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UVvOD

Tématem této diplomové prace je stanoveni antimikrobidlni aktivity vybranych
salicylamidi obsahujich benzthiazolovy blok. Benzthiazol je spojovan s celou ftadou
biologickych aktivit. Benzthiazolové derivaty pfitahuji velky zajem zejména pro své
antimikrobialni, antifungalni, antikarcinogenni, antivirotické a dal$i u¢inky. Syntéza novych
benzthiazolovych derivatd a jejich testovani je proto aktudlni téma, zejména z divodu objevu
novych potencialnich antimikrobialnich ¢inidel, kterd by mohla byt zavedena do klinické
praxe.

Antimikrobiadlni rezistence piedstavuje nartstajici problém ve zdravotnictvi. Kazdy
rok si infekce zplisobené rezistentnimi kmeny na antibiotika vyzadaji smrt mnoha tisict
lidskych zivotl. Proto je velmi diilezité neustale objevovat nové potencialni antimikrobidlni
latky, které by byly u¢inné proti t€émto rezistentnim kmentim, zejména proti Pseudomonas
aeruginosa a methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus.

Cilém této prace je stanovit minimalni inhibiéni koncentrace derivata 1-(6-
fluorbenzthiazol-2-yl) alkylaminti u vybranych testovanych bakteridlnich kmeni pomoci
agarové mikrodiluéni metody. Dale otestovat bézn¢ pouzivand antibiotika a hodnoty
minimalnich inhibi¢nich koncentraci testovanych derivati porovnat s hodnotami minimalnich
inhibi¢nich koncentraci antibiotik.

V piipadé, ze by se antimikrobidlni UCinnost noveé syntetizovanych derivath
piiblizovala antimikrobidlnimu uc¢inku antibiotik, mohly by byt tyto derivaty dale zkoumany a

ptipadné vyuzity v budoucnosti jako 1é€ivé prostiedky.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobialni latky jsou vyuzivany K profylaxi a k 1écbé infekénich onemocnéni.
Pokud jsou takové latky ziskané z bakterii nebo plisni, nazyvaji se antibiotika (Votava a kol.,
2010). Antimikrobialni latky plsobi bakteriostaticky ¢i baktericidné. OvSem ruzné bakterie
reaguji na baktericidni latky odlisné. To je dano bud’ vlastnimi rozdily, jako je napf. jedine¢né
sloZzeni bunéénych struktur anebo je to ddno rozvojem rezistence — adaptaci ¢i genetickou
vyménou. Pii nizkych koncentracich ptsobi baktericidni latky Casto pouze bakteriostaticky a
jsou baktericidni pouze ve vy$sich koncentracich. Aby byly baktericidni latky u¢inné, musi
dosahnout dostatecné vysoké koncentrace v cilovém misté (Cloete, 2003).

Problémy s rezistenci na antibiotika vyzaduji neustaly vyvoj novych antibakterialnich
latek. Je potieba stale objevovat nové slouceniny, které jsou ucinné proti patogenim odolnym
vuci antibiotikiim. Pfedev§im se to tyka mikroorganismii jako jsou MRSA (methicilin-
rezistentni Staphylococcus aureus), koagulaza-negativni stafylokoky a gramnegativni
bakterie, zpiisobujici tézké nozokomidlni infekce (Bush K. a kol., 2011). Navzdory rostoucim
problémtim s rezistenci na antimikrobialni latky mezi vyznamnymi bakterialnimi patogeny,
pocet novych antibiotik uvaddénych na trh poklesl. Jejich vyvoj ¢eli vyznamnym piekazkam.
Znacny problém ptedstavuji vydaje na farmaceuticky vyzkum a vyvoj nové latky. DalSim z
diuvodu poklesu je skute¢nost, ze vétSina ziejmych cili pro antibakterialni aktivitu jiz byla

objevena (Moellering, 2011).
1.2 Antibiotika

Antibiotika jsou produkovana piedevS§im bakteriemi, plisnémi a aktinomycetami.
Odliseni antibiotik od ostatnich 1€k spociva pfedevSim Vtom, ze vétSina 1ék plsobi na
bunky lidského téla, ovSem antibiotika plisobi na bakterie vyskytujici se v tkdnich (Benes,
2018). Na mikroorganismy maji antibiotika baktericidni ¢&i bakteriostaticky ucinek.
Baktericidni U¢inek spocivd v rychlém usmrceni mikroorganismu, na rozdil od
bakteriostatického, pfi kterém dochazi k zastaveni ristu a mnoZeni mikroorganismu (Julak,
2006).

Antibiotika ptsobi na citlivé bakterialni bunky riznymi mechanismy, viz obr. 1. Jednim
Z moznych mechanismil je potlaceni tvorby bunétné stény bakterii — takto plsobi napf.

penicilin a cykloserin (Klaban, 2005). Dal$i mechanismus spoc¢iva v inhibici proteosyntézy —
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erytromycin, streptomycin, aj. (Votava a kol., 2010). N¢ktera antibiotika inhibuji syntézu
nukleovych kyselin bakterii — aktinomycin D. Poslednim mechanismem je poskozeni buné¢né
membrany, ktera v sobé ma vlivem poskozeni otvory a je porusena jeji osmotickd funkce —
polymyxin B (Klaban, 2005).

Mezi antibiotika s baktericidnim ucinkem fadime p-laktamy, aminoglykosidy,
polypeptidy,  glykopeptidy,  fluorochinolony  nitroimidazoly, aj. K antibiotikim
S bakteriostatickym u¢inkem patfi mimo jiné tetracykliny, chloramfenikoly, makrolidy,
linkosamidy a sulfonamidy (Votava, 2005). Kazdé antibiotikum ma spektrum u¢innosti a
podle toho se d¢li na antibiotika se Sirokym spektrem (aminoglykosidy, tetracykliny, aj.), se
stfednim spektrem (penicilin, bacitracin, aj.) a uzkym spektrem (napi. viomycin) (Klaban,
2005).
ucinnost je vSak ohrozena rostoucim poctem patogent rezistentnich viici antibiotikiim (Lin a

kol., 2015).

Inhibitory syntézy Inhibitory syntezy Inhibitory funkce
bunéiné stény kyseliny listové nukleovych kyselin ,
B-lzktamy sulfonamidy a sulfony Inhibitory DMA topoizomerazy
-peniciliny trimetoprim flucrochinany

-cefalosporing kﬂtFiTDEIﬂl | novobiocin

“karbzpenemy I . .
-monchaktanmy o | |I.'IhI|:II|:l:!r'|' RMA p.ul-,rrmraz-,-

A rifamyciry (ansamyciny)
g_lyk::-pe-pt'ld-,r ) ! ﬁd.axumn:m
lipoglykopeptidy
fasfomycin
bacitracin

Inhibitory syntézy bilkovin

meor m » e 1 LY
Antibiotika poskozujici \ Piisobici na 505 podjednots

bunéinou membranu ey w o m e i i i
- . Oxidaéné plsobici makrolidy, azzlidy 3 ketolidy
cyHicke lipopeptidy e w \ stregtograminy
peptidovs antibiotika antibiotika . linkoszmidy
aminoglykosidy "_'tm'""f'damw 1 axazolidinomy
nitrothiazoly | chloramfenikcl
mitrofurany

kyszlina fusidovs

Plisobici na 305 podjednotiu
tetracykliny

aminaghkasidy

spektinomycin
pleuromutiliny

PABA — kyselina p-aminobenzoova, DHL — kyselina dihydrolistova, THL — kyselina tetrahydrolistova

Obriazek 1 Rozdéleni antibiotik dle mista piisobeni (Benes, 2018)

14



1.2.1 B-laktamy

Antibiotika patfici mezi B-laktamy, maji ve své chemické struktuie B-laktamovy kruh,
na ktery jsou navazany rizné substituenty. Podle charakteru téchto substituentti a dalSich
kritérii existuje n€kolik podskupin P-laktamovych antibiotik. Patfi mezi né peniciliny,
cefalosporiny, karbapenemy a monobaktamy (Juldk, 2006). Mechanismus jejich ptsobeni
spociva ve vazb¢ na penicilin vazajici protein, coz je transpeptidaza podilejici se na syntéze
peptidoglykanu — klicova slozka bunééné stény. Touto vazbou na aktivni mista penicilin
vazajiciho proteinu se inhibuje jeho aktivita, ¢imz se zni¢i integrita buné¢nych stén a nastava
buné¢na smrt (Lingzhi a kol., 2018).

Peniciliny jsou ziskavany z kultury plisné Penicillium chrysogenum a dalSich plisni,
produkujicich 6-aminopenicilanovou kyselinu. Jsou vysoce ucinné a vyznacuji se velmi
nizkou toxicitu. Cefalosporiny jsou tvofeny zejména kyselinou 7-aminocefalosporanovou,
ktera byla poprvé izolovana z kultury plisné Cephalosporium acremonium. Maji Siroké
spektrum ucinku a znac¢i se malou toxicitou (Kong a kol, 2009). p-laktamy jsou
nejrozsifenéjSimi antibiotiky pouzivanymi k 1é¢b¢ fady bakteridlnich infekci.

Celosvétovym problémem v oblasti zdravotni péce se stala rezistence na tyto
antibiotika. Hlavnim ohrozujicim mechanismem rezistence vii¢i B-laktamovym antibiotikim
je produkce B-laktamaz. Tento enzym $tépi B-laktamovy kruh a dochazi tim ke ztrat€ ucinku

antibiotika (Lin a kol., 2015).
1.2.2 Aminoglykosidy

Aminoglykosidy jsou dalsi tfidou klinicky dualezitych antibiotik pro 1écbu
bakteridlnich patogenii (Lin a kol, 2015). Poprvé byla tato antibiotika izolovéana
z aktinomycet — gentamicin z rodu Micromonospora a streptomycin ze Streptomyces griseus.
Ve své molekule obsahuji aminosacharidy, zejména 2-deoxystreptamin nebo glukosamin.
Maji silny baktericidni G¢inek na gramnegativni aerobni bakterie (Ritter a kol., 2001). Jsou
nejcastéji pouzivanymi antibiotiky pro lécbu zavaznych infekci gramnegativnimi bakteriemi -
napiiklad rody Escherichia, Enterobacter ¢i Pseudomonas. Dobie ucinkuji také na
stafylokoky, mykobakterie a n€které streptokoky (Hermann, 2007).

Mechanismus jejich u¢inku spo€iva v inhibici funkce ribosomll. Vazi se na jednotku
30S a brani vzniku inicia¢nich komplexd, od nichZ se rozviji syntéza bakterialnich proteind.
K dosaZeni tohoto mista se vazi na buné€nou sténu bakterii a aktivnim transportem prochazeji
do bunécného cytosolu. Z aminoglykosidii je nejcastéji pouzivany gentamicin, déale se

pouziva streptomycin, tobramycin, amikacin, aj. Mezi casté nezadouci ucinky patii
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nefrotoxicita a ototoxicita. Méné ¢astym nezadoucim G¢inkem je neurotoxicita (Avent a kol.,
2011).

1.2.3 Polypeptidy

Polypeptidova antibiotika maji strukturu rozvétvenych cyklickych polypeptidi. Radi
se mezi antibiotika baktericidni. Mezi nejvice klinicky pouzivana antibiotika z této skupiny
patii polymyxiny. Polymyxiny jsou tvofeny aminokyselinami, které jsou izolovany z
bakterie Bacillus polymyxa. Vykazuji dobry uinek na vétSinu gramnegativnich bakterii
véetné Pseudomonas aeruginosa (Govaerts a kol., 2002). Vzhledem ktomu, Ze tato
antibiotika maji velkou molekulu, nedokazi pronikat dobie tkanémi a maji vyrazny
nefrotoxicky ucinek.

Mechanismus G¢inku polymyxind spoéiva v piimé interakci S lipidovou slozkou
lipopolysacharidu (Velkov a kol., 2013). Bakterialni bunééna membrana je pocatecnim
mistem ptisobeni pro Polymyxin E. Polymyxin E se vaZe na lipopolysacharid a fosfolipidy ve
vnéj$i membrané bunék gramnegativnich bakterii. Vytésiiuje dvojmocné kationty (Ca®" a
Mg?*) z fosfatovych skupin membranovych lipidd, coz vede k naruseni vnéj$i membrany
bunék, tniku intracelularniho obsahu a bakterialni smrti (Biswas a kol., 2012).

Polymyxin E, také oznacovany jako kolistin, je u¢innym antibiotikem proti vétSing
gramnegativnich bakterii rezistentnich vii¢i vice l€ékiim. V soucasné dobé se pouziva pro
lé¢bu zavaznych bakterialnich infekci, které zpusobuji napi. Klebsiella, Enterobacter ¢i
Acinetobacter. Pfi 1é¢b¢ bakteriémie, pneumonie a infekci mocovych cest se podavaji
polymyxiny intravendézné. Polymyxin B lze pouzit pouze lokaln€, vzhledem Kk jeho vyssi

toxiciteé (Falagas a kol., 2005).
1.2.4 Glykopeptidy

Glykopeptidovd  antibiotika maji  strukturu  glykosylovaného  heptapeptidu.
Mechanismus jejich u¢inku spocivd v naruseni syntézy bakteridlni stény. Heptapeptidova
kostra glykopeptidového antibiotika se vaze na terminalni D-alanyl-D-alanin na konci
peptidovych fetézci prostfednictvim vodikovych vazeb. Tim dochazi k inhibici
transglykosylace a/nebo transpeptidace, které se podileji pravé na biosyntéze bunécné stény
(Butler a kol., 2014). Radi se mezi antibiotika s baktericidnim u¢inkem.

Vyznamnym glykopeptidovym antibiotikem je vankomycin, ktery byl ptivodné
izolovany ze Streptomyces orientalis. U¢inkuje na nékteré grampozitivni bakterie a na
spirochety. Plsobi i na rezistentni kmeny Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis

¢i Corinebacterium jeikeium. Vankomycin vykazuje toxicitu — poskozuje ledviny, CNS a
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ucho. Poddvd se vpomalé intravendzni infuzi, aby se zabranilo uvolnéni histaminu.
Teikoplanin je smés nckolika latek, které jsou s vankomycinem piibuzné. Ma podobné

spektrum Géinku jako vankomycin a vykazuje mensi toxicitu (Votava, 2005).
1.2.5 Tetracykliny

Tetracyklinova antibiotika jsou Sirokospektralni bakteriostaticka antibiotika vykazujici
aktivitu proti infekcim zplisobenym grampozitivnimi a gramnegativnimi bakteriemi, dale
mykoplazmaty & chamydiemi. U€inkuji také na ndkteré parazitické prvoky. Zakladni
strukturu tetracyklinu tvoii ¢tyfi Sesti¢lenné cykly (Daghrir a kol., 2013). Prvnim objevenym
antibiotikem z této skupiny je chlortetracyklin, ktery byl produkovan Streptomyces
aureofaciens. Ve své molekule obsahuje atom chloru. Mezi tetracykliny patii i naptiklad
teramycin, doxycyklin ¢i minocyklin (Klaban, 2005).

Mechanismem ucinku tetracyklini je inhibice proteosyntézy — zabranuji vazbé
aminoacyl-tRNA na dané vazebné misto ribosomu. Vysledkem je pak zastaveny buné¢ny rust
(Thaker a kol., 2010). Mezi vedlejsi ucinky téchto antibiotik patii napiiklad nauzea a prijem.
VétSina bakterii rezistentnich na tetracyklin nese 1 a vice z 36 riiznych gent rezistentnich na
tetracyklin. Casto jsou tyto geny na mobilnich prvcich jako jsou plazmidy &i transpozony

(Eliopoulos a kol., 2003).
1.2.6 Makrolidy

Makrolidova antibiotika obsahuji ve své struktufe makrolaktonovy kruh s 14-16
atomy, na které jsou navazany aminosacharidy a dal$i postranni fetézce. Tento
makrolaktonovy kruh a postranni fetézce piispivaji k vazebné afinité 1é¢iva na ribosomalni
RNA a tim dochazi k inhibici proteosyntézy. Struktura postrannich fetézcl piimo ovliviiuje
interakci 1é¢iva se specifickymi zbytky ribosomalni RNA (Kannan a kol., 2011). Jejich u¢inek
je bakteriostaticky.

Prvni objevené antibiotikum z této skupiny je erythromycin, ktery byl izolovan
z aktinomycety Streptomyces erythreus. Ma podobné spektrum ucinku jako penicilin. Proto se
vyuziva jako alternativa pii lécbé infekci u pacientl precitlivélych na penicilin. Také plisobi
na fadu gramnegativnich bakterii (Omura, 2002). DalSimi klinicky ¢asto pouZzivanymi
antibiotiky této skupiny jsou naptiklad klaritromycin a spiramycin.

Pouzivaji se k 1écbé infekci dychacich cest, (véetné komunitni pneumonie), faryngitid,
tonzilitid, infekci kiize a mékkych tkdni a urogenitdlnich infekci (Kannan a kol., 2011).

Toxicita makrolidi je pomérné nizkd a jeji projevy vétSinou nastanou az po dlouhodobém
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uzivani. Mezi vedlej$i ucinky patii hepatotoxocita, ototoxicita ¢i gastrointestindlni potize

(Julék, 2006).
1.2.7 Linkosamidy

Linkosamidy maji chemickou strukturu odvozenou od prolinu, ktery je substituovany
amidy a aminosacharidem thiolinkosamidem. Maji podobny mechanismus ucinku jako
antibiotika makrolidova. Jejich plisobeni spocivd ve vazb€ na ribosomu, ¢imz dochazi
K inhibici peptidyltransferazy a zabrany vzniku peptidické vazby. Maji bakteriostaticky
ucinek (Leclercq, 2002).

Utinkuji na grampozitivni koky — zejména streptokoky a stafylokoky, ale i napf. na
intracelularni bakterie, jako jsou rody Chlamydia a Rickettsia (Leclercq, 2002). Jako piiklad
antibiotika této skupiny lze uvést linkomycin, izolovany z kmene Streptomyces lincolnensis.
M4 velmi nizkou toxicitu a podava se parenteralné¢ ¢i peroralné. Dal§im antibiotikem je
napiiklad clindamycin. Clindamycin je pii 1écbé bakteridlnich infekci obvykle u¢innéjsi nez
linkomycin, zejména u infekci zplisobenych anaerobnimi bakteriemi. Mize byt také pouZzity
k 1é¢bé protozoalnich onemocnéni, napt. malarie. Nezadouci ucinky se projevuji prajmem ¢i

reakci v misté aplikovani 1éku (Spizek a kol., 2004).
1.2.8 Sulfonamidy

Sulfonamidova antibiotika maji podobnou strukturu jako kyselina sulfanilova.
Mechanismus jejich Gcinku spociva v tom, Ze piisobi jako kompetitivni inhibitory aktivniho
mista enzymu, ktery katalyzuje reakci v cyklu metabolismu kyseliny tetrahydrolistové.
S kyselinou sulfanilovou soutézi o aktivni misto na tomto enzymu - dihydropteoratsyntetaze.
Kyselina tetrahydrolistova je potfebna k syntéze nukleovych kyselin, vzhledem k tomu, Ze je
nutna pro syntézu purinit a pyrimidini. Mechanismem pulsobeni je tedy inhibice syntézy
nukleovych kyselin bakterie (Votava, 2005) (Yang, 2015).

Sulfonamidy maji Siroké spektrum ucinku. Pisobi na vétSinu grampozitivnich
mikroorganismii — naptiklad stafylokoky, streptokoky ¢i klostridie. Z gramnegativnich
mikroorganismii u¢inkuji na chlamydie, legionely, hemofily, aj. Nezadouci ucinky se
vyskytuji ¢asto, ovSem ve vyjimecnych piipadech jsou zadvazné (napf. jaterni nekrdza nebo
akutni hemolytickd anémie). Dnes se samotné sulfonamidy nepodavaji, ovsem kombinace
sulfamethoxazolu s thrimethoprimem se velmi uplatiiuje jako co-trimoxazol (Tolika a kol.,
2010).
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1.3 Biologické aktivity benzthiazolu a jeho derivata

Benzthiazol je heterocyklickd sloucenina s riznorodymi biologickymi aktivitami. Sira a
atomy dusiku tvofi zakladni strukturu thiazolu. Zakladni struktura benzthiazolu se sklada
Z benzenového jadra, které je v pozici 4 a 5 spojeno s thiazolem, viz obr. 2. Spole¢né tyto dva
kruhy vytvari zakladni jadro 1,3-benzthiazolu. Heterocyklické slouceniny jsou velmi Siroce
distribuovany v pfirodé a jsou nezbytné pro zivot riiznymi zpusoby. Jako ptiklad 1ze uvést
vitamin Bs (pyridoxin), coZ je derivat pyridinu, ktery je nezbytny pro metabolismus

aminokyselin (Yadav a kol., 2011).

M

>

A

Obrazek 2 Struktura benzothiazolu (Yadav a kol., 2011)

Benzthiazolovy kruh je ptfitomen v riznych motskych nebo suchozemskych ptirodnich
slouc¢eninach, které vykazuji uzite¢né biologické aktivity. Benzthiazolové derivaty ptitahuji
velky zajem kvili své antimikrobidlni, antifungéalni, antivirotické a antikarcinogenni aktivit¢.
Déle jsou uzitecné také jako antialergicka a protizanétliva ¢inidla (Bondock a kol., 2010).
Proto naSly tyto derivaty své Siroké uplatnéni v bioorganické a medicinalni chemii pti objevu
novych Ié¢iv (Chugunova a kol., 2015).

Protinadorovou  aktivitu vykazuji zejména fenyl-substituované benzthiazoly.
Substituované 6-nitro a 6-aminobenzthiazoly vykazuji pfedev§im antimikrobidlni aktivitu
(Prabhu a kol., 2011). Témet vSechny slouceniny syntetizovanych 6-substituovanych 2-
aminobenzthiazolovych derivatl vykazovaly antifungélni aktivitu. Nékteré z téchto sloucenin
poskytovaly hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace i 4 az 8 ug/ml vici kvasinkam Candida
albicans, Candida parapsilosis a Candida tropicalis (Catalano a kol., 2013). Studie
zabyvajici se vztahem mezi aktivitou a strukturou derivatl ukazaly, Ze zména struktury
substitu¢ni skupiny v pozici 2 zpravidla zméni bioaktivitu derivatu (Imramovsky a kol.,
2013).

