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Nazev diplomové prace: Studium vlivu vzdjemné interakce vybranych antibakterialnich 1&€iv in vitro

na aktivitu vici enterokokim

Cil prace: Cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo zhodnotit vliv vzajemné interakce dvou
vybranych, v praxi zavedenych antibiotik v kombinaci na dva vybrané bakteridlni kmeny bakterii rodu
Enterococcus. Ucinek kombinace byl hodnocen prostfednictvim parametru FIC indexu. Na zakladé
vypoctu FIC indexu byla dale vzajemna interakce klasifikovana jako synergni, aditivni, indiferentni Ci

antagonisticka.

Metody: K hodnoceni vzajemného plsobeni antibakteridlnich lé¢iv v kombinaci byla vybrana c¢tyfi
antibiotika, jez byla ddana do dvojkombinace. StéZejnim antibiotikem byl daptomycin, ktery byl
kombinovan s tigecyklinem, linezolidem a vankomycinem. U¢inek dvojkombinaci byl sledovén viéi
klinickému izolatu Enterococcus faecium a vici sbirkovému bakteridlnimu kmenu Enterococcus faecalis
(ATCC 29212). Stanoveni hodnot MIC bylo provedeno s vyuZitim mikrodilu¢ni bujénové techniky podle
metodiky EUCAST. Pro zjistovani hodnot MIC byl volen zplsob odectu narlstu bakterii pouhym okem
a pomoci spektrofotometrické detekce. Hodnoceni probihalo po 24hodinové, pfipadné 48hodinové
inkubaci. U klinického izoldtu pro potvrzeni antibakteridalniho Ucinku antibiotik v kombinaci byla také
volena metoda stanoveni metabolické aktivity pomoci indikatoru Alarmar Blue. Vzdjemna interakce
antibiotik v kombinaci byla kategorizovana jako synergni, aditivni, indiferentni ¢i antagonisticka, a to

na zakladé vypoctu parametru FIC indexu.

Vysledky: Byly testovany kombinace antimikrobialnich latek, a to vici dvéma bakteridlnim kmenlm
(Enterococcus faecalis ATCC 29212, klinicky izolat Enterococcus faecium). Nejslibnéjsi vysledky na

zakladé hodnoceni FIC indexu s urcenim aditivniho ucdinku byly zaznamenany pro kombinaci



daptomycinu a vankomycinu vici Enterococcus faecalis (ATCC 29212) v koncentracnich pomérech 0,25
14 (mg/L); 0,5 : 4 (mg/L); 1: 4 (mg/L); 2:2 (mg/L) a4 :2 (mg/L). Dile bylo zaznamenano aditivni
pusobeni pro kombinaci daptomycinu s linezolidem, v koncentraénim poméru 1 : 4 (mg/L). Pro
kombinace daptomycinu a tigecyklinu byla zaznamenana aditiva v pomérech 0,25 : 4 (mg/L) a 0,25 :
0,25 (mg/L). Vaéi kmenu Enterococcus faecium bylo zhodnoceno aditivni plsobeni u kombinace
daptomycinu s linezolidem v koncentraénim poméru 2 : 64 (mg/L). V ostatnich dalSich testovanych
koncentracnich pomérech vici obou kmenim pak kombinace antibiotika vykazovala indiferentni efekt.
U Zadné z vybranych testovanych kombinaci nebyl prokazan v jakémkoliv koncentraénim poméru

synergni ucinek.

Zavér: Enterokoky se fadi mezi ,superbugs”, neboli také mezi kmeny bakterii s vysokou Urovni
rezistence vUci nékolika tfidam antibiotik. Nastava tak problém s infekcemi zplsobenymi enterokoky,
které se stavaji téice lécitelnymi. Nevhodné a nadmérné uzivani antibiotik mize vést az k selhani
farmakoterapie v dUsledku vzniku antimikrobidlni rezistence. Proto je Zadouci hledat nové
terapeutické moznosti v 1éCbé enterokokovych infekci. Jednim z moZnych pfistupl pro dosazeni
Uspésné |écby mUzZe byt racionalni kombinaéni terapie. Ve snaze navodit racionalni kombinaéni terapii
je Zadouci volit do kombinace takova antibiotika, jeZ vykazuji pfi vzajemné interakci synergni Ucinek. V
ramci hodnoceni kombinovaného antienterokokového ucinku dvojkombinaci, ze Etyf vybranych
antimikrobnich latek byl prokazan aditivni ucdinek pro kombinaci antibiotik daptomycinu s
vankomycinem. Dale byl aditivni Ucéinek prokazan u kombinace daptomycinu s linezolidem a
daptomycinu s tigecyklinem vici sbirkovému kmenu Enteroccocus faecalis ATCC 29212 a u kombinace
daptomycinu s linezolidem vidi klinickému izolatu Enterococcus faecium. U Zadné z vybranych
kombinaci v Zzadném koncentracnim pomeéru vybranych antimikrobidlnich |atek nebyl zaznamendn

synergni ucinek.

Klicova slova: enterokoky, checkerboard studie, ESKAPE, mikrodilu¢ni bujénova technika
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Title of diploma thesis: The study of the impact of the mutual interaction of selected antibacterial

drugs in vitro on activity against enterococci

Background: The point of the experimental part of this thesis was to evaluate the effect of the mutual
interaction of two selected, clinically approved antibiotics in combination on two selected bacterial
strains of genus Enterococcus. The effect of the combination was evaluated using the FIC index. Based
on the calculation of the FIC index, the mutual interaction was further classified as synergistic, additive,

indifferent or antagonistic.

Methods: To evaluate the interaction of antibacterial drugs in combination, four antibiotics were
selected and employed to a pair-wise combinations. The main antibiotic was daptomycin, which was
combined with tigecycline, linezolid and vancomycin. The effect of pair-wise combinations was
monitored against the clinical isolate Enterococcus faecium and against the collection bacterial strain
Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Determination of MIC values was performed using the
microdilution broth technique according to the EUCAST methodology. To determine the MIC values,
the growth of bacteria was monitored with the naked eye and by using spectrophotometric detection.
The evaluation was carried out after a 24-hour or 48-hour incubation. For the clinical isolate strain,
also the method of metabolic activity evaluation using the Alamar Blue indicator was chosen to confirm
the antibacterial effect of antibiotics in combination. The mutual drug interactions of the antibiotics in
combination were classified as synergistic, additive, indifferent or antagonistic, based on the

calculation of the FIC index parameter.

Results: Pair-wise combinations of antimicrobial agents were tested against two bacterial strains

(Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecium clinical isolate). The most promising results



based on the evaluation of the FIC index with the determination of the additive effect were revealed
for the combination of daptomycin and vancomycin against Enterococcus faecalis (ATCC 29212) in
concentration ratios of 0.25 : 4 (mg/L); 0.5 : 4 (mg/L); 1 : 4 (mg/L); 2 : 2 (mg/L) and 4 : 2 (mg/L).
Additionally, an additive effect was recorded for the combination of daptomycin with linezolid, in a
concentration ratio 1 : 4 (mg/L). For the combinations of daptomycin with tigecycline, there were
additive effects in ratios of 0.25 : 4 (mg/L) and 0.25: 0.25 (mg/L). The additive effect of the combination
of daptomycin with linezolid in a concentration ratio 2 : 64 (mg/L) was evaluated against the
Enterococcus faecium strain. In the other tested concentration ratios of pair-wise combinations acting
against both strains, the indifferent effect was revealed. No synergistic effect was demonstrated in any

concentration ratio for any of the tested combinations.

Conclusion: Enterococci are classified as "superbugs", or strains of bacteria with a high level of
resistance to several classes of antibiotics. This resulted in difficulties with the treatment of the
infections caused by enterococci. Inappropriate use of antibiotics can possibly lead to failure of
pharmacotherapy due to antimicrobial resistance. Thereby it is desirable to look for new therapeutic
options in the treatment of enterococcal infections. One of the possible approaches for successful
treatment is represented by rational combination therapy. Within the rational combination therapy
implementation, it is necessary to choose combinations of antibiotics, which show a synergistic effect.
As a part of the evaluation of the combined antienterococcal effect of pair-wise combinations of four
selected antimicrobial substances, additive effect was demonstrated for the drug combination of
daptomycin with vancomycin. Furthermore, the additive effect was demonstrated in combination of
daptomycin with linezolid and daptomycin with tigecycline against the collection strain Enteroccocus
faecalis ATCC 29212, and in the combination of daptomycin with linezolid against the clinical isolate
Enterococcus faecium. No synergistic effect was noted for any of the selected combinations in any

concentration ratio of the selected antimicrobial compounds.

Keywords: enterococci, checkerboard test, ESKAPE, microdilution broth method
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1 Uvod

Dle dostupnych informaci je mozné predpokladat, Ze bez dalSich opatrfeni by mohlo do roku 2050
kazdym rokem umirat pfiblizné 10 milién( jedincl na infekce vyvolané rezistentnimi kmeny, které by
se tak staly nejcastéjsi pri¢inou Umrti vibec. [1] Jednu z moZnosti, jak se snaZit tomu predchazet
predstavuje vyvoj novych alternativnich pristupl v 1é¢bé, at uz prostfednictvim nové syntetizovanych
antibakterialnich lé¢iv nebo racionalni vyuZiti jiz existujicich 1é¢iv v kombinacich. Zptsobem, kterym lze
ziskat informace o novych terapeutickych moZnostech v rdmci raciondlni terapie, je i testovani

vzajemného pUsobeni riznych antibiotickych 1éCiv.

Na zacatku teoretické Casti je sepsana kapitola o aktudlni problematice antibiotické rezistence u
patogenl skupiny ESKAPE se zamérenim zejména na enterokoky. Kromé obecnych mechanism
rezistence vUci antimikrobialnim [éciviim je zde popsana tvorba biofilmovych spoleéenstvi, jeZ mohou
predstavovat problém pfi lécbé enterokokovych infekci. Vybrana infekéni onemocnéni, kterd se stavaji
téZzce zvladatelnymi kvali vznikajici rezistenci, jsou charakterizovana v dalsim Useku této prace.
DuleZitou soucast teoretické ¢asti predstavuje kapitola antimikrobialni terapie, jeZ se vénuje hledani
novych terapeutickych strategii ¢i alternativ v soucasné terapii bakteridlnich infekci se zamérenim na
kombinovanou léc¢bu antibiotik u ESKAPE patogen(ll. Zminéné metody, které se vyuZivaji pfi hodnoceni
citlivosti bakterii na antibakteridlni latky, byly vybrany sdlrazem na problematiku hodnoceni
synergniho antibakteridlniho plsobeni. Predstaveni hodnotictho parametru pro pUsobeni

antibakterialnich latek v kombinaci tvofi posledni Usek teoretické ¢asti.

Dalsi ¢asti diplomové prace je experimentdlni ¢ast, jeZ je vénovana studiu vlivu vzajemné interakce
vybranych antibakterialnich 1é¢iv ve dvojkombinacich na jejich aktivitu viéi enterokoklm in vitro.
Testovani probihalo v laboratofich na Katedfe biologickych a Iékafskych véd Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Krdlové. Za ucelem posouzeni antibakterialni aktivity byl nejprve stanoven
parametr FIC indexu, ktery slouzil k samotnému urceni vzajemného plsobeni antibiotik v kombinaci

vic¢i dvéma kmenUm rodu Enterococcus.
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2 Zadani diplomové prace - cil

Tato diplomova prdce se v teoretické ¢asti zabyva Uvodem do problematiky antibiotické rezistence
u bakteridlnich patogen( skupiny ESKAPE. Podrobnéji je pak popsana problematika tykajici se bakterii
rodu Enterococcus. Posledni kapitoly v teoretické ¢asti se vénuji antibiotické terapii infekci vyvolanych

enterokoky a metodam, které Ize vyuzit pro stanoveni citlivosti mikrobU vici antiinfekénim latkam.

Experimentalni ¢ast prace je zamérena na hodnoceni antibakteridlniho uéinku dvou vybranych
antibiotik v kombinaci na dva vybrané kmeny bakterii z rodu Enterococcus. Cilem bylo urcit, zda
antibiotika ve zvolené kombinaci vykazuji synergni efekt. Mira rlistu bakterii exponovanych vybranym
antibiotikim v kombinaci byla odecitdna spektrofotometricky, a to po 24hodinové, pfipadné
48hodinové inkubaci. Hodnoceni efektu bylo provedeno prostfednictvim vypoctu parametru FIC
indexu, na jehoz zakladé lze stanovit, zda se jednd o plsobeni synergni, aditivni, indiferentni ¢i

antagonistické.

12



3 Teoreticka cast

3.1 Antibioticka rezistence u ESKAPE patogenti

ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter species) je skupina grampozitivnich a
gramnegativnich bakterialnich patogent, které s ohledem na miru jejich rezistence predstavuji hrozbu
pro lidskou populaci. Jednd se o bakterie, které ¢asto vykazuji multirezistenci® (MDR, Multidrug-
Resistant), a které vroce 2017 uvedla Svétova zdravotnickd organizace (WHO, World Health
Organisation) na globalni seznam patogen(l s oznacenim ,prioritni status”, u kterych je naléhavé se
zaméfit na vyzkum a vyvoj novych antibiotickych |éCiv. [2] Zaroven vroce 2019 antimikrobidlni
rezistence (AMR, Antimicrobial Resistance) obsadila dle WHO desaté misto nejvétsich hrozeb pro

vefejné zdravi. [3, 4]

Bakterie ze skupiny ESKAPE se z velké ¢asti podili na vzniku Zivot ohroZujicich nozokomialnich infekci
po celém svété. Americkd spolecnost pro infekéni nemoci (IDSA, The Infectious Diseases Society of
America) tuto skutecnost uvedla ve svych vyzkumech a oznadila patogeny ESKAPE jako patogeny
nozokomialni. Mezi nejcastéji uvadéna bakteridlni agens ze skupiny ESKAPE patogen(, ktera
predstavuji hrozbu vramci AMR patfi zejména vankomycin-rezistentni na enterokoky (VRE,
Vancomycin-Resistant Enterococcus), meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA, Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus), MDR Pseudomonas aeruginosa nebo skupina bakterii taxonu

Enterobacterales rezistentnich vici karbapenemu (CRE, Carbapenem-Resistant Enterobacterales)

Podle dostupnych informaci neexistuje Zadny systematicky mezindrodni dohled nad AMR. V Evropé
kvlli AMR zemfte kaZdy rok pfiblizné 35 000 lidi. Ve Spojenych statech americkych (USA, United States
of America) bylo dle prizkumu nemocnicénich infekci v roce 2011 hldseno nejméné 75 000 imrti za rok
souvisejicich s nozokomialnimi infekcemi. [3] Incidence nozokomidlnich infekci v USA Splhd aZz ke 2
miliéndm piipadd za rok. Data pro Ceskou republiku nejsou Gplné zndma, ale situace se odhaduje velmi
podobné. [5] Podle dostupnych informaci WHO se odhaduje, Ze celkové AMR byla v roce 2019
zodpovédnd za 1,27 milionu dmrti po celém svété a kdalsim 4,95 miliondm Umrti prispéla.
V rozvojovych zemich jsou tyto nemoci stale hlavni pfi¢inou umrti. Dlvodem mUZe byt zejména nizka
uroven taméjsiho zdravotnictvi, nejista diagnostika, nizky hygienicky standard, nedostatecna kontrola
infekci v nemocnicich a klinikach, dale naduzivani ¢i nevhodné uzivani antibiotik a jejich dostupnost i

bez |ékarského predpisu. [2, 6]

1 Multirezistentni bakterie predstavuji pojem oznacujici odolnost bakterie vici vice neZ tfem tfidam antibiotik.
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Obr. 1 Pfedstavitelé bakteridlnich agens ze skupiny ESKAPE. [7] — upraveno

Legenda: VRE (vankomycin-rezistentni Enterococcus), CRAsp (druhy bakterie Acinetobacter, rezistentni vici karbapenemu),
MRSA (meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus), CRE (bakterie taxonu Enterobacterales rezistentni vici karbapenemul),
ESBL — skupina bakterii taxonu Enterobacterales, rezistentnich vici cefalosporinllm, MDR (multirezistentni Pseudomonas
aeruginosa).

Obecné je velmi obtiZné ziskat reprezentativni idaje o AMR. Casto se Ize setkat se zaméFenim pouze
na uzké spektrum patogend a na hlaseni fenotypovych laboratornich vysledk( pro specifické
mikroorganismy, které jsou izolované zklinickych infekci u lidi. Tyto postupy tak nevedou
k relevantnimu zachyceni AMR. V ramci boje proti tomuto problému bylo pfijato nékolik svétovych
zdravotnickych projektl a vladnich opatieni. [8] Existuje mnoho organizaci, které se zaméruji na
monitorovani rezistence i na spotfebu antimikrobidlnich Iatek. Skrze WHO byl vytvofen koncept s

ru
[

nazvem ,jedno zdravi“ (z anglického originalu ,,One Health Approach”), u néhoz je dilezita celosvétova
spolutcast a komunikace mezi organizacemi z jednotlivych obort. Vroce 2015 vznikl dokument
Globalni akcni plan (GAP-AMR, Global Action Plan on Antimicrobial Resistance) zaméreny na rezistenci,
coz vedlo ke spusténi Globalniho systému pro sledovani antimikrobialni rezistence (GLASS, Global
Antimicrobial Resistance Surveillance System), ktery slouzi ke shromazdovani dat nejenom na Uzemi
Evropy. O prvni zndmou dlouhodobou studii zamérfenou na odhady spotifeby antibiotik, se zaslouZil
projekt Globalni vyzkum na antimikrobialni rezistenci (GRAM, Global Research on Antimicrobial
Resistance). Do studie, ktera trvala mezi lety 2000-2018, bylo zahrnuto tehdy 204 zemi. [9] Dozor nad
sledovanim AMR vykonava Evropska sit pro sledovani antimikrobidlni rezistence (EARS-Net, The
European Antimicrobial Resistance Surveillance Network), kterd je také ndstrojem Evropského
stfediska pro prevenci a kontrolu nemoci (ECDC, European Centre for Disease Prevention and Control),
v jehoZ zajmu jsou zejména infekéni choroby. Do téchto projektl se zapojuji ¢lenské staty Evropské
unie (EU, European Union) spoleéné s Norskem a Islandem. Evropska sit pro sledovani spotieby
antimikrobidlnich latek (ESAC-Net, The European Surveillance of Antimicrobial Consumption Network)
sleduje v rdmci EU spotreby antibiotik. O prehled infekci spojenych se zdravotni péci se stara Systém
sledovani infekci spojenych se zdravotni péci (HAI-Net, Healthcare-Associated Infections Surveillance

Network). [10, 11]
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Vsechny tyto projekty maji podobné cile a zajmy, mezi které je fazen jednak dliraz na prevenci u
infekénich onemocnéni, podporu védy a vyzkumu spojené s financovanim boje s AMR, racionalni
uzivani antibiotik, ale také povédomi Siroké verejnosti o antibiotické rezistenci. WHO ma také snahu

tvofit plany pro boj s rezistenci za ucelem prehledu situace daného statu, a tim usnadnéni jeji kontroly.

