodu, povrchovy kapsularni
antigen K je tveéen polysacharidy a povrchovécikhové H antigeny jsou proteinove
povahy s termolabilnimi vlastnostmi. VySe zgria antigenni strukturytgobi jako
faktory virulence.

Na zéklad antigenni struktury dime EC na #kolik sérotypi. Somatickych
O antigetd je 167, k nim se vazi K a H antigeny, vznika tdk 2érotypg.

Na zaklad patogenniho mechanismuugobeni roz&élueme kmen EC
na enterotoxigenni, enteroinvazivni, enteropatogennenteroagregativni  a
enterohemorhagicky (Bedha kol., 1996).
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Obrazek 3 Tycinkovity tvarE. coli
Zdroj: http://chile-hoy.blogspot.cz/2011_12_ 25 awehhtml

Enterotoxigenni EC (ETEC) — pfijmy kojendi a cestovatél v rozvojovych zemich,
neinvazivni, pijmy bez zawtu a horeéky. Produkuje tepefh labilni toxin (LT) a
tepelrg stabilni toxin (ST), ma fimbrialni adheziny, ktes@ vazi na specifické receptory

enterocyt.

Enteroinvazivni EC (EIEC) — invazivni, pronika do epitelidlnich kiknsteva, mnozi
se zde, destruuje tyto fky, zpisobuje krvavy pijem s horékou a zastem. Ma
nefimbrialni adheziny a Wsi invazivni membranovy protein. Neprodukuje LT &,

neni pohybliva, napada ahstrevni tkar.

Enteropatogenni EC (EPEC) — nejastjSi pricinou ditského péijmu v rozvojovych
zemich, vodnaty fifem, rekdy krvavy, bez horky, rnékdy zargt, mirng invazivni.
Patogenezi Zisobuje faktor adherence EAF (napomatiknpti bakterie) a nefimbrialni

adhezin intimin (vjSi membranovy protein). Neprodukuje ST ani LT toxi

Enteroagregativni EC (EAEC) — getrvavajici pijmy malych dti, pfipojuje se k tkani
agregénim zpisobem, drZi na slizniciigva a zpsobuje nekrvavy fijem, bez horéky
a zartu. Produkuje toxin EAST (enteroagregativni STeablyzin.

Enterohemorhagicka EC (EHEC) - hemorhagicka kolitida, krvaveé apny se
zaretem, invazivni, pi invazi zapojeny fimbrie. Produkuje verotoxiny &i&a toxin
(STX). Zpisobuje az hemolyticko-uremicky syndrom, kdy doch&zakutnimu
renalnimu selhani, trombocytopenii a hemolytické&raim Tento stav rize korit

az smrti (www.textbookofbacteriology.net).
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6.2.6Klebsiella pneumoniae (KP)

KP je gramnegativni nesporulujici fakultattvanaerobni bakterie tvarucigy
(Obr. 4). Tato bakterie se nepohybuje, vytygolysacharidova pouzdra, kolonie maji
hlenovity charakter. Tv® sowéast lidské mikroflory, Bzn¢ se vykytuje v travicim
traktu a dychacich cestach (microbewiki.kenyon.edu)

Vyznamna je jeji ureazova aktivita.u$dbenim enzymu ureazy dochazi
k preméné matoviny na amoniak a oxid ulilty (Vokurka a kol., 2008). Dale vykazuje
pozitivni reakci na PYR-test. Principem tohoto ugst detekce pyrrolidonylpeptidazové
(enzym PYRA&za) aktivity, ktera je typicka pro eokaky (www.itest-plus.cz).

Hlavnim faktorem virulence je pouzdro. Podle pooxého polysacharidového
antigenu K, rozliSujeme 77 sérotyKP. LiSi se specifitou somatického antigenu O.
KP je podmigny patogen, zvySuje se jeho rezistence k ATB & s&@tji vyvolava
nozokomialni ndkazy (Bedha kol., 1996).

Obréazek 4 Tycinkovity tvarK. pneumoniae

Zdroj:http://klebsiella-pneumoniae.org/klebsiellamgumoniae_urinary_tract_infection.
html
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6.2.7Klebsiella pneumoniae ESBL pozitivni (KP ESBL)

Tato Klebsiella vykazuje stejné charakteristiky jako KP. LiSi ssupe tim, Ze
produkuje Sirokospektrg-laktamazy (ESBL = extended specter beta lactamas®)
B-laktamazy hydrolyzujip-laktamovy kruh B-laktamovych ATB, gsobi i na ty
B-laktamy, které jsou chrény inhibitory p-laktamaz (kyselina klavulanova,
sulbaktam,...). KP ESBL byva polyrezistentni, je protyznamnym fpvodcem
nozokomialnich infekci. Je citlivd ke karbaperiem cefalosporiim (4. generace),
aminoglykosidm, nitrofurantoinu a kolistinu. iBsto je Iéba €mito ATB slozZitd a
komplikovana (Votava a kol., 2003).

Jest veétSi hrozbou poslednich let je vSak KP produkujierblepenemazy
(KPCs = Klebsiella pneumoniaecarbapenemases).u$dbi nozokomialni nakazy
a systémove infekce. Ma sniZzenou citlivost ke vBdaktamovym ATB. Karbapenemy
jsou v I&b¢ infekci zpisobenych KPCs neéinné. K dispozici je pouze omezené
mnoZstvi zbylych ATB, &inkujicich na KP ESBL. Mortalita na nadkazy vyvolakeCs
je vysoka (Nordmann et al., 2009).

6.2.8Pseudomonas aeruginosa (PA)

Jedna se o0 gramnegativni saprofytickou aerobtkuty PA je pohybliva,
na povrchu biiky nese polarni bik, byva obalena slizovou vrstvou (Obr. 5). Je
kataldza a oxidaza-pozitivni, nefermentuje saclafigednd a kol., 1996). PA tvio
typicky biofilm, je zarové modelovym organismem pro studium biofilmu. K tvrb
biofilmu prispivaji nejmén 3 mizné polymerni exopolysacharidy. Tyto polymery
prispivaji interaktivi k tvorbs biofilmu (Ghafoor et al., 2011).

Podle termostabilnich somatickych antije® rozliSujeme 17 sérotypPA,
dalSi antigeny jsou vazany n&iy (H) a fimbrie (K).

Na patogend se uplaiuji jak faktory vazané na bakterialni b
(extracelularni  polysacharid, slizovd vrstva, énsvy lipopolysacharid), tak
i extracelularni produkty (enzymy, toxiny, pigmerixtracelularni polysacharid alginat
obaluje kolonie PA a chrani je. Z extracelularnécizymi jsou vyznamné proteolytické
enzymy. S¥pi kasein, fibrin, elastin a kolagen. Dal$imi exkdéni jsou hemolyzin,
pyocyanin, exotonin, cytotoxin, leukocidin,... atBe@in& a kol., 1996).

Problém fsobi PA hlava v nemocnicich. V nemoamim prostedi dolie

pieziva, vyskytuje se zde ve velkém mnozZstvi, je greyznamnym fivodcem
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nozokomiélnich nékaz. Napad&gevsim pacienty s oslabenym imunitnim systémem
(cysticka fibréza, rakovina, AIDS). Vykazuje vysolsiupé rezistence i ATB

(microbewiki.kenyon.edu).

Obrazek 5P. aeruginosa bicikem

Zdroj: http://www.fromquarkstoquasars.com/stressHueart-attacks/
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6.3 Testovaci kmeny kvasinek a vlaknitych hub

Testovaci kmeny kvasinek a vlaknitych hub#i&e hub roz8ujeme

do nasledujicich oateni (Tab. 1) (www.biolib.cz).

Tabulka 1 Rozdleni testovacich kvasinek a vlaknitych hub

TESTOVACI
RISE ODDELENI MYKOORGANISMY
Fungi Ascomycota (houbyeckovytrusé) Candida albicans,

Candida tropicalis,
Candida krusei,
Candida glabrata,
Aspergillus fumigatus,
Trichophyton mentagrophytgs

Basidiomycota (houby stopkovytrusé) Trichosporon asabhii

Zygomycota (houby spéjivé) Absidia corymbifera

6.3.1Candida albicans (CA)

Ri%e: Fungi, Oddleni: Ascomycota, fida: Saccharomycetes

Mykoorganismy rodu Candida ozna&ujeme jako dimorfni houby. Vyraz
dimorfni (bifazické) houby znamena, Ze se moholkytywat jak ve formd kvasinek,
tak ve forng vladknitych hub. Kvasinkové liky tzv. blastokonidie (blastospory) jsou
ovalné nebo kulovité, jejich velikost se pohybujeledlm 3 — 5 um. Protahlé
blastokonidie mohou vytwat wWtvenéietizky a vznikaji tak tzv. pseudohyfy. Kandidy
tvoii také hyfy pravé, jez jsou sloZzené z vice dhunKvasinkova forma se mnozi
nepohlave pwenim. Narozdil od ostatnich dimorfnich hub se kdndve tkani
vyskytuji jak jako kvasinky, tak jako vlakna.

Kandidy jsou #istow nenaréné aerobni mykoorganismy. TWodva typy
kolonii. Prvni typ je smetaneév bily, hladky, kolonie jsou vypouklé, mazlave
konzistence aifjemné winé. Buiky v kolonii maji ovalny nebo kulovity tvar. Druhy
typ kolonii je tvden protdhlymi blastokonidiemi, kolonie byvaji setbarvené.

Bunééna stna kandid obsahuje komplex antigerpolysacharidy, proteiny
a glykoproteiny). Diky tomuto komplexu antigemtzeme kandidy rozliSit naizné

sérotypy. Hyfy a zéarodeé klicky kandid se [iSi od blastokonidii ékterymi
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povrchovymi znaky. Kandidy produkuji také solubikmtigeny, pikladem niize byt
protéza.

Kandidy jsou saprofytické mykoorganismy, vyskytag u zdravych lidi jako
piirozena sotéast mikroflory. Kolonizuji gastrointestinalni trakorofarynx, rektum),
genitalni trakt acastén¢ i kuzi. Odtud dochazi ip jejich premnoZeni k endogennim
infekcim. Nekteré kandidy jsou téZ nozokomialni patogeny, Bgéme kmeny
virulentréjSi a mé® virulentni. Mykoorganismy roduCandida jsou pivodci
povrchovych i systémovych mykoz, jejichz vyznamoslednich letech zde¢ narista.
NejcastjSim patogennim jvodcem tohoto rodu je druh CA. Nové epidemiologické
studie ukazuji na lehky mykologicky posun od CAdaralbicansCandidadruhim.

Charakteristickou vlastnosti CA je schopnost geatén Pojem germinace
znamena, Ze kandida vytvaarodené klicky. Zarod€né klicky jsou jemna viadkénka,
vyrastajici z blastokonidii. Z nich se vytefi nasledd pravé hyfy. Za ufitych
podminek tvéi CA rezistentni biiky tzv. chlamydospory (Obr. 6). Maji kulovity tvar,
silné stny, jsou \¥tSi velikosti a byvaji umishy po stranach a na koncich hyf.

Z biochemického hlediska kandidy zkvaSujizmé cukry. CA &pi glukdzu,
maltézu, sachardzu, nept vSak laktdzu.

CA je potenciala patogenni kvasinka. Jako komenzal se vyskytujéravgho
hostitele. Plasticita genomurigpiva k rychlym zmnam vlastnosti ip kontaktu
s hostitelem, a proto je CA schopna snadno a rysaledaptovat kiznym vrgjSim
podminkdm. K patogeritCA prispiva adherence, ktera je rychla a silnd. CA ma
typicky adhezin mannanprotein, ktery vytvéa povrchu CA fibrilarni vrstvu, chrani
kandidu ged fagocytdzou a zvySuje jeji virulenci. K patodge&niale gispiva germinace
a tvorba hyf. Kl¢ici buirky lépe adheruji a germinaci se snhadno tuyjolz fagocyi.
VIaknité houby praistaji do tkas a jsou virulentySi nez kandidy. Patogenni druhy
CA produkuji kyselou protedzu, ktera svym keraiokgm (kinkem podporuje invazi
kandidy do kiZze. K virulenci pispiva zejn i fosfolipaza.

CA zpasobuje povrchové i systéemové kandidozy.uad jit o kandidozy
primérni, kdy je hostitel napaden vysoce virulemtkimenem. Kandidézy vS8ak mohou
byt i sekundarni, kdy jsou napadeny osoby s oskaheimunitnim systémem. CA je
stale casgjSim pivodcem nozokomialnich mykoz, jejichz vyskyt v pasieh
desetiletich mnohonasaobetoupl (Bednéa kol., 1996).
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Obrazek 6 Chlamydospory. albicans
Zdroj:http://www.microbeworld.org/component/jlibr@Pview=article&id=1097

6.3.2Candida tropicalis (CT)

RiSe: Fungi, Oddeni: Ascomycota, fida: Saccharomycetes

Dimorfni kvasinka, vyskytuje se ve foenkvasinky i vlaknité houby. Neéast;ji
se s ni setkhvame u imunokompromitovanych patisméadorovym onemoénim,
zpisobuje kandidézy a je ro¥8ha po celém s®. V posledni dob se snizuje jeji
citlivost k flucytosinu a amfotericinu B. Testy maitecich modelech ukazaly, ze CT je
meére patogenni nez CA.

CT tvori sowast girozené mikroflorycéloveéka, najdeme ji nadi a v travici
sousta¥ zdravych lidi. V pirod se vyskytuje v zemi a ve voadV primyslu se vyuziva
pii vyrob¢ polyesteru, polyamidu, aroma & gormaci xylitolu. Xylitol je cukerny

alkohol, jimz nizeme nahradit kalorickou sacharozu (Reiss et @D2Q

6.3.3Candida krusei (CK)

Ri%e: Fungi, Oddleni: Ascomycota, fida: Saccharomycetes

CK je dimorfni kvasinka ovalného tvaru, jez by saladtvaro¢ prirovnat
k zrnku ryze. Je meénpatogenni nez CA. Lehce se odliSuje svymi vlasimbs
od charakteristickych znaékrodu Candida predevSim strukturou (mannan iné
steny) a rekterymi metabolickymi rysy. Kvasi pouze glukozu.

CK obvykle najdeme ve dvou morfologickych formadunz potvrzuje znak

dimorfni houby. Forma kvasinky a vlaknité houby\seskytuje sodasre¢ v rostouci
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kulture a nejde je jednoduSe a@titl Roste v koloniich s matnym nebo drsnywialve
Zlutym povrchem.

V posledni dob je to vyznamny klinicky patogen s Sirokym spektidimickych
projevi  (fungémie, artritida, endokarditida,... atd.). Oblyk napada
imunokompromitované pacienty v nozokomialnim piedit Problémem sdasnosti je
vyrazné navyseni infekci #pobenych CK. Bvodem je vysoka incidence rezistence
této kvasinky k antimykotikm. Swij podil na tom maji imunodeficience pacierd
virové infekce. CK je primaghrezistentni k flukonazolu.

StarSi zpravy popisuji CK jako organismus vyjimeizolovany a malé klinické
vyznamnosti. Dnes je to vyznamny nozokomiélni patogSamaranayake Y. H. et
Samaranayake L. P., 1994).

6.3.4Candida glabrata (CG)

Ri%e: Fungi, Oddleni: Ascomycota, fida: Saccharomycetes

Na rozdil od ostatnich drihrodu Candida je CG nedimorfni kvasinka,
vyskytuje se ve forgh malych blastokonidii. DalSi charakteristikou jesaibce tvorby
pseudohyf. Kolonie maji krémovou barvu a lesklydkiapovrch (Whelan et al., 1984).
Kvasi a asimiluje pouze glukézu a trehal6zu. Najelejnjako sowdést mikroflory
zdravych jeding, mize byt ale zarovei patogenem.

