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SOUHRN

Disertacni prace byla zamétena na stanoveni antimikrobidlnich u€inkt strukturnich
analogli purind, pyrimidinG a derivati kyseliny boronové na vybrané referencni kmeny
bakterii a kvasinek. Do testovani byl dale zahrnut kmen EHEC O104:H4, ktery byl
izolovan od pacienta (importovana nakaza z Némecka) v roce 2011 a byl poskytnut
pracovniky Statniho zdravotniho ustavu v Praze. Jednotlivé strukturni analogy pochazely
z Ustavu organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské republiky. Testovani

probihalo Vv laboratotich urovné BSL-3 Odboru biologické ochrany v Téchoning.

Pfi zjistovani antimikrobidlnich ucinki strukturnich analogh byla nejprve
ovéiovana jejich schopnost inhibovat rist testovanych mikroorganismi. Nasledné byla pro
jednotlivé G¢inné slouceniny stanovena mikrodilu¢ni metodou jejich minimalni inhibi¢ni
koncentrace. Vzhledem Kk unikatni povaze a puvodu testovanych sloucenin byly inhibiéni
ucinky zjiStovany i1 pro zavedend antibiotika a 1éCiva ze skupiny pyrimidinovych
sloucenin, pro moznost srovnani u¢innosti strukturnich analogt. Na zakladé vysledkt byly

vyhodnoceny potencialni kandidatni slou¢eniny s antimikrobialni aktivitou.

Rist testovanych mikroorganisma nejlépe inhibovaly strukturni analogy kyseliny
boronové. Naopak nejmensi spektrum U¢innosti bylo zaznamenéno u analogli purinovych
slouenin, které inhibovaly rist pouze Bordetella pertussis a Francisella tularensis.
V z4dné z uvedenych skupin nebyla zjiSténa sloucenina s antimikrobidlnim U¢inkem na
strukturnich analogti byly detekovany na druhy Acinetobacter baumanii a Bacillus subtilis.
Zadna ztestovanych sloudenin neinhibovala rist Pseudomonas aeruginosa a EHEC
0104:H4.

-----

zaznamenano pro latky s oznacenim 2/F7 a 3/B2, pfiCemz zejména u prvni jmenované byla
prokazana u¢innost na celé spektrum G* a G bakterie véetné kvasinek. Pro tyto slou¢eniny
byly zaznamenany signifikantni antimikrobialni u¢inky a mohou tak byt vhodné pro dalsi
vyzkum zabyvajici se problematikou 1é€by vybranych infekénich onemocnéni cloveka i

zvirat.



SUMMARY

The doctoral thesis was focused on determination of antimicrobial effects of
structural analogs of purines, pyrimidines and boronic acid derivatives on selected
reference bacteria and yeasts. One strain of EHEC 0104: H4 was also included in the
antimicrobial testing. It was isolated from the patient in 2011 (imported infection from
Germany) and was provided to the staff of the State Health Institute in Prague. The
individual structural analogues come from the Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic. Testing was carried out at
BSL-3 laboratories at the Biological Protection Center in Techonin.

In detecting the antimicrobial effects of structural analogs, we first verified their
ability to inhibit the growth of test microorganisms. Subsequently, we determined the
minimum inhibitory concentration for each active substance by the microdilution method.
Due to the unique nature and origin of test compounds, we have investigated the inhibitory
effects of antibiotics introduced to compare the efficacy of structural analogs. Based on the

results, we evaluated potential candidate substances with antimicrobial activity.

The growth of test organisms best inhibited boronic acid structural analogs. On
the other hand, the smallest spectrum of efficacy was observed for analogs of purine
compounds that inhibited growth only in the Bordetella pertussis and Francisella
tularensis strains. No compound with antimicrobial activity was found in any of these
groups for all tested bacteria and yeast species. The lowest inhibitory effects of structural
analogs against tested microorganisms were detected for Acinetobacter baumanii and
Bacillus subtilis. None of the tested compounds inhibited the growth of Pseudomonas
aeruginosa and EHEC O104:H4.

Of the tested compounds, the broadest spectrum of antimicrobial activity was
recorded for substances designated 2/F7 and 3/B2, and in particular the first one was
shown to be efficacious on the entire spectrum of G™ and G bacteria, including yeasts.
Significant antimicrobial effects have been reported for these compounds and may
therefore be useful for further research into the treatment of selected infectious diseases in

humans and animals.
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1.  UVOD

Aplikace antibiotik (ATB), pfipadné antimykotik, je nedilnou soucasti terapie
bakterialnich ¢i kvasinkovych infekci. Od objevu penicilinu v roce 1928 byla postupné
vyvinuta a zavedena fada dalSich antimikrobialnich pfipravkil a s nimi se objevila i nadéje,
ze se sjejich pomoci podafi jednou infekéni onemocnéni zcela vymytit. Presto i
V soucasnosti zustava terapie infekcnich chorob zavaznym celosvétovym problémem.

Dtivodem je vzrustajici rezistence mikroorganismu k antimikrobialnim latkam.

Vzhledem k uvedené skute¢nosti je nutné vénovat pozornost vyskytu rezistentnich
bakterii komplexné, a to jak v humanni, tak i veterinarni, potravinarské a environmentalni
praxi. Sifeni rezistentnich kmenii je v soudasnosti globalnim problémem, vyzadujicim
spoleénou strategii na celosvétové wrovni. ReSeni problémi spojenych s naristajici
rezistenci k antimikrobidlnim latkam je koordinovano zavedenim specidlnich programii

tzv. surveillance, kdy dochézi ke stanoveni epidemiologické analyzy rezistence a spotfeby

ATB.

Vedle mikroorganismi odolnych k riznym ATB soucasné, tzv. multirezistentnich
kment se také setkdvame s mikroorganismy tzv. panrezistentnimi, které nereaguji na 1écbu
z 7adnych v soucasnosti dostupnych ATB. Rada vyzkumnych pracovist po celém svété se
proto intenzivné vénuje vyvoji novych latek s antimikrobidlni aktivitou, které by mohly
nahradit stavajici neti€inna 1éCiva a zabranit tak Sifeni, pfipadné Uplné eliminovat vyskyt
rezistentnich kment.

Jednou z moznosti nalezeni novych efektivnich antimikrobialnich ptipravku, je
uplatnéni jiz v praxi zavedenych sloucenin, respektive jejich strukturnich analogi. Cilem

disertacni prace bylo provést testovani antimikrobialni t¢inki slouc¢enin odvozenych od

strukturnich zakladd purinu, pyrimidinu a kyseliny boronové na vybrané mikroorganismy.
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2. ANTIBIOTIKA

ATB jsou latky, které potlacuji rist a mnozeni mikroorganismili nebo je piimo
usmrcuji. Tyto  slouCeniny s antimikrobidlnimi  ucinky, mohou produkovat
mikroorganismy, rostliny nebo zivoCichové. Mnohé znich jsou pfipravovany

polosynteticky nebo i synteticky.

Cilem antimikrobidlni terapie je toxicky pusobit na mikrobidlni buiky, ale
neposkozovat buiiky hostitele (makroorganismu). Jedna se o tzv. selektivni toxicitu.
Toxické ucinky ATB jsou zaméfeny pievazné na struktury, které postradaji eukaryotické

bunky.

Na zékladé svého plsobeni na bakterie jsou ATB rozdélena na tzv. bakteriostaticka
a baktericidni. Bakteriostatickdi ATB zastavuji rGist a mnozeni mikroorganismu. Jejich
nejnizsi koncentrace, kterd viditelné inhibuje riist, se oznacuje jako minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC). Mezi tato ATB patii naptiklad tetracykliny, chloramfenikol,

makrolidy, linkosamidy, trimetoprim nebo sulfonamidy.

Baktericidni ATB mikroorganismus usmrcuji. Mira jejich u¢inku se hodnoti
nejnizsi koncentraci potfebnou k usmrceni mikroba za uréitou dobu, tzv. minimalni
baktericidni koncentraci (MBC). Mezi nejznaméjsi patii beta-laktamova, dale
glykopeptidova, aminoglykosidovd a polypeptidovd ATB, také nitroimidazoly a

fluorochinolony (Zaman a kol., 2017).

Vzhledem k velkému poctu ATB jsou tyto latky z praktického hlediska rozliSovany
podle riznych aspektid, jako je naptiklad mechanismus jejich pisobeni na mikrobialni

bunku nebo chemicka struktura.

21 MECHANISMUS PUSOBENI ANTIBIOTIK NA
MIKROORGANISMY

2.1.1 INHIBICE SYNTEZY BUNECNE STENY

Na rozdil od eukaryotickych bun¢k maji prokaryotické bakterie cytoplasmatickou
membranu krytou buné€nou sténou. Jeji stavba, sila 1 slozeni jsou odliSné, nejen mezi

druhy, ale i kmeny jednotlivych mikrobli. Prekursory pro stavbu bunécéné stény
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(peptidoglygany) jsou syntetizovany v cytoplasmé a cytoplasmatické membrané. V
zaveérecné fazi syntézy pusobi proteiny-enzymy, na které se mohou ATB vazat a potlacit
jejich enzymatickou aktivitu. Dochazi tim k naruSeni syntézy bunééné stény a nésledné az

K 1yze bunky.

Buné¢nou sténu gram-pozitivnich (G*) bakterii tvoii silna vrstva peptidoglykanu,
jehoz zakladnimi stavebnimi prvky jsou aminosacharidy, B-vazany N-acetylglukosamin a
N-acetylmuramova kyselina, které jsou navzajem propojeny peptidovymi fetézci. Ve sténé
gram-negativnich (G") bakterii je pouze slaba vrstva peptidoglykanu, uloZzend pod vnéjsi
membranou, ktera obsahuje fosfolipidy a lipopolysacharidy, znesnadnujici prinik ATB do
bakterialni bufiky. Struktura bunéénych stén G* a G™ bakterii je zndzornéna na obrazku ¢.
1.

Gram-Positive Bacterial Cell Wall Gram-Negative Bacterial Cell Wall
Lipoteichoic | ‘
Acid y
Outer Lipid [ v
Membrane

Peptidoglycan

Cell Wall Peptidoglycan [
Plasma [ T
Membrane
Plasma
Membrane

$(1-+4)-N-acetyl-D-glucosamine

Alternating copolymer of
and N-acetylmuramic acid I:

L-Ala-D-Glu-

2 i L-Lys-D-Ala
Pentaglycine cross-link / :| tetrapeptide

Obrazek ¢. 1: Struktura bunééné stény G* a G™ bakterii (1)

Syntéza peptidoglykanu probihd ve tiech fazich, do nichz mohou ATB negativné
zasahovat. Syntéza bakteridlni bunécéné stény je dokoncena vytvofenim pii¢ného spojeni
mezi peptidovymi fetézci. Tento proces katalyzuje transpeptidaza, na jejiZ aktivni misto se
mohou ATB vazat a zptsobit inhibici enzymu. Naptiklad cefalosporiny vazbou na proteiny
tzv. penicilin-vazebné proteiny (PBPS), inhibuji syntézu peptidoglykanu. ATB mohou také
blokovat enzymy uplatitujici se pfi propojovani peptidoglykanti v bunécné sténé. V

disledku zvySujiciho se osmotického tlaku nésledné dochazi k lyze builky. Dale mohou
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brénit zesitovani peptidii a mukosacharidovych fetézct, ¢cimz dochéazi k nespravné syntéze

bunééné stény (Ozturk a kol., 2015).

Inhibici syntézy bunécné stény zpisobuji napf. beta-laktamova ATB (peniciliny,
cefalosporiny, karbapenemy a monobaktamy), glykopeptidy (vankomycin a teikoplanin),

bacitracin ¢i cykloserin.

2.1.2 PORUSENICYTOPLAZMATICKE MEMBRANY

Cytoplazmatickd membrana je semipermeabilni vrstva ovliviiujici transport iontd a
riznych substratii do buiiky. Tim zajist'uje osmotické poméry v buiice a soucasn¢ zastava
vyznamnou funkci pfi jejim dé€leni. PoruSeni struktury mé& za nasledek zvySeni
permeability membrany a nasledny unik endogennich latek a naruSeni iontové rovnovahy,

coz vede k lyze bunky (Epand a kol., 2016).

Membranu mohou narusit antimikrobidlni latky kationické povahy, napiiklad
polymyxiny B a E (Kkolistin), kdy kovalentni vazbou k membrané reaguji s jejimi
fosfolipidy. Zpisobuji tim depolarizaci membrany diky zméné zastoupeni Ca®" a Mg?* na

povrchu a nasledné i zanik bakterialni buiky (Gupta a kol., 2009).

2.1.3 INHIBICE SYNTEZY PROTEINU

Syntéza proteinti probiha na ribozomalnich podjednotkach 30S a 50S, kde dochazi
k prodluzovani peptidového fetézce. ATB zasahuji do procesu proteosyntézy v
jejich riznych fazich (napf. tlumeni iniciace, zabranéni vestavby aminokyseliny do
bilkovin, atd.). Nasledkem je poruSeni schopnosti tvorby peptidickych sekvenci. Vznikaji
tak pouze labilni komplexy peptidi nebo bilkovin se zménénou strukturou, coz mtize vést
ke smrti mikrobialni bunky, pfip. k zastaveni jejiho rustu a mnoZeni (Yoneyama a

Katsumata, 2014).

Mezi ATB inhibujici tvorbu bilkovin patii tetracykliny véazici se na 30S
podjednotku ribozomu, ¢imZz brani spojeni aminoacyl-tRNA s vazebnym mistem na
ribozomalni podjednotce. Tim blokuji prodluzovani polypeptidového fetézce. Napiiklad

chloramfenikol, piisobi na peptidyltransferazu na 50S ribosomdlni podjednotce, ktera
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spojuje aminokyseliny v peptidovy fetézec. Na tuto podjednotku pilisobi také makrolidova
ATB, linkosamidy nebo diterpeny (Wilson, 2014).

2.1.4 INHIBICE SYNTEZY NUKLEOVYCH KYSELIN

Syntéza nukleovych kyselin mize byt ovlivnéna v riznych fazich. ATB mohou
inhibovat DNA nebo RNA-polymerazu, ucastnici se replikace nukleovych kyselin.
Ptipadné blokuji purinové a pyrimidinové nukleotidy, které tvoii zakladni stavebni
jednotky nukleovych kyselin. Nebo mohou negativné ovlivnit piepis genetické informace z
DNA do m-RNA. Naprtiklad chinolony, fluorochinolony, aminoglykosidy a novobiocin
ovliviiuji ¢innost DNA-gyrazy, tj. enzymu, umoziujiciho ,,zavijeni a rozvijeni“ DNA

Vv pribéhu replikace (Collin a kol., 2011).

Jinym mechanismem plsobi rifampicin, ktery inhibuje dependentni RNA
polymerazu. Tim blokuje transkripci (pfepis) genetické informace ulozené v DNA do

struktury m-RNA v bakterialni buiice (Floss, 2005).

2.1.5 INHIBICE METABOLISMU KYSELINY LISTOVE

Podstatou puasobeni téchto 1éCiv je poruSeni (blokada) enzymatické reakce, v
disledku obsazeni aktivniho centra enzymu lé¢ivem-strukturalnim analogem specifického
metabolitu. Pokud je tento antimetabolit v pfevaze, vytésni specificky metabolit
z biochemické reakce. Jedna se o tzv. kompetitivni inhibici (Yoneyama a
Katsumata, 2014).

