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Nazev diplomové prace: Pokrocilé testovani antibakteridlni aktivity kandidatnich nové
syntetizovanych sloucenin

Cil prace: Cilem této prace bylo provést rozsifrenou studii antibakteridlni aktivity vybranych nové
syntetizovanych sloucenin ze skupiny derivatd rhodaninu. V ramci této studie byla hodnocena
aktivita vlci klinickym izolatim bakteridlnich kmenG rodu Staphylococcus a Enterococcus. Stézejni
Cast prace rovnéZ zahrnuje hodnoceni antibakteridlni aktivity jedné vybrané latky v kombinaci s
komeréné dostupnymi antibiotiky prostfednictvim metody ,,checkerboard*.

Metody: Hodnoceni antibakteridlni aktivity testovanych latek bylo provedeno s vyuzitim mikrodilu¢ni
bujénové metody dle smérnic EUCAST (s drobnymi obménami). Aktivita téchto latek byla hodnocena
proti klinickym izolatim bakterii rodu Staphylococcus a Enterococcus a jednomu sbirkovému kmenu
Staphylococcus aureus MRSA (ATCC 43300, CCM 4750). U vybrané slouceniny s prokazatelné slibnym
antistafylokokovym ucinkem byl prostfednictvim metody ,checkerboard’ testovdn kombinovany
Gcinek této latky vidy s jednim ze tfi vybranych komeréné dostupnych antibiotik (ciprofloxacin,
rifampicin, vankomycin). Pro testovani kombinovaného antibakteridlniho ucinku byl vyuzit sbirkovy
kmen Staphylococcus aureus MRSA (ATCC 43300, CCM 4750). V ramci této metody byly za ucelem
uréeni hodnoty MIC voleny tfi zplsoby odectu vysledkd, a to spektrofotometricka detekce, odecet
nardstu bakterii pouhym okem a odecet barevné zmény metabolického indikatoru alamarBlue.

Vysledky: Bylo testovano devét latek ze skupiny derivatd rhodaninu. Tyto latky prokazaly aktivitu
zejména proti kmendm Staphylococcus aureus, naopak nejmensi aktivita byla zaznamenana proti
kmenu Enterococcus faecium VRE. Vybrana latka s kédovym oznacenim RHO-y vykazovala synergni
ucinek v kombinaci s ciprofloxacinem v poméru 0,25*MIC (RHO-y) : 0,125*MIC (ciprofloxacin), dale
aditivni ucinek v pomérech 0,5*MIC : 0,5*MIC; 0,25*MIC : 0,5*MIC; 0,125*MIC : 0,5*MIC;
0,0625*MIC : 0,5*MIC a 0,03125*MIC : 0,5*MIC. V dalSich koncentra¢nich pomérech prokazala tato
kombinace pouze indiferentni ucinek. V kombinaci s rifampicinem prokazala latka RHO-y aditivni
ucinek v pomérech 0,5*MIC (RHO-y) : 0,25*MIC (rifampicin) a 0,5*MIC : 0,5*MIC. V dalsich
koncentracnich pomérech pak tyto latky prokazaly pouze indiferentni Gcinek. U kombinace latky



RHO-y s vankomycinem byl ve vSech koncentracnich pomérech prokazan pouze indiferentni ucinek. U
zadné z kombinaci latky RHO-y s komeréné dostupnymi antibiotiky nebyl prokazan antagonisticky
Ucinek.

Zavér: Vramci pokrocilého testovani byla u deviti latek ze skupiny rhodaninl prokazana
antistafylokokovd aktivita, zejména vici kmenu Staphylococcus aureus. SvyuZitim metody
»checkerboard byl zjistén synergni Ucinek latky RHO-y v kombinaci s ciprofloxacinem a aditivni
ucinek v kombinaci s rifampicinem. Kombinace latky RHO-y svankomycinem prokazala pouze
indiferentni Uc¢inek. U zadné z testovanych kombinaci téchto latek nebyl prokazan antagonismus.

Klicova slova: antibakterialni aktivita in vitro, "checkerboard" test, rhodaniny, rezistence, kombinacni
terapie
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Background: The aim of this thesis was to perform an extended study of the antibacterial activity of
selected newly synthesized rhodanine derivatives. In this study, activity against clinical isolates of
bacterial strains of the genus Staphylococcus and Enterococcus was evaluated. The main part of the
work also includes the evaluation of the antibacterial activity of one selected substance in
combination with commercially available antibiotics using the checkerboard method.

Methods: Evaluation of the antibacterial activity of tested substances was performed using the broth
microdilution method according to EUCAST guidelines (with minor modifications). The activity of
these substances was evaluated against clinical isolates of bacteria of the genera Staphylococcus and
Enterococcus and one Staphylococcus aureus MRSA reference strain (ATCC 43300, CCM 4750). For a
selected compound with a demonstrably promising antistaphylococcal effect, the combined effect of
this substance was tested with three selected commercially available antibiotics (ciprofloxacin,
rifampicin, vancomycin) using the checkerboard method. The Staphylococcus aureus MRSA reference
strain (ATCC 43300, CCM 4750) was used to test the combined antibacterial effect. In order to
determine the MIC value, three methods of reading the results were chosen, namely
spectrophotometric detection, reading of the growth of bacteria with the naked eye and reading of
the colour change of the metabolic indicator alamarBlue.

Results: Nine substances from the group of rhodanine derivatives were tested. These substances
showed activity mainly against Staphylococcus aureus strains. On the contrary, the lowest activity
was observed against Enterococcus faecium VRE strain. The selected substance codenamed RHO-y
showed a synergistic effect in combination with ciprofloxacin at a concentration ratio of 0,25*MIC
(RHO-y) : 0,125*MIC (ciprofloxacin), as well as an additive effect at a ratio of 0,5*MIC : 0,5*MIC;
0,25*MIC : 0,5*MIC; 0,125*MIC : 0,5*MIC; 0,0625*MIC : 0,5*MIC and 0,03125*MIC : 0,5*MIC. In
other concentration ratios, these substances showed only an indifferent effect. In combination with
rifampicin, RHO-y showed an additive effect in combinations of 0,5*MIC (RHO-y) : 0,25*MIC



(rifampicin) and 0,5*MIC : 0,5*MIC. In other concentration ratios, these substances showed only an
indifferent effect. The combination of RHO-y with vancomycin showed only an indifferent effect in all
concentration ratios. None of the combinations of RHO-y with commercially available antibiotics
showed an antagonistic effect.

Conclusion: In advanced testing, nine rhodanine derivatives showed antistaphylococcal activity,
especially against the Staphylococcus aureus strain. Using the checkerboard method, a synergistic
effect of RHO-y in combination with ciprofloxacin and an additive effect in combination with
rifampicin were found. The combination of RHO-y with vancomycin showed only an indifferent
effect. None of the tested combinations of these substances showed evidence of antagonism.

Keywords: antibacterial activity in vitro, checkerboard test, rhodanines, resistance, combination
therapy



1 Uvod

Podle odhadd by mohly do roku 2050 infekce vyvolané rezistentnimi mikroorganismy
zplUsobovat celosvétové umrti az 10 milion osob ro¢né. [1] Jen v Evropé uz ted kazdy rok
umird nasledkem infekci zplsobenych rezistentnimi bakteriemi asi 25 000 osob. [2] Jednim
ze zplsobl, jak podobnému vyvoji predejit, je i vyzkum novych antibakteridlnich Iéciv.
Kromé obmén stavajicich struktur je snaha objevovat zejména Ilatky s uplné novym
mechanismem Ucinku. Jednou ze skupin, které jsou zkoumany jako potenciadlni nova

antibakteridlni [éCiva, jsou i rhodaniny.

V Uvodu prace je zarazena kapitola vénovana aktudlnimu problému antibiotické
rezistence. Mimo vyvoj novych strukturnich typd antibiotik je také duleZité se zaméfit na
zpUsoby, jak zachovat ucinnost jiz pouzivanych léCiv. K tomu slouzi i nastroje antibiotické
politiky, které maji vést k zodpovédnému nakladdni s antibakteridlnimi lécivy. | timto
tématem se zabyva Uvodni kapitola. Dale se prace zabyva mozZnostmi terapie bakteridlnich
infekci, se zamérenim na kombinacni terapii, a také zplsoby hledani novych terapeutickych
mozZnosti vtéto oblasti. Jednim ze smér(i soucasného vyzkumu na poli novych
antibakteridlnich 1éCiv je i snaha o vyvoj kombinaci stavajicich antibiotik s novymi latkami,
které by dokazaly podpofit uéinek antibiotika proti rezistentnim bakteridlnim kmendm.
Zavérecna kapitola teoretické ¢asti této prace je pak vénovana metodam pouzivanym pfi
testovani citlivosti bakterii k antibakteridlnim latkdm se zaméfenim na problematiku

hodnoceni kombinovaného antibakteridlniho ucinku.

Experimentalni cast této prace je vénovana testovani antistafylokokové a
antienterokokové aktivity nové syntetizovanych sloucenin ze skupiny derivatl rhodaninu.
Byla testovana antibakterialni aktivita skupiny rhodaninovych derivatd syntetizovanych na
Katedife farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy v Hradci Kralové. Tyto latky byly nejprve podrobeny testlim, které slouzily k urceni
jejich vlastni antibakteridlni aktivity. Nasledné byla vybrdna jedna latka pro hodnoceni
kombinovaného antibakteridlniho uUcéinku s komeréné dostupnymi antibiotiky pomoci

metody ,,checkerboard*.
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2 Zadani diplomové prace - cil prace

» Prace s odbornou literaturou (recentni, relevantni zdroje).

=  Zaméreni se na metodické pfistupy volené v ramci preklinickych studii kandidatnich
antibiotickych latek, zejména na studium interakce antimikrobialnich latek in vitro v

ramci ,checkerboard’ studie.

= Testovani antibakteridlni aktivity vybranych kandidatnich latek syntetizovanych na
jinych védecko-vyzkumnych pracovistich Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v

Hradci Kralové.

=  Studium synergniho Ucinku kandidatni antimikrobidlni latka vs. komeréné dostupné

antibiotikum, tzv. ,checkerboard’ testy.
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3 Teoreticka cast

3.1 Antibioticka rezistence

Rezistence mikroorganismG k antimikrobidlnim latkdam patfi mezi nejpalcivéjsi
problémy soucasné mediciny. Soucasti tohoto problému je i rezistence bakterii
k antibiotik(im. PfestoZze uvedeni prvniho antibiotika do klinické praxe znamenalo revoluci
v terapii bakteridlnich infekci, pocatecni nadseni bylo velmi brzy zmirnéno zjisténim, Ze jsou
bakterie schopné si ktémto pfipravkim vytvofit rezistenci.! Pfesto stale pretrvaval
optimismus a velké nadéje byly vkladany do novych antibakteridlnich pfipravkl, které
produkoval farmaceuticky priimysl. Vétsi pozornost sice zacala byt rezistenci vénovana jiz
v 60. letech, az na prelomu tisicileti se ale tato problematika dostala do popredi zajmu
nejen mezi odbornou verejnosti. To je zpUsobeno predevsim uvédoménim, Ze vyvoj novych
antibiotik nedokaze udrzet krok s rapidnim narGstem vyskytu rezistence, a nelze tak na néj
spoléhat jako na jediny zplsob feSeni tohoto problému. Na lokdlni i mezindrodni Urovni
dochazi k tvorbé mnohych opatreni, ktera maji pomoci se zachovanim ucinnosti antibiotik.
[3] Zasluhu na tom nepochybné maji i odhady globdlnich ekonomickych dopadl nefesené
antibiotické rezistence, ktera by mohla do roku 2050 zpUsobit roc¢ni finan¢ni ztraty az do
vySe 100 bilion americkych dolarl a stat rocné Zivot az 10 milionu lidi. [1] V soucasné
dobé se jen v Evropé odhaduji roéni ztraty spojené s rezistenci asi na 1,5 miliardy euro a

stoji za Umrtim asi 25 000 osob roc¢né. [2]

Zasadni roli jiz od pocéatku uZivani antibiotik hraji rezistentni kmeny Staphylococcus
aureus. Ty ziskaly nejprve rezistenci k penicilinu, pozdéji také rezistenci k meticilinu a
nejnovéji se objevuji i kmeny rezistentni k vankomycinu, ktery slouZi jako rezervni
antibiotikum v terapii stafylokokovych infekci. Seznam vyznamnych bakteridlnich kmenf
s narUstajici mirou rezistence je ale mnohem delsi. Svétova zdravotnicka organizace (WHO,
World Health Organization) vroce 2017 zverejnila pod nazvem ,Global priority list of
antibiotic-resistant bacteria to guide research, discovery, and development of new
antibiotics’’ seznam nejvyznamnéjsich rezistentnich bakterii, kterym ma byt vénovana
maximalni pozornost v oblasti vyzkumu a vyvoje novych antibiotik (viz Obr. 1). Tento

seznam rozliSuje tfi kategorie podle zavaznosti aktualni situace. Prehled nezahrnuje

! Na tuto skute&nost upozorfioval jiz Alexandr Fleming ve své fe&i pfi pievzeti Nobelovy ceny za fyziologii nebo
|ékarstvi v roce 1945. [3]
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Mycobacterium tuberculosis, protoze |é€ba tuberkuldzy je jiz v soucasnosti povazovdna za

celosvétovou prioritu. [4]

Priorita 1: KRITICKA

Acinetobacter baumannii, karbapenem-rezistentni

Pseudomonas aeruginosa, karbapenem-rezistentni

Enterobacteriaceae®*, karbapenem-rezistentni , rezistentni ke 3. generaci

cefalosporind

Priorita 2: VYSOKA

Enterococcus faecium, vankomycin-rezistentni

Staphylococcus aureus, meticilin-rezistentni , vankomycin-rezistentni ,

se snizenou citlivosti k vankomycinu

Helicobacter pylori, klaritromycin-rezistentni
Campylobacter, fluorochinolon-rezistentni
Salmonella spp_, fluorochinolon-rezistentni

Neisseria gonorrhoeae, rezistentni ke 3. generaci cefalosporint ,

fluorachinolon-rezistentni

Priorita 3: STREDNI

Streptococcus pneumoniae, necitlivy k penicilinu
Haemophilus influenzae, ampicilin-rezistentni

Shigella spp., fluorochinolon-rezistentni

Obr.1 Seznam prioritnich patogent dle Svétové zdravotnické organizace

*Enterobacteriaceae: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp.,
and Providencia spp., Morganella spp.

Pfevzato a upraveno z: Global priority list of antibiotic-resistant bacteria to guide research, discovery, and
development of new antibiotics. [4]

| pfes Cetné snahy autorit se v Evropé stale pfiliS nedafi snizovat miru rezistence a u
nékterych bakteridlnich kmenl dochdzi dokonce k jejimu narlstu. To se tykd predevsim

gramnegativnich bakterii, vyznamnou se ale v poslednich letech stavd napfiklad i strmé
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narlstajici rezistence enterokokl. PrestoZe je mira rezistence hodnocena pro kazdy
bakteridlni kmen zvlast, je mozné u vétsiny z nich pozorovat urcité trendy v geografickém
vyskytu rezistence. Obecné Ize fict, Ze mira rezistence u vétSiny z nich narlistd smérem na
jih a vychod Evropy, opacny trend je mozné sledovat ve statech severni a zapadni Evropy.
Souvisi to predevsim s Urovni zdravotnictvi v danych statech a schopnosti téchto statd

realizovat dostatecné efektivni opatreni v boji s rezistenci. [5]

Pro sledovani rezistence v Evropé slouZi Evropska sit pro sledovani antimikrobialni
rezistence (EARS-Net, The European Antimicrobial Resistance Surveillance Network), ktera
je nastrojem Evropského stfediska pro prevenci a kontrolu nemoci (ECDC, European
Centre for Disease Prevention and Control). Vramci tohoto projektu dochazi ke
shromazdovani a analyze dat o rezistenci ziskavanych na narodni Grovni. Do projektu jsou
zapojeny clenské staty EU spolu s Norskem a Islandem. Vramci EU je dale sledovana
spotfeba antimikrobidlnich latek prostfednictvim Evropské sité pro sledovani spotieby
antimikrobialnich latek (ESAC-Net, The European Surveillance of Antimicrobial
Consumption Network) a také vyskyt infekci spojenych se zdravotni péci pres Systém
sledovani infekci spojenych se zdravotni péci (HAI-Net, Healthcare-associated Infections
Surveillance Network). Data shromazdénd na Uzemi Evropy jsou také dale odesilana do
Globalniho systému pro sledovani antimikrobidlni rezistence (GLASS, Global Antimicrobial

Resistance Surveillance System), ktery je soucasti komplexni strategie WHO pro boj

s antimikrobialni rezistenci. [5]

Mimo Evropu je situace c¢asto jeSté mnohem zdvazinéjsi, predevsim pak v rozvojovych
zemich. Podili se na tom zejména nizkd Uroven mistniho zdravotnictvi, nedostatecna
hygiena a prevence onemocnéni nebo naduZivani antibiotik a jejich dostupnost i bez
lékarského predpisu. [6] V roce 2015 vydala WHO dokument s nazvem Globalni akéni plan
pro boj s antimikrobialni rezistenci (Global action plan on antimicrobial resistance), ktery
shrnuje doporuéeni pro boj s antibiotickou rezistenci. Timto dokumentem si WHO vytycila
pét hlavnich cill, skrze jejichz naplfiovani chce sniZovat miru antibiotické rezistence a
zabranit nastupu tzv. post-antibiotické éry, kdy jiZz nebude mozné antibiotiky Iécit ani
béiné infekce, stejné jako v obdobi pfed objevem antibiotik. Mezi tyto cile patti zlepSovani
povédomi o antibiotické rezistenci, podpora vyzkumu, dlraz na prevenci infekénich

onemocnéni, podpora racionalniho uzivani antibiotik a zajisténi dostateénych investic do
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boje s rezistenci. Kromé dodrZzovani zdsad globdlniho akéniho planu klade WHO ddraz
pfedevS§im na tvorbu regionalnich planG pro boj s rezistenci, které zohledni konkrétni

situaci daného statu. [2]

3.1.1 Staphylococcus aureus

Prikladem uspésnych opatfeni vedoucich ke snizovani miry rezistence u bakterii je
meticilin-rezistentni 2 Staphylococcus aureus (MRSA, Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus). Pfestoze kmeny MRSA patfi stale mezi nejvyznamnéjsi patogeny, dochazi dle dat
ECDC k setrvalému poklesu vyskytu téchto rezistentnich kmenu. | u vyskytu MRSA jsou vSak
patrné vyrazné rozdily mezi jednotlivymi evropskymi staty. Naptiklad Island hlasil ECDC
vroce 2018 nulovy vyskyt kmend MRSA v testovanych izolatech. Opacénym prikladem je
velmi nepfizniva situace v Rumunsku, kde bylo nahlaseno zavratnych 43 % MRSA kmend. |
pres takto vysoka Cisla je tam ale patrny vyrazny pokles rezistentnich kmenU v porovnani
s pfedchozimi roky. V roce 2015 dosahovala v Rumunsku rezistence u testovanych izolat(

57 %, v pfedchozich letech dokonce 64,5 % (2013), nebo 70,5 % (2004). [5; 7]

3.1.2 Enterococcus faecium

Opacny trend ve vyskytu rezistence nez u MRSA je mozné sledovat u enterokokd.
V poslednich letech dochdazi krapidnimu narQstu vyskytu vankomycin-rezistentnich
enterokok( (VRE, vancomycin-resistant enterococci). Mezi lety 2015 a 2018 doslo v Evropé
k nardstu primérné rezistence u E. faecium z 10,5 % na 17,3 %. Zajimavé je, Ze u VRE neni
tak jasny trend v geografickém rozlozZeni rezistentnich kmend, jako je tomu u vétsiny jinych
bakteridlnich kmenG. Nejvyssi vyskyt rezistence je sice moiné pozorovat ve vychodni
Evropé, ale urcité to neplati univerzalné. Naptiklad v Bulharsku bylo v roce 2018 hlaseno
9,9 % rezistentnich kmenu, zatimco Irsko ve stejném roce hldsilo miru rezistence 40,2 %.

Srovnani vyskytu kmen( MRSA a VRE v Evropé je zndzornéno na Obr. 2 a Obr. 3. [5]

> VCR neni registrovan zadny pfipravek s obsahem meticilinu. Z protistafylokokovych penicilinGi je u nas
registrovan pouze oxacilin.
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Obr.2 Procento invazivnich izolatd St. aureus rezistentnich k meticilinu (MRSA), 2018

Pfevzato a upraveno z: Surveillance of antimicrobial resistance in Europe 2018. [5]
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Obr.3 Procento invazivnich izolatd E. faecium rezistentnich k vankomycinu (VRE), 2018

Pfevzato a upraveno z: Surveillance of antimicrobial resistance in Europe 2018. [5]
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3.1.3 Priciny rezistence bakterii k antibakterialnim latkam

Rezistenci bakterii k antibiotikim je moZné rozdélit na pfirozenou (vrozenou) a
ziskanou. Prirozené rezistentni jsou bakterie, které maji diky specifické stavbé nebo
metabolismu schopnost odolavat ucinkim nékterych antibiotik. Tato vlastnost se nerozviji
jako obranny mechanismus a je témto bakteriim vrozend. Jedna se tak o vlastnost, ktera je
spole¢na celému druhu. MUze jit napfiklad o nedostupnost, pfipadné Uplnou neexistenci
cilové struktury daného antibiotika. Oproti tomu rezistence ziskana vznikd u bakterii, které
jsou pfirozené k ucinku antibiotik vnimavé, ale nasledkem selekéniho tlaku se u nich
rozvijeji rizné mechanismy k obrané proti jejich pasobeni. Tato vlastnost se proto, na rozdil
od rezistence pfirozené, omezuje jen na ¢ast bakteridlni populace. [8] Rizné mechanismy

obrany proti G¢ink(im antibiotik jsou vyobrazeny na Obr. 4.