Do nedavné doby byla povazovana za nepatogennimeerkzéla lidskych
sliznicnich tkani. Se zvySenim uzivani imunosupresiv@kséspektrych antimykotik se
zvysSila frekvence infekcigsobenych touto kvasinkou a ta nabyla na vyznantltexe
druhy CG mohou byt odolnéwi antimykotikim, pgredevsim azdim, které jsou &nné
pii 1écbé infekci vyvolanych jinymi druhy roduCandida Létba proto vyzaduje
amfotericin B, flucytosin nebo echinokandiny. CGigpbuje, jako ostatni druhy rodu
Candida,nozokomiélni infekce.

Nekteré druhy CG mohou byt k azoh citlive, 1&ba flukonazolem se vSak
nedoporduje z divodu vzniku sekundarni rezistence (Fidel et al999AzZ schvaleni
amfotericinu B, jako peroralni suspenze, se stalwon moznosti kby pacient
rezistentnich &¢i azolim, ale i v tomto fipadt dochézicasto k recidi¥ (Nguyen et al.,
1996).

27



6.3.5Trichosporon asahii (TA)

Ri%e: Fungi, Odéleni: Basidiomycota, fida: Tremellomycetes (houby mozkovkovité)

TA fadime mezi kvasinky. Vyt¥a charakteristické hyfy, pseudohyfy,
arthrokonidie a blastokonidie, nese tedy znaky dimdouby (Obr. 7). Kolonie jsou
lesklé a hladké, S&daz krémo¥ zbarvené. Nachazi se udg, ve vzduchu, wekéach,
odpadnich vodach, vyskytuje se ale i ndateich a lidské &i. MiZe kolonizovat
mukozovy povrch orofarynx, dolndast gastrointestinalniho traktu aizk Vzacre
kolonizuje neziv&asti prostedi.

Je rizikovym faktorem pro vznik infekcerg@evsim u lidi s oslabenou nebo
zvracenou imunitou. Jedna se o pacienty s nadoroggigmocgnim (leukemie) a
neutropenii, riziko invaze je tp transplantacich, &b¢ kortikoidy, hepatitid a
nitrozilnim podavani Iék TA vnika do €la pres dychaci nebo gastrointestinalni trakt,
dale res katetry atrzné nastroje pouzivané v nemaocnicich.

VyvolavA onemoceni  nazyvané  trichosporon6éza.  Trichosporonozy
klasifikujeme na povrchové a hloubkové. Povrchovéhrauji bilou piedru,
onychomykozy a otomykozy (Dismukes et al., 2003)a Biedra je charakterizovana
bilymi aZz krémovié zbarvenymi uzliky ve vlasech.tBt houby okolo a uvnitvlasu
vétSinou vyZaduje skalpovani viasTA miZe navic napadat vousy a ochluperést
panevni oblasti. Vyskytuje saquevSim v tropickych oblastech. (Mishra et Agrawal,
2013). Hloubkové trichosporondzy jsou invazivrilimhe je na lokalizované a roxéné
do hluboké tka& Napadaji jeden nebo vice orgamefgastji vSak plice. Rozgené
hloubkové trichosporonézy mohou byt akutni nebmwluké, jsou to Zivot ohroZujici
infekce. Zmsobuji umrti v 60 — 70 %ifpadi. Skryté perzistujici infekce a dalSi infekce
prispivaji k mortali¢ (Dismukes et al., 2003).

Optimalni terapie trichosporondzy zatim nebyla net@na. V minulosti byla
klasickym postupem &ba amfotericinem B sifpadnym pidanim flucytosinu jako
kombinani terapie (Walsh, 1989). Nicm&nbyly objeveny kmeny rezistentni
na amfotericinu B. Testovani na #gich modelech ukazalo, Ze ne polyeny, ale azoly
jsou &inngjSi v eradikaci TA.

Moderni I&€ba vyuziva amfotericin B. Pokud samotny amfoteriBimestai,
piidava se flucytosin nebo flukonazol. V této komlging pisobeni synergické. Déle

muzeme pidat ATB levofloxacin pro jestlepsi eradikaci (Dismukes et al., 2003).
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NowgjSi triazoly (vorikonazol, ravukonazol, posakondzalkazaly oproti
primarnim triazalm, Ze jsou aktiv&jSi k vice drulim kvasinek a plisni. VSechnii t
pusobily in vitro velmi dobe na ¥tSinu izolafi TA. Nejnowjsi zpravy informuji

o vyskytu multirezistentnich kmérrA (Wolf et al., 2001).

Zdroj: http://jcm.asm.org/content/49/12/4405/F4 .arpion.html

6.3.6Aspergillus fumigatus (AF)

Ri%e: Fungi, Oddeni: Ascomycota, fida: Eurotiomycetes

Rod Aspergillus(kropidlak) zahrnuje asi 150 drishne vSechny druhy jsou v3ak
patogenni pr@lovéka. NefasgjSimi pivodci mykoz jsouA. fumigatusmére A. flavus

aA. niger.

AF je vlaknita houba. Hyfy jsou rozlkny prehradkami a vytvidji mycelium.
Mycelium se dli na dw casti, dle jeho umishi a funkce. Mycelium vegetativni
(bazélni) roste do kultivai pady acerpéa z ni Ziviny. Mycelium vzdusné (reproduoR
je tvoreno reproduénimi organy. Konce vidken jsou ro#iy v konidiofor, jenz nese
volné konidie (plisové spory), které jsouietizkow uspdadané a slouzi

k rozmnozovani (Obr. 8).
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Aspergily jsou porérné nenaréné mykoorganismy, které rostou ri@mych
pudach. Kolonie jsou chniigé, zbarveni odpovida barvkonidii, mize byt Zluté,
Sedozelené neb@rné.

AF pati k nejrozstensjSim a nejvyznam#)Sim houbam vyskytujicim se v okoli
¢lovéka. Jsou to saprofyté, nachazi se po celé#t.siK pienosu nalovéka dochazi
vzduSnou cestou, kdy dochazi k inhalaci konidiiekdy mohou byt pitomny
v dychacich cestach plisvé spory a onemoéni nepropukne.

AF ohrozujeclovéka intoxikaci a infekci. Produkuje mykotoxiny, kéejsou
hepatotoxické a kancerogenni. i8pbuje infekni onemocwtni, které se nazyva
aspergil6za. PostihujergdevSim dychaci cesty, chorobaizm mit rkolik projev.
Casty je ohrarieny aspergilom, astma, akutni pneumonie a bron@hwopanie. Dalsi
klinické projevy jsou pleuritidy, sinusitidy, ofity, postiZzeni énice a centralni nervové
soustavy.

Jsou to potenciathpatogenni houby. Onemagr vznika na zaklad masivni
infekce a virulence kmene, svou roli hraje i zvy@eitlivost hostitele. Napadeni byvaji
¢asto jedinci s oslabenou imunitou. EZ¢e nemocnych se e rozsiit do riznych
orgari. Je to vyznamny gwvodce nozokomialnich mykoz, jejichZz nebedpearista.
OhrozZeni jsou pacienti se sniZzenou imunitou, paspkantacich,&kych operacich

a lidé inhalujici vzduch kontaminovany konidiemie a kol., 1996).

Obrazek 8 Konidiofor a konidieA. fumigatus

Zdroj: http://lwww.eng.yale.edu/peccialab/
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6.3.7Absidia corymbifera (AC)

Trida: Fungi, Od#&eni: Zygomycota, fida: Zygomycetes

Jde o vlaknitou houbujadime ji k pravym plisnim. Ma charakteristické
mycelium, které nema iphradky. Nese sporangiofor, jenZz je na konci z&kon
vakovitym sporangiem, které obsahuje nepohiaveniklé spory. Spory tedy nejsou
volné, ale uzatené ve sporangiu, oztigeme je proto jako endospory (Obr. 9).

AC je exoparazit, vyskytuje se po celénetsy K infekci dochézi vdechnutim
spor, koznim poramim nebo alimentarni cestou.

Tato plis& je potenciald patogenni. Vyvolava mykozy, jez se nazyvaji
mukormykozy nebo téZz zygomykozy. V infikované tk&el nachazi silné hyfy, které
jsou nepravidelné az deformované. Mukormykéza séemprojevovat jako mykoza
systémova, méncasto jako kozni forma, v tropech jako forma podkoBystémové
infekce vznikaji sekunda&n NejastjSim projevem je rhinocerebralni forma
S postiZzenim nosu, dutin¢mice a mozku. AC je velmi invazivni, jeji myceliypnornista
do cév, zjisobuje trombodzy a nekrdzy tkani. Systémova mukodmgkma velmi rychly
pribéh a téngi vzdy korti smrti. Ri véasné diagndze setiéamfotericinem B (Bedriéa
kol., 1996).

Obrazek 9 Sporangium s endosporafi corymbifera

Zdroj:http://en.wikipedia.org/wiki/Absidia#mediawer/File:Mature_sporangium_of_a

_Mucor_sp._fungus.jpg
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6.3.8Trichophyton mentagrophytes (TM)

RiSe: Fungi, Odéeni: Ascomycota, fida: Eurotiomycetes

TM je mykoorganismus, kterjadime mezi dermatofyty (Obr. 10). MnozZi se
v keratinovych vrstvachie a jejich adnex,ipdevSim vlasech a nehtech, nepronika
vSak do hlubSich tkani. Je to paraziternpsny z lidi i zviat. Fenos se ¢ge piimym
kontaktem nebo pomociqdmeta.

V keratinové vrst¢ se nachazeji hyfy a tzv. arthrospory. Arthrospgsgu
hranaté biky vznikajici fragmentaci hyf. TM t¥o charakteristické kolonie s bohatym
vzdusnym myceliem, maji specifické antigeny. Takowntigenem je naptrichofytin,
cozZ je smiSeny extrakt obsahujici galaktomannagpéich Tento antigen vyvolava u lidi
piecitlivélost pozdniho typu, u atopilka citlivéjSich jedind maze dojit k reakcéasného
typu.

Kolonie roduTrichophytonmaji riznou pigmentaci, povrch je zrnity, praskovity
nebo vatovity. Reproduki spory se nazyvaji mikrokonidie.

Mykozy vyvolané dermatofyty se nazyvaji dermatoiytdnebo téz tinea. Podle
postizenych struktur se raddji na tinea capitis (vlasy), tinea barbae (voudijea
corporis (hladka &ze), tinea pedis (nohy) a tinea unguium (nehty)aloratorni
diagnostice se odebiraji seSkrabky s chorobnycisdkz TM napada hlaenkazi

a vousy. Rsobi meziprstni (interdigitalni) mykdzy (Bedrgkol., 1996).

Obrazek 10DermatofytT. mentagrophytes
Zdroj: http://www.natgeocreative.com/photography3822
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6.4 Arehled nejvyznamréjSich antibiotik (Lincova a kol., 2007)

Antibiotika byla hlavnim tématem mé diplomové prdbtarova, 2012). V této
praci je proto pedstavim jako velmi stimy prehled hlavnich skupin, jejich struktur a
zakladnich vlastnosti. Antibiotika jsou antimikralok Gcinné latky, ziskavane
piirozerg, polosynteticky a synteticky (chemoterapeutikauldd, 2006). ATB
rozklujeme na zéklad chemické struktury a ji odpovidajicich vlastnosti.
Mechanismem d&inku je: inhibice syntézy buiné sény, inhibice cytoplazmatické
membrany, inhibice syntézy bilkovin, inhibice syayténukleovych kyselin a inhibice
metabolismu kyseliny listové. V této praci si rétiche ATB podle mechanismuiinku
do 5 nésledujicich skupin.

6.4.1 Antibiotika inhibujici syntézu bunééné sgény

B-laktamova ATB

Strukturnim zakladem vSedhlaktamovych ATB jep-laktamovy kruh. Je to
¢tyi¢lenny cyklus, tvéeny atomy uhliku a jednim atomem dusiku (Obr. pdaktamy
se navzajem liSi slozenim dalSiho kruhu, jenz j@-tektamovy kruh pipojeny. Mezi

B-laktamova ATB pat peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a karbapag

(Bryskier, 2005).
jul

o}
Obréazek 11 Strukturni vzore@-laktamového kruhu
Peniciliny
- dklime je na zakladni {pozené) a Sirokospektré
- acylderivaty 6-aminopenicilanové kyseliny (ObgR),1biotechnologicka ifprava
s vyuzitim kmef Penicillium chrysogenunbaktericidni dinek (Hartl a kol., 2008).

H,N s CcH,
j;N\gLCHs

O
COOH

Obrazek 12 Strukturni vzorec 6-aminopenicilanové kyseliny

33



- spektrum dinku z&kladnich (firozenych) penicilid@ je Gzké, zahrnuje pouze
grampozitivni mikroby, sgrem k Sirokospektrym peniciim se @innost roz&iuje i

na mikroby gramnegativni (Buchta a kol., 2002)

Cefalosporiny

- rozctleny do 4 generaci
- odvozeny od 7-aminocefalosporanoveé kyseliny (@B), polosyntetickaiijprava,
baktericidni dinek (Buchta a kol., 2002)

H,N S
j/:N Pz O\”/CH3

(0]
o OH

Obrazek 13 Strukturni vzorec 7-aminocefalosporanové kyseliny

- Sirokospektra ATB, sitem k vySSi generaci stoupa gramnegativimek a sniZzuje

se &inek grampozitivni

Monobaktamy

- jediny zastupce aztreonam

- pasobi na aerobni gramnegativni patogeny, bakteficiinek

Karbapenemy

st s

aerobni a anaerobni bakterie, baktericidimeak

Glykopeptidy

- heteromerni heptapeptidy, na peptidovy systérn gigkosidicky vazanyuzné
cukry, velka molekulova hmotnost, baktericidgingk (Hartl a kol., 2008)

- spektrum zahrnuje grampozitivni bakterie, zejm@zastentni stafylokoky
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Kyselina fusidova

- steroidni struktura, bakteriostatick§iriek
- pasobi na stafylokoky (i rezistentni), korynebaktesiatkteré anaeroby (Skold,
2011)

Fosfomycin

- spektrum dinku zahrnuje enterobakterie a stafylokoky (i resisni)

6.4.2 Antibiotika inhibujici cytoplazmatickou membranu

Polymyxin B, kolistin (polymyxin E)

- bazické polypeptidy, velmi toxicka ATB, baktedaii (tinek
- povrchow aktivni latky, poSkozuji cytoplazmatickou membramnikrobi

- pasobi na gramnegativni mikroby (pubchem.ncbi.nimguti)

6.4.3 Antibiotika inhibujici syntézu bilkovin

Amfenikoly

- zé&stupce je chloramfenikol, derivat 2-amino-lytpropan-1,3-diolu (Obr. 14),

synteticka piprava, bakteriostatickycinek

2

Obrazek 14 Strukturni vzorec chloramfenikolu

- Siroké spektrum dinku, pisobi na aerobni a anaerobni grampozitivni i

gramnegativni mikroby (Skéld, 2011)
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Tetracykliny

- derivaty oktahydrotetracenu, molekulu itvo ¢tyii Sestélenné lineara
kondenzovanymi cykly (Obr. 15), polosyntetickéippava, bakteriostatickycinek
(Hartl a kol., 2008)

Obrazek 15Zakladni struktura tetracykiin

- Siroké spektrum dinku, zahrnuje grampozitivni i gramnegativni baider

mykoplazmata, chlamydie a spirochety

Makrolidy
- zéklad struktury tvid 14 — 16ti ¢clenny makrocyklicky lakton s glykosidicky

navazanym aminocukrem a neutralnim cukrem, poletighth fFiprava,
bakteriostaticky &inek (Hartl a kol., 2008)
- sttedre Siroké spektrum dinku, grampozitivni i gramnegativni bakterie, arudsy,

chlamydie, mykoplazmata, spirochety

Linkosamidy

- amidy substituovaného prolinu s thiolinkosamin@minocukr) (Obr. 16), izolace
ze Streptomyces  lincolnensis polosynteticka  fiprava, bakteriostaticky
az baktericidni &inek (Hartl a kol., 2008)

H O
N
OH

Obrazek 16 Strukturni vzorec prolinu

- (Cinkuji na grampozitivni bakterie, anaerobni balktenmnaji antiprotozoalnidinek
(Bryskier, 2005)