3.1.1 Bakterie rodu Enterococcus

Enterokoky jsou grampozitivni bakterie, které jsou pfirozenou soucasti gastrointestinalniho traktu
lidi a rdznych druha zvitat (savci, ptaci, plazi a néktefi bezobratli). Néktefi zastupci z této skupiny jsou
znamy také pod ndzvem ,bakterie mlééného kvaseni” s vysokou schopnosti prekondvat nepfiznivé
podminky prostfedi. Dokazou preZit i nékolik mésicl v Sirokém rozmezi teplot (mezi 10—45 °C) a hodnot
pH (mezi 4,8-9,6). Mimo kladné ucinky enterokokU na lidsky a zvifeci organismus, se jedna o oportunni

patogeny, zejména druhy Enterococcus faecalis (E. faecalis) a Enterococcus faecium (E. faecium). [12]

V soucasnosti rod Enterococcus zahrnuje vice nez 50 rdznych bakteridlnich druhd. E. faecalis a E.
faecium maji nejvétsi zastoupeni v lidském strevé, prevazuji v ramci izolovanych druh( (vice nez 80 %
izolatd) a jsou v Zebticku nejrozsifenéjsich patogenl na svété na tretim a ctvrtém misté. Oba tyto druhy
Casto vykazuji pfirozenou rezistenci vic¢i béiné pouZivanym antibiotikllm a snizuji tak vybér
terapeutickych mozZnosti 1écby enterokokovych infekci. U zdravych jedincl jsou enterokoky prakticky
neskodné, problém nastava u imunokompromitovanych pacientd leZicich na jednotce intenzivni péce
(JIP) a u pacientli se zavaznéjsSim onemocnénim. Enterokoky vykazuji snizenou citlivosti zejména k

penicilinGm, aminoglykosidim, vankomycinu (VAN), polymyxindm a streptogramintm. [12]

3.1.2 Rezistence bakterii vuéi antibakteridlnim latkam

AMR je schopnost mikroorganisml odolavat antimikrobidlnim latkdam. V takové fazi jiz
antibakterialni latky nedokaZou bakterie plné zahubit ¢i inhibovat jejich rist a tim se infekéni nemoci
stdvaji obtizné lécitelnymi Ci v nejhorSim pfipadé smrtelnymi. Do jisté miry je vyskyt bakteridlni
rezistence prirozenym jevem, avSak nejvétsi hrozbu predstavuje rezistence ziskand, ktera je
potencovana zvelké ¢asti nadmérnym a neadekvatnim uZivanim antibiotik. Pfirozend (vnitini)
rezistence popisuje mikroorganismy bézné odolné vici uréitym druhlm antibiotik bez jejich pfedchozi
expozice (naptiklad rezistence vici VAN u bakterie Escherichia coli). MUZe to byt ddno spolec¢nymi
charakteristickymi rysy u mikroorganism, naptiklad nepfitomnosti bunécné stény, peptidoglykanu i
existenci vnéjsi membrany. DalSim podnétem vzniku vnitfni rezistence je aktivace genl v dasledku
plUsobeni velkého mnoZstvi uzivanych antibiotik. Rezistence ziskand ma dvé formy. Prvni zpUsob je
zaloZzen na mutaci, ktera je vertikalni cestou pfenasena na potomstvo. Druhou cestou ziskané
rezistence je horizontalni prenos gend, jez spociva v predani genetického materidlu darce do

recipientni bunky. Tento zplsob zahrnuje procesy konjugace, transformace a transdukce. Konjugace
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je typicka predevsim pro gramnegativni bakterie, u nichZ dochdazi k prenosu casti genetické vybavy
z jedné bakterialni buriky do druhé. Pfi transformaci bakterie ochotné pfijima extraceluldarni DNA od
donorové bunky. Pfenos je mozny pouze u geneticky vybavenych druhl (napfiklad bakterie rodu
Haemophilus, Streptococcus pneumoniae atd.). Princip transdukce spociva v pfenosu donorové DNA

do druhé bakterie pomoci bakteriofagu. [4, 13]
A - transformace

T

donorova burika gen rezistence recipientni burika
vuci antibiotik(im

B - transdukce

A

donorové burika infikovana fagy recipientni burika

J NV

\

C - konjugace

G o~ o)

donorova burika recipientni burika

transpozon -

Obr. 2 Horizontalni prenos genetické informace u bakterii. [14] — upraveno

Mezi mozZnosti pfenosu genll patfi bakteridlni transformace (A), transdukce (B) ¢i konjugace (C).

3.1.2.1 Mechanismy rezistence u bakterii skupiny ESKAPE

Bakterie skupiny ESKAPE, které Casto vykazuji MDR, predstavuji celosvétovy problém z hlediska
AMR. Patogeny spadajici do této skupiny si vytvorily rizné obranné mechanismy, kterymi se chrani
pred aktivitou antibiotik. Mechanismus rezistence obecné nelze popsat jednim déjem, mechanismy
totiZ spadaji hned do nékolika kategorii. Mezi ty hlavni patfi chemicka modifikace léciva, modifikace
vazebnych mist pro antibiotika, zmény v permeabilité buriky ¢i zvySend exprese genll kddujicich efluxni
pumpy, které se podili na vypuzeni antibiotika z buriky. Zvlastni formu rezistence pak predstavuje

tvorba bakterialniho biofilmu. [15]
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Chemickou modifikaci 1é¢iva je myslen rozklad, zména nebo také inaktivace antibiotika enzymy.
Mezi nejvic studované enzymy patfi B-laktamdazy, které maji schopnost $tépit ctyrclenny B-laktamovy
kruh pfitomny v penicilinech, cefalosporinech, cefamycinech, monobaktamech a karbapenemech.
Casto se proto B-laktamova antibiotika ddvaji do kombinace s inhibitory katalytické aktivity téchto
enzymU (pfikladem inhibitort B-laktamaz jsou kyselina klavulanovd, sulbaktam, tazobaktam nebo
tikarcilin). Bakteridlni B-laktamdzy je moZné rozdélit dvojim zplsobem, dle Amblerova schématu
vychazejiciho z molekuldrni struktury enzym0 &i z klasifikace podle Bushové-Jacobyho-Medeirose,

zaloZené na charakteristice enzym{ dle jejich citlivosti k inhibitorlim a jejich substratové specifité. [3]

Druhou mozZnosti, jak se bakterie chrani pfed plsobenim antibiotik, je zména cilového mista léciva.
Zména vazebného mista mlZe spocivat v mutaci genu, ktery koduje cilovy protein, dale zménu
plvodniho cile nebo chemickou obménu interakéniho mista. Napfiklad u patogen( E. faecium a E.
faecalis zménou cilového mista se miZe zvysit rezistence vUci glykopeptidiim (konkrétné k VAN a

teikoplaninu). [3]

Dalsim mechanismem je omezend permeabilita antibiotika do burnky. Aby doslo k usmrceni
bakteridlni buriky, je dlleZitd rovnhovaha mezi pfijatym a eliminovanym mnoZstvim antibakterialni
latky, ktera urcuje citlivost patogenu na urcity l1ék. Bakterie se proto snazi vyznamné potlacit mnoZstvi
léku, které vstoupi do burky. Jednou z mozZnosti, jak snizZit prostup |éciva do bakteridlni burky, je

shiZeni poctu transportnich membranovych proteind, na jejichZ tvorbé se podili bilkovinné poriny. [3]

V dal$im pfipadé hraji roli efluxni pumpy, které vypuzuji nakumulované mnozstvi |éciva v burice.
Efluxni pumpy pracuji velmi rychle a efektivné. PFi jejich vyrazném zapojeni nedochazi ke kumulaci
antibiotik tak, aby doslo k antibiotickému ucinku. Tento zplsob mechanismu rezistence je typicky
napfiklad pro MDR bakterie, u kterych byla pozorovdana zminéna nadmérna exprese rlznych typu
efluxnich pump. Struktura vnéjsi membrany bakterii hraje dudleZitou roli v rozvoji Iékové rezistence.

(16]
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& a @
efluxni pumpy snizeny prostup antibiotika
C» c» Q

Obr. 3 Nejcastéjsi mechanismy rezistence u ESKAPE patogenu. [17] — upraveno

Mezi ty nejcastéjsi mechanismy rezistence mlZeme zaradit zménu cilovych struktur, omezeny prostup antibiotika,
enzymatickou inaktivaci léCiva Ci zvySenou expresi efluxnich pump.

3.1.2.2 Tvorba bakterialnich biofilmu

Jednim z klicovych mechanism virulence a patogeneze u bakterii skupiny ESKAPE je schopnost
vytvaret spolecenstvi zvané biofilmy. Jedna se o aditivni mechanismus, ktery velmi casto vede
k rezistenci biofilm formujicich bakterii k antimikrobnim latkam. Biofilm je sloZita struktura obsahuijici
mikroby, kterd muze byt ukotvena na Zivém i neZivém povrchu. Jednotlivé mikroorganismy Zijici uvnitt
téchto komplexnich spolecenstvi mohou interagovat mezi sebou navzdjem nebo i s okolnim
prostfedim. [18] Biofilm formujici mikroorganismy jsou obklopeny extraceluldrni matrix. Extraceluldrni
matrix mlZe poskytovat ochranu nejenom pred plsobenim antibiotik, ale také pfed imunitnimi
mechanismy, napfiklad fagocytdzou ¢i oxidacnim stresem. Mimo jiné se matrix podili na vlastnostech
spolecenstvi, jez vedou k oslabeni ucinku léciva. Ktémto podminkam patii naptiklad nizké pH,
kumulace enzymu degradujicich antibiotikum ¢i formace 3D struktury celého spoleéenstvi, diky cemuz
je v jeho hlubsich vrstvach snizeny obsah kysliku. Nejedna se o mechanickou bariéru, antibiotikum se
dovnitf dostat mUze, ale vétSinou jen v uréitém mnozstvi nebo ne ke vSem bakteriim, aby byla infekce
dostatecné zalécena. [19] V biofilmech se vyskytuje i populace tzv. perzistentnich bunék, které unikaji
Ucinklm antimikrobidlnich latek. Jsou charakterizovany jako metabolicky neaktivni buriky, projevujici
se dormanci (z anglického slova ,,dormant cells” — spici buriky), tj. jejich rychlost rlistu a metabolismus

v

jsou extrémné pomalé nebo aZ Zadné. Tyto bunécéné elementy jsou problematické v tom, Ze po

v s v

dokonceni 1éCby, se mohou reaktivovat v infekcni ¢astice a vyvolat tak danou infekci opakované. [20]
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Extraceluldrni matrix je dllezitym prvkem pro zrani biofilmu. V jeji strukture se vyskytuji proteiny,
polysacharidy, nukleové kyseliny, lipidy ale i kandly, které maji zajistit prisun vody, Zivin a vzduchu do

vSech ¢astech biofilmového spolecenstvi.

Tvorba biofilmu na jakémkoli povrchu je vicestupriovy proces, ktery zahrnuje tfi klicové kroky —
adherenci, rGst a disperzi. V pocatecni fazi dochazi k volnému a reverzibilnimu pfilnuti planktonni
buriky na povrch. Jakmile nastane krok, kdy buriky zacnou vylucovat polysacharidové latky, nastava
dalsi déj. Ve druhém kroku se mikroorganismy nenavratné pfichyti na bunku, ¢imz si vytvofi ochranu
viéi mnoha faktordm, které by se chtély podilet na zni¢eni biofilmu. Postupnym mnoZenim a
shlukovanim mikroorganismd dochazi kvytvoreni mikrokolonii. [20] Matrix pomaha s jejich
pfichytdvanim, obklopuje je a stabilizuje celou strukturu findlniho, maturovaného biofilmu.
Maturovany biofilm nakonec popraskd a mikroorganismy jsou ddle rozptyleny a mohou zahdjit novy
cyklus tvorby biofilmu. Z téchto dlvodl by mélo byt dikladné vybirano takové antibiotikum, které je
schopno projit biofilmem a eliminovat patogeny, jez jsou diky biofilmovému spolecenstvi odolng&jsi.
Proto je lepsi v pfipadé infekci sdruZenych s tvorbou biofilmu spisSe volit kombinacni terapii 1éCiv nez
monoterapii, idedlné pak takova antimikrobni Iéciva, kterd plsobi rozdilnym mechanismem ucinku
(naptiklad jedno antibiotikum zabranuje rlstu bakterii, druhé vykazuje aktivitu i proti dormanttm).

[20]

planktonni buriky

¢

Wi

matrix
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o 2%.=.4
Fod A
\LQ ~ \\ ._'Q \/ ; ;
potatecni adheze mikrokolonie zrani biofilmu disperze biofilmu

Obr. 4 Zivotni cyklus biofilmového spoleéenstvi. [21] — upraveno

Planktonni buriky postupné zacinaji adherovat k povrchu, shlukovanim a mnozenim dochazi ke vzniku mikrokolonii. Matrix
napomaha zrani biofilmu, ktery nasledné vede k disperzi.
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3.2 Infekéni onemocnéni zptisobena enterokoky

Enterokoky zplsobuji celou fadu infekénich onemocnéni. Mezi ty nejcastéjsi a klinicky
nejvyznamnéjsi pdvodce patti E. faecium a E. faecalis. Radi se mezi mikroorganismy, které jsou
soucasti pfirozené stfevni mikrobioty, ale zaroven patfi mezi oportunni patogeny. Tyto dva druhy

spolecné zpUsobuji pfiblizné 75 % vsech enterokokovych infekci. [12]

Mezi enterokokové infekce vyskytujici se hlavné u hospitalizovanych pacient( spadaji nej¢astéji
infekce mocovych cest (UTI, Urinary tract infection) (Casta byva predevsim UTI u pacientl s katetrem),
infekce krevniho recisté, srdecnich chlopni u endokarditidy, bakteriémie nebo infekce ran. [12] JiZ od
20. stoleti je uvadéno, Ze tyto infekce jsou polymikrobidlni (vicedruhovd) onemocnéni a enterokoky se
na nich vyznamné podili. Casto s nimi p¥i téchto infekcich mohou byt izolovany i dal3i bakteridlni agens,
mezi které patti Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp. a Proteus spp. Podle
vysledkd Narodni sité pro bezpecénost ve zdravotnictvi (NHSN, National Healthcare Safety Network)
zpUsobily enterokoky v obdobi 2011-2014 v USA aZ 14 % vsech nemocnicnich infekci, coZ vyjadfuje
znacny narlst oproti roku 2007, kdy byla tato hodnota 11 %. [22]

3.2.1 Patogeneze enterokokovych infekci

Patogeneze infekénich onemocnéni vyvolanych enterokoky je z velké ¢asti podminéna tvorbou
virulentnich faktord téchto oportunnich patogenl. Mezi tyto faktory patii molekuly, které pomahaji
patogendm pripojit se k hostitelské burice a kolonizovat hostitelské prostredi. Virulence jednotlivych
druhd je uréena mnoha faktory, mezi které patfi schopnost kolonizovat travici trakt, schopnost pfilnout
k epiteldm mocovych cest ¢i v dutiné Ustni. Enterokoky jsou schopny prostupovat epitelidlnimi
burikami stfeva do krve a prostfednictvim lymfatickych uzlin se Sifit dale do dalSich ¢asti organismu.
Uvadi se, Ze E. faecalis je virulentnéjsi nez E. faecium. Mezi faktory virulence lze zaradit agregacni
substanci, enterokokovy povrchovy protein (esp), cytolysin, Zelatindzu, extraceluldrni superoxidy,

serinové protedzy a geny pro rezistenci na antibiotika. [23]

Enterokoky musi nejprve prilnout k hostitelské tkani, aby mohly zpusobit infekci. Agregacni
substance je oznaceni pro povrchovy protein kédovany na plazmidu E. faecalis, ktery mlize mit rizné
funkce. Je odpovédna za pfilnuti a navazani se na burky v travicim traktu ¢lovéka a jejich kolonizaci.
PFitomnost agregacni substance vede také k modifikaci bunééného povrchu bakterie. [23] Ukazuje se,
Ze tento adhezin ma zasluhu na schopnosti enterokokll uniknout mechanismidm bunék imunitniho

systému, makrofaglim a neutrofilim (inhibice respirac¢niho vzplanuti). [24]

Cytolysin (hemolysin) je bakteridlni toxin, ktery byl jednim zprvnich virulentnich faktor(

identifikovany u E. faecalis a E. faecium. U lidi ma B-hemolytické vlastnosti a je baktericidni vici jinym
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grampozitivnim bakteriim. | dalsi druhy enterokok( obsahujici cytolysin mohou rozkladat makrofagy a
neutrofily, coZ jim pravdépodobné umoziuje ziskavat dalsi Ziviny a vyhybat se imunitni reakci

organismu. [25]