Kyselina listova je zékladni slouCenina nezbytnd pro stavbu purind. Je
syntetizovana z kyseliny para-aminobenzoové (PABA). Jeji syntézu ovliviiuji napf.
sulfonamidy, které maji podobnou strukturu (jsou analogy) jako PABA, z niz bakterie
syntetizuje kyselinu listovou. Po vniknuti do bakterie soutézi sulfonamidy s PABA o
vazbu na enzym dihydrofolatreduktazu, ¢imz kompetitivné inhibuji  syntézu
tetrahydrofolatli, které jsou nezbytné pro syntézu purinovych nukleotidii. Sulfonamidy,
stejn¢ jako trimethoprim, pusobi bakteriostaticky. Jejich vzajemnou kombinaci lze

dosahnout baktericidniho u¢inku (Minato a kol., 2018).
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Obrazek ¢. 2: Mechanismy pisobeni riznych ATB na bakterialni buiiku (2)

2.2 CHEMICKA STRUKTURA ANTIBIOTIK
2.2.1 BETA-LAKTAMOVA ANTIBIOTIKA

Charakteristickym znakem beta-laktamovych ATB je pfitomnost beta-laktamového
kruhu (obrazek €. 3). Tyto slouceniny inhibuji syntézu bunécné stény vazbou na proteiny
enzymi (PBPs), které se podileji na syntéze bunécné stény. Aktivuji bunéné hydrolazy,
tim dochazi k urychleni degradaci stavajiciho peptidoglykanu. Beta-laktamy patii mezi
skupinu ATB s baktericidnim u¢inkem (Konaklieva, 2014). Mezi beta-laktamova ATB
jsou fazeny zakladni peniciliny (benzylpenicilin), které jsou ucinné proti G* bakteriim
neprodukujicim beta-laktaméazu, semisyntetické peniciliny (oxacilin, methicilin) odolné
proti stafylokokové penicilindze, a aminopeniciliny s rozsifenym spektrem wc€inku
(ampicilin, amoxicilin) proti G~ bakteriim. Do uvedené skupiny dale patii cefalosporiny,
cefamyciny, karbapenemy a monobakatamy. Vyznamnou skupinou jsou tzv. inhibitory

%

beta-laktamaz (kyselina klavulanova, tazobactam, ¢i sulbactam). Maji schopnost
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ireverzibilni vazby na aktivni centrum bakteridlnich beta-laktaméaz a tim je inaktivovat

(Penwell a kol., 2015).

Q/N\—?\S><

3
Z

Obrazek ¢. 3: Chemicka struktura penicilinu svyznaenym beta-laktamovym
kruhem (3)

2.2.2 PEPTIDOVA ANTIBIOTIKA

Tato ATB obsahuji aminokyseliny, jez tvofi cyklické nebo linearni oligopeptidy.
Vedle aminokyselin maji ve své struktufe i imino nebo mastné kyseliny. Peptidova ATB
jsou baktericidni, ptisobi na G- bakterie véetné multirezistentnich kmenti. Sir§imu uziti
brani jejich vys$i nefrotoxicita a neurotoxicita. Vyznamnymi ATB z této skupiny jsou

polymyxiny a bacitracin (Zavascki a kol., 2007).

2.2.3 CHINOLOVA A FLUOROCHINOLOVA ANTIBIOTIKA

Chinolony jsou latky primarn€¢ pusobici baktericidné, jejichz mechanismem je
inhibice bakteridlni gyrdzy, enzymu zodpovédného za spravné splétani a rozplétani fetézct
bakterialnich nukleovych kyselin. Fluorochinolony jsou syntetické slouc¢eniny odvozené od
kyseliny nalidixové, jeZz inhibuji syntézu DNA vazbou na DNA-gyrdzu a topoizomerazu
IV. Uplatiuji se v I1éEbé infekci vyvolanych G- 1 G+ bakteriemi, chlamydiemi,
mykoplasmaty ¢i anaerobnimi patogeny. K vyznamnym fluorochinolonim patfi
norfloxacin, ciprofloxacin, ofloxacin, pefloxacin a levofloxacin, jez jsou vyuzivany

zejména u pneumokokovych nebo nosokomialnich infekci (Alfred a kol., 2014).
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Obrazek ¢. 4: Chemicka struktura ciprofloxacinu (4)

2.2.4 AMINOGLYKOSIDOVA ANTIBIOTIKA

Aminoglykosidy jsou z hlediska struktury hydrofilni polarni slou¢eniny, skladajici
se z charakteristického aminocyklitolového kruhu upoutaného glykosidovymi vazbami k
aminocukriim. Mechanismus antibakterialniho u¢inku uvedenych slou€enin je zaloZen na
inhibici syntézy proteini V disledku ireverzibilni vazby aminoglykosidi na 30S
podjednotku ribosomu. Bylo zji§téno, Ze primarnim mistem plisobeni aminoglykosidu je
vnéj$i bakteridlni membrana. Pisobenim kationickych ATB dochéazi k tvorbé pori
V bunécné sténé a naslednému uniku intracelularniho obsahu (Nayak-Rao, 2010; Toth a
kol., 2010; Taber a kol., 1987). Aminoglykosidy pusobi baktericidné¢ na vétsinu G-
bakterii. Uplatiiuji se zejména u infekci vyvolanych rody Acinetobacter, Enterobacter,
Escherichia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Pseudomonas, Serratia, a Shigella.
Nejcastéji pouzivanymi aminoglykosidovymi ATB jsou streptomycin, gentamicin,

tobramycin, amikacin nebo kanamycin (Mingeot-Leclercq a kol., 1999).

NH

A

HN NH,
HO H
HQNTng
NH H O
CHO
.0 HO—SO0H

HCoH 0

HO
Hw NHCH

HO

Obrazek €. 5: Chemicka struktura streptomycin sulfatu (5)

20


http://www.sigmaaldrich.com/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mingeot-Leclercq%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10103173
http://www.sigmaaldrich.com/

2.25 GLYKOPEPTIDOVA ANTIBIOTIKA

Jejich struktura je tvofena peptidy, které jsou substituované cukry. Na zékladé
povahy aminokyselin (alifatické, aromatické) jsou rozliSovany ctyfi tfidy glykopeptidi.
Dalsim kritériem je struktura a umisténi sacharidové slozky. Antibakteridlni ucinek
glykopeptidovych ATB je zaméfen na inhibici syntézy bunécné stény. Glykopeptidova
ATB jsou pouZivana zejména pii infekcich vyvolanych G* bakteriemi jako napf.
Staphylococcus (St.) aureus rezistentni k methicilinu (MRSA) nebo Enterococcus faecalis
(Malabarba a Goldstein, 2005). Do této skupiny ATB patii vankomycin, teicoplanin,
daptomycin, televancin, dalbavancin a oritavancin. V Ceské republice jsou k dispozici

pouze vankomycin a teicoplanin (Kwun a Hong, 2014).

Obrazek ¢. 6: Chemicka struktura vankomycinu (6)

2.2.6 TETRACYKLINOVA ANTIBIOTIKA

Tetracyklinova ATB jsou tvofena Ctyfmi linearn€ spojenymi Sesticlennymi cykly,
na které jsou napojeny rizné funkéni skupiny, jakymi jsou napt. dimethylaminy, hydroxy
nebo methylové substituenty. Puasobi bakteriostaticky, inhibici syntézy proteint
Vv bakteriich prostiednictvim vazby na 30S podjednotky ribosomt. Z divodu vyskytu
toxicity 1 narlstajici rezistence jsou nyni nahrazovdna Sirokospektralnimi beta-
laktamovymi ATB. Tetracykliny jsou charakteristické pro sviij Sirokospektralni t¢inek -

pusobi jak na G", tak i G~ bakterie. Nejvyznamn&j§imi jsou doxycyklin, tetracyklin a
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oxytetracyklin. Doxycyklin je lékem volby u infekci zplsobenych mykoplasmaty,
rickettsiemi a chlamydiemi (Chopra a kol., 2001).

CH; OH H N
““ )
CONH,
H
OH o OH OH g

Obrazek ¢. 7: Chemicka struktura tetracyklinu (Kwiatkowska a kol., 2013)

2.2.7 AMFENIKOLOVA ANTIBIOTIKA

Amfenikoly ptedstavuji skupinu ATB strukturné odvozenou od fenylpropanoidu.
Mechanismus jejich u¢inku je zaloZzen na inhibici syntézy proteini, kdy blokuji
peptidyltransferazovou aktivitu v ribosomu. Tim dochazi k blokaci prodluzovani fetézce
noveé vznikajiciho proteinu (Drainas a kol., 1987). Spektrum jejich ucinku je pomérné
siroké, zahrnuje anaerobni bakterie, spirochety, rickettsie, mykoplasmata a né¢které¢ druhy
mykobakterii. Antimikrobialni G¢inek byl prokazan rovnéz u nckterych kmeni, jez jsou
rezistentni k penicilinim, napt. Streptococcus pneumoniae ¢i St. aureus. Zavaznym
nezadoucim tc¢inkem je hepatotoxicita (Chen a kol., 2014). Do skupiny amfenikolovych
ATB patii chloramfenikol, thiamfenikol a florfenikol.

Obrazek ¢. 8: Chemicka struktura chloramfenikolu (7)
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2.2.8 MAKROLIDOVA ANTIBIOTIKA

Makrolidova ATB jsou pocetnou skupinou latek obsahujici ve své struktuie 14-ti,
15-ti nebo 16ti-¢lenny laktonovy kruh. Specificky se vazi na 50S podjednotku ribozomu,
¢imz zpusobuji inhibici syntézy proteinli v bakteridlni bunce. Patfi mezi ATB se stiedné
Sirokym spektrem ucinnosti. Pisobi pfedev§im na G* bakterie (streptokoky, stafylokoky),
mykoplasmata. mykobakterie a anaeroby. Rezistentni jsou vici jejich plsobeni zastupci
z Celedi Enterobactericeae a pseudomonady (Mazzei a kol., 1993; Kanoh a Rubin, 2010).
Do skupiny makrolidovych ATB patii napt. azithromycin, klarithromycin, erythromycin a

roxithromycin (Havlik J., 2009).

Obrazek ¢. 9: Chemicka struktura erythromycinu (8)

2.2.9 LINKOSAMIDY

Linkosamidy jsou dal$i vyznamnou skupinou antimikrobidlnich latek
s bakteriostatickym uc¢inkem (Leclercq, 2005). Blokuji syntézu proteinii vazbou na 50S
rRNA ribozomalni podjednotky. Pisobi pievazné na G+ bakterie, a proti vybranym G-
anaerobnim bakteriim. Nejvyznamnéjsimi ATB z uvedené skupiny jsou linkomycin a

klindamycin (Morar a kol., 2009).
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Obrazek ¢. 10: Chemicka struktura linkomycinu (9)

2.2.10 SULFONAMIDY

Sulfonamidy jsou strukturnimi analogy kyseliny para-aminobenzoové (PABA),
prekurzoru pro syntézu kyseliny listové. Jejich hlavni funkci je schopnost kompetice
s PABA a tim inhibuji syntézu kyseliny listové, ktera je pottebna predevsim pro biosyntézu
DNA, RNA a protein. Zastupci z této tiidy ATB jsou trimethoprim, sulfamethoxazol,
sulfathiazol nebo sulfadiazin. Spojenim trimetoprimu a sulfomethoxazolu vznika
baktericidni kotrimoxazol. Tato kombinace se pouziva kl1écbé infekci vyvolanych
Escherichia (E.) coli a Klebsiella pneumoniae (Taci¢ a kol., 2017; Capasso a Supuran,
2014). Jejich ucinek je namifen hlavné proti G* bakteriim, ale i na vybrané druhy G

bakterii nebo na protozoa (Campbell, 2008).

Q
S—NH;
O
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Obrazek ¢. 11: Chemicka struktura sulfonamidu (10)

2.2.11 ANSAMYCINOVA ANTIBIOTIKA

Ansamycinova ATB jsou lipofilni makrocyklické slouceniny, které inhibuji syntézu
RNA vazbou na bakteridlni RNA-polymerazu. Vyznacuji se Sirokym spektrem ucinku

proti G* a G™ bakteriim, i anaerobiim. Vyznamnym ATB z této skupiny je rifampicin, ktery
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je uzivan jako ucinné antituberkulotikum. Rifamycin, dal§i ze skupiny ansamycint, je
ucinny i na streptokoky, stafylokoky, neisserie, hemofily, legionely a chlamydie (Evans,
2014).

Obrazek ¢. 12: Chemicka struktura rifamycinu (11)

2.2.12 ANTIMYKOTIKA

Jednd se o skupinu léCiv pouZivanych k 1écbé houbovych infekci. Na zakladé
chemického slozeni se rozdéluji na polyeny, azoly, alylaminy, echinokandiny a dalsi
(Rozsypal, 2008). Mechanismus jejich ucinku se odviji od struktury jednotlivych
antimykotik. Polyeny (amfotericin B) nebo azoly (flukonazol) poskozuji integritu bunécné
membrany kvasinek interakci s ergosterolem. Echinokandiny a pneumokandiny inhibuji

syntézu glukanu bunécné stény kvasinek.
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Obrazek ¢. 13: Chemicka struktura amfoterycinu B (12)
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2.3 LATKY TESTOVANE PRO ANTIMIKROBIALNI UCINKY

2.3.1 KYSELINA BORONOVA A JEJI DERIVATY

Kyselina boronova je derivatem kyseliny borité, ktery vznikl nahradou hydroxylové
skupiny alkylovym nebo arylovym zbytkem. Obecné patii boronové kyseliny do skupiny
organoboranli. Tyto slouCeniny vykazuji silnou afinitu k Lewisovym bazim, napf.
dikarboxylovym kyselinam, ¢i kaniothm F, CN-. Jejich vyznamnou vlastnosti je
schopnost vytvafet reverzibilni kovalentni komplexy s cukry, aminokyselinami,
hydroxamovymi kyselinami a dal$imi latkami. Strukturni vzorec kyseliny boronové je

uveden na obrazku ¢. 14 (Hall, 2005).

Unikatni vlastnosti boronové kyseliny a jejich derivatd fadi tyto slouc¢eniny mezi
vyuzitelné v biomedicinskych aplikacich. Jedna se zejména o jejich stabilitu a reaktivitu,
kdy se borony uplatniuji jako inhibitory enzym, v katalytickych procesech, aj. Aktudlné je
intenzivné studovano i jejich potencialni terapeutické vyuziti jako antimikrobialni 1é¢iva
(Cambre a Sumerlin, 2011, Baker a kol., 2006). Eidam a kol. (2010) se zabyvali syntézou a
studiem antimikrobidlnich G¢inki sulfonamidt kyseliny boronové. Zjistili, ze samotné
slou¢eniny nemély vliv na rist Klebsiella pneumoniae. Nicméné v kombinaci s beta-
laktamovymi ATB byly schopné potencovat jejich ucinek. Autofi pozdéji prokazali
schopnost téchto sloucenin inhibibovat tfidu A a C beta-laktamaz. Tuto schopnost derivatl
kyseliny boronové potvrdili 1 Rojas a kol. (2016), ktefi oznacuji tyto slouCeniny za
reversibilni kompetitivni beta-laktamazové inhibitory. Gozhina a kol. (2014) prokazali
antimikrobidlni aktivitu alfa-aminoboronovych kyselin s navdzanymi di nebo tripeptidy na
kmeny Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas (Ps.) aeruginosa, St. aureus a Candida

(C.) albicans. Piesto se autorim nepodafilo objasnit mechanismus antimikrobialniho

pusobeni.
R R HO HO
N, A Y
B—R B—OH B—OH B—OCH
/! ! ! 7
R R R HO
boran k. borinova k. boronova k. borita

Obrazek ¢. 14 : Strukturni vzorce boranu, kyseliny borinové, boronové a borité
(Konhefr, 2015)
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2.3.2 PURINOVE A PYRIMIDINOVE BAZE A JEJICH ANALOGY

Puriny a pyrimidiny (obrazek ¢. 15) jsou organické heterocyklické slouceniny,
obsahujici ve své struktufe atomy dusiku. Ob¢ slouceniny a jejich derivaty jsou zakladnimi
stavebnimi kameny nukleovych kyselin, vitaminu B (thiamin) a NADP. Prav¢ pfitomnost
purinovych a pyrimidinovych sloucenin v biologicky aktivnich latkach ptredstavuje velky

potencidl pro jejich terapeutické uplatnéni, pro néz jsou v soucasné dob¢ intenzivné

studovany.
H = "
C LB
R R R
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Obrazek ¢. 15: Chemicka struktura pyrimidinu a purinu (13)

Sacharidova jednotka s navazanou dusikatou bazi se oznacuje jako nukleosid.
Nukleosidy a jejich derivaty jsou jednou ze skupin, které jsou neustale studovany pro
mozné vyuziti z hlediska mediciny, pro jejich antivirové ¢i antitumorové vlastnosti. UrcCité
derivaty vykazuji dobrou antibakteridlni aktivitu 1 vici specifickym bakteridlnim kmentm.
Winn a kol. (2010) uvadgji, ze komplex nukleosidi vykazuje antibakterialni aktivitu
mechanismem specifické inhibice biosyntézy peptidoglykanu bunééné stény, zasahem do
funkce nekterych bakterialnich enzymd, jakymi jsou purinové nukleosidové fosforylazy ¢i

DNA ligaza (Bzowska a kol., 2000).

