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1. Abstrakt

Mgr. Radek Navratil

Vyhodnoceni aktivity potencialné antimikrobialnich latek pomoci mikrodilucni
bujénové metody

Rigorozni prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Cilem této prace bylo stanoveni antibakterialni a antimykotické aktivity
49 |latek pfipravenych na Katedfe organické a anorganické chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy.

Na zakladé spoleCnych strukturnich znakl byly latky rozdéleny do Sesti
skupin a otestovany pomoci mikrodilu€ni bujonové metody na osmi kmenech
bakterii a osmi kmenech kvasinek a vlaknitych hub.

NejvysSi antibakterialni aktivitu vykazala skupina derivatd 3-phenyl-2H-
1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithionu  u kmene Staphylococcus aureus. Pro
mikromycety byly nejaktivnéjSi derivaty N-benzylsalicylthioamidu u Absidia
corymbifera. Zadna ztestovanych latek nebyla G&inna na gramnegativni
bakterie.

Nahrada oxo skupiny thioxo skupinou v molekule 3-phenyl-4-thioxo-3,4-
2H-1,3-benzoxazin-2-onu vedla, vyjma S.aureus, ke sniZeni aktivity. Substituce
vodiku halogenem v molekule 1,3-benzoxazinu vedla ke zvySeni aktivity.

Pro ziskani jednoznaénych vysledkl je tfeba dalSiho testovani.



2. Abstract

Mgr. Radek Navratil

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

Rigorous thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

The aim of this thesis was to asses the antibacterial and antifungal
activity of 49 substances prepared at the Department of organic and Inorganic
chemistry, Faculty of Pharmacy of Charles University.

According to their structural characteristics the substances were divided
into six groups and tested through the microdilution broth method at eight
strains of bacteria and eight strains of pathogenic fungi.

The highest antibacterial activity was observed at the derivatives of 3-
phenyl-2H-1,3-benzoxazine-2,4(3H)-dithione against Staphylococcus aureus.
The highest antifungal activity was shown by the derivatives of N-
benzylsalicylthioamide against Absidia corymbifera. None of the tested
substances presented efficiency against gramnegative bacteria.

The replacement of the oxo group by thioxo group in molecule of 3-
phenyl-4-thioxo-3,4-2H-1,3-benzoxazine-2-one led to a reduction of activity with
exclusion at S. aureus. The replacement of hydrogen by halogene in molecule
of 1,3-benzoxazine led to an improvement of activity.

Further testing needs to be carried out to acquire definite results.



3. Seznam pouzitych zkratek

AC Absidia corymbifera

AF Aspergillus fumigatus

AIDS Acquired Immune Deficiency syndrome
ATB antibiotikum

ATM antimykotikum

ATP adenosintrifosfat

CA Candida albicans

CFU colony forming unit

CG Candida glabrata

CK Candida krusei

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute
CNS centralni nervova soustava

CT Candida tropicalis

CTX-M cefotaximaza M

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

EC Escherichia coli

EF Enterococcus faecalis

EHEC enterohemoragicka Escherichia coli
EIEC enteroinvazivni Escherichia coli
EPEC enteropatogenni Escherichia coli
ESBL Extended Spectrum B-lactamase
ETEC enterotoxigenni Escherichia coli

EUCAST European Comitee on Antimicrobial Susceptibility Testing

G', G grampozitivni, gramnegativni

GIT gastrointestinalni trakt

GXM glukuronoxylomanan

HIV Human Immunodeficiency Virus

KP Klebsiella pneumoniae

KP-E Klebsiella pneumoniae ESBL pozitivni
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MHB
MIC
MOPS
MRSA
NCCLS
PA
PBP
PK
PNAG
PP
RNA
RPMI
SA
scc
SE
SSSS
TA
™
TSST
VISA
VRE
VRSA

Mueller-HintonUv bujon

minimalni inhibi¢ni koncentrace
3-(N-morpholino)propansulfonova kyselina
methicillin rezistentni Staphylococcus aureus
National Comitee for Clinical Laboratory Standards
Pseudomonas aeruginosa

penicillin-binding protein

plazmakoagulaza

poly-N-acetylglukosamin

pfirozené peniciliny

ribonukleova kyselina

Roswell Park Memorial Institute
Staphylococcus aureus

Staphylococcal Chromosome Casette
Staphylococcus epidermidis

Staphylococcal Scalded Skin Syndrome
Trichosporon asabhii

Trichophyton mentagrophytes

Toxic Shock Syndrome Toxin
vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus
vankomycin rezistentni Enterococcus

vancomycin rezistentni Staphylococcus aureus
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4. Zadani — cil prace

e reSerSe literatury

e zvladnuti zakladnich technik v mikrobiologické laboratofi

e vypracovani postupu vyhodnoceni antimikrobialni aktivity in vitro
pomoci mikrodilu¢ni bujénové metody

e vlastni experimenty

e zpracovani vysledku

e vyhodoceni vysledkl, jejich interpretace a diskuze s vyuZzitim

teoretickych a praktickych znalosti dané problematiky
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5. Uvod

Hledani novych, antimikrobialné ucinnych, latek je jednou z odpovédi na
problém, ktery s sebou pokrok |ékarské védy paradoxné pfinasi. Rozvoj
organovych transplantaci, operaci srdce a mozku, vyuziti imunosupresiv spolu s
prodluzovanim délky Zivota jedinci s onemocnénim AIDS a hematologickymi
malignitami vedou Kk prudkému narustu poctu imunokompromitovanych
pacientd. Tito jsou ohroZeni oportunnimi patogeny jak v komunité, tak diky
Castym pobytim v nemocniénim prostfedi i nozokomialnimi nakazami a
vyznamneé se zvySuje spotfeba antimikrobialnich latek k jejich I1éEbé a profylaxi.

VyS8e uvedené, spolu s masivnim vyuzitim antibiotik v Zivocisné vyrobé,
neracionalni, mnohdy nadbyteCnou preskripci antibiotik a v neposledni fadé i
non-compliance samotnych pacientd pfispiva Kk celosvétovému narastu
rezistence. Zejména nozokomialni kmeny jsou diky vysokému selekénimu tlaku
odolné az rezistentni k latkam pouzivanym v klinické praxi a nékteré
multirezistentni patogeny byly pozorovany i v komunité. Nové latky pfinaseji
moznosti |éCby infekci témito kmeny, pfipadnou alternativu k pouzivanym
molekulam v pfipadé kontraindikaci a vy8Si ucinnost terapie pfi mensim
zatizeni pacienta toxicitou.

Vyvoj novych antimikrobialnich latek narazi i na neochotu
farmaceutického primyslu zabyvat se timto odvétvim, které ma, z finanéniho
hlediska, velmi nejistou prognézu. Ztoho dudvodu nabyva na vyznamu
screening aktivity chemickych latek, experimentalné pfipravenych primarné za
jinym ucCelem, ktery umozni cilené v budoucnu zamérovat €as a prostfedky

pouze na struktury s ovéfenou aktivitou.
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6. Teoreticka ¢ast

6.1. Charakteristika bakterialnich testovacich kmenu

6.1.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (SA) patfi mezi nejvirulentnéjsi zastupce rodu
Staphylococcus (Murray et al., 2009). Radi se mezi grampozitivni, koagulaza-
pozitivni a katalaza-pozitivni bakterie. Podobné jako vétSina stafylokokl je
pomeérné rezistentni k fyzikalnim vlivim vnéjSiho prostfedi. Odolava zahrati na
55 °C po dobu 30 minut, vysychani a az 10% koncentraci NaCl, ¢ehoz lze
s vyhodou vyuzit pfi jeho selektivni izolaci ze silné kontaminovaného materialu
(Bednar et al., 1996). Na pevnych pudach tvofi hladké, lesklé, lehce konvexni
kolonie, které jsou zbarveny krémové, Zluté az oranzové diky produkci
karotenoidnich pigmentd. V bujonu vytvari bohaty zakal a sediment (Bednar et
al., 1996). V klinickém materialu se vyskytuje spiSe jednotlivé, ve dvojicich a
nepravidelnych shlucich (Murray et al., 2009).

V zevnim okoli se SA vyskytuje jen v okoli ¢lovéka a zvifat. Clovék je
kolonizovan uz od prvnich dna zZivota, nejvice na kizi rukou, periena, kstice a
sliznici dychaciho a zazivaciho traktu (Bednar et al., 1996). (Murray et al., 2009)
uvadi, ze pfi rutinnim vySetfeni jej |ze prokazat az u 30 % zdravé populace.
VysSi vyskyt byl zaznamenan u zdravotnickych pracovnikl, pacientd
s ekzematickym onemocnénim a u pravidelnych uzivateli jehel. Nutno dodat,
ze kolonizace zdravy organismus neposkozuje, a pusobi jako imunizacni
stimulus.

SA vytvari celou fadu struktur s antigenni aktivitou, z nichz nékteré Ize
s vyhodou vyuzit pfi jeho identifikaci. Jako u v8ech grampozitivnich bakterii je
zakladni komponentou bunécné stény peptidoglykan, enzymy katalyzujici jeho
tvorbu se oznacuji jako penicilin vazajici proteiny (penicilin-binding proteins,
PBP) a jsou mistem ucinku B-laktamovych antibiotik. Po ziskani genu mecA
jsou bakterie schopné vytvaret pozménénou formu proteinu, ¢imz je podminéna
rezistence napf. k methicilinu (Murray et al., 2009). Peptidoglykan sam o sobé
ma vyraznou schopnost stimulovat produkci zanétlivych cytokind (napf.
interleukin-6 a tumor nekrotizuji faktor-a) a iniciovat prokoagulaéni mechanismy

(Mattsson et al., 2002). Mezi druhové specifické povrchové antigeny,
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kovalentné vazané na peptidoglykan patfi protein A a kyselina teichoova.
Protein A ma schopnost se vazat nespecifickou reakci na Fc oblast molekuly
IgG (kromé podtfidy 1gG3), ma inhibiéni efekt na opsoninovou aktivitu séra a
antikomplementarni a antifagocytarni ucinky (Gomez et al., 2006). Teichoova
kyselina se vaze na kyselinu muramovou peptidoglykanové vrstvy a na povrchu
bunécné stény vytvari fagoveé receptory (Bednar et al., 1996).

Z extracelularnich proteinl jsou vyznamné zejména toxiny, které
zpusobuji nékteré charakteristické symptomy pfi infekci. a-toxin je povazovan
na chromozému i na plazmidech a je produkovan vétSinou kment SA (Murray
et al., 2009) Je produkovan jako samostatné jednotky, které se vazou na
membranové lipidy, kde se spojuji v hexamerovou formu s centralnim pérem o
priméru 1-2 nm, ktery vede k uniku intracelularniho obsahu. V nizkych
koncentracich je pro ucinek vyZadovan specificky receptor, ve vysSich
koncentracich se vaze nespecificky. V lidském organismu jsou k nému citlivé
zejména trombocyty a makrofagy (Rohilla, 2010).

B-toxin pusobi jako fosfolipaza C, nejucinngjsi je tedy k ov€éim a hovézim
erytrocytim, které obsahuji v povrchové membrané nejvice sfingomyelinu.
Patrné z toho duvodu je jeho produkce charakteristicka pro kmeny SA zvifeci
provenience (Bednar et al., 1996). e-toxin je maly polypeptid jehoz nespecifické
pusobeni je dano nikoliv enzymatickym ale detergentnim plsobenim na
bunééné membrany (Murray et al., 2009).

Toxiny a az € jsou nékdy oznaCovany jako hemolyziny, coz mize byt
ponékud zavadeéjici nebot jejich spektrum uCinku se nevztahuje pouze na
erytrocyty.

Pro SA specifickym proteinem je plazmakoaguldza (PK), ktera
s modifikovanym protrombinem vytvari komplex aktivujici fibrinogen na fibrin,
coz muze pfispivat k vytvareni abscesu. Néktefi autofi [napf. (Murray et al.,
2009)] uvadéji PK jako faktor virulence nebot mulze chranit burnku pfed
fagocytézou. Sérotypizace PK je jednou zmetod pro kontrolu Sifeni
stafylokokovych infekci (Rohilla, 2010). Naproti tomu stafylokinaza je schopna
rozpoustét fibrinové srazeniny a podpofit tak Sifeni infekce do ostatnich tkani.
Produkovana je pouze kmeny SA humanniho puvodu (Bednarf et al., 1996).
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Epidermolytické toxiny se vyskytuji pfiblizné u 5-10 % kmenu SA a
posSkozuji stratum granulosum epidermis coz vede ke vzniku intradermalnich
trhlin vyplnénych tkanovou tekutinou, vystupnovani tohoto stavu se oznacuje
jako syndrom opafrené kuze (Staphylococcal scalded skin syndrome, SSSS),
kdy se povrchova vrstva epidermis odluCuje spontanné pod mirnym tlakem
prstu (Ladhani et al., 1999). Toxin syndromu toxického Soku (TSST-1) pusobi
v organismu jako superantigen, ktery se vaze na 3, domény makrofagl a Vf
lymfocytd, coz vede k nadprodukci cytokini a toxickému Sokovému syndromu
(Bednaf et al., 1996).

Enterotoxiny maji taktéz superantigenni aktivitu a pozoruhodnou
tepelnou (odolavaji varu po dobu 30 minut) a chemickou (odolnost
k Zalude&nim hydrolazam) stalost. Produkovany jsou 30-50 % kmenu a kromé
ucinkd na GIT mohou vyvolat pfiznaky Soku podobného TSST-1 (Murray et al.,
2009).

Problematika antimikrobialni rezistence kmene Staphylococus aureus

bude podrobné rozebrana v kapitole 6.1.2.

6.1.2. Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

Kolem 80 % kmenU SA je vsouCasné dobé rezistentni k penicilinu
(Bednar et al., 1996), tato rezistence byla zpozorovana v nemocnicich jiz roku
1942, dva roky po jeho zavedeni do klinické praxe (Kolendi, 2010). Podstatou je
enzymaticka inhibice antibiotika tvorbou enzymu penicilinazy. Informace pro
tento typ rezistence muize byt uloZzena na plazmidu, coz znacné pfispélo
k rychlému rozSifeni mezi stafylokoky (Murray et al., 2009). Tento problém feSi
semisyntetické peniciliny a kombinace s inhibitory B-laktamaz. Kratce po
zavedeni methilicinu do praxe vroce 1960, byly izolovany kmeny rezistentni
k této latce (Barber, 1961). Dochazi u nich k produkci pozménéné formy
enzymu peptidoglykan transpeptidazy (PBP2a nebo PBP2'), ktera ma mnohem
mensi afinitu methicilinu nez puvodni forma. Tato forma je kddovana 2,1 kb
velkym genem mecA, ktery se nachazi v useku oznaCovaném SCCmec
(Staphylococcal chromosome cassete mec). Existuje sedm hlavnich variant
SCCmec, které se liSi velikosti a obsazenymi geny (Katayama et al., 2000).
Tyto geny, ziskané napf. z plazmidld, mohou spektrum rezistence meénit. V
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pfipadé SCCmec typ |, IV, V, VI, VIl jde pouze o B-laktamova ATB naproti tomu
SCCmec typu Il a lll obsahuji i rezistence k aminoglykosidiim, tetracyklinim,
makrolidim, linkosamidim, streptograminu a dokonce i téZkym kovim jako rtut
a kadmium (Ito et al., 2003; Leclercq, 2002; Oliveira et al., 2006; Takano et al.,
2008).

Ackoliv byl dlouho MRSA povazovan za pfevazné nozokomialni patogen,
byl roku 2002 pozorovan jeho zvySeny vyskyt ve vzorcich ziskanych
z komunity. Tyto kmeny se mnozily mnohem rychleji a byly rezistentni k nizSimu
poctu B-laktam (Okuma et al., 2002). Jejich spoleénym znakem je pFitomnost
SCCmec typu IV, Panton-Valentinova toxinu a zachovana citlivost k ostatnim
nebetalaktamovym ATB (Murray et al., 2009). V souc€asnosti pfijimana teorie o
puvodu CA-MRSA (comunity associated MRSA) predpoklada, ze pravé mensi
velikost a relativni stabilita SCCmec typu IV usnadnila pfenos rezistence
pomoci fagud na rdzné, plvodné citlivée, kmeny SA (Pan et al., 2005).
Nozokomialni kmeny maji ve svém genomu uloZeny pfevazné vétsi SCCmec
prevazné typu Il a lll (Rehm a Tice, 2010).

Lékem volby pfi 1é€bé infekci MRSA byly dlouhou dobu glykopeptidy,
nicméneé jiz roku 1997 byly zaznamenany pfipady infekce kmenem se snizenou
citlivosti k vankomycinu (Hiramatsu et al., 1997). Tyto kmeny oznaCované jako
VISA (vancomycin-intermediate SA) mély vyrazné zesilenou bunécnou sténu,
ve které dochazelo k zachyceni molekul ATB uz ve vnéjSich vrstvach. Dnes
jsou takto oznacovany kmeny, jejichz MIC vankomycinu je 4-8 pg/ml. Objevily
se i kmeny s MIC > 16ug/ml oznacované jako VRSA (vancomycin-resistant SA),
u kterych patrné doSlo k pfenosu rezistence z enterokoku (CDC, 2002). Byl
prokazan in vitro pfenos genu vanA, ktery vede zménam v syntéze prekurzoru
peptidoglykanl, z vankomycin rezistentniho Enterococcus faecalis na SA
(Tenover, 2008).

6.1.3. Staphylococcus epidermidis

Na rozdil on SA, je S. epidermidis Ffazen mezi koagulaza-negativni
zastupce rodu Staphylococcus. Dominantné se vyskytuje na kiOzi obliceje,
v axilach, interdigitalnich prostorach, na koncetinach, perineu a sliznici
nosohltanu, kde ma komenzalni charakter. Mimo jiné patfi k nejCastéjSim
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kmenum izolovanym z hemokultur, je v8ak nutné vyloucit ¢astou kontaminaci
kmeny fyziologické flory kuze a sliznic (Bednaf et al., 1996). Ze v8ech infekci
zpusobenych koagulaza-negativnimi stafylokoky pfipada na SE 70-80 %
(Kayser et al., 2005).

B |
e

Obrdzek 1: Staphylococcus epidermidis, shluky bakterii v klinickém materialu

(prevzato z: http://web.uconn.edu/mcbstaff/graf/Student%20presentations/S%20epidermidis/staph
epi4.jpg)

Nema tak Siroké spektrum produkovanych toxinG a faktoru virulence jako
chronicky charakter s nespecifickymi pfiznaky (Rohilla, 2010). Patogenita SE
tkvi v jeho schopnosti adherovat k povrchum a vytvaret biofilm. In vitro preferuje
zejména hydrofobni povrchy. V organismu se vaze na proteinovou vrstvu, ktera
se na povrchu vytvofi kratce po zavedeni, zejména na fibrinogen, fibronektin a
kolagen. Jednotlivé bunky biofilmu jsou zakotveny v matrix, jejiz nejvétsi podil
tvofi polysacharid poly-N-acetylglukosamin (PNAG) s monomery propojenymi
v mistech $1-6 (Otto, 2009). Kromé& PNAG burky produkuji také pseudopeptid
poly-y-glutamovou kyselinu, ktera je chrani pfed fagocytézou neutrofily a patrné
jim umozruje rast i v prostfedi s vysokou koncentraci soli (Kocianova et al.,
2005). Extracelularni hmota chrani bakterie pfed plsobenim antibiotik i
nespecificky pulsobicich latek napf. jodovaného povidonu. Naopak pomérné
dobfe ucinné jsou alkoholy a peroxid vodiku v koncentraci 3% a 5% (Presterl et
al., 2007).
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Dulezitym predisponujicim faktorem pro vznik infekce je pfitomnost
ciziho télesa. Jedna se zejména predméty z umélych hmot zavedené Iékarskym
zakrokem: katétry, cévni nahrady, umélé chlopné a klouby, kontinualni
peritonealni dialyzy aj. Kontaminujici bakterie pochazeji z povrchu kuze a
sliznic samotného pacienta nebo oSetfujiciho personalu (Bednar et al., 1996).
Se zvysujicim se vyuzitim vySe uvedenych metod se ze SE stava stale
vyznamnéjSi nozokomialni patogen. Nezfidka je tfeba vyjmout kontaminovany
material z organismu pacienta, jako jediny zpusob zvladnuti infekce.

Profil rezistence k antimikrobialnim latkam ma SE velmi podobny SA.
V nékterych oblastech, napf. USA, je 75 — 90% nemocni¢nich kmenu
rezistentnich k methicilinu (Diekema et al., 2001). Pfenos mecA genu
koédujiciho syntézu pozménénych PBP je teoreticky mozny mezi jednotlivymi
druhy rodu Staphylococcus (Bloemendaal et al., 2010). Dale byla pozorovana
rezistence Kk fluorochinolondm, sulfonamidim, tetracyklinu, chloramfenikolu,
erytromycinu, gentamicinu a vzacné dokonce i Kk tigecyklinu, linezolidu a
streptograminim. Geny pro rezistenci jsou kédovany na plazmidech a
multirezistence je pozorovana spiSe u endemickych nozokomialnich kmen
(Rogers et al., 2009). Vzhledem k rozsahlé kolonizaci lidského organismu SE,
by mohlo dojit k vytvofeni “rezervoaru“ genu rezistence a jejich pfenosem ke
vzniku novych rezistentnich kmenu zejména v komunité (Otto, 2009).

