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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a Iékafskych véd

Studijni obor: Odborny pracovnik v laboratornich metoddach

Autor: Bc. Marcela Vizkova
Skolitel: PharmDr. Ondiej Jandourek, Ph.D.

Nazev: In vitro screening novych, potencialné antibakteridlné ucinnych slouéenin lll

Od objevu penicilinu se stala antibiotika soucasti moderni mediciny. Diky
globdlnimu Sifeni rezistence je ale jejich budoucnost nejista. Je zapotrebi hledat nové
antibakteridlni latky vyuzZitelné v praxi. Jelikoz rezistence predstavuje celosvétovou
hrozbu, zabyva se teoretickd cast touto problematikou. Kromé rezistence jsou
v teoretické Casti také stru¢né popsana vyuzivana antibiotika, véetné novych, ktera
byla vnedavné dobé, pfipadné teprve pravdépodobné budou registrovdna. U
vybranych skupin je podrobnéji popsan jejich mechanismus Ucinku. Pro spravnou
indikaci antibiotika je tfeba stanoveni citlivosti. Z tohoto divodu jsou v teoretické ¢asti
popsany také metody, kterymi lze zjistit kvalitativné nebo i kvantitativné citlivost
daného mikroba ke konkrétnimu antibiotiku. Teoreticka ¢ast neopomiji ani historii

vyvoje antibakteridlnich latek a sezndmeni s antibiotickou politikou v Ceské republice.

Tato diplomova prace je zaloZena na testovani potencidlné antibakteridlné
plUsobicich latek a stanoveni jejich minimalni inhibicni koncentrace pomoci
mikrodiluéni bujénové metody. Experimentdlni c¢ast uvadi postup prace, vcéetné
charakteristiky testovanych kmen( a informace o testovanych latkach. Celkem bylo
testovano 54 latek a aktivita proti nékterym bakteriim byla zaznamenana u 11 z nich.
Citlivosti jednotlivych latek ke konkrétnim kmenlm jsou zaznamenany ve vysledcich

experimentalni ¢asti této prace.

Klicova slova: antibiotika, bakterie, rezistence, minimalni inhibi¢ni koncentrace,
mikrodiluéni bujénova metoda.
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ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Krdlové
Department of Biological and Medical Sciences

Study program: Specialist on Laboratory Methods

Autor: Bc. Marcela Vizkova
Supervisor: PharmDr. Ondfej Jandourek, Ph.D.

Title: In vitro screening of novel potentially active antibacterial compounds Il

Since the discovery of penicillin, antibiotics have become part of modern
therapeutic approaches. But the global spread of resistance makes their future
uncertain. It is necessary to find new antibacterial substances useful in practice. As
resistance is a global threat, the theoretical part deals with this issue. In addition to
resistance, the theoretical part also briefly describes the antibiotics used, including
new antibiotics, which were recently registered or likely to be registered. For selected
groups, their mechanism of action is described in detail. Sensitivity should be
determined to correctly indicate the antibiotic treatment. For this reason, the
theoretical part also describes methods by which the sensitivity of a microbe to an
antibiotic can be determined qualitatively or quantitatively. The theoretical part does
not neglect the history of the development of antibacterial substances and

familiarization with antibiotic policy in the Czech Republic.

This diploma thesis is based on screening of potentially antibacterial compounds
and determination of their minimum inhibitory concentration using the microdilution
broth method. The experimental part describes the procedure of the work, including
the characteristics of tested strains and information about the tested substances. A
total of 54 substances were tested and activity against some bacteria was recorded for
11 of them. Sensitivity of strains to these compounds are recorded in the results of the

experimental part of this work.

Key words: antibiotics, bacteria, resistance, minimum inhibitory concentration,

microdilution broth method.



1. UvVOD

Antibiotika predstavuji velkou skupinu latek vyuZivanou klécbé infekci
vyvolanych bakteridlnimi puavodci. Prvni antibiotika byla zavedena do praxe ve
30. letech minulého stoleti a znamenala pro medicinu velky posun. MozZna praveé i tak
velky pokrok, jako bylo objeveni antibiotik, vyvolal v lidech pocit, Ze infekéni choroby
byly porazeny a stanou se minulosti. Antibiotika se predepisovala ve velké mirfe na
razné infekce s ndzorem, Zze pokud nemocnému nepomohou, tak ale ani neuskodi. Coz
se bohuzel v prlibéhu ¢asu ukazalo jako mylné. | vdnesni dobé, kdy jiz zname rizika
rezistence, je spotieba antibiotik nadmérnd a neadekvatni. Je to dano tim, Zze nékdy
dochazi k predepsani IéCiva na jinou nez bakteridlni infekci. V takovém pripadé je ale
antibiotikum naprosto zbytecné a neucinné. Nespravnd indikace antibiotika s sebou
pfinasi nejen riziko nezadoucich ucinkl, 1ékovych interakci, ale také velké riziko vzniku,
rozvoje a Sifeni rezistence. V posledni dekadé se ve védecké i Iékarské komunité
objevuje strach ze vzniku a rychlého rozsifeni rezistence na stavajici, ale i nejnové;si
antibiotika. S rostoucim vyskytem rezistence dochazi k tomu, Ze u nékterych pacient(
neni mozné najit antibiotikum, které by jim pomohlo. Kazdy rok zemre v evropskych
zemich pfiblizné 25 tisic osob v dusledku infekce vyvolané rezistentnimi bakteriemi.
Pro predstavu aktudlniho vyskytu rezistentnich kmen( je zde uvedena tabulka 1.
V tabulce je procentudlné vyjadren vyskyt vybranych rezistentnich kmenU ke
konkrétnim antibiotikim v jednotlivych statech v roce 2018. (Sliva, 2015; Rolain, 2016;

Lochmann, 2006)



Tabulka 1 Vyskyt vybranych rezistentnich bakterii ke konkrétnim antibiotikiim v
jednotlivych evropskych zemich.

Zemé
Kmen ¢R [ NOR | ITA | UK | SP | GR | POL
(antibiotikum)
e SRpleseales 03% | 01% | 268% | 07% | 3,8% | 63,9% | 81%
(karbapenemy)
Acinetobacter spp.

22,0% 0% 770% | 51% | 494% | 81,6% | 67,4%
(aminoglykosidy)

PR S e 18,0% | 48% | 158% | 6,0% | 186% | 37,5% | 33,2%

(karbapenemy)

Escherichia coli 152% | 68% | 287% | 11,0% | 13,8% | 193% | 17.6%

(cefalosporiny 3. generace)

Streptococcus pneumoniae 0.5 % 0.4% 28% 13% | 181% i 23%

(peniciliny)

Enterococcus faecium 953% | 753% | 86,7% | 91,5% | 87,3% | 90,5% | 96,1%

(aminopeniciliny)

CR — Ceskd republika, NOR — Norsko, ITA-Itdlie, UK-Velkd Britdnie, SP— Spanélsko, GR — Recko,
POL — Polsko.

Zdroj: https://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx
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2. ZADANI-CiLPRACE

Jak jiz bylo zminéno, rezistence je celosvétovym problémem. Se vzrlstajicim
poctem rezistentnich kmenQ je i vys$i snaha o vyvoj novych [ékl, ucinnych na

rezistentni kmeny.

Naplni této prace je in vitro testovani antibiotické aktivity potencialné
antibakteridlnich latek a stanoveni jejich minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC).
Aktivita i MIC jsou stanovovany mikrodiluéni bujénovou metodou na zakladé standardu
EUCAST. K testovani jsou vyuZivany standardni kmeny bakterii zakoupené z Ceské
sbirky mikroorganismd v Brné ¢i znémecké sbirky Deutsche Sammlung der
Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Némecko. Testované latky byly do
laboratotfe dodany pani Dr. Kucerovou a panem Dr. Juhdsem z katedry Farmaceutické

chemie a Farmaceutické analyzy Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy.

V pfipadé prokazani jejich citlivosti se predpokladd, Ze by studie téchto latek
pokracovala. Sledoval by se vztah mezi strukturou a aktivitou. Tato nova zjisténi by

mohla pfispét k vyvoji dalSich novych ucinnych latek.
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3. BAKTERIE

Bakterie jsou jednobunécéné organismy patfici mezi prokaryota. Jedna se o velmi
malé organismy rlznych tvar(. Jednotlivé tvary a uspofddani jsou zobrazené na

obrazku 1.

tyEinky Koky
1 kulovita bakterie

. O LD 2 diplokok
3 uspofaddni do hroznu

2 4 tetrada
C:::‘:-::j 5 pakety
Ty€inky

1 a, b kratke tydinky
2 vlAknitd tydinka

4 3 tylinka s kyjovité
raziifenym koncem
4 uspofadani v palisady
5 rohlikovité zahnutd
tyfinka
AR A A A

6 spirdlovita tydinka

Obrdzek 1 Tvary a usporaddni bakterii.

Zdroj: Drnkovd, 2019

Velikost bakterii je v fadu mikrometrU a lze je sledovat ve svételném mikroskopu.
Nemaji klasické jadro oddélené membranou, ale nukleoid tvofeny kruhovou DNA.
Jedinou jejich membranou je membrana cytoplazmaticka. V cytoplazmé milzZeme
nalézt extrachromozomadlni DNA ve formé plazmid{ nebo transpozon(. Plazmidy ani
transpozony nepredstavuji pro bakterie Zivotné dllezitou funkci, ale mohou je
v nékterych pfipadech zvyhodnovat. Mohou nést informaci o produkci toxind nebo
rezistenci na antibiotika. VétSina bunécnych organel, kromé ribozom{, nachazejicich se
v eukaryotnich bunkach, jim chybi. Bakterialni ribozomy maji od eukaryotnich odliSnou
strukturu. Plazmatickda membrana je semipermeabilni. Typicka pro bakterie je bunécna
sténa. Pfedstavuje pro né mechanickou a osmotickou bariéru. Slozeni bunééné stény
se lisi a diky témto rozdillm rozliSujeme 3 skupiny bakterii — grampozitivni,
gramnegativni a acidorezistentni. Bakteridlni sténa grampozitivnich bakterii je tvofena
vétSim mnoistvim peptidoglykanu, kyselinou teichoovou a je silnéjsi a pevnéjsi. U

gramnegativnich najdeme v bunécné sténé lipopolysacharidy. Tyto dvé skupiny se
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barvi dle Grama, coZz umozinuje jejich rozdéleni. Grampozitivni se barvi modre,
gramnegativni naopak ¢ervené. Acidorezistentni bakterie maji nepropustny povrch pro
Gramovo barveni, proto se barvi dle Ziehl-Neelsena. Vyznamnym zdstupcem jejich
bakteriadlni stény je kyselina mykolova. U nékterych bakterii se také mlzZeme setkat
s pouzdrem, bi¢iky nebo fimbriemi. Stavba bakteriadlni buriky je zndzornéna na obrazku

2. (Juldk, 2006; Peutherer, 1999; Buchta, 1998; Drnkova, 2019)

pla z_mid pouzdro

bunééna sténa

cytoplazmaticka
membrana

bakterialni
chromozom

— bidik

—— fimbrie

Obrazek 2 Stavba bakteridlni buriky.

Zdroj: Drnkovd, 2019

Na lidském téle Ize odhadem nalézt az 10 bakterii. Jejich sloZeni a mnoZstvi
zalezi na véku, potravé, misté osidleni, ale také okolnim prostredi. Tyto bakterie Zijici
pfirozené na téle clovéka predstavuji fyziologickou floru. NejbohatsSi osidleni je
v trdvicim traktu. Nékteré z bakterii fyziologické fléry clovéka mohou predstavovat
potencialni patogeny. V pfipadé oslabeni jedince pak stoji za propuknutim infekce.

Potencialnim patogenem na lidském téle mUze byt napfiklad Staphylococcus aureus

(SA) nebo Neisseria meningitidis. (Drnkova, 2019)
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4. HISTORIE ANTIBIOTIK

Infekce jiz dlouhou dobu predstavuji jednu z hlavnich pfi¢in Umrti lidi na svété.
Po tisice let byli lidé bezmocné vystavovani infekcim, které staly Zivoty milionQ lidi.
Béhem 19. stoleti predstavovala onemocnéni jako je tuberkuldza, zaskrt a dalsi hlavni
pricinu umrti jak déti, tak dospélych. Teprve ke konci 19. stoleti dochazelo zejména
vlivem lepsi hygieny ke sniZzeni umrtnosti na néktera infekéni onemocnéni. Od zavedeni
prvnich antimikrobnich latek na pocatku 20. stoleti se imrtnost na tato onemocnéni
snizila jesté vic. Prikladem mUiZze byt umrtnost po operacich. Pred zavedenim antibiotik
umiralo az 40 % osob po operacich na postoperacni infekce. S pfichodem antibiotik to

byly uzZ jen 2 %. (Zaffiri, 2012; Mohr, 2016)

Jako prvni si vyznam selektivniho antibakteridlniho Gcinku uvédomil lékaf a
chemik Paul Ehrlich. Po dlouhém zkoumani slouc¢enin arsenu objevil vroce 1910 za
pomoci svého Zaka arsfenamin. Arsfenamin byl pfipravek vyuZivany v té dobé k lécbé
velice rozsifené syfilidy a trypanozomiazy, a tak se pod obchodnim jménem Salvarsan
stal prvnim modernim antibakteridlnim lékem. Do této doby se vyuzivaly neselektivni,
malo ucinné a také velmi toxické medikamenty. Jejich zdklad byl tvofen zejména
slou¢eninami siry, rtuti ¢i arsenu. Podobny princip jako Ehrlich vyuzil také némecky
lékar Gerhard Domagk, ktery objevil jeSté ucinnéjsi pripravek, a to Prontosil, ktery byl
do té doby vyuzivan jako textilni barvivo. To, Ze objevil zaklad pozdéjsich sulfonamidd,

bylo zjisténo aZz pozdéji. (Benes, 2018; Zaffiri, 2012)

S antibiotiky je v béZné populaci spojovdn zejména Alexandr Fleming, ktery pfi
studiu antimikrobnich vlastnosti lysozymu objevil vroce 1928 ndhodou plisen
produkujici latky, které nicily mikroby v okoli. Jeho objev oteviel cestu pro zacinajici
éru antibiotik. Sam Fleming nebyl ale schopny objasnit strukturu penicilinu ani ho

syntetizovat ve velkém mnoZstuvi.

Teprve vroce 1939 skupina védci vcéele s Howardem Floreyem a Ernstem
Chainem na zdkladé objevi Alexandra Fleminga dokazala objasnit strukturu penicilinu
a pripravit prvni celkové pouzitelny antibakteridlni Iék. Jejich objev vedl k hromadné
produkci a distribuci penicilinu, kterd zacala vroce 1945. Tento pocin vedl

k intenzivnimu hledani dalSich, podobné pusobicich latek a vSechny tyto latky dostaly
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souhrnny nazev antibiotika. Tento nazev zavedl vroce 1947 americky mikrobiolog

Selman Abraham Waksman, téz objevitel streptomycinu. (Clardy, 2009; Aminov, 2010)

JelikoZ tato antibiotika byla mnohondsobné ucinnéjsi nez plvodné chemicky
pfipravované sulfonamidy, platilo pfiblizné do poloviny 70. let minulého stoleti
rozdéleni na chemické antibakteridlni slouceniny (chemoterapeutika) a pfirodni
antibakteridlni latky (antibiotika). Postupné bylo od tohoto déleni upousténo, protoze
se zacaly vyvijet semisyntetické pfipravky, a tim se dfive striktni hranice mezi témito

skupinami zacala prolinat. (Benes, 2018)

V soucasnosti se vyuzivda pokroku vtechnice a pfi hledani novych
antibakterialnich latek se uplatiuji algoritmicka reSeni pro predikci molekuldrnich
vlastnosti k identifikaci novych tfid antibiotik. Uz v minulosti byly vyvinuty modely,
které predikovaly molekuldrni vlastnosti. Jejich presnost a mnozZstvi dat, z kterych
vychazely, nebylo dostatecné, a proto byly velmi nepfesné. Prikladem uspéchu téchto
metod je objeveni antibakteridlnich vlastnosti halicinu. Védci k tomuto objevu dosli
diky svému algoritmu vyhledavajicimu antibakterialni latky a velkému mnozstvi
vloZzenych dat o antibakteridlnich molekuldach. Dle zatim probéhlych preklinickych
studii se halicin jevi jako slibné, Sirokospektré baktericidni antibiotikum. (Stokes, 2020;

Torres, 2019)
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5. ANTIBIOTICKA POLITIKA

Antibioticka politika spociva v tvorbé strategii pro optimalizaci indikace, vybéru,
davkovani, cesty podani, trvani a na¢asovani antibiotické terapie. Je to také snaha, aby
se co nejvice zvySovalo klinické vyléceni, ale také mira prevence a omezily se tak
nezamyslené dlsledky uZivani, véetné toxicity a rezistence. DalSim cilem antibiotické
politiky je snizit naklady na zdravotni péci vtakovém rozsahu, aby nedochazelo
k nepfiznivému ovlivnéni kvality péce. Smyslem vsech téchto aktivit je zachovani

ucinnosti antimikrobnich latek. (De Man, 2000)

Existuje jasna souvislost mezi uzivdnim antibiotik a rezistenci jak na urovni
jednotlivce, tak i populace. V Evropské unii maji zemé s vyssi spotfebou antibiotik i
vy$Si miru rezistence, kterd vede kselhdni l|écby, ale také k prodlouzenym
hospitalizacim, Umrtim a s tim i spojenym zvySovanim nakladud. Vzhledem k rozdilnym
podminkam v jednotlivych zemich, je nezbytné, aby kazda zemé formulovala svoji
vlastni antibiotickou politiku. Jednotlivé narodni kampané mohou pomoci zvysit
informovanost ob¢anl o problému rezistence a poucit je o spravném uzivani antibiotik.
Spravnym zachazenim se rozumi omezeni pouZiti na nezbytné situace a také omezeni
profylaktického wvyuziti. Opakovani takovych kampani zvySuje jejich Ucinnost.

(www.sukl.cz; Prazsky, 2013)

5.1 Antibiotickd politika v Ceské republice

V poslednich letech doslo k vyraznému vzestupu rezistence nékterych pavodcl
infekci aZ o desitky procent. Tento nebezpeény trend se netyka jen Ceské republiky, ale
vétsiny evropskych zemi. V Ceské republice je ale situace u nékterych mikrobt jedna
z nejhordich v Evropé. Studie provedené v Ceské republice prokazaly vysoky podil
neadekvatniho poutziti antibiotik jak v primdrni, tak v ambulantni i nemocniéni péci.
| proto byl 9. ¢ervna 2009 ustanoven komplexni, mezioborovy a mezisektorovy Narodni
antibioticky program (NAP). Cilem NAP je zajistit dostupnou, ucinnou, bezpecnou a
také ndkladové efektivni antibiotickou Ié¢bu. Nevhodnd preskripce antibiotik
pfedstavuje dle Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky naklady ve wvysi
1-1,5 miliardy K¢. Zakladnim principem, ktery NAP vyuZiva, je koordinace ¢innosti mezi
humannim a veterinarnim zdravotnictvim a vSemi dalsimi zapojenymi subjekty, jako je
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naptiklad statni sprava, statni zdravotnické a veterindrni organizace, profesni
organizace, platci zdravotni péce a dalsi. Mezi hlavni organiza¢ni slozky NAP se radi
centralni a regiondlni koordinaéni skupiny, antibiotickd stfediska, veterinarni
antibiotickd stfediska, subkomise pro antibiotickou politiku a narodni referencni

laboratot pro antibiotika. (www.szu.cz; www.mzcr.cz)

Centrdlni koordinacni jednotka NAP sestavuje akéni plany (AP), které urcuji
priority pro obdobi 2 aZ 4 let. Do pfipravy AP se ale zapojuji i dalsi organizace jako
napriklad Statni Ustav pro kontrolu léciv. Soucasti téchto AP je i zabezpeceni jejich
realizace z legislativniho, finan¢niho, persondiniho i technického hlediska. Schvaleni
akéniho planu je v kompetenci Ministerstva zdravotnictvi ve spolupraci
s Ministerstvem zemédélstvi. Na realizaci téchto planu se kromé centralni koordinac¢ni
skupiny podili také regionalni koordinacni skupina a antibioticka strediska.

(www.szu.cz; www.mzcr.cz)

V Ceské republice se mGzeme také setkat se seznamem esencialnich antiinfektiv
(SEAI). Tento seznam je vypracovany s ohledem na stav rezistence, spektrum a etiologii
infekci. SEAI byl prvné zvefejnén roku 2009 ve Véstniku Ministerstva zdravotnictvi. Od
té doby dochazi kjeho pravidelné aktualizaci. Cilem SEAI je zajistit dlouhodobou
dostupnost citlivych antibiotik. Studie ukazuji, Ze zemé, které se fidi takto

vypracovanymi seznamy, maji mensi spotfebu antibiotik. (Vrablik, 2019)

5.2 Antibioticka politika ve svéeté

Problém rezistence se tyka celého svéta, proto je tfeba, aby i nadnarodni organy
definovaly svoji antibiotickou politiku, pfipadné vydavaly alespon potfebna

doporuceni.