36



Aminoglykosidy

- nemocnini ATB, nevstebavaji se zeigtva, parenteralni podani

- z&klad tvei aminocyklitol (cyklicky alkohol) substituovany amoskupinami,
na ktery je glykosidickou vazbouiipojen aminocukr a neutrélni cukr, jsou to
oligosacharidy (trisacharidy az tetrasacharidy)plazany z aktinomycet rodu
Streptomycedaktericidni dinek (Hartl a kol., 2008)

- Winek na gramnegativni mikroby (Anderson, 2012)

Nitrofurantoin

- pati mezi nitrofurany, odvozen od 5-nitofuran-2-kad®dlydu, jenz vytvd se
sloweninami  obsahujicimi  aminoskupinu  Schiffovy  baze brO 17),
chemoterapetikum, bakteriostatick§inek (Hartl a kol., 2008)

0
OZN\@/\\N/N/_/I(\IH
b

O

Obrazek 17 Strukturni vzorec nitrofurantoinu

- Siroké spektrum zahrnuje stafylokoky, streptokoleynterokoky, escherichie a

klebsiely (www.drugs.com)

6.4.4 Antibiotika inhibujici syntézu nukleovych kylin

Rifampicin
- pati mezi ansamycinova ATB, zaklad struktury ivonakrocyklicky laktam, jenz
spojuje d¢ nesousedni mista na aromati¢ksti molekuly (naftalen), polosynteticka
piiprava, baktericidnidinek

- Sirokospektry, pisobi na bakterie, chlamydie, legionely a mykobakt¢rartl a
kol., 2008; pubchem.ncbi.nim.nih.gov)
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Chinolony

- rozcleny do 4 generaci (1. generace nefluorované,rogtabrované chinolony)
- derivaty 1,4-dihydro-4-oxochinolin-3-karboxylovékyseliny  (Obr.  18),
chemoterapeutika, baktericidnfidgek (Hartl a kol., 2008)

N
%OH

0] @)

Obrazek 18 Strukturni vzorec 1,4-dihydro-4-oxochinolin-3-karylové kyseliny

- snmerem k vySSim generacim se Uzké spektrum prvni geaerfisobici jen
na gramnegativni  &vni  tykky (enterobakterie), postupn rozSiuje az

na grampozitivni koky a anaeroby

Imidazoly

- strukturni zaklad tvié@ 5-nitroimidazol (Obr. 19), chemoterapeutika, lesitidni

einek

R
|
N
O,N CH,
/
\&Z/
Obrazek 19Zakladni struktura imidazol

- Uzké spektrumdinku, zahrnuje anaerobni mikroby a protozoa (Brgisk2005)
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6.4.5 Antibiotika inhibujici metabolismus kys. lisbvé (antimetabolity)

Sulfonamidy
- zaklad tvei 4-aminobenzensulfonamidové seskupeni (Obr. 2@moterapeutika,

bakteriostaticky &inek (Hartl a kol., 2008)
0

I R
HZN@S—N/
| H
o}
Obrazek 204-aminobenzensulfonamidové seskupeni

- spektrum zahrnuje grampozitivni mikroby (stremtiok, stafylokoky, klostridia,

nokardie) a gramnegativni mikroby (Votava, 2005)

Trimethoprim
- derivat 2,4-diaminopyrimidinu (Obr. 21), chemaigeutikum, bakteriostaticky

weinek
O/CHs
H3C/o ’/N\W/NHZ
=~ N
¢
CH, NH,

Obrézek 21 Strukturni vzorec trimethoprimu

- pusobi na grampozitivni koky a gramnegativrikty (Anderson, 2012)
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6.5 Frehled nejvyznamréjSich antimykotik (Lincova a kol., 2007)

Antimykotika neboli antifungélni latky jsou latkyopZivané k l&b¢ mykoz
(Vokurka a kol., 2008). Na zaklachemické struktury jedime doctyi skupin, a to
polyenova, imidazolova, triazolovd a ostatni ankotika. Podle zfisobu podani
rozliSujeme antimykotika systémova a lokalni. Sysieéd antimykotika podavame
parenterdld a perorély, lokalni se aplikuji a {sobi topicky (Votava, 2005).
Mechanismem &inku antimykotik jsou: inhibice syntézy ergosteroiohibice syntézy

bung¢né stny, inhibice na Urovni jadra a ostatni inhibice (tHa kol., 2008).

6.5.1 Polyenova antimykotika

Latky antibiotického charakterufipuzné makrolidm. Jejich strukturu tvd
26 — 40ti¢lenny makrocyklicky laktonovy kruh, jenz je ttem lipofilnim polyenovym
uhlovodikovym fettzcem a hydrofilnim polyhydroxylovyntettzcem s glykosidicky
navazanym aminocukrem (Hartl a kol., 2008). Vazeuna ergosterol (dezitd sodast
cytoplazmatické membrany) a owuinji tim permeabilitu cytoplasmatické membrany,
coz mize vést az ke smrti kiky. Jedna se o pafme¢ toxické latky, systémavse
podavaji jen vyjiméné (Votava, 2005).

* Amfotericin B

- systémové antimykotikum, parenteralni podanigitidni (tinek

s v

- pro snizeni toxicity (nefrotoxicita) a lepsi faakokineticko-dynamické vlastnosti
byl schvalen (schvélila FDA — Food and Drug Adniir@gon) k podavani
s deoxycholatem sodnymigtrvani toxicity vedlo k vyvoji lipidovych formuléc
amfotericinu B uzivanych dodnes (Loo et al., 2013)

* Nystatin

- lokalni antimykotikum, fungistaticky az fungicidacinek

- kvasinky, vlaknité houby rod@spergillus

40



* Natamycin

- lokalni antimykotikum, fungistaticky az fungicidacinek
- Siroké spektrum: kvasinky, dermatofyta, péisdimorfni houby

- synergismus s imidazolovymi antimykotiky

6.5.2 Imidazolova antimykotika

Zakladni ¢asti struktury je &iclenny cyklus imidazolu s navazanynizné
substituovanym fenylethylovyniettzcem (Obr. 22). Inhibuji enzym lanosterolei4
demethylazu, katalyzujiciiemenu lanosterolu na ergosterol. Dochazi tak k inlibic
syntézy ergosterolu, coz se projevuje fungistatick¢inkem (Lincova a kol., 2007).
VétSina imidazal slouzi pouze klokalni &¢, protoze se v organismu rychle
rozkladaji (Votava, 2005).

Obrazek 22 z&kladni struktura imidazolovych antimykotik
* Mikonazol, ketokonazol

- Sirokospektra systémova antimykotika

» Ekonazol, fentikonazol, tiokonazol, oxikonazol, fltrimazol (Obr. 23)
klotrimazol (Obr. 24)...

- lokalni antimykotika

F

> oL

0
O OEC

Obrazek 23 Strukturni vzorec flutrimazolu Obrazek 24 Strukturni vzorec klotrimazolu
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6.5.3 Triazolova antimykotika

Jde o antimykotika odvozena od imidazolovych. JsmderrjSi a v praxic¢im
dal vice pouzivana, maji vyhaogéi farmakokinetické vlastnosti a m&nezadoucich
acinka. Zakladni ¢asti struktury je giclenny cyklus triazolu s navazanynizné
substituovanym fenylethylovyniettzcem (Obr. 25). Maji fungistaticky cinek a
mechanismus dinku stejny jako imidazoly. Spektrumciaku je o réco SirSi nez

u imidazot, zahrnuje i kryptokoky.

Obrazek 25Z&kladni struktura triazolovych antimykotik

» Flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, ravukonazol,posakonazol

- moderni Sirokospektra systémova antimykotika

* Terkonazol

- lokalni antimykotikum, I&a kandidovych vulvovaginitid

6.5.4 Ostatni antimykotika

Radime sem latkytznych struktur.

* Griseofulvin

- systémoveé benzofuranové antimykotické antibiatik(©br. 26), peroralni podani,

fungistaticky @inek H.C ’

L o . , *o -C
- mitoticky jed- denaturuje mikrotubularni aparat, 0 o
nemoznost &eni, inhibice proteosyntézy aH c O 6 o)
« e . 3= o
naruseni vystavby bgdné stny © H.C
cl 3

- Uzké spektrum dinku zahrnuje dermatofyta

(Murray et Baron, 2007) Obrazek 2.68trukt_urn|' vzorec
griseofulvinu
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Terbinafin, naftifin

- terbinafin (systémové, lokalni) a naftifin (lok&l jsou antimykotika

s naftylmethylaminovym usgadanim (Obr. 27 a 28), fungistaticky az fungicidni
acinek

- inhibuji enzym skvalenepoxidazu, jenz katalyzsymtézu lanosterolu, Zhoz se
tvoii ergosterol, dochazi tedy k blokaci syntézy ergyadt

- Siroké spektrum, vlaknité houby jsou cilj$i nez kvasinky (Dismukes et al., 2003)

CH, CH,
N AT CHs
CH,
_
'?'
Obrazek 27 Strukturni vzorec terbinafinu Obrazek 28 Strukturni vzorec naftifinu

Flucytosin

- systémoveé antimykotikum, fluorovana pyrimidinobéze (cytosin) (Obr. 29),
peroralni podani, fungistatickyinek

- jako antimetabolit je inkorporovan do RNA, nasiéadlochazi k inhibici syntézy
nukleovych kyselin

- Uzké spektrumdinku, hlavré kvasinky (Calderone et Clancy, 2012)

Obrazek 29 Strukturni vzorec flucytosinu

Kaspofungin, mikafungin, anidulafungin

- pati mezi echinokandiny, cyklické hexamery aminokysslipostrannim lipofilnim
rettzcem
- systémova antimykotika, parenteralni podani, iidgi (Cinek
- inhibice syntézy-(1,3)-glukanu, dlezita slozka bwtné stny hub, lyza biiky
- Winkuji predevsim na kandidy a aspergily (Kavanagh, 2011)
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Ciklopirox

- lokalni pyridinové antimykotikum (Obr. 30), furogilni (Cinek
- inhibice @ijmu esencialnich komponent do by, pri vySSich koncentracich
narusuje permeabilitu membrany (Hartl a kol., 2008)

Obrazek 30 Strukturni vzorec ciklopiroxu

Amorolfin

- lokalni fenylpropylmorfolinové antimykotikum (Ob81)
- inhibice syntézy sterd} sniZzeni obsahu ergosterolu

- Sirokospektry, psobi na kvasinky a dermatofyta

CH CH3

Obrazek 31 Strukturni vzorec amorolfinu

44



6.6 Metody stanoveni antimikrobialni aktivity in vitro

Metody stanoveni citlivosti bakterii a huliévantimikrobni latce in vitro jsou
raizné. Probihaji zaipsnych standardizovanych podminek. Daji 8kt godle typu
kultivacniho média na agarové a bujonove, podle chovaim#mnobni latky na diléni
a difuzni, v neposledrtac rozliSujeme metody kvalitativni a kvantitativni.této praci
vyuzijeme rozdleni metod na kvalitativni a kvantitativni.

Mikrobiologické laboratte umi spolehli¥ diagnostikovat infesni agens,
stanovit jeho miru citlivosti k antimikrobni latca pipadnou rezistenci. Toho

vyuzivdme pro cilenou terapii konkrétniho agens.

6.6.1 Kvalitativni testy

Tyto testy slouzi k posouzeni citlivosti vy&mtaného kmene. Pomohou nam
zjistit, zda je kmen na danou antimikrobni latktivy nebo rezistentni. Netir ndm
vSak minimalni koncentraci latky, kterou jgelba pouzit. Jednoduchym a daeggji

vyuzZivanym testem je diskovy difuzni test (Vota2@05).

Diskovy difuzni test

- kmen nadkovany na Petriho misce
- disk impregnovany antimikrobni latkou, jeZ difujel do okoli

- inhibi¢ni zéna kulovitého tvaru v okoli disku

Jde o jednoduchou a fingm®& nenarénou metodu. Zakladem je Petriho miska
naakovana vySébvanym kmenem. Kmenckujeme masivé, negastji rozetenim
vatovym tamponem. Dale séighaji disky impregnované antimikrobnimi latkamijiga
pocet neesahujecislo Sest. Poté probiha inkubacéi které se antimikrobni latka
uvohuje difuzré z disku do vSech stran. Inkubuje getpplot 35 — 37 °C v piméru
18 hodin. Po ukhnuti ¢asového intervalu inkubace se odaji vysledky. Pokud je
kmen citlivy, dojde k inhibici jehotistu a v okoli disku vznik& tzv. inhimi zéna istu,
jez ma kulovity tvar (Obr. 32). Bm¢r inhibicnich zon zavisi na hustomikrobialni
suspenze (0,5 — 1 stup®dIcFarlandovy zakalové stupnice). Intibi zGny maji pesre

dany minimalni pimér v mm. Odéet se provadi gfenim inhib&nich zon, vysledky se
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porovnavaji s hragnim pimérem zony referafmiho kmene daného druhu. Citlivy je
ten mikroorganismus, ktery matpnér zony stejny nebo&si.

Test se provadi za standardizovanych podminek. diaka se vyuziva n&pstji
Mueller-Hintoniv agar, s fesré uréenym obsahem vapenatych ardématych iont,
thyminu a thymidinu. VySka qgly v Petriho misce musi dosahovat 4 mm (Votava,
2005).

Obrazek 32Diskovy difuzni test. Vysledek kultiva¢e coli naMueller-Hinton agaru.
Zdroj: http://fvl.vfu.cz/sekce_ustavy/ mikrobiolefgbrazova_priloha/ mikrob/img/06-

07.jpg

6.6.2 Kvantitativni testy

Kvantitativni testy stanovuji minimalni inhimi  koncentraci (MIC)
antimikrobni latky, paebné k inhibici @istu daného mikroorganismu. Vypovidaji tak
0 mite citlivosti¢i rezistence vyS&vaneho kmene. Vyuziva seegevsim mikrodilani

bujonova metoda (Votava, 2005).
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Mikrodilu &ni bujdnova metoda

- jamky mikrotitrani desttky naplreny antimikrobni latkou v postugrklesajicich
koncentracich
- pipetovani suspenze testovaného kmene do janstilde

- MIC je koncentrace antimikrobni latky v posledmé jamce

Jde o jednoduchou, ro#snou, ale powrné nakladnou metodu. Jamky
mikrotitracni destéky jsou naplgny ristovym médiem (bujénem) a ieaknou
testovanou latkou v postupn klesajicich koncentracich. Standardni suspenzi
vySetovaného kmene napipetujeme do jamek mikratitradestéky, priklopime
vickem a nechame inkubovat. Po inkubaci se provadialmi odeet vzhledu jamek
mikrotitracni destéky. Pozorujemeiirost, zakal nebo sediment v jamkach. Jako MIC
uréime koncentraci antimikrobni latky, kterd geftotlila rast kolonie a jejiz jamka
zustala jako posledrtira. Cim je MIC nizsi, tim je kmen citligjSi.

Tuto metodu jsme vyuzivalifp naSem laboratornim testovani. Jeji velkou
vyhodou v praxi je, Ze umaije otestovat citlivost jednoho kmeneicy vice
antimikrobnim latkdm najednou.

Déale mizeme ukit i minimalni baktericidni koncentraci (MBC). Tatmdnota
vyjadiuje nejnizSi koncentraci antimikrobni latky, jezgehopna usmrtit dany kmen.
Provedeme to tak, Ze obséhych jamek nadkujeme na agar Petriho misek. Nechame
inkubovat a pozorujemefigaké nejnizsi koncentraci se neobjevil Zadnyisikmene.

Tuto koncentraci pak oztisne jako MBC (Votava, 2005).