Situaci komplikuje také schopnost SE vytvaret biofilm, coz mize az
tisicinasobné zvySovat odolnost bakterii (Mah a O'Toole, 2001). Jako pomérné
ucinny byl v téchto pfipadech povazovan rifampicin, ale kvuli vysokému riziku
vzniku rezistence se nedoporucuje jeho uziti v monoterapii (Hellmark et al.,
2009). Jako nejuCinngjSi se ukazaly kombinace rifampicin-klindamycin,
rifampicin-gentamicin, event. rifampicin-norfloxacin. Uziti alternativnich latek
tigecyklin, linezolid a daptomycin se ukazalo jako nerealné diky nemoznosti
dosahnout potifebné terapeutické koncentrace in vivo a jejich zatizeni vysokou

cenou a toxicitou (Gomes et al., 2012).

6.1.4. Enterococcus faecalis

Rod Enterococcus patfi mezi grampozitivni, katalaza-negativni bakterie.
Dfive byl, diky vySe uvedenym vlastnostem a pfitomnosti sténového antigenu
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skupiny D, fazen mezi streptokoky. Od roku 1984 tvofi samostatny rod, ktery
v soucasnosti obsahuje na 38 druhtd (Murray et al., 2009), nicméné v 90 %
klinickych nalezu je identifikovan Enterococcus faecalis, druhym nejCastéjSim je
potom E. faecium s 5-10 % (Kayser et al., 2005).

Kultivacné jsou enterokoky pomérné nenaro¢né, na rozdil od streptokok
rostou v rozmezi teplot od 10 °C do 45 °C, dafi se jim i pfi vysokém pH (8,5) a
v prostiedi s koncentraci NaCl do 6,5%. Dokonce pfezivaji pulhodinové zahrati
na 60 °C a jsou fakultativné anaerobni (Bednar et al., 1996). Na agaru tvofi
Sedobilé kolonie vétSinou bez hemolyzy, pfipadné s a-hemolyzou. V tekutych
pudach i klinickém materialu se seskupuje do dvojic nebo kratkych Fetizka,
¢asto mohou pfipominat pneumokoky (Murray et al., 2009).

Enterokoky jsou béznou soucasti normalni lidské i zvifeci flory tlustého
stfeva a Ize je prokazat v tenkém stfevé a genitalnim traktu (Bednaf et al.,
1996). V dychacich cestach a na kuzi je Ize ve vySSi mife nalézt u pacientd,
ktefi prodélali Ieé€bu Sirokospektrymi ATB (Murray et al., 2009).

Jedna se o klasické oportunni patogeny, jejich patogenita pro zdravého
jedince je nizka, byt je schopny adherovat na sténu bunék a produkovat
hemolytické a proteolytické enzymy. Patfi vS8ak mezi nejCastéjSi puvodce
nozokomialnich infekci (az 12 % vSech pfipadl), zejména smrtelnych
endokarditid. V soucinnosti s ostatnimi bakteriemi také infikuje pooperacni rany
v oblasti dutiny brisni (Murray et al., 2009). Do popfedi zajmu se dostava diky
vzristajici rezistenci témér ke vSem skupinam ATB.

Enterokoky maji schopnost pfijimat kyselinu listovou z okoli, coz je Cini
imunni k u€inkim kotrimoxazolu (Chenoweth et al., 1990) Jak E. faecalis i
E.faecium maji pfirozenou rezistenci k aminoglykosidim danou mimo jiné
snizenou propustnosti bunécné stény. Dfive byla proto pouZivana jejich
kombinace s B-laktamy nebo vankomycinem (Murray et al., 2009). Casta je také
chromozomalné kdédovana produkce enzymu aminoglykosid-6'-acetyl
transferazy u E. faecium (Bednar et al., 1996) zajistujici vysokou rezistenci ke
kanamycinu a tobramycinu. Pfimo v chromozému je také uloZena rezistence
k B-laktdmUum pomoci produkce PBP5 (E. faecium) nebo PBP4 (E.faecalis)
s nizkou afinitou (Rice et al., 2001).
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NejvétSim problémem se v soucCasnosti stava rostouci rezistence
ke glykopeptidim, zejména vankomycinu. Ve Spojenych statech se pfepoklada
u az 30 % vSech klinickych vzorkd (Flamm et al., 2012). Enzymatickou
zaménou D-ala konce molekuly peptidoglykanu za D-lac nebo D-ser vznikaji
prekurzory bunécéné stény s 1000 x nizSi afinitou k aminoglykosidiim. Soubor
genu umoznujicich tuto zménu je oznacovan jako van operon. Nej¢astéjsi formy
jsou vanA (kodujici rezistenci k vankomycinu a teikoplaninu), vanB (pouze
vankomycin) a vanC (pfirozena rezistence kvankomycinu napf. u
E.casseliflavus) (Gold, 2001). Jejich umisténi na plazmidech umozniuje snadny
pfenos i na jiné druhy bakterii napf. stafylokoky (Tenover, 2008). Terapie
pouzitim novych ATB jako je linezolid, kombinace chinupristin-dalfopristin,
tigecyklin a jejich kombinaci je sice stale pomérné ucinna, nicméné uz se
objevily pfipady rezistence i k témto, pivodné nadéjnym, latkam (Hollenbeck a
Rice, 2012).

6.1.5. Escherichia coli

EC patii do celedi Enterobacteriaceae, morfologicky se jedna o
gramnegativni ty¢ky o rozmérech 2-3 ym x 0,6 pm. Jsou pohyblivé
s peritrichdzné umisténymi biCiky. Nékteré typy tvofi pouzdra a jejich kolonie
maji hlenovity charakter (Bednar et al., 1996).

Biochemicky je fakultativné anaerobni, katalaza-pozitivni a oxidaza-
negativni se schopnosti fermentace glukézy a laktézy. Je schopna rist na
zakladnich kultivaénich ptudach s optimem pfi 37°C. Na MacConkey agaru tvofi
ruzovofialové kolonie coz Ize s vyhodou vyuzit pfi diferenciaci od dalSich rodu
Celedi Enterobacteriaceae napfiklad Shigella, Salmonella a Yersinia (Murray et
al., 2009).

Ve velkych poctech se nachazi v tlustém stfevé jako bézny komenzal,
kde se neprojevuje, dokud neziska specifické faktory virulence nebo nedojde
k jejimu zavle€eni mimo stfevo. Je plvodcem vice nez 80 % infekci mo€ovych
cest a velkého poctu gastorenteritid v rozvojovych zemich (Murray et al., 2009).
Pfitomnost EC je zakladnim indikatorem kontaminace vody a potravin fekaliemi
(Kayser et al., 2005).
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Obrazek 2: Escherichia coli
(pfevzato z: http://navymedicine.navylive.dodlive.mil/files/2011/11/ETEC-Electron-Microscopy-for-web.jpg)

S ostatnimi ¢leny Celedi Enterobacteriaceae sdili EC hlavni stavebni
sloZzku bunécné stény, lipopolysacharidovy komplex. Sestava s hydrofilni
komponenty, tzv. O specifického polysacharidu jehoz zmény ve slozeni slouzi
k sérotypizaci v ramci rodu. Druha ¢ast, hydrofobni lipid A, se chova jako
endotoxin, pokud je uvolnén pfi lyze buriky (Bednar et al., 1996). Nékteré
enteropatogenni kmeny pouZivaji specialni proteinovou strukturu (sekre¢ni
systém lll.typu), kterou mohou vpravit nékteré faktory virulence pfimo do bunék
hostitele (Murray et al., 2009).

EC je plvodcem az 80% akutnich infekci moCovych cest. Uplatriuji se
zejména kmeny schopné adheze k luminu pomoci tzv. P fimbrii. Patogenni
kmeny produkuji hemolyzin HIyA, ktery rozklada erytrocyty a dalSi bunky za
uvolnéni cytokinl a rozvoje zanétu. Zaroven je EC puUvodcem az 15 %
nozokomialnich sepsi (Kayser et al., 2005). Podle specifickych patogennich
mechanismu se intestinalni kmeny EC rozdéluji do nékolika typa.

Enteropatogenni (EPEC) forma je nejCastéjSim  puvodcem

novorozeneckych prajmu v rozvojovych zemich. Diky pfenosu z osoby na
osobu muze dojit k epidemickému Sifeni (Murray et al., 2009). V tenkém strfevé
bakterie adheruji na epitelialni buriky ve formé mikrokolonii, dochazi k destrukci
mikroklk(i a alteraci intraluminalniho povrchu. Nebyla zde prokazana tvorba
enterotoxinl (Bednafr et al., 1996). Geny nezbytné pro agregaci a vznik
mikrokolonii, kédujici tvorbu tzv. bundle forming pili, mohou byt pfenaseny na
plazmidu (Murray et al., 2009).
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Enterotoxigenni (ETEC) E.coli se vyskytuji pfevazné endemicky v teplych

oblastech, kde vyvolavaji prijmy hlavné u déti. Byvaji nejcastéjSimi puvodci tzv.
cestovatelskych prajmi (Egypt, Mexiko) a do naSich kon€in jsou pouze
zavleCeny (Bednar et al., 1996). Kolonizaci usnadriuji proteinové fimbrie, které
rozpoznavaji druhové specifické glykoproteinové receptory. Za patogenitu jsou
zodpovédné zejména dva typy enterotoxinG: termolabilni (TL), ktery je
inaktivovan pusobenim 60°C po dobu 30 minut a termostabilni (TS), ktery
vydrzi i teploty do 100°C (Kayser et al., 2005).

TL je svoji aktivitou podobny choleratoxinu, stimuluje aktivitu
adenylatcyklazy v bune¢né membrané, permanentné zvySena hladina cAMP
potom vede ke zvySeni sekrece CI iontl do lumina tenkého stfeva a inhibici
absorpce Na* coZ ma za nasledek ztratu izotonické tekutiny. TS naopak zvy3uje
aktivitu transmembranové guanylatcyklazy. Schopnost sekrece TS i TL je na
sobé nezavisla a geny mohou byt pfenaseny na plazmidu (Murray et al., 2009).

Infekce ETEC kmeny se neprojevuje zménami intestinalni sliznice a
nebyl pozorovan ani zanétlivy prubéh (Murray et al., 2009).

Enterohemoragicka (EHEC) E.coli se objevuje i ve vyspélych zemich

jako nasledek konzumace nedostate¢né zpracované kontaminované potravy a
jeji pfenos je mozny z osoby na osobu. Vaze se v tlustém stfevé mechanismem
podobnym EPEC a vyznacuje se produkci toxinu, ktery se podoba Sigelovému
(Bednar et al., 1996). Infekce se projevuje hemoragickou kolitidou a mize se
rozvinout az v hemolyticko-uremicky syndrom, kdy pos$kozeni glomerularnich
endotelialnich bunék vede k aktivaci destiCek a depozici trombinu. Nasledna
snizena glomerularni filtrace maze vést az k renalnimu selhani. Infekci provazi
krvavy prdjem se silnou bolesti bficha. Geny pro produkci toxinl jsou pfenaseny
lysogennimi bakteriofagy (Murray et al., 2009).

Enteroinvazivni (EIEC) kmeny mohou, podobné jako bakterie rodu

Shigella, pronikat do bunék sliznice tlustého stfeva a tam se mnozit, za vzniku
zaneétlivych ulceraci (Kayser et al., 2005)

Néktefi autofi rozliSuji jesté typ enteroagregativni (EAggEC) E.coli, ktera

je pomoci specifickych fimbrii adherovat ke sliznici a sobé& navzajem za tvorby
biofiimu. Je také schopna produkce toxinu, jez je antigenné podobny TS u
ETEC.
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EC je primarné citliva k vétSiné ATB, nicméné u nékterych nemocnicnich
kmenu bylo pozorovano zvySovani miry rezistence, zejména k Sirokospektrym
latkam (Da Silva a Mendonca, 2012). p-laktdmy jsou inaktivovany produkci -
laktamaz s rozSifenym spektrem (extended-spectrum [B-lactamases, ESBL).
Prvni vznikly bodovou mutaci puvodnich penicilinaz TEM a SHV (dale
vysvétleno v kapitole 6.1.7), ale od roku 1995 se u EC zacinaji stale vice
objevovat nové druhy ESBL oznacované jako CTX-M s velmi vysokou ucinnosti
vuc€i cefotaximu a 3. generaci cefalosporini. Geny pro jejich syntézu se
nachazeji na vysoce mobilnich plazmidech (Bonnet, 2004).

Za snizenou citlivost vUci fluorochinoloniim muze jednak bodova mutace
cilovych enzymu (DNA gyrazy a topoizomerazy Il) a zvySena Cinnost efluxnich
mechanismu. Zejména druhy zplasob je dulezity v pfipadé hydrofilnich
chinolonl (napf. norfloxacin, ciprofloxacin). Nedavno byly objeveny nové efluxni
pumpy (napf. QepA), kdy geny pro jejich produkci mohly byt uloZzeny na
plazmidu (Yamane et al., 2007).

Jednotlivé geny pro rezistenci k ATB byvaji u enterobakterii Casto
organizovany do tzv. integronu, samostatnych jednotek, které kromé samotnych
genul obsahuji také elementy pro jejich expresi, inzerci novych genu a integraci
do ,hostitelské DNA® (Hall a Collis, 1995). Jejich schopnost kumulace genl a
schopnost pfenosu z nich €ini vyznamné faktory pro vyvoj multirezistentnich
kmenu. Byly nalezeny, byt zatim v malé mife, u nékterych kmend bézné
komenzalni flory ziskanych ze stolice, pficemz byla sledovana rezistence
k ampicilinu, kotrimoxazolu, chloramfenikolu a tetracyklinim (Bailey et al.,
2010).

6.1.6. Klebsiella pneumoniae

KP je dalSim zastupcem cCeledi Enterobacteriaceae. Jedna se o
gramnegativni tycky, na rozdil od EC nepohyblivé. Tvofi silné pouzdro
sestavajici pfevazné z polysacharidl, coz vede k slizovitému vzhledu kolonii a
zvySuje virulenci (Murray et al., 2009).

Jeji pfirozeny vyskyt v lidském organismu je nejvySSi v respiracnim

(nosohltan), zazivacim a urogenitalnim traktu, pfiemz pravdépodobnost nalezu
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ve stolici se zvySuje hospitalizaci a uzivanim antibiotik. V zivotnim prostrfedi se
vyskytuje bézné i ve vodé (Abbot, 2007).

KP je podminéné patogenni a u oslabenych pacientl je pluvodcem
pneumonie spojené s nekrotizaci alveolarnich prostor a produkci krvavého
sputa (Murray et al., 2009). Je také na 4. misté mezi puvodci infekci moCovych
cest a to jak nozokomialniho pudvodu, tak i v komunité. Infekce mohou
prechazet v celkovou sepsi, néktefi autofi uvadéji az dvakrat vysSi mortalitu nez
u grampozitivnich organismu (Abbot, 2007).

Problematika citlivosti KP k pouzivanym antimikrobialnim latkam bude

podrobnéji rozebrana v nasledujici kapitole.

6.1.7. Klebsiella pneumoniae ESBL pozitivni

Schopnost bakterii produkovat enzymy Stépici p-laktdmovy kruh
existovala jesté prfed uvedenim penicilinu do klinické praxe, patrné jako
mechanismus kompetice s bakteriemi schopnymi produkce antimikrobialnich
latek. Roku 1965 byly objeveny u KP a EC dva typy B-laktamaz schopné
pfenosu na plazmidu, TEM-1 (podle pacientky u niz byl izolovan pfislusny kmen
jménem Temoniera) a SHV-1 (sulfhydryl variable). Pfekonany byly zavedenim
cefalosporini s oxyiminovym postrannim fetézcem, cefotaximu, ceftazidimu,
ceftriaxonu aj. (Turner, 2005). Roku 1985 byl u KP izolovan kmen schopny
jejich stépeni, oznacen jako SHV-2 a je povaZzovan za prvni ESBL (Kliebe et al.,
1985). V prubéhu 80. a 90. let dochazelo k jejich Sifeni, zejména v jednotkach
intenzivni péce. Od roku 2000 jsou pozorovany zejména [3-laktamazy typu CTX-
M, ponévadz je jejich uc€innost mnohem vySSi k cefotaximu nez ceftazidimu.
Pochazi zgenomu Kluyvera spp., odkud se pomoci plazmidid dostaly
k patogennim enterobakteriim, v sou€asnosti se déli do péti hlavnich skupin
(Rossolini et al., 2008). Prevalence ESBL se velmi lisi mezi jednotlivymi regiony
od 80% v Indii az po 5%-10% v severni Evropé (Hoban et al., 2011).

Ackoliv CTX-M mohou byt inaktivovany inhibitory B-laktamaz, na
plazmidu s nimi mohou byt ulozené penicilinazy OXA-1, které jsou va¢&i nim
rezistentni. Dlouha doba uzivani karbapenem( pro zvladnuti infekci KP-E vedla
k selekci kmenu schopnych jim odolavat. Karbapenemazy se déli na tfi hlavni
skupiny s rozdilnym spektrem ucCinku a prevalenci (Livermore, 2012). U Celedi
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Enterobacteriaceae se nejCastéji vyskytuje KPC schopna inaktivace vSech [3-
laktamovych ATB (Nordmann et al., 2009). Druhou skupinou jsou tzv. metalo-
karbapenemazy, rozdélené na nékolik podskupin, schopné plazmidického
pfenosu (zejména typy VIM a NDM) a zachovanou citlivosti na aztreonam.
NDM vSak casto byva doprovazena 16S rRNA methylazami inaktivujicimi
vétSinu aminoglykosidi (Kumarasamy et al., 2010). Tieti je OXA-48, objevena
v Turecku toku 2001 a pomérné Casta v Evropé&, neucinkujici na ceftazidim
(Potron et al., 2011).

Kmeny nesouci geny pro ESBL ve vétSiné pfipadu byvaji rezistentni i
ostatnim skupinam ATB zejména fluorochinolondm a aminoglykosidim. V
terapii stale zustavaji ucinné latky jako tigecyklin, kolistin a fosfomycin
(Livermore, 2012).

Obecné Ize pozorovat pfesouvani pozornosti z multirezistetnich
grampozitivnich bakterii typu MRSA nebo VRE pravé ke gramnegativnim. Byl
zde zaznamenan rychlejSi narast miry rezistence a vyvoj novych latek zatim

nepfinesl oCekavany pfinos (Livermore, 2012).

6.1.8. Pseudomonas aeruginosa

PA se fadi mezi gramnegativni, katalaza- i oxidaza-pozitivni a obligatné
aerobni bakterie tyCkovitého tvaru nebo s mirnym zakfivenim (Bednar et al.,
1996). Zpravidla dosahuji 1,5 — 5 ym na délku, pohyblivost zajiStuji polarné
umisténé biCiky (Murray et al., 2009).

V pfirodé se vyskytuje bézné v pudé, odpadnich vodach, v rozkladajicim
se organickém materialu i na vegetaci. V malém mnozstvi kolonizuje sliznice u
oslabenych jedinct. Casto je Ize nalézt v nemocnicich na mistech se zvySenou
vlhkosti (odtoky, toalety atd.) a jednotkach intenzivni péce, kde kontaminuje
respiracni a dialyzacni pomucky coz zvySuje jeji prevalenci u nozokomialnich
infekci (Bednar et al., 1996) az na témér 8 % (Kayser et al., 2005).

Nizké naroky umoznuji kultivaci i na zakladnich pudach, pfi zachovaném
pristupu kysliku s teplotnim optimem 30-37°C. Nékteré kmeny na krevnim
agaru vytvareji zonu B-hemolyzy. Tvofi ploché, lesklé, rizné zbarvené kolonie
diky produkci pigmentu (pyocyanin, fluorescein). V klinickém materialu se buriky
shlukuji do part (Murray et al., 2009).
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| pfes pomérné Sirokou Skalu produkovanych faktora virulence je PA
primarné oportunnim patogenem, zejména jsou ohrozeni pacienti s cystickou
fibrézou, rozsahlymi popaleninami a dlouhodobé katetrizovani (Bednar et al.,
1996). Specificka pro PE je produkce alginatu, ktery obaluje celé mikrokolonie a
chrani je tak pfed plsobenim ATB a fagocytézou, geny pro jeho nadprodukci
jsou Casto nalézany u kmen( kolonizujicich pacienty s cystickou fibrézou
(Murray et al., 2009).

NejvyznamejSim extracelularnim enzymem je exotoxin A, ktery ma
podobné ucinky jako toxin produkovany Corynebacterium dipththeriae. Tento
termostabilni enzym (ADP ribosyl transferaza) inhibuje translaci inaktivaci
elongacniho faktoru eEF2, coz vede k uplné zastavé proteosyntézy (Kayser et
al., 2005). Kromé imunosupresivniho plsobeni zplsobuje nekrézu pokozky pfi
infekci popalenin a poskozeni rohovky u ocnich infekci vedoucimu az
Kk ulcer6znim loZiskim a ztraté oka (Murray et al., 2009).

PE produkuje dva typy termolabilni fosfolipazy C, ktera diky Stépeni
lipid a lecitinu napomaha poskozeni tkané. Exoezymy E a S s cytotoxickou
aktivitou zpusobuji, pomoci zmény uspofadani molekul aktinu, vznik por
v membranach bunék (Kayser et al., 2005).

Rezistence k ATB je velkym problémem, nebot PE je v malé mife
pfirozené rezistentni k mnoha skupinam latek. To je dano jednak produkci
hydrolytickych enzymd, sniZzenou permeabilitou buné&fné stény a aktivitou
nékolika typd efluxnich pump (Alvarez-Ortega et al., 2011). Podobné jako
néktefi zastupci Enterobacteriaceae produkuje PE cefalosporinazu AmpC.
Pokud je tato produkce dostate¢né vysoka, zplUsobuje rezistenci ke vSem [3-
laktamam (v€. cefepimu) vyjma karbapenem (Lister et al., 2009). Induktorem
pro aktivaci exprese AmpC genu je vazba ATB na PBP (Pfeifle et al., 2000).