Dalsim virulentnim faktorem je enterokokovy povrchovy protein (esp). Jedna se o faktor ukotveny
v bunécné membrdané pfitomny u E. faecalis i E. faecium. Bylo prokazdno, Zze na rozdil od esp E. faecalis,
jez je hojné rozsiten mezi kmeny, esp E. faecium se s vysokou frekvenci nachdzi v izolatech ziskanych
v nemocnici. Mimo roli vadhezi a schopnosti enterokokll vyhybat se mechanismim imunitniho
systému se esp podili na zvySené tvorbé biofilmu a na kolonizaci epitelu mocového méchyre ¢i na
patogenezi endokarditidy. Jakmile je gen esp narusen, ztraci E. faecalis schopnost vytvaret biofilm. [26,

27]

Bunécny povrch enterokokl obsahuje celou fadu dalSich sloZzek véetné kyseliny teichoové, kyseliny
lipoteichoové ci polysacharidll. Kyselina lipoteichoova ulehéuje prenos plazmidl a také ovliviiuje
zanétlivou reakci tim, Ze zvySuje produkci urcitych interleukind. Zelatindza spadd ke skupiné
hydrolytickych enzym(, hydrolyzujici kolagen, kasein a hemoglobin. Spole¢né se serinovymi
protedzami a hyaluronidazou hraji dileZitou roli pfi patogenezi enterokokovych onemocnéni. Poskytu;ji
bakteriim Ziviny ziskané rozpadem hostitelskych bunék. [28] Hyaluronidaza je degradacni enzym
poskozujici tkané, ¢imZ usnadnuje Sifeni enterokokd v hostitelské burice. Svoji roli ma i pfi tvorbé

biofilmu, kde napomdha preZiti nové infikovanych bunék. [29]

Zakladnim predpokladem pro tvorbu biofilmovych spolecenstvi je schopnost enterokok( pfilnout
k povrchiim. Tato spoledenstvi maji kolem sebe matrici. Bakterie v biofilmu jsou schopné odolavat
antimikrobnim latkdm. Mimo jiné jsou pro tvorbu biofilmu dulezité pili bakterii, které pomahaji
pfilnout k mnoha lidskym burnkam. Pili bakterii se spole¢né s tvorbou biofilmu fadi mezi dva velmi

klicové procesy v patogenezi bakteridlnich enterokokovych onemocnéni. [30]

Kromé vylu¢ovanych protein( produkuji dva druhy klinicky nejvyznamnéjsich enterokoku i toxické
metabolity kysliku, které se podileji na poskozeni bunék a organl. Castéji tomu tak je u kmenu E.

faecalis, ktery vylu€uje superoxid (O;), méné jej tvofi E. faecium. [23]
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3.2.2 Vybrana infekéni onemocnéni zplsobena enterokoky

3.2.2.1 Bakteriémie

Mezi béZzné plvodce bakteriémie patfi vankomycin-rezistentni Enterococcus faecium (VREfm,
Vancomycin-Resistant Enterococcus faecium). Tato infekce ¢asto byva spojena se zvysenou mortalitou
z dlivodu vysokého stupné rezistence tohoto patogenu. Pravdépodobné vétsina pripadd bakteriémie
je vysledkem schopnosti enterokokll prostupovat ze stfeva do krevniho fecisté. Mimo stfevni
kolonizaci mezi dalsi rizikové faktory spojené s bakteriémii, zejména u VRE, spada dlouhodobé uzivani
antibiotik, zavainost onemocnéni, transplantace kostni dfené, hematologické malignity, zavedeni
mocového katétru, parenteralni vyZiva, chemoterapie ¢i 1é¢ba kortikosteroidy. Je prokdzano, Ze u
bakteriémie zplsobené VRE dochazi ke 2,5ndsobnému zvyseni mortality nez u kmend citlivych na VAN.

Celkové se mortalita nozokomialni enterokokové bakteriémie pohybuje od 25 do 50 %. [23, 31]

3.2.2.2 Endokarditida

je infekéni endokarditida. Dochazi ke kolonizaci endokardu obklopeného matrici podobnou biofilmu,
do niZ je obtizné, pro buriky imunitniho systému ¢i pro antibiotika, proniknout. PakliZe je zplsobena
VREfm, je endokarditida spojena s infekci trikuspidalni chlopné. Nozokomialni infekéni endokarditida
vznika od 3. po 60. den od pfijeti pacienta do nemocnice nebo pti dlouhodobéjsim pobytu

v nemocnici s rizikem bakteriémie. [32]

3.2.2.3 Infekce mocovych cest

Enterokoky mohou zp(isobit nekomplikované i komplikované UTI. Casto byvaji spojeny s VREfm a
vankomycin-rezistentni Enterococcus faecalis. LéCba zahrnuje poutZiti Sirokospektrych antibiotik,
jelikoz UTI mize byt Casto doprovazena komplikacemi, od nekomplikované cystitidy ¢i prostatitidy u
muzl, pyelonefritidu az po perinefriticky absces. Pravé tyto komplikace jsou odpovédné za
nozokomialni UTI na JIP, zejména u katétrovych infekci. V prostredi JIP zplsobuji enterokoky az 15 %
UTI. JelikozZ tyto druhy enterokokt jsou schopny vytvaret biofilmy a je naroéné je odstranit, |écba byva
sloZitd a casto vede k mnoha chronickym infekcim. Patogeny kolonizuji zdravotnické prostredky,
vCetné katétrd, kardiostimulatort, ortopedickych pfistroja a protetickych srdecnich chlopni. Biofilmy
enterokok( se vazi na fibrinogen vytvoreny na katétru. [33] V pfipadech infekci sdruzenych s tvorbou
bakterialnich biofilmd nestaci stanovit pouze citlivost patogenu, tzv. minimalni inhibi¢ni koncentraci
(MIC, Minimal Inhibitory Concentration), ale je tfeba urcit hodnotu minimalni biofilm inhibujici
koncentrace (MBIC, Minimal Biofilm Inhibitory Concentration). MBIC lze stanovit kombinaci

mikrodiluéniho testu s tzv. Christensenovou metodou, kde se biofilm zviditelni krystalovou violeti. [34]
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3.3 Antimikrobialni terapie

Antimikrobialni terapie mda predevSim za cil UspéSné eradikovat patogeny v misté infekce.
Bakterialni infekce patfi k jednomu z nejzavaznéjsich problém( mediciny a spravna volba antibiotika je
zakladni nezbytnosti pro soucasnou medicinu. Kvuli neustdlému narlstu rezistence a Sifeni
rezistentnich bakterii, a v dnesni dobé také kvilli omezené dostupnosti efektivnich antimikrobialnich
|é¢iv, je Zadouci vyvoj novych antimikrobidlnich |atek ¢&i pfipadné dalSi zkoumani jiz soucasné
pouzivanych léc¢iv. Novy vyvoj antiinfektiv je spojeny s velmi zdlouhavym a finanéné narocnym
procesem. Alternativnimi pfistupy mohou byt kombinacni terapie, ¢i pouZiti jiz znamého |éciva, avsak

v nové indikaci. [35, 36]

Objev a zavedeni antibiotika do klinické praxe se fadi k jednomu z nejvétsich pfinost 20. stoleti, jez
pomohl k vyraznému snizeni morbidity a mortality u infekénich onemocnéni. Antibiotika jsou proto
¢asto nezbytnou soucdsti terapie bakteridlnich nemoci. Jejich ¢asté a nadmérné uzivani ma negativni
vliv na zvySovani rezistence mnoha organismu. Jednou z moznosti, jak se snaZit tomu predchazet, je
racionalni uzZivani antibiotickych léciv. Spotfeba antibiotik je globdlni problém a kazdy rok narlsta.
Nejvice se vyuzivaji pfi [écbé UTI a u respiracnich ndkaz. [37, 38] Zachazeni s antibiotiky, zlepseni
progndzy nemocnych a zamezeni tak Sifeni rezistence MDR patogen( ma za ukol tzv. antibioticky
,stewardship”. Ktomu, aby mohla byt |é¢ba antibiotiky Uspé$na, je zapotiebi véasné stanoveni
diagndzy, laboratorni uréeni plvodce a stanoveni jeho citlivosti k antibiotikim. V ambulantni praxi je
mozné se Castéji setkat s empirickou terapii, kde rozhoduji predevsim zkuSenosti |ékafe a nejcasté;jsi
patogeny zpUsobujici danou nemoc. Typicky je tomu tak u UTI, kdy se podavaji Sirokospektralni
antibiotika, kterd sama o sobé podporuji rozvoj rezistence. Proto je lepsi volit cilenou neboli tzv.
racionalni terapii, kdy se stanovi vhodné antibiotikum dle vysledkl antibiogramu daného pulvodce
infekéniho onemocnéni. Pokud nastanou situace, kdy je tfeba zahajit bezprostfedni |é¢bu pacienta a
neni mozné cekat na kultivacni vySetreni, nasazuji se preparaty se SirSim spektrem ucinku a ndsledné,
po ziskani mikrobiologickych vysledk, se terapie upravi. Bud' se v Gvodni terapii setrva, nebo nastava

pfechod na jiné, vhodnéjsi antibiotikum s uzsim spektrem ucinku. [39]

3.3.1 Terapeutické moznosti pri Iécbé enterokokovych infekci

Stale vice dochazi ke zvySovani prevalence bakteridlnich kmen(, které jsou rezistentni in vitro témér
na vsechna antibiotika s baktericidni aktivitou, kvili cemuz dochazi ke sniZeni terapeutickych moznosti.
Dnes se jiZ pfi kazdé kultivaci predpoklada tolerance a rezistence na antibiotika, ktera drive pattila mezi
zakladni antibiotika k terapii enterokokovych infekci, zejména VAN, ampicilin ¢i aminoglykosidy.

V pripadé rezistence patogent vici antibiotiku, je pro jejich usmrceni nutna takova koncentrace
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antibiotika, kterd ¢asto zna¢né prevysuje dostupné koncentrace. Toto lze prekonat vhodnou kombinaci
synergné plsobicich antibiotik. V souc¢asné dobé je v nemocni¢nim prostredi rezistentni k antibiotikim
prvni volby vétsina klinickych izolatd enterokok. Proto k 1é¢bé MDR VRE zbyvaji terapeutické moznosti
v podobé oxazolidinonl (linezolid), novéjsich tetracyklinl (tigecyklin) a lipopetidl (daptomycin). Ale i
u téchto relativné novych Iéciv neni zarufeno, Ze v ramci monoterapie nedojde k selhani 1écby.
Smyslem Ucelné terapie tedy je provadét dalsi studie zamérené na nové strategie v terapii zavaznych

infekci vyvolanych enterokoky, a to zejména kmeny E. faecalis a E. faecium. [40—-42]

3.3.1.1 Vankomycin

VAN je tricyklické glykopeptidové antibiotikum, jehoZ ucinek je omezen na grampozitivni bakterie.
Jelikoz se jedna o velkou molekulu, nedochazi k jeho priniku vnéjsi membranou gramnegativnich
bakterii. Inhibuje syntézu bakteridlni bunécné stény, ¢imz plsobi na patogeny cidné. Je indikovan
nejcastéji u infekci vyvolanych rezistentnimi grampozitivnimi bakteriemi. Po perordlnim podani se
nevstfebava a je tudiz podavan nitrozZilné, coZ sebou nese znacnd rizika. VAN vyZaduje pomalé
intravendzni podavani. Rychlé podani (kratsi nez 1 hodina) VAN vede k tzv. ,,red man“ syndromu (nahlé
zarudnuti horni poloviny téla) a mlZe vést az k anafylaktickému sSoku. Zaroven podavani VAN
predstavuje vyznamné riziko nefrotoxicity a ototoxicity. Neutropenie ¢i trombocytopenie nebyva uz
tolik ¢astd. VAN patfi mezi |éCiva s Uzkym spektrem ucinku, proto je nutné monitorovani jeho hladin.

[43]
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Obr. 5 Chemicka struktura vankomycinu.

Vytvoreno v programu ChemDraw.

VRE byly poprvé v Ceské republice popsdny v roce 1997 [44], pficem? Uplné prvni byl kmen VRE
izolovan v Anglii v roce 1986 a nasledné ve Francii, kde se jednalo o E. faecium. [45] O rok pozdéji se
k nim ptidal i druh E. faecalis izolovany v USA. Za velkou hrozbu s ohledem na AMR je povaZovan
zejména VREfm. VREfm zpUlsobuje v USA ro¢né az 400 amrti a pfiblizné 54 500 hospitalizaci. Nejvétsi
riziko nastava u hospitalizovanych pacientd, ktefi maji prodlouzenou dobu na JIP, trpi komorbiditami
¢i podstoupili invazivni zakrok. Jakmile dojde ke kolonizaci bakterii VRE, mGzZe dochazet k jejich pfenosu
aZz po dobu nékolika tydnu. E. faecium vykazuje vnitfni i ziskanou rezistenci k mnoha skupindm
antibiotickych léciv, kvali cemuz se |épe prizplsobuje nemocni¢nimu prostredi, kde je uzivani antibiotik
béZnou zaleZitosti. Prevalence onemocnéni zplsobenych VRE v USA muze byt v nékterych nemocnicich

az 50 %. [46]
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3.3.1.2 Linezolid

Linezolid (LIN) Ize povaZovat za prvniho ¢lena spadajiciho do skupiny oxazolidinon(. Jedna se o
bakteriostatické antibiotikum, které cili proti grampozitivnim bakteriim, véetné MRSA, pneumokokidm
rezistentnim k penicilinu ¢i na vankomycin-rezistentni Staphylococcus aureus (VRSA, Vancomycin-
Resistant Staphylococcus aureus). Mimo jiné byl schvalen v roce 2000 Ufadem pro kontrolu potravin a
|éCiv (FDA, Food and Drug Administration) pro lécbu infekci zplsobenych VREfm. LIN se vaze na
ribozomalni podjednotku 50S a inhibuje tvorbu tzv. iniciaéniho komplexu na pocatku proteosyntézy.
Kvili specifickému mechanismu ucinku nebyl dosud prokazan vznik zkfizené rezistence vici jinym
inhibitoriim proteosyntézy, jez zasahuji do inhibice proteosyntézy az v dalSim tzv. elongacnim cyklu.
[47] LIN zabranuje i expresi virulencnich faktorl a tim padem ma schopnost snizit mnozstvi toxing,
které jsou produkované grampozitivnimi patogeny. [48] U pacientl s patologickymi hematologickymi
vysledky se doporucuje Castéjsi vysSetreni krevniho obrazu zejména kvili moznému vzniku anémie i
trombocytopenie, jeZ jsou spojeny pfimo s tcinkem LIN. [47] JiZ byla zdokumentovana klinicka selhani
LIN v monoterapii hned v nékolika ptipadech infekci vyvolanych VRE. LIN navic pfi dlouhodobém
uzivani maze vést k dalsim nezadoucim projevim jako je neuropatie, myelosuprese ¢i oéni toxicita.

[49]

Iz

Obr. 6 Chemicka struktura linezolidu.

Vytvoreno v programu ChemDraw.
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3.3.1.3 Tigecyklin

Tigecyklin (TIG), jako zatim jediny, spadd do skupiny glycylcyklind. Vykazuje bakteriostatickou
aktivitu u onemocnéni zpUsobenych vysoce rezistentnimi grampozitivnimi a gramnegativnimi
bakteriemi. Déle je volen k terapii infekci vyvolanych atypickymi a anaerobnimi mikroorganismy. Na
bakterie S. pneumonie, H. influenzae, N. gonorrheae ma baktericidni Ucinek. Stejné jako ostatni
tetracykliny inhibuje proteosyntézu vazbou na 30S ribozomdlni podjednotku bakterie, coz blokuje
inkorporaci aminokyselinovych zbytk( do prodluZujiciho se peptidového retézce. TIG se vaze na misto
v ribozomu aZ pétkrat ucinnéji nez tetracykliny, coz ma za nasledek prekonani tetracyklinové rezistence
zaloZzené na ribozomalni ochrané a efluxnich pumpach. [50] V USA byl schvalen FDA ke klinickému
pouziti od roku 2005, v EU pak o rok pozdéji, pro Iécbu komplikovanych infekci klize a nitrobfisnich

zanétl u osob starsich 18 let. [5]

N N
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Obr. 7 Chemicka struktura tigecyklinu.

Vytvoreno v programu ChemDraw.

3.3.1.4 Daptomycin

Daptomycin (DAP) je antibiotikum ze skupiny cyklickych lipopeptidd, které vynika svym jedine¢nym
mechanismem Gcinku. VaZe se na cytoplazmatickou membranu MDR kmen( grampozitivnich bakterii
bez toho, aniz by pronikl dovnitf a narusi jeji funkci, ktera je pro preziti patogenu nezbytna. Vazba DAP
na bunéénou membranu vyZaduje pritomnost vapnikovych iontll. Dojde krozruseni bunécné
membrany a vytvori se iontovy kanal, ktery vede k uvolnéni intracelularnich iontl s naslednym, velmi
rychlym usmrcenim bakterie v jakékoli fazi jejiho rlistového cyklu, tj. je schopen plsobit i na patogeny

v klidovém stavu (dormantni buriky). [51, 52]
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Obr. 8 Mechanismus ucinku daptomycinu. [53] — upraveno
Daptomycin (DAP) pfistupuje k bunééné membrané a vaze se na ni v pfitomnosti vapenatych iontl (A). Dochazi k rozruseni

bunécné membréany (B) a vytvoreni iontového kanalu (C), coz vede k vyplaveni draslikovych iontd a k nasledné smrti
bakterialni bunky.