Jiz dtive bylo prokazano, Ze Uc¢inné inhibitory cholinesterazy mohou byt pouzity pro
lécbu pozdnich ptiznaklt Alzheimerovy choroby a zaroven by také mohly plsobit jako
neuroprotektivni Cinidla. Ve studii Pejchal a kol. (2016) bylo syntetizovano 16 novych

derivata (R)-1-(6-fluorbenzo[d]thiazol-2-yl) ethanaminu jako inhibitord acetylcholinesterazy
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a butyrylcholinesterazy. Byla hodnocena inhibi¢ni aktivita téchto derivati a také byla
zkoumana cytotoxicita nejucinnéjSich sloucenin proti lidskym bunéénym liniim metodou
XTT testu. Ziskané udaje prokazaly vysokou inhibi¢ni aktivitu n€kterych z téchto derivatt
proti cholinesterdzam a zaroven zanedbatelnou cytotoxicitu. Vysledky studie naznacuji, ze by
tyto derivaty mohly byt vyuzity pii terapii Alzheimerovy choroby (Pejchal a kol., 2016).

Enzym tyrosinkinaza je zapojen do bunéénych signalnich drah a je spojen s proliferaci,
apoptdzou, opravou a angiogenezi rakovinnych bunék. Vice nez dvé tietiny lidskych nadort
pochazi z epitelidlnich tkani a tyrosinkinaza je u vétSiny téchto nadori nadmérné
exprimovana. Benzthiazolové derivaty s antikarcinogennimi UC€inky prokéazaly, ze maji
inhibi¢ni u¢inky proti tyrosinkindze a mohly by slouzit jako jeji inhibitory. Ve studii Wang a
kol. (2006) byla provedena syntéza novych fluorovanych 2-arylbenzthiazoli. 4-, 5- a 6-
fluorované arylbenzthiazoly se znacenym uhlikem se jevi jako nova potenciondlni ¢inidla pti
zobrazovani nadoru metodou PET pro tyrosinkindzu (Wang a kol., 2006).

Diabetes mellitus je onemocnéni povazované za jednu z péti hlavnich pfi¢in umrti na
svété. Ve studii Mariappan a kol. (2012), byla syntetizovana nova fada benzthiazolovych
derivati pro testovani hypoglykemické aktivity. Tato aktivita se testovala in vivo na
diabetickém modelu indukovanym streptozotocinem na kryse. Nové syntetizované derivaty
vykazovaly zna¢né G¢inky ve srovnani s glibenklamidem — silnym antidiabetikem. Peroralni
podavani syntetizovanych slou¢enin vyznamné snizilo hladinu glukézy v krvi (Mariappan a
kol., 2012) (Madhuri a kol., 2014).

Vyznamnou antibakterialni aktivitu vykazuje merkapto-benzothiazol a 2-amino-5/6-
hydroxybenzothiazol. Antikarcinogenni aktivita byla prokazana u ftalamidu, ktery obsahoval
benzothiazolové derivaty (Yadav a kol, 2011). Benzthiazolové derivaty byly také
vyhodnoceny jako potencialni diagnostické latky vazajici amyloid u neurodegenerativnich
onemocnéni (Soni a kol., 2010).
vlastnostech substituovanych benzthiazolii syntetizuji stile nové derivaty za ucelem posileni
biologické aktivity. Struktura nové vznikajicich syntetizovanych slouc¢enin se potvrzuje NMR

spektroskopii (Prabhu a kol., 2011).

1.4 Rezistence na antimikrobialni latky

Bakterialni odolnost wiici antibiotikim stale ztézuje lécbu zivot ohroZzujicich

onemocnéni. Nespravné a nadmérné uZzivani antibiotik hraje rozhodujici roli ve vyvoji
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rostouci tlak na celosvétovou lidskou zdravotni péci. Odhaduje se, ze predstavuje kazdorocné
az 700 000 umrti (Bengtsson-Palme a kol., 2016).

Rezistenci mikrobl k antimikrobidlnim latkam lze rozdélit na ptirozenou a ziskanou.
Pfirozenou rezistenci maji napiiklad streptokoky na aminoglykosidy, listerie na cefalosporiny
nebo Klebsiely na ampicilin (Votava, 2005). Primarni rezistence miize byt zapfi¢inéna absenci
cilové struktury ¢i jeji nizkou citlivosti ke konkrétnimu antibiotiku (Juldk, 2006). Této
rezistence se vyuziva pii piipravé selektivnich pid — napf. se ptidava bacitracin do
kultivaéniho média pro izolaci hemofilii (Votava, 2005).

Vznik antibiotické rezistence u S. aureus zacal v poloving¢ 40. let, kdy se v nemocnicich
zvysil pocet infekci zptisobenych kmeny S. aureus rezistentnich viéi penicilinu. Tyto kmeny
produkovaly plazmidem koédovanou penicilinazu, ktera hydrolyzuje B-laktamovy kruh
penicilinu. Penicilin-rezistentni kmeny zptsobovaly komunitni infekce a pocatkem 50.let i
pandemické infekce. Tyto infekce z velké Casti vymizely po zavedeni methicilinu. Prvni
zpravy o rezistenci kmene S. aureus na methicilin jsou z roku 1961 (Chambers a kol., 2009).
Bylo to o 2 roky pozdé&ji po jeho zavedeni. S. aureus vyvinul rezistenci na methicilin
v disledku ziskani genu mecA. Béhem poslednich 45 let se po celém svété Sitily rizné kmeny
S. aureus rezistentni na methicilin. Kromé toho od 90. let 20. stoleti se v celosvétovém
méfitku rozsitily virulentni kmeny MRSA spojené s komunitou (CA-MRSA). Tyto virulentni
kmeny mnohdy zptisobuji infekce u zdravych lidi, ktefi ziji v komunité (napi. domov pro
seniory) a ktefi nebyli v nemocni¢nim zafizeni. CA-MRSA kmeny produkuji Pantoniv-
Valentiniv leukocidin (PVL) - nejprve byly rozSifeny v komunité, pozdéji i ve
zdravotnickych zatizenich (Deurenberg a kol., 2008).

Antimikrobidlni latky jsou uzite€nym nastrojem k prevenci a 1écbé onemocnéni nejen
lidi, ale 1 zvifat. Po podéani se vyznamna ¢ast antimikrobidlnich latek vylucuje stolici a mo¢i.
Pokud se takova stolice pouZzije jako zivocisné hnojivo, mize se tak dostat do pidy. Hlavnim
problémem pii zavadéni antimikrobidlnich latek do ptdy je Sifeni antimikrobidlni rezistence.
Mezi nejrozsitengj$i veterinarni antimikrobidlni latky v primyslovych zemich patii
tetracykliny, makrolidy, aminoglykosidy a sulfonamidy (Accinelli a kol., 2007).

Znalost molekularnich mechanismu rezistence viéi antibiotikiim je nezbytna pro rozvoj
novych opatieni k piekonani tohoto problému. Jednim z moznych opatieni je vyvoj inhibitora
rezistencnich enzymi. Tyto inhibitory mohou byt podavany spolu s antibiotiky, ¢imz dochézi

k blokaci rezistence a spravné ui¢innosti antibiotika (Dzidic a kol., 2008).
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1.4.1 Mechanismy ziskané rezistence

Ziskana rezistence se vyvinula u velkého mnozstvi bakterii az po zavedeni antibiotik
do lécby infek¢énich onemocnéni. Bylo popsano nekolik mechanismi, které tuto ziskanou
rezistenci zajiStuji. Patfi k nim: enzymatickd inaktivace antibiotika, zdbrana pfistupu
antibiotika Kk cilovému mistu, aktivni transport antibiotika z bakteridlni bunky, zabrana
aktivace antibiotika ¢i modifikace cilového mista (Benes, 2018). Rozd¢leni dle biochemické a

genetické podstaty znazornéno na obr. 4.
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Obrazek 3 Biochemicka a geneticka podstata rezistence (vytvoreno dle Dzidic a kol., 2008)

Mechanismus enzymatické inaktivace antibiotika mlZze nastat v piipadé€, Ze bakterie
ziska geny kodujici enzymy, které dokazi rozstépit molekulu antimikrobialni latky diive, nez
je schopna uéinkovat. Jako ptiklad lze uvést B-laktamazy (Tenover, 2006). B-laktamazu
koduje gen blaZ. Tento pievazné extracelularni enzym je syntetizovan pii vystaveni ptusobeni
B-laktamovych antibiotik. Je schopny hydrolyzovat B-laktamovy kruh a tim €ini antibiotikum
inaktivnim. Gen blaZ je pod kontrolou dvou sousednich regula¢nich geni — blaR1 a blal
(Lowy, 2003). Byly rozpoznany ¢étyfi molekularni tiidy p-laktamaz: penicilinazy tiidy A, B-
laktamazy tfidy B, cefalosporinazy tfidy C a oxakilinazy tfidy D (Poole, 2002). Klinicky
vyznamné jsou Sirokospektré B-laktamazy ESBL a AmpC. Produkce ESBL gramnegativnimi
bakteriemi je dasledkem neucinnosti penicilinu, cefalosporinu a monobaktamu pii 16¢bé
zavaznych infekci. ESBL se ¢asto nachazeji v plazmidech, které jsou prenosné z kmene na

kmen mezi bakteridlnimi druhy. Enterobakterie produkujici ESBL jsou zodpovédné za
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pocetné vyskyty infekei na celém svété. Volba antimikrobidlni 1€¢by je casto komplikovana
multirezistenci. Mnoho mikroorganismii produkujicich ESBL exprimuje také B-laktamazy
AmpC a mohou byt spoleéné pienaseny S plazmidy zprostfedkujicimi aminoglykosidovou
rezistenci. V soucasné dobé¢ jsou karbapenemy povazovany za léCiva pro 1éCbu infekci
zpuasobenych mikroorganismy produkujicimi ESBL. Pouziti karbapenemti bylo bohuzel
spojeno se vznikem bakteridlnich druhti rezistentnich na karbapenem, jako je napf.
Pseudomonas sp (Rupp a kol., 2003). Bakterialni rezistence na aminoglykosidy je zalozena
také na enzymatické inaktivaci antibiotika. Rozdilem oproti [B-laktamim je, ze misto
rozstépeni molekuly antibiotika dochazi k chemické modifikaci pfipojenim postranni skupiny
— acetylace, fosforylace (Benes, 2018). Rovnéz jsou znamy piipady rezistence na makrolidy a
tetracykliny v dusledku enzymatické inaktivace. Rezistence na chloramfenikol je typicky
zprostiedkovéna acetyltransferazami (Poole, 2002).

Dal$im mechanismem je zabrana pfistupu antibiotika k cilovému mistu. Tento
mechanismus spoc¢iva ve schopnosti bakterie vytvofit kolem sebe ochrannou bariéru. Bariérou
mize byt napiiklad pouzdro ¢i vrstva hlenu, pokud roste bakterie v biofilmu. U
gramnegativnich bakterii slouzi jako vysoce UCinnd ochrannd bariéra zevni membréna.
Hydrofilni antibiotikum se do periplasmatického prostoru dostane ptes poriny, kterych jsou
Vv bakterialni bunce rizné druhy. Bakterie omezenim poctu piislusného typu porinit nebo
zménou propustnosti muze zabranit vstupu antibiotika. Antibiotika s velkou molekulou
nemohou pies poriny projit a tim se jejich u¢inek omezuje na grampozitivni bakterie, napf.
glykopeptidy. Posledni moznou ochrannou bariérou je cytoplasmatickda membrana. Néktera
antibiotika se dokézou dostat do cytoplasmy pouze pomoci transportnich systémut aktivnim
transportem. Bakterie je schopna v disledku mutace kodujiciho genu aktivitu téchto systému
omezit nebo zcela zrusit. Takto funguje napft. rezistence k fosfomycinu (Benes, 2018).

Aktivni transport antibiotika z bakteridlni buiiky je dalSim z moznych mechanismd.
K aktivnimu odcerpavéani antibiotika z bakteridlni buiiky slouzi efluxni pumpy. Efluxni
pumpy jsou transportni proteiny zapojené do vytlacovani toxickych substratii z bunck do
vnéjsiho prostfedi. Tyto proteiny se nachazi v gramnegativnich i grampozitivnich bakteriich.
Pumpy mohou byt specifické pro jeden substrat nebo mohou piendset fadu strukturné
odlisnych slou¢enin (Webber a kol., 2003). Vsechna ¢erpadla vytla¢uji chemicky nezménény
substrat systémem zavislym na energii, ktery vyuziva bud’ iontovy gradient (proton ¢i Na™)
nebo ATP. Hlavni typy efluxnich systémua jsou uvedeny v tabulce 1. VV mnoha ptipadech jsou
geny kodujici efluxni pumpy soucésti operonu, pficemz regulaéni gen tidi expresi. Zvysena

exprese je spojena S odolnosti vic¢i substratim. Zna¢nou obavou je Siroka substratova
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specifita téchto efluxnich cerpadel (Kumar a kol., 2005). Efluxni systémy pfispivajici
odolnosti vi¢i antibiotikiim, byly popsany i v fad¢ klinicky vyznamnych bakterii, véetné
Campylobacter jejuni (CmeABC), Escherichia coli (AcrAB) nebo Pseudomonas aeruginosa
(MexAB). Vsechny tyto efluxni systémy spadaji do skupiny RND, ktery je

typicky pro gramnegativni bakterie a vyznacuje se Sirokou substratovou specifitou.
Neregulovand nadmérnad exprese efluxnich pump je pro bakterie potencidln¢ nevyhodnd —
vylouci se sice toxické substraty, ale mohou byt ztraceny zZiviny a metabolické meziprodukty
(Webber a kol., 2003).

Tabulka 1 Hlavni typy efluxnich systémt (vytvoreno dle Benes, 2018)

Systém Anglicky nazev Zdroj energie

MATE | multidrug and toxic compound extrusion family | Na*/H" gradient

ABC | ATP-binding cassette superfamily ATP

MFS | major facilitator superfamily H* gradient
SMR | small multidrug resistance family H* gradient
RND |resistance/nodulation/division superfamily H* gradient

Jako dalsi mechanismus se uplatiiuje zabrana aktivace antibiotika. Tento
mechanismus funguje pouze u antibiotik, ktera se podavaji ve formé prekurzoru. Jako ptiklad
lze uvést metronidazol. Tento prekurzor se v lidském organismu nejprve musi bakterialnimi
enzymy roz$tépit, aby vznikla G¢inna latka. Bakterie muze snizit produkci enzymu, ktery
antibiotikum aktivuje. Tim zstava antibiotikum v inaktivni form¢ a bakterii neposkodi.
Bakterie mlize také nasledkem mutace vytvaret enzym, ktery je neacinny (Benes, 2018).

Modifikace cilového mista antibiotika zplisobi, Ze se antibiotikum nemutze spravné
navazat. Jelikoz miize byt funkce cilového mista pro bakterii Zivotné dulezitd, nemlze se
antimikrobialnimu puisobeni vyhnout Gplnym odstranénim takového mista. OvSem lze v ném
provést mutacni zmény, které snizuji nachylnost K inhibici a zaroven je zachovana buné¢na
funkce. Jako ptiklad cilového mista lze uvést peptidoglykanovou slozku bunééné stény
bakterii. Objevuji se mutace v doméné vazané na penicilin v PBP a tim je sniZena afinita k -
laktamovym antibiotikiim. Tyto mutace zplsobuji naptiklad rezistenci kmene Enterococcus
faecium na ampicilin nebo Streptococcus pneumoniae na penicilin (Dzidic a kol., 2008).
Modifikace cilového mista na ribozomalni 23S RNA pomoci methyla¢nich enzymi je

zodpovédna za rezistenci k makrolidovym a linkosamidovym antibiotikiim. Tyto antibiotika
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inhibuji syntézu bilkovin ptisobenim na 50S ribozomalni podjednotku, jejiz soucasti je praveé
23S RNA (Wright. 2003).

Mutace jako pficina antibiotické rezistence ma nejvétsi klinicky dopad na jednotlivé
tfidy antibiotik (Woodford a kol., 2007). Je béZznym mechanismem rezistence vii¢i mnoha
syntetickym antibakterialnim ¢inidlim jako jsou fluorochinolony a oxazolidinony. Tyto
antibiotika inhibuji syntézu DNA a odolnost je zpiisobena mutacemi ve specifickych
oblastech strukturnich genti kodujicich bakteridlni enzymy DNA gyrazu a topoizomerazu IV
(Dzidic a kol., 2008). Tyto enzymy jsou slozeny z podjednotek, které koduji geny gyrA a
gyrB pro DNA gyrazy nebo geny parC a parE pro topoizomerazy IV. Vyvoj rezistence na
fluorochinolony je postupny proces, ktery je disledkem akumulace aminokyselinovych
substituci v téchto podjednotkach. U gramnegativnich bakterii byvda DNA gyraza primarnim
cilem pro fluorochinolony. Jako dalsi ptiklad 1ze uvést Mycobacterium tuberculosis. Odolnost
vuci vSem antituberkulotikim je zprostfedkovana mutacemi v genech rpoB — rezistence na
rifampicin; rrs a rpsL — streptomycin; pncA — pyrazinamid; embB — ethanmbutol; katC, inhA,
oxyR, ahpC a furA — isoniazid; gyrA a gyrB — fluorochinolon.

Mechanismy horizontalniho pfenosu genti mezi bakterialnimi kmeny nebo druhy jsou
Casto povazovany za hlavni mediatory rezistence vici antibiotikim (Woodford a kol., 2007).
Tento zplisob pienosu genit ma pro bakterie podobny vyznam jako pohlavni rozmnozovani.
Horizontalni pienos gent rezistence mize byt proveden konjugaci, transdukei ¢i transformaci.
Pti konjugaci dochazi k pfimému prenosu genetické informace pomoci specializovaného
vybézku cytoplazmy — tzv. sex pilus. Pfi transdukci je pienos genetické informace
zprostiedkovan virem Ci bakteriofdgem. Transformaci mohou bakterie ziskat DNA piimo
z okolniho prostiedi. Mobilni genetické elementy slouzici k horizontdlnimu pifenosu jsou

zejména plasmidy, transpozony a integrony (Benes, 2018).
1.5 Charakteristika testovanych mikroorganismu

1.5.1 Rod Escherichia

Rod Escherichia spada pod celed” Enterobacteriaceae. Bakterie spadajici pod tuto
Celed’ se fadi k nejbéznéjsim lidskym patogeniim. Nejznaméjsi bakterii patiici do tohoto rodu
je Escherichia coli (Nordmann a kol., 2011).

Escherichia coli je gramnegativni, pohybliva, nesporulujici, fakultativné anaerobni
ty¢inka. Vyskytuje se ve sttevni mikroflote ¢lovéka, ktera se sklada z vice nez 500 druht
bakterii. E. coli je pfevladajici mikroorganismus gastrointestinalniho traktu (Tenaillon a kol.,

2010). Napomaha rovnovaze mikroorganismi ve stievech a podili se na syntéze nékterych
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vitamint. Je podminéné patogenni a miize zplsobovat prijmové infekce ¢i onemocnéni
mocovych cest (Klaban, 2005). Je zndmo 6 patogennich typt E. coli — enteropatogenni
(EPEC), enterotoxigenni (ETEC), enteroinvazivni (EIEC), shiga-like toxigenni (STEC),
enterohemoragicka (EHEC) a uropatogenni (EPEC) (Oh a kol., 2014). Enteropatogenni E.
coli je ptivodcem prijmovych onemocnéni u malych déti (Ochoa a kol., 2011). Piavodcem
hemolyticko-uremického syndromu je shiga-like toxigenni E. coli. Tento syndrom je
charakterizovan intravaskularni hemolytickou anémii, trombocytopenii a akutnim poSkozenim
ledvin (Bitzan, 2009).

Z biochemickych vlastnosti §tépi glukosu za vzniku plynu, je laktosa-pozitivni a
produkuje indol a katalasu. Neprodukuje oxidasu. Mezi jeji faktory virulence patii zejména
produkce hemolysind a pfitomnost fimbrii (Julak, 2006). Faktory virulence E. coli mohou
ovlivnit Sirokou Skalu eukaryotickych bunéénych procestt — jako piiklad 1ze uvést syntézu

proteintl, sekreci iontti nebo funkci cytoskeletu a mitochondrii (Kaper a kol., 2004).
1.5.2 Rod Pseudomonas

Rod Pseudomonas spada pod c¢eled Pseudomonadaceae. Zasadnim lidskym
patogenem tohoto rodu je Pseudomonas aeruginosa. Pseudomonas aeruginosa je
oportunisticky patogen, ktery se nachdzi v padé a na povrSich ve vodném
prostiedi. Adaptabilita a vysoka vnitfni odolnost vii¢i antibiotikiim umoznuje Pseudomonas
aeruginosa piezit v Sirokém spektru piirodnich i umélych prostfedi, véetné¢ povrchi ve
zdravotnickych zatizenich (Gellatly a kol., 2013). Pseudomonas aeruginosa je gramnegativni,
pohybliva, nesporulujici, aerobni, nefermentujici ty¢inka. Produkuje modrozeleny pigment
pyocyanin a zlutozeleny fluorescein. (Juldk, 2006). Mize produkovat extracelularni
polysacharid algindt — kmeny jsou pak mukézni. Produkuje proteolytické enzymy, jejichz
pusobenim dochdzi k hemoragii a nekroze. Dal§imi vyznamnymi produkty jsou hemolyziny.
Vykultivované kolonie na krevnim agaru maji typickou jasminovou vini. Zptsobuje infekci
kteréhokoliv organu ¢i systému v téle (Votava, 2003). Mezi faktory virulence povrchu
bakteridlni bunky patii bicik, fimbrie, lipopolysacharid a alginat. Vylu€ovanymi faktory
virulence jsou pigmenty, alkalickd protedza, elastaza, fosfolipdza C a exotoxin A (Kipnis a
kol., 2006).

