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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kréalove
Studijni obor: Farmacie

Kandidat: Mgr. Tereza Petlanova
Konzultant: RNDr. Klara Konéna, Ph.D.

Nazev rigorozni prace: Studium interakce na@vsyntetizovanych slaenin s bakterialnim

agens.

Cil préace: Cilem této prace bylo zhodnoceni antibiotické aktidatek pipravenych
Katedrou anorganické a organické chemie, Farmame@utiakulty Univerzity Karlovy

v Hradci Kralové.

Metody: Latky byly testovany pomoci mikroditni bujonové metody na osmi kmenech
bakterii: Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus methicilin  rezistentni,
Staphylococcus epidermidi€nterococcussp., Escherichia coli Klebsiella pneumonige

Klebsiella pneumoniaBSBL pozitivni aPseudomonas aeruginasa

Vysledky: Latky byly rozdéleny do ggti skupin podle spolaych strukturalnich rys
NejinngjSi byla skupina salicilanilidovych derivgatkde vykazovalo antibakterialntiaek

vSech 28 testovanych latek této skupiny.

Zavéry: Z celkového pstu 73 testovanych latek byl pozorovan antibaktefiétinek u 50 z
nich. NejcitlivjSimi kmeny bylyStraphylococcus aureus, Staphylococcus aureathicilin
rezistentniEnterococcusp. aStaphylococcus epidermidiNaopak zadna z testovanych latek

nevykazovala €innost k modelovému kmerRseudomonas aeruginasa

Kli ¢éovéa slova:Minimalni inhibiéni koncentrace, mikroditini bujébnova metoda, antibiotika,

biofilm, rezistence.



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Study program: Pharmacy

Candidate: Mgr. Tereza Petlanova
Consultant: RNDr. Klara Koneénd, Ph.D.

Title of thesis: Study of the interaction of newly synthesized commpls with bacterial

agents.

Background: The aim of this thesis was to test antibiotic attief substances produced by
the Department of Inorganic and Organic Chemiskgculty of Pharmacy of Charles

University in Hradec Kralové.

Methods: Substances were tested by using microdilution brogtthod on eight strains of
bacteria:Staphylococcus aureuStaphylococcus aureusethicilin resistantStaphylococcus
epidermidis Enterococcus sp., Escherichia coli Klebsiella pneumonige Klebsiella

pneumoniad=SBL positive andPseudomonas aeruginasa

Results: Substances were divided into five groups accortbnassociated structural features.
The most effective was the group of salicilaniligrigates. In this group, the bacterial effect

of all 28 tested substances were shown.

Conclusion: The antibacterial effect was demonstrated in 5@nftbe total number of 73
tested compounds. The most susceptible strains Staphylococcus aureus, Staphylococcus
aureus methicilin resistant,Enterococcussp. and Staphylococcus epidermidi€On the
contrary, none of the tested compounds showedaeffito the model straiRrseudomonas

aeruginosa

Key words: Minimal inhibitory concentration, microdilution bifo method, antibiotics,

biofilm, resistance.
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1. UVOD

K velmi zavaznym neZzadoucim jewm pojicim se s pouzivanim antibiotik fatznik
a Steni bakteridlni rezistence, kterd je statdSim celoswtovym problémem. Rostouci
rezistence bakteriitki dostupnym antibiotitm vyuzivanym v klinické praxi se v poslednich
letech fadi mezi nejzavadsi medicinské problémy, jelikoZz se geb rezistentnich
bakteridlnich kmei neustale zvySuje a doposud znama antibiotikagjgau na bakterialni
kmeny &inna. Rezistence e vznikat na zaklad riznych mechanisiy které jsou
podrobrji probirany v teoretickéasti této rigordzni prace.

Vznik rezistence na antibiotika jeimzeny jev, ke kteréemu dochazfi pouzivani
antibiotik. Velice dilezité je rezistenci co nejviceguchazet. Hlavnim spowsem vzniku
rezistence je pravnadnérna spoteba dosud znamych antibiotik, a tdegevsim jejich
naduzivani, ale i nespravné nebo nedo&tat@ouzivani.

Nové mechanismy rezistence se objevuji a nasléilinpo celém s&té, cimz ohrozuji
dostupné moZznostidby béZznych infeknich chorob, coZz ma za néasledek zvySersepamrti
v dasledku infeknich onemoceni, piipadré invaliditu jednotlivai, u nichZz by donedavna
lécba mohla byt &nna!™.

Boj proti rezistenci &¢i antibiotikim je také jednou z hlavnich priorit WHO (World
health organisation, $tova zdravotnickd organizace). Cilem je zajistihy al&ba
bakterialnich infekci probihala za pouZziti beapeh a @innych léki a aby nedochazelo k
jejich zneuzivani. Mezi dalSi hlavni cile WHO ipatptimalizace pouzivani antimikrobialnich
Iéka, sniZzeni vyskytu infekci, posileni dozoru nad a@imn antibiotik, podp@ni vyzkumu
novych antimikrobnich v, také zvySeni pasdomi lidi o spravném uzivani antimikrobnich
latek a pochopeni problému antimikrobialni rezisedfl.

Za (telem dosazeni cile tykajiciho se minimalizace dépaistence, je zapeti
vice komplexni, multidisciplinarni asili¢etreé lepSiho pochopeni epidemiologie a patogenity
mikroorganisni, uvazlivé pouzivani antimikrobiélnich latek &ninéd opateni pro kontrolu
infekci v nemocnicick.

Ucelem této rigordzni prace bylo vyhodnotit potendialEinnost @t skupin
chemickych latek syntetizovanych na Kated anorganické a organické chemie,
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Tyto latkyly testovany pomoci mikroditi
bujénové metody, tedy v podminkaichvitro. Pomoci této metody je moznctiirminimalni
inhibi¢ni koncentraci latek. Tento metodickyigiup je pi testovani antibiotické aktivity

12



novych latek povazovan za standard. K testovand kpouzito celkem 8 modelovych
bakteridlnich kmein (Staphylococcus aureuStaphylococcus aureusethicilin rezistentni,
Staphylococcus epidermidig&nterococcussp., Escherichia coli Klebsiella pneumoniaa
Pseudomonas aeruginosa).

Z vySe zmidného vyplyva, Ze objevem novych antibakterialniétek a jejich
naslednym zavedenim do klinické praxe by se moaldédnialni rezistence snizit a poklesla
by morbidita i mortalita populace. NaSim testovangme k hledaniéthto novych latek

prispli.

13



1.1. Zadani - cil rigorézni prace

7

ast - reSerSe odborné literatury.

Zw

» Teoretick&

* Experimentalnitast - prace v mikrobiologické labor#tovlastni experimenty,
vypracovani postup pti vyhodnocovani minimalni inhibni koncentrace u
testovanych latek.

« Vysledky - zpracovani a vyhodnoceni vyslédjejich interpretace.

» Diskuze - s vyuzitim teoretickych a praktickych inséi dané problematiky.

e Zawr - shrnuti vysledi.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Charakteristika modelovych bakterialnich kmeri vyuzitych pro

testovani antimikrobni aktivity

2.1.1. Staphylococcus aureus

Do roduStaphylococcuge v sodasné dob zarazeno jiz okolo 40 bakterialnich diuh
a poddruld, z nichz pouze gkteré maji klinicky vyznam v s@asné medicih Z hlediska
patogenity je pro ¢lovéka nejnebezpmejSi Staphylococcus aureusStaphylococcus
epidermidis ¢i Staphylococcus saprophyticu€itlivost wvici kandidatnim antimikrobnim
latkam prvnich dvou zmémych druffi byla testovana i v této rigorézni pré&ei

BakterieStaphylococcus epidermidigvolava netastji infekce spojené s lékskymi
implantaty, jako jsou periférni nebo cévni katetfyento mikroorganismus hraje také
vyznamnou roli g infekcich jako je bakteriémig€asto také kontaminuje kontaktocky, ¢i
osidluje m@ové cévky. S vysokou frekvenci také kolonizuje epité buiky kiZze a je
povaZzovan za jednu z hlavnickdn infekci kize!™.

Stafylokoky pati mezi komenzalni mikroorganismy, Kt@owtSinou asymptomaticky
osidluji kiZi a sliznice lidi. Tato skupina @grampozitivnich) kok mize produkovatadu
enzymi a toxini, které jsou vyznamnym faktorem jejich virulencet@aji za patogenezi Sirsi
Skaly infekénich nemoci. Vice nez 30% knieje schopno produkovatkolik raznych lipaz,
které jsou schopny hydrolyzovat lipidy a zajistk {yeziti stafylokoki v mazovych oblastech
lidského tla. Staphylocuccus aureutaké produkuje termostabilni nukledzu, kterd& méa
schopnost hydrolyzovat DNA (deoxyribonucleic acldpxyribonukleova kyselindy.

Obecr jsou stafylokoky do zrmé miry rezistentni k nénivym vlivam okoli.
Odolavaji vyssim koncentracim chloridu sodnéhanvelobe snasi zatti na 55°C po dobu
30 minut, gipadré pri vysychani vydrzi az gkolik tydni. Praw tyto vlastnosti umaduji
prechodnéi rezidentni osidlenidkterych koZnich oblasH.

Staphylococcus aureljs G" kok seskupeny do higki (viz.Obrazek 1). Je taistow
nenargény kok, ktery dostal druhové jméno podle charaktmiky oranzo¥ zbarvenych
kolonii. Za timto zbarvenim stoji produkce karotastmo pigmentu, ktery ale neni nastrojem
virulence, a ne vSechny kmeny tento pigmentitvbakze Ize izolovat a pozorovat i kmeny

s bilymigi $edavymi koloniemf’.
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Tento bakterialni druh produkujadu toxiri. Mimo jiné jde o hemolyziny, z nichz s
ohledem na virulenci je nejvyznagsi toxicky hemolyzin alfa, ktery poruSuje hignou
membranu eukaryotnich b&k DalSim vyznamnym toxinem je exfoliatin, jenzugpbuje
epidermolyzu,¢i toxin zpisobujici syndrom toxického Soku, jenz je spojerhoikou a
dalSimi organovymi postizenimi. Pro uplnost, staifgky jsou také schopny produkovat
raizné typy enterotoxiin Kazdy kmen v3ak nemusi produkovat vSechny #n#&ntoxiny,
zélezi pedevsim na ifitomnosti uditych geri, a proto se itomnost jednotlivych toxiin u

jednotlivych kmea 1isi 1",

; g
#_ﬁw"' : -.-o"' ‘ﬁ

y ] $ 2« 5 ' ‘ ’i" as

Obrazek 1: Gkoky bakterieStaphylococcus aureuswtseni 1000x, Gramovo barveni.

pievzato zhttp://cit.vfu.cz/alimentarni-onemocneni/xsa/xsdihl (8]

Staphylococcus aureuge nefasgjSim pirivodcem koZznich onemoéni, jako je
impetigo, akné, panaricium, mastitidainfekce ran. Z organovych onemaom mize byt
piicinou plicnich infekci-zapalu plic, infekci mozku-megitidy, infekce Kkosti-
osteomyelitidyti infekce srdce-endokarditidy/.

Pred vice nez padesati lety se brzy po zavedeni lppvaitibiotika penicilinu zaly
objevovat kmeny, které produkovaly penicilindzu.eBntento enzym produkuje cetada
kmenrti, proto bylo nutné vytvdat peniciliny, které by byly k penicilaze rezistant Jednim
z priklada je methicilin¢i oxacilin. Postup#é ale vznikaly i kmeny rezistentni k methicilinu-
MRSA (methicillin resistantStaphylococcus aureusnethicilin rezistentniStaphylococcus
aureus) nebo i kvyhod&Simu oxacilinu. Celko¥ byly stafylokoky dlouho citlivé
k vankomycinu, ale v poslednich letech byl zj8trity typ rezistence i zde, tyto kmeny jsou
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nazyvany VISA (vankomycin intermediate-resisteétaphylococcus aureusrankomycin
intermediati-rezistentni Staphylococcus aureys které vykazuji rezistenci t¢i vSem
glykopeptidhm a i vysoce rezistentni kmeny VRSA (vankomycinistasit Staphylococcus
aureus vankomycin rezistentn$taphylococcus aureusToto jsou piklady veliké hrozby

selhavani antibakterialni terapie v sasnosti’.

2.1.2. Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

V sowasné dob je wtSina kmeid stafylokoki rezistentnich na penicilin. Za
poslednich &kolik desetileti neustale stoupadet infekci zgisobenych timto bakterialnim
kmenem a ndist infekci byl zaznamenan zejména u kihedolnych wici antibiotikim. V
posledni dob se stalgastji setkAvame s kmeny jako je zejména MRSA a tak&kemycin
rezistentnimi kmen{/%. U kmerii MRSA je velkym problémem rezistencécmethicilinu.
Za rezistenci je zodpedny genmecA ktery koduje enzym PBP2a (penicillin binding iat
2a, penicilin-vazajici protein 2&". Nyni neni tak velkym problémem, Ze by kmeny MRSA
byly vice virulentni nez ¢&né kmeny, ale neftSim problémem a hrozbou je multirezistence,
a proto terapie onemoegni vyvolanych &mito kmeny je dosti natma!”.

Methicilin-rezistentniStaphylococcus aureug bakterie, ktera je schopna vyvolat
infekce v fiznychcéastech dla. Negastji zpasobuje mirné infekceilze, jako jsou kedy, ale
muze také zpisobovat vazgsi kozni infekce nebo infikovat chirurgické rarkyevni olgh,
plice nebo méové cesty. MRSA infekce jsowené mezi lidmi, kt& maji oslabeny imunitni
systém a jsou v nemocnicich, domovedithibdd, a dalSich zdravotnickych iaenich.
Infekce se mize objevit kolem opetaich ran nebo invazivnich préstki, jako jsou cévky
&i dalsi implantaty*?.

Znepokojujici zpravou je, Ze MRSA infekce se objevu zdravych lidi, kt& nebyli
hospitalizovani. Tento typ MRSA infekci se nazyv&A-MIRSA (Community-Associated
methicillin resistant Staphylococcus aureuskomunitni methicilin  rezistentni kmeny
Staphylococcus aureusCA-MRSA kozni infekce byly zjighy u ucité skupiny obyvatel,
ktefi maji vice kozniho kontaktu s jinymi osobamiikkadem mohou byt tymovi sportovci,
vézni, ale i dti v mateiskych Skolach?.

Napiklad ke gentamycinu jsou rezistentni témSechny kmeny MRSA. Soasré
k erythromyinu a klindamycinu je rezistentnich vieez 96% kmein V sowasné dob jsou
kmeny MRSA velice rezistentni i k dalSi antibiotcterapii, coz fedstavuje mnohemgtsi

problém, neZ byl dosud.
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2.1.3. Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidise vyskytuje uclovéka zejména na ki obliceje, na
korcetindch nebo na sliznici nosohltanu. Jedna se iekgpo oportunniho patogena, ktery
napada zejména oslabeny organismus, jako jsourpiasi€Zkymi popaleninami, pasgkych
Urazech, chirurgickych zakrocich nebo imunokomptowaini pacienti. V poslednich letech
velmi piibyva infekci zgsobenych timto patogenem.alBzitym faktorem, ktery zvysSuje
pravdpodobnost infekce jeiffomnost cizihodesa, jako jsoutzné katetry, cévni nahrady,
unglé srdeni chlopré a dalSi. Stafylokokové Iy maji velmi dobrou adherenci prav
k ttmto zmirgnym cizim tlesim. Mohou také chronicky zaplavovat organismus asapit
sepse, endokarditidy, meningitidy nebo infekcecowych cest. VSechna tato oneméch
zpisobena bakterttaphylococcus epidermidisou wtsinou ziskana v prastdi nemocnié’.
Kolonie bakterieStaphylococcus epidermidsou zobrazeny na nasledujicim Obrazku 2.

S.epidermidisna rozdil odS.aureusneprodukuje tak vyznamné mnozstvi engyan
toxinid. Neprodukuje Kklasické enterotoxiny, exfoliatiny,odgulazu, hemolyzin nebo

termostabilni nukledzu jako tomu jeStaureus”.

Obrazek 2: KolonieStaphylococcus epidermidisa agaru s a\ krvi, kultivace po dobu 24
hodin v aerobni atmosfé @i 37°C.

prevzato z:

http://www.bacteriainphotos.com/bacteria%20underftizBoscope/staphylococcus%20epidermidis¥%20microsc
[13]

opy.html #
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Stafylokoky jsou Bznymi bakterialnimi kolonizatorydke a sliznictlovéka ¢i jinych
savdl. S. epidermidige zejména jeden z ri@stji izolovanych druli z lidského epitelu.
Kolonizuje gevazr na axilach, hla¥ a nosnich dirkach. Analyza genorBu epidermidis
ukazala, Ze druh je did vybaven geny, které poskytuji ochrarfedpdrsnymi podminkami
vyskytujicimi se v jeho iffirozeném prosedi. Rikladem niZze byt schopnost vyrovnat se
s extrémnimi koncentracemi soli a osmotického ti&ku

S.epidermidigati do skupiny koagulaza-negativnich stafylokpkteré narozdil od
koagulaza-pozitivnich stafylokdk jako je S. aureus nejsou producenty enzymu zvaného

koagulaza.

2.1.4. Enterococcus sp.

Zastupci rodu Enterococcusjsou G, fakultativie anaerobni koky, které jsou
morfologicky podobné streptokdkn pri barveni podle Grama (viz.Obrazek 3). Normalni
stanovist téchto mikroorganisrin je v gastrointestinalnim traktu lidi a jinych sayve¢ kdyz
mohou byt izolovany z Ustriasti hltanu, Zenského pohlavniho Ustrojitaek V posledni
doks bylo popsano 36 druhenterokok, nicmér pouze 26 druln z celkového pé&u je
spojovéano s lidskymi infekcentfl. Enterococcus faecalife nefastjsi lidsky patogen, ale
Enterococcus faeciunje stale vice fevladajicim patogenem u infekci ziskanych v
nemocnénim prostedi. Rirozerg se tyto koky vyskytuji v tlustémiste, kde jsou sotasti
bezné stevni mikroflory!”. VEechny ostatni enterokokokové druhy spodetvoii mérg nez
5% enterokokovych infekci. Tyto jiné druhy spojesé lidskymi infekcemi zahrnuji
Enterococcus gallinarum, Enterococcus casseliflavasterococcus avium, Enterococcus
cecorum Enterococcus durans, Enterococcus hirae, Enteroe®c malodoratus,
Enterococcus mundtii, Enterococcus pseudoawtimterococcus raffinosts’.

Bakterie Enterococcus faecalia Enterococcus faeciurjsou schopny i@zivat i 30
minut g 60°C ™. Maji snizenou citlivost k antibiotikn (k penicilifim i aminoglykosidm).
Vyskyt rezistence k vankomycinu obou diiuje u nas zatim nizka.ckoli jsou enterokoky
souwasti normalni gevni fléry, tak zejména v poslednich letech se ggtadilezitymi
nozokomialnimi patogeny,i¢i kterym je teba bojovat. Kmeny ziskévajici odolnosiciv
antimikrobialnim latkhm jsou vice na vzestupu, qwEdstavuje vyznamny débny a

epidemiologicky problérft’.
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Zastupci roduenterococcusse od roduStaphylococcudiSi zejména svou kultivai
nenargnosti, rezistenci k vysokému pH, schopno&siu v hypertonickém roztokuj rastu

pii nizké teplog [,

Obrazek 3: G koky bakterieEnterococcus faecaligvétseni 1000x-mikroskopicky snimek,
barveno dle Grama.

pievzato zhttp://www.bacteriainphotos.com/Enterococcus%ZOiﬁs%ZOliqht%20microscopv.htrHG]

RIS

Mezi nejl#zrejSi projevy enterokokovych infekci gatinfekce m@ovych cest a
bakteriéemie. Endokarditida je nejzavain infekce zfisobend enterokoky, i kdyZ zaujima
pouze asi 3% z celkového qto enterokokovych infekdt”. Enterokoky se také podileji na
infekcich v nitrosiSni a panevni krajiy v ranach a infekcich #kkych tkani, ale véchto
piipadech jsowasto soutasti smiSené infekce vyvolané jak aerobnimi, tanaerobnimi
bakteriemi. Mnohem méncasta je enterokokova meningitida, osteomyelitidaegticka

artritida!*®!,

2.1.5. Escherichia coli

Bylo popsano jiz &kolik desitek drubh bakterie rodu Escherichia z nichz
nejvyznamgijsi a negastji se vyskytujici zejména v tlusténtrew savd je Escherichia coli
(E.coli). Mezi nowji charakterizované druhy gatE. fergusoni, E. hermanii, E. vulneré
dalSi.E.coli se fekalnim zn#sténim miZe dostavat do vody, kdégZiva itadu tydri. Slouzi
tak jako nejbzr¢jsSi indikator fekalni kontaminace pitné vody. Z&itych podminek fjima
plazmidy nesouci geny metabolické, geny rezistengeny pro produkci toxin”.
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E.coli (viz.Obrazek 4) je bakterie, ktera s&zke vyskytuje ve sevechcéloveka a
jinych teplokrevnych Zivéichi. Zatimco ¥tSina kmed je neSkodnych, gkteré mohou
zpisobit zavazné onemogmi. E.coli je obvykle genaSena prosdnictvim konzumace
kontaminované vody nebo potravin, jako jsou nedesta tepel& upravené masné vyrobky
a syrové mléko. Kiiznakim intestinalni infekce pak pgakiece v kiSe a pajem, ktery niize
byt az krvavy. MiZe se také objevit hatka a zvraceni. ¥Sina pacierit se vyl€i do 10 di,
ale v rekterych gfipadech se fize onemoceni stat az Zivot ohrozuji¢f!.

E. coli vyvolava dva zakladni typy onemaen a to extraintestinalni a intestinalni.
K extraintestinalnimu typu pédtzejména zaf maiovych cest, septicka onemdon, infekce

ranci rizné hnisavé procesy.