Obecnou charakteristikou skupiny lipopeptidd je také imunomodulacni ucinek. DAP dokaze
interagovat s receptory, které rozpoznavaji buriky prezentujici antigen prostiednictvim lipidové ¢asti
ve své strukturfe. Tato jeho lipidova cast v pfitomnosti dvojmocnych iontll mizZe interagovat
s fosfolipidy v membrané, coz ma za nasledek proniknuti DAP i do imunitnich bunék. Mezi jeho dalsi
vyhody patfi schopnost proniknout do samotného biofilmu tvofeného patogeny a u vétsiny téchto
patogent navic dokaze zastavit jeho tvorbu, ¢ehoz se hojné vyuziva u infekci spojenych s cizim télesem.
Jednd se o velmi uzite¢nou schopnost, jelikoZ biofilm je ¢astym dlvodem vzniku rezistence bakterii a
je Casto spojovan s opétovnym navracenim infekce. [54] Na rozdil od jinych antibiotik, pfikladem VAN,
z bakteridlni bunky, kterd je usmrcena DAP, dochazi kuvolnéni pouze minimalniho mnoZstvi
bakterialnich toxin(, pfipadné jinych fragmentl do krevniho obéhu. DAP byl objeven v 80. letech, ale
registrovan byl az v roce 2003. FDA ho schvidlila zejména pro Iécbu komplikovanych infekci k(ize a
nitrobfisnich zanétd. [52] Mimo jiné je pouzivan pti lécbé UTI zplsobenych VRE. Z diivodu nedostatku
klinickych informaci ohledné vyuziti DAP k terapii enterokokovych infekci, nejsou dle Evropské komise
pro testovani antimikrobidlni citlivosti (EUCAST, European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) uvedeny hodnoty breakpointl pro DAP. LIN, TIG a DAP jsou vétsSinou vyuZivany jako Iéky druhé

volby, zejména po predchozi [éCbé VAN. Rezistence u E. faecalis, E. faecium a Staphylococcus aureus
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(S. aureus) na DAP je pravdépodobné spojena s prizplisobenim se na vnitfni rovnovahu bunécné

membrany a s membranovym fosfolipidovym metabolismem. [54]
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Obr. 9 Chemicka struktura daptomycinu.

Vytvoreno v programu ChemDraw.

3.3.2 Kombinovana lécba antibiotiky se zaméfenim na infekce vyvolané bakteriemi

skupiny ESKAPE

PouZiti antibiotik v kombinaci v ramci Ié¢by ma v dnesni dobé slibny potencial. Kombinacni terapie
se vyuZiva predevsim u velmi zavaZnych infekénich onemocnéni, kde monoterapie Casto selhava,
zejména pfi dlouhodobém uZivani. Divodem poufZiti dvou a vice antibiotik v cilené kombinaci je
predevsim jejich synergni Ucinek a nasledné zlepseni klinickych vysledkd z dlivodu rozsifeni a pokryti
vétsiho spektra ucinku. Druhym dlavodem je predchazeni vzniku rezistence vacéi lékam.
Pravdépodobnost, Ze dojde ke vzniku rezistence patogenu proti kombinované 1écbé, je ve srovnani
s jednim Iékem mnohem mensi. MozZnosti, jak 1éCit infekce zplsobené odolnymi bakteriemi, ubyvaji.
Proto vyuZiti kombinaéniho u&inku antibiotik vyrazné roziifuje moZnosti terapie. Casto pomoci
synergni kombinace |é¢iv dochazi k obnoveni Ucinnosti antibiotik, ktera by v rdmci monoterapie jiz
neobstala z divodu vzniklé rezistence. [55] Mimo jiné pouziti kombinacni terapie umoznuje i snizeni
toxicity z dlvodu aplikace nizsi davky jednotlivého léciva v kombinaci nez pfi podavani vyssi
terapeutické latky v rdmci monoterapie. [56] Antibiotika v kombinaci mohou vykazovat pfi vzajemném
plsobeni jak synergni, tak antagonistickou aktivitu. Proto je Zadouci hodnotit aktivitu i toxicitu dané
kombinace jak v preklinickych, tak v klinickych studiich. [55] Pfikladem je kombinace VAN a piperacilin-
tazobaktamu, ktera se bézné poddva pacientlim v nemocnicich. Bylo zjisténo, Ze tato antibiotika

v kombinaci pfispivaji k akutnimu selhani ledvin vice nez v porovnani s monoterapii jednotlivymi léCivy.
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ESKAPE patogeny obecné patfi mezi agens, které rychle ziskavaji rezistenci k jednomu nebo obéma
antibiotikim pouzivanym v kombinaci, proto je nutné setrvat i nadale ve vyzkumu novych moznosti.

(57]

Existuji také latky, tzv. adjuvans i pferusovace rezistence (z anglického slova ,resistence breakers”),
které v kombinaci s antibiotiky vytvofi z nedcinného |éku uUcCinny. Samy o sobé& nemaji Zadny
terapeuticky ucinek, ale dokazou inhibovat efluxni pumpy, zménit fyziologické vlastnosti rezistentnich
bunék a usnadnit prostup antibiotika skrz bakteridlni membranu. Pfikladem takové latky je inhibitor B-
laktamazy vaborbaktam, ktery se pouZiva pro obnoveni G¢inku meropenemu. [57] Dal$i moZnosti
mZe byt kombinace uritych antibiotik s ,,quorum quenching“* molekulami, vedouci k potenciaci lé¢by
infekénich onemocnéni asociovanych s tvorbou biofilmu, kdy dochazi k zastaveni tvorby biofilmu a
v nékterych pfipadech i zni¢eni perzistentnich bunék. Mezi dal$i moZnosti, jak se vyporadat s infekcemi
zpUsobenymi rezistentnimi patogeny patfi vyuZziti bakteriofagl, antimikrobialnich peptidl, nanocastic

nebo fotodynamické svételné terapie. [59, 60]

3.3.2.1 Vybrané kombinace antibiotik v terapii infekci vyvolanych bakteriemi skupiny
ESKAPE

DAP a ceftarolin. U této kombinace byly prokazany vynikajici synergni ucinky in vitro vici VRE.

Ceftarolin je novéjsi B-laktamové antibiotikum, které v kombinaci s DAP zvySuje vazbu DAP na

bunécnou membranu. Navic, ceftarolin senzitizuje patogeny vici peptidu katelicidinu, jeZ se podili na

obranyschopnosti ¢lovéka pti bakterialni infekci. Jako u jednoho z mala B-laktamovych antibiotik byl u

ceftarolinu prokazan uUcinek proti E. faecalis a zaroven synergni aktivita s DAP proti MRSA. [58, 59]

VAN a B-laktamova antibiotika. Jedna se o ucinnou pouZivanou kombinacni terapii pti infekcich
vyvolanych MRSA. In vitro studie navic prokdzaly synergii této kombinace antibiotik i proti VRSA.
Ackoliv neni presny synergni mechanismus této kombinace zcela objasnén, existuje nékolik teorii, které
popisuji mozné mechanismy synergie. B-laktamova antibiotika prostfednictvim vazby na penicilin-
vazajici proteiny (PBP, Penicillin-Binding Proteins) bakterie inhibuji biosyntézu peptidoglykanu. Pfi
kombinaci s VAN bylo pozorovano ztencéeni bunééné membrany S. aureus, tim padem muze VAN lépe
prochazet skrz membranu a zvysSuji se tak Sance na inhibici cilového mista syntézy. VAN se vazZe na
volné konce peptidového retézce membrany a zamezuje jejich spojovani. Mimo jiné B-laktamy mohou

za morfologické zmény na povrchu S. aureus, ¢imz zvysuji moznosti VAN se specificky navazat. [63, 64]

2 Quorum sensing” je oznaceni pro zplsob komunikace bakterii v biofilmovych spolecenstvich. ,Quorum quenching” je
oznaceni pro enzymatickou degradaci molekul, které se podili na ,,quorum sensing”“. [58]
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Dalfopristin a quinupristin. Jsou to antibiotika ze skupiny streptogramin(, uc¢inna a vyuzivana
v praxi v kombinaéni terapii infekci vyvolanych kmeny MRSA a u téZzkych infekci vyvolanych VREfm.
Mechanismus synergniho pUsobeni je zaloZen na inhibici syntézy proteinl vazbou na 50S ribozomalni
podjednotku bakterie, coZz vede kvelmi silné baktericidni aktivité. Dalfopristin vytvofi vazbu
s ribozomem a zamezi prodluZovani peptidového fetézce, ¢imz zablokuje pocatecni fazi syntézy.
Naproti tomu quinupristin pUsobi az v pozdéjsi fazi proteosyntézy a uvolfiuje nelplné peptidové
fetézce. Quinupristin a dalfopristin se podavaji ve fixni kombinaci v poméru 30 : 70 (150 mg/350 mg).

(65]

Ceftazidim a avibaktam je kombinace indikovana k Ié¢bé komplikovanych nitrobFisnich infekcia UTI
s baktericidnim uc¢inkem. Nékteré cefalosporiny treti a ¢tvrté generace jsou extenzivné hydrolyzovany
B-laktamazami (ESBL, Extended Spectrum B-lactamases). U ceftazidimu tomu tak neni, coZ z néj Cini
lepsi volbu pro terapii téchto infekci. Avibaktam je non-B-laktamovy inhibitor B-laktamdz, jez mize
inaktivovat nékteré B-laktamazy a ochranit tak ceftazidim pred degradaci. Ceftazidim tak mize pUsobit
na Sirsi spektrum kment produkujicich ESBL. Tato kombinace patii mezi prvni kombinace cefalosporinu

a inhibitoru B-laktamaz s aktivitou proti karbapenemazam. [66]

Ve

3.4 Hodnoceni citlivosti bakterii na antibakterialni léciva

Stanoveni citlivosti bakterii viéi antibiotikim je nedilnou soucasti pracovni naplné
mikrobiologickych laboratofi. Cilem testovani citlivosti je zajistit €k volby pro konkrétni infekci, aby se
zamezilo pouZiti a zbytecnému plytvani antibiotiky, kterd nemusi byt pti dané infekci Gcinna. Je také
mozné odhalit Iékovou rezistenci u bézné se vyskytujicich patogend. Existuje mnoho metod, kterymi
Ize stanovit antimikrobialni citlivost (AST, Antimicrobial Susceptibility Testing). [67] Mezi béiné
pouzivané metody, které radime mezi fenotypové, patti diskovd difuzni metoda, bujonova dilu¢ni
metoda, E-test a MALDI-TOF MS. Co se tyce stanoveni citlivosti jednotlivych bakterii jsou tyto metody
velmi presné, ale Casto zdlouhavé a relativné drahé, s vyjimkou metody MALDI-TOF MS, kterd proces
stanoveni citlivosti urychluje. Cilené podané antibiotikum ale mizZe vyrazné omezit vznik a Sifeni AMR.
Vétsina téchto metod v ramci nékolika let prosla riznymi proménami a fada z nich uZ je dnes alespon
Castecné automatizovand. Dalsi relativné novéjsi skupinou metod pro AST jsou metody zaloZeny na
genotypizaci danych bakterii, kam patii napriklad metoda polymerazové fetézové reakce, znama také

pod zkratkou PCR. [68]
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3.4.1 Interpretace vysledki testi citlivosti

Pfed samotnym klinickym pouzitim antibakterialni Iatky je nutné urcit parametry, které by mély
odlisit citlivé kmeny od rezistentnich. K témto Ucelim slouZi tzv. klinické breakpointy. Jedna se o udaje
vyjadfujici hrani¢ni hodnotu parametru, ktera definuje, zda je bakterie povazovana za rezistentni Ci
citlivou vici testované antimikrobni latce. [69] Tyto parametry jsou mimo jiné zavislé i na farmakologii
samotného léciva, tj. na farmakokinetickém chovani a biologické dostupnosti nez pouze na samotné
antimikrobidlni aktivité. Z hlediska interpretace vysledk( testl citlivosti Ize hodnoty breakpointt
rozdélit do tfi zakladnich kategorii. Prvni kategorie oznacuje bakterie jako citlivé (oznaceni C), cozZ
znamen3, Ze je mozné pacienta lécit béznymi davkami daného antibiotika dle doporuceni. Druha
intermediarni (intermediarné-rezistentni, oznaceni ) kategorie zahrnuje takové mikroorganismy, u
kterych pti bézné podané ddavce léciva mize dojit k nizsi odezvé nez u citlivych izolatl. Proto svoje
vyuZiti maji zejména na mistech v téle (napriklad pfi infekcich), kde muiZe byt dosaZena zvysSena
koncentrace antibiotika. [70] V roce 2019 organizace EUCAST provedla nékolik zmén v definicich u
téchto kategorii, zejména pak u kategorie druhé. S upravenym nazvem ,citlivd — zvySena expozice” se
tyka takovych léciv, které lze klécbé infekci vyvolanych testovanymi patogeny vyuZit, ale jen za
podminek vyssi davky pripravku. [71] U posledni, rezistentni kategorie (oznaceni R) se pfi klasickém
davkovacim schématu neprojevi dostatecné efektivni Ucinek |éc¢iva, tim padem I|écba timto

antibiotikem s velkou pravdépodobnosti nebude Uspésna. [70]

Breakpointy se mohou meénit v souvislosti s novym vyzkumem a kazdd organizace ma tyto
parametry trochu odlisné. Jiz zminény EUCAST shromazduje a pravidelné aktualizuje interpretacni
tabulky s hodnotami breakpoint(, jeZz posléze zverejiiuje na svych webovych strankach, které jsou
volné pfistupné pro kazdého. Nékteré doporucené breakpointy s ¢iselnymi hodnotami pro hranic¢ni
hodnoty MIC od organizace EUCAST jsou vyssi neZ ty od organizace Institutu pro klinické a laboratorni
standardy (CLSI, The Clinical and Laboratory Standards Institute), které jsou kompletné zptistupnény

pouze za ¢lenské prispévky. [67]

Dalsim hodnoticim kritériem jsou tzv. epidemiologické cut-off hodnoty (ECOFF, Epidemiological-Cut
Off), které publikuje EUCAST. Tyto parametry zaznamenavaji hranic¢ni citlivost pro odliseni kmenu se
ziskanou rezistenci od kmene divokého typu (z anglického vyrazu ,wild type“). Nejedna se tedy o Udaje,

které by mély slouzit k rozhodovani o vhodnosti terapie. [69]

3.4.2 Diskova difuzni metoda

Jednd se o jednu z nejrozsifenéjsSich a nejpouzivanéjSich metod pro AST v mikrobiologickych
laboratotich. Vyuziva se u ni papirovych disk(, které jsou napustény urcitou koncentraci antibiotik.

Antibiotikum se postupné uvolnuje a difunduje do agarové pudy, jez je naockovana bakteridlni
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suspenzi upravenou na hodnotu odpovidajici 0,5 stupné dle McFarlanda (odpovida pfiblizné 1,5 x 10®
CFU/ml). V misté, kde je dostate¢na koncentrace pritomného difundovaného antibiotika v gelu, ktera
staci k potlaceni rlistu patogenu, se vytvofi zéna inhibice ristu. Po inkubaci se zaznamenava pramér
inhibi¢ni zény, ktery je umérny citlivosti patogenu k jednotlivému antibiotiku. EUCAST pro tuto metodu
doporucuje kultivaéni médium Mueller-Hinton agar (MHA). Samotna inkubace probiha v ramci 16—-20
hodin pfi teploté 35 °C. Diskova difuzni metoda je standardizovana a fadi se mezi kvalitativni testy, coz
znamena, Ze se nejednd o méreni stupné citlivosti. Ziskané hodnoty se porovndvaji s tabulkovymi
hodnotami breakpointll pro jednotlivé kategorie, dostupnych na webovych strankach organizaci
EUCAST a CLSI. Je zde k dohledani rozmezi primérd inhibi¢nich zén pro urceni kategorie citlivosti
mikrobd. Test je velmi presny, poskytuje spolehlivé vysledky a umoZnuje jednoduché provedeni.
Z ekonomického hlediska se jedna o méné nakladnou metodu s moznosti screeningu i na celou tfidu
antibiotik. Nevyhodou muze byt pomalejsi ziskavani vysledkd, coZz by mohlo mit negativni dopad na

pacienta, jelikoZ je Zadouci zahdjit Ié¢bu co nejrychleji. [72]

inhibi¢ni zéna

disk s antibiotikem

narust bakterie

Obr. 10 Schéma diskové difuzni metody.

V misté, kde je potladen rdst bakterie dochazi k vytvoreni inhibi¢ni zény (bilda mista), jejiz primér je méfen pomoci pravitka
v mm. Namérené hodnoty se nasledné porovnavaji s tabulkovymi interpretacnimi hodnotami organizaci EUCAST ¢i CLSI.

Zdroj: autor schématu Nina Netikova
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3.4.3 E-test

E-test je zvelké ¢asti svym principem podobny diskové difuzni metodé. Vyuziva se zde misto
antibiotického disku specidlni prouzek se stupnici, ktery ma v sobé napusténou urcitou koncentraci
daného antibiotika. Metoda se pouZiva pro stanoveni MIC. U této metody dojde k vytvoreni zény
inhibice rlstu ve tvaru kapky a v jejim uzsim misté, kde zdéna protina stupnici prouzku, se odecita MIC.
Dale dochazi k porovnani namérenych hodnot s tabulkovymi interpretaénimi hodnotami organizace
EUCAST ¢i CLSI, jako u predchozi metody. | tento test je nendrocny na provedeni, ovsem nejedna se o
standardizovanou metodu. MUzZe proto dochazet k odchylkam u vysledk( ziskanych timto pfistupem

v porovnani s vysledky dosazenymi standardizovanymi postupy. [72]

testovaci prouzek

inhibicni zéna

narust bakterie

misto odectu MIC

Obr. 11 Schématické zobrazeni E-testu.