Ostatni diluéni metody

Provadi se stejnym #pobem jako mikrodiléni bujénova metoda, rozdil je vSak
v nadobach, v nichz probiha finalni testovani. Moke pouZzit Petriho misky s agarem

nebo klasické sterilni zkumavky.
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E-test

- kmen naokovany na Petriho misce

- prouzek impregnovany antimikrobni latkou, jeZudiduje do okoli

- inhibi¢ni zona kapkovitého tvaru v okoli prouzku, mistotputi hrotu kapky
s prouzkem udava hodnotu MIC

Proti dilknim metodam je tato metoda jednodussi, ale zattadddSi. Jde
o prouzek impregnovany antimikrobni latkou ve s#jigh koncentraci, hodnoty
koncentrace jsou na prouzku vyZeay. Prouzek umistime na misku dle@mvanou
stejnym zfisobem jako p diskovém difuznim testu. Antimikrobni latka difdume
do okoli prouzku, vznika inhibni zéna tvaru kapky. V mistkde se hrot kapky dotkne
okraje prouzku, odgeme hodnotu MIC na prouzku (Obr. 33) (Votava, 2005

Obrazek 33 Testovani citlivostS. aureusia vankomycin s vyuzitim E-testu
Zdroj: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:EteStancomycin_S_aureus.jpg

6.6.3 Zjis’ovani rezistence k antimikrobni latce

Velkym problémem saiasnosti je mikrobialni rezistence, musime ji pnohast
odhalit. Vyuzivdme k tomu jiz zméné vysledky vySéeni z mikrobiologickych
laboratdi. V praxi se nejastji jednad o ptikaz B-laktamaz stafylokok, neisserii a
hemofild.

K prikazu p-laktamaz setasto vyuziva acidometrickych téstJsou zalozeny
na znén¢ barvy testovaciho prouzku v kyselém predtf. Ri hydrolyze p-laktamového
kruhu totiz vznik& penicilanova kyselina, ktera sé&lje prosedi. DalSi test vyuziva
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cefalosporin nitrocefin, jenz je chromogenni. PoRddktamaza narusi jeho strukturu,
nitrocefin reaguje z&mou barvy.

Gramnegativni bakterie, napami testovana KP ESBL, produk@iiaktamazy
se Sirokym spektrem¢éinku. Pro jejich dkaz se vyuziva specidlnich DDST fest
(DDST = double-disc synergy test) zaloZenych na,téen ESBL jsou inaktivovany
inhibitory p-laktaméaz, pedevSim kyselinou klavulanovou. Producenti ESBLujso
piirozeré odolni k cefalosporiiim a dalSim ATB vyuzivanym v DDST testu. Aktivita
téchto ATB je obnovena inhibitoreng-laktamaz. K testovani se pouziva disk
impregnovany aztreonamem nebo ceftriaxonem, v jedmisedstvi se nachazi disk
s amoxycilinem a kyselinou klavulanovou. Pokud jptitomny ESBL, tak se inhibni
zbéna kolem disku s aztreonamem (ceftriaxonem) def@ a roz§i vyse&né smerem
k disku s inhibitoreng-laktamaz (Obr. 34).

K ur¢eni rezistence pneumokibkna penicilin se da vyuzit disk s oxacilinem.
K prokdzani enterokdk rezistentnich na vankomycin se pouzZiva agafidapkem
vankomycinu. Pro kaz rezistentnich stafylokékse mohou uZzit gy s oxacilinem
nebo vankomycinem. K fikazu MRSA se stanovuje citlivost kmene k oxacilinu
a cefoxitinu (Votava, 2005).

Obrazek 34DDST test pro ueni ESBL
Z testu je patrna deformace inkibich zén. V okoli disku s ATB jefetelrg

zwtSena inhibini zéna, jeZz se postuprzuzuje smirem k disku s amoxycilinem a
klavulanovou kyselinou.

Zdroj: http://www.szu.cz/prukaz-beta-laktamaz-satoi-spektra-esbl-a-typu-ampc-u

49



6.6.4 Standardni metodiky pro testovani antimykotiké aktivity

V poslednich desetiletich byl zaznamenan vyraznyrishta frekvence
systémovych mykéz &xtce nemocnych paciéntNa zéklad toho byla vyvinutarada
novych antimykotik. Postupendasu vSak doSlo k n@stu rezistence kvasinek a
vlaknitych hub wic¢i vSem antimykotikm, a to i &m novym (Mallatova et al.,2011).

Je proto pdtba testovat citlivost kvasinek a vlaknitych hubvitio a ugit tak
vhodnou latku s antimykotickou aktivitou. Testovase provadi v Klinickych
mikrobiologickych laboratiich, vysledky se sduji I€karam, ktei je vyuZzivaji i 1écbé
obtizre |€&citelnych kandidéz a aspergiléz. Testuji s&zné koncentrace latek,
vysledkem je MIC pro izolovany kmen, jez jecitkem citlivosti mykoorganismu
in vitro (Posteraro et al.,2014).

Cesta k pipraw prvni standardni metodiky &aa roku 1982. Americky Narodni
vybor pro klinické laboratorni standardy (NCCLSgedrJstav pro klinické a laboratorni
standardy — CLSI) tehdy ustanovil subkomisi, ktend&la testovat citlivost
k antimykotikim. Prvni vypracovany dokument M27, popisujici &ilu bujonovou
metodu pro testovani citlivosti kvasinek, byl mjeén v roce 1992. Postupegasu
vznikly pak dalsi 3 dokumenty. M38 pro testovarkviitych hub dildni metodou,
M44 a M51 pro testovani kvasinek diskovou difuzmetodou.

Zarover stim byla vroce 1997 v Evrépzalozena Evropska komise
pro testovani antimikrobiélni citlivosti (EUCAST)a poté ustanovila svou subkomisi
pro testovani citlivosti k antimykotikn. Subkomise vytidla dva dokumenty
E. Def. 7.1 a E. Def. 9.1, které se zabyvaji @ilumetodikou testujici citlivost kvasinek
a vlaknitych hub k systétmovym antimykatik. Americka a evropska metodika
pro provadni dilucnich metod se ipvazré shoduji, v gkolika aspektech se vSak
odliSuji (Mallatova et al.,2011).

Standardizace testovani citlivosti kvasinek a vigikh hub se v poslednich
letech pondrné zlepsSila. Referemi metody byly vypracovany tak, aby je bylo mozné
provadt spolehlivym a standardizovanymigobem. Referaémi metodiky, ustanovené
subkomisemi EUCAST a CLSI, pomohly¢itr citlivost nejroz&fergjSich fungéalnich
kmeni na fiznych druzich antimykotik. Tyto metodiky stanoviljinické zarazky
(MIC) testovanych latek a &uji citlivost kvasinek a vlaknitych hub i

antimykotikim (Cuenca-Estrella, 2011).
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Testovani citlivosti  vlaknitych hub, n&p Aspergillus spp., probiha
za nasledujicich podminek (Tab. 2). Vychazime zmidhezavislych standardizovanych
metodik (EUCAST, CLSI) pro stanoveni fungalni eilsti. O metodiky se
v n¢kolika charakteristikach shoduji. Jde o mikrodilumetodiky, pouzivanym médiem
je RPMI 1640 bujon, inkubace probihé plog 35 °C po dobu 48 hodin a vysledek —
MIC se odéita vizualrt (jamka bez ndistu) (Pfaller et al., 2011).

Tabulka 2 Rozdily mezi dildnimi metodikami EUCAST a CLSI pro vlaknité houby

Charakteristika EUCAST CLSI
Denzita inokula (CFU/mI) 2-5x10 0,4-5x16
Glukéza v médiu (%) 2,0 0,2
Dno jamek destky ploché kulaté

Pfi hodnoceni citlivosti vlaknitych hubi¢i echinokandiim je navic zavedena
tzv. minimalni efektivni koncentrace (MEC). Je tjniZSi koncentrace antimykotika,
pii niz dochazi k abnormalnimustu v podoB kratkych tvenych hyf, vytvéejicich
drobné okrouhlé mikrokolonie. V jamce kontroly jeop tomu nahst v podol

dlouhych newtvenych viaken.
Testovani citlivosti kvasinek metodikami EUCAST alLSI se provadi
za nasledujicich podminek (Tab. 3fi fdtometrickém hodnoceni vysledku metodikou

EUCAST se vyuziva spektrofotometri& p30 nm (Mallatova et al.,2011).

Tabulka 3 Rozdily mezi dilgnimi metodikami EUCAST a CLSI pro kvasinky

Charakteristika EUCAST CLSI
Denzita inokula (CFU/ml) 0,5-2,5x710 0,5-2,5x10
Glukdza v médiu (%) 2,0 0,2
Dno jamek destky ploché kulaté
Teplota (°C) 35-37 35
Doba inkubace (hod) 24 24 — 48
Vyhodnoceni fotometricky vizuédn
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7. Experimentalni ¢ast

7.1 Material

7.1.1 Testovaci kmeny bakterii

» Staphylococcus aure@CM 4516/0§SA)

» Staphylococcus aureusethicilin rezistentni H 5996/08/RSA)
» Staphylococcus epidermidis 6966/08(SE)

» Enterococcus faecali$ 14365/0§EF)

» Escherichia coliCCM 4517(EC)

e Klebsiella pneumoniaB 11750/08 KP)

» Klebsiella pneumoniaBSBL pozitivni J 14368/0KP ESBL)

* Pseudomonas aerugino€CM 1961(PA)

VeétSinu - bakterialnich kmeén jsme ziskali z Fakultni nemocnice v Hradci
Kralové (MRSA, SE, EF, KP, KP ESBL), zbylé kmenylypogdodany zCeské sbirky
mikroorganisni (CCM) Masarykovy univerzity v B(SA, EC, PA).

7.1.2 Testovaci kmeny kvasinek a vlaknitych hub

* Candida albicansATCC 44859CA)

* Candida tropicalisl56(CT)

* Candida kruseE28(CK)

e Candida glabrata20/1 (CG)

e Trichosporon asahiil88(TA)

* Aspergillus fumigatug31(AF)

» Absidia corymbifer&272(AC)

» Trichophyton mentagrophytdg5(TM)

Kvasinku CA jsme ziskali €eské sbirky mikroorganisi(CCM) Masarykovy
univerzity v Brrg, ostatni kmeny jsou klinické izolaty z Fakultninmecnice v Hradci

Kraloveé.
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7.1.3 Ponficky

sterilni mikrotitr&ni desttky s vicky
automatické pipety Eppendorf, Socorex
sterilni pipetovaci Spky

12ti jamkoveé rezervoary na média
sterilni zkumavky

stojanky na zkumavky

ockovaci klicky

Blrkerova peitaci kontirka

7.1.4 Histroje

laminarni box ESCO class Il type 2
termostat Binder

denzitometr BioSan Den-1B
mikroskop Olympus BX 40

7.1.5 Chemikalie

dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma Aldrich)

3-(N-morfolino) propansulfonova kyselina (MOPS, i&eyAldrich)
sterilni voda, sterilni fyziologicky roztok (i.v(fFreseniaCabi)
glukéza

10M NaOH

testované latky (KAOCH FaF UK HK)



7.1.6 Ristova média

* Mueller-Hinton dv agar (MH agar)

SlozZeni: (g/l destilované vody):

Howvézi masova infuse 2,0
Kysely hydrolyzéat kaseinu 17,5
Skrob 1,5
Agar 17,0

Priprava:
35 granii dehydrovaného média séida do 1 litru destilované vody, sterilizuje
se v autoklavu ip 121 °C po dobu 15 minut. Rozplni se do sterilrd&hmavek nebo

Petriho misek.

* Mueller-Hinton dv bujén (MH bujon)

SloZeni: (g/l destilované vody):

Howvézi masova infuse 2,0
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 17,5
Skrob 1,5

Priprava:
25 grani dehydrovaného média séida do 1 litru destilované vody, sterilizuje
se v autoklavu ip 121 °C po dobu 15 minut. Rozplni se do sterilrdghmavek nebo

do lahvi.

» Sabouraudiv agar

SloZeni: (g/l destilované vody)

Pepton 10
Dextréza 40
Agar 15

Priprava:

65 granii dehydrovaného média séda do 1 litru destilované vody, sterilizuje
se v autoklavu i 121 °C po dobu 15 minut. Rozplni se do sterilrd&gkimavek nebo
Petriho misek.
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* RPMI-1640 SEVAC médium(KlinLab, Praha)

5x koncentrovanéistové médium (Tab. 4)

Tabulka 4 Slozeni média RPMI-1640 SEVAC

SloZeni: (g/l destilované vody)

\>J

Dusiénan vapenaty tetrahydrat 0,5 L-prolin 0,1
Chlorid draselny 2,0 L-serin 0,15
Hydrogen fosforgnan sodny 5,015 L-threonin 0,1
dihydrat

Siran héecnaty heptahydrat 0,5 L-tryptofan 0,025
Chlorid sodny 30,0 L-tyrosin 0,1
L-arginin hydrochlorid 1,21 L-valin 0,1
L-asparagin monohydréat 0,27 Biotin 0,001
L-cystin 0,25 Cyanocobalamin 0,00002!
L-glutamin 15 Cholin chlorid 0,015
Glutathion 0,005 I-inositol 0,175
Glycin 0,05 Kyselina listova 0,005
L-histidin HCI H,O 0,102 Kyseling-aminobenzoova 0,005
L-hydroxyprolin 0,1 Nikotinamid 0,005
L-isoleucin 0,25 D-Ca-Pantothenat 0,00125
Kyselina L-asparagova 0,1 Pyridoxin hydrochlorid 00B
Kyselina L-glutamova 0,1 Riboflavin 0,001
L-leucin 0,25 Thiamid hydrochlorid 0,005
L-lysin hydrochlorid 0,2 Glukoza 10,0
L-methionin 0,075 Fenoérvai 0,05
L-phenylalanin 0,075
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7.2 Postup testovani

Pracovni postup zahrnovalékolik nésledujicich krok Nejprve jsme si
nakultivovali testovaci kmeny, nasledovaldippava suspenzi testovacich kren
piiprava fistového média, fijprava dvojkovéredici fady testované latky, pipetovani
do mikrotitratni destéky, inkubace a na z&vvyhodnoceni €&inku testované latky.

K jednotlivym krokim je v prvni ¢asti uveden vzdy postup pro bakterie a

v druhécasti nasleduje postup pro kvasinky a vlaknité houby

7.2.1 Kultivace testovacich kmei

Kultivace bakterii probihala na MH agarti feplot 37 °C po dobu 24 hodin.

Kultivace kvasinek a vlaknitych hub probihala nab&@aaudo¥ agaru
pii teplog 35 °C. Kvasinky jsme inkubovaly 24 hodin, AF, A@ 4odin a T™M
72 hodin.

7.2.2 Fiprava suspenzi testovacich kmain

Bakterie

1) 8 sterilnich zkumavek jsme si popsali zkratkamictescich kmet bakterii.

2) Do kazdé zkumavky napipetovali 3 ml sterilni vody.

3) Z nakultivovanych bakterii (add 7.2.1) jsme odeabré&hst kolonie a
resuspendovali ji ve sterilni véa@kumavky, promichali na vortexu &kwolikrat
zmefili hustotu suspenze, tak aby ve vysledkaila 0,5 stupit McFarlanda

4) Takto gipravené suspenze vydrzi cca 14 dinteplot 2 — 8 °C.
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Kvasinky a vlaknité houby

1)

2)
3)

4)

5)

8 sterilnich zkumavek jsme si popsali zkratkamiaeacich kmeti kvasinek a
vlaknitych hub.

Do kazdé zkumavky napipetovali 3 ml sterilni vody.

Z nakultivovanych kvasinek (add 7.2.1) jsme odebrg&hst kolonie
a resuspendovali ji ve sterilni vb@kumavky, promichali na vortexu a 12 pl
suspenze napipetovali do Burkerovy KoRky. P zvétSeni 200 jsme stanovili
pocet burgk na 100¢tveral, vysledna hustota by da ¢init 25 — 50 CFU na 50
ctverai.

Z nakultivovanych vilaknitych hub (add 7.2.1) jsmdebrali ¢ast kolonie a
resuspendovali ji ve sterilni védzkumavky, promichali na vortexu a 12 pl
suspenze napipetovali do Burkerovy KoRy. P zvétSeni 200 jsme stanovili
pocet burgk na 100¢tverad, vysledna hustota by da ¢init 100 burgk na 100
ctveral.

Takto @ipravené suspenze vydrzi cca 14 dinigplo 2 — 8 °C

7.2.3 Riprava ristového média

Pro bakterialni kmeny jsme pouZili jakisstové médium MH bujén.
Pro kvasinky a vlaknité houby jsme §stové médium RPMI muselitipravit.