Pseudomonas aeruginosa je jednim z pfednich nozokomialnich patogenti na celém
svete (Strateva a kol., 2009). Zavazné infekce zptisobené timto mikroorganismem jsou témef
vzdy spojeny s narusenou obranou hostitele, jako priklad lze uvést tézké popaleniny nebo

cystickou fibrozu. Pseudomonas aeruginosa je schopna vytvofit biofilm. Biofilm je struktura
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tvofend bakteriemi ptipojenymi k sobé na urcitém povrchu. Bakterie vytvafejici biofilm jsou
uzavieny v extracelularnich polymernich latkach, které se mohou skladdat z polysacharidd,
nukleovych kyselin, proteinti a lipidi. Tato matrice poskytuje biofilmu fyzikalni a chemickou
odolnost (Gellatly a kol., 2013). Nozokomialni infekce zptisobené Pseudomonas aeruginosa
jsou cCasto obtizné IéCitelné. Tato bakterie predstavuje fenomén rezistence vuci antibiotiktim a
demonstruje prakticky vSechny znamé enzymatické a mutacni mechanismy bakterialni

rezistence (Strateva a kol., 2009).
1.5.3 Rod Enterococcus

Rod Enterococcus spada pod celed Enterococcaceae. Z mikroskopického hlediska
jsou enterokoky grampozitivni koky a mohou se vyskytovat ve formé¢ jednotlivych kokd i
v fetizcich. Jsou fakultativné anaerobni. Enterokoky jsou soucésti sttevni mikroflory. Jedna se
o podminéné¢ patogenni mikroorganismus. Nejcastéji je u ¢lovéka ptivodcem enterokokoveé
infekce Enterococcus faecalis (Fisher a kol., 2009). Zpusobuji zejména onemocnéni
mocového traktu pacientim s dlouhodobé zavedenym mocovym katetrem. Dale mohou
zpusobovat komplikace po opera¢nim zakroku. Mezi faktory virulence enterokoki patii
adhesiny, agregacni substance a tzv. Esp protein, ktery se uplatiiuje pii adhezi k epitelu
mocového traktu a pii tvorbé biofilmu (Juldk, 2006). Jsou schopny produkovat hydrolytické
enzymy — hyaluronidiza, Zelatiniza a serinové protedzy. Zelatindza poskytuje Ziviny
bakteriim degradaci hostitelské tkané a zastava urCitou funkci pfi tvorbé biofilmu.
Hyaluronidaza depolymeruje mukopolysacharidovou ¢ast pojivové tkané, ¢imz usnadiiuje
Sifeni enterokokt 1 jejich toxint v tkani hostitele (Fisher a kol., 2009). Jsou schopné rust pii
koncentracich 6,5% NaCl, pti vysokém pH, hydrolyzuji eskulin v pfitomnosti Zluc¢i a
neprodukuji kataldzu. Enterokoky patii mezi nejcastéji izolované nozokomidlni patogeny
(Hollenback, 2012).

Vankomycin-rezistentni enterokoky byly poprvé identifikovany jako nemocni¢ni
patogeny v Evropé v poloviné 80. let a rychle se rozsitily po celém svété. Tyto enterokoky
kolonizuji gastrointestinalni trakt a kiZi a jsou schopny zde kolonizovat v rozmezi 7 tydni az
3 let. Infekce zpusobené vankomycin-rezistentnimi enterokoky jsou spojeny s vysokou mirou

morbidity a mortality a nadmérnymi naklady na zdravotni pé¢i (Tacconelli a kol., 2008).

1.5.4 Rod Streptococcus

Rod Streptococcus spada pod ¢eled” Streptococcaceae. Streptokoky jsou grampozitivni

koky, tvofici obvykle fetizky ¢i dvojice. Jsou pievazné fakultativné anaerobni. Podle
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hemolyzy je rozdélujeme na o-hemolytické, B-hemolytické a y-hemolytické. Mezi B-
hemolytické streptokoky patii napt. S. pyogenes, S. agalactiae. Dale Ize streptokoky délit dle
pritomnosti skupinové specifického polysacharidu C. Pokud je polysacharid C pfitomen,
rozliSuji se antigenni struktury A-Z (Votava a kol., 2003). Streptokoky skupiny A produkuji
dva typy hemolyzind, které mohou pfispivat k patogenezi. Prvnim z nich je streptolysin S,
ktery je zodpovédny za charakteristickou zonu B-hemolyzy obklopujici kolonie na krevnim
agaru. Druhym hemolyzinem je streptolyzin O (Sierig a kol., 2003).

Streptokoky infikuji ktizi a mékké tkané, coz zpusobuje erysipelas, celulitidu a/nebo
fasciitidu. Faryngitida je zptisobena napadenim mékké tkané hltanu. Streptokoky skupiny A
jsou nejcastéjSi bakterialni ptfi¢inou faryngitidy. Déle tyto mikroorganismy zpusobuji
pneumonii, tonzilitidu, perikarditidu, meningitidu, impetigo ¢i infekce mocovych cest. (Zhou
a kol., 2015). Patogenni streptokoky jsou schopné tvofit napf. deoxyribonukleazu,
streptokinazu, lipazu ¢i protedzu. Vzajemnym plusobenim téchto produktl je umoznéno Siteni

infekce (Klaban, 2005).
1.5.5 Rod Staphylococcus

Rod Staphylococcus spada pod celed” Staphylococcaceae Jsou to grampozitivni koky,
které vétSinou vytvaii hroznovité shluky. Stafylokoky jsou fakultativné anaerobni,
nepohyblivé, nesporulujici a produkuji katalasu. Rozd¢€luji se dle produkce plazmakoagulazy
na koaguldza pozitivni a koagulaza negativni stafylokoky (Loir a kol., 2003). Jsou velice
rozsifené v prirodnim prostiedi. Kolonizuji na povrchu téla ¢lovéka nebo zvirat. Ackoliv jsou
stafylokoky soucasti lidské mikroflory, jsou také oportunnimi patogeny a zpusobuji Sirokou
Skalu onemocnéni. Jako piiklad 1ze uvést kozni infekce, abscesy, alimentarni intoxikace,
syndrom toxického Soku, septikémie, aj. (Malachowa a kol., 2010).

Vyznamnym lidskym patogenem tohoto rodu je Staphylococcus aureus, ktery patii
mezi koagulaza pozitivni stafylokoky. Mezi jeho faktory virulence patii peptidoglykan,
protein A, pouzdro, koagulasa, hyaluronidasa, lipasa, aj. Ke stafylokokovym toxinim patii
hemolyziny, exfoliativni toxiny, enterotoxiny a toxin syndromu toxického Soku.
Staphylococcus aureus je znamy svou schopnosti stat se rezistentni vi¢i antibiotikim. Infekce
zpiisobené kmeny rezistentnimi na antibiotika se Casto vyskytuji v epidemickych vlnach. S.
aureus rezistentni na methicilin (MRSA) je pro tyto epidemie charakteristicky (Chambers a
kol., 2009).
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1.6 Stafylokokova enterotoxikoza

Stafylokokova enterotoxik6za je alimentdrni intoxikace. Jednd se o otravu z potravin,
ktera je disledkem konzumace potravin obsahujicich dostate¢né mnozstvi jednoho ¢i vice
stafylokokovych enterotoxini. Symptomy této otravy maji rychly nastup (2-8 hodin) a
zahrnuji nevolnost, kiece v biichu, zvraceni ¢i prijem. Tyto symptomy obvykle samy odezni
béhem 24-48 hodin. Nékdy ovSem muize byt natolik zavaznd, ze vyzaduje hospitalizaci, a to
zejména pokud jde o kojence ¢i starSi a oslabené osoby. Jako hlavni zdroj kontaminace
potravin jsou povazovani pracovnici s potravinami, kterym osidluje nosni sliznici nebo ruce S.
aureus produkujici enterotoxin. Déle je kontaminace spojena piedevSim s nespravnym
skladovanim potravin za podminek, které umoznuji rust stafylokoka (Argudin, 2010).
Potencialnim zdrojem primarni kontaminace potravin jsou také zvifata. Naptiklad v ptipadé
stafylokokové mastitidy prezvykavct, jako jsou kravy ¢i kozy, muze byt S. aureus zanesen
z vemene do mléka (Hennekine a kol., 2012).

PtestoZe je hlavnim odpovédnym patogenem za intoxikaci potravin koagulaza pozitivni
Staphylococcus aureus, nékteré vyzkumy zdaraziuji, ze koagulaza negativni stafylokoky jsou
také schopné produkovat stafylokokové enterotoxiny a mohou byt potencialni ptic¢inou
potravinové otravy (Cunha a kol.,, 2006). Mezi potraviny, které jsou casto pficinou
stafylokokové intoxikace, patii: maso a masné vyrobky, dritbez a vyrobky z vajec, mléko a
mlécné vyrobky, nebo napt. sladké pecivo plnéné krémem (Argudin, 2010). Ve slozitém
prostiedi jako jsou potraviny, existuje fada faktorti ovliviujicich rast kmene S. aureus a

produkci toxinti. Patii mezi n¢ teplota, pH, aktivita vody, redoxni potencial ¢i koncentrace

NaCl ((Hennekine a kol., 2012).
1.6.1 Stafylokokové enterotoxiny (SE)

Enterotoxiny, které jsou produkovany kmenem Staphylococcus aureus, jsou silnymi
gastrointestindlnimi exotoxiny. Jsou odolné vi¢i podminkam, které¢ dok4zou snadno znicit
bakterie, jeZ je produkuji. Odolavaji také proteolytickym enzymiim a tim si zachovavaji svoji
aktivitu v zazivacim traktu po poziti (Pinchuk a kol., 2010). Staphylococcus aureus produkuje
vice nez 20 rGznych enterotoxinil. Klasickym piikladem jsou SEA, SEB, SEC. Dal§imi jsou
SED a SEE. A mezi novéjsi typy patii napt. SEG, SEH, SEI a SEJ. SE tvoii skupinu
strukturn€ ptibuznych exoproteinli, které maji velikost od 22 do 28 kDa a tvofi je piiblizné
220-240 aminokyselin (Argudin, 2010). Stafylokokové enterotoxiny maji schopnost

stimulovat populace T-lymfocytid. Tato stimulace vede nasledné k masivni proliferaci T-
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bun¢k a k nekontrolovatelnému uvoliovani cytokini podporujicich zanét (Omoe a kol.,
2005).

Geny kodujici SE se vyskytuji v plazmidech, profagu, v blizkosti stafylokokovych
chromozomovych kazet, na genomovych ostrovech ¢i ostrovech patogenity (SAPIs) — to jsou
specifické¢ oblasti chromozomu (Argudin, 2010). Mezi nejbézngjsi toxin zpusobujici
alimentarni otravu patii SEA (Pinchuk a kol., 2010). Stafylokokovy enterotoxin A dokaze
udrzet urcitou biologickou aktivitu i po 28 minutach pii 121 °C (Rall a kol., 2008). SED je
druhym nejéastéjSim toxinem zpusobujicim otravu z potravin po celém svété a bylo
prokazano, ze k vyvolani intoxikace sta¢i jen velmi malé mnoZstvi. SEH byl jednou z pficin
masivnich otrav spojenych s konzumaci rekonstituovaného miléka v Japonsku v roce 2000.
SEB je jediny zndmy SE, ktery byl zkouman jako biologicka zbran. Jeho velmi malé mnoZstvi
je ucinné a v davce 0,02 pg/kg miaze byt smrtelny. Jako zbran byl studovan v aerosolizované
formé. Vdechovani SEB vede k bolesti na hrudniku nékolik hodin po expozici. Miize nastat
az akutni respiracni insuficience ¢i septicky Sok. Nicméné pravdépodobnost terorismu je

velmi nizkd (Pinchuk a kol., 2010).
1.6.2 Detekce stafylokokovych enterotoxinii

V soucasné dobé je k dispozici fada technik k detekci stafylokokovych enterotoxind —
molekularn¢ biologické, imunologické, fyzikdlné-chemické zaloZzené na hmotnostni
spektrometrii ¢i biologické.

Jednou z technik pro priikaz stafylokokovych enterotoxini jsou metody molekularni
biologie — PCR a real-time PCR. Metody zalozené na PCR detekuji geny kodujici
enterotoxiny v kmenech Staphylococcus spp. Nicméné tyto techniky maji hlavni omezeni:
vysledky informuji o pfitomnosti ¢i neptfitomnosti gent kddujicich SE, ale neposkytuji zadné
informace o jejich produkci. Tyto metody proto nelze pouzit jako jediné metody pro potvrzeni
Staphylococcus spp. jako pii¢inu intoxikace. Kromé toho je v n€kterych ptipadech prikaz
obtizny, jelikoz Staphylococcus aureus je citlivy na snizeni teploty ¢i aktivity vody, zatimco
enterotoxiny nikoliv (Liu, 2017). Mezi nejéastéji pozorované geny patii sea, sec, sed a seb
(Rall a kol., 2008).

Mezi imunologické techniky patii radioimunoanalyza (napt. VIDASTM SET2), SET-
RPLA a ELISA. Automatizovany detek¢éni systém VIDASTM SET2 umoziluje soucasnou
detekci sedmi enterotoxinovych sérotypi (SEA, SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED a SEE).
Vyuziva specifické reakce antigen-protilatka. Navazana sekundarni protilatka na primarni

protilatku je zna¢ena enzymem alkalicka fosfataza. Pro detekci slouzi fluorescencni substrat,
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ktery alkalicka fosfatdza Stépi a intenzita fluorescence pak odpovidd mnozstvi antigenu —
enterotoxinu (Vernozy-Rozand a kol., 2004). Metoda SET-RPLA je urCena k detekci
enterotoxintt SEA, SEB, SEC a SED. Jde o metodu tzv. reverzni pasivni latexové aglutinace,
ktera je opét zalozena na specifické reakci antigen-protilatka. Je to aglutina¢ni reakce na
nosicich, kterymi jsou barevné latexové castice (Zouharova a kol., 2008). Metoda zalozena na
sendvicovém typu ELISA se provadi v mikrotitracni destiCce, v jejiz jamce jsou navazany
specifické protilatky pro stafylokokové enterotoxiny. Dostupnost anti-enterotoxinovych
protilatek vedla k tomu, Ze se imunologické testovani stalo vhodnou a praktickou metodou.
ELISA je jednoducha, citliva, rychla a dostupna v nékolika komer¢nich sadach. Ovsem
jednim z hlavnich nedostatki metody ELISA jsou faleSné pozitivni vysledky v zavislosti na
typu zkouSeného jidla, napt. pfirozené se vyskytujici peroxidasa v potravé zreagovala se
substraty pouzivanymi pii testovani (Vernozy-Rozand a kol., 2004).
Jako alternativa imunologickych metod byly vyvinuty fyzikalné-chemické metody.
Mezi nimi je metoda hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF MS) ¢i1 elektrosprejova
ionizace (ESI). Dale se vyuziva vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)
s biomolekularni interak¢éni analyzou hmotnostni spektrometrie (BIA-MS). Tyto metody
umoziuji pfesnou detekci stafylokokovych enterotoxini v potravinach, ale nevyhodou je
vysoka pofizovaci cena prtistroja.
Biologické zkouSky jsou =zalozeny na schopnosti extraktu z potencialné toxické
potraviny vyvolat symptomy, jako jsou zvraceni nebo gastrointestindlni pfiznaky, u
laboratornich zvifecich modeli a/nebo superantigenni piisobeni v modelech bunécéné kultury

(Liu, 2017).

1.7 Testovani citlivosti bakterii k antimikrobialnim latkam

Dulezitym tkolem klinické mikrobiologické laboratofe je provedeni testi
antibakteridlni citlivosti bakteridlnich izolatd. Cilem testovani je odhalit moZnou rezistenci na
léky u b&Znych patogenli a zajistit citlivost bakterie ke zvolenym Iékim pro 1écbu
onemocnéni. Testovani citlivosti jednotlivych izolatl je dileZité zejména u druhd, které
mohou mit ziskané mechanismy rezistence - napt. Pseudomonas, Staphylococcus,
Enterococcus, Enterobacteriaceae ¢i Streptococcus pneumoniae (Reller a kol., 2009).
predikce antimikrobidlniho U€inku pii 1écb€ infekce. 1 pfes vyvoj a modernizaci

mikrobiologické diagnostiky se stale pouzivaji k testovani metody, jako je napiiklad diskova

31



difizni metoda, kterd byla poprvé publikovana jiz v roce 1966. V soucasné dob¢ se testovani
obvykle provadi bud’ klasickymi manualnimi metodami nebo automatizovanymi systémy,
jako jsou Becton, Bacmed, nebo napi. Dickinson Phoenix (Belkum a kol., 2013).

Metody pouzivané pro testovani citlivosti na antimikrobidlni latky se d€li na kvalitativni
a kvantitativni. Mezi kvalitativni metody patii diskova difazni metoda (Votava a kol., 2010).
Kvalitativnim testovanim je zjisténo, zda mikroorganismus patii do kategorie citlivy, stiedné
citlivy ¢i odolny. Mezi kvantitativni metody patii agarova difizni metoda, mikrodilu¢ni

metody a E-test (VVotava a kol., 2010) (Bonev a kol., 2008). Vysledkem kvantitativnich metod

Cvwvr

vV

mikroorganismus. Pro zjiSténi MBC se vychdzi ze stanoveni MIC — napt. pfi mikrodilu¢ni
metod¢ se z jamek, ve kterych doslo k inhibici rastu, pfeockuje tekutina na pevnou pudu a
opét se nechd kultivovat. Pokud na pevné pidé¢ mikroorganismus opét vyroste, tato
koncentrace ho pouze inhibuje. Pokud nevyroste, tato koncentrace je baktericidni (Votava a
kol., 2010).

Do budoucna by mohla piedstavovat konkurenci pro soucasné metody technologie
MALDI-TOF MS (Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za tc¢asti matrice
s pruletovym analyzatorem). Tato metoda je silnym nastrojem pro rychlou identifikaci
mikroorganismu a mohla by byt vyuzita také jako metoda ke stanoveni antimikrobialni
citlivosti. Touto metodou byla prozkoumavana napf. aktivita enzymut inaktivujicich
antibiotika a sledovaly se zmény v proteinovém spektru mikroorganismu za piitomnosti nebo
nepfitomnosti antimikrobialniho ¢inidla. Mezi dal$i metody, které by mohly byt v budoucnu
vyuzity pro toto testovani patii pritokova cytometrie, izotermalni mikrokalorimetrie, ¢i
mikroskopie Vv realném Case, ktera by mohla byt pouzita pro testovani v ne pfili§ vzdalené

budoucnosti (Belkum a kol., 2013).
1.7.1 Diskova difazni metoda

Diskova difuzni metoda je jednoducha, praktickd a kvalitativni metoda. Pro testovani
se pouzivd Mueller-Hinton agar. Tento test se provadi za pouZiti bakteridlniho inokula
odpovidajici zékalu 0,5 McFarlanda, coz odpovida piiblizné hodnoté 1-2 x 10® CFU/m.
Suspenze inokula testovaného mikroorganismu se naockuje na plotny pomoci vatového

tamponu (Reller a kol., 2009). Potom se na povrch inokulovaného agaru umisti komer¢né
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ptipravené antibiotické disky z filtraéniho papiru, které obsahuji konkrétni testovana
antibiotika. Nasleduje inkubace 16-24 hodin pfi teploté 35°C.

Antibiotikum difunduje do agaru a inhibuje tim rist testovaného mikroorganismu.
Dochézi tak ke vzniku inhibiénich z6én, viz obr. 5. Primér téchto inhibi¢nich z6n se nésledné
méti (Balouiri a kol., 2016). K méfeni se pouziva posuvné métitko a pramér se porovnava
S tzv. referen¢ni zonou, coz je tdaj dodany od vyrobce. Pokud je inhibi¢ni zona vétsi, nez
udava vyrobce, tak je mikroorganismus citlivy k danému antibiotiku. Pokud je inhibi¢ni z6na
naopak mensi, je tento mikroorganismus k antibiotiku rezistentni (Votava a kol., 2010).
K automatizovanému odecitani inhibi¢nich z6n se pouziva analyzator Bacmed. Tento
analyzator umoznuje analyzu podle norem vybraného standardiza¢niho institutu, jako je napf.

EUCAST (Balouiri a kol., 2016).

Obrazek 4 Diskova diftizni metoda (dostupné z:
http://www.szu.cz/uploads/documents/CeM/NRLs/atb/EUCAST/Diskova_metoda/EUCAST _Disk prezenta
ce_v.5.0_2015.pdf)

1.7.2 E-test

E-test je kvantitativni metoda, jejiz vysledkem je urCeni minimalni inhibi¢ni
koncentrace antibiotika. Pouziva se papirovy prouzek, ktery je na spodni strané napustény
gradientem koncentrace antibiotika a horni strana je oznacena stupnici koncentrace. Test se
provadi na Mueller-Hinton agaru, ktery se naockuje bakterialni suspenzi testovaného kmene.
Piiprava bakteridlni suspenze je stejnd jako u diskové difizni metody, viz 1.7.1. Na

inokulovany agar lze umistit aZ 5 nebo 6 prouzki. Nasleduje inkubace 16-24 hodin pfi teploté
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35°C. Antibiotikum difunduje do agarového média a vznika inhibi¢ni zoéna. Inhibi¢ni zo6na ma
u tohoto testu tvar slzy a MIC lze odecist v misté, kde jeji okraj protina papirovy prouzek, viz
obr. 6. Odectena hodnota MIC odpovidd minimalni inhibi¢ni koncentraci, kterou je mozné

pouzit pro vybér optimalni 1écby (Reller a kol., 2009) (Votava a kol., 2010).

Obrazek 5 E-test — izolat Staphylococcus aureus testovany

s vankomycinem, daptomycinem a linezolidem (Reller a kol., 2009)

1.7.3 Makrodilu¢ni bujonova metoda

Dilu¢ni metody jsou metody kvantitativni a jejich vysledkem je stanoveni MIC, pftip.
MBC. Pro zhotoveni makrodilu¢ni metody v bujonu se pfipravi roztok antibiotika o znamé
koncentraci. Roztok se postupné dvojnasobné fedi bujonem do zkumavek. Tim vznikne fada
zkumavek s koncentracemi, které odpovidaji dvojnasobnému fedéni antibiotika (napt. 1, 2, 4,
8, 16 a 32 pug/ml) (Reller a kol., 2009). Zkumavky musi byt sterilni, spravné¢ oznafené a
uzaviené kovovymi vicky (Wiegand a kol., 2008). Takto pfipravené zkumavky se zaockuji
piipravenou bakterialni suspenzi. Koncentrace inokula odpovida zakalu 0,5 stupnice
McFarlanda. Zkumavky se nechaji inkubovat 18-24 °C pfti teploté 37°C. Po inkubaéni dobé je
provedena kontrola zkumavek. Dle vzniklého zékalu lze pozorovat viditelny rist bakterii.
pfedstavuje minimalni inhibi¢ni koncentraci.

Hlavnimi nevyhodami této metody jsou relativné velka spotieba ¢inidel a mozny vznik
chyb pii pripravé testu. Proto se vyvinula miniaturizace této metody pomoci mikrotitracnich

desti¢ek a vznikla mikrodilu¢ni bujonova metoda, viz obr. 5 (Reller a kol., 2009).
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1.7.4 Mikrodilu¢ni bujonova metoda

U mikrodiluéni bujonové metody jamky plastové mikrotitracni desticky obsahuji
vhodny bujon (napf. Mueller-Hinton bujon) a rtizné koncentrace antibiotik. Koncentrace
antibiotik se pfipravuji obdobné jako u makrodiluéni metody — vznikaji koncentrace
odpovidajici dvojndsobnému fedéni antibiotika. Jamky se zaoCkuji bakteridlni suspenzi a
nechaji inkubovat. Postup je stejny jako u makrodilu¢ni metody (Votava a kol., 2010).
Dulezité je, ujistit se, zda béhem inkubace nedochazi k odpatrovani obsahu jamek. Dale by se
na sebe nemély béhem inkubace umistovat vice nez 4 mikrotitracni desticky (Wiegand a kol.,
2008). Po inkubaci se odec¢ita MIC dle zakaleni bujonu, viz obr. 7. Ode¢tena hodnota MIC se
porovnava s tzv. break pointem, coz je hrani¢ni hodnota daného antibiotika. Pokud je hodnota
MIC niz$i nez hrani¢ni hodnota, testovany mikroorganismus je na toto antibiotikum citlivy.
V opacném piipadé, kdy je tato hodnota vyssi, je dany kmen rezistentni (Votava a kol., 2010).