Schéma predstavuje bakterialni kmen (narGst bakterie definuje svétle modry prostor), vici kterému je testovana citlivost
antibiotika pomoci testovaciho prouzku. Jakmile dojde vlivem antibiotika k zastavé rlstu patogen(, vytvori se do agaru
inhibi¢ni zéna (bilé misto). V misté prolnuti kraje inhibi¢ni zény a samotného prouzku Ize odecist hodnotu MIC.

Zdroj: autor schématu Nina Netikova
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3.4.4 Makrodilu¢ni a mikrodilucni technika
Jednou z vlibec prvnich metod pro AST je bujénova diluéni technika. Zakladem je ptiprava dvojkové
fedici rfady antibiotik v rlstovém bujonu, kterd se nasledné aplikuje do zkumavek v pfipadé

makrodiluéni metody a do jamek v pfipadé metody mikrodiluéni. Po inkubaci se hodnoti okem viditelny

evvs

evyvrs

koncentraci antibiotika, ktera jiz vede k baktericidnimu efektu. Hodnota MBC muZze byt stejna nebo

vy$si nez hodnota MIC, ale neni nizsi. [72]

Makrodiluéni technika je starsi metoda, pro niz je typicka delsi pfiprava roztokl antibiotik a vétsi
spotfeba materidlu, a stim spojené i vétsi riziko chyb pripravé. Vice se dnes uplatiuje technika
mikrodiluéni, kde se vyuZzivaji 96jamkové mikrotitracni destic¢ky, které umoziuji testovani citlivosti
mikroba aZ proti dvanacti antibiotickym [éciviim. Tento postup je ¢asové Uspornéjsi nez makrodiluéni
technika, a navic je tato metoda standardizovana pro vétsSinu narocnych patogend. [72] Pro ty
narocnéjsi bakterie (napfiklad Haemophilus influenzae, Listeria monocytogenes, Streptococcus
pneumoniae a dalsi). EUCAST doporucuje misto klasického MHB pouzit tento bujon s
pridavkem defibrinované koriské krve a B-NAD (B-nikotinamidadenindinukleotid). Jak jiZz bylo zminéno

vyse, vysledky Ize hodnotit pouhym okem nebo pomoci spektrofotometrické detekce. [73]
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koncentracni gradient antibiotika |

4 5 6 7 8 9 10 11112

bez nartstu narst

PK pozitivni kontrola

MIC  minimalini inhibigni koncentrace

Obr. 12 Schéma mikrotitracni desticky pro stanoveni minimalni inhibicni koncentrace mikrodiluéni bujénovou technikou.
[74] — upraveno

3.4.5 Hodnoceni aktivity antimikrobidlnich latek v kombinacich

K hodnoceni potencidlniho synergniho plsobeni antimikrobialnich latek se vyuZiva fada metod,
mezi které spadaji nejcastéji vyuzivané ,time-kill”“ testy a ,checkerboard” eseje. Nelze s jistotou fict,
kterd metoda poskytuje nejpresnéjsi vysledky nebo ktera je nejspolehlivéjsi. V pfipadé testovani
kombinace dvou a vice latek jsou metody modifikovany tak, aby doslo k poZzadovanym vysledkim.
Zavérem kazdého testu je zhodnoceni synergni, aditivni, indiferentni ¢i antagonistické ucinnosti
kombinace testovanych latek. Antagonismus nastavd, paklize vysledny efekt dvou ¢i vice latek v
kombinaci je niZsi nez samotna aktivita jednotlivych antibiotik. Tato kombinace je poté pro klinické
vyuZiti nevhodnd. Indiferentni plsobeni znamend, Ze se testované latky v kombinaci vzdjemné
neovliviiuji. Pokud ucinek kombinace latek odpovida prostému soucétu ucinkl jedné testované latky
s plsobenim latky druhé, mize se Ucéinek vyhodnotit jako aditivni. Zadvérem synergie, kterd nastava
v pfipadé, kdy je jedno antibiotikum potencovano druhym ¢i naopak. Vysledny efekt je tedy vétsi nez

soucet ucinkl jednotlivych testovanych latek. [75]
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Pro zjistovani synergie lze vyuZit i metody zalozené na difdzi, konkrétné jiz dfive zminény E-test, u
kterého se vtomto pripadé vyuzivaji dva prouzky napusténé kazdy jinym antibiotikem. Jednotlivé
prouzky se na agar umisti kolmo na sebe. Jiny zplsob spociva v pouZiti nejprve jednoho prouzku, ktery
po urcité ¢asové dobé se odebere a nahradi se prouzkem s druhym antibiotikem a vyhodnoti se jejich
vzajemné kombinacni pUsobeni pomoci frakéniho inhibiéniho indexu (FIC, Fractional Inhibitory
Concentration), jak bude popsano dale. Dalsi moznosti, jak testovat plsobeni kombinace latek, je
je stanoveni krivky usmrceni bakterii v zavislosti na ¢ase Cili toto stanoveni dokaZe zhodnotit i Casovy
prubéh viability bakterii pod vlivem antimikrobni latky. Nejprve je treba zjistit MIC pro kazdou latku
samotnou a nasledné i pro jejich kombinace. Vzorky jsou odebirany pravidelné v ¢asovych intervalech
ke kultivaci. Nejpouzivanégjsi postup pro stanoveni potencialni synergie Iatek je tzv. checkerboard
metoda. Jedna se modifikovanou mikrodiluéni bujonovou metodu, kterd poskytuje testovani dvou
antibiotik fedénych dvojkovou fedici fadou. Ke stanoveni se vyuZiva 96jamkova mikrotitracni desticka,
do niZ se jedna testovana latka v rlznych koncentracich pipetuje po fadcich a druha latka v rGznych
koncentracich je pipetovana po sloupcich. Dojde tak k vytvoreni riznych koncentraénich kombinaci v
urcitém koncentracnim rozmezi testovanych latek. Vysledky se hodnoti pomoci FIC indexu. Dosazené
hodnoty FIC indexU jsou pak porovnavany s hodnoticimi kritérii. Synergnimu plsobeni latek odpovida
hodnota FIC indexu méné nebo rovno 0,5, naopak pro antagonismus je pak parametr FIC indexu roven
nebo vétsi nez 4,0 (viz. Tab. 1). Touto metodou lze urcit i vzajemné plsobeni latek, které nejsou
dostupné ve formé prouzk(, jako jsou tfeba u E-test(, avsak jedna se o metodu naro¢nou na cas a

zrucnost. [76]

FIC =

MIC, T MIC,

= FIC, + FICy

Obr. 13 Vzorec pro vypocet hodnoty indexu frakéni inhibi¢ni koncentrace. [77]
Legenda: MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace, FIC — frakéni inhibiéni koncentrace; A (B) — hodnoty MIC slouceniny A (B)

v kombinaci se slouc¢eninou B (A); MICa (MICs) — hodnoty MIC pro samotné testované latky A (B); FICa (FICs) — index frakcni
inhibic¢ni koncentrace latky A (B).
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Tab. 1 Hodnotici kritéria pro vzdjemné plsobeni latek na zakladé indexu frakéni inhibi¢ni koncentrace. [78] — upraveno

Zavérem se stanovi, zda na sebe testované latky vzajemné pUsobi synergné, aditivné, indiferenéné ¢i antagonisticky.

synergie <0,5
aditivita 0,5-1,0

indiference 1-4,0

antagonismus >4,0
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4 Experimentalni cast

4.1 Pouzity material

Pomticky:

e Automatické pipety (Fisher Scientific s.r.o0.)

e Sterilni zkumavky (Gamedium spol. s.r.0.)

e Stojanky na zkumavky (Gamedium spol. s.r.o0.)
e Sterilni Spicky (Fisher Scientific s.r.o.)

e Jednordazové ockovaci klicky (Gamedium spol. s.r.o.)

Zkumavky Eppendorf (Gamedium spol. s.r.o.)
Ptistroje:

e Termostat Binder WTB (Fisher Scientific s.r.o0.)

e Laminarni box Esco Class Il type A2 (Dynex Ceskd republika)

Vortex MS2 Minishaker IKA (P-LAB a.s.)

Denzitometr DEN-18 McFarland Densitometer Biosan (P-LAB a.s.)

Multidetekéni reader Synergy HTX, BioTek, USA

Chemikalie a média:

e Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich spol. s.r.o.)
e Metabolicky indikator barvivo AlamarBlue (Sigma-Aldrich spol. s.r.0.)

e  Mueller-Hinton bujon (Sigma-Aldrich spol. s.r.0.)

Bakteridlni kmeny pouZité pro testovani:

Tab. 2 Seznam bakterialnich kmend.

Legenda: ATCC — American Type Cultures Collection (kddové oznadeni pro kmen pochazejici ze shirky neziskové organizace
ATCC)

Puvod
klinicky izolat z moci Enterococcus faecium
sbirkovy kmen (ATCC 29212) Enterococcus faecalis
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Seznam antibakterialnich léciv:

daptomycin tigecyklin vankomycin linezolid
antibiotikum
(DAP) (TIG) (VAN) (LIN)

4.2 Stanoveni minimalni inhibicni koncentrace

V prvni fadé bylo tfeba u zvolenych antibiotik stanovit MIC u dvou kmenU — E. faecalis (ATCC 29212)
a E. faecium (klinicky izolat). Navazenych 5 mg kazdé latky bylo rozpusténo v 500 ul dimethylsulfoxidu
(DMSO). Vznikla koncentrace zasobnich roztokd &inila 10 000 mg/L. Redénim byl pfipraven roztok DAP
a TIG o koncentraci 800 mg/L. V pfipadé VAN a LIN se jednalo o koncentraci 3200 mg/L. Nasledovalo
dvojkové fedéni ve zkumavkach, tj. bylo pfetahovano 50 pl roztoku do 50 pl DMSO. Nasledné vidy
vznikla koncentrace o polovinu mensi. Pro DAP a TIG vznikla koncentraéni fada 800-400-200-100-50-
25-12,5-6,25-3,125-1,56 (mg/L) (viz. Obr. 14), u VAN a LIN koncentra¢ni fada v rozmezi od 3200 mg/L
do 6,25 mg/L.

50 pl 50 pl 50 l 50 pl 50 l

800 mg/L 400 mg/L 200 mg/L 100 mg/L 50 mg/L

~h T A T ek T A

50 ul 50 pl 50 pl 50 pl

25 mg/L 12,5 mg/L 6,25 mg/L 3,125 mg/L 1,562 mg/L

Obr. 14 Schéma fedéni vybranych antibiotik daptomycinu a tigecyklinu v DMSO.

Dale byla antibiotika pfevedena do MHB. Pro kontrolu kvality tohoto kultivacniho média se zasobni
lahev nechavala pres noc v boxu, aby se potvrdila jeho nezdvadnost (zakal by znacil kontaminaci).
Z kazdé Eppendorf tuby se pipetovalo 20 ul roztoku testované latky do 1980 pl kultivaéniho media, coz
a TIG byly 8-4-2-1-0,5-0,25-0,125-0,0625-0,03125-0,0156 (mg/L). U VAN a LIN 32-16-8-4-2-1-0,5-0,25-

0,125-0,0625 (mg/l). Finalni koncentrace DMSO v kazdém roztoku tak ¢inila 1 %. Jedna se o dostate¢né
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nizkou koncentraci, aby nedochdzelo k negativnimu ovliviiovani bakterie. Nasledné byly pfipraveny
suspenze bakteridlnich kmen( v MHB s optickou denzitou (OD) 0,5 McFarland. Ty byly dale fedény v
pomeéru 1: 10 pomoci MHB. Inkubace probihala po dobu 24 az 48 hodin v inkubdatoru pfi teploté 37 °C.
Po inkubaci probéhlo méreni pomoci multidetekéniho readeru pfi vinové délce 530 nm. Kontrola ristu
v jamkdach byla provedena i pouhym okem, ale s ohledem na to, Ze byly vyuzity desticky s plochym

dnem, za smérodatné byly povazovany udaje z multidetekéniho readeru.

4.3 Metodicky postup pro studium antibakterialni aktivity dvou

antibiotik v kombinaci in vitro

Dle vysledkd MIC se pfipravila rfada Sesti koncentraci vybranych antibiotik, které se navzdjem
kombinovaly. Kvili svému mechanismu Gcinku byl stéZejni DAP, ktery byl dan do kombinaci s kazdym
antibiotikem. Pro testovani aktivity vi¢i kmenu ATCC (American Type Cultures Collection, kodové
oznaceni pro kmen pochazejici ze sbirky organizace ATCC) byl fedénim a prevedenim do MBH
ptipraven roztok DAP, TIG, VAN s pozadovanou nejvyssi koncentraci odpovidajici 16 mg/L. V pfipadé
LIN byl pfipraven fedénim roztok o nejvyssi koncentraci 4 mg/L. U klinického izolatu pro DAP a TIG se
jednalo o koncentrace 16 mg/L a pro LIN a VAN 128 mg/L. Ve vysledku tedy cilové koncentrace jednoho
antibiotického |éciva v dané jamce odpovidaly vidy polovi¢ni koncentraci pipetovaného roztoku.
Celkovy objem v jamce mikrotitracni desticky byl 200 pl (pomér 1 : 1 danych antibiotik), tj. bylo
pipetovano 100 pl jednoho antibiotika v kombinaci se 100 pl druhého antibiotika. Byly zde zarazeny
pozitivni kontroly, které obsahovaly bujon s testovanym kmenem (antibiotiky neexponované bakterie).
Dale bylo pipetovano do kazdé jamky po 10 ul bakterialni suspenze (pfipravené dle postupu uvedeném
vyse, kapitola 4.2). Expozice kmene ATCC byla hodnocena po 24 i 48 hodinach inkubace, u klinického
izolatu pouze po 24hodinové inkubaci s naslednou detekci Alamar Blue (AB). U vSech kombinaci byla
pozornost vénovana predevsim podhrani¢nim liniim MIC, které urcuji hodnotu MIC jednotlivych
antibiotickych |éciv. Testovani antienterokokového ucinku vybranych antibiotik bylo provadéno

v rezimu 6x6, tj. celkem bylo studovano pro jednotlivé kombinace 36 riznych koncentracnich poméru.

Statistické hodnoceni se u studie vzajemného kombinacniho Uc¢inku antimikrobidlnich latek

neprovadi.
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Obr. 15 Schéma mikrotitracni desticky s kombinaci antibiotik, daptomycinu, tigecyklinu a vankomycinu pro testovani
antibakterialni aktivity vi¢i kmenu Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Volené antibiotikum bylo pipetovéno po 100 ul na jamku. Daptomycin byl pipetovan od nejvyssi koncentrace v ramci sloupcd,
tigecyklin a vankomycin v sestupné koncentraci v ramci fadka. V predposlednim a poslednim radku byla pipetovdna samotna
antibiotika a pozitivni kontrola (bakterie v médiu neexponované antibiotiky). Cisla vjednotlivych jamkach oznacuiji
pipetovanou koncentraci v mg/L daného antibiotika.
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Obr. 16 Schéma mikrotitracni desti¢ky s kombinaci antibiotik, daptomycinu a linezolidu pro testovani antibakterialni aktivity
vUci kmenu Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Volené antibiotikum bylo pipetovano po 100 pul na jamku. Daptomycin byl pipetovan od nejvyssi koncentrace v rdmci sloupct,
linezolid v sestupné koncentraci v ramci fadkd. V predposlednim a poslednim Fadku byla pipetovana samotna antibiotika a
pozitivni kontrola (bakterie v médiu neexponované antibiotiky). Cisla v jednotlivych jamkach oznacuji pipetovanou
koncentraci v mg/L daného antibiotika.
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Obr. 17 Schéma mikrotitracni desticky s kombinaci antibiotik, daptomycinu, tigecyklinu a vankomycinu pro testovani
antibakterialni aktivity vici klinickému izolatu bakterie Enterococcus faecium.

Volené antibiotikum bylo pipetovéno po 100 ul na jamku. Daptomycin byl pipetovan od nejvyssi koncentrace v ramci sloupcd,
tigecyklin a vankomycin v sestupné koncentraci v ramci fadka. V predposlednim a poslednim radku byla pipetovdna samotna
antibiotika a pozitivni kontrola (bakterie v médiu neexponované antibiotiky). Cisla vjednotlivych jamkach oznacuiji
pipetovanou koncentraci v mg/L daného antibiotika.
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Obr. 18 Schéma mikrotitracni desticky s kombinaci antibiotik, daptomycinu a linezolidu pro testovani antibakteridlni aktivity
vUci klinickému izolatu bakterie Enterococcus faecium.

Volené antibiotikum bylo pipetovano po 100 pul na jamku. Daptomycin byl pipetovan od nejvyssi koncentrace v rdmci sloupct,
linezolid v sestupné koncentraci v ramci fadkd. V predposlednim a poslednim Fadku byla pipetovana samotna antibiotika a
pozitivni kontrola (bakterie v médiu neexponované antibiotiky). Cisla v jednotlivych jamkach oznacuji pipetovanou
koncentraci v mg/L daného antibiotika.
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4.3.1 Hodnoceni metabolické aktivity bakterii pomoci metabolického indikatoru

Alamar Blue
Hodnoceni metabolické aktivity bakterii, klinického izolatu E. faecium, exponovanych antibiotiky
v kombinaci bylo provedeno pomociindikatoru AB. Zakladni sloZzkou je modfe zbarvena nefluoreskujici
latka zvana resazurin. Barvivo funguje jako elektronovy akceptor. Po pfijeti elektron( dojde ke zméné
barviva z oxidovaného, nefluorescencniho stavu na redukovany, fluorescencni stav (viz. Obr. 19). Tuto

barevnou odliSnou zménu lze poté snadno hodnotit pouhym okem. [79, 80]

V ramci nasich experimentl se pracovalo s 0,1% vodnym roztokem resazurinu s pfidavkem 5%
Tweenu 80 (neiontovy tenzid polysorbat 80). Do kazdé jamky mikrotitracni desticky s klinickym
izolatem E. faecium bylo pipetovano vidy po 20 pl roztoku AB. Poté probihala inkubace po dobu 35
minut v inkubatoru pfi teploté 37 °C. Stanoveni metabolické aktivity pomoci AB |ze hodnotit nékolika
zpUsoby. Prvni moznosti je jiz zminénd vizualni kontrola, kdy je po inkubaci pozorovano zbarveni
obsahu dané jamky. RlZové zbarveni signalizuje redukci barviva vlivem pfitomnosti metabolicky
aktivnich bakterii v jamce. Modré zbarveni jamek znamena absenci redukce barviva, tudiz zde nejsou
pfitomny metabolicky aktivni bakterie. Barevné zmény je mozné detekovat i fluorimetricky pfi vinové

délce 560/590 nm (excitace/emise) nebo spektrofotometricky p¥i vinové délce 570 nm.

oe o) (o} o o o
—_—
T N
O@
resazurin resoruﬁn

Obr. 19 Pfeména resazurinu na resorufin pomoci metabolicky aktivnich bunék.