Obrazek 4Escherichia colizvétSeno 1000x, preparat barven dle Grama.

pievzato zhttp://www.bacteriainphotos.com/Escherichia%ZOCdm]&qht%ZOmicroscopv.htnﬁlgl

Kmeny, které ziskaji schopnost produkcédatnych faktoit virulence, jsou pak
puvodci pijmovych onemocEni. Podle projetr virulence je dlime na gkolik typa. Prvnim
znich je ETEC (enterotoxigenid.coli, enterotoxicka E.coli), ktera je pivodcem
cestovatelskych @gymu produkujici dva toxiny, termolabilni a termostalilinfekce ETEC
kmeny se manifestuje vodnatymiipmy, které nejsou doprovazeny heékeu. DalSim typem
je EPEC (enteropathogerticcoli, enteropatogentti.coli), kterd zfisobuje zejména fmy u
novorozend, které s&asto manifestujiipmesi krve, a roviZz jako gedchozi zmiéné kmeny
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nejsou ¥tSinou doprovazeny hatkou. EIEC (enteroinvasivE.coli, enteroinvazivni.coli)
zpasobuje onemocami podobné Uplavici, kdy je ve stoligasto gitomna krev a hlen. EAEC
(enteroadherentE.coli, enteroadherentniE.coli) zpisobuje mirnou formu infekce.
V neposlednifac® je nutné zminit EHEC (enterohaemorradiccoli, enterohemoragicka
E.coli), ktera nmiize vyvolat az hemoragickou kolitidu, z niz séz@ vyvinout hemoragicko-
uremicky syndrom ohroZujici Zivot pacienta. Zdrojerfekce byva nedostates prop&ené
maso, salaty, ale i voda.

E.colije primarr citlivd na \¥tSinu antibiotik, vyjimkou je benzylpenicilin.i®nesena
rezistence vznika zejména u nema@oith kmeri. Léba extraintestinalnich forem feSena

antibiotiky, u forem intestinalnich je nutné dbeét na dostaténou hydrataci organisnifl.

2.1.6. Klebsiella pneumoniae

Vyznamnym rysem tohoto mikroba je, Ze nemdikyi je pirozerg rezistentni
k ampicilinu a tvéi mohutné polysacharidové pouzdro. Toto pouzdtaké jednim z faktar
virulence, knimz dale p#t nékolik nefimbriovych adheziln nekolik typa fimbrii,
termostabilni a termolabilni enterotoxin, bilkovinyazajici Zelezo, tzv. siderofory a
lipopolysacharid. Uc¢lovéka se klebsiely vyskytuji zejména ve stolici a jsduhymi
negastjSimi privodci infekci m@ovych cest. Dale Zsobuji gastroenteritidy, meningitidy u
novorozend a sepsel”. Kolonie bakterieKlebsiella pneumoniagsou vyobrazeny na
nasledujicim Obrazku 5.

Jedna se o oportunniho patogena, ktekyerzpisobovatradu zavaznych onemaani,
jako je zapal plic, septikémie, infekce &owych cest a infekce &kkych tkani. Typicky,
infekce zpmisobené bakteriemKlebsiella pneumoniagsou nozokomialni a vyskytuji se
zejména u osob se snizenou imunitou nebo hospvaigch paciedit Radi se mezi
nakaz tvei 5 az 794°°.

Klebsiella pneumoniase rozliSuje na sérotypy podle polysacharidovéhtiganu
obsazeného v pouiz K dnesni dobje popisovano 77 sérotypMezi jednotlivymi kmeny je

¢etnd variabilita ve virulenci, kdy kidvym faktorem virulence je jizitdve zmirné pouzdro
[4]
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om MacConkay

Obrazek 5: Kolonie bakteri&lebsiella pneumonigekultivace na MacConkey agardip
teplo€ 37°C po dobu 24 hodin. Jde o laktéza-pozitivni tbak, tedy néist probiha v
razovych koloniich.

pievzato zhttp://www.bacteriainphotos.com/klebsiella—pneurmmtolonies.htm[lm

2.1.7. Klebsiella pneumoniae ESBL pozitivni

Patet kmerii bakterie Klebsiella pneumoniaeprodukujicich Sirokospektré beta-
laktamazy se v poslednich letech vyramavySuje. Tyto enzymy #gobuji hydrolyzu beta-
laktamového kruhu beta-laktamovych antibiotik a ldd tak k jejich nasledné inaktivaci.
Timto zpisobem vznika rezistence na vSechny peniciliny,lasfmriny, etrg sulbaktamu a
jejich kombinaci, také k monobaktam jako je aztreonafi?.

K.pneumoniae ESBL (extended-spectrum b-lactamases, beta-lakyantrokého
spektra) kmeny byly prénzaznamenany v roce 1983 wmecku a od té doby dochazi k
celostovému natstu v jejich vyskytu??.

Infekce zfisobené multirezistentnimi-@ramnegativnimi) patogeny, které produkuji
ESBL, byly zaznamenany s rostouci frekvenci nagédich intenzivni p& a jsou spojeny s
vyznamnou morbiditou a mortalitdt’.

Produkce Sirokospektrych beta-laktamé&kterymi mikroorganismy byla popséana jiz
okolo roku 1980 a byla zji&a u Siroké palety Gbakterii. Klebsiella pneumoniage
neféasgjsi druh, ktery ma schopnost ESBL produkd¢/af*!.
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2.1.8. Pseudomonas aeruginosa

Jedna se o bakterialni druh vyskytujici se v odfidvodach, fdé, stolici domacich
zvitat i lidi. Kolonizuje hlava sliznice respir&niho traktu a méovych cest. VytvB kulowe
lesklé kolonie (viz.Obrazek 6) arqvazna wtSina kmef tvori pigmenty, a to modrozeleny
pyocyanin a Zzlutozeleny fluorescein. U zdravéthmvéka mize dojit ke kolonizaci timto
patogenem, ale nedochazi ke vzniku idfdko onemoceni. Podminkami vzniku
onemociini jsou napiklad rozsahlé popéleniny, maligni procesy jakdejgkémie, podavani
imunosupresiv, cytostatik, kortikaidii dlouhodobé podavani antibiotik. \fipadt nasledné
terapie je nutné rozlisit bezvyznamnou a kratkodokmonizaci od infekcé!.

Obrazek 6: Koloni¢®>seudomonas aeruginosa krevnim agaru. Kultivace probihala po dobu
48 hodin v aerobnim prasdi @i 37°C. Malé, hladké kolonie zobrazuji bakterie
Enterococcus faecalis

prevzato zhttp://www.bacteriainphotos.com/pseudomonas%20éxmaa%20colonies.htn[ﬁel

Pseudomonas aeruginoga jednou z neépstjSich bakterii zpisobujicich pneumonie
jako nefasgjSi infekce u pacieitna jednotkach intenzivni p&. Je to onemoéni spojené s
vysokou mortalitou, zejména v poslednich letech,y kde zvySuje fitomnost
multirezistentnich kmehzejména na jiz zmbvanych jednotkach intenzivni g2,

Infekce vyvolané timto bakteridlnim agens moholrzavat tizné éasti €la a
zpasobit tak fizné projevy jako jsou pneumonie, bakteriémie, enddikida, meningitida,
otitida, osteomyelitida, enterokolitida, zéymosovych cesti poskozeni kze!?®!,
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2.2. Metody testovani citlivosti bakterii v systémun vitro

2.2.1. Agarova difazni metoda, diskovy diftizni test

Tato metoda (viz.Obrazek 7) je jednim z nejstargttstup testovani antimikrobiélni
citlivosti a Zistava stale jednou z nejvice pouzivanych metod ohan klinickych
laboratd@ich. Je vhodna pro testovanitSiny bakterialnich patogéntaké je univerzalni pro
Siroky rozsah antimikrobialnich latek, které majt kestovany a nevyzaduje zadné specialni
vybaveni??,

Princip metody spovd v praci s disky napustymi predem stanovenymi
koncentracemi antibiotik a naslednému polozefmhto diski na povrch agarové udy
naatkované testovacimi mikroorganismy. Z polozenychkidiantibiotikum difunduje do
agarové fdy. Fitomné bakterie rostou na agaru v zavislosti nahejitlivosti, ¢i rezistenci
vigi difundovanému antibiotik®®. Pokud je bakterieti danému antibiotiku citliva, pak
neroste v blizkém okoli tohoto disku a vyivée takzvana zéna inhibicéstu (inhib&ni

zbna).

hez z6ny inhibice rastu

Mbalaerialni rdst

Obrazek 7: Hklad diskového difuzniho testu. Na Mueller-Hintonagar byl na&kovan
testovany mikroorganismus a naslédmyly na agar nakladeny papirové disky nagnst
raiznymi antibiotickymi latkami. Po dost&t® dlouhé inkub&ni dok® se hodnoti trst Ci
inhibice 1istu testovaného Kklinického izolatu. a®® mikroorganismu se projevuje
mikrobialnim povlakem na agaru. \tfipadt inhibice fistu testovaného mikroorganismu neni
na agaru okolo diskurfjomen mikrobialni povlak (chybi inhiini zony fistu).

prevzato zhttp://easvmbbs.com/antibiotic-sensitivitv-teesMpravenéSl]
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Po dostaténé dlouhé inkubaci (pro bakterialni agern&Sinou 18-24 hodin,iip 37°C)
se n&ti pramér inhibi¢nich zon okolo jednotlivych disk Tyto nangiené ptiméry se nasledh
porovnavaji s “breakpoint* hodnotami (hra&mi hodnoty velikosti inhildinich zon vymezujici
bakterie wi¢i testovanému antibiotiku do kategorie: citlivateinmediatg citliva, rezistentni)
standarty poskytovanymi organizaci CLSI (ClinicaldaLaboratory Standards Institute,
Institut pro klinické a laboratorni standardy)organizaci EUCAST (European Commite on
Antimicrobial Susceptibility Testing, Evropska kaai pro testovani antimikrobiélni
citlivosti), ktera vychazi pravz metodiky CLSI®? B3 Diky tmto metodikam vysledky
poskytuji Iékaiim moZnost volby spravné antibiotické terdffe

2.2.2. Gradientova difiazni metoda, E-test

Jedna se o kvantitativni difazni metodu, zaloZemayraci s komeéné zakoupenymi
prouzky porézniho papiru, ve kterém jsou od sebd®leda mista siesré definovanou
klesajici koncentraci daného antibiotika. Tentaupek je umisin na naskovanou agarovou
plotnu. Vysledkem je inhibhi zéna majici tvar kapky, ktera svym ostrym hrotertuje
misto, kde je koncentrace testované latky rovna NH@nimal inhibitory concentration,
minimalni inhibini koncentrace). Nevyhodou této metody je jeji riimd nar@nost 4 B!,

Gradientova difuzni metoda je znaz&ma na nasledujicim Obrazku 8.

Obrazek 8: Gradientova difuzni metoda, E-test. Ngarabyl nadkovan testovany
mikroorganismus Fseudomonas aerugingsaa pilozen kome¢né dostupny prouzek
napustny antibiotikem colistinem. Po dosta&te dlouhé inkubéni dol& dochazi k od#eni
hodnoty MIC.

pievzato  z: http://www.himedialabs.com/intl/en/products/Microlmigy/Antimicrobial-Susceptibility-Ezy-

MIC%E2%84%A2-Strips-SinqIe-AntibacteriaI/CoIistin€(16256-mcqm|-EM020§6] a upraveno
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2.2.3. Agarova dilu¢ni metoda

Princip této metody je zaloZen ndigraw sestavy Petriho misek se standardnim
objemem agarové gply s gidanymi pgesré definovanymi koncentracemi antibiotik. Na
povrch jednotlivych Petriho misek &anymi koncentracemi antibiotik se rikaje wWtsi paet
testovanych kmana dochazi k nasledné inkubaci Zz@gepsanych podminek (viz.Obrazek
odpovida hodnatMIC B4,

Z davodu casové i materialni na&koosti tato metoda nema Siroké vyuziti v laboratorni

praxi, a proto se nepouziva pro rutinni testoV4hi

Obrazek 9: llustrativni snimek zna#ajici provedeni agarové didni metody. V kazdé ze
sedmi Petriho misek je homogendispergované dané mnozstvi testované antimiknobial
latky. Koncentrace testovanych latek jsou 0,52,14, 8, 16 a 321g/ml. Nasleda bylo na
kazdou z &chto misek zagkovano 11 bakterialnich kmeértestovanych mikroorgansma
poté byla sledovana MIC antimikrobialni latky.

prevzato z:
http://www.atmph.org/viewimage.asp?img=AnnTropMebRiHealth_2012 5 3 178 98609 ul.jif

2.2.4. Bujonova dilu¢ni metoda

Jednd se o kvantitativni test pr@emi citlivosti mikrokii k antibiotikim, kde se podle
pracovniho postupu rozliSuji dva zakladni typy tétetody. Prvnim z nich je makrodtui
test, kde se pracuje celkbws WtSim objemem bujonu ve zkumavkach a takdSim
mnoZstvim antibiotik. Vyhodnoceni vysladkastava po inkubaci po 16 az 20 hodinatih p
370C 341 [38]
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Mnohem popularjsi a také praktiéjSi uplatni ma v dnesni d@mikrodilu¢ni
bujonova metoda, kterd byla vyuzita i k hodnocenCM této praci (viz.Obrazek 10). Mezi
vyhody této metody p#t zejména moznost testovanét§iho pdtu bakteridlnich kmeh
jednoducha inokulace destk, ponérné nizké finagni naklady na vybaveni, velice rychly
zpasob zjiskni citlivosti jednotlivych kmefh a také moZznosti automatického oule a
hodnoceni vysledk pomoci spektrofotometru, ktery slouzi k pigovani denzity
mikrobialni suspenze v jednotlivych jamkach mikiratinich destiek 2429,

Mikrotitra¢ni desttka se inkubuje v termostatui geplo& 35°C po dobu 48 hodin a
odeiet vysledk probiha po 24 hodinové inkubaci a nastego 48 hodinach. Prvni jamka,

v které neni viditelnyirst, udava hodnotu MIE*.

W b L & V&

Obrazek 10: Hklad mikrodilwkniho bujonového testu. NarilpZené fotografii nizeme
pozorovat #st riznych testovacich modelovych kniebakterii, kdy jednotlivé kmeny byly
pipetovany v ramcitadki. V tomto gipact doSlo k rozpu&ni u testované latky az pdigani
tietiho ekvivalentu rozpou&tla DMSO (dimethylsulfoxid), a proto sectad hodnotit #ist
bakterialnich kmein az od koncentrace 128nol/l (podrobrji viz.kapitola 3.5.2. Hprava
dvojkovértedicitady testovaneé latky v experiment&basti této prace). V sloupcich 3-11 byla
napipetovana testovana latka v ramci dvojkeedici fady (podrobgji viz.kapitola 3.5.3.
Pipetovani do 96 jamkové mikrotitira desttky). Sloupeca:.12 neobsahuje testovanou latku a

slouzi jako kontrola.

autor: Tereza Petlanova, ifiweno mobilnim fotoaparatem HTC Desire X (firma HTGnikrobiologicka
laboratd Katedry biologickych a lIékakych d, Faf UK HK
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2.2.5. Automatizované systémy

Mnohé studie zabyvajici se srovnavanim vysledkskanych dznymi metodami
uréujicimi citlivost testovacich bakteridlnich kniemlemonstrovaly problémy tykajici se
vysoké variability vysledk Ze zaera téchto studii jasé vyplyva poteba standardizace a
piipadna automatizace&échto metod. V posledni déhge zaznamenavan rostouci zajem o
vyuziti pristroja, které dovoluji nejen automatické stanoveni a bodni citlivosti
mikroorganisni, ale mohou také identifikovat mikroorganismy, jefgou testovany.
Nespornou vyhodouéthto systém je fakt, Ze tyto systémy poskytuji vysledky cidsti
mnohem dive, nez je tomu u vySe zngimych metod a umaitiji také elektronické zpracovani
dat!*%,

Potebny kratky ¢asovy interval kultivace pro néslednou detekci ivosti a
identifikaci znamena, Ze vysledky jsou vyhodnocewghleji nez @i vyuZiti runich
mikrobidlnich identifikanich technik*".

V souwasné dob existuji ¢tyii automatizované systémy schvalené FDA (Food and
Drug Administration, Wad pro kontrolu potravin ad&) vyuzivajici mikrodilini bujénovou
metodu®?,

MicroScanWalkAway je automatizovany systém slouzici k bakterialentdikaci a
testovani citlivosti. Tento systém je schopen idikace a detekce citlivosti ve dvou
pracovnich médech zaloZenych na dvou rozdilnychkdeich gistupech. Klasicky detéki
fotometricky gistup vyZaduje kultivaci fes noc, zatimco fluorimetrickyfistup dovoluje
vyhodnotit vysledky vedouci k identifikaéi ur¢eni citlivosti jiZ po dvou hodinach. Vyhodou
je také vyuziti mikrotitrénich panel standardni velikostf?.

Sensitire ARIS (Automatic Reading and Incubation System, Autookstiéteci a
inkubani systém) také vyuziva standardni velikosti mikraini desttky, ktera je po
naakovani umisina v inkub&nim systému a dochazi k automatickému fluorimeémaci
sledovaniiistu po hydrolyze fluorogennich subsirédCely proces jéizen mikropditacem.
Tento systém byljvodre vyvinut v USA (United States of America, Spojemétys americké)
pouze pro néni testovani citlivosti, ale v sdasné dob je k dispozici v gkterych zemich pro
testovani po kratkodobé inkub&tH.

AutomatizovanyVitek System vyuzivatenkych plastovych karet obsahujicich asi 30
jamek nebo kapilar, kterymi prochazi bakterialngmanze. Karty jsou k dispozici uanych
koncentracich antimikrobialnich latek a identifikich médii. Rst je stanoven
turbidimetricky v hodinovych intervalech po dobulhodin?.
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Vitek2 system byl vyvinut jako no¥jSi verze zmiovaného systému Vitek. Tento
systém automatizuje zpracovanicetnd Ovodni gipravy antimikrobni latky, osfuje
automaticky hustotu inokula, @ini karty a uzavirani karty #f8troj automaticky fenasi karty
do ¢tecky a vyradi je na konci testovani. Systém uifige testovani az 10 antimikrobialnich
latek v zAvislosti na testovanych bakteridlnichzéth Y. Tento systém poskytujestéi
automatizaci H souwasném zvySeni bezfwsti a je schopen eliminovat opakujici se
manualni operace.

BD Phoenix systém zahrnuje velkyteci inkubator s kapacitou zpracovani az 99
testovacich panel které obsahuji po 84 jamkéach s antibiotiky. Vdéah panelu je mozné
detekovat #st mikroorganisma jak turbidimetricky, tak kolorimetricky a to po ®0
minutovych intervalech. Testovaci panely jsou vyrdbjak pro Gi G™ bakterie a vysledky
MIC jsou generovany po 6-16 hodindth.
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2.3. Antibiotika

Antibiotika jsou I€iva, ktera lze roz&it na zaklad raznych kritérii. Jednim ze
zpasohi jejich klasifikace je deni dle konéného @inku na bakterialni patogeny, tedy na
antibiotika bakteriostaticka, kterd znemaoj dalSi fst bakterii a antibiotika baktericidni,
jenZz bakterie zabijeji. Jednotlivé skupiny antitdidze také dlit podle jejich mechanismu
Gcinku na bakterialni agens. Obrazek 11 a Tabulkandzarnuji mechanismy &nku

antibiotik a také vysledny efekt antibiotik na bexie.

Inhibice syntézy bunééné stény

-» peniciliny

-» cefalosporiny

-» karbapenemy

-> monobaktamy

-» glykopeptidy- vankomycin,
teikoplanin

-» bacitracin

Inhibice proteosyntézy
-> aminoglykosidy

-» tetracykliny

-» makrolidy

-» chloramfenikol

Inhibice syntézy
nukleowych kyslelin
-» chinolony

-> nitroimidazoly

-» nitrofurantoin

-» ansamyciny

-» polymyxiny
-» polyeny (antimykotika)

Inhibice syntézy kyseliny listové
-» sulfonamidy
-» trimetoprim

Copyright & 2008 Pearson Education, Inc, publizring e Benjamin Cumminge.

Obrazek 11: Mechanismusgigku jednotlivych skupin antibiotik. Na obrazkuieme vidt
zékladni mechanismy¢inku jednotlivych skupin dosud znamych antibiotikntibiotické
latky Ize clit do n¢kolika skupin podle mechanismaidku a to na: latky inhibujici syntézu
bunééné stny, latky inhibujici proteosyntézu, latky inhibujisyntézu nukleovych kyselin,
latky inhibujici syntézu kyseliny listové a v nefsai fad na latky, které narusuji funkci
cytoplazmatické membrany.

2]

pievzato zhttp://spot.pcc.edu/~jvolpe/b/bi234/lec/6_antimimiads a upraveno
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Tabulka 1: Jednotlivé skupiny antibiotik, jejich ch@anismus &inku a cilovy @inek na
bakterialni agens.

pievzato z: Mechanismus of Antibacterial Resistdficea upraveno

Skupina antibiotik Mechanismus &inku Uginek
Peniciliny inhibice syntézy butiné stény baktericidni
Cefalosporiny inhibice syntézy b&imé stény baktericidni
Monobaktamy inhibice syntézy b&mé stny baktericidni
Karbapenemy inhibice syntézy lné stny baktericidni
Glykopeptidové antibiotika inhibice syntézy &iné sény baktericidni
Bacitracin inhibice syntézy bg#né stny baktericidni
Polymyxiny porucha funkce cytoplazmatické membrany  baktericidni
Tetracykliny inhibice proteosyntézy bakteriostafick
Amfenikoly inhibice proteosyntézy bakteriostaticka
Makrolidy inhibice proteosyntézy bakteriostaticka*
Aminoglykosidy inhibice proteosyntézy baktericidni
Sulfonamidy + trimetoprim inhibice syntézy kyseliligtové bakteriostaticka
Chinolony inhibice syntézy nukleovych kyselin bald®ni
Nitroimidazoly inhibice syntézy nukleovych kyselin baktericidni
Nitrofurantoin inhibice syntézy nukleovych kyselin bakteriostaticka*
Ansamyciny inhibice syntézy nukleovych kyselin aldidni

* zavisi na druhu a koncentraci mikroorganisniitgmz vySsi koncentrace mohou byt i baktericidni

2.3.1. Beta-laktamova antibiotika

Charakteristickym znakem vSech beta-laktamovychtibiatik je pritomnost
betalaktamového kruhu, ktery je zakladni podminjejich Gginku “Y. Tento kruh je mozné
enzymaticky Sipit pomoci specifickych enzyiirzvanych beta-laktamazy a nasledkem tohoto
Stspeni ztraci struktura gjzantibioticky efekt*®.

Mezi inhibitory beta-laktaméaziadime kyselinu klavulanovou, sulbaktam a
tazobaktam. Jsou to antibakteriaredinné latky, které se kombinuji s antibiotiks}.