Celosvétovou organizaci zabyvajici se antibiotickou politikou je Svétova
zdravotnicka organizace (WHO). V roce 2001 WHO zahajila celosvétovou strategii proti
rozvoji rezistence. Tuto strategii podrobné popisuje dokument sndzvem ,Global
strategy for Containment of Antimicrobial Resistance”. WHO také vyddvd seznam
antibiotik, ktery napomahdm statlm s vybérem nejvhodnéjsich antibiotik pro primarni

terapii. Na tento seznam navazuje v Ceské republice jiz zminény SEAI. U stat(, které
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dodrZuji tato doporuceni od WHO, je spotfeba antibiotik nizsi nez u statl, které tyto

postupy nerespektuji. (www.who.int; Prazsky,2013)

| kdyz se i vramci Evropské unie liSi mezi jednotlivymi staty mira rezistence,
zaklada kazdy CElensky stat svoji antibiotickou politiku na stejném evropském principu,
ktery je popsdn v doporuceni o opatrném pouzivani antimikrobnich latek v humanni
mediciné. Hlavni evropskou instituci v oblasti sledovani antibiotické 1é¢by je Evropské
stfedisko pro prevenci a kontrolu nemoci (ECDC). ECDC koordinuje a financuje
evropskou sit narodnich kontrolnich systémd. Dalsi vyznamnou slozkou evropské
antibiotické politiky je Evropsky urad pro bezpecnost potravin (EFSA), ktery informuje
o rizicich Siteni a moZnosti prenosu rezistentnich mikrobU prostfednictvim potravin.

(Marieke, 2011)

Nasledujici obrdzek 3 prezentuje rozdily v uzivani antibiotik mezi jednotlivymi
staty Evropské unie. Mezi staty se lisi i struktura uzivanych léciv. Tyto rozdily se
projevuji i v poctu rezistentnich kmend. V zemich jako je napfiiklad Recko, Itdlie nebo

Spanélsko je vy$si vyskyt rezistentnich bakterii, co? koreluje se spotfebou antibiotik.

" II.I-III

ﬁec Fran Ital SR f-pan VB CR Fin Dan Rak Ném S5Svéd Niz

(www.sukl.cz)
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® Makrolidy B Chinolony B ostatni ATB

Obrdzek 3 Spotreba a struktura antibiotik v nékterych zemich EU.
TTC —tetracykliny, PNC — peniciliny, ATB - antibiotika
Zdroj: Antibiotickd politika CR, www.sukl.cz
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Nékteré staty si s naduzivanim antibiotik dokdZou poradit |épe neZ jiné, jak
ukazuje obrazek 3. Pfikladem je Svédsko, kde existuje program s ndzvem STRAMA. Diky
tomuto programu spolu se systematickou podporou vlady se dafi kontrolovat
naduzivani antibiotik, a i proto zaujima Svédsko ve spotiebé antibiotik jedno

z poslednich mist. (Vrablik, 2019)

5.3 Antibioticky stewardship

Antibioticky stewardship (ABS) se stava ¢im dal tim vice vyuzivanym pojmem, a
to jak na Urovni primarni nebo nemocnicni péce, tak také na globalni Urovni. Poprvé se
tento pojem objevil vroce 1996 v odborném c¢lanku. Tento ¢lanek upozorrfioval na
spravny pristup k antibiotikim. Antibiotika oznacil jako vzacny neobnovitelny pfirodni
zdroj a v této souvislosti vyuZil pojem stewardship, ktery je dnes jiz béZné vyuzivan.

(Addmkova, 2019)

Antibioticky stewardship neni konkrétné definovan. Jedna se o obecny soubor
postupu, které vedou ke sprdvnému uZzivani antibiotik takovym zpUsobem, Ze lécba i
naddle zlstane efektivni pro dalsi osoby, které ji budou potfebovat. ABS sleduje
spravné chovani lékarli, sester, samotnych pacientli, ale také zemédélcu,
farmaceutickych firem i vlady. Zaméfuje se na zamezeni nevhodného pouzivani
antibiotik. ABS doplfiuje stavajici pokyny a standardy od zdravotnickych organizaci.

(Addmkova, 2019)
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6. ANTIBIOTICKA TERAPIE

U antibiotické 1éCby rozliSujeme 3 typy terapie, a to empirickou, Uvodni a cilenou.
U empirické terapie se setkdvame s velmi obecnymi kritérii pro volbu antibiotika. Pred
zahdjenim |éc¢by neni provedeno mikrobiologické vySetfeni, nezndme tedy plvodce
infekce. Tato terapie se vyuzivd v ptipadech, kdy nelze ziskat vhodny biologicky
material. Pfikladem m{ze byt sinusitida. Také muze byt indikovana v situaci, kdy Iékar
nepokladd mikrobiologické vysetteni za nutné. Klinické pfiznaky jsou v tomto pfipadé
naprosto prokazatelné. Velmi Casto se tak déje u béZnych komunitnich infekci.
V dnesni dobé, kdy je laboratof schopna prokazat plvodce a vysledky dodat velmi
rychle a spolehlivé, se od této terapie upousti. A to zejména proto, Ze neni v souladu
s ndrodni antibiotickou politikou a predstavuje riziko rozvoje rezistentnich kmen

bakterii.

DalSim typem je terapie uvodni, nékdy také oznaCovdna jako inicidlni. Nékteré
infekce vyZaduji neodkladné zahajeni 1éCby, proto je pacientovi podano antibiotikum
na zakladé nejvyssi pravdépodobnosti bakterie zplsobujici danou infekci a jeji béiné
citlivosti. Spolu s neodkladnou indikaci antibiotika dochazi k odbéru biologického
materialu pro mikrobiologické vysetteni. Dle vysledk(i mikrobiologického vysettfeni pak
dojde, pokud je tfeba, ke zméné indikovaného antibiotika. Podstatou této IéCby je co

nejrychlejsi zahajeni terapie a zaroven v co nejkratsi dobé pfechod na Iécbu cilenou.

Terapie cilena predstavuje z epidemiologického pohledu nejidealnéjsi formu
|éCby. BohuZel ne vidy ji Ize aplikovat. Tuto lé¢bu volime aZ po identifikaci bakterie a
zjisténi jeji citlivosti k antimikrobnim latkdm. Jednd se o terapii vysoce ucinnou a

klinicky bezpecnou. Jeji nevyhodou jsou viak vyssi naklady. (Vrablik, 2019; Hynie, 2003)

V nékterych pripadech se muiZieme setkat se soucasnym podavanim vice
antimikrobnich latek. Touto kombinaci Ize docilit rozsifeni spektra Gcinku, zvySeni
ucinnosti, zpomaleni nebo Uplnému omezeni vyvoje rezistence, obnoveni Ucinku
nékterého antibiotika nebo snizeni nezadoucich ucinkl, coZz je ddno snizenim
potiebnych davek antibiotika. Tato kombinovana terapie by méla byt indikovdna aZ po
odborném zhodnoceni, jelikoz mlZe pro pacienta pfinést i spoustu neZadoucich

ucinkd, jako je dysmikrobie, pfipadné vyskyt superinfekce. Indikace by méla vidy
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probéhnout na zakladné vysSetreni citlivosti mikroba a po poradé s antibiotickym

stfediskem daného zarizeni.

Antibiotika nejsou podavana pouze pfi infekcich. Existuje profylakticka lécba, kdy
je antimikrobni latka poddvdna jako ochrana pred mozZnou infekci. Indikaci pro tuto
[éCbu je vysoké riziko infekce, pfipadné nemocny ¢lovék, pro kterého by mohla mit
dana infekce vainé nasledky. Casto se s profylaktickym poddnim setkdvame po

operacnich vykonech. (Hynie, 2003; Adamkova, 2015)

6.1 Nezadouci ucinky

Pfi lécbé antibiotiky se kromé jejich antibakteridlniho Gcinku mizZeme setkat i
s jejich nezadoucimi vlivy. BéZné se nezddouci ucinky rozdéluji do nékolika tfid, a to
konkrétné na toxické, alergické, biologické a ucinky vychazejici z rezistence. Z toxickych
ucinkG antibiotik se lze setkat s neurotoxicitou, hepatotoxicitou, nefrotoxicitou di
ototoxicitou. Toxicky vliv mohou mit antibiotika také na kostni dfer a gastrointestindlni

trakt. NejCastéji vznikaji po podani vysoké davky.

Za pomérné béZné nezadouci uUcinky se povaZuji alergické reakce, se kterymi se
setkdme zejména pfi Iécbé peniciliny nebo cefalosporiny, ale mohou se vyskytnout po

podani jakéhokoliv antibiotika.

Do skupiny biologickych neZddoucich ucéinkl bychom mohli zafadit ovlivnéni
normalni mikroflory. Antibiotika narusuji fyziologickou mikrofldru dutiny uUstni, stfeva a
vaginy. Problém predstavuje zejména poruseni stfevni mikrofléry, coz muze vést
k zadvaznym gastrointestindlnim dysfunkcim. Ve vétsiné ptipadl se jednd o nevolnost,
prijem, zacpu a rGzné stfevni diskomforty, u kterych neni treba vysazovat nebo
upravovat |écbu antibiotiky. Po ukonceni |é¢by a poddvéani probiotik by mélo dojit
k vymizeni téchto ptiznakd. Nékdy ale muzZe dojit i kzavainéjSim projevim. Za
nejzavaznéjsiho plvodce postantibiotickych prijm0 je oznacovana bakterie Clostridium
difficile. Tato bakterie se v lidském organismu vyskytuje béiné, ale po podani
antibiotik, kdy dojde k vyhubeni velké casti stfevni mikrofléry, mlze dojit k jejimu
pfemnoZeni a produkci nebezpecnych toxinl, coZz mlZe vést aZz ke vzniku
pseudomembrandzni kolitidy. V tomto pfipadé je nutné antibiotikum vysadit, pfipadné

zaménit za jiné. (Votava, 2010; Lochmann,2006; Tausova, 2019; Urbanek, 2003)
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7. ROZDELENI ANTIBIOTIK

V klinické praxi je moZné pouzit celou rfadu antibiotik. Antibiotika mohou byt

rozdélena do rdznych skupin.

Jednim zrozdéleni je klasifikace podle zplsobu pfipravy, a to na pfirozena,
semisynteticka a syntetickd. Pfirozena antibiotika jsou produkovana pfimo pfislusnymi
mikroorganismy. Semisynteticka jsou pfipravovana chemickou obménou molekuly
pfirozeného antibiotika a syntetickd pouze chemickou syntézou. Drive byl pro
antibiotika vytvorend chemickou syntézou vyuZivan pojem chemoterapeutika. Od
tohoto terminu se jiz dnes opousti, jelikoZz vétSina antibiotik pfi vyrobé prosla alespon

¢astec¢nou chemickou obménou.

Dalsi moznost rozdéleni je dle zplsobu ucinku na bakteriostaticka a baktericidni.
Bakteriostaticka antibiotika inhibuji rlst bakterie na rozdil od baktericidnich, ktera
bakterii usmrcuji. Rozdéleni vybranych antibiotik na bakteriostaticka a baktericidni
uvadi tabulka 2. Nékterd bakteriostaticka antibiotika ale mohou ve vysSich
koncentracich pUsobit baktericidné, napfiklad chloramfenikol, a naopak néktera
baktericidni zase neusmrcuji konkrétni bakterie ani ve vysokych koncentracich, a proto

takto striktni rozdéleni na bakteriostaticka a baktericidni neni zcela prfesné.

Tabulka 2 Priklady nékterych baktericidné a bakteriostaticky plsobicich
antimikrobnich latek.

Baktericidni Bakteriostaticka
Peniciliny Chloramfenikol
Cefalosporiny Tetracykliny
Karbapenemy Makrolidy
Aminoglykosidy Linkosamidy
Peptidy Sulfonamidy
Nitrofurany Imidazoly

Zdroj: Lochmanovd, 2008
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Antibiotika mizZeme také klasifikovat dle mista svého ucinku. Zde rozliSujeme dvé
skupiny. Prvni jsou celkova antibiotika, ktera jsou podavana peroralni ¢i parenteralni
cestou. A druhd jsou antibiotika mistni, kterd jsou poddvdna lokdlné. Mezi mistni
antibiotika se fadi napfiklad neomycin nebo bacitracin. (Lochmannova, 2008; Simon,

1998).

Antibiotika, ktera plsobi pouze na uréité plvodce, naptiklad pouze na
stafylokoky, miUZeme nazvat jako antistafylokokova. Toto oznacdeni vede k moZnosti
dalsiho rozdéleni dle plvodce, na kterého pusobi. Vznikaji tak skupiny jiz zminénych
antistafylokokovych antibiotik, ale také tfeba antipseudomonadovd, antistreptokokova
antibiotika a dalsi. Stimto rozdélenim je spojeno i rozdéleni na uUzkospektra a
Sirokospektrd antibiotika. Spektrum ucinku predstavuje soubor bakterii, na které dané
antibiotikum pUsobi. Toto spektrum moiZe byt Uzké, stfedni nebo Siroké. Cim &irsi
spektrum dané antibiotikum md, tim vice druhl bakterii je schopno zneSkodnit.
Velikost spektra urcuje, zda je antibiotikum Sirokospektré nebo uzkospektré. Mezi
Uzkospektrd antibiotika patti napriklad antituberkulotika. Skupiny antibiotik se
stfrednim spektrem Gclinku puUsobi naptiklad na vSechny grampozitivni nebo
gramnegativni bakterie. Do Sirokospektrych muizZeme zaradit tetracykliny nebo
cefalosporiny, v jejichz spektru ucinku najdeme velké mnoiZstvi bakterii ze skupiny
grampozitivnich i gramnegativnich bakterii. (Simon, 1998; Drnkovd, 2019; Votava,

2010)

7.1 Rozdéleni dle chemické struktury

Z praktického hlediska se zda byt rozdéleni dle chemické struktury jako
nejjednodussi, jelikoZz antibiotika s podobnou chemickou strukturou mivaji stejné
spektrum ucinnosti, zkfizenou rezistenci a také podobny vyskyt nezadoucich ucinku,

proto jim je zde vénovana samostatna kapitola.

7.1.1 B-laktamova antibiotika

B-laktamova antibiotika jsou nejpouzivanéjsi skupinou, do které radime

peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy, monobaktamy a inhibitory B-laktamaz. Jsou to
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baktericidni antibiotika a dle mechanismu ucinku jsou fazena do skupiny inhibitort

syntézy bunécéné stény bakterii. (Bush, 2016)

Mezi spoleénou vlastnost této skupiny patfi B-laktamovy kruh, ktery existuje bud'
samostatné nebo je pfipojen kdalsi kruhové formaci. Na obrazku 4 je zobrazena
zakladni struktura nékterych B-laktamd svyznacenym B-laktamovym kruhem.

(Svihovec, 2018)
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B-laktamovy kruh

Obrazek 4 Struktura 8-laktamového kruhu.

Zdroj: Svihovec,2018

Jejich mechanismus uUcinku je zaloZen na inaktivaci enzymu, které vyuzivaji
bakterie pro vystavbu své bunécné stény. Konkrétnimi zasaZzenymi enzymy jsou
bakteridlni transpeptidazy, DD-peptiddzy, které vytvareji a formuji peptidoglykan
spojovanim postrannich peptidovych retézcli. Na konci téchto peptidovych fetézcl je
D-alanin-D-alanin, ktery B-laktamy napodobuji a ptsobi tedy jako faleSné substraty pro
bakterialni DD-peptiddzy. DD-peptidazy byvaji také oznacovany jako proteiny vazajici
penicilin (PBPs). (Benes, 2018)

7.1.1.1 Peniciliny

Peniciliny jsou nejzndméjsi antibiotika a lze je také povaZovat za nejstarsi. Jsou
vyuzivany k lé¢bé zejména zavaznych a rychle probihajicich pyogennich infekci. Jejich
B-laktamovy kruh je kondenzovan s thiazolidinovym kruhem a tvofi derivat
6-aminopenicilanové kyseliny. Na aminoskupinu v pozici 6- tohoto derivatu kyseliny

mohou byt navazany rGzné postranni retézce, které davaji vzniku konkrétnim
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penicilinovym derivatim. Struktura vybranych postrannich fetézcl je zobrazena

v tabulce 3.

vevs

Tabulka 3 Prehled nejdiileZitéjsich penicilinovych antibiotik a struktura jejich
postranniho fetézce.

Antibiotikum Struktura postranniho retézce
Penicilin G (benzylpenicilin) @HEG—
Penicilin V @O_CHZ_
Oxacilin R
a4
- Hy
Ampicilin NH,
>
N=
Amoxicilin NH;
Il'rn'.ff‘}/'l\-
HO ==
Piperacilin s
0 N_=f
AN B If N~
- "‘&D N )
0

Zdroj: Benes, 2018, Bush, 2016

Peniciliny jsou povaZovany za pomérné netoxicka antibiotika, mohou byt tedy
podavany jak détem, gravidnim Zenam, tak seniorGm. Hlavnim rizikem pfi jejich
podavani jsou alergické reakce. VétSina nezadoucich ucink( vymizi po vysazeni l1ékd. Po
Sirokospektrych penicilinech maze dojit k rozvoji postantibiotické kolitidy. Peniciliny
mohou zpuUsobit zesileni Ucinku warfarinu anebo naopak sniZeni ucinku ordlnich

kontraceptiv. (Benes, 2018; Svihovec, 2018)
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7.1.1.2 Cefalosporiny

Vroce 1945 byla z odtoku odpadnich vod na Sardinii izolovdna plisen
Cephalosporium acremonium, kterad produkovala latky s antimikrobni aktivitou, pozdéji

pojmenované jako cefalosporiny. (Abraham,1987)

Cefalosporiny jsou spolu s peniciliny jedny z nejpouzivanéjSich antibiotik. Jedna
se o derivaty kyseliny 7-aminocefalosporanové. Na obrazku 5 je zobrazena jeji

struktura, substituci na R1 a R2 vznikaji rzné derivaty cefalosporind. (Svihovec, 2018)
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Obrazek 5 Zakladni cefalosporinové jadro.

Zdroj: Bennett, 2015

Existuje nékolik rozdil(, které by mohly slouZit jako zaklad pro klasifikaci
cefalosporin( do jednotlivych tfid. Nejrozsifenéjsi a nejvyuzivanéjsi klasifikace zahrnuje
Ctyfi az pét generaci, do kterych jsou cefalosporiny fazeny na zdkladé jejich
antimikrobidlniho spektra aktivity. Priklady jednotlivych zastupch cefalosporinG

registrovanych v Ceské republice spolu s rozdélenim do generaci uvadi tabulka 4.

Cefalosporiny prvni generace vykazuji aktivitu zaméfenou predevSim na
grampozitivni bakterie a pouzZivaji se zejména v |éCbé infekci kGize a mékkych tkani a
také jako alternativa k penicilinu. Naopak druhd generace ma zvySenou aktivitu proti
gramnegativnim bacillim, ale zaroven puUsobi i proti grampozitivnim kokdm.
Cefalosporiny druhé generace se poddavaji pfi |écbé respiracnich a
otorinolaryngologickych infekci, ale mohou se vyuZivat i pfi 1écbé zanétd mocovych
cest nebo Zluéovych cest. Do druhé generace byva také nékdy razena skupina
cefomycinli, kterd je zndmd svou aktivitou proti gramnegativnim anaerobnim
bakteriim. Néktefi autofi ale povazuji skupinu cefomycinli za samostatnou podskupinu
antibiotik. Treti generace ma vyrazné zvySenou aktivitu proti gramnegativnim bacil(im,
ale jejich ucinek na grampozitivni bakterie byva podstatné nizsi nez u prvni a druhé

generace. Tato generace je vyhrazena pro |écbu vainych infekci. Nékterd
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cefalosporinova antibiotika treti generace, zejména ceftazidim, vykazuji vyznamnou
Jeji zastupci vykazuji aktivitu proti vétS$iné gramnegativnich bacilll a zaroven si
zachovdvaji svou ucinnost proti grampozitivnim kokUm. VyuZivaji se jako zdloZni
Sirokospektra antibiotika k |écbé zavaznych infekci. V nékterych publikacich se mizeme
setkat jeSté s patou generaci. Tato generace byva také nékdy diky svému spektru
ucinku oznacovana jako antistafylokokova. Ceftarolin, patfici do této generace, je
jedinym cefalosporinem ucinnym proti meticilin rezistentnimu kmenu Staphylococcus

aureus (MRSA). (Bennett, 2015)

Tabulka 4 Vybrand cefalosporinovd antibiotika registrovand v CR.

Cefalosporiny

Cefalosporiny

Cefalosporiny

Cefalosporiny

Cefalosporiny

l. generace Il. generace lll. generace IV. generace V. generace
Cefazolin Cefuroxim Cefotaxim Cefepim Ceftarolin
Cefuroxim-
Cefadroxil Cefixim
axetil
Cefprozil Ceftazidim
Cefoxitin
(ze skupiny Cefoperazon

cefomycin()

Zdroj: Benes, 2018

Stejné jako peniciliny, ani cefalosporiny nevykazuji Zddnou zavaznou organovou
toxicitu. Jejich podavani je spojeno s vyskytem alergickych reakci, ktery je ale mensi
nez u penicilinl. Béhem |é¢by se mohou objevovat zmény v krevnim obraze
(eozinofilie, neutropenie) nebo napfiklad gastrointestinalni obtize. Lékové interakce se

u cefalosporinl vyskytuji jen vyjimecné. (Jedlickova, 2009)
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7.1.1.3 Monobaktamy

Monobaktamy se od ostatnich B-laktamovych antibiotik lisi svoji strukturou.
Jejich B-laktamovy kruh neni konjugovan s Zaddnou dalsi kruhovou strukturou. Prvnim
monobaktamem uvedenym na trh byl aztreonam a je stale jedinym vyuZivanym
monobaktamem. PUsobi baktericidné pouze na gramnegativni bakterie. Ma tedy
podobné spektrum ucinku jako néktera aminoglykosidova antibiotika (gentamicin,
tobramycin). Jeho vyhodou ale je, Ze neni nefrotoxicky, je slabé imunogenni a neni
spojovan s poruchami koagulace. Poddva se intramuskuldrné nebo intravendzné,
jelikoz jeho absorpce po perordlnim podani je nedostatecna. Vyuziva se predevsim pfi
[é¢bé mocovych cest, dolnich dychacich cest, gynekologickych infekci, septikémie nebo

naptiklad pfi l[éCbé koZnich infekci. (Brewer, 1991; Bennett, 2015)

7.1.1.4 Karbapenemy

vvvvv

grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim, predstavuji tedy nejucinnéjsi skupinu
B-laktamovych antibiotik. VyuzZivaji se casto jako rezervni antibiotika pfi lécbé
zavaznych infekci. Jsou stabilni vici vétsiné B-laktamaz. Jadro jejich molekuly tvofi

B-laktamovy kruh spojeny s dihydropyrolovym kruhem. (Zhanel, 2007).