U makrodilu¢ni i mikrodiluéni metody je dulezité ptipravit si pozitivni a negativni
kontrolu bakterii. Pozitivni kontrola je Cisty bujon se zaoCkovanym testovanym kmenem.

Negativni kontrola je nezaoCkovany bujon s antibiotikem (Wiegand a kol., 2008).
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Obrazek 6 Mikrodiluéni bujonova metoda (dostupné z:

http://mikrobiologie.If3.cuni.cz/bak/uceb/obsah/mic/zvets.jpg)

1.7.5 Agarova difazni metoda

U agarové difuzni metody je podobny postup jako u diskové difuzni metody. Na cely
povrch Mueller-Hintonova agaru rozetieme vatovym tamponem bakteridlni suspenzi
odpovidajici zékalu 0,5 stupnice McFarlanda. Poté se asepticky do agaru vytvofi jamky o
priméru 6 az 8 mm. Do téchto vytvofenych jamek se pipetuje antimikrobidlni ¢inidlo

v pozadované koncentraci. Objem ¢inidla je vétSinou 20-100 pl. Poté se provede inkubace za
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vhodnych podminek v zavislosti na testovaném mikroorganismu. Béhem inkubaéni doby
antimikrobiadlni ¢inidlo difunduje v agarovém médiu a inhibuje rist testovaného

mikrobialniho kmene, viz obr. 8 (Balouiri a kol., 2016).

Obrazek 7 Agarova difuzni metoda, testovany kmen S. aureus na ATB oxacilin (dostupné z:

https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/js17/cviceni_mikrobiologie/web/pages/stanoveni_citlivosti_ath.html)

1.7.6 Agarova dilu¢ni metoda

Pro tuto metodu jsou potfeba agarovd média obsahujici rGzné koncentrace
antimikrobialniho ¢inidla. Zptisob vytvofeni pozadovanych koncentraci antibiotika v agaru je
obvykle za pouziti dvojnadsobného fedeéni (Balouiri a kol., 2016). Nejprve se ptipravi médium
Mueller-Hinton agar dle pokynti vyrobce. Po autoklavovani se ochladi agar na cca 50°C.
Vyssi teploty by mohly antibiotikum inaktivovat, zatimco pti nizSich teplotach by agar zacal
vytvaiet pevné hrudky, coz by ztézovalo vytvofeni homogenni plotny. Piipraveny roztok
antimikrobialniho Cinidla o urcité koncentraci se poté dvojnasobnym fedénim fedi agarem a
vytvoii se fada pozadovanych koncentraci. Pfipravené agary s pozadovanou koncentraci se
naliji na oznacené misky a nechaji zatuhnout. Je potieba si vytvofit plotnu, kterd obsahuje
pouze Cisty agar a tu pouzit jako pozitivni kontrolu. Stejné tak je nutna negativni kontrola.

Na takto pfipravené plotny se nanese vatovym tamponem bakteridlni suspenze, ktera
odpovida zékalu 0,5 McFarlanda. Plotna, kterd inhibuje riist mikroorganismu zna¢i MIC.

Miniaturizaci této metody je mikrodilu¢ni agarova metoda (Wiegand a kol., 2008).
1.7.7 Automatizované pristrojové systémy

Pouziti ptistroji vede Casto k ziskani vysledkd testd citlivosti v krat§i dobé neZ
manualni méfeni. Divodem rychlych vysledki jsou citlivé optické detekéni systémy, které
umoznuji detekci minimalnich zmén riustu bakterii. Jednim =z pfistroji je MicroScan

WalkAway. Probiha v ném inkubace a analyza mikrotitracni desticky, ktera se pro analyzu
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ptipravuje a inokuluje ruéné. Béhem inkubace pfistroj pravidelné kontroluje fotometricky rast
bakterii. Vysledky jsou béhem 4,5-18 hodin.

Druhym je BD Phoenix, ktery monitoruje desticku kazdych 20 minut. Rist detekuje
turbidimetricky a kalorimetricky. Vysledky MIC generuje za 6-16 hodin. Dal§im je systém
Vitek 2, ktery pouziva plastové reagenéni karty. B&hem inkuba¢ni doby sleduje
turbidimetricky rast bakterii. Vysledky jsou béhem 4-10 hodin. A poslednim je Sensititre
ARIS 2X, viz obr. 9. Testovacimi panely jsou standartni mikrotitra¢ni desticky. Rust bakterii

je uréen méfenim fluorescence po 18-24 hodinach inkubace (Reller a kol., 2009).

Obrazek 8 Pristroj Sensititre ARIS 2X (dostupné z:

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/\VV3000-VZ)
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2 EXPERIMENTALNI CAST

V experimentalni ¢asti diplomové prace je popsano stanoveni antimikrobidlni aktivity

vybranych salicylamidi obsahujicich benzthiazolovy blok.

2.1 Laboratorni pomicky
Automatické pipety

Ehrlenmayerova baiika

Kadinka

Kovova vicka

Nitrilové rukavice

Ockovaci klicky (plastove)

Odmérny valec

Petriho misky (plastoveé)

Plastové mikrotitracni desticky s vickem
Plastové spicky

Plynovy kahan

Pomtcky k navazovani (lodicka, kopist, 1zicka)
Stojan na zkumavky

Zkumavky (plastové, sklenéné)

2.2 Pristroje a zarizeni laboratore

Analytické vahy (BOECO, Némecko)

Autoklav PS 20A (Brnénska medicinsk4 technika a. s., CR)
Biologicky termostat ST2 (POL-EKO, Polsko)

Denzitometr McFarland (Biosan, Litva)

Digitalni vodni lazeti NB-304 (N-BIOTEK, Korea)

Horkovzdus$ny sterilizdtor STERIMAT 5104.2 (Brnénska medicinska technika a. s., CR)
Chladnicka (Gorenje, Slovinsko)

Chladnicka (Liebherr, Némecko)

Laboratorni pfedvazka KERN 440 (KERN, Némecko)

Vortex Reax top (Heidolph, Némecko)
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2.3 Chemikalie
Dimethylsulfoxid (PENTA, CR)
Chlorid sodny (LACHEMA, CR)

2.4 Kultivaéni média a pracovni roztoky
2.4.1 Mueller Hinton Agar

Slozeni: kysely hydrolyzat kaseinu 17,5 g/l
hovézi srdcova infuze 2,04/
Skrob, rozpustny 1,59/l
agar 17,0 g/l
Priprava: Bylo navézeno 38,0 g ptipravku do 1000 ml destilované vody a zahtivano do

uplného rozpusténi. Sterilizace probihala v autoklavu 15 minut pti 121°C.

Konecné pH (pii 25°C) 7,3 £ 0,2.

2.4.2 Mueller Hinton Bujon

SloZeni: hovézi masova infuze 300,0 g/l
enzymaticky hydrolyzat kaseinu 17,5 g/l
Skrob 1,59/l

Priprava: Bylo navéazeno 21,0 g ptipravku do 1000 ml destilované vody a zahtivano do

uplného rozpusténi. Sterilizace probihala v autoklavu 15 minut pii 121°C.

Konecné pH (pii 25°C) 7,4 £ 0,2.

2.4.3 Fyziologicky roztok
Slozeni: NaCl 9,0 g/l

Destilovana voda 101

Priprava: Bylo navazeno 9 g NaCl do 1000 ml destilované vody. Sterilizace probihala

Vv autoklavu 15 minut pii 121°C.

39



24.4 1M NH;OH
Priprava: Do 100 ml odmérné banky bylo napipetovano 15,4 ml vodného roztoku 25%
NH4OH. Odmérna banka byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Roztok

byl promichan.

2.5 Testované mikroorganismy
Pro experimentalni ¢ast prace bylo pouzito Kk testovani antimikrobialni aktivity
vybranych salicylamidii 19 bakteridlnich kmend. Piehled testovanych kment je uveden

v tabulce 2.

Tabulka 2 Piehled testovanych bakterialnich kment

Kmen Oznaceni Zdroj Pozniamka
Escherichia coli CCM 3954 | Ceska sbirka mikroorganismii Brno
Pseudomonas aeruginosa | CCM 3955 | Ceska sbirka mikroorganismii Brno
Enterococcus faecalis CCM 4224 | Ceska sbirka mikroorganismii Brno
Staphylococcus aureus CCM 4227 | Ceska sbirka mikroorganismt Brno
StaphvIoCoCCUS aUreus Sbirka Katedry biolog. a biochem. | MRSA, klinicky
pny véd Univerzity Pardubice izolat
Staphylococcus aureus CCM 2022 | Ceska sbirka mikroorganismt Brno
Staphylococcus aureus CCM 4223 | Ceska sbirka mikroorganismt Brno
Staphylococcus aureus CCM 3953 | Ceska sbirka mikroorganismt Brno
Streptococcus agalactiae | CCM 6187 | Ceské sbirka mikroorganismii Brno
Sbirka Katedry biolog. a biochem. C o,
Streptococcus pyogenes véd Univerzity Pardubice Klinicky izolat
Sta_lphylo_cqccus CCM 4418 | Ceska sbirka mikroorganismi Brno
epidermidis
Staphylococcus aureus | 1260 91398 Vka,umfly I%Stav V‘?termamlho
lékarstvi, v. v. 1., Brno
Staphvlococeus aureus 1094 Vyzkumny tstav veterinarniho
Pny ST398 1ékafstvi, v. v. i., Brno
1205 Vyzkumny tstav veterinarniho
Staphylococcus aureus ST398 lékafstvi, v. v. i., Brno MRSA
Staphylococcus aureus 284 Vka,umfly I%Stav Ve.termarmho Toxiny E, H
lékarstvi, v. v. 1., Brno
1214 Vyzkumny ustav veterinarniho
Staphylococcus aureus ST398 lékafstvi, v. v. i., Brno MRSA
Staphylococcus aureus 340 Vyzk}lm{ly qstav V@terlnarnlho Toxiny A, B, D,
lékarstvi, V. V. 1., Brno J
Staphylococcus aureus 650 Vka,umfly I%Stav Ve.termamlho Toxiny I, G
lékafstvi, v. v. 1., Brno
Staphylococcus aureus 1185 Vka,umfly I%Stav Ve.termamlho Toxin C
Iékarstvi, v. v. 1., Brno
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Testované bakteridlni kmeny byly kultivovany na Mueller Hintonové agaru pti 37°C po

dobu 24 hodin za aerobnich podminek. Skladovany byly v chladnicce pti 5-7°C. Pro testovani

byla pouzita vzdy 24 hodinova kultura a kmeny byly pravidelné pteockovavany.

2.6 Testované derivaty 1-(6-fluorbenzothiazol-2-yl) alkylamini

Pro experiment diplomové prace bylo testovano 16 nové syntetizovanych vybranych

benzthiazolovych salicylamidil. Testované slou¢eniny byly piipraveny na pracoviiti UOCHT

modifikovanou reakci ptislusného benzthiazolového aminu s fadou substituovanych (v poloze

4 resp. 5) salicylovych kyselin a chloridu fosforitého.

Reak¢ni schémata:

CH
CHy o) OH 3
N
HaC N HyC
N OH PCl N\
O,
- < NH, F S NH OH
R
1-9
R
Derivat S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9
Substituent | 4-CHs | 5-CH3; | 4-Cl H 5-F 5-ClI 5-Br 4-F 4-Br
o§ OH
N OH PCl, N\
/@\: \ ’ S NH //O OH
F S NH, F
R
10-16
R
Derivat S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16
Substituent | 5-Br 5-CHs 4-F 5-ClI 5-F 4-CHs3 H

Latky byly ptfed pouZzitim analyzovany méfenim bodu tani a NMR spektrometrii.
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2.7 Metody charakterizace

2.7.1 Bod tani

Teplota tani byla stanovena pomoci bodotavku Biichi Melting Point B -540. U bodotavku je
moznost sledovat proces tani pfes zvétSovaci sklo a pribéh reakce je viditelny na LCD

displeji.

2.7.2 NMR spektroskopie

NMR spektra byla méfena v hexadeuteriodimethylsulfoxidu pf#iteplot¢ 300 K na
ptistroji BrukerAvance 400 MHz v pulznim mo6du s Fourierovou transformaci. Spektra byla
méfena v 5-ti milimetrové Sirokopasmové laditelné sondé a frekvence pouzité pii méfeni byly
u H spekter 400,13 MHz, pro °C spektra pak 100,62 MHz, a °F spektra 376,46 MHz.
Viechna NMR spektra (*H, 3C a °F) byla méfena standardnim zptisobem. Hodnoty 'H a 3C
chemickych posunii byly vztazeny viici signalu rozpoustédla (5(*H) = 2,5 ppm (5(*3C) = 39,5
ppm (DMSO) a ptepocteny do d-stupnice.

2.7.3 Opticka otacivost
K méfeni byl pouzit Polarimetr M341 Perkin-Elmer. Polarimetr ma zabudovanou
sodikovou vybojku (Na 589 nm) a rtutovou vybojku (Hg 578, 546, 436 a 365 nm). Pfistroj

byl kalibrovan na methanol.
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2.8 Charakterizace pripravenych latek

4-methyl-N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-methylbutyl]-2-
hydroxybenzamid (S1)

1
CHj

1
11
HaC—10
4
5 N 9
A\ e O
6 R /
= S NH OH
7 12
16 13

14
CH,

Vzhled: Bila pevna latka
Bod tani: 139 — 140 °C
[a]o®® = +74,8 (c = 1, methanol)

IH NMR (400,13 MHz, DMSO-ds):5= 12,14 (1H, OH); 9,32 (1H, d, 3] = 7,8 Hz, NH 12);
7,99 (1H, dd, J = 9,0 Hz, “J(°F, 'H) = 4,9 Hz, H4); 7,95 (1H, dd, 4J = 2,7 Hz,3J(*°F, 'H) = 8,7
Hz, H7); 7,87 (1H, d, 3J = 8,6 Hz, H16); 7,37 (1H,dt,%J= 2,7 Hz, %J= 9,1 Hz, 3J(°F, 'H) = 9,1
Hz, H5); 6,76 (2H, m, H13, H14); 5,50 (1H, m, H8): 2,29 (3H, s, CHs); 2,07 (1H, m, H9);
1,96 (1H, m, H9); 1,77 (1H, m, H10); 0,98 (1H, d, 3] = 6,7 Hz, H11); 0,95 (1H, d, 3J = 6,7 Hz,
H11).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 174,9 (d, “J(*°F,1*C) = 3,1 Hz); 169,1; 159,9; 159,5
(d, LI(°F,1°C) = 242,1 Hz); 149,6 (d, 5J(°F,1°C) = 1,5 Hz); 144,8; 135,6 (d, 3J(*°F,3C) = 11,8
Hz): 128,1; 123,8 (d, 3J(*°F,3C) = 9,6 Hz); 119,9; 117,6; 114.6 (d, 2J(*°F,3C) = 24,6 Hz):
112,3; 108,6 (d, 2J(*°F,13C) = 27,2 Hz); 50,2; 42,3; 24.,6; 22,9; 21,3; 21,1.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 6= -116,4
Elementarni analyza:CyoH21FN20.S (M, = 372,46)
Vypocéteno: C(64,49 %), H(5,68 %), N(7,52 %), S(8,61 %)
Stanoveno: C(64,28 %), H(5,77 %), N(7,77 %), S(8,42 %)
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5-methyl-N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-methylbutyl]-2-
hydroxybenzamid (S2)

11 CHj
H,C 10
4 3
5 N 9
A\
d@ N
E S NH OH
7 12
16 13
14
H;C

Vzhled: Bila pevna latka
Bod tani: 139 — 141 °C
[a]o®® = +73,0 (c = 1, methanol)

IH NMR (400,13 MHz, DMSO-ds):5= 11,91 (1H, OH); 9,37 (1H, d, 2J = 7,9 Hz, NH 12);
8,00 (1H, dd, 3J = 9,0 Hz, “J(°F, 'H) = 4,9 Hz, H4); 7,96 (1H, dd, 4J = 2,6 Hz,3J(*°F, 'H) = 8,8
Hz, H7); 7,80 (1H, d, 4J = 2,2 Hz, H16); 7,37 (1H,dt,%J= 2,6 Hz, %J= 9,1 Hz, 3J(*°F, 'H) = 9,1
Hz, H5); 7,25 (1H, dd, %J = 8,4 Hz,4J = 2,1 Hz, H14); 6,83 (1H,d,3)= 8,4 Hz, H13);

5,50 (1H, m, H8); 2,26 (3H, s, CHa); 2,07 (LH, m, H9): 1,96 (1H, m, H9); 1,77 (1H, m, H10);
0,97 (1H, d, 3J = 6,6 Hz, H11); 0,94 (1H, d, 3] = 6,6 Hz, H11).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 174.9 (d, *J(°F,1*C) = 3,3 Hz); 169,0; 159,5 (d,
LJ(19F,12C) = 242,2 Hz); 157,6; 149,7 (d, SJ(1°F,1*C) = 1,3 Hz); 135,6 (d, 3J(*°F,3C) = 11,8
Hz): 134,9; 128,1; 127,6; 123,8 (d, 3J(°F,1°C) = 9,7 Hz); 117,3; 114,8; 114,6 (d, 2J(°F,1*C) =
24,9 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F,3C) = 27,1 Hz); 50,2; 42,3; 24,6; 22,9; 21,3: 20,1.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 6= -116,4
Elementarni analyza:CyoH21FN20.S (M, = 372,46)
Vypocéteno: C(64,49 %), H(5,68 %), N(7,52 %), S(8,61 %)
Stanoveno: C(64,30 %), H(5,75 %), N(7,78 %), S(8,49 %)
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4-chlor-N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-methylbutyl]-2-
hydroxybenzamid (S3)

H,C 10
4 3
5 N 9
&@[\ NN
F S NH 7 OH
7 12
16 13
14
Cl

Vzhled: Bila pevna latka
Bod tani: 139 — 141 °C
[a]o®® = +55,5 (c = 1, methanol)

IH NMR (400,13 MHz, DMSO-ds):5= 12,37 (1H, OH); 9,40 (1H, d, 2J = 7,9 Hz, NH 12);
7,98 (1H, dd, %J = 8,8 Hz, “J(*°F, 'H) = 4,9 Hz, H4); 7,97 (1H, d, 3J = 9,0 Hz, H16); 7,94 (1H,
dd, 43 = 2,6 Hz,3J(*°F, *H) = 9,0 Hz, H7); 7,37 (1H,dt,%J= 2,6 Hz, 3J= 9,0 Hz, 3J(°F, *H) = 9,0
Hz, H5); 7,03 (2H, m, H13, H14); 5,49 (1H, m, H8); 2,05 (1H, m, H9); 1,95 (1H, m, H9);
1,74 (1H, m, H10); 0,96 (1H, d, 3] = 6,6 Hz, H11); 0,94 (1H, d, 3J = 6,6 Hz, H11).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 8= 174,6 (d, “J(*°F,1*C) = 3,3 Hz); 167,8; 160,1; 159,5
(d, LI(°F,1°C) = 242,3 Hz); 149,6 (d, 5I(*°F,1°C) = 1,5 Hz); 138,0; 135,6 (d, 3J(*°F,3C) = 11,6
Hz): 130,2; 123,8 (d, 3J(*°F,3C) = 9,5 Hz); 119,2; 117,1; 114,9; 114,6 (d, 2J(°F,1°C) = 24,7
Hz): 108,6 (d, 2J(*°F,3C) = 27,2 Hz); 50,4; 42,4; 24,6; 22,9; 21,4.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 6= -116,4
Elementarni analyza:C19H1sCIFN202S (M, = 392,87)
Vypocéteno: C(58,09 %), H(4,62 %), N(7,13 %), S(8,16 %)
Stanoveno: C(58,25 %), H(4,55 %), N(6,95 %), S(8,39 %)
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N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-methylbutyl]-2-hydroxybenzamid (S4)

Vzhled: Bila pevna latka

Bod tani: 158 - 160 °C
[a]o® = +51,0 (c = 1, methanol)

IH NMR (400,13 MHz, DMSO-ds):5= 12,11 (1H, OH); 9,40 (1H, d, 3] = 8,1 Hz, NH 12);
8,01 — 7,94 (3H, m, H4, H7, H16); 7,44 (1H, t, 3] = 7,6 Hz, H14): 7,37 (1H,dt,4J= 2,6 Hz, 3J=
9,1 Hz, 2J(°F, *H) = 9,1 Hz, H5); 6,95 (2H, m, H13, H15); 5,51 (1H, m, H8); 2,08(1H, m,
H9); 1,97 (1H, m, H9); 1,76 (1H, m, H10); 0,97 (6H, m, H11).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):5= 174,8 (d, “J(*°F,3C) = 3,1 Hz); 168,8; 159,5 (d,
LJ(*9F,B3C) = 242,2 Hz); 159,6; 149,6; 135,6 (d, *J(*°F,*°C) = 11,4 Hz); 134,1; 128,4; 123,7 (d,
3J(“°F,1°C) = 9,6 Hz); 118,9; 117,4; 115,3; 114,6 (d, 2J(*°F,*C) = 25,0 Hz); 108,6 (d,
2J(*F,13C) = 27,1 Hz); 50,2; 42,3; 24,5; 22,9; 21,3.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 6=-116,4
Elementarni analyza:Ci9H19FN20.S (M, = 358,43)
Vypocteno: C(63,67 %), H(5,34 %), N(7,82 %), S(8,95 %)
Stanoveno: C(63,81 %), H(5,38 %), N(7,68 %), S(8,78 %)
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5-fluor-N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-methylbutyl]-2-
hydroxybenzamid (S5)

H,C 10
4 3
5 N 9
&@[\ NN
= S NH 4 OH
7 12
16 13

14

Vzhled: Bila pevna latka

Bod tani: 172 - 173 °C

[a]o® = +59,8 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg):5= 11,90 (1H, OH); 9,40 (1H, d, 3J = 7,8 Hz, NH 12);

8,00 (1H, dd, %J = 9,0 Hz, “J(°F, 'H) = 4,9 Hz, H4); 7,96 (1H, dd, 4J = 2,7 Hz,3J(*°F, 'H) = 8,8
Hz, H7); 7,98(1H, dd, “J = 3,2 Hz,33(*°F, *H) = 9,8 Hz, H16); 7,37 (1H,dt,*J= 2,6 Hz, 3J=19,1
Hz, 3J(°F, 'H) = 9,1 Hz, H5); 7,33 (1H,dt,4J= 3,2 Hz, 3J= 9,0 Hz, 2J(°F, *H) = 9,0 Hz, H14);