Ve vnéjSi bunétné membrané PE se nachazi substratové specificky
porin OprD, pres ktery se do buriky, mimo aminokyselin a peptidl, dostavaji
také karbapenemova ATB. Snizeni jejich poctu, budto mutaci nebo zamérnou
down-regulaci vede ke sniZeni citlivosti na tento typ ATB, zejména
k imipenemu. Novéjsi latky, napf. doripenem jsou timto méné ovlivnéné a maji

mensi potencial selekce rezistentnich mutantu (Sakyo et al., 2006).
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V bunétné sténé PE se mulze nachazet mnozstvi efluxnich pump
rozdélenych podle substratové specifity a energetickych potfeb do péti skupin.
NejpocCetnéjsi je tzv. RND skupina, ktera odCerpava zejména lipofilni a amfifilni
latky (napf. chinolonova ATB) z cytoplazmy a periplazmatického prostoru
pomoci antiportu s H" ionty (Poole, 2000).

Ziskana rezistence zahrnuje zejména B-laktamazy typu PSE, OXA a
TEM, které v3ak nejsou schopné S§tépit monobaktamy a cefalosporiny
s rozSifenym spektrem. Metalo-karbapenemazy a KPC zatim nejsou pfilis
rozSifené (Lister et al., 2009). NejrozSifenéjSim typem rezistence
k aminoglykosidim jsou enzymy modifikujici strukturu ATB fosforylaci, acetylaci
nebo adenylaci, které se navic mohou navzajem doplnovat v pfipadé, Ze jejich
geny sdili spole€ny transpozén. Prevalence kmenU rezistentnich k nékolika
aminoglykosidim je nejvysSi v Latinské Americe (Poole, 2005).

Antibioticka |éCba je obtizna a méla by se vzdy opirat o stanoveni
citlivosti konkrétniho kmene. U pacientu s cystickou fibrozou se pouzivaji
inhala¢ni formy tobramycinu, méné Casto kolistinu, gentamicinu, ceftazidimu
(Flume et al., 2007) a nové téz aztreonam-lysinu (McCoy et al., 2008) k lécbé
inicialni infekce a udrzeni chronické. Dlouhodobé eradikace v8ak neni mozné
dosahnout (Hurley et al., 2012).

Vedou se spory ohledné preference monoterapie nebo kombinacéni l1éCby.
Podle nékterych autorl by pfi podezieni na infekci PE méla byt 1éCba zahajena
dvéma latkami se znamym ucinkem a po 3-5 dnech by mél byt pacient
pfeveden na monoterapii dle vysledkl( stanoveni citlivosti (Bodi a Garnacho,
2007). NejcastéjSi uvodni kombinace je pB-laktam a fluorochinolon nebo
aminoglykosid (Micek et al., 2010).

V soucasnosti se také zaméfuje pozornost na vyvoj alternativnich metod
léCby. Mezi jinymi: imunizace protilatkou proti flagellinu, proteinu tvoficim biciky
(Veesenmeyer et al., 2009), vyuziti bakteriofag (Wright et al., 2009) nebo

inhibice efluxnich mechanismu (Alibert-Franco et al., 2009).
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6.2. Charakteristika fungalnich testovacich kmenu

6.2.1. Candida albicans

Odhaduje je se, Zze CA je plvodcem az 70 % vSech onemocnéni lidskych
pacientl zpusobenych kandidami (Kayser et al., 2005). VSichni nami testovani
prislusnici rodu Candida jsou anaerobni a pomérné nenarocni na kultivaci. Na
Sabouraudové glukézovém agaru rostou dobfe pfi 37°C i 20°C. Kmeny CA
ziskané z klinického materialu tvofi smetanové bilé, hladké a vypouklé kolonie
s kulatymi nebo ovalnymi bufikami 3-5 pm prdméru. Z vnéjSiho prostiedi
izolované fenotypy tvofi kolonie matné Sedavé s protahlymi blastokonidiemi.
Tvar bunék se muze liSit od blastokonidii, pfes vétvené fetizky tzv. pseudohyfy

az po vlaknité mnohobunécné pravé hyfy (Bednar et al., 1996).

Obrdzek 3: Candida albicans
(pfevzato z: http.://simple.wikipedia.org/wiki/File:Candida_albicans_2.jpg)

Tato schopnost tzv. “fenotypového switchingu“ je pro nékteré kandidy
charakteristicka. Patrné jde o vlastnost, diky které ziskavaji variabilitu nutnou
pro prizplsobovani se rldznym podminkam prostifedi. Tyto zmény jsou
revezibilni a pfenasi se na dalSi generace bunék. Jejich nastup je fizen patrné
chromozomalné mechanismem analogickym ke genu SIR2 u Saccharomyces
cerevisiae (Pérez-Martin et al., 1999).

V lidském organismu se nachazi zejména v GIT, méné Casto také
v pochvé, na klzi a pod nehty. Az 50% zdravych jedincd ma kandidy jako
soucast normalni ustni fléry. V pfirodé se vyskytuje ve vodé i v pudé (Murray et
al., 2009).
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Ackoliv je CA pFevazné oportunnim patogenem, oplyva nékolika
mechanismy, které mohou ovlivhovat jeji virulenci. Adheruje k bunkam i
nebiologickym povrchum pomoci mananproteinu, ktery také tvofi fibrilarni vrstvu
jako ochranu pfed fagocytézou (Bednar et al., 1996). Schopnost “switchingu®
umoznuje rychly vznik vlaknitych forem, které snaze proristaji do tkani a unikaji
imunitnim mechanismum. Nékteré druhy také produkuji kyselé proteinazy popf.
fosfolipazy (Murray et al., 2009). Fosfolipazova aktivita byva soustfedéna do
rustového vrcholu hyfy (Dismukes et al., 2003).

Infekce CA se mulze pohybovat od superficialnich mykéz kize a sliznic
(nejcastéji dutina ustni, pochva), pfes mukokutanni formy s hlubsi invazi houby
do tkané, az po formy diseminované hematogenni cestou do vnitfnich organu
(Bednar et al., 1996). Pravé kandidova sepse s nalezy v plicich, GIT, ledvinach
nebo CNS byva zjisténa v terminalnich stadiich téZkych onemocnéni. Infekce
byva vétSinou sekundarni u oslabenych pacientu, ale byly pozorovany i pfipady
mykdzy primarni v pfipadé napadeni vysoce virulentnimi kmeny (Murray et al.,
2009).

Od svého uvedeni v roce 1990 se lIékem volby pfi infekcich Candida spp.
stava flukonazol. | pfes Siroké pouziti v I1éCbé i v profylaxi se dnes prumérna
mira rezistence u CA pohybuje okolo 1,4 % v8ech kmenu testovanych v ramci
studie ARTEMIS. U vorikonazolu je jesté nizSi a to 1,2 %. AZ 63% flukonazol
rezistentnich CA ma snizenou citlivost i k vorikonazolu (Pfaller et al., 2010).
Rezistence muze nastat: zménou cilového enzymu (sterol-14a-demethylazy) a
snizenim jeho afinity k ATM, zvySenou expresi genl pro membranové
transportni proteiny (CDR1/CDR2) nebo geni MDR1 snizujicich intracelularni
akumulaci (Morschhauser, 2002).

K latkam typu echinokandini si CA stale zachovava velmi vysokou
citlivost, byt byly pozorovany pfipady mutaci genu fksl, ktery koduje cilovy
enzym [3-1,3-D-glukan syntazu (Messer et al., 2010).

Vyraznym trendem je pfesun puvodce infekci od CA smérem k ostatnim
druhum rodu Candida, zejm. C.glabrata a C.tropicalis v poslednich 10 letech
(Pfaller et al., 2010)
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6.2.2. Candida tropicalis

CT je v soucasnosti druhym nej¢astéjSim pldvodcem kandidéz mezi tzv.
non-albicans druhy (Pfaller et al., 2010). Na agaru tvofi nej¢astéji bilé, témér
polokulovité vyklenuté, lesklé kolonie s kratce vlaknitym okrajem. V pfirodé se
vyskytuje v hnijicim dfevé, kyselém zeli, kefiru, vodé a pudé. U Clovéka je
soucasti mikroflory zejména horni Casti gastrointestinalniho traktu (Fragner,
1992).

Infekce je téméF vzdy endogenni, ale byly pozorovany i pfipady
nozokomialni nakazy. NejnachylnéjSi jsou zejména pacienti s neutropenii
hematologickymi malignitami a po transplantaci kostni dfené (Calderone a
Clancy, 2011). Za zminku stoji také vy$Si prevalence CT na novorozeneckych
jednotkach intenzivni péce (Roilides et al., 2003).

Invazi do organismu napomaha jednak produkce aspartylové proteazy,
ktera je vlastni vétSiné pfislusnikl rodu Candida a také kyselé proteazy, tzv.
tropiazy, specifické pro CT. Oproti CA non-albicans druhy neprodukuji
fosfolipazu (Gokce et al., 2007). Pfiznaky se lisi podle mista a miry napadeni
od interdigitalnich mykéz a paronychii az po diseminované systémové
kandidozy (Kothavade et al., 2010).

CT sice vykazuje vysSi celkovou miru rezistence k flukonazolu a
vorikonazolu nez CA, nicméné citlivost je pomérné vysoka (Pfaller et al., 2010),
mechanismem je upregulace efluxnich pump (Kothavade et al., 2010). Pfi
selhani 1éCby nebo relapsu se pfechazi na echinokandiny nebo amfotericin B,

ktery ma ovSem vysSi toxicitu (Murray et al., 2009).

6.2.3. Candida krusei

(Pfaller et al., 2010) uvadi CK jako 4. nejCastéjSiho puvodce mezi non-
albicans druhy, které se zacCaly prosazovat diky stale castéjSimu uZivani
flukonazolu v praxi.

Primér kolonii se pohybuje mezi 3-8 mm, nejCastéji maji Sedavé
krémovou barvu s vyrazné zdvizenym stfedem. Od stfedu k okraji se mohou
vyskytovat nepravidelné radialni zafezy. Okraj je nizky, lalo¢naty, vroubkovany
nebo vlaknity. NejCastéji se nachazi ve vzduchu, jogurtu, nepasterovaném pivu

a ovocnych stavach (Fragner, 1992).
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Nejvice ohrozeni jsou pacienti s hematologickymi malignitami a po
transplantaci kostni dfené. Diky pfitomnosti CK v gastrointestinalni mikrofléfe je
vétSina infekci endogenniho plvodu (Calderone a Clancy, 2011). Pacienti se
systémovou infekci CK vykazovali dle (Horn et al., 2009) nejvySSi miru mortality
ze vSech ostatnich kandid.

U CK byla pozorovana pfirozena rezistence k azolovym ATM. Mutaci
genu ERG11 vznika pozménény, ale stale funkéni, enzym lanosterol
demethylaza s niz$i afinitou k azolim. Spolu se zvySenou expresi genu CDR1 a
flukonazolu ze vSech zastupcl rodu Candida. Nepotvrdily se domnénky o plné
zkfizené rezistenci, takze k vorikonazolu si stale zachovava pomérné dobrou
citlivost, byt ne tak vysokou jako ostatni zastupci (Pfaller et al., 2010). Velké
procento nalezll CK je také rezistentnich k amfotericinu B, patrné diky nizSimu

obsahu ergosterolu v bunécné membrané (White, 2007).

6.2.4. Candida glabrata

V celosvétovém pruméru je CG druhy nejcastéjSi puvodce kandidéz na
svété (Pfaller et al., 2010). Kolonie tvofi bélavé krémové, nizké s hladkym a
velmi lesklym povrchem [(Fragner, 1992) uvadéno pod synonymem Torulopsis
glabrata]. Tvofi ovalné haploidni burfiky a jako jedna z mala kandid nevykazuje
dimorfismus (Calderone a Clancy, 2011).

V pfirodé se vyskytuje v pomeranCové Stave a pekarském drozdi
(Fragner, 1992). U Clovéka tvofi soucast pfirozené komenzalni flory v ustech.
Zejména u diabetiki a HIV-pozitivnich pacienti je spolu s CA nejCastéjSim
nalezem (Calderone a Clancy, 2011). Nalézt ji lze i v urogenitalnim a
gastrointestinalnim traktu (Hazen a Howell, 2007).

Velmi dobfe, az dvakrat Iépe nez CA, adheruje k hydrofobnim povrchim
jako jsou bunécné epitely nebo zubni nahrady pomoci lektini. Tyto proteiny
jsou kédovany skupinou genti EPA (epithelial adhesin), které byvaji ve zvySené
mife aktivovany pfi urogenitalnich infekcich (Calderone a Clancy, 2011). Ze
systémovych infekci zplUsobuje hlavné endokarditidy a meningitidy (Hazen a
Howell, 2007).

Obdobné jako CK byla u CG zaznamenana snizena citlivost

k flukonazolu, pficemz mira zkfizené rezistence k ostatnim azolum
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(vorikonazol) byla viubec nejvy3si ze vSech sledovanych kandid. Na druhou
stranu bylo pozorovano minimum pfipadd rezistence k amfotericinu B a

k echinokandinum (Messer et al., 2009).

6.2.5. Trichosporon asabhii

Mezi lety 1990 a 2004 byl, na zakladé molekularni analyzy, rod
Trichosporon nékolikrat rozdélen mezi stale se zvysSujici poCet druhl. Nazev
Trichosporon beigelii byl roku 1994 prohlasen za obsolentni a vyfazen z uzivani
(Middelhoven et al., 2004). Klinicky nejvyznaméjSim zastupcem je T. asahii a
proto byl zafazen mezi testovaci kmeny.

Pfi kultivaci na Sabouraudové dextrozovém agaru rychle tvofi vyrazné
zvrasnéne lesklé kolonie Sedé az krémové barvy. Postupem Casu zranim
vysychaji a tvofi se na nich povlak. Mikroskopicky vytvafri pravé hyfy i
pseudohyfy, arthrokonidie i blastokonidie (Dismukes et al., 2003). V pfirodé se
nachazi zejména v pudeé, rozkladajicim se dfeveé, povrchovych vodach a ptacim
trusu. U Clovéka je vyjime&né soucasti mikrobioty dolni ¢asti GIT, hornich cest
dychacich a perigenitalni oblasti (Chagas-Neto, T. C. et al., 2008).

Infekci TA jsou nejvice ohrozeni pacienti po organové transplantaci,
nahradé srdecnich chlopni a pfijemci protinadorové IéEby (Dismukes et al.,
2003). Povrchova infekce se oznacuje jako “bila piedra“, charakteristicka je
tvorbou bilych méchyfkl na zasazenych vlasech. NejCastgji postizeni byvaji
mladi lidé v teplejSim klimatu (Schwartz, 2004). Systémova infekce muize
postihnout témér jakykoliv organ, az ve tretiné pfipadl byvaji mezi napadenymi
plice, dale hlavné ledviny a oko. Mortalita se pohybuje mezi 60 — 70 %
(Dismukes et al.,, 2003). Zejména v Japonsku se neustale zvySuje pocet
pacientl s letnimi pneumonitidami na zakladé hypersenzitivni reakce vzniklé
opakovanou inhalaci arthrokonidii. Vyznamny podil mezi nalezy ma pravé
T.asahii (Sugita et al., 2004).

Bunécna sténa TA obsahuje glukuronoxylomanan (GXM), ktery muze
snizovat fagocytarni aktivitu monocytll a neutrofili. Ve vzorcich ziskanych
z klinického materialu byly pozorovany mnohem vysSi koncentrace GXM
v porovnani s kmeny ziskanymi z okolniho prostfedi. Je zfejmé, Ze jeho
produkce pfispiva k Sifeni infekce a je jednim z faktor( virulence. TA ma
podobné jako nékteré kandidy moznost switchingu mezi jednotlivymi fenotypy
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(Karashima et al., 2002). Castou predispozici infekce TA je zavedeni
centralniho Zilniho nebo peritonealniho katétru diky jeho schopnosti tvorby
biofilmu. Uz po 4 hodinach inkubace byly na polystyrenu pozorovany
mikrokolonie. Jeho struktura je podobna biofilmim tvofenym CA, s vysokym
podilem extracelularni polymerni substance, ktera brani priniku ATM a
mnohonasobné tak snizuje citlivost i k novéjSim latkdm napf. vorikonazolu (Di
Bonaventura et al., 2006).

Lécbou prvni volby systémovych infekci TA jsou triazolova ATM,
ravukonazol i posakonazol si zachovavaji vysokou uc€innost i u kmenl
resistentnich k flukonazolu. Amfotericin B vykazuje in vitro Siroké spektrum MIC
a nedostateCnou aktivitu na to, aby mohlo byt dosazeno sérovych hladin
alespon pro fungistaticky ucinek (Chagas-Neto, Thomas C. et al., 2009). Své
vyuziti naléza v kombinacich. Naprosto neucinné se ukazaly byt echinokandiny
v monoterapii, nicméné mikafungin vykazuje synergicky efekt pravé

s amfotericinem B (Serena et al., 2005).

6.2.6. Asperaqillus fumigatus

AF je puvodcem az 90 % vSech aspergiloz ve svétovém meéfitku.
Makroskopicky vytvafi Sedozelené, vzdusné a chmyyfité kolonie (Abbot, 2007).
Mycelia jsou tvofena septovanymi, stromovité rozvétvenymi hyfami o Sifce az 6
pm. Vzdudsna cast nese konidiofory s fetizkovité uspofadanymi konidiemi
(prdmér 2,5-3 ym) (Murray et al., 2009). Lze jej dobfe kultivovat na rliznych
pudach a je schopny rast i za vy$Sich teplot, az 50°C. Pravé tato schopnost jej
odliSuje od nepatogennich zastupcud Aspergillus spp. (Dismukes et al., 2003).
V pfirodé se AF vyskytuje kosmopolitné jako saprofyt zejména v pudé, hnijici
vegetaci, v kvétinaCich a na stavbach. Ke kolonizaci lidského organismu
dochazi nejCastéji vdechnutim spor a u zdravych jedincu byva asymptomaticka
(Murray et al., 2009).

Hlavnim rizikovym faktorem pro vznik systémové infekce je neutropenie,
dale jsou ohrozeni pacienti po transplantacich organt a kostni dfené (kritickych
je prvnich 100 dni po zakroku) (Dismukes et al., 2003). Obstrukcni plicni formy
se Castéji objevuji u pacientl s cystickou fibrézou a chronickou bronchitidou
(Murray et al., 2009).
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Konidie AF maji schopnost vazby na lidsky fibrinogen a laminin v bazalni
membrané alveoll coz vyznamné napomaha kolonizaci. PFi ristu hyfy jsou
uvolhovany elastazy a kyselé proteazy, které usnadniuji invazi do tkani (Murray
et al., 2009).

AF je Castym plvodcem tzv. alergické bronchopulmonarni aspergilézy
s typickymi pfiznaky hypersenzitivity, astmatu, zvySenych hladin IgE, eosinofilie
a v krajnim pfipadé pneumonie (Murray et al., 2009). Pokud dojde ke kolonizaci
napf. paranasalnich dutin nebo preexistujici dutiné v plicni tkani, muze
vzniknout tzv. aspergilom. Pokud je infekce izolovana, probiha zpravidla
aspergiléza s nekrézou tkané, kdy pfi naruSeni cévniho fecist€é muize dojit
k diseminaci a zasazeni jakéhokoliv organu v€etné mozku, srdce a ledvin.
Progndza je velmi Spatna a dosahuje az 70% mortality. Jako hraniéni mez pro
rozvoj infekce je povazovan pokles poétu neutrofil pod 500/mm? (Murray et al.,
2009).

Po 40 let byl standardem |éCby systémovych aspergiléz amfotericin B ve
formé& deoxycholatu, nicméné jeho nefrotoxicita brani navySovani davky a
nasazeni u pacientd s renalnim poskozenim. Nastup lipidovych formulaci
umoznil podavani vysSich davek a snizil toxicitu (Abbot, 2007). K dispozici jsou
3 typy formulaci: koloidni disperze (ABCD), lipidovy komplex (ABLC),
unilamelarni liposomy (L-AMB). Jejich nevyhodou je vysoka cena a zUstavaji
jako latky druhé volby (Walsh et al., 2008).

Flukonazol je u aspergil6z neucinny a lékem prvni volby je vorikonazol,
ktery Ize podavat p.o. i i.v. Posakonazol a itrakonazol jsou vyuzivany hlavné
v profylaxi. Echinokandiny, zejm. kaspofungin, jsou pouzivany pfi neucinnosti
nebo intoleranci konvenc¢ni terapie (Walsh et al., 2008).

Vyskyt rezistence u AF je pomérné nizky, u amfotericinu B muze
teoreticky dojit k nadprodukci katalaz ke zmirnéni oxidacniho stresu a snizeni
ucinnosti 1é€by. K echinokandinim nebyl registrovan zadny klinicky pfipad.
Rezistence k azolim (vyjma flukonazolu) je globalné sice ojedinéla, ale je tfeba
brat ji do uvahy. Napf. v Nizozemsku v nékterych oblastech dosahla az 10 %
(Mayr a Lass-Florl, 2011). NejCastéji se jedna o itrakonazol, kdy dochazi ke

zvySené expresi genu pro efluxni pumpy. U jedincl s mutaci genu CYP51A pro
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lanosterol-14-a-demethylazu bylo také pozorovano snizeni citlivosti. Ke
strukturné odliSnému vorikonazolu nebyla pozorovana zkfizena rezistence
(Qiao et al., 2008).

6.2.7. Absidia corymbifera

Rod Absidia patfi, spolu s nékolika dalSimi, do fadu Mucorales,
onemocnéni se oznacuji jako mukormykdzy. Jejich vyskyt je pomérné vzacny,
ale pribéh je diky rychlému postupu velmi ¢asto smrtelny (Murray et al., 2009).