. o>
Efluxni Q d SniZeny prostup

pumpy antibiotika ‘5

Inaktivacni
enzymy

Zmeény cilové z\LQ

a struktury
W _~ . . 9 mRNA
S ~ ~e __ ’f k
@ O DNA

Alternativni
metabolické driahy

Obr.4 Mechanismy rezistence bakterii k U¢inkim antibiotik

Pfevzato a upraveno z: https://www.reactgroup.org/toolbox/understand/antibiotic-resistance/resistance-
mechanisms-in-bacteria/ [9]

Podkladem pro vznik rezistence jsou zmény na urovni genetického kodu. Mize k nim
dochazet bud mutacemi, nebo prevzetim exogenni genetické informace od okolnich bunék,
které maiji geny pro rezistenci (viz Obr. 5). [5] Zejména druhy zminény zpUsob predstavuje

zavazny problém, protoZe diky horizontalnimu prenosu gent rezistence dochazi k rychlému
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Sifeni rezistence v bakteridlni populaci, a to i mezi nepfibuznymi bakteriemi. Vznik
rezistence k jednomu antibiotiku je ¢asto spojen s rezistenci k celé skupiné pribuznych
antibiotik se stejnym mechanismem ucinku. Stdle Castéji bohuzel také nastava situace, kdy

jsou bakterie soucasné rezistentni k vice riznym skupinam antibiotik.

Konjugace Transformace

Chromozomalni f
DNA
, Volnd
DNA
Plazmid

Bakteriofa
5 Bakteridlni

— DNA

Bakteridlni
DMNA

Transdukce Gene transfer agents

Obr.5 Mechanismy horizontalniho prenosu genetické informace u bakterii

K horizontalnimu prenosu gen rezistence mlZe dochazet konjugaci (A), transformaci (B), transdukci (C) nebo
s pomoci ¢astic podobnych virdm oznacovanych jako ,gene transfer agents’ (GTAs).

Pfevzato a upraveno z: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.00173/full [10]

Je duleZité rozliSovat mezi pojmy rezistence, tolerance a perzistence. Zatimco pfi
vzniku rezistence dochazi ke zméndm na Urovni genetického kodu, které se prenasi na dalsi
generace, tolerance popisuje stav, kdy bakteridlni populace reaguje na nepfiznivé Zivotni

podminky Upravou metabolismu, kterd vede k docasnému zvyseni odolnosti k
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antimikrobidlnim |atkdm (napt. sniZzeni Gcinnosti PB-laktamovych antibiotik u bakterii s
nizkou metabolickou aktivitou). Na rozdil od rezistence nevede tolerance ke snizeni
citlivosti bakterie k danému antibiotiku, ale dochazi pouze k prodlouZeni ¢asu potfebného k
dosaZeni ucinku. Pojem perzistence pak oznacuje situaci, kdy ziskd zvySenou odolnost vici
antibiotikim pouze malad ¢ast bakteridlnich bunék v populaci. To mize vést k prezivani
téchto bunék v pfitomnosti antibiotika a naslednému obnoveni populace po ukonceni
expozice. Podkladem perzistence muze byt jak rezistence, tak tolerance, obnovend
populace vSak neprebird vlastnosti prezivSich bunék, ale dochdazi ke vzniku populace s
obdobnym zastoupenim perzistentnich bunék jako v plvodni populaci. Perzistence také

byva nékdy oznacovdna jako heterorezistence. [11]

Od roku 2011 existuje mezindrodné uzndvana terminologie pro klasifikaci rezistentnich
bakteridlnich kmen, ktera vznikla diky spoluprdci evropskych a americkych expertt z ECDC
a Center pro kontrolu a prevenci nemoci (CDC, Centers for Disease Control and
Prevention). Jako ,multidrug-resistant’” (MDR) jsou oznacovany bakterie se
ziskanou rezistenci k alespon jednomu antibiotiku nejméné ze tfech rozdilnych skupin, jako
,extensively drug-resistant‘ (XDR) poté bakterie rezistentni ke vSem skupindm antibiotik
s vyjimkou nejvySe dvou skupin a nakonec , pandrug-resistant’’ (PDR) s rezistenci ke vSem
pouzivanym skupindm antibiotik. Do zminénych kategorii jsou bakteridlni kmeny
zarazovany na zakladé in-vitro testovani citlivosti s vyuzitim tzv. breakpoint(i (vice viz
kapitola 3.4.1). Tato kategorizace rezistentnich kmenU nachazi vyuziti predevsim
v epidemiologickych studiich a klade si za cil zlepSeni porovnatelnosti dat o rezistenci

z rlznych ¢asti svéta. [12]

Nadmérné nebo nesprdvné pouzivani antibiotik vede k vytvareni selekéniho tlaku,
ktery podporuje prezivani bakterii s takovymi zménami genetického kddu, které zvysuji
jejich schopnost prezit v prostredi antibakteridlné puUsobici latky. Ktakovym zménam
dochazi predevsim pfi dlouhodobé expozici nizkym koncentracim antibiotika, které nejsou
dostatecné pro zabranu rlstu bakterii, ale stac¢i k tomu, aby rezistence bakteridlni burice
poskytla dostatecnou konkurenéni vyhodu vramci populace (tzv. subinhibi¢ni

koncentrace). [8]

UdrZovani genl pro rezistenci obecné nebyva pro bakterie pfilis vyhodné, protoze

jejich exprese je zpravidla energeticky naroéna a poskytuji vyhodu jen po omezeny ¢as
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v dobé expozice antibiotiku. Mimo toto obdobi se naopak stavaji zatézi, ktera bakterii
v ramci populace znevyhodniuje oproti bakteriim bez téchto genl pro rezistenci. Pravé
proto se predpokladd, Ze by se tyto geny mély v bakteridlnich populacich udrzovat jen
kratkodobé a po ukonceni expozice antibiotiku by mohly z populace postupné zmizet.
Zatim se ale zda, Ze je tento proces pomérné zdlouhavy a geny pro rezistenci nemizi
z populace tak rychle, jak se predpoklddalo. [13; 14] Tento stav mlZe byt mimo jiné i
nasledkem vzniku tzv. kompenzacnich mutaci. [15] Bakteridlni burika tak mUze napftiklad
exprimovat dany gen jen v pfipadé potfeby a nezatézuje ji v obdobi, kdy neni antibiotiku
vystavena. Diky tomu se tak geny rezistence v populaci mohou udrzet dlouhodobé, protoze
burikdm neposkytuji nevyhodu oproti tém, které geny pro rezistenci nemaji. [8] Vzacné
muze dochazet i k situaci, kdy geny rezistence Zivotaschopnost bakterialni buriky dokonce
zvysi, tato burka tak ziskd vyhodu oproti zbytku bakteridlni populace nejen pfi expozici

antibiotiku, ale i bez ni. [16]

3.1.4 Antimicrobial stewardship - cesta k racionalnimu nakladani s
antimikrobidlnimi latkami

Jako ,antimicrobial stewardship’‘ je oznacovdn souhrn aktivit, které maji za cil
zodpovédnéjsi nakladani s antimikrobidlnimi l[atkami a nasledné sniZeni vyskytu rezistence.
Toho se snazi dosdhnout predevSsim na Urovni preskripce antimikrobiadlnich Ilatek.
Zodpovédna preskripce a uzivani antimikrobidlnich 1éCiv je také soucasti globalniho planu
WHO na boj s rezistenci. V ndvaznosti na tento plan vydala WHO v roce 2019 dokument
,Antimicrobial stewardship programmes in health-care facilities in low- and middle-
income countries’, ktery ma slouzit jako prakticky navod k zavadéni program( v oblasti
y,antimicrobial stewardship®“ na Udrovni statu i zdravotnickych zafizeni. Nejedna se o
univerzalni instrukce pro vsechny staty, ale ma slouzit jako podklad pro tvorbu narodnich
plant v oblasti kontroly zachazeni s antimikrobialnimi IéCivy. Tento plan se zaméruje

predevsim na zdravotnictvi zemi s nizkymi a stfednimi pFl’jmyS, kde se predpoklada v oblasti

evvs

Pokyny pro spravné zachazeni s antimikrobidlnimi latkami existuji i v rdmci Evropské

unie. Z roku 2017 pochazi uredni véstnik Evropské unie Pokyny EU pro uvazlivé pouzivani

* Jedna se o kategorizaci zemi podle Svétové banky na zakladé tzv. hrubého narodniho diichodu (GNI, gross
national income). Do téchto kategorii spadaji predevsim zemé v Africe, Asii nebo Jizni Americe.
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antimikrobidlnich latek v humannim lékaFstvi. Tento dokument vznikl ve spoluprdci
s ECDC a clenskymi staty a vychazi z planu Evropské komise pro boj s antimikrobidlni
rezistenci a z Globalniho akéniho planu pro boj s antimikrobialni rezistenci WHO. [18] Jesté
o dva roky dfive vznikl obdobny dokument i pro pouzivani antimikrobidlnich Iatek ve

veterinarnim lékatstvi. [19]

ProtoZe se rezistentni kmeny z populace jen tézko odstranuji, je dllezité vzniku
rezistence predevsim predchdzet pomoci vhodné zvolenych preventivnich opatfeni na
vSech urovnich systému zdravotni péce. Na urovni zdravotniki a pacientll je duleZita
pfedevsim zodpovédna preskripce a nasledné uzivani antibiotik. Zakladem je predepisovat
antibiotika pouze vindikovanych pfipadech a vyvarovat se jejich pouZiti u virovych
onemocnéni nebo takovych bakteridlnich infekci, které nutné nevyZaduji antibiotickou
terapii. Stim souvisi také dasledna diagnostika, kterd dokaze nejen odlisit bakterialni a
virovou infekci, ale také umozfuije cilit antibiotickou terapii podle ptivodce.* Takova terapie
je s ohledem na vznik rezistence vidy vyhodnéjsi nez terapie empiricka (vice o antibiotické
terapii v kapitole 3.2). V oblasti edukace pacientl je vhodné se zaméfit predevSim na
spravné davkovani, dodrzovani délky terapie a spravnou likvidaci nepouzitych IéCiv. Je také
vhodné zdUraznit nevhodnost uzivani antibiotik, kterd byla predepsana jinému pacientovi,

pfipadné uzivani antibiotik, kterd pacientovi zlstala po predchozi 1é¢bé. [18]

Na drovni statu je nezbytné zajistit tvorbu a dohled nad dodrZzovanim pravidel pro
zodpovédné nakladani s antibiotiky. Role statnich organ(i spociva predevsim v kontrole
pristupu k antibiotikim a regulaci jejich preskripce, dale napftiklad v zajisténi sbéru dat o
spotfebé antibiotik. Pravidla vytvorenda statem dopadaji nejvice na zdravotnickd zafizeni,
ktera maji zasadni roli v nakladani s antibiotiky. Mohou totiz ovlivnit zachazeni s nimi hned
na nékolika Urovnich. Podili se na regulaci jejich pfedepisovani, jejich spravném uzivani i na
jejich likvidaci. Ve zdravotnickych zafizenich je zpravidla pristup k antibiotikim omezovan
prostfednictvim seznami tzv. vdzanych antibiotik. Pokud se antibiotikum nachazi na
takovém seznamu, je mozZné ho pouzit pouze se souhlasem antibiotické komise. Ta

zhodnoti predevsim spravnost vybéru konkrétniho antibiotika s ohledem na |é¢enou infekci

* Vzorky pro mikrobiologickou diagnostiku musi byt vidy odebrany spravnym zptsobem a jeté p¥ed zahajenim
antibiotické terapie. V pfipadé odebrani vzorkd aZz v pribéhu terapie hrozi zkresleni vysledkd a chybna
identifikace plvodce onemocnéni. To muZe vést k nespravnému cileni antibiotické terapie a naslednému
selhani |écby. (viz kapitola 3.2)
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i na stav pacienta, kterému je predepsano. Zpravidla se jednd o rezervni antibiotika, ktera
by méla byt vyuZivdna jen v terapii zavaznych infekci. Ukolem zdravotnickych zafizeni je i
dislednd edukace zdravotnickych pracovnikii se zamérfenim na zodpovédné nakladani

s antibiotiky a predchazeni vzniku rezistence. [18]

Hlavnim organem antibiotické politiky v Ceské republice je Statni zdravotni Ustav
(SzU). Ten je zodpovédny za realizaci Narodniho antibiotického programu (NAP), ktery byl
ustanoven vladou CR v roce 2009. Zakladni principy NAP jsou definovany dlouhodobou
strategii, aktualni cile pak urcuji akéni plany. V soucasnosti je platny akéni plan pro roky
2019-2022. Mezi ¢innosti NAP patfi predevSsim formulace zdsad ndrodni antibiotické
politiky, sledovani stavu antibiotické rezistence, sledovani spotreby antibiotik, prevence
infekénich onemocnéni, podpora vzdélavani a vyzkumu a spoluprace v oblasti rezistence na
mezindrodni Urovni. Na tomto programu spolupracuje Ministerstvo zdravotnictvi
s Ministerstvem zemédélstvi, které mda v plsobnosti pouzivani antimikrobialnich latek ve
veterindrni oblasti. Sledovani vyvoje rezistence md u nds na starosti Narodni referenéni
laboratof pro antibiotika, kterd kromé vysetiovani citlivosti k antibiotik(im slouZi také jako
narodni koordinator projektu EARS-Net. Odbornou stranku antibiotické politiky pak
zastituje Subkomise pro antibiotickou politiku CLS JEP (Ceskd lékaFska spole¢nost Jana
Evangelisty Purkyné), ktera mda za ukol predevSim tvorbu doporucenych postupl se
zamérenim na sprdavné uzivani antibiotik, postupy v |écbé vybranych infekci a prevenci

vzniku antibiotické rezistence. [20]
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3.2 Antibioticka terapie

Prestoze cilem antibiotické terapie je predevsim Uspésné zvladdnuti bakteridlni infekce,
stdle vice se do popredi dostdva také poZadavek na zodpovédné uzivani antibiotik
sohledem na celosvétovy narlst rezistence. Jednou z moznosti, jak ovlivnit nardst
rezistence, je pravé spravné vedeni antibiotické terapie a dodrZovani postup(, které brani

selekci rezistentnich bakteridlnich kmenu.

Zakladem je omezit uZivani antibiotik jen na opodstatnéné pfipady, u kterych je
prokazan bakteriadlni plvod infekce. UzZivani u jinych druhl infekci, pfipadné u stavl bez
pfitomnosti infekce (napf. nékterda zanétlivd onemocnéni s ptiznaky podobnymi infekci)
nejen Ze poskozuje pacienta, ale mize také napomahat rozvoji rezistence. Zvazit podani
antibiotik je vhodné také u béinych infekci s mirnym pribéhem, které casto byvaji
samouzdravné a antibiotika jsou v jejich |é¢bé nasazovana predevSim pro prevenci
komplikaci. ReSeni nékterych infekci mize spocivat také v odstranéni jejich zdroje,
naptiklad chirurgickym zdsahem. Naopak velmi rychlé zahdjeni antibiotické terapie je
dllezité u Zivot ohrozujicich infekci. | v téchto pfipadech je ale vidy nutné pred zahajenim
|écby odebrat vzorky pro nasledné mikrobiologické vySetreni. U vzorkl odebranych azZ po
zahajeni IéCby je riziko chybné identifikace pivodce onemocnéni a nasledné Spatné volby
antibiotika. To mlzZe vést nejen ke zvySené selekci rezistentnich bakterii, ale u takto

zavaznych stavl i ohrozit pacienta na Zivoté. [21]

Mikrobiologické vysSetfeni neni vidy provadéno jen za ucelem zjisténi plvodce jiz
probihajici infekce. Jednim z postupll vyuzivanych predevsim v nemocni¢nim prostredi je
provadéni bakteridlniho screeningu pacientll. Hodnoti se pfi ném kolonizujici
mikroorganismy predevsim u pacient( patficich do rizikovych skupin, napfiklad pacientl na
jednotkach intenzivni péce, onkologickych pacientl nebo pacientt s jinak narusenou funkci
imunitniho systému. Davody pro takovy screening jsou v zdsadé dva. Jednim dlivodem pro
sledovani kolonizace pacient( je predpoklad, Ze kolonizujici mikroflora mlze za urcitych
okolnosti zplsobit rozvoj infekce, pfipadné mize signalizovat pocatecni fazi infekéniho
onemocnéni. Druhym z dGvodU je snaha sledovat vyskyt rlznych bakteridlnich kmenU na
daném oddéleni, a to zejména téch rezistentnich (napf. MRSA, VRE). Pti zjiSténi vyskytu
rezistentnich kmenu se dale postupuje v souladu s pokyny daného zdravotnického zafizeni.

Takovi pacienti byvaji zpravidla izolovani a tato skute¢nost je uvedena v jejich zdravotni
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dokumentaci. Vys$i pravdépodobnost vyskytu rezistentnich bakteridlnich kmenl je
naptiklad u pacient(l, ktefi byli v nedavné dobé hospitalizovani, u pacientl ze zafizeni
socialnich sluzeb, u osob pracujicich ve zdravotnictvi nebo v zemédélstvi (zejména ve
velkochovech, kde se ¢asto ve zvySené mife podavaji antibiotika), pfipadné u osob, které

pricestovaly zemi s vysokym vyskytem rezistentnich bakteridlnich kmend. [8; 21; 22]

S ohledem na vznik rezistence je nejméné vyhodna empiricka terapie. Pfi ni se vybér
antibiotika ridi predevsim zkuSenostmi lékafe a nejéastéjSimi puvodci diagnostikované
infekce. Pravé kvali neznalosti plvodce je ¢asto nutné podavat Sirokospektra antibiotika,
ktera podporuji vznik rezistence a také ¢astéji u pacientl zplsobuji dysmikrobie. [8] Tento
pristup se uplatiiuje zejména v ambulantni praxi u béznych komunitnich infekci, napriklad
bronchitid nebo infekci mocovych cest. VyhodnéjSim postupem je vtomto sméru cilena
terapie, kdy je vhodné antibiotikum zvoleno na zakladé vysledk( kultivace. V pfipadé
nutnosti okamzitého zahajeni terapie je nejprve zvoleno antibiotikum se SirSim spektrem
v ramci uvodni terapie a po ziskani vysledki mikrobiologického vysetreni se bud v této
terapii pokracuje, nebo se prechazi na jiny prepardt suiSim spektrem Gcinku
(k prehodnoceni terapie dochazi vétSinou po 48-72 hodindch od nasazeni Uvodni terapie
[8]). Pfechod z antibiotika se Sirokym spektrem na antibiotikum s dzkym spektrem se
nazyva deeskalace antibiotické terapie. V pfipadé méné akutnich infekci je nékdy mozné se

zahajenim terapie pockat a nasadit rovnou cilenou terapii. [21; 23]

Vybér antibiotika se fidi nejen typem infekce, ale také dobou jejiho trvani. Jednodussi
situace zpravidla nastavd u akutni infekce. Ta je vétSinou zpUsobena jen jednim
patogenem, bakteridlni populace se rychle mnoiZi a nachazi se v dobfe prokrvenych
mistech, kam sndze pronikaji antibiotika. Tyto skute¢nosti zvySuji Sanci na Uspésné vyléceni
infekce za relativné kratkou dobu. Oproti tomu u chronické infekce dochazi k tvorbé
infekéniho loZiska, které byva sekundarné kolonizovano dalSimi bakteriemi. V takovém
loZisku také dochdzi ke zméné prostfedi z aerobniho na anaerobni, coZz nahrava kolonizaci
predevsim mikroaerofilnimi nebo anaerobnimi mikroorganismy. Ty mohou ¢asto infekéni
loZisko udrZovat i presto, ze se v ném puvodni bakterie uz nenachazi. Terapie chronickych
infekci je vétSinou komplikovand pravé pritomnosti vice mikroorganismu, jejich nizkou

metabolickou aktivitou a také Spatnou dostupnosti loZiska, které byva jen malo prokrvené,
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nebo zjinych pfi¢in nedostupné pro vstup antibiotika. To ¢asto vede k nutnosti

dlouhodobého podavani antibiotik, nékdy dokonce i jejich kombinace. [8]

Pfikladem zdroje chronické infekce mize byt i mikrobialni biofilm. Ten hraje roli
naptiklad v patogenezi infekéni endokarditidy, osteomyelitidy nebo chronickych zanétd
dasni. [24] Biofilmy se ale zdaleka netvofi jen v Zivych organismech, ¢asto se vyskytuji také
na rlznych neZivych povrsich, které jsou v kontaktu s proudici tekutinou. V oblasti mediciny
je jejich pritomnost vyznamnd predevsim na zdravotnickych prostfedcich (napf. katetry,
cévky, implantaty,...), kde mohou fungovat jako potencidlni zdroj infekce. Biofilm je
komplexni struktura slozena z mikrobialnich kolonii ukotvenych k Zivému nebo neZivému
povrchu. Tyto kolonie jsou chranény tzv. matrici, jejiz hlavni slozku tvoti polysacharidy. Ta
poskytuje mikrobidlnim populacim vhodné podminky pro preZiti. Biofilm hraje zasadni roli
v obrané mikroorganism( proti nepfiznivym vliviim okolniho prostfedi, mimo jiné proti
plUsobeni antibiotik a imunitniho systému hostitele. Kromé ochrany jim ale poskytuje také
relativné stabilni Zivotni prostfedi s dostatkem Zivin. V ramci jeho struktury muize také
dochdazet k pfenosu genetické informace, véetné gen( pro rezistenci, a predpoklada se, ze
v takové mikrobidlni komunité dochazi i ke vzajemné komunikaci. [24; 25] Struktura
biofilmu je velmi dynamicka a neustdle se méni. Je tvofena mnoha vrstvami, které se
odliSuji nejen podminkami, které v nich panuji (obsah kysliku, pH,...), ale také sloZzenim
mikrobialni populace. [26] SloZeni biofilmu i jeho tloustka také znacné znesnadnuji prostup
antibiotik. Aby antibiotikum proniklo do biofilmu, musi postupné difundovat pfes mnoho
jeho vrstev. Tim ale dochdzi k postupnému sniZzovani koncentrace antibiotika v hlubsich
vrstvach biofilmu a vzniku subinhibi¢nich koncentraci, jejichz plsobeni podporuje vznik

rezistence. Schématické zobrazeni vrstev bakteridlniho biofilmu viz Obr. 6. [27]
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Obr. 6 Schématické zobrazeni vrstev bakterialniho biofilmu

Na obrazku je zobrazena zjednodusena struktura bakteridlniho biofilmu (A). Obsah kysliku se postupné snizuje
od nejvyssich po nejhlubsi vrstvy biofilmu (B). Ve vyssich vrstvach také dochazi k rychlému rdstu bakterii, v téch
hlubsich je naopak rlst bakterii velmi omezeny (C). Bod D zobrazuje omezeny prinik antibiotika do biofilmu,
ktery zpUsobuje nedostatecny ucinek na bakterie obyvajici jeho hlubsi vrstvy.