Prvnim objevenym karbapenemem byl thienamycin. Vzhledem ke své nestabilité
byl modifikovan za vzniku karbapenemu nesouciho nazev imipenem. Pozdéji bylo
syntetizovano nékolik dalSich karbapenemd. V dnesni dobé jsou nepouzivanéjSimi

imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem.

NezZddouci ucinky jsou spiSe nespecifické, jako je bolest hlavy, nauzea, exantém a
dalsi. Velmi vzacnym nezadoucim ucinkem jsou kiece, nejc¢astéji byly hlaseny po

podavani imipenemu. (Papp-Wallace, 2011; Benes, 2018; Ragnar, 1995).

7.1.1.5 Inhibitory 8-laktamaz

Inhibitory B-laktamaz jsou svoji chemickou strukturou podobné penicilinGm.
Jejich mechanismus spociva v blokaci bakteridlnich inaktivujicich enzym (B-laktamaz),

aby nedochazelo k rozkladu B-laktamovych antibiotik, coz je v dnesni dobé narlstu
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poctu rezistentnich kmen( velice Zadouci. Obnovi se tak ucinek penicilinového nebo

cefalosporinového antibiotika.

V kombinaci s penicilinovymi nebo cefalosporinovymi antibiotiky se vyuZivaji
zejména u infekci zplsobenych béZnymi patogeny, tvoricimi zakladni B-laktamazy.
Hlavni indikace pro podani jsou smisené infekce zplsobené grampozitivnimi i
gramnegativnimi mikroby a soucasné i anaeroby. Prvni pfipravek, ktery kombinuje
penicilinové antibiotikum amoxicilin a inhibitor B-laktamaz kyselinu klavulanovou, byl
uveden na trh vroce 1981 a nesl jméno Augmentin®. V dnesni dobé mame i dalsi
zastupce jako jsou avibaktam, relebaktam, sulbaktam, nebo novy vaborbaktam.
Sulbaktam se od ostatnich zastupcl odliSuje svoji jedine¢nou vlastnosti. M4 vlastni
antibakteridlni Gcinnost na nékteré bakteridlni druhy. PlGsobi napfiklad na bakterii
Acinetobacter baumannii. A dalsi vyhodou je i existence molekuly sultamicilin, kterd

spojuje dvé aktivni latky — ampicilin a sulbaktam. (Drawz, 2010; Penwell, 2015)

Stejné jako u vétsiny B-laktamovych antibiotik jsou jejich neZadouci Ucinky

hlavné nespecifické. (Benes, 2018; Bush, 1988)

7.1.2 Aminoglykosidova antibiotika

Aminoglykosidy jsou baktericidné plsobici antibiotika, ktera byla objevena ve
40. letech 20. stoleti a vyuZivala se jako Iék na tuberkuldzu a jiné zavainé bakteridlni
infekce. Jejich vedlejsi ucinky spojené s rendlni a sluchovou toxicitou zpUsobily v 70.
letech pokles uzivani, ale i presto jsou to dnes jedny z velmi casto pouzivanych
antibiotik, a to zejména diky kombinaci jejich vysoké ucinnosti a nizkych naklad(.
Chemicka struktura nejvyuzivanéjSich aminoglykosidi gentamicinu a streptomycinu je

zobrazena na obrazku 6. (Forge, 2000)

Z chemického hlediska se jedna o cyklicky aminopolyalkohol, na ktery jsou
glykosidickou vazbou pfipojeny jedna nebo dvé molekuly aminocukr(l. V pfipadé
streptomycinu a neomycinu je do molekuly antibiotika vsazen jesté pentdzovy kruh.

(Benes, 2018)
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Gentamicin

HO  CHuOH Streptomycin

Obrazek 6 Struktura gentamicinu a streptomycinu.

Zdroj: Forge, 2000

Mechanismus jejich uc¢inku spocivd ve vazbé antibiotika na 30S podjednotku
ribozomu, kde inhibuji proteosyntézu. Poskozuji také bunéénou membranu bakterii.
Spektrum Ucinku zahrnuje zejména gramnegativni aerobné rostouci bakterie a také
nékteré grampozitivni bakterie. PUsobi zejména na enterobakterie, stafylokoky a
pseudomonady. Naopak neplsobi na anaerobni, metabolicky neaktivni, intraceluldrni
bakterie a ani na bakterie Zijici v biofilmu. Aminoglykosidy se Siroce vyuzivaji k Ié¢bé

chronickych bakteridlnich infekci srdce, plic a mocovych cest. (Hoffman, 2005;

Simon,1998; Benes, 2018)

Z nezadoucich ucinkd byla jiz zminéna ototoxicita a nefrotoxicita. Kromé téchto
dvou zavaznych komplikaci se miZzeme setkat napfriklad i s neuromuskularni blokadou.
Ostatni nezadouci ucinky jsou nespecifické a podobné jako u dalSich antibiotik. (Benes,

2018; Forge,2000)

7.1.3 Tetracykliny

Tetracykliny jsou bakteriostatickd, Sirokospektra antibiotika objevena v roce 1945
jako produkt plGdni bakterie. V dnedni dobé muiZeme rozdélit tetracykliny do tfi

generaci. Jednotlivé zastupce uvadi tabulka 5
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Tabulka 5 Prehled vybranych tetracyklinovych antibiotik.

Generace Antibiotikum

1. generace tetracyklin

2. generace doxycyklin, minocyklin

3. generace omadacyklin, tigecyklin, eravacyklin

Zdroj: Benes, 2018

Zvy$e uvedenych antibiotik jsou v Ceské republice registrovany pouze

doxycyklin, tigecyklin a nové i eravacyklin. (www.mediately.co)

Nazev tetracyklin je odvozen od jejich jadrové struktury, kterd je tvofena étyrmi
aromatickymi kruhy. Vazi se silné, ale reverzibilné na 30S podjednotku ribozomu, ¢imz

narusuji translaci protein(. (Thaker, 2010)

Jelikoz se jednd o Sirokospektra antibiotika, jejich spektrum uclinku je velmi
Siroké, plsobi jak na grampozitivni, tak gramnegativni bakterie, ale byly vyuZity
napriklad i k éCbé infekci zplsobenych chlamydiemi, mykoplazmaty nebo boréliemi.

(Roberts, 2003; Chopra, 2001)

Mezi nezadouci Ucinky pfi jejich pouzivani patfi zejména u déti poSkozeni zubni
skloviny a porucha tvorby rlstové chrupavky. Ztoho dlivodu nelze tetracykliny
poddavat détem do 8 let a zdroven téhotnym a kojicim Zenam. P¥i uzivani se lze také
setkat s rlznymi gastrointestindlnimi obtizemi, dysmikrobii, alergickou reakci nebo

nitrolebni hypertenzi. (Benes, 2018)

7.1.4 Amfenikoly

Hlavnim predstavitelem této skupiny je chloramfenikol, ktery byl objeven v roce
1947 a v Ceské republice je jedinym registrovanym amfenikolem. Amfenikoly jsou
bakteriostatickd antibiotika s velmi Sirokym spektrem ucinku. Jejich pouZiti je ale

vyhrazeno pouze pro tézké infekce vyvolané citlivymi mikroby, na které nelze pouzit
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jind, méné toxicka antibiotika. Mechanismus jejich Ucinku spocivd v inhibici

proteosyntézy navazanim na 50S podjednotku ribozomu.

Amfenikoly predstavuji jednoduchou slouéeninu tvofenou benzenovym jadrem
s pfipojenou nitroskupinou v ptipadé chloramfenikolu. U thiamfenikolu je nitroskupina
nahrazena methylsulfonovou skupinou. Jednd se o malé lipofilni molekuly, coz jim
umoznuje prichod pres rizné biologické bariéry. Vyhodou je hlavné prinik pres
hematoencefalickou bariéru. |1 z tohoto dlivodu se velmi c¢asto vyuZivaji klécbé

mozkovych absces(, hnisavé meningitidy a také neurosyfilitidy.

NeZadouci ucinky jsou z vétsiny nespecifické. Mezi méné zavazné fadime nauzeu,
alergickou reakci a rlizné formy dyspepsie. ZavaznéjsSimi nezddoucimi ucinky jsou rtizné
neurologické projevy, jako napfiklad zmatenost, deprese nebo poruchy chovani.
NejvyznamnéjSim je ale postizeni hematopoetické tkané. Jsou vedeny i studie o
schopnosti chloramfenikolu vyvolat akutni leukémii. Vzhledem k zavaZnosti
nezadoucich Uc¢inkd se chloramfenikol podava pouze u vaznych infekci, u kterych neni

mozna bezpecnéjsi Iécba. (Bennett, 2015; Benes,2018)

7.1.5 Makrolidy

Makrolidy predstavuji velkou skupinu bakteriostatickych antibiotik, jejichz
mechanismus je zaloZen nainhibici proteosyntézy vazbou na bakteridlni 50S
ribozomalni podjednotku. Prvni makrolid byl objeven roku 1950. Z této generace
prvnich objevenych makrolidl byl nejucinnéjsi erytromycin. Od té doby bylo
syntetizovano mnoho dalSich derivatd. Plsobi proti grampozitivnim bakteriim, véetné
anaerobnich druhl. Ze skupiny gramnegativnich bakterii jsou uc¢inné hlavné na
kultivacné naro¢né druhy. Do jejich spektra mlZeme zaradit také mykoplazmata,

chlamydie, spirochety a nékteré mykobakterie.

Makrolidy jsou sloZzeny z makrocyklického Ilaktonového kruhu o rdznych
velikostech, konkrétné 14ti az 16ti-Clennych, ke kterému je pfipojen glykosidickou
vazbou cukr nebo aminocukr. Laktonovy kruh muze byt substituovan hydroxylovymi
nebo alkylovymi skupinami, mlzZe také obsahovat ketoskupinu, iminovou skupinu ci

dvojnou vazbu. (Janas, 2019; Periti, 1992; Zuckerman, 2004)
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Hlavnimi nezadoucimi ucinky, které se projevuji spiSe pfi dlouhodobém uzivani,
jsou hepatotoxicita, gastrointestindlni potize a koZni alergické reakce, které se vyskytuji
zejména pri kombinované [écbé s jinymi antibiotiky. (Jedlickova, 2009; Lochmannova,

2008)

7.1.6 Glykopeptidova antibiotika

Vankomycin byl prvnim objevenym glykopeptidem na pocdtku 50. let a
pouzivany zejména na tézké infekce vyvolané zlatymi stafylokoky. Postupem ¢asu ale
jeho obliba klesala a byl nahrazovan penicilinovymi antibiotiky. S rostouci rezistenci,
zejména u oxacilin rezistentnich stafylokokd, ale tyto latky opét ziskavaly na vyznamu.
Dnes je vankomycin nejéastéji pouzivané antibiotikum na lécbu infekci zplsobenych

MRSA. (Agarwal, 2018; Simon, 1998; Nagarajan, 1994)

Zakladnimi antibiotiky v této skupiné jsou vankomycin a teikoplanin. Hlavnim
spektrem jejich ucéinku jsou grampozitivni bakterie. Gramnegativni bakterie jsou
pfirozené rezistentni, coz je dano strukturou jejich bunécné stény. Glykopeptidy diky
své velikosti neproniknou skrze poriny. Mechanismus pusobeni glykopeptid( spociva

v inhibici tvorby bunééné stény.

Glykopeptidy jsou komplexni velké molekuly, slozené ze tfech hlavnich casti.
Peptidovym fetézcem, ktery je tvofen sedmi aminokyselinami, 5 aZz 7 propojenymi

aromatickymi kruhy a 2 az 3 cukry po obvodu molekuly. (Benes, 2018)

Z nezadoucich ucinka je dilezité zminit nefrotoxicitu, neurotoxicitu a ototoxicitu.

Opatfenim proti témto ucinkim je spravné davkovani. (Juldk, 2006)

7.1.7 Fosfomycin

Fosfomycin tvofi samostatnou skupinu. Jedna se o baktericidni antibiotikum
objevené vroce 1969. Inhibuje enzymaticky katalyzovanou reakci v prvnim kroku
syntézy bunécéné stény. Ma Siroké spektrum Uucinnosti proti grampozitivnim i
gramnegativnim bakteriim vcetné MRSA. Existuji tfi formy, dvé pro oralni pouziti
(fosfomycin trometamol a fosfomycin vapenaty) a jedno pro intravendzni (fosfomycin
disodny). Oralni fosfomycin se vyuZiva zejména k |écbé mocovych infekci. Intravendzni
fosfomycin mlze byt podavan v kombinaci s jinymi antibiotiky k Ié¢bé nozokomialnich
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infekci. V Ceské republice se mlZeme setkat pouze s ordlni formou fosfomycin
trometamol, predepisovanou na infekce dolnich cest mocovych. (Falagas, 2016;

www.sukl.cz; Fajfr, 2015)

Fosfomycin ma velmi malou molekulovou hmotnost a diky tomu snadno
pronikne do tkani. Je tvoren jednoduchou tfiuhlikatou slouc¢eninou, kterd obsahuje
epoxidovy kruh a fosfatovou skupinu. Dalsi nespornou vyhodou je jeho
farmakokinetika. BéZnou praxi je jednorazové podani vysoké davky (3 g fosfomycinu).

(Fajfr, 2015)

Vyskyt nezddoucich ucinkd je nizky. Mohou se objevit gastrointestindlni obtize,
bolest hlavy, nauzea, velmi vzacné i alergické reakce. VSechny tyto obtize odezni

s koncem |écby. (Michalopoulos, 2011)

7.1.8 Nitrofurany a nitroimidazoly

Nitrofurany jsou chemické slouceniny, u kterych byla jejich antibakteridlni
ucinnosti objevena pocatkem 40. let minulého stoleti. Prvnim pfipravkem ze skupiny
nitroimidazold byl metronidazol, uvedeny do praxe v roce 1959. Mechanismus jejich
ucinku je zalozen na poskozeni DNA. Zakladni strukturu nitrofuran( charakterizuje
obrazek 7. Pfipojenim rlznych postrannich fetézcl dochazi k zméné spektra ucinku.
Nitroimidazoly jsou z chemického hlediska slouceniny tvorené imidazolem s navazanou

nitroskupinou a dvéma vedlejsimi fetézci.

A

R O NO»

Obrazek 7 Struktura nitrofurand.

Zdroj: https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/319740?lang=en&region=CZ

Nitrofurany plsobi na grampozitivni i gramnegativni bakterie. Jejich vyuziti je
zejména pfi infekcich dolnich cest mocovych. Mohou byt podavany i jako profylaxe.
Indikace pro lé¢bu nitrofurany mohou byt také nékteré gynekologické nebo stfevni
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obtiZe. V ptipadé nitroimidazol( je jejich hlavni uplatnéni v ramci antibakterialni 1é¢by

u infekci zptsobenych anaerobnimi kmeny.

Z nezadoucich ucinkd je u nitrofurant velmi ¢asta nauzea a mizeme se setkat i
s hemolytickou anémii. U nitroimidazol(i se mulZe vyskytnout disulfiramovy efekt,
nékdy také oznacovany jako antabusovy efekt. Disulfiramovy efekt se vyskytuje po
kombinaci alkoholu a metronidazolu. Na téle pacienta se objevi rudé fleky po celém
téle, nevolnost az zvraceni a dalSi neptijemné reakce. VSechny tyto pfiznaky jsou
obdobné jako po poziti alkoholu a samotného disulfiramu, Iéku podavanému pfi terapii
alkoholismu, a pravé z toho divodu nese tento efekt oznaceni disulfiramovy. Hlavni
pfednosti zejména nitrofuranu je jejich nizka cena. (Grayson, 2017; Jedli¢ckova, 2009;

Vrablik,2019; Skinner, 2014; Edwards, 1980)

7.1.9 Chinolony

Chinolony jsou velkou a stale se rozsifujici skupinou baktericidnich antibiotik. Na
pocatku Sedesatych let byla jako prvni z této skupiny objevena kyselina nalidixova.
Inhibuji bakteridlni topoizomerazy. Inhibici téchto enzym( zabranuji replikaci DNA a

tim i mnoZeni bakterii. (Jacoby, 2005; Benes, 2018; Svihovec, 2018)

Na zakladé antimikrobni aktivity mizeme chinolony rozdélit do ¢tyr generaci.
Dnes nejméné vyuZzivand je prvni generace, kterd vykazuje aktivitu proti
gramnegativnim bakteriim, zejména neiseriim, hemofillim a Escherichia coli (E. coli).
Chinolony druhé generace maji vyssi ucinnost proti jiz zminénym gramnegativnim
bakteriim a jejich spektrum se rozsifuje napfiklad o pseudomonady, stafylokoky a
chlamydie. U tfeti generace se setkdvame se zesilenym pusobenim na grampozitivni
bakterie, pficemZ jejich aktivita proti gramnegativnim zistavd zachovéana. Ctvrta
generace, v nékterych studiich spadajici do treti generace, je rozsifena o plsobeni na
nékteré anaerobné rostouci bakterie. Mezi nejznaméjsi zadstupce patfi norfloxacin,
pefloxacin, ciprofloxacin, ofloxacin, levofloxacin, moxifloxacin nebo prulifloxacin.

(Oliphant, 2002)

V roce 2018 doporucila Evropska agentura pro |éCivé pfipravky omezeni
pouzivani chinolont. U pacientli dochdzelo k poSkozeni prevainé Slach, kloubd a svalQ

a také centrdiniho a periferniho nervového systému. Je trfeba, aby chinolonova
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antibiotika byla vyuZivand s opatrnosti, a to zejména u rizikovych pacientd. Ani u
chinoloni nejsou vylouceny alergické reakce a vzacné se mlieme setkat i

s hematologickymi obtizemi. (Julak, 2006; Svihovec, 2018)

7.1.10 Sulfonamidy

Historie sulfonamidl sahd aZz do roku 1908, kdy byl syntetizovan prvni
sulfonamid, ale o jeho antibakteridlni aktivité nebylo nic zndmo. Az v roce 1932 vysla

publikace, ktera informovala o antibakteridlnim Gcinku sulfachrysoidinu (Prontosilu).

Sulfonamidy byvaji tfidény do dvou skupin. Prvni skupina ma celkové Gcinky a
dobre se vstfebdva ze zazivaciho traktu, druha lokdlné uzivana skupina, kterd neni
z gastrointestinalniho traktu absorbovana, se vyuziva v dermatologii. V jejich Sirokém
spektru Ucinku nalezneme grampozitivni i gramnegativni bakterie, ale i nékteré houby
nebo prvoky. Mechanismus pUsobeni je zaloZen na inhibici syntézy kyseliny listové.

V praxi se ¢asto vyuZzivaji v kombinaci s trimetoprimem, kdy vytvafi tzv. dualni blokadu.

Pro svlj spravny ucinek museji byt sulfonamidy podavany ve vyssich davkach, coz
mUZe u nékterych pacientl vyvolat nezadouci ucinky jako je nauzea, bolesti hlavy,
zvraceni, prijem. Mohou se také vyskytnout alergické reakce, rizné hepatopatie,
pfipadné hematologické abnormality. (Benes, 2018; Jedlickovd, 2009; Lochmannova,

2008).

7.1.11 Linkosamidy

Mezi dva hlavni predstavitele téchto bakteriostatickych antibiotik patfi
linkomycin a klindamycin. Prvnim objevenym linkosamidem z této dvojice byl vroce
1962 linkomycin. Spektrum jejich uc¢innosti zahrnuje zejména grampozitivni bakterie,
véetné anaerobnich. Maji schopnost navazat se na 50S podjednotku bakteridlniho
ribozomu a tim zabranit tvorbé nového peptidového fetézce. (Lochmannova, 2008;

Benes, 2018)

Z chemického hlediska se jedna o aminocukr, ke kterému je peptidickou vazbou
pfipojena aminokyselina. Klindamycin se od linkomycinu [iSi pouze vyménou

hydroxylové skupiny za atom chloru, jak zndzorfiuje obrazek 8. (Benes, 2018)
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Obrdzek 8 Chemicka struktura klindamycinu.

Zdroj: Benes, 2018

Jsou velmi malo toxickd. Pfi jejich uzivani se mohou vyskytnout gastrointestindlni
potize, muUze dojit kvaginalni, pfipadné stfevni dysmikrobii, véetné klostridiové
Klostridia jsou na linkosamidy rezistentni, proto se mohou ve strfevé diky vymyceni
ostatnich bakterii snadnéji mnoZit a vyvolat klostridiovou kolitidu. Stejné jako u vétSiny
antibiotik se i u této skupiny miZeme setkat s alergickymi reakcemi. (Juldk, 2006;

Simon, 1998; Morar, 2009)

7.1.12 Cyklické lipopeptidy

V poslednich 50 letech bylo popsdno velké mnoiZstvi peptidovych antibiotik. Do
této Siroké skupiny cyklickych lipopeptidd mGzeme zahrnout polypeptidy, polymyxiny
nebo i pomeérné nové lipopeptidy. Historie této skupiny se datuje k roku 1939 objevem
antibiotika tyrotricinu, jednalo se ale o velmi toxickou latkou. S vyvojem novych, méné
toxickych latek, bylo od jeho uZivani upusténo. Obecné si tuto skupinu mlzeme
z chemického hlediska predstavit jako peptidy slozené z Sesti az patnacti aminokyselin,
kdy ¢&ast z nich tvofi kruhovou formaci a zbytek vytvari pomysiny ocas, ke kterému

mUzZe byt pfipojena lipidova ¢ast.
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Spektrum Ucinku se u jednotlivych podskupin liSi. Daptomycin, zdastupce
lipopeptid, plsobi pouze na grampozitivni bakterie. Polypeptidové lokalni
antibiotikum bacitracin ma své uplatnéni u nékterych grampozitivnich, ale i
gramnegativnich bakterii. Kolistin, spadajici do skupiny polymyxinovych antibiotik, je

ucinny na gramnegativni kmeny.