Historie beta-laktamovych antibiotik se datujerolu 1928, kdy Alexander Fleming
pozoroval na kolonii stafylokdk(¢inek antibakteridlni latky, kterd byla produkovapigsni
Penicilium notatum Roku 1943 se zalo s ptimyslovou vyrobou penicilinu a u nas se

penicilin zaal vyrakit roku 194944,
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Antibiotika tohoto typu zahrnujici peniciliny, cefalospy, karbapenemy
monobaktamy se yznauji spol&énym mechanismem ¢inku, coZ je selektivni inhibic
syntézy bakterialni &y 4. K poskozeni busné skny dochazi \nekolika krocich. Jde |
vazbu na PBPs (penicilibinding proteiis, penicilin-vazajici proteiny které pedstavuji
burgcné receptory. Inhibice syntézy bakterialningt je zpisobena inhibici peptid, a tim
zabrarni zpeviini peptidoglykanu, jakozto nejtbZitéjSi sowasti burkéné stny spojné
pricnymi vazbami*®.. Stavebnimi kameny peptidoglykanu jso-acetylmuramova kyselina
N-acetylglukosamin. Na MNeetylmuramovou kyselinu jsou navazany dlouhé gdepé
fettzce zakotené Dalaninem a spojovanim jednotlivy¢bizch dochazi transpeptideni
reakci a zpekovani peptidoglykanu iftnymi vazbami. Celaato reakce je katalyzoval
PBPs a paw inaktivaci &chto transpeptidazovych enzyrdochazi blokaci transpeptidai

reakce a nasledné syntéze &uné seny 9.

2.3.1.1. Penicilinova artiotika
Peniciliny jsou érivaty kyseliny ~aminopenicilaové, kdy zakladnim sketem je
penam, coZ je beta-laktevy kruh kondenzovany thiazolidinem (vizObrazek 1z 44!,

Obrazek 12 Zakladni skelet penicilinovyctantibiotik penam a giktura kyseliny
aminopenicilanove.

(47]

prevzato z: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Penam. https://en.wikipedia.org/wikii-

(48]

APA#/media/File:6Aminopenicillanic_acid.sv

+

Antimikrobialni spektrum zékladnich penicilinje pongrné Uzké a zahrnuje
mikroby, naproti tomu Sirokospektré penicilinyigobi i na ¢ mikroby. Farmakokinetick
vlastnosti penicilif sp&ivaji zejména dobré absorpci gastrointestinalniho trak, dobrém
priniku do burk a pevaznyn vylu¢ovanim ledvinami. Biologicky poléas peniciliri je
kratky, a to zhruba 1 hodid&.
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Penicilinova antibiotika maji velice dobry bezpestni profil. Mezi nejasgjsi
nezadouci €inky pati alergické reakce, které se objevuji zhruba u 28digmti. Alergické
reakce se projevuji od lehkych koznich préjeaie v rkterych gipadech mize vzniknout az
anafylakticky Sok. Tyto alergické reakce neprobdilvagavislosti na davce, coz znamena, Ze
alergicka reakce fite vzniknout i po malych davkach antibiofR! ¢ Dalsim nemén
¢astym nezadoucintinkem jsou gastrointestinalni problémy zahrnujicigm ¢i nauzeu. Po
velmi vysokych davkach se mohou vyvinout neurotk&iqiiznaky, jako jsou iece ¢i
senzorické a motorické poruch¥f!. U depotnich fipravki je moZnost vzniku Hoigného
syndromu, kdy dochazi k mikroembolizaci, diky vel¥§pats rozpustnym kompleim !,

Penicilin G, také benzylpenicilin se ziskava smiiPenicillium chrysogenurfi.
Podava se pouze parentetalprotoZe neni staly v kyselém pri@sti a po perorélni aplikaci
by byl tak inaktivovan. Vyznaije se velice kratkym biologickym pdiasem, proto byly
piipraveny jeho soli jako depotniipravky. Mezi depotni ifpravky zahrnujeme benzathin-
benzylpenicilin ¢i prokan-benzylpenicilin, které maji delSi biologjc polatas a jsou
aplikovany intramuskulagnt*®!,

Penicilin V ma podobné vlastnosti, je vSak stdbilikyselém prosedi, proto ho Ize

[49]

podavat perorath ", DalSi skupinou jsou acidostabilni peniciliny, sbai vici beta-

laktamazam, které Ggobi zejména na stafylokokové infekce. Mezi zastup&azujeme
oxacilin, dikloxacilin, flukloxacilin®’,

Mezi Sirokospektré peniciliny azujeme aminopeniciliny, ureidopeniciliny a
karboxypeniciliny. Do prvni zniované skupinyfadime ampicilin¢i amoxicilin, kdy
amoxicilin se absorbuje az 2x |épe neZz ampiciliotgje podavani ampicilinu peroréldnes
obsoletni a takto se podava pouze amoxicifih Karboxypeniciliny jsou v saiasné dob
predstavovany tikarcilinem, ktery se ale bohuzel ajmje nedostataou stabilitou Wci
beta-laktamazam. Mezi ureidopeniciliigdime piperacilin, kdy velice vyhodna kombinace
s tazobaktamem spiva ve velice Sirokém bakterialnim spekteinku 1°.

Velice dilezitou skupinou v praxi uzivanych antibiotik jssambinované fipravky
penicilinového antibiotika s inhibitory beta-laktam které zahrnuji co-amoxicilin (kyselina
klavulanova + amoxicilin), co-ampicilin (sulbaktamampicilin), co-piperacilin (tazobaktam

+ piperacilin) a co-tikarcilin (kyselina klavulanaw tikarcilin)**.
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2.3.1.2.Cefalosporinova antibiotik
Chemickou strukturou jsou cefalosporiny velice kdizpeniilinam, obsahuji tak
beta-laktanovy kruh a jejich kondenzovany heterocyklicky systsinazyva cefem. Jedna

tedy o derivaty kyseliny aminocefalosporano (viz.Obrazek 13Y1146]

H
H2N =
S \‘r?
N[ N~ O. _CH,
= = o
COOH O

Obradzek 13 Zzakladni skelet cefalosporii a chemickd strukra kyseliny -
aminocefalosporanové.

S

O

pievzato zhttps://quizlet.com/92920269/c-wa||-svnthesis-inhibitors-flash-cardé?ol a upraven

Ptirodni cefalosporiny jsou zisk&vany neékterych druli nizSich hub rod
Cephalosporinum vdnesni dob uz se ale &sSina cefalosporinovych antibiotik ziské
polosynteticky*¥. Antimikrobialni spektrum cefalospofirje Siroke, a prae podle spektr:
Gcinku Ize jednotlivé cefalosporiny #dit do 5ti zakladnich generacifiq@@mz \ ramci
posloupnosti jednotlivych generaci se zhor3ujmnbst ke ¢ mikrobam, ale podstathse
zvyduje &innost proti G mikroorganisnim %,

Z hledska farmakokinetiky ¢ cefalosporiny vyznauji vysokou rychlosti eliminact
Neesterifikované cefalosporiny jsou debabsorbovany tenkém stve a maji vysokot
biologickou dostupnost, kdezto esterifikovareroralni cefalosporiny jsou protéva a po
vstrebavani se hydrolyzuji nasimnou formt €.

Cefalosporiny maji takwelmi dobry bezp&ostni profil. Z nezadoucichcimka se
mohou vyskytovat alergické reakce ve férexantému, ktery f¥e byt doprovazen hatieou
a eozinofilii az anafylakticky Sokem.Mezi dalSi nezadoucicinky paki tromboflebitida pc
nitrozilni aplikaci zejména po vysSich davkach lefporini. V uréitych pripadech mze
dochéazet i ke z&mam vkrevnim obraz, pripadré u pepralné podavanych cefalospofir
muze dochazet korucham funki traviciho Ustrojijako je nevolnost, zvraceti prajem, coz
muze zvySovat riziko superinfekce a ojedirélych piipadech se e objevit i
pseudomembrandzni kolitid4®. Kvili zvySené nefrotoxickt by se nerdly kombinovat

nagiklad s aminoglykosid{/®.
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1.generace cefalospoiifie charakteristicka svou vysokotirinosti na Gbakterie pro
intravendzni podani,ckteré Ize podavat i peroré@nNepronikaji pes hematoencefalickou
bariéru a jsou odolnéwi stafylokokovym beta-laktaméazam. Jednotlivi zastjgou uvedeny

v Tabulce 2.

Tabulka 2: 1.generace cefalospdrin

zpracovano podle: Lincova, [et al: Zakladni a aplikovana farmakologie, 26677

1. generace cefalosporifi

Parenteralni Peroralni

cefalotin, cefapirin, cefazolin cefalexin, cefadtox

2.generace cefalosporinovych antibiotik ma takékgs (Einnost na G bakterie, ale
vykazuje vyssi stabilitu 0z beta-laktamazalt).zastupci této generace jsou uvedeny v
Tabulce 3.

Tabulka 3: 2.generace cefalospdrin

zpracovano podle: Lincova, [et al: Zakladni a aplikovana farmakologie, 26677

2. generace cefalosporia

Parenteralni Peroralni

cefuroxim, cefamandol, cefaklor, cefuroxim axetil

cefoxitin, cefotiam

Cefalosporiny 3.generace se liSi od cefalospofia 2.generace nizSi aktivitou proti
stafylokokim a maji ze vdech cefalosparimejvyssi dinek na G bakterié™. Jednotlivi
zastupci pro parenteralni a peroralni podani jsbabulce 4.

Tabulka 4: 3.generace cefalospdrin

zpracovano podle: Lincova, [et al: Zakladni a aplikovana farmakologie, 2667

3. generace cefalosporit

Parenteralni Peroralni

cefotaxim, ceftizoxim, ceftriaxor], cefixim, ceftibuten, cefpodoxim

ceftazidin, cefoperazon proxetil

36



Do 4.generace cefalospakipati latky majici vysokou &innost jak proti G tak i G
bakteriim etrt Pseudomonas aerugind$a Existuji pouze zastupci pro parenteralni podani
uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5: 4.generace cefalospdrin

zpracovano podle: Lincova, [et al: Zakladni a aplikovana farmakologie, 26677

4. generace cefalosporif

Parenteralni Peroralni

cefsulodim, cefpirom, cefepim|  —----—-mmmmmmmmmm e

Nejnowjsi 5.generace cefalospoatirzahrnuje léiva, které se pouzivaji zejména pro
Zivot ohroZujici sta®. Stejr¢ jako 4.generace cefalospatintak i 5.generaceobsahuje

zastupce pouze pro parenteralni podani.

Tabulka 6: 5.generace cefalospdrin

zpracovano podle: Lincova, [et al: Zakladni a aplikovana farmakologie, 26677

5. generace cefalosporit

Parenteralni Peroralni

ceftobiprol, ceftarolin fosamil |  ——--—-—mmmmem e

2.3.1.3. Monobaktamy

Jedinym klinicky pouzivanym zastupcem této skupanyibiotik je aztreonam, jehoz
strukturnim zakladem je pouze beta-laktamovy kikiBry je odolny wéi pusobeni beta-
laktamaz (viz.Obrazek 14). Oproti jinym Sirokospgki beta-laktamovym antibiotiikn je
aztreonam &nny pouze na Gaerobni patogen$’'.

Po peroréalnim podani se Spatvstebava, proto se podava vyhradparenteralé
Nedochazi kvyznamné metabolizaci a vgwani probihd primain ledvinami.
Z nezadoucich dinka jsou typické kozni vyrazky, alergické reakée gastrointestinalni

projevy, které jsou typické i pro dalsi skupinydéaktamovych antibiotik®'.
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Obrazek 14: Vzorec aztreonamu a aam beta-laktamového kruhu.

pievzato zhttp://www.qooqle.com/patents/EP1527072A1’?cl[—5é}‘a upraveno

2.3.1.4. Karbapenemy

V praxi vyuzivana antibiotika této skupiny jsouif@nem, meropenem, ertapenem a
dorapenem. Jedna se o vysoemma antibiotika, které jsou stabilnidéi veSkerym beta-
laktamazam. Mzeme je zg&dit do skupiny tzv. rezervnich antibiotik, kdyi¢sj vyuziti
prichazi i sepsichi Zivot ohroZujicich infekcich®.

Po peroralnim podani nejsou absorbovany, protd imspodavany intramuskul&fn
nebo intravendzni inflzi. K nezadouciginkam seradi alergické reakce, nauzea, zvraceni,

zmeny v krevnim obraze arfpvysokych davkach seiiie vyskytovat i neurotoxicitd> ¢!,

2.3.2.Dalsi antibiotika inhibujici syntézu bakterialni stény

2.3.2.1. Glykopeptidovéa antibiotika
SloZzenim se tato antibiotikeadi mezi polypeptidy obsahujici navic glykosidicky
vazané twzné cukry. Jejich mechanismusc¢inku sp@iva v inhibici biosyntézy
peptidoglykanovych murein co? jsou zakladni stavebni jednotky &tmé seény 41,
Vankomycin je dinny pouze na Gkoky, rychle se eliminuje ledvinami a po
peroralnim podani se vankomycin tmeresorbuje, takZze se pouziva lokakterapii
sttevnich onemoami. K mozZnym nezadoucim cinkim pati ototoxicita vedouci az

k ohluchnuti, dale také alergické reakée
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Druhym zastupcem je teikoplanin, ktery se ziskag&ultur Actinoplanes
teichomyceticusPouziva se wkkych infekci vyvolanych Gpatogeny, které nelze patit
klasickymi beta-laktamovymi antibiotik§l®.. Mezi nowjsi latky tzv. druhé generace &adi

oritavancin, dalbavancin, televanéifl.

2.3.2.2.Bacitracin

Bacitracin nizeme z#adit do skupiny polypeptidovych antibiotik, kdy gna o
polypeptid ziskdvany Bacillus subtilis Blokuje regeneraci lipidovéhargnaseée dilezitého
pri tvorbé peptidoglykanu a tim blokuje syntézu bameé sény. Pouziva se pouze loké|ra to
casto v kombinaci s neomycinem, k lokalnicde infekci kize a sliznic. Je vysoce

neurotoxicky, proto se pro peroralni podavani nefZf [4°,

2.3.3. Antibiotika zptsobujici poSkozeni bunééné membrany

Jedna se o bazické polypeptidy ziskané z kimRacillus polymyxa Zaklad tvai
heptapeptidovy kruh s postrannim tripeptidovyettzcem. PouZivaji se pro lokélni, tak i
systémové aplikace, kde ale ®vddu jejich vysoké toxicity jsou vyuzivany pouzenfekci
rezistentnich na jina antibiotik4’.

Polymyxin B pisobi pouze proti Goatogefim a kéastym nezadouciméinkam pati
nefrotoxicita a neurotoxicita. Mezi dalSi zastugedime polymyxin E (kolistin), ktery se
ziskava z bakteriBacillus colistinug*®.

Tato antibiotika interaguji s fosfolipidy b&tnych membran, kde tgobi jako

kationtové detergenty a poskozuji tak permeabditsotasré integritu bugéné membrany
(53]

2.3.4. Antibiotika inhibujici proteosyntézu

2.3.4.1.Tetracyklinova antibiotika

Jedna se o derivaty oktahydrotetracenu a jejichlekota je tvdena cétyrmi
Sestélennymi linear kondenzovanymi cykly (viz.Obrazek 15). Jsou prankdiny rekterymi
druhy roduStreptomycesMechanismus dinku sp@iva v inhibici proteosyntézy bakterialni
buiiky a pisobi tak bakteriostatick§/". Dochazi k jejich vazbna 30S podjednotku ribozomu,

¢imZz je znemozmo navazani aminoacyl-tRNA (transfer ribonucleiadadransferova
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ribonukleova kyselinapa vazebné misto pro aminoacyzabragno tak dalSi inkorporac
aminokyselin dgetszcel*® 53,

Radi se mezi Sirokospektra antibiotika, jelikoZsgbi proti " i G mikrobam, proti
chlamydiim, rickettsiingi spirochétam, ale i nasktera protozo **.

Tetracykliny drazdi sliznice traviciho ustroji avimsvym bakteriostatickymcinkem
negativié ovliviwuji sttevni mikrofiéru, coz nize zpisobovat pijmy a zvracen. ZvySuje se
tak moznost superinfekce @pobenéClostridium difficile nebo stafylokoky ¢hrozi riziko
rozvoje pseudomembrandzni enterokolitidy. &mmym podavanim vicemocnych ibr@e®",
Fe?*, Mg™, AI** vznikaji komplexy a je tim sniZena resorpce tetkkey. Tyto komplexy se
mohou vazat wow tvorenych kostech, zubech zejména u malyeéth atim mize dochazet
k porude @istovych chrupavek a deforrsikost [4° [4€],

Jednotlivé tetracykliny se IiSi chlosti resorpce traviciho Ustroji a vazbou r
plazmatické bilkoviny. Fednosté se podavaji eroralrt a absorpce je nejvysSi néte.

Tetracykliny se vylauji stolici, ZItsi, mosi v bakteriostaticky &nnych koncentracic 1!,

HsC
HO CHs

-
<
N

CH;

N

iz

OH
OH O OH O O
Obrazek 15Zakladni skelet tetracyklinovych antibic.

pievzato zhttps://commons.wikimedia.org/wiki/File:Tetracydinstructure.s\ (541

2.3.4.2. Amfenikoly

Z chemického hlediska jsou amfenikoly derivat-amino-lfenylpropai-1,3-diolu,
znichZz nejvyznamgSim zastupcem je chloramfenil (viz.Obrazek 1€. Mechanismus
Ucinku spaiva vblokad proteosyntézy, vaze se na 50S podjednotku ribozanmhituje
navazani enzymu peptidyltransfer, &imz inhibuje transpeptidai reakc **. Pivodns byl

izolovan zeStreptomyces venezue, ale nyni se fipravuje synteticky*®. Spektrum ginku
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je velmi 3iroké a podoba se tetracyklim, zahrnuje #3inu G i G bakterii, rikettsie,
chlamydie i mykoplazmata®.

Po peroralnim podani se velmi debsstebava, pronika ddb do likvoru a procha:
placentou i do matského mléka. Lze ho podavat régrintravenézi ¢,

Pti dlouhodolgjSim podavani chloramfenikomize dochazet koskozeni krvetvorb
az Utlumu kostni irg, coz je nejzava#si nezadouci dinek, ktery niize mit az fataln
prabéh. Diky své toxick se \tSinou pouziva az jako antibiotikum druhé volby e
rezervovan pro zavazné infekce, kde uziteknozn&né prevazuje riziko a kde nejsc
k dispozici mén toxicka antibiotika. DalSim velice zavaznym nea&m &inkem je tzv.
,,baby gray syndrom(Sedy syndrom u novorozei) a to zejména piediasré narozenyct

déti, u kterych nasledndochazi prijmam, zvraceni a k Sedawd zabarveniize!s 14615531,

OH OH

Cl

HN

_|_
O"’N Cl

O O

Obrazek 16Chemickéa struktura chloramfenik.

pievzato zhttp://medicalcheatsheets.blogspot.cz/2012/01/ohtgcetir-aplicapsehloramphenicol.htn (58]

2.3.4.3 Makrolidové4 antibiotiki

V souwasné dob je znamo pes 40 pirodnich latek této struktury, ale pouzékolik
z nich naslo uplatmi v klinické praxi. Jedna se o sléeniny glykosidické povahy a pro jejit
strukturu je charakteristicky 14 az &étny makrocyklicky laktonovy kru (viz.Obrazek 17)
[44].

Dochazi kinhibici syntézy bilkovin ireverzibilni vazbou na0$ podjednotki
ribozomu,¢imz se zkedi translokace a dojde Uplné zasta¥ proteosyntézy. Spektrum jejit

Ucinku se u jednotlivych zastupdiSi. Erythromycin ma spektrum podobné penicilaye
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proti G mikroorganisnim a jsou také dinna na #ktera protozo&™ 3.

Tato antibiotika vykazuji celk@ nizkou organovou toxicitu, proto jsotasto
doporiovana v pediatrii, &kdy i v thotenstvi. Vyskytuji se nezadouci reakce jako je
zvraceni, nauzea prajmy. DalSi nezadoucidinky zahrnuji ototoxicitu¢i hypersenzitivni
reakce®®,

Makrolidova antibiotika mizeme fidit na girodni a semisyntetické preparaty. Do
prvni zmiiované skupinyfadime erytromycin, spiramycin, josamycin a druhaupska
zahrnuije klaritromycin, azitromycin, roxitromycidiritromycin 4.

Do spolénych farmakokinetickych vlastnosti celé skupiny nadikovych antibiotik

pati rychlé vstebavani a dobry pnik do €Inich tekutin s vyjimkou cerebrospinalni tekutiny
[45]

CH;

Obrazek 17: Zastupce makrolidovych antibiotik ergthycin s vyzn&nym makrolidovym
kruhem.

prevzato zhttp://www.hindawi.com/journals/mi/2012/584262/fig®® a upraveno

2.3.4.4. Antibiotika fibuzna makrolidm
Streptograminysou strukturou fibuzna antibiotika makrolidn, obsahuji jako zaklad

struktury makrocyklicky lakton-laktamovy kruh. V g se vyuziva kombinace dvou
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synergicky fsobicich streptogramin dalfopristin (streptogramin A) a quinopristin
(streptogramin B). Jde o semisyntetické derivatyzdeané injekns *°.

DalSimi nowjSimi I&ivy jsou oxazolidinony kam paiti prozatim jediny terapeuticky
pouzivany zastupce linezolid, majici relatiiednoduchou strukturti”. V sowasné dob je
vyhrazen pouze pro velmi zavazné infekce jako redantibiotikum®®.

Telitromycin je prvnim klinicky pouzivanym ketoéich majici podobné antibakterialni
spektrum jako makrolidy. Jeho vyhodou je, Ze s wigkovymi antibiotiky nema zcela
zkiizenou rezistenci. Ma vyhodné farmakokinetické tvlasti, které umaiuji podavani
telitromycinu pouze v jedné denni dayes!.

Linkosamidyjsou slo@eniny obsahujici siru izolovanéStreptomyces lincolnensis
Chemicky se jedna o amidy substituovaného proliammocukrem. Frodnim antibiotikem
vyuzivanym v klinické praxi je linkomycin, ktery jeale dnes nahrazen ng&imi
polysyntetickymi derivaty. Z n@ySich linkosamid mizeme zminit najklad klindamycin,

ktery pisobi zejména bakteriostaticky'.