Kim a kol. (2009) popsali mechanismus antibakterialniho uc¢inku purinovych analogi
guaninu u G* bakterii. Tyto derivaty ovliviiuji ¢innost tzv. riboswitch elementd (nebo-li
ribosomalnich pfepinact), které reguluji genovou expresi a tim ovliviluji zékladni
metabolické drahy mikroorganismti. Yan a kol. (2018) prokdzali inhibi¢ni ucinky
purinovych analogii na Clostridum difficile. Aluru a kol. (2015) zjistovali hodnoty
inhibi¢nich koncentraci pro analogy pyrimidint vlastni syntézy na vybrané kmeny bakterii
a plisni. Antibakteridlni a antifungalni aktivitu srovnavali vaci ciprofloxacinu a
flukonazolu. Autofi zaznamenali silny inhibi¢ni ucinek na kmeny St. aureus, Vibrio

cholerae a Aspergillus niger.
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3. REZISTENCE MIKROORGANISMU NA ANTIBIOTIKA

Vznik rezistence je nasledkem pfirozeného evolu¢niho vyvoje a je tedy
nevyhnutelny. V prabehu Zivota bakterii dochazelo k riznym vnéjSim i vnitfnim zméndm,
pro jejichz preziti tak bylo nutné vytvafet nové obranné mechanismy, které vedly k ziskani
odolnosti k n¢kterym ATB (Wright, 2005). Tyto mechanismy mohly ziskat pfirozené
(primarn¢), nebo je ziskaly béhem své evoluce (sekundarng). Ur¢ity vyznam a vliv na
rozvoj rezistence je dan i lokalnimi a geografickymi podminkami (Wright, 2005).
Ptikladem je vyznamny nariist multirezistentnich kmenti St. aureus, kdy se uvadi, ze az 40
% klinickych kment bakterie St. aureus je rezistentnich vuéi penicilinu. Aktudlné je
nepochybné¢ velkym problémem vyskyt multirezistentnich kmend Mycobacterium
tuberculosis, Neisseria gonorrhoeae nebo Ps. aeruginosa, s nimZ se setkame po celém
svété (Ventola, 2015; Kolat, 2007).

3.1 PRIMARNI REZISTENCE

Primarni neboli pfirozena rezistence je dana absenci cilovych struktur pro ptisobeni
antibakterialnich latek v mikrobidlnich buiikdch. Vyskyt tohoto typu rezistence je pomérné
ojedin€ly a zavisi na druhu bakterie a jejich vlastnostech. Piikladem jsou napft. zastupci
tiidy Mollicutes, ktefi jsou pfirozené rezistentni k beta-laktamovym ATB. Tyto bakterie
nemaji bunécnou sténu, ale pouze tiivrstevnou membranu, ktera neobsahuje peptidoglykan,
jehoZz syntézu tato ATB inhibuji. Pfirozen¢ rezistentné¢ se jevi také neékteré G™ bakterie viici
pusobeni penicilinu, ve srovnani s G* bakteriemi. Hlavni divodem je rozdil ve slozeni
bunécné stény bakteridlnich bun¢k. Dalsim ptikladem pfirozené rezistence miize byt tvorba
biofilmu, napf. u kmenti Ps. aeruginosa, Acinetobacter (A.) baumannii, Listeria (L.)

monocytogenes ¢i St. aureus (Munita a Arias, 2016; Kolaf, 2007).

3.2 ZISKANA REZISTENCE

Ziskana neboli sekundarni rezistence vznikd v pribéhu evoluce mikroorganismd.
Kmeny ptavodné citlivé viici ATB se postupné stavaji rezistentni. Miize to byt vysledkem
spontannich mutaci, kdy obvykle dochdzi ke zméné cilovych struktur pro ATB, hovotime

pak o chromozomadlni rezistenci. V pfipadé extrachromozomalni rezistence dochazi
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k pfenosu gent kodujicich rezistenci, a to plasmidy, transpozony nebo pohybem genovych

kazet.

Chromozomalni rezistence piredstavuje vysledek jedné nebo vice spontdnnich
mutaci v bakteridlnim chromozomu, ¢imz vétSinou dochazi ke zméné cilovych struktur pro
ATB. K pfenosu genetické informace na potomstvo dochazi v prubéhu replikace bunky.
Extrachromozomalni rezistence je dana pfitomnosti extrachromozomalné ulozenych ¢astic
obsahujicich DNA. Muze byt uskutecnéna naptiklad R-plasmidy, coz jsou malé cirkularni
molekuly DNA schopné samostatné replikace. Tyto geny bakterii zvyhodni v urcitych
situacich, napt. o geny kodujici rezistenci na ATB, desinfekéni prostredky, té¢zké kovy, ale

také geny kodujici rizné faktory virulence.

Intracelularni pienos genetické informace zajistuji transpozony — kratké useky
DNA schopné vmezefit se do riznych useklt vramci bakteridlniho genomu.
Interbakteridlni vyména genetické informace, plasmidi 1 transpozoni mohou byt
uskute¢iiovany konjugaci (jednosmérny pienos genetické informace mezi bakteriemi),
transformaci (hold DNA pfenasend z jedné bunky urcitého druhu do dalsi - méni se tim
genotyp, posléze i fenotyp), transdukci (prostfednictvim fagl) ¢i transpozici (vsunuti
kratkych usekit DNA transpozonl do plazmidu, chromozomu ¢i profadga uvnitt bakterialni

bunky) (Frieri a kol., 2017; Davies a Davies, 2010).

3.3 MECHANISMY REZISTENCE

Jednotlivé mikroorganismy disponuji riznymi mechanismy, jimiZ mohou navodit
odolnost vi¢i ATB. Je zndmo pét zakladnich typt téchto mechanismii. U nékterych

mikrobid se mohou jednotlivé mechanismy vzajemné kombinovat (Munita a Arias, 2016).

3.3.1 ZMENA CILOVE STRUKTURY

Dochazi ke zmén¢ mista piisobeni daného ATB. Piikladem mohou byt vazebné
bilkoviny pro penicilin. Zména v jejich struktufe vede ke zméndm vazebné afinity k témto

ATB (Lambert, 2005).
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3.3.2 ZMENA PRUCHODNOSTI BUNECNYCH OBALU

Rozdilny prinik latek je dan odliSnostmi ve slozeni bunééné stény G* a G~ bakterii.
Buné¢na sténa G* bakterii je pomérné silnd, ale pro vétsinu ATB prichodna. G bakterie
maji bunécnou sténu tenci, za to vsak slozitéjsi. G~ bakterie jsou obecné k ptisobeni ATB
odoln¢jsi. Vétsina ATB jsou hydrofilniho charakteru. Do buné¢k G™ bakterii pak prochazeji
prostiednictvim transportnich kanalkt, pfitomnych v bakteridlni membranég, tzv. poriny.
Pak tedy zéalezi na mnozstvi téchto porintl, jez pfimo ovliviiuji rezistenci na hydrofilni

ATB u G bakterii (Kumar a Schweizer, 2005).

3.3.3 AKTIVNI VYPUZOVANI ATB

Aktivni transport ATB z buniky je zprostitedkovan tzv. efluxnim mechanismem,
ktery je zajistén fadou bilkovin vnitfni bunééné membrany. Piikladem jsou Tet proteiny,

které exportuji tetracykliny ven z bunky (Krulwich a kol., 2001).

3.3.4 ZMENA METABOLISMU

Produkce ndhradniho enzymu je fizena R-plasmidy, které¢ katalyzuji ptisluSnou
biochemickou reakci. Rezistentni bakterialni buika pak obsahuje dva enzymy pro stejnou
biochemickou reakci. Pivodni enzym kodovany chromosomalné a druhy enzym kodovany
R-plasmidem, ktery je léCivem nezasazitelny. Na tomto principu vznika naptiklad
rezistence na sulfonamidy ¢i trimethoprim. Tato ATB piisobi jako faleSné substraty pfi
syntéze kyseliny listové. Rezistentni mikroorganismy pak dokaZzi vyuZit jiné metabolické
drédhy, aby zablokovany krok pfi tvorb& kyseliny listové obesSly (Kumar a Schweizer,
2005).

3.3.5 PRODUKCE BAKTERIALNICH ENZYMU

Pii produkci bakterialnich enzymu dochazi k degradaci pro mikroorganismy
toxickych latek, jakymi jsou ATB. Mezi nejznaméjsi patii enzymy tzv. beta-laktamazy,
které se vazi na ATB vazebnymi misty obsahujicimi aminokyselinu serin a tim oteviou

beta-laktamovy kruh. ATB ztraci antimikrobidlni aktivitu a stava se neucinnym.
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V dnes$ni dobé je vénovana velka pozornost Sirokospektrym beta-laktamézam tzv.
ESBL, produkovanych zejména nékterymi G~ bakteriemi. Tyto enzymy jsou schopny
hydrolyzovat cefalosporiny s rozsifenym spektrem ucinku, jako jsou cefotaxim, ceftazidim,
nebo také monobaktamy (Thomson, 2010; Kumar a Schweizer, 2005). K dal$im

vyznamnym enzymiim ovlivilujici strukturu 1éCiv patii cefalosporinazy, kabrapenemazy.

4. TESTOVANE MIKROORGANISMY

41 ACINETOBACTER BAUMANNII

A. baumannii je G ty¢inka. Netvoii oxidazu, je metabolicky malo aktivni.
Z klinického 1 epidemiologického hlediska patfi mezi nejvyznamnéj$i druhy rodu
Acinetobacter. Jedna se o nenaro¢nou bakterii, ktera nevyzaduje specialni pozadavky ke
kultivaci, je schopna rist a mnozit se pii ruznych teplotach i vysSich hodnotach pH
(Garcia-Garmendia a kol., 1999).

Nekteré kmeny A. baumannii mohou v nemocniénim prostiedi dlouhodobé piezivat
a vyvolavat zavazné infekce. Uvedeny druh patii mezi vyznamné pivodce nosokomialnich
nakaz, predev§im u imunokompromitovanych pacienti, u nichz az z80 % osidluje
respiracni trakt, nasledné mocovy a gastrointestinalni. Nemocni¢ni kmeny jsou casto
rezistentni k vétSin¢ pouzivanych ATB a pfedstavuji zavazny lé€ebny a epidemiologicky
problém ve zdravotnickych zatizenich (Almasaudi, 2018; Bergogne-Bérézin a Towner,
1996).

Lékem volby infekci zptisobenych A. baumannii byl doneddvna imipenem
(karbapenemy), knémuz se vSak stava pomalu rezistentni. Stale Castéjsi vyskyt
multirezistentnich kmend A. baumanni je celosvétovym problémem, zejména v poslednich
letech. Tomuto trendu se nevyhnula ani Ceska republika. Jiz pied témét 25 lety byla
pozorovana narUstajici rezistence této bakterie k bézné pouzivanym ATB, jako napf.
aminopenicilinim, ureidopenicilinim, prvni a druhé generaci cefalosporinti, vétSiné
aminoglykosidl, chlorampfenikolu a tetracyklinlim. Jednim z mechanismu rezistence je
aktivni eflux, hlavni pficinou je vSak produkce beta-laktaméaz s karbapenemazovou

aktivitou (Coyne a kol., 2011; Fishbain a Peleg, 2010; Nemec a kol., 2004).
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42  BACILLUS SUBTILIS

Bacillus (Bac.) subtilis je G* ty¢inka, ktera je sporulujici, neopouzdiend, pohybliva.
Je aerobni, piip. fakultativné anaerobni bakterii, vytvarejici v preparatu charakteristické
dlouhé ty¢inky. Bac. subtilis je ubikvitarné¢ vyskytujici se bakterie, bézné¢ pfitomna ve
vodach, nebo a v rozklddajicich se zbytcich rostlin. Uplatnéni tato bakterie nasla
v kosmetickém pramyslu, kde je soucasti pletovych krému, stejné tak jako se nachazi
vV hnojivech ¢i krmivech pro zvifata. Nékteré sérovary Bac. subtilis jsou prumyslové
vyuzivany jako probiotika (Harwood, 2008).

Bac. subtilis ma schopnost tvofit tzv. endospory, které ji umoznuji piezivat
V nepiiznivych az extrémnich podminkach. Vyznacuje se rovnéz Sirokou produkci
proteolytickych a jinych enzymi, které maji schopnost degradovat rizné ptirodni
substraty. Hlavnim extracelularnim enzymem je subtilisin, a i pfesto, Ze jeho toxicita je
nizka, miZze u nékterych jedinch vyvolat alergickou reakci. Subtilisin spolu s nékterymi
jeho dalsimi enzymy jsou hojné vyuzivany jako pridatné latky napft. v pracich prosttedcich.
U cloveéka jsou pak znamy piipady alergické ¢i hypersenzitivni reakce, dermatitidy a
respiraéni potize. Riziko tato bakterie pfedstavuje také ptredevsim pro skot. U krav ma

schopnost vyvolat zanét vemene (Sellami-Kamoun a kol., 2008).

Byly nalezeny geny kodujici rezistenci Bac. subtilis k erythromycinu, kanamycinu,
tetracyklinu a spectinomycinu. K ptsobeni gentamicinu a ciprofloxacinu je Bac. subtilis
citlivy, zatimco k cefotaximu a ampicilinu naopak vykazuje rezistenci (Hong a kol., 2008;
Williams, 2007).

4.3 BORDETELLA PERTUSSIS

Bordetella (B.) pertussis je kratka, G*, nepohybliva, nesporulujici ty¢inka. Nékteré
kmeny mohou tvofit pouzdro. Je striktné aerobni, nadrocnd na kultivacni podminky. Jedna
se o puvodce Cerného kasSle — pertuse, ktery byl do doby zavedeni ockovani jednim
Z nejobavangjsich infekcnich onemocnéni zejména kojencii a déti. V soucasné dobé¢ je vSak

incidence pertuse opét na vzestupu (Bouchez a kol., 2016; Zepp a kol., 2011)

Bakterie se pfenasi aerogenni cestou. Osidluje tasinky epitelu dychacich cest.
K pfilnuti na povrch fasinek napomahaji vlaknity hemaglutinin a fimbrie, které stimuluji

tvorbu protilatek. V patogenezi onemocnéni se vyznamné uplatiiuje rovnéZ antigenni
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pertusovy toxin, dale dermonekroticky toxin a endotoxin bunécéné stény (Cherry a kol.,

2014).

Podavanim ATB dochdzi k zastaveni rGstu a mnozeni bakteridlnich bunék i
nasledné redukci produkce toxinu. K 1é¢bé jsou pouzivana makrolidova ATB, tetracykliny,
ampicilin, erythromycin, kotrimoxazol pfip. chloramphenicol. Guillot a kol. (2012)
zaznamenali vyskyt B. pertussis, ktera byla rezistentni vi¢i makrolidovym ATB.
Shahcheraghi a kol. (2014) zaznamenali vyskyt B. pertussis rezistentni k erythromycinu.

Plo$na vakcinace proti pertusi byla v CR zahajena v roce 1958. K o¢kovani byla
uzivana celobunééna vakcina, pfipravend z purifikované suspenze usmrcenych bakterii
¢astené detoxikovanych chemicky. Nevyhodou této ockovaci latky jsou cetné vedlejsi
reakce (horecky, kieCe, vzacné neurologické komplikace). Proto byla ockovaci latka
postupné nahrazovana nebuné¢nou vakcinou, obsahujici subjednotkové antigeny bordetel —
pertusovy anatoxin, pertaktin, vlaknity hemaglutinin a fimbrialni antigeny B. pertussis. U
téchto vakcin se vyskytuje podstatné méné vedlejSich reakci. Imunita navozena vakcinaci
vsak s postupem let klesa a lidé imunizovani v détském véku mohou piesto v dospélosti

onemocnét. (Sheridan a kol., 2014; Bettiol a kol., 2010).