Velmi Casto se cyklické lipopeptidy pouzivaji jako zalozni antibiotika, pfipadné
pro lé¢bu nozokomidlnich ndkaz. Jejich nevyhodou je nutnost poddvani intravendzné a
potencidlni toxicita, ktera u nékterych zastupcul, napriklad bacitracinu, umoZnuje pouze
lokalni pouziti. Nezadouci ucinky mohou byt rlzné v zavislosti na konkrétnim

antibiotiku. (Benes, 2018; Jedlickova, 2009; Lochmannova, 2008)

7.1.13 Ansamyciny

Prvni antibiotikum z této skupiny bylo syntetizovano v roce 1959. Ansamyciny
inhibuji bakteridlni enzym DNA-dependentni-RNA-polymerazu. Baktericidné pUsobi
predevsim na grampozitivni bakterie a mykobakterie. Jejich molekula je sloZena ze
dvou spojenych aromatickych kruhd, které obepind uhlovodikovy fetézec. Mezi hlavni
zastupce patfi nejzndméjsi a nejvyuzivanéjsi rifampicin, primarné urceny klécbé
tuberkuldzy. DalSimi zastupci jsou rifapentin, rifabutin, rifaximin.

Pouze u pfiblizné 2 % pacientl se setkdme s nezadoucimi Ucinky, kterymi mohou
byt gastrointestinalni obtiZze, alergické reakce, postizeni jater, diskolorace, coz je
zména zabarveni, nej¢astéji se projevujici oranzovym zbarvenim slin, potu, slz a dalSich
sekretl. Tento nezadouci ucinek s ukoncenim terapie odezniva. (Simon, 1998; Vrablik,

2019)

7.2 Rozdéleni dle mechanismu ucinku

Spolu s rozdélenim dle chemické struktury byva nejéastéji vyuzivano rozdéleni
dle mechanismu Ucinku. Zde se mGZeme setkat s nékolika mechanismy, které spolu

s priklady uvadi tabulka 6.
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Tabulka 6 Rozdéleni antibiotik dle mechanismu ucinku.

Mechanismus Skupina

B-laktamova antibiotika
Inhibice syntézy bunécné stény
glykopeptidy, lipopeptidy

Poskozeni DNA nitrofurany
Inhibice RNA polymerazy ansamyciny
Inhibice DNA gyrazy chinolony
Inhibice proteosyntézy aminoglykosidy
(30S podjednotka ribozomu) tetracykliny

chloramfenikol
Inhibice proteosyntézy

makrolidy
(50S podjednotka ribozomu)

linkosamidy
Inhibice syntézy kyseliny listové sulfonamidy

Zdroj: Buchta, 1998

7.2.1 Mechanismus ucinku u vybrané skupiny antibiotik

7.2.1.1 Aminoglykosidy

Aminoglykosidy patfi do skupiny antibiotik, ktera inhibuji proteosyntézu. Vazi se
na rizné Casti bakteridlniho ribozomu. Na obrdzku 9 jsou zndzornéna mista pUsobeni
jednotlivych skupin antibiotik inhibujicich syntézu proteind. Proteosyntéza je prenos
genetické informace z messengerové RNA (mRNA) do peptidového retézce probihajici
na ribozomu. Jelikoz se ribozomy bakterii liSi od eukaryotnich, mohou existovat
antibiotika, kterd inhibuji ¢innost bakteridlnich ribozomu, aniz by dochazelo k vlivu na
ribozomy eukaryotni. Bakteridlni ribozomy jsou mensi, oznacuji se jako 70S, a jsou
slozeny ze dvou podjednotek 50S a 30S. Eukaryotni, oznaCované 80S, jsou naopak vétsi
a sloZzeny z podjednotek 40S a 60S. Ke cteni informaci z mRNA dochdazi na 30S

podjednotce. Kazda podjednotka obsahuje ribozomalni RNA (rRNA). Podjednotka 30S

39




obsahuje 16S rRNA a podjednotka 50S mda 32S a 5S rRNA. Svou funkci ma rRNA
zejména pfi iniciaci, kdy jednotka 16S rRNA obsahuje sekvenci komplementarni
k startovacimu kodonu a muze tak spojit ribozom a mRNA k zahdjeni syntézy proteina.

(Peutherer, 1999; Lullmann, 2007)

[ RNA polymariza

'
: '
rifampicin I
'

gl T ot s dnen RRL s et nan S T S

tetracykliny, glyeyleykliny

305 infciadni komplex (T2 vazrba tRNA)
aminaglykozidy

708 iniciaéni komplex (8 vazba 165 mANA)
chloramfanikal

poptidyltransferiza

El rvorba peptidove vazby na 505 riboromu

makrolidy, linkesamidy, Nnezofid,
streptograminy
elongace peptidy (T8 posunu ribozomy po mRNA)

Obrazek 9 Mista plisobeni antibiotik inhibujicich proteosyntézu.

Zdroj: Svihovec, 2018

Na velké podjednotce ribozomu Ize rozeznat aminoacylové misto A, peptidylové
misto P a exitové misto E. Jejich umisténi na ribozomu je zobrazeno na obrazku 10.
V misté A dochazi k navazani molekuly transferové RNA (tRNA), pfijima tedy nové
tRNA. Tato tRNA nese na jednom konci aminokyselinu a na druhém konci ma trojici
nukleotidi komplementarnich ke kodonu na mRNA. Na misté P je navdazana
peptidylovd tRNA. Na konci této tRNA je tvofici se peptid. Misto E predstavuje Cast,

kde se deacylovand molekula tRNA uvoliuje z ribozomu.
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mRNA ...,AUGUGGUUC...

Obrazek 10 Znazornéni A, P, E mist na bakteridlnim ribozomu pFi syntéze proteind.

Large ribosomal subunit — velkd ribozomdlni podjednotka (50S), Small ribosomal subunit —
mald ribozomdlni podjednotka (30S), Codon — Kodon, Anticodon — antikodon, Amino acid —
aminokyselina.

Zdroj: https://www.khanacademy.org/science/biology/gene-expression-central-
dogmay/translation-polypeptides/a/the-stages-of-translation

Syntéza bakterialnich protein( se sklada ze tti klicovych fazi - iniciace, elongace a
terminace. Schéma proteosyntézy ilustruje obrazek 11. Pfi iniciaci je pocateéni kodon
mMRNA, coZ je kodon AUG, umistén v misté P spolu s iniciacni tRNA, ktera nese prvni
aminokyselinu polypeptidu. U bakterii je tato aminokyselina N-formylmethionin.
Nasleduje druha faze proteosyntézy, elongace. Nova tRNA nesouci aminokyselinu
(aminoacyl-tRNA) vstupuje do mista A. Antikodon této tRNA musi byt komplementarni
ke kodonu na mRNA. Aminokyselina je priddvana do rostouciho polypeptidového
fetézce. Polypeptidovda vazba mezi aminokyselinami je tvorena za pomoci
peptidyltransferazy. Peptidyl tRNA je deacylovdna a vstupuje do mista E, zatimco
aminoacyl-tRNA obsahujici novy polypeptid se pohybuje do mista P, coz umoznuje
nové aminoacyl-tRNA doddavat dalsi aminokyselinu do ribozomu. Prodluzovani
pokracuje timto zplsobem, dokud se nedojde na mRNA ke stop kodonu. Tento kodon
je rozpoznan uvolfiovacim faktorem (RF). Vazba RF katalyzuje Stépeni vazby mezi
polypeptidem a tRNA. Vtomto okamiiku je translace ukoncena a je uvolnén
polypeptid zribozomu. Tato posledni faze je oznacovana jako terminace. (Laursen,

2005; Serio, 2016; Svihovec, 2018)
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| novotveieny protein

aminokyseliny

508 podjednotka

Obrazek 11 Illustrace proteosyntézy.

Zdroj: Svihovec, 2018

U¢inek aminoglykosid(i na ribozomy je dan jejich vazbou na 30S podjednotku
ribozomu (viz obrazek 12) svysokou afinitou k A mistu. Jednotlivi zastupci
aminoglykosidd maji rGzné specifity pro rlizné oblasti A mista. Ale u vSech se
predpoklada, Ze méni konformaci. Vazba na ribozom muze vést k chybné translaci, kdy
dochazi k nespravnému parovdni. To ma za nasledek syntézu chybnych proteind.
Nasledné se uvolfiuje chybny polypeptid, ktery mlze zpUsobit poskozeni bunécné
membrany a jinych struktur bunky. Kromé nespravného parovani mohou
aminoglykosidy zapficinit poruchu ¢teni informace v mRNA a zablokuji tak pfesun tRNA

s navazanym peptidovym retézcem z mista A na misto P a blokuje se tak celd elongace.

(Serio, 2018; Krause 2016)
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CHYBNA AMINOKYSELINA

585 PODIEDNOTKA

b U A
KXAXXX AU a, CCCCACCUGA
[ 1L | AR EEEN
5 = codan 1 odon3 codond codon 5 cedon 6 codon 7 3
{-MET/__IARG) NGLY) (SER) (PRD) (THR) (Stop)
/ Start)
385 PODJEDNOTHA AMINOGLYKOSID mRNA

Obrazek 12 Znazornéni aminoglykosidu navdzaného na 30S podjednotku ribozomu.
Zdroj:
http://faculty.ccbcmd.edu/courses/bio141/lecquide/unit2/control/aglycomiscode_illus.html

| presto, Ze se aminoglykosidy fadi do skupiny antibiotik inhibujicich
proteosyntézu, jejich primarni mechanismus ucinku je inhibice klicovych kroku
v syntéze bakteridlnich proteind. Aminoglykosidy jsou polykationtové, hydrofobni
molekuly. Do bakteridlnich bunék vstupuji v tfistupfiovém procesu. Prvni stupen
vstupu aminoglykosid( je zprostfedkovan elektrostatickou vazbou pozitivnhé nabitych
aminoglykosidovych molekul na zadporné nabité komponenty na povrchu bakteridlni
buriky. V pfipadé gramnegativnich bakterii se nejprve elektrostaticky navazi na
fosfolipidy a lipopolysacharidy pfitomné ve vnéjsSi membrané. Tato vazba zapficini
vytésnéni horecnatych a vapenatych kationtl. Tim se rozrusi zevni membrana a
vzniknou otvory, které umozni prichod antibiotika do periplazmatického prostoru. U
grampozitivnich bakterii se vazi na fosfolipidy a kyselinu teichoovou. Druhy stupen
jejich vstupu probiha za pomoci aktivniho transportu. Tato faze je zavisla na transportu
elektronll a vyZaduje dodani energie. Dochazi kabsorpci malého poctu
aminoglykosidovych molekul, které zacinaji inhibovat proteosyntézu. Akumulaci
aminoglykosidi v burice se zrychluje inhibice proteosyntézy. Tato akumulace a

nasledné rychlé zabijeni bakterii je oznacovano jako treti stupen.
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Dalo by se tedy fict, Ze aminoglykosidy maji dualni Gcinek. Inhibuji
proteosyntézu, ale zdroven poskozuji bunécnou membranu bakterii. Zaroven
predstavuji jediného zastupce ze skupiny inhibitorl syntézy proteind, jehoz ucinek je
baktericidni. VSechny ostatni tfidy antibiotik, které inhibuji proteosyntézu, jsou
klasifikovany jako bakteriostatické. (Bennett, 2015; Krause, 2016; Svihovec, 2018;
Serio, 2016; Mingeot-Leclercq, 1999)

7.2.1.2 Fosfomycin

Fosfomycin patfi do skupiny antibiotik inhibujicich syntézu bunééné stény. Cilem
vSech téchto antibiotik je peptidoglykan. Peptidoglykan je soucasti bunécné stény
grampozitivnich i gramnegativnich bakterii. Je pro né nepostradatelny a nachazi se
hned na povrchu buriky, coZ z néj déla idealni cil pro plsobeni antibiotik. Fosfomycin,
stejné jako napriklad B-laktamova antibiotika, pUsobi jako falesné substraty, a tim

zablokuji klicovou metabolickou reakci pfi syntéze peptidoglykanu.

Zakladnimi prvky peptidoglykanu jsou N-acetyl-glukosamin (NAG) a kyselina
N-acetylmuramovd (NAMA). Tyto prvky vznikaji jako prvni. Postupné se k NAMA
pripojuje peptidovy fetézec, obsahujici nejdrive tfi a poté pét aminokyselin. Koncovou
Cast tohoto retézce tvofi D-alanin-D-alanin. Takto vznikla NAMA s peptidovym
fetézcem se navaze na NAG a vytvorena struktura je transportovana pres bunécnou
membranu, kde na ni plsobi enzymy. Vlivem téchto enzymu dojde ke spojeni NAG a
NAMA glykosidickou vazbou a vznikd jedno dlouhé polysacharidové vldkno. Poté se

vytvofi ptiéné vazby mezi vlakny a vznikd mfizka. (Vollmer, 2008; Benes, 2018)

Fosfomycin inhibuje enzymaticky katalyzovanou reakci v prvnim kroku syntézy
peptidoglykanu. Transport fosfomycinu do bunky je realizovan pomoci transportéru
glycerol-3-fosfatu (GlpT) a transportéru glukdza-6-fosfatu (G6P) zobrazenych na
obrazku 13. Primarné vyuzivd fosfomycin transport pomoci GIpT. Transportni systém

G6P je indukovan pouze v pfitomnosti glukdza-6-fosfatu.
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Obrazek 13 Transportni systémy pro fosfomycin.

Zdroj: https://www.researchgate.net/figure/Mechanism-of-action-of-fosfomycin-
F_fig3 320742923
Jakmile je fosfomycin v burice, brédni tvorbé NAMA z N-acetylglukosaminu a
fosfoenolpyruvatu (PEP). Je strukturnim analogem PEP a plsobi tak jako falesny
substrat pro enzym UDP-N-acetylglukosamin-3-enolpyruvyltransferazu (MurA). MurA
je zapojena do biosyntézy peptidoglykanu katalyzovanim prenosu PEP na
3-hydroxylovou skupinu N-acetylglukosaminu. Reakce katalyzovand MurA je

znazornéna na obrdazku 14. Konkrétné alkyluje aktivni misto, -SH skupinu, tohoto

enzymu.
Tetrahedral intermediate
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ﬁf -Z::; f—co Pi
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[ N -HOH __,/ i &i *F“ /o OH
UDP / 7 . - . My HB, ”/HN Y
. i ?
. HN 00C OPO, & COOH
o}
UDP-N-acetylglucosamine Phosphoenolpyruvate UDP-N-acetylglucosamine-enolpyruvate

Obrdzek 14 Reakce katalyzovand MurA.
Zdroj: Silver, 2017
Skutecnost, Ze grampozitivni i gramnegativni bakterie vyZaduji pro syntézu
peptidoglykanu tvorbu NAMA znamend, Ze spektrum pulsobeni fosfomycinu je velmi

Siroké. (Falagas, 2016; Michalopoulos, 2011; Sastry, 2016)
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7.3 NOVE TRENDY

S rostouci rezistenci je kladen vysoky ndrok na vyvoj novych Gcinnych
antibakteridlnich latek. S vyvijejicim se natlakem je tfeba zvySovat investice do vyvoje a
urychlovat hodnoceni a registraci nové vyvinutych léCiv. BohuZel vlivem téchto faktoru
dochazi spisSe ke zpomalovani vyvoje novych antibiotik. MoZna i z toho dlvodu se velmi
Casto vyvoj vraci k antibiotikim, ktera dfive upadla v zapomnéni v dusledku jejich
toxicity. Mezi takovd antibiotika, kterd znovu ziskdvaji popularitu vIécbé
multirezistentnich kmen(, se fadi kolistin, fosfomycin, minocyklin nebo napfiklad
mecilinam. Z dplné novych latek jsou registrovany dva nové glykopeptidy, a to
oritavancin a dalbavancin, a také jeden novy oxazolidinon, nesouci nazev tedizolid.
K novéjsSim trendl by se také dala zaradit kombinace cefalosporin( s inhibitory
B-laktamaz, prikladem mZe byt kombinace ceftolozan a tazobaktam nebo ceftazidim a
avibaktam. Globalné se zvySuje prevalence rezistentnich gramnegativnich patogend. Je
tfeba vyvijet i nova léciva ucinna proti témto patogentim. Jednim z nich je plazomicin.
DalSim ze zastupcl nové generace by mohl byt solithromycin, u kterého probihaji

klinické studie a ovéfuje se jeho bezpecnost. (Buege, 2017; Rolain, 2016)

Vroce 2016 pozadaly staty WHO o vytvoreni seznamu rezistentnich bakterii
sefazenych dle priorit pfi vyzkumu antibiotik. PFi tvorbé tohoto seznamu se bralo
v Uvahu nékolik kritérii a to Umrtnost, zdravotni a komunitni zatéz, prevalence
rezistence, schopnost prenosu, prevence a lé¢by. Seznam byl rozdélen do tfi Urovni, a
to na kritickou, vysokou a stfedni Uroven dle priority. Mezi bakterie s kritickou
prioritou byly zarazeny Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii a bakterie
z Celedi Enterobacteriaceae. Do skupiny bakterii s vysokou prioritou patfily
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Campylobacter,
Neisseria gonorrhoeae a Salmonella enterica sérotyp Typhi. Treti skupina se stfedni
prioritou zahrnovala tyto bakterie: Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae
a Shigella spp. Tento seznam neni jediny, podobny vytvofilo také Centrum pro kontrolu
a prevenci nemoci a dalsi zdravotnické instituce. Kazdy z téchto seznamu se lehce lisi
v zavislosti na hodnocenych kritériich. Ovsem existence téchto seznamU poukazuje na
mezindrodni zdjem o vyvoj novych potfebnych antibiotik UCinnych zejména na

rezistentni kmeny. (Tacconelli, 2018)
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7.3.1 Oritavancin, dalbavancin

Na konci 80. let minulého stoleti se zacaly objevovat prvni kmeny rezistentni na
vankomycin. Vankomycin slouZzil po dlouhou dobu jako Iék prvni volby pfi [é€bé infekci
rezistentnich na vankomycin, proto je dllezité najit alternativni latku, kterd by byla
ucinnd pfi  lécbé rezistentnich grampozitivnich bakterii. Pfikladem novych
antimikrobnich latek ze skupiny glykopeptidl, konkrétné lipoglykopeptid(,

nahrazujicich vankomycin je oritavancin a dalbavancin.

Oritavancin je lipoglykopeptid indikovany k |écbé infekci kiize a mékkych tkani.
Evropska komise udélila rozhodnuti o registraci v bfeznu roku 2015. Jednad se
baktericidni [atku. Je Uc¢inny proti grampozitivnim aerobnim bakteriim véetné MRSA a
jeho aktivita je prokdzana také u bakterii rezistentnich k vankomycinu. Z anaerobnich
bakterii se do jeho spektra Ucinku radi Clostridium difficile, Clostridium perfringens,
Peptostreptococcus spp. a Propionibacterium acnes. Oritavancin je odvozen od
chloreremomycinu, analogu vankomycinu. Spektrum Gcinku i chemicka struktura je
velmi podobnd vankomycinu. Oritavancin se ale od vankomycinu liSi zejména nizSimi

MIC. Chemickou strukturu zobrazuje obrazek 15.

Obrazek 15 Chemicka struktura oritavancinu.

Zdroj: Rosental, 2018
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Stejné jako dalsi glykopeptidy, inhibuje i oritavancin syntézu bunécéné stény. Jeho
unikatni vlastnosti je schopnost inhibovat syntézu bakterialni RNA, co umoznuje rychlé
baktericidni plUsobeni. Z provedenych studii lze za nezadouci Ucinky pti jeho uzivani
povaZzovat nauzeu, bolesti hlavy, prijem a dalsi nespecifické symptomy. Na rozdil od

vankomycinu u néj nebyla prokazana nefrotoxicita ani ototoxicita. (Rosental, 2018)

Dalbavancin je semisynteticky lipoglykopeptid pUsobici proti Siroké Skale
grampozitivnich patogen(. Evropskou agenturou pro lécivé pfipravky byl schvalen
v unoru roku 2015 jako latka vyuZivana klécbé infekci kGze. Stejné jako vSechny
glykopeptidy, véetné oritavancinu, je mechanismus ucinku zaloZen na tvorbé komplexu
s koncovym D-alanyl-D-alaninem peptidoglykanovych fetézcl, ¢imZz dochazi k inhibici
syntézy bunécné stény. Afinita dalbavancinu k cilovému mistu je vyssi neZz u ostatnich
glykopeptidl, tim se zvySuje jeho antimikrobidlni UGcinnost. Vykazuje silnéjsi
baktericidni aktivitu proti mnoha rezistentnim grampozitivnim organismim. Vzhledem
k jeho dlouhému biologickému polocasu ho Ize poddvat pouze jednou tydné. Stejné
jako dalsi glykopeptidova antibiotika ho je tfeba poddvat intravendzné. Dalbavancin
byva velmi dobfe tolerovan. Nezadouci Ucinky se vyskytuji jen mirné a lze mezi né
zaradit prajem, horecku, nauzeu, bolesti hlavy, oralni kandidézu a dalsi. Stejné jako
oritavancin, ani dalbavancin nema ototoxické ¢i nefrotoxické ucinky. (Chen, 2007;

Ramdeen, 2015; Lin, 2016).