Pfevzato a upraveno z: Microenvironmental characteristics and physiology of biofilms in chronic infections of
CF patients are strongly affected by the host immune response. [27]

7 v

Zivotni cyklus bakteridlniho biofilmu je zobrazen na Obr. 7. Za&ina pfichycenim volné
plovoucich (flotujicich) bakterii k povrchu. Takto pfisedlé (sesilni) bakterie zacnou
produkovat polysacharidovou matrici biofilmu a nasleduje obdobi ristu. V jeho pribéhu
dochazi k odlucovani casti biofilmu, které se mohou nasledné uchytit k jinému povrchu a
kolonizovat tak dalsi prostredi. Jednim zfaktor(i, ktery pravdépodobné ovliviiuje
odlucovani biofilmu, je i mnoZstvi nutrientl v okolnim prostredi. [28] Prisednuti bakterii
nemusi byt trvalé a mize dojit k jejich opétovnému prechodu do flotujici formy. Prestoze je
tento zpUsob preZiti pozorovan pfi kultivaciv laboratornich podminkach, v bézném
prostiedi bakterie nemaji tak priznivé podminky a je pro né vyhodnéjsi prezivat v prisedlé

podobé uvnitf biofilmu. [24]
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Attachment

Obr.7 Zivotni cyklus biofilmu

Ptichyceni bakterii k povrchu (1), rlist biofilmu (2), odlouceni ¢asti biofilmu (3).
Pfevzato z: http://www.biofilm.montana.edu/biofilm-basics/what_are biofilms.html [29]

27


http://www.biofilm.montana.edu/biofilm-basics/what_are_biofilms.html

3.2.1 Kombinacni terapie infekénich onemocnéni

Zasadni roli hraje kombinacni terapie predevsim v terapii velmi zdvazinych infekci,
které neni mozné zvladnout pouze monoterapii. To plati zejména pro tézké stavy, jako
napriklad sepse nebo komplikované nitrobfisni infekce. [21] V klinické praxi je mozné pfi
pouzivani kombinace vice pripravkl v zasadé rozlisit dva hlavni pojmy, a to synergie a
antagonismus (o téchto pojmech vice v kapitole 3.4.5). A pravé dosazeni synergniho Gcinku
dvou (nebo i vice) pripravkl je cilem kombinacni terapie. Synergni Ucinek se vétSinou
projevi v pfipadech, kdy obé latky zasahuji podobny cil, nebo na sebe jejich Ucinek néjakym
zpUsobem navazuje. [8] Konkrétni divody pro vyuZiti kombinacni terapie mohou byt rizné,
ale mezi necastéjsi patfi napfiklad potfeba dosazeni dvojiho antibakteridlniho ucinku,
rozsireni spektra ucinku pouzitého pripravku nebo snaha o zabranéni rozvoje rezistence (viz
dale). [8] Naopak antagonismus je jev, kterému je dobré se pfi terapii vyhnout. Nespravné
zvolena kombinace antibiotik, kterd vede ke vzdjemnému antagonistickému pusobeni
téchto pripravkd, totiz mlze vést prinejmensim ke snizeni Ucinku terapie, v horsSim pripadé
dokonce k jejimu selhani. To nejen ohroZuje pacienta, ale mlzZe také napomahat rozvoji

rezistence.

Prikladem situace, kdy je potfeba dosahnout dvojiho ucinku antibiotik, jsou infekce
spojené s tvorbou bakteridlnich toxinl. Ta provazi napfiklad syndrom toxického Soku, ktery
je nejcastéji zpUsoben bakterii Staphylococcus aureus produkujici TSST-1 toxin (toxic shock
syndrome toxin, toxin syndromu toxického Soku) nebo enterotoxiny, pfipadné bakterii
Streptococcus pyogenes produkujici pyrogenni exotoxiny. Pfi terapii tohoto onemocnéni se
vyuzivd kombinace baktericidniho B-laktamového antibiotika (nejcastéji oxacilin nebo
penicilin, v zavislosti na plvodci) a bakteriostatického klindamycinu. DUvodem pouziti
klindamycinu je jeho schopnost inhibovat proteosyntézu, ¢imz zabrdni tvorbé bakteriadlnich

exotoxinu, které jsou zasadni pro patogenezi tohoto onemocnéni. [8; 30]

Rozsifeni spektra ucinku je potieba zejména u smiSenych infekci, pripadné pfi tvodni
terapii tézkych infekci s nejasnym plvodcem, u kterych zatim nejsou k dispozici vysledky
mikrobiologického vysetfeni. Prikladem je vyuZziti metronidazolu pti 1é¢bé nitrobfisnich
infekci, kde Ize predpokladat pritomnost anaerobnich bakterii. U téchto infekci se podava
nejcastéji v kombinaci s B-laktamovymi antibiotiky nebo aminoglykosidy, které pokry;ji

aerobni ¢ast spektra. [8]
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Kombinace antibiotik je také jednou z moZnosti, jak u bakterii v pribéhu terapie
zabranit rozvoji rezistence. Jednim z onemocnéni, u kterych se tento pfristup vyuziva, je
tuberkuldza. Zakladem je dlouhodobd kombinovand terapie, kterd ma za ukol zasdhnout
plvodce soucasné na vice Urovnich Zivotniho cyklu a tim mimo jiné branit rozvoji
rezistence. Ani tato strategie ale neni vidy Uspésnd a rezistence k pouzivanym lécivim
v poslednich letech neustdle narlsta. V pfipadé rezistentnich kmenl Mycobacterium
tuberculosis je nékdy vyuzivana kombinace az péti antimikrobidlnich latek. [31] DalSim
typickym prikladem jsou infekce zplUsobené bakterii Pseudomonas aeruginosa, u kterych
dochdzi ¢asto k rozvoji rezistence béhem terapie. B-laktamové antibiotikum se proto pfi

|é¢bé pseudomonadovych infekci posiluje pridanim aminoglykosidu. [8]

3.2.1.1 Vybrané mechanismy kombinovaného ptlisobeni antibiotik

Sulfametoxazol a trimetoprim. Tato kombinace je zaloZena na sekvencni blokadé
enzymU pfi syntéze kyseliny listové, ktera je pro bakterie dllezZitd pro naslednou syntézu
nukleovych kyselin (viz Obr. 8). PfestoZe plsobi obé antibiotika pfi samostatném podani
pouze bakteriostaticky, jejich kombinovany ucinek je baktericidni. Vyhodou je také
moznost nizSiho davkovani jednotlivych slozek a sniZeni pravdépodobnosti rozvoje
rezistence. Standardné pouzivana kombinace sulfametoxazol a trimetoprim v poméru 5:1

(400mg/80mg) se nazyva kotrimoxazol.
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derivat dihydropteridin-difosfatu + kyselina p-aminobenzoova (PABA)
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Obr. 8 Biosyntéza kyseliny listové
Prvni Cast schématu popisuje procesy, které probihaji pouze v bakterialnich burnkach, druha ¢ast je spolecna
pro bakteridlni i lidské buriky. Ve schématu jsou vyznacena mista zasahu sulfonamidl a trimetoprimu do

biosyntézy kyseliny listové.

Pfevzato z: http://fblt.cz/skripta/ix-travici-soustava/7-vitaminy-a-vyziva/ [32]

B-laktamova antibiotika a vankomycin. Obé tato antibiotika usmrcuji bakterie
narusenim syntézy jejich bunécné stény na Urovni spojovani jednotek peptidoglykanu.
Kazdé z nich toho ale dosahuje mirné odliSnym mechanismem. Zatimco B-laktamova
antibiotika blokuji enzymy potifebné ktvorbé peptidoglykanové sité (transpeptidazy),
vankomycin se navaZe na volné konce peptidovych fetézcl peptidoglykanu a brani tak
jejich spojovani. Kombinaci oxacilinu a vankomycinu je mozné vyuzit napfiklad v terapii
infekci zpUsobenych kmeny Staphylococcus aureus se snizenou citlivosti k vankomycinu

(VISA)®, pfipadné kmeny MRSA. [8; 33; 34; 35]

B-laktamova antibiotika a inhibitory B-laktamaz jsou prikladem kombinace dvou
latek, z nichZ jedna ma pouze zanedbatelny antibakteridlni Gcinek, ale svym pUsobenim
dokaze podpofrit latku, ktera takovy uUcinek ma. Tato kombinace ma samozrejmé vyznam

jen u infekci zplsobenych bakteriemi s produkci B-laktamaz. Tyto inhibitory funguji jako

> Jako VISA (vancomycin-intermediate St. aureus) jsou oznalovany kmeny St. aureus se snizenou citlivosti
k vankomycinu podminénou zménou usporadani vrstvy peptidoglykanu (napf. zvyseni tloustky bunécéné stény,
snizeni zesiténi peptidoglykanu). Pod oznadenim VRSA (vancomycin-resistant St. aureus) se skryvaji kmeny
s uplnou rezistenci k vankomycinu zplsobenou zménou koncové casti peptidovych retézcl peptidoglykanu.
Podstatou je zaména koncového D-alaninu za D-laktat, na ktery se vankomycin nedokaze navazat. [8; 35]
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faleSny substrat, ¢imZz omezi degradaci antibiotika. Nedochazi tim k posileni uc€inku

antibiotika, ale spiSe ke kompenzaci jeho snizeného ucinku. [8]

B-laktamova antibiotika a aminoglykosidy. Mechanismus této synergie dosud neni
zcela objasnény. Aminoglykosidy prokazatelné inhibuji bakteridlni proteosyntézu, ale
kromé plisobeni na ribozomy se u nich predpoklada také ucinek na bakteridlni bunécnou
sténu nebo bunéfnou membranu. Tyto Uvahy jsou zaloZené zejména na rychlém
baktericidnim uc¢inku aminoglykosidli, kterym se lisi od ostatnich antibiotik inhibujicich
bakteridlni  proteosyntézu. Synergie aminoglykosidi s B-laktamovymi nebo
glykopeptidovymi antibiotiky se vyuziva napfiklad pfi terapii zdvainych enterokokovych a

pseudomondadovych infekci. [8]

Antagonismus  bakteriostatickych a sténovych antibiotik. @ Mechanismem
antagonistického plsobeni je omezeni rlstu bakterii vlivem bakteriostatického antibiotika
(napf. makrolidy, tetracykliny,...), které vede ke sniZeni baktericidniho ucinku antibiotik
pusobicich na bunécnou sténu bakterii. Ta totiz cili primarné na rychle rostouci bakterialni
buniky naruSenim syntézy jejich bunécné stény. Pokud je tedy syntéza bunécné stény
vlivem bakteriostatického antibiotika omezena, sténova antibiotika nemaji kde pUsobit.
Vyznam této interakce v béZné praxi neni Uplné jasny, ale predpoklada se, Zze by mohla mit

negativni vliv na Uspésnost |éCby predevsim u tézkych infekci. [8]
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3.3 Vyvoj novych antimikrobialnich léciv

Vyvoj novych léCiv je obecné velmi narocny a zdlouhavy proces. Antimikrobialni 1éciva
maji ale mnoha specifika, kterd je od jinych IéCiv zna¢né odlisuji. Asi nejdUleZitéjSim z nich
je rozvoj rezistence, diky které u téchto pripravk( ¢asto dochazi k postupné ztraté ucinku.
To zplsobuje neustdlou poptdvku po novych latkach, které by dokazaly zasdhnout
rezistentni mikroorganismy novym, dosud nevyuZivanym mechanismem. S ohledem na
rychlost Sifeni rezistentnich bakteridlnich kmenu se ale stale vice ukazuje, jak obtiiné je
s timto trendem udrzZet krok. | proto je dulezZité hledat inovativni zplsoby vyvoje novych

antiinfektiv.

Zakladnim pozadavkem na latky s antibakteridlnim plsobenim je selektivita pro
bakterialni buriky a zaroven co nejmensi toxicita pro bunky lidské. To komplikuji mimo jiné
pomérné vysoké koncentrace antibiotik, kterych je potfeba dosahnout pro efektivni
usmrcovani bakterii. Na rozdil od jinych |é¢iv se u nich totiz neni moziné spokojit pouze
s ¢aste¢nym uUcinkem, ktery neni dostatecny pro vyléceni infekce a muizZe vést k rozvoji
rezistence z divodu pUlsobeni subinhibi¢nich koncentraci antibiotika. Obzvlast dulezZité je
dosazeni vyssich koncentraci u Spatné dostupnych infekénich lozZisek, u kterych je prostup

antibiotika omezeny (viz kapitola 3.2). [36]

Problematicka je také finanéni stranka vyvoje novych antibiotik. Vyrobci potfebuji, aby
jim jejich léciva prinasela dostatecny zisk, ktery slouzi nejen k pokryti nakladd za vyvoj
daného léciva (aZ nékolik miliard dolar(), ale také jako zdroj pfijmu pro financovani dalsSiho
vyzkumu. Antibiotika se ale od jinych IéCiv liSi tim, Ze byvaji po uvedeni na trh ¢asto rovnou
zatazena mezi rezervni pripravky a jejich predepisovani je tak pomérné omezené. Také
doba terapie je vétSinou pomérné kratkd a i pfes vyssi cenu novych pfipravkl je pro
vyrobce vyhodnéjsi vyvijet jiné skupiny |éciv, které jsou uréeny spiSe pro dlouhodobou
terapii. Antibiotika tak nejsou z pohledu zisku dostateéné atraktivni, navic je jejich vyvoj
sektor opousti stale vice velkych farmaceutickych firem (Novartis, Sanofi, AstraZeneca,...),

coz dale snizZuje prisun novych antibiotik na trh. [37]

Z téchto dlvodul se ¢im dal castéji objevuje snaha podpofit vyzkum antibiotik pomoci
raznych finanénich pobidek a vyjimek, které maji farmaceutické firmy motivovat k vyvoji

novych pripravkd. [8] Financovanim vyvoje novych antibiotik se zabyvd i mezinarodni
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neziskova organizace s nazvem Globalni partnerstvi pro vyzkum a vyvoj antibiotik (GARDP,
Global Antibiotic Research and Development Partnership), kterd za pomoci verejnych
prostfedkl podporuje vyzkum v soukromém sektoru. Tato organizace vznikla roku 2016
v ndvaznosti na Globalni akéni plan pro boj s antimikrobidlni rezistenci WHO a ma
napomahat realizaci jeho cil(l. Svou pozornost zaméruje primarné na boj s rezistentnimi
bakteriemi, které WHO povazuje za prioritni v oblasti vyzkumu a vyvoje (viz kapitola 3.1).
Heslem této organizace pro obdobi let 2020-2025 se stalo ,5 BY 25“, coz vyjadfuje cil
vyvinout nejméné pét novych zplsobl IéCby bakteridlnich infekci vyvolanych rezistentnimi
kmeny do roku 2025. Mezi hlavni oblasti zdjmu této organizace patfi IéCba infekci u déti
(napt. novorozeneckd sepse) a sexualné prenosnych onemocnéni, protoze jim neni podle
GARDP v oblasti vyzkumu vénovana dostate¢nd pozornost. Svého cile nechce tato
organizace dosahnout pouze vyvojem novych |éCiv, ale vénuje se také dodatecnym studiim
provadénym u jiz pouzivanych |éCiv. Tuto strategii uplatfiuje predevsim v pediatrii, kde
napfiklad financuje klinické studie zamérené na pouzivani jiz registrovanych pfipravk( u
pediatrickych pacient(i, u kterych jejich uzivani ¢asto brani pouze opatrnost z divodu
nedostatku Udaju z klinickych studii. Mezi dalsi strategie patfi také snaha o znovuzavedeni
do praxe nékterych starSich pripravkl nebo zkouseni kombinaci rliznych jiz vyuZivanych
pfipravku. V oblasti vyzkumu novych [é¢iv se momentalné GARDP podili napfiklad na vyvoji
nového antibiotika pro 1é¢bu kapavky.® [38] Obecné se tato organizace zaméfuje predeviim
na podporu pokrocilejSich fazi klinického hodnoceni léCiv, ¢imz chce dosahnout urychleni

vstupu téchto pripravkd na trh. [39]

3.3.1 Historie vyvoje antibiotik
20. stoleti. Do té doby byly v jejich 1é¢bé vyuzivany napfiklad rlizné slouceniny rtuti nebo
arsenu, které ale byly jen malo U¢inné, zato znaéné toxické. Arsen byl zakladem také
prvniho |éCiva, které bylo Uspésné vyuzivano v terapii syfilidy. Sloucenina arsfenamin,
jejimz autorem je némecky chemik Paul Ehrlich, byla uvedena na trh vroce 1910 pod

komerénim nazvem Salvarsan a byla vyuZivdna (pozdéji v upravené podobé s nizsi toxicitou

® Lék s nazvem zoliflodacin (ETX0914) pGsobi jako inhibitor bakteridlnich topoizomeraz typu Il. Mechanismus
ucinku je podobny jako u fluorochinolont, zpUlsob inhibice topoizomerdz je ale mirné odliSny a nebyla
prokazana zktizena rezistence zoliflodacinu s fluorochinolony. Kromé Gcinku na Neisseria gonorrhoeae pUsobi i
na jiné gramnegativni i grampozitivni bakterie, napriklad Haemophilus influenzae, Staphylococcus spp. nebo
Streptococcus spp. Zoliflodacin se momentalné nachazi ve treti fazi klinického hodnoceni. [38; 39]

33



jako Neosalvarsan) az do 40. let, kdy ji nahradil penicilin. V poloviné 30. let se diky
némeckému |ékafi Gerhardu Domagkovi objevil na trhu novy pfipravek s nazvem Prontosil,
ktery byl prvnim zastupcem antibiotik ze skupiny sulfonamidd. Tuto skupinu bohuzel jiz od
pocatku provazely problémy s rychlym rozvojem rezistence, presto jsou néktefi jeji zastupci
vyuZivani vterapii dodnes. Pravy rozmach uzivani antibiotik pfinesl az pfichod asi
nejznaméjsiho antibiotika, penicilinu. PfestoZe byl objeven skotskym lékafem Alexanderem
Flemingem jiz v roce 1928, na jeho terapeutické vyuziti doSlo az po roce 1940, kdy ho na
univerzité v Oxfordu poprvé uspésné izolovali Howard Florey a Ernest Chain. Masové pak
zacal byt penicilin produkovan az na konci druhé svétové valky. Az do 60. let pokracovala
tzv. zlata éra antibiotik. BEhem tohoto obdobi doslo k objevu vétsiny skupin pouzivanych
antibiotik a po jejim konci tempo vyvoje rychle prestalo stacit poptavce po novych lécivech

pro boj s narGstajici rezistenci (viz Obr. 9). [8; 36; 40]

1953: Clycopeptides, Nifroimidazoles, Streptogramins < P 1955: Cycloserine, Novobiocin

1952: Macrolides 4 P 1957: Rifamycins
1950: Pleuromutilins < P 1961: Timethoprim

1948: Cephalosporins P 1942: Quinolones, Lincasamides, Fusidic acid

1947: Polymyxins, Phenicols < P> 1969: Fosfomycin

1944: Nitrofurans < P 1971: Mupirocin
1945: Tetracyclines < » 1976: Carbapenems

1943: Aminoglycosides, Bacifracin (topical) < P 1978: Oxazolidinones
1932: Sulfonamides P 1979: Monobactams
1928: Penicillins < P 1987 Lipopepfides
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Obr.9 Casova osa vyvoje novych antibiotik

Casova osa s roky objeveni novych skupin antibiotik. Cast osy oznagend ¢ervené vyznaduje obdobi, kdy nedoslo
k objevu Zadné vyznamné skupiny antibiotik s novym mechanismem tcinku.