Jedna se o vlaknité houby s neseptovanym myceliem. V infikované tkani
tvofi deformované nepravidelné hyfy o Sifce 4 — 15 ym. Spory byvaji uzaviené
v kruhovitém sporangiu (Bednaf et al., 1996). Na Sabouraudové agaru tvofi
Sedé az hnédavé nadychané kolonie (Murray et al., 2009).

V prostiedi se vyskytuji vSude v puadé, Casto v rozkladajicim se
organickém materialu (potraviny, kompost) a dobfe snaseji i vysSi teploty
(Dismukes et al., 2003).

Courtesy of M. McGinnis
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Obrdzek 4: Absidia corymbifera
(pfevzato z: http://www.doctorfungus.org/thefungi/img/020mike.jpg)

AC je typickym oportunnim patogenem, k infekci dochazi inhalaci popf.
spolknutim spor nebo zavle€enim do rany z kontaminovaného kryti (Murray et
al., 2009). Ohrozeni jsou pacienti s rozsahlymi popaleninami, po transplantaci
kostni dfené, dekompenzovani diabetici s acidézou (zejména rhinocerebralni
formy) a léCeni deferoxaminem. Pfi acidéze dochazi ke snizeni efektivity

plicnich makrofagu, které brani vykli€eni vdechnutych spor a ke zvy3ené
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dostupnosti sérového Zeleza, jez dokazou houby z fadu Mucorales pfednostné
vyuzit (Dismukes et al., 2003).

Infekce se vyznacluji vysokou invazivitou a rychlou diseminaci. Diky
vysoké afinité k vaskularnim strukturam proristd do lumen a zpusobuje
trombdozy a nekrozy tkané (Kayser et al., 2005). NejCastéjSi formy jsou
pulmonarni a rhinocerebralni s postizenim o€nice a mozku (Bednar et al., 1996)

Lécba by se méla opirat o v€asnou diagndzu a agresivni chirurgické
odstranéni infikované tkané. NejCastéji byva kléCbé uzivan amfotericin B,
v pfipadé potfeby vySSich davek jsou nasazeny lipidové formulace (Dismukes
et al., 2003). Z azoll se vorikonazol i flukonazol ukazaly jako zcela neucinné jak
vIécbé, tak i v profylaxi. Itrakonazol vykazuje ucinnost srovnatelnou
s amfotericinem B. Posakonazol in vitro vykazuje aktivitu, nicméné se jedna o
zalozni terapii a standardné se nevyuziva. Echinokandiny samotné nejsou

ucinné, ale jako slibné se ukazuji v kombinaci s polyeny (Spellberg et al., 2009).

6.2.8. Trichophyton mentagrophytes

Jediny testovany zastupce tzv. dermatofytd, plisni zpUsobujicich
povrchové mykdzy kuze a jejich adnex a nepronikaji do hlubsich tkani.

Patfi mezi houby dimorfni. Na Sabouraoudové agaru tvofi kolonie
s bohatym myceliem bélavé barvy. V klinickém materialu potom délené spiralni
hyfy se specificky hroznovité umisténymi kulatymi mikrokonidiemi, popf.
samostatnymi tenkosténnymi makrokonidiemi (Bednar et al., 1996).

Vyskytuje se celosvétové a podle variety preferuje bud lidské (var.
interdigitale) nebo zvifeci (var. mentagrophytes) hostitele na nichz bézné
parazituje. Spolu s T. rubrum se podili az na 90% vSech dermatofytoz (Murray
et al., 2009).

Schopnost dermatofytd napadat kiizi a kozni adnexa je dana schopnosti
rozkladat keratin pomoci keratinaz a produkci mannanu v bunééné sténé, které
maji antogenni aktivinu a mohou snizovat bunécnou imunitni odpovéd
(Dismukes et al., 2003). Pfenos je mozny mezi jedinci pfimo nebo pouzivanim
spole¢nych prostor a pradla, v Supinach odumrelé kize mohou prezivat velmi
dlouho (Murray et al., 2009). Nenasycené mastné kyseliny v koZznim mazu,
stejné tak jako progesteron, in vitro ukazaly schopnost inhibovat rust
dermatofytd (Dismukes et al., 2003).

37



u‘ o ‘ -
o\ ) aes A N R
- oi'_ ”E\f . .,} e Wa ¢

Obrazek 5: Trichophyton mentagrophytes
(pfevzato z: http://timm.main.teikyo-u.ac.jp/pfdb/image/mochizuki_t_20001106/1536x1024/08.jpg)

Jednotlivé druhy rodu Trichophyton preferuji pfi infekci odlisné ¢asti téla.
TM nejCastéji zpusobuje mykdzy nohou (tinea pedis), trupu (t. corporis), tfisel (t.
cruris), kstice (t. capitis) a onychomykézy. Castgji dermatofytézami trpi
obyvatelé teplejSich oblasti. Typickym projevem na kuzi je kruhovité zanétlivé
loZisko se Supinaténim, pfiemz zanétliva reakce se ke stfedu postupné
shizuje. Zasazena mista ochlupeni a kstice byvaji vystoupla, Supinata a €asto
se objevuje alopecie. Nehty se deformuiji, ztlustuji a ztraceji pevnost (Murray et
al., 2009). TézSi a akutngjsi prubéh maji infekce zoofilnimi varietami (Dismukes
et al., 2003).

Lécba je u koznich forem nejastéji topicka, imunokompromitovani
pacienti by méli byt zaléCeni i systémové, stejné jako zanétlivé pfripady.
Onychomykéza a tinea capitis vyzaduji celkovou peroralni 1é¢bu vzdy, mistni
podani zpravidla vede k relapsum. Jako vhodna terapie prvni volby se ukazuji
ekonazol a ciklopirox, které maji zaroven antibakterialni aktivitu, |ze ale pouzit i
dalSi azolové derivaty (napf. klotrimazol, ketokonazol, ekonazol, oxikonazol)
nebo allylaminy (naftifin, terbinafin). Nystatin a topicky amfotericin B nemaji
ucinek na dermatofyty (Dismukes et al., 2003). (Murray et al., 2009) uvadi i
pouziti unguentum Whitfield.

K peroralni systémové terapii je pouzivan flukonazol, itrakonazol a
terbinafin. V mensi mife také griseofulvin, ktery neni vhodny u onychomykéz

(Murray et al., 2009). Azoly maji Siroké spektrum Iékovych interakci na
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cytochromu P-450 (Dismukes et al., 2003). Lékem volby je tedy terbinafin
(Chen, S. C. a Sorrell, 2007).

Rezistence na uzivané latky se vyskytuje zfidka, ke snizeni citlivosti
dochazi zpravidla po dlouhodobé terapii nebo jejim predCasném ukonceni
(Chen, S. C. a Sorrell, 2007).
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6.3. Metody testovani citlivosti k antimikrobialnim latkam

S narlstem rezistence nabyva testovani citlivosti stale vice na vyznamu
jak ve vyzkumné, tak zejména klinické praxi. Lékafim umoznuje pfedvidat
reakci patogena na zvolenou latku, zjistit pfiCinu mozného selhani empirické
léCby a volbu nejvhodnéjSiho preparatu. Vyzkumnici nize uvedené metody
vyuziji pfi screeningu novych, potencialné ucinnych latek nebo vzajemnému
porovnani téch stavajicich. Epidemiologim dava moznost pro jednotlivé kmeny
vyhodnotit a exaktné popsat miru rezistence a zasadit ji nasledné do globalniho
kontextu.

Konecny vysledek testovani ovliviiuje cela fada faktoru, které budou dale
rozebrany. V USA byla roku 1977 vytvofena Narodni komise pro laboratorni a
klinické standardy (NCCLS), ktera se =zabyvala metodikou sjednocovani
dosazenych vysledku. Od 2005 se zménila na Institut pro klinické a laboratorni
standardy (CLSI), ktery zastfeSuje prfes 2000 organizaci a stejny pocet
dobrovolniku z celého svéta, vydava doporucené postupy pro testovani a udava
hrani¢ni hodnoty (tzv. breakpoints) (www.clsi.org). V Londyné byla roku 1997
zaloZzena Evropska komise pro testovani antimikrobialni citlivosti (EUCAST),
jejiz metodika vychazi z postupt CLSI a ktera byla vyuzita i vtéto praci.
Prestoze vysledky vykazuji dobrou intralaboratorni shodu jak v ramci metody
jedné organizace, tak mezi i sebou navzajem, nemély by byt pouzity hranicni
hodnoty CLSI pfi interpretaci EUCAST vysledkl a naopak (Espinel-Ingroff, Ana
V. a Pfaller, 2007).

Vysledky testovani se déli podle hraniCnich hodnot do tfi kategorii
(www.eucast.org):

e citlivé organismy — infekce muaze byt IéCena béznou doporucenou
davkou antibiotika

e intermediatni — pro uspésnou terapii je tfeba uzit vySSich davek, je-li to
mozné, popf. se infekce nachazi v misté, kde se ATB pfirozené
koncentruje, nékdy oznacovano jako citlivy v zavislosti na davce

e rezistentni — nedoslo k inhibici pfi pouziti maximalnich moznych davek
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6.3.1. Faktory ovliviiujici testovani

Zminény jsou faktory ovliviujici jak samotny vysledek testovani a jeho
porovnatelnost, tak i zpusob provedeni testu (napf. volba a pocet vybranych
latek).

1. Metoda
e Kiritéria pro hodnoceni: uplna nebo ¢astecna inhibice rustu
e ZpUsob odecitani vysledku: subjektivni (vizualni) nebo objektivni
(spektrofotometrické) (Jilek et al., 2002)
e Pozadavky: rychlost provedeni, cena, mnoZstvi otestovanych latek
nebo kmenu (Turnidge et al., 2007)
2. Testovana latka
e Fyzikalné chemické vlastnosti jako rozpustnost, stabilita, formulace
ucinné latky, mira protonizace, eagle efekt (Jilek et al., 2002)
e Zarazeni latek do testovani ovliviiuje dostupnost a mira pouzivani,
pfedpokladany patogen a zamyslené misto jejich ucinku (Turnidge et
al., 2007)
3. Testovaci systém
e Ovlivnéni testované latky a rastu mikroba: rozpoustédlo, pH a slozeni
testovaci pldy, teplota a délka inkubace, mnozstvi kysliku
4. Vlastnosti mikroba
e Velikost a hustota inokula, stadium ristové faze, metoda vysevu (Jilek
et al., 2002)

e Misto izolace, nemocni¢ni/komunitni patogen

Zde je tfeba zminit jisté rozdily mezi testovanim bakterii, kvasinek a
vlaknitych hub. PFi¢inou je pomalejsi rychlost rastu hub, schopnost dimorfnich
druhl tvofit jednobunécné i vlaknité formy a vlastnost nékterych antifungalnich
latek pusobit CasteCnou inhibici, kdy je urCity narast patrny i pfi vySSich
koncentracich nez je MIC (Espinel-Ingroff, Ana V. a Pfaller, 2007). Rozdily
spocCivaji zejména v odliSném testovacim médiu, délce inkubace a zpUsobu

stanoveni MIC. Srovnani poskytuje Tabulka 1.
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6.3.2. Diskovy difuzni test

Principem je impregnace disku z filtraéniho papiru antimikrobialni latkou
o znamé koncentraci, ktera difunduje do agaru na povrchu inokulovaného
testovanym kmenem. Okolo disku, polozeného na povrch pldy, se s postupujici
vzdalenosti koncentrace latky logaritmicky snizuje a vznika gradient, ktery brani
ristu testovaného mikroba. Vznika tak zoéna inhibice, jejiz primér odpovida
citlivosti k testované latce (Jorgensen a Turnidge, 2007).

Po inkubaci (obvykle 16-18 hodin) se porovna primér zén s hodnotami
referenénich kmenl a vysledek se interpretuje podle hrani¢nich hodnot jako
citlivy, intermediatni (resp. citlivy v zavislosti na davce (SDD = susceptible dose
dependent) — u nékt. antimykotik) nebo rezistentni. Jedna se o kvantitativni
metodu, tj. nelze zméfit konkrétni hodnotu MIC, nicméné vykazuje dobrou
korelaci s in vivo vysledky (Jilek et al., 2002). Je mozné provést sérii méfeni,
vysledky porovnat s dilucnimi metodami a zanést do grafu. Pfi dostate¢né
Sirokém souboru kmenU, za vyuziti linearni regrese, Ize pomérné presné urcit
MIC podle priméru inhibiéni zény (Jorgensen a Turnidge, 2007).

Vyhody:
e nizka cena a naroky na material, jednoduché provedeni a dobra
reprodukovatelnost, Ize otestovat velké mnozstvi rozli¢nych latek
Nevyhody:
e neposkytuje konkrétni hodnoty MIC, nespolehlivé vysledky u druhu a
latek pro které zatim nebyla metoda standardizovana a nékterych

specifickych pfipadech (Jorgensen a Turnidge, 2007)

6.3.3. Gradientovy difuzni test (E-test)

Jedna se o modifikaci diskové metody, na agar se pfiklada kalibrovany
prouzek se stupnici naimpregnovany gradientem koncentraci testované latky.
Inhibi¢ni zéna tak ma tvar kapky, ktera se prouzku dotyka v misté MIC (Jilek et
al., 2002).

Vyhody:
e jednoduché provedeni, moznost testovani i méné obvyklych latek a
mikrobu, dobra korelace se standardy
Nevyhody:
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e vysoka cena testovacich prouzkl (Jorgensen a Turnidge, 2007)

e nejednoznacna MIC u nékterych kvasinek (Jilek et al., 2002)
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Obrazek 6: Priklad provedeni E-testu
(pfevzato z: http://www.ilexmedical.com/files/products/1318229544p44WG.jpg)

6.3.4. Agarova dilu¢ni metoda

Pro testovani se pfipravuji standardni pady s rlznou koncentraci
rozpusténé antimikrobialni latky. Na povrch se napipetuji suspenze testovacich
kmenu a po inkubaci se odecita rast kolonii. Nejnizsi koncentrace latky, na jejiz
plotné nebyl pozorovan rast, se rovna MIC (Jilek et al., 2002). Velky daraz je
zde kladen na peclivou pfipravu inokula. Pro svoji pfesnost je, zejména
v Evropé, povazovana za referen¢ni metodu a nachazi uplatnéni predevsim ve
vyzkumu (Jorgensen a Turnidge, 2007).

Vyhody:

e snazSi odeCet narlstu, lze odhalit heterogenitu populace nebo
kontaminaci, moznost otestovat velky pocet kmenl najednou
(Jorgensen a Turnidge, 2007)

Nevyhody

e Casova a materidlova naro¢nost (Jilek et al., 2002)
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6.3.5. Bujonova dilu¢ni metoda

Jedna se o kvantitativni metodu, kdy je hodnocena inhibice rastu mikroba
v tekutém médiu s rozpusténou testovanou latkou o prislusné koncentraci. Diky
Sirokym moznostem automatizace, usnadnéni rutinniho testovani a snizeni
materialové naroCnosti se dnes jedna o nejCastéji pouzivané metody
(Jorgensen a Turnidge, 2007). Testovana latka se geometrickou fadou naredi
vhodnym rozpoustédlem, smisi se s rlUstovym médiem a inokuluje se
viditeIného rastu je oznacena jako MIC. Podle zpUsobu provedeni rozdélujeme
na 2 typy: makrodilu¢ni a mikrodiluéni.

Makrodiluéni metoda

Mnozstvi pouzitétho meédia je vySSi néz 500 ul, testovani se provadi
zpravidla ve zkumavkach
Vyhody:
e diky moznosti pribézného méreni optické denzity Ize pozorovat kinetiku
antimikrobialniho pisobeni, pfesnéjsi nez mikrodiluéni verze
Nevyhody:
e vySSi spotfeba materialu, pro vétsi poCet kmenl vzrista Casova
naro¢nost (Jilek et al., 2002)

Mikrodiluéni metoda

Provadi se v jednorazovych mikrotitracnich destiCkach pfi fadové niz§im
mnozstvi média (okolo 0,1 ml). Pro automatizaci lze vyuzit odeCet MIC
spektrofotometricky, vicekanalové pipety a inokulatory. Méné vybavené
laboratofe maji moznost pouzit komeréné predpfipravené sety (Reller et al.,
2009).

Vyhody:

e financné uspornéjsi, moznost vysoké miry automatizace a robustnosti,
testovani relativné velkého poc¢tu kmenld najednou (Jorgensen a
Turnidge, 2007)

Nevyhody

e obecné vysSi zatizeni relativni chybou (Jilek et al., 2002)
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Tabulka 1:Srovndni metodik mikrodiluéni bujénové metody dle EUCAST

Bakterie Kvasinky Vlaknité houby
1 Mueller-Hintonav RPMI s 2% RPMI s 2%

Médium . ) )

bujon glukozy glukozy
Inokulum 3x10° - 7x10° 0.5x10°-2.5x10°  1x10°-2.5x10°

CFU/mlI CFU/mlI CFU/mlI
Inkubace 18+2 hodiny 24+2 hodiny 24*-48 hodin
Vysledek Uplna inhibice, MICg03, MICso Gplna inhibice

MICgp

! pro ad Mucorales; * pro sulfonamidy; * pro Amfotericin B
Zpracovano dle dokumentt EUCAST: EDef 7.2, EDef 9.1, Edis 5.1

6.3.6. Automatické testovaci systémy

V soudasné dobé& americky Ufad pro potraviny a légiva (FDA) povoluje
pouziti souprav vyuzivajicich mikrodilu¢ni bujonovou metodu od &tyf riznych
vyrobcu. PIné automatické provedeni rozplnéni, inokulace, inkubace a odectu
koncovych hodnot umoznuje dosahovat velmi konzistetnich a rychlych
(zpravidla <16 h) vysledkd. VSechny systémy disponuji softwarem, ktery
dosazené vysledky vyhodnocuje, zaznaménava do Iékovych zaznamu pacienta
a sdili s dalSimi pracovisti. Nevyhodou zuUstava relativné vysoka pofizovaci
cena, neschopnost testovat vSechny klinicky vyznamné organismy (P.
aeruginosa) a obtizna detekce nékterych specifickych fenotypl, napf.
vankomycin rezistentni enterokoky (Richter a Ferraro, 2007).

e VITEK 1, VITEK 2 (vyrobce bioMerieux, USA)
Testovani probiha na plastikovych kartach se 45 (VITEK 1) nebo 64
(VITEK 2) jamkami. Méfeni nartstu se provadi turbidimetricky kazdych
15 minut. Lze zkouSet maximalné 20 testovanych latek v 1 az 6
fedénich, ze kterych je potom odvozena MIC. Kapacita je zpravidla 60
karet (Richter a Ferraro, 2007).

e MicroScan WalkAway (vyrobce Siemens, Némecko)
Vyuziva standardni 96-ti jamkové mikrotitracni desticky. Odecet je
turbidimetricky po 24-hodinové inkubaci v konvenénim rezimu nebo
fluorimetricky po 4,5 a 10 hodinach ve zrychleném rezimu. Upravou

destiCek Ize provadét méfeni MIC v celém rozsahu koncentraci,
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stanoveni pouze hrani¢nich hodnot nebo identifikaci (Richter a Ferraro,
2007)

e BD Phoenix (vyrobce Becton Dickinson, USA)
Pouzivaji se polystyrenové oboustranné 136-ti jamkové desticky. 51
jamek pro identifikaci a 86 pro testovani citlivosti k az 22 latkdm. Po
inokulaci je pfidan redoxni indikator, metabolicka aktivita (rast mikroba)

vede k redukci. Narust je odecitan kolorimetricky i turbidimetricky po 20
minutach (Richter a Ferraro, 2007)

e Sensititre ARIS 2x (vyrobce TREK DS, USA)
Pracuje s formatem standardnich 96-ti jamkovych desti¢ek, po 16 a 24

hodinach inkubace se vysledek odecita fluorimetricky (Richter a
Ferraro, 2007)
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6.4. Prehled pouzivanych antimikrobialnich latek
V této kapitole jsou pfedstaveny latky pouzivané k lé€bé infekEnich

onemocnéni, rozdélené podle mechanismu ucinku.

6.4.1. Inhibice syntézy bakterialni bunécné stény

Peniciliny

Vazbou na enzymy PBP inhibuji transpeptidazy v bunécné sténé bakterii.
Tim nemUze dojit k odStépeni terminalniho D-alaninového zbytku a spojovani
peptidoglykanu, zakladni slozky bunécné stény, pfi€nymi vazbami. Zaroven
aktivuji enzymy katalyzujici obménu peptidoglykanu, ¢imz dochazi k lyze a
zaniku bunky, maiji tedy baktericidni efekt, nezavisly na koncentraci (Lincova a
Farghalli, 2007).

Peniciliny maji dobry bezpecnostni profil, rychly nastup ucinku a lze je
vyuzivat v monoterapii i kombinacich, nejCastéji s aminoglykosidy (Lincova a
Farghalli, 2007).

Existuji 3 zakladni zpusoby rezistence vUuCi penicilinGm: zamezeni
interakce ATB s cilovou strukturou (zejména u G’ bakterii), zmé&na vazebného
mista, produkce hydrolytickych enzymu B-laktamaz (Murray et al., 2009).

Pouziti penicilinovych ATB zvySuje kombinace s inhibitory B-laktamaz.
Tyto latky maiji jako zaklad molekuly také B-laktamovy kruh, ktery se pfi styku
s bakteridlnim enzymem otevie a ireverzibilné navaze, coz vede k jeho
inaktivaci. UZiva se k. klavulanova, tazobaktam a sulbaktam. Ten lze
samostatné podavat pouze i.v. nicméné po navazani na molekulu ampicilinu
vznika sultamicilin, dobfe p.o. vstfebatelné prolécivo, které je Stépeno ve strevni
sliznici (Lallmann et al., 2004).