7.3.2 Tedizolid

Vzhledem k rostoucim obavam z rezistence a selhani 1ééby vankomycinem, je
treba hledat dalsi alternativni antibiotika na grampozitivni infekce. Na zacatku tohoto
stoleti se zacal pro rezistentni kmeny vyuZivat Iék linezolid, patfici do skupiny
oxazolidinovych antibiotik. Po jeho uvedeni na trh se zacaly objevovat bakterie
rezistentni i na jeho plsobeni, ztoho divodu doslo k vyvoji nového léku ze skupiny

oxazolidinovych antibiotik a tim je tedizolid.

Tedizolid je oxazolidinova antibakteridlni [atka. Stejné jako u oritavancinu udélila
komise Evropské unie rozhodnuti o registraci pfipravku v bfeznu roku 2015. Prokazuje
silnou aktivitu proti grampozitivnim bakteriim, véetné multirezistentnich kmenu jako je

MRSA a nékterych kmenu rezistentnich k linezolidu. Mechanismus pUsobeni je zalozen
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na inhibici syntézy protein(l. Tedizolid, podobné jako linezolid, se vaze na ribozomalni
zejména pfi akutnich infekci kGize a mékkych tkani, ale probihaji téz studie jeho uziti pfi
[é¢bé pneumonie. Jeho pfizniva farmakokinetika umoZzfiuje podani pouze jednou
denné v peroralni i intravendzni formé. Strukturdlni rozdily od linezolidu zahrnuji
hydroxymethylovou skupinu misto acetamidové skupiny v poloze C-5 a substituent D-
kruhu, ktery u linezolidu chybi. Pravé tyto zmény mohou zvysit interakci tedizolidu
s vazebnym mistem pro peptidyl-transferazu a zvysit tak jeho ucinnost. Tedizolid je
vyuzivan ve formé fosfatového proléciva, coz umoznuje lepsi rozpustnost. V krvi je pak
Stépen sérovymi fosfatazami na aktivni |é¢ivo. Nasledujici obrazek 16 zobrazuje

porovnani linezolidu s tedizolidem a také proléciva tedizolid fosfatu.
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Obrazek 16 Struktura linezolidu, tedizolidu a tedizolid fosfatu.

Zdroj: Tacconelli, 2018

NeZddouci ucinky jsou srovnatelné nebo nizsi nez u linezolidu a jsou ve vétsiné
pfipadu mirné. Vyhodou oproti linezolidu ve vyskytu nezadoucich Gcinkd je snizeny

vyskyt trombocytopenie. (Kisgen, 2014; Rybak, 2015)

7.3.3 Plazomicin

Plazomicin je novy aminoglykosid, synteticky odvozeny od sisomicinu. Odlisuje se
od néj pfidanim skupiny hydroxyaminomaselné v poloze 1 a hydroxymethylové skupiny

v poloze 6. Témito strukturnimi zménami se zvySuje spektrum aktivity proti
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organismim, které maji enzymy modifikujici aminoglykosidy. Stejné jako je tomu u
ostatnich aminoglykosidl, i plazomicin se vadze na 30S podjednotku bakterialniho
ribozomu a inhibuje tak syntézu bakterialnich protein(. Plazomicin prokazuje aktivitu
proti velkému spektru mikrob(, jako je Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus spp.
a bakterie z Celedi Enterobacteriaceae, a to véetné téch produkujicich karbapenemazu
a patogenu produkujicich Sirokospektré B-laktamazy (ESBL). Tento aminoglykosid byl
zatim schvalen pro pouZiti jen americkym Ufadem pro potraviny a lé¢iva (FDA). Je
urcen pro dospélé osoby zejména pfri lécbé komplikovanych infekci mocovych cest.
Vétdina aminoglykosidG je spojovdna s nefrotoxicitou a ototoxicitou. Udaje
z provedenych studii ukazuji, Ze pokud je plazomicin podavan po kratkou dobu, je
vyskyt téchto nezddoucich ucinku nizsi neZ u ostatnich aminoglykosidl. NejcastéjSimi
nezadoucimi ucinky pozorovanymi v prabéhu klinickych studii byly bolesti hlavy,
zavraté, prljmy a rozmazané vidéni. Do budoucna lze predpokladat, Ze se vyuZiti
plazomicinu bude rozsifovat, a to napfiklad na nozokomialni pneumonie, sepse a dalsi

infekce. (Shaeer, 2019; Eljaaly, 2019; Saravolatz, 2019)

7.3.4 Solithromycin

Solithromycin, tazeny do skupiny makrolidd, je novym vyvijenym
fluoroketolidovym antibiotikem. Je vyvinut ve formé pro perordlni i intravendzni uZiti.
Predpoklada se, ze by mél byt vyuzit vterapii komunitni pneumonie. Plsobi proti
vétsSiné patogenld zpUsobujicich komunitni pneumonie jako je Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae a dalsi. Stdle vice se vyskytuje rezistence
pneumokokl na pouZivand antibiotika. Studie uvadi, Ze v Americe je az 50 %
pneumokoku rezistentnich k makrolidim a pfriblizné 40 % k penicilindm. V Evropé jsou
tato procenta obdobnad. Solithromycin se vaze na 50S podjednotku ribozomu, kde na
rozdil od ostatnich makrolid(, ktefi interaguji pouze s jednim mistem, interaguje se
tfemi misty na ribozomu, coz mu poskytuje aktivitu proti rezistentnim bakteriim.
Celkové byl solithromycin v klinickych studiich dobfe tolerovan, nejcastéji se
vyskytovaly gastrointestindlni potize. Klinicka ucinnost se pohybovala okolo 80-90 %.

(Maclauchin, 2018; Okusanya, 2019; Viasus, 2016)
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V roce 2016 FDA zamitlo Zadost o schvdleni solithromycinu a vyZaduje novou
vétsi klinickou studii pro posouzeni bezpecnosti léCiva. Konkrétné se jednalo o riziko
hepatotoxicity, které nebylo dostateéné charakterizovdno, jelikoz bylo do studie
zapojeno jen 920 pacientl. Tento pocet pacientl neni dostatecny pro posouzeni

jaternich nezadoucich ucinkl. (Owens, 2017)

7.4 Registrace nového antibiotika

Jesté v poloviné minulého stoleti doba od objevu antibakteridlni latky po jeji
uvedeni na trh cinila pfiblizné 1 aZ 2 roky. Dnes je kladen mnohem vétsi dliraz na
bezpecnost a ucinnost, a i ztoho dlvodu se uvedeni nového pfipravku na trh stava
slozitéjsi, casové naroc€néjsi a také drazsi. Jen malo farmaceutickych firem na svété ma

dostatek prostredk(l pro vyvoj nového léku.

Uvedeni nového léku na trh predchazi nékolikalety vyzkum. Cilem vyzkumu je
prokazat kvalitu, uéinnost a bezpefnost testované latky. Sleduji se také nezadouci
ucinky, farmakokinetické parametry a chovani léku v lidském organismu. Samotné
klinické testovani probihd na lidech. NeZ ale ktakovému kroku dojde dochdzi k
preklinickému testovani. Preklinické testovani zahrnuje hodnoceni fyzikdlnich a
chemickych vlastnosti, jako je stabilita, rozpustnost a kompatibilita s fyziologickym
prostfednim. Nasleduje testovani na zvifatech, pfipadné bunécnych kulturach.
V nékterych pripadech je také moiné testovat na izolovanych organech. Pfi
preklinickych studiich se zjistuje napriklad toxicita, karcinogenita, mutagenita a dalsi
nezadouci faktory, které by pfi podani ¢lovéku mohly mit nechténé nasledky. V Ceské
republice musi byt Zadost o klinické hodnoceni zhodnocena a odsouhlasena Statnim
ustavem pro kontrolu lé¢iv a alespon jednou etickou komisi. V rdmci Evropské unie se
na registraci |éCiv podili zejména Evropskd agentura pro |écivé pfipravky. V Americe je

to FDA.

Samotné klinické hodnoceni je rozdéleno do Ctyf fazi. Ve fazi prvni je 1ék podan
zdravym dobrovolnikim. V této fazi se zjistuje tolerance latky lidskym organismem.
Zacina se podavanim nizkych davek, které jsou postupné zvySovany az do vyse

maximalni tolerované davky, ktera je v této fazi definovana.
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Ve druhé fazi je |ék poddvan malé skupiné konkrétné definovanych pacientl. Po
podani se prokazuji ucinky a stanovuje se vhodna davka. Zaznamenavaji se také dalsi
Udaje o léku. V pfipadé UspesSnosti této faze, kdy je prokazan ucinek prevysujici
nezadouci ucinky, je mozné prejit do treti faze.

Treti faze také ovéruje ucinnosti Iékd a nezadouci Ucinky. Na rozdil od faze druhé
ale jiz zahrnuje vétsi skupinu pacienttl. Cim vice osob je do této faze zapojeno, tim lépe
se oveéri ucinnost léku. Pokud lék projde treti fazi, jsou organizacim schvalujicim nové
léky predloZeny Zadosti o jeho registraci. Je-li 1ék schvalen, lze ho vyuZivat v rdmci

zdravotni péce. Ovsem nasleduje jesté ¢tvrtd, posledni faze, tzv. postregistracni.

V této posledni fazi se dikladné sleduje incidence nezadoucich ucinkd, zejména
pfi dlouhodobém uzivani a také interakce s jinymi uzivanymi IéCivy. V této fazi také Ize
provést dalsi klinickd hodnoceni, kdy dochdazi k podani naptiklad détem, starSim

pacientim nebo téhotnym zenam. (www.sukl.cz; Benes, 2018)

52


http://www.sukl.cz/

8. REZISTENCE

Bakteridlni rezistence je definovana jako schopnost bakterie odolavat inhibi¢ni
koncentraci antimikrobni latky. Existuji dva zakladni typy rezistence, a to primarni a
sekundarni, oznacované také jako ptirozena a ziskand. S pfirozenou se setkavame jiz od
prvnich objevl antibiotik. Ziskand rezistence se rozvijela spole¢né se zvysujici se
spotiebou antibiotik a dnes tvofi celosvétovy problém, kdy plvodné citlivé bakterie se
stavaji odolnymi proti antimikrobnim latkdm. | kdyZ v rozvojovych zemi se stale
potkdme s umrtim pacientl z divodu nedostatku vhodnych antibiotik, ve vyspélych
zemich neni hlavnim problémem jejich dostupnost, ale rostouci rezistence. Rezistentni
mikroorganismy zplsobuji téZce |écitelné infekce, které mohou skoncit smrti. Lécba
takovych infekci vyZaduje delSi hospitalizace a dochazi tak i ke zvySovani nakladd na

[éCbu. (Lochmannova, 2008; Jedlickova, 2009)

8.1 Primarni rezistence

Primdrni rezistence je pfirozena, geneticky podminénd vlastnost mikrobidlniho
druhu. Rezistentni bakterie se nenachazi ve spektru ucinku daného antibiotika, proto
na rozdil od ziskané ani neni Zadnd souvislost s pfedchozim kontaktem bakterie a
antibiotika. Neexistuje zadnd antimikrobni latka, ktera by svym spektrem pokryla
vSechny bakterie. BéZnym dlivodem primdrni rezistence je absence cilového mista,
nepropustnost bunécné stény nebo napfiklad produkce inaktivujicich enzym(. Nékdy
je moZné vyuzit rezistenci k identifikaci bakterie, pfipadné selektivni izolaci. (Vrablik,

2019; Schindler,2010)

Prikladem pfirozené rezistence mohou byt napfiklad aminoglykosidy, jejichz
transport cytoplazmatickou membranou bakterii vyzaduje kyslik. Z tohoto dlivodu
nebudou Uc¢inné na anaerobni bakterie, jelikoz jim bude znemoznén prlchod
cytoplazmatickou membrdanou. Nékteré bakterie zase mohou tvofit enzym [-

laktamazu, ¢imz inaktivuji B-laktamova antibiotika. (Benes, 2018; Serio,2018)

Nékteré konkrétni priklady primarni rezistence uvadi nasledujici tabulka 7.
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Tabulka 7 Vybrané priklady primdrni rezistence.

Bakterie Antibiotikum
Neisseria gonorrhoae vankomycin
Klebsiella pneumoniae ampicilin

Listeria monocytogenes

cefalosporiny

Staphylococcus aureus

ceftazidim

Escherichia coli

penicilin

Enterococcus faecium

cefalosporiny

Zdroj: Benes, 2018

8.2 Sekundarni rezistence

Sekundarni neboli ziskana rezistence se vyskytuje u mikrob( pavodné citlivych. Je
spojena s uzivanim antibiotik. Bakterie po kontaktu s antibiotikem mda prostor
adaptovat své metabolické pochody a mize ziskat rezistenci proti antibiotiku. Castéji
se vyskytujicim dlvodem vzniku rezistence nez adaptace bakterie, je genetickd
podstata. MUZe dojit k modifikaci genu zodpovédnému za citlivost bakterie nebo

prevzeti genetického materidlu od rezistentni buriky.

Rizikovymi faktory pro vznik sekunddrni rezistence jsou dlouhodobé podavani
antibiotik nebo nevhodna profylaxe. Velmi ¢asto se také setkdvame s pfedepisovanim
antibiotik na jiné neZ bakterialni infekce. V takovém pripadé je podani antibiotika
zbytecéné a napomaha vzniku rezistence. NedodrZovani intervald nebo Spatné zvolena

davka mohou k rezistenci také prispét. (Vrablik, 2019; Addmkova,2019)

MuUzZeme se setkat s nékolika typy mechanismQ, které vyuzivaji bakterie pro vznik
rezistence. Jednim z nich je zabranéni pristupu antibiotika k cilovému mistu. Prvni
zdbranou pro vstup antibiotika je bakteridlni pouzdro, které muze nést ndaboj

odpuzujici molekuly antibiotika. Antibiotika se do periplazmatického prostoru bakterii
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dostdvaji skrz poriny. Uréitou mutaci mazZe dojit ke sniZeni, pfipadné strukturalni
zméné porinl a znemozni se tak prlchod antibakteridlni latky do buriky. Posledni
bariérou, kterd miliZe znemoznit vstup antibiotika do bunky je cytoplazmaticka
membrana. Pfes tuto membrdnu prochazeji bakterie ve vétsiné pripadl pomoci
transportnich systému. V pfipadé, Ze bakterie omezi aktivitu téchto systému, znemozni

se tak prichod antibiotika.

Kromé znepfistupnéni cilového mista mohou bakterie také zmeénit jeho
strukturu. Antibiotikum pak ke strukturné zménénym cilovym mistlm ztraci afinitu. Za
zménu struktury mizZe byt zodpovédna mutace genu, ktery koduje cilové misto. Mize
se jednat o enzym, ribozom nebo prvky bunécné membrany. Kromé mutace se muize

uplatnit i dodatec¢na uprava molekuly. Ptiklad takové Upravy je metylace ribozomu.

Dalsim mechanismem ziskané rezistence je enzymatickd inaktivace antibiotika.
Princip je zaloZen na rozStépeni molekuly antibiotika nebo pfipojeni chemické skupiny.
Antibiotikum muUzZe byt napfiklad acetylovano, coz znemozZni jeho vazbu na cilové

misto.

Bakterie také mohou branit aktivaci antibiotika. Tento mechanismus ale funguje
jen u antibiotik, kterd jsou pfijimana jako neaktivni a az plsobenim bakteridlnich
enzym0 dojde k jejich aktivaci. Bakterie snizi produkci aktivujictho enzymu nebo diky
mutaci vytvori enzym, ktery bude neudinny a nedojde tak ke vzniku aktivni formy

antibiotika.

Poslednim mechanismem je vylucovani antibiotika z bakteridlnich bunék. Tomuto
mechanismu se také nékdy rika efluxni, a to z toho dlvodu, Ze bakterie vyuZzivaji pro
eliminaci antibiotika pravé efluxni systémy. Témito efluxnimi systémy vycerpavaji
nezadouci latky, vtomto pfipadé antibiotika, z buriky, a to i proti koncentraénimu
gradientu. Jednd se o energeticky ndroény mechanismus. Efluxni pumpy maji ale
omezenou kapacitu a odstranuji molekuly antibiotika, které jiz do buriky pronikly, to
znamena, Ze nékteré se jiz mohly navazat na své cilové misto. Z tohoto divodu je
ochrana pred ucinkem antimikrobni latky jen ¢astecna. Dochazi spiSe ke snizeni aktivity
antibiotika nez k jeho Uplnému zneskodnéni. (Lochmann,2006; Schindler, 2010; Benes,

2018)
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8.3 Geneticky prenos rezistence

Pfi genetickém prenosu rezistence rozliSujeme dva typy, vertikalni a horizontalni
prenos. Pokud dochazi kpfenosu genli rezistence na potomstvo, hovofime o
vertikdlnim prenosu. V pfipadé, Ze dojde k prenosu v jedné generacni vrstvé, pak

prenos oznacujeme jako horizontalni.

V horizontalnim pfenosu se uplatiuji zejména plazmidy a transpozony. Plazmidy
jsou malé kruhové molekuly DNA, které se nachazi v cytoplazmé bakteridlnich bunék.
Genetickou informaci v nich uloZzenou mulze bakterie vyuZivat stejné jako genetickou
informaci z nukleoidu. Plazmidy s geny rezistence se oznacuji jako R-plazmidy.
Transpozony jsou geny, které jsou schopné se premistovat z jednoho mista DNA na
jiné. Mlze dojit k pfenosu genu z chromozomu na plazmid, ale také z plazmidu na

chromozom. Tyto geny se pak stavaji stdlou soucdasti genetické vybavy.

Mezi mechanismy schopné horizontalniho prfenosu radime konjugaci, transdukci
a transformaci. Konjugace je prenos mezi bakteriemi pomoci specidlniho vybézku
cytoplazmy — tzv. sex pili. Transdukce je prenos zprostfedkovany bakteriofagem.

Transformace je pfijem exogenni DNA. (Bene$, 2018; Lochmann, 2006)

8.4 Multirezistence

Bakterie mohou byt rezistentni k vétSimu mnoZstvi antibiotik, jak pfibuznych, tak
s naprosto odliSnou chemickou strukturou. Tato rezistence ptinasi nejvétsi problémy
zejména v nemocnic¢nich zafizenich, kde zpUsobuje omezeni moznosti lécby. Za
vznikem multirezistence velice ¢asto stoji zisk genu z plazmidu nebo transpozonu. Mezi
multirezistentni druhy mulzZeme zaradit pneumokoky, stafylokoky nebo napfiklad

enterokoky.

Pojem multirezistence se poprvé objevil v souvislosti s rezistenci Mycobacterium
tuberculosis, ktera byla rezistentni ke dvéma nejdulezZitéjSim a nejpouzivanéjsim
antituberkulotikiim. Multirezistenci Ize rozdélit do tfech skupin. Multilékova rezistence
(MDR) znamena necitlivost alespon k jedné latce ve tfech skupinach antibiotik. Druha
skupina extenzivni rezistence (XDR) predstavuje rezistenci kalesponn jednomu

antibiotiku z vétsiny skupin. U XDR mohou byt maximalné dvé skupiny citlivé. Posledni
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je panrezistence (PDR), kdy neni citlivost k Zadnému antibiotiku. (Schindler, 2010;

Livermore,2007; Hrabak, 2016)

8.5 MRSA

Jednou z nejznaméjSich multirezistentnich bakterii je MRSA. Jde o bakterii
Staphylococcus aureus charakteristického rezistenci k oxacilinu a vSem B-laktamovym
antibiotikim. Infekce zplsobené MRSA jsou spojeny s vysSi Umrtnosti, nez je tomu u
infekci nerezistentnim kmenem Staphylococcus aureus. Vétsi umrtnost neni
rezistence se podili gen mecA, ktery stoji za syntézou PBP2a. PBP2a md mnohem mensi

afinitu nez klasicky PBP2. Nedojde tedy k poruse syntézy bunééné stény.

Drive byla MRSA spojovana pouze s nemocni¢nim prostfedim. Dnes se ale velmi
¢asto vyskytuji i komunitni kmeny oznacované jako CA-MRSA. Nozokomialni kmeny
maji zkratku HA-MRSA. CA-MRSA kmeny byly omezeny pouze na populaci mimo
nemocnici. Zpasobovaly nekomplikované infekce klize a mékkych tkani. V posledni
dobé ale dochazi k prolindni téchto dvou skupin a nelze v nékterych pripadech presné
definovat o jaky konkrétni typ se jedna. CA-MRSA byva agresivnéjsi, ale dostatecné
citlivd na jind antibiotika. U HA-MRSA je hlavnim problémem velmi Spatna citlivost na

razné skupiny antibiotik.

S timto patogenem se mUlzZeme setkat na sliznici ¢i kdzi u vice jak poloviny
zdravych jedinc(. Pro tyto osoby bez oslabeni nepredstavuje MRSA Zadné komplikace.
MRSA u citlivych jedincd mlzZe zpuUsobit infekce kGze, mékkych tkani, dychacich cest,
sepsi, endokarditidu nebo napriklad osteomyelitidu. Lécba zavisi na misté infekce a na
in vitro citlivosti k antibakteridlnim latkam. Mezi latky, které vykazuiji citlivost k MRSA,
patfi daptomycin, linezolid a vankomycin. (Lakhundi, 2018; Schindler, 2018; Cunha,
2005)

8.6 Situace v Evropé

Ve vyskytu rezistentnich bakterii existuji ve svéte velké rozdily. Dalo by se ¢ekat,
Ze u C¢lenl Evropské unie bude situace obdobna, ovSsem ani to neni pravda. Nejvyssi

spotiebu antibiotik po pfepoctu na velikost populace méa Recko nebo naptiklad Kypr.
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Nejmensi spotfebu najdeme u Nizozemska. Rozdil mezi témito dvéma extrémy je
pfiblizné trojnasobny. (www.ecdc.eu)

Rozdily nejsou jen v spotfebé antibiotik, ale také ve vyskytu multirezistentnich
staty, naopak u jiznich statu je procentudlni podil MRSA az 75 %. | zde je vidét
souvislost mezi mirou uzivani antibiotik a vyskytem multirezistentnich kmen0. Vyssi
mite vyskytu rezistence v jiznich statech pfispivaji i vhodné klimatické podminky. U

severskych zemi je jejich podnebi naopak vyhodou v boji proti rezistenci. (ww.ecdc.eu)
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Obrazek 17 Vyskyt MRSA v Evropé.