Pfevzato a upraveno z: https://www.reactgroup.org/toolbox/understand/how-did-we-end-up-here/few-
antibiotics-under-development/ [41]

ov Ve

Mezi nejnovéjsi |éciva, kterad se v poslednich letech objevila na trhu, patti napfriklad
linezolid (2000). Je zdastupcem skupiny oxazolidinon(, které ucinkuji jako inhibitory
bakteridlni proteosyntézy. Prestoze byla tato skupina objevena jiz v 70. letech, vétsi

pozornost ji byla vénovana aZ na prelomu tisicileti. Jako zatim posledni zastupce této

34


https://www.reactgroup.org/toolbox/understand/how-did-we-end-up-here/few-antibiotics-under-development/
https://www.reactgroup.org/toolbox/understand/how-did-we-end-up-here/few-antibiotics-under-development/

skupiny byl vroce 2014 schvdlen tedizolid. Oxazolidinony jsou vyuzivany v Iécbé infekci
zplUsobenych rezistentnimi grampozitivnimi bakteriemi (napf. MRSA, VRE), nékteré latky
z této skupiny jsou zkousSeny i v terapii tuberkuldézy. DalSim pomérné novym lécivem je
lipopeptidové antibiotikum daptomycin. To bylo objeveno v 80. letech, ale na trh se
dostalo az vroce 2003. Mechanismem jeho ucinku je rozruSeni bunécné membrany
bakterii, které vede k jejich usmrceni. Podobné jako oxazolidinony je daptomycin Ucinny
proti grampozitivnim bakteriim. DalSi skutecnosti, kterou maji oxazolidinony a daptomycin
spolecné, je jejich dlouha cesta pred uvedenim na trh. Vyvoj oxazolidinonl byl brzy po
jejich objeveni ukoncen pro pfiliSnou toxicitu, daptomycin neprosel klinickym zkousenim
kvali obavam ze zadvaznych nezidoucich ucink{. V 90. letech ale dostala tato antibiotika

druhou Sanci a po dal$im vyvoiji se je podafilo uvést na trh. [8; 42]

3.3.2 Nové pristupy k lécbé bakterialnich infekci

Vyvoj novych antibakteridlnich 1é¢iv je stdle velmi duleZitou soucdsti boje proti
rezistentnim bakteriim. V soucasné dobé ale pfibyvd mnoiZstvi inovativnich pfistupd, které
nespoléhaji jen na nova léciva. Vyvijet antibiotika s Uplné novym mechanismem ucinku je
totiz stale slozitéjSi a ¢astd je proto napfiklad snaha o opétovné vyuziti jiz existujicich léCiv.
MuzZe jit o vyuziti starsich, jiz nepouzivanych pfipravkd, nebo podporu ucinku pouzivanych
pfipravkd kombinaci s jinou latkou. Existuje také rada experimentalnich pfistupl k lécbé
bakteridlnich infekci. Mezi né patfi napfiklad imunoterapie (vyuZiti monoklonalnich
protilatek k vychytavani bakteridlnich toxin(, znaceni bakterii pro podporu fagocytdzy,...),
vyuziti bakteriofagl, inhibitord tvorby bakteridlnich biofilm(, inhibitorl bakterialni
komunikace prostfednictvim ,quorum sensing” ’ nebo metody cilené na ovlivnéni
mikrobiomu. Objevuji se také pokusy o vyuZiti rdznych hemofiltracnich zatizeni, ktera by
dokdazala odfiltrovat bakterie z krevniho obéhu. VSechny tyto postupy jsou ale stale ve fazi
vyzkumu a jejich vyuziti v klinické praxi je zatim v nedohlednu. ProtoZe tyto metody
vétSinou nejsou schopné bakterie pfimo usmrcovat, predpoklada se jejich wvyuziti

predevsim jako doplnék k antibiotické terapii. [43; 44; 45]

Jednou z mozZnych cest, jak zajistit prisun novych antibakterialnich latek, je i tzv. , drug

repurposing’. Obecné se jedna o strategii, kdy jsou léCiva zkoumana pro jinou indikaci, nez

7 Jako quorum sensing je oznatovan komunikaéni systém bakterii, ktery slouZi k regulaci genové exprese na
zakladé denzity okolni bakteridlni populace. [45]
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pro kterou byla plivodné registrovana. Vyhodou tohoto pfistupu je urychleni pfipadnych
klinickych studii vedoucich k uvedeni takového |éCiva na trh, protoZe jsou znamy jeho
farmakologické vlastnosti a jeho bezpeénost byla jiz jednou v ramci klinického zkouseni
ovérovana. | takovy pristup ale ma sva uskali. PrestoZe dana latka muze in vitro vykazovat i
aktivitu, ktera se odlisuje od plvodni indikace, ne vidy je mozné ji k tomuto ucelu v klinické
praxi opravdu vyuZit. Problémem muze byt napfriklad pfilis vysoké davkovani nutné pro
dosaZeni pozadovaného ucinku. Je také snaha zacit znovu vyuZzivat stard, jiz nepouzivana
antibiotika. Nékdy jsou pouzZita pouze jako zaklad pro vyvoj novych slouéenin
s vyhodnéjSimi vlastnostmi, jindy jsou vyuzZivdna v nezménéné podobé. U nékterych léciv
mlze byt napfiklad zmirnéna toxicita pouhou zménou davkovaciho schématu (napf.

aminoglykosidy, daptomycin,...). [46; 47]

Prikladem jiz existujiciho léciva, které by mohlo najit vyuziti v terapii bakteridlnich
infekci, je antidiaroikum loperamid. Vlastni antibakterialni aktivitu sice nevykazuje, byla u
néj ale prokdzana schopnost podpofit Ucinek tetracyklinovych antibiotik proti nékterym
gramnegativnim bakteriim, a to ovlivnénim protonového gradientu a zvySenim prostupu
antibiotika pres buné¢nou membranu. In vivo byla napfiklad prokdzana synergie mezi
loperamidem a minocyklinem proti Salmonella Typhi. [48] Dalsim prikladem muze byt
celekoxib. Ten, podobné jako loperamid, nema vlastni antibakteriadlni ucéinek, ale dokaze
podpofit Ucinek antibiotik mechanismem blokovani funkce efluxnich pump, které snizuji

efekt antibiotik jejich od¢erpavanim z bakterialni buriky. [49]

Perspektivnim pristupem v boji s rezistenci se zda byt kombinace antibiotik. Tradi¢ni
zplUsob vyvoje novych antibiotik je zaloZzen na hledani jedné slouceniny, kterd bude
zasahovat jeden konkrétni cil. A pravé tato vlastnost se ukazuje jako problematicka
s ohledem na vznik rezistence, protoZe krozvoji rezistence ktémto latkam casto staci
mutace jediného genu. Jako priklad mohou slouzZit sulfonamidy, které zasahuji jeden
konkrétni enzym (dihydropterodt syntdza) a jsou diky tomu nachylnéjsi k rozvoji rezistence.
Oproti tomu antibiotika, ktera cili zarovenn na nékolik molekuldrnich struktur, maji nizsi
potencial pro rozvoj rezistence, protoZe je pro bakterie sloZitéjsi jejich plsobeni odolavat.
Tento zpUsob ucinku je pak typicky predevsim pro antibiotika ziskand z pfirodnich zdroja.
Mikroorganismy chranici se v pfirodé pomoci antimikrobialnich latek ale zpravidla

nevyuzivaji jen jednu slouceninu. Naopak vytvareji smési raznych latek s antimikrobialnim
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ucinkem, které poskytuji mnohem efektivnéjsi obranu proti konkurenénim organismim. Na
stejném principu je zaloZena i strategie kombinace antibiotik. Nej¢astéji jsou vyuZivany
kombinace jiz existujicich antibiotik, pfipadné jejich kombinace s latkami, které vlastni
antibakteridlni aktivitu nemaji a ucinek antibiotik pouze doplfuji. Souvisi to mimo jiné

nakladnéjsi nez testovani pouze jedné nové slouceniny. [36]

Latky, které bez vlastni antibakteridlni aktivity dopliuji acinek antibiotik, jsou
oznacovany jako tzv. antibioticka adjuvancia. Ta se podle zplsobu ucinku déli do dvou tfid.
Ttida | zahrnuje latky, které podporuji ucinek antibiotika ovlivnénim mechanism(
rezistence na urovni bakterii, latky patfici do tfidy Il pasobi naopak ovlivnénim hostitele a
posiluji uc¢inek antibiotika podporou jeho pfirozené obranyschopnosti. Prvni tfidu je mozné
jesté dale rozdélit na tfidu la, ktera cili na ovlivnéni mechanism ziskané rezistence, a tridu
Ib, kterd ovliviiuje pfirozené mechanismy napomahajici bakteriim odoldvat ucinku
antibiotik. VSechna dosud vyuzivanda antibiotickd adjuvancia spadaji do tfidy la, ostatni tfidy
jsou zatim pouze predmétem vyzkumu. Prikladem latek patficich do tfidy la jsou inhibitory
B-laktamadz, které plsobi na enzymy produkované bakteriemi pouze za ucelem omezeni
ucinku antibiotik. Do této skupiny se fadi také vySe zminény celekoxib, ktery blokuje efluxni
systémy spojené s rezistenci. Do tfidy Ib patfi napfiklad blokatory nékterych metabolickych
drah nebo experimentalni inhibitory rliznych nespecifickych efluxnich systém, které se
podili na béziném metabolismu bunky, ale bakterie je dokdazou vyuzit také k efluxu
antibiotik. K této tfidé je mozné zaradit také loperamid, ktery usnadnuje prostup antibiotik
pres bunécnou membranu. Tfida Il poté zahrnuje imunomodulaéni latky, které podporuji

odpovéd hostitelského organismu vici bakteriim. [50]

3.3.3 Rhodaninové derivaty jako strukturni zaklad novych léciv
Jednou ze skupin, které jsou zkoumany pro svij potencialni antibakterialni ucinek, jsou
i rhodaniny. Zakladem téchto derivatl je rhodanin, chemicky 2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on
(viz Obr. 10), ktery je ddle substituovan za vzniku derivatli s pomérné Sirokou skalou
farmakologickych Gcinkd. Rhodaniny jsou nejcastéji substituovany na uhliku v poloze 5,
ddle na dusiku v poloze 3, pfipadné v obou téchto polohdch rhodaninového jadra.

V pripadé derivatl se substituci v poloze 5 se pak jedna predevsim o tzv. 5-en rhodaniny,
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tedy derivaty se substituentem v poloze pét, ktery je na rhodaninové jadro pfipojen

dvojnou vazbou. [51]

Latky z této skupiny jsou znamy jiz od druhé poloviny minulého stoleti a byly zkoumany
naptiklad jako protinddorova léciva, antidiabetika, protizanétliva 1éciva, ale také pro své
antibakteridlni ucinky. Pfesto nasla zatim v praxi uplatnéni jen jedna latka z této skupiny, a
to v oblasti prevence vzniku pozdnich komplikaci diabetu (viz dale). [52] Mechanismus
ucinku rhodanina se vzhledem k jejich strukturni rozmanitosti neda zobecnit a je zavisly na
konkrétni modifikaci zakladni struktury. Podle dostupnych udajd se zda, ze nebyvaji vyrazné
toxické a nejsou ani povazovany za mutagenni. Vlastnosti téchto latek se ale v zavislosti na

struktufe mohou znaéné lisit. [52; 53]

N
H

Obr. 10 Strukturni zaklad latek ze skupiny derivatt rhodaninu (2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on)

3.3.3.1 Antibakterialni aktivita

Snad i diky strukturni podobnosti s B-laktamovymi antibiotiky byl u nékterych
rhodaninovych derivatll prokdzan inhibicni vliv na syntézu bunécné stény, latky z této
skupiny ale mohou ucinkovat napfiklad i jako inhibitory B-laktamdz. [54] U nékterych
strukturnich typl se dale predpoklada také inhibi¢ni vliv na rGzné jiné bakteridlni enzymy
(napt. na sortazu A u Staphylococcus aureus [55] nebo UDP-galaktopyrandza mutazu u
Mycobacterium tuberculosis [56]). Obecné rhodaniny vykazuji aktivitu spiSe proti
grampozitivnim bakteriim [57], véetné meticilin-rezistentni bakterie Staphylococcus aureus.
[58] Zda se, ze pro antibakteridlni aktivitu je duUlezita predevsim 5-en substituce. Vyznam
v tomto pripadé ma také halogenace takového substituentu. [59; 60] Pozitivné ovlivnit

antibakteridlni aktivitu je mozné také substituci na dusiku v poloze 3. [61; 62]
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3.3.3.2 Protinadorova aktivita
Kromé antibakterialni aktivity je v oblasti vyzkumu derivatl rhodaninu ¢asto zkoumadna
i jejich potencialni protinddorovd aktivita. Pozornost je zamérena predevsSim na jejich
mozné vyuziti v terapii leukémie. [63; 64] Mechanismem jejich protinddorového ucinku se
zda byt zejména indukce apoptdzy, pripadné zasah do bunééného déleni. [65; 66] Kromé
aktivity proti leukemickym burkam byla napfiklad zkoumana aktivita také proti burikdm
kolorektdlniho karcinomu, plicniho karcinomu nebo hepatoceluldrniho karcinomu. [67]
Strukturni obmény rhodanini v oblasti vyzkumu protinddorovych [éCiv jsou velmi
rozmanité. [51] Protinddorovy Ucinek ale vykazuji i pomérné jednoduché molekuly,
vyraznou aktivitu proti leukemickym bunikdam prokazal napfiklad 5-benzyliden-3-ethyl

rhodanin. [65]

3.3.3.3 Antidiabeticka aktivita

Dobfe zndma je také antidiabeticka aktivita rhodaninovych derivata. | pres jejich
napadnou strukturni podobnost s thiazolidindiony (glitazony), které plsobi agonisticky na
receptoru PPARy (Peroxisome proliferator-activated receptor, receptor aktivovany
proliferdtorem peroxizomu) a vyuzivaji se jako antidiabetika, jsou ale rhodaninové derivaty
zkoumany spiSe jako nové inhibitory aldehyd reduktazy v terapii pozdnich komplikaci
diabetu. Na tomto principu Ucinkuje i l1é€ivo s nazvem epalrestat (viz Obr. 11), které bylo
jako zatim jediné lécivo s rhodaninovou strukturou uvedeno do praxe. Aldehyd reduktdza
preménuje glukézu na sorbitol, jehoZz intracelularni akumulace se podili na patogenezi
pozdnich komplikaci diabetu. [68] Toto IéCivo je vyuZivano jako zakladni struktura pro latky
v této skupiné, obmény se zaméruji pfedevsim na substituent v poloze 5. [69] | rhodaniny
ale prokazaly agonisticky ucinek na PPAR receptorech, podobné jako glitazony. [70] Mimo
to byla také napfiklad zkoumdana moznost vyuziti rhodaninovych derivatl jako inhibitord o-

glukosidazy. [71]
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Obr. 11 Strukturni vzorec léciva epalrestat (inhibitor aldehyd reduktazy)
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3.4 Hodnoceni citlivosti bakterii k antibakterialnim latkam

Testovani citlivosti bakterii k antibiotikiim je zakladnim kamenem mikrobiologické
diagnostiky pti terapii bakteridlnich infekci a slouzi také k monitorovani aktudlni situace na
poli antibiotické rezistence. Ulelem stanoveni citlivosti bakterii k antibiotikim je
odpovédét na otazku, jestli budou reagovat na terapii konkrétnim antibiotikem v bézné
pouzivaném davkovani. Takové zhodnoceni probiha na zdkladé presné danych kritérii, kterd
urcuji hrani¢ni hodnoty jednotlivych kategorii citlivosti. Kritéria pro hodnoceni citlivosti jsou
presné definovdna mezindrodnimi autoritami a jsou pravidelné revidovdna na zakladé
aktualnich dat o rezistenci. Mezi zakladni metody testovani citlivosti patfi diskova difuzni
metoda, E-test a bujonova dilu¢ni metoda. V pribéhu let prosly tyto metody rdznymi
proménami a doslo u nich v rizné mire také k zavedeni automatizace. [72] Kromé téchto
zakladnich metod existuje také mnoho novych pfistupl k hodnoceni citlivosti bakterii k

antibiotikim, které jsou ¢asto zaloZeny na genotypizaci danych bakterii. [73]

3.4.1 Autority v oblasti hodnoceni citlivosti

Aby bylo mozné klinicky vyuzit vysledky testl provadénych k urceni citlivosti bakterii
k antibiotiklim, je nutné urcit zavazné parametry, které odlisi citlivé a rezistentni kmeny.
K tomu slouzi tzv. klinické breakpointy, které vyjadiuji hrani¢ni hodnotu parametru, od
které je jiz bakterie povazovana za rezistentni a lécba danym antibiotikem tak bude
pravdépodobné neulspésna. Hodnoty breakpointl nejsou jednotné a lisi se v zavislosti na
organizaci, kterd je vydala. Pro evropské staty je zdvazna metodologie Evropské komise pro
testovani antimikrobialni citlivosti (EUCAST, European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing). Tato komise spadd pod Evropskou spolec¢nost klinické
mikrobiologie a infekénich nemoci (ESCMID, European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases) a ECDC. Hlavnim ukolem EUCAST je urcovat a pravidelné revidovat
klinické breakpointy, podili se ale také na vyvoji a standardizaci metod pro testovani
citlivosti. [74] Na zakladé klinickych breakpointll jsou bakterie zarazeny do tfech kategorii
citlivosti. Od roku 2019 doslo ke zménam v definicich téchto kategorii podle EUCAST.
Plavodni terminologie vyuzivala oznaceni C (citlivy), | (intermediarni) a R (rezistentni).
Bakterie je oznacCena jako citliva, pokud je ji zplsobenou infekci moiné IécCit béznymi
ddvkami daného antibiotika. Intermediarni kategorie vyjadfuje, Ze Ucinek antibiotika je

nejisty a jeho pouziti je vhodné zejména v pripadé, kdy je moiné dosdhnout zvysSené
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koncentrace antibiotika v misté infekce (napf. v pfipadé jeho kumulace v dané télesné
struktufe nebo pfi mozZnosti pouziti vysSiho davkovani). Oznaceni R pak znamena vysokou
pravdépodobnost selhani terapie. Zména definic se do urcité miry dotkla vSech tri
kategorii, nejvyraznéjsi je ale u kategorie I. Ta se nové nazyva ,citlivy, zvySena expozice a
ma vyjadfovat situaci, kdy je bakterie k antibiotiku citlivd, ale pouze za podminky zvySené
expozice. Doslo tak ke zpresnéni plvodni definice, kterd nebyla pfilis konkrétni. | pres
zménu nazvu ale bylo zachovano jiz vzité oznaceni ,1*. [75] Mimo klinickych breakpoint(
EUCAST publikuje také tzv. epidemiologické cut-off hodnoty (ECOFF, epidemiological cut-
off value), coZ jsou hrani¢ni hodnoty citlivosti, které neslouzi k rozhodovani o volbé vhodné
terapie, ale jsou urceny pro odliseni kmen( se ziskanou rezistenci. Takova hodnota by tedy
méla odpovidat nejvyssi zjisténé hodnoté daného parametru u kmenU bez mechanisma

ziskané rezistence. [76]

Dalsi mezinarodné uznavanou autoritou v oblasti testovani citlivosti k antibiotikim je
americky Institut pro klinické a laboratorni standardy (CLSI, The Clinical and Laboratory
Standards Institute). Metodiky této organizace jsou vyuZivany primarné v USA, ale také
v mnoha mimoevropskych zemich. Hodnoty breakpointd EUCAST a CLSI se do urcité miry
lisi, vyznamnym rozdilem je ale zejména dostupnost téchto breakpointl a metodik. CLSI
totiz vyZzaduje pro pfistup ke svym metodikam placeni roéniho ¢lenského poplatku, zatimco
vSechny materidly vydané EUCAST jsou volné pfistupné na jejich internetovych strankach.
Z téchto dlvod( nékteré staty zvazuji prechod od CLSI k EUCAST, vyhodné by to mohlo byt

zejména pro staty s nizkymi prijmy. [77; 78]