2.3.4.5. Aminoglykosidova antibiotika
Z chemického hlediska jde o trisacharidy az setcharidy obsahujici neobvyklé

(44]

aminosacharidy typické pro tuto skupinu antibiofikiz.Obrazek 18)""*. Mechanismus

Gcinku spaiva v inhibici proteosyntézy na 30S podjednotceoztimu, brani tak vzniku
iniciacnich komple, od nich? se naslednsyntéza bilkovin vyviji®®. Antimikrobilni
spektrum aminoglykosidzahrnujefadu klinicky vyznamnych Gpatogeii, avSak anaerobni
bakterie jsou k aminoglykosich rezistentn|*'.

Jednotlivé zastupce lze raditl dle zpisobu jejich aplikace na antibiotika pro
systémové pouziti a aminoglykosidova antibiotika fwkalni pouziti. Do prvni zmbvané
skupiny z#@azujeme gentamycin, tobramycin, netilmicin, amikaai pro lokalni pouziti se
v klinické praxi vyuziva zejména neomycin, kanamysipektinomycin a dal§f’.

Po peroralnim podani seitsinou Spaté vstebavaji, proto je nutné je podavat
parenteral®. Vylucuji se glomerularni filtraci v té# neznenéné forme 121,

Nezadouci &inky aminoglykosid jsou ¢asté a zahrnuji zejména nefrotoxicitu,
ototoxicitu, neuromuskularni blokadti alergické reakcé*¥. JelikoZ se jedna o vysoce
toxickou skupinu latek, je jejich podani kontrakamrano v &hotenstvi, fi chorobach
vnitiniho ucha a zid/odu inhibice neuromuskularnihagmosu u onemoéni myastenia

gravis®*®.
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Obrazek 18: Zakladni chemicka struktura streptomyastupce aminoglykosid

pievzato zhttps://www.plantmanaqementnetwork.orq/elementw.\aiepx?ID:19é57]

2.3.5. Antibiotika inhibujici syntézu kyseliny listové

2.3.5.1. Sulfonamidy a trimetoprim

Sulfonamidy byly wbec prvnimi dinnymi antibakterialnimi chemoterapeutiky
zavedenymi do  klinické praxe *®.  zZakladem v&ech sulfonaniid je 4-
aminobenzensulfonamidové seskupeni (viz.Obrazek 49) Jedna se o kompetitivni
inhibitory dihydropteroatsynthdzy, bakteridlniho zgmu odpo¢dného za kondenzaci
kyseliny p-aminobenzoové a substituovaného pteuiginfosfatu. Bakterie pe&buji jako
rastovy faktor kyselinu p-aminobenzoovou, kterou zhhu do molekuly kyseliny
dihydrolistové. Na zakladsvé chemické podobnosti s kyselinou p-aminobenzo@bsazuji
sulfonamidy mista, kteréébné obsazuje tato kyselina. Nasledkem toho dochazbkedni
syntézy kyseliny dihydrolistové, nutné pro mnoZdakterii a nasledn i kyseliny
tetrahydrolistové nezbytné k tvarbukleovych kyselin bakterit* ¢!,

Souwasna sulfonamidova chemoterapeutika secas€ji podavaji v kombinaci
s trimetoprimem, ktery blokuje syntézu kyseliny raétdrolistové blokaci enzymu
dihydrofolat reduktazy. Touto kombinaci se docilirSi&o antibakterialniho spektra

zahrnujiciho streptokoky, hemofily, chlamydie asii4P'.
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V¢étSina sulfonamidl i trimetoprim se z gastrointestinalniho traktu absiji rychle,
maximalnich plazmatickych koncentraci je dosazend az 6 hodin. Kompletrse eliminuji

maoci, CAsténs v nezngnené forme, casteéns jako metabolity*®).

v
— || ,
O

Obrazek 19: Zakladni skelet sulfonaiiid

pievzato zhttp://faculty.weber.edu/ewalker/Medicinal Chem,iﬂtupics/AntimicrobiaI/AntimicrobiaI.htnﬁ58] a

upraveno

K negastjSim nezadoucim dinkim pati nauzea, zvraceni, poskozeni ledvin, a to
zvlase u starSich fipravka se Spatnou rozpustnosti, dale alergické koZnicesdbtotoxicita
a v neposledniacs také poruchy krvetvorb§®.,

Mezi z&stupce p#t sulfametoxazol, ktery se pouZzivid v kombinaciireétoprimem

(co-trimoxazol). K lokalnimu pouziti gadi sulfacetamid, sulfadiaziftr'.

2.3.6. Antibiotika inhibujici syntézu nukleovych kyselin

2.3.6.1. Chinolony

Jako chinolonova chemoterapeutika jsou o¢awany derivaty 1,4-dihydro-4-
oxochinolin-3-karboxylové kyseliny (viz.Obrazek 2. Jejich mechanismussiaku spaiva
v inhibici bakterialnich enzytn DNA gyradzy (topoizomeraza Il) a topoizomerazy IV,
nasledkemtehoz dochazi k inhibici syntézy nukleovych kysddakterii. Vysledny &inek je
baktericidnf*®.

Spektrum dinku je velmi Siroké a jsou roztbny do rekolika generaci. #odni
chinolony jsou dinné zejména na Gnikroorganismy, ale fluorované n§Si derivaty maji
rozstené spektrum dinku i na G koky a klinicky vyznamna &innost je také proti
intracelularnim patogéim (Legionella pneumophilaChlamydia pneumoniaéviycoplasma

pneumoniap!*®.
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Obrazek 20: 1,4-dihydro-4-oxochinolin-3-karboxyldwgselina- zakladni skelet chinolon

pievzato zhttp://www.qooqle.com/patentsNVOZOlZl16010A2?cl[:53,1n

Jednotlivi zastupci se [iSi svymi farmakokinetioky vlastnostmi. Obeeh po
perordlnim podani se vybarrvsttebavaji a doite pronikaji do vSech tkani. Vyuji se

v v s

pievazri mati a v mai dosahuji dvakrat vysSich koncentraci nez v KBiblogicky polaias
je u jednotlivych derivdt rozdilny!*®.

Jedna se o dob snaSena déva, nezadoucidinky nejsoucasté, vyskytuji se zhruba u
2-8% nemocnych. Neéasgji se jednd o gastrointestindlni potize jako jeebbllicha,
zvraceni, nauzea, nechl jidlu, prijem a dalSi. Krom poruch traviciho Ustroji se vyskytuji
zejména poruchy funkci centralni nervové soustaxyafenost, bolesti hlavy, poruchy

spanku, zavra). Asi u 1% nemocnych se vyskytuji alergické kogrmjevy!*®! 1€,

Tabulka 7: Pehled jednotlivych generaci chinofon

zpracovano podle: Lincova, [et al: Zakladni a aplikovana farmakologie, 20tF7

Nazev Spektrum u¢inku Zastupci

1. generace Uzké spektrum zahrnujici pouze enteim |  kyselina nalidixova, kyselina

O

oxolinov4, kyselina pipemidov

2. generace roz&ni spektra na enterobakterie i nakGky norfloxacin, pefloxacin,

ciprofloxacin, ofloxacin

3. generace roz&ni spektra proti pneumokik sparfloxacin, grepafloxacin,
levofloxacin

4. generace zesilena aktivita protikekiim a rekterym moxifloxacin, trovafloxacin,
anaerobim prulifloxacin
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2.3.6.2. Nitroimidazolova chemoterapeutika
Jsou totzng substituované derivaty 5-nitroimidazolu majici teaicidni @&inek “4.
NejvyznamrjSimi zastupci této skupiny jsou metronidazol @iardzek 21), ornidazol,

| B8]

tinidazo Mechanismus dinku spaiva v inhibici replikace mikrobialni DNA.

V anaerobnim pro&di se nitroskupinaipnmenuje na redukované metabolity, které zasahuji
do oxidativnich proces bakterii s naslednym vznikem reaktivnich kyslikcvyradikalh a
poskozeni DNA®Y,

OH

ON CHs

\ /

N

Obrazek 21: Zastupce nitroimidazolovych chemotarakemetronidazol

pievzato zhttp://www.druqs.com/drp/noritate-cream-l.hl[r%]

Nezadoucidinky nejsoucasté a zahrnuji zejména gastrointestinalni poB#evyssich
davkach mohou Zsobit neurotoxicitu (poruchy centralni nervové saug ve forng zavrati,
ataxie, poruch spanku) disowasném poziti alkoholuiplécbé témito chemoterapeutiky je

velké riziko vzniku disulfiramového efekitr.

2.3.6.3. Nitrofurany

Nitrofurany jsou odvozeny od 5-nitrcdn-2-karbaldehydu (viz.Obrazek 22§
Mechanismus &nku nejvyznamgjSiho zastupce skupiny nitrofurantoinu  &p@
v poskozeni DNA. Je aktivovan bakterialnimi flavagginy za vzniku vysoce reaktivniho
meziproduktu, ktery vede k poSkozeni ribozomalnpchteini a DNA, v disledku ¢ehoz

dochazi k inhibici syntézy RNA, beené sény & bakterialnich proteiin!®?.
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Obrazek 22: Nitrofurantoin.

pievzato zhttp://medlibrarv.orq/lib/rx/meds/nitrofurantoin-mohydratemacrocrystals—E?/3 ]

Po peroralnim podani se velmi i@olistebava a absorpce z gastrointestinalniho
traktu je rychla a Uplna. dihnych terapeutickych koncentraci dosahuje pouzeody.
Alkalizace m@i Gginnost nitrofurantoinu snizujé™ . NeZadouci &inky jsou casté,
zahrnujici gastrointestinalni potize, mimo jiné ériferni neuropatii, alergické projevy

provazené hot&ou a tzkymi plicnimi projevy.

2.3.6.4. Ansamyciny

Z chemického hlediska se jednd o w@kdické laktamy, protoZe spdcieym
znakem struktury této skupiny antibiotik je makrkicy, obsahuijici laktamovou vazBd.
Mechanismus &inku sp@iva v inhibici DNA dependentni RNA polymerazg¢imz je
znemozina transkripce do mRNA (messenger ribonucleic atiddiatorova ribonukleova
kyselina) a nasledna proteosynté?a

Nejvyzna®jSi skupinou jsou rifamyciny izolované Nocardia mediteranei
V souwasné dob se pouzivaji polysyntetické derivatyele s rifampicinem, ktery bylibec
prvnim klinicky pouzivanym derivatem, ale dodnésdstavuje I&vo prvni volby v terapii

mykobakterialnich infekdf?.
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2.4. Rezistence

Pojem bakterialni rezistence je definovan jako lmast mikroorganismu i
antibakterialni latce, ktera bylaipodre, pii 16¢bé infekci zpisobenych danym mikrobialnim
agens, d@inna. Vznik a §eni rezistentnich bakteridlnich kniefje pirozeny jev, ktery se
v sowasné dob vyskytuje velice ¢asto. Vznik &chto rezistentnich kmén urychluje
vyuzivani a zneuZzivani antimikrobialnichiék

Antibioticka rezistence se tyka konkrétantibiotik, kdezto antimikrobialni rezistence
je SirSi pojem, ktery zahrnuje odolnostviatkam vyuzivanym k k&g infekci zpisobenych i
jinymi mikroby, neZz pouze bakteriemi. Infekceuspbené rezistentnimi mikroorganismy
casto nereaguji na standardnibl@, coz ma za nasledek delSi dobu nemoci, vys3jeymuh
zdravotni péi a vy3si riziko amrtf.

Je nezbytné zpomalit vyvoj adimi rezistence pomoci antibiotik tak, aby &iug,
které mame k dispozici, byla mozZnost i nadale pracoTaké je zde naléhava pelia
vénovat vice prosedki na vyzkum a vyvoj novych antibiotik. Léka zdravotni sestry,
veterin& a dalSi zdravotiti pracovnici by neili predepisovat nebo vydavat antibiotika,
pokud nejsou skude¢ nezbytna aiedevsim by i vynaloZzit veSkeré Usili na &eni, které
antibiotikum je pro daného pacienta trpiciho idfékn onemocénim vhodné. Lidé by #ii
uzivat antibiotika pouze tehdy, pokud jsodegepsané certifikovanym zdravotnickym
pracovnikem a dodrZzovat spravné zasady yzivani tchto I&€iv. DalSim problémem,
prispivajicim k odolnosti bakterii G¢i antibiotikam, mize byt zneuZivani antibiotik
v zened¢lstvi. Antibiotika by se mda uzivat pouze tehdy, pokud jsou nutna doéé
infekénich chorob, a pod veterinarnim dozorefiisté podminky chovu ackovani zviat
miiZe snizit paebu antibiotik®®.

| pres velké pokroky v antimikrobialni terapii infekich onemocEni predstavuje
rezistence i antibiotikim velké zdravotnické problémy, a to zejména u
imunokompromitovanych pacient Konkrétr¢, infekéni ¢initelé zejména ze skupiny "G
patogei jsou zodpowdné za vysokou tmrtnost, diky rezistenbiiwice I&ivim ©°.

V souwasné dob pati Kk nejproblematitéjSim MDR (multi-drug resistance,
mnoha@etna lékova rezistence) mikroorganism zejména Pseudomonas aerugingsa
Acinetobacter baumanniEscherichia coli Klebsiella pneumonigevankomycin rezistentni
enterokoky, MRSA, vankomycin-rezistentni MRSA aeswivre rezistentniMycobacterium

tuberculosid®”.,
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Rostouci prevalence rezistence byla hlaSena u arnmdtogets v pribéhu let
v riznych regionech sta, \etns rozvojovych zemi®®®. Bylo to picitano nenicim se
mikrobialnim vlastnostemgastym pouzivanim antimikrobialnich latek, sgeleskym i
technologickym zrenam, které pspivaji k cas€jSimu vzniku rezistentnich kmeén
NejdalezitejSim faktorem zodpaddnym za zvySenou antimikrobialni rezistenci je prav
pouzivani antimikrobnich [4tef.

Duvody, které vedly ke zvySovani dravrrezistence jsou zejména tmobeny
nespravnym pouzivanim antimikrobnich latek pro enev a I€bu infekci, nedodrZzovani
kontroly infekci v praxi, prodlouzena hospitalizacarySeni pétu a trvani infekci, vice
komorbidit u hospitalizovanych paciént zvySené vyuzivani invazivnich priesiki,
seskupeni kolonizovanych pacignt zaizenich dlouhodobé pé, pouzivani antibiotik

v zemedgIstvi & rostouci narodni a mezinarodni cestoVhi

2.4.1. Primarni rezistence

Primarni, neboli firozena rezistence znamena, Zze mikroorganizmy monemaji
cilovda mista pro antimikrobialni latky, a proto nem dany lék zajsobit svym
mechanismem dinku na cilovou strukturu v lige. Ripadré se niiZze jednat o nizkou
propustnost antimikrobiélnich latek k cilové sturkt®®. Tento typ rezistence je moZno u
jednotlivych bakteridlnich kménpredpokladat, a proto niguistavuje tak velkou hrozBtf!
[69]

Prikladem bakterii, které disponuji riffdad vrozenou rezistenci ke glykopeiiial
nebo linezolidu, jsou zastupéeledi EnterobacteriaceaeProteus mirabilisje dale primaré
rezistentni uci nitrofurantoinu a kolistind’® Y. Dalsim pikladem mohou byt dkteré G
bakterie, které jsou mnohem nd¥écitlivé na antibiotika penicilinovéady nez bakterie G

jsou v8ak citlivé zase k antibiofifn jinym ",

2.4.2. Sekundarni rezistence

Sekundarni, neboli ziskané rezistence se vyskytujgkroorganism, které byly dive
vnimavé wc¢i danym antibakteridlnim latkdm, ale nasledkem bahtierialni 1€by doSlo
k rozvoji rezistenc&®l. Tento typ rezistence vznika jakasedek mutaci, nebo je vysledkem
horizontalniho penosu genetické informace. Bakterie, ktera byiksodre citliva k antibiotiku

zasne byt najednoudei tomuto antibiotiku odoln&?.
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Sekundarni rezistence ma mnoho foremaz# kugikladu spdéivat v produkci
laktamaz G mikroby ¢i stafylokoky, které &pi beta-laktamovy kruhiimz rusi @inek beta-
laktamovych antibiotik. Jinym ffkladem mohou byt G bakterie rezistentni i
aminoglykosidim, které vytvéeji enzymy modifikujici Ginek €chto antibiotik fosforylaci,
adenylaci nebo acetylaci prostetickych skupin vurdbké struktile antibiotika a mnohé dalSi
priklady "3,

V ramci sekundarni rezistence lze dale rozliSaeaistenci zkzenou a rezistenci
sdruZenou. ZiKZzena rezistence znamena &msnou necitlivost na antibiotika dafgtji teze
skupiny, které maji podobnou chemickou strukturnezzhanismusdinku 2.

V piipad sdruzené rezistence mikroorganismy vykazuji rieodt k rekolika
skupindm antibiotik najednou. Tento typ rezistenm&robi negasgji vykazuji vici beta-

laktamovym antibiotikm, aminoglykosiém, sulfonamidm ¢i fluorochinolorim 4!,

2.5. Mechanismy rezistence mikroorganistin k antibiotickym latkam

2.5.1. Genetické mechanismy rezistence
Primérni rezistence je genetickou vlastnosti nakganismu zakdédovanou v
chromozomalni DNA a je sdilena vSefteny druhu. Ziskana rezistence je spojena saam

v DNA mikroorganismu™'.

2.5.1.1. Mutace

Frekvence mutaci v danych genech je pah nizka, ale i pes nizkou
pravdpodobnost se mutace vyskytuji a maji za nasledetypové zminy, které vedou k
mensi nachylnosti ip pasobeni antimikrobialnich latek. Spontanni mutaai jpongrné
vzacné, vyskytuji se o frekvenci jedna mutace npufaei 16-16° mikroorganisna [ [7€],
VétSinou se jedna o chybu vzniklodi peplikaci, ¢i opraw DNA u rychle se mnozicich

mikroorganisna ["®),
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2.5.1.2. Vznik nové DNA=gNnos geti

Nové geny rezistence jsougmdSeny mezi bakteriemi a mohou byt integrovany do
bakteridlniho chromozomufipemz se nadale¢di z generace na generaci. Plazmidy mohou
nést geny kodujici celaiadu viastnosti, detns antimikrobialni odolnostf®.

Nova chromozomalni nebo plazmidova DNA obsahujenygrezistence fize byt
pienesena z jedné bakterie do druhé konjugaci, wlnsa transformadi® ", V podstat
jde o mechanismy zajigjici prenos gefi rezistence vazanych na plazmidy, vazanych
v genomu vid, ¢i o prenos volné DNA. VSechy uvedené mechanismy jsouan&zy na

obrazku 23761178

TRANSFORMACE
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gen antibiotické re2|stence

darcovska bufika prijimajici bufka

TRANSDUKCE %
( Ei :: gj /uvolnem faga 5 Ei

infikovana darcovska buhka pFijimajici bufika
KONJUGACE
\ % O E? -
transpozom darcovskd butika pfijimajici bufika

Obrazek 23: Hlavni mechanismyeposu get rezistence do bakterii. Transformaci mohou
byt geny antibiotické rezistence integrovany dooomzomu nebo plazmidu v fice
piijemce. Bhem transdukce jsou geny antibiotické rezisterfemgseny z jedné bakterie do
druhé pomoci bakteriofaga mohou byt integrovany do chromozomuiky prijemce. Ke
konjugaci dochazi fimym kontaktem mezi d¥na bakteriemi, plazmidy t¥d jakysi most
skrz bakterie a DNA je tak vynéna, coz nize veést ot k ziskani gein pro rezistenci k

antibiotikim u @jimajici buiky.

pievzato zhttp://www.nature.com/nrmicro/journal/v4/n1/fig_fabmicro1325 F2.htrl¥ a upraveno
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Pfi konjugaci jsou plazmidy fignaseny progednictvim pili zejména u Ghakterii a
méns ¢asto také u bakterii ‘G Pi procesu transdukce jsou bakteridlni geny rezisten
piredavany z jedné bakterie do dalSi pomoci baktayiofdi transformaci dochazi kiedani
DNA do hostitelské hiky, jedna se o nemérdilezity mechanismus pro ziskavani novych
DNA 72,

2.5.2. Biochemické mechanismy rezistence

K tomu, aby mohlo antibiotikum ggobit efektivié na bakterialni biky, musi byt
splreny nasledujici podminky. V bakterialniime musi byt vzdy ifitomna cilova struktura,
na kterou se bude antibiotikum vazat, nebo buiolpit. DalSi z podminek je dostaté
koncentrace &inné latky v mist, kde ma psobit. V neposlednfadt by melo byt splréno
kritérium, aby antibiotikum nebylo inaktivovagomodifikovano, aby mohlo dojit k efektivni
antibiotické terapit* &%,

Pokud nejsou spémy vySe uvedené podminky, takiube dojit k neefektivnimu
pusobeni antibiotika. Jednotlivé figlady biochemickych mechanismrezistence jsou

znazorrny na Obréazku 24 a vSe je také uvedeno v Tabulce 8.

Tabulka 8: Biochemické mechanismy rezistence.

pievzato z: Dzidic, Set al: Antibiotic Resistance Mechanisms in Bacteriao&ﬁo] a upraveno

4)Snizena
1) Inaktivace antibiotik | 2) Cilena modifikacg 3) Efluxni pumpy| propustnost fes

burngénou sénu

zmena struktury
hydrolyza ,
peptidoglykanu

_ rozruSeni struktury
pienos skupin _
proteini

zmeny v syntéze

redoxni procesy DNA
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2.5.2.1. Inaktivace nebo modifikace antibiotika

Rezistentni bakterialni kmeny produkuji zvlaStréstduktivni nebo modifikujici
enzymy, které zjsobuji n€innost antibiotika. N&pastji se jedna o produkci hydrolytickych
enzymi produkovanych rezistentnimi bakteriemi. Velké nsteZ dosud znamych antibiotik
ma hydrolyticky citlivé chemické vazby a také ewjstrada enzymi, které maji schopnost
tyto vazby rozruSovat. Nejlépe prostudovanou skupihydrolytickych enzyiin jsou beta-
laktamazy, jenz rozruSuji strukturu beta-laktamavétruhu antibioticky dinnych latek
peniciling, cefalosporif, karbapenefii monobaktara % (81182]

V sowasné dob je znamo vice nez 200 beta-laktamaz, které mapmuost Sipit
beta-laktamovy kruh a tim sniZovatiinost antibiotik. Pouzitim specifickych inhibifobeta-
laktamaz Ize docilit snizeni rezistence. Mezi tiythibitory fadime kyselinu klavulanovou,
sulbaktam a tazobakaffi.