Resazurin je modré nefluoreskujici barvivo, které je preménéno oxidac¢né-redukéni chemickou reakcei na riiZzovy fluorescencni
resorufin vlivem metabolicky aktivnich bunék.

Vytvoreno v programu ChemDraw.
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4.4 Vysledky

4.4.1 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace vybranych antibiotik vii¢i dvéma

vybranym kmentim bakterii rodu Enterococcus
V ramci pilotnich experiment( byly testovany rizné kombinace vybranych antibiotik (DAP, TIG, VAN,
LIN) vici dvéma antibakteridlnim kmenlm rodu Enterococcus (klinicky izolat E. faecium a kmen ATCC
29212 E. faecalis). V prvni fazi byla metodou mikrodilu¢ni bujénové techniky stanovena MIC vsech

vybranych antibiotik vGci vybranym kmentm enterokok.

Tab. 3 Urceni hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace pro vybrana antibiotika vici dvéma vybranym kmendm bakterie rodu
Enterococcus.

Odecet byl provadén vizudlné a rovnéz spektrofotometricky pfi vinové délce 530 nm.

MIC u druhti bakterie z rodu Enterococcus

vybrané doba
e e . Enterococcus faecalis  Enterococcus faecium
antibiotikum inkubace
(ATCC 29212) (klinicky izolat)
24 hod 8 mg/L 4 mg/L
DAP
48 hod 8 mg/L 8 mg/L
24 hod 2-4 mg/L 64 mg/L
LIN
48 hod 2-4 mg/L > 64 mg/L
24 hod 8 mg/L 64 mg/L
VAN
48 hod 8 mg/L 64 mg/L
24 hod 0,5 mg/L 8 mg/L
TIG
48 hod 1 mg/L >8mg/L

Legenda: DAP — daptomycin, LIN — linezolid, VAN — vankomycin, TIG — tigecyklin, ATCC — American Type Culture Collection
(kodové oznaceni pro kmen pochazejici ze sbirky neziskové organizace ATCC), MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace.

PFislusné hodnoty MIC byly vyuZity pro pfiblizné uréeni hodnot nejvyssich koncentraci antibiotik ve

studovanych kombinacich pro dany kmen.
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Tab. 4 Hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace stanovené mikrodiluéni bujénovou technikou, uvedené v podkladech
European Commitee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) pro referencni kmen Enterococcus faecalis ATCC 29212.
[81]

Dle doporuceni EUCAST se odecet provadi po 16—20hodinové inkubaci.

kmen/ATB DAP (mg/L) TIG (mg/L) VAN (mg/L) LIN (mg/L)
E. faecalis
neuvedeno 0,03-0,125 1-4 1-4
ATCC 29212

Legenda: ATB — antibiotikum, DAP — daptomycin, TIG — tigecyklin, VAN — vankomycin, LIN — linezolid, ATCC — American Type
Culture Collection (kédové oznaceni pro kmen pochazejici ze sbirky neziskové organizace ATCC). Hodnoty uvedeny
v jednotkach mg/L.

V ramci nasi metodiky bylo vyuZito metody mikrodilu¢ni bujonové techniky, ktera vychazela z
doporuceni EUCAST. V nasi metodice byly zafazeny mirné modifikace, napfiklad odecet po 24
hodinach. Jak je zjevné, po porovnani vysledkli v Tab. 3 a Tab. 4, ndmi stanovena hodnota MIC pro TIG
byla posunuta o dvé fedéni (posun o dvé jamky). Podobné tomu bylo u VAN. U LIN byla stanovena MIC

odpovidajici koncentra¢nimu rozmezi uvedenému v dokumentaci EUCAST.

4.4.2 Studium vlivu kombinace volenych antibiotik na antibakterialni aktivitu vuci

dvéma vybranym kmenim

4.4.2.1 Studium antibakterialni aktivity daptomycinu a tigecyklinu v kombinaci vici
Enterococcus faecalis ATCC 29212

Do desticky byl pipetovdn DAP a TIG o koncentracich dle schématu Obr. 15. Inkubace probihala po
dobu 24 a7 48 hodin. Po 24hodinové inkubaci MIC samotného TIG odpovidala koncentraci, MICric 2 0,5
mg/L. MICpap odpovidala koncentraci 16 mg/L (viz. Tab. 3). Pro hodnoceni vysledk(i pomoci , heat”
mapy se pracovalo MICric = 0,5 mg/L a MICpap = 16 mg/L (viz Graf. 1). Opticka denzita byla odectena po
24hodinové inkubaci pomoci multidetekéniho readeru pfi vinové délce 530 nm. V jamkach, kde byl
detekovan zakal (narlst bakteridlni masy) byla propoctena mira (procento) inhibice ve srovnani s
narlstem optické denzity pozitivni kontroly (jamky pozitivnich kontrol byly v kazdém experimentu

zafazeny v hexaplikdtu — viz Obr. 15, Obr. 16, Obr. 17, Obr. 18).
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TIG (mg/L)

N B~ 00

0,5
0,25

MIC orp)

llIllllllIllIlIIllIllIllIllIllIllIlllIllIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII.’IIIIIII MIC(TIG)

70,74588 68,80852 70,35841

0,25 0,5

1 2 4

8 16 DAP (mg/L)

Graf. 1 ,Heat” mapa. Grafické zndzornéni antibakterialni aktivity daptomycinu (DAP) a tigecyklinu (TIG) v kombinaci vici
bakterii Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Expozice bakteridlniho kmene probihala pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Ciselné hodnoty znazorfiuji procento inhibice
rdstu ve srovnani s pozitivni kontrolou (bakterie neexponované antibiotiky). Pferusovana ¢ara znazornuje hodnotu minimaini
inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro samotna antibiotika, MICpap = 16 mg/L a MICric = 0,5 mg/L. Pole bez Ciselnych hodnot
odpovidaji koncentracim, pti kterych nebyl zaznamenan bakterialni nardst.

Pro klasifikaci vzajemné interakce dvou antimikrobidlnich latek byl pouZit FIC index (viz. kapitola

3.4.5). FIC index byl hodnocen pouze u téch kombinaci, kde byla zaznamenana inhibice bakteridlniho

rdstu.

Tab. 5 Hodnoceni kombinovaného Gcinku latek daptomycinu a tigecyklinu vic¢i kmenu Enterococcus faecalis ATCC 29212
pomoci vypoctu indexu frakéni inhibicni koncentrace.

U¢inek byl hodnocen po 24hodinové inkubaci.

MIC (TIG : DAP) mg/L
0,5:0,5
05:1
0,5:2
0,25:4
0,25:0,25

SFIC = FIC (A) + FIC (B)
1,03125
1,0625
1,125
0,75
0,515625

Hodnoceni
indiference
indiference
indiference
aditivita
aditivita

Legenda: MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace, TIG —tigecyklin, DAP — daptomycin, FIC— frakéni inhibi¢ni koncentrace, MIC
(TIG : DAP) mg/L — pomér minimalni inhibi¢ni koncentrace tigecyklinu a daptomycinu vyjadfena v jednotkach mg/L.

Po 48hodinové inkubaci odpovidala MICrig koncentraci 1 mg/L a MICpap hodnoté 16 mg/L. Narlst

bakterialniho kmene byl zaznamenan v dalSich dvanacti jamkach (viz. Graf. 2).
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TIG (mg/L) MIC (pap)

B 1559961 14,36374 25,47433 Ruhibis R RTINS SRR VI
W 24,05554 21,92444 18,63093 JEEIAPEL! H
Il 24,24927 21,73071 26,96158 [RHIPEPLE! :
0,25 0,5 1 2 4 8 16 DAP (mg/L)

Graf. 2 ,Heat” mapa. Grafické znazornéni antibakterialni aktivity daptomycinu (DAP) a tigecyklinu (TIG) v kombinaci vici
bakterii Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Expozice bakteridlniho kmene probihala pfi teploté 37 °C po dobu 48 hodin. Ciselné hodnoty znazoriuji procento inhibice
rastu ve srovnani s pozitivni kontrolou. Nejtmavsi modra barva predstavuje nejmensi procento inhibice ristu daného
bakterialniho kmene az po nejsvétlejSi modrou barvu, kterd znazoriuje nejvétsim procentudlni inhibici bakteridlniho rdstu.
PferuSovana ¢éra znazorfiuje hodnotu minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro samotna antibiotika, MICpap = 16 mg/L a
MICric = 1 mg/L. Pole bez Ciselnych hodnot odpovidaji koncentracim, pfi kterych nebyl zaznamenan bakterialni nardst.

Jak je patrné z Graf. 1, kombinace TIG a DAP, v poméru cilovych koncentraci 0,25 : 4 (mg/L), u které
byla prokdzana aditivita, byla schopna po celkovych 48 hodinach inkubace udrZet miru aktivity
takovou, ktera zabranila bakterialnimu rlistu. Na zakladé zkuSenosti pracovisté z vyzkumu orientujiciho
se na studium novych kandidatnich antiinfektiv a jejich antimikrobni aktivity, lze s nejvétsi
pravdépodobnosti uvést, Ze vdané jamce doslo vlivem kombinace volenych antibiotik s danym
koncentracnim pomérem kcidni aktivité. Cidni aktivita je zaznamenadna tehdy, pokud nedochdzi
k posunu hodnoty MIC po prodlouZené inkubaci (tj. neni rozdil hodnot MIC odecteného po 24 a 48
hodinach), pfipadné muiZe dochazet k posunu jen o jednu jamku (o jedno fedéni vyse). Hodnota

poméru koncentraci antibiotik v kombinaci pak odpovida hodnoté MBC.

U ostatnich kombinaci, u kterych byla vyhodnocena po 24hodinové inkubaci indiferentni interakce
(viz. Tab. 5) k udrzeni vyrazné aktivity, bez detekce narlstu pouhym okem, jiz nedoslo. DAP je
deklarovan jako baktericidni antibiotikum. U tohoto antibiotika nebyl po prodlouzené inkubaci
zaznamenan posun v hodnoté MIC. U TIG je deklarovan bakteriostaticky uc¢inek na stafylokoky. V

nasem pripadé doslo po prodlouzené inkubaci k posunu MIC z hodnoty 0,5 mg/L na hodnotu 1 mg/L.
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4.4.2.2 Studium antibakteridlni aktivity daptomycinu a linezolidu v kombinaci vici
Enterococcus faecalis ATCC 29212

Dle schématu Obr. 16 byl v rznych koncentracich do mikrotitraéni desticky pipetovan DAP a LIN.

Inkubace probihala opét po dobu 24 aZ 48 hodin. Po prvnich 24 hodinach MIC samotného LIN byla

MICun = 2-4 mg/L, pro MICpar odpovidala hodnota koncentraci 8 mg/L (viz. Tab. 3). Pro hodnoceni

vysledku ,heat” mapy se v pripadé LIN pracovalo s koncentraci 2 mg/L (viz. Graf. 3). V tomto pfipadé

vysla hodnota MICyn =2 mg/La MICpap = 8 mg/L. Vysledky vzajemné interakce DAP a LIN po 24hodinové

inkubaci jsou zndzornény v Tab. 6.

LIN (mg/L) MIC (oap)
1 149,30789 48,93378 57,16423 68,94875
(W 26,48709 27,60943 22,18481 25,73887 PEISRENNARS
(Wil 14,51553 17,69547 9,277965 7,407407 [27,79648
(sbll 14,51553 12,0838 16,01197 10,77441 20,68837
(Pl 12,83202 8,716798 14,32847 22,55892 RIS
0,25 0,5 1 2 4 8 DAP (mg/L)

Graf. 3 ,Heat” mapa. Grafické znazornéni antibakteridlni aktivity daptomycinu (DAP) a linezolidu (LIN) v kombinaci vGci
bakterii Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Expozice bakteridlniho kmene probihala pti teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Ciselné hodnoty znazorfiuji procento inhibice
rastu ve srovnani s pozitivni kontrolou. Nejtmavsi modra barva predstavuje nejmensi procento inhibice rdstu daného
bakterialniho kmene az po nejsvétlej$i modrou barvu, kterd znazoriiuje nejvétsim procentudlni inhibici bakteridlniho rdstu.
PferuSovana ¢ara znazorriuje hodnotu minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro samotnd antibiotika, MICpap = 8 mg/L a
MICun = 2 mg/L. Pole bez &iselnych hodnot odpovidaji koncentracim, pfi kterych nebyl zaznamenan bakterialni narist.
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Pro zhodnoceni vzajemného plsobeni LIN a DAP v kombinaci byl pouzit byl pouzit FIC index.

Tab. 6 Hodnoceni kombinovaného u¢inku daptomycinu a linezolidu vici kmenu Enterococcus faecalis ATCC 29212 pomoci
vypoctu indexu frakéni inhibi¢ni koncentrace.

Utinek byl hodnocen po 24hodinové inkubaci.

2:0,25
2:05

= NN
AN R

0,5:8
0,25:8
0,125:8

MIC (LIN : DAP) mg/L

0,0625: 8

SFIC = FIC (A) + FIC (B)

1,03125
1,0625

1,125

1,25

1

1,25

1,125
1,0625
1,03125

Hodnoceni
indiference
indiference
indiference
indiference
aditivita
indiference
indiference
indiference
indiference

Legenda: MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace, LIN — linezolid, DAP — daptomycin, FIC — frakéni inhibi¢ni koncentrace, MIC
(LIN : DAP) mg/L — pomér minimalni inhibi¢ni koncentrace linezolidu a daptomycinu vyjadiena v jednotkach mg/L.

LIN plsobi na enterokoky bakteriostaticky. [82] Po celkové 48hodinové inkubaci doslo k narlstu

hodnoty MICyn na hodnotu 4 mg/L, u DAP hodnota MIC zlistala na 8 mg/L (Graf. 4).

LIN (mg/L)

S A S

2 | 66,62809

1 52,9321

(5l 35,18519

(Wil 28,04784

0,125 EEPPNLEY,

0,00625 [EPER{LI}I
0,25

69,5216
49,84568
35,76389
29,01235
23,41821
20,71759

0,5

73,76543
49,26698
32,09877
24,38272
25,15432
24,18981

38,46451
40,20062
19,94599
23,03241
26,69753

1 2 4

67,78549

36,9213
34,02778
23,41821
30,74846

MIC (oap

MIC )

8 DAP (mg/L)

Graf. 4 ,Heat” mapa. Grafické znazornéni antibakteridlni aktivity daptomycinu (DAP) a linezolidu (LIN) v kombinaci vGci
bakterii Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Expozice bakteridlniho kmene probihala pfi teploté 37 °C po dobu 48 hodin. Ciselné hodnoty znézorfiuji procento inhibice
rdstu ve srovnani s pozitivni kontrolou. Nejtmavsi modrd barva predstavuje nejmensi procento inhibice rlstu daného
bakteridlniho kmene aZ po nejsvétlejsSi modrou barvu, ktera znazorruje nejvétsim procentualni inhibici bakterialniho ristu.
Pferusovand ¢dra znazorfiuje hodnotu minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro samotna antibiotika, MICpap = 8 mg/L a
MICun = 4 mg/L. Pole bez ¢iselnych hodnot odpovidaji koncentracim, pfi kterych nebyl zaznamenan bakterialni narlst.
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PFi srovnani grafu , heat” mapy po 24 (viz. Graf. 3) a po 48 hodinach (viz. Graf. 4) jsou vidét urcité
zmény. Po 24 hodinach byl zaznamendn aditivni u¢inek u kombinace LIN a DAP v poméru cilovych
koncentraci 1 : 4 (mg/L). Pfi tomto koncentraénim poméru doslo po celkovych 48 hodinach k narlstu,

tj. nebyla udrZena inhibice bakterialniho rlstu.

4.4.2.3 Studium antibakterialni aktivity daptomycinu a vankomycinu v kombinaci vici
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Do destic¢ky byl pipetovan DAP a VAN o urcitych koncentracich dle schématu Obr. 15. Inkubace
probihala 24 az 48 hodin. Po 24hodinové inkubaci odpovidala samotna MICyay koncentraci 8 mg/L, a
MICpap byla rovna 8 mg/L. Je zjevné, ze DAP pfispél k u¢innosti VAN (MICyan v kombinace s DAP je

minimalné na % koncentrace VAN plisobiciho samostatné).