3.4.2 Diskova difizni metoda

Jedna se o kvalitativni metodu hodnoceni citlivosti k antibiotiklim, jejimZ zakladem je
vyuziti papirovych diskd napusténych definovanou koncentraci antibiotika. Antibiotikum
nasledné difunduje do okoli a jeho plisobenim na bakterie se vytvafi tzv. inhibi¢ni zéna,
jejiz pramér je umérny citlivosti bakterie k danému antibiotiku (viz Obr. 12). Dle metodiky
EUCAST je standardizovanou pldou pro tuto metodu Mueller-Hinton agar, pro narocné
bakterie se tento agar dale obohacuje o 5 % mechanicky defibrinovanou kornskou krev a 20
mg/l B-NAD (B-nikotinamidadenindinukleotid). Plotna se ockuje bakteridlni suspenzi
upravenou na 0,5 stupné podle McFarlanda (odpovidd pfiblizné 1,5*10° CFU/mI). Po

naockovani jsou na plotnu aplikovdny antibiotické disky a probiha inkubace pfi 35°C po
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dobu 16-20 hodin. Hodnoceni se provadi na zdkladé méreni prliméru inhibi¢nich zdn,
jejichz hodnota je porovnana s tabulkovymi hodnotami pro jednotlivé kategorie citlivosti
konkrétni kombinace bakterie a antibiotika. [79] Vyhodami tohoto testu jsou jednoduchost
provedeni a pomérné nizkd cena v porovnani s jinymi testy. Provedeni testu nevyZaduje
zadné specialni laboratorni vybaveni, bohuzel se ale také pomérné tézko automatizuje. [72]
Pfesto existuji rizné automatizované systémy pro méreni primeéru inhibicnich zén, nejsou
ale tak Siroce vyuzivané jako u jinych metod. Tyto systémy maiji za cil pfedevsim eliminaci

lidského faktoru a zrychlené vyhodnocovani vysledkd. [80]

Mardst

Disk s
antibiotikem

Inhibiéni
zona

Pravitko k méfeni
prumeéru inhibi¢nich zon

Obr. 12 Schématické zobrazeni diskové difuzni metody

Pfevzato a upraveno z: https://microbeonline.com/why-mueller-hinton-agar-is-used-in-routine-antibiotic-
susceptibility-testing/ [81]

3.4.3 E-test

Dalsi metodou vyuzivajici princip difuze antibiotika do agaru je E-test. Na rozdil od
diskové difuzni metody je vyuzivdna tzv. gradientova difize. Misto antibiotického disku

s danou koncentraci antibiotika je vyuzivan prouZek s odstupfiovanymi koncentracemi
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antibiotika, ktery umozniuje kvantitativni vyhodnoceni vysledku testu. V misté protnuti
inhibi¢ni zény se stupnici na prouzku s antibiotikem je moiné odecist hodnotu tzv.
minimalni inhibic¢ni koncentrace (MIC, minimum inhibitory concentration), coZ je nejmensi
koncentrace antibiotika, ktera inhibuje bakteridlni rist (viz Obr. 13). Hodnoceni citlivosti
pak probihd podobné jako u predchoziho testu porovndnim s referenénimi hodnotami
danymi mezindrodni autoritou (napf. EUCAST, CLSI,...). Na rozdil od diskové difuze a
bujonové diluéni metody ale neni E-test standardizovanou metodou. Vyhody tohoto testu
jsou podobné jako u diskové difuze, tedy predevsim jednoduchost provedeni a
nendrocnost na vybaveni. Navic je tento test schopen poskytnout nejen kvalitativni udaj o
citlivosti bakterie, ale také kvantitativni hodnotu MIC. Pfestoze tento test obecné poskytuje
vysledky srovnatelné s ostatnimi metodami, muiZe dochazet k odchylkdm od hodnot
standardizovanych s vyuzZitim jiné metody (diskova difuze, bujénova dilu¢ni metoda). [72;

82; 83]

Inhibi¢ni

Narust

Testovaci
prouzek

Obr. 13 Fotografie demonstrujici provedeni E-testu

Na plotné je zaockovany jeden bakteridlni kmen a je testovana jeho citlivost vici Sesti vybranym antibiotikim
pomoci antibiotickych prouzkl. Mlécné zakalend plocha odpovidd narlstu bakterie, projasnéna mista
odpovidaji inhibi¢ni zéné, kde byl vlivem diftize antibiotika do agaru potlaéen bakterialni rast. Sipky znazorfiuji
misto odectu hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC).

Pfevzato a upraveno z: https://www.biomerieux-industry.com/products/etest [84]
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3.4.4 Bujonova dilucni metoda
Jedna se o jednu z nejstarSich metod pro uréovani citlivosti bakterii k antibiotiklim, jejiz
pocatky sahaji az do 19. stoleti. Na rozdil od dfive zmifiovanych metod neni k testovani
pouzita pevna plda, ale tekuté médium. Principem je vyuziti dvojkové fredici rady
antibiotika v Zivném médiu, do kterého je pipetovdna bakteridlni suspenze. Po inkubaci je
sledovan narlst bakterii a prvni koncentrace, pfi které jiz neni pozorovan rlist bakterii

evvs

jiz dochazi k inhibici bakteridlniho rlstu vlivem antibiotika. [73]

StarSim postupem je tzv. makrodilucni metoda, kdy jsou k provedeni testu vyuzity
zkumavky. Tato metoda je ale ndarocna na spotfebu materidlu a neumoziuje testovani vice
antibiotik soucasné. Z téchto dlivodu je v soucasnosti vyuzivana zejména tzv. mikrodilucni
metoda, kdy jsou zkumavky nahrazeny mikrotitracni destickou (viz Obr. 14). Pfi jeji pfipravé
se pracuje s velmi malymi objemy a tato metoda také pomaha vyrazné navysit kapacitu
testovani. Nejcastéji je vyuZivana 96-jamkova desti¢ka, kterd umoznuje zaroven testovat
citlivost az ke dvanacti antibiotikim. Vyhodou je také moZnost automatizace odecitani
vysledk( a jejich zpracovani pocitacovym programem, coZ zvySuje presnost hodnoceni.
V porovnani s pfedchozimi postupy je ale tato metoda pracné;jsi a vice ¢asové narocna. [72;
73] Hodnoceni standardné probihd pouhym okem, je ale moiné provadét také
spektrofotometrickou detekci. [85] Bujénova mikrodiluéni metoda je referenéni metodou
pro stanovovani hodnot MIC podle metodiky EUCAST.? [86] Ta doporuluje pro testovani
vyuzivat Mueller-Hinton bujon s upravenymi kationty (CAMHB, cation-adjusted Mueller-
Hinton broth), v pfipadé kultivace na nutrici naro¢néjsich bakterii je pak bujén obohacen o

5 % mechanicky defibrinovanou koriskou krev a 20 mg/I B-NAD. [87]

8\ ses . ™ . . Ly . v s v , T T Y,
Vyjimkou jsou mecilinam a fosfomycin, u nichz je za referen¢ni povaZzovana agarova dilu¢ni metoda.
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Obr. 14 Stanoveni hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace pomoci mikrodiluéni bujonové metody

dochazi k inhibici rlstu bakterii a v jamce neni patrny narast (zakal).

Pfevzato a upraveno z: https://emerypharma.com/biology/minimum-inhibitory-concentration/ [88]

3.4.5 Testovani synergie antibakterialnich latek

Pro testovani citlivosti bakterii k antibakteridlnim [atkam existuji spolehlivé
standardizované metody, které jsou ale primarné urceny pro zkoumani ucinku pouze jedné
latky. Aby mohl byt zkouman efekt kombinace vice latek, musi byt moziné takovou
metodou posoudit, jak se lisi u€inek dané kombinace od samostatného ucinku jednotlivych
slozek. Vysledkem takové testu mize byt bud synergie, aditivita, indiference nebo
antagonismus zkousenych latek. Synergie vyjadruje situaci, kdy je ucinek kombinace vétsi
nez soucet ucinkl jednotlivych sloZzek. Pokud ucinek odpovidd prostému souctu ucinkl
obou slozek, Ize ho oznacit za aditivni. V pfipadé indiference se latky vzajemné neovliviuiji,
antagonismus pak nastava v pfipadé, Ze je vysledny Ucinek nizsi nez ucinek jednotlivych
sloZzek pouzitych samostatné. Pro zkouseni kombinovaného ucinku je moZné vyuzit rizné
postupy, zpravidla se jednd o modifikace metod, které se béziné vyuZivaji pro zkoumani
aktivity antibakteridlnich latek. Ani jedna z téchto metod ale zatim neni povaZovana za
standardni a neexistuji ani dostatecnd data, ktera by dokladala korelaci vysledk( in vitro

s naslednou Uspésnosti terapie v praxi. [89]

Pro testovani synergie je mozné vyuzit napriklad modifikovany E-test. Oproti béznému

testovani jsou vyuzity dva testovaci prouzky, které jsou na agar umistény kolmo na sebe.
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Dalsi mozZnosti je nejprve pouzit prouzek s jednim antibiotikem, ktery je po urcité dobé
odebran, nahrazen prouzkem s druhym antibiotikem a je zhodnocen jejich kombinovany
ucinek. [90] E-test mlzZe byt také kombinovan s metodou agarové difuze, kdy je vyuZita
fixni koncentrace jednoho antibiotika pfimo v agaru a testovaci prouzek s koncentra¢nim
gradientem druhého. [91] Pfednosti tohoto testu je predevsim jednoduchost provedeni,
timto zplsobem je ale moZné testovat jen kombinace latek, které jsou dostupné ve formé
komercnich testovacich prouzkd. Dalsi metodou vyuzivanou pro testovani synergie je tzv.
LHtime-kill* test. Zhodnoceni kombinovaného ucinku v tomto pfipadé probiha na zdkladé
kfivky usmrcovani bakterii v ¢ase. Provedeni je zaloZeno na bujénové makrodilu¢ni metodé,
kdy jsou nejprve zjistény hodnoty MIC pro kazdou latku zvldst a nasledné pro jejich
kombinace v rlznych pomérech. V pravidelnych intervalech jsou odebirdny vzorky pro
kultivaci. Tento test je povazovan za spolehlivy, ale jeho nevyhodou je velkd casova

narocnost, coz do znacné miry limituje jeho rutinni pouzivani. [90]

Na principu bujénové mikrodiluce je zalozena tzv. ,checkerboard’ metoda (z angl.
checkerboard — Sachovnice). Principem je pipetovani gradientu koncentraci obou
zkousenych latek do mikrotitracni desticky, jedna z latek je ale pipetovana ve svislém a
druhd ve vodorovném smeéru. V jednotlivych jamkdch tak vzniknou vSechny moiné
kombinace téchto latek v daném koncentracnim rozmezi. Hodnoceni interakce nasledné
probihd pomoci vypoctu tzv. FIC indexu (fractional inhibitory concentration, frakéni
inhibi¢ni koncentrace), ktery srovnava hodnoty MIC ziskané kombinaci téchto latek a
hodnoty MIC obou latek pouzitych samostatné (viz Obr. 15). Jako synergie je oznacovana
hodnota FIC indexu mensi nez 0,5 (viz Obr. 16). Takova hodnota znamena, Ze doslo u
zkousené kombinace ke ¢tyrnasobnému poklesu hodnoty MIC oproti pouZiti jednotlivych
latek samostatné. [89] Vyhodou tohoto testu je predevSsim moZnost otestovat danou
kombinaci v Sirokém rozmezi koncentraci, oproti E-testu mlzZe byt tato metoda vyuZita i ke
zkouseni latek, které nejsou dostupné ve formé komercnich prouzk( s antibiotiky.
Nevyhodou této metody je predevsim pracnost a ¢asova ndrocnost. Nejéastéji jsou touto
metodou testovany kombinace dvou latek, mize ale byt pfidana i dalsi latka ve fixni

koncentraci. [92]
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MIC, MICg

Obr. 15 Vypocet hodnoty frakéni inhibi¢ni koncentrace

Vzorec pro vypocet hodnoty frakéni inhibi¢ni koncentrace (FIC). Hodnota MICakomb (MICgkomb) vyjadiuje
hodnotu MIC testované latky v kombinaci, hodnota MIC, (MICg) je hodnotou MIC samotné latky A (B).

Pfevzato a upraveno z: When does 2 plus 2 equal 5? A review of antimicrobial synergy testing. [89]

Hodnota FIC Zhodnoceni

<0,5 Synergie

0,5-1 Aditivita
1-4 Indiference
24 Antagonismus

Obr. 16 Zhodnoceni kombinovaného Ucinku na zakladé hodnot frakéni inhibi¢ni koncentrace

Na zakladé hodnoty frakéni inhibic¢ni koncentrace (FIC) mlZe byt kombinovany Gcinek zhodnocen jako synergie,
aditivita, indiference nebo antagonismus.

Pfevzato a upraveno z: When does 2 plus 2 equal 5? A review of antimicrobial synergy testing. [89]
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4 Experimentalni cast

4.1 Pouzity materidl

Pomticky:

» Mikrotitraéni desticky Honeycomb (DYNEX Ceskd republika)
= Automatické pipety (Fisher Scientific s.r.o0.)
= Sterilni zkumavky (GAMEDIUM spol. s r.o.)

= Stojanek na zkumavky (GAMEDIUM spol. s r.o.)
» Jednordzové ockovaci klicky (GAMEDIUM spol. s r.o.)

P¥istroje:

» Bioscreen C MBR (DYNEX Ceska republika)
* Laminarni box Esco Class Il type A2 (DYNEX Ceska republika)

= Vortex MS2 Minishaker IKA (P-LAB a.s.)
= Denzitometr DEN-1B McFarland Densitometer Biosan (P-LAB a.s.)

Chemikalie:

= Mueller-Hinton bujén s upravenymi kationty (SIGMA-ALDRICH spol. s r.0.)
= Dimethylsulfoxid (SIGMA-ALDRICH spol. s r.o.)
= Barvivo alamarBlue (SIGMA-ALDRICH spol. s r.0.)

Bakterialni kmeny pouzité pro testovani:

Tab.1 Seznam bakteridlnich kmeni pouZitych pro testovani

Interni laboratorni Bakteridlni kmen Pavod Zdroj
oznaceni
Dr. Voxova, Fakultni
136-2016 St. aureus Vytér z krku nemocnice Hradec
Kralové
Dr. Voxova, Fakultni
137-2016 St. aureus Popalenina nemocnice Hradec
Kralové
Dr. Voxova, Fakultni
131-2016 St. aureus MRSA Vytér z krku nemocnice Hradec
Kralové
Dr. Voxova, Fakultni
134-2016 St. aureus MRSA Prolezenina nemocnice Hradec
Kralové
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Dr. Voxova, Fakultni
111-2016 St. haemolyticus Cévka nemocnice Hradec
Kralové
Dr. Voxova, Fakultni
196-2016 St. epidermidis Drén nemocnice Hradec
Kralové
Dr. Voxova, Fakultni
198-2016 E. faecium VRE Pavod neznamy nemocnice Hradec
Kralové
Sbirkovy kmen Y
143-2016 St. aureus MRSA (ATCC 43300, Ceska sbirka
CCM 4750) mikroorganism{

Legenda: MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus; VRE — vankomycin-rezistentni Enterococcus
faecium; ATCC — American Type Collection Cultures (kddové oznaceni pro kmen pochazejici ze sbirky
organizace ATCC); CCM — Czech Collection of Microorganisms (kédové oznageni pro kmen pochazejici z Ceské
sbirky mikroorganisma)

4.2 Testované latky
Celkem bylo testovano devét latek ze skupiny rhodanind (RHO-f, RHO-i, RHO-j, RHO-m,
RHO-r, RHO-w, RHO-x, RHO-y, RHO-z) nové syntetizovanych na Katedfe farmaceutické
chemie a farmaceutické analyzy Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.
Latky byly rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO) a fedény tak, aby byla vytvorena
dvojkova fedici fada o koncentracich vrozmezi 500 umol/l az 0,488 umol/l. Findlni

koncentrace DMSO u kazdého ¢lena dvojkové tedici fady Cinila 1%.

4.3 Metodika

v v

4.3.1 Rozsifeny screening antibakterialni aktivity testovanych latek s vyuzitim
klinickych izolatl bakterii rodu Staphylococcus a Enterococcus
4.3.1.1 Priprava redici fady testovanych latek
Pfed samotnym testovanim bylo nejprve nutné vytvorit redici radu testovanych latek.
Ty byly rozpoustény v DMSO tak, aby vznikla koncentrace stokrat vyssi nez koncentrace,
ktera méla byt nasledné pouzita pro testovani. Koncentrace takto vzniklého zasobniho
roztoku tedy byla 500%¥100 umol/l. Tento zasobni roztok byl nasledné fedén dvojkovou
fedici fadou aZz po koncentraci 0,488*100 umol/I (viz Obr. 17). Do prvni zkumavky bylo

pipetovano 50 pl zasobniho roztoku a 50 pl DMSO (tim vznikla koncentrace 250*100
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umol/l), do kazdé dalsi zkumavky v fadé byl poté vidy prenasen objem 50 pul z pfedchozi
zkumavky a smisen s 50 ul DMSO. Obsah zkumavek byl pfed kazdym dalSim krokem redéni
dikladné promichan na vortexu. Poté byly tyto roztoky ddle fedény v Mueller-Hinton
bujénu s upravenymi kationty (CAMHB) tak, Ze bylo pipetovano 20 pl roztoku testované
latky do 1980 pl kultivaéniho média. Doslo tim ke stondsobnému zfedéni téchto roztokl a
vznikla koncentracni fada v rozsahu od 250 umol/l do 0,488 umol/l. Vysledna koncentrace
DMSO v takto nafedénych roztocich byla 1%, coZ je dostatecné nizka koncentrace na to,

aby pfi testovani negativné neovlivnila rist bakterii.

TITTT

250%100 125*100 62,5%100 31,25*100 15,625%100
pumol/I umol/l pmol/l pmol/I pmol/I
7,813*100 3,906%100 1,953*100 0,977*100 0,488*100
umol/I pmol/I pmol/l umol/l pumol/I

Obr. 17 Schéma pfripravy dvojkové fedici fady testovanych latek

Do prvni zkumavky bylo pipetovano 50 pl zdsobniho roztoku o koncentraci 500%100 pmol/l a 50 pl
dimethylsulfoxidu (DMSO). Tim doslo ke zfedéni roztoku v prvni zkumavce na koncentraci 250*100 pumol/l. Do
kazdé dalsi zkumavky v fadé byl poté vidy pfendsen objem 50 pl fedéné latky z predchozi zkumavky k 50 pl
DMSO. Tim se koncentrace v dané zkumavce sniZila vidy na polovinu.
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4.3.1.2 Priprava Honeycomb desticek

Po vytvoreni fedici fady byly testované latky pipetovany do mikrotitraéni desticky typu
Honeycomb. Do jamek v prvnich osmi sloupcich bylo pipetovano vidy 200 pl roztoku
testované latky. Pipetovani probihalo po fadach smérem shora doll s postupné klesajici
koncentraci od 250 umol/l po 0,488 umol/l. Kazdy z téchto sloupcl byl uréen ke zkouseni
aktivity testované latky vuci jednomu bakteridlnimu kmenu. Jamky devatého sloupce
slouzily pro pozitivni kontroly (kultivaéni médium spolu s testovacim kmenem, bez
pritomnosti testované latky) a bylo do nich pipetovdno po 200 ul CAMHB. Do posledniho
sloupce desticky byla pipetovdna negativni kontrola (kultivacni médium bez testovaciho

kmenu i bez pfitomnosti testované latky), tedy 210 pul CAMHB (viz Obr. 18).
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- | 9596968620
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31,25 pmol/| @@@@@@@@@O 111-2016 s:: haemolyticus
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= | $080308030 | [
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1,953 pmol/l _ @
0,977 umaol/ OO
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N

Obr. 18 Schéma pipetovani testované latky a testovacich kmend do Honeycomb desticky

Do destic¢ky byla po fadach pipetovana sestupna koncentrace testované latky. Do sloupctd 1-8 byly pipetovany
jednotlivé bakterialni kmeny, které byly nasledné ve stejném poradi pipetovany do jamek ve sloupci pozitivni
kontroly. Posledni sloupec slouZil jako negativni kontrola. Cisla vyzna¢end ernym pismen ve sloupcich 1-8
uvadi hodnoty koncentrace testované latky v jednotlivych jamkach desti¢ky v umol/l. Cisla uvedena ¢ervenym
pismem uvadi identifikacni Cislo testovaciho bakterialniho kmenu.