K inaktivaci antibiotik dochazi takéipobenim dalSich enzynjako jsou nafklad
esterazy, které inhibujicinek makrolidovych antibiotik® &4,

DalSim gikladem mohou byt transferdzy, coz jsou enzymyrékfgenaseji funéni

(80]

skupiny antibiotik a nasledntak zmsobuji jejich inaktivaci®™. Tento mechanismus

rezistence je vyznamny zejména u skupiny aminogiglavych antibiotik, kde existujiada

riznych enzynm, které zgsobuijf jejich inaktivaci™.

2.5.2.2. Modifikace cilového mista pro vazbu aatiki

Interakce mezi antibiotikem a cilovym mistem jémiespecificka, proto i malé zény
v cilové struktiie mohou ovliviovat vysledny tinek antibiotika. Pokud dojde ke zng
cilového mista, tak se antibiotikum né&e spravi navazat na mistociinku a dochazi tim k
rezistenct’®.

Jednim z typ tohoto mechanismu rezistence je ¢man struktury bakteridlniho
peptidoglykanu, jako je naixlad znena ve struktie tzv. PBPs. # Ucinku beta-laktamovych
antibiotik dochazi k vytvieni kovalentni vazby na cytoplazmatickou membramu d
specifickych vazebnych mist PBPs. Nasledkem mutaitee dochazet ke zn¢ struktury
cilového mista, v itkledku¢ehoz niize pak dochazet ke sniZzeni vazebné afinity anitdaiot
Prikladem ntize byt rezistence u stafylokibkktera je zaloZzena préawa znéné PBPs. DalSim
piikladem bakterii, které disponuji timto typem reaiee, mohou byt kmeny MRS#

kmeny PRSP (penicillin resistanSStreptococcus pneumoniaepenicilin  rezistentni

54



Streptococcus pneumon)a€® 3 B popsany typ rezistence je znamy u vsech beta-
laktamovych antibiotik.

DalSim z mechanisinrezistence je mutace 23S rRNA (23 svedberg rimaso
ribonucleic acid, 23 svedbergerova jednotka riba@omribonukleové kyseliny) bakterii.
Rada antibiotik jako jsou aminoglykosidy, tetracyklj makrolidy, chloramfenikol, kyselina
fusidova, mupirocin, streptogramirty oxazolidinony blokuji proteinovou syntézu bakiera
zaklad vazby na 50S ribozomalni podjednotkui¢Piou rezistence kémto antibiotikim
muze byt mutace vedouci k posttransknp modifikaci komponenty 23S rRNA, velké
podjednotky 50S bakterialnich ribozam® 8¢,

Zasah do syntézy DNA ime zpisobit také cilené modifikace. K mechanismu
rezistence dochazi zmou dvou enzyin a to DNA gyrazy (topoisomeraza II) nebo
topoisomerazy IV. Tato rezistence se objevuje uibsentik skupiny chinolod a

fluorochinolora "9,

2.5.2.3. Efluxni pumpy

Efluxni pumpy, neboli také efluxni transportérypysmembranové proteiny, které
zaji¥’uji export antibiotik ven z cilové bakterialni itky. Tyto proteiny jsou schopny
vylucovat celou Skalu antibiotik vigledku jejich polysubstratové specifity a tim mohou
prispivat k bakterialni MDR™®. Efluxni pumpy sehravaiji fyziologickou funkci zedma pi
adaptaci buek na stre€’! 88,

Tento zpisob rezistence je nejvice popsany u makioligtracyklini ¢i chinolon.

Snizené akumulace antibiotikigobuje zvySenou hodnotu MIE!.

2.5.2.4. Snizena permeabilitagigi bakterialni membrany
G a G bakterie se li3i stavbou své ktné stny, aviak ob obsahuji ufité mnozstvi

peptidoglykanu. G bakterie maji buftnou sénu sloZzenou ze silné vrstvy peptidoglykanu
(cukr slozeny z kyseliny N-acetylmuramové a N-akgtykosaminu), ktera je lokalizovana
piimo na vijSi strag cytoplazmatické membrany. Polysacharidde&zce spojuje velké
mnoZstvi peptid 3.

Bunécnd stna G bakterii je mnohem téha obsahuje i mensi vrstvu peptidoglykanu.
Na rozdil od G bakterii je u Gbakterii gitomna tzv. viijSi membrana, ktera je od té \mit
tvorené cytoplazmatickou membranou s vrstvou peptidagly oddlena periplazmatickym

prostorem. Ve Wv§Si membraa G bakterii jsou gitomny lipopolysacharidy a také jsou zde
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ukotveny OMPs (outer membrane proteins, proteirg&imembrany), kam pati poriny %!,

Poriny mohou fungovat jako vodné kandaly, které prgigji hydrofilni latky pes
membranovou strukturu do periplazmatického pros@rbakterii. Rezistence bakteriitie

byt spojena s nizkym gtem poriri nebo s genetickymi mutacemi, které vedou nejen ke
zmené Vv jejich patu, ale i tvaru a to e mit v koneném disledku velky vliv na
prostupnost antibiotikaips bugc¢nou sénu. Tyto jevy jsou dote popsany u Gbakterii,
nagiklad u D2 porin-deficientniPseudomonas aeruginosg chinolinim rezistentni
Escherichia coli ¢i u Haemophilus influenzae jeho rezistence k chloramfenikolu a

trimetoprimu”® €% 83 \/yge uvedené mechanismy rezistence jsou zobrazeoprazku 24.

bakteriadlni burka
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Obrazek 24: Rklady biochemickych mechanismantibiotické rezistence. Na obrazku je
znazorgno rekolik biochemickych mechanisin rezistence bakterii t¢i antibiotikam.
Priklady zahrnuji inaktivaci va enzymy, aktivaci efluxnich pump, které naskegygpuzuji
antibiotikum ven z biky, zmenu cilového mista pro vazbu antibiotik a inhibigchytavani
Iéciva do buiky sniZzenou propustnostigs bugénou sténu.

pievzato zhttp://www.britannica.com/EBchecked/topic/102747‘9ikaiotic—resistancgl] 891 5 upraveno
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2.6. Mechanismy rezistence u jednotlivych skupin dibiotik

2.6.1.Beta-laktamova antibiotika

Rezistence k beta-laktamovym antibidtik je obvykle zjfisobena produkci enzym
beta-laktaméaz, zémou vazebného mista PBP nebo snizenoddmau permeabilitolf?.

Beta-laktamazy jsou enzymy, které hydrolytick§pstoeta-laktamovy kruh antibiotik,
a tim antibiotika inaktivuji*®. Jedny z nejvyznangjsich beta-laktamaz, které igmbuji tento
typ rezistence, jsou Sirokospektré beta-laktamygpy ESBL a AmpC, jejichz @@t neustale
rapidrs  stoupa . Sirokospektré beta-laktamazy jsou enzymy prodakév ikterymi
bakteriemi, které inaktivuji peniciliny, cefalospoy a monobaktamy, obvykle vSak
nehydrolyzuji karbapenemy. K jejich inaktivaci déeh pomoci inhibitar beta-laktamaz,
jako je napiklad kyselina klavulanova. Beta-laktamazy typu Abnjgou produkovanyadou
mikrobd jako je Enterobacterspp., Citrobacter freundii, Morganella morganii,
Providenciaspp.,Serratiaspp. Inaktivuji peniciliny, $Sinu cefalosporié, monobaktamy, ale
taktéz hydrolyzuji karbapenemy a na rozdil od ES®jsou inaktivovany inhibitory beta-
laktamaZ®?.

2.6.2. Tetracykliny

Rezistence k tetracyklinovym antibiotik vznika na zakladtii mechanism. Jednim
z nich je efluxni vyldovani antibiotika z biky, kdy exportni proteiny n&gsgji z rodiny
MFS (major facilitator superfamily, nadrodina hlasim zprostedkovatel) zprostedkovavaji
export tetracyklif z buiky. Tyto exportni proteiny jsou spojeny s membrgmowvproteiny a
jsou kdédovany takzvanyniet geny. DalSim z mechanisnrezistence je snizeny transport
k ribozomim. Cytoplazmatické proteiny, vazici se na ribozormmghou zfsobit zngny
v ribozomalni konformaci, ktera brani navazaniagklini na ribozom, aniz by se zmila
nebo zastavila proteosyntéza. Poslednim z mechanisgmistence Kk tetracyklim je

enzymatick& modifikace antibiotika, ktera je t&kéto zfisobena jiz zminymi tet geny™®®.

2.6.3. Chloramfenikol

Rezistence k chloramfenikolu je obé&cnzpisobena inaktivaci antibiotika
acetyltransferazol™. Byly popsany izné enzymy, které jsou kédovany tzat geny
nachézejicimi se u'Gu G' bakterii®!. Dale niize dochazet ke sniZeni permeability zevni
membrany nebo k aktivnimu efluxu, jenz je zodgny za rezistenci u Gakterift®®.
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2.6.4. Aminoglykosidy

Odolnost k aminoglykosidovym antibiotikn, jako je gentamycin, tobramycin,
amikacin a streptomycin je velmi rogSia, a v satasné dob je popsano vice nez 50
modifikujicich enzyni zpasobujicich rezistenci. &Sina €chto enzyni zpisobuje rezistenci
u G bakterii. Nefastji se jedna o enzymy klasifikované jako aminoglykiosé
acetyltransferazy, aminoglykosidové adenyltrangfei@ aminoglykosidové fosfotransferazy.
Diky témto modifikujicim enzymim ztraceji antibiotika svou schopnost vazat seébwom a
inhibovat proteosyntézu. DalSim mechanismem remstgsou efluxni systémy a popséany

byly také rRNA (ribosomal ribonucleic acid, ribozaimi ribonukleova kyselina) mutag.

2.6.5. Chinolony

Mechanismy bakterialni rezistence na chinolonyldedo dvou hlavnich kategorii.
Prvni z nich jsou z#ny cilovych enzymi DNA gyrazy zejména u Gnikroorganisni a
topoisomerazy IV u Gbakterii®®. Dale dochazi k zéma&m v propustnosti Wi membrany

u G bakterii, kdy je omezena prostupnost léku na cilostoukturu v biice®®.

2.6.6. Makrolidy

NejcastjSim mechanismem rezistence u makrolidovych arttibje posttranskripni
modifikace 23S rRNA zjsobena geny methyltransferazy. St&stjSi se v posledni deéb
objevuje odolnost k této skuginantibiotik diky efluxnim pumpam, a v neposlediaik
dochazi diky hydrolytickym enzyim k inaktivaci antibiotik®®,

2.6.7. Vankomycin

Rezistence na vankomycin se krmomezistence u enterokdkcasto nevyskytuje.
V soutasné dob je znamo 5 fenotylprezistence enterokék vankomycinu- fenotypy A, B,
C, D, E. Fenotypy VanC, VanD a VanE jsou konstiuitia tedy nefenosné na jiné kmeny.
Vlastni mechanismus rezistence enterdkolke glykopeptidm je dan tvorbou
modifikovanych peptidoglykovanych prekuraov burg¢né seéng, ke kterym se vankomycin

vaze jen slab!®®.
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2.6.8. Sulfonamidy

Rezistence je né&pstji zprostedkovana rezistentnimi formami dihydropteroatsyntaz
U trimetoprimu je zfisobenafadou mechanistn z nichz mezi nejvyznandj$i pati
nadprodukce hostitelské dihydrofolatreduktézgnutace genu pro dihydrofolatreduktd%t.

2.7. Bakterialni biofilm

Bakterialni biofilm je seskupeni bakterialnich BkinvétSinou pevi adherovanych k
biotickému, ¢i abiotickému povrchu, které jsou obklopené extitdéeni polymerni matrix.
Tato matrix je pevazri tvorena polysacharidy, které stoji za slizotvornou kstenci
biofilmu. Bakterialni biiky ukotvené v biofilmu se svymi vlastnostmi a choia liSi od
planktonické formy Zivota bakterif (tzv. flotujiticvolns se vznasejicich bk 78],

Biofilmy jsou ubikvitérni a viznych ekosystémech sehravégisto nepostradalenou
roli. Na druhou stranu, vzhledem k tomu, Ze baktggou schopny vyt¥at biofilmy také na
Zivych povrsSich, jsou zahrnuty v Siroké Skéale igfékh onemoc#ni. Schopnost patogennich
biofilm-formujicich bakterii pezivat v pitomnosti vysokych koncentraci antibiotik je jednou
z jejich charakteristickych vlastnosti, coz vedgelhani léby a opakovanym infekcifi’.

Formace biofilmu zarhnuje vice knnk Prvnim krokem je adheze na bioticky
abioticky povrch. Zformovany biofilm ma definovanairukturu a poskytuje optimalni
prostedi pro vynénu genetického materialu mezi bakterialnimhkami. Buiky mohou mezi
sebou komunikovat pomoci proceguorum sensingcoz mize nadale ovlivnit dalSi procesy
ve vyvoji biofilmu 8,

Po cela staleti tého lidstvo na Zivot ohroZujici infekce @gpobené patogeny jako jsou
nagiklad Streptococcus pneumonja¥ibrio choleraeci Yersinia pestis Objev a vyuziti
hygieny, antibiotik a vakcin vedlo k masivhimu @mZ umrtnosti v souvislosti 8rmito
infekcemi. Po tomto antibiotickém ,,zlatérdku” nastavaji dva hlavni problémy antiintek
mediciny, a to vznik a &ni bakteridlni rezistenceudi antibiotikim, a déle vzestup
chronickych, &ko vymytitelnych infekci. Pravza chronickymi infekcemi ve valn&tgine
pripadh stoji bakterialni biofilmy®®.

Bylo také zjis¢no, Ze se biofilm roz#ije pouzivanimiznych tym zdravotnickych
prostedki, které jsou lidem implantovany, a taktotugpbend kolonizace ime vést také

k infekcim. V tomto ohledu byl poskytnut prvniikhz tvorby biofilmi na zdravotnickych
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zaizenich roku 1982, pomaoci elektronové mikroskopiesjudii kardiostimulatoru u pacienta
s recidivujici infekci vyvolanou bakteriStaphylococcus aureusOd této doby se té&h
vSechny typy zavedenych ifzzeni staly potencialni hrozbou vyskytu bakteridininebo
houbovych biofilné ™% Bakterialni biofilmy se podileji na &iroké $kaiefekenich
onemocgni (viz.Obrazek 25).
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! chronicky zanét mandli, zubni
1 plak, chronicky zanét hrtanu
‘ endotrachealni trubice —

endokarditida ‘
‘ centralni vaskularni katetry

| plicni infekee u cystické fibrazy

srdecni chlopné, céwni 5tépya
kardiostimulatory |

ledvinové kameny

‘ tkanova plniva, prsni implantaty

1
[ periférni vaskularni katetry |

infekce mocowych cest

L mocové katetry T

osteomyelitida

chronické rany

infekce ilu€ovych cest J

ortopedické implantaty,
protetické klouby |

Obrazek 25: Onemoéni zpisobena mikrobialnim biofilmem. Na obrazku jsou wemd
raizné typy infeknich onemoctni zpisobenych bakteriemi t¥iwimi biofilm. Jedna se o
infekce, kde se biofilm twd na zdravotnickych prasdcich a infekce, kde dochazi k tvérb
biofilmu na tkanich.

pievzato zhttp://www.ncbi.nIm.nih.qov/pmc/articles/PMC41876%9] a upraveno

Vzhledem k vysoké toleranci biofilm-formujich bekif wvici antibiotikim jsou
infekce jimi zmsobené velice obtiZnlécitelné a dochazi tak k vystaveni pacienta riziku
recidivy FO1 1% ve wtSing pifpads, jediny G&inny zpisob, jak efektivi eliminovat infekni
lozisko, spdiva ve vyjmuti kolonizovaného zdravotnického piredku nebo v chirurgickém

odstragni infikované tkag 14,

2.7.1. Komunikace bakterii pomoci quorum sensing
Bakterialni buiky jsou schopné vzajemné komunikace zaloZent mau chemickych

signalech nebo na signalech elektrickych. Jednitgpz chemické komunikace je proces
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zvanyquorum sensing (QSJ.ento zfisob komunikace je patogeny Siroce pouZzivan a slouzi
k tvorbe faktori virulence, pipadré tvorke biofilmu, jakmile je dosazeno prahové hodnoty
velikosti populace. Obe¢nzetici, ZeQSslouzi k monitorovani situace a k adaptaci namkol
prostedi*%?,

Bakterie pomoci tohoto procesu komunikuji tak, zedpkuji a rozpoznavaji malé
chemické signalni molekuly, zvané autoinduktof§ 10!

QS byl prvrg popsan u vodni luminiscentni baktehgbrio fischeri u které bylo
prokazano, ze funguje jako kontrolni mechanismus tgorbu dalSich specifickych zniak
bakterie. Po cela léta se myslelo, Ze tento jewrnezen pouze nackolik moiskych
organisnii, ale k dnesni dabbylo zjS&no, Ze tento fenomén je z velké miry vyuzivadou
bakterialnich agens, jakoZzto $@st regulanich mechanisin!*°®.

V poslednich #kolika desetiletich bylo ziskano mnoho poziiadkledrg mechanisr
pouzivanych bakteriemi takto komunikovat. Je jageéyztah mezQSa bakterialni virulenci
predstavuje perspektivni oblast, kter&izm byt jakousi vyzvou do budoucna s moZnosti
piedkladat tyto znalosti do oblasti syntézy novyadivi které by efektiva cilily na tento
mechanismu§°®.

Schopnost bakterii komunikovat a chovat se jakopsla za Gelem socialnich
interakci, poskytuje zrtaé vyhody pro bakteriefpkolonizaci hostitele, formovani biofilmu,
obrart proti konkurenim ¢i adaptaci na ®nici se prosedi. Detailni pochopeni
molekularnich mechanisirprocesuQS pochopeni a objasni systému regulad®@S,jak bylo

zminsno vyse, niZe otevit novou cestu pro kontrolu bakteriainich infekef.

2.8. Mechanismy rezistence u bakterii tudcich biofilm

Biofilmy jsou spojeny se vznikem bakterialnich d&wii odolnych w¢i antibiotikam.
Bakterie ukotvené ve spdalenstvi biofilmu jsou az 1000krat od¢jai vici [écbé antibiotiky
nez bakterie stejného druhu, které Ziji planktooickormou Zivota. ¥tSina bakterii v
ptirodnim prostedi se nachazi préwe forms biofilmu f0711108

Antibioticka rezistence bakterii v biofilmu je jeidn ze zpsohi, ktery pispiva
k chronicig infekci, jako jsou najklad infekce spojené s implantovanymi zdravotnioky
prostedky. Mechanismy rezistence v biofilmu se od klagith mechanisiin rezistence

bakterif lisf, jelikoZ odpor zavisi na viceliiné povaze biofilmit.
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Znalosti o rezistenciiti antibiotikim az do poslednich let zavisely do am&amiry na
Gdajich poskytovanych tragtiimi metodami kultivace. Nedavné pokroky v oblagnhomiky
a metagenomiky dnes poskytuji nové cesty k pochiopealwnich proces tykajicich se
mechanisri rezistence a jejichi&ni mezi mikrobialni populaéi®®.

Strukturalni povaha biofilin a charakter jsedlych bugk zvySuje odolnost &i
antimikrobialnim latkdm, coz vede k vyvoji rezistenprd¢ u bakterii tvaéicich biofilm.

Mechanismy antibiotické rezistence biofilnmejsou doposud zcela obj&sg. Bylo
navrzeno #kolik teorii, ale pesny mechanismus jak rezistence vznika, nebyl dobjasrEn.

Nicmére je mozné tyto mechanismy ragitl na vrozené nebo indukovafté® 11

2.8.1. Vrozené faktory rezistence biofilmu

Vzhledem Kk heterogenni povaze biofiimu je pkpatobné, Ze existuje vice
mechanism rezistence. Mezi vrozené (viif) faktory rezistence pitsamotna struktura
biofilmu. Tyto mechanismy zahrnuji fyzikalni nebbeenické difazni bariéryd&i pronikéni
antimikrobialni latky do biofilmu, zpomalenii zastaveni bakteridlnihoistu z divodu
omezeni mnozstvi Zivin (tzv. hladém), nebo aktivace obecné stresové odpou bakterii a
vznik specifického fenotypu pro biofilft*?. Byly identifikovany ale i dalsi faktory, které
ovliviiuji odolnost wi¢i antibiotikim, jako je zvySeni oxidativniho stresu a dalSi dédini
mechanismy, k nimz dochazi ¢kterychc¢astech biofilmu a které vedou k zvySené divérzit

mutabilitt a antibiotické rezistenci v ramci biofilnft®.