Zdroj: https://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx?Dataset=27&HealthTopic=4
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9. TESTY HODNOCENI ANTIMIKROBIALNI AKTIVITY

Pro spravnou l|écbu je kromé identifikace mikroorganismu dUlezité také
hodnoceni antimikrobidlni aktivity vykultivovaného kmene. PFi testech ucinnosti se
pozoruje interakce mezi antibiotikem a bakterii v in vitro prostredi. V pfipadé, Ze je
kmen rezistentni v laboratornich podminkach, je skoro jisté, Ze nebude citlivy ani
vinvivo prostfedi. Naopak vlivem pozdé zahdjené I|éCby, nerespektovani
farmakokinetiky nebo dalSich faktorll mUze dojit k selhani lécby i v pfipadé, kdy

v podminkach in vitro byl kmen citlivy. (Lochmann, 2006; Goering, 2016)

Hodnoceni aktivity mlzZe byt kvalitativni nebo kvantitativni. U kvalitativniho
hodnoceni ziskdme pouze informaci o tom, zda dany kmen je, anebo neni citlivy. Pfi
kvantitativnim zjistime i informaci o MIC. MIC je nejnizsi mozna koncentrace, pti které
dojde k potlaceni rlstu testovaného kmene. Nékdy se také muizeme setkat i
ktera bakterie usmrcuje. Pfi praci by se vidy mélo pracovat s Cistou kulturou, aby

nedolo k ovlivnéni vysledku a nespravné interpretaci. (Ryskova, 2010; Sulcova, 2018)

9.1 Diskovy difuzni test

Diskovy difuzni test je v praxi jednou z nejpouzivanéjSich metod. Jedna se o
kvalitativni test, kde nas velikost inhibi¢ni zény informuje o rezistenci ¢i citlivosti. Ve
vétsiné pripadd se provadi na Mueller-Hintonové agaru (MHA). U nékterych bakterii
mUze byt MHA obohacen o ovdi krev. Pro testovani je tfeba mit suspenzi testovaného
mikroba ve fyziologickém roztoku, pfipadné bujonu, o zakalu 0,5 stupné dle
McFarlanda. Tato pfipravena suspenze o spravném zakalu se ockuje pomoci tampdnu
nebo pipety na MHA. Je tfeba, aby se suspenze rozprostrela po celé plotné a pfebytek
se odsal. Na lehce zaschnutou plidu se pak umistuji disky. Disky predstavuji filtracni
papiry nasycené danou koncentraci testovaného antibiotika. Plotny s antibiotickymi
disky se pred hodnocenim nechaji 18-24 hodin pfi 37 °C inkubovat. Ukazka pldy po
inkubaci je na obrazku 18. Hodnoceni probihd mérenim prlimeéru inhibi¢nich zén, které
se nasledné porovnavaji s limity pro citlivé kmeny. Pokud je inhibi¢ni z6na mensi nez

hrani¢ni, kmen je rezistentni. V pfipadé, Ze je zéna vétsi, testovana bakterie je citliva.
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Jednotlivé breakpointy jsou stanoveny na zakladé norem Evropské komise pro
testovani antimikrobni citlivosti (EUCAST) ¢i Institutem pro klinické a laboratorni
standardy (CLSI). Pro testovani Ize vyuzit nékolik sestav antibiotik. Jednotlivé sestavy se
vybiraji dle konkrétniho mikroorganismu a infekce kterou zplsobuje, ale také podle
toho, zda se jedna o ambulantniho pacienta nebo pacienta na nemocni¢nim lGzku.

Vyhodou metody je nizka cena a snadné provedeni. (RySkova, 2010; Schindler, 2010)

Obrdzek 18 Diskovy difuzni test u bakterie Klebsiella pneumoniae.

Citlivost je prokdzdna ke vsem testovanym antibiotikiim, kromé ampicilinu (1. obr), ke kterému
je Klebsiella pneumoniae pfirozené rezistentni.

Zdroj: Melter, 2014

9.2 Mikrodilucni bujonovad metoda

Mikrodiluéni metoda je nejcastéji provadénym kvantitativnim testem. Timto
testem lze v laboratornich podminkach urcit MIC, pripadné MBC. Jako rlstové médium
se ve vétsiné pripadud vyuziva tekuty Mueller-Hinton (MH) bujon. Pro zacatek testovani
je tfeba mit pripravené naredéné antibiotikum geometrickou fadou v tekuté phadé.
Koncentrace antibiotika se voli dle hrani¢ni koncentrace, kterd by méla byt priblizné
uprostifed. Vétsinou se vyuZivaji komercni desticky s 12 sloupci a 8 radky. Na jedné
desticce Ize tak otestovat az 12 antibiotik o 8 riznych koncentracich. Do kazdé jamky
se naockuje suspenze mikroba a testované antibiotikum. Takto pfipravena
mikrotitracni desticka prikryta vickem se nechd inkubovat 18-24 hodin pfi 37 °C. Pfi
hodnoceni se sleduje zakal pady. Hodnota MIC odpovida prvni jamce bez viditelného
rastu, respektive zdkalu. Soucasti kazdé desticky je i jamka bez antibiotika, ktera slouzi
jako kontrola rlstu. Vyhodou této metody je moZnost testovat nékolik antibiotik

najednou, ptipadné u komercnich souprav, kdy jedna desticka predstavuje jedno
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antibiotikum, je moiné otestovat nékolik testovanych vzork( soucasné. Jednd se o

presnou a levnou metodu pouzitelnou nejen u bakterii, ale také kvasinek nebo plisni.

V pripadé, Zze bychom chtéli stanovovat MBC, vyockujeme zjamek, kde byla
zaznamend inhibice rlstu, ¢ast bujéonu a nechame inkubovat. Pokud byl ucinek

antibiotika baktericidni, na plidé nedojde k Zadnému narlstu.

Obdobou mikrodiluéni metody je makrodiluéni bujénovda metoda. Pfi tomto
testovani se MIC hodnoti na Petriho miskdch. Jedna miska predstavuje jednu
koncentraci daného antibiotika. Jednd se o metodu velmi pracnou a nakladnou, a
proto se s ni v praxi setkdme jen malo. Vyhodou oproti mikrodilu¢ni metodé muize byt

snadnéjsi moznost odhaleni kontaminace. (Lochmann, 2006; Drnkova,2019)

9.3 E-test

Nékteré mikroby je obtizné kultivovat pomoci mikrodiluéni bujonové metody.
Pro takové bakterie je vhodné pouzit jednu z dalSich kvantitativnich metod a tou je
E-test. E-test se vyuziva také napriklad pro ovéreni nerozhodnych vysledku. Stejné jako
u diskového diflizniho testu se naockuje suspenze testovaného kmene na MHA. Sterilni
pinzetou se na tuto plotnu vlozZi plastikovy prouzek, ktery ma vsobé exponencidlni
gradient koncentrace testovaného antibiotika. Na tomto prouzku je vyznadena
stupnice fedéni antibiotika. Plotna s poloZzenym prouzkem se necha inkubovat. Po
inkubaci je okolo prouzku zfetelnd inhibi¢ni zéna ve tvaru elipsy/kapky, viz obrazek 19.
MIC predstavuje hodnotu uvedenou na prouzku v misté, kde inhibi¢ni zéna protina

prouzek. (Drnkova, 2019; Melter, 2014)

MIC -

T

Obrazek 19 E-test s vyznacenou MIC.
Zdroj: Drnkovd, 2019
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9.4 Testovani kombinace antibiotik

Nékdy je tfeba podat pacientim vice nez jedno antibiotikum. Antibiotika se ale
mohou ve svém plisobeni podporovat nebo naopak zeslabovat. Pokud se antibiotika
navzajem podporuji, oznacujeme takovy vztah jako synergismus ¢i aditivitu. Pokud ale
plUsobeni jednoho antibiotika zeslabuje Ucinnost jiného, vznika vztah, ktery nazyvame
antagonismus. Pokud se antibiotika vibec neovliviuji, nazyvame takovy vztah jako
indiferentni. Tyto vztahy se daji testovat i vlaboratornich podminkach, a to jak
difuznimi, tak dilu¢nimi testy. Nejjednodus$sim je diskovy difuzni test, kdy disky
s antibiotiky, jejichz vztah chceme testovat, umistime na povrch testované pldy ve
vzdalenosti 12 mm a nechdme inkubovat. Dle tvaru inhibi¢nich zén pak vyhodnotime
vztah testovanych antibiotik. Pfiklady synergismu a antagonismu uvadi obrazek 20.

(Ryskova, 2010; Goering,2016)

SYMEergismiis antagonismus

Obrazek 20 Synergismus a antagonismus u antibiotik.

Sledovdnim inhibicnich zdn Ize vidét, Ze v pFipadé synergismu se inhibicni zony A i B spojily a
jejich spolecny ucinek je tak navzdjem prospésny. Naopak u antagonistického plusobeni zona D
utlacuje zonu C, kterd je mensi a méni svdj tvar.

Zdroj: Ryskovd, 2010
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9.5 Prukaz B-laktamaz

Prikaz B-laktamaz nepatfi do bézné provadénych testl antibiotické uUcinnosti.
Jednd se o specializované vysetieni. Nejvyuzivanéjsim testem pro priikaz B-laktamaz je
double disc synergy test (DDST), kterym muzZeme identifikovat ESBL nebo inducibilni
AmpC B-laktamazy. Zakladem DDST je detekce deformace inhibi¢nich zon mezi disky
s cefalosporiny a aztreonamem a diskem s amoxicilinem/klavulanovou kyselinou.
Pokud je mikrob producentem ESBL, vytvofi se inhibi¢ni zéna ve tvaru zatky od
Sampanského kolem alesponi jednoho z antibiotik na strané, ktera sousedi s diskem
s amoxicilinem/kyselinou klavulanovou. Jako prikaz inducibilni AmpC je vytvoreni
inhibi¢ni zény tvaru pismene D u antibiotika na strané sousedici s diskem obsahujicim
amoxicilin/klavulanovou kyselinu. Priklady inhibi¢nich zén uvadi obrazky 21 a 22.

(www.szu.cz; Lochmann, 2006)

Obrdzek 21 Vysledek DDST s produkci ESBL.

AMC — amoxicilin/kyselina klavulanovd, CTX-cefotaxim, CAZ — ceftazidim, FEP — cefepim, ATM —
aztreonam, CPD — cefpodoxim, CD — cefpodoxim/kyselina klavulanova.

Na tomto obrdzku je patrné rozsifeni inhibi¢ni zony mezi disky s amoxicilinem/ kyselinou
klavulanovou a cefalosporinem. Inhibicni zéna pfipomind tvar zdtky od sampariského.

Zdroj: http://www.szu.cz/prukaz-beta-laktamaz-sirokeho-spektra-esbl-a-typu-ampc-u
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AZTREONAM

Obrdzek 22 Vysledek DDST s produkci inducibilni AmpC.

AMC — amoxicilin/kyselina klavulanovd, CTX — cefotaxim, CAZ — ceftazidim, FEP — cefepim,
ATM — aztreonam, CPD — cefpodoxim, CD — cefpodoxim/kyselina klavulanova.

U disku s aztreonamem je vidét inhibicni zona pripominajici pismeno D smérem k disku
s amoxicilinem/kyselinou klavulanovou.

Zdroj:http://www.szu.cz/prukaz-beta-laktamaz-sirokeho-spektra-esbl-a-typu-ampc-u
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10. EXPERIMENTALNI CAST

10.1 Testované latky

Testované latky byly dodany od pana Dr. Martina Juhdse a pani Dr. Marty
Kucerové. Zadanka o antimikrobni screening zahrnovala jméno zadavatele, kontakt,
datum. Kromé téchto zakladnich informaci byl na Zadance uveden kéd testované latky,
jeji vzorec, molekulovd hmotnost, teoretickd a skuteénd navazka. VSechny tyto
informace o testovanych latkach uvadi tabulky 8 aZ 13. Latky jsou rozdéleny do 3

skupin dle chemické struktury.

1. skupina testovanych latek.

V této skupiné latek od pani Dr. Kucerové je 10 sloucenin. Zadanka spolu
s latkami byla dodana 18.1.2019. Jedna se o derivaty 3-pyrazinyl-1,2,4-oxadiazolu.
Zakladni struktura je zobrazena na obrazku 23. Vyjimku tvofi latka 10, kterd ma navic
na pozici 5- pyrazinu pfipojen tert-butyl. Jeji struktura i struktura ostatnich zastupcu

této skupiny je uvedena v tabulce 8.

N
\,,’f‘” 7 N7
._1‘0 fﬂ

Obrazek 23 Zakladni chemicka struktura latek ze skupiny cislo 1.

Zdroj: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3-Pyrazinyl-1_2_4-oxadiazole
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Tabulka 8 Latky skupiny cislo 1.

. Molekulova | Teoreticka | Skutecna
Cislo Kéd Vzorec
hmotnost navazka navazka
:Nf'*j;
oY%
1! -
1 OX-0b [”:;I/ s‘w/ \ 204,23 8,17mg | 85mg
L H'““'N'{; 3
L—0
[l _/
| / Fitre
2 OX-0c [ ”::T*“J\N/ 176,18 7,05mg | 9,4mg
L
[ "D-._ .
IllI /’ __/_‘_
3 | ox-od “ ”--l:r-*""‘“xﬁ 190,21 761mg | 88mg
N-’"D
Il -
WA
4 OX-Oe U*‘ L 190,21 761mg | 9,0mg
[T CI‘ ——
|| AY -
n, A
5 OX-0f "Ry N \ / 224,22 897mg | 9,1mg
H"'Fox‘ Cl
= II|I %/
6 OX-0g T” -trj/\n 196,59 7,86 mg | 8,0mg
:"H_Ne;'f
0
-0 —
7 0X-15 I 238,25 9,53mg | 9,8mg
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OCH,
Y
8 OX-17 ) j!"i}_ = 268,28 | 10,73mg | 12,1 mg
o e
[ J
'\-\.M.-"
,Elr
7
9 | ox-18 NS = 317,15 | 12,69mg | 13,6 mg
H#N%f“w
*-\.M"-":"
cl
10 1-0X- - 314,77 12,59 13
) , ,59m m
3C Nj/L\N/ g g
#i )
N

2. skupina testovanych latek.

Ve 2 skupiné najdeme 7 latek dodanych stejné jako u latek skupiny cislo 1 pani

Dr. M. Kucerovou. Datum doddni téchto latek je 25. 9. 2019. Z chemického hlediska jde

o derivaty 2,4-thiazolidindionu. Zakladni struktura je vyobrazena na obrazku 24.

Vyjimkou, kterd nespliuje strukturu uvedenou na obrdazku 24, je latka 1 s kddem Tab.

Jeji struktura je zobrazena v tabulce 9.

O

NH
s/\QO

Obrazek 24 Zakladni struktura latek ze skupiny cislo 2.

Zdroj: https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/375004?lang=en&region=CZ
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Tabulka 9 Latky skupiny cislo 2.

Kod Molekulova | Teoreticka | Skutecna
hmotnost navazka navazka
Tab 263,27 10,53 mg | 10,7 mg
Tp 235,26 9,41 mg 15,2 mg
Ta 251,26 10,05 mg | 12,2 mg
Tc 221,23 8,85 mg 9,8 mg
s—¢°
=",_NH
Tm = & 239,67 9,59 mg 12,1 mg
4} )
[l |
55{/'3
_:&(NH
Ti <: a 250,23 10,01 mg | 11,1 mg
.,
0O,N
S—-cI?D
Tt - "{ﬁ«-“‘“ 206,22 8,25 mg 8,8 mg
o]
b4
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3. skupina testovanych latek.

Treti skupina obsahuje 37 latek. Tyto latky predstavuji aminokyselinami

N-substituovany pyrazinkarboxamid. Zakladni struktura je zobrazena na obrdzku 25.

Tyto latky byly dodany panem Dr. Juhasem. Latky jsou rozdéleny do podskupin dle

substituce aminokyselin (substituent R? viz obrazek 25). Skupina 3A je tvofena 8

l[atkami, kde jsou aminokyseliny bez substituce. Ve skupiné 3B je 14 latek a

aminokyseliny jsou methylované. U skupiny 3C, tvofené 12 latkami, jsou aminokyseliny

ethylované, a ve skupiné 3D zastoupené 3 latkami, je na pozici 5- pyrazinového jadra

chlor. Jejich rozdéleni spolu s kddem, vzorcem, molekulovou hmotnosti a navazkami

zobrazuji tabulky 10, 11, 12 a 13.

O

I
N ANy
| H

e

N

A o

o

HE

Obrdzek 25 Zakladni struktura Iatek ze skupiny cislo 3.

Tabulka 10 Latky skupiny cislo 3 — podskupina A

Zdroj: Juhds, 2020

. Molekulova | Teoreticka | Skutecna
Cislo Kéd Vzorec
hmotnost navazka navazka
0 N g T
1 | PC-LAla N N \”’ 195,18 781mg | 12,0mg
S ‘|~1 Q
2 B-D-Ser y 209,20 8,37 mg 10,10 mg
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PC-D-Ser o 211,18 8,45mg | 9,10 mg
PC-D-Ala ki 195,18 7,81mg | 830mg
PC-Gly ' 181,15 7,25mg | 7,70 mg
PC-L-OBz- . ]
E l = 301,30 12,05 mg | 13,50 mg
Sel' 8 \.N-.'" : .-H\__.--'Iz
YT
o o
o D‘:'”\‘Iff"',”:
3 0 1
PC-DCS “N*:*\f)\-mu . 208,18 833mg | 10,4 mg
}l\\:\"'\;/”1 :
B
o i
3MG'PC‘ 4 _J:I 2 __J-L\ \I.L,‘_H_/CI 1
g i i 222,20 889mg | 9,3mg
DCS MU,
=
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Tabulka 11 Latky skupiny cislo 3 — podskupina B.

. Molekulova | Teoreticka | Skuteéna
Cislo Kéd Vzorec
hmotnost navazka navazka
o] o]
PC-L-OtBu- f Y
1 ; 0 281,31 11,25mg | 19,3 mg
Ser-Me N | il \K
K/N
e 0
'“H._V_-"
PC-L-Ser- i HE‘
2 on 225,20 9,01mg | 11,8mg
Me . “HM
R/N
Dm u]
PC-D-OtBu- i L
3 AH o 281,31 11,25mg | 13,3 mg
= T \’< ’ ’ ’
Ser-Me Y I H
(A
o
PC-D-Ser- i
4 G)L o 225,20 9,01mg | 7,9mg
Me bl H
\ M
PC-DL-Ala- I
5 . - 209,21 8,37mg | 12,60 mg
Me '
6 | PC-MeAcr A 207,19 829mg | 9,60 mg
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PC-L-Leu-

7 y NP 251,29 10,05 mg | 12,70 mg
Me L [
PC-D-Val- ||
8 L T 237,26 9,49 mg | 15,10 mg
Me i o
PC-L-Val- L _ l o,
9 H ] 237,26 9,49 mg 12,80 mg
Me L e =)
.
PC-D-Leu- .
10 " Y 251,29 10,05 mg | 12,60 mg
Me
|
PC-D-Pgl-
11 v 271,28 | 10,85 mg | 14,50 mg
Me . ] T |
,.NH\ 4
PC-L-OtBu- [ l N2 ,-J<:
12 MU R @ 295,34 11,81 mg | 16,60 m
g g
Thr-Me 0 =g
|
M= (]
—4 3O
PC-L-Thr- %__b
13 i 239,23 9,57 mg | 10,40 mg
Me i
Y
g
14 | PELMet- - 1, 269,32 10,77 22,5
R ] ] m 2 M
Me GEH‘j’? WS & &
& Nf":l Q
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Tabulka 12 Latky skupiny cislo 3 — podskupina C.

- ; Molekulova | Teoreticka | Skutecna
Cislo Kod Vzorec . .
hmotnost navazka navazka
C.LJ,'-—
PC-D-Trp- o=
1 « H '@l 338,37 | 13,53mg | 17,1 mg
Et L". wE "1
N
PC-DL-Val- H
2 251,29 10,05 mg | 11,0 mg
Et
3 PC-CPC-Et 263,30 10,53 mg | 13,50 mg
i
PC-DL- |
4 ' 265,31 10,61 mg | 25,70 mg
Leu-Et "
PC-DL- on. M L
5 == 7 299,33 11,97 mg | 19,90 mg
Phe-Et
?- "
6 PC-Gly-Et . . 209,21 8,37mg | 10,30 mg
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PC-L-Asp-

7 20530 | 11,81mg | 12,70 mg
diEt
1 G -
PC-L-Ala- o
8 [”Tln O 223,23 8,93mg | 9,50 mg
Et : N": 3 o
d
o 3
PC-D-Ala- ; Az :
9 [”%’J“u Krr“'“r*" 223,23 893mg | 11,60 mg
Et . N";J"’- 0
G}_D}—- 2
PC-L-Trp- M= W e
10 ) P ’%_?HD % 338,37 | 13,53 mg | 18,00 mg
B J
.,\\t__fs
5 OH
PC-L-Tyr- g :
11 E ~NA|:;JLM o 315,33 | 12,61mg | 13,40 mg
Et rwT
" ]
2
1% h
1p | POLGle- SR, 309,32 | 12,37 16,70
M 7 7] m 7’ m
diEt H"f} & &
WY
] o, H_‘
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Tabulka 13 Latky skupiny cislo 3 - podskupina D.