VAN (mg/L) MIC oap)

S A R MIC an)
4

M 515563 11,70969 12,83202

W 8529742 7,968575 14,70258

Wl 1451553 10,4003 16,94725 30,04115

WL 1320614 10,58736 15,82492 14,32847 K

0,25 0,5 1 2 4 8 DAP (mg/L)

Graf. 5, Heat” mapa. Grafické znazornéni antibakterialni aktivity daptomycinu (DAP) a vankomycinu (VAN) v kombinaci vici
bakterii Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Expozice bakterialniho kmene probihala pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Ciselné hodnoty znazorfiuji procento inhibice
rdstu ve srovnani s pozitivni kontrolou. Nejtmavsi modra barva predstavuje nejmensi procento inhibice ristu daného
bakterialniho kmene aZ po nejsvétlejsi modrou barvu, kterd znazorfiuje nejvétsi procentualni inhibici bakteridlniho ristu.
PferuSovana ¢ara znazorfiuje hodnotu minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro samotna antibiotika MICpap = 8 mg/L a
MICyan = 8 mg/L. Pole bez Ciselnych hodnot odpovidaji koncentracim, pfi kterych nebyl zaznamenén bakterialni narast.
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Pro zhodnoceni vzajemného plisobeni VAN a DAP v kombinaci byl pouZit FIC index.

Tab. 7 Hodnoceni kombinovaného u¢inku daptomycinu a linezolidu vic¢i kmenu Enterococcus faecalis ATCC 29212 pomoci
vypoctu indexu frakéni inhibi¢ni koncentrace.

U¢inek byl hodnocen po 24hodinové inkubaci.

MIC (VAN : DAP) mg/L | 3FIC = FIC (A) + FIC (B) Hodnoceni
4:0,25 0,53125 aditivita
4:0,5 0,5625 aditivita
4:1 0,625 aditivita
2:2 0,5 aditivita
2:4 0,75 aditivita
1:8 1,125 indiference
0,5:8 1,0625 indiference
0,25:8 1,03125 indiference

Legenda: MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace, VAN — vankomycin, DAP — daptomycin, FIC — frakéni inhibi¢ni koncentrace,
MIC (VAN : DAP) mg/L — pomér minimalni inhibiéni koncentrace vankomycinu a daptomycinu vyjadfena v jednotkach mg/L.

Jak je patrné z Graf. 5 po 24hodinové inkubaci bylo zaznamenano aditivni plisobeni u kombinace
VAN a DAP hned v nékolika pomérech cilovych koncentraci, 4 : 0,25 (mg/L); 4 : 0,5 (mg/L); 4 : 1 (mg/L);
2:2(mg/L) a2 :4 (mg/L). Po celkovych 48 hodinach byla (viz Graf. 6) v pomérech u koncentraci 4 :
0,25 (mg/L); 4:0,5 (mg/L); 4 :1 (mg/l); 4:2 (mg/L)a 4 :4(mg/L) zaznamenana inhibice rlstu bakterii.

U zbylych koncetracnich pomérd byl po 48hodinové zaznamenan narlst bakterii.

VAN (mg/L) MIC (pap)

A S R MIC an
4
Pl 28,62654 27,85494 23,80401 BAREYXYA 51,77469

25,73302 16,28086 15,12346 25,92593 9,722222

29,59105 16,47377 20,13889 27,27623 32,48457

33,25617 18,98148 24,57562 26,89043 12,42284 :

0,25 0,5 1 2 4 8 DAP (mg/L)

Graf. 6 ,,Heat” mapa. Grafické znazornéni antibakterialni aktivity daptomycinu (DAP) a vankomycinu (VAN) v kombinaci vGdi
bakterii Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Expozice bakteridlniho kmene probihala pfi teploté 37 °C po dobu 48 hodin. Ciselné hodnoty znézorriuji procento inhibice
rdstu ve srovnani s pozitivni kontrolou. Nejtmavsi modrd barva predstavuje nejmensi procento inhibice rlstu daného
bakteridlniho kmene aZ po nejsvétlejsi modrou barvu, ktera znazorriuje nejvétsi procentualni inhibici bakteridlniho rdstu.
Pferusovand ¢dra zndzorniuje hodnotu minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro samotna antibiotika MICpap = 8 mg/L a
MICyan = 8 mg/L. Pole bez ¢iselnych hodnot odpovidaji koncentracim, pfi kterych nebyl zaznamendén bakterialni nardst.
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VAN podobné jako DAP vykazuje na enterokoky baktericidni G¢inek. [82] U¢inek VAN byl potencovan
DAP i po 48 hodinach, tj. byla udrZena inhibice bakteridlniho ristu, s vyjimkou pomérd VAN : DAP, 2 :
2a2:4(mg/L).

4.4.2.4 Studium antibakterialni aktivity daptomycinu a tigecyklinu v kombinaci vuci
klinickému izolatu Enterococcus faecium
DAP a TIG byl pipetovan dle schématu (viz. Obr. 17). Inkubace probihala po dobu 24 hodin. Nasledné
byly odeéteny hodnoty MIC, kdy hodnota MICpap odpovidala = 8 mg/L a MICryig = 16 mg/L (viz. Graf. 7).
MICpap stanovend v rdmci toho experimentu neodpovidala MICpap stanovené v rdmci kapitoly 4.2, tj. 4
mg/L. Podobné tomu bylo i u samotného TIG, pro které byla v rdmci predchoziho experimentu

zaznamenana MICyig = 8 mg/L.

TIG (mg/L) MIC (pap)

16 frrerrrr e MIC 1
8 | 19,19927 19,1992721 20,83712 23,02093 21,38308 18,6:5332

4 :

2 | 17,01547 17,56142 H

B 9,372157 11,01001 10,46406 7,734304 17,5-6142

0,5 -0,45496 -2,63876251 0,636943
0,25 -6,46042 1,18289354 -6,46042 1,728844 -3,18471 19,7:4522
0,25 0,5 1 2 4 8 DAP (mg/L)

Graf. 7 ,Heat” mapa. Grafické znazornéni antibakterialni aktivity daptomycinu (DAP) a tigecyklinu (TIG) v kombinaci vici
klinickému izolatu bakterie Enterococcus faecium.

Expozice bakteridlniho kmene probihala pti teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Ciselné hodnoty znazorfiuji procento inhibice
rdstu ve srovnani s pozitivni kontrolou. Nejtmavsi modra barva predstavuje nejmensi procento inhibice ristu daného
bakterialniho kmene aZ po nejsvétlejsi modrou barvu, kterd znazorfiuje nejvétsi procentualni inhibici bakteridlniho ristu.
PferuSovana ¢ara znazorfiuje hodnotu minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro samotna antibiotika MICpap > 8 mg/L a
MICris > 16 mg/L. Pole bez ¢&iselnych hodnot odpovidaji koncentracim, pfi kterych nebyl zaznamenan bakterialni nardst.

FIC index nebyl hodnocen. Inhibice rlstu pfi vizudlnim hodnoceni a také pti spektrofotometrickém
hodnoceni byla zaznamenana v jamkach, kde cilova koncentrace TIG v kombinacich odpovidala 4 mg/L
a v nékterych jamkach, kde cilovd koncentrace TIG odpovidala 2 mg/L. Pomoci metabolického
indikadtoru Alamar Blue byla vys$si mira inhibice metabolické aktivity vic¢i pozitivni kontrole
zaznamendana pouze pro kombinace TIG : DAP v koncentracich odpovidajicich poméru 4 : 8 (mg/L), 4 :
2 (mg/L), 4:1 (mg/L), 4:0,5 (mg/L) a4 :0,25 (mg/L) (viz. Obr. 20). Pro potvrzeni téchto vysledkl je
vice nez zadouci dany experiment opakovat. Hodnoceni vysledkd po 48 hodinach inkubace klinického
izolatu exponovaného vybranymi antibiotiky v kombinacich nebylo provedeno. Rist bakterii nebyl tak
jednoznacny jako u referencéniho kmene E. faecalis ATCC 29212, ackoli se pracovalo s kulturou ptiblizné
16 az 20 hodin starou. Odecet vizudlni a spektrofotometricky bylo nutné po 24hodinové inkubaci

potvrdit i dalSim pristupem, proto byla volena metoda uréeni metabolické aktivity indikdtorem AB.
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tigecyklin/daptomycin

mg/L 8 4 2 1 0,5 0,25
8 8,732394 27,46881 21,77062 21,96378 18,77666 16,84507
4 8049095 6585915 8831388 88,16901 8551308 8841046
2 -12,3219 25,77867 17,76258 6,607646 15,05835 -15,5091
1 -9,13481 8,249497 -1,6499 -1,21529 5,8833 5,158954
0,5 -0,15292 13,94769 15,44467 16,55533 15,87928 11,67807
0,25 -4,49899 19,5493 20,32193 23,41247 10,76056 17,95573

Obr. 20 Hodnoceni kombinace tigecyklinu a daptomycinu pomoci barviva Alamar Blue.
Expozice bakteridlniho kmene probihala pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Ciselné hodnoty vyjadtuji procentudlni zastoupeni
inhibice bakteridlniho rlstu v jednotlivych jamkach. Barevné vyznacena cisla oznacuji jamky a predstavuji procentualni

vyjadreni inhibice metabolické aktivity vici pozitivni kontrole, ve kterych nebyl bakteridlni rdst vlivem kombinace
daptomycinu a tigecyklinu evidovan. Tigecyklin a daptomycin v koncentraénim rozmezi 8-0,25 mg/L.

4.4.2.,5 Studium antibakterialni aktivity daptomycinu a linezolidu v kombinaci vaci

klinickému izolatu Enterococcus faecium

LIN a DAP byl pipetovan dle schématu (viz. Obr. 18). Inkubace probihala po dobu 24 hodin. Nasledné
byly odecteny hodnoty MIC pro samotna antibiotika, kdy hodnota MICpap odpovidala 4 mg/L a MICun
=128 mg/L (viz. Graf. 8).

LIN (mg/L) MICpsp

TSP S — MIC,

64 | 31,72613 27,0974 28,83317 :

3 | 26,5188 2594021 28,83317 23,62584 24,30444 29,99036

Tl 1668274
5,110897 8,003857 9,161041 13,21119 14,%6837 1,639344
1,060752 -3,56798  9,739634 5,110897 1,060752 6,268081

-0,09643 5,689489 2,796528 2,796528 1,639344 6,846673
0,25 0,5 1 2 4 8 DAP (mg/L)

Graf. 8 ,Heat” mapa. Grafické zndzornéni antibakteridlni aktivity daptomycinu (DAP) a linezolidu (LIN) v kombinaci vici
klinickému izolatu bakterie Enterococcus faecium.

Expozice bakteridlniho kmene probihala pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Ciselné hodnoty znézorfiuji procento inhibice
rdstu ve srovnani s pozitivni kontrolou. Nejtmavsi modrd barva predstavuje nejmensi procento inhibice rlistu daného
bakteridlniho kmene aZ po nejsvétlejsi modrou barvu, ktera znazorriuje nejvétsi procentualni inhibici bakteridlniho rlstu.
Pferusovand ¢ara znazorriuje hodnotu minimalni inhibiéni koncentrace (MIC) pro samotna antibiotika MICpap =4 mg/La MICyy
=128 mg/L. Pole bez ¢iselnych hodnot odpovidaji koncentracim, pfi kterych nebyl zaznamenan bakterialni nardst.
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Inhibice ristu byla zaznamenana u kombinace LIN v cilové koncentraci 64 mg/L s DAP o cilovych
koncentracich 8, 4 a 2 mg/L. OvSsem pomoci indikdtoru AB byla potvrzena vyssi mira inhibice
metabolické aktivity pro vsechny kombinace DAP a LIN, kde cilova koncentrace LIN ¢inila 64 mg/L (viz.

Obr. 21).

linezolid/daptomycin

mg/L 8 4 2 1 0,5 0,25

64  81,51659 8548578 84,6564 [|85,05072084)50716185/54502)
32 21,4455 51,36256 49,34834 50,35545 53,67299 61,0782
16  -13,3294 7,819905 -1,24408 -8,17536 -18,8981 -2,90284
8 28,9692 -7,99763 -13,9218 -10,6043 -11,1967 1,658768
4 4324645 3554502 -20,7346 -17,0616 -36,9076 -15,8768
2 18,8981 13,9218 3,850711 0,473934 -152251 -9,24171

Obr. 21 Hodnoceni kombinace linezolidu a daptomycinu pomoci barviva Alamar Blue.

Expozice bakteridlniho kmene probihala pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Ciselné hodnoty vyjadiuji procentuélni inhibici
bakterialniho rlstu v jednotlivych jamkach. Barevné vyznacena cCisla oznacuji jamky a predstavuji procentudlni vyjadreni
inhibice metabolické aktivity vici pozitivni kontrole, ve kterych nebyl zaznamenan bakteridlni rdst vlivem kombinace
linezolidu a daptomycinu potvrzen pomoci barviva Alamar Blue. Linezolid byl vkoncentraénim rozmezi 64-2 mg/L,
daptomycin 8-0,25 mg/L.

V tomto pfipadé je stanoveni FIC na misté. Pro kombinaci LIN : DAP v koncentracnim poméru 64 : 2

(mg/L) byl prokazan aditivni Gc¢inek. U zbylych koncentraénich poméru zistalo indiferentni pisobeni

(viz. Tab. 8).

Tab. 8 Hodnoceni kombinovaného Gc¢inku daptomycinu a linezolidu vici klinickému izoldtu bakterie Enterococcus faecium
pomoci vypoctu indexu frakéni inhibi¢ni koncentrace.

U¢inek byl hodnocen po 24hodinové inkubaci.

MIC (LIN : DAP) mg/L | 3FIC =FIC (A) + FIC (B) Hodnoceni
64:8 2,5 indiference
64:4 1,5 indiference
64:2 1 aditivita

Legenda: MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace, LIN — linezolid, DAP — daptomycin, FIC —frakéni inhibi¢ni koncentrace, MIC
(LIN : DAP) mg/L — pomér minimdlni inhibi¢ni koncentrace linezolidu a daptomycinu vyjadiena v jednotkach mg/L.
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4.4.2.6 Studium antibakteridlni aktivity daptomycinu a vankomycinu v kombinaci vuci
klinickému izolatu Enterococcus faecium

VAN a DAP byl pipetovan dle schématu Obr. 17. Inkubace probihala po dobu 24 hodin. Nasledné

byly odecteny hodnoty MIC pro samotna antibiotika volenda do kombinaci, kdy hodnota MICpap

odpovidala 4 mg/L a MICyan = 128 mg/L (viz. Graf. 9). Mira antibakterialni aktivity je vyjadrena jako

procento inhibice rlstu ve srovnani s pozitivni kontrolou. V ramci vSech volenych kombinaci nebyla pfi

Zzadném koncentracnim poméru zaznamenana inhibice bakteridlniho rlstu ani pfi odectu pouhym

okem, spektrofotometrickym méfenim, ani pfi uréeni metabolické aktivity pomoci indikatoru AB.

VAN (mg/L)

128 H
64 | 17,26133 13,78978 7,425265 5,110897
2 IWELELT] 11,47541 12,63259 MpIE: Ik
I 2,796528 -4,14658 2,796528 3,375121 3,953713
El 6,268081 -7,03954 2,796528 -0,09643 1,639344
-1,83221 1,060752 2,217936 -1,83221 4,532305
2 6,268081 5110897 5,110897 3,375121
0,25 0,5 1 2 4 8 DAP (mg/L)

Graf. 9, Heat” mapa. Grafické znazornéni antibakterialni aktivity daptomycinu (DAP) a vankomycinu (VAN) v kombinaci vici
klinickému izolatu bakterie Enterococcus faecium.

Expozice bakteridlniho kmene probihala pti teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Ciselné hodnoty znazorfiuji procento inhibice
bakterialniho rlistu ve srovnani s pozitivni kontrolou. Nejtmavsi modra barva pfedstavuje nejmensi procento inhibice ristu
daného bakteridlniho kmene az po nejsvétlejsi modrou barvu, ktera znazoriuje nejvétsi procentudlni inhibici bakterialniho
rustu. Pferusovand ¢éra znazorfiuje hodnotu minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro samotna antibiotika MICpap = 4 mg/L
a M|CVAN >128 mg/L
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5 Diskuse

Antibioticka rezistence predstavuje v dnesni dobé zdvainy celosvétovy problém, jemuz je stdle
nutné vénovat vétsi pozornost. Problém se tyka pfedevsim rychlého narlstu poctu rezistentnich
bakterialnich kmenQ, zejména u ESKAPE patogend, které WHO spolu s Centrem pro kontrolu a prevenci
nemoci oznacila jako velkou hrozbu pro lidské zdravi. [83] Typicti zastupci rodu Enterococcus zpUsobuji
celou fadu infekénich, obtizné |écitelnych onemocnéni, a to predevsim kvili jejich pribyvajici
multirezistenci a virulenci. Virulentni faktory, kterymi disponuji enterokoky, vyrazné napomahaji ke

vzniku infekci.

V ramci hleddni novych terapeutickych mozZnosti v 1é¢bé infekci vyvolanych rezistentnimi organismy
existuje mnoho zpUsobUl. Novy vyvoj antibiotickych latek predstavuje zdlouhavy a naroc¢ny proces.
Léc&iva musi projit preklinickym a klinickym hodnocenim, co? zpravidla trva nékolik let. [84] Casto proto
je volen pfistup potenciace antimikrobni Uc¢innosti jiz existujicich |éCiv nebo se zkoumaji IéCiva, ktera
byla pfednostné vyvinuta pro naprosto odliSnou indikaci. U jiZ dostupnych Iéciv jsou zndmy jejich
farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti, coz predstavuje vyhodu, kvili ¢emuz by mohly byt
rychleji vyuzity pro pripadné nové |écebné moznosti. [85, 86] Jednu z alternativ pfedstavuje vyuZiti
kombinaéni terapie. Casto se jednd o kombinace vice antibiotik se stejnym nebo odli¥nym
mechanismem ucinku nebo o kombinace antibiotik slatkami jinymi, které nemusi mit vlastni
antibakteridlni aktivitu nebo mohou mit jinou indikaci, a i presto dokdZou potencovat Ucinnost

antibiotika.