Ke 4 diim MOPS s 1% glukézy jsmefidali 1 dil RPMI 1640 a pH jsme upravili
ptidanim 10M NaOH dorozmezi 6,5 — 7,9. Zluty roztagk znenil barvu

na oranzovaservenou.
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7.2.4 Riprava redicirady testované latky

Postup pro fipravu dvojkové&edicitady testované latky pro bakterie, kvasinky

a Vvlaknité houby je identicky. LiSi se pouze v typtiddvaného dstového média

(bakterie — MH bujon, kvasinky a viadknité houby PNRI médium).

1)

2)

3)

4)

5)

Testovanou latku jsme rozpustili v DMSO, tak abynprtestovana koncentrace
byla 500 umolif a koncentrace DMSO v jamce mikrotird desttky
negesahla 1 %. PoZzadovany objem DMSO jsme si ¥igpld z ndsledujiciho

vzorce:

m

VDMSO = moz X ul DMSO

m... navazka testované latky [g]

c... 1.testovana koncentrace [500 pridl.|
M... molarni hmotnost [g]

10°... pevod na pl

100... Zedkni

Pokud se latka po promichani na vortexu rozpusglao vytvdgila homogenni
suspenzi, pistoupili jsme k dalSimu kroku. V opaém gipadt jsme gidali 2.,
piipadré 3. ekvivalent rozpoudtlla. S kazdym fidanim ekvivalentu
rozpoustdla se koncentrace posunula o jediedini dozadu (z 500
na 250 pmoli,... atd.).

Do sterilni zkumavky ozr@né&. 1 (1 = 500 umoll) jsme napipetovali

1,98 ml fistového média arjgali 20 ul rozpu&iné testované latky/DMSO.

Pokud se latka po promichani na vortexu nevysragigsioupili jsme k dalSimu
kroku. Jestlize se vysrazelaidali jsme 2., pipadre¢ 3. ekvivalent #istoveho
meédia. S kazdymimanim fistového média se testovana koncentrace posunula
o jednoredsni dozadu (z 500 na 250 umdl.l.. atd.).

Takto jsme ziskali pracovni roztok 1. testovanéckmrace, jenz jsme sterdln

piemistili do jamky. 1 12ti jamkoveého rezervoaru.
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6) 10 sterilnich zkumavek jsme si ozila¢. 2 — 11 a fipravili si dvojkovouiedici
fadu. Do kazdé zkumavky jsme napipetovali 0,5 ml EMBo prvni zkumavky
(€. 2) jsme dale napipetovali 0,5 ml rozpust testované latky/DMSO,
promichali a 0,5 ml ig@nesli do zkumavky. 3, promichali a 0,5 mltpnesli

do zkumavky. 4,... atd. az po posledni zkumawkuL1.

7) Do jamek 2 — 12 12ti jamkového rezervoaru jsme petpiali 1,98 ml
rastového média atplali 20 pl ndedné rozpudiné testované latky/DMSO
z dvojkovériedicitady (ze zkumavky. 2 do jamky¢. 2,... atd.). Do posledni
jamky¢. 12 jsme pidali, misto testované latky, 20 ul DMSO.
Takto jsme ziskali 2 ml pracovnich roztoks postupé klesajicimi
koncentracemi (jamky. 1 — 11) a kontrolni jamku bez testované latkynga
¢. 12) (Tab. 5).

Tabulka 5 12ti jamkovy rezervoar — obsah

Ristove Roztok c
Jamkas. | médium | testované| [umol.I"]

[mi] latky[ul]

500
250
125
62,5
31,25
1,98 20 15,625
7,813
3,906
1,953
0,977
0,488
20DMSO| O

[ Py
QBlE|IB|o|o|~N|o|u|s|win|-
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7.2.5 Riprava mikrotitra éni desticky

Bakterie

1) Pomoci 12ti kanalové pipety jsme napipetovali zreaaru 200 pl
piipravenych testovanych roztibkatky do vSechradki mikrotitracni desttky
(jamky s kulatym dnem).

2) Do jamek 1.f&dku jsme pipetovali 10 pl suspenze SA, do jamekadku
suspenzi MRSA,... atd. (3a4dek SE, 4iadek EF, 5radek EC, 6iadek KP,
7.f4dek KP ESBL a &adek PA).

Kvasinky a vlaknité houby

1) Pomoci 12ti kanalové pipety jsme napipetovali zreaaru 200 pl
pripravenych testovanych roztbkatky do sedmiradki prvni mikrotitr&ni
desttky a do jednohdadku destiky druhé (jamky s plochym dnem).

2) Do jamek 1.tddku jsme pipetovali 10 pl suspenze CA, do jamekadku
suspenzi CT,... atd. (3adek CK, 4.ifaddek CG, 5radek TA, 6.fadek AF a
7.t4dek AC).

3) Do jamekiadku druhé destky jsme pipetovali 10 pl suspenze TM.

V ramci mikrotitra&ni destéky jsme tak ziskaly sloupce s postagdesajicimi

koncentracemi testované latky a v kazd@éwatku destiky jiny testovany kmen.

7.2.6 Inkubace

Mikrotitra¢ni desttku s bakterialnimi  kmeny jsme fiklopili  vickem
a inkubovali v termostaturpteplo® 37 °C po dobu 48 hodin.

Mikrotitra¢ni desttky s kvasinkami a vldknitymi houbami jsmékbopili vi cky
a inkubovali pi teplog 35 °C. Inkubace prvni deskly trvala 48 hodin, druhou destu

s dermatofytem TM jsme inkubovali 120 hodin.
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7.2.7 Vyhodnoceni

Po uplynuti inkubéni doby jsme provedli vizualni hodnoceni. fiirkolonie
v jednotlivych jamkach mikrotitkani destéky jsme porovnavali s denzitou v jamce
kontroly, kde byl narst maximalni (100 %).

V piipact bakterii jsme vysledky od#ali po 24 a 48 hodinach. Minimalni
inhibi¢ni koncentrace odpovidala koncentraci jamky, veékaoSlo k 95% potteni
rastu kmene (MIC = Igy). F¥i vizualnim odétu to znamenalo, Ze jamkéastalacira.

U kvasinek a vladknitych hub jsme vysledky oidali po 24 a 48 hodinach,
vyjimkou byl kmen TM na druhé de&te, kde byl ode&et proveden po 72
a 120 hodinach. Minimalni koncentrace inhibujigistr kvasinek odpovidala 80%
potlateni iistu kolonie (MIC = 1Gg), minimalni koncentrace inhibujicist viaknitych
hub odpovidala 50% potiani istu kolonie (MIC = IGy).
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7.3 Testované latky

chemické nazvy podle (Waisser, 2006)

V ramci rigorézni prace jsme otestovali celkem &gk. Jednalo se o karbamaty
a benzoaty salicylanilid derivaty merkaptobenzothiazolu a derivaty dal$tiaktur.
Na zéklad spol&nych strukturnich znakjsme je rozdlili do 10 hlavnich skupin.

Testované latky byly syntetizovany na Katdnorganické a organické chemie
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové (Mgr. Martmatky, Ph.D.).

Piehled skupin testovanych latek

Karbamaty salicylanilid

1) 4-chlor-2-[(4-chlorfenyl) karbamoyl] fenyl karbamaty (Tab. 6)

2) 2-[(4’-bromfenyl) karbamoyl]-4-chlorfenyl karbamaty (Tah.

3) 4-chlor-2-[(4-fluorfenyl) karbamoyl] fenyl karbaméty (Tab. 8)

4) 2-{[4 -(trifluormethyl) fenyl] karbamoyl}-4-chlorfenyl kdvamaty (Tab. 9)
5) 2-(fenylkarbamoyl) fenyl karbamaty (Tab. 10)

6) Thiokarbamaty salicylanilia (Tab. 11)

Benzodaty salicylanilidl

7) 2-{[4 -(trifluormethyl) fenyl] karbamoyl}-4-chlorfenyl bezoéty (Tab. 12)
8) 4-brom-2-{[4'-(trifluormethyl) fenyl] karbamoyl} fenyl benzoafab. 13)

Derivaty merkaptobenzothiazolu

9) Derivaty 2-merkaptobenzothiazolu (Tab. 14)

DalSi struktury

10)Derivéty tiznych struktur (Tab. 15)
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Tabulka 6 4-chlor-2-[(4-chlorfenyl) karbamoyl] fenyl karbaméty

4-chlor-2-[(4’-chlorfenyl) karbamoyl] fenyl karbamaty

Cl
(0]
CI\dL /©/
N
H
(0]
4i\N/R1

|
R2

0]

Molek.
KOD R! R? hmotnost
(g/mol)
SAL-1A -CHs; -CHs; 353,20

477,34

SAL-1C -CHs @ 415,27
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Tabulka 7 2-[(4’-bromfenyl) karbamoyl]-4-chlorfenyl karbaméty

2-[(4’-bromfenyl) karbamoyl]-4-chlorfenyl karbamaty

Br
(0]
C|\©fk /©/
N
H
(0]

O)\N/Rl
R2
Molek.
KOD R! R? hmotnost
(g/mol)
SAL-2A -CHs; -CHs; 397,65

521,79

SAL-2C -CHs @ 459,72
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Tabulka 8 4-chlor-2-[(4-fluorfenyl) karbamoyl] fenyl karbamaty

4-chlor-2-[(4’-fluorfenyl) karbamoyl] fenyl karbaméty

A r
o
R2
) Molek.
KOD R! R? hmotnost

(g/mol)

SAL-3A -CHs; -CHs; 336,75
SAL-3C -CH; < > 398,81
SAL-3D @ @ 460,88
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Tabulka 9 2-{[4 "-(trifluormethyl) fenyl] karbamoyl}-4-chlorfenyl kdvamaty

2-{[4"-(trifluormethyl) fenyl] karbamoyl}-4-chlorfenyl ka rbaméaty

, Molek.
KOD R! R? hmotnost

(g/mol)

SAL-4C -CHs @ 448 .82

SAL-4D @ @ 510,89
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Tabulka 10 2-(fenylkarbamoyl) fenyl karbamaty

2-(fenylkarbamoyl) fenyl karbamaty

A r
S
R2
, Molek.
KOD R! R? hmotnost

(g/mol)

SAL-5A _CHs _CHs 284 31
SAL-5C -CHs @ 346,38
SAL-5D @ @ 408,45




Tabulka 11 Thiokarbamaty salicylanilid

Thiokarbaméty salicylanilid &

<
CH,
) Molek. hmotnost

KOD R* R? (g/mol)
SAL-1B -Cl -ClI 369,27
SAL-2B -Cl -Br 413,72
SAL-3B -Cl -F 352,81
SAL-4B -Cl -CR 402,82
SAL-5B -H -H 300,38
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Tabulka 12 2-{[4 - (trifluormethyl) fenyl] karbamoyl}-4-chlorfenyl bezoéaty

2-{[4"-(trifluormethyl) fenyl] karbamoyl}-4-chlorfenyl be nzoaty

Molek. hmotnost
KOD R* (g/mol)

MSA-150 -CHs 433,81

MSA-153 -COH 447,79




Tabulka 13 4-brom-2-{[4 -(trifluormethyl) fenyl] karbamoyl} fenyl benzoaty

4-brom-2-{[4"-(trifluormethyl) fenyl] karbamoyl} fenyl benzoéaty

) Molek. hmotnost
KOD R* (g/mol)

MSA-151 -CHs 478,26

MSA-154 -COH 492,24




Tabulka 14 Derivaty 2-merkaptobenzothiazolu

Derivaty 2-merkaptobenzothiazolu

S R
Cres

) Molek.
KOD R hmotnost
(g/mol)
MBTZ-3 -COCH; 209,29
MBTZ-4 ﬁ 307,41
4
M
0
MBTZ-5 434,53
. i i
MBTZ-7 -COC(CH)s 251,37
MBTZ-8 448,56
i\ j 0
H
0
MBTZ-11 : 285,38
MBTZ-12 0 350,25
Lo
MBTZ-13 o : 316,35
MBTZ-14 J\q 235,33
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Tabulka 15 Derivaty ffiznych struktur

Derivaty raznych struktur

. i Molek.
KOD STRUKTURNI VZOREC hmotnost
(g/mol)
ITAM-IMIN 0 256,08
HZC
(@) Cl
IMIN-mCH 3 0O CH, 201,22
H2C
p%@
O
SAL-1-Bz 416,27
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8. Vysledky

Vysledky pro jednotlivé skupiny testovanych latesoy uvedeny nejprve
piehledg v tabulce a nésledn hodnoceny slown Latky byly otestovany
v koncentraciclb00 250, 125 62,5 31,25 15,625 7,813 3,906 1,953 0,977a0,488
pmol.I*.

Tuéné uvedenadisla v tabulce zvyrawmiji koncentraci, p které je testovana
latka jeSt einna (bakterie: MIC = Igs, kvasinky: MIC = IGy, vlaknité houby: MIC =
ICs0). Znak ,>" vyjadiuje newinnost latky. Nazvy testovacich kmiehakterii, kvasinek

a vlaknitych hub jsou uvedeny ve zkratkach. Zkrdixanai inkubani dobu.
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8.1 4-chlor-2-[(4-chlorfenyl) karbamoyl] fenyl karbamaty

Tabulka 16 Antibakterialni MIC
4-chlor-2-[(4-chlorfenyl) karbamoyl] fenyl karbamit

TEST. LATKA (kéd) —

KMEN ID MIC/IC o5 (umol.I)
SAL-1A | SAL-1C | SAL-1D
24 h 62,5 >125 >125
SA 48 h 125 >125 >125
24 62,5 >125 >125
MRSA 1" 48 h 125 >125 5125
24 125 >125 >125
SE 48 h 125 >125 5125
24 125 >125 >125
EF 48'h >125 >125 | >125
24 >125 >125 >125
EC 48 h >125 >125 >125
24 h >125 >125 >125
KP 48 h 5125 >125 >125
24 h >125 >125 | >125
KPESBL ™ 48T >125 >125 >125
24 h >125 >125 >125
PA 48 h >125 >125 >125

Antibakterialni @inek projevila latka SAL-1A. Ginkovala slab az stedrs

silné vaci vSem stafylokokm a po 24 hodinové inkubaci i na EF. Latky SAL-1C a

SAL-1D &inek neprojevily (Tab. 16).
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Tabulka 17 Antimykoticka MIC
4-chlor-2-[(4-chlorfenyl) karbamoyl] fenyl karbam@ét

TEST. LATKA (kod) —

KMEN ID MIC/IC go/ICso (umol.I")
SAL-1A | SAL-1C | SAL-1D
24 h >125 >125 >125
CA 48 h >125 >125 >125
24 h >125 >125 >125
cT 48 h 5125 5125 | >125
24 h >125 >125 | >125
CK 48 h >125 5125 | >125
24 h >125 >125 >125
CG 48 h 5125 5125 | >125
24 h >125 >125 >125
TA 48 h >125 >125 >125
24 h >125 >125 >125
AF 48 h 5125 5125 >125
24 h >125 >125 >125
AC 48 h >125 >125 >125
72 h 31,25 >125 >125
™ 120h | 31,25 >125 >125

Antimykotickou aktivitu ngla pouze latka SAL-1A, jsobila stedre siln¢

na TM. Latky SAL-1C a SAL-1D byly n&inné (Tab. 17).