.. i Molekulova | Teoreticka | Skutecna
Cislo Kéd Vzorec . .
hmotnost navazka navazka
1 |sc-PcGly-Et| . [ F T 243,65 9,75mg | 10,20 mg
o .
5 u \-}']”\.H':-
5CI-PC-L-lle- N RN
2 N N 285,73 11,43 mg | 16,20 mg
Me - = '3'.t;-__.-N , 0
5CI-PC-L-Leu- o 3 "'L“-
3 Y 285,73 | 11,43mg | 12,2 mg
Me -\.Ni‘: e '\-\.\'.- ?'\-\.__l___.- £
a | 1
= -"-’L-':‘:‘L#," o

10.2 Testované kmeny

Pro testovani jsme vyuzili osm kmen( bakterii. Tyto bakterie byly ziskdny
kultivaci na vhodném agaru, kterym byl MHA. Kmeny pochazeji z Ceské sbirky
organismd v Brné, pripadné se jedna o kmen ziskany z némecké sbirky Deutsche
Sammlung der Mikroorganismen und Zellkulturen (DSM), Braunschweig, Némecko.
Testovanymi kmeny jsou Staphylococcus aureus subsp. aureus (SA), (ATCC 29213, CCM
4223), meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA), (ATCC 43300, CCM 4750),
Staphylococcus epidermidis (SE), (ATCC 12228, CCM 4418), Enterococcus faecalis (EF),
(ATCC 29212, CCM 4224), Escherichia coli (EC), (ATCC 25922, CCM 3954), Klebsiella
pneumoniae (KP), (ATCC 10031, CCM 4415), Acinetobacter baumannii (ACl), (ATCC
19606, DSM 30007), Pseudomonas aeruginosa (PA), (ATCC 27853, CCM 3955).
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Staphylococcus aureus

SA je grampozitivni, koaguldza pozitivni bakterie tvaru koka, ktera tvofi
hroznovité shluky. V populaci je béiné nazyvana jako zlaty stafylokok diky svym
zlatoZluté aZ zlatohnédé zabarvenym koloniim. Na krevnim agaru mulZieme vidét
Uplnou hemolyzu, viz obrazek 26. Vzhledem k jeji toleranci az 10 % NaCl, Ize vyuzivat
pldy s pridavkem 10 % NaCl pro jeji selekci. Mezi faktory virulence SA patfi schopnost
tvofit fadu enzym( a toxinl. Jde o jeden znejc¢astéjSich lidskych patogenu.
Z epidemiologického hlediska je velmi vyznamné bezptiznakové nosi¢stvi na nosni
sliznici, coz ohrozuje citlivé pacienty. Byva velmi ¢astym plvodcem rlznych koznich
onemocnéni. Z organovych postizeni se mezi nejvyznamnéjsi fadi napfiklad
osteomyelitida, sepse, endokarditida nebo bronchopneumonie. (Juldk, 2006; Schindler,

2010; Ryskova, 2010)

Obrdzek 26 Staphylococcus aureus na krevnim agaru.

SA roste na krevnim agaru v hladkych nazloutlych koloniich. Na obrdzku je téZ vidét uplnd
hemolyza. Kultivace 24 hodin pfi 37 °C.

Zdroj:
http://www.bacteriainphotos.com/Staphylococcus_aureus_on_Schaedler_a
naerobe_agar.html
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MRSA

Jak jiz bylo feceno v teoretické ¢asti této prace a jak také vyplyva ze zkratky
MRSA, jednd se o stafylokoka rezistentniho k meticilinu, ale i dalSim penicilinovym a
jinym antibiotiklim. Roste na vSech zakladnich ptdach, kde ale nelze odlisit pfitomnost
rezistence. Proto se MRSA kultivuje na selektivni padé s pfidavkem NaCl a oxacilinu,
pfipadné cefoxitinu. Priklad chromogenni selektivni pady pro kultivaci MRSA je
zobrazen na obrdzku 27. Jde o vyznamného nozokomialniho patogena s celosvétovym
vyskytem. Stejné jako SA i MRSA se muze vyskytovat bezpriznakové na téle ¢lovéka.
Problém predstavuje zejména pro osoby s oslabenou imunitou, pfipadné po operacich.

(Ryskova, 2010)

Obrdzek 27 MRSA na selektivni piadé

BBL™ CHROMagar™ MRSA Il je selektivni agar, obsahujici cefoxitin, ktery slouzi k detekci
MRSA. MRSA hydrolyzuje chromogenni substrdty pfitomné v agaru a touto reakci dochdzi ke
specifickému riZovo fialovému zabarveni.

Zdroj: https://www.bd.com/en-uk/products/diagnostics-systems/prepared-culture-media/bbl-
chromagar-mrsa-ii
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Staphylococcus epidermidis

SE patfi do skupiny koaguldza negativnich stafylokok(. Byva soucasti fyziologické
mikrofléry klze a sliznic ¢lovéka. Jeho patogenita se projevuje jen u citlivych jedincu,
kdy muZe stat za infekcemi jako jsou katétrové sepse, endokarditidy, hnisavé infekce a
dalsi. U zdravého clovéka infekci nezplsobi. Na krevnim agaru roste v porcelanové
bilych koloniich bez zény hemolyzy. O mechanismech virulence u SE se vi podstatné
méné, neZz je tomu u SA. Neprodukuje ani tolik enzym( a toxin( jako SA. Jednim
z nejvyznamneéjSich mechanism muaze byt tvorba biofilm0 na povrchu rlznych
implantatu a ndhrad. Ukazka rlstu na krevnim agaru je na obrazku 28. (Ryskova, 2010;

Peutherer, 1999)

Obrazek 28 Staphylococcus epidermidis na krevnim agaru.

SE se kultivuje 24 hodin pri 37 °C. Na krevnim agaru vytvdri porceldnové bilé kolonie bez z6ny
hemolyzy.

Zdroj:
http://www.bacteriainphotos.com/bacteria%20under%20microscope/staphylococcus%20epide
rmidis%20microscopy.html
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Enterococcus faecalis

EF je grampozitivni kok vytvarejici retizky. Pfirozené se vyskytuje ve strevni
mikrofléfe c¢lovéka. U oslabenych osob mulze vyvolat hnisavé brisni zanéty,
endokarditidy, sepse. Pokud se dostane do mocovych cest, zplsobuje infekce
mocovych cest. Charakteristicka je pro néj pomérné vysoka odolnost vici fyzikalnim i
chemickym vlivim. PrezZije napfiklad az 30 minut pfi 60 °C nebo je schopen rdst na
padach s pfidavkem az 6 % NaCl. Roste na krevnim agaru v Sedobilych koloniich. Jeho
kultivace je také mozna na zluc-eskulinovém agaru, coz je agar s pfidavkem az 40 %
zluci a eskulinu. Porovnani ristu na krevnim a Zluc¢ eskulinovém agaru je zobrazeno na
obrazku 29. EF md pozitivni pyrrolidonylpeptidazovou aktivitu. (Schindler, 2010;
Ryskova, 2010)

Krevni agar Zlué - eskulinovy agar

Obrazek 29 Enterococcus faecalis na krevnim a na Zlu¢-eskulinovém agaru.

Na krevnim agaru vytvdri EF kruhové kolonie s hladkym okrejm. EF hydrolyzuje eskulin
v pfitomnosti Zluci. Hydolyza md za ndsledek cerndni média kolem narostlé kolonie. Kultivuje se
24 hodin pri 37 °C.

Zdroj: https://www.flickriver.com/photos/13930485@N05/1417959903/;
https://www.microbiologyinpictures.com/bacteria-photos/enterococcus-faecalis-images/bile-
esculin-agar-plate.html

79


https://www.flickriver.com/photos/13930485@N05/1417959903/
https://www.microbiologyinpictures.com/bacteria-photos/enterococcus-faecalis-images/bile-esculin-agar-plate.html
https://www.microbiologyinpictures.com/bacteria-photos/enterococcus-faecalis-images/bile-esculin-agar-plate.html

Escherichia coli

E. coli je gramnegativni, fakultativné anaerobni tyCinka. E. coli je schopna
metabolizovat laktézu, ¢ehoZ se vyuZziva zejména pfi jeji kultivaci. Kultivuje se na
Endové a MacConkey agaru, kde ma nar(iZzovélé zabarveni viz obrazek 30. Identifikace
se provadi biochemicky pripadné zpétnou aglutinaci. E. coli predstavuje typickou
soucdst stfevni mikroflory ¢lovéka, ale mize byt pfi¢inou zavainych klinickych infekci,
jako je sepse nebo infekce mocového traktu. Patogenita se projevuje zejména pfi
masivni kontaminaci potravin, pri dlouhodobé lécbé antibiotiky, u oslabenych jedinct
nebo pfi kontaminaci mimo zaZivaci trakt. RozliSujeme 4 stfevni typy E. coli —
enteropatogenni, enterotoxigenni, enteroinvazivni a enterohemoragické. (Kramar,

2008; Ryskova, 2010)

I|IIII|IIII|IIII|IIII.1I
3 4ME

Mac Conkey agar Enduv agar

Obrdzek 30 E. coli na MacConkey a Endové agaru.

Na Endové pldé bakterie kvasici laktozu vytvdri tmavé riZové zabarveni.EC md na Endové
agaru kovovych lesk. | v pfipadé Mac Conkey agaru bakterie, které jsou schopny kvasit laktozu,
rostou v riiZovych koloniich.

Zdroj: https://www.microbiologyinpictures.com/bacteria-photos/escherichia-coli-photos/e.-
coli.html; https://www.microbiologyinpictures.com/bacteria-photos/escherichia-coli-photos/e.-
coli-endo.html
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Klebsiella pneumoniae

KP je gramnegativni tyCinka. Tvofi pfirozenou soucdst gastrointestinalniho traktu
a dychaciho ustroji. KP je zodpovédnd za celou fadu nemoci, jako jsou infekce
mocovych cest, pneumonie, jaterni abscesy, ale i dalsi. Ve vétsiné pfipadu tyto infekce
postihnou pouze oslabené jedince. Kultivuje se na krevnim agaru, kde roste ve formé
bilych hlenovitych kolonii (obrazek 31). Radi se také k laktéza pozitivnim kmenim,
které rostou na MacConkey agaru v rliZzovych koloniich. U KP nalezneme pouzdra, ktera
Ize zvyraznit Burriho metodou. Pouzdra jsou také jednim z faktor( virulence. (Ryskova,

2010)

Obrazek 31 Klebsiella pneumoniae na krevnim agaru.

KP tvori na krevnim agaru bilé mukoidni kolonie. Kultivuje se 24 hodin v aerobni atmosfére pri
37 °C.

Zdroj:
https.//www.microbiologyinpictures.com/bacteria%20photos/klebsiella%20pneumoniae%20ph
otos/KLPN1.html
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Acinetobacter baumannii

ACl je gramnegativni, nepohybliva, nefermentujici tyCinka. Pfi nékolikanasobnych
kultivacich méni morfologii a vytvari kokobacily. Obvykle se vyskytuje ve dvojicich,
pfipadné tvofi rizné dlouhé fetizky. Je oxidaza negativni a kataldza pozitivni. ACI se
béZné vyskytuje ve vodé, pudé, na rostlinach a dalsich organickych substratech. Infekce
mUze zpUsobit zejména u oslabenych osob, a to pneumonie, sepse a infekce ran. Diky
svému rozsahlému spektru rezistence v0c¢i antibiotikim predstavuje velmi
nebezpeéného nozokomidlniho patogena. Na krevnim agaru vytvari Sedavé bilé
kolonie. Jeho rlst na zdkladnim Zivném agaru je zobrazen na obrazku 32. (Howard,

2014; Peleg, 2008)

Obrdzek 32 Acinetobacter baumannii na Zivném agaru.

ACI tvori Sedavé bilé kolonie. Kultivuje se 24 hodin pri 37 °C

Zdroj:
http://old.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatlas/images/bakterie/kolonie/abaumbh.jpg
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Pseudomonas aeruginosa

PA je gramnegativni tyCinka. Jeji kultivace je pomérné snadna a lehce
identifikovatelnd. PA je typicka tvorbou pigmentl (nékteré jsou zobrazeny na obrazku
33) a uplnou hemolyzou na krevnim agaru. Ma i svoji typickou vini pFipominajici
jasminovy, pripadné lipovy kvét. Vykazuje oxidazovou i kataldzovou pozitivitu.
Vyskytuje se vrlznych vodach, ve stfevé obratlovcli, na rostlindch, ale i v pUdé.
Patogenni je zejména pro oslabené jedince a mlze zpUsobit infekci jakéhokoliv organu
¢i systému téla. Nejtypictéjsimi infekcemi jsou sepse, infekce popalenin, osteomyelitidy

a infekce oka. (Kramar, 2008; Votava, 2003)

Obrazek 33 Typicky pigment bakterie Pseudomonas aeruginosa — kultivace na MHA.

Zdroj: https.//www.flickr.com/photos/point_blank/2805482783

83


https://www.flickr.com/photos/point_blank/2805482783

Porovnani rlistu vybranych bakterii z naseho testovani, konkrétné EC, PA, SA a SE

na krevnim agaru po 24hodinové inkubaci pfi 37 °C je zndzornéno na obrazku 34.

Obrazek 34 Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis — porovndni na krevnim agaru.

SE, SA a EC rostou na krevnim agaru v hladkych koloniich. SA md naZloutlou barvu, zatimco SE
md porceldnové bilé kolonie a EC tvofi kolonie nasedlé. PA na krevnim agaru roste v
mukoidnich koloniich. Na krevnim agaru md PA Sedobily pigment.

Zdroj: https://www.microbiologyinpictures.com/bacteria-photos/escherichia-coli-photos/e-coli-
bacteria.html

10.3 Standardy antibiotik

Jako standardy jsme vyuzili dvé antibiotika, konkrétné ciprofloxacin a gentamicin
od firmy Sigma-Aldrich, Co., Steinheim, Némecko. Pro gramnegativni bakterie je
doporuc¢enym standardem dle EUCAST ciprofloxacin. U grampozitivnich bakterii je
timto standardem, téz uréenym dle EUCAST, gentamicin. Tyto standardy slouzi
k ovéreni funkénosti nasi metody. K ovéreni jsme vyuZili 4 referencni kmeny (SA, EF,
EC, PA). Nami namérené hodnoty, které uvadi tabulka 14, jsme porovnali s rozmezimi
danymi dle smérnic EUCAST a na zakladé téchto srovnani jsme urcili, Ze je metoda

validni.
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Tabulka 14. Porovndni rozmezi stanovenych dle EUCAST s nasimi zjisténymi

hodnotami.
Testovana latka
Inkubacni
Kmen - -
doba Rozmezi Rozmezi
Gentamicin Ciprofloxacin
(EUCAST) (EUCAST)
SA 24 h 1 mg/I 0,125 -1 mg/I 0,25 mg/I 0,125-0,5 mg/I
EF 24 h 4 mg/| 4-16 mg/l 0,25 mg/I 0,25 -2 mg/|
EC 24 h 1 mg/I 0,25 -1 mg/l 0,004 mg/l | 0,004 - 0,016 mg/I
PA 24 h 0,5 mg/I 0,5-2 mg/l 0,5 mg/I 0,25 -1 mg/l
Zdroj: The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing.
Routine and extended internal quality control as recommended by EUCAST
Version 9, 2019.
10.4 Pomiicky

Veskerda manipulace s kmeny testovanych bakterii a testovanymi latky probihala

v lamindrnim boxu. Kromé lamindrniho boxu Esco Class Il type A2 od firmy Esco

Technologies, USA, jsme z pristroji v laboratofi vyufZili také termostat Binder WTB od

firmy Binder, Némecko, denzitometr DEN-18 McFarland Biosan od firmy Biosan Ltd,

LotySsko, vortex MS2 Minishaker IKA od firmy IKa, Némecko, ultrazvukovou lazen a

autoklav.

K nasi praci byly také zapotrebi tyto pomUcky a chemikalie.

Mikrotitraéni desticky s vicky (Gamedium, Jesenice, Ceskd republika)

Mikropipety (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

Sterilni Spicky (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

Rezervoar na médium, tvoreny 12 jamkami

Ockovaci klicky (Biologix, Lenexa, USA)

Sterilni sklenéné zkumavky
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= Sterilni PP zkumavky (Gamedium, Jesenice, Ceska republika)

= Stojanky na zkumavky

= Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
» Sterilni voda (Ardeapharma, Sevétin, Ceska republika)

= Kationtové upraveny Mueller-Hintonové bujon, CAMHB, pH 7,0 (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Némecko)

10.5 Postup prdce

Nejprve jsme si pfipravili suspenze testovanych kmenu bakterii dle nasledujiciho

postupu:
1) Sterilni zkumavky jsme popsali zkratkami testovacich kmenu.
2) Do kazdé této zkumavky jsme napipetovali 3ml sterilni vody.

3) Zkultury kmenU narostlych na MHA jsme odebrali mensi c¢ast kolonie a
rozsuspendovali ji do pfipravené popsané zkumavky se sterilni vodou. Nasledné
jsme zkumavku promichali na Vortexu, nékolikrdt zméfili na denzitometru

hustotu suspenze, nez jsme ziskali hodnotu 0,5 stupné dle McFarlanda.

Po pripravé suspenzi testovacich kmen( jsme pokracovali v pfipravé redici rady
testované latky. U testované latky byla vidy informace o navdice a molekulové
hmotnosti. Pfed zacatkem prace bylo nutné provést vypocet vhodného objemu DMSO

dle vzorce na obrazku 35.

m - 10°

Voen = — 0= — ¥ 11 DMSO
DMSO = " Mr.100 M

Obrazek 35 Vzorec pro vypocet DMSO

Vbmso-vypocteny objem DMSO; m-navdZka v gramech;
c-prvni testovand koncentrace prevedend na ul; Mr-moldrni hmotnost.
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1) Jako prvni jsme rozpustili navazku ve vypocteném objemu DMSO. Testovana
koncentrace v prvni jamce tak byla 500 umol/l a koncentrace DMSO v jamce

nepresahla 1 %.

2) Promichali jsme na vortexu. V pfipadé, Ze doslo k vysrazeni latky nebo se latka
nerozpustila, tak jsme pridali 2. ptipadné 3. ekvivalent rozpoustédla. Pfidanim
rozpoustédla dojde k posunu koncentrace o jedno fedéni dozadu. K urychleni

rozpousténi jsme také mohli pouZit ultrazvukovou lazen.

3) Do prvni zkumavky oznacené Cislem 1 jsme napipetovali 1,98 ml rlstového

média a pridali 20 ul testované latky.

4) Zkumavku jsme promichali na vortexu a opét zkontrolovali, jestli nedoslo k

vysrazeni. Pokud ano, postupovali jsme stejné jako v kroku €. 2.

5) Ziskali jsme pracovni roztok prvni testované koncentrace. Tento roztok byl

premistén do prvni jamky plastového rezervoaru.
6) Pripravili jsme si 10 sterilnich zkumavek oznacenych Cisly 2 az 11.
7) Do kazdé zkumavky jsme napipetovali 200 ul DMSO.

8) Z prvni zkumavky jsme vzali 200 ul a pretahli tento objem do druhé zkumavky a
promichali pomoci pipety. Z druhé jsme pak vzali stejny objem a prenesli ho do

zkumavky treti. Timto postupem jsme pokracovali az k posledni zkumavce.
9) Popsali jsme si jamkovy rezervoar Cisly 1 az 12.

10) Do jamek 2 aZz 12 jamkového rezervoaru jsme napipetovali 1,98 ml média a ze
zkumavky se stejnym cCislem jsme pfidali 20 ul testované latky. Do posledni
jamky s cislem 12, kterd predstavuje kontrolu, jsme pridali 20 ul DMSO bez

testované latky.

Pfipravené pracovni roztoky s testovanou latkou jsme pipetovali do desticky.

Jedna desticka vidy odpovidala jedné testované latce.

1) Mikrotitracni desti¢cku jsme oznacili datumem, kédem testované latky. Vyznadili

jsme si na ni pfislusné kmeny a ¢isla 1 az 12, stejné jako u redici rady.
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2)

3)

4)

5)

12ti kandlovou pipetou jsme napipetovali z jamkového rezervoaru 200 pl

zasobniho roztoku.

Kazdy radek predstavoval jeden kmen. Do vSech jamek jednoho radku jsme

pridali 10 ul pfipravené suspenze konkrétniho kmene.

Pfipravenou mikrotitracéni desticku priklopenou vickem jsme inkubovali

v termostatu pfi teploté 35 °C.

Odecet jsme provadéli za 24 a 48 hodin. Vyhodnocovali jsme vizudlné a

hodnotili jsme MIC. MIC se hodnoti dle narlstu v jamkach.
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11. VYSLEDKY

Po inkubaci jsme hodnotili narGst v mikrotitracnich destickach. Posledni jamka,
v které jsme nezaznamenali rlst, to znamend, Ze neméla Zadny zakal ani sediment,
predstavovala MIC. MIC jednotlivych latek uvadi tabulky 15 aZ 20. U vétsiny latek byla
nejvyssi testovana koncentrace 500 umol/I. U tfi latek vzhledem k jejich rozpustnosti
se tato koncentrace sniZovala. Celkem jsme hodnotili 54 latek a alespor néjaka aktivita

byla zachycena u 11 z nich.

11.1 Skupina latek cislo 1

Tabulka 15 Vysledky skupiny latek Cislo 1.