6,98 (1H, dd, J = 9,2 Hz, “J(°F, 'H) = 4,8 Hz, H13); 5,50 (1H, m, H8); 2,07(1H, m, HI);
1,96 (1H, m, H9); 1,76 (1H, m, H10); 0,97 (1H, d, 3] = 6,7 Hz, H11); 0,95 (1H, d, 3J = 6,7 Hz,
H11).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-06): 5= 174.4 (d, *J(*°F,1*C) = 3,4 Hz); 167,4 (d, “J(°F,3C)
= 2,2 Hz); 159,5 (d, LI(°F,1°C) = 242,2 Hz); 155,6 (d, 5J(:°F,1*C) = 1,2 Hz); 154,7 (d,
LI(29F,12C) = 235,6 Hz); 149,6 (d, 5J(°F,1°C) = 1,5 Hz); 135,6 (d, 3J(*°F,3C) = 11,9 Hz):
123,8 (d, 3J(°F,13C) = 9,6 Hz); 121,0 (d, 2J(:°F,13C) = 23,3 Hz); 118,8 (d, 3J(:°F,1*C) = 7,5
Hz): 115,9 (d, 3J(°F,3C) = 6,7 Hz); 114,6 (d, 2J(:°F,1°C) = 24,9 Hz); 114,0 (d, 2J(°F,*C) =
24,4 Hz);108,6 (d, 2J(°F,13C) = 27,2 Hz); 50,4; 42,4; 24,5; 22,9; 21,3,

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 6=-124,6; -116,4
Elementarni analyza:Ci9H18F2N202S (M, = 376,42)
Vypocéteno: C(60,62 %), H(4,82 %), N(7,44 %), S(8,52 %)
Stanoveno: C(60,80 %), H(5,00 %), N(7,28 %), S(8,38 %)
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5-chlor-N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-methylbutyl]-2-
hydroxybenzamid (S6)

H,C 10
4 3
5 N 9
&@[\ NN
F S NH 7 OH
7 12
16 13
14
Cl

Vzhled: Bila pevna latka
Bod tani: 148 - 150 °C
[a]o®® = +55,2 (c = 1, methanol)

IH NMR (400,13 MHz, DMSO-ds):5= 12,16 (1H, OH); 9,46 (1H, d, 2J = 7,9 Hz, NH 12);
8,04 (1H, d, J = 2,6 Hz, H16); 8,00 (1H, dd, 3] = 8,9 Hz, *J(°F, 'H) = 4,8 Hz, H4); 7,96 (1H,
dd, 43 = 2,6 Hz,3J(°F, 1H) = 8,8 Hz, H7); 7,47 (1H, dd, 3] = 8,8 Hz,4J = 2,6 Hz, H14); 7,37
(1H,dt,%J= 2,6 Hz, 3J= 9,1 Hz, 3J(*°F, *H) = 9,1 Hz, H5); 6,98 (1H,d,3J= 8,8 Hz, H13);

5,49 (1H, m, H8); 2,07 (1H, m, H9): 1,96 (1H, m, H9); 1,77 (1H, m, H10); 0,97 (1H, d, 3] =
6,6 Hz, H11); 0,94 (1H, d, 3J = 6,6 Hz, H11).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): &= 174,4 (d, *J(*°F,3C) = 3,5 Hz); 167,5; 159,5 (d,
LJ(*9F,B3C) = 242,2 Hz); 158,2; 149,6; 135,6 (d, *J(*°F,**C) = 12,0 Hz); 133,7; 127,7; 123,8 (d,
3J(“°F,1°C) = 9,6 Hz); 122,6; 119,4; 116,9; 114,6 (d, 2J(*°F,°C) = 24,8 Hz); 108,6 (d,
2J(*°F,13C) = 27,2 Hz); 50,4; 42,4; 24,5; 22,9; 21,3.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 6= -116,4
Elementarni analyza:Ci19H1sCIFN202S (M, = 492,87)
Vypocéteno: C(58,09 %), H(4,62 %), N(7,13 %), S(8,16 %)
Stanoveno: C(58,29 %), H(4,75 %), N(6,98 %), S(7,99 %)
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5-brom-N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-methylbutyl]-2-
hydroxybenzamid (S7)

H,C 10
4 3
5 N 9
&@[\ NN
= S NH 4 OH
7 12
16 13

14
Br

Vzhled: Bila pevna latka
Bod tani: 147 - 149 °C
[a]o®® = +65,5 (c = 1, methanol)

IH NMR (400,13 MHz, DMSO-ds):5= 12,18 (1H, OH); 9,46 (1H, d, 2J = 7,9 Hz, NH 12);
8,15 (1H, d, J = 2,4 Hz, H16); 8,00 (1H, dd, 3] = 9,0 Hz, *J(°F, 'H) = 4,9 Hz, H4); 7,96 (1H,
dd, 43 = 2,7 Hz,3J(™°F, *H) = 8,9 Hz, H7); 7,58 (1H, dd, 3] = 8,8 Hz,4J = 2,5 Hz, H14); 7,37
(1H,dt,%J= 2,6 Hz, 3J= 9,0 Hz, 3J(*°F, *H) = 9,0 Hz, H5); 6,92 (1H,d,3J= 8,8 Hz, H13);

5,49 (1H, m, H8); 2,06(1H, m, H9); 1,96 (1H, m, H9); 1,76 (1H, m, H10); 0,97 (1H, d, 3] =
6,6 Hz, H11); 0,94 (1H, d, 3J = 6,6 Hz, H11).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 174.4 (d, *J(*°F,1*C) = 3,3 Hz); 167,4; 159,5 (d,
LI(39F,13C) = 242,2 Hz); 158,6; 149,6; 136,5; 135,6 (d, 23J(°F,13C) = 11,8 Hz); 130,6; 123,8 (d,
3J(1°F,1°C) = 9,6 Hz); 119,8; 117,5; 114,6 (d, 2J(*°F,1°C) = 24,7 Hz); 110,1; 108,6 (d,
2)(19F,12C) = 27,2 Hz); 50,4; 42,4; 24.5; 22,9; 21,4,

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 6= -116,4
Elementarni analyza:Ci19H1sBrFN202S (M, = 437,33)
Vypoéteno: C(52,18 %), H(4,15 %), N(6,41 %), S(7,33 %)
Stanoveno: C(52,00 %), H(4,05 %), N(6,58 %), S(7,48 %)
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4-fluor-N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-methylbutyl]-2-
hydroxybenzamid (S8)

H,C 10
4 3
5 N 9
&@[\ NN
= S NH 4 OH
7 12
16 13

14

Vzhled: Bila pevna latka

Bod tani: 170 - 172 °C

[a]o® = +58,0 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg):5= 12,60 (1H, OH); 9,39 (1H, d, 3J = 7,9 Hz, NH 12);

8,06 (1H, dd, °J = 8,8 Hz, 3J(°F, H) = 8,8 Hz, H14); 8,00 (1H, dd, 3J = 9,0 Hz, 4J(°F, *H) =
5,0 Hz, H4); 7,96 (1H, dd, “J = 2,5 Hz,33(*°F, *H) = 8,8 Hz, H7); 7,37 (1H,dt,J= 2,6 Hz, 3J=
9,1 Hz, 23J(°F, *H) = 9,1 Hz, H5); 6,81 (2H,m, H13, H16); 5,50 (1H, m, H8); 2,07(1H, m,
H9); 1,96 (1H, m, H9); 1,77 (1H, m, H10); 0,97 (1H, d, 3] = 6,7 Hz, H11); 0,95 (1H, d, %J =
6,7 Hz, H11).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 174,6 (d, *J(°F,1*C) = 3,3 Hz); 168,2; 165,3 (d,
LI(18F,38C) = 250,5 Hz); 161,8 (d, 3J(°F,1°C) = 12,8 Hz); 159,5 (d, LI(°F,1°C) = 242,2 Hz);
149,6 (d, *J(°F,3C) = 1,2 Hz); 135,6 (d, 2J(°F,13C) = 11,6 Hz); 130,8 (d, 3J(:°F,%*C) = 11,6
Hz): 123,8 (d, 3J(°F,3C) = 9,4 Hz); 114,6 (d, 2J(:°F,1°C) = 24,7 Hz); 112,3 (d, *J(°F,*C) =
2,8 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F,13C) = 27,2 Hz); 50,3; 42,3; 24,6; 22,9; 21,3

F NMR (376,46 MHz, DMSO-ds): 6=-124,6; -116,4
Elementarni analyza:Ci9H18F2N202S (M, = 376,42)
Vypocéteno: C(60,62 %), H(4,82 %), N(7,44 %), S(8,52 %)
Stanoveno: C(60,45 %), H(4,72 %), N(7,58 %), S(8,74 %)
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4-brom-N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-methylbutyl]-2-
hydroxybenzamid (S9)

H,C 10
4 3
5 N 9
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= S NH 4 OH
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16 13
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Vzhled: Bila pevna latka
Bod tani: 143 - 145 °C
[a]o?® = +67,2(c = 1, methanol)

IH NMR (400,13 MHz, DMSO-ds):5= 12,31 (1H, OH); 9,39 (1H, d, 3J = 7,9 Hz, NH 12);
7,99 (1H, dd, %J = 8,9 Hz, “J(°F, 'H) = 4,9 Hz, H4); 7,94 (1H, dd, 4J = 2,6 Hz,3J(*°F, 'H) = 9,0
Hz, H7); 7,88 (1H, d, 3J = 9,2 Hz, H16); 7,37 (1H,dt,%J= 2,6 Hz, %J= 9,0 Hz, 3J(*°F, 'H) = 9,0
Hz, H5); 7,17 (2H, m, H13, H14); 5,49 (1H, m, H8); 2,05 (1H, m, H9); 1,95 (1H, m, H9);
1,74 (1H, m, H10); 0,97 (1H, d, 3] = 6,7 Hz, H11); 0,95 (1H, d, 3J = 6,7 Hz, H11).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 8= 174,5 (d, *J(*°F,1*C) = 3,2 Hz); 167,8; 159,9; 159,5
(d, LI(°F,1°C) = 242,1 Hz); 149,6 (d, 5I(*°F,1°C) = 1,3 Hz); 135,6 (d, 3J(*°F,3C) = 11,8 Hz);
130,3; 126,7; 123,8 (d, 3J(°F,1°C) = 9,4 Hz); 122,1; 120,0; 115,3; 114,6 (d, 2J(1°F,1°C) = 24,5
Hz): 108,6 (d, 2J(*°F,13C) = 27,0 Hz); 50,3; 42,3; 24,5; 22,9; 21,3.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 6= -116,4
Elementarni analyza:Ci19H1sBrFN202S (M, = 437,33)
Vypoéteno: C(52,18 %), H(4,15 %), N(6,41 %), S(7,33 %)
Stanoveno: C(52,46 %), H(4,07 %), N(6,55 %), S(7,14 %)
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5-brom-N-[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]-2-hydroxybenzamid (S10)

11

Vzhled: Bila pevna latka
Bod tani: 220 - 222 °C

IH NMR (400,13 MHz, DMSO-dg):5= 12,09 (1H, OH); 9,70 (1H, t, 3J = 5,4 Hz, NH 9); 8,07
(1H, d, 4J = 2,5 Hz, H13); 7,98 (1H, dd, 3] = 8,9 Hz, “J(*°F, *H) = 5,0 Hz, H4); 7,96 (1H, dd,
43 = 2,6 Hz,2J(*°F, *H) = 8,8 Hz, H7); 7,58 (1H, dd, %J = 8,9 Hz,4J = 2,6 Hz, H11); 7,37
(1H,dt,43= 2,6 Hz, 3J= 9,1 Hz, 3J(°F, 'H) = 9,1 Hz, H5); 6,94 (1H,d,3)= 8,8 Hz, H10); 4,89
(2H, d, 3J = 5,9 Hz, H8).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 170.4 (d, *J(*°F,1*C) = 3,2 Hz); 167,1; 159,5 (d,
LI(19F,12C) = 242,1 Hz); 158,2; 149,6 (d, SJ(1°F,1*C) = 1,4 Hz); 136,3; 135,8 (d, 3J(°F,1°C) =
11,8 Hz); 131,0; 123,8 (d, 2J(°F,13C) = 9,4 Hz); 119,7; 117,9; 114,6 (d, 2J(°F,13C) = 24,8
Hz): 110,1; 108,6 (d, 2J(*°F,3C) = 27,1 Hz); 41,6.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 6= -116,4
Elementarni analyza:C15H10BrFN2O.S (M, = 381,22)
Vypocteno: C(47,26 %), H(2,64 %), N(7,35 %), S(8,41 %)
Stanoveno: C(47,48 %), H(2,72 %), N(7,08 %), S(8,58 %)
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N-[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]-2-hydroxy-5-methylbenzamid (S11)

11

Vzhled: Bila pevna latka
Bod tani: 176 - 177 °C

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-de):6= 11,83 (1H, OH); 9,65 (1H, t, 3J = 5,8 Hz, NH 9); 7,98
(1H, dd, 33 = 9,1 Hz, “J(*°F, 'H) = 4,9 Hz, H4); 7,95 (1H, dd, *J = 2,7 Hz,3J(*°F, 'H) = 8,9 Hz,
H7): 7,73 (1H, d, *J = 1,8 Hz, H13): 7,37 (1H,dt,%J= 2,7 Hz, 3J= 9,1 Hz, 3J(*°F,'H) = 9,1 Hz,
H5); 7,25 (1H, dd, 3J = 8,3 Hz,*J = 2,0 Hz, H11); 6,85 (1H,d,%J= 8,4 Hz, H10); 4,89 (2H, d, 3J
= 5,9 Hz, H8):; 2,25 (3H, s. CH3).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 170,8 (d, “J(°F,1*C) = 3,3 Hz); 168,9; 159,5 (d,
LI(19F,12C) = 242,1 Hz); 157,3; 149,5; 135,8 (d, 2J(°F,13C) = 11,8 Hz); 134,7; 128,3; 127,6;
1237 (d, 3J(°F,13C) = 9,7 Hz); 117,2; 115,0; 114,6 (d, 2J(*°F,3C) = 24,8 Hz); 108,6 (d,
2)(19F,1°C) = 27,2 Hz); 41,5; 20,1.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 6= -116,4
Elementarni analyza:C16H13FN202S (M, = 316,35)
Vypocteno: C(60,75 %), H(4,14 %), N(8,86 %), S(10,14 %)
Stanoveno: C(60,59 %), H(4,23 %), N(8,69 %), S(10,33 %)
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4-fluor-N-[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]-2-hydroxybenzamid (S12)

12

Vzhled: Bila pevna latka
Bod tani: 171 - 173 °C
'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg):8= 12,54 (1H, OH); 9,67 (1H, t, 3J = 5,8 Hz, NH 9);

7,97 (3H, m, H4, H7. H13); 7,37 (1H,dt,4J= 2,6 Hz, 3J= 9,0 Hz, 2J(*°F, *H) = 9,0 Hz, H5);
6,81 (2H,m,H10, H12): 4,90 (2H, d, 3J = 5,9 Hz, H8).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 170,6 (d, *J(*°F,1*C) = 3,1 Hz); 168,1; 165,2 (d,
L(38F,32C) = 250,7 Hz); 161,5 (d, 3J(°F,1°C) = 13,2 Hz); 159,5 (d, LI(°F,1°C) = 242,2 Hz);
149,5 (d, *J(°F,13C) = 1,2 Hz); 135,8 (d, 2J(°F,13C) = 11,9 Hz); 130,8 (d, 3J(:°F,**C) = 11,7
Hz); 123,7 (d, 3J(°F,3C) = 9,8 Hz); 114,6 (d, 2J(1°F,1°C) = 24,9 Hz); 112,5 (d, *J(°F,*C) =
2,9 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F,13C) = 27,1 Hz); 106,6 (d, 2J(*°F,}*C) = 22,3 Hz); 103,9 (d,
2)(19F,18C) = 23,7 Hz); 41,5.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 6=-105,0; -116,5
Elementarni analyza:Ci5H10F2N202S (M, = 320,31)
Vypocteno: C(56,24 %), H(3,15 %), N(8,75 %), S(10,01 %)
Stanoveno: C(56,47 %), H(3,01 %), N(8,61 %), S(10,27 %)
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5-chlor-N-[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]-2-hydroxybenzamid (S13)

Cl

Vzhled: Bila pevna latka
Bod tani: 210 - 212 °C

IH NMR (400,13 MHz, DMSO-dg):5= 12,08 (1H, OH); 9,70 (1H, t, 3J = 5,7 Hz, NH 9); 7,97
(3H, m, H4, H7, H13): 7,47 (1H, dd, 3] = 8,7 Hz,*] = 2,4 Hz, H11); 7,37 (1H,dt,4J= 2,6 Hz,
3J= 9,1 Hz, 3J(*°F, *H) = 9,1 Hz, H5); 7,00 (1H,d,3)= 8,8 Hz, H10); 4,90 (2H, d, 3J = 5,7 Hz,
H8).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 170,5 (d, *J(*°F,1*C) = 3,4 Hz); 167,2; 159,5 (d,
LI(39F,12C) = 241,9 Hz); 157,7; 149,5; 135,8 (d, 2J(°F,13C) = 11,6 Hz); 133,5; 128,1; 123,7 (d,
3J(1°F,1°C) = 9,5 Hz); 122,7; 119,3; 117,4; 114,6 (d, 2J(*°F,1°C) = 24,7 Hz); 108,6 (d,
2)(19F,1°C) = 27,2 Hz); 41,6.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 6= -116,5
Elementarni analyza:C15H10CIFN202S (M, = 336,77)
Vypocteno: C(53,50 %), H(2,99 %), N(8,32 %), S(9,52 %)
Stanoveno: C(53,29 %), H(2,92 %), N(8,52 %), S(9,29 %)
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5-fluor-N-[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]-2-hydroxybenzamid (S14)

Vzhled: Bila pevna latka
Bod tani: 187 - 189 °C
'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg):5= 11,83 (1H, OH); 9,68 (1H, t, 3J = 5,9 Hz, NH 9);

7,98 (1H, dd, 3] = 9,0 Hz, “J(*°F, *H) = 5,0 Hz, H4); 7,96 (1H, dd, 4J = 2,7 Hz,2J(*°F, 'H) = 8,9
Hz, H7); 7,71(1H, dd, “J = 3,2 Hz,2J(°F, *H) = 9,7 Hz, H13); 7,37 (1H,dt,J= 2,7 Hz, 3J= 9,1
Hz, 3J(°F, 'H) = 9,1 Hz, H5); 7,33 (1H,dt,J= 3,3 Hz, %J= 8,9 Hz, 3J(*°F, 'H) = 8,9 Hz, H14);

6,99 (1H, dd, J = 9,1 Hz, “J(*°F, 'H) = 4,7 Hz, H10); 4,91 (2H, d, *J = 5,9 Hz, H8).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 170,5 (d, “J(*°F,1*C) = 3,0 Hz); 167,3 (d, *J(°F,3C)
= 2,2 Hz); 159,5 (d, LI(°F,1°C) = 242,2 Hz); 155,3 (d, 5J(*°F,1*C) = 1,4 Hz); 154,8 (d,
LI(29F,13C) = 235,2 Hz); 149,5 (d, 5J(°F,1°C) = 1,5 Hz); 135,8 (d, 3J(*°F,3C) = 11,7 Hz);
123,7 (d, 3J(°F,3C) = 9,6 Hz); 121,0 (d, 2J(:°F,13C) = 23,3 Hz); 118,7 (d, 3J(:°F,1*C) = 7,6
Hz): 116,6 (d, 23J(°F,3C) = 6,8 Hz); 114,6 (d, 2J(:°F,1°C) = 24,7 Hz); 114,2 (d, 2J(°F,*C) =
24,4 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F,3C) = 27,1 Hz); 41,6.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 6=-124,5; -116,5
Elementarni analyza:Ci5H10F2N202S (M, = 320,31)
Vypocteno: C(56,24 %), H(3,15 %), N(8,75 %), S(10,01 %)
Stanoveno: C(56,43 %), H(3,05 %), N(8,58 %), S(10,24 %)
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N-[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]-2-hydroxy-4-methylbenzamid (S15)

12

Vzhled: Bila pevna latka
Bod tani: 168 - 170 °C

IH NMR (400,13 MHz, DMSO-ds):8= 12,11 (1H, OH); 9,63 (1H, t, 3] = 5,6 Hz, NH 9); 7,98
(1H, dd, 33 = 9,0 Hz, “J(°F, *H) = 4,8 Hz, H4); 7,95 (1H, dd, *J = 2,6 Hz,3](*°F, 'H) = 8,9 Hz,
H7): 7,79 (1H, d, 3J = 8,0 Hz, H10); 7,37 (1H,dt,“J= 2,6 Hz, 3J= 9,1 Hz, 3J(*°F, 'H) = 9,1 Hz,
H5): 6,75 (2H, m, H11, H13); 4,88 (2H, d, 3] = 5,9 Hz, H8); 2,28 (3H, s. CHa).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6): 5= 170,8 (d, “J(°F,1*C) = 3,5 Hz); 169,2; 159,8; 159,5
(d, LI(°F,1°C) = 242,2 Hz); 149,5; 144,7; 135,8 (d, 3J(1°F,1*C) = 11,9 Hz); 128,1; 123,7 (d,
3J(1°F,1°C) = 9,8 Hz); 120,0; 117,6; 114,6 (d, 2J(*°F,1°C) = 24,9 Hz); 112,5; 108,6 (d,
2)(19F,1°C) = 27,0 Hz); 41,4; 21,1.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 6= -116,4
Elementarni analyza:C16H13FN202S (M, = 316,35)
Vypocteno: C(60,75 %), H(4,14 %), N(8,86 %), S(10,14 %)
Stanoveno: C(60,96 %), H(4,28 %), N(8,72 %), S(10,38 %)
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N-[(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)methyl]-2-hydroxybenzamide (S16)

;4
N
5 — 0
E S N/ OH
7 9
13 10
12 11

Vzhled: Bila pevna latka
Bod tani: 166 - 168 °C

IH NMR (400,13 MHz, DMSO-ds):8= 12,01 (1H, OH); 9,71 (1H, t, 3] = 5,8 Hz, NH 9); 7,98
(1H, dd, 2J = 9,0 Hz, “2J(°F, 'H) = 4,9 Hz, H4); 7,96 (1H, dd, 4J = 2,6 Hz,3J(*°F, 'H) = 8,8 Hz,
H7); 7,92 (1H, dd, “J = 1,8 Hz,2J(*°F, 'H) = 9,0 Hz, H13); 7,44 (1H,dt,*J= 1,5 Hz, 3J= 7,3 Hz,
3 = 7,3 Hz, H11); 7,37 (1H,dt,“J= 2,6 Hz, 3J= 9,1 Hz, 3J(*°F, *H) = 9,1 Hz, H5); 6,94 (2H, m,
H10, H112); 4,91 (2H, d, %J = 5,9 Hz, H8).