44 CANDIDA ALBICANS.

Rod Candida zahrnuje klinicky vyznamnou skupinu mikroorganismd,
vyvolavajicich nejcastéji povrchové a endogenni mykodzy u lidi po celém svété. V soucasné
dob¢ jsou onemocnéni vyvolana kandidami povazovany za oportunni infekce s vysokou
morbiditou a mortalitou zejména u pacientii s oslabenou imunitou (Meiller a kol., 2009).
Nejcastéjsim ptivodcem téchto infekei je C. albicans. Nicméné v poslednich letech nartista
pocet piipadi onemocnéni vyvolanych i ostatnimi druhy kandid jako naptiklad C. krusei
nebo C. glabrata. Zastupci rodu Candida se do roku 1995 vyskytovali jako ¢&tvrty
nejcastéjsi pivodce nosokomialnich infekci krevniho fecisté, s mortalitou ptiblizné¢ 39%
(Khan a kol., 2017)

V antimikrobidlni terapii infekci vyvolanych kandidami jsou vyuzivany zejména
azoly (fukonazol), inhibujici syntézu ergosterolu inhibici potiebnych enzymi. Jinou
skupinou latek jsou polyeny (amfotericin B) s fungicidnim ucinkem, jez reaguji

s ergosterolem v membrané kvasinky a vytvaii vni pory, jimiz nasledné unika
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intracelularni obsah. Dal$i moznosti je uziti flucytosinu. Tento nukleosidovy analog je po
vniknuti do buniky kvasinek zaclenén do RNA molekul a ovliviiuje syntézu proteinti uvniti
kvasinky (Silva a kol., 2011, Silva a kol., 2012). Vzrustajici rezistence kandid na
antifungalni latky je aktuadlné nejvétSim problémem vyzadujicim do budoucna zménu
terapeutickych a profylaktickych strategii. V poslednich letech nartista pocet hlaseni o
vyskytu kandid odolnych k ptisobeni flukonazolt. Tato rezistence mize mit nékolik pficin.
U nékterych kvasinek byl popsan efluxni mechanismus, vypuzujici antimikrobidlni latku
mimo buniku kvasinky (Prasad a kol., 2016). Druhym je sniZena citlivost cilového enzymu

cytochromu-P450-sterol-14-demethylazy (Marichal a kol., 1999).

45 ESCHERICHIA COLI AEHEC O104:H4

E. coli je G ty¢inkovita, fakultativné anaerobni bakterie, vyskytujici se jako
oportunni patogen. Je jednim z nejznaméjSich mikroorganismi, ktery je béZnou soucasti
sttevni mikroflory u zdravych lidi a zvifat. Pro svoji produkci riznych latek a vitaminQ
(napt. vitamin K) je ¢lovéku prospésnd, piesto je vyznamnym pivodcem oportunnich

infekei, predev§im gastrointestinalniho traktu a mocovych cest (Blount, 2015).

Patogenni kmeny E. coli jsou obvykle rozdélovany do Sesti skupin, a to na
enteropatogenni, enterotoxigenni, enteroinvazivni, difuzn¢ adherentni, enteroagregativni a
shigatoxigenni. Shigatoxigenni E. coli (STEC) nebo také verotoxigenni, které se vyznacuji
produkei Shiga toxinu 1 a/nebo 2, ktery je velice podobny Shiga toxinu kmena Shigella
dysenteriae. Cast téchto kmenti miize u &lovéka vyvolat hemoragickou kolitidu (krvacivy
prijem) a hemolyticko-uremicky syndrom, ktery posléze zpusobuje systémové selhani.
Tato zivot ohrozujici onemocnéni vyvolavaji kmeny EHEC, které jsou podskupinou STEC.
Kromé schopnosti produkce Shiga - toxinu jsou uvedené kmeny vybaveny dalSimi faktory
virulence, jimiZz poskozuji svého hostitele, jakymi jsou adherenéni faktor intimin, EHEC-
hemolyzin a v neposledni fadé¢ endotoxin. V soucasné dobé se o EHEC pise nejvice
v souvislosti s vyskytem sérotypu O104:H4, ktery zpusobil v kvétnu roku 2011 rozsahlou
epidemii pfesahujici hranice Némecka (Buchholz a kol., 2011). Tento sérotyp je vzacny,
nikoliv vSak novy. Od béznych EHEC kment se 1i§i nepfitomnosti genti kodujicich
adheren¢ni faktory intimin a EHEC-hemolyzin, tedy hlavni faktory virulence (Karch a kol.,

2005; Biealeszwska a kol., 2013).
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E. coli je primarné citliva na vétsinu ATB, ovSem predev§im nemocni¢ni kmeny se
vyznacuji ziskanou rezistenci vii¢i bézn¢ antimikrobidlnim 1é¢iviim. Na zdkladé mnoha
studii bylo zjisténo, Ze streptomycin, tetracyklin, ampicilin a sulfonamidy jsou ATB,
k nimZz je vysoké procento patogennich i nepatogennich kment E. coli izolovanych

v souvislosti s infekcemi u ¢loveéka rezistentni (Chirila a kol., 2017; Blaettler a kol., 2009).

46 FRANCISELLA TULARENSIS LVS

Francisella (F.) tularensis je G~ kokovita tyCinka, ktera je nepohybliva,
opouzdiena, pleomorfni. Jedna se o striktné aerobni, nesporulujici bakterii. F. tularensis je
neobycejné narocnd na kultivacni podminky, kdy je zapotiebi zvlastnich kultivac¢nich pad
obohacenych o cystein, glutamin a histidin. Je ptivodcem tzv. tularémie, neboli zajeci
nemoci. Tularémie patfi mezi vyznamné zoonodzy, jsou znamy dva poddruhy, vysoce
virulentni F. tularensis subsp. tularensis a méné virulentni F. tularensis subsp. holarctica.
Tularémie je nakaza vyskytujici se s ptirodni ohniskovosti, postihujici zejména hlodavce,
voln¢ 7zijici 1 domdci zvifata. Onemocnéni je prenosné i na Cloveéka, u kterého se
manifestuje riznymi klinickymi pfiznaky. Zdrojem ndkazy mohou byt infikovani hlodavci,
prenasedi pak krev sajici &lenovei (koméfi, klistata, mouchy, blechy). Clovék se nakazi
nejcastéji pfimym kontaktem s nemocnym nebo uhynulym zvifetem, pozitim vody
kontaminované vykaly infikovanych zvitat. F. tularensis je fazena mezi nejvirulentnéjsi
bakterie s velmi nizkou infekéni davkou, pouhych 10-50 bakterii postaci k vyvolani
infekce u ¢loveka ¢i zvifete. Proto je také F. tularensis zarazena mezi bakterie, které je

mozné zneuZit jako potencionalni biologickou zbran (Johnson, 2018).

F. tularensis patii mezi fakultativné intracelularni patogeny, aktivné pronika do
makrofagu, kde inhibuje fuzi fagozomu s lyzozymem. Ve fagozomech pak pieZiva a mnozi
se. Je schopna invadovat 1 do nefagocytujicich bunék, jako jsou hepatocyty, a mnozit se
v nich. Bakterie neprodukuje zadné exotoxiny, jeji virulence je vSak vazana na bakterialni
pouzdro. Vyznamnym faktorem virulence je také endotoxin ¢i tzv. ostrov patogenity

oznacovany jako FPI (Cuthbert a kol., 2017)

F. tularensis jako intracelularni parazit velmi ztézuje antibiotickou 1écbu. Ne
vSechna ATB jsou schopnd pronikat do bun¢k. Dokéze vSak prezit i mimo bunky hostitele

za velmi neptiznivych podminek. Jelikoz francisely produkuji tzv. beta-lakamazy, je 1écba
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beta-laktamovymi ATB nevhodna. Jako 1€k volby je pouZzivan streptomycin ¢i gentamycin,

samostatné nebo v kombinaci. Uginné jsou také fluorochinolony a tetracykliny.

V prevenci tularémie je k dispozici zivd oCkovaci vakcina, tvofena atenuovanym
kmenem F. tularensis LVS (like vaccine strain). Tato ofkovaci latka vSak nenavozuje
dostateCnou ochranu. Pro nedostatek informaci vSak neni mozné tento kmen pouzivat
celoplosné, pouze u vybranych skupin lidi (laboratorni pracovnici, vojaci apod.). Jsou
znamy dalsi typy vakein, a to celobunécna - usmrcend a subjednotkova vakcina, u nichz

stale probiha vyzkum (Titball a kol., 2003; McLendon a kol., 2007).

4.7 LISTERIA MONOCYTOGENES

L. monocytogenes je G* fakultativné intraceluldrni ty¢inka s charakteristickym
pohybem, kterd je neopouzdiena a nesporulujici. Jedna se o nenaro¢nou bakterii, kterd
dobfe roste na béznych kultivacnich pidach v Sirokém teplotnim rozmezi (4-39 °C).
Listerie jsou rovnéZz velmi odolné k podminkdm wnégjSitho prostiedi, sndSeji 1 vysSsi
koncentrace soli. Této nendroCnosti listerie vyuzivaji k dlouhodobému pieziti i mimo
hostitelsky organismus (Buchanan a kol., 2017)

L. monocytogenes vyvolava infekéni onemocnéni zvané listeridza, jez muze
probihat pod rozmanitym klinickym obrazem. Vyznauje se pomérné vysokou afinitou
k centralni nervové soustavé a generalizované formy listeriozy se pak projevuji jako
meningoencephalitis a septikémie. Infekce novorozenct jsou pfic¢inou vysoké smrtnosti.
Velmi nebezpecnd je listerie pro t€hotné zeny, u nichZ muize vyvolat spontanni potrat,
ptipadné poskodit plod. Z toho divodu by se gravidni Zeny mély vyvarovat konzumace
mléénych vyrobkd, jakymi jsou syry, nepasterované mléko apod. K hlavnim faktorim
virulence patii listeriolysin O, sfingomyelindza C, faktor Ei a MPA faktor. Pouze L.
monocytogenes je patogenni pro ¢loveka (Pal a kol., 2017)

In vitro je L. monocytogenes citliva k G¢inku penicilinu G, ampicilinu,
erytromycinu a chloramfenikolu. Obecné je doporuCovand kombinovand terapie
ampicilinem a gentamicinem, u pacientd alergickych na penicilin potom Iécba
sulfametoxazolem-trimetoprimem. Naopak, byla prokazana rezistence k tetracyklinu a
erythromycinu, stejné¢ tak K neékterym desinfekénim pfipravkim (Aureli a kol., 2003;
Conter a kol.,, 2009). Vela a kol. (2001) prokazali rezistenci L. monocytogenes

K tetracyklinim. Roberts a kol. (1995) ziskali kmen z potravin, ktery byl rezistentni
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k erytromycinu. Granier a kol. (2011) provadéli testovani citlivosti na ziskany kmen

z potravin ve Francii, ktery byl rezistentni viéi co-trimoxazolu.

48 PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Ps. aeruginosa je G tyCinkovita bakterie sjednim polarné¢ umisténym bicikem.
Nevytvari pouzdro, ovSem miize produkovat velké mnozstvi exolatky podobné pouzdru,
tzv. algindtu. Ma vyznamnou schopnost tvofit pigmenty, napi. pyocyanin, pyorubin,
pyomelanin a pyoverdin, které maji cytotoxické ucinky. Vzhledem k vysoké odolnosti
vuci podminkdm vnéjsiho prostredi, fadé ATB i desinfekénim prostfedkim, je povazovana
za nebezpecného nosokomidlniho patogena. Uvadi se, ze 10-15 % vSech nosokomidalnich
infekci je vyvolano pravé Ps. aueruginosa (Blanc a kol., 1998). Ps. aeruginosa je
puvodcem ftady zavaznych infekci, pfedevsim u kriticky nemocnych v intenzivni péci a
ruzn¢ alterovanych pacientli. Velmi ohrozenou skupinou jsou pacienti s cystickou fibrézou,
respiraénim onemocnénim, popaleninami ¢i zavedenym mocovym katetrem. Tato bakterie
je ptivodcem obtizné IéCitelnych zanét plic, sepsi, infekci ran, mocovych infekci apod.
Pseudomonady mohou také snadno kontaminovat o¢ni ¢ocky a touto cestou Vvyvolat

nebezpecnou keratitidu (Alnour a kol., 2017).

K vyznamnym faktoriim virulence se tfadi adhezivni faktory, lipopolysacharid
bunétné¢ stény - endotoxin, neuraminidaza, enterotoxiny a dalSi. Extracelularni
polysacharid alginat, ktery tvofi tzv. mukoidni kmeny, obsahuje mikrokolonie (shluky)
bakteridlnich buné€k, které chrani pfed imunitnim systémem i ucinky ATB. Je casto

pfitomen pravé u kment infikujicich pacienty s cystickou fibrozou.

Ps. aeruginosa reprezentuje fenomén antibiotické rezistence a disponuje prakticky
vSemi znamymi enzymatickymi nebo muta¢nimi mechanismy bakteridlni rezistence
(Kohler a kol, 1999; Dantas a kol., 2014). Casto mohou tyto mechanismy existovat
simultanné, tim je dana odolnost pfevazné vétSiny kmenit (McGowan, 2006) K
»protipseudomonddovym* beta-laktamovym ATB patii ticarcilin, ticarcilin/sulbactam,
piperacilin, mezlocilin. K 1é¢b¢ jsou doporucovany ceftazidim, imipenem a ciprofloxacin.
Vyznamnym popsanym mechanismem rezistence u pseudomonad je efflux, aktivni
vypuzovani ATB i desinfekcnich roztoka z buiiky (Bogaerts a kol., 2007; El’Garch a kol.,
2007).
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49 SALMONELLA ENTERITIDIS

Salmonella (Sal.) Enteritidis je G tyc¢inka z rodu Salmonella, celedi
Enterobactericeae. Jedna se o pohyblivou, fakultativné anaerobni bakterii, nenaro¢nou na
zivotni podminky. Salmonely se mohou mnozit i mimo makroorganismus, predev§im v
potravinach zivocisného ptivodu. Jsou obvyklym komenzalem a pftilezitostnym parazitem
ve stievnim traktu riznych obratlovcd. Salmonely nejcastéji vyvolavaji enterokolitidy
charakteru otravy z potravin, zvané salmonelozy. Sal. Enteritidis se stala dominujicim
etiologickym agens, tvotici bezmala 96 % vSech bakteriologicky prokdzanych salmoneldz.
Sal. Enteritidis patii do skupiny netyfovych kmend salmonel a v soucasné dob¢ je tato
skupina salmonel druhou nejcastéjsi pficinou bakteridlnich gastroenteritid v zemich
Evropské unie. Vehikulem jsou téméf ve vSech pripadech nedostateéné tepelné€ upravené
potraviny zivo¢iSného piivodu, kontaminované salmonelami pii vyrobég, zpracovani,

skladovani ¢i distribuci (EFSA, 2015; ECDC, 2015; Zweifel a Stephan, 2012)

K prokazanym faktorim virulence patii postranni fetézec O-antigenu, ktery blokuje
fagocytézu a brani aktivaci komplementu alternativni cestou. Prunik bakterie do
eukaryotickych bun¢k pak umoznuji povrchové proteiny. Dal§im vyznamnym faktorem
virulence je lipopolysacharid bunécné stény neboli endotoxin, a schopnost tvorby

enterotoxinu.

vvvvvv

rezistenci ustupuje. U kmenl salmonel, izolovanych od potravinovych zvifat, byly
prokazany geny rezistence ke vSem ATB pouZivanym v humanni mediciné vcetné
plazmidy S$ifené rezistence k fluorochinoloniim, cefalosporinim vys§ich generaci a
karbapenemiim. Z téchto diivodl je nutné sledovat stav a trendy antibiotické rezistence k
ATB doporucovanym k 1é¢bé salmonelovych infekci, zejména k cefalosporinim vysSich

generaci a fluorochinolontim (Galanis a kol., 2006).