Tabulka 2: Prehled penicilinovych ATB a jejich spektra ucinku
dle (Murray et al., 2009)

Nazev Zastupci Spektrum ucinku
. o - B-hemolyticke
pfirozené peniciliny benzylpenicilin, . .
o streptokoky, vétsina G
(PP) phenoxymethylpenicilin
anaerobu
peniciliny odolné vidi methicilin, oxacilin, jako PP, taktivita vUci
penicilinazam cloxacilin, dicloxacilin stafylokokim
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Sirokospektré peniciliny

ampicilin, amoxicilin,
karbenicilin, tikarcilin,

piperacilin

na G* koky jako PP,

navic nékteré G™ tycky

kombinace s inhibitory

B-laktamaz

amoxicilin-klavulanat,
ampicilin- sulbaktam,

tikarcilin-klavulanat,

jako PP, taktivita vaci -
laktamazu produkujicim

stafylokokim a

piperacilin-tazobaktam vybranym G™ ty¢kam

Cefalosporiny

Zakladem jejich molekuly je rovnéz B-laktamovy kruh, tentokrat vSak
spojeny s dihydrothiazinovym cyklem. Pokud je sira nahrazena Kkyslikem,
oznacuji je néktefi autofi jako cefamyciny. Mechanismus ucinku je stejny jako u
penicilind (Murray et al., 2009). Podobné sdileji i dobry bezpenostni profil,
vySSi je riziko hypersenzitivni reakce (i zkfizené s peniciliny). Nabizeji Siroké
vyuziti v terapii i profylaxi. Zpravidla se rozdéluji do ¢&tyf generaci. V prvnich
tfech je patrny posun spektra ucinnosti od G* smérem ke G'. Posledni, 4.
Siroké spektrum ucinku s vysokou aktivitou proti

generace spojuje

pseudomonadam. Obecné nejsou cefalosporiny uc€inné proti E. faecalis,
Clostridium difficile, Campylobacter jejuni, listeriim a mykobakteriim (Lincova a
Farghalli, 2007).

Rezistence vznika podobnymi mechanismy jako u penicilind a navic se

pridava aktivni transport z bakterialni buriky (eflux) (Lincova a Farghalli, 2007).

Tabulka 3: Prehled vybranych zastupcu cefalosporint a jejich spektra ucinek
dle (Murray et al., 2009)

Nazev Zastupci Spektrum ucinku

_ o na G jako oxacilin, na G’
cefalosporiny s Uzkym cefazolin(i.v.), . ; _
_ vyjimeéné napf¥. E.coli,
spektrem cefalexin (p.o.)

Klebsiella spp.

o na G jako pfedchozi,
_ cefuroxim (i.v.), L L
cefalosporiny o taktivity vaci G vCetné
cefoxitin (i.v.),
S rozSifenym spektrem Enterobacter spp.,

cefuroxim-axetil (p.o.),

Citrobacter spp.
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B ] cefotaxim (i.v.), na G" jako pfechozi, ale
Sirokospektré o L .
_ ceftazidim (p.e.), laktivita vuci stafylokokam, 1
cefalosporiny o o
cefixim (p.o.) aktivity na G” a Pseudomonas
Sirokospektré _ na G jako oxacilin; G™ i
_ cefepim (p.e.),
cefalosporiny ) Pseudomonas,
L cefpirom (p.e.) _
s rozSifenym spektrem Enterobacteriaceae

V tabulce neni zahrnut nejnovéjsi zastupce cefalosporint, ceftarolin,
s u€inkem zahrnujicim i MRSA a multirezistentni kmeny S. pneumoniae. Jeho
ucinnost je niZSi u gramnegativnich nefermentujicich bakterii a je malo odolny
k hydrolyze ESBL. V USA i Evropé byl schvalen pro cilenou Ié€bu komunitni

pneumonie a komplikovanych infekci kiize a mékkych tkani (Chen et al., 2014)

Atypické B-laktamy

Zakladni chemickou strukturou je rovnéz B-laktamovy kruh, nevyvolavaji
vSak zkfizenou hypersenzitivni reakci s pfedchozimi skupinami (Lidllmann et al.,
2004)

Aztreonam je fazen mezi tvz. monobaktamy. Inhibuje syntézu bunécné
stény vazbou na specifické proteiny. Plsobi pouze na aerobni G™ bakterie vici
jejichz B-laktamazam je odolny. Podava se pouze parenteralné (Lincova a
Farghalli, 2007).

Karbapenemy naopak disponuji velmi Sirokym spektrem ucinku. Vazou
se na PBP, indukuji chromozomalni B-laktamazy, ale vykazuji vic¢i nim dobrou
stabilitu. Dobfe pronikaji do tkani v€etné cerebrospinalnihno moku. Jsou
vyhrazeny klécbé multirezistentnich nozokomialnich patogent a tézkych
smiSenych infekci. Podavaji se pouze parenteralné. Zastupci: meropenem,
ertapenem. Imipenem je v ledvinach inaktivovan enzymem dehydropeptidasou
I, proto musi byt podavan s inhibitorem tohoto enzymu cilastatinem (Lincova a
Farghalli, 2007).

Glykopeptidy
Syntézu bunééné stény inhibuje vazbou na jeji prekurzory, &Cimz
znemoznuje jejich zpracovani transpeptidazami a vzajemné propojeni s dalSimi

fetézci. Spektrum ucinku zahrnuje pouze grampozitivni bakterie, jejich molekula
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je pfili§ velka pro prichod poéry vnéjSi membrany gramnegativnich mikrob
(Murray et al., 2009).

Vankomycin je uzivan k IéCbé téZzkych infekci zpusobenych stafylokoky a
streptokoky rezistentnimi k B-laktamam. Jeho ucinek je bakteriostaticky,
nezavisly na koncentraci. Podava se intravenézné, kvali nebezpeli nekroz
nikdy intramuskularné. Po peroralnim podani se vstfebava minimalné, coz lze
vyuzit pfi pseudomembrandzni kolitidé zpusobené Clostridium difficile (Lincova
a Farghalli, 2007).

Teikoplanin ma indikace i spektrum ucinku podobné s vankomycinu
s vysSi ucinnosti proti enterokokim. U pacientu je lépe tolerovan a diky
dlouhému biologickému polo€asu je mozna nizSi frekvence davek (Lincova a
Farghalli, 2007).

NejnovéjSi zastupce telavancin, zplsobuje také depolarizaci bunécné
membrany s naslednym vyplavenim K" iontd a ATP. Tento dualni efekt tak
zvySuje baktericidni potencial a rozSifuje pouziti i na vankomycin-rezistentni
mikroby (Saravolatz et al., 2009).

Rezistence spociva v produkci peptidoglykanovych prekurzorl, které
maji misto D-ala konce D-laktat nebo D-serin a glykopeptidova ATB k nim ztraci
afinitu. Zaroven jsou cilené odstranovany ty prekurzory, ke kterym je afinita
zachovana (Arthur et al., 1996). Objeveno bylo 6 typu, které se vzajemné liSi
umisténim genl a zpusobem regulace jejich exprese. VétSina se vztahuje

pouze k vankomycinu, nicméné nékteré i k teikoplaninu (Courvalin, 2006).

Dalsi latky

Bacitracin inhibuje defosforylaci unde-caprenylfosfatu,
transmembranového pienaSeCe pro stavebni jednotky bunécné stény.
Chemicky patfi mezi polypeptidy. Spektrum ucinku zahrnuje grampozitivni koky
a tyCky. V souCasnosti se podava pouze Ilokalné, c&asto v kombinaci
s neomycinem (Lincova a Farghalli, 2007). Systémové se nevyuziva kvuli
vysoké nefrotoxicité (Lullmann et al., 2004).

Fosfomycin diky inhibici transferazy potlaCuje syntézu peptidoglykanu.
Spektrem ucinku se podoba ampicilinu, tj. enterobakterie a stafylokoky véetné
MRSA. Podava se peroralné i intraven6zné (LUllmann et al., 2004).
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S cefalosporiny 3. generace a aminoglykosidy vykazuje synergicky efekt
(Lincova a Farghalli, 2007).

6.4.2. PoSkozeni bunécéné stény

Polymyxin B a E (kolistin) se fadi mezi bazické polypeptidy, svym
povrchové aktivnim uc€inkem snizuji permeabilitu cytoplazmatické membrany
bakterii (Lullmann et al., 2004). Plsobi pouze na gramnegativni mikroby v&etné
P. aeruginosa, kde zlstavaji Casto posledni ucinnou volbou. Podavaji se

lokalné nebo intravenézné, z GIT se nevstiebava (Lincova a Farghalli, 2007).

6.4.3. Inhibice sysntézy k. tetrahydrolistové

Sulfonamidy diky strukturni podobnosti s k. p-aminobenzoovou kompetuji
o enzym dihydropteroatsyntetazu. Tim vznika nedostatek k. tetrahydrolistové a
snizeni syntézy purini a tymidinu, které jsou nutné pro syntézu nukleovych
kyselin. Vysledny efekt je tedy bakteriostaticky. Buriky savcu k. listovou
nesyntetizuji, je tak dosazeno potfebné selektivity (Lullmann et al., 2004).

Synergicky se sulfonamidy puUsobi derivaty 2,4-diaminopyrimidinu
trimethoprim a tetroxoprim, které inhibuji enzym dihydrofolatreduktazu se
stejnym vyslednym ucinkem. Lidské buriky tento enzym vyuZzivaji také, nicméné
bakterialni forma je k plsobeni trimethoprimu mnohem citlivéjSi (Lullmann et al.,
2004).
vyuziti nachazi kotrimoxazol (sulfamethoxazol+trimetoprim), tzv. sekvencni
blokada. Spektrum ucinku zahrnuje grampozitivni i gramnegativni bakterie
v€etné chlamydii, anaerob(, P. aeruginosa a Pneumocystis carinii. NejCastéji se
pouziva v profylaxi a Ié€bé akutnich nekomplikovanych infekci mocovych cest,
pyelonefritidach, infekci hornich cest dychacich zpusobenych H. influenzae
(Lincova a Farghalli, 2007). Vyjma banalnich nezadoucich uc€inkd v GIT byly
pozorovany zavazné kozni reakce jako Stevens-Johnsonlv syndrom a zmény
krevniho obrazu (LGllmann et al., 2004).

DfivéjSi Siroké nasazeni v praxi se projevuje pomérné vysokou mirou
rezistence, ktera se mezi jednotlivymi staty vyrazné liSi. Jeji mechanismy
zahrnuji: snizeni koncentrace v bunce omezenim permeability a zvySenim

efluxni ¢innosti, zména cilového enzymu bodovou mutaci genomu nebo
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regulaci exprese. Rezistence je navic pomérné snadno pfenosna i na jiné

(Eliopoulos a Huovinen, 2001).

6.4.4. Interference s bakterialni DNA

Chinolony
Inhibuji bakterialni enzymy topoizomerazu Il (DNA-gyraza) a 1V, které

umoznuji rozvolnéni a zretézeni molekuly DNA pfi replikaci, rekombinaci a
opravach, coz vede k rychlému baktericidnimu efektu. DNA-gyraza je mistem
uCinku u gramnegativnich bakterii zatimco topoizomeraza |V pfevazuje u
grampozitivnich (Murray et al., 2009). Plvodni nefluorované latky byly ucinné
pouze na gramnegativni organismy, nicméné s fluoraci molekuly se spektrum
vyrazné rozSifilo na grampozitivni. NovéjSi generace Ize pouzit i na
intracelularni patogeny: legionelly, chlamydie a Mycoplasma pneumoniae
(Lincova a Farghalli, 2007).

Chinolony jsou pomérné dobfe snaseny a diky dobrému priniku do tkani,
vyhodnému davkovani a Sirokému spektru se hojné vyuzivaji v komunitni i
nemocnicni terapii. Zejména se jedna o infekce mo€ovych a dolnich dychacich
cest, leh¢i az stfedné tézké infekce kosti, kloubl, kize a mékkych tkani.
K dispozici jsou jak peroralni tak i parenteralni formy (Lincova a Farghalli,
2007).

Rezistence vznika tfemi zakladnimi mechanismy: alteraci cilového
enzymu, zménou vazebného mista pro ATB a zvySenym efluxem ATB z buriky.
Zejména prvni dvé moznosti jsou vazané na chromozém a vznikaji
pravdépodobné bodovymi mutacemi (Hooper, 2001). V mensi mife se vyskytuje
i produkce inaktivujicich enzym( vazana na plazmidy, nicméné jeji efekt nabyva
vyznamu jen jako umoznéni vzniku vySe uvedenych mechanismu (Briales et al.,
2011).
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Tabulka 4: Pfehled vybranych zastupcu chinoloni a jejich spektra ucinku
dle (Nyc et al., 2006)

Nazev Zastupci Spektrum ucinku

1. generace K. nalidixova E. coli a nékteré G tycky

Fluorochinolony

ciprofloxacin, ofloxacin, | 1 aktivity va¢i G™ a slabé na

2. generace ) .
levofloxacin G

3. generace gatifloxacin, na G jako predchozi,

3. generace sparfloxacin, taktivity vic¢i G, zejména S.
tosufloxacin pneumoniae ;

(pokraCovani)

_ _ dal3i 1 aktivity na G* (vetné
moxifloxacin, _ ) )
4. generace . . S.pneumoniae) a nékteré
gemifloxacin
anaeroby

3. a 4. generace nékdy oznacovany jako ,respiracni“ flurochinolony

6.4.5. Latky s pfimou vazbou na DNA

Nitroimidazoly

Na zakladni molekule imidazolu je substituovana nitroskupina, ktera se
po pfijmu elektront redukuje na hydroxylaminovou. Ta pfimo poskozuje DNA
nebo vytvafi komplex, ktery brani replikaci. Uginek je baktericidni (Lillmann et
al., 2004). NejpouzivangjSim zastupcem je metronidazol, ktery se po peroralnim
podani dobfe resorbuje a pronikd do tkani vCetné kosti a cerebrospinalni
tekutiny. Spektrum uc€inku zahrnuje pouze anaeroby véetné Clostridium spp.,
prvoky (napf. Trichomonas vaginalis, giardie), je tak Iékem volby u tetanu,
bakterialnich vagindz a pseudomembrandzni kolitidy. PouZiti je topickée, lokalni i
parenteralni. DalSi derivaty s podobnymi vlastnostmi jsou tinidazol a ornidazol
(Lincova a Farghalli, 2007).

Nitrofurantoin

V bakteriich se redukuje na aktivni metabolity, které poSkozuji DNA.
Peroralné se dobfe vstiebava, av8ak ucinné koncentrace vytvafi pouze v moci.

Spektrum ucinku zahrnuje E. coli, Klebsiella sp., stafylokoky a enterokoky. |
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pres Casté nezadouci uCinky se vyuziva v profylaxi a lécbé tézsSich infekci

mocovych cest (Lincova a Farghalli, 2007).

6.4.6. Inhibice syntézy RNA

Rifampicin puasobi inhibici DNA-dependentni RNA-polymerazy, coz
pusobi baktericidné na proliferujici bakterie. PUsobi zejména na grampozitivni
mikroby a mykobakterie. Pro rychly rozvoj rezistence se pouziva predevSim
v kombinacich, pfevazné v terapii tuberkulézy (Lillmann et al., 2004). Podobné

jsou derivaty rifaximin a rifabutin.

6.4.7. Inhibice bakterialni proteosyntézy

Makrolidy
Mechanismus uc€inku spociva ve vazbé na 50S podjednotku ribozému,

zabranéni jeho posunu po mRNA a tim elongaci polypeptidového fetézce. Na
rostouci bakterie ma tedy bakteriostaticky efekt. Ribozomy vyssSich ZivociSnych
druhG maji jiné podjednotky (LUllmann et al., 2004). Maji Siroké spektrum,
kromé grampozitivnich a gramnegativnich bakterii i anaeroby, intracelularni
patogeny a spirochety. Jejich ucinek je nezavisly na koncentraci, je tfeba udrzet
hladiny nad MIC po dobu alespoi 50 % davkovaciho intervalu (Lincova a
Farghalli, 2007).

Nezadouci reakce v GIT se projevuji spiSe u starSich latek, které plisobi
agonisticky na motilinovych receptorech (Lullmann et al.,, 2004). S novéjSimi
derivaty se také snizuje interakéni potencial dany inhibici cytochromu P450
3A4, ktera vyrazné komplikovala lé€¢bu polypragmatickych pacientd (Lincova a
Farghalli, 2007).

Rezistence se projevuje zejména methylaci 23S rRNA a znemozZnénim
vazby ATB na receptor, popf. mutaci a zménou ribozomalnich proteini. Maze
dochazet téz k enzymatické inaktivaci esterifikaci, fosforylaci nebo glykosylaci
(Murray et al., 2009).

Tabulka 5. Vybrani zdastupci makrolidi, jejich vlastnosti a pouZiti
dle (Lincovéa a Farghalli, 2007)

erythromycin (ERY), | stars$i latky, dnes nahrazované modernéjSimi, vykazuji

spiramycin, josamycin S nimi uplné zkfizenou rezistenci
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roxithromycin lepSi absorpce a tolerance nez ERY, stejné spektrum

' ' podobné spektrum jako ERY, do kombinaci pfi
klarithromycin o o .
eradikaci H.pylori, u€inny na mykobakterie

_ _ nejlepsi prunik do tkani, velmi dlouhy polocas, patfi
azithromycin _ _ ) _ _
mezi tzv. azalidy, spektrum jako klaritromycin

. . zavedeny v USA, spektrum jako ERY, |ucinnost na N.
dirithromycin

gonnorhoeae

Latky pribuzné makrolidim

Streptograminy jsou cyklické peptidy, které se vazou na 50S podjednotku
ribozému. Dalfopristin brani elongaci peptidového fetézce a zpusobuje zmény
usnadnujici vazbu quinupristinu, ktery navozuje pfedCasné uvolnéni fetézce
z ribozomu. Pouzivaji se pouze v kombinaci a jejich pouziti je vyhrazeno na
polyrezistentni grampozitivni koky, napf. vankomycin-rezistetni E. faecium
(Murray et al., 2009).

Ketolidy jsou podobné makrolidim, ketoskupina na C3 jim dava lepSi
stabilitu v kyselém pH. Jedinym zastupcem je telithromycin. Nevztahuje se na
néj zkfizena rezistence na makrolidy a ma in vitro vyS8S§i aktivitu na
grampozitivni koky (Lincova a Farghalli, 2007).

Oxazolidinony diky vazbé na 50S podjednotku ribozomu méni vazebné
misto pro tRNA a brani spojeni obou podjednotek, inhibuji tak samotnou iniciaci
proteosyntézy. V souCasnosti je schvalen pouze linezolid, ktery si diky
unikatnimu mechanismu zachovava ucinnost i na multirezistentni grampozitivni
bakterie, pro jejichz infekce je také rezervovan (Murray et al., 2009).

Linkosaminy, linkomycin a jeho chlorovany derivat klindamycin, se
mechanismem i spektrem ucinku podobaji erythromycinu, sdileji i zkfizenou
rezistenci. Lépe vSak pronikaji do tkani a plsobi na anaeroby (Lullmann et al.,
2004).

Tetracykliny
Mechanismus ucinku spociva ve vazbé na 30S podjednotku, kde brani

navazani tRNA na komplex mRNA-ribozém. Uginek je tedy bakteriostaticky a
neni zavisly na koncentraci, nybrz na délce expozice (Lullmann et al., 2004).
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Antimikrobialni  spektrum je Siroké, zahrnuje grampozitivni i
gramnegativni bakterie. Tetracykliny se osvédcily v 1éEbé infekci zplsobenych
mykoplazmaty, chlamydiemi, rickettsiemi a borelioze. Mnoho kmenu je vSak
rezistentnich (Lincova a Farghalli, 2007).

Rezistence vznika sniZzenou penetraci do bunky, aktivnim efluxem,
alteraci cilového mista nebo enzymatickou modifikaci antibiotika. MUzZe se také
vyskytovat syntéza proteind analogickych s elongacnimi faktory, které sice
nebrani vazbé ATB Kk ribozomu, ale proteosyntéza neni narusena. Mutace
v genu pro jeden z membranovych porind maze také zpUsobit pomérné nizkou
uroven rezistence, nicméné ta se zpravidla tyka i mnoha ostatnich latek (napf.
B-laktamy, chinolony, chloramfenikol) (Murray et al., 2009).

Jedinym u nas registrovanym zastupcem je doxycyklin, patrné diky
nejvyhodnéjSim vlastnostem z celé skupiny: dlouhy poloCas, lipofilita, mensi
ovlivnéni absorpce potravou a dobry prinik do tkani (Lincova a Farghalli, 2007).
DalSimi zastupci jsou tetracyklin a minocyklin (Murray et al., 2009)

Podobnou strukturu a mechanismus ucinku sdili novéjsi glycylcykliny se
zatim jedinym zastupcem tigecyklinem, ktery zlstava rezervovan pro zavazné

multirezistentni infekce (Yahav et al., 2011).

Aminoglykosidy

Zaklad molekuly jsou glykosidicky pfipojené aminocukry k hex6zovému
jadru, az na vyjimky se jedna o trisacharidy. Jako hydrofilni latky Spatné
pronikaji biologickymi membranami. Mechanismus ucinku spociva v ireverzibilni
vazbé k receptoru na 30S podjednotce ribozomu, kde blokuji vazbu aminoacyl-
tRNA na akceptorové misto mRNA (Lincova a Farghalli, 2007). Nasledkem toho
vznikaji, pfi dostateCné koncentraci ATB, aberantni proteiny, které se
zabudovavaji do bunéénych struktur a zpusobuji funkéni poruchy. Efekt
aminoglykosidu je tedy baktericidni a zavisly na koncentraci (Lullmann et al.,
2004).