13C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):5= 170,8 (d, *J(°F,*C) = 3,2 Hz); 168,9; 159,5 (d,
LI(19F,13C) = 242,2 Hz); 157,3; 149,5; 135,8 (d, 2J(°F,13C) = 11,8 Hz); 134,7; 128,3; 127,6;
123,6 (d, 3J(°F,13C) = 9,6 Hz); 117,2; 115,0; 114,6 (d, 2J(*°F,3C) = 24,9 Hz); 108,6 (d,
2)(19F,13C) = 27,3 Hz); 41,5.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 6=-116,4
Elementarni analyza:Ci5H1:FN2O2S (M, = 302,32)
Vypocteno: C(59,59 %), H(3,67 %), N(9,27 %), S(10,61 %)
Stanoveno: C(59,74 %), H(3,58 %), N(9,08 %), S(10,78 %)
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2.9 Testovana antibiotika

Vsechna testovana antibiotika byla dodana od spole¢nosti Sigma-Aldrich.

2.9.1 Ampicilin sodium salt

Sumarni vzorec: C16H18N3NaO4S

Jedna se o B-laktamové antibiotikum, které inhibuje syntézu bakteridlnich bunécnych
stén inaktivaci transpeptiddz na vnitinim povrchu membrany bakteridlnich bunék. Strukturni

vzorec znazornén na obrazku 10.

NHz
N S CH
3

07 ONa

Obrazek 9 Strukturni vzorec - Ampicilin sodium salt (dostupné z:

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/a9518?lang=en&region=CZ)

2.9.2 Amoxicilin

Sumarni vzorec: C16H19N30sS

Amoxicilin je Sirokospektralni B-laktamové antibiotikum. Inhibuje zesiténi mezi
linearnimi peptidoglykanovymi polymernimi fetézci, které jsou hlavni slozkou jak

grampozitivnich, tak gramnegativnich bakterii. Strukturni vzorec znazornén na obrazku 11.

NH,

H
0 N
HO o 7 CHs

07 > OH

Obrazek 10 Strukturni vzorec — Amoxicilin (dostupné z:

https://mww.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/ag8523?lang=en&region=CZ)

2.9.3 Tetracycline hydrochloride

Sumarni vzorec: C22H24N20g - HCI

Tetracyklin pasivné difunduje kandly v bunééné membrané, vaze se na 30S ribozomy a
inhibuje syntézu proteinu tim, Ze brani pfistupu aminoacyl tRNA na akceptorové misto

komplexu mRNA-ribozomu. Také se vaze na bakterialni 50S ribozomalni podjednotku, méni
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membranu a zpusobuje unik intracelularnich slozek z bakterialnich bunék. Strukturni vzorec

znazornén na obrazku 12.

OH O OH O O

Obrazek 11 Strukturni vzorec — Tetracycline hydrochloride (dostupné z:
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/t8032?lang=en&region=CZ)

2.9.4 Penicilin G salt
Sumarni vzorec: C16H17N2NaO4S
Penicilin G zptsobuje inhibici syntézy bunééné stény prostfednictvim vazby na PBP,

coz inhibuje zesiténi peptidoglykanového fetézce. Strukturni vzorec zndzornén na obrazku 13.

Q H
/’ -
O/‘O Na*

Obrazek 12 Strukturni vzorec — Penicilin G salt (dostupné z:
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/13752?lang=en&region=CZ)

2.9.5 Clindamycin hydrochloride

Sumarni vzorec: C1g8H33CIN20sS - HCI

Clindamycin je linkosamidové antibiotikum, které se pfipravuje z lincomycinu. Inhibuje
syntézu bakterialnich proteint interakcemi vodikovych vazeb s komponentou risbozomové
podjednotky 50S, kterd je slozkou 23S rRNA, coZ indukuje disociaci komplexu peptidyl-t-

RNA. Strukturni vzorec znazornén na obrazku 14.

H3C. .. CHs

H
N..,
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CHs; O HO

« HCI SCH3
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Obrazek 13 Strukturni vzorec — Clindamycin hydrochloride (dostupné z:
https://mww.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/c5269?lang=en&region=CZ)
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2.9.6 Erythromycin

Sumarni vzorec: C37Hs7NO13

Erytromycin ptsobi tak, Ze inhibuje prodlouzeni v transpeptidacnim kroku, konkrétné
aminoacyl translokaci z A-mista do P-mista vazbou na 50S podjednotku komplexu

bakterialnich 70S rRNA. Strukturni vzorec znazornén na obrazku 15.

Obrazek 14 Strukturni vzorec — Erythromycin (dostupné z:

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/e6376?lang=en&region=CZ)

2.10 Pracovni postupy
2.10.1 Priprava bakterialni suspenze

Pro testovani byly pouzivany bakterialni suspenze odpovidajici zdkalu 0,5 stupnice
McFarlanda, coZ odpovida piiblizné hodnoté 1,5 x 108 CFU/ml. Vyjimkou byla bakterialni
suspenze kmene Enterococcus faecalis, u které se pro métfeni pouzivala suspenze odpovidajici
zakalu 2 stupnice McFarlanda. Do sterilni sklenéné zkumavky byly napipetovany 2 ml
fyziologického roztoku. Z Cerstvé 24 hodinové bakterialni kultury byl vytvofen pomoci

plastové klicky, vortexu a denzitometru zékal o poZadované denzit¢.

2.10.2 Redéni bakterialni suspenze
Z piipravené bakterialni suspenze byl odpipetovan 1 ml do plastové zkumavky
obsahujici 9 ml Mueller Hintonova bujonu. Suspenze byla s bujonem dtkladné promichana.

Takto byla ziskana suspenze odpovidajici bunééné denzité piiblizné 1,5 x 107 CFU/m.

2.10.3 Agarova mikrodilu¢ni metoda
Pro testovani antimikrobialni aktivity byla pouzita agarova mikrodilu¢ni metoda. Pro

kazdou testovanou slouceninu byla pfipravena koncentracni fada. Pro pfipravu vychozi
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koncentrace 256 ug/ml bylo navazeno 0,0256 g testované slouCeniny a navazka byla
rozpusténa v 10 ml DMSO.

Cerstvé pfipraveny Mueller Hintontiv agar, byl ihned po ukondeni sterilizace
v autoklavu ptenesen do tfepavé vodni lazné (teplota vody v lazni 55°C). Do stojanku ve
vodni 1azni bylo umisténo 10 oznacenych zkumavek (Cisly 1-10). Zkumavka s ¢islem 1 znaci
nejvyssi koncentraci testované slouceniny. Do této zkumavky bylo napipetovano 9 ml
horkého agaru a 1 ml vychoziho roztoku testované slouceniny. Ve zkumavkach 2-10 bylo
pipetovano po 5 ml horkého agaru. Vychozi koncentrace testované slouCeniny byla fedéna
geometrickou ftadou, jejiz vysledkem je vzdy o 50% niz$i koncentrace v nasledujici
zkumavce. Tento postup je zndzornén na schématu 1.

Takto ptipravené koncentrace testovanych sloucenin v horkém agaru, byly pipetovany
po 100 ul do mikrotitra¢ni desti¢ky. Pipetovani do mikrotitra¢ni desticky je zndzornéno na
schématu 2. Testovani kazdé slouceniny bylo provadéno v dubletu. U kazdého testovani byla
provedena pozitivni a negativni kontrola. Takto ptipravené desticky byly ponechany do
druhého dne pfi laboratorni teplot¢.

Druhy den byly do pfislusnych jamek naockovany testované bakteridlni kmeny. Na
ockovani byla pouzita Cerstvé ptipravend fedéna bakteridlni suspenze, viz 2.5.2. Do kazdé
jamky byly o¢kovany 2 ul bakterialni suspenze. Takto pfipravena desti¢ka byla v plastovém
sacku vlozena do termostatu a inkubovana pii 37°C 24 hodin.

Po inkubaéni dob¢ bylo provedeno vyhodnoceni mikrotitra¢ni desticky. Vizualné byla
vyhodnocena minimalni inhibicni koncentrace testované latky. Pro zjiSténi minimalni
baktericidni koncentrace byly pfislusné jamky vyocCkovany na Mueller Hintoniiv agar a
inkubovany 24 hodin pti 37°C.

Stejnym postupem byly testovany i antibiotika. Rozdilem Vv postupu oproti testovani
vybranych salicylamidu je jednak vychozi koncentrace antibiotika, tak i ptipadné jiné zvolené

rozpoustédlo.
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A
s 5ml 5ml 5ml 5 ml 5ml  5ml 5ml 5 ml 5 ml 5 ml
O O O O O O QO O & O
1ml (OMSO+ | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 odpad
slouéenina)
9 1l (agar) P i | i B 5 ml (agar)

P NS I N N N Y S N RS
256 pg/ml 128 pg/ml 64 pg/ml 32 pg/ml 16 pg/ml 8 pg/ml 4 pg/ml 2 pg/ml 1 pg/ml 0,5 pg/ml

Schéma 1 Priprava koncentracni fady

Koncentrace testované slouceniny [pg/ml]
l Pozitivni kontrola
( \ T :gativni kontrola

256 128 64 32 16

Testovany kmen €. 1

Testovany kmen ¢. 2

Testovany kmen €. 3

Testovany kmen ¢. 4

e

Schéma 2 Pipetovani do mikrotitracni desticky
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2.10.4 Priprava vychozi koncentrace antibiotik

Piehled vychozich koncentraci antibiotik, zvolena rozpoustédla a navazky jsou

uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 3 Ptiprava vychozi koncentrace antibiotik

e e Vychozi Navazka ATB . Objem
Testované antibiotikum T ] Rozpoustedlo Kool [Tl
Ampicilin sodium salt 64 0,0064 Destilovana H>O 10
Erythromycin 128 0,0128 DMSO 10
Penicilin G salt 8 0,0008 Destilovana H.O 10
Amoxicilin 256 0,0256 1 M NH,OH 10
Tetracycline 32 0,002 | Destilovana H,O 10
hydrochloride
Clindamycin 32 0,0082 | Destilovand H,0 10

hydrochloride
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3 VYSLEDKY A DISKUZE
Antimikrobidlni aktivita 4-methyl-N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-
methylbutyl]-2-hydroxybenzamidu (S1) je uvedena v tabulce 4.

Tabulka 4 Antimikrobialni aktivita derivatu S1

S1
Kmen MIC MBC
[ug/ml] [ug/ml]
Escherichia coli CCM 3954 256 -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 256 -
Enterococcus faecalis CCM 4224 256 -
Staphylococcus aureus CCM 4227 256 -
Staphylococcus aureus 128 -
Staphylococcus aureus CCM 2022 16 -
Staphylococcus aureus CCM 4223 16 -
Staphylococcus aureus CCM 3953 16 -
Streptococcus agalactiae CCM 6187 32 -
Streptococcus pyogenes 16 32
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 | neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1260 91398 16 -
Staphylococcus aureus 1094 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 284 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1214 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 340 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 650 256 -
Staphylococcus aureus 1185 neinhibuje -

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

v

Vv

dosazeno u bakterialnich kmenti Staphylococcus aureus CCM 2022, Staphylococcus aureus
CCM 4223, Staphylococcus aureus CCM 3953, Staphylococcus aureus 1260 91398 a
Streptococcus pyogenes. Na kmen Streptococcus pyogenes vykazoval S1 krom¢ inhibi¢niho i
baktericidni Uc€inek, a to pfi koncentraci 32 pg/ml. U gramnegativnich bakterii byl potlacen

rlst pouze pii nejvyssi testované koncentraci 256 pg/ml.
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Antimikrobidlni aktivita 5-methyl-N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-
methylbutyl]-2-hydroxybenzamidu (S2) je uvedena v tabulce 5.

Tabulka 5 Antimikrobialni aktivita derivatu S2

S2
Kmen MIC MBC
[ug/ml] [ug/ml]
Escherichia coli CCM 3954 256 -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 256 -
Enterococcus faecalis CCM 4224 128 -
Staphylococcus aureus CCM 4227 256 -
Staphylococcus aureus 128 -
Staphylococcus aureus CCM 2022 16 -
Staphylococcus aureus CCM 4223 16 -
Staphylococcus aureus CCM 3953 64 -
Streptococcus agalactiae CCM 6187 16 -
Streptococcus pyogenes 8 16
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 256 -
Staphylococcus aureus 1260 91398 32 -
Staphylococcus aureus 1094 ST398 16 -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 32 -
Staphylococcus aureus 284 16 -
Staphylococcus aureus 1214 ST398 16 -
Staphylococcus aureus 340 16 -
Staphylococcus aureus 650 16 -
Staphylococcus aureus 1185 128 -

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimélni baktericidni koncentrace

v

v v

Streptococcus pyogenes. Na tento kmen mél S2 pii koncentraci 16 pg/ml také baktericidni
ucinek. U gramnegativnich bakterii byl potlacen rlist pouze pii nejvyssi testované koncentraci
256 pg/ml. Pti koncentraci 16 pg/ml potlacil i rist MRSA, konkrétné u bakteridlniho kmene
Staphylococcus aureus 1214 ST398.
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Antimikrobialni aktivita 4-chlor-N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-methylbutyl]-

2-hydroxybenzamidu (S3) je uvedena v tabulce 6.

Tabulka 6 Antimikrobialni aktivita derivatu S3

S3
Kmen MIC MBC
[ng/ml] [ug/ml]
Escherichia coli CCM 3954 256 -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 256 -
Enterococcus faecalis CCM 4224 64 -
Staphylococcus aureus CCM 4227 8 -
Staphylococcus aureus 4 16
Staphylococcus aureus CCM 2022 2 256
Staphylococcus aureus CCM 4223 2 16
Staphylococcus aureus CCM 3953 2 32
Streptococcus agalactiae CCM 6187 4 16
Streptococcus pyogenes 2 8
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 2 16
Staphylococcus aureus 1260 91398 2 16
Staphylococcus aureus 1094 ST398 2 128
Staphylococcus aureus 1205 ST398 2 32
Staphylococcus aureus 284 2 256
Staphylococcus aureus 1214 ST398 2 -
Staphylococcus aureus 340 2 128
Staphylococcus aureus 650 2 32
Staphylococcus aureus 1185 2 16

Pozn.:
MIC — minimdlni inhibiéni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

- nevykazuje baktericidni G¢inek

Testovany salicylamid S3 vykazoval antimikrobidlni aktivitu proti viem testovanym
Staphylococcus aureus zcelkovych 13, wvéetné 2 bakteridlnich kmeni MRSA -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 a Staphylococcus aureus 1214 ST398. Dale byla
stanovena MIC 2 pg/ml u kment Staphylococcus epidermidis CCM 4418 a Streptococcus
pyogenes. Na kmen Streptococcus pyogenes vykazoval S3 také baktericidni G¢inek, a to pfi
koncentraci 8 pg/ml. U gramnegativnich bakterii byl potlacen rlst pouze pii nejvyssi

testované koncentraci 256 pg/ml.
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Antimikrobialni aktivita N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-methylbutyl]-2-

hydroxybenzamidu (S4) je uvedena v tabulce 7.

Tabulka 7 Antimikrobialni aktivita derivatu S4

S4
Kmen MIC MBC
[ng/ml] [ug/ml]
Escherichia coli CCM 3954 256 -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 256 -
Enterococcus faecalis CCM 4224 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 4227 64 -
Staphylococcus aureus 16 -
Staphylococcus aureus CCM 2022 8 -
Staphylococcus aureus CCM 4223 8 -
Staphylococcus aureus CCM 3953 16 -
Streptococcus agalactiae CCM 6187 16 -
Streptococcus pyogenes 16 -
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 | neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1260 91398 neinhibuje -

Staphylococcus aureus 1094 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 neinhibuje -

Staphylococcus aureus 284 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1214 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 340 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 650 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1185 neinhibuje -

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimélni baktericidni koncentrace

- nevykazuje baktericidni G¢inek

Testovany salicylamid S4 vykazoval antimikrobidlni aktivitu, ovSem téméf na
hodnoty MIC 8 pg/ml bylo dosazeno u kment Staphylococcus aureus CCM 2022 a
Staphylococcus aureus CCM 4223. Na zadny testovany kmen nevykazoval S4 baktericidni
ucinek. U gramnegativnich bakterii byl potlacen rist pouze pfi nejvyssi testované koncentraci
256 pg/ml.
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Antimikrobialni aktivita 5-fluor-N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-methylbutyl]-

2-hydroxybenzamidu (S5) je uvedena v tabulce 8.

Tabulka 8 Antimikrobialni aktivita derivatu S5

S5
Kmen MIC MBC
[ng/ml] [ng/ml]
Escherichia coli CCM 3954 256 -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 256 -
Enterococcus faecalis CCM 4224 128 -
Staphylococcus aureus CCM 4227 8 64
Staphylococcus aureus 8 16
Staphylococcus aureus CCM 2022 8 -
Staphylococcus aureus CCM 4223 8 -
Staphylococcus aureus CCM 3953 8 256
Streptococcus agalactiae CCM 6187 8 32
Streptococcus pyogenes 4 16
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 8 16
Staphylococcus aureus 1260 91398 4 32
Staphylococcus aureus 1094 ST398 4 -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 4 32
Staphylococcus aureus 284 4 -
Staphylococcus aureus 1214 ST398 4 64
Staphylococcus aureus 340 4 32
Staphylococcus aureus 650 4 32
Staphylococcus aureus 1185 4 32

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimélni baktericidni koncentrace

v

Vv

pyogenes, Staphylococcus aureus 1260 91398, Staphylococcus aureus 1094 ST398,
Staphylococcus aureus 284, Staphylococcus aureus 340, Staphylococcus aureus 650,

Staphylococcus aureus 1185. Dale také u kmenit MRSA - Staphylococcus aureus 1205 ST398

v

Streptococcus pyogenes, Staphylococcus epidermidis CCM 4418 a Staphylococcus aureus.
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Antimikrobialni aktivita 5-chlor-N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-methylbutyl]-

2-hydroxybenzamidu (S6) je uvedena v tabulce 9.

Tabulka 9 Antimikrobialni aktivita derivatu S6

S6
Kmen MIC MBC
[ng/ml] [ug/ml]
Escherichia coli CCM 3954 256 -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 256 -
Enterococcus faecalis CCM 4224 32 -
Staphylococcus aureus CCM 4227 4 -
Staphylococcus aureus 2 8
Staphylococcus aureus CCM 2022 4 256
Staphylococcus aureus CCM 4223 4 16
Staphylococcus aureus CCM 3953 4 -
Streptococcus agalactiae CCM 6187 4 64
Streptococcus pyogenes 2 2
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 4 16
Staphylococcus aureus 1260 91398 2 32
Staphylococcus aureus 1094 ST398 2 -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 2 -
Staphylococcus aureus 284 4 -
Staphylococcus aureus 1214 ST398 4 -
Staphylococcus aureus 340 4 32
Staphylococcus aureus 650 2 128
Staphylococcus aureus 1185 4 16

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

v

cvwvr

pyogenes, Staphylococcus aureus 1260 91398, Staphylococcus aureus 1094 ST398,
Staphylococcus aureus 650 a u kmeni MRSA Staphylococcus aureus 1205 ST398 a

R4

pyogenes. U gramnegativnich bakterii byl potlaten rlst pouze pii nejvyssi testované

koncentraci 256 pg/ml.
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Antimikrobialni aktivita 5-brom-N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-methylbutyl]-
2-hydroxybenzamidu (S7) je uvedena v tabulce 10.

Tabulka 10 Antimikrobialni aktivita derivatu S7

S7
Kmen MIC MBC
[ng/ml] [ug/ml]
Escherichia coli CCM 3954 256 -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 256 -
Enterococcus faecalis CCM 4224 32 -
Staphylococcus aureus CCM 4227 4 64
Staphylococcus aureus 2 8
Staphylococcus aureus CCM 2022 4 -
Staphylococcus aureus CCM 4223 4 256
Staphylococcus aureus CCM 3953 4 -
Streptococcus agalactiae CCM 6187 2 16
Streptococcus pyogenes 4 4
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 4 16
Staphylococcus aureus 1260 91398 4 16
Staphylococcus aureus 1094 ST398 4 -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 4 256
Staphylococcus aureus 284 4 -
Staphylococcus aureus 1214 ST398 4 -
Staphylococcus aureus 340 4 32
Staphylococcus aureus 650 4 -
Staphylococcus aureus 1185 2 16

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

v

- nevykazuje baktericidni G¢inek

Testovany salicylamid S7 vykazoval antimikrobidlni aktivitu proti vS§em testovanym

v

v v

bakterii byl potlacen riist pouze pii nejvyssi testované koncentraci 256 pg/ml.
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Antimikrobialni aktivita 4-fluor-N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-methylbutyl]-
2-hydroxybenzamidu (S8) je uvedena v tabulce 11.

Tabulka 11 Antimikrobialni aktivita derivatu S8

S8
Kmen MIC MBC
[ng/ml] [ug/ml]
Escherichia coli CCM 3954 256 -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 256 -
Enterococcus faecalis CCM 4224 128 -
Staphylococcus aureus CCM 4227 8 32
Staphylococcus aureus 4 8
Staphylococcus aureus CCM 2022 8 64
Staphylococcus aureus CCM 4223 8 64
Staphylococcus aureus CCM 3953 8 32
Streptococcus agalactiae CCM 6187 4 8
Streptococcus pyogenes 4 4
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 4 16
Staphylococcus aureus 1260 91398 4 16
Staphylococcus aureus 1094 ST398 4 128
Staphylococcus aureus 1205 ST398 4 64
Staphylococcus aureus 284 4 16
Staphylococcus aureus 1214 ST398 4 32
Staphylococcus aureus 340 4 32
Staphylococcus aureus 650 4 16
Staphylococcus aureus 1185 4 16

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

v

v

kment Staphylococcus aureus vcetné vSech testovanych kmeni MRSA. Dale byla tato MIC
zjisténa u kmenu Staphylococcus epidermidis CCM 4418, Streptococcus agalactiae CCM
6187 a Streptococcus pyogenes. Na vétSinu testovanych mikroorganismt vykazoval S8 i
koncentraci 4 pg/ml. U gramnegativnich bakterii byl potlacen rlst pouze pii nejvyssi

testované koncentraci 256 pg/ml.
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Antimikrobialni aktivita 4-brom-N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-methylbutyl]-
2-hydroxybenzamidu (S9) je uvedena v tabulce 12.