Legenda: MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus; VRE — vankomycin-rezistentni Enterococcus
faecium; PK — pozitivni kontrola; NK — negativni kontrola
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4.3.1.3 Priprava testovacich bakterialnich suspenzi

Z bakteridlnich kultur inkubovanych v termostatu pfi 37°C po dobu 16-24 hodin byly
pfipravovany bakterialni suspenze v CAMHB. Ockovaci klickou byly odebrany kolonie a
trenim této klicky o sténu zkumavky byla vytvofena suspenze. Ndasledné byla mérena
opticka denzita (OD) této suspenze a byla upravena na denzitu odpovidajici hodnoté 0,5
stupriti dle McFarlanda (odpovida pfiblizné 1,5*10% CFU/ml). V pfipadé, Ze byla naméfend
denzita vyssi, bylo do zkumavky ptiddno Cisté médium. Pokud byla naopak nizsi, byla
klickou pridana dalsi ¢ast kolonie. Takto pfipravené suspenze byly dle instrukci uvedenych v
dokumentaci EUCAST dale upraveny tak, aby finalni koncentrace bakteridlniho agens v
kazdé jamce odpovidala po¢tu bunék 5*10° CFU/ml. Nasledné bylo ztéchto suspenzi
pipetovano po 10 pl na jamku v prvnich deviti sloupcich Honeycomb desticky, které
obsahovaly 200 pl roztoku testovanych latek, pfipadné obsahovaly 200 pl média (pozitivni
kontrola). Do kazdého z prvnich osmi sloupct byl pipetovan jeden bakteridlni kmen, ve

sloupci pozitivni kontroly byl kazdy kmen pipetovan do jedné jamky (viz Obr. 18).

4.3.1.4 Spektrofotometricka detekce hodnoty minimalni inhibic¢ni koncentrace pomoci
pfistroje Bioscreen

Poté, co byla do desti¢ky pipetovana bakteridlni suspenze, byla desti¢ka vloZzena do
pfistroje Bioscreen, kde byla inkubovana pfi 37°C po dobu 24 hodin. Spektrofotometrické
méreni optické denzity probihalo automaticky v hodinovych intervalech pfi vinovych
délkach 540 a 600 nm. Pokud v pribéhu méreni dochazelo v jamce k dynamickému nardstu
optické denzity, bylo to dlsledkem rlstu a mnoZeni bakterii a nebylo tedy dosazeno
bakteriostatického ¢i baktericidniho efektu testované latky. Pokud v jamce naopak nebyl
v pribéhu 24 hodin zaznamenan narulst optické denzity, doslo k zdbrané rlstu bakterii
vlivem testované latky. Hodnota MIC byla nasledné odeéitdana v jamce s nejnizsi
koncentraci testované latky, kterd jiz vedla kinhibici rdstu bakterii. Vysledky ziskané

prostiednictvim spektrofotometrické detekce byly konfirmovany odectem zdkalu v jamkach

pouhym okem.
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4.3.2 Studium kombinovaného ucinku testované latky a komercné dostupného
antibiotika proti stafylokokiim
4.3.2.1 Priprava Honeycomb desticek za ucelem provedeni ,,checkerboard” studie
Priprava redici fady testovanych latek probihala stejnym zplsobem jako
v kapitole 4.3.1.1. Komeréné dostupna antibiotika zvolend pro testovani kombinovaného
ucinku byla rozpusténa ve vodé a fedéna na pozadovanou koncentraci. Obdobné jako u
testovanych latek byla koncentrace zasobnich roztok( stokradt vys$i nez pozadovana
koncentrace pro testovani a tyto latky byly dale fedény v CAMHB v poméru 20 ul roztoku
antibiotika a 1980 ul média. Do jamek bylo ndasledné pipetovano vzdy 100 pl roztoku
testované latky a 100 pl antibiotika. Tim doslo k fedéni téchto latek a vyslednd koncentrace
v jamce odpovidala vidy polovi¢ni hodnoté koncentrace, nez ktera byla do ptislusné jamky

pipetovana.

Testovana latka byla, podobné jako u predchoziho postupu, pipetovdna po tfaddach
smérem shora dol( s klesajici koncentraci. Antibiotikum bylo naopak pipetovano po
jednotlivych sloupcich. Vzdy byla otestovana kombinace osmi koncentraci testované latky v
rozsahu 125 az 0,977 umol/l s deseti koncentracemi komercné dostupného antibiotika.
Celkem tak bylo testovano osmdesat moznych kombinaci danych latek na kazdé desticce.
Predposledni fada byla vyuzita ke zjisténi hodnot MIC jednotlivych latek, posledni fada
poté slouZzila pro pozitivni a negativni kontrolu (viz Obr. 19). Do jamek bylo dale pipetovano
po 10 pl bakteridlni suspenze na jamku. Pro studium kombinovaného ucinku byl vybran
referencni bakteridlni kmen, meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (ATCC 43300,
CCM 4750), interni laboratorni oznaceni 143-2016. Pracovni suspenze tohoto kmene byla

pfipravena postupem uvedenym v kapitole 4.3.1.3.
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Obr. 19 Schéma pipetovani testované latky a komercéné dostupného antibiotika do desticky Honeycomb za
ucelem provedeni metody ,,checkerboard”

Testovand latka byla vsestupné koncentraci pipetovdna po jednotlivych fadach, komeréné dostupné
antibiotikum (zde rifampicin) bylo pipetovano po sloupcich. Pfedposledni fada slouZila k hodnoceni obou latek
samostatné, posledni fada patfila pozitivni (PK) a negativni kontrole (NK). Do jamek s kombinaci obou latek byla
kazda z nich pipetovana vobjemu 100 pl, ¢imZz doslo k jejich zfedéni na polovinu plvodni koncentrace.
Koncentrace uvedené ve schématu jsou koncentrace po tomto zfedéni.

4.3.2.2 Spektrofotometricka detekce a hodnoceni pomoci indexu frakéni inhibicni
koncentrace

Spektrofotometrické méreni optické denzity probihalo v pfistroji Bioscreen pfi teploté
37°C po dobu 24 hodin, s hodinovym intervalem méfeni. Hodnoceni kombinovaného
ucinku bylo nasledné provadéno na zakladé vypoctu FIC indexu (viz Obr. 15 a Obr. 16,
kapitola 3.4.5). Konfirmace vysledk( ze spektrofotometrické detekce muize byt provedena
pomoci vizudlni kontroly pfitomnosti zdkalu v jamkach. Mimo to ale existuje i moznost

vyuZiti barviva alamarBlue (rezasurin), které slouzi jako indikator metabolické aktivity.
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Do jamek bylo pfidano vidy po 20 pl barviva alamarBlue a nasledovala inkubace pfi
37°C po dobu 30 minut. Hodnotit metabolickou aktivitu prostfednictvim tohoto indikatoru
Ize nékolika zpUsoby. Prvni z nich spociva ve vizudlni kontrole. V pfipadé, Ze se obsah jamky
po inkubaci zbarvi rizové, doslo k redukci barviva vlivem metabolické aktivity bakterii
v této jamce. Pokud obsah jamky naopak zlstava zbarven modre, nedoslo k redukci barviva
diky tomu, Ze bakterie v této jamce béhem inkubace nevykazovaly Zddnou metabolickou
aktivitu, pfipadné v ni vibec nebyly pfitomny. Barevnou zménu tohoto indikdtoru je mozné
vyjadrit i kvantitativné pomoci fluorimetrické ¢i spektrofotometrické (kolorimetrické)
detekce. Fluorimetrickd detekce se provadi pti excitacni vinové délce 530 az 590 nm a
emise je detekovana pfi vinové délce 590 nm. V pfipadé spektrofotometrické detekce se
voli dvé rtzné vinové délky a nasledné je vypocitdna procentudlni redukce barviva
v jednotlivych jamkach podle uvedeného vzorce (viz Obr. 20). S ohledem na to, Ze
Honeycomb destic¢ky jsou tvarové nekompatibilni s klasickymi 96-jamkovymi panely (jde o
specidlni desticky pro spektrofotometricky ptistroj Bioscreen) a nelze je tedy vsadit do
béZznych multidetekcnich readerl, byl v naSem pripadé volen zplsob spektrofotometrické

detekce s ndslednym propoctem procentualni redukce barviva.

Apw — (Agw X Ry) test
Redy, = tw — (Agw X Ro) % 100
Apw — (Agw X Ry) kontrola

Ry = AOpy [AOpw

Obr. 20 Vypocet procentualni redukce barviva alamarBlue

Procentualni redukce barviva alamarBlue se vypocitd jako pomér absorbanci namérenych v jamce s testovanou
latkou a v jamce s negativni kontrolou, méfenych pfi dvou vinovych délkach. Korekcni faktor Ry se vypocita jako
podil absorbance oxidované formy alamarBlue v Cistém médiu pfi vyssi a nizsi vinové délce. Od hodnot téchto
absorbanci musi byt vidy odectena hodnota absorbance CdCistého média bez pfidani alamarBlue.
Legenda: Redy,, — procento redukce barviva alamarBlue, A,y — absorbance pfi nizsi vinové délce,
A,w — absorbance pfi vyssi vinové délce, Ry — korekéni faktor, AO — absorbance oxidované formy alamarBlue
pfi nizsi vinové délce, AOyw — absorbance oxidované formy alamarBlue pfi vyssi vinové délce

Pfevzato a upraveno z: https://www.bio-rad-antibodies.com/spectrophotometry-calculations-alamarBlue-
different-filters.html [93]
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4.4 Vysledky

Na zakladé vysledkd zakladniho testovani souboru patndcti rhodaninovych derivatu

bylo pro pokrocilé hodnoceni vybrano pouze devét latek (viz Tab. 2). Nasledné byla

hodnocena antistafylokokova a antienterokokova aktivita téchto

latek v rozmezi

koncentraci od 250 pmol/l do 0,488 umol/l s vyuzitim Kklinickych izolatd, laskavé

poskytnutych PharmbDr.

Barborou Voxovou

(Ustav klinické mikrobiologie Fakultni

nemocnice Hradec Kralové). Ne vidy ale bylo mozné dosdhnout maximalni koncentrace

sohledem na omezenou rozpustnost téchto latek (viz Tab. 3). Pokud v testovaném

koncentraénim rozmezi nebylo dosazeno hodnoty MIC, byla hodnota MIC vyjadiena jako

presahujici nejvyssi dosazitelnou koncentraci.

Tab. 2 Soubor deviti rhodaninovych derivat vybranych pro pokrocilé studie antibakteridlni aktivity

Testovana| Doba MIC (umol/I)
latka (kod)|inkubace SA MRSA SE EF EC KP SEMA PA
RHO-f 24 hod 31,25 62,5 62,5 500 >500 >500 >500 >500
48 hod 62,5 62,5 125 500 >500 >500 >500 >500
RHO-i 24 hod | 15,625 62,5 62,5 500 >500 >500 >500 >500
48 hod 31,25 125 250 500 >500 >500 >500 >500
RHO-j 24 hod 31,25 125 125 >125 >125 >125 >125 >125
48 hod 62,5 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
RHO-m 24 hod 15,625 62,5 62,5 >125 >125 >125 >125 >125
48 hod | 15,625 62,5 >125 >125 >125 >125 >125 >125
RHO-r 24 hod | 15,625 62,5 62,5 >125 >125 >125 >125 >125
48 hod 31,25 125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
RHO-w 24 hod 7,813 31,25 31,25 500 >500 >500 >500 >500
48 hod 7,813 125 62,5 500 >500 >500 >500 >500
RHO-x 24 hod 31,25 62,5 31,25 >500 >500 >500 >500 >500
48 hod 62,5 125 125 >500 >500 >500 >500 >500
RHO-y 24 hod 3,906 31,25 15,625 250 >500 >500 >500 >500
48 hod 7,813 62,5 31,25 500 >500 >500 >500 >500
RHO-z 24 hod 15,625 32,5 15,625 >125 >125 >125 >125 >125
48 hod 31,25 125 62,5 >125 >125 >125 >125 >125

Legenda: SA — Staphylococcus aureus (ATCC 29213, CCM 4223), MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus
aureus (ATCC 43300, CCM 4750), SE — Staphylococcus epidermidis (klinicky izolat), EF — Enterococcus faecalis
(ATCC 29212, CCM 4224), EC — Escherichia coli (ATCC 25922, CCM 3954), KP- Klebsiella pneumoniae (klinicky
izolat), SEMA — Serratia marcescens (klinicky izolat), PA — Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853, CCM 3955).

Testovani provedla a vysledky poskytla: Ida Dufkova, Katedra biologickych a Iékatskych véd FaF UK HK

Prostfednictvim zakladniho screeningu bylo zjiSténo, Ze testované latky, které se

dostaly do uZsiho vybéru pro pokrocilé studie, vykazovaly selektivni antistafylokokovy
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ucinek. Aktivita latek v pfijatelném rozmezi koncentraci v(ici vybranym gramnegativnim

bakteriim nebyla prokdzana.

Tab.3 Kddova oznaceni a strukturni vzorce rhodaninovych derivat vybranych pro dalsi hodnoceni

antibakterialni aktivity

Nejvyssi
dosazitelna
Kod latky Vzorec Nazev latky koncentrace
v DMSO
(umol/1)
NO, H 0
(2)-5-(2-
X nitrobenzyliden)-
RHO-f NH 500
2-thioxo-1,3-
thiazolidin-4-on
S
H o)
(2)-5-(4-
\ nitrobenzyliden)-
RHO-i NH 500
2-thioxo-1,3-
O,N thiazolidin-4-on
S
H 0
(2)-5-(3-
O,N
X nitrobenzyliden)-
RHO-j NH 125
2-thioxo-1,3-
thiazolidin-4-on
S




RHO-m

(2)-5-(4-
chlorbenzyliden)-
2-thioxo-1,3-

thiazolidin-4-on

125

RHO-r

(2)-5-(4-
brombenzyliden)-
2-thioxo-1,3-

thiazolidin-4-on

125

RHO-w

(2)-5-(2-
chlorbenzyliden)-
2-thioxo-1,3-

thiazolidin-4-on

500

RHO-x

(2)-5-(3-
chlorbenzyliden)-
2-thioxo-1,3-

thiazolidin-4-on

500
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Br H O
(2)-5-(2-

\ brombenzyliden)-
RHO-y NH 500
2-thioxo-1,3-

thiazolidin-4-on

(2)-5-(3-

X brombenzyliden)-
RHO-z NH 125
2-thioxo-1,3-

Br

thiazolidin-4-on

V tabulce jsou uvedena kédova oznacdeni a strukturni vzorce rhodaninovych derivatl vybranych pro dalsi
hodnoceni antibakteridlni aktivity. Dale je vtabulce uveden také chemicky nazev dané latky a nejvyssi
koncentrace v dimethylsulfoxidu (DMSO), pfi které nedochazelo k postupnému srazeni latky a tvorbé zékalu.

Devét vybranych rhodaninovych derivatl bylo dale podrobeno studiu antibakteridlni
aktivity s vyuzitim klinickych izolat(i. Jednalo se o klinické izolaty taxonomicky spadajici do
skupiny bakterii rodu Staphylococcus a jeden izolat spadajici do rodu Enterococcus. Do
studie byl rovnéZz zafazen jeden referenéni kmen, konkrétné meticilin-rezistentni
Staphylococcus aureus (ATCC 43300, CCM 4750), interni laboratorni oznaceni 143-2016.
Odecet hodnot MIC probihal vidy po 24 a 48 hodinach. U latek RHO-f, RHO-i, RHO-x a
RHO-y probéhlo z ddvodu zavady na pristroji hodnoceni pouze po 24 hodinach. (viz Tab. 4)
Podobné jako v pfedchozim hodnoceni prokazaly tyto latky aktivitu zejména proti kmenim
Staphylococcus aureus (kmeny soznacenim 136-2016 a 137-2016). Naopak nejmensi
aktivita byla zaznamenana proti vankomycin-rezistentnimu kmenu Enterococcus faecium

(198-2016).
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Tab.4 Stanovené hodnoty minimalini inhibi¢ni koncentrace u deviti vybranych rhodaninovych derivatQ

Testovand| Doba MIC (umol/1)

latka (kéd)|inkubace|136-2016 |137-2016 |131-2016 |134-2016 |111-2016 |196-2016 |198-2016 |143-2016

RHO-f 24 hod 31,25 62,5 125 62,5 125 125 >125 125
48 hod

RHO-i 24 hod 62,5 62,5 62,5 125 125 125 >125 125
48 hod

RHO-j 24 hod 31,25 31,25 62,5 >125 >125 >125 125 >125
48 hod 31,25 31,25 >125 >125 >125 >125 125 >125

RHO-m 24 hod 15,625 15,625 62,5 31,25 62,5 125 >250 125
48 hod >250 125 62,5 62,5 62,5 125 >250 125

RHO-r 24 hod 62,5 62,5 15,625 62,5 >125 62,5 >125 125
48 hod 62,5 62,5 15,625 62,5 >125 >125 >125 125

RHO-w 24 hod 31,25 31,25 31,25 62,5 >125 125 125 125
48 hod 125 62,5 31,25 125 >125 125 >125 >125

RHO-x 24 hod 7,813 15,625 62,5 7,813 62,5 62,5 62,5
48 hod

RHO-y 24 hod 15,625 31,25 62,5 62,5 31,25 1,953 125 125
48 hod

RHO-z 24 hod 7,813 7,813 7,813 31,25 62,5 >62,5 >125 62,5
48 hod 15,625 15,625 31,25 31,25 62,5 >125 >125 62,5

Z dlivodu zavady na pfistroji nebylo moZzné provést odecet nékterych hodnot (pole oznacena Sedou barvou).
Legenda: 136-2016 (Staphylococcus aureus, klinicky izolat), 137-2016 (Staphylococcus aureus, klinicky izolat),
131-2016 (Staphylococcus aureus MRSA, klinicky izolat), 134-2016 (Staphylococcus aureus MRSA, klinicky
izolat), 111-2016 (Staphylococcus haemolyticus, klinicky izolat), 196-2016 (Staphylococcus epidermidis, klinicky
izolat), 198-2016 (Enterococcus faecium VRE, klinicky izolat), 143-2016 (Staphylococcus aureus MRSA, ATCC
43300, CCM 4750)
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Jednou z vyhod spektrofotometrické detekce optické denzity (OD) je to, Ze lIze graficky
vyjadrit zavislost OD (vypovidajici o kvantitativnim zastoupeni pfitomnych bakterii v jamce)
na hodnotach koncentraci testovanych latek, kterym byly jednotlivé bakteridlni kmeny
vystaveny (viz Obr. 21). Pro vyneseni grafické zavislosti se nejéastéji voli data ziskana po 18,
20, ¢i 24 hodindch kultivace. Diky méfeni OD v hodinovych intervalech je také moziné
graficky vyjadfit dynamiku rlstu testovaci bakterie pod vlivem rlznych koncentraci
testované latky v pribéhu 18, 20 nebo 24 hodin. Vétsinou se pro grafické vyjadreni této
zavislosti voli koncentrace testované latky odpovidajici hodnotam 0,25*MIC, 0,5*MIC, MIC
a 2*MIC. Pro ilustraci byla sestavena tato zdvislost pro latku s oznacenim RHO-z

(viz Obr. 22 a Obr. 23).

RHO-z
08
0’7 n N
<05 /\ ——137-2016
§ ' \ —131-2016
S 04
2 \/ \ p ——134-2016
8 0,3 A _
\ // —111-2016
0,2 1 \ / —196-2016
o1 1\ A V4 A\ 198-2016
0 T T T T T T T T T 1 143-2016

0,488 0,977 1,953 3,906 7,813 15,625 31,25 62,5 125 250
¢ (umol/l)

Obr.21 Zavislost optické denzity na rGznych koncentraci testované latky (RHO-z).

Namérené hodnoty optické denzity (OD) odrazeji celkovou kvantitu bakteridlni masy vjamce. Pro tuto
grafickou zavislost byla vyuZita data ziskana po 24hodinové inkubaci. Narlst optické denzity pfi vyssich
koncentracich testované latky (125, 250 umol/l) je zpUsoben tim, Ze samotné testované latky pfi vyssich
koncentracich vykazuji zakal. Vynesena data nebyla subtraktovana.

Legenda: 136-2016 (Staphylococcus aureus, klinicky izolat), 137-2016 (Staphylococcus aureus, klinicky izolat),
131-2016 (Staphylococcus aureus MRSA, klinicky izolat), 134-2016 (Staphylococcus aureus MRSA, klinicky
izolat), 111-2016 (Staphylococcus haemolyticus, klinicky izolat), 196-2016 (Staphylococcus epidermidis, klinicky
izolat), 198-2016 (Enterococcus faecium VRE, klinicky izolat), 143-2016 (Staphylococcus aureus MRSA, ATCC
43300, CCM 4750)
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Obr.22 Vyvoj hodnot optické denzity v pribéhu 24 hodin pfi cilovych koncentracich testované latky (RHO-z)
odpovidajicich hodnotam 0,25*MIC, 0,5*MIC, MIC a 2*MIC.

Uvedené hodnoty koncentraci jsou v jednotkdch pumol/l. Naméfené hodnoty optické denzity (OD) odrazeji

celkovou kvantitu bakterialni masy v jamce. Zavislost byla vynesena pro kmen Staphylococcus aureus (klinicky
izolat, interni laboratorni oznadeni 136-2016). Vynesena data nebyla subtraktovéana.
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Obr. 23  Vyvoj hodnot optické denzity v pribéhu 24 hodin pfi cilovych koncentracich testované latky (RHO-z)
odpovidajicich hodnotam 0,25*MIC, 0,5*MIC, MIC a 2*MIC.