2.8.1.1. Matrix biofilmu

Extracelularni polymérni substance, neboli matbiofiimu, miZze omezit nebo
dokonce zabranit pniku antimikrobialnich latek do bk biofilmu. Jedna se o pateni
bariéru, kterd rize zpomalovat penetraci antimikrobiélni latky atviésozvoji rezistence
(1131 ‘Matrix biofilmu miZze pisobit jako diftizni bariéraimz se zabrani antibiotiku doséahnout
svého cile. Antibiotikum tak neide proniknout doéchto struktur prosednictvim husté
smesi exopolysacharid DNA a bilkovin, aby dosahlo svych &ilTato teorie se nezda byt
univerzalni pro vSechny biofilmy, ale matrix je jgoh z hlavnich faktdr prispivajici k
rezistenci v bakterialnich biofilme¢h?®. Z mnohych studii jeiejmé, Ze exopolysacharidova
matrix predstavuje péateini bariéru, ktera ize zpomalit pronikani antimikrobialni latky, ale

je zapotebi vice mechanisirpotiebnych pro celkovou antimikrobialni rezistefes 114
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2.8.1.2. Metabolické zmny v aktivi¢ bakterii tv@icich biofilm

Také vyerpani zZivin a kysliku uvnitbiofilmi maze zmisobit znény metabolické
aktivity bakterii. Nkteré studie prokazaly omezeni kysliku &tgmnost z6n hypoxie
hluboko uvnit biofilmu. V ramci biofilmu byla prokdzanaistova a metabolicka diverzita,
kde zejména na povrchu dochazi k syntéze bilkoviretabolické aktivit, zatimco ve $edu
biofilmu je mist pomaly nebo Zadny. S ohledem na skdst, Ze valna &sSina antibiotik
pusobi pra¢ na metabolicky aktivni bakterie, nabizi se timyewtleni snizené citlivosti
biofilmu na antibiotika. Tedy, také zidodu pomaléhotistu se nepochykinzvySuje riziko

rezistence v biofilm{t® 215

2.8.1.3. Perzistentni algy

Perzistentni bakterialni bBky jsou nerostoucimi nebo velmi pomalu rostoucimi
buiikami, pro které je charakteristicka vysoce redukadvaitlivost vic¢i antimikrobnim latkam
a maji také vyznaminsniZzenou citlivost na antibiotika. Jedné se tedyakterialni buky,
které jsou schopnyipzit extrémni antibiotickou ¢éu. Tyto buiky se mohou formovatip
tvorbeé biofilmu Siroké Skaly bakterii. Jaky vztah vSak existujezimrezistenci v biofilmu a

timto mechanismem neni stale dosud zn&Hy

2.8.1.4. Oxidativni stres
ZvySend produkce oxidantz divodu oxidativniho stresu je dalSim z moZnych

mechanism zvySené rezistence v ramci biofilmu. Tato hypotéma zcela logicky a
opodstatiny zaklad, protoZe jak je znamo stres, jako vydadeakce fyziologickych zgm,
pusobi na ochranu bgk pred Skodlivymi @inky tepelného Soku, z¢n pH a mnoha
chemickych agens™?. Nerovnovaha v produkci oxiddnta antioxidant ve prosgch
nadprodukce reaktivnich forem kyslikuibe mit za nasledek poSkozeni &tnych struktur
vcéetre matrix biofilmu, DNA, proteid a lipidi. Oxidativni stres zjsobuje zvySenou
nestalost v biologickych vrstvach biofitma nedavné (Odaje nazngi, Zze v gipad

oxidativniho stresu v biofilmu je podporovana aiutilcka rezistenc€% (1131 [115]
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2.8.1.5. Quorum sensing

DalSim z moZnych mechanifrnpodilejicich se na rezistenci v biofilmu je takézma
QSkomunikace mezi hikami, jenz nfiZe ovliviovat nejen vyvoj biofilmu, ale také dir jeho
toleranci na antibiotickou &u *'%. Role QSv otazkach tykajicich se bakterialni rezistence
neni zatim jestobjaskna, nicmén n¢které studie ukazuji, Ze defektni mutant@8nejsou
schopny vytvéet biofilmy s normalni architekturou, zatimco jiséudie dokazaly, Ze u
mutanfi defektnich vQS nemusi zékonit dojit ke snizeni odolnostitwi detergenim a

antibiotikam (1211131

2.8.1.6. Heterogenita

DalSi podil na schopnosti biofilmu odolavat vyswkyjkoncentracim detergeénta
antibiotik ma s vysokou pra¥gdodobnosti heterogenita v ramci biofilditf. Veskeré biiky
v biofilmu Zziji ve chrdgném fenotypovém stavu, rostou jinym tempem a \ytvdvary
podobné spéordm. Tento stav vyznamprispivA ke snizené citlivosti biofilin na
antibakterialn latky**2.

2.8.2. Ziskané faktory rezistence bakterii biofilmu

Ziskané faktory rezistence vyplyvaji Zi§ antibiotiky samotnymi. Frekvence mutaci
u biofilm-formujicich bakterii je vyraznzvySena ve srovnani s planktonickou formou Zivota
bakterii. Prag tyto fyziologické podminky mohou vy&tlovat, pra@ biofilm-formujici
bakterie se mohou lehce stat rezistentdé&i Mécivim pomoci tradinich mechanisin
rezistence na beta-laktamova antibiotika, aminaagidy ¢i fluorochinolony. Bakterialni
buiky v biofilmu mohou sotasré produkovat enzymy, které degraduji antibiotika,jima

nizkou afinitu k cili fisobeni, nebo nadime exprimuji efluxni pumpy**.
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2.9. Metody testovani citlivosti u biofilm-formujicich mikroorganismi

Vzhledem k rostoucimu zajmu testovani antimikribiéitlivosti biofilm-formujicich
mikroorganisni bylo vyvinuto rekolik metod. V zavislosti na dodavce Zivin rgiageme
rastové modely na uz&né a otekené systémy. Vyhodou uz@nych systéiinje jednoducha
pouZitelnost, zatimco otésné systémy umaiji lepsi kontrolu iistovych paramedr(t*®! 117
[118]'

Ve zjednoduSenycim vitro modelech jsoiieSeny otazky tykajici se tvorby, fyziologie
a architektury biofilmu. Tyto metody nabizgjadu vyhod jako je nizkd cena, snadné
provedeni a snazi se napodobovat charakteristicikyzbiofilmu jako jsou gradienty Zivin,
plyna ¢i produkty latkové vymany. Kompletni seznann vitro biofilm modefli je uveden v
Tabulkach 9 a 188, zakladni metody testovani biofilmin vitro je mozno rozdit do ti
odlinych skupin a to na uz@né modely, otéené modely a takzvané mikrokosm&sy.

Prvni ti standardizované metody pro studium biofilmu, stbmé ASTM (American
Society for Testing and Materials), jsou @iy diskovy reaktor (ASTM E2196), metoda
schvalena v roce 2002, CDC reaktor (ASTM E2562y&ldn v roce 2007 a Drip flow reaktor
(ASTM E2647) schvalen v roce 2008. Metoda MBEG@yqure ozn&ovana jako Calgary
biofilm device (ASTM E2799), kde se biofilm formuja danych podminek, ddipije tuto
fadu zatim dostupnych metod testovarsitu biofilmu. Tato metoda byla schvalena ASTM v
roce 2011™%°. Metody schvalené ASTM jsou v nasledujicich tahatk oznaeny twné a

nasledg strtné popsany.

2.9.1.Uzavirené modely
Prvni skupinou jsou uz#&né, neboli statické modely, které disponuji omgaen

mnozstvim Zivin a omezenymi moznosti ¥igupu kysliku. Tyto modely zahrnuji jedny z

Vv s

praxi, jsou uvedeny v Tabulce 9.
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se biofilmy vyvijeji

eliminuje mnozstvi

nesistot

Tabulka 9: Uzakené, statické modely.
prevzato z: Fromn vitro to in vivo Models of Bacterial Biofilm-Related Infections™ a upraveno, dalé®?
[121] (122 1231, |\ o aveno
Metoda Popis Vyhoda Pouziti modelu
kolonie biofilmu jsou | reprodukovatelna a posuzovani &innosti
kultivovany na jednoducha metoda antibiotik
polykarbonéatové
Kolonie membrag umiséné na
biofilmu agaru, jsou zachovany
zakladni
charakteristiky
biofilmu
béZr¢ pouzivana jednoduchy vyhodnoceni tvorby biofilmu,
metoda, postup,velké antibiotické tolerance a
Metoda bakterie adheruji na kvantum dat v rezistence,studium
mikrotitracni | povrch jamek destky ramci jednoho Geinnosti antimikrobiélnich
desttky testu, vhodné pro pripravki
molekularr
genetické testy
imobilizace umoziuje rychlé vyhodnoceni tvorby
magnetickych kutiek, | sledovani tvorby | jednotlivych kmei biofilmu
Biofilm ring vysledky jsou biofilmu, moZnost
test automatizovany a rychlé a
analyzovany pomoci automatické
analyzy obrazu analyzy
probiha na bazi 96- | komekn¢ dostupny|  vyhodnoceni antibiotické
jamkoveé testovaci | systém, koliky Ize | rezistence a tolerance, studium
Calgary mikrotitracni desky, | odstranit jednotli¥ | Ucinnosti antimikrobialnich
Biofilm systém zahrnuje viko s bez oteveni pripravka, studium vyvoje
Device 96 kolicky, na kterém| systému, a tim se biofilmu v pribéhu ¢asu
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2.9.1.1. Calgary biofilm device, MBEC assay

Je to prvni metoda schvalena ASTM, jejiz validjea doloZzenatadou studii
provedenych viznych laborattich. Uselem &chto studii bylo posoudit, zda je tato metoda
také kvalitativie i kvantitativré reprodukovatelna. Reprodukovatelnost metody legéovana
v ramci ffiznych laboratti, zejména s ohledem na reprodukovatelnat fprmovani
referergnich mikrobidlnich biofilnd a testovani jejich citlivost?®.

Jedna se o skrininkovy test pouzivany gelédm stanovenidinnosti antimikrobnich
latek proti biofilmim tvarenych fiznymi mikroorganismy (viz.Obrazek 26). Zaklad iivo
plastové viko s 96ti polystyrenovymi koliky a odpaajici zakladni destka, ktera je
obdobné klasickému 96 jamkovému panelu. Bakterieasgkuji do zakladni destky a cela
desttka se néaslednprikryje vickem s koléky. Biofilmy se formuji na koticich upevinych
na viko mikrotitr&ni desttky vétSinou i inkubaini teplog 37°C po dobu 20 hodin a todu
za stadlého michani, nebo bez michani. Poté jsatkiabplachnuty a inkubovanyripteplo®
37°C po dobu 18-20hodin wfippmnosti fiznych koncentraci antibiotik. Kéky se znovu
oplachnou a zatsobeni ultrazvuku jefpnesen biofilm z kolik do jamek. Dale dochéazi k
méteni OD (optical density, opticka denzitd) 50nm!**e.. Biofilmy vznikaji na kolécich za
danych podminek aétsinou za mirného michanifigemz planktonické formy bakterii
zastavaji v prostoru jamek zakladni deékyi. Tato metoda dovoluje stanovit
farmakodynamické parametry antibiotické aktivitybiofilmu jako jsou: MBIC (minimal
biofilm inhibitory concentration, minimalni konceate inhibujici tvorbu biofilmu), BBC
(biofilm bactericidal concentration, baktericidnbricentrace biofilmu), MBEC (minimal
biofilm-eradication concentration, minimalni kontmwwe vedouci k vymyceni biofilmu),
BPC (biofilm-prevention concentration, minimalni ncentrace vedouci k prevenci tvorby
biofilmu). Popis jednotlivych paramétje uveden v Tabulce 188124

Inokulace a formovani biofilmu je zahajeno naliimkula do reagemiho zasobniku.
Pomoci vicekanalové pipety seida 150 pl inokula do kazdé jamky dékfi. Na
mikrotitracni destéku se umisti wko s koltky a inkubuje se po dobu ebnou k dosazeni
formace biofilmu. Rst biofilmu se mezi jednotlivymi kmeny liSi, aleopwetSinu bakterii je
16 + 2 hodiny dostat®a doba pro vyvoj biofilm{#.,

Test MBEC umoituje velmi rychlé testovaniady slodenin zahrnujici dezinfeki

[102] [123] [126] 5 phouzitim tohoto testu byla testov&aaa

prostedky, biocidni latkyci kovy
raiznych bakterialnich druha kvasinek #etné Escherichia coli Pseudomonas aerugingsa

Staphylococcuspp.,Mycobacteriunspp.,Candidaspp.,Burkholderiaspp. a mnoho dalSich
[124]
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hiofilmu.

Obrazek 26: Schématické znazorhmetodického postupu MBEC testu. Na obrazku idétv

tvorbu a formovani biofilmu za pouziti MBEC tesRracovni postup je podro§npopsan v

jednotlivych metodickych krocich na obrazku.

prevzato z: ANTIMICROBIAL SENSITIVITY onlind'”) a upraveno

Tabulka 10: Hodnotici farmakodynamické paramettibaotické aktivity v biofilmu.

prevzato z: Macia, M., Det al: Antimicrobial susceptibility testing in biofilngrowing bacteria, 2014® a

upraveno
Parametr Parametr o
(zkratka) Definice
minimalni inhib&ni jedna se o nejnizsi koncentraci antibiotika, kdy
koncentrace v biofilmu nedochazi ke zvySenitpnérného pdtu
(minimal biofilm inhibitory Zivotaschopnych bwk biofilmu, tato koncentrace
MBIC concentration) antimikrobni latky vede k rozdikg10% (rozdil v éistu
po 6 hodinach inkubace) mezi mnozstvim biomasy
biofilmu ovlivnéného testovanou latkou aipnéru dvou
pozitivnich kontrol (bez vlivu testované latky)
baktericidni koncentrace v| jedna se o nejnizsi koncentraci antibiotika, kiexde k
BBC biofilmu (biofilm bactericidal | redukci Zivotaschopnych mikroorganigm biofilmu z
concentration) 99,9% v porovnani s pozitivni kontroloistu
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MBEC

minimalni koncentrace
vedouci k eradikaci biofilmu
(minimal biofilm eradication

concentration)

e

k odstragni biofilmu

BPC

minimalni koncentrace
vedouci k prevenci tvorby
biofilmu (biofilm prevention

concentration)

stejné jako MBIC, ale testované antimikrobni latky
nepisobi Fimo na maturovany biofilm, ale na mikrob
které jsou schopné vytiio biofilm (sowasna inokulace

bakterii a expozice antimikrobni latkou)

=

2.9.2. Otevirené modely

Otewené neboli dynamické

systémy ob&cumoziuji kontrolu ekologickych

parametii, a proto se ve velké bei pouzivaji ke studiu fyzikalni a chemické odolnost

biofilmu. Jsou vSak ve&sSin¢ pripadi méreé prizpasobeny tzv. “high throughput” analyze,

jejiz nespornou vyhodou je moznost automatizacehv&eokii a dalSi moznosti automatickeé

analyzy, coz vede k ziskavani velkého mnoZzZstvi wdakratSim ¢casovém horizontu s

minimalnim rizikem vneseni chyby. Navic tyto modealgsto vyzZaduji specializované

vybaveni a technické dovedndst?.

Vyhodou otevenych systérn je,

Ze se snazi napodobit podminky vivo

prostednictvim kontinualni dodavky Zivin, staléhaifmku a teploty. Kror toho umoauji

provadt farmokokinetickéci farmakodynamické studie, a také mikroskopické guozani

(18] prehled jednotlivych metod je uveden v Tabulce 11.

Tabulka 11: Otekené, dynamické modely.

pievzato z: Fromin vitro to in vivo Models of Bacterial Biofilm-Related Infections” a upraveno, dalg?8

[129] [130] [131] [132] [133] [134] [135] [136] [1B

a upraveno

Metoda Popis Vyhoda Pouziti modelu
zaloZen na bazi dochézi k tvorb biofilmu v umoiiuje tak
mikrotitracni desttky | mikrotitraéni destéce a vznika | testovani zatiznych
Kadouri system s konstantnim tam velké mnoZstvi biomasy, podminek
obnovovanim média| které je dale pouzito ke studiu
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Pratokova cela

porrerné nakladny
systém, pro studium
jsou teba odborné

znalosti

systém je automatizovan a je k
dispozici analyza obrazu,
umoziuje nedestruktivni

pozorovani biofilmu (i
vizualizace buék) s vynikajici

kvalitou obrazu

moZznost
vyhodnocovani tvorby
jednotlivych kmei
tvoricich biofilm,
testovani antibioticke
rezistence a efektivity
po podani
antimikrobialnich

latek

komegné dostupny

systém, umaiujici

pouzitelny k vyhodnocovani

tvorby biofilmu, studiu

pomoci kho Ize

studovat vyvoj

CDC Biofilm snadny odér vzorka antibiotické @innostici biofilmu v prabéhu
reaktor v riznychc¢asovych rezistence a také k tést ¢asu
intervalech dezinfekéni (€innosti
pomoci tohoto pouZziva se k testovani vyhodnoceni

Drip flow reaktor

zaizeni jsou biofilmy
formovéany v Sikmé
poloze a jednotlivé
kandly jsou zavedeny
do polykarbonéatovych
blokd, kde mize byt
umiséno

mikroskopické skiiko

antimikrobialni @innosti a
dalSich strategickych krak

vedoucich k eradikaci biofilmu

desinfeknich a
antimikrobialnich
Gcinkt, schopnost

studovat iznorodost

biofilmu

Mikrofermentory

biofilmy se vyvijeji na
odnimatelnych
Spachtlich tvéenych z

raznych material

schopnost produkce velkého
mnoZstvi biofilmu, umaiuje
mikroskopické, geneticke,

biochemické analyzy

vyhodnoceni
antibiotické @innosti
a schopnost tvorby
jednotlivych kmei

biofilmu

Mikrofluidni
biocipy

biocipy jsou vloZzeny
do hlinikového bloku,
kde je regulovana
teplota, vyhodnoceni
probih& pomoci
bezkontaktnich
dielektrickych

mikrosenzoi

neinvazivni technika, studium

rastu a citlivosti biofilmu

uzitetné pro studium

popula&ni dynamiky a

kvantitativni analyzy
bungk
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Rotating disk
reaktor

teflonovy rotor drzi
nékolik kuponi pies
které se formuji

biofilmy

pouziti také ke studiu

vicedruhovych biofiln

vyhodnoceni
antimikrobialni

Ucinnosti

BioFlux Device

jedna se o z&zeni
slozené z 96
jednotlivych
mikrofluidnich
kanalla spojenych s
pneumatickym

cerpadlem

nizké energetické naklady,
presna kontrola podminek
prostedi, studium chovani
jednotlivych bugk v rdmci

komunity

vyhodnoceni tvorby
biofilmu, studium
antimikrobni
rezistence, &innost

antimikrobnich latek

Prstencové

reaktory

zaloZeno na principu
dvou soustdnych
valai, kdy vnifrni

valec je rotujici

vyhodnoceni dezinfeki
efektivnosti a antimikrobialni

ucinnosti

specialg vhodny ke
studiu vodnich

biofilmua

Sorbarod zézeni
(SBF)

zaizeni slozené z
filtra¢nich zatek s
celulézovou matrici

promyvanou médiem

jednoduché nastaveni, mozno
ovladani tempaisstu biofilmu,
umoziujici inokulaci

rozptylenych bugk

stslouzi k vyhodnoceni

Ucinka antibiotik

2.9.2.1. CDC biofilmovy reaktor

Jedna se o koma® dostupné zZdzeni slouzici k tvorb a naslednému studiu
biofilmu. Je to otekeny, dynamicky systém. Cely systém se sklada mnsi¢ho reaktoru, v
jehoz viku je ukotveno 8 drzdks tzv. kupony. Tyto kupony mohou byt vyteay z fiznych
materiati, jako je napklad: borosilikat, teflon, polystyren, polykarbdn&erezova ocel a
fada dalSich. Samotny reaktor j@ppjen pomoci hadek k baice se sterilnim kultivanim
médiem a tok kultivéniho média je zaji8h peristaltickou pumpoi*® *°1 zaizeni CDC
reaktoru je zobrazeno nafilpZzeném Obrazku 27. iP studiu &innosti antibiotik jsou
antibiotické latky pidany do zasobni lahve s kultdram médiem, které nasledproudi do
reaktoru a timto zZjsobem jsou exponovany vSechny kupény s formovamyofiimy.

V piipac poteby kvantifikovat mnozstvi biofilmu ¢i  biofilm-formujicich
mikroorganisni je struktura biofilmu uvoléna z kupdh pomoci ultrazvuku a intenzivniho
viteni. Nasled& dochazi ke kvantifikaci gou viablinich mikroorganisiin tvoricich biofilm

fedsnim pomoci desitkoviedicitady a vysevu na vhodna kultisrd media™*®!,
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zasobni nadoba na médium
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sz TR} R
- vitko CDC reaktoru - —
id— CDC biofilm reaktor
Y - B

nosic (driak) na kupony '

kupdny peristaltickd pumpa

i

L ‘*odpadnl‘nédoba

CDC biofilm reaktor

Obrazek 27: CDC biofilm reaktor. Na obrazku v lessti je znazorn samotny CDC
biofilm reaktor, dale v pravéasti mizeme vidt celé zaizeni, na jehoz zakladdochazi
k testovani citlivosti biofilmun vitro.

pievzato z: BioSurface Technologies Corporatidtp://www.biofilms.biz/wp-content/uploads/2014/CTIC-

Pricing.pdf !

a upraveno

2.9.2.2. Drip flow reaktor
Tento reaktorse skladd zétytr paralelnich testovacich kafalz nichz kazdy nive
pojmout jedno mikroskopické skko. Systém je vhodny zejména pro obecné studidibf

¢i pro studium kontaminace zdravotnického materaalékaskych gFistroja (viz.Obrazek 28)
[140]

Obréazek 28: Drip flow reaktor.

prevzato zhttps://www.biofilm.montana.edu/files/CBE/imagesirosedripflowl.jpg 141l
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ZjednodusSe#y postup pipravy tohoto reaktoru spiva v opateni kazdé komory
sklickem ¢i kuponem, na kterém se ma formovat biofilm a takétim kultivatniho média.
Komory jsou nasledhuzaveny vikem a autoklavovany. Nasleduje inokulace mikrobién
agens a inkubace v termostatu. Po inkubaci se dklgeohadéka pro odtok média a cely
reaktor je poloZzen na podlozku, pod uhlem 10isiupsepticky je pipojena hadika slouzici
k privadni ¢erstvého kultivéniho média. Je také zapojena pumpa, jejiz vykomagtaven
tak, aby dochazelo pouze k prokapavéeristvého média do kairek. Timto zgisobem je
umozrén kontinualni piitok ¢erstvého média komorami a zardvedvadni mikrobialnich

metabolifi 147,

2.9.2.3. Roteéni diskovy reaktor

Rotani diskovy reaktor, neboli origin&lroznaovany jako “rotating disk reactor”, se
sklada z teflonového disku, ktery obsahuje odnimét&updny (viz.Obrazek 29). Kupdny
mohou byt vyrobené zurnych materidl. Spodnic¢ast rotujiciho disku obsahujectory
magnet, ktery umaiije rotaci disku a cirkulaci kulti¢miho média. Cely disk obsahuje 18
kupdéni. Cirkulace fistového meédia je dale zajfiga systémem hatbk a peristaltickou
pumpu. Tento reaktor byl vytven zejména prodely studia antibiofilm/biocidnich aktivit
latek, pro studium mozZnosti v odstéan jiz formovaného biofilmu a pro testovani novych
materiah a studiu jejich potencilu inhibovat formaci biofu na jejich povrch{t*?,