Tabulka 12 Antimikrobialni aktivita derivatu S9

S9
Kmen MIC MBC
[ug/ml] [ug/ml]

Escherichia coli CCM 3954 256 256
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 256 -

Enterococcus faecalis CCM 4224 64 -

Staphylococcus aureus CCM 4227 4 32
Staphylococcus aureus 4 16
Staphylococcus aureus CCM 2022 4 32
Staphylococcus aureus CCM 4223 4 128
Staphylococcus aureus CCM 3953 4 16
Streptococcus agalactiae CCM 6187 8 256
Streptococcus pyogenes 4 32
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 4 -

Staphylococcus aureus 1260 91398 4 8

Staphylococcus aureus 1094 ST398 4 16
Staphylococcus aureus 1205 ST398 4 32
Staphylococcus aureus 284 4 32
Staphylococcus aureus 1214 ST398 4 16
Staphylococcus aureus 340 4 32
Staphylococcus aureus 650 4 64
Staphylococcus aureus 1185 4 128

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

v

cwwvr

bakterialnich kmenti, kromé Streptococcus agalactiae CCM 6187, Enterococcus faecalis
CCM 4224, Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 a Escherichia coli CCM 3954. Na vétSinu
bakteridlnich kment vykazoval S9 i baktericidni u€inek, pfi¢emz nejnizssi hodnota MBC byla
8 ng/ml a to u kmene Staphylococcus aureus 1260 91398. U gramnegativnich bakterii byl

potlacen riist pouze pii nejvyssi testované koncentraci 256 pg/ml.
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Antimikrobidlni aktivita 5-brom-N-[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]-2-
hydroxybenzamidu (S10) je uvedena v tabulce 13.

Tabulka 13 Antimikrobialni aktivita derivatu S10

S10
Kmen MIC MBC
[ng/ml] [ug/ml]
Escherichia coli CCM 3954 neinhibuje -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 neinhibuje -
Enterococcus faecalis CCM 4224 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 4227 neinhibuje -
Staphylococcus aureus neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 2022 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 4223 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 3953 neinhibuje -
Streptococcus agalactiae CCM 6187 neinhibuje -
Streptococcus pyogenes neinhibuje -
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 | neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1260 91398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1094 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 284 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1214 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 340 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 650 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1185 neinhibuje -

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

v

- nevykazuje baktericidni ucinek

Testovany salicylamid S10 nevykazoval Zadné inhibi¢ni U€inky na testované

bakteridlni kmeny.
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Antimikrobidlni aktivita N-[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]-2-hydroxy-5-

methylbenzamidu (S11) je uvedena v tabulce 14.

Tabulka 14 Antimikrobialni aktivita derivatu S11

S11
Kmen MIC MBC
[ng/ml] [ug/ml]
Escherichia coli CCM 3954 neinhibuje -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 neinhibuje -
Enterococcus faecalis CCM 4224 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 4227 neinhibuje -
Staphylococcus aureus neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 2022 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 4223 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 3953 neinhibuje -
Streptococcus agalactiae CCM 6187 neinhibuje -
Streptococcus pyogenes neinhibuje -
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 | neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1260 91398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1094 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 284 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1214 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 340 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 650 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1185 neinhibuje -

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

v

- nevykazuje baktericidni G¢inek

Testovany salicylamid S11 nevykazoval Zadné inhibi¢ni U¢inky na testované

bakteridlni kmeny.
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Antimikrobialni

aktivita

hydroxybenzamidu (S12) je uvedena v tabulce 15.

Tabulka 15 Antimikrobialni aktivita derivatu S12

Pozn.:

4-fluor-N-[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]-2-

S12
Kmen MIC MBC
[ng/ml] [ug/ml]
Escherichia coli CCM 3954 256 -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 neinhibuje -
Enterococcus faecalis CCM 4224 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 4227 neinhibuje -
Staphylococcus aureus neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 2022 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 4223 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 3953 neinhibuje -
Streptococcus agalactiae CCM 6187 neinhibuje -
Streptococcus pyogenes neinhibuje -
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 | neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1260 91398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1094 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 284 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1214 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 340 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 650 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1185 neinhibuje -

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

v

nevykazuje baktericidni G¢inek

Testovany salicylamid S12 vykazoval inhibi¢ni G¢inek pouze na bakteridlni kmen

Escherichia coli CCM 3954 a to pfi nejvyssi testované koncentraci 256 pg/ml.
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Antimikrobidlni aktivita 5-chlor-N-[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]-2-
hydroxybenzamidu (S13) je uvedena v tabulce 16.

Tabulka 16 Antimikrobialni aktivita derivatu S13

S13
Kmen MIC MBC
[ng/ml] [ug/ml]
Escherichia coli CCM 3954 neinhibuje -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 neinhibuje -
Enterococcus faecalis CCM 4224 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 4227 neinhibuje -
Staphylococcus aureus neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 2022 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 4223 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 3953 neinhibuje -
Streptococcus agalactiae CCM 6187 neinhibuje -
Streptococcus pyogenes neinhibuje -
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 | neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1260 91398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1094 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 284 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1214 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 340 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 650 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1185 neinhibuje -

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

v

- nevykazuje baktericidni G¢inek

Testovany salicylamid S13 nevykazoval Zadné inhibi¢ni U€inky na testované

bakteridlni kmeny.
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Antimikrobidlni aktivita 5-fluor-N-[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]-2-
hydroxybenzamidu (S14) je uvedena v tabulce 17.

Tabulka 17 Antimikrobialni aktivita derivatu S14

S14
Kmen MIC MBC
[ng/ml] [ug/ml]
Escherichia coli CCM 3954 neinhibuje -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 neinhibuje -
Enterococcus faecalis CCM 4224 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 4227 neinhibuje -
Staphylococcus aureus neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 2022 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 4223 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 3953 neinhibuje -
Streptococcus agalactiae CCM 6187 neinhibuje -
Streptococcus pyogenes neinhibuje -
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 | neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1260 91398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1094 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 284 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1214 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 340 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 650 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1185 neinhibuje -

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

v

- nevykazuje baktericidni u¢inek

Testovany salicylamid S14 nevykazoval Zadné inhibi¢ni U¢inky na testované

bakteridlni kmeny.
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Antimikrobidlni aktivita N-[(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)methyl]-2-hydroxy-4-

methylbenzamidu (S15) je uvedena v tabulce 18.

Tabulka 18 Antimikrobialni aktivita derivatu S15

S15
Kmen MIC MBC
[ug/ml] [ug/ml]
Escherichia coli CCM 3954 256 -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 256 -
Enterococcus faecalis CCM 4224 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 4227 neinhibuje -
Staphylococcus aureus neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 2022 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 4223 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 3953 neinhibuje -
Streptococcus agalactiae CCM 6187 neinhibuje -
Streptococcus pyogenes neinhibuje -
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 | neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1260 91398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1094 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 284 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1214 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 340 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 650 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1185 neinhibuje -

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

v

- nevykazuje baktericidni G¢inek

Testovany salicylamid S15 vykazoval inhibicni uc¢inek na bakteridlni kmeny
Escherichia coli CCM 3954 a Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 to pfi nejvyssi testované

koncentraci 256 ug/ml.
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Antimikrobialni aktivita N-[(6-fluoro-1,3-benzothiazol-2-yl)methyl]-2-hydroxybenzamidu
(S16) je uvedena v tabulce 19.

Tabulka 19 Antimikrobialni aktivita derivatu S16

S16
Kmen MIC MBC
[ug/ml] [ug/ml]
Escherichia coli CCM 3954 256 -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 256 -
Enterococcus faecalis CCM 4224 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 4227 neinhibuje -
Staphylococcus aureus neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 2022 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 4223 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 3953 neinhibuje -
Streptococcus agalactiae CCM 6187 neinhibuje -
Streptococcus pyogenes neinhibuje -
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 | neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1260 91398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1094 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 284 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1214 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 340 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 650 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1185 neinhibuje -

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

v

- nevykazuje baktericidni G¢inek

Testovany salicylamid S16 vykazoval inhibi¢ni u¢inek na bakterialni kmeny
Escherichia coli CCM 3954 a Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 pii nejvyssi testované

koncentraci 256 ug/ml.
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Antimikrobialni aktivita testovaného antibiotika ampicilin sodium salt je uvedena v tabulce

20.

Tabulka 20 Antimikrobialni aktivita ampicilinu sodium salt

Ampicilin sodium salt
Kmen MIC MBC
[ug/ml] [ug/ml]

Escherichia coli CCM 3954 32 32
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 neinhibuje -
Enterococcus faecalis CCM 4224 2 -
Staphylococcus aureus CCM 4227 0,5 0,5
Staphylococcus aureus 32 64
Staphylococcus aureus CCM 2022 0,5 -
Staphylococcus aureus CCM 4223 4 4
Staphylococcus aureus CCM 3953 0,5 0,5
Streptococcus agalactiae CCM 6187 0,5 0,5
Streptococcus pyogenes 0,125 0,125
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 32 32
Staphylococcus aureus 1260 91398 8 16
Staphylococcus aureus 1094 ST398 16 32
Staphylococcus aureus 1205 ST398 64 64
Staphylococcus aureus 284 0,5 0,5
Staphylococcus aureus 1214 ST398 64 64
Staphylococcus aureus 340 4 4
Staphylococcus aureus 650 0,5 1
Staphylococcus aureus 1185 2 -

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

v

- nevykazuje baktericidni G¢inek

Testované antibiotikum ampicilin sodium salt vykazovalo inhibi¢ni a zaroven
baktericidni U€inek jiz pfi koncentraci 0,125 pg/ml, a to na bakterialni kmen Streptococcus
pyogenes. Ampicilin sodium salt inhiboval rist téméf vSech bakteridlnich kmenti, kromé
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955. Na vétSinu testovanych mikroorganismt vykazoval i
baktericidni u¢inek.

Testovany S3 vykazoval vyraznéjsi inhibicni u¢inek vi¢i vSem testovanym kmentim
MRSA oproti ampicilinu. S3 inhiboval rist 2 kmeni MRSA - Staphylococcus aureus 1205
ST398 a Staphylococcus aureus 1214 ST398 jiz pii koncentraci 2 pg/ml na rozdil od

81



ampicilinu, ktery je inhiboval pfi koncentraci 64 pg/ml. U kmene Staphylococcus aureus —
MRSA inhiboval S3 pfi koncentraci 4 pg/ml oproti ampicilinu, ktery tento kmen inhiboval pti
koncentraci 32 pg/ml. Téméi vSechny kmeny Staphylococcus aureus inhiboval S3 pii
koncentraci 2 pg/ml, coz je u kment Staphylococcus aureus CCM 4223, Staphylococcus
aureus 1260 91398, Staphylococcus aureus 1094 ST398 a Staphylococcus aureus 340 nizsi
MIC, nez vykazoval ampicilin. Dale S3 vyraznéji inhiboval rast kmene Staphylococcus
epidermidis CCM 4418 a to pii 2 pg/ml na rozdil od ampicilinu, ktery inhiboval tento kmen
pfi koncentraci 32 pg/ml.

Testovany S5 vykazoval stejnou MIC 4 pg/ml na kmen Staphylococcus aureus 340.
S5 mél vyrazngjsi inhibi¢ni ucinek viici v§em testovanym kmeniim MRSA oproti ampicilinu.
S5 inhiboval rast 2 kmeni MRSA - Staphylococcus aureus 1205 ST398 a Staphylococcus
aureus 1214 ST398 jiz pii koncentraci 4 pg/ml. Dale u kmene Staphylococcus aureus —
MRSA vykazoval S5 zna¢né vyss$i inhibi¢ni ucinek oproti ampicilinu, a to pti koncentraci 8
pg/ml.

Testovany S6 vykazoval stejny inhibi¢ni u¢inek jako ampicilin u bakteridlnich kmeni
Staphylococcus aureus 340 a Staphylococcus aureus CCM 4223 pti koncentraci 4 ug/ml. S6
vyraznéji inhiboval rezistentni kmeny MRSA. Kmeny Staphylococcus aureus — MRSA a
Staphylococcus aureus 1205 ST398 inhiboval S6 pii 2 ug/ml a kmen Staphylococcus aureus
1214 ST398 pii 4 pg/ml. Dale mél vyraznéjsi bakteriostaticky ucinek na kmeny
Staphylococcus aureus 1094 ST398, Staphylococcus aureus 1260 91398 a Staphylococcus
epidermidis CCM 4418.

Testovany S7 m¢él stejny bakteriostaticky ucinek jako ampicilin na kmeny
Staphylococcus aureus 1185, Staphylococcus aureus 340, Staphylococcus aureus CCM 4223.
Ostatni kmeny Staphylococcus aureus inhiboval S7 pii koncentraci 4 pg/ml, coz byla u
nékterych kmenil niz§i MIC nez u ampicilinu. Testované rezistentni kmeny MRSA inhiboval
S7 vyrazngji nez ampicilin. U kmene Staphylococcus aureus — MRSA vykazoval i vyraznéjsi
baktericidni G¢inek, a to jiz pti koncentraci 8 pg/ml, ovSem u zbyvajicich kmentit MRSA byl
Vv porovnani s ampicilinem byl pozorovan u kmene Staphylococcus epidermidis CCM 4418.

Testované S8 a S9 inhibovali rist vétSiny bakteridlnich kmenl pii koncentraci 4
pg/ml. To je u nékterych testovanych mikroorganismii niz§i MIC nez u ampicilinu, zejména u

rezistentnich kmeni MRSA.
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Antimikrobialni aktivita testovaného antibiotika erythromycin je uvedena v tabulce 21.

Tabulka 21 Antimikrobialni aktivita erythromycinu

Erythromycin

Kmen MIC MBC
[ng/ml] [ug/ml]
Escherichia coli CCM 3954 128 128
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 128 -
Enterococcus faecalis CCM 4224 4 -
Staphylococcus aureus CCM 4227 2 -
Staphylococcus aureus neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 2022 0,5 -
Staphylococcus aureus CCM 4223 2 -
Staphylococcus aureus CCM 3953 2 -
Streptococcus agalactiae CCM 6187 0,5 16
Streptococcus pyogenes 0,125 4
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 2 16
Staphylococcus aureus 1260 91398 1 64
Staphylococcus aureus 1094 ST398 2 -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 2 -
Staphylococcus aureus 284 2 4
Staphylococcus aureus 1214 ST398 1 -
Staphylococcus aureus 340 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 650 2 -
Staphylococcus aureus 1185 1 -

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimélni baktericidni koncentrace

v

- nevykazuje baktericidni G¢inek

Testované antibiotikum erythromycin vykazovalo inhibi¢ni U€¢inek téméf na vSechny

testované bakterialni kmeny, kromé Staphylococcus aureus — MRSA a Staphylococcus aureus

cvwvr

v v

bylo dosazeno u kmenti Streptococcus pyogenes a Staphylococcus aureus 284. Této hodnoty
MBC 4 pg/ml bylo dosazeno také u S7 a S8 na bakteridlni kmen Streptococcus pyogenes.
Stejnou hodnotu MIC 2 pg/ml vykazoval erythromycin spolu s S3 na bakterialni kmeny
Staphylococcus aureus CCM 4223, Staphylococcus aureus CCM 3953, Staphylococcus
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aureus 1094 ST398, Staphylococcus aureus 284, Staphylococcus aureus 650, Staphylococcus
epidermidis CCM 4418 a také na Staphylococcus aureus 1205 ST398 — MRSA.

Testovany S6 vykazoval stejnou hodnotu MIC 2 ug/ml jako erythromycin na
bakterialni kmeny Staphylococcus aureus 1094 ST398, Staphylococcus aureus 1205 ST398 —
MRSA a Staphylococcus aureus 650. Na rozdil od erythromycinu dokéazal S6 inhibovat rist
kmene Staphylococcus aureus — MRSA, a to pii koncentraci 2 pg/ml.
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Antimikrobialni aktivita testovaného antibiotika penicilin G salt je uvedena v tabulce 22.

Tabulka 22 Antimikrobialni aktivita penicilinu G salt

Penicilin G salt
Kmen MIC MBC
[ug/ml] [ug/ml]
Escherichia coli CCM 3954 neinhibuje -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 neinhibuje -
Enterococcus faecalis CCM 4224 4 8
Staphylococcus aureus CCM 4227 0,125 0,125
Staphylococcus aureus neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 2022 0,06 0,125
Staphylococcus aureus CCM 4223 1 1
Staphylococcus aureus CCM 3953 0,125 0,125
Streptococcus agalactiae CCM 6187 0,125 0,125
Streptococcus pyogenes 0,03 0,06
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 | neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1260 91398 8 8
Staphylococcus aureus 1094 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 284 0,125 0,125
Staphylococcus aureus 1214 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 340 0,25 0,25
Staphylococcus aureus 650 0,125 0,125
Staphylococcus aureus 1185 0,125 0,125

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

v

- nevykazuje baktericidni G¢inek

Testované antibiotikum Penicilin G salt vykazovalo nejvyrazngjsi bakteriostaticky a
baktericidni G¢inek na kmen Streptococcus pyogenes. Penicilin G salt nepotlacil rist kmenti
MRSA, gramnegativnich ty¢inek, kmene Staphylococcus aureus 1094 ST398 a
Staphylococcus epidermidis CCM 4418. Na ostatni kmeny ucinkoval jiz pifi nizkych
koncentracich.

Testované S3 a S6 méli vyraznéjsi bakteriostaticky ucinek na kmen Staphylococcus
aureus 1260 91398 a to jiz pti koncentraci 2 pg/ml, na rozdil od penicilinu, u kterého byla
hodnota MIC pro tento kmen 8 pg/ml. Daéle tento kmen inhibovali S5, S7, S8 a S9 pii

koncentraci 4 pg/ml.
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Antimikrobialni aktivita testovaného antibiotika clindamycin hydrochloride je uvedena

v tabulce 23.

Tabulka 23 Antimikrobialni aktivita clindamycinu hydrochloride

Pozn.:

Clindamycin

Kmen hydrochloride

MIC MBC
[ng/ml] [ug/ml]

Escherichia coli CCM 3954 neinhibuje -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 neinhibuje -
Enterococcus faecalis CCM 4224 16 -
Staphylococcus aureus CCM 4227 neinhibuje -
Staphylococcus aureus neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 2022 0,25 -
Staphylococcus aureus CCM 4223 0,5 -
Staphylococcus aureus CCM 3953 8 -

Streptococcus agalactiae CCM 6187 32 32

Streptococcus pyogenes 0,125 32
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 | neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1260 91398 0,25 -
Staphylococcus aureus 1094 ST398 0,5 -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 neinhibuje -

Staphylococcus aureus 284 0,5 32
Staphylococcus aureus 1214 ST398 32 -
Staphylococcus aureus 340 0,5 -
Staphylococcus aureus 650 0,5 -
Staphylococcus aureus 1185 32 -

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

v

nevykazuje baktericidni G¢inek

Testované antibiotikum Clindamycin hydrochloride vykazovalo nejvyraznéjsi
bakteriostaticky a baktericidni u¢inek na kmen Streptococcus pyogenes. Baktericidni ucinek
vykazoval také na kmeny Streptococcus agalactiae CCM 6187 a Staphylococcus aureus 284
pii koncentraci 32 pg/ml.

Testovany S1 vykazoval stejnou MIC u kmene Streptococcus agalactiae CCM 6187 a
stejnou MBC u kmene Streptococcus pyogenes. Testovany S2 mél hodnotu MBC u kmene

Streptococcus pyogenes 16 pg/ml.
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Testovany S3 vykazoval hodnotu MIC 2 pg/ml u kment Staphylococcus aureus 1185,
Staphylococcus aureus 1214 ST398 a Staphylococcus aureus CCM 3953, coz je niz$i hodnota
MIC, nez vykazoval clindamycin u téchto kmend. Na kmen Streptococcus pyogenes mél S3
baktericidni G¢inek pii koncentraci 8 pg/ml. Na vétSinu kment pisobil baktericidné oproti
clindamycinu.

Testované S5, S8 a S9 vykazovali na bakterialni kmeny Staphylococcus aureus 1185 a
Staphylococcus aureus 1214 ST398 hodnotu MIC 4 ug/ml, na rozdil od clindamycinu, ktery
tyto kmeny inhiboval pfi koncentraci 32 pg/ml. Kmen Streptococcus agalactiae CCM 6187
byl inhibovan S8 pii koncentraci 4 pg/ml. S5 a S9 inhibovali tento kmen pti koncentraci 8
pg/ml. S8 a S9 méli na rozdil od clindamycinu na vétSinu bakterialnich kment také

baktericidni ucinek.
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Antimikrobialni aktivita testovaného antibiotika tetracycline hydrochloride je uvedena

v tabulce 24.

Tabulka 24 Antimikrobialni aktivita tetracyclinu hydrochloride

Tetracycline
Kmen hydrochloride
MIC MBC
[ug/ml] [ug/ml]
Escherichia coli CCM 3954 8 -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 neinhibuje -
Enterococcus faecalis CCM 4224 4 -
Staphylococcus aureus CCM 4227 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1 32
Staphylococcus aureus CCM 2022 1 -
Staphylococcus aureus CCM 4223 2 -
Staphylococcus aureus CCM 3953 2 -
Streptococcus agalactiae CCM 6187 neinhibuje -
Streptococcus pyogenes 0,5 -
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 32 -
Staphylococcus aureus 1260 91398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1094 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 284 2 -
Staphylococcus aureus 1214 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 340 1 32
Staphylococcus aureus 650 2 -
Staphylococcus aureus 1185 8 32

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

- nevykazuje baktericidni G¢inek

Testované antibiotikum tetracycline hydrochloride mélo hodnotu nejnizsi MIC 0,5
png/ml u kmene Streptococcus pyogenes. Tetracycline pusobil baktericidné na kmeny
Staphylococcus aureus — MRSA, Staphylococcus aureus 340 a Staphylococcus aureus 1185
pii koncentraci 32 pg/ml. Na nékteré testované bakteridlni kmeny nevykazoval zadny G€inek.

Testovany S3 vykazoval stejnou hodnotu MIC 2 pg/ml jako tetracycline u kmeni
Staphylococcus aureus CCM 4223, Staphylococcus aureus CCM 3953, Staphylococcus

aureus 284 a Staphylococcus aureus 650. U kment Staphylococcus aureus 1185 a
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Staphylococcus epidermidis CCM 4418 byla hodnota MIC niz§i nez u testovaného
antibiotika. Na kmen Streptococcus pyogenes pusobil S3 také baktericidng, a to pfi
koncentraci 8 pg/ml. V porovnani s tetracyclinem vykazoval S3 znacné vysSi baktericidni
ucinek.