Antimikrobidlni spektrum zahrnuje nékteré grampozitivni, ale zejména
gramnegativni bakterie vCetné Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter sp.
Jelikoz je prunik aminoglykosidi pfes membranu aerobni, na energii zavisly

proces, neucinkuji na anaeroby a v prostfedi bez kysliku (abscesy). Pro pouziti
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u grampozitivnich bakterii je tfeba jejich kombinace s latkami inhibujicimi
syntézu bunécné stény (B-laktamy, vankomycin) (Murray et al., 2009).
Mechanismy rezistence jsou znamy Ctyfi.: zména vazebného mista na
ribozému, snizeny pfijem ATB do buriky, zvySeny eflux a enzymaticka
modifikace (Murray et al., 2009). Pravé ta je zdaleka nejrozSifenéjSi a zahrnuje
acetylaci, adenylaci nebo fosforylaci. Geny pro produkci potfebnych enzymu
mohou byt Sifeny i na plazmidech. Eflux je pozorovan pomérné zfidka a
vyhradné u gramnegativnich kmend. Zména permeability membrany je
nejCastéjSi u Pseudomonas aeruginosa a zpravidla se vztahuje na vSechny
aminoglykosidy. Alterace vazebného mista je vyznamna pouze u streptomycinu

(Mingeot-Leclercq et al., 1999).

Tabulka 6: Vybrani zastupci aminoglykosidu
dle (Lincova a Farghalli, 2007) a (Ldllmann et al., 2004)

Pro systémové pouZiti

' dnes hlavné Ié¢ba tuberkuldzy, v kombinaci s ampicillinem na
streptomycin
streptokoky a enterokoky

uziti na infekce G tyCkami s rezistenci na méné toxicka ATB,

gentamicin . o
bruceldzy a tularémie
tobramycin podobny gentamicinu, lepSi u€innost na P. aeruginosa
netilmicin vyhodné davkovani, odolny proti degradujicim enzymim
o nejSirsi spektrum z aminoglykosidu, rezervovan pro kmeny
amikacin _ ) o . o ]
rezistentni ke gentamicinu, |ucinnost, nutnost vysSich davek
_ o nejnovéjsi, vlastnosti podobné amikacinu, odolny
isepamicin

k acetylaCnim enzymdm

Pouze k lokalnimu pouziti

neomycin, topické podani na kizi a oko, peroralné se nevstrebavaiji,
paromomycin vyuziti k dekolonizaci stfeva
kanamycin pouze o¢ni podani

Podobnym mechanismem ucinku jako aminoglykosidy disponuje
spektinomycin, amincyklitol, uzivany v lé¢bé gonokokovych infekci u pacientd

alergickych na cefalosporiny nebo fluorochinolony (Lincova a Farghalli, 2007).
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Chloramfenikol

Reverzibilné se vaze na 50S podjednotku ribozomu, kde inhibuje eznym
peptidyltrasferazu a brani pfipojeni pfivedené aminokyseliny na prodluzujici se
Fetézec. Jeho efekt je bakteriostaticky (Murray et al., 2009). Siroké spektrum
zahrnuje vétSinu grampozitivnich i gramnegativnich mikrobl v€etné rickettsii a
chlamydii. Diky vyskytu aplastické anémie (cca 1:30000) je povazovan za malo
bezpecny a neni latkou prvni volby. Jeho derivat tiamfenikol se uz nepouziva
(Lincova a Farghalli, 2007).

NejCastéjSim mechanismem rezistence je plazmidicky pFfenosna
produkce acetyl-transferazy. Acetylaci 3-hydroxyskupiny v molekule vznika
produkt neschopny vazby na ribozom. Méné Casta je sniZzena permeabilita
membrany gramnegativnich kmenud, ke které dochazi diky chromozomalni

mutaci genl pro porinové proteiny (Murray et al., 2009).

6.4.8. Latky vytvarejici pory v cytoplazmatické membrané

Polyeny
Spole¢né se s ergosterolem zaclefiuji do cytoplazmatické membrany za

vzniku hydrofilniho poru. Dochazi tak k uniku iontd a intracelularniho obsahu,
naruseni homeostazy bunky a jejimu zaniku (Lullmann et al., 2004). Maji
schopnost vazby i na cholesterol, ale v mnohem mensi mife. Plsobi také
poskozeni samotné membrany vlivem oxidaéniho stresu a vzniku volnych
radikald. Celkovy ucinek je tedy fungicidni (Murray et al., 2009).

Siroké spektrum uginku zahrnuje vétsinu kandid, aspergily, kryptokoky i
Histoplasma capsulatum aj. Rezistence se vyskytuje v relativné malé mife,
zpravidla k ni dochazi diky sniZzeni obsahu ergosterolu v membrané (Murray et
al., 2009). Muze byt zkfizena mezi jednotlivymi zastupci (Lincova a Farghalli,
2007).

NejznaméjSim zastupcem je amfotericin B, I€k volby pfi mukormykdzach.
Casto byva vyuzivan i u invazivnich infekci jinymi fungalnimi patogeny.
NejCastéji se podava intraven6zné, peroralné se  nevstfebava.
NejmarkantnéjSim nezadoucim ucinkem je jeho nefrotoxicita, ktera omezuje
moznosti jeho nasazeni a akutni pfiznaky spojené s infuzi (horeCka, myalgie).
Lze jej pouzivat v kombinacich s flucytosinem, rifampicinem, popfF.
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tetracyklinem. Nefrotoxicitu eliminuji moderni lipidové formulace amfotericinu B,
jejichz cena je vSak nékolikanasobné vysSi (Lincova a Farghalli, 2007).

Dal$i zastupci natamycin a nystatin se pouzivaji pouze lokalné (LGllmann
et al., 2004).

6.4.9. Inhibice syntézy ergosterolu

Azolova antimykotika

Mechanismem jejich ucinku je inhibice lanosterol 14-a-demethylazy,
cytochrom P-450 dependentniho enzymu, ktery katalyzuje pfeménu lanosterolu
na ergosterol. Ten je nejvyznamnéjSi steroidni sloZzkou bunéfné membrany
hub. Uginek je pfedevdim fungistaticky, u nékterych latek az fungicidni. U
dimorfnich hub blokuji pfeménu z kvasinkové do mycelialni formy. U nékterych
zastupcl jsou popisovany i dalSi ucinky (Lincova a Farghalli, 2007).
Rozdélujeme je dle chemické struktury na derivaty imidazolu a triazolu.

Spektrum ucinku zahrnuje zejména Candida spp., Histoplasma
capsulatum, dermatofyty (Trichophyton spp, Epidermophyton spp.). Na
kryptokoky je uCinek nestabilni a na aspergily pusobi pouze novéjsi triazolové
latky (Lincova a Farghalli, 2007).

Diky Sirokému vyuziti azolovych ATM Kk terapii i profylaxi, dochazi
k celosvétovému prudkému narastu rezistence. Hlavnimi mechanismy jsou
zvySena exprese efluxnich pump a cilového enzymu, popf. bodova mutace

genu pro jeho produkci (Espinel-Ingroff, A., 2008).

Tabulka 7: Vybrani zastupci azolovych ATM a jejich pouZiti
dle (Murray et al., 2009) a (Lincova a Farghalli, 2007)

Imidazoly
mikonazol, dfive i systémové uziti, dnes pouze topicky, Siroké
ketokonazol spektrum, Cetné interakce pfes cytochrom P450
ekonazol,

] _ pouze topické uziti, IéEba dermatofytéz a kandidoz
klotrimazol, bifonazol

Triazoly

p.o. a i.v. podani, nejlepsi bezpecnostni profil,
neucinnost na aspergily a C.krusei, snizena ucinnost
flukonazol _
na nékteré non-albicans druhy, dobra na kryptokoky a

dermatofyty, pronika do CNS, €asto i v profylaxi
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p.o. a i.v. podani, Siroké spektrum, odvozen od

itrakonazol ketokonazolu, interakce na CYP 3A4, proménliva biol.
dostupnost
_ p.o. a i.v., Siroké spektrum v¢. flukonazol-rezistentnich
vorikonazol _ o . . _
kandid, pouziti u invazivni aspergildzy, pranik do CNS
posakonazol, p.o., Siroké spektrum v€. zygomycet a C. krusei, vysoka
ravukonazol ucinnost
DalSi latky

Alylaminy inhibuji skvalenepoxidazu, kdy kromé& nedostatku ergosterolu
dochazi ke kumulaci skvalent a fungicidnimu efektu. Jedna se o vysoce lipofilni
a keratofilni latky, dobfe se resorbuji a kumuluji v kizi a jejich adnexech.
Primarni uziti je vlécbé dermatofytéz a kandidoz (i flukonazol-rezistentni
kmeny). Terbinafin Ize uzivat peroralné, naftifin pouze topicky (Lincova a
Farghalli, 2007).

Amorolfin je fungicidni morfolinovy derivat, ktery inhibuje demethyl-
lanosterolreduktazu. Dobfe prostupuje do hmoty nehtu a jeho vyhradni uziti
spociva v lécbé mykoz nehtl zplsobenych viaknitymi houbami ve formé laku.
(LUllmann et al., 2004).

6.4.10. Zasah do funkci bunééného jadra

Flucytosin  (5-fluorocytosin) pusobi jako antimetabolit. Je aktivné
transportovan do bunky, kde deaminaci enzymem adenosindeaminazou, vznika
vlastni uc€inna latka 5-fluorouracil. Ten je inkorporovan do RNA a inhibuje tak
syntézu nukleovych kyselin, mize také pfimo antagonizovat cytosin. Jeho
ucinek je fungistaticky (Lincova a Farghalli, 2007). Spektrum ucinku je uzkeé,
zahrnuje zejména kandidy, C. neoformans a nékteré dermatofyty. Neucinkuje
na aspergily. V monoterapii se nevyuziva, ackoliv dobfe pronika do télnich
tekutin. Pravé nutnost intracelularni konverze je jednim z hlavnich mechanismu
rezistence ke flucytosinu, dalSim je snizeny pfilem pFfes plazmatickou
membranu (Murray et al., 2009). NejCastéji se kombinuje s amfotericinem B,
ktery patrné zvySuje permeabilitu membrany, nicméné byva vytlaCovan

triazolovymi derivaty (Lillmann et al., 2004). V CR neni registrovan.

60




Griseofulvin pusobi denaturaci mikrotubularniho aparatu buriky, coz vede
k zastavé mitézy sniZzenim kontraktility proteind déliciho vfeténka. Jeho
spektrum je uzké, nebot zahrnuje pouze dermatofyty. Jeho vlastnosti a
snasenlivost nijak nepfekonavaji azolova ATM, jedinou vyhodou muze byt velmi
nizka mira rezistence, ktera neni zkfizena s ostatnimi latkami (Lincova a
Farghalli, 2007).

Ciklopirox je latka k lokalnimu pouziti s fungicidnim uc€inkem a velmi
Sirokym spektrem Citajicim i nékteré bakterie. Dobfe penetruje i do silné

zrohovatélé kize a nehtd (Lincova a Farghalli, 2007).

6.4.11. Inhibice syntézy fungalni bunécéné stény

Echinokandiny inhibuji syntézu 1,3-B-glukanu, ktery je vyznamnou
slozkou bunééné stény nékterych druht hub. Ta bez néj ztraci své osmotické
schopnosti, coz vede k zaniku buriky. Spektrum je pomérné Siroké, dobfie
pusobi na kandidy, aspergily a kozni patogeny, v€etné flukonazol-rezistentnich
kmenu. Naopak neplsobi na zygomycety a Trichosporon spp. (Murray et al.,
2009). Podani je pouze parenteralni, v monoterapii nebo v kombinaci
s amfotericinem B nebo azoly (Lincova a Farghalli, 2007).

Rezistence k echinokandinim je u kvasinek a patrné i aspergilt, dana
mutaci genu fksl, ktery koduje jeden zproteini komplexu 1,3-B-
glukansyntazy, ve kterém se nachazi jejich vazebné misto. Tato rezistence je
zkfizena pro vSechny latky skupiny, nicméné se zatim jedna o pomérné vzacny
jev. In vitro bylo citlivych 99,6 % testovanych vzorka Candida spp. Byl u nich
také pozorovan “eagle efekt’, kdy u vzork( rostoucich pfi znacné vysSich
koncentracich nez MIC doSlo k velmi rychlé nahradé chybéjiciho 1,3-B-glukanu
chitinem (Espinel-Ingroff, A., 2008).

VSechny tfi v souCasnosti pouzivané latky oplyvaji podobnym spektrem
ucinku. Kaspofungin, mikafungin i anidulafungin se uZzivaji k Iécbé&, popfF.
prevenci invazivnich kandidoz, v pfipadé kaspofunginu i aspergildéz, které

nereaguji na jinou léCbu (Murray et al., 2009).
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7. Experimentalni ¢ast

7.1. Testovaci kmeny

1. Bakterie

Staphylococcus aureus CCM 4516/08

Staphylococcus aureus methicilin rezistentni H 5996/08
Staphylococcus epidermidis H 6966/08

Enterococcus faecalis J14365/08

Escherichia coli CCM 4517

Klebsiella pneumoniae D 11750/08

Klebsiella pneumoniae ESBL pozitivni J 14368/08

Pseudomonas aeruginosa CCM 1961

2. Kvasinky a vlaknité houby

Candida albicans ATCC 44859
Candida tropicalis 156

Candia krusei E28

Candia glabrata 20/I

Trichosporon asahii 1188
Aspergillus fumigatus 231

Absidia corymbifera 272
Trichophyton mentagrophytes 445

7.2. Pouzity material

1. Pomucky

automatické pipety, mikrotitracni desticky, 12ti jamkové rezervoary na

média, Blrkerovy komurky, ockovaci kli¢ky, zkumavky

2. Pristrojové vybaveni

laminarni box, denzitometr, vortex, mikroskop

3. Chemikalie

3-(N-morfolino) propansulfonova kyselina (MOPS),
(DMSO), glukdza, hydroxid sodny (NaOH), sterilni voda
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4. Rustova média
e RPMI 1640 s glutaminem — pro kvasinky a vlaknité houby
- sloZeni viz. Tabulka 8
e Sabourauduav agar
- slozZeni: pepton 10g/l, dextréza 40 g/l, agar 15 g/l
- sterilizovan v autoklavu pfi 121°C po dobu 15 minut
e Mueller-Hintontv bujén (MHB) — pro bakterie

- slozZeni: pepton 17 g/l, hovézi vytazek 2g/l, Skrob 1,5 g/l

Tabulka 8: SloZeni média RPMI-1640 SEVAC 5x koncentrovaného
(hodnoty v gramech na 1000ml média)

Dusi¢nan vapenaty tetrahydrat 0,5 L-prolin 0,1
Chilorid draselny 2,0 L-serin 0,15
Hydrogen fosfore¢nan sodny dihydrat 5,015 L- reonin 0,1
Siran hofeénaty heptahydrat 0,5 L-tyrosin 0,1
Chlorid sodny 30,0 L-tryptofan

L-arginin hydrochlorid 1,21 L-valin 0,1
L-asparagin monohydrat 0,27 Biotin 0,001
L-cystin 0,25 Kyanokobalamin 0,000025
L-glutamin 1,5 Cholin chlorid 0,015
Glutathion 0,005 I-inositol 0,175
Glycin 0,05 Kyselina listova 0,005
L-histidin HCI H20 0,102 K. p-aminobenzoova 0,005
L-hydroxyprolin 0,1 Nikotinamid 0,005
L-isoleucin 0,25 D—Ca-Pantohenat 0,00235
Kyselina L- asparagova 0,1 Pyridoxin hydrochlorid 0,005
Kyselina L- glutamova 0,1 Riboflavin 0,001
L-leucin 0,25 Thiamin hydrochlorid 0,005
L-lysin hydrochlorid 0,2 Glukéza 10,0
L-methionin 0,075 Fenolerven 0,05
L-phenylalanin 0,075

7.3. Testované latky
Pfijato bylo 49 vzorkd, pfipravenych na Katedfe organické a anorganické
chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy. Na zakladé spolenych

strukturnich znakl byly vzorky rozdéleny do Sesti skupin.

Derivaty:
3-phenyl-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-onu
3-phenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithionu
N-benzylsalicylthioamidu

phenylsalicylatu

benzyl-N'-(phenylmethylen)hydrazonothiokarbamatu

o gk wbd R

2-(5-karboxypentyl)isochinolinium bromidu
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7.4. Metodika

7.4.1. Priprava suspenzi testovanych kmenu

1.
2.

Do sterilnich zkumavek jsme napipetovali 3 ml sterilni vody.

Z kultur narostlych na zivném agaru jsme odebrali ¢ast kolonie a pomoci
vortexu resuspendovali v pfislusné zkumavce oznacené typem kmenu.
Hustota inokula jsme u bakterii upravili pomoci denzitometru na 0,5 stupna
McFarlanda. U hub jsme z kazdé zkumavky odebrali 12 pl pro stanoveni
hustoty Burkerovou komurkou. Optimalni hodnota byla v rozmezi 1,0 - 2,5 x
10° CFU/m.

Pfi dodrzeni postupu pfipravy je mozné inokula pouzit po dobu 14 dni, za

podminky jejich uchovavani pfi teploté 2 - 8°C.

7.4.2. Priprava rlistového média

1.

2.

Ke 4 dilim MOPS s 1% glukézy jsme pfidali 1 dil RPMI 1640, kone¢ny
objem a pfesna mnozstvi byla dana pfedpokladanou spotfebou.

Pomoci NaOH jsme upravili pH na hodnotu 6,5-7,9.

7.4.3. Priprava redici rady testované latky

1.

Navazku jsme rozpustili v pfislusném objemu DMSO (vzorec pro vypocet
uveden nize) tak, aby prvni testovana koncentrace byla 500 pmol.I* a
zaroveri koncentrace DMSO v jamce nepiesahla 1%. Udaje o navazce a
molekulové hmotnosti byly dodany spolecné s testovanou latkou.

Pokud nedoslo k rozpusténi latky nebo vzniku homogenni suspenze, pfidali
jsme 2. pfipadné 3.ekvivalent rozpoustédla. Kazdym pfidanim ekvivalentu

se posouva 1.testovana koncentrace o 1 fedéni dozadu.

. PFi zjisténi rozpustnosti zkousené latky v ristovém médiu jsme do sterilni

zkumavky €.1 napipetovali 1,98 ml média (MHB pro bakterie, RPMI pro
houby) a 20 pl roztoku z pfedchoziho kroku. Pokud nedoSlo ke vzniku
srazeniny nebo se vytvofila homogenni suspenze, pfemistili jsme pracovni

roztok do jamky ¢€.1 12ti jamkového rezervoaru. V pfipadé, Ze se latka
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v médiu vysrazela, pfidali jsme 2. pfipadné 3. ekvivalent a doslo k posunuti
prvni testované koncentrace dozadu.

4. Do sterilnich zkumavek 2-11 jsme pfipravili dvojkovou fedici fadu: do kazdé
zkumavky jsme napipetovali 0,5 ml DMSO, do zkumavky &.2 jsme prenesli
0,5 ml roztoku testované latky, po ddkladném promichani jsme 0,5 ml
prenesli do zkumavky €.3. Obdobné se pokracovalo az do zkumavky ¢.11.

5. Do kazdé zjamek 12ti jamkového rezervoaru jsme napipetovali 1,98 ml
ristového média a 20 pl nafedéného roztoku zkouSené latky z pfislusnych
zkumavek 2-11. Do jamky ¢.12 jsme pfidali pouze 20 yl DMSO nebot slouzi
jako kontrola.

Vzorec pro vypocet objemu DMSO

m x 10 000 000 (pfevod na ul)
VDMSO = === =X H| DMSO
CxMx 100 (zakoncentrovani)

m...navazka testované latky (g)
C....prvni testovana koncentrace = 500 ymol.I™

M...molekulova hmotnost

7.4.4. Priprava mikrotitracni desticky pro bakterie

1. Pomoci 12ti kanalové pipety jsme pfenesli z rezervoaru 200 pl zasobniho
roztoku do v8ech fadku mikrotitracni desticky.
2. Do fadku oznacenych A-F jsme napipetovali 10 pl pfipravenych suspenzi

jednotlivych kmenu bakterii.

7.4.5. Priprava mikrotitracni desticky pro kvasinky a vlaknité houby

1. Zrezervoaru jsme pienesli 200 ul zasobniho roztoku pouze do 7 fadkl na
prvni desticce a do tolika fadki na druhé desticce, kolik jsme méli
testovanych latek.

2. Do fadkd na prvni destiCce oznaenych A-E jsme po 10 ul pipetovali
suspenze prvnich sedmi kmend. VSechny fadky druhé destiCky byly

inokulovany pouze kmenem TM.
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7.4.6. Inkubace a vyhodnoceni

1. Desticky jsme pfiklopili vickem a inkubovali v termostatu pfi 35°C. Odecet
MIC jsme provadéli po 24 a 48 hodinach. Desticka s kmenem TM byla
odecitana po 72 a 120 hodinach.

2. Po uplynuti stanovené doby jsme porovnavali narust kolonii v jamkach oproti
kontrole.

3. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) odpovidala jamce, ve které doSlo
k alespori 80% potlaCeni rastu kolonii (MIC = 1Cgy). Pouze v pfipadé
vlaknitych hub byla za MIC povazovana uz 50% inhibice kontroly (MIC =
ICs0).
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7.5. Vysledky

Aktivita testovanych latek byla zkouSena v rozsahu koncentraci od 500
pumol.I* do 0,488 pmol.I* pfipravenych dvojkovou Fedici fadou. Odeétené
hodnoty MIC jsou zvyraznény tuCné. Kazdé dosazené hodnoté MIC jsme
priradili bodové hodnoceni podle kli¢e: 500 umol.I*= 1 bod, 250 pmol.I* = 2
body, atd. aZ po 0,488 pmol.I* = 11 bodl (vysvétleno v diskuzi).