Do reaktoru se umisti 250ml kultér@ho steriiniho média a nasledmojde k
inokulaci 0,5ml testovaci mikrobialni kultury. Reéak je poté umigh na magnetickou
michaci desku, kde je nastavena rychlost 250ektaa minutu. Takto nastaveny reaktor je
inkubovan pes noc pi pozadované teplét Po dostainé dlouhé inkubaci (auto Schwartz,
Stephenson, Hernandez al, uvadi v pipad studia tvorby biofiln tvorenych bakterii
Staphylococcus aureu$6 hodinovou inkubaci) sefipoji hadice pro fivod cerstvého
kultivatniho média aifipoji se také peristalticka pumpa. Po zapnuti pujamastaven [itok
dle pozadované rychlostistu. Po dostate¢ dlouhé dob inkubace pro formaci studovaneho
biofilmu se reaktor zastavi a asepticky se vyjm&cra disk. Pomoci sterilni pinzety se
odstrani kupoény z disku a kazdy z nich se pbodo fyziologického fosfatového pufru, aby
byly odstragny v&echny vol# pripojené, neboli flotujici bakteri&*.
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Obrazek 29: Rotai diskovy reaktc.

prevzato z:

http://www.biofilms. biz/wpeontent/uploads/2010/11/—20—rotatinq-disc-biofilm—reacteBOOxSOO.pncSMZ]

2.9.3. Mikrokosmosy

Mikrokosmosy jsou nejvice sofistikovanym, komplerna heterogenninin vitro
modelem pro studium biofilmu. Tento model je scin nejblize mimikovat situadn vivo.
Testovaci mikrokosmobiofilmy jsou tvaeny vice mikrobidlnimi agens, které sérqzerg
podili na tvork biofilmu v modelectin vivo. Mikrokosmosy tedy nejblize odrazi slozitos

riznorodost fyziologickych paramaétbiofilma M9,

2.9.4. Ex vivo modely

Jakymsi pechodem mezi systémein vitro a in vivo modely jsol takzvanéex vivo
modely,které jsou zalozeny na praci sefeeimi organy a tkéovymi explanty. Nejasgji se
pro tyto studie vyuZivaji pragiea mysi tkas. Nespornou vyhodowd¢hto systém je moznos

v&tsi kontroly experimentéloh podminek neZ je tomu u modeh vivo!**9.
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2.9.5. In vivo modely

Slabinouin vitro modeti je, Ze zcela neodrazi komplexni a dynamickou povah
interakce mezi hostitelem a patogeny, tedy v topiigact biofilm-formujicimi mikroby. Pro
piipad validace vysledk ziskanych v ramcin vitro studii je tedy nezbytné, zatelem
potvrzeni pracovnich hypotéz ziskanych na zakiadsitro studii, k dalSimu studiu vyuzit
vivo modely!*?,

In vivo modely Ize obechrozclit na sa¥i a nesa¥i modely. Rikladem nesatiho,
jednoduchého modelu ie byt rostlinny model jako je huséek rolni (lat. Arabidopsis
thaliana) a okehek mensi (laL.emna minao), které byly aspdSné pouzity ke zjisni korelace
mezi tvorbou biofilmu a virulence. iiRladem dalSiho nesé&ho modelu zalozeného na
vyuZziti bezobratlych Zivdchua maze byt vyuZziti h&atka malého (lat.Caenorhabditis
elegany, h&latka Zivorodého (lafPanagrellus redivivds octomilky obecné (laDrosophila
melanogastgratady dalSich. K népsgji vyuzivanym sa¥im modetim pati nagiklad mysi,

potkani, motata, kralici aada dalsich*®.
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3.EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzity material

Pomicky:

- sterilni mikrotitr&ni destéky s vicky (Gamedium, Jesenice u Prahy)
- sterilni Sptky (Fischer Scientific s.r.o., Pardubice)

- mikropipety (Fischer Scientific s.r.o., Pardubice

- dvanacti jamkovy rezervoar na médium (Gamediwesedice u Prahy)
- stojanky na zkumavky (Gamedium, Jesenice u Brahy

- sterilni zkumavky (Gamedium, Jesenice u Prahy)

- jednorazove &kovaci klicky (Gamedium, Jesenice u Prahy)

Pristroje:

- laminarni box Esco Class Il type A2 (dodavateynBx laboratorie s.r.o., Butrad)
- termostat Binder WTB (dodavatel- Fisher Scieatsir.o., Pardubice)

- vortex MS2 Minishaker IKA (dodavatel- P-lab, Paah

- denzitometr DEN-1B McFarland Densitometer Biogdodavatel- P-lab, Praha)

Chemikalie:

- kultivagni médium- MHB (Muller-Hinton Broth, Mueller-Hintorbujon), (dodavatel-
Cadersky Envitek, Brno)

- dimethylsulfoxid (DMSO), (dodavatel- Sigma AldnicPraha)

- sterilni deionizovana vodaifprava z MilliQ deionizované vody autokldvovanim)
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3.2. Modelové kmeny bakterii:

Testovani potencialni antibakterialni aktivity doyprova@no na 8 kmenech bakterii

uvedenych v Tabulce 12.

Tabulka 12: Modelové kmeny bakterii.

Modelovy kmen Zkratka Kod-shirkovy Ziskani
kmen
Staphylococcus aureus SA CCM 4516/08 | Ceska sbirka mikroorganigm
Masarykova univerzita Brno
Staphylococcus aureusethicilin MRSA H 5996/08 Fakultni nemocnice Hradec
rezistentni Kralové
Staphylococcus epidermidis SE H 6966/08 Fakultni nemocnice Hradec
Kralové
Enterococcusp. EF J 14365/08 Fakultni nemocnice Hradec
Kralové
Escherichia coli EC CCM 4517 Ceska sbirka mikroorganism
Masarykova univerzita Brno
Klebsiella pneumoniae KP D 11750/08 | Ceska shirka mikroorganigm
Masarykova univerzita Brno
Klebsiella pneumoniaESBL KP ESBL J 14368/08 Fakultni nemocnice Hradec
Kralové
Pseudomonas aeruginosa PA CCM 1961 Fakultni nemocnice Hradegc
Kralové

3.3. Koncentrace testované latky

VSechny no¥ syntetizované testované latky byhediny dvojkovou fedici fadou
v rozmezi koncentraci od 5@@nol/l az 0,488wmol/l, tedy v koncentracich:

500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,813, 3,90853; 0,977 a 0,488mol/l.

3.4. Skupiny testovanych latek

V ramci této rigordzni prace bylo testovano 73 nolokych latek. Celkem bylo
poskytnuto Katedrou anorganické a organické cheRaemaceutické fakulty v Hradci
Kralové 78 slodenin, z nichz 5 nebylo dale testovano, jelikoz bygrozpustné v DMSO
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nebo @i fedkni doslo k jejich vysrazeni. Po chemické stranegesinalo o salicilanilidové
karbamaty (pracovni oztbeni: SC-1A, SC-1B, SC-1C, SC-1D, SC-2A, SC-2B, $-3C-
2D, SC-2E, SC-3A, SC-3B, SC-3C, SC-3D, SC-3E, SC&8-4B, SC-4C, SC-4D, SC-4E,
SC-5A, SC-5B, SC-5C, SC-5D, SC-6A, SC-6C, SC-7A,-FBPB-4), sulfonamidové
mocoviny-derivaty sulfamethoxazolu (pracovni ozemi: SMXU-1, SMXU-2, SMXU-3,
SMXU-4, SMXU-5, SMXU-6, SMXU-7, SMXU-8, SMXU-9, SMAU-2, SMX-AU-4,
SMX-AU-5, SMX-AU-6, SMX-AU-8, SMX-AU-9, SMX-AU-10, SMX-AU-12, SMX-13,
SMX-10, SMX-12, SMX-15, SMX-16, SMX-Me-Ph-U), deéty isoniazidu (pracovni
ozn&eni: INH-1, INH-2, INH-3, INH-4, INH-5, INH-6, INH?#), sulfonamidové
imidazolidintriony-derivaty sulfamethoxazolu (praod ozn&eni: SMX-C-1, SMX-C-2,
SMX-C-3, SMX-C-4, SMX-C-5, SMX-C-6, SMX-C-7, SMX-8; SMX-C-9) a dalsi latky
nejednotné chemické struktury (pracovni aam: 4-Cl-Ph, SAL-4l, TZA-1, TZE-1, TZK-1,
IRGASAN).

3.5. Metodika

3.5.1. Priprava suspenzi testovacich modelovych kmenii bakterii

Nejprve bylo popsano 8 sterilnich zkumavek zknatk#estovacich kmen bakterii
(SA, MRSA, SE, EF, EC, KP, KP ESBL, PA). Tyto slové kmeny bakterii byly
kultivovany na zZivném agaru v termostatu po dobuh2din @i teplog€ 37°C. Z kultury
bakterii narostlych na agaru byla odebrana mé&iat kolonie, ktera byla néasletn
resuspendovana ve zkumavce s 5 ml sterilni deigaiz® vody. Takto ifijpravena bakterialni
suspenze byla ukladré promichana na vortexu a pomoci stolniho denzitamélyla
prométena opticka denzita. Vysledna opticka denzita ba#id suspenze by &a odpovidat
denzit s hodnotou 0,5 stuprdle referetini zakalové stupnice McFarlanda. Takigppavené
bakterialni suspenze testovacich kiney mely vydrzet v lednici pi teplog 2-8 °C po dobu

maximalré 14 dni.

3.5.2. Priprava dvojkové redici rady testované latky

Testovana latka nam byla dodana, sfrales informacemi o navazce a molekulové
hmotnosti, pracovniky Katedry anorganické a orgaehichemie. Kazdé latka byla rozpirs
v piislusném objemu DMSO tak, aby prvni testovana koinaee latky byla 50@mol/l a
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zarover koncentrace DMSO v jamce mikrotitré desttky negesahla 1%. Nasledrbylo vSe
ve zkumavce promichano na vortexu. Pozadovany olijdnsO byl vyp@itany pomoci
nasledujiciho vzorce, kde m =navazka testovand I@k c= prvni testovana koncentrace=

500 umol/I= 0,0005 mol/l a M= molarni hmotnost.

m - 10° (ptevod naul)
VDMSO™ =-m-=-mmmmmmmmmmmm e e =xul DMSO
c* M - 100 (zakoncentrovani)

Pti ptipraw pracovnich roztokje pridavano ke kultivénimu médiu o objemu 1,98 mi
jen 20 ul testované latky rozpudié v DMSO proto, aby koncentrace DMSO v jamce
mikrotitra¢ni desttky negesahla 1%. Z tohotougtodu je nutné testovanou latku rozpustit
tak, aby jeji koncentrace byla 100x nasblwyssi. Pray po @idani 1,98 ml kultivaniho
meédia k 20ul testované rozpu&é latky o 100x nasobrnvyssi koncentraci, odpovida cilova
koncentrace testované latky pozadované ha&ds@dumol/l.

Pokud se latka rozpusti nebo wytivdvomogenni suspenzifigtoupi se k dalSimu
kroku fedni. Jestlize se vSak testovana latka vysrazi nedyozpusti, fida se druhy,
piipadre tieti ekvivalent rozpoudtlla DMSO. Kazdym fidanim ekvivalentu rozpouXtla se
posouva prvni testovana koncentrace o jegdkni dozadu (z 50Qmol/l na 250umol/l atd.).

Do sterilni zkumavky, kter4 byla ozrema ¢islem 1, bylo napipetovano 1,98 ml
rastového média a 2@ rozpuséneé testované latky. Obsah zkumavky tadre promichan na
vortexu a byla provedena &pvna kontrola, zda se dana latka v kukiivien meédiu
nevysrazela. Pokud nedoSlo k vysréZetistpupilo se k dalSimuedini. Pokud doSlo k
vysrazeni, byl pdan druhy, pipadre tieti ekvivalent kultivéniho média. Takto ffjpravené
pracovni roztoky byly aseptickygneseny do prvni jamky dvanacti jamkového rezervoar

Do deseti sterilnich zkumavek, které byly popséisficemi 2-11 bylo napipetovano
po 0,5 ml DMSO. Do zkumavky oz&enécislem 2 bylo napipetovano 0,5 ml testované latky
rozpuséné v DMSO, roztok byfadre promichan a z tohoto roztoku bylo odpipetovano 0,5
ml do zkumavkycislo 3. Obsah zkumavkyislo 3 byl ogt radre promichan, oft bylo
odpipetovano 0,5 ml a tento objem bygpesen do zkumavkyslo 4. V tomto sledu krakse
pokraiovalo az po zkumavkeislo 11. Timto zpsobem byla ppravena dvojkovdedicitada
testované latky v DMSO, kdy v kazdé nasledujicimmiuce je testovana latka o polévi
koncentraci, nez ve zkumavcgedchozi.

Do jamek 2-12 dvanacti jamkového rezervoaru byhpipetovano po 1,98 ml

kultivacniho média a bylo fidano 20ul natedné testované latky (tzn. ze zkumavky 2 do
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jamky 2, ze zkumavky 3 do jamky 3 atd.). Do posledvanacté jamky bylofmlano 20ul
samotného DMSO, ktery slouZi jako tzv. pozitivninkola tastu. Takto byly ziskany 2 ml
pracovnich roztok s postup# klesajicimi koncentracemi (jamky 1-11) a kontrgarhka bez
testované latky (jamka 12), (viz.Obrazek 30).

20pl naredéné testované latky ze zkumavky <¢islo 1 (S00pmol1)

20pl naiedéné testované latky ze zkumavky ¢islo 2 (250umolT)
20pl naredéné testované latky ze zkumavky Cislo 3 (125pmol1)
20pl naredéné testované Latky ze zkumavky ¢islo 4 (62,5pmolT)
20pl naredéné testované latky ze zkumavky ¢islo 5 (31,25pmol1)

20p1 naredéné testované latky ze zkumavky &islo 6 (15,63pmolT)

20pl nafedéné testované latky ze zkumavky ¢islo 7 (7,8 1pumolD)
20pl naredéné testované latky ze zkumavky ¢islo 8 (3,9 1jumolT)
20pl naredéné testované latky ze zkumavky ¢islo 9 (1,95pumolT)
20pl naredéné testované latky ze zkumavky ¢islo 10 (0,983pumol1)
@ 20pl naredéné testované latky ze zkumavky ¢islo 11 (0,49pumol1)

@ 20p1 DMSO

. . . . . . . O O O O —==—""__——— v kaZdé jamce po 1,98ml Kultivatniho média

&1 €2 &3 &4 €5 &6 &7 E8 &9 G0 G112

Obrazek 30: N&t pracovniho postupuippipetovani 2Qul naredéné testované latky.

3.5.3.Pipetovani do 96 jamkové mikrotitracni desticky

Pomoci dvanacti kanalové pipety byldepeseno z ifsluSnych jamek dvanacti
jamkoveého rezervoaru po 2Q0 redné testované latky do vSetadki (jedentadek, tj. 12
jamek) jedné 96 jamkové mikrotithiai destéky.

Do kazdé jamkytddku A bylo napipetovdno 1Qul pfipravené suspenze
Staphylococcus aureu®A CCM4516/08. Do kazdé jamkgdku B bylo napipetovano 10
pripravené suspenz8taphylococcus aurewmsethicilin rezistentni MRSA H 5996/08. Do
kazdé jamkytadku C bylo napipetovano 1Ql ptipravené suspenzé&taphyloccocus
epidermidisSE H6966/08. Do kazdé jamkydku D bylo napipetovano 1@ ptipravené
suspenzé&nterococcusp. EF J 14365/08. Do kazdé janiglku E bylo napipetovano 10
piipravené suspenzé&scherichia coliEC CCM 4517. Do kazdé jamkyadku F bylo
napipetovano 1Qu pripravené suspenze€lebsiella pneumonia&P D 11750/08. Do kazde
jamky faddku G bylo nepipetovano 10 ptipravené suspenzélebsiella pneumonia&SBL
pozitivni KP ESBL J 14368/08. Do kazdé jamiégku H bylo napipetovanold piipravené
suspenzePseudomonas aeruginoddA CCM 1961. Mikrotitréni desttka byla gikryta

vickem a inkubovana v termostatti p5°C.
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Vzdy ve vSech jamkach sloupeéel je roztok testované latky o cilové koncent&(f)
pumol/l, v jamkach sloupcé. 2 je 250 pmol/l, vjamkach sloupae 3 je 125 pmolll,
v jamkach sloupcé. 4 je 62,5 umol/l, v jamkach sloup¢e5 je 31,25 pumol/l, v jamkach
sloupcec. 6 je 15,625 umol/l, v jamkéach sloupte? je 7,813 umol/l, v jamkach sloup&e8
je 3,906 umol/l, v jamkéach sloupc¢e 9 je 1,953 umol/l, v jamkach sloup¢e10 je 0,977
pmol/l, v jamkéach sloupcé 11 je 0,488 umol/l (viz.Obrazek 31).

koncentrace testované latky 500 pmol/l
koncentrace testované létky 250 pmol/|
koncentrace testované létky 125 umol/l
koncentrace testovaneé latky 62,5 umol/l
koncentrace testované ldtky 31,25 umol/l
koncentrace testované latky 15,63 umol/I
koncentrace testované latky 7,81 umol/l
koncentrace testované latky 3,91 umol/l
koncentrace testované latkv 1.95 umol/|
koncentrace testované latky 0,49 umol/l
koncentrace testované latky 0,98 pmol/l
pozitivni kontrola

10 pl suspenze Staphylococcus aureus

10 pl suspenze Staphylococcus aureus-methicilin rezistentni
10 pl suspenze Staphylococcus epidermidis
10 pl suspenze Enterococcus sp

10 pl suspenze Escherichia coli

[g] m P
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m
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10 pl suspenze Klebsiella pneumoniae

]
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10 pl suspenze Klebsiello pneumoniae ESBL pozitivni

' 900000000000

Obrazek 31: N&t mikrotitraéni destéky a jednotlivé koncentrace testované latky.

10 pl suspenze Pseudemonas aeruginoesa

3.5.4. Vyhodnoceni- odecet minimalni inhibi¢ni koncentrace

Po uplynuti inkubéni doby bylo provedeno vizualni ade&ni inhibice #éistu bakterii,
tzn. byla vyhledavana prvni jamka kazdéfdku, ve které nebyl detekovan zakal, tj. tedy
jamka, kde jiz nedoSlo k viditelnému Batu bakterie. Vysledky byly stanovovany po 24
hodinové a 48 hodinové inkubaci v termostatu. Healnminimalni inhibéni koncentrace
testované latky se odigd v jamce s nejnizSi koncentraci testované lakde jiz nebyl
zaznamenanust bakterie. V této pracitphodnoceni vysledkje vyuzita také zkratka s,
ktera se vaze ke koncentraci testovane latky, kitgrdbouje st z 95 %, tj. zbylych 5 %
bakterii neni vitstu inhibovano. Bohuzel pouhym okem nejsme schapoidnotit gimo
Cistou jamku, proto se zde §ita s 5% toleranci. V praxi to proto znamena, Aaidese jamka
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mikrotitracni desttky jevila jako¢ira a bez zakaluippozorovani okem, byla vyhodnocena
koncentrace &inné latky jako inhikini.

Pro pesrjSi ode&et @innosti testovanych latek Ize také vyuZitisprojove
instrumentace jako je n#glad spektrofotometr, ktery je schopen automatidgesist

intenzitu zakalu (turbiditu).

3.6. Testované latky s potencialni antimikrobialnaktivitou

V ramci rigorozni prace bylo hodnoceno 73 chemitkyatek syntetizovanych na
Kated'e anorganické a organické chemie FarmaceutickdtjaktHradci Kralové. W@innost
testovanych latek byla zkouSena v rozsahu konagn8@0 pmol/l az 0,488 pumol/l. Po
uplynuti inkub&ni doby byl vizuald hodnocen ndist bakterii ve vSech jamkéach
mikrotitracni desttky. MIC odpovidala koncentraci testované latky wm¢a, kde doslo k

minimalné 95% potl&eni istu kmene (MIC=1Gs). Tyto hodnoty byly od&tany vizualr.

Piehled skupin testovanych latek:

1) salicilanilidové karbamaty
-celkem 28 latek, viz.Tabulka 13

2) sulfonamidové miviny- derivaty sulfamethoxazolu
-celkem 23 latek, viz.Tabulka 14

3) derivaty isoniazidu-
-celkem 7 latek, viz.Tabulka 15

4) sulfonamidové imidazolidintriony- derivaty sulfi@thoxazolu
-celkem 9 latek, viz.Tabulka 16

5) dalsi nejednotné chemické struktury

-celkem 6 latek, viz.Tabulka 17
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Tabulka 13: Behled testovanych latek ze skupiny salicilaniliddvkarbamat.