Antibakterialni aktivita: SA, MRSA, SE, EF
NejcitlivéjSi kmen: SA, MRSA

Antimykoticka aktivita: TM

NejcitlivéjSi kmen: TM
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8.2 2-[(4-bromfenyl) karbamoyl]-4-chlorfenyl karbamaty

Tabulka 18 Antibakterialni MIC
2-[(4’-bromfenyl) karbamoyl]-4-chlorfenyl karbantat

TEST. LATKA (kéd) —

KMEN ID MIC/IC o5 (umol.I)
SAL-2A | SAL-2C | SAL-2D
24 h >500 >500 >500
SA 48 h >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500
MRSA 1" 4gh 5500 | >500 >500
24 h >500 >500 >500
SE 48h 5500 | 5500 >500
24 h >500 >500 >500
EF 48 h >500 >500 | >500
24 h >500 >500 >500
EC 48 h >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500
KP 48 h >500 >500 >500
24 h >500 >500 | >500
KPESBL I 4gh >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500
PA 48 h 500 >500 500

Antibakterialni @inek neprokazala Zadna testovana latka této skujpialy. 18).
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Tabulka 19 Antimykoticka MIC
2-[(4’-bromfenyl) karbamoyl]-4-chlorfenyl karbandat

TEST. LATKA (kod) —

KMEN ID MIC/IC go/ICso (umol.I")
SAL-2A | SAL-2C | SAL-2D
24 h >125 >125 >125
CA 48 h >125 >125 >125
24 h >125 >125 >125
CT 48 h >125 >125 | >125
24 h >125 >125 | >125
CK 48 h >125 S195 | >125
24 h >125 >125 >125
CG 48 h 5125 5125 | >125
24 h >125 >125 >125
TA 48 h >125 >125 >125
24 h >125 >125 >125
AF 48 h 5125 5125 >125
24 h >125 >125 >125
AC 48 h >125 >125 >125
72 h >125 >125 >125
™ 120 h >125 >125 >125

Antimykoticky inek nengla Zadna testovana latka této skupiny (Tab. 19).

Antibakterialni aktivita: —

NejcitlivéjSi kmen: —

Antimykoticka aktivita: —

NejcitlivejSi kmen: —
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8.3 4-chlor-2-[(4-fluorfenyl) karbamoyl] fenyl karbamaty

Tabulka 20 Antibakterialni MIC
4-chlor-2-[(4-fluorfenyl) karbamoyl] fenyl karbameat

TEST. LATKA (kéd) —
KMEN ID MIC/IC o5 (umol.I)
SAL-3A | SAL-3C | SAL-3D
24 h 125 >500 >500
SA 48 h >125 >500 >500
24 h >125 >500 >500
MRSA 1" 4gh 5125|5500 >500
24 h >125 >500 >500
SE 48h 5125|5500 >500
24 h 125 >500 >500
EF 48 h 5125 >500 | >500
24 h >125 >500 >500
EC 48 h 5125 >500 >500
24 h >125 >500 >500
KP 48 h >125 >500 >500
24 h >125 >500 | >500
KPESBL I 4gh >125 >500 >500
24 h >125 >500 >500
PA 48 h >125 >500 500

Ve skupirg jsme nezaznamenali Zzadny vyrazny antibakteriatimek latek.
Pouze latka SAL-3Asobila po 24 hodinové inkubaci staproti SA a EF (Tab. 20).
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Tabulka 21 Antimykoticka MIC
4-chlor-2-[(4-fluorfenyl) karbamoyl] fenyl karbameét

TEST. LATKA (kod) —
KMEN ID MIC/IC go/ICso (umol.I")
SAL-3A | SAL-3C | SAL-3D
24 h >500 >125 >125
CA 48 h >500 >125 >125
24 h >500 >125 >125
cT 48 h 500 5125 | >125
24 h >500 >125 | >125
CK 48 h >500 >125 | >125
24 h >500 >125 >125
CG 48 h 500 5125 | >125
24 h >500 >125 >125
TA 48 h >500 >125 >125
24 h >500 >125 >125
AF 48 h 500 5125 >125
24 h >500 >125 >125
AC 48 h >500 >125 >125
72 h 125 >125 500
™ 120n | 125 >125 500

Antimykotickou aktivitu vykazaly latky SAL-3A a SABD, a to pouze k TM.
Latka SAL-3A nEla &inek o réco malo silgjSi nez SAL-3D. Latka SAL-3C
neprojevila @inek zadny (Tab. 21).

Antibakterialni aktivita: SA, EF
NejcitlivejSi kmen: SA, EF

Antimykoticka aktivita: TM

NejcitlivéjSi kmen: TM

79



8.4 2-{[4 -(trifluormethyl) fenyl] karbamoyl}-4-chlorfenyl

karbamaty

Tabulka 22 Antibakterialni MIC
2-{[4 "-(trifluormethyl) fenyl] karbamoyl}-4-chlorfenyl kdbamaft

TEST. LATKA (kod) —
KMEN ID MIC/IC o5 (umol.I)
SAL-4C | SAL-4D
24 h >125 >125
SA 48 h >125 >125
24 h >125 >125
MRSA 48 h >125 >125
24 h >125 >125
SE 48 h >125 >125
24 h >125 >125
EF 48 h >125 >125
24 h >125 >125
EC 48 h >125 >125
24 h >125 >125
KP 48 h >125 >125
24 h >125 >125
KPESBL ™ g >125 >125
24 h >125 >125
PA 48 h >125 >125

Latky této skupiny neprojevily Zadny antibakteriditinek (Tab. 22).
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Tabulka 23 Antimykoticka MIC
2-{[4 - (trifluormethyl) fenyl] karbamoyl}-4-chlorfenyl kdbamét

TEST. LATKA (kéd) —
KMEN ID MIC/IC go/ICso (umol.I")
SAL-4C | SAL-4D
24 h >125 >125
CA 48 h >125 >125
24 h >125 >125
CT 48 h >125 >125
24 h >125 >125
CK 48 h >125 >125
24 h >125 >125
CG 48 h >125 >125
24 h >125 >125
TA 48 h >125 >125
24 h >125 >125
AF 48 h >125 >125
24 h >125 >125
AC 48 h 125 125
72 h >125 >125
™ 120 h >125 >125

Latky této skupiny nesly Zadny antimykoticky &inek (Tab. 23).

Antibakterialni aktivita: —

NejcitlivéjSi kmen: —

Antimykoticka aktivita: —

NejcitlivejSi kmen: —



8.5 2-(fenylkarbamoyl) fenyl karbamaty

Tabulka 24 Antibakterialni MIC
2-(fenylkarbamoyl) fenyl karbamiét

TEST. LATKA (kéd) —
KMEN ID MIC/IC o5 (umol.I)
SAL-5A | SAL-5C | SAL-5D
24 h >500 >125 >125
SA 48 h >500 >125 >125
24 h >500 >125 >125
MRSA 1" 4gh >500 | >125 >125
24 h >500 >125 >125
SE 48h 5500 | 5125 >125
24 h >500 >125 >125
EF 48 h >500 >125 | >125
24 h >500 >125 >125
EC 48 h >500 >125 >125
24 h >500 >125 >125
KP 48 h >500 >125 >125
24 h >500 >125 | >125
KPESBL I 4gh >500 >125 >125
24 h >500 >125 >125
PA 48 h 500 >125 125

Antibakterialré ne(tinkovala Zadné latka ze skupiny (Tab. 24).
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Tabulka 25 Antimykoticka MIC

2-(fenylkarbamoyl) fenyl karbamit

TEST. LATKA (kéd) —

KMEN ID MIC/IC go/ICso (umol.I)
SAL-5A | SAL-5C | SAL-5D
24 h >500 >125 >125
CA 48 h >500 >125 >125
24 h >500 >125 >125
cT 48 h 500 5125 | >125
24 h >500 >125 | >125
CK 48 h >500 >125 | >125
24 h >500 >125 >125
CG 48 h 500 5125 | >125
24 h >500 >125 >125
TA 48 h >500 >125 >125
24 h >500 >125 >125
AF 48 h 500 5125 >125
24 h >500 >125 >125
AC 48 h >500 >125 >125
72 h >500 >125 >125
™ 120 h >500 >125 >125

Antimykoticky seneprojevila Zadné latka ze skupiny (Tab. 25).

Antibakterialni aktivita: —

NejcitlivéjSi kmen: —

Antimykoticka aktivita: —

NejcitlivejSi kmen: —
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8.6 Thiokarbamaty salicylanilidi

Tabulka 26 Antibakterialni MIC
Thiokarbamat salicylanilidi

KMEN ID TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC/IC g5 (umol.I™%)
SAL-1B | SAL-2B | SAL-3B | SAL-4B | SAL-5B
24 h 3,9 0,49 15,62 7,81 500
SA 48 h 7,81 0,49 31,25 7,81 500
24 h 3,9 0,49 31,25 7,81 250
MRSA 1 48h 7.81 0,49 31,25 7.81 250
24 h 7,81 0,49 31,25 31,25 250
SE 48 h 31,25 0,49 31,25 31,25 250
24 h 125 >500 >500 >500 500
EF 48 h >125 >500 | >500 500 500
24 h >125 >500 >500 >500 >500
EC 48 h >125 >500 >500 >500 | >500
24 h >125 >500 >500 >500 >500
KP 48 h >125 >500 >500 >500 | >500
24 h >125 >500 >500 >500 >500
KP ESBL 48 h >125 >500 >500 >500 >500
24 h >125 >500 >500 >500 >500
PA 48 h >125 >500 >500 >500 >500

VSechny latky prokazaly antibakterialni aktivitiis®bily na stafylokoky a latky
SAL-1B a SAL-5B slab i na EF. Velmi vyrazny antistafylokokovytinek mely latky
SAL-2B s hodnotou MIC 0,49 pmotla SAL-1B s MIC 3,9 umoll. Za zminku stoji
i MIC 7,81 umol.I* u latky SAL-4B (Tab. 26).
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Tabulka 27 Antimykoticka MIC
Thiokarbamdl salicylanilidi

KMEN ID TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC/IC  go/IC 50 (umol.I™)
SAL-1B | SAL-2B | SAL-3B | SAL-4B | SAL-5B
24 h >125 | >125 >125 >500 500
CA 48 h >125 >125 >125 >500 >500
24 >125 | >125 >125 >500 >500
cT 48 h S125 | >125 >125 500 >500
24 h >125 >125 >125 >500 >500
CK 48 h S125 [ >125 >125 >500 500
24 >125 | >125 >125 >500 >500
CG 48 h >125 >125 | >125 500 >500
24 >125 >125 | >125 >500 500
TA 48 h >125 >125 >125 >500 >500
24 >125 >125 >125 >500 | 500
AF 48 h >125 >125 | >125 >500 >500
24 >125 >125 | >125 >500 >500
AC 48 h >125 >125 >125 >500 >500
72h 1,95 1,95 7,81 500 | >500
™ 120h | 1,95 1,95 7,81 500 | >500

Latky SAL-1B, SAL-2B, SAL-3B a SAL-4B {sobily pouze proti TM, a to
pomerné silné (krom¢ velmi slabého €&inku SAL-4B). U latky SAL-5B jsme

zaznamenali velmi slabyiinek po 24 hodinové inkubaci na CA, TA a AF (Tab).2

Antibakterialni aktivita: SA, MRSA, SE, EF

NejcitlivejSi kmen: SA

Antimykoticka aktivita: CA, TA, AF, TM

NejcitlivéjSi kmen: TM
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8.7 2-{[4 -(trifluormethyl) fenyl] karbamoyl}-4-chlorfenyl

benzoaty

Tabulka 28 Antibakterialni MIC
2-{[4 "-(trifluormethyl) fenyl] karbamoyl}-4-chlorfenyl bezoati

TEST. LATKA (kéd) —
KMEN ID MIC/IC o5 (umol.I)
MSA-150 | MSA-153
24 h >250 62,5
SA 48 h >250 250
24 h >250 125
MRSA 48 h >250 500
24 h >250 250
SE 48h 250 500
24 h >250 250
EF 48 h >250 500
24 h >250 >500
EC 48 h >250 >500
24 h >250 >500
KP 48 h >250 >500
24 h >250 >500
KPESBL ™ g >250 >500
24 h >250 >500
PA 48 h >250 >500

Antibakterialni aktivitu ndla pouze latka MSA-153, inhibovaléast stafylokok:
a EF (Tab. 28).
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Tabulka 29 Antimykoticka MIC
2-{[4 - (trifluormethyl) fenyl] karbamoyl}-4-chlorfenyl bezoati

TEST. LATKA (kéd) —
KMEN ID MIC/IC go/ICso (umol.I™)
MSA-150 | MSA-153
24 h >250 >125
CA 48 h >250 >125
24 h >250 >125
cT 48 h >250 >125
24 h >250 >125
CK 48 h >250 >125
24 h >250 >125
CG 48 h >250 >125
24 h >250 >125
TA 48 h >250 >125
24 h >250 >125
AF 48 h >250 >125
24 h >250 >125
AC 48 h >250 >125
72 h >250 >125
™ 120 h >250 >125

Zadna latka ze skupiny neha antimykotickou aktivitu (Tab. 29).

Antibakterialni aktivita: SA, MRSA, SE, EF
NejcitlivéjSi kmen: SA
Antimykoticka aktivita: —

NejcitlivejSi kmen: —



8.8 4-brom-2-{[4-(trifluormethyl) fenyl] karbamoyl} fenyl

benzoaty

Tabulka 30 Antibakterialni MIC
4-brom-2-{[4 -(trifluormethyl) fenyl] karbamoyl} fenyl benzoét

TEST. LATKA (kéd) —
KMEN ID MIC/IC o5 (umol.I)
MSA-151 | MSA-154
24 h >125 62,5
SA 48 h >125 250
24 h >125 125
MRSA 48 h >125 250
24 h >125 250
SE 48 h >125 >250
24 h >125 >250
EF 48 h >125 >250
24 h >125 >250
EC 48 h >125 >250
24 h >125 >250
KP 48 h >125 >250
24 h >125 >250
KPESBL ™ g >125 >250
24 h >125 >250
PA 48 h >125 >250

Antibakterialni  aktivitu jsme pozorovali ulatky MS154. FRisobila

na stafylokoky, tinek na SE se projevil pouze po 24 hodinové inkueab. 30).
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Tabulka 31 Antimykoticka MIC
4-brom-2-{[4'-(trifluormethyl) fenyl] karbamoyl} fenyl benzodét

TEST. LATKA (kéd) —
KMEN ID MIC/IC go/ICso (umol.I)
MSA-151 | MSA-154
24 h >125 >125
CA 48 h >125 >125
24 h >125 >125
CT 48 h >125 >125
24 h >125 >125
CK 48 h >125 >125
24 h >125 >125
CG 48 h >125 >125
24 h >125 >125
TA 48 h >125 >125
24 h >125 >125
AF 48 h >125 >125
24 h >125 >125
AC 48 h 125 125
72 h >125 >125
™ 120 h >125 >125

Antimykotickou aktivitu neprojevila Zadna testovdatka (Tab. 31).