410 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

St. aureus je G* bakterie kokovitého tvaru. Jedna se o nepohyblivy, nesporulujici
mikroorganismus. Patii mezi tzv. pyogenni koky, které zpusobuji predevsim hnisavé,
mnohdy Zivot ohroZujici, infekce u lidi a zvifat. MiZe se pfechodné vyskytovat na kiiZzi,

sliznicich respira¢niho, zaZivacitho 1 urogenitdlniho traktu. Je pomérné odolny
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k podminkam zevniho prostfedi, snasi zahtati na 55 °C a vyssi koncentraci (az 10 %)
chloridu sodného, coz mu umoziluje piezivat mimo organismus hostitele. Je povazovan za
puvodce nosokomidlnich infekci. Schopnost St. aureus vyvolat infekéni onemocnéni
spoc¢iva v ptitomnosti fady faktort virulence jako naptiklad peptidoglykan, protein A nebo
pouzdro. Mize vSak produkovat celou fadu toxinil, z nich nejznaméjsi jsou enterotoxiny
(alimentarni infekce), toxin syndromu toxického Soku, exfoliatin (syndrom opatené kiize).

Dalsimi vyznamnymi faktory jsou hemolyziny, hyaluronidéza, plasmakoaguldza a dalsi

(Tong a kol., 2015)

Vétsina kmenli St. aureus je odolna k penicilinu (az 90 %) a k ostatnim beta-
laktamovym ATB (az 60 %). Zavedenim polosyntetickych penicilini — methicilinu a
oxacilinu doc¢asné snizilo vyskyt rezistentnich kmend. V soucasnosti se vSak stale Castéji
objevuji kmeny rezistentni k uvedenym ATB, oznafované jako MRSA kmeny (methicilin
rezistentni stafylokoky) (Juhasz-Kaszanyitzky a kol., 2007; Burton a kol., 2008; Soavi a
kol., 2010; Strommenger a kol., 2003; Chambers a kol., 2009)

5. METODY STANOVENI ANTIMIKROBIALNI AKTIVITY

Metody testovani citlivosti na ATB lze rozdélit na kvalitativni a kvantitativni.
Pokud neni jinak uvedeno, testovani citlivosti se provadi v Mueller-Hintonové bujonu
(MHB) nebo na Mueller-Hintonové agaru (MHA), které spliuji idealni podminky pro rist

vétsiny testovanych mikroorganismd.

51 KVALITATIVNI METODY

Mezi nejCastéji pouzivané kvalitativni metody testovani citlivosti patii tzv. diskovy
diftzni test. Tato pomé&rné nendrocnd metoda je zaloZena na difiizi antimikrobialni latky
z disku do agarové pudy. Dochazi ke vzniku koncentra¢niho gradientu latky inhibujici rust
mikroorganismu. Je nutné zhotovit bakterialni suspenzi o vhodné koncentraci bakterialnich
bunék, kterou naockujeme na agarovou plotnu. Nasledné se ptilozi testacni disky s uc¢innou
koncentraci latky a miska se necha inkubovat, vétsinou po dobu 24 hodin pti 37 °C. Béhem
inkubace dochazi ke vzniku tzv. zény inhibice rlstu, jejiz prumeér se odecita a srovnava

S hodnotami zjiSténymi pro citlivé kmeny.
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52 KVANTITATIVNI METODY

Ke kvantitativnim metodam prikazu citlivosti patii agarova dilu¢ni metoda a
dilucni metody v tekutém bujonovém médiu. Tyto metody ndm umozni zjistit hodnoty
minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) a minimalnich baktericidnich koncentraci

(MBC). V praxi je nej¢astéji vyuzivana metoda diluéni mikrometoda.

U agarové diluéni metody se hodnota MIC se zjiStuje na agarovém médiu
obsahujicim zvolenou koncentraci ATB. Nejcastéji se pfipravuje 12 az 15 koncentraci
jednoho ATB a opét se inokuluje bakterialni suspenze o odpovidajici hustoté bakterialnich
koncentrace ATB, ktera inhibovala rist testovaného kmene. Agarova dilu¢ni metoda je
povazovana za referenni metodu. Jeji vyhodou je moznost vysettit velké mnozstvi bakterii
za stejnych podminek a snadno odhalit kontaminaci supsenze. Je pomérné pracna a

ekonomicky ndro¢nd a z tohoto hlediska se od jejiho pouZiti v bézné praxi upousti.

Z kvantitativnich technik se nejcastéji pouzivd mikrodiluéni metoda, kterd se
provadi v mikrotitracni desti¢ce obsahujici MHB. V kazdé jamce je dand koncentrace ATB
a inokulum o odpovidajici hustoté bakteridlnich bun¢k dle McFarlanda se nanasi jehlovym
inokulatorem, pfipadné multikanalovou pipetou. Po inkubaci se vyhodnocuje hodnota

Cvwr

se projevi tim, ze v jamce nedojde ke vzniku zakalu nebo sedimentu (Urbaskova, 1998).
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CIiLE DISERTACNI PRACE

Ovéfeni inhibi¢nich u€inkl analogl purinovych a pyrimidinovych bazi, a derivati
kyseliny boronové na riist vybranych kment bakterii a kvasinek.

Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci u sloucenin s prokdzanymi
inhibi¢nimi G¢inky na bakterie anebo kvasinky mikrodilu¢ni metodou.

Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci vybranych ATB pro vybrané
kmeny bakterii a kvasinek.

Vyhodnoceni vysledki a moznosti jejich vyuziti v praxi.
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EXPERIMENTALNI CAST
7. MATERIAL A METODIKA

7.1 TESTOVANE KMENY BAKTERIi A KVASINEK

Antimikrobialni aktivita testovanych sloucenin byla testovana na referenénich
kmenech vybranych druh@ bakterii a kvasinek z Ceské sbirky mikroorganismié v Brné
(CCM), ptipadné z Americké sbirky mikroorganismii (ATCC). Soucasné byl do testovani
zatazen i kmen EHEC O104:H4, ktery ktery byl izolovéan od pacienta (importovand nakaza

z Némecka) v roce 2011 a byl poskytnut pracovniky Statniho zdravotniho tstavu v Praze.

Tabulka ¢. 1: Pfehled mikroorganismi pouZitych k testovani antimikrobialni aktivity
syntetizovanych sloucenin

Mikroorganismus

Oznacéeni kmene

Puvod kmene

Acinetobacter baumannii

CCM 7031, CNCTC 5558

Ceska sbirka
mikroorganismtl, Brno

Bacillus subtilis

ATCC 6051

Americka sbirka

mikroorganismu

Bordetella pertussis ATCC 9797 Americka sbirka
mikroorganismi

Candida albicans ATCC 90028 Americka sbirka
mikroorganismil

Escherichia coli ATCC 11775 Americka sbirka

mikroorganismil

EHEC O104:H4

vzorek z klinického materialu

Importovany pacient z
Némecka

Francisella tularensis LVS

ATCC 29884

Americka sbirka
mikroorganismt -

Listeria monocytogenes

ATCC 19111, CNCTC Li 14/57

Americka sbirka

mikroorganismil
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Americka sbirka
mikroorganismil
Salmonella Enteritidis ATCC 49222 Americka sbirka
mikroorganismu
Staphylococcus aureus ATCC 10832 Americka sbirka

mikroorganismil
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7.2 CHEMIKALIE A REAGENCIE

7.2.1 TESTOVANE SLOUCENINY A ANTIBIOTIKA

Slouceniny, u nichz byla ovéfovana jejich antimikrobidlni aktivita, pochazely
z Ustavu organické chemie a biochemie, Akademie véd CR v Praze. Jednalo se o latky ze
skupiny strukturnich analogii purinovych a pyrimidinovych bazi a derivatia kyseliny
boronové. Na pocatku studie byly tyto latky oznaceny krycim ndzvem. Chemické slozeni
testovanych slou¢enin bylo poskytnuto pracovniky UOChB po potvrzeni jejich

antimikrobialnich u¢inkda.

Pro srovndni inhibi¢nich ucinkll testovanych sloucenin byla testovana
antimikrobidlni aktivita 1 u vybranych ATB a Vv klinické praxi zavedenych sloucenin ze
skupiny strukturnich analogii, které rovnéz pochazely z UOChB. Seznam pouzitych ATB

je uveden v tabulce ¢. 2.

Tabulka ¢. 2: Pirehled kontrolnich ATB, antimykotik a zavedenych analogu

Mw Nazev ATB Oznaceni latky
290,32 TRIMETHOPRIM 1/H11
235,28 SULFAMETHOXAZOL 2/G9
331,34 CIPROFLOXACIN 3/E9
268,23 FORMYCIN B 3/F1
130,08 5-FLUOROURACIL 3/F10
246,19 5-FLUORO-2'-DEOXYURIDIN 3/G3
171,15 METRONIDAZOL 4/G3
123,11 PYRAZINAMID 5/F12
281,35 CYKLOHEXIMID 5/G1
545,65 D-STREPTAMIN 5/G2
182,02 FOSFOMYCIN 5/G4
822,94 RIFAMYCIN 6/B8
137,14 ISONIAZID 6/B9
924,08 AMFOTERICIN B 6/B10
232,24 KYSELINA NALIDIXOVA 9/E9

Legenda : Mw (z angl.. Molecular weight — molarni hmotnost)
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7.2.2 KULTIVACNI MEDIA

Kmeny bakterii a kvasinek byly uchovavany a ddle pomnozovany na krevnim
agaru, McLeodové pud¢, Sabouradové agaru a Bordet-Gengou agaru. Uvedend média byla
piipravena do Petriho misek o priméru 90 mm piimo firmou LabMedia servis a dodavana

kazdy tyden (LabMedia servis, s.r.o., Jaromér).

Tabulka ¢. 3: Pirehled kultiva¢nich médii a jejich sloZeni

KULTIVACNI PUDA SLOZENI POUZITI PRO KMENY

A. baumannii, Bac. subtilis,

obs. 5 % defibrinované E. coli, EHEC O104:H4,
berani krve L. monocytogenes, Ps. aeruginosa,

Sal. Enteritidis, St. aureus

Columbia krevni agar

pepton, glukéza,

Sabouradiiv agar cykloheximid, C. albicans
chloramfenikol

chlorid sodny, glycerol,

Bordet-Gengou agar berani defibrinovand krev B. pertussis
McLeoduv_agar GC agarova baze, Bac‘to E_tularensis LVS
s tetracyklinem agar, hovézi hemoglobinu
Mueller-Hintoniiv bujén . , A. baumannii, Bac. subtilis,
Specialné pro toto medium je hoveézi extrakt, kysely E. coli. EHEC 0104:H4
upravovana hladina iontti kaseinovy hydrolyzat, ' ’ o
vépenatych a hofednatych <krob L. monocytogenes, Ps. aeruginosa,
Sal. Enteritidis, St. aureus
Obohaceny Mueller- navic glukoza a cystein F. tularensis LVS

Hintontuv bujon

glutamat sodny, L-prolin,
chlorid sodny ,dihydrogen
fosfore¢nan draselny,
Stainer-Scholte medium | chlorid draselny, chlorid B. pertussis
hotfecnaty, Tris base,
HCI, destilovana voda,
1%chlorid vapenaty
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Pro zjistovani antimikrobidlni aktivity testovanych sloucenin byl dle kultivac¢nich
naroki jednotlivych mikroorganismti pouzivan Mueller-Hintontiv bujon, Stainer-Scholte
medium anebo obohaceny Mueller-Hintoniv bujon od stejné firmy. Slozeni jednotlivych

zivnych pud je uvedeno vtabulce ¢. 3 (www.labmediaservis.cz). VSechna pouzita

kultiva¢ni média byla skladovana pii chladnickové teploté (4°C) maximalné po dobu 14

dni.

7.3 LABORATORNI PRISTROJE A POMUCKY
7.3.1 LABORATORNI PRISTROJE

Béhem studie bylo vyuzivano nasledujici laboratorni vybaveni: vortex IKA MS 3
basic (IKA; Némecko), termostat — Termofisher - parni sterilizatory Sterilab a PS20A
(BMT; Ceska republika), horkovzduiny sterilizitor Sterimat 51042 (BMT; Ceska
republika), PCR box (Bioscan; USA), laminarni box MSC 12 a MSC 9 (JOUAN; Francie),
chladni¢ka (Whirlpool Combi, Ceska republika), densilametr — Laboserv (Biosan, USA),
predvazky Kern 440-63 (KERN & Sohn GmbH, Némecko), analytické vahy KERN ABJ
(KERN & Sohn GmbH, Némecko), opticky mikroskop Nikon Eclipse 80i (Nikon,
Japonsko).

7.3.2 LABORATORNI POMUCKY

Pro experimenty byly pouzivany sklenéné Erlenmayerovy bainky (DURAN;
Némecko), sklenéné odmérné baiiky a valce (Fisherbrand, Ceska republika), mikropipety
Eppendorf o objemu 0,5-10 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 ul, 500-5000 pl
(Eppendorf; Némecko), vicekanalova mikropipeta Biohit 20-200 ul (Biohit, Finsko),
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml (Eppendorf; Némecko), jednorazové ockovaci klicky
(Dispolab; Ceska republika), sterilni plastové Petriho misky o priméru 90 mm
(Gamedium; Ceska republika), mikrotitraéni desti¢ky (Gamedium, Ceska republika),
stojany na zkumavky (Fisher Scientific; Ceska republika), plynovy kahan Bunseniv
(Nedform sr.o.; Ceska republika), silikonové zitky (Deutsch & Neumann GmbH;
Némecko), $picky do mikropipet (Eppendorf, Némecko), sklenéné zkumavky (Vitrum
Ceska republika), mikrotitra¢ni desti¢ky (Gamedium; Ceska republika), plynovy kahan

Bunsentiv (Nedform s r.0., Ceska republika).
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7.4 METODY STANOVENI ANTIMIKROBIALNI AKTIVITY
TESTOVANYCH LATEK

7.4.1 PRIPRAVA PRACOVNICH ROZTOKU TESTOVANYCH SLOUCENIN

Jednotlivé testované slou¢eniny dodané z UOChB byly rozpuitény v 1% DMSO
(dimethylsulfoxidu). Tyto roztoky obsahujici rtizné koncentrace u¢inné latky byly nasledné
fedény PBS pufrem v poméru 1:10, a takto ziskany tzv. pracovni roztoky, neboli 1. fedéni

ucinné koncentrace, s nimiz bylo dale provadéno testovani.

7.4.2 PRIPRAVA ROZTOKU TESTOVANYCH ANTIBIOTIK

Roztoky vybranych antimikrobidlnich latek rozpusténé v 1% roztoku DMSO byly
dodany z UOChB. Obdobné jako u testovanych slouéenin byly i tyto roztoky nasledn&
fedény PBS pufrem v poméru 1:10 a byla tak ziskana vychozi koncentrace pracovnich

roztokll pro stanoveni inhibi¢nich u¢inku.

7.4.3 PRIPRAVA MIKROBIALNI SUSPENZE

Suspenze testovanych mikroorganismi byla pfipravena z 24, ptip. 72 hodinové
kultury jednotlivych kment narostlych na Zivnych plidach. Bakteriologickou kli¢kou byl
odebran pottebny pocet kolonii a suspendovan v tekutém Mueller Hintonové médiu, pfip.

dal$im tekutém mediu vhodném pro konkrétni mikroorganismus (viz tabulka ¢. 3).

Zakal suspenzi byl méfen nefelometrem a jejich hustota upravovana tak, aby
odpovidala 0,5 stupni McFarlandovy zakalové stupnice, coz je pfiblizné 1,5 x 108
bakterialnich bunék v 1 ml. Pfipravené inokulum bylo pouzito v ¢asovém horizontu cca 30

minut, aby se pfedeslo moznému poklesu poctu vitalnich mikrobidlnich bunék.