Uvedené hodnoty koncentraci jsou v jednotkdch pmol/l. Namérené hodnoty optické denzity (OD) odrazeji
celkovou kvantitu bakteridlni masy v jamce. Zavislost byla vynesena pro referenéni kmen Staphylococcus
aureus MRSA (ATCC 43300, CCM 4750), interni laboratorni oznaceni 143-2016. Nardst optické denzity pfi
vyssich koncentracich testované latky (125, 250 umol/l) je zpusoben tim, Ze samotné testované latky pti vyssich
koncentracich vykazuji zakal. Vynesena data nebyla subtraktovana.

Pro dalsi testovani metodou ,checkerboard” byla vybrana latka s kddovym oznaéenim
RHO-y. Jeji ucinek byl testovan v kombinaci se tfemi antibiotiky. Vankomycin byl vybran
jako zastupce antibiotik zasahujicich bunéénou sténu, rifampicin zasahuje do syntézy
bakterialni RNA a ciprofloxacin svym G&inkem naruduje syntézu bakterialni DNA. Uginek
téchto kombinaci byl hodnocen proti referenénimu kmenu Staphylococcus aureus MRSA
(ATCC 43300, CCM 4750). Na zakladé vypoctenych hodnot FIC indexu pro jednotlivé
kombinace prokdzala latka RHO-y slibny ucinek zejména v kombinaci s ciprofloxacinem.
V péti kombinacich byl prokdzan aditivni Ucinek, v jednom pripadé byl ucéinek zhodnocen
jako synergni (viz Tab. 6). Aditivni ucinek byl prokazan také ve dvou kombinacich latky
RHO-y srifampicinem (viz Tab. 8). Kombinace svankomycinem prokazala pouze
indiferentni plsobeni (viz Tab. 10). Zadné z antibiotik pak nevykazovalo v kombinaci

s testovanou latkou antagonisticky ucinek. V nasledujicich tabulkdch jsou vidy nejprve
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uvedeny vypoctené hodnoty FIC indexu pro vSechny testované kombinace latek a nasledné

jen hodnoty v jamkach s MIC, které se vyuZivaji pro hodnoceni kombinovaného ucinku.

Tab.5 Vypoctené hodnoty indexu frakeéni inhibi¢ni koncentrace pro kombinaci latky RHO-y s ciprofloxacinem

RHO-y Ciprofloxacin (mg/l)

(umol/1) 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,03125 0,015625 0,007813 0,003906 0,001953

125 8,000 3,000 2,500 2,250 2,125 2,063 2,031 2,016 2,008 2,004
62,5 6,000 2,000 1,500 1,250 1,125 1,063 1,031 1,016 1,008 1,004

31,25 2,500 1,500 1,000 0,750 0,625 0,563 0,531 0,516 0,508 0,504
15,625 2,250 1,250 0,750 0,500 0,375 0,313 0,281 0,266 0,258 0,254
7,813 2,125 1,125 0,625 0,375 0,250 0,188 0,156 0,141 0,133 0,129
3,906 2,063 1,063 0,563 0,313 0,188 0,125 0,094 0,078 0,070 0,066
1,953 2,031 1,031 0,531 0,281 0,156 0,094 0,063 0,047 0,039 0,035
0,977 2,016 1,016 0,516 0,266 0,141 0,078 0,047 0,031 0,023 0,020

Uvedené hodnoty byly ziskany pomoci vypoétu indexu frakéni inhibiéni koncentrace. Seda ohranicena oblast
vyjadfuje jamky, ve kterych byl pomoci spektrofotometrické detekce prokazan bakterialni rlst. V jamkach, ve
kterych prokazatelné doslo k inhibici bakteridlniho rdstu, jsou barevné odliSeny vypoctené hodnoty indexu
frakéni inhibiéni koncentrace na zakladé hodnoceni G¢inku daného koncentraéniho poméru testovanych latek.
Zelena barva vyjadfuje synergii, modrd aditivitu, Zluta indiferenci a ¢ervena antagonismus. Tu¢né vyznacené
hodnoty koncentraci znaci hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace jednotlivych latek.

Tab.6 Hodnoceni kombinovaného antibakteridlniho ucinku latky RHO-y a ciprofloxacinu vic¢i kmenu
Staphylococcus aureus MRSA (interni laboratorni oznaceni 143-2016) pomoci vypoctu indexu frakéni inhibicni
koncentrace.

143-2016 (St. aureus MRSA) - RHO-y + ciprofloxacin
c (y/cip) FICy FICcip | FICindex (y+cip)| Hodnoceni
62,5/ - 1,00 / 1,000 /
62,5/ 0,0019 1,000 0,004 1,004 Indiference
62,5/ 0,0039 1,000 0,008 1,008 Indiference
62,5/ 0,0078 1,000 0,016 1,016 Indiference
62,5/ 0,0156 1,000 0,031 1,031 Indiference
62,5/ 0,0312 1,000 0,063 1,063 Indiference
31,25/ 0,0625 0,500 0,125 0,625 Indiference
15,625 / 0,0625 0,250 0,125 0,375 Synergie
62,5/0,125 1,000 0,250 1,250 Indiference
31,25/0,25 0,500 0,500 1,000 Aditivita
15,625/ 0,25 0,250 0,500 0,750 Aditivita
7,812/ 0,25 0,125 0,500 0,625 Aditivita
3,906/ 0,25 0,063 0,500 0,563 Aditivita
1,953/ 0,25 0,031 0,500 0,531 Aditivita
1,953/0,5 0,031 1,000 1,031 Indiference
-/0,5 / 1,000 1,000 /

Legenda: c (y/cip) — pomér koncentraci latky RHO-y a ciprofloxacinu (koncentrace latky RHO-y je vyjadfena v
jednotkach umol/I a koncentrace ciprofloxacinu v jednotkach mg/l); FIC — frakéni inhibi¢ni koncentrace
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Tab.7 Vypoctené hodnoty indexu frakcni inhibi¢ni koncentrace pro kombinaci latky RHO-y s rifampicinem

RHO-y Rifampicin (mg/1)

(umol/l) 0,04 0,02 0,01 0,005 0,0025 0,00125 0,000625 0,000313 0,000156 0,000078

125 10,00 6,00 4,00 3,00 2,50 2,25 2,13 2,06 2,03 2,02
62,5 9,00 5,00 3,00 2,00 1,50 1,25 1,13 1,07 1,03 1,02

31,25 8,50 4,50 2,50 1,50 1,00 0,75 0,63 0,56 0,53 0,52
15,625 8,25 4,25 2,25 1,25 0,75 0,50 0,38 0,31 0,28 0,27
7,813 8,13 4,13 2,13 1,13 0,63 0,38 0,25 0,19 0,16 0,14
3,906 8,06 4,06 2,06 1,07 0,56 0,31 0,19 0,13 0,09 0,08
1,953 8,03 4,03 2,03 1,03 0,53 0,28 0,16 0,09 0,06 0,05
0,977 8,02 4,02 2,02 1,02 0,52 0,27 0,14 0,08 0,05 0,03

Uvedené hodnoty byly ziskdny pomoci vypoctu indexu frakéni inhibi¢ni koncentrace. Seda ohrani¢ena oblast
vyjadfuje jamky, ve kterych byl pomoci spektrofotometrické detekce prokazan bakterialni rdst. V jamkach, ve
kterych prokazatelné doslo k inhibici bakteridlniho rdstu, jsou barevné odliSeny vypoctené hodnoty indexu
frakéni inhibiéni koncentrace na zakladé hodnoceni G¢inku daného koncentraéniho poméru testovanych latek.
Modrd barva vyjadfuje aditivitu, Zlutd indiferenci a Cervend antagonismus. Tucné vyznacené hodnoty
koncentraci znaci hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace jednotlivych latek.

Tab.8 Hodnoceni kombinovaného antibakterialniho ucinku latky RHO-y a rifampicinu vac¢i kmenu
Staphylococcus aureus MRSA (interni laboratorni oznaceni 143-2016) pomoci vypoctu indexu frakéni inhibiéni
koncentrace.

143-2016 (St. aureus MRSA) - RHO-y + rifampicin
c (y/rif) FICy FICrif |FICindex (y+rif)] Hodnoceni
62,5/- 1,00 / 1,00 /
62,5/0,000078 1,00 0,02 1,02 Indiference
62,5/0,000156 1,00 0,03 1,03 Indiference
62,5/0,000313 1,00 0,06 1,07 Indiference
62,5/0,000625 1,00 0,13 1,13 Indiference
31,25/0,00125 0,50 0,25 0,75 Aditivita
31,25/0,0025 0,50 0,50 1,00 Aditivita
15,625/0,005 0,25 1,00 1,25 Indiference
7,813/0,005 0,13 1,00 1,13 Indiference
3,906/0,005 0,06 1,00 1,07 Indiference
1,953/0,005 0,03 1,00 1,03 Indiference
0,977/0,005 0,02 1,00 1,02 Indiference
-/0,005 / 1,00 1,00 /

Legenda: ¢ (y/rif) — pomér koncentraci latky RHO-y a rifampicinu (koncentrace latky RHO-y je vyjadiena v
jednotkach umol/I a koncentrace rifampicinu v jednotkdch mg/1); FIC — frakéni inhibi¢ni koncentrace
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Tab.9 Vypoctené hodnoty indexu frakcni inhibi¢ni koncentrace pro kombinaci latky RHO-y s vankomycinem

Rho-y Vankomycin (mg/I)
(umol/l) 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0313 0,0156  0,0078
125 6,00 4,00 3,00 2,50 2,25 2,13 2,06 2,03 2,02 2,01
62,5 5,00 3,00 2,00 1,50 1,25 1,13 1,07 1,03 1,02 1,01
31,25 4,50 2,50 1,50 1,00 0,75 0,63 0,56 0,53 0,52 0,51
15,625 4,25 2,25 1,25 0,75 0,50 0,38 0,31 0,28 0,27 0,26
7,813 4,13 2,13 1,13 0,63 0,38 0,25 0,19 0,16 0,14 0,13
3,906 4,06 2,06 1,07 0,56 0,31 0,19 0,13 0,09 0,08 0,07
1,953 4,03 2,03 1,03 0,53 0,28 0,16 0,09 0,06 0,05 0,04
0,977 4,02 2,02 1,02 0,52 0,27 0,14 0,08 0,05 0,03 0,02

Uvedené hodnoty byly ziskany pomoci vypoétu indexu frakéni inhibiéni koncentrace. Seda ohranicena oblast
vyjadfuje jamky, ve kterych byl pomoci spektrofotometrické detekce prokazan bakteridlni rdst. V jamkach, ve
kterych prokazatelné doslo k inhibici bakteridlniho rlstu, jsou barevné odliseny vypoctené hodnoty indexu
frakéni inhibiéni koncentrace na zakladé hodnoceni G¢inku daného koncentraéniho poméru testovanych latek.
Zluta barva vyjadtuje indiferenci a ¢ervend antagonismus. Tuéné vyznacené hodnoty koncentraci znadi hodnoty

minimalni inhibi¢ni koncentrace jednotlivych latek.

Tab. 10 Hodnoceni

kombinovaného antibakteridlniho ucinku

latky RHO-y avankomycinu vi¢i kmenu

Staphylococcus aureus MRSA (interni laboratorni oznaceni 143-2016) pomoci vypoctu indexu frakéni inhibi¢ni

koncentrace.

143-2016 (St. aureus MRSA) - RHO-y + vankomycin

c (y/van) FICy FICvan |FICindex (y+van)] Hodnoceni

62,5/- 1,00 1,00 /
62,5/0,0078 1,00 0,01 1,01 Indiference
62,5/0,0156 1,00 0,02 1,02 Indiference
62,5/0,0313 1,00 0,03 1,03 Indiference
62,5/0,0625 1,00 0,06 1,07 Indiference
62,5/0,125 1,00 0,13 1,13 Indiference
62,5/0,25 1,00 0,25 1,25 Indiference
62,5/0,5 1,00 0,50 1,50 Indiference
31,25/1 0,50 1,00 1,50 Indiference
15,625/1 0,25 1,00 1,25 Indiference
7,813/1 0,13 1,00 1,13 Indiference
3,906/1 0,06 1,00 1,07 Indiference
1,953/1 0,03 1,00 1,03 Indiference
0,977/1 0,02 1,00 1,02 Indiference

-/1 / 1,00 1,00 /

Legenda: ¢ (y/van) — pomér koncentraci latky RHO-y a vankomycinu (koncentrace latky RHO-y je vyjadiena

v jednotkach pmol/l a koncentrace vankomycinu v jednotkdch mg/l); FIC — frakéni inhibiéni koncentrace
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Kromé hodnoceni kombinovaného antibakteridlniho uc¢inku pomoci vypoctu FIC indexu

byla zkousena i metoda hodnoceni tohoto ucinku s vyuZitim metabolického indikatoru

alamarBlue. Tento indikator reaguje barevnou zménou na pfitomnost metabolicky

aktivnich mikroorganism(l. Jeho barevnou konverzi lze detekovat dvojim zplsobem,

spektrofotometricky a fluorimetricky. Mira konverze indikdtoru na jeho redukovanou

formu byla v naSem ptipadé mérena pouze spektrofotometricky, protoze pomoci pouzitého

pfistroje Bioscreen neni mozné provést fluorimetrické méreni. Na zakladé proméreni

optické denzity pfi dvou vinovych délkach lze pak vypocitat procentualni redukci barviva.

(viz Tab. 11 — Tab. 13).

Tab. 11 Hodnoceni kombinace latky RHO-y s ciprofloxacinem pomoci alamarBlue

RHO-y Ciprofloxacin (mg/l)

(umol/1) 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0313 0,0156 0,0078 0,0039  0,00195
125 6,55% 8,28% 10,78% 13,05% 8,40% 11,80%  11,32% 15,82%  12,50%  12,61%
62,5 7,99% 12,62%  14,73%  14,87% 11,62% 18,03% 13,97% 16,52%  15,78%  16,60%
31,25 8,38% 12,64%  17,76% | 49,55% | 12,98% | 76,22%  92,90%  89,07%  93,09% 103,36%

15,625 7,82% 11,31%  13,03% | 49,97% | 12,60% | 95,18% 106,91% 107,38% 108,05% 124,93%
7,813 8,52% 12,99%  13,97% | 54,09%  84,34% 92,18%  95,67% 105,81% 99,58%  130,70%
3,906 8,38% 13,50%  23,85% | 54,60% 82,39%  85,99% 92,12%  96,07%  96,23%  115,40%
1,953 6,86% 20,88%  30,63% | 55,44% 78,48% 83,20% 85,71% 88,73% 94,10% 109,33%
0,977 7,89% 36,11% 49,32%  75,87% 81,92% 85,00% 85,60% 88,62% 93,30% 109,54%

Vysledky jsou vyjadreny jako vypoctené hodnoty procentudlni redukce barviva alamarBlue, ke které dochazi
nasledkem metabolické aktivity bakterii. V tabulce je oznaleno rozhrani mezi jamkami s prokazatelnym
narGstem bakterii a jamkami, ve kterych byl bakteridlni rdst vlivem kombinace testovanych latek inhibovan.
Toto rozhrani bylo vyznaceno na zakladé Gdajl ziskanych s vyuZitim spektrofotometrické detekce bez pouZziti

indikatoru alamarBlue.
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Tab. 12 Hodnoceni kombinace latky RHO-y s rifampicinem pomoci alamarBlue

RHO-y Rifampicin (mg/l)
(umol/1) 0,04 0,02 0,01 0,005 0,0025 0,00125 0,000625 0,000313 0,000156 0,000078
125 5,20% 4,53% 3,86% 3,95% 3,75% 4,72% 4,54% 4,54% 3,96% 6,09%
62,5 3,63% 4,85% 3,76% 3,95% 3,25% 5,01% 4,12% 5,47% 3,66% 7,28%
31,25 3,77% 5,74% 2,76% 2,52% 4,74% 19,70% | 28,37% 32,00% 31,87%  35,19%
15,625 3,51% 4,18% 3,51% 3,58% 23,37%  46,22%  78,03% 84,42% 87,41%  89,93%
7,813 3,69% 5,08% 3,62% 3,90% 31,54%  79,53%  93,62% 102,60% 104,42% 110,24%
3,906 3,61% 5,59% 3,91% 3,98% 40,43% 90,51% 97,36% 100,59% 105,42% 111,50%
1,953 3,64% 4,27% 3,62% 1,70% 39,96% 91,54% 101,88% 105,77% 104,28% 107,51%
0,977 3,47% 4,25% 4,26% 2,11% 31,63% 92,17% 103,35% 107,43% 104,60% 109,71%

Vysledky jsou vyjadreny jako vypoctené hodnoty procentuadlni redukce barviva alamarBlue, ke které dochazi
nasledkem metabolické aktivity bakterii. V tabulce je oznaceno rozhrani mezi jamkami s prokazatelnym
narlstem bakterii a jamkami, ve kterych byl bakteridlni rist vlivem kombinace testovanych latek inhibovan.
Toto rozhrani bylo vyznaceno na zakladé udajl ziskanych s vyuZitim spektrofotometrické detekce bez pouziti

indikatoru alamarBlue.

Tab. 13 Hodnoceni kombinace latky RHO-y s vankomycinem pomoci alamarBlue

RHO-y Vankomycin (mg/I)
(umol/1) 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,03125 0,015625 0,007813
125 8,24% 8,58% 7,48% 20,50% 7,64% 8,96% 6,71% 10,29% 8,50% 11,88%
62,5 5,50% 7,40% 4,28% 4,63% 5,23% 9,92% 4,96% 12,33% 7,90% 14,03%
31,25 5,11% 8,30% 4,19% 55,54%  26,24%  27,39%  26,74%  35,57% 45,03% 57,09%
15,625 4,50% 8,40% 4,30% 83,15% 71,83% 82,91% 74,30% 100,81% 79,54% 91,44%
7,813 5,60% 10,28%  44,62% | 82,43% 79,73%  85,25%  85,00% 98,83% 87,55% 106,45%
3,906 5,36% 10,69%  14,44% | 87,84% 82,04% 86,85% 87,13%  98,55% 95,63% 111,67%
1,953 5,29% 8,17% 5,01% 87,22%  82,68% 90,03% 86,85% 97,91% 97,88% 104,90%
0,977 4,98% 8,93% 4,79% 93,27%  88,92%  94,42% 91,97% 103,39% 95,51% 105,80%

Vysledky jsou vyjadreny jako vypoctené hodnoty procentualni redukce barviva alamarBlue, ke které dochazi
nasledkem metabolické aktivity bakterii. V tabulce je oznafeno rozhrani mezi jamkami s prokazatelnym
narGstem bakterii a jamkami, ve kterych byl bakteridIni rdst vlivem kombinace testovanych latek inhibovan.
Toto rozhrani bylo vyznadeno na zdkladé udajli ziskanych s vyuZitim spektrofotometrické detekce bez poufZiti

indikatoru alamarBlue.
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Podle plvodnich predpokladl méla mira redukce tohoto indikatoru plné korelovat
s mirou metabolické aktivity bakterii. V nasem pfipadé se vSak prokdazalo, Ze tento zpUsob
pro hodnoceni antibakterialniho efektu pfi vzdjemné interakci dvou latek nelze
plnohodnotné vyuzit. Jak je patrné z pfedchozich tabulek, v jamkach, kde byla jednoznacné
prokazana inhibice rlistu na zakladé spektrofotometrické detekce, vizudlni detekce zakalu i
vizualni detekce barevné konverze indikatoru (viz Obr. 24), Ize detekovat pomoci tohoto
pristupu relativni redukci barviva. Naptiklad v jamce, kde byl pipetovan ciprofloxacin o
koncentraci 0,00195 mg/l a RHO-y o koncentraci 62,5 umol/ bylo zjevné dosazeno MIC v
kombinaci. Presto zde byla detekovdna mira redukce 16,60 %. Dokonce v jamce, kam byl
pipetovan ciprofloxacin o cilové koncentraci 0,25 mg/l a RHO-y o cilové koncentraci 1,953
umol/l bylo dosazeno miry redukce 30,63 %. Jedno z vysvétleni by mohlo souviset i
s moznym mechanismem pUsobeni testované kombinace latek. Pokud by kombinace latek
pUsobila pouze bakteriostaticky, doslo by sice v téchto jamkach k inhibici ristu bakterii, ale
ne kjejich usmrceni. Diky tomu mohl indikdtor reagovat na urcitou miru metabolické

aktivity téchto bakterii i presto, Ze nedoslo v jamce k viditeInému narastu.
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Obr. 24 Hodnoceni kombinovaného antibakteridlniho ucinku latky RHO-y a vankomycinu s vyuZitim vizualni
detekce barevné konverze metabolického indikatoru alamarBlue

Na fotografii je zobrazena barevna zména metabolického indikatoru alamarBlue v pritomnosti metabolicky
aktivnich bakterii (jamky srGzovym zbarvenim). Pro srovnani svysledky ziskanymi s vyuZitim
spektrofotometrické detekce jsou na fotografii oznaceny jamky, kde byl takto detekovan bakterialni rist (jamky
ohrani¢ené bilou barvou). Zluté jsou pak ohrani¢eny jamky odpovidajici hodnoté minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC). Do predposledniho fadku byly pipetovany latky RHO-y (zleva pipetovany koncentrace 125 —
7,813 umol/l) a vankomycin (Van, zleva pipetovany koncentrace 8 — 0,5 mg/I) samostatné, jejich hodnoty MIC
zjisténé s vyuzitim spektrofotometrické detekce jsou ohraniceny ¢ernou barvou. Do posledniho fadku byly
pipetovany pozitivni (PK) a negativni (NK) kontroly. Do dvou jamek NK zprava nebyl pipetovan indikator
alamarBlue.