Testovany S5 Gcinkoval oproti tetracyclinu na vSechny bakterialni kmeny. Na kmeny
Staphylococcus aureus 1185 a Staphylococcus epidermidis CCM 4418 vykazoval i vyraznéjsi
inhibi¢ni u¢inek. Na rozdil od tetracyclinu pasobil baktericidné jiz pti koncentraci 16 ug/ml, a
to u kmend Staphylococcus aureus — MRSA, Streptococcus pyogenes a Staphylococcus
epidermidis CCM 4418. Baktericidni u¢inek vykazoval S5 na vétSinu testovanych
mikroorganismd.

Testovany S6 mél vyrazngjsi inhibi¢ni G¢inek na kmeny Staphylococcus aureus 1185
a Staphylococcus epidermidis CCM 4418. Stejna hodnota MIC 2 pg/ml pii porovnani s
tetracyclinem byla u kmene Staphylococcus aureus 650. S6 mél baktericidni ucinek jiz pti
koncentraci 2 pg/ml na kmen Streptococcus pyogenes.

Testovany S7 inhiboval riist vSech testovanych mikroorganismti a na polovinu téchto
kmenti mél i baktericidni G¢inek. U kment Staphylococcus aureus 1185 a Staphylococcus
epidermidis CCM 4418 byla hodnota MIC niz$i nez u tetracyclinu. Na rozdil od tetracyclinu
dokazal S7 inhibovat i kmeny Staphylococcus aureus, na které tetracycline nevykazoval
inhibi¢ni G¢inky, a také kmeny Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 a Streptococcus
agalactiae CCM 6187.

Testovany S8 a S9 méli niz8i hodnotu MIC u bakteridlnich kmend Staphylococcus
aureus 1185 a Staphylococcus epidermidis CCM 4418. na rozdil od tetracyclinu pusobili na
vétSinu bakteridlnich kmend baktericidné. S8 jiz pifi koncentraci 4 pg/ml na kmen
Streptococcus pyogenes. S9 pisobil baktericidné pii koncentraci 8 pg/ml na kmen

Staphylococcus aureus 1260 91398.
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Antimikrobialni aktivita testovaného antibiotika amoxicilin uvedena v tabulce 25.

Tabulka 25 Antimikrobialni aktivita amoxicilinu

Amoxicilin
Kmen MIC MBC
[ug/ml] [ug/ml]
Escherichia coli CCM 3954 neinhibuje -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 neinhibuje -
Enterococcus faecalis CCM 4224 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 4227 neinhibuje -
Staphylococcus aureus neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 2022 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 4223 neinhibuje -
Staphylococcus aureus CCM 3953 neinhibuje -
Streptococcus agalactiae CCM 6187 neinhibuje -
Streptococcus pyogenes neinhibuje -
Staphylococcus epidermidis CCM 4418 | neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1260 91398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1094 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1205 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 284 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1214 ST398 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 340 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 650 neinhibuje -
Staphylococcus aureus 1185 neinhibuje -

Pozn.:
MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

v

- nevykazuje baktericidni G¢inek

Testované antibiotikum amoxicilin nevykazovalo bakteriostaticky ani baktericidni
uéinek. Divodem jeho neucinnosti je ziejmé to, Ze nebyl testovan v kombinaci s kyselinou
klavulanovou.

Kyselina klavulanova je ireverzibilni inhibitor intracelularnich a extraceluldrnich -
laktamdz a je UCinnd proti Sirokému spektru téchto enzymi. Tato kyselina tak chrani
amoxicilin pfed inaktivaci f-laktamazami (Todd P. A. a kol., 1990).

Z tohoto ditvodu nebude toto antibiotikum porovnavano s testovanymi salicylamidy.
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Vyvoj a syntéza novych antimikrobialnich latek je jednim ze zakladnich cilti chemie pro
biomedicinské aplikace. Hlavnim divodem je rezistence bakterii vii¢i antimikrobidlnim
latkdm, ¢imz se lécba infekénich onemocnéni stava kazdym rokem néarocnéjsi. To plati
zejména pro infekce zptisobené oportunistickym patogenem Pseudomonas aeruginosa, jehoz
schopnosti je rychle vyvinout rezistenci na vice tfid antibiotik. Antibioticka rezistence
negativné ovliviiuje morbiditu a mortalitu infekénich onemocnéni. Dale prodluzuje dobu
lécby a ma také ekonomicky dopad, jelikoz jsou néklady na 1éc¢bu multirezistentnich infekci
znacné vysSi.

V experimentalni ¢asti této diplomové prace byla stanovena antimikrobidlni aktivita
derivatd 1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl) alkylamind. Z vysledki je patrné, ze derivaty na bazi
leucinu (S1-S9) maji podstatné vyraznéj$i antimikrobialni aktivitu v porovnani s derivaty na
bazi glycinu (S10-S16).

Pokud mezi sebou porovname derivaty S1-S9 z hlediska struktury, lze pozorovat urcité
shody V inhibici. Derivaty S1 a S2 obsahuji ve své molekule methyl. Derivat S1 ma methyl
V pozici 4 a S2 ma methyl v pozici 5. P¥i porovnani minimalnich inhibi¢nich koncentraci
téchto dvou derivata lze pozorovat shodné MIC u kment Escherichia coli CCM 3954,
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, Staphylococcus aureus CCM 4227, Staphylococcus
aureus — MRSA, Staphylococcus aureus CCM 2022 a Staphylococcus aureus CCM 4223.
Oba tyto derivaty mély baktericidni u¢inek na kmen Streptococcus pyogenes, ovsem u Sl
byla hodnota MBC dvojndsobn¢ vyssi. Celkove pii porovnani téchto dvou derivat vykazoval
vyrazné€j$i antimikrobidlni aktivitu derivat S2.

Derivaty S3 a S6 obsahuji ve své molekule chlor. Derivat S3 ma chlor v pozici 4 a
derivat S6 v pozici 5. Pfi porovnani minimalnich inhibi¢nich koncentraci téchto dvou derivata
Ize pozorovat shodné MIC u kmenti Escherichia coli CCM 3954, Pseudomonas aeruginosa
CCM 3955, Streptococcus agalactiae CCM 6187, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus
aureus 1260 91398, Staphylococcus aureus 1094 ST398, Staphylococcus aureus 1205 ST398
a Staphylococcus aureus 650. Oba tyto derivaty vykazovaly také baktericidni G¢inek, pficemz
dvou derivatt vykazoval vyraznéjsi antimikrobialni aktivitu derivat S3.

Derivaty S5 a S8 obsahuji ve své molekule fluor. Derivat S5 ma fluor v pozici 5 a
derivat S8 v pozici 4. U téchto dvou derivatl Ize pozorovat podstatnou shodu hodnot MIC.
Kromé hodnot MIC u kmenid Staphylococcus aureus — MRSA, Streptococcus agalactiae

CCM 6187 a Staphylococcus epidermidis CCM 4418 jsou vSechny minimalni inhibi¢ni
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koncentrace shodné. Hodnoty MBC jsou rozdilné. Pfi porovnani téchto dvou derivata
vykazoval vyraznéjsi antimikrobialni aktivitu derivat S8.

Derivaty S7 a S9 obsahuji ve své molekule brom. Derivat S7 ma brom v pozici 5 a
derivat S9 v pozici 4. | u téchto dvou derivatu lze pozorovat podstatnou shodu hodnot MIC.
Kromé hodnot MIC u kment Enterococcus faecalis CCM 4224, Staphylococcus aureus —
MRSA, Streptococcus agalactiae CCM 6187 a Staphylococcus aureus 1185 jsou vSechny
minimdlni inhibi¢ni koncentrace shodné. Hodnoty MBC téchto derivati jsou rozdilné. Pfi
porovnani téchto dvou derivatti vykazoval vyraznéjsi antimikrobidlni aktivitu derivat S7.

Derivat S4 nema na atom uhliku navazany substituent. V porovnani s derivaty S1-S9
bakteridlnich kmenl nevykazoval inhibi¢ni G¢inek. Vysledky naznacuji, Ze je antimikrobidlni
ucinnost testovanych derivati ovliviiovana substituenty v aromatickém kruhu. Jako nejvice
antimikrobialn¢ aktivni byly vyhodnoceny derivaty S3 a S6 se substituovanym chlorem,

jejichz strukturni vzorce jsou znazornény na obrazku 15.

CHs CHy
H,C HsC

N N
/@\ R 2 /@\ R 2
,: S ni<4 ow E s ni< oM

Cl Cl

Obrazek 15 Strukturni vzorce neu¢inngjsich derivati S3 a S6

Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) je hlavni pfi¢inou infekci
spojenych s poskytovanim zdravotni péce a komunit na celém svété. Odhaduje se, Ze v ramci
samotné zdravotni péCe postihuje infekce MRSA v Evropské unii kazdoro¢né vice nez 150
000 pacientii (Kock a kol., 2010). V této praci byla stanovena vyrazna antimikrobidlni aktivita
dosahly testované derivaty S3 a S6 u kment Staphylococcus aureus - MRSA, Staphylococcus
aureus 1205 ST398 a Staphylococcus aureus 1214 ST398. Dale bylo dosazeno vyraznych
inhibi¢nich uc€inkd na patogenni kmeny MRSA u derivati S5, S7, S8 a S9. Tyto derivaty

inhibovaly patogenni kmeny MRSA v koncentra¢nim rozmezi 2-8 pg/ml.
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Pii porovnani vSech testovanych bakteridlnich kment v této préaci, bylo dosazeno
nejlepsich antimikrobidlnich G¢inki u kmene Streptococcus pyogenes. U vétSiny testovanych
konstatovat, Ze testované derivaty vykazovaly vyraznou antimikrobidlni u¢innost zejména na
grampozitivni bakterie. Naopak u gramnegativnich bakterii byl potlacen rtst u vSech derivata
pouze pii nejvyssi testované koncentraci

Ve studii Singh a kol. (2016) byla hodnocena antimikrobialni aktivita a mechanismus
ucinku novych derivatt 2-(4-aminofenyl) benzthiazolu. Vysledky studie ukazaly, ze
slouc¢eniny oznacené A07a a A07b vykazovaly hodnoty minimalnich inhibi¢nich koncentraci
v rozmezi 3,91-31,2 ug/ml u kment Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa a
Escherichia coli (Singh a kol., 2016). Testované derivaty 2-(4'-aminofenyl) benzthiazolu
znacené jako AO7a a AO7b maji v porovnani s testovanymi derivaty 1-(6-fluorbenzthiazol-2-
yl) alkylaminti v této praci podstatné vyraznéjsi inhibicni G¢inek na gramnegativni tyCinky.
V piipadé kmene Staphylococcus aureus dosahovaly vysledky v této praci hodnot MIC i 2
ug/ml, zejména testované derivaty S3 a S6.

Na Univerzité¢ Pardubice byla testovana antimikrobialni a antifungédlni aktivita novée
syntetizovanych dusikatych derivata 1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl) alkylamini. Derivaty byly
piipraveny na pracovisti UOCHT Univerzity Pardubice tiistupiiovou syntézou a pied
testovanim byla provedena analyza NMR spektrometrii. Do testovani byly zahrnuty
grampozitivni bakterie, gramnegativni bakterie a patogenni kvasinky. Ziskané¢ hodnoty MIC
byly porovndny s bézné¢ uzivanymi antibiotiky. Byla zjisténa pomérné nizka citlivost
testovanych kment k témto derivatim. NejvysSich antimikrobidlnich G¢ink dosahovaly
derivaty u Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis a Staphylococcus epidermidis. U
kmene Pseudomonas aeruginosa byla hodnota MIC 100 ug/ml (RemeSova, 2014). Nejnizsi
hodnoty MIC u kmene Pseudomonas aeruginosa V této praci bylo dosaZeno pii koncentraci
256 pg/ml, coz je hodnota nejvysSi testované koncentrace. Tato hodnota MIC byla
pozorovana i u kmene Escherichia coli CCM 3954. Na gramnegativni bakterie nevykazovaly
testované derivaty vyrazny bakterialni uc¢inek.

V dalsi praci, ktera se zabyvala stanovenim antimikrobialni a antifungalni aktivity 1-(6-
fluorbenzthiazol-2-yl) alkylamini na Univerzité Pardubice ve spolupraci s UOCHT bylo
otestovano 8 novych sloucenin. Nejvyssi inhibi¢ni G¢inek byl pozorovan u alkylaminu (1S)-1-
(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-fenylethanamin hydrochlorid na kmen Enterococcus faecalis
CCM 4224 pii koncentraci 100 pg/ml. U alkylamint (1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-
fenylethanamin hydrochlorid a (1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-3-
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(methylsulfanyl)propan-1amin hydrochlorid byl pozorovan vliv na potlaceni tvorby pigmentu
kmene Pseudomonas aeruginosa (Kovarnikova, 2015). Pfi porovnani s testovanymi derivaty
Vv této praci, bylo dosazeno u kmene Enterococcus faecalis CCM 4224 nizsich hodnot MIC —
konkrétné u derivati S3, S6, S7 a S9. Derivaty S6 a S7 inhibovaly rast tohoto kmene jiz pti
koncentraci 32 pg/ml.

Ve studii EI-Gohary a kol. (2017) byly syntetizovany nové analogy benzimidazolu a
testovali se na antimikrobialni ucinnost wvuacéi Escherichia coli, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Candida albicans a Aspergillus fumigatus. Uginna syntéza
novych benzimidazola 4a, 4b, 5a-c a 6-15 byla provedena s pouzitim 2-merkaptomethyl-5-
nitro- IH- benzimidazolu. Pro porovnani vysledkt byly pouzity antibiotikum ampicilin a

antimykotikum flukonazol. Pro kazdou z testovanych sloucenin byla stanovena minimalni

cvvr

v v

hodnoty MIC byly zjistény pro benzimidazol s ozna¢enim 10. U ostatnich benzimidazoli byly
hodnoty MIC podstatné vy$$i a v mnoha ptipadech ptesahovaly tyto hodnoty koncentraci
1000 pg/ml (El-Gohary a kol., 2017). Pii porovnani s testovanymi derivaty v této praci lze
fici, ze benzthiazolové derivaty vykazuji znacné vyssi antibakteridlni G¢innost nez analogy
benzimidazolu. U benzimidazolu s ozna¢enam 10 byla sice hodnota MIC pro gramnegativni
bakterii niz$i, ovSem ostatni testované derivaty vykazovaly tuto hodnotu mnohondsobné
vysSi. Pfi srovndni ucinkd na grampozitivni koky, byly hodnoty MIC vici kmenim
Staphylococcus aureus u testovanych derivati v této praci vyrazné nizsi.

0Od 90. let minulého stoleti uvadély rizné farmakologické vyzkumy nové syntetizované
derivaty benzothiazolu a prokazaly jejich biologickou aktivitu. To vedlo k vyvoji novych 1ékt
pro 1é¢bu rtiznych onemocnéni. Ve studii Al-Talib a kol. (2016) se pokracovalo v tomto
vyzkumu o hodnoceni biologické aktivity derivatli benzothiazolu a byla uvedena syntéza nové
fady derivati N - (2- (4- (benzo [ d ] thiazol-2-yl) piperazinu. Antibakterialni u¢innost téchto
sloucenin byla testovana na kmenech Escherichia coli, Staphylococcus aureus a patogenni
kvasince Candida albicans. Tyto derivaty byly testovany pfi koncentracich 63, 125, 250 a 500
pg/ml. Vysledky ukazaly nizkou nebo zadnou antimikrobialni aktivitu (Al-Talib a kol., 2016).

Ve studii Maddila a kol. (2016) byla syntetizovdna nova série benzthiazolovych
pyrimidinovych derivatd. Je znamo, Ze pyrimidiny hraji klicovou roli v n€kolika chemickych
procesech jako 1éCiva. Thiazolové derivaty pyrimidinu dosdhly v poslednich letech velké
pozornosti diky svym biologickym aktivitam. Jako pfiklad lze uvést antibakteridlni,

fungicidni, protizanétlivou ¢i antimalarickou aktivitu. Vsechny noveé syntetizované slouceniny
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Vv této studii byly charakterizovany elementarnimi a spektralnimi analyzami a byly testovany
na jejich antibakteridlni a antifungalni aktivitu. Testovanymi bakterialnimi kmeny byly
Escherichia coli, Klebsiella penumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes a
Pseudomonas aeruginosa. Obecné vSechny slouceniny vykazovaly mirnou az dobrou
antibakterialni aktivitu proti testovanym mikroorganismim. Nové syntetizované slouceniny
s oznacenim 7b, 7e, 7f, 7g, 7h a 7] vykazovaly vyraznou antimikrobialni aktivitu. U vSech
testovanych kmend bylo plisobenim derivatu s oznacenim 7g dosazeno MIC 12,5 pg/ml. Je
pravdépodobné, ze se tyto noveé syntetizované slouceniny s velkym potencidlem pro pouziti
jako antibakterialni ¢inidla v Klinické praxi, pouziji pro dalsi testovani (Maddial a kol., 2016).

Ve studii Kumbhare a kol. (2014) byla pfipravena nova tada 2-substituovanych
benzthiazolovych derivata s fluorem. Tyto nové syntetizované slouceniny byly testovany na
antibakterialni vlastnosti. Z grampozitivnich bakterii byly testovany Bacillus subtilis,
Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus aureus. Z gramnegativnich bakterii byla
testovany Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae. Testovani
bylo provedeno bujonovou mikrodilu¢ni metodou. Ziskané minimalni inhibi¢ni koncentrace
byly porovnany s uinky antibiotik penicilin a streptomycin. Vysledky ukdazaly, Ze tyto
slouc¢eniny vykazovaly podstatny antimikrobialni Gc¢inek proti vSem testovanym kmentim.
Kmen Staphylococcus aureus byl nejvice inhibovan derivatem 8e a to pii hodnoté MIC 2,7
ug/ml. U kmene Staphylococcus epidermidis byl rist neju¢innéji potlacen derivatem 9g pii
koncentraci 3,8 pg/ml. Nejvyraznéjsi antimikrobialni ¢inek na Escherichia coli vykazoval
derivat 8e, u kterého byla hodnota MIC 10,9 pg/ml. Pseudomonas aeruginosa byla nejvice
inhibovana derivatem 8e pii koncentraci 2,7 pg/ml (Kumbhare a kol., 2014). U&innost
derivatl na grampozitivni koky ze studie Kumbhare a kol. (2014) je srovnatelnd s Ginky
nékterych testovanych derivath z této prace. Antimikrobidlni u¢inek na gramnegativni tycinky
ovSem neni srovnatelny, jelikoz v této praci byly inhibovany pouze pii nejvyssi testované
koncentraci 256 pg/ml.

Ve studii Singh a kol. (2014) bylo navrZzeno, syntetizovdno a testovdno na
antibakterialni G¢innost 10 benzthiazolovych derivatli nesoucich amidovou skupinu (AOI-
A10). Pro testovani antimikrobialni aktivity byly pouzity bakterialni kmeny Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae a Salmonella typhi. Testovani bylo
provedeno dilu¢ni metodou a ziskané minimalni inhibicni koncentrace byly porovnany
s uc¢inkem antibiotika penicilin. V predkladané studii byly nejlépe vyhodnoceny derivaty A07
a Al0 sucinkem zejména na Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Derivat A10

inhiboval tyto dva kmeny pii MIC 15,6 pg/ml a derivat AO7 inhiboval rast Escherichia coli
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jiz pii koncentraci 7,8 pg/ml. Z vysledki této studie vyplyva, Zze bylo dosazeno nejlepsiho
antibakteridlniho ucinku u derivati nesoucich chlorové, fluorové a methoxylové substituenty
(Singh a kol., 2014).

Ve studii Catalano a kol. (2013) byla syntetizovina nova série 2-
aminobenzothiazolovych derivati jako potencialni antimikrobidlni latky. Byla hodnocena
jejich antimikrobialni a antifungdlni aktivita. Tyto slouceniny vykazovaly velmi nizkou az

zadnou aktivitu proti testovanym bakterialnim kmentim Staphylococcus aureus, Escherichia
Enterococcus faecalis u testovanych derivatd s ozna¢enim 1b, 1f, 1g a 1i. U ostatnich

testovanych derivati v mnoha piipadech ptesahovala hodnota MIC koncentraci 512 pg/ml

(Catalano a kol., 2013).
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ZAVER

o V této diplomové praci bylo provedeno stanoveni antimikrobidlnich aktivit 16 nové
syntetizovanych bezthiazolovych salicylamidovych derivathi na 19 vybranych
bakterialnich kmenech. Testované bakterialni kmeny zahrnovaly jak grampozitivni, tak
gramnegativni bakterie. Hodnoty minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) byly
stanoveny agarovou mikrodiluéni metodou, ktera byla optimalizovdna pro méné
rozpustné latky. Ziskané hodnoty MIC pro uvedené derivaty byly porovnany s hodnotami

MIC Sesti bézné pouzivanych antibiotik, které byly stanoveny za pouziti stejné metodiky.

o V prvni fazi byly otestovany 4 bakterialni kmeny — Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa. Na zakladé
ziskanych vysledkt, kde byla pozorovana nejvyraznéjsi antimikrobialni aktivita viaci
grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus, bylo testovani doplnéno o dalSich 12
bakterialni kmend Staphylococcus aureus véetné kmeni MRSA, dale také o kmen
Staphylococcus epidermidis a o grampozitivni kmeny Streptococcus pyogenes a
Streptococcus agalactiae. Nov¢ syntetizované derivaty vyrazné dokazaly potlacit rast
bakterie Staphylococcus aureus véetné patogennich kmeni MRSA. Hodnoty MIC u
kmeniit MRSA zacinaly jiz od koncentrace 2 pg/ml. V porovnani s testovanymi
antibiotiky se antimikrobialni u¢inek derivatti vyznamné ptiblizoval G¢inktim antibiotik.

. Z vysledkt stanovenych MIC lze konstatovat, ze testované salicylamidové derivaty
vyraznéji potlacovaly rast grampozitivnich bakterii. Nejvice citlivy kmen k témto
derivatim byl Streptococcus pyogenes. VétSina testovanych derivati vykazovala kromé
inhibi¢niho, také baktericidni G€inek. Z hlediska struktury je patrné, Ze derivaty na bazi
leucinu vykazovaly vyrazngj$i antimikrobialni u¢inek v porovnani s derivaty na bazi
glycinu. Nejvice antimikrobidln€ aktivni byly derivaty S3 a S6 obsahujici ve své

molekule atom chloru.

J Vzhledem k ziskanym vysledkiim v této praci l1ze urcité doporucit dale pokracovat ve
vyvoji a vyzkumu téchto derivati. Kromé vyvoje novych salicylamidovych derivati
V ramci syntetické €asti vyzkumu, bude také nutné stavajici vysledky antimikrobidlnich
testl doplnit o toxikologické studie. Poté bude mozné predikovat, zda by tyto latky

mohly byt potencidlnimi antimikrobidlnimi ¢inidly zavedenymi do klinické praxe.
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