7.44 TESTOVANI ANTIMIKROBIALNI AKTIVITY LATEK

U testovanych sloucenin byla nejprve oveéfovana jejich schopnost inhibovat riist

testovanych mikroorganismtli ve vychozich koncentracich. Do kazdé jamky v mikrotitra¢ni
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destic¢ce bylo pipetovano 180 pl Mueller Hintonova bujonu. Poté bylo pfidano po 20 ul
vychozi koncentrace testované slouceniny. VSechny latky byly testovany v tripletech, tzn.
ve 3 jamkach desticky. Posledni tii jamky fadku G (G10-G12) slouzily jako kontrola ristu
testovaného mikroorganismu bez pfitomnosti inhibicnich latek. Jamky fady H (sloupce 1-
6) obsahovaly gentamicin nebo amphotericin B (pro kvasinky) a po inokulaci slouzily jako
pozitivni kontrola. Soucésti kazdého testovani byla i kontrola sterility, v kultivacnim
médiu bez obsahu inhibi¢nich latek a mikrobidlni suspenze. Schéma rozdéleni testovanych

sloucenin v mikrotitracni desticce je zndzornéno na obrazku ¢. 16.

C A9 A9 A9 | A10 | A10 A10 | A1l @ Al1 @ All1 | A12 Al2 Al12

F B9 B9 B9 | B10 . B10 . B10 | B11 A B11 A B11l | B12 | B12 B12

Legenda: PK - pozitivni kontrola ATB (gentamicin, ptip. amphotericin B); NK - negativni
kontrola DMSO; KR - kontrola rastu; A1-C3 - testované latky v tripletu

Obriazek €. 16: Schéma mikrotitracni desti¢ky pro testovani antimikrobialni aktivity

Do jamek obsahujicich jednotlivé testované slouceniny, vcetné kontroly rustu a
pozitivni kontroly bylo nésledné¢ inokulaénim jezkem pfeneseno 5 pl suspenze

mikroorganismu. Desti¢ka byla poté pfikryta sterilnim vickem a vloZena do folie pro
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zamezeni vyschnuti. Takto pfipravené desticky byly inkubovany pti 37°C, ptip. 30°C (C.
albicans), po dobu 24, 48 a 72 hodin. Inkuba¢ni doba u kment B. pertussis a F. tularensis
byla prodlouzena na pét dni. Hodnoceni antimikrobialni aktivity sloucenin bylo provadéno
odeCtem nariistu testovanych mikroorganismti v jednotlivych jamkach, ktery se
projevil zakalem nebo tvorbou sedimentu. Obsahy jamek bez zjevného ridstu byly
vyockovany na vhodnou zivnou pidu pro ovéfeni inhibice rastu. Hodnoceni uc¢innosti

jednotlivych sloucenin znazornuje obrazek ¢. 17.

Al A1 Al . A2 A2 A2 | A3 A3 A3 A4 | A A4

Legenda: PK - pozitivni kontrola; NK - negativni kontrola; KR - kontrola rastu, A1-C3 —
testované latky; P - inhibice riistu mikroorganismu, N - riist mikroorganismu

Obrazek ¢. 17: Hodnoceni antimikrobialni aktivity testovanych sloucenin (foto:

Slehova Eva)
7.45 MIKRODILUCNI METODA

Slouceniny s prokézanou inhibicni aktivitou (viz 7.4.4) byly nésledné testovany

mikrodiluéni metodou s cilem stanoveni hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace.
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Do vSech jamek mikrotitra¢ni desticky ve sloupcich 1 - 12 bylo pipetovano 100 pl
tekutého média. Nasledn¢ bylo do jamek tfady A ptidano 100 pl roztoku testované
slouceniny s prokdzanou antimikrobialni aktivitou. Poté bylo vicekandlovou pipetou
preneseno 100 pl z prvni fady do druhé, opétovnym nasatim a vypousténim byl roztok
promichén a cely postup opakovan az do predposledni fady. Z jamek fady G bylo nakonec
100 pl roztoku preneseno do desinfekce. V jamkach fady H bylo ponechano ¢isté médium,
které po inokulaci slouzilo ke kontrole nartGstu testovaného mikroorganismu. Timto
postupem bylo provedeno fedéni roztokt sloucenin dvojkovou fadou (fedéni 2x-128X).
Jelikoz byla vychozi koncentrace testovanych sloucenin rozdilna, proto bylo koncentracni

rozmezi pro kazdou latku jiné.

Nasledné bylo inokula¢nim jezkem do desti¢ky ptidano 5 pl inokula testovaného
mikroorganismu (viz. 7.4.3). Desticka byla poté zpracovana podobné jako v bod¢ 7.4.4,
tzn. pfikryta sterilnim vickem a vloZena do folie pro zamezeni vyschnuti. Pfipravené
desti¢ky byly inkubovany pti 37°C (vétSina mikroorganismi), piip. 30°C (C. albicans), po
dobu 24, 48 a 72 hodin. Kmeny B. pertussis a F. tularensis byly inkubovany pét dni.

Po inkubaci byl hodnocen rist mikroorganismi v jednotlivych jamkéach a
zjistovana nejnizsi uc¢innou koncentraci (MIC) jako nejnizsi uc¢innou koncentraci testované
slouCeniny, jez viditeln¢ inhibovala rGstu mikroorganismu. Stanoveni hodnot MIC je

znazornéno na obrazku ¢. 18.
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Legenda: KR - kontrola ristu, MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace testované latky

Obrazek ¢. 18: Stanoveni MIC mikrodilu¢ni metodou (foto: Slehova Eva)
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8. VYSLEDKY A DISKUZE

Nartstajici rezistence mikroorganismi k antimikrobidlnim lé¢ivim je zavaznym
celosvétovym problémem, ktery ztézuje 1é€bu infekénich onemocnéni a do budoucna
predstavuje vyznamné riziko nedostatku tc¢innych 1é¢iv. Dopad zvySujiciho se vyskytu
multirezistentnich mikrobli na souc¢asnou medicinu lze spatfovat v mnoha oblastech. Tyto
kmeny jsou cCastou pfic¢inou selhani antibiotické 1écby s naslednou vys$si mortalitou.
Soucasné se uvedené mikroorganismy uplatiiuji jako ptivodci nosokomidlnich infekci.
V neposledni fadé¢ se pak zvysuji finan¢ni naklady na antimikrobialni 1é¢bu, vzhledem
K nutnosti pouzivat G¢inngjsi a Casto také drazsi pripravky. V poslednich letech se proto
fada vyzkumnych pracovist po celém svéteé zabyva hledanim novych G¢innych sloucenin

s antimikrobidlnimi ucinky.

Vyzkum a vyvoj novych antimikrobidlnich pfipravki je velmi zdlouhavy
a nékladny proces, vyzadujici komplexni spolupraci nejen mikrobiologt, ale 1 toxikologii
a dalsich obort. Jednou z moznosti ptipravy novych terapeuticky uzitelnych latek je
vyuziti syntézy strukturnich analogl sloucenin s jiz diive prokazanymi terapeutickymi

ucinky.

Tato disertaéni prace vznikla v ramci spoleéného projektu UOChB a OBO
Téchonin. Jejim cilem bylo otestovat antimikrobialni aktivitu a stanovit U¢inné
koncentrace u slou€enin, odvozenych od purinu, pyrimidinu a kyseliny boronové na
vybrané klinicky vyznamné druhy bakterii a kvasinek. Tyto latky jiz dfive nalezly
uplatnéni v humanni medicin€ pfi terapii nékterych malignich ¢i autoimunitnich chorob,

pficemz u nékterych sloucenin byly pozorovany 1 antimikrobialni G€inky.

Vzhledem Kk unikatni povaze testovanych slouc¢enin, nebylo mozné ziskat
Vv dostupné literatute recentni informace o antimikrobialnich vlastnostech a hodnotach MIC
ke stejnym sloucenindm jako v této praci. Pro potieby porovnéani a diskuze uvedenych
parametrt byla proto studie rozsitena o panel ATB zavedenych v klinické praxi a soucasné

byly pouzity publikované udaje ke strukturné podobnym slou¢eninam.
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8.1 HODNOCENI ANTIMIKROBIALNI AKTIVITY TESTOVANYCH
SLOUCENIN

Do testovani antimikrobidlnich ucinkli na vybrané druhy bakterii a kvasinek bylo
zahrnuto celkové 658 slouCenin. Z uvedené¢ho poctu byla inhibi¢ni aktivita prokazana
u 135 (20,5 %) sloucenin, které byly rozdéleny do skupin dle chemického slozeni. Prvni
skupinu tvotily analogy purinovych bazi (18), druhou analogy pyrimidinovych bazi (19)
a do tfeti skupiny byly zafazeny derivaty kyseliny boronové (46). Ostatni ucinné
slouceniny (52) nebylo mozné strukturné zatradit do zadné z uvedenych skupina a nebyly
proto pro potieby této disertatni praci zpracovany. Piehled ucinnych sloucenin

Z jednotlivych skupin, v¢etné jejich struktury je uveden v tabulkach ¢. 4, 5 a 6.

Tabulka ¢. 4: Chemicka struktura a oznaceni testovanych strukturnich analogi

purinu
, - - Oznaceni
Strukturni vzorec purinu Substituenty latky
R! Cl, R? Cl, R® H, R* benzyl 1/C6
R2

R!CI,R?CI,R®H, R*H 2/A12

N N\ 3
1 >—R® |Ricl RZCI R H, R* benzyl 2/B4

RN N
R4 R NH2, R?CI, R® H,

2/H10

R* 3,4 dichlorfuran-2(5H)-1

R!H, R NH2, R® H,

R 4/D6
o/\/
SR

R!F,R?CI,R*H,R*H 5/H12

R!CI,R?CI, R H,

R ~ ~f oA 6/A12
\
"~

R!CI,R*CI,R®H, R*H 6/D1
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Tabulka ¢. 4: Chemicka struktura a oznaceni testovanych strukturnich analogi

purinu (pokracovani)

o

. . . Oznaceni
Strukturni vzorec purinu Substituenty latky
R2 R!H, R?CI, R®H,
. R4 8/D7
N~ ! § ﬁ \
LAy =
1 N
RN » RH, R?Cl, R¥H,
R H, R? P e e N
! 8/E5
R3 H, R4 Elb/
OH
R!H, R?CI,R®H,
R* &%I 8/E7
R!NH2, R?CI, R® H,
R4 /l 8/F1
R!CI,R?CI, R H,
R* ZT% 8/G1
R'H, R?CI, R®H,
R ﬁ% 8/G2
R!CI,R?CI, R H,
8/G4
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Tabulka ¢. 4: Chemicka struktura a oznaceni testovanych strukturnich analogii

purinu (pokrac¢ovani)

Oznacéeni

Strukturni vzorec purinu Substituenty latky

R!CIL,R?I,R®H,

R2
N R* /[ 8/G9
N~ ™=
P
R'"" >N N
R4

R! H, R2 CI, R® N(Me) H,
R 8/G10

Tabulka ¢. 5: Chemicka struktura a oznaceni testovanych strukturnich analogi

pyrimidinu
Struktl_lrl_n vzorec Substituenty OZI}acem
pyrimidinu latky
R NH2, R? NH2, R® butyl, R* CI 1/A4
R2
R3 R NH2, R?CI, R® see-butyl, R* Cl 1/B6
N~
| R?! formamide, R? Cl, R® butyl,
J\ < 1/D3
R""°N” "Ry RéCl
R! NH2, R? OH, R® SCN, R* NH2 1/ES8
R! SCN, R? methyl, R* H,
R* methyl UF2
R! SCN, R? methyl, R®H,
1/F4
R* phenyl
Rl
\N/\N/
| 1/G12
R2 Cl, R® hexyl, R* CI
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Tabulka ¢. 5: Chemicka struktura a oznaceni testovanych strukturnich analogii

pyrimidinu (pokracovani)

Strukturni vzorec . Oznaceni
L Substituenty ;
pyrimidinu latky
1 i 2 3
R* formamid, R“ Cl, R® hexyl, 2/B5
R2 R*ClI
3 R!NH2, R? NH2, R® SCN, R* CI 2/B11
N™ ™ R
) R! formamid, R? Cl, R® F, R* CI 2H7
RN R,
R NH2,
R? N-(3,5-dichlorfenyl)amin, 2/H8
R H, R* NH2

R! N-bis(3,4-dimethoxybenzyl)amin
R? N-bis(3,4-dimethoxybenzyl)amin | 2/H11
R®NO, R* N-cyklohexylamin

RINH2, RZNH2, R® X_on
R Cl 7Y 3/E5

R! o

\\S/OH
7Y 3/E8
R2 methyl, R® H, R* methyl

HO,
fj\NH
How/ko 3/G6
HO OH
R NH2, R2CI, R®H, R* CI 5/F7
R! oxo, R? oxo, R® oxo, R* oxo 5/F9
R NH2, R? .
NH
8/E9
R3 NH2, R* CI
R! oxo, R? oxo, R® hexyl, R* CI 8/H8

* uveden cely strukturni vzorec
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Tabulka ¢. 6: Chemicka struktura a oznaceni testovanych strukturnich analogi

Kyseliny boronové

Oznacdeni
latky

Strukturni vzorec
kyseliny boronové

R S
OH ;\ // 2/C4
) R
OH m 2/C6
S
R EN
\“\/J\ 2/C12
N cl
Q 2/D6
N\
S

Substituenty

R-B

<O
R
2/D7
R S
S\ /Z 2/D9
R 4/
Cg Q 2/E4

o |-
O

O 2/E8

R
R

R E\Q 2/E9

)

2/E11

o =
Q\/\@ 2/E12
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Tabulka ¢. 6: Chemicka struktura a oznaceni testovanych strukturnich analogii

kyseliny boronové (pokracovani)

Strukturni . Oznadeni
OH i 2IF2
R-B
OH
R 23
R O“C 2IF4
R
g 2IF5
R
o |
i OOO 2IFT
R
Q 2/F9
"
D 2/F11
S
RED
2/F12
=0
R 9 2/G5
" @ o 3/A2

ol
g



Tabulka ¢. 6: Chemicka struktura a oznaceni testovanych strukturnich analogii

kyseliny boronové (pokracovani)

Strukturni vzorec Sl Oznacdeni
kyseliny boronové y latky
R
OH @2{’0 3/A3
R-B °
OH R .
@A/ 3/A6
R -~ F
3/A7
R
. . 3/A10
R
@—( /AL
R N
O/v 3/B1
R N
3/B2
F
R F
i 3/B3
R
3/B6
(@]
R Il
@ ~o 3/B7
R [T
/N D)ﬁ 3/B8
_ll.‘ .
R
o 3/B9
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Tabulka ¢. 6: Chemicka struktura a oznaceni testovanych strukturnich analogii

kyseliny boronové (pokracovani)

Oznaceni
latky

OH o < > 3/B10
R-B I
OH - .
<
R
/\/\/ 4/A11

R \
4/A12
¢
H

Strukturni vzorec

kyseliny boronové Substituenty

4/B3

):@ 4/B4
Cl
N 4/B8

R ™~
R Br
B 4/H6
N/ Cl
R 0
\@ 5/B8
R
~ 5/F11
/N

vvvvv

Z hlediska tucinnosti na testované mikroorganismy bylo nejSirsi spektrum
antimikrobialni aktivity zaznamenano ve skupiné strukturnich derivati kyseliny boronové.
Naopak nejuzsi spektrum ucinnosti vykazovaly analogy purinovych sloucenin, které

inhibovaly rust pouze B. pertussis a F. tularensis. V zadné z uvedenych skupin nebyla
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zjiSténa sloucenina S antimikrobidlnim u¢inkem na vSechny testované druhy bakterii
a kvasinek. V tabulce ¢. 7 je uveden piehled testovanych mikroorganismti a pocet

sloucenin s prokazanou antimikrobialni aktivitou.

Tabulka ¢. 7: Antimikrobialni aktivita testovanych slou¢enin na jednotlivé druhy

mikroorganismi
DRUH PURINY |PYRIMIDINY | K. BORONOVA
A. baumannii - 1 -
Bac. subtilis - 2 1
B. pertussis 18 16 41
C. albicans - 4 4
E. coli - 1 3
EHEC 0104:H4 - - -
F. tularensis 6 4 24
L. monocytogenes - 2 2
Ps. aeruginosa - - -
Sal. Enteritidis - - 1
St. aureus - - 2

Ze zvolenych testovanych mikroorganismli vykazovaly nejvyssi citlivost vici
zkoumanym slouc¢eninaim kmeny B. pertussis a F. tularensis. U téchto bakterialnich druht
byla prokazana ucinnost slou¢enin z kazdé skupiny testovanych latek. Naproti tomu Zadna
ze sloucenin pouzitych v této studii neinhibovala rust Ps. aeruginosa a EHEC O104:H4.
Nizky inhibi¢ni u¢inek testovanych latek byl dale zaznamenan pro A. baumannii, Bac.

subtilis, E. coli, Sal. Enteritidis a L. monocytogenes.