Kromé vyzkumu a zavadéni novych potencialnich pristupll v 1é¢bé a boji s rezistentnimi kmeny je
zapotiebi omezeni nevhodného uzivani antibiotik v rdmci zdravotni péce. Narodni antibioticka politika
urcuje pravidla pro zodpovédné zachdzeni s antibiotiky, ale samotna realizace patfi do rukou
zdravotnik(, ktefi se podileji na tom, jaka antibiotika budou predepsana. [87] Nadmérna preskripce a
u nékterych jedinctd i neschopnost fadné dodrzovat pokyny k 1éCbé je mimo jiné také pricinou vzniku
rezistence. Pacienti by se nasledné méli fidit pokyny zdravotnikd a uzivat antibiotika v pfedepsanych

intervalech po stanovenou dobu. [88]

Vyskyt a Siteni enterokok( rezistentnich na antibiotika prvni volby (ampicilin, aminoglykosidy a VAN),
ztéZzuje lécbu enterokokovych infekci a je vice nez zadouci hledat nové alternativy. U relativné novych
|éCiv ze skupiny oxazolidinonl s prokazanou ucinnosti na VRE nebo DAP se svym specifickym
mechanismem ucinku, jez se zdal velmi slibnym, jiZ také byla v rdmci monoterapie zaznamendna u

enterokok rezistence. [89]
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Hlavni myslenkou této prace bylo zjistit antienterokokovy ucinek vybranych antibiotik v kombinaci
v experimentalnim reZimu in vitro. Slibné kombinace by pak mély poslouzit k navazujicim studiim,
zaméfenym predevSim na boj s enterokoky pritomnymi v biofilmovych spoleéenstvich. V ramci
experimentl byl studovan vliv vzajemné interakce ¢tyf vybranych antibiotickych [éCiv v kombinaci vici
dvéma vybranym kmenlm enterokoku, jmenovité vici sbirkovému kmenu E. faecalis ATCC 29212 a
klinickému izolatu E. faecium. Enterokoky jsou fazeny k bakterialnim patogentim skupiny ESKAPE, u
kterych je nezbytné se zaméfit na vyzkum a vyvoj novych Iéciv. [90] Rozdil mezi E. faecalis a E. faecium

neni jen ve virulenci, ale i v rezistenci, pficemz vice rezistentni je klinicky izolat E. faecium. [91]

Mezi vybrand antibiotika byl zarazen kvili svému ojedinélému ucinku DAP, ktery byl dan do
kombinace sTIG, LIN a VAN. DAP ma schopnost se navazat na cytoplazmatickou membranu
grampozitivnich bakterii bez toho, aniz by pronikl do jejich cytoplazmy. [54] PUsobi na bakterie
v jakékoliv fazi jejiho rlstového cyklu, coz mlze byt vyuZito u enterokokovych infekci spojenych

s biofilmem.

Pro vyhodnoceni vzdjemného plsobeni vybranych antibakterialnich latek byly nejdfive pro
jednotliva antibiotika stanoveny hodnoty MIC. Uréovani hodnot MIC bylo provedeno pomoci
mikrodiluéni bujénové techniky, v souladu s doporuc¢enim k metodice organizace EUCAST. Byla vidy
kombinovéana dvé antibiotika s rliznymi cilovymi koncentracemi. Poté byl hodnocen rist pouhym okem
a pomoci spektrofotometrického méreni byla dale vypocitana z namérenych dat mira inhibice rlstu
v pozorovani s kontrolou (bakterie neexponované ATB). Pro zhodnoceni kombinovaného ucinku byly
nasledné vypocitany FIC indexy. Setfeni byly podrobeny nasledujici kombinace: DAP + TIG, DAP + VAN,

DAP + LIN, a to v(c¢i obéma vybranym kmendm enterokokd.

Ani u jedné zvolené kombinace v pfipadé obou kmenU nebyl prokazan synergni Gcinek. U E. faecalis
ATCC 29212 bylo aditivni antibakterialni pisobeni po 24hodinové inkubaci zaznamenano pro DAP +
TIG u dvou koncentra¢nich pomér DAP : TIG, 0,25 : 4 (mg/L) a 0,25 : 0,25 (mg/l). Po 48hodinové
inkubaci byl tento inhibi¢ni potencial udrzen pouze v koncentraénim poméru 0,25 : 4 (mg/L). Déle byl
zaznamenan aditivni Ucinek viéi referenénimu kmenu u kombinace DAP + LIN odpovidajici poméru
DAP : LIN, 1 : 4 (mg/L). Inhibi¢ni potencial odpovidajici nedetekovatelnému narlstu enterokokd vsak
poklesl po dalSich 24 hodinach inkubace na pouhych 67 %. V ostatnich koncentracnich pomérech pro
DAPalLIN, 2:0,25(mg/L); 2:0,5(mg/L)a 2 :1(mg/L), doslo po 48hodinové inkubaci k nardstu bakterii.
Nejslibnéjsi kombinace vysla pro DAP + VAN, kdy byl aditivni Uc¢inek vici referen¢nimu kmenu potvrzen
v péti rdznych koncentracnich pomérech DAP : VAN, 0,25 : 4 (mg/1); 0,5 : 4 (mg/L); 1 : 4 (mg/L); 2 :2
(mg/L)a4:2(mg/L), z ehoZ byla u koncentraénich pomért 0,25 : 4 (mg/L); 0,5 : 4 (mg/L); 1 : 4 (mg/L);
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2:4 (mg/L) a4:4 (mg/L) udriena aktivita vedouci k nedetekovatelnému rdstu i po 48 hodinové

inkubaci.

JelikozZ rlst bakterii u klinického izolatu E. faecium nebyl tak vyrazny a jednoznacny jako tomu bylo
u referenéniho kmene E. faecalis ATCC 29212, byla jako dalsi zpisob zhodnoceni vzajemného
antibakteridlniho Ucinku dvou vybranych antibiotik v kombinaci volena metoda s vyuzZitim indikatoru
Alamar Blue, ktera detekuje metabolicky aktivni bakterie. Metoda byla volena pro potvrzeni vizudlniho
a spektrofotometrického hodnoceni. Tento zplsob vyhodnocovani se ale ukazal oproti vysledkiim ze
spektrofotometrického méreni nejednoznacny. U obou kombinaci, kde bylo barvivo vyuZito (DAP : TIG
a DAP : LIN) se vysledky ani v jednom pfipadé plné neshodovaly. V obou pfipadech byly prokazany
metabolicky aktivni bakterie v jamkach, kde detekci rdstu pouhym okem a spektrofotometrickym
mérenim jiZ zaznamenan rlist nebyl. V tom pripadé se pro takovyto kmen nabizi vhodnéjsi strategie
pro Setfeni inhibi¢niho potencidlu antibiotik v kombinacich, a tim je dynamickd kultivace, napf.
pfistrojem Bioscreen C. Nicméné, pokud by se nepfihlédlo k vysledkim z hodnoceni metabolické
aktivity, bylo by mozné vyhodnotit aditivni u¢inek pro kombinaci DAP : LIN u klinického izolatu
v koncentraénim poméru 2 : 64 (mg/L). U kombinace DAP + VAN nebyla zaznamenéna v zadném

hodnoceném poméru ani aditivita ¢i dokonce synergie.

Dle dostupnych odbornych informacnich zdrojd jsou studie uc¢inku kombinace DAP + LIN v{déi E.
faecium pomérné ojedinélé. [92] U studie z roku 2014 v rdmci hodnoceni dvojkombinace DAP + LIN
byla popsana synergie in vitro (hodnoty FIC < 0,5) proti vSem testovanym kmen(m E. faecalis a proti
nékterym testovanym kmenUm E. faecium. MIC byly v této studii stanoveny podle doporuéenych
postupt CLSI v mozkosrdcovém bujonu s mensimi obménami. Byl zde pouzit kmen E. faecalis ATCC
29212 jako kmen pro kontrolu kvality. Stanoveni bylo provedeno pomoci ,,checkerboard” metody a
Htime-kill“ testu. Pfesny mechanismus synergie této kombinace neni zndm. [90] V jiné studii, zejména
u E. faecium, byla popsana in vivo studie Uspésné terapie touto kombinaci u meningitidy. [93] Mimo
enterokok( byla u kombinace DAP a LIN prokazana v in vitro modelu biofilmu synergni a baktericidni

aktivita vici kmenu MRSA. [90, 92]

U kombinace DAP + TIG byla popsana in vitro synergie vici dvéma klinickym izolatlim E. faecalis a E.
faecium. Zaroven je zde zminéno i antagonistické plsobeni vici jinym izolatim téchto bakterii.

Ill

Baktericidni aktivita byla hodnocena pomoci ,time-kill“ testovani. Hodnoty MICpap byly stanoveny
pomoci E-testu na MHA suplementovaném 50 mg/| chloridem vapenatym. [93] Mimo jiné existuji i
pripady, kde byla potvrzena tcinnost této kombinace pfilécbé endokarditidy u infekci vyvolanych MDR

E. faecium. [94-96]
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U posledni testované kombinace DAP + VAN podle informacnich zdrojd byl potvrzen synergni efekt
in vitro. Do testovani bylo zahrnuto tficet kmen( VRE, z ¢ehoZ dvacet osm kmen( bylo identifikovanych
jako VREfm a zbylé dva jako VRE E. faecalis. Hodnoty MIC byly stanoveny mikrodilu¢ni bujénovou
technikou popsanou organizaci CLSI. Jednotlivé ucinky byly vyhodnoceny metodou ,.checkerboard” a

|ll

Ltime-kill“ testem. Synergni a baktericidni Uc¢inek vic¢i kmenu E. faecium nastal u kombinace VAN +
DAP v koncentra¢nim poméru 512 : 4 (ug/mL). V nékterych pfipadech byla potvrzena synergni, nikoli

baktericidni aktivita, pro kombinaci VAN + DAP pfi % MICpapa % MICyan. [97]

V této diplomové praci byl nejslibnéjsi ucinek prokazan u kombinace DAP + VAN vici kmenu E.

faecalis ATCC 29212. Nicméné je Zadouci tento vysledek potvrdit dalSimi experimenty.

K dnesdni dobé je rovnéz dostupna prehledova studie z roku 2022, ve které je predstaven souhrn
informaci synergniho plsobeni DAP s jinymi antibiotika v{ci stafylokok(im a enterokoklm. V této studii
je jako nejefektivnéjsi kombinace pUsobici vUic¢i enterokokim uvedena kombinace DAP
s ceftobiprolem, fosfomycinem a rifampicinem. [98] Tedy, racionalni bude pro navazujici experimenty

zaradit i tyto kombinace.
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6 Zaver

O

Pro studium vlivu vzdjemného plsobeni vybranych antibiotik v kombinaci byla vybrana ctyfi
antimikrobidlni 1é¢iva, DAP, TIG, VAN a LIN, a dva kmeny bakterii E. faecium a E. faecalis rodu

Enterococcus.

Byla vZzdy kombinovana dvé antibiotika s rlznymi cilovymi koncentracemi. Do kombinaci byl
dan vidy DAP s dalSim antibiotickym Ié¢ivem, a to s LIN, VAN ¢&i TIG. Aktivita lé¢iv v kombinaci
byla testovana vici dvéma kmenm, klinickému izolatu E. faecium a sbirkovému bakterialnimu

kmenu E. faecalis ATCC 29212.

Nejprve byly stanoveny hodnoty MIC vybranych antibakteridlnich 1é¢iv pomoci mikrodiluéni

bujénové techniky dle doporuceni organizace EUCAST.

Dale byla studovdna antienterokokovd aktivita vkombinaci. U Zadné kombinace

antimikrobialnich latek nebyl prokazan synergni Gc¢inek vici Zadnému z volenych kmenf.

Aditivni Ucinek byl prokazan po 24hodinové inkubaci u kombinace DAP + VAN vidéi E. faecalis
(ATCC 29212) v koncentra¢nim poméru 0,25 : 4 (mg/L); 0,5 : 4 (mg/L); 1: 4 (mg/L); 2 : 2 (mg/L)
a4:2(mg/L). Po 48hodinové inkubaci byla aktivita vedouci k inhibice ristu v takovém rozsahu,
Ze ji nebylo mozné detekovat, udrzena u koncentraéniho poméru 0,25 : 4 (mg/L); 0,5 : 4 (mg/L);

1:4(mg/L)a4: 4 (mg/L).

Aditivni plsobeni bylo zaznamenano také u kombinace DAP + TIG vUci E. faecalis ATCC 29212,
a to ve dvou koncentracnich pomérech, 0,25 : 4 (mg/L) a 0,25 : 0,25 (mg/L). Po 48hodinové

inkubaci byla aktivita ve stejném rozsahu udrzena pro koncentracni pomér 0,25 : 4 (mg/L).

U kombinace DAP + LIN plsobici na E. faecalis ATCC 29212 v koncentraénim poméru 1 : 4
(mg/L) byla zaznamenana aktivita odpovidajici aditivnimu pUsobeni, které nebyla po

48hodinové inkubaci udrzena.

U klinického izolatu E. faecium bylo zaznamendano aditivni plsobeni u kombinace DAP + LIN

v koncentracnim poméru 2 : 64 (mg/L).

U klinického izolatu E. faecium nebyla u kombinace DAP + VAN zaznamendna v zZadném

koncentracnim poméru ani aditivita.
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U kombinace antibiotik DAP + TIG vUdi E. faecium je vhodné experiment opakovat.

Byly voleny tfi zpUsoby odectu vysledkd, a to spektrofotometricka detekce, odecet narlistu
bakterii pouhym okem a v ptipadé E. faecium bylo vyuzito metabolického indikatoru Alamar

Blue.

Vyuziti barviva Alamar Blue pro ovéfeni antibakteridlniho ucinku pro dvojkombinace
vybranych antibiotik vici klinickému izolatu E. faecium se ukdazalo jako nejednoznacné. Ve

srovnani s hodnocenim pomoci spektrofotometrické detekce nedoslo ke shodé vysledkd.

Jako nejspolehlivéjsi metoda se ukdzala spektrofotometrickd detekce, kterd korelovala

s odec¢tem rastu bakterie pouhym okem, kde se hodnotil zakal.
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7 Seznam pouzitych zkratek

AB

AMR

AST

ATCC

CFU

CLSI

CRE

DAP

DMSO

EARS-Net

ECDC

ECOOF

ESAC-Net

ESBL

ESKAPE

EU

EUCAST

Alamar Blue

Antimicrobial Resistance, antimikrobialni resistence

Antimicrobial Susceptibility Testing, testovani antimikrobialni citlivost

American Type Culture Collection (neziskova organizace, kterad shromazduje a

uchovava shirkové mikroorganismy)

Colony-Forming Unit, kolonie tvofici jednotka

The Clinical and Laboratory Standards Institute, Institut pro klinické a

laboratorni standardy

Carbapenem-Resistant Enterobacterales, bakterie taxonu Enterobacterales

rezistentni vici karbapenemu

Daptomycin

Dimethylsulfoxid

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, epidemiologicka cut-off hodnota

The European Surveillance of Antimicrobial Consumption Network, Evropska

sit pro sledovani spotfeby antimikrobialnich latek

Extended Spectrum B-lactamases, Sirokospektré B-laktamazy

Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter species

European Union, Evropska unie

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, Evropska

komise pro testovani antimikrobialni citlivosti
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FDA

FIC

GAP-AMR

GLASS

GRAM

HAI-Net

IDSA

JIP

LIN

MALDI-TOF MS

MBC

MBIC

MDR

MHA

MHB

MicC

MRSA

Food and Drug Administration, Ufad pro kontrolu potravin a lé¢iv
Fractional Inhibitory Concentration, frakéni inhibi¢ni koncentrace

Global Action Plan on Antimicrobial Resistance, Globalni akéni plan proti

antimikrobialni rezistenci

Glass Antimicrobial Resitance Surveillance System, Globalni systém pro

sledovani antimikrobialni rezistence

Global Research on Antimicrobial Resistance, Globalni vyzkum na

antimikrobialni rezistenci

Healthcare-Associated Infections Surveillance Network, Systém sledovani

infekci spojenych se zdravotni péci

The Infectious Diseases Society of America, Americka spolecnost pro infekéni

nemoci
Jednotka intenzivni péce
Linezolid

Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-time of Flight Mass
Spectrometry, hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za

Ucasti matrice s analyzatory doby letu
Minimal Bactericidal Concentration, minimalni baktericidni koncentrace

Minimal Biofilm Inhibitory Concentration, minimalni biofilm inhibujici

koncentrace

Multidrug-resistant (pojem oznacujici bakterie s rezistenci alespon k jednomu

antibiotiku vici vice nez tfem tfidam antibiotik)

Mueller-Hinton agar

Mueller-Hinton bujon

Minimal Inhibitory Concentration, minimalni inhibi¢ni koncentrace

Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus, meticilin-rezistentni

Staphylococcus aureus
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NHSN National Healthcare Safety Network, Narodni sit pro bezpecénost ve

zdravotnictvi

NIH National Institutes of Health, Narodni institut zdravi

oD Opticka denzita

PBP Penicillin-Binding Proteins, penicilin-vazajici proteiny

PCR Polymerase Chain Reaction, polymerazova retézova reakce

TIG Tigecyklin

USA United States of America, Spojené staty americké

UTI Urinary Tract Infection, infekce mocovych cest

VAN Vankomycin

VRE Vancomycin-Resistant Enterococcus, vankomycin-rezistentni Enterococcus

VREfm Vancomycin-Resistant Enterococcus faecium, vankomycin-rezistentni
Enterococcus faecium

VRSA Vancomycin-Resistant Staphylococcus aureus, vankomycin-rezistentni

Staphylococcus aureus

WHO World Health Organisation, Svétova zdravotnicka organizace

B-NAD B-nikotinamidadenindinukleotid
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