Antibakterialni aktivita: SA, MRSA, SE
NejcitlivéjSi kmen: SA
Antimykoticka aktivita: —

NejcitlivejSi kmen: —



8.9 Derivaty 2-merkaptobenzothiazolu

Tabulka 32 Antibakterialni MIC

Derivati 2-merkaptobenzothiazolu (dast)

KMEN ID TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC/IC g5 (umol.I™)
MBTZ-3 | MBTZ-4 | MBTZ-5 | MBTZ-7 | MBTZ-8

24 h 500 >125 >125 >500 500
SA 48 h >500 >125 >125 >500 >500
24 h 500 >125 >125 >500 >500
MRSA 1" 4gh 5500 | >125 >125 >500 >500
24 h 500 >125 >125 >500 >500
SE 48h 5500 | >125 >125 >500 >500
24 h >500 >125 >125 >500 >500
EF 48 h >500 >125 | >125 >500 >500
24 h >500 >125 >125 >500 >500
EC 48 h >500 >125 >125 >500 | >500
24 h >500 >125 >125 >500 | >500
KP 48 h >500 >125 5125 >500 | >500
24 h >500 >125 >125 >500 >500
KP ESBL 48 h >500 >125 >125 >500 >500
24 h >500 >125 >125 >500 | >500
PA 48 h >500 >125 >125 >500 >500
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Tabulka 33 Antibakterialni MIC
Derivath 2-merkaptobenzothiazolu (2ast)

TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC/IC g5

KMEN ID (umol.I™

MBTZ-11 | MBTZ-12 | MBTZ-13 | MBTZ-14

24 h >125 >125 500 >500
SA 48 h >125 >125 500 >500
24 h >125 >125 500 >500
MRSA 48 h 5125 >125 500 >500
24 h >125 >125 >500 >500
SE 48 h >125 >125 >500 >500
24 h >125 >125 500 >500
EF 48 h 5125 >125 >500 >500
24 h >125 >125 >500 | >500
EC 48 h >125 >125 >500 | >500
24 h >125 >125 >500 | >500
KP 48 h 5125 >125 >500 | >500
24 h >125 >125 >500 >500
KPESBL 1™ 4gh >125 >125 >500 | >500
24 h >125 >125 >500 | >500
PA 48 h >125 >125 >500 | >500

Antibakterialré aktivni byla latka MBTZ-3, MBTZ-8 a MBTZ-13. Léatka
MBTZ-3 pisobila velmi slabna stafylokoky, ale pouze po 24 hodinové inkubaci.
Latka MBTZ-8 pisobila na SA pouze po 24 hodinové inkubaci. LatkBTi-13
projevila &inek k SA, MRSA a po 24 hodinové inkubaci také k(ERb. 32 a 33).
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Tabulka 34 Antimykoticka MIC
Derivath 2-merkaptobenzothiazolu (dast)

KMEN ID TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC/IC  go/IC 50(pmol.I™)
MBTZ-3 | MBTZ-4 | MBTZ-5 | MBTZ-7 | MBTZ-8
24 h 125 >125 >125 >500 250
CA 48 h 500 >125 >125 >500 250
24 >500 | >125 >125 >500 250
cT 48 h >500 | >125 >125 500 250
24 h 500 >125 >125 >500 250
CK 48 h 5500 | >125 >125 >500 500
24 500 >125 >125 >500 500
CG 48 h >500 >125 | >125 500 500
24 500 >125 >125 >500 250
TA 48 h 500 >125 >125 >500 250
24 h 500 >125 >125 >500 500
AF 48 h 500 >125 >125 >500 >500
24 >500 >125 | >125 >500 >500
AC 48 h >500 >125 >125 >500 >500
72h 250 >125 >125 >500 250
™ 120 h 250 >125 >125 >500 250
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Tabulka 35 Antimykoticka MIC
Derivath 2-merkaptobenzothiazolu (2ast)

TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC/IC go/IC s
KMEN ID (umol.I™
MBTZ-11 | MBTZ-12 | MBTZ-13 | MBTZ-14
24 h >125 >125 125 >500
CA 48 h >125 >125 125 >500
24 h >125 >125 125 >500
cT 48 h 5125 >125 250 >500
24 h >125 >125 500 >500
CK 48 h >125 5125 500 >500
24 h >125 >125 250 >500
CG 48 h 5125 >125 500 >500
24 h >125 >125 250 >500
TA 48 h >125 >125 500 >500
24 h >125 >125 250 >500
AF 48 h 5125 >125 500 >500
24 h >125 >125 >500 >500
AC 48 h >125 >125 >500 | >500
72h >125 >125 250 >500
™ 120 h >125 >125 500 >500

Antimykotickou aktivitu nely latky MBTZ-3, MBTZ-8 a MBTZ-13. Latka
MBTZ-3 jevila &inek k CA, CK a CG (po 24 hod inkubaci), TA, AF 8T Latka
MBTZ-8 puasobila na vSechny kvasinky a vlaknité houby k&oAC. Vuci AF byl
acinek velmi slaby, a to pouze po 24 hodinové inkubatka MBTZ-13 fisobila téz
na vSechny kvasinky a vlaknité houby, mimo AC (Tada 35).

Antibakterialni aktivita: SA, MRSA, SE, EF
NejcitlivéjSi kmen: SA

Antimykoticka aktivita: CA, CT, CK, CG, TA, AF, TM
NejcitlivejSi kmen: CA

93



8.10 Derivaty riznych struktur

Tabulka 36 Antibakterialni MIC

Derivata raiznych struktur

TEST. LATKA (kéd) —
KMEN ID MIC/IC o5 (umol.I)

ITAM- | IMIN- | SAL-1-

IMIN MCH, Bz

24 h 250 >500 0,98

SA 48 h >500 >500 1,95
24 h 250 >500 0,98

MRSA 1" 4gh 5500 | >500 1,95
24 h 250 >500 0,98

SE 48h 5500 | 500 1,95

24 h >500 | >500 3,9

EF 48 h >500 >500 3,9
24 h >500 >500 | >500

EC 48 h >500 5500 | >500
24 h >500 >500 >500

KP 48 h >500 >500 | >500
24 h >500 >500 | >500

KPESBL I 4gh >500 | >500 >500
24 h >500 >500 >500

PA 48 h 500 >500 | >500

Antibakterialni aktivitu prokazala latka ITAM-IMINa SAL-1-Bz. Latka
ITAM-IMIN p tsobila slab na stafylokoky, pouze vSak po 24 hodinové inkublagika
SAL-1-Bz &inkovala velmi silg na stafylokoky a EF. Latka IMIN-mCHUinek
neprojevila (Tab. 36).
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Tabulka 37 Antimykoticka MIC

Derivati raiznych struktur

TEST. LATKA (kod) —
KMEN ID MIC/IC go/ICso (umol.I")
ITAM- | IMIN- | SAL-1-
IMIN MCH3 Bz

24 h 1562 | >125 >125

CA 48 h 62,5 >125 >125
24 125 >125 >125

cT 48 h 125 >125 >125
24h | 31,25 | >125 >125

CK 48 h 250 >125 >125
24 h 7,81 >125 >125

CG 48 h 62,5 >125 >125
24 7.81 >125 62,5

TA 48 h 15,62 5125 62,5
24 h 1562 | >125 >125

AF 48 h 125 >125 >125
24 62,5 >125 >125

AC 48 h 125 >125 >125
72h 1562 | >125 >125

™ 120nh | 3125 | >125 >125

Antimykoticky &inek jsme zaznamenali u latek ITAM-IMIN a SAL-1-Bz.
Latka ITAM-IMIN pusobila vi¢i vSem kvasinkam a vlaknitym houbam, nejgilivSak
na CG a TA. Latka SAL-1-Bz inhiboval@st pouze u TA. Zcela néinna byla latka
IMIN-mCH3 (Tab. 37).

Antibakterialni aktivita: SA, MRSA, SE, EF
NejcitlivéjSi kmen: SA, MRSA, SE

Antimykotick& aktivita: vSechny kmeny

NejcitlivejSi kmen: TA
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9. Diskuze

Naplni mé rigorézni prace bylo otestovat antibaéiter a antimykoticky ginek
latek, které mdly odliSnou, ale i velmi podobnou strukturu. Nalzék toho jsem se
rozhodla pojmout teoretickotést, tykajici se s antibiotik a antimykotik, jakiougny
piehled vlastnosti jednotlivych skupin a uvést vzékladni strukturu latek. Snahou
bylo vytvait prehled struktur uzivanych latek, jenz by slouzilyghlému porovnani se
strukturami novymi nami testovanymi.

V praci jsme testovali latkyazené mezi karbaméaty a benzoéaty salicylainilid
derivaty merkaptobenzothiazolu a derivaty dalSittuksur. Jednotlivé latky jsme
na zaklad spol&nych struktur rozélili do 10 skupin. Testovani probihalo
na 8 bakteridlnich a 8 fungalnich kmenech. Jedrokimeny byly vybrany na zaklad
toho, Ze jsou tocasti pivodci infekénich onemoceni v lidské populaci. Projevu;ji
rezistenci k uzivané antimikrobiélni terapiigspbi nozokomialni infekce a jeskdy
slozité najit proti nim vhodnou antimikrobialnick. V ramci skupiny bakterii jsme
testovali latky na 4 kmenech grampozitivnich k@gsA, MRSA, SE, EF) a 4 kmenech
gramnegativnich tek (EC, KP, KP ESBL, PA). Fungalni kmeny zastupoviakmeri
kvasinek (CA, CT, CK, CG, TA) a 3 kmeny vlaknitybhb (AF, AC, TM).

K testovani jsme vyuzili mikrodikni bujénovou metodu. Je to metoda @gomi
roz8tend, rychla, jednoduchd a nen#@@ na vybaveni, tauZz materidlové, tak
piistrojové. Vyhodou byla moZnost testovat citlivgsgtdnoho kmene Wi vice
antimikrobnim latkam najednou. Dale Ize vyuZzit mmetn automatizace jednotlivych
kroku.

Metoda slouzi k posiné piesnému stanoveni kvantitativni citlivosti
mikroorganismu k testované latce. Jamky mikratitfa destéky byly naplrény
bujénem, testovanou latkou v klesajicich koncemntha@a suspenzi testovaciho kmene,
desttka se dala inkubovat, a poté se vizdatmeitaly vysledky. Koncentrace latky

VvV jamce, kteraustala jako posledrira (pred jamkou s nastem), uéila MIC.
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Na zéklad hodnoty MIC jsme si roziili Iatky do 3 skupin, a to:

slak® G&inné, MIC — 125, 250, 500 pmot.|
stredrs G&inné, MIC — 7,813, 15,625, 31,25, 62,5 pmbl.|
silng Gcinné, MIC — 0,488, 0,977, 1,953, 3,906 pnbl.|

Z vysledki naSeho testovani jsme stanovili pro kazdy tesidiaen latku, ktera
na reéj pusobila nejsildji. Je to latka s nejnizSi hodnotou MIC pro danyekmV gipacdt

bakterii vypadala situace nasleddvn

» Staphylococcus aurelSA):
SAL-2B z 6. skupiny (thiokarbamaty salicylanilid hodnota MIC 0,49 pmotl

» Staphylococcus aureusethicilin rezistentni (MRSA):
SAL-2B z 6. skupiny (thiokarbamaty salicylanilid hodnota MIC 0,49 pmotl

» Staphylococcus epidermidiSE):
SAL-2B z 6. skupiny (thiokarbamaty salicylanilid hodnota MIC 0,49 pmotl

» Enterococcus faecaliEF):
SAL-1-Bz z 10. skupiny (derivatyiznych struktur), hodnota MIC 3,9 pmdi.|

» Escherichia col(EC): bez dinku
» Klebsiella pneumoniaékP): bez dinku
» Klebsiella pneumoniaBSBL pozitivni (KP ESBL): bezdinku

» Pseudomonas aeruginog@A): bez dinku

Je patrné, Ze latka SAL-2Buagobila nejsilgji na grampozitivni koky SA,
MRSA a SE. Tato latka &a nejnizsi moznou hodnotu MIC 0,49 pmid).la to
odpovida velmi silnémudinku. Latka SAL-1-Bz dginkovala nejsilgji na EF, podle
hodnoty MIC jde je&t o silny (inek. Na EC, KP, KP ESBL a PA n&dkovala Zzadna

Z testovanych latek.
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U kvasinek a vlaknitych hub byla situace nasledujic

Candida albicangCA):
ITAM-IMIN  z 10. skupiny (der.tznych struktur), hodnota MIQ5,62 umol.I*
po 24 hod a 62,5 pmot-po 48 hod inkubaci

Candida tropicalig(CT):

ITAM-IMIN  z 10 skupiny (derfznych struktur), hodnota MIC 135mol.I*
MBTZ-13 z 9. skupiny (der. 2-merkaptobenzothiazolu), M®5 umol.I* po 24 hod
a 250 pumol:t po 48 hod inkubaci

Candida kruse{CK):
ITAM-IMIN  z 10. skupiny (der.tznych struktur), hodnota MIG1,25 umol.r*
po 24 hod a 250 pmot.lpo 48 hod inkubaci

Candida glabrataCG):
ITAM-IMIN  z 10. skupiny (der.dznych struktur), hodnota MI@,81 pmol.I*
po 24 hod a 62,5 pmot-po 48 hod inkubaci

Trichosporon asahi{TA):
ITAM-IMIN  z 10. skupiny (der.dznych struktur), hodnota MI@,81 umol.I*
po 24 hod a 15,62 pmot.po 48 hod inkubaci

Aspergillus fumigatugAF):
ITAM-IMIN ~ z 10. skupiny (der.tznych struktur), hodnota MIQ5,62 umol.I*
po 24 hod a 125 pmot.lpo 48 hod inkubaci

Absidia corymbifergdAC):
ITAM-IMIN  z 10. skupiny (der.dznych struktur), hodnota MI®2,5 umol.I*
po 24 hod a 125 pmot.lpo 48 hod inkubaci

Trichophyton mentagrophytésM):
SAL-1B z 6. skupiny (thiokarbamaty salicylanilij hodnota MIC 1,9%tmol.I*
SAL-2B z 6. skupiny (thiokarbamaéty salicylanilij hodnota MIC 1,9%tmol.I*
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Zde je jednoznany &inek latky ITAM-IMIN z 10. skupiny. Bsobila stedrg
silné na CA, CK, CG, TA, AF a AC. Slablcinkovala wici CT. Dale projevila slaby
acinek na CT latka MBTZ-13 z 9. skupiny. Nejsijnpusobily latky SAL-1B a SAL-2B
Z 6. skupiny, které gy silny ¢inek na TM. U latek ITAM-IMIN a MBTZ-13 je patrna
kolisava hodnota MIC po 24 hod a 48 hod inkubailg. Zejmeé o projev fungistatického
Ucinku, ktery se délkou inkubace oslabuje. Hodnot& Mb 24 hod inkubaci tedy neni
finalni, mykoorganismus se po dalSich hodinach lialce jest mnozi a MIC se
po 48 hod inkubaci (TM 120 hod) posune k vySSi keoi@ci.

JelikoZz naSe testovani nebylo automatizované, magikiloném dojit s étSi
pravdEpodobnosti k chybam. Chyba sé&ze vyskytnout prakticky v kazdém krokut’ A
uz se to tyka testovanych latek, kmiermmaterialu, metodiky, inkubac& odeitu
vysledki. Zakladni podminkou nasi prace byla sterilita poek, fFistroji, chemikalii a
spravny zfisob pipetovani. Jednotlivé chyby se pak mohly tyléaedujicich bad

» testované latky Ccistota, pokr&ovani v testovani i #es vysrazeni latky
pii rozpouséni v DMSO neboistovém meédiu, rozpusti ve spravném objemu
DMSO

+ kultivace kmeni- nestandardni slozeni kultégiho ristového média, délka

kultivace, teplota  kultivaci, nestandardni kmen

e priprava suspenzi kmeh- hustota, sfd pouzivané suspenze, teplota
pii uchovavani, znasténi, kontaminace jinym kmenem

» priprava dvojkové redici Fady- pipetovani nespravného objemu, nespravného
média, peskaeni zkumavkyci jamky rezervoaru, nebo naopak pipetovani

stejného objemu dvakrat do jedné zkumavkjmky rezervoaru, nestandardni,

Spatrt pripraven&i uchovavanéirstové médium

e priprava mikrotitra éni destiky- presk@eni jamky, pipetovani stejného
objemu dvakrat do jedné jamky nebo jamky nespraymgetovani Spatného

objemu

* inkubace- délka inkubace, teplotdipnkubaci
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* hodnocent vizualni hodnoceni je subjektivni a relativnegesné. Pokud se
latka vysrazi jiz na zatku testovani v DMSO nebaistovéem médiu a my
pokratujeme v testovani dale, vede to k negativnimu djsle Latky by gitom
mohla byt @&innd a pouze Spatnrozpustna. Jde pak o fal€Smegativni

vysledek.

Touto metodou nefizeme wit 100% hodnotu MIC, protoZze jde o vizualni
odeiet vysledk. U bakterii je MIC rovna 95% inhibici néstu bakterialni kolonie, coz
odpovida poslednéiré jamce. U kvasinek a vlaknitych hub je ¢eemér piesny.
Relativni hodnota MIC kvasinek odpovida 80% pmld nafistu  kolonie
oproti kontrole, relativni hodnota MIC vlaknitychulh dokonce 50% inhibici néstu
kolonie proti kontrole v posledni jamgdédku. Pro pesrgjSi ode€et ¢irosti ¢i nanistu
v jamce by bylo vhodné pouzit spektrofotometr a rotikacni destéky s plochym

dnem jamek.