Z pohledu ucinnosti testovanych sloucenin na jednotlivé mikrobidlni druhy byla
inhibi¢ni aktivita ve skupiné purinovych analogii zaznamenana pouze na kmeny
B. pertussis a F. tularensis. Tento vysledek se 1isi od zavéru studie autorti Krajewski a kol.
(2017),  ktefi  popisuji  antimikrobialni  aktivitu = 6-N-hydroxylaminopurini
na L. monocytogenes. Tato bakterie byla zafazena do testovani 1 Vv této disertacni praci,
nicmén¢ pouzité slouCeniny jeji rust neinhibovaly. Podobny jev byl pozorovan i pro

E. coli, St. aureus a Bac. subtilis, na néz byly analogy purint v minulosti testovany
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s antimikrobialnim t¢inkem (Kim a kol., 2009). Jako mechanismus pusobeni uvedenych
sloucenin na bakterie je v téchto studiich uvedena schopnost purind inhibovat mikrobidlni
metabolismus prostiednictvim ,riboswitch® element. Kinali-Demirci a kol (2012)
syntetizovali nové amino a thiotetrazolové purinové derivaty. Bujonovou diluéni metodou
nasledné zjistovali jejich antimikrobidlni aktivitu na kmeny St. aureus, Bac. subtilis,
Ps. aeruginosa, E. coli a C. albicans. Autofi prokazali, ze slouCeniny s obsahem
tetrazolového kruhu ve struktufe vykazuji silnéj$i antimikrobialni ucinky. Studie
provadéna Amerem a kol. (2013) se zabyvala novymi komplexy purini a zjis§t'ovala jejich
antimikrobialni aktivitu namifenou proti bakteriim E. coli, St. aureus a kvasince
C. albicans. Autofi uvadégji, ze vSechny jimi testované slouceniny vyjma L1 (empiricky
vzorec C17H12NS8) vykazuji stiedni antibakterialni aktivitu na oba testované bakteridlni
druhy ve srovnani s tetracyklinem. Antifungalni efekt pozorovali autofi pouze u dvou
sloucenin. Hu a kol. (2010) se zabyvali syntézou 6-substituovanych derivati purinu
a studiem jejich biologickych vlastnosti. Diskovou difizni metodou ovéfovali
antimikrobalni u¢inky ziskanych sloucenin na Bac. subtilis, Aspergillus niger
a C. tropicalis. Celkové otestovali 17 strukturnich analogt.. Nejsilngj$i inhibiéni aktivitu
na vySe uvedené kmeny prokazali pro latku ¢. 7 (6N-[3-(trifluoromethyl)phenyl]-9H-purin-
2,6-diamin), 8 (6N-[4-(2,2,2-trifluoroethoxy)phenyl]-9H-purin-2,6-diamin),
11 (2-hydroxyl-fluoropurin), 13 (2-fluoro-6-trifluoromethylpurin), 15 (2-amino-6-
trifluoroethylpurin), 16 (2-fluoro-6-trifluoroethylpurin), 17 (2-hydroxyl-6-
trifluoroethylpurin). Inhibi¢ni zéna byla ve vSech uvedenych ptipadech vétsi nez 30 mm,

podobné jako u kontrolniho fukonazolu.

Ve skupiné derivati odvozenych od pyrimidinu byla detekovana inhibicni aktivita
celkové 16 sloucenin vici B. pertussis. Dalsimi bakterialnimi kmeny, u nichz byl
zaznamenan antimikrobidlni uc¢inek uvedenych derivati byly A. baumannii (1),
Bac. subtilis (2), F. tularensis (4), L. monocytogenes (2) a E. coli (1). Oproti piedchozi
skupin¢ purinovych slou¢enin byl pozorovan inhibi¢ni ucinek i na C. albicans (4).
V dostupné literatute byla nalezena studie autord Abunada a kol. (2008), ktefi testovali
pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin na vybrané druhy bakterii, hub a kvasinek.
Diskovou difuzni metodou zjistili ve srovnani s tetracyklinem slabou inhibi¢ni aktivitu
na E. coli a St. aureus. Autofi rovnéz zaznamenali stfedné silny inhibi¢ni U¢inek
na C. albicans v porovnani s amfotericinem B. Agarovou difuzni metodu pouzili k prikazu

antimikrobidlni aktivity pyrimidinovych analogh Ghorab a kol. (2004). Vysledky

61



srovnavali s chloramfenikolem pro bakterie a terbinafinem pro kvasinky a plisné.
V koncentraci 2,5 mg/ml prokazali autofi inhibi¢ni u¢inky na Ps. aeruginosa, St. aureus,
E. coli a C. albicans. V dostupnych publikacich nebyla nalezena studie zabyvajici
se mechanismem antimikrobialniho G¢inku pyrimidint a jejich derivatd. Sharma a kol.
(2012) syntetizovali ve své praci nekolik strukturnich analogli pyrimidinti, resp. pyrimidin-
2,4-dioni, jejichz schopnosti je reversibilné inhibovat thymidin fosforylazu. Autofi rovnéz
testovali puasobeni téchto analogl proti vybranym viriim, tumortim, ¢i jejich piisobeni jako
antimalarika nebo jako antikoagulancia. Antibakterialni aktivitu ovéfovali proti G* bakterii
Bac. subtilis a G bakterii E. coli diskovou difuzni metodou. Disky obsahovaly testované
slouceniny v koncentraci 50 pg/ml, pfipadné¢ 100 pg/ml. Vyznamnou inhibici ristu
pusobenim téchto nové syntetizovanych sloucenin zaznamenali autofi pro Bac. subtilis
i E. coli. Latka soznaenim OBP-07 (molarnim vzorcem Ci17H12N4O4S) tvotila
v koncentraci 100 pg/ml zénu inhibice u Bac. subtilis 17 mm, u E. coli pak 16 mm. Latka
OBP-10 (molarnim vzorcem Ci19H16N40O4S) tvofila v koncentraci 100 pg/ml inhibi¢ni zénu
u kmene Bac. subtilis 18 mm, zatimco u E. coli pak 15 mm. Agarovou difizni metodou
ovétovali Kaur a kol. (2012) antimikrobialni aktivitu syntetizovanych derivatt pyrimidint
v koncentraci 10, 50, 100, 250, 500 a 750 pg/ml na Bac. subtilis a Ps. aeruginosa. Jako
referencni ATB pro srovnani ucinnosti uvedenych sloucenin pouzili ciprofloxacin
Vv koncentraci 10 pg/ml. Autofi prokazali stfedni inhibi¢ni aktivitu na Bac. subtilis
u sloucenin s oznacenim 3b, 31, 3j, které v koncentraci 250 pg/ml vytvéarely zony inhibice
3-6 mm pro uvedeny bakteridlni druh. Kontrolni ATB vytvarelo pro stejny druh inhibic¢ni
zOny o pruméru 22 mm. U Ps. aeruginosa prokazali autofi nejsilngj$i antimikrobialni
ucinek u slouceniny s oznacenim 3i, ktera zpusobila pfi stejné koncentraci (250 pg/ml)

z6nu inhibice 2 mm. Zo6na inhibice ciprofloxacinu pro stejného mikroba pak ¢inila 30 mm.

Strukturni derivaty odvozené od kyseliny boronové vykazovaly v provedeném
druhy vici uvedenym slouceninam pattily B. pertussis (41) a F. tularensis (24). Oproti
ptedchozim skupinam sloucenin byla prokazana inhibi¢ni aktivita vuci Sal. Enteritidis
(1) a St. aureus (2). Analogy kyseliny boronové testoval proti vybranym mikroorganismtim
(E. coli, St. aureus) kolektiv autortc Adamczyk-Wozniak (2012). Antimikrobialni aktivitu
ovétovali diskovou difuzni a dilucni metodou, a to u 12ti novych analogl kyseliny
boronové. Inhibi¢ni aktivitu zaznamenali u kmene St. aureus pro 10 testovanych latek,

zatimco u kmene E. coli byla prokazana u 6 latek. V dostupné literatufe se nepodatilo
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dohledat ovéfené informace o piimém mechanismu antibakterialniho plsobeni derivatd
kyseliny boronové. Rada studii nicméné prokézala schopnost tdchto slou¢enin inhibovat
skupinu serinovych beta-laktamaz tfidy A a C. Autofi Santucci a kol. (2017) dokonce
navrhuji vyuzit analogy benzo-[b]-thiophene-2-boronové Kkyseliny jako diagnostického

nastroje pro rozliSeni serinovych beta-laktamaz od metalo-beta-laktamaz.

8.2 STANOVENI MINIMALNI INHIBICNI KONCENTRACE
TESTOVANYCH LATEK

Mikrodiluéni metodou byly stanoveny hodnoty MIC pro jednotlivé slouceniny,
u nichz byla prokazana inhibi¢ni aktivita pii pfedchozim testovani. Jejich hodnoty jsou
uvedeny v tabulkach ¢. 8, 9, 10 pro kazdou skupinu sloucenin zvlast. Soucasné byla pro
potieby srovnani inhibi¢ni aktivity jednotlivych latek stanovena citlivost testovanych
kment K jiz zavedenym ATB a jiz zavedenym cytostatikim odvozenych od pyrimidinu.

Piehled hodnot MIC pro tyto kontrolni slouceniny je uveden v tabulce ¢. 11.

Tabulka €. 8: Minimalni inhibiéni koncentrace strukturnich analogi purinu

Oznaceni

latky Druh MIC (ug/ml) M
1/C6 B. pertussis 17,45 62,50
2/A12 B. pertussis 7,88 41,66

B. pertussis 2,19 7,84
2/B4 ]

F. tularensis 4,37 15,67
2/H10 B. pertussis 20,03 62,50
4/D6 B. pertussis 112,64 249,46
5/H12 B. pertussis 10,80 62,59
6/A12 B. pertussis 12,85 31,25

B. pertussis 5,89 31,19
6/D1 _

F. tularensis 23,88 124,80
8/D7 B. pertussis 75,73 250,11

B. pertussis 0,64 12,91
8/D9 _

F. tularensis 0,82 3,30
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Tabulka ¢. 8: Minimalni inhibi¢ni koncentrace strukturnich analogii purinu

(pokracovani)

Learon| Druh MIC (pg/ml) M
latky Mg B
8/E5 B. pertussis 0,16 0,40
8/IE7 B. pertussis 79,75 239,58

B. pertussis 14,62 55,86
8/F1 _

F. tularensis 7,30 27,90
8/G1 B. pertussis 81,33 250,00
8/G2 B. pertussis 2,28 7,82
5/H12 F. tularensis 1,14 3,91
8/G4 B. pertussis 0,87 2,48

B. pertussis 2,93 7,83
8/G9 _

F. tularensis 5,87 15,67
8/G10 B. pertussis 5,90 15,63

Slou¢eniny ze skupiny analogii purinovych bazi inhibovaly rust B. pertussis
v koncentra¢nim rozmezi 0,16 — 112,64 ug/ml a 0,82 — 23,88 ug/ml pro F. tularensis.
Mezi nejucinngjsi slouceniny proti B. pertussis se zaradily latky s oznacenim 8/E5 (0,16
ug/ml), dale 8/D9 (0,64 ug/ml) a 8/G4 (0,87 ug/ml). Sloucenina 8/D9 vykazovala rovnéz
silny antimikrobialni t¢inek i na F. tularensis (0,82 pg/ml). Hodnoty stanovenych
inhibi¢nich koncentraci byly dale srovnany s vysledky ziskanymi pro kontrolni ATB.
Slouceniny 8/E5, 8/D9 a 8/G4 vykazovaly pro B. pertussis silngjsi inhibiéni aktivitu oproti
kyseling nalidixové (7,28 pg/ml) nebo isoniazidu (4,28 pg/ml). Oproti tomu ciprofloxacin
a rifamycin inhibovaly rust testovaného kmene bordetely pfi niz$i koncentraci 0,13 pg/ml,
respektive 0,016 pg/ml. Sloucenina 8/D9 vykazovala nejsilngjsi inhibi¢ni Uc¢inek na
F. tularensis z testovanych purinovych analogi. Jeji G¢inek byl srovnatelny s rifamycinem,
ktery pusobil v podobné koncentraci 0,79 pg/ml. Nicméné byl niz§i V porovnani

s ciprofloxacinem (0,3 pg/ml) a streptaminem (0,016 pg/ml).

Jelikoz unikatni povaha a ptivod sloucenin, zatazenych do této studie, neumoziuje
nalézt v dostupné literatufe hodnoty MIC pro identické latky, jsou ziskané vysledky

srovnavany pro strukturné nejblizs§i slouceniny. Testovanim antibakterialni aktivity
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strukturnich analogii adenosinu na referenéni kmeny St. aureus (RN 4200), St. epidermidis
(ATCC 35984), Str. pneumoniae (ATCC 9619), E. coli (ATCC 25922) a Ps. aeruginosa
(ATCC 27853) se¢ zabyvali Vitali a kol. (2012). Autofi zaznamenali, Ze pFitomnost
halogenu nebo lipofilniho alkynylového fetézce na pozici 2-substituovaného purinového
skeletu, vede k inaktivaci antimikrobidlni aktivity testovanych slouc¢enin. Uvedené zjisténi
nebylo béhem testovani Vv této praci pozorovano, kdy byla zaznamenana inhibi¢ni aktivita
i pro slouceniny s halogelenem ve stejné pozici na testované kmeny B. pertussis nebo
F. tularensis. Autofi soucasné zaznamenali, Ze Zadna z testovanych sloucenin neinhibovala

rast kmend E. coli nebo Ps. aeruginosa, podobné¢ jako v nasem sledovani.