V pripadé jamek, kde nedoslo k inhibici rlstu bakterii vlivem plsobeni obou latek
v kombinaci, byly v nékterych pfipadech dokonce zjistény hodnoty redukce prevysujici
hodnoty pro pozitivni kontroly. Pfi nizSich koncentracich zkousenych latek tedy doslo k
narlstu metabolické aktivity oproti bakteriim, na které dana kombinace nepUsobila. To je
mozné vysvétlit zvysenym metabolismem bakterii v odpovédi na pfitomnost nepfiznivych

podminek v podobé subinhibi¢nich koncentraci antibakterialni latky. Lze tedy konstatovat,
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Ze tento zplGsob hodnoceni je nejednoznaény a pro jeho uziti by bylo zapotfebi navolit
hrani¢ni (cut-off) hodnoty jako rozhrani pro hodnoceni mezi inhibici a rlstem bakterii
vjamkach, a to vidy pro kazdou jednotlivou kombinaci testované latky a komeréné

dostupného antibiotika.
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5 Diskuze

Antibioticka rezistence patfi v soucasnosti mezi nejzasadnéjsi témata v oblasti
mediciny. S ohledem na zavaznost tohoto problému je ji celosvétové vénovdna stale vétsi
pozornost [3] a za jednu zpriorit si boj s antibiotickou rezistenci vytycila i Svétova
zdravotnickd organizace. [2] A neni zdaleka jedind. Pocéatek nového tisicileti probudil
enormni zdjem o tuto problematiku a povédomi o nebezpeci antibiotické rezistence se
pfesunulo z védeckych kruhl i mezi Sirokou verejnost. Kromé pozornosti je také snaha
problému antibiotické rezistence vénovat i stale vice finanénich prostfedk(. Dochazi také
k narQstu podilu verejnych financi na vyzkumu novych antibakteridlnich [éciv, ktery se

dlouhodobé potyka s nedostatkem prostredku. [37; 38; 39]

Problematicky je predevsim rychly nardst poctu rezistentnich bakterialnich kmenu, na
ktery bohuzel farmaceuticky primysl nedokaze dostatecné reagovat. V pocatcich
antibiotického vyzkumu dochazelo k produkci mnoha strukturnich typl novych antibiotik,
diky kterym bylo mozné uspésné |écit vétSinu bakteridlnich infekci. V poslednich letech ale
bylo predstaveno jen minimum novych antibakterialnich 1éciv a ta, ktera se na trh dostala,
zpravidla nenabizi novy mechanismus ucinku, ale jen obménu jiz znadmych struktur.
Objevuji se proto také ¢etné snahy o inovativni pristupy k terapii bakterialnich infekci. [40;

44]

Kromé hleddni inovativnich pristupl pro boj s rezistentnimi kmeny je ale také dllezité
zabranit jejich vzniku a dalSimu Sifeni. Diky tomu bude moZné nejen zachovat ucinnost
v soucasnosti pouzivanych antibiotik, ale také zabranit tomu, aby pfipadnd nova léciva,
kterych je velmi malo, ztratila v budoucnu svou uéinnost. Zakladem boje proti Sifeni
rezistence bakterii k antibiotikiim je zodpovédné zachazeni s antibiotiky na vSech uUrovnich
zdravotni péce. Zasadni je vtomto odpovédnost statu za ndrodni antibiotickou politiku,
ktera urcuje pravidla pro nakladani s antibiotiky na jeho Uzemi. [17; 20] Realizaci této
politiky v kontextu zdravotnického systému maji poté na starosti zdravotnici, ktefi

zodpovidaji za spravné nakladani s antibiotiky na celé jejich cesté az k pacientovi. [21; 23]

S ohledem na narocnost vyvoje novych skupin antibiotik se jako perspektivni smér
nabizi také opétovné vyuziti jiz existujicich l[atek. Pomérné ¢asté jsou proto napfiklad snahy
o zkouseni starsich, jiz nevyuZivanych antibiotik, kterd by mohla znovu najit své misto

v terapii bakteridlnich infekci. [42; 47] Nemusi jit ale jen o vyuZivani starsich antibiotik. Pro
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svoje antibakteridlni uc¢inky jsou zkouSena také mnoha léciva, kterd byla vyvijena pro zcela
odliSnou indikaci. [43; 49] Vyhodou takovych |éCiv je pfedevsim to, Ze uz jednou Uspésné
prosla klinicky hodnocenim a jsou tak dobfe zndmy jejich farmakologické vlastnosti. Diky
tomu by se mohla do praxe rychleji dostat nova |éCiva a do zna¢né miry by tak odpadl

zdlouhavy proces klinického zkouseni novych ptipravk(. [46]

Jednou zdalSich moZnosti, jak vyuZit jiz objevené, je snaha podpofit ucinek
v soucasnosti vyuzivanych léciv jejich kombinaci s jinymi [atkami. Kromé ¢asto vyuzivanych
kombinaci vice antibiotik [8] je zkoumana i mozZnost jejich kombinace s novymi latkami,
které casto ani vlastni antibakteridlni Ucinek nemaji. MlzZe se jednat bud o vyuZiti jiz
existujicich 1éciv s jinou indikaci, nebo vyvoj UpIné novych latek, které by dokazaly podpofit

ucinek antibiotik, ktera ztraci u¢innost vlivem rozvoje bakteridlni rezistence. [48; 50]

Hledani novych latek s antibakteridlnim ucinkem bylo i podstatou této prace. Bylo
provadéno hodnoceni antibakteridlni aktivity rhodaninovych derivatd nové syntetizovanych
na Katedre farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy v Hradci Kralové, konkrétné se jednalo o 5-arylmethylidenrhodaniny. Rhodaninové
derivaty s obdobnou substituci jsou v poslednich letech ¢asto zkoumany pro své Siroké
farmakologické ucinky. [51; 52] Kromé protinadorové nebo antidiabetické aktivity jsou
rhodaniny také zkoumany pravé pro svou potencidlni antibakteridlni aktivitu. [55; 56; 59]
Nékteré latky z této skupiny sice nemaji vlastni antibakteridlni aktivitu, ale byla u nich

prokazana schopnost podpofit ucinek jinych antibakteridlné plsobicich latek. [54]

Na zakladé vysledk( zakladniho testovani bylo pro pokrocilé studie vybrano devét
latek, které vykazovaly potencidl jako nové antibakteridlné plsobici slouc¢eniny. Hodnoceni
antibakteridlni aktivity téchto latek probihalo prostfednictvim zjistovani hodnot MIC za
pouziti mikrodiluéni bujénové metody. Tato metoda je uzndvanym standardem pro
ur¢ovani hodnot MIC pfi testovani citlivosti bakterii k antibakteridlnim latkam. Pfi
provadéni této metody bylo postupovdno v souladu s metodikou EUCAST. [86] Vyhodou
této metody je predevSim mozinost testovat antibakterialni aktivitu dané latky souéasné
proti nékolika bakteridlnim kmenim v Sirokém koncentracnim rozmezi. Na druhou stranu
je ale tato metoda pomérné casové narocna a v porovnani s jinymi metodami (napf. E-test,
diskova difuzni metoda) také pracnéjsi. [82; 83] S ohledem na to, Ze bylo provadéno

hodnoceni nové syntetizovanych latek, by ale nebylo mozné tyto metody pouzit, protoze
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jsou provadény s vyuzitim antibiotickych prouzkl a diskd, které obsahuji pouze komeréné

dostupna antibiotika.

Pro pokrocilé hodnoceni vybranych rhodaninovych derivatl byly zvoleny klinické
izolaty bakterii rodu Staphylococcus a Enterococcus. Bakterie téchto rod( se radi mezi
vyznamné patogeny, zejména meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus a vankomycin-
rezistentni Enterococcus faecium. Oba tyto bakteridlni kmeny byly Svétovou zdravotnickou
organizaci zarazeny na seznam prioritnich bakterii s rezistenci k antibiotikim, kterym ma

byt vénovana pozornost v oblasti vyzkumu a vyvoje. [4]

Pro odecitani hodnot MIC pfi provedeni mikrodiluéni bujonové metody byla zvolena
spektrofotometricka detekce optické denzity s ndaslednou konfirmaci vysledkd vizudlni
inspekci. Diky spektrofotometrické detekci je, mimo jiné, moziné vyjadrit zavislost rlstu
bakterii (vyjadien jako narlst optické denzity) na koncentraci testované latky. Vyhodou
kontinudlni spektrofotometrické detekce je pak zejména moZnost sledovat dynamiku
bakteridlniho rlstu v Case (v naSem pfipadé v pribéhu 24 hodin). | pfes tyto vyhody je ale
hodnoceni pouhym okem stdle povazovdno za standard v uréovani hodnot MIC pfi
provadéni této metody, z toho dlvodu byla nasledné provadéna konfirmace za pomoci

vizudlni inspekce. [85]

V souladu s vysledky zakladniho testovani prokazaly testované rhodaninové derivaty
aktivita byla zaznamenana v pfipadé vankomycin-rezistentni bakterie Enterococcus
faecium. Tyto vysledky odpovidaji dosavadnim poznatklm o antibakteridlni aktivité
rhodaninovych derivat(, které obecné vykazuji aktivitu proti grampozitivnim bakteriim, ale

nejvyraznéjsi je tato aktivita pravé proti Staphylococcus aureus [57; 58].

Ze souboru deviti rhodaninovych derivati vybranych pro pokrocilé studie byla pro
testovani antibakterialni aktivity v kombinaci s komeréné dostupnymi antibiotiky zvolena
l[atka s kddovym oznaéenim RHO-y. Pro hodnoceni kombinované antibakterialni aktivity
této latky s komeréné dostupnymi antibiotiky byla pouZita metoda ,checkerboard”.
V oblasti testovani kombinovaného ucinku zatim neexistuje zadna metoda, kterd by byla
povazovdna za standardni. Problematickd je nejen porovnatelnost rdznych pouZivanych
metod (E-test, ,checkerboard”, ,time-kill“ metoda), ale také zatim nedostatecné

prozkoumanad korelace vysledkd tohoto testovani s naslednou Uspésnosti dané kombinace
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antibiotik v klinické praxi. [90; 91] Metoda ,checkerboard” je obdobou standardni
mikrodiluéni bujénové metody a z toho divodu je pomérné Casové narocnd. V porovnani
svyuZitim E-testu ale poskytuje S$irSi moznosti hodnoceni namérenych udaji a
automatizace detekce. Naopak je ale méné cCasové naroc¢nd nez ,time-kill’ metoda a

umoznuje také testovat Sirsi rozmezi koncentraci zkousenych latek.

Pro zkouseni kombinovaného uUcinku s testovanou latkou byla vybrana tfi komeréné
dostupna antibiotika. Antibiotika ciprofloxacin, rifampicin a vankomycin byla zvolena jako
zastupci latek s rGznymi mechanismy ucinku. Hodnoceni ndsledné probihalo na zakladé
vypoctu FIC indexu, ktery se pouZiva ke zhodnoceni kombinovaného ucinku pfi provadéni
metody ,checkerboard”. [89] Jediné komercné dostupné antibiotikum, které prokdazalo
v uréitém poméru koncentraci synergni ucinek s testovanou latkou, byl ciprofloxacin. Ten
vykazoval synergii v jedné kombinaci s testovanou latkou a aditivni ucinek v péti dalSich
kombinacich. Aditivni acinek byl prokazan také u dvou kombinaci testované latky
s rifampicinem. V kombinaci s vankomycinem pak byl prokdzdan ve vsech pomérech
koncentraci pouze indiferentni Ucinek. U Zadné kombinace testované latky a komeréné

dostupného antibiotika nebyl prokazan antagonisticky ucinek.

Jako alternativni zplUsob zhodnoceni kombinovaného antibakteridlniho uGcinku bylo
zvoleno hodnoceni metabolické aktivity bakterii s vyuzitim barviva alamarBlue. Tento
zpUsob hodnoceni se ale oproti nasemu plvodnimu predpokladu ukazal jako pomérné
nejednoznacény. Vypoctena hodnota procentualni redukce barviva totiz ne vidy korelovala
s vysledky ziskanymi predchozi spektrofotometrickou detekci a k redukci barviva, ktera by
méla vypovidat o metabolické aktivité bakterii, dochdzelo i v jamkach bez prokazatelného
narUstu bakterii. Tato redukce ale mohla byt zplsobena tim, Ze latka nevykazovala
baktericidni aktivitu a vjamce tak byla prokdzana uréita mira metabolické aktivity i
v pfipadé bunék sinhibovanym rlstem. Pro pfipadné vyhodnoceni kombinovaného
antibakteridlniho Ucinku s vyuzitim tohoto indikatoru by tedy bylo vidy nutné nejprve urdit
néjaké hranicni (cut-off) hodnoty pro razné kombinace testované latky s komercéné
dostupnymi antibiotiky, které by umozZnily jednoznacné rozlisit jamky, ve kterych doslo

k inhibici bakterialniho rdstu.

Prestoze testované latky v mnoha pripadech prokazaly slibnou antibakterialni aktivitu

samostatné i v kombinaci, neni moiné jejich potencial hodnotit jen na zakladé tohoto
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testovani. Pro ptipadné budouci vyuZiti takovych latek v terapii je dllezZita nejen jejich
antibakteridlni aktivita in vitro, ale zejména vysledky testl toxicity a nasledné testovani
jejich aktivity in vivo. Zasadni jsou také jejich fyzikdlné-chemické vlastnosti, které znaéné
ovliviiuji pfedevsim moznosti pripadného technologického zpracovani. Zejména v pfipadé
zjistovani antibakterialni aktivity v kombinacich s jinymi antibiotiky pak neni mozné pfilis
odhadovat jejich uc¢innost in vivo. To je dané predevsim neexistenci standardni metody pro
testovani kombinovaného uUcinku a nedostatecnym mnoistvim dat, kterd by urcila miru

korelace dat in vitro a in vivo.
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6 Zavér
® Na zakladé vysledkd zdkladniho testovani antibakteridlni aktivity nové

syntetizovanych latek ze skupiny derivatd rhodaninu bylo vybrano devét téchto latek

pro pokrocilé testovani antibakterialni aktivity.

® Antibakteridlni aktivita téchto latek byla hodnocena mikrodiluéni bujénovou
metodou s vyuZitim klinickych izolat(i bakterii rodu Staphylococcus a Enterococcus a

jednoho referencniho kmene Staphylococcus aureus MRSA (ATCC 43300, CCM 4750).

® Testované latky vykazovaly ve shodé s predchozim hodnocenim selektivni

evvs

faecium VRE.

® Ztestovanych latek byla vybrana ldtka s kdédovy oznacenim RHO-y pro zkouseni

kombinovaného antibakteridlniho uc¢inku s komeréné dostupnymi antibiotiky.

® Byl prokazan synergni Ulinek této latky vkombinaci s ciprofloxacinem
v koncentra¢nim poméru 0,25*MIC (RHO-y) : 0,125*MIC (ciprofloxacin). Dale vykazovala
tato kombinace aditivni Ucinek v pomérech 0,5*MIC : 0,5*MIC; 0,25*MIC : 0,5*MIC;
0,125*MIC : 0,5*MIC; 0,0625*MIC : 0,5*MIC a 0,03125*MIC : 0,5*MIC. V dalSich

koncentracénich pomérech prokazala tato kombinace pouze indiferentni ucinek.

® Ddle latka RHO-y vykazovala aditivni ucéinek ve dvou kombinacich s rifampicinem,

konkrétné v pomérech 0,5*MIC (RHO-y) : 0,25*MIC (rifampicin) a 0,5*MIC : 0,5*MIC.

® V pfipadé vankomycinu byl ve vSech kombinacich s latkou RHO-y prokdzan pouze
indiferentni uc¢inek. U Zadné ztestovanych kombinaci latky RHO-y a komeréné

dostupného antibiotika pak nebyl prokazan antagonismus.

= V rdmci metody ,checkerboard” byly voleny tfi zplsoby odectu vysledkd, a to
spektrofotometricka detekce, odecet narlstu bakterii (zdkalu) pouhym okem a odecet
barevné zmény metabolického indikatoru alamarBlue. Ten byl proveden pouhym okem i

spektrofotometricky s naslednym vypoctem procentualni redukce barviva.

® Vyutziti barviva alamarBlue pro hodnoceni kombinovaného antibakteridlniho ucinku

na zdkladé vypoctu procentualni redukce barviva alamarBlue se ukdazalo jako
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nejednoznacné a pro jeho pfipadné vyuZiti k odectu jamek s hodnotou MIC by bylo
nutné stanovit cut-off hodnoty pro rGzné kombinace testované Ilatky s komeréné

dostupnymi antibiotiky.

® Jako  nejspolehlivéjsi  zplsob  odecditdani  vysledkd  byla  vyhodnocena
spektrofotometricka detekce, ktera dobre korelovala s ode¢tem bakteridlniho narlstu
(zdkalu) pouhym okem a barevnou zménou metabolického indikdtoru (pfi odectu

pouhym okem).
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7 Seznam pouzitych zkratek

ATCC

B-NAD

CAMHB

CCM

CDC

CFU

CLSI

CLS JEP
DMSO
DNA

EARS-Net

ECDC

ECOFF

ESAC-Net

ESCMID

EUCAST

FIC

GARDP

GLASS

American Type Collection Cultures (neziskova organizace, ktera
shromazduje a uchovava sbirkové mikroorganismy)

B-nikotinamidadenindinukleotid

Cation-adjusted Mueller-Hinton broth, Mueller-Hinton bujon s upravenymi
kationty

Czech Collection of Microorganisms, Ceska sbirka mikroorganismd

Centers for Disease Control and Prevention, Centra pro kontrolu a prevenci
nemoci

Colony-forming unit, kolonie tvofici jednotka

The Clinical and Laboratory Standards Institute, Institut pro klinické a
laboratorni standardy

Ceska lékarska spole¢nost Jana Evangelisty Purkyné
Dimethylsulfoxid
Deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

The European Antimicrobial Resistance Surveillance Network, Evropska sit
pro sledovani antimikrobialni rezistence

European Centre for Disease Prevention and Control, Evropské stfedisko
pro prevenci a kontrolu nemoci

Epidemiological cut-off value, epidemiologicka cut-off hodnota

The European Surveillance of Antimicrobial Consumption Network,
Evropska sit pro sledovéni spotfeby antimikrobiélnich latek

European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, Evropska
spolecnost klinické mikrobiologie a infekénich nemoci

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, Evropska
komise pro testovani antimikrobidlni citlivosti

Fractional inhibitory concentration, frakcéni inhibi¢ni koncentrace

Global Antibiotic Research and Development Partnership, Globalni
partnerstvi pro vyzkum a vyvoj antibiotik

Global Antimicrobial Resistance Surveillance System, Globalni systém pro
sledovani antimikrobidlni rezistence
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GNI

GTAs

HAI-Net

MDR

MIC

MRSA

NAP
oD

PDR

PPAR

RNA
szU
TSST-1
UDP

VISA

VRE

VRSA

WHO

XDR

Gross national income, hruby narodni dlichod

Gene transfer agents (astic podobné virlm, které jsou produkovany
bakteriemi a jsou schopné pfenosu genetické informace)

Healthcare-associated Infections Surveillance Network, Systém sledovani
infekci spojenych se zdravotni péci

Multidrug-resistant (oznaceni pro bakterie se ziskanou rezistenci k alespon
jednomu antibiotiku nejméné ze tfech rozdilnych skupin)

Minimum inhibitory concentration, minimalni inhibi¢ni koncentrace

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, meticilin-rezistentni
Staphylococcus aureus

Néarodni antibioticky program
Opticka denzita

Pandrug-resistant (oznaceni pro bakterie s rezistenci ke vSem pouZivanym
skupinam antibiotik)

Peroxisome proliferator-activated receptor, receptor aktivovany
proliferatorem peroxizom(

Ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

Statni zdravotni Ustav

Toxic shock syndrome toxin, toxin syndromu toxického Soku
Uridine diphosphate, uridindifosfat

Vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus se
snizenou citlivosti k vankomycinu

Vancomycin-resistant enterococci, vankomycin-rezistentni enterokoky

Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus, vankomycin-rezistentni
Staphylococcus aureus

World Health Organization, Svétova zdravotnicka organizace

Extensively drug-resistant (oznaceni pro bakterie rezistentni ke vSem
skupinam antibiotik s vyjimkou nejvySe dvou skupin)
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