Na Katede anorganické a organické chemie je uskideana syntézaiznych
antimikrobnich latek. Tym kolem Prof. RNDr. Jarmi§n3Sové, CSc. a Mgr. Martina
Kratkého, Ph.D. se specializujéepevSim na syntézu deriudbenzensulfonamid a
salicylanilidi, syntetizuji ale i latky dalSich struktur. Jsoun@oné Usgsni, ziskané
informace tykajici se syntézy a biologické aktiviglicylanilidovych karbamata
thiokarbamat byly dokonce finalizovany do publikaiho vstupu. DalSi latky
podstupuji biologické hodnoceni nebo jsou jejidnky stale rozepsany (Kratky et al.,
2014).

Syntéza derivétsalicylanilidi se stala gédem z4jmu katedry. Testovanim byla
zjiSttna vyznamnda antibakterialni ¢gtné antimykobakteriélni), ale i antimykoticka
aktivita. Derivaty salicylanilid dale prokazaly komplexni mechanismusnku, ktery
pusobi na arovni buigné i molekularni. Maji bakteriostatickgiaek na gramnegativni
mikroby, na mikroby grampozitivni pak ¢iaiek baktericidni. Nejvyznangsimi
derivaty jsou estery salicylanilid s tiznymi kyselinami, ¢imz vznikaji acetéty,
karbamaty, estery s N-ch@&ymi aminokyselinami. U derivat salicylanilidi
esterového typu byla prokazana perspektivtbdépatogennich hub a bakterii. Jedna se
zejména o grampozitivni bakteriecétre MRSA), dale o atypické a rezistentni kmeny
mykobakterii @sobici tuberkulézu (Kratky et VinSov4, 2011). Vinp&ci jsme proto
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testovali dalSi nay nasyntetizované aizré substituované karbamaty, thiokarbamaty a
benzoaty salicylanilidl

Derivaty salicylanilidi jsme testovali také v diplomové praci. Tehdy singo
o latky typu karboxyldt a benzodi salicylanilidi. U obou skupin jsme shledali
ponerné silny &inek, v rekterych gipadech i velmi silny, jenz se projevoval hlavn
na grampozitivni koky. Tyto latky ukazalydity potencidl a budou nadale testovany a
zkoumany (Marova, 2012).

Zopakujme si, Ze salicylanilidy jsou odvozeny odsdijny salicylové. Ta
spol&né s anilinem vytvéi amidy, tzv. salicylanilidy (Obr. 35). Karbamatyop pak
sloweniny odvozené od kyseliny karbamové (Obr. 36) Earaty salicylanilid jsou

tedy estery salicylanilids kyselinou karbamovou (Waisser, 2006).

O__OH
OH N
H
+ OH

+pcp —
MW, PhCI

PCk... chlorid fosfority
MW... mikrovinné oz&vani (530 W, 600 rpm, 22 min)
PhCI... chlorbenzen

Obrazek 35Syntéza salicylanilitl (Kratky et al., 2014)

o]

J

HO™ "NH,

Obrazek 36 Strukturni vzorec karbamové kyseliny

Karbamaty salicylanilid v naSi praci byly substituovanyiznymi halogeny
v poloze 4 anilinového jadra, v poloze 4 jadra salicylové édysy se nachazel chlor a
vliv substitueni na &innost jsme pozorovali na aminoskupikarbamové kyseliny.
Porovnavali jsme, zda jecinngjSi substituce alkylem (methyl), arylem (fenyl) oeb

jejich kombinace.
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Prvni testovana skupina, 4-chlor-2-fehlorfenyl) karbamoyl] fenyl karbaméty,
nesla v poloze “4anilinu chlor. U bakterii byla nejvyhod8i substituce aminoskupiny
karbamové kyseliny ddma methyly. U kvasinek a vlaknitych hub tomu byteji.
Pokud byl na aminoskupinptitomen aspi jeden fenyl, latky automaticky postradaly
acinek, a to jak na bakterie, tak kvasinky a viakiitdy.

Druh4 testovana skupina, 2-[{fgromfenyl) karbamoyl]-4-chlorfenyl karbamaty,
nesla na anilinu v poloze” drom. Rizné substituce aminoskupiny neprojevilingk
na zadné bakterie, kvasinky, ani vlaknité houbyzidégné, Ze pokud byl substituentem
v poloze 4 brom, postradaly latkydinek.

Treti testovand skupina, 4-chlor-2-Hfluorfenyl) karbamoyl] fenyl karbamaty,
byla substituovana na j&s anilinu v poloze 4 fluorem. V gipac bakterii byla
vyhodrgjSi substituce na aminoskupindvéma methyly. V pitomnosti fenylu se
antibakterialni @inek wvytratil. U kvasinek a vlaknitych hub setinek projevil
pii substituci déma methyly a déma fenyly. Substituce dma methyly vykazovala
o reco silrgjSi inek. Kombinace substituantenylu a methylu nebylagcinna viilbec.

Ctvrta testovana skupina, 2-{[4trifluormethyl) fenyl] karbamoyl}-4-chlorfenyl
karbamaty, nesla na jéanilinu v poloze 4trifluormethylovou skupinu. Einek i
bakteriim, kvasinkam a vlaknitym houbam neprojewdlai jedna latka. Substituce
trifluormethylem nevykazalacekavanou &innost.

Pata testovana skupina, 2-(fenylkarbamoyl) fenyb&maty, nerdla substituci
v poloze 4 anilinu, ale ani v poloze 4 jadra salicylové kysgl Na aminoskupi&jsme
porovnavali géinek methylu a fenylu, ale épani jedna latka neprojevila antibakterialni
ani antimykotickou aktivitu. Latky bez substitueezshlediska ¢ginnosti neosedcily.

Z vysledki je patrné, Ze dinek projevily nasledujici latky. Byly to latky, édte
nesly v poloze 4anilinu chlor nebo flor (brom, triflurmethyl, Zadrsubstituce — bez
acinku), byly substituovany v poloze 4 salicylové &lsy chlorem, na aminoskugin
karbamové kyseliny nesly dva methylyigadre 2 fenyly pro antimykoticky &inek
viaci TM. Celkow se jako nejanngjsSi (antibakteriald i antimykoticky) projevila
struktura, substituovana v polozé 4 4 chlorem a nesouci na aminoskepava
methyly. S touto strukturou by se tedylmdale pracovat a zdokonalit ji k optimalnimu

ucinku.
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Sestou testovanou skupinou byly thiokarbamaty galidlidt. Z karbamové
kyseliny nam vyminou atomu kysliku, vazaného dvojnou vazbou na ukdé&siru
vznikla thiokarbamova kyselina. Ta byla na amingsk®l substituovana dna
methyly. Porovnavali jsmecinnost substitueiit v poloze 4 anilinu a 4 salicylové
kyseliny U bakterii se ndm jako nejviceinnd projevila latka, jeZ nesla v poloze
4’ brom a v poloze 4 chlor. U kvasinek a vlaknityakbtbyla nejdinngjsi taktéz tato
kombinace a zhruba stéjacinna i kombinace chloru v obou polohach. Celkee jako

antimikrobialré nej&EinngjSi projevila substituce polohy 4 chlorem ‘aomem.

Dale jsme testovali estery salicylanilids kyselinou benzoovou (Obr. 37),
tzv. benzoaty. Latky nesly v polozé dnilinu trifluormethylovou skupinu, v poloze 4
jadra salicylové kyseliny byl substituentergktery z halogeth a hlavni substituce byla
provedena v poloze 4 jadra benzoové kyseliny. Substem této polohy byl lil

methyl, nebo formyl.

Obrazek 37 Strukturni vzorec benzoové kyseliny

Sedméa testovana skupina, 2-fdrifluormethyl) fenyl] karbamoyl}-4-
chlorfenyl benzoaty, nesla v poloze 4 salicylovédiiny chlor a v poloze 4 benzoové
kyseliny se nachazel jiz zitovany methyl, nebo formyl. Vifpad: bakterii se jevila
acinngjSi substituce formylem, latka substituovana mediyhebyla tinna. Ani jedna
z latek nemila antimykoticky @inek, kvasinky a vlaknité houby bylyadi jejich
pusobeni imunni.

Osmé testovana skupina, 4-brom-2:{[&ifluormethyl) fenyl] karbamoyl}
fenyl benzoaty, nesla v poloze 4 salicylové kyseliorom, v poloze 4 benzoové
kyseliny jsme porovnavali @p u¢innost methylu a formylu. Na bakteriggobila Iépe
substituce formylem, substituce methylem byladgmata. Na kvasinky a vliaknité houby

opét nepisobila ani jedna z testovanych latek.
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Z vysledki vyplyva, Ze testované benzoaty postradaly zcelamgkotickou
aktivitu. Podle hodnot MIC a SirSiho spektra arkibaalniho @inku se ukézala
vyhodrgjSi substituce chlorem v poloze 4 salicylové kysela formylem v poloze

4 benzoové kyseliny.

Devéatou testovanou skupinou byly derivaty 2-meraphzothiazolu.
Porovnavali jsmetizné substituce vazanégs atom siry k zakladni strukéy kterou byl
benzothiazol. Substituentem bylgzné karboxylové kyseliny uhlovodikcyklickych,
acyklickych a aromatickych. Reakci karboxylové HKiyse s thiolovou skupinou,
umiseénou v poloze 2 benzothiazolu, vznikly thioesteryamhiazolu s karboxylovymi
kyselinami. U bakterii se jako nejlepsSi substituemrjevila kyselina ethanova (octova)
a 4-nitrobenzoova. U kvasinek a vlaknitych hub lsjitaace stejna, jako dalSi vhodny
substituent se ukazala 2-{[(benzyloxy) karbonyl]iam-3-fenylpropanova kyselina.
Latky této skupiny fpisobily Iépe antimykoticky. ¥¢i kvasinkdm a vlaknitym houbam

Vi syt

substituci 4-nitrobenzoovou kyselinou, a to proteak, kvasinky i vlaknité huby.

Posledni desatou testovanou skupinou byly derivanych struktur. Slo
o zbylé latky, které nebylo mozno struktéirmaradit do zadné zipdeSlych skupin.
Stejny strukturni zaklad &y latky ITAM-IMIN a IMIN-mCH 3 Jejich zakladem byl
3-methylenpyrrolidin-2,5-dion s navdzanym fenylempoloze 1, jenz byl déle
substituovan. Vfipad latky ITAM-IMIN byl substituentem v poloze 1
3',.4’-dichlorfenyl, u latky IMIN-mCH to byl 3-methylfenyl (toluen). Rekvapivy
ucinek projevila latka ITAM-IMIN. Winkovala ¢asténd na grampozitivni koky, ale
piedevsim prokazala slaby d&extre silny (€inek na vSechny testovaci kmeny kvasinek
a vlaknitych hub. Oproti tomu latka IMIN-mGHheprojevila dinek ani antibakterialni,
ani antimykoticky. Posledni latka této skupiny SAIBz je derivatem odvozenym
od salicylanilidi. Jde o ester salicylanilidu s benzyl dhbu kyselinou, tzv. benzyl
karbonat salicylanilidu. Samotny salicylanilid bgubstituovan chlorem v poloze
4’ anilinového jadra a v poloze 4 jadra salicylovédliny. Tato latka {osobila velmi
silné na grampozitivni koky, sedre silny (€inek projevila wi¢i kvasince TA. Na zbylé

testovaci kmeny vSakéiinek neprokazala.
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Je nutné si wdomit, Ze cilem naSeho testovani nebylo najit latkkara by
(cinkovala sodasré na bakterie, kvasinky i vidknité houby. Latky @kiinné maji
spiSe antisepticky az dezintell (Cinek a misobi na vice dridhmikroorganisnd. NaSi
snahou bylo najit latku s vyraznyntitkem konkrétd na bakterie, kvasinky nebo
vlaknité houby. Mla by to byt latka s Uzkym spektrentiiku namfenym gFimo
na uckity kmen. Nejlépe by #o jit o kmen problematicky, rezistentni k antindknim

latkdm a fisobici nozokomialni nakazy.

Pokud shrneme vysledkytugobeni latek na bakterialni kmeny, dojdeme
k zawru, Ze testované latkyciinkovaly pouze na grampozitivni koky. Nepditta se
nam najit jedinou latku, ktera byuagobila na problematické gramnegativnickly,
piedevsim na polyrezistentni KP ESBL a PA.

Velmi pozitivnim vysledkem je objeventkolika latek majicich anti-MRSA a
anti-SE aktivitu, a to i velmi silnou. Mnoho latgiisobilo také na SA. NejhorSi
vysledky jsme zaznamenali u EF, algegto jsme nasli jednu latku se silnyginkem.

Ve skupirg kvasinek a vlaknitych hub Ggobilo nejvice latek, zéaroie
i nejsilngji, na vldknitou houbu TM. Nejhorsi situace bylaopak u vlaknité houby AC,
na kterou psobila jedina testovana latka a to navic fungiskgtn (inkem, ktery se
délkou inkubace oslabil. Kvasinky rodCiandidg kvasinku TA, vlaknitou houbu AF
ovlivnilo slabym @&inkem vyjimené par latek 9. skupiny, vyraznyiaek na & vSak
prokazala latka ITAM-IMIN z 10. skupiny. Na kvasinkTA pasobila navic sedrs
siln¢ i latka SAL-1-Bz z 10. skupiny.

Zvysledki je zZejmé, Zze latka ITAM-IMIN ma velky potencil
v antimykotickém fsobeni. DalSi zkoumani a obimovani struktury by se #&o
zantfit tedy prav na ni. Jedinou jeji nevyhodou je fungistatickynek, jenz se délkou

inkubace oslabuije.
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10. Zavér

* SvyuzZitim mikrodilgéni bujonové metody jsme otestovali celkem 35 latek
roz&lenych na zaklatlspole&nych strukturnich znakdo 10 skupin.

» Létky jsme testovali na 8 kmenech bakteridlnich fargalnich. Objevili jsme jak

latky &€inné, tak i nedinné.

* NejsilngjSi  antibakterialni &nek jsme zaznamenali u latek 6. skupiny
(thiokarbamaty salicylanilit), a to zejména u latky SAL-2B. Dale projevila velm

silny &inek latka SAL-1-Bz z 10. skupiny (derivatyznych struktur).

* Antibakterialre zcela netinné byly latky 2., 4. a 5. skupiny. Jednalo se-[§42-
bromfenyl) karbamoyl]-4-chlorfenyl karbamaty, 2-{{@&rifluormethyl) fenyl]
karbamoyl}-4-chlorfenyl karbamaty a 2-(fenylkarbayt)denyl karbaméty.

» Jako nejcitli¥jSi bakterialni kmen se projevil grampozitivni kBR, latky postradaly
acinek vici EC, KP, KP ESBL a PA. Spektruntiagku latek zahrnulo tedy pouze

grampozitivni koky. Gramnegativnichclgy byly vici pasobeni latek imunni.

» NejsilngjSi antimykoticky @inek jsme prokézali u latek 6. skupiny (thiokarb&mna
salicylanilidi), vétSina latek této skupinytgobila pouze na TM, nejsiji vSak
SAL-1B a SAL-2B. Sikou spektra &nku na tom byla nejlépe latka ITAM-IMIN

z 10. skupiny (derivatyiznych struktur), kteragsobila na vSechny fungalni kmeny.

» Za antimykoticky zcela n€inné jsme oznali latky 2., 4., 5., 7. a 8. skupiny. Jsou to
2-[(4’-bromfenyl) karbamoyl]-4-chlorfenyl karbamaty, 24{{(trifluormethyl) fenyl]
karbamoyl}-4-chlorfenyl karbamaty, 2-(fenylkarbanhoyenyl karbamaty, 2-{[4
(trifluormethyl) fenyl] karbamoyl}-4-chlorfenyl bermaty a 4-brom-2-{[4
(trifluormethyl) fenyl] karbamoyl} fenyl benzoaty.

* NejcitlivgjSim fungalnim kmenem byl dermatofyt TM. Latky awlily spolené
svymi spektry dginku vSechny kmeny kvasinek a vlaknitych hub, Zadeyistal

imunni.
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