TESTOVANA LATKA — MIC (umol/1)
KMEN
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >125
> 48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
24h | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
MRSA 48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
> 48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
o 48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
F¢ 48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
« 48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
Ad 48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
oA 48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125
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Z tabulky 15 lze vycist, Ze jedinou, velice slabé ucinnou latkou, je latka ¢. 6
s kédem OX-0Og. Tato latka pGsobi v koncentraci 500 pumol/l pouze na kmen SA a to jen
v asovém intervalu 24 hodin. Po 48 hodinach jsme plsobeni této latky jiz
nezaznamenali. U Zadné z ostatnich latek z této skupiny se ucinek na testované kmeny
v nami zkousenych koncentracich neprokazal. U latky cislo 8 (kéd 1-OX-3C) byla
nejvyssi testovanad koncentrace pouze 125 upmol/l a to zddvodu jeji 3Spatné

rozpustnosti.

11.2 Skupina latek cislo 2

Tabulka 16 Vysledky skupiny latek Cislo 2.

TESTOVANA LATKA — MIC (umol/1)
KMEN
1 2 3 4 5 6 7
24h | >500 500 >500 | >500 | >500 500 >500
> 48h | >500 [ >500 | >500 | >500 | >500 500 >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500
MRSA
48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500
24h | >500 500 500 >500 | >500 | >500 | >500
> 48 h >500 | >500 500 >500 | >500 | >500 >500
24h | >500 500 500 >500 | >500 | >500 | >500
o 48 h | >500 500 500 >500 | >500 | >500 | >500
24h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500
¢ 48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500
« 48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500
Ad 48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500
24h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500
PA 48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

Z tabulky 16 je vidét, Ze v této skupiné jsme zaznamenali 3 latky, které plsobily

v nejvyssich testovanych koncentracich a to konkrétné 500 umol/l. Jedna se o latky
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s kédem Tp, Ta a Ti. Latka Tp byla ucinna po 24hodinové inkubaci na kmen SA, po 48
hodinach nebyla jiz u¢innost zaznamenana. Tato latka dale také jen po 24hodinové
inkubaci pUsobila na kmen SE a po 24 i 48hodinovém intervalu inhibovala rust
v nejvyssi testované koncentraci také u EF. Druhd acinnd latka, latka Ta, prokazala
aktivitu proti kmendm SE a EF v nejvyssi hodnocené koncentraci v obou ¢asovych
intervalech. Posledni uc¢innou latkou je latka ¢.6 s kédem Ti, ktera pUsobila pouze na SA

v koncentraci 500 umol/I v obou délkach inkubace.

11.3 Skupina latek cislo 3

Tabulka 17 Vysledky skupiny latek islo 3 — podskupina A.

TESTOVANA LATKA — MIC (umol/1)
KMEN
1 2 3 4 5 6 7 8
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
> 48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
MRSA
48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
> 48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
o 48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
¢ 48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
« 48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
Ad 48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
oA 48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
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V podskupiné A, kterd zahrnuje derivaty bez substituce aminokyselin nebyla
zaznamenana zadna ucinnost (tabulka 17). VSechny latky byly dobre rozpustné, proto

nejvyssi testovana koncentrace byla u vsech 500 umol/I.

Tabulka 18 Vysledky skupiny latek islo 3 — podskupina B.

TESTOVANA LATKA — MIC (umol/l)
KMEN
1 2 3 4 5 6 7 8 9
24 h >500 | >500 | >500 250 >500 | >125 | >500 | >500 | >500
A 48 h >500 | >500 | >500 250 >500 | >125 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500
MRSA
48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500
24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 500 >500 | >500
> 48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 500 >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500
o 48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500
¢ 48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500
® 48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500
Ad 48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500
oA 48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >125 | >500 | >500 | >500
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TESTOVANA LATKA — MIC (umol/1)
KMEN
10 11 12 13 14
24h | >500 | >500 | 31,25 | 500 >500
A 48h | >500 | >500 | 31,25 | 500 >500
24h | >500 | >500 | 31,25 | 500 >500
MRSA
48h | >500 | >500 | 31,25 | 500 >500
24h | >500 | >500 | 62,5 | >500 | >500
> 48h | >500 | >500 | 62,5 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500
o 48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500
Fe 48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24h >500 | >500 | >500 | >500 | >500
« 48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500
A 48h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
PA 48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500

Vtéto podskupiné B s methylovanymi aminokyselinami jsme zachytili
antibakteridlni aktivitu u ctyr latek (tabulka 18). Jednalo se o latky ¢. 4, 7, 12 a 13
s kody PC-D-Ser-Me, PC-L-Leu-Me, PC-L-OtBu-Thr-Me a PC-L-Thr-Me. V ptipadé dvou
z nich, konkrétné PC-L-Leu-Me a PC-L-Thr-Me je U¢innost jen velmi slabd a to v nejvyssi
testované koncentraci 500 umol/I po 24 i 48 hodinové inkubaci. Prvni zminovana latka
z této dvojice vykazovala aktivitu proti SE. V pfipadé druhé latky se jednalo o kmeny SA
a MRSA. U latky PC-D-Ser-Me je MIC 250 umol/I. Tato ucinnost byla zachycena po 24 i
48 hodinach, a to na kmen SA. Latka ¢.12 (PC-L-OtBu-Thr-Me) vykazuje aktivitu pfi
v nasem testovani. Tato latka je téZz ucinnd proti kmenu SE a to v koncentraci 62,5
umol/l v obou casech inkubace. U ostatnich latek nebyla aktivita v testovanych
koncentracich prokdzana. V pripadé latky ¢. 6 (kod PC-MeAcr) byla vzhledem k jeji

$patné rozpustnosti nejvyssi testovana koncentrace 125 umol/I.
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Tabulka 19 Vysledky skupiny latek cislo 3 — podskupina C.

TESTOVANA LATKA — MIC (umol/I)
KMEN
1 2 3 4 5 6 7 8 9
24 h >500 >500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 125 >500
A 48 h >500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 125 | >500
24 h >500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250 | >500
MRSA
48 h >500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250 | >500
24 h >500 >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | 500 250 | >500
> 48 h >500 >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | 500 250 | >500
24 h >500 >500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
o 48 h >500 >500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 >500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
E¢ 48 h >500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
al 48 h >500 >500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 >500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
Ad 48 h >500 >500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
24 h >500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
oA 48 h >500 >500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500




TESTOVANA LATKA — MIC (umol/1)
KMEN
10 11 12

24 h >500 >500 >500

SA
48 h >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500

MRSA

48 h >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500

SE
48 h >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500

EF
48 h >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500

EC
48 h >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500

KP
48 h >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500

ACI
48 h >500 >500 >500
24 h >500 >500 >500

PA
48 h >500 >500 >500

U podskupiny C (tabulka 19) byla velmi slabd aktivita zaznamenana u sloucenin ¢.
5 (PC-DL-Phe-Et) a ¢.7 (PC-L-Asp-diEt) a to u kmene SE. MIC vtomto pfipadé byla
nejvyssi testovana, to znamenda 500 umol/I v obou ¢asovych intervalech. Treti i¢innou
l[atkou z této podskupiny je latka ¢.8 s kddem PC-L-Ala-Et. Jeji ucinnost byla zachycena

u tfi kmentd — SA, MRSA a SE. V pfipadé kmene SA tlumila jeho rist v koncentraci

testovani. U kmen( MRSA a SE byla aktivita zaznamendna po obou ¢asech inkubace

v koncentraci 250 pumol/l. VSechny latky byly dobfe rozpustné, u vSech byla tedy

nejvyssi testovana koncentrace 500 umol/I.
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Tabulka 20 Vysledky skupiny latek Cislo 3 — podskupina D.

TESTOVANA LATKA — MIC (umol/1)
KMEN
1 2 3

24 h >500 >250 >500
SA

48 h >500 >250 >500

24 h >500 >250 >500

MRSA

48 h >500 >250 >500

24 h >500 >250 >500
SE

48 h >500 >250 >500

24 h >500 >250 >500
EF

48 h >500 >250 >500

24 h >500 >250 >500
EC

48 h >500 >250 >500

24 h >500 >250 >500
KP

48 h >500 >250 >500

24 h >500 >250 >500
ACI

48 h >500 >250 >500

24 h >500 >250 >500
PA

48 h >500 >250 >500

U posledni nejméné pocetné skupiny byla nejvy$si testovand koncentrace
500 pumol/l kromé latky s kédem 5CI-PC-L-lle-Me, ktera kvali své horsi rozpustnosti
méla nejvyssi testovanou koncentraci 250 umol/l. V této skupiné, jak ukazuje tabulka

20, se v nami testovanych koncentracich neprokdzala aktivita u zddného z kmend.
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12. DISKUSE

Navzdory skutecnosti, Ze Sifeni bakterii rezistentnich na antibiotika predstavuje
znaéné riziko morbidity a mortality na celém svété, farmaceuticky vyzkum a vyvoj
nesplnil potfebu novych antibiotik. V poslednich 20 letech bylo vyvinuto a schvaleno
nékolik malo novych skupin antibiotik. Novymi skupinami jsou napfiklad lipopeptidy a
oxazolidinony. Obé tyto skupiny, ale i vétSina dalSich, plisobi na grampozitivni bakterie,
Ize tedy Fict, Ze u grampozitivnich bakterii mGzeme vidét alespon nadéji, kterd dava
zaruku uspésné lécby na nékolik pfistich let. Problém ale predstavuji gramnegativni
bakterie. Rozvoj rezistentnich pseudomondd a acinetobakter(i predstavuje obrovské
riziko a pokud nedojde kvyvoji nového ucinného léciva, stanou se tyto infekce
prakticky nelécitelné. Tyto dvé bakterie spolu s dalsimi ¢tyrmi (EC, SA, KP, Enterobacter
spp.) tvofi skupinu zvanou ESKAPE. Jako ESKAPE se oznacuje skupina bakterii, které
stoji za vétSinou nozokomidlnich nakaz na celém svéte. JelikoZ vétsina bakterii z této
skupiny vykazuje rezistenci na antibiotika, pfedstavuje jejich |écba velkou vyzvu pro
budoucnost. VSechna tato fakta ukazuji, Ze je tfeba vyvoje novych antibiotik i navzdory
klinickym, védeckym, regula¢nim i ekonomickym obtizim. Je dulezité, aby dochazelo
k vyvoji  novych  vysoce aktivnich, bezpecnych antibiotik s pfijatelnymi

farmakokinetickymi vlastnostmi. (Tacconelli, 2018; Santajit, 2016)

| presto, ze v poslednich nékolika desetiletich jsme zaznamenali velky pokrok
v chapdni mnoha faktor(, které ovliviiuji vznik a Sifeni rezistence, neni jednoduché
vyvinout novou ucinnou a zaroven bezpec¢nou latku. | cilem této prace bylo testovani
ucinnosti latek, které by mohly byt potencidlné antibakteridlni. Také nase vysledky
potvrzuji, Ze neni jednoduché najit latku, kterd bude v pfijatelné koncentraci ucinna.
Pokud uz takova latka bude nalezena, nastava dlouhé obdobi zkoumani a testovani. Ve
velkém mnoiZstvi pfipadl se naptiklad zfinan¢nich dlvodu vyvoj zastavi i presto, Ze
latka ma svij potencidl v I1é¢bé. Prikladem mizZe byt solithromycin, kdy firma Cempra,
USA investovala nemalé penize do vyvoje IéCiva, které ale bylo FDA zamitnuto a bylo
doporuceno dalsi testovani. JelikoZ ale takové testovani s sebou pfinasi dalsi vydaje a
nejisty vysledek, je mozné, ze by nékteré firmy premyslely o ukonceni vyvoje i pfesto,

Ze by jejich latka vykazovala dostatecnou aktivitu proti rezistentnim kmenlm. Firma
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Cempra, USA ale dle Wena (Wen, 2019) svUj boj nevzddva a pokracuje v klinickém
testovani. Ovsem zjednodusit proces registrace IécCiva by s sebou pfinaselo jista rizika.
Po nedostateéném prokazani bezpecnosti by mohlo dojit k nezddoucim ucink(m.
Napftiklad lék telithromycin byl uveden na trh a nasledné bylo prokdzdno hepatotoxické
plUsobeni a z trhu byl stahnut. Je tedy velmi tézké nastavit spravné podminky, které by
vyhovovaly farmaceutickym firmam, ale zdroven byla zajiSténa bezpecnost pro
pacienty. | z toho dlivodu nelze predpokladat, Ze se v kratké dobé objevi na trhu latka,
ktera ukonéi problém rezistence. Je tedy tfeba zamérit se zejména na prevenci

v podavani antibiotik.

Pfi naSem testovani se z celkem 54 testovanych latek alespon néjaka ucinnost
ukazala u 11 z nich, a to bud pouze na jeden kmen nebo i na vice, maximalné vSak na 3
zaroven. Latky jsme testovali na 8 bakteridlnich kmenech a ucinnost byla prokazana
pouze u 4. A to konkrétné u bakterii SA, MRSA, SE, EF. VSechny tyto bakterie jsou
grampozitivni. | zde lze poukdzat na to, Ze vyvoj antibakterialnich latek plsobicich na
grampozitivni bakterie predstavuje jistou nadéji pro budouci vyvoj. OvSem i presto, Ze
11 latek bylo uc¢innych, pouze tfi vykazovaly aktivitu pfi niz§i nez maximalni testované
koncentraci. Vysoka koncentrace podaného léCiva ssebou pfindsi znacné riziko
vedlejSich nezadoucich ucinkd. U latky 12 ze skupiny 3B jsme jako u jediné zaznamenali
ucinnost pri koncentraci 31,25 umol/I. U této latky s kédem PC-L-OtBu-Thr-Me by byl
jisté vhodny dalsi vyzkum zaméreny na jeji antibakterialni u¢innost. V této koncentraci

latka plsobila na SA a MRSA. Struktura této latky je zobrazena na obrazku 36.
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R1 —aminokyselinovy postranni fetézec, R2 - alkylovy zbytek

Zdroj: Zddanky o antimikrobni screening, zadavatel: PharmDr. Martin Juhds.
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Pro porovnani je zde na obrdzku 37 uvedena struktura i dalsi Gcinné latky v nizsi
nez maximalni testované koncentraci, konkrétné latky PC-L-Ala-Et. Obé tyto latky jsou
ucinné na stejné bakterie, konkrétné na SA, MRSA a SE. Tato druha latka, ale vykazuje
MIC rovnu 125 umol/I u SA a 250 umol/I u MRSA a SE. Rozdil v jejich struktufe by mohl
predstavovat voditko pro dalsi vyzkum. Zaroven i jejich podobnosti ve struktufe mohou
byt napovédou pro dalsi vyzkum. Obé tyto latky patfi do 3. skupiny, kterd predstavuje
zastupce aminokyselinami N-substituovaného pyrazinkarboxamidu. Stejné tak treti
latka, latka s kddem PC-D-Ser-Me, ktera pUlsobila v nizsi koncentraci nez 500 umol/l, se
fadi do této skupiny. Pravé tato skute¢nost by mohla byt onou ndpovédou pro dalsi
vyzkum. JelikoZ latky ze 3. skupiny, které nemély aminokyselinu substituovanou, nebyly
ucinné, dalo by se fict, Ze substituce by mohla stat za antibakteridlnim plsobenim.
Jelikoz ale, ostatni latky z podskupiny B i C nevykdzaly Zadnou aktivitu, je

nepravdépodobné, Ze by tomu tak bylo.
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Obrdzek 37 Struktura latky s kodem PC-L-Ala-Et
R1 —aminokyselinovy postranni fetézec, R2 - alkylovy zbytek

Zdroj: Zddanky o antimikrobni screening, zadavatel: PharmDr. Martin Juhds.

Problém s gramnegativnimi bakteriemi a latkami ucinnymi na né se projevil i pfi
nasem testovani. Zadny z gramnegativnich kmend nebyl citlivy ani v nejvy3si testované

koncentraci.

Dle Stokese (Stokes, 2020) se predpoklada, Ze pocet umrti zpUsobenych
rezistentnimi bakteriemi dosahne do roku 2050 az 10 milion(i ro¢né. Budoucnost
antibiotik se diky nedostatetnému vyvoji a vzrlstajici rezistenci jevi jako nejista.
Zakladem pro budoucnost bez rizika vysokého vyskytu rezistentnich kmen( je

dodrzovani zakladnich pravidel pfi uzivani antibiotik. Dllezita je sprdvna indikace, ale
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také dodrZovani intervalll nebo spravné zvolend davka. Pokud se tato pravidla budou
dodrZovat, dostane vyzkum vice ¢asu na své objevy. Nebude na pokrok vyvijen takovy

tlak a vysledkem m{ze byt ucinné, a hlavné také bezpecné antibiotikum.

Jako slibné se také jevi vyuzivani modernich technologii. Naptiklad pouZiti
algoritmickych programd pro predikci molekuldrnich vlastnosti by mohla byt do
budoucna jedna z hlavnich metod pro identifikaci novych skupin antibakterialnich
latek. Dle Saqgiba (Saqgib, 2019) je také velmi dllezity neddvny pokrok v oblasti
nanotechnologii. Tento pokrok umoznuje napriklad pripravit nanocastice oxidu kovu,
které pusobi proti bakteridlnimu rlstu. Nanocastice vykazuji Siroké spektrum aktivity
zahrnujici jak grampozitivni, tak gramnegativni bakterie. Jsou také schopny prekonat
béZné rezistentni mechanismy jako je inaktivace enzymf, sniZzeni permeability bunék
nebo napfiklad modifikace cilovych mist, ale i dalSi mechanismy rezistence. Kromé
nanocastic se antibakteridlni u¢innost ukdzala i u nékterych polymerd. Antibakteridlni
polymery jsou schopny potlacdovat rist bakterie diky své vlastni chemické strukture
nebo mohou napomdhat pulsobeni jiz existujicich antibiotik. Dle Kamaruzzamana
(Kamaruzzaman, 2019) polymery pfedstavuji velmi rozsahlou skupinu, kterd umoznuje
navrhovat a zkouset jejich velké mnozZstvi a zaroven provadét rlizné modifikace, které
mohou v budoucnu pfispét k vyvoji bezpec¢ného antibakteridlniho léciva. Jednim z
dalSich modernich pfristupd je také wvyuZiti bakteriofagd majicich specifickou
antibakteridlni aktivitu. VSechny tyto moderni pfistupy poukazuji na fakt, Ze je tfeba
kromé hledani novych molekul také zkouset hledat nové principy ¢i technologie, které
by vyzkum alespon usnadnily. Nelze se spoléhat na to, Ze bude v pfirodé objevena

nova zazracna antibakterialni molekula.
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13. ZAVER

Cilem této prace bylo in vitro testovani antibiotické aktivity potencialné
antibakteridlnich latek a stanoveni jejich MIC. Mezi testovanymi kmeny byli zastupci

jak grampozitivni, tak gramnegativni skupiny bakterii.

Z katedry Farmaceutické chemie a Farmaceutické analyzy Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy bylo dodano 54 latek. Z téchto 54 latek byla aktivita zaznamendana u
11 z nich. Jejich aktivita byla ale prokazana jen u nékterych grampozitivnich kmenu.
Nasi nejvyssi testovanou koncentraci bylo 500 umol/l. Pokud uz byla prokazana aktivita
potencidlné antibakteridlni latky na néktery kmen, jednalo se ve vétsiné pripadd o
pUsobeni v této nejvyssi testované koncentraci. Pouze u 3 latek byla MIC nizsi nez 500
umol/l, a to konkrétné u latek s kédem PC-L-OtBu-Thr-Me, PC-L-Ala-Et a PC-D-Ser-Me
dodanych panem Dr. Juhdsem. VSechny tyto latky patfi do skupiny zahrnujici
aminokyselinami N-substituovany pyrazinkarboxamid. U této skupiny latek by mohla
pokracovat studie, kterd by sledovala podrobnéji vztah mezi strukturou a aktivitou, coz

by mohlo nasledné alespon prispét k rozvoji novych antibakteridlné ucinnych latek.

JelikoZz v dnedni dobé predstavuje riziko zejména rezistence gramnegativnich
kmen(, bylo by tfeba, aby se nasly latky uc¢inné zejména na né. Pfi naSem testovani

nebyla ani jedna latka uc¢innd na gramnegativni bakterie.
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14. POUZITE ZKRATKY

ZKRATKA VYZNAM ZKRATKY

ABS Antibioticky stewardship

ACl Acinetobacter baumannii

AP Akeni plan

CLSI Institut pro klinické a laboratorni standardy

DDST Double disc synergy test

DMSO Dimethylsulfoxid

DSM Némecka sbirka mikroorganismu

ECDC Evropské stredisko pro prevenci a kontrolu nemoci
EC Escherichia coli

EF Enterococcus faecalis

EFSA Evropsky ufad pro bezpecénost potravin

ESBL Sirokospektré B-laktamazy

EUCAST Evropska komise pro testovani antimikrobni citlivosti
FDA Americky Urad pro potraviny a léciva

G6P Transportér glukdza-6-fosfat

GlpT Transportér glycerol-3-fosfat

KP Klebsiella pneumoniae

MBC Minimalni baktericidni koncentrace

MDR Multilékova rezistence

MH Muller Hinton

MHA Muller Hintonové agar

MiIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace

mRNA Messengerova RNA

MRSA Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus

MurA UDP-N-acetylglukosamin-3-enolpyruvyltransferaza
NAG N-acetyl-glukosamin

NAMA Kyselina N-acetylmuramova

NAP Narodni antibioticky program

PA Pseudomonas aeruginosa




PBPs Penicilin vazajici protein

PDR Panrezistence

PEP Fosfoenolpyruvat

RF Uvolnovaci faktor

rRNA Ribozomalni RNA

SA Staphylococcus aureus

SE Staphylococcus epidermidis

SEAI Seznam esencidlnich antiinfektiv
tRNA Transferova RNA

WHO Svétova zdravotnicka organizace
XDR Extenzivni rezistence
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