7.5.1. Derivaty 3-phenyl-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-onu

Tabulka 9: Strukturni vzorce derivatid 3-phenyl-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-onu

xf;@

Kod latky R! R? Mr
T6149 6-Br ethyl 362,25
T6145 6-Cl ethyl 317,03
T6146 7-Cl ethyl 317,03
T6009 6-Br isopropyl 376,27
T6187 6-Cl isopropyl 331,8
T6007 7-Cl isopropyl 331,8
T6247 6-F isopropyl 315,4
T6286 7-CH3 isopropyl 311,4
T6015 6-Cl sek-butyl 345,8
T6189 7-Cl sek-butyl 345,8
T6288 7-CHs sek-butyl 325,4
T6251 7-F sek-butyl 329,4
T6151 6-Cl butyl 345,8
T6259 6-Cl terc-butyl 345,8
T6257 6-F terc-butyl 329,4
T6290 6-CHs terc-butyl 325,4

Latka T6247 se srazela v ristovych médiich a nebyla dale testovana.
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Tabulka 10: Vysledky testovani derivati 3-phenyl-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-onu;
bakterie - 1. ¢ast

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/ICgo (umol.I™)
(kod) T6149 | T6145 | T6146 | T6009 | T6187 | T6007 | T6286 | T6015 | T6189 | T6288
SA 24h | 7,81 1,95 1,95 0,98 3,9 1,95 | >125 | 1,95 1,95 | >125
48h || 31,25 3.9 3,9 1,95 3,9 1,95 | >125 | 1,95 1,95 | >125
MRSA | 24h || 15,62 | 1,95 1,95 0,98 1,95 1,95 | >125 | 0,98 1,95 | >125
48h || 31,25 3.9 3,9 0,98 3,9 1,95 | >125 | 1,95 1,95 | >125
SE 24h| 7,81 | 31,25 | 125 1,95 1,95 1,95 | >125 | 1,95 1,95 | >125
48h || 31,25 | 31,25 | >125 | 1,95 3,9 3.9 >125 | 1,95 3,9 >125
EF 24h| 125 125 125 | 15,62 3,9 15,62 | >125 3,9 3,9 >125
48h || >125 | >125 | >125 | >125 3,9 >125 | >125 | 15,62 | 31,25 | >125
EC 24h | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >125 | >125
48h || >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >125 | >125
KP 24h | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >125 | >125
48h || >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >125 | >125
KP-E | 24h | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >125 | >125
48h || >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >125 | >125
PA 24h| >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >125 | >125
48h || >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >125 | >125

Tabulka 11: Vysledky testovani derivati 3-phenyl-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-onu;
bakterie - 2. ¢dst

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) —MIC/ICg (umol.I™)
(kéd) [ T6251 | T6151 | T6259 | T6257 | T6290 Soucet
SA |[24nf 195 [ 7,81 | 1,95 | 39 | 125 106
48h|l 1,95 | 781 | 1,95 | 7,81 | 125 100
MRSA [24h| 1,95 [ 0,49 | 0,49 | 39 [ 125 113
48h| 39 | 098 [ 095 | 39 | 125 105
SE |[24h| 7,81 | 0,98 | 1,95 | 39 | 1,95 103
48h| 1562 | 0,98 | 1,95 | 39 |[31,25 94
EF |24n| 39 |[1562| 7,81 | 1562 | >125 72
48h | 15,62 | >250 | 62,5 | 125 | >125 32
EC |24h| >500 | >250 | >250 | >125 | >125
48h || >500 | >250 | >250 | >125 | >125
KP |[24h]| >500 | >250 | >250 | >125 | >125
48h || >500 | >250 | >250 | >125 | >125
KP-E | 24h | >500 | >250 | >250 | >125 | >125
48h || >500 | >250 | >250 | >125 | >125
PA |[24h| >500 | >250 | >250 | >125 | >125
48h || >500 | >250 | >250 | >125 | >125

Cela 1. skupina vykazovala, s vyjimkou latek T6149 a T6290, velmi silny

ucinek na stafylokoky, ktery se vyrazné nezménil s délkou inkubace. T6187,

T6015 a T6189 pusobily sing i na EF. Zadna z latek nebyla G&inna na

gramnegativni bakterie. T6286 a T6288 se srazely v testovacim médiu,

nicméné se podafilo vytvofit homogenni suspenzi.
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Tabulka 12: Vysledky testovani derivati 3-phenyl-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-onu;
houby - 1. éast

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/ICgo /IC5o (umol.I™)

(kod) T6149 | T6145 | T6146 | T6009 | T6187 | T6007 | T6286 | T6015 | T6189 | T6288
CA |24h|| >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >500 | >125
48h || >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >500 | >125
CT |24h| >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >500 | >125
48h || >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >500 | >125
CK |[24h| >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >500 | >125
48h || >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >500 | >125
CG |[24h| >125 | 125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >500 | >125
48h || >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >500 | >125
TA |24nh| >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >500 | >125
48h || >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >500 | >125
AF |24h|| >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 250 >125
48h || >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >250 | >500 | >125
AC |24h| 0,98 | 0,98 [ 098 | 1,95 | 0,98 | 0,98 | >125 | 7,81 | 0,98 | 1,95
48h|f 0,98 | 0,98 | 0,98 | 1,95 | 1,95 | 0,98 | >125 | 125 3,9 | 15,62
TM |72h| >125 | 7,81 3,9 1,95 | 7,81 3,9 >125 3,9 3,9 >125
120h| >125 | 7,81 3,9 1,95 7,81 3,9 >125 3,9 3,9 >125

Tabulka 13: Vysledky testovani derivatu 3-phenyl-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-onu;
houby - 2. ¢ast

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) —MIC/ICg /ICsq (umol.I™)
(kod) T6251 [ T6151 | T6259 | T6257 | T6290 Soucet
CA |24h| >500 | >250 | 125 | >125 | >125 3

48h || >500 | >250 | >250 | >125 | >125
CT |24h| >500 | >250 | >250 | >125 | >125
48h || >500 | >250 | >250 | >125 | >125
CK [24nh| 250 | >250 | 125 | >125 | >125 5
48h || >500 | >250 | >250 | >125 | >125
CG |[24h| >500 | >250 | >250 | >125 | >125
48h || >500 | >250 | >250 | >125 | >125

TA |24h| 31,25 [ >250 | 125 125 | >125 11
48h | 62,5 | >250 [ >250 | >125 | >125 4

AF |[24h| >500 | >250 | 125 | >125 | >125 5
48h || >500 [ >250 [ >250 | >125 | >125

AC [24nh| >500 [ 0,98 | 0,98 3,9 >125 113
48h | >500 [ 15,62 [ 1,95 | 15,62 | >125 96

TM |72h| 15,62 | 3,9 1,95 | 7,81 | >125 85
120h (| 15,62 | 3,9 1,95 | 7,81 | >125 85

Cely soubor latek vykazoval velmi silny u€inek pouze na kmeny TM a
zejména AC, pokles aktivity po 48 hodinach inkubace byl mirny. Nejucinngjsi
latkou byla T6295. Ojedinély slaby ucinek na ostatni kmeny odeznél po 48
hodinach inkubace s vyjimkou T6251. T6290 a T6286 byly neaktivni.
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7.5.2. Derivaty 3-phenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithionu

Tabulka 14: Strukturni vzorce derivatu 3-phenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithionu

= Dwr,«S

LA Mo
R’ ! @2

Kod latky R* R? Mr
T6150 6-Br ethyl 378,3
T6147 6-Cl ethyl 333,9
T6148 7-Cl ethyl 333,9
T6010 6-Br isopropyl 392,3
T6188 6-Cl isopropyl 347,9
T6008 7-Cl isopropyl 347,9
T6248 6-F isopropyl 331,4
T6287 7-CH3 isopropyl 327,5
T6012 6-Br sek-butyl 406,4
T6016 6-Cl sek-butyl 361,9
T6190 7-Cl sek-butyl 361,9
T6289 7-CH3 sek-butyl 341,5
T6252 7-F sek-butyl 345,5
T6152 6-Cl butyl 361,9
T6260 6-Cl terc-butyl 361,9
T6244 7-Cl terc-butyl 361,9
T6258 6-F terc-butyl 345,5
T6291 7-CHs terc-butyl 341,5

Latky T6260, T6258 a T6291 se vysrazely v obou ristovych médiich a
nemohly tedy byt dale testovany.
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Tabulka 15: Vysledky testovani derivatd 3-phenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithionu; bakterie - 1.

cast
KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/ICgo (umol.I™)
(kod T6150 | T6147 | T6148 | T6010 | T6188 | T6008 | T6248 | T6287 | T6012 | T6016
SA 24h| 3,9 7,81 3.9 1,95 0,98 1,95 1,95 1,95 0,98 1,95
48h| 3,9 7,81 3.9 1,95 1,95 1,95 3,9 62,5 0,98 1,95
MRSA | 24h| 1,95 3,9 7,81 1,95 0,98 3,9 15,62 | 7,81 1,95 1,95
48h| 3,9 7,81 | 15,62 | 7,81 3.9 15,62 | 31,25 | 62,5 1,95 1,95
SE 24h| 1,95 | 15,62 | 31,25 3.9 1,95 3,9 15,62 | 15,62 | 1,95 1,95
48h| 3,9 15,62 | >500 | 7,81 | 15,62 | 31,25 | 62,5 | >125 | 1,95 3,9
EF 24h| 7,81 | 31,25 125 | 31,25 | 15,62 | 62,5 62,5 | >125 | 15,62 | 31,25
48h || 125 125 >500 | >125 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
EC 24h | >125 | >250 | >500 | >125 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
48h || >125 | >250 | >500 | >125 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
KP 24h | >125 | >250 | >500 | >125 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
48h || >125 | >250 | >500 | >125 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
KP-E |24h| >125 | >250 | >500 | >125 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
48h || >125 | >250 | >500 | >125 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
PA |[24h| >125 | >250 | >500 | >125 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
48h || >125 | >250 | >500 | >125 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125

Tabulka 16: Vysledky testovani derivatu 3-phenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithionu; bakterie - 2.

cast
KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) —MIC/ICgo (umol.I7)
(kod) T6190 | T6289 | T6252 | T6152 | T6244 Soucet
SA |[24h| 0,98 | >250 | 1,95 3,9 >125 115
48h| 1,95 | >250 | 1,95 3,9 >125 108
MRSA [ 24h | 0,98 | >250 | 1,95 3,9 >125 109
48h| 1,95 | >250 [ 3,9 3,9 >125 94
SE |[24h| 1,95 | >250 | 7,81 | 1,95 | >125 100
48h| 7,81 | >250 | 15,62 | 3,9 >125 74
EF |24h| 7,81 | >250 3,9 31,25 | >125 65
48h | 125 | >250 | 15,62 | >500 | >125 15
EC |24h| >250 | >250 | >500 | >500 | >125
48h || >250 | >250 | >500 | >500 | >125
KP |24h| >250 | >250 | >500 | >500 | >125
48h || >250 | >250 | >500 | >500 | >125
KP-E [ 24h || >250 | >250 | >500 | >500 | >125
48h || >250 | >250 | >500 | >500 | >125
PA |24h| >250 | >250 | >500 | >500 | >125
48h | >250 | >250 | >500 | >500 | >125

v v

Latky 2. skupiny vykazaly velmi silny ucinek na stafylokoky, zejména SA

dosahla stfedné silného ucCinku i na EF, ktery byl malo citlivy k latkam této

skupiny. Nejuspésnéjsi latkou byla T6190 s nejnizSimi MIC a ucinkem i na EF.

Gramnegativni bakterie nebyly vibec ovlivnény. T6289 a T6244 byly neucinné.
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Tabulka 17: Vysledky testovani derivati 3-phenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithionu; houby -
1.¢ast

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/ICg ICs0 (umol.I™)

(kod) T6150 | T6147 | T6148 | T6010 | T6188 |T6008 | T6248 | T6287 | T6012 | T6016
CA |24h| >125 | >250 | >125 | >250 | 62,5 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
48h || >125 | >250 | >125 | >250 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
CT |24h| >125 | >250 | >125 | >250 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
48h | >125 | >250 | >125 | >250 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
CK |24h| >125 | >250 | >125 | >250 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
48h || >125 | >250 | >125 | >250 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
CG |24h| >125 | >250 | >125 | >250 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
48h | >125 | >250 | >125 | >250 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
TA |24h| >125 | >250 | >125 | >250 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
48h || >125 | >250 | >125 | >250 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
AF 24h || >125 | >250 | >125 | >250 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
48h || >125 | >250 | >125 | >250 | >125 | >500 | >125 | >125 | >125 | >125
AC |24h| 31,25 | 62,5 0,98 | 15,62 | 15,62 | 250 | 31,25 | >125 | >125 | >125
48h | 31,25 | 62,5 0,98 [>250 | 15,62 | >500 125 >125 | >125 | >125
TM |[72h| >125 125 >125 | 15,62 | 15,62 | >500 | 15,62 | >125 | >125 | >125
120h || >125 125 >125 | 62,5 | 15,62 | >500 | 31,25 | >125 | >125 | >125

Tabulka 18: Vysledky testovani derivati 3-phenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithionu; houby - 2.

cast
KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) —MIC/ICg ICsp (umol.I™)
(kéd) T6190 | T6289 T6252 T6152 T6244 Soucet
CA | 24h| >250 | >250 | >500 | >250 | >125 4

48h [ >250 | >250 | >500 | >250 | >125
CT |24h| >250 | >250 | >500 | >250 | >125
48h [ >250 | >250 | >500 | >250 | >125
CK |24h| >250 | >250 | >500 | >250 | >125
48h || >250 | >250 | >500 | >250 | >125
CG |[24h| >250 | >250 | >500 | >250 | >125
48h [ >250 | >250 | >500 | >250 | >125
TA |24h|| >250 | >250 500 >250 | >125 1
48h [ >250 | >250 | >500 | >250 | >125
AF |24h|| >250 | >250 | >500 | >250 | >125
48h || >250 | >250 | >500 | >250 | >125

AC |24h| >250 | >250 | >500 | >250 | >125 38
48h || >250 | >250 | >500 | >250 | >125 28
TM |[72h| >250 | >250 | 31,25 | >250 | >125 26
120h | >250 | >250 | 62,5 | >250 | >125 22

Testované latky vykazovaly stfedné silny uc€inek pouze na AC a nékteré i
na TM. Jedinou vyjimkou byla T6188, ktera po 24 hodinach potlacila rist CA a
T6252 se slabym uCinkem na TA. NejuspésnéjSi latkou byla T6148 se silnym

ucinkem na AC. Polovina celého souboru neinhibovala rist bakterii vibec.
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7.5.3. Derivaty N-benzylsalicylthioamidu

Tabulka 19: Strukturni vzorce derivati N-benzylsalicylthioamidu

O 0D
NH\/X\JX
> X,
R R
o

Kad latky R* R? Mr

T5623 3-Cl, 5-Cl 3-Cl, 4-Cl 381,11

T5611 H H 243,33

Tabulka 20: Vysledky testovani derivati N-benzylsalicylthioamidu; houby

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/ICgq ICs0 (umol.I™")
(kod) T5623 | T5611 Soucet
CA |[24n| 125 | 125 6
4gh| 250 | 500 3
CT |[24h] 500 | 500 2
4g8h| 500 | 500 2
CK |24h| 62,5 | 250 6
48h| 250 | 250 4
CG |24h| 500 | 500 2
48h || >500 | 500 1
TA |24h| 1562 | 62,5 10
48h| 62,5 | 62,5 8
AF |24h( 31,25 | 125 8
48h | 31,25 | 250 7
AC |24h| 7,81 | 7,81 14
48h | 7,81 | 15,62 13
TM |72h| 1,95 | 15,62 15
120hff 3,9 | 31,25 12

U técho latek byla testovana pouze antimykoticka aktivita. Obé dosahly
alespon slabého ucinku v celém spektru testovacich kmend. U TB a AC
dokonce stfedné silného a v pfipadé T5623 i velmi silného u kmene

Trichophyton mentagrophytes.
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7.5.4. Derivaty phenylsalicylatu

Tabulka 21: Strukturni vzorce derivatu phenylsalicylatu

0 I
R1\/®\)LG | e
R’ OH

Kod latky R? R? Mr
T6262 H Hae” O 244,25
T6264 Br H 293,12
T6265 H cl 248,67
T6267 F H 232,21
T6271 H CH3 228,25

Tabulka 22: Vysledky testovani derivati phenylsalicylatu; bakterie

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) —MIC/ICg, (umol.I™)

(kc')d) T6262 | T6264 | T6265 | T6267 | T6271 Soudet
SA |24h| >500 | >500 | >500 | >500 | >500

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

MRSA | 24h || >500 [ >500 [ >500 [ >500 | >500

48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

SE |24h| >500 | >500 | >500 | >500 | >500

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

EF |24h| >500 [ >500 | >500 | >500 | >500

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

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

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

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

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

KP-E | 24h || >500 | >500 | >500 | >500 | >500

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

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

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

Zadna ze zkousenych latek nevykazala schopnost inhibovat riist u

zadného z testovacich kmendu.
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Tabulka 23: Vysledky testovani derivati phenylsalicylatu; houby
KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/ICg ICs0 (umol.I™)

(kod) T6262 [ T6264 | T6265 | T6267 | T6271 Souget
CA |24nh| >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h | >500 [ >500 | >500 ( >500 | >500

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

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

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

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

CG |24nh|| >500 [ >500 | >500 | >500 | >500

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

TA |24h| >500 | >500 | >500 | >500 | >500

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

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

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

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

48h | >500 [ >500 | >500 ( >500 | >500

TM |72h|| 500 | >500 [ >500 | >500 | 250 3

120h|| 500 | >500 | >500 | >500 | >500 1
Pouze latka T6262 dosahla slabého ucinku v pfipadé TM. T6271 si svoji

aktivitu neudrzela po celou dobu inkubace.
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7.5.5. Derivaty benzyl-N'-(phenylmethylen)hydrazonothiokarbamatu

Tabulka 24: Strukturni vzorce derivatu benzyl-N'-(phenylmethylen)hydrazonothiokarbamatu

/f |
s |
| =i, %Nf Hk‘/ ‘H\u\
R
%},f NH.
R1
Kod latky R! R? Mr
T6193 2-OH 3-Cl 319,82
T6090 2-OH, 5-Cl 3-Cl 354,26
T6186 2-OH 2-Cl 319,82
T6235 H H 269,37
Tabulka 25: Vysledky testovani derivati benzyl-N'-(phenylmethylen)hydrazonothiokarbamatu;
bakterie
KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) —MIC/ICg, (umol.I™)
(kod) T6193 | T6090 | T6186 | T6235 Souéet
SA | 24h| >500 | >500 | >500 | 500 1
48h | >500 | >500 | >500 | >500
MRSA | 24h || >500 | >500 | >500 | >500
48h || >500 | >500 | >500 | >500
SE |[24h| >500 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 | >500 | >500
EF |[24h| >500 [ >500 [ >500 | >500
48h || >500 | >500 | >500 | >500
EC |24h| >500 | >500 | >500 | >500
48h || >500 | >500 | >500 | >500
KP |24h| >500 | >500 [ >500 | >500
48h | >500 | >500 | >500 | >500
KP-E | 24h | >500 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 | >500 | >500
PA |24h| >500 | >500 | >500 | >500
48h || >500 | >500 | >500 | >500
Zadna zlatek nebyla dostateéné aktivni ve zkou$eném rozmezi

koncentraci.
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Tabulka 26: Vysledky testovani derivatiu benzyl-N'-(phenylmethylen)hydrazonothiokarbamatu;

houby
KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/ICgg ICs0 (umol.I™)
(kod) T6193 | T6090 | T6186 | T6235 Souget
CA |24h| >500 | >500 | >250 | 250 2

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

CT |24nh| >500 | >500 | >250 | >500

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

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

48h || >500 [ >500 [ >250 | >500

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

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

TA |[24h] >500 | >500 [ 250 250 4

48h || >500 [ >500 [ >250 | >500

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

48h || >500 [ >500 [ >250 | >500

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

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

TM |72h|| 250 | >500 | 250 500

ROk |~

120h | >500 | >500 | >250 | 500

Z celého souboru si pouze T6235 dokazala zachovat po celou dobu

inkubace alespon slaby ucinek na kmeny AC a TM.
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7.5.6. Derivaty 2-(5-karboxypentyl)isochinolinium bromidu

Tabulka 27: Strukturni vzorce derivati 2-(5-karboxypentyl)isochinolinium bromidu

Derivaty 2-(5-karboxypentyl)isochinolinium bromidu

@\ff‘ i D
+

Kod latky R Mr

/\(

T6183 691,40

R

R- zde oznacuje misto napojeni na hlavni skelet

T6279 459,18

R
R- zde oznacuje misto napojeni na hlavni skelet

T6272

n=13 Mr= 831,6

T6277

Mr=409,1

Latku T6272 se nepodafilo rozpustit v DMSO ani za pomoci ultrazvuku,
nemohla tedy byt dale testovana.
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Tabulka 28: Vysledky testovani derivati 2-(5-karboxypentyl)isochinolinium bromidu; bakterie

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/ICgg (IJmol.I'l)
(kod) | T6183[T6279 [T6277 Souget

SA |24h|| 62,5 7,81 125 14
48h | 125 7,81 125 13
MRSA | 24h| 125 | 15,62 | 250 11
48h || 125 | 15,62 | 250 11
SE [24h| 125 | 15,62 125 12
48h || 125 | 15,62 125 12
EF |24nh|| 125 | 31,25 | 250 10
48h || 125 |[31,25 250 10
EC |24h| >125 | 500 | >500 1

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

VSechny testované latky vykazaly alespon slaby ucinek na vSechny
z grampozitivnich testovacich kmenu, navic s minimalnim poklesem aktivity
béhem doby inkubace. Nejuspésnéjsi byla T6279, ktera dosahla stfedné
silného Uginku na G* kmeny a jako jedina ze vSech vzork( i slabé aktivity u EC,

byt pouze po 24 hodinach inkubace.
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Tabulka 29: Vysledky testovani derivati 2-(5-karboxypentyl)isochinolinium bromidu; houby

KMEN TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/ICgq ICs0 (umol.I™")

(kod) T6183 | T6279 | T6277 Souéet

CA |24n| 3125 | 7,81 500 13
48h || 125 | 15,62 | 500 10

CT |24h] 15,62 | 15,62 | 62,5 16
48h || 15,62 | 31,25 | 125 14

CK |24h| >125 | 31,25 | 250 7
48h || >125 | 62,5 250 6

CG |[24nh] 15,62 | 31,25 | 250 13
48h || 31,25 | 31,25 | 250 12

TA |24h| 31,25 | 125 | >500 8
48h | 31,25 | 125 [ >500 8
AF |24h| 125 125 | >500 6
3
7
7

48h || >125 | 125 [ >500
AC |24h| 125 62,5 | >500
48h || 125 62,5 | >500
TM |[72n| 15,62 | 62,5 500 11
120h|l 31,25 | 62,5 500 10

Testované latky, s vyjimkou nejméné ucinné T6277, byly aktivni v celém
spektru kmenu. Nejuspésnéjsi T6279, dosahla stfedné silného uc€inku na rod
Candida i vlaknité houby AC a TM.
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8. Diskuze

Pro screening citlivosti mikroorganismu  k velkym  souborim
experimentalné pfipravenych latek v podminkach nasi laboratofe je mikrodilucni
bujénova metoda nejvhodnéjSi diky snadnému provedeni, nizké materialové
narocnosti a dobré reprodukovatelnosti. Do budoucna by bylo mozné zaradit
pouziti vicekanalovych nebo automatickych systému zejména pfi fazi samotné
inokulace jednotlivych jamek, ktera byla z celého procesu pfipravy mikrotitracni
vicenasobnym inokulovanim jedné jamky.