Tabulka ¢. 9: Minimalni inhibi¢ni koncentrace strukturnich analoga pyrimidinu

Oznaceni
latky Druh MIC (pg/ml) M
1/A4 B. pertussis 8,36 41,67
1/B6 B. pertussis 6,88 31,25
B. pertussis 15,51 125,00
1/D3
F. tularensis 7,75 31,25
B. pertussis 5,72 31,25
1/E8 )
F. tularensis 15,63 2,86
1/F2 C. albicans 20,65 125,00
1/F4 B. pertussis 7,58 33,33
Bac. subtilis 9,48 31,25
1/G12
B. pertussis 0,24 0,78
2/B5 B. pertussis 30,77 125,00
A. baumannii 12,60 62,50
2/B11 B. pertussis 3,15 15,63
E. coli 12,60 62,50
B. pertussis 8,75 41,67
2/H7 _
C. albicans 52,50 250,00
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Tabulka ¢. 9: Minimalni inhibi¢ni koncentrace strukturnich analogi pyrimidinu

(pokracovani)
Oznaceni Druh MIC (ng/ml) uM
latky
B. pertussis 0,34 1,25
2/H8 F tularensis 0,84 3,13
L. monocytogenes 8,44 31,25
2/H11 B. pertussis 1,15 2,15
3/E5 B. pertussis 11,63 41,74
3/E8 C. albicans 5,06 20,88
3/G6 B. pertussis 10,83 41,64
5/F7 C. albicans 1,04 7,69
5/F9 B. pertussis 19,88 124,19
Bac. subtilis 3,99 15,75
8/E9 B. pertussis 3,99 15,75
F. tularensis 3,99 15,75
L. monocytogenes 15,98 62,99
8/H8 B. pertussis 14,45 62,64

Pro strukturni derivaty odvozené od pyrimidinu, plsobici inhibi¢né na rlst
B. pertussis, byla stanovena u¢inna koncentrace v rozmezi 0,24 - 30,77 pg/ml. Ve
srovnani s kontrolnimi slou¢eninami vykazovala na uvedeny druh nejsilnéj$i inhibi¢ni
ucinek latka s oznacenim 1/G12, jeZ plsobila pfi nizsi koncentraci (0,24 pg/ml) oproti
kyselin¢ nalidixové (7,28 pg/ml), isoniazidu (4,28 pg/ml) a formycinu B (4,19 pg/ml).
Pfesto byl jeji inhibicni u¢inek na uvedeny bakteridlni druh niz§i v porovnéni
s ciprofloxacinem (0,13 pg/ml) a rifamycinem (0,016 pg/ml). Pro slouceniny inhibujici
rast F. tularensis se hodnota MIC pohybovala v rozmezi 0,84 — 15,63 pg/ml. Ve skupiné
strukturnich analogii pyrimidinu byla dale identifikovana jedind sloucenina inhibujici
A. baumannii (12,6 pg/ml) a E. coli (12,6 pg/ml) v této studi. Jednalo se o latku
s oznacenim 2/B11, ktera soucasné potlacovala rist i B. pertussis (3,15 pg/ml). Slouc¢eniny

1/G12 a 8/E9 jako jediné z celé skupiny inhibovaly rast Bac. subtilis. Nicmén¢ ve srovnani
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s uc¢innymi kontrolnimi latkami byl zaznamenan jejich nizs$i antimikrobialni ucinek. Dva
pyrimidinové strukturni analogy (2/H8 a 8/E9) pak potlac¢ovaly rst L. monocytogenes.
U celkoveé ¢tyf sloucenin pak bylo prokazano antifungalni pisobeni na C. albicans, z nichz

nejsilngjsi G¢inek byl zaznamenan pro latku 5/F7 v koncentraci 1,04 pg/ml. Pro kontrolni

LAY4

Narwal a kol. (2017) se zabyvali syntézou novych pyrimidin-2-ol/thiol/amin
derivatt, u nichz nasledné zkoumali jejich antimikrobialni vlastnosti. Bujonovu dilu¢ni
metodou stanovili hodnoty MIC pro St. aureus (MTCC 3160), Bac. subtilis (MTCC 441),
E. coli (MTCC 443), Ps. aeruginosa (MTCC 3542), Sal. Enterica (MTCC 1165)
a C. albicans (MTCC 227). Antibakterialni aktivitu srovnavali vac¢i cefadroxylu
a antifungalni G¢inky viaci flukonazolu. Autofi prokazali antimikrobialni potencial pro
vSechny testované slouceniny. Mezi latky Snejsilngj§i  inhibi¢ni aktivitou
se zaradily sloucenin ¢.2  (4-(2-chlorophenyl)-6-(4-nitrophenyl)pyrimidin-2-thiol),
5 (4-(4-chlorophenyl)-6-(4-nitrophenyl)pyrimidin-2-amin a 12 (4-(2,4-dichlorophenyl)-6-
(4-nitrophenyl)pyrimidin-2-amin),  které  potlacovaly rust vSech testovanych

mikroorganismu s nejnizs§i MIC oproti ostatnim testovanym slouc¢eninam.

Sreenivas a kol. (2012) syntetizovali strukturni analogy pyrimidind, u nichz
nasledné zkoumali jejich antimikrobialni aktivitu proti vybranym mikroorganismiim, mezi
nimiz byly E. coli, Bac. subtilis, KI. pneumoniae a C. albicans. Inhibi¢ni aktivitu zjistovali
diskovou difuzni a bujonovou dilu¢ni metodou. Celkové otestovali 8 riznych strukturnich
derivata pyrimidinu, mezi nimiz byla i slou¢enina 2-amino-4,6-dichloro-pyrimidin, ktera
se pod oznacenim 5/F7 vyskytuje mezi testovanymi slou¢eninami v této disertacni praci.
Autofi studie zaznamenali pro uvedenou substanci inhibiéni aktivitu na C. albicans
Vv koncentraci 50 pg/ml, dale proti Bac. subtilis a E. coli pfi 200 pg/ml. V provedeném
testovani v ramci disertacni prace inhibovala uvedena latka rtust pouze C. albicans, a to pii
niz$i koncentraci (1,04 pg/ml) oproti citované studii. Souc¢asné nebyla u slouceniny 5/F7
prokazana inhibi¢ni aktvita na testované kmeny E. coli a Bac. subtilis, které byly rovnéz
zatazené do této disertacni prace. Mezi neju¢inngjsi slouceniny se v uvedené studii zatadil
4-chloro-5-karboxy-pyrimidin, u néhoz autofi prokazali antimikrobidlni aktivitu vuci
Bac. subtilis v koncentraci 200 pg/ml a E. coli 500 pg/ml. Tato sloucenina dale inhibovala

rast C. albicans pfi hodnoté¢ MIC 10 pg/ml.
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Tabulka ¢. 10: Minimalni inhibi¢ni koncentrace strukturnich

boronové

analogi Kkyseliny

Oznaceni latky Druh MIC (ng/ml) uM

2/C4 B. pertussis 2,00 15,63

B. pertussis 2,78 15,63
2/C6 C. albicans 22,25 125,00

F. tularensis 11,13 62,50
2/C12 Sal. Enteritidis 19,64 124,79

B. pertussis 24,71 124,79
2/D6 .

F. tularensis 6,18 31,20

B. pertussis 0,70 3,91
2/D7 E. coli 44,50 250,00

F. tularensis 11,13 62,50

B. pertussis 1,11 7,81
2/D9 )

F. tularensis 35,50 250,00
2/E4 B. pertussis 2,17 7,81
2IE7 B. pertussis 11,13 62,50
2/E8 F. tularensis 49,51 250,00

B. pertussis 18,07 62,50
2/E9 .

F. tularensis 0,56 1,95
2/E11 F. tularensis 21,62 125,00

B. pertussis 1,78 7,82
2/E12 _

C. albicans 3,57 15,65

B. pertussis 21,50 125,00
2/F2 )

F. tularensis 43,00 250,00
2/F3 B. pertussis 6,94 31,25

B. pertussis 0,19 0,78
2/F4 )

F. tularensis 0,48 1,95

B. pertussis 6,16 31,12
2/F5 )

F. tularensis 12,33 62,25
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Tabulka ¢. 10: Minimalni inhibi¢ni koncentrace strukturnich

boronové (pokracovani)

analogu Kkyseliny

Oznaceni latky Druh MIC (ng/ml) uM
B. pertussis 26,75 125,00
2/F6 .
F. tularensis 1,67 7,81
Bac. subtilis 6,94 31,25
B. pertussis 3,47 15,63
2IF7 C. albicans 3,47 15,63
E. coli 55,51 250,00
L. monocytogenes 1,73 7,81
2/F9 B. pertussis 43,00 250,00
2/F11 B. pertussis 2,03 7,81
B. pertussis 2,17 7,81
2/F12 )
F. tularensis 8,69 31,25
2/G4 B. pertussis 6,19 31,25
B. pertussis 6,63 31,25
2/G5 _
C. albicans 13,25 62,50
B. pertussis 13,91 83,33
3/A2 _
F. tularensis 41,73 250,00
B. pertussis 2,62 15,71
3/A3 .
F. tularensis 20,98 125,71
B. pertussis 2,31 15,61
3/A6 .
F. tularensis 18,47 124,85
3/AT7 B. pertussis 26,49 125,00
B. pertussis 10,99 62,50
3/A10 E. coli 43,98 250,00
F. tularensis 21,99 125,00
3/A11 B. pertussis 18,47 124,84
B. pertussis 2,43 15,78
3/B1 _
F. tularensis 38,89 252,49
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Tabulka ¢&.

boronové (pokracovani)

10: Minimalni inhibiéni koncentrace strukturnich

analogu kyseliny

Oznaceni latky Druh MIC (ng/ml) uM
B. pertussis 0,26 1,55
F. tularensis 2,60 15,50
3/B2
L. monocytogenes 20,58 123,99
St. aureus 20,56 123,90
3/B3 B. pertussis 2,75 15,63
3/B6 B. pertussis 15,19 124,59
3/B7 B. pertussis 41,78 250,28
3/B8 B. pertussis 12,85 62,39
B. pertussis 4,30 31,19
3/B9 F. tularensis 4,30 31,19
St. aureus 4,30 31,19
3/B10 B. pertussis 11,87 62,50
3/D4 F. tularensis 20,59 124,80
4/A11 B. pertussis 3,57 31,31
B. pertussis 1,29 7,78
4/A12 _
F. tularensis 10,33 62,26
B. pertussis 1,14 6,25
4/B3 .
F. tularensis 11,40 62,50
B. pertussis 30,15 250,51
4/B4 .
F. tularensis 15,07 125,26
4/B8 B. pertussis 14,69 62,50
4/H6 B. pertussis 29,56 125,14
5/B8 B. pertussis 2,05 15,52
5/F11 F. tularensis 10,82 62,52
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Inhibiéni aktivita strukturnich analogti kyseliny boronové vici B. pertussis byla
zaznamenana celkové u 41 sloucenin, a to Vv koncentracnim rozmezi 0,19 — 43 pg/ml.
Nejucinnéjsi slouceninou viuéi uvedené bakterii s MIC 0,19 pg/ml byla latka 2/F4, ktera
soucasné inhibovala rust F. tularensis s nejnizsi MIC 0,48 ug/ml. Ve skupiné sloucenin
odvozenych od kyseliny boronové byly dale zaznamenany jediné slouceniny z celého
testovaného souboru latek, puasobici inhibicné na St. aureus a Sal. Enteritidis.
Jednalo se konkrétné o slouceniny 3/B2 a 3/B9, které inhibovaly rast St. aureus
v koncentraci 20,56 a 4,3 pg/ml. Latka 2/C12 pak jako jedina inhibovala rast
Sal. Enteritidis se stanovenou hodnotou MIC 19,64 pg/ml. U latek 2/F7 a 3/B2 byly dale
sledovany inhibi¢ni u¢inky na rdst L. monocytogenes, kdy nejvyssi G¢innost v koncentraci
1,73 pg/ml byla prokazana pro strukturni analog 2/F7. Antifungalni aktivita byla potvrzena
pro celkové 4 slouéeniny v koncentraénim rozmezi 3,47 — 22,25 pg/ml. Zadna ze slouenin
pusobicich antimikrobidlné na kvasinky nevykazovala vys$§i ucinnost ve srovnani
S kontrolnim amfotericinem B. Ve skupiné strukturnich analogti kyseliny boronové byly
ucinku, jednalo se o latky s oznacenim 2/F7 a 3/B2. Sloucenina 2/F7 pak vykazovala jako
jedind v celé diserta¢ni praci antimikrobialni pisobeni vi¢i G* a G~ bakteriim véetné

kvasinek.

V dostupné literatufe se podafilo ziskat vysledky testovani antimikrobidlnich
ucinkl kyseliny boronové, kterym se zabyval Yilmaz (2012). Hodnoty MIC stanovil
bujonovou diluéni metodou. Pro referenéni kmeny St. aureus (ATCC 25923)
a Acinetobacter septicus (DSM 19415) autor uvadi hodnotu MIC 3,8 mg/ml, zatimco pro
E. coli (ATCC 35218) a Ps. aeruginosa (ATCC 27853) ziskal 7,6 mg/ml. Béhem testovani
provedeném v této disertacni praci nebyla Zzadna sloucenina ze skupiny strukturnich
analogii kyseliny boronové u¢inna na kmen Ps. aeruginosa nebo pouzity kmen
A. baumannii. V pfipad¢ E. coli a St. aureus vsak byla pozorovana vyrazné vyssi inhibi¢ni
aktivita u latek pouzitych v této praci, kdy v ptipadé stafylokoka byla u G¢innych sloucenin
detekovana hodnota MIC 4,3 a 20,56 pg/ml. Pro E. coli pak v koncentracnim rozmezi
43,98 - 55,51 pg/ml.
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Tabulka ¢. 11: Hodnoty minimalnich u¢innych koncentraci kontrolnich slou¢enin pro kmeny bakterii a kvasinek zjiS§téné mikrodilué¢ni

metodou
SLOUCENINA Mw MIC (ng/ml)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
TRIMETHOPRIM 290,31 | 18,14 N N 18,4 N 0,28 N
SULFAMETHOXAZOL 23527 N N N N N N N
CIPROFLOXACIN 331,34 | 052 | 0,13 0,13 N 0,013 0,3 N 0,26 0,06 0,004 N
FORMYCIN B 268,22 N N 4,19 N N N N N N
5-FLUOROURACIL 130,07 N N N N N N N 32,54 N
5-FLUORO-2'-
DEOXYURIDIN 246,19 N 1,92 N N N 0,005 N 0,19 N N 3,85
METRONIDAZOL 171,15 N N N N N N N N N
PYRAZINAMID 123,11 N N N N N N N N N
CYKLOHEXIMID 281,34 N N N N N N N N N
D-STREPTAMIN 545,64 N 0,14 0,28 N 0,57 0,016 0 0,113 | 0,14 0,28 0,14
FOSFOMYCIN 182,02 N N N N 2,83 N N N N 0,18 N
RIFAMYCIN 822,94 0,4 3,2 0,016 N 3,2 0,798 N 6,4 6,4 3,2 0,4
ISONIAZID 137,13 N N 4,28 N N N N N N N N
AMPHOTERICIN B 924,07 N N N 0,04 N N N N N N N
KYSELINA NALIDIXOVA 232,23 N N 7,28 N 7,28 14,56 N N N N N

Legenda: 1 - A. baumannii, 2 — Bac. subtilis, 3 — B. pertussis, 4 — C. albicans, 5—E. coli, 6 - F. tularensis LVS, 7 - EHEC O104:H4, 8 — L. monocytogenes,
9 — Ps. aeruginosa, 10 — Sal. Enteritidis, 11 — St. aureus, N - neinhibovan
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9. ZAVER

Vzhledem k nebezpeénému narustu rezistence mikroorganismti na antimikrobialni
ptipravky je Vv soucasné dobé nezbytny vyzkum a vyvoj novych ucinnych Ié¢iv. Jednou
Z moznosti, jak tento zdlouhavy a naro¢ny proces urychlit, je vyuziti strukturnich analogt jiz

existujicich a v praxi zavedenych sloucenin.

V této disertacni praci byla zkouména antimikrobidlni aktivita sloucenin strukturné
odvozenych od purint, pyrimidini a kyseliny boronové. Tyto latky jsou jiz v soucCasné
klinické praxi hojn¢ vyuzivany zejména pro jejich protinadorovou aktivitu. Nedavna
pozorovani vSak prokazala 1 potencialni schopnost uvedenych sloucenin V oblasti

antimikrobidlni terapie.

V piedlozené disertacni praci byla prokazana schopnost testovanych sloucenin
inhibovat rast vybranych klinicky vyznamnych mikroorganismi. Nejvétsi antimikrobialni
ucinek na Siroké spektrum mikroorganismil byl zjiStén pfedevsim pro slouceniny ze skupiny
strukturnich derivatd odvozenych od kyseliny boronové. Predkladané vysledky potvrzuji
mozné uplatnéni nékterych sloucenin testovanych Vv této praci jako potencialni antimikrobialni
1é¢iva. Pro jejich uspésné zavedeni je vSak potieba objasnit a popsat mechanismy jejich
ucinkl na cilové struktury bakteridlnich bunék. Doposud byl tento mechanismus uspokojivé
vysvétlen pouze pro skupinu purinovych analogli. Pro potvrzeni ziskanych vysledkil by bylo
vhodné doplnit a rozsifit tuto skupinu o kmeny izolované z klinického materialu, vcetné
kmenti s jiz prokazanou rezistenci. Vzhledem ke schopnosti nékterych derivati kyseliny
boronové inhibovat G¢innost bakterialnich beta-laktamaz, by bylo velmi zajimavé ovéfit tuto
schopnost 1 na slou¢eninach, pouzitych v této praci. U u¢innych sloucenin by bylo rovnéz
vhodné provést jejich testovani v kombinaci. Produkce beta-laktamaz je zavaznym a velmi

Castym mechanismem rezistence u bakterii. Vyzkum a ptipadné zavedeni téchto slouc¢enin do

praxe by mohlo tuto nepfiznivou situaci zvratit.

Ziskané vysledky potvrzuji vysoky potencial testovanych sloucenin inhibovat rist
klinicky vyznamnych patogent. Prace soucasné oteviela spoustu novych zajimavych podnéti,

které je nezbytné pro jejich budouci uplatnéni v budoucnosti objasnit.
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