Pfi testovani byla nezbytna reprodukovatelnost a porovnatelnost
vysledku zajisténa pouzitim metodiky vychazejici z mezinarodné uznavanych a
vyuzivanych standard. Nasim zakladem byly doporucené postupy (DP) CLSI
(dokument M27-A3) a EUCAST. VyuzZili jsme je, s jistymi obménami, pro
bakterie, kvasinky i vlaknité houby. Hustota inokula, obohaceni RPMI o 1%
glukdézy a vyuziti mikrotitracnich desticek s plochym dnem pro mikromycety se
blizi spiSe metodice uzivané EUCAST. Naopak vizualni odecet MIC u
testovacich kmenU kvasinek je vyuzivan spise v postupech CLSI. Pro testovani
antibakterialni aktivity nami pouzity postup pomérné dobfe koreluje s DP jak
CLSI tak i EUCAST. V zajmu sjednoceni podminek jsou i bakterialni a
kvasinkové kmeny inkubovany 48 hodin, pfestoze DP vyzaduji pouze 24 hodin.
Zaroven nam delSi inkubace poskytuje Udaje o zménach aktivity v pribéhu
Casu. Nami provedené upravy by nemély mit zasadni vliv na validitu ziskanych
dat, nebot obé metody vykazuji navzajem dobrou korelaci (Espinel-Ingroff, A. et
al., 2005).

Z testovani jsme ziskali udaje o aktivité 44 experimentalné pfipravenych
latek vUc€i 16 kmenUm bakterii, kvasinek a vlaknitych hub. Pro usnadnéni
vyhodnocovani bylo kazdé dosazené hodnoté MIC pfifazeno bodové hodnoceni
(viz. Tabulka 30). Umoznilo nam tak pozorovat, které kmeny byly nejcitlivéjSi
k plsobeni testovanych latek a také vzajemné porovnat aktivitu jednotlivych

skupin.
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Tabulka 30: Rozdéleni zjisténych hodnot MIC do skupin a prifazeni bodového hodnoceni

(pl\n:lclﬂcl'l) 500 | 250 | 125 | 62,5 | 31,25 | 15,625 | 7,813 | 3,906 | 1,953 | 0,977 | 0,488

Body 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Slabé uéinné Stfredné Gdinné Silné udinné

Pro vzajemné porovnavani aktivity mezi skupinami byl celkovy soucet
bodl pro kazdy kmen vydélen poctem testovanych latek ve skupiné. Takto byly
zohlednény jak dosazené hodnoty MIC, tak i poCet latek. Také jsme rozlisili
jednotlivé doby odectl MIC, aby byl znazornén i pfipadny pokles aktivity.

V pfipadé bakterialnich kmenl dosahla nejlepSiho u€inku z hlediska
aktivity skupina Il. u kmene S. aureus. Pokud posuzujeme spektrum uc€innosti,
ostatni, ale byla nejuCinnéjSi na kmen EF a je zajimavé, Ze v ni dochazelo
k nejmensimu poklesu aktivity v prib&hu inkubace. Zadna z testovanych latek
nedosahla relevantniho u€inku na gramnegativni bakterie. Z grampozitivnich
byly k plsobeni testovanych latek nejcitlivéjSi stafylokoky.

U kmenU kvasinek a vlaknitych hub byla nejucinnéjsi skupina Ill. na
kmen A. corymbifera a kterou jsme vyhodnotili i jako skupinu s nejSirSim
spektrem ucinku. Na kvasinky ovSem dosahovala pouze slabé ucinnosti, zde
byla aktivnéjSi skupina VI., ktera naopak nedosahla tak dobrych vysledkd u
vlaknitych hub. NejodolnéjSim kmenem byla Candida krusei, nejcitlivéjSi
k plsobeni zkousenych latek se naopak ukazal Trichophyton mentagrophytes.
V celkovém pohledu byly latky aktivnéjsi na vlaknité houby.

Z hlediska mozného vyuZziti v klinické praxi je vyhodna urcita selektivita
ucinku testovanych latek. Zde se jevi zajimavé zejména skupina Il. s relativné
vysokou antibakterialni aktivitou omezenou na G* kmeny a pomé&rné slabym

ucinkem na kvasinky a vlaknité houby.
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Porovnani aktivity jednotlivych skupin na mikromycety
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Ve skupiné I. byly pro bakterie nejucinngjSimi latkami T6151, T6259,
T6015 a T6009. VSechny byly velmi silné aktivni alespon na jeden z kmend.
otevira prostor pro dalSi zkoumani, zda by jejich aktivita pretrvala i pfi nizSich
koncentracich nez 0,488 pmol.I". Prvni tii latky mély na benzenové &asti
benzoxazinového skeletu navazany chlor v poloze 6 a jako substituent R? butyl.
Do tohoto vzorce nam vSak nezapada T6009 s 6-bromem a isopropylem.

Pro mikromycety byly nejucinngjsi latky T6146, T6007 a T6259, ktera
navic dosahla slabého u€inku i u kvasinek. Jednoznacné nejlepSich vysledku
bylo dosazeno u kmene A. corymbifera. | v pfipadé mikromycet dosahuji latky
s navazanym chlorem na benzenové asti mirné lepSich vysledkld nez zbytek
souboru. Nejméné ucinnou latkou byla v obou pfipadech T6286, dale T2688 u
bakterii a T6290 u hub, které nevykazaly aktivitu na Zadny testovany kmen,
popf. vyrazné slab8i nez zbytek souboru. V tomto pfipadé je spoleCnym
znakem methylova skupina navazana na benzenové Casti zakladniho skeletu.
Jednim z moznych smérl do budoucna by mohlo byt cilené ovéfeni vyse
zminénych domének na SirSim souboru.

Tyto latky byly pfipraveny za ucelem hledani potencialné ucinnych
antituberkulotik pracovni skupinou prof. Waissera, ktery se touto problematikou
pusobeni byla vyhodnocena T6009 jejiz aktivita byla srovnatelna s isoniazidem,
a ktera dosahla vybornych vysledku i v nasi praci. Znacna cytotoxicita bohuzel
limituje moznosti jejiho vyuziti v budoucnu (Waisser et al., 2008).

Ve skupiné Il. dosahly nejlepSiho ucinku na bakterie latky T6190, T6012
a T6188. VSechny tfi mély alespori u jednoho z kmenti MIC 0.977 pmol.I™.
T6252 kromé dobrého ucinku na stafylokoky ukazala i stfedné silny ucinek na
Zde se jiz substituce chlorem na benzenové Casti benzoxazinového skeletu
bezpodminecné neprojevuje zvySenim ucinku, nebot’ ze 4 nejlépe hodnocenych
latek jsou chlorované pouze 2, jedna substituovana fluorem a jedna bromem.
Latky T6289 a T6244 nevykazaly zadny uc€inek na zadny z bakterialnich kmenu.
Obecné byl cely soubor dobfe ucinny na stafylokoky, nicméné pouze 4 latky i

na EF a vetSinou velmi slabé.
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V pfipadé mikromycet byla zdaleka nejucinnéjsi T6148, ktera inhibovala
rist AC i pfi koncentraci 0,977 pmol.I". Nejlepsi spektrum méla T6188, diky
stfedné silné aktivité¢ i na TM. Obé dvé latky maji také navazany chlor na
benzoxazinu. Relevantniho ucinku na jiné kmeny nez AC a TM se nepodafilo
dosahnout a témérf polovina souboru nebyla aktivni viibec.

(Székelyova, 2012) ve svoji praci testovala nékolik latek na bazi 1,3-
benzoxazin-2,4(H)-dithionu. Zadna neméla halogenovany benzoxazinovy skelet
a jejich uc€innost je v porovnani s nasimi vzorky vyrazné nizsi. Pouze latka RAM
413 s chlorem navazanym na 3-phenylu dosahla velmi silného uc€inku (MIC 3,9
umol.IY) na S. aureus. V pfipadé mikromycet se podafilo dosahnout pouze MIC
62,5 umol.I* latce RAM 411u AC, ktera byla nejcitlivéjsi k ptisobeni t&chto latek
i v nasi praci.

Antimykobakterialné nejucinnéjsi latkou této skupiny byla, v praci prof.
Waissera, vyhodnocena T6010, ktera v naSi praci dosahla v ramci souboru
pouze prumérnych vysledkl. Jeji cytotoxicita byla bohuzel jesté vysSi nez u
jejiho analoga ze skupiny I. (Waisser et al., 2008).

V pfipadé antimykobakterialné plsobicich latek vede nahrada jedné oxo
skupiny thioxo skupinou v molekule 1,3-benzoxazin-2,4-dionu k signifikantnimu
zvySeni aktivity (Waisser et al., 2010), nahrada druhé thioxo skupiny aktivitu
zvySuje pouze nepatrné (Petrlikova et al.,, 2011a). Pfi vzajemném srovnani
skupin I. a Il. I1ze pozorovat v grafu 1 u vSech kmenu bakterii (vyjma SA) mirné
sniZeni aktivity. V pfipadé mikromycet, viz graf 2, je pokles mnohem vyraznéjsi,
na témeér tretinovou hodnotu. V nasem pfipadé tedy zavedeni dalSi thioxo
skupiny vedlo ke snizZeni aktivity. Zajimavé by bylo porovnani aktivity nasich
latek s jejich analogy s 1,3-benzoxazin-2,4-dionem jako zakladem molekuly.
Podobné latky, s benzylem misto phenylu v poloze 3, byly sice pfipraveny,
bohuzel nejsou Udaje o jejich aktivité vuc€i bakteriim nebo mikromycetam
(Waisser et al., 2003a).

Skupina lll. obsahovala pouze 2 latky, které byly navic testovany pouze
na kmenech mikromycet. Obé byly aktivni v celém spektru kmenl. Lze
pozorovat celkové vy8Si hodnoty MIC u kvasinek, zejména C. glabrata se
ukazala byt velice odolnou. LepSich vysledku latky dosahly u vlaknitych hub,

nejméné citlivym byl A. fumigatus. Ve struktufe je patrna silna substituce

86



chlorem u T5623, ktera sice na kvasinky dosahla velmi podobnych vysledk
jako T5611, ale u viaknitych hub doslo k vyraznému zvySeni aktivity u AF a TM.

Velky soubor latek na bazi N-benzylsalicylthioamidu pfipravila (Petrlikova
et al.,, 2010a) a byla testovana jejich aktivita na bakterialni kmeny. VSechny
dosahly uc€inku srovnatelného s molekulami uzivanymi v klinické praxi a ktery
byl omezen pouze na grampozitivni kmeny. Nase dvé latky zahrnuty nebyly a
tak lze o jejich antibiotickém ucCinku pouze spekulovat. Bylo zjiSténo, ze
substituce halogenem na benzylu vedla ke zvySeni aktivity. NejlepSich vysledku
dosahl 5-brom-N-(4"-brombenzyl)salicylthioamid (Petrlikova et al., 2010a). Da
se tedy pfedpokladat, Ze vySsi aktivitu u bakterii by vykazala T5623.

Nase dvé latky doplnuji rozsahly soubor, ktery otestovala (Petrlikova et
al., 2010b) na antimykotickou aktivitu. Také vtomto pfipadé byl mezi
MIC mezi 0.98 - 31.25 pymol.I* vcelém spektru testovacich kment. Nase
testovana 175623 ma na rozdil od ostatnich latek souboru dvojitou substituci
halogenem na benzenovém jadfe v salicylové Casti molekuly a jeji aktivita
nedosahuje nejuspésnejSich latek. Lze se tedy domnivat, Ze pouze jeden
halogenovy substituent je z hlediska ucinku optimalni, ale je tfeba tuto hypotézu
oVvéfit.

Také tuto skupinu intenzivné zkoumal (Dolezal et al., 2009) z hlediska
potencialné antimykobakterialniho u€inku. Obé& nami testované latky nicméné
dosahly pouze pramérného vysledku.

Skupina IV. je dal§i z derivatu k. salicylové, jejichz aktivita byla testovana
v rdmci nadi prace. Zadna z latek nedokazala potlagit rast bakterii ani v nejvy$si
sledované koncentraci. Vyjma velmi slabé aktivity latek T6262, T6271 u TM
nebyla pozorovana inhibice rlstu ani u mikromycet. Obé latky mély v pozici 3
na benzenu v salicylové ¢asti molekuly navazany methyl, popf. metoxyl. Bylo by
tfeba otestovat SifSi soubor latek na potvrzeni této hypotézy.

Také (Waisser et al., 2012) pfi hledani novych antituberkulotik na bazi
phenylsalicylatu vyhodnotil jako nejuspésnéjsi latku T6262. Byla mj. testovana
antimykoticka aktivita souboru latek na bazi salicylanilidd vzniklych zaménou
hydroxyskupiny na karboxylu za aminoskupinu. Jejich u€innost byla vyrazné
lep$i zejména na dermatofyty. Nejusp&snéjsi latky dosahly MIC 3,91 ymol.I* a
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v obou pfipadech byla salicylova ¢ast molekuly substituovana alespori dvéma
atomy halogenu. V pfipadé kvasinek nedoS$lo k takto markantnimu zvySeni
ucinnosti, vyjma dvou vySe zminénych vzorkl byla MIC sniZzena nejvySe o dvé
fedéni (Waisser et al., 2003b). V budoucnu by bylo zajimavé otestovat tyto dvé
skupiny i na bakterialnich kmenech a zjistit, zda by doSlo ke zvySeni aktivity
v pfipadé salicylanilida.

Skupina V. se ukazala naprostou neucinnou na bakterialni kmeny.
V pfipadé mikromycet si jediné T6235 dokazala uchovat aktivitu po celou
sledovanou dobu inkubace u AC a TM, nicméné& MIC byla pouze 500 umol.I™.

(Petrlikova et al., 2011b) ve svoji praci zjistila, Ze substituce halogenem
na benzylu vede ke zvySeni antimykobakterialni aktivity. Nas vysledek s touto
hypotézou nekoreluje, nicméné testovany soubor je pfilis maly. Do budoucna by
bylo nutné jej rozsSifit a zahrnout analogicky substituované latky salicylaldehydu
i benzaldehydd pro vzajemné srovnani ucinnosti. Soubor latek, ktery testovala
(Cardia et al., 2000) mél benzaldehydovou ¢&ast molekuly nahrazenou
viceCetnym cykloalkylidenem. Také tyto vzorky vykazaly témeér nulovou
antimykotickou aktivitu, nicméné v pfipadé bakterii byla naméfena vysoce
selektivni uc€innost vUCi Streptococcus agalactiae, ktery nepatfi mezi nase
testovaci kmeny.

Skupina VI. vykazala slaby az stfedni uc€inek na grampozitivni kmeny.
vyrazné prekonala ostatni latky. Vyjma slabého u€inku na EC po 24 hodinach
inkubace se zadné z latek nepodafilo inhibovat rist gramnegativnich kmenda.
Z bakterii byl nejcitlivéjSim kmenem pravé SA.

V pfipadé mikromycet byla také nejucinnéjsi 76279, nejnizsi MIC 15,62
pumol™ dosahla u C. albicans. T6277 byla pouze slabé& uginna, nicméné jeji
ucinnost byla selektivni na kvasinky. K pusobeni latek této skupiny byla nejvice
citliva C. tropicalis.

Z hlediska struktury je skupina VI. ponékud heterogenni. Jednu cast
molekuly tvofi isochinolin (u T6277 pyridin), druha ¢ast sestava z alifatického
kruhu: pro latky T6279 a T6277 je to 1,7,7-trimethylbicyklo[2.2.1]heptan, pro
T6183 a T6272 cholestan s dvojnou vazbou mezi C10 a C11. Obé ¢asti jsou
spojeny karboxypentylovym fetézcem. Pouze v pfipadé T6272 tento fetézec
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obsahuje 13 uhliku, coz je patrné dlvod Spatné rozpustnosti latky v testovacich
médiich. Z hlediska ucCinnosti se jevi, na zakladé vysledkd latky T6279,
optimalni kombinace isochinolinium bromidu a 1,7,7-
trimethylbicyklo[2.2.1]heptanového kruhu. Obé latky s isochinoliniem jsou
ucinnéjSi nez jedna zbyvajici s pyridiniem. Z takto malého souboru v8ak nelze
vyvozovat vztahy mezi strukturou a aktivitou.

Nami testovana skupina VI. doplfiuje soubor velmi podobnych latek, ktery
zkoumala (Székelyova, 2012). Heterocyklicka ¢ast molekuly je tvofena
isochinolinem, popf. pyridinem s methylovou substituci. Alkoholickou cast
esteru tvofi Siroka Skala substituentd: 1,7,7-trimethylbicyklo[2.2.1]heptan,
menthol, geraniol a kondenzovany 5-ti ¢etny cyklus podobny steroidim. Jejich
bakterie dosahla latka s isochinoliniem a steroidni alkoholickou ¢asti. Vyraznym
rozdilem je aktivita nékterych latek i na G™ bakterie, které se v naSem souboru
nepodafilo dosahnout, bohuzZel neoplyvaji zadnym spoleCnym strukturnim
znakem, ktery by se dal v budoucnu sledovat. Antimykoticka aktivita, stejné jako
v nasi skupiné, koreluje do znac¢né miry s u€innosti na bakterie.

Latku T6279 by bylo vhodné otestovat alespon v tripletu pro potvrzeni jeji
aktivity. Jako jeden ze smérl budouciho vyzkumu by bylo mozné sledovat vliv
délky spojovaciho fetézce na aktivitu.

Cilem této prace je zejména screening potencialni antimikrobialni a
antimykotické aktivity chemickych latek pfipravenych primarné za jinym ucelem.
Podafilo se nam najit nékolik skupin s vysokou antibakterialni i antimykotickou
aktivitou a naznacit mozné sméry pro dalSi vyvoj. Nami ziskané vysledky je
tfeba chapat v prvni fadé jako orientaCni a vyzadujici potvrzeni provedenim
dalSich testd. Umoznuji v8ak nasmérovat pozornost ke konkrétnim
perspektivnim skupinam, popf. konkrétnim latkam. V této fazi se Ize jen

dohadovat o tom, zda se nékteré podafi najit cestu ke klinickému vyuziti.

89



. Zaver

Pomoci mikrodiluéni bujonové metody jsme otestovali 49 latek na osmi
kmenech bakterii a osmi kmenech mikromycet. Latky byly rozdéleny podle
spole¢nych strukturnich znakl do Sesti skupin.

Pro bakterialni kmeny vykazala nejvyssi aktivitu skupina derivati 3-phenyl-
2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithionu u Staphylococcus aureus.

Pro mikromycety byly nejaktivnéjSi derivaty N-benzylsalicylthioamidu u
Absidia corymbifera.

NejSifsi  spektrum U€inku na bakterie méla skupina derivatu
phenylsalicylatu, pro mikromycety to byly derivaty N-benzylsalicylthioamidu.
Nahrada oxo skupiny thioxo skupinou v molekule 3-phenyl-4-thioxo-3,4-2H-
1,3-benzoxazin-2-onu vedla, vyjma S.aureus, ke snizeni aktivity.

Substituce vodiku halogenem v molekule 1,3-benzoxazinu vedla ke zvySeni

aktivity.
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