Kéd Chemicky vzorec Substituenty Nazev struktury Navazka
latky (mg)
+ R" R? R® +
MW DMSO

(ml)
SC-1A o R2 2-(fenylkarbamoyl) 10,0
4+ R! N/©/ fenylcyklohexyl +
338,40 o H H H cyklohexyl karbaméat 591,0
O)\N’R?’
H
SC-1B o Rz H H fenyl 2-(fenylkarbamoyl) 10,3
+ R! N/©/ fenylfenylkarbamét +
332,35 o 619,8
O)\N’RS
H
SC-1C o rR?| H H benzyl 2-(fenylkarbamoyl) 14,2
4+ R! N/©/ fenylbenzylkarbamat +
346,38 o 819,9
O)\N’R?’
H
SC-1D o rR?| H H fenethyl 2-(fenylkarbamoyl) 12,5
4+ R! N/©/ fenylfenethyl +
360,41 o karbamat 693,7
O)\N’R?’
H
SC-2A o r2| Cl Cl cyklohexyl 4-chlor-2-[(4- 18,1
+ R! N/©/ chlorfenyl) +
407,29 o H karbamoylfenyl 888,8
PN cyklohexylkarbamat
H
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SC-2B o r2 | CI Cl fenyl 4-chlor-2-[(4- 15,0
+ R1\©\)J\N/©/ chlorfenyl) +
401,24 o karbamoyl] 747,7

o)\”/RS fenylfenylkarbamat
SC-2C o r2| ClI Cl benzyl 4-chlor-2-[(4- 15,8
+ R1\©\)kN/©/ chlorfenyl) +
415,27 o H karbamoyl] 761,0
O)\N/RS fenylbenzylkarbamat
H
SC-2D o r?| ClI Cl fenethyl 4-chlor-2-[(4- 12,6
+ R1\©\)LN/©/ chlorfenyl) +
429,30 o H karbamoyl] 587,0
AR fenylfenethyl
: karbamat
SC-2E o r?| ClI Cl admantan- 4-chlor-2-[(4- 10,7
+ R1\©\)LN/©/ 1yl chlorfenyl) +
459,36 o H karbamoyl] 465,9
O)\N/R3 fenyldamantan-1-
: ylkarbamat
SC-3A o r2| ClI Br cyklohexyl 2-[(4-bromfenyl) 15,1
+ R1\©\)kN/©/ karbamoyl]-4- +
451,74 o H chlorfenylcyklo 668,5
O)\N/RS hexylkarbamat
H
SC-3B o r?| ClI Br fenyl 2-[(4-bromfenyl) 11,2
+ R1\©\)LN/©/ karbamoyl]-4- +
445,69 o H chlorfenyl 502,6
O)\N/R3 fenylkarbamat
H
SC-3C o r2| ClI Br benzyl 2-[(4-bromfenyl) 16,6
i R1\©\)kN/©/ karbamoyl]-4- +
459,72 o H chlorfenylbenzyl 722,2
O)\ .R® karbamat
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SC-3D Cl Br fenethyl 2-[(4-bromfenyl) 10,3
4 karbamoyl]-4- +
473,75 chlorfenylfenethyl 434.8

karbamat
SC-3E Cl Br admantan-1-  2-[(4-bromfenyl) 17,7
4+ vl karbamoyl]-4- +
503,82 chlorfenyladamantan  702,6
-1-ylkarbamat
SC-4A Cl F cyklohexyl 4-chlor-2-[(4- 15,8
i fluorfenyl) +
390,84 karbamoyl]fenyl 808,5
cyklohexylkarbaméat
SC-4B Cl F fenyl 4-chlor-2-[(4- 18,0
i fluorfenyl) +
384,84 karbamoyl] 644.,5
fenylfenylkarbamat
SC-4C Cl F benzyl 4-chlor-2-[(4- 15,5
4+ fluorfenyl) +
398,81 karbamoyl] 777,3
fenylbenzylkarbamat
SC-4D Cl F fenethyl 4-chlor-2-[(4- 15,9
i fluorfenyl) +
412,84 karbamoyl] 770,3
fenylfenethyl
karbamat
SC-4E Cl F admantan-1- 4-chlor-2-[(4- 16,7
i yl fluorfenyl) +
442 91 karbamoyl] 754,1

fenyl adamantan- 1

ylkarbamat
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SC-5A o rR?2| Cl | CR | cyklohexyl 4-chlor-2-{[4- 19,4
+ R@\)kNQ (trifluormethyl) +
440,84 o H fenyllkarbamoyl} 880,1

PN fenylcyklohexyl
: karbamat
SC-5B o r?| Cl | CRK fenyl 4-chlor-2-{[4- 15,9
+ R@\)LNQ (trifluormethyl)fenyl] +
434,80 o H karbamoyl}fenyl 731,4
O)\N/R3 fenylkarbamat
H
SC-5C o rR?2| Cl | CR benzyl 4-chlor-2-{[4- 15,8
+ R@\)kNQ (trifluormethyl)fenyl] +
448,82 o H karbamoyl} 704,1
O)\N/RS fenylbenzylkarbamét
H
SC-5D o rR?2| Cl | CR fenethyl 4-chlor-2-{[4- 10,7
+ R@\)kNQ (trifluormethyl)fenyl] +
462,85 o H karbamoyl}fenylfene|  462,4
PN thylkarbamat
H
SD-6A o) /@\ - - cyklohexyl 4-chlor-2-[(3- 18,1
- CI\dLH Cl chlorfenyl) +
407,29 j\ , karbamoyl] 888,8
0 H/R fenylcyklohexyl
karbamat
SD-6C o /@\ - - benzyl 4-chlor-2-[(3- 14,5
+ C'\©\)LN cl chlorfenyl) +
415,27 j\ , karbamoyl] 698,3
© N/R fenylbenzylkarbamat
SC-7A o cr| - - - 4-chlor-2-(3,4- 11,2
" C|\©\)L”@[C| dichlorfenyl) ¥
441,74 o /O karbamoyl] 507,1
o)\n fenylcyklohexyl
karbamat
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PB-3 0 /©/R Br - - dibenzyl{2-[(4- 10,5
+ C'ﬁu bromfenyl) +
586,80 0 karbamoyl]-4- 357,9

@—/S:o chlorfenyl}osfat
PB-4 o R CF - dibenzyl(4-chlor-2- 14,5
+ C'\@\)LHO 3 {[4- +
575,90 0 (trifluormethyl)feny] 503,6
@401'?0 karbamoyl]fenyl]
fosfat

Vyswétlivka: MW — molecular weight, molekulova hmotnoBtyISO — dimethylsulfoxid.

Tabulka 14: Fehled testovanych latek ze skupiny sulfonamidovécavioy (derivaty
sulfamethoxazolu).

Kéd Chemicky vzorec Substituent Nazev struktury Navazka
latky (mg)
+ +
MW DMSO

(mli)
SMX- o H cyklohexyl 4-(3- 16,1
N
U-1 0 S\ WCH3 cyklohexylureido)N- +
X ° N-g |
+ R‘N N (5-methylisoxazol-3- 850,8
37845 | H H yl)
benzensulfonamid
SMX- o H fenyl 4-(3-fenylureido)N- 14,5
N
U-2 o SN )—cHy (5-methylisoxazol- | +
X ° N-d
+ R‘N N 3-yl) 778,7
372,40 H H benzensulfonamid
SMX- o H benzyl 4-(3-benzylureido)-| 11,3
N
uU-3 o SN )—cHy N-(5-methylisoxazol{ ~ +
XL ° Mg
+ R‘N N 3-yl)benzen 584,9
38642 H H sulfonamid
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SMX- 1) fenethyl 4-(3-fenethylureido)r 12,0
\ ,N
U-4 o ST N—CH; N-(5-methylisoxazol{ ~ +
O N-g
; R\NJ\N 3-ylbenzen 599,3
400,45 H H sulfonamid
SMX- o admantan-1-yll  4-[3-(adamantan-1- 10,1
\\S,N .
U-5 o X r\} Ny—CHj, yl)ureido]N-(5- +
+ R‘NJ\N o methylisoxazol-3- 469,2
43052 H H yl)benzen
sulfonamid
SMX- Q K propyl N-(5-methylisoxazol{ 14,1
U-6 o SN )—cHy 3-yl)-4-(3- +
@] N-g .
+ R‘NJ\N propylureido) 8334
33838 H H benzensulfonamid
SMX- o H heptyl 4-(3-heptylureido)- 14,0
U-7 o S\\O T N—CH,4 N-(5-methylisoxazol{  +
N-
+ R\NJ\N o 3-y1) 709,8
394,49 H H benzensulfonamid
SMX- 1) 4-(trifluor N-(5-methylisoxazol{ 13,9
\\S N
u-8 0 Y WCHS methyl) fenyl 3-yl)-4-{3-[4- +
+ R‘NJ\N 0 (trifluormethyl)feny] 631,2
440,40 H H ureido}
benzensulfonamid
SMX- o H 4-(terc- 4-{3-[4-(terc 13,5
U-9 0 S\\O r\} N—CH,| butyl)fenyl | butyl)fenyljureidoN- +
+ R‘NJ\N 0 (5-methylisoxazol-3- 630,1
42850 H H yl)benzensulfonamig
SMX- o H ethyl 4-(3-ethylureidoN- 15,4
AU-2 o S\\O WCH?, (5-methylisoxazol-3-  +
. R\NJ\N o ) 949,6
324,36 H H benzensulfonamid
SMX- 0, H butyl 4-(3-butylureido)N- 11,9
AU-4 o @/S\b l\} Ny—CH; (5-methylisoxazol-3- +
. R\NJ\N o v 675,3
352,41 H H benzensulfonamid
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SMX- Q H pentyl N-(5-methylisoxazol{ 12,0
AU-5 o S )—cHy 3-y1)-4-(3- +
+ . )LN/©/ © N-g pentylureido) 655,0

366,44 H benzensulfonamid

SMX- Q, H hexyl 4-(3-hexylureidoN- 13,3
AU-6 0 /©/S\\/O r\} Ny—CHj, (5-methylisoxazol-3- +
; R\NJ\N 0 vl) 699,2

38046 | H H benzensulfonamid

SMX- Q, H oktyl N-(5-methylisoxazol{ 12,0
AU-8 o S\fo T H—cH, 3-yl)-4-(3- +
+ J\N/©/ N~ oktylureido) 582,5

408,52 H benzensulfonamid

SMX- Q, H nonyl N-(5-methylisoxazol{ 11,8
AU-9 o /©/S\(O r\} Ny —CHj 3-y1)-4-(3- +
4+ R‘NJ\N ~0 nonylureido) 558,5

422,54 H H benzensulfonamid

SMX- Q H decyl 4-(3-decylureidoN- 19,1

AU-10 o S\\/O WCH3 (5-methylisoxazol-3-  +
+ . )LN/©/ N-0 v 875,0

436,57 H benzensulfonamid

SMX- Q, H dodecyl 4-(3-dodecylureido)- 15,0

AU-12 o S WCH3 N-(5-methylisoxazol{  +
" . )LN/©/ © N-g 3yl) 645,7

464,62 H benzensulfonamid

SMX- Q H cyklopropyl 4-(3- 13,8
13 o S; WCH3 cyklopropylureido)- +
+ < J\N/©/ © NG N-(5-methylisoxazol{ 820,5

336,37 H 3-yl)

benzensulfonamid

SMX- N*,N*-bis{4-[N-(5- 12,4
10 /©/ WCH?’ methylisoxazol-3- +
+ O~ /©/ TW)J\ yl)sulfamoyl]fenyl} 442 4

560,56 e \ -3 o oxalamid

Iz
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SMX- Hg,c\{Ci/\<N o o 4,4'-(2,3,5,6- 15,0
12 0 >\—/< 0 tetraoxopiperazin- +
; R C NHN C ass_N;l 1,4-diyhbisN-(5- | 488,2
o o N
614,56 07 "CH; | methylisoxazol-3-yl)
benzensulfonamid]
SMX- > 4,4'- 15,4
15 /©/ \©\ [karbonylbis(azandiy, +
+ eI \ )\/} ctts I)]bis[N-(5- 873,6
532,55 methylisoxazol-3-yl)
benzensulfonamid]
SMX- 4-(3,3- 11,5
16 o \ CH3 diisopropylureido)- +
+ NJ\ /©/ N-(5-methylisoxazol{ 604,5
380,46 P 3-yl)
benzensulfonamid
SMX- 4-(3-fenyl-3- 13,9
Me-Ph- \ CH3 methylureido)N-(5- +
U ©\ /©/ methylisoxazol-3- 719,4
4 yl)benzensulfonamid
386,46
Vyswétlivka: MW — molecular weight, molekulovd hmotnoBtMSO — dimethylsulfoxid.
Tabulka 15: Rehled testovanych latek ze skupiny derividbniazidu.

Kéd Chemicky vzorec Substituent Nazev struktury Navazka
latky (mg)
+ +
MW DMSO

(ml)
INH-1 N o R | 4+ercbutyl | N-[4-(terc-butyl)fenyl]-2- 18,8
+ | H\NJ\NO isonikotinoylhydrazin -
312,37 H H karboxamid 1203,7
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INH-2 N o R butyl N-(4-butylfenyl)-2- 153
+ ! H\NJ\N/©/ isonikotinoylhydrazin +
312,37 o H H karboxamid 979,6
INH-3 N o R pentyl 2-isonikotinoyIN-(4- 13,9
+ | N, )J\N /©/ pentylfenyl)hydrazin +
326,39 o H H karboxamid 851,7
INH-4 N o R hexyl N-(4-hexylfenyl)-2- 17,9
+ ' H\NJ\NO isonikotinoylhydrazin +
340,42 o H H karboxamid 1051,6
INH-5 N o R heptyl N-(4-heptylfenyl)-2- 11,9
+ ' N\NJ\N/©/ isonikotinoylhydrazin +
354,45 o H H karboxamid 671,5
INH-6 N o R oktyl 2-isonikotinoyIN-(4- 12,2
+ ' H\NJ\NO oktylfenyl)hydrazin +
368,47 o H H karboxamid 662,2
INH-7 N : )OJ\ - N-heptyl-2- 21,0
+ NN isonikotinoylhydrazin-1- +
278,35 karboxamid 1508,9

Vyswvétlivka: MW — molecular weight, molekulova hmotnoBtyISO — dimethylsulfoxid.
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Tabulka 16: Behled testovanych latek ze skupiny sulfonamidovyethidazolidintrion
(derivaty sulfamethoxazolu).

Kéd Chemicky vzorec Substituent | Nazev struktury Navazka
latky (mg)
+ +

MW DMSO (ml)
SMX-C-1 o H cyklohexyl 4-(3-cyklohexyl- 111
\\ < . . .
+ o S\\O mcm 2,4,5-trioxoimida +
432,45 )\N 0 zolidin-1-y)-N(5- | 513,4
R‘
h>r,i§ methylisoxazol-3-
O © yl)benzensulfona
mid
SMX-C-2 o H fenyl 4-(3-fenyl-2,4,5- 14,3
\\ < . . . . .
+ o %b \Ei§>w—CH3 trioxoimidazolidi +
426,40 )kN 0 N-1-y1)-N-(5- 670,7
R—
h>(/£§ methylisoxazol-3-
¢ © Y
benzensulfonamid
SMX-C-3 0 H benzyl 4-(3-benzyl-2,4,5¢ 12,9
\\ - - - - - -
+ 0 %b \Ei§>w—CH3 trioxoimidazolidi +
440,43 )kN 0 N-1-y1)-N-(5- 585,8
R—
h>(/£§ methylisoxazol-3-
¢ © yi)
benzensulfonamid
SMX-C-4 o H fenethyl 4-(3-fenethyl- 10,2
\
454,46 )kN o trioxoimidazolidi | 448,9
R—
N}/,/g n-1-yl)-N-(5-
@) © methylisoxazol-3-
yl)

benzensulfonamid
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SMX-C-5 Q, /“ admantan-1-| 4-[3-(adamantan- 7,0
+ o S\b | N—CH, yl 1-y1)-2,4,5- +
484,52 )\N/©/ N-o trioxoimidazolidi | 288,9
R‘NH N-1-y1]-N-(5-

) © methylisoxazol-3-
yl)
benzensulfonamid
SMX-C-6 o} /H propyl N-(5- 17,2
+ 0 /@/S\b \I\T\?/C% methylisoxazol-3- +
392,39 R\N}kN yl)-4-(2,4,5- 876,7
}(,£§ trioxo-3-
@) © propylimidazolidi
n-1-yl)
benzensulfonamid
SMX-C-7 o} H heptyl 4-(3-heptyl-2,4,5 10,7
+ o /©/S\b \m\ﬁcm trioxoimidazolidi 4
448,49 )\N 0 N-1-y1)-N-(5- 477,2
R-N .
}(,£§ methylisoxazol-3-
o ° )
benzensulfonamid
SMX-C-8 o, /H 4- N-(5- 12,3
+ o S\\O | —CH,| (trifluormeth | methylisoxazol-3- +
494,40 )\N/©/ N-0 yl) fenyl y1)-4-{2,4,5- 497,6
R-N .
2r,£§ trioxo-3-[4-
@) © (trifluormethyl)fe
nyllimidazolidin-
1-yl}
benzensulfonamid
SMX-C-9 o} /H 4-(terc- 4-{3-[4-(terc- 10,5
+ 0 /@/S\b \I\T\?/C% butyl)fenyl butyl)fenyl]- +
482,51 R\N}kN 2,4,5- 435,2
}//g trioxoimidazolidi
g © n-1-y1}-N-(5-
methylisoxazol-3-
yl)

benzensulfonamid

Vyswétlivka: MW — molecular weight, molekulova hmotnoBtyISO — dimethylsulfoxid.

93




Tabulka 17: Rehled testovanych latek dalSich struktur.

Kaéd latky Chemicky vzorec Nazev struktury Navazka (mg)
+ +
MW DMSO (ml)
4-Cl-Ph OH 4-chlorfenol 14,4
. oy :
128,56 Cl 9240.2
SAL-4l o [ 5-chlor-2-hydroxyN-(4- 16,1
+ cl N/©/ jodfenyl)benzamid +
373,57 H 862,0
OH
TZA-1 0 N-(4-chlorfenyl)-2-(4-oxo-2- 11,1
O . . idin_ L .
+ N HNOQ thioxothiazolidin-3-yl)acetamig +
300,78 S 738,1
S
TZE-1 0] 4-chlorfenyl 2-(4-ox0-2- 12,6
+ 0 thioxothiazolidin-3-yl)acetat, +
E’N O Cl ev. 4-chlorfenyl ester
S 0E g S kyseliny2-(4-oxo-2- 8351
thioxothiazolidin-3-yl)octové
TZK-1 S o 2-[5-(2-hydroxybenzyliden)-4 16,1
* s \}\\OH oxo-2-thioxothiazolidin-3- +
295,33 N ) .
ylloctova kyselina 1090,3
L, °
OH
IRGASAN(= Cl 5-chlor-2-(2,4- 17,2
triclosan) /©io\©\ dichlorfenoxy)fenol +
+ Cl OH Cl 1188,1
289,54

Vyswétlivka: MW — molecular weight, molekulovd hmotnoBtMSO — dimethylsulfoxid.
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3.7. Vysledky
Vysledky pro jednotlivé skupiny testovanych latgou uvedeny v nasledujicich
tabulkach, kde odgeené hodnoty MIC jsou zvyraZny tuné cervenou barvou a nasledje
v8e zhodnoceno slo¥n Znak ">" znamend, Zeiipadnd dinna inhibténi koncentrace
testované latky igsahuje fisluSnou hodnotu koncentrace testované latky. Tegiipac Ze
latka byla doke rozpustitelna (vice viz.kapitola 3.5.Ziprava dvojkové&edicirady testované
latky), nejvysSi koncentrace testované latkpila 500 pumol/l a ani $ této nejvyssi
koncetraci nebyla zaznamenana dostaeinhibice #stu testovaciho mikroorganismu, pak

vysledek v tabulce je zaznamenarisgbem >500.

Tabulka 18: Stanovené hodnoty minimalnich intniich koncentraci salicilanilidovych
karbamai (1.cast).

KMEN DOBA TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/IC g5 (umol/l)
(k6d) INKUBACE SC-1A SC-1B SC-1C SC-1D SC-2A
SA 24h 250 500 250 125 1,95
48h 250 500 250 125 7,81
MRSA 24h 500 500 500 125 3,9
48h 500 500 500 125 15,62
SE 24h 500 500 500 125 0.98
48h 500 500 500 125 0,98
EF 24h 500 >500 >500 >500 >125
48h 500 >500 >500 >500 >125
EC 24h >500 >500 >500 >500 >125
48h >500 >500 >500 >500 >125
KP 24h >500 >500 >500 >500 >125
48h >500 >500 >500 >500 >125
KP-ESBL 24h >500 >500 >500 >500 >125
48h >500 >500 >500 >500 >125
PA 24h >500 >500 >500 >500 >125
48h >500 >500 >500 >500 >125

Vyswétlivka: SA — Staphylococcus aureuspirkovy kmen: CCM 4516/08, MRSA — methicilin r&eintni
Staphylococcus aureusbirkovy kmen: H 5996/08, SE Staphylococcus epidermidisbirkovy kmen: H
6966/08, EF Enterococcusp., shirkovy kmen: J 14365/08, EEscherichia coli sbirkovy kmen: CCM 4517,
KP —Klebsiella pneumonigesbirkovy kmen: D 11750/08, KP ESBLKlebsiella pneumoniaBSBL pozitivni,
sbirkovy kmen: J 14368/08, PA Pseudomonas aerugingsabirkovy kmen CCM 1961, MIC (minimal

inhibitory concentration, minimalni inhiéni koncentrace), IC (inhibitory concentration, ioitini koncentrace).
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Ze skupiny salicilanilidovych karbantatvykazovaly antibakterialni aktivitu v
testovaném koncentmim rozmezi vSechny latky, ale pouze kitému bakterialnimu agens.
Bylo zjisténo, Ze vSechny latky vykazuji antibakterialni aitilke kmenu SA, MRSA a dale
ve velkém potu pasobily také na SE a EF. Pémé rezistentni se zdaly byt kmeny bakterii
EC, KP, KP-ESBL a PA, kdy pouze 8 latek ze skupsaficilanilidovych karbamét
vykazovalo aktivitu kémto kmeriim.

Velice dobrych vysledk doséhla latka SC-2A, u niz byla étena hodnota MIC po
24 hodinach na SA 1,95 umol/l a po 48 hodinachlwake 7,81 umol/l. Tato latka byla také
velmi i&inna na kmen MRSA, kde stanovena hodnota Mitla po 24 hodinach 3,9 umol/l a
po 48 hodinach inkubace byla @tkna hodnota MIC rovna 15,62 umol/l. U modelového
kmene SE byly po testovani aktivity této latky &eey hodnoty MIC po 24 i 48 hodinach
inkubace 0,98 pmol/l.

Tabulka 19: Stanovené hodnoty minimalnich infiiich koncentraci salicilanilidovych

karbamai (2.cast).
KMEN DOBA TESTOVANA LATKA (k6d) —MIC/IC g5 (umol/l)
(k6d) INKUBACE SC-2B SC-2C SC-2D SC-2E SC-3A
SA 24h 31,25 3,9 3,9 3,9 0,49
48h 31,25 15,62 15,62 15,62 0,98
MRSA 24h 31,25 7,81 3,9 3,9 0,49
48h 31,25 31,25 15,62 31,25 1,95
SE 24h 31,25 3,9 3,9 3,9 0,49
48h 31,25 3,9 15,62 3,9 0.98
EF 24h 500 >125 500 250 500
48h 500 >125 500 250 500
EC 24h 500 >125 125 >250 >500
48h 500 >125 500 >250 >500
KP 24h 500 125 500 >250 >500
48h 500 125 500 >250 >500
KP-ESBL 24h 62,5 62,5 31,25 62,5 >500
48h 62,5 125 31,25 62,5 >500
PA 24h >500 >125 >500 >250 >500
48h >500 >125 >500 >250 >500

Vyswétlivka: SA — Staphylococcus aureuspirkovy kmen: CCM 4516/08, MRSA — methicilin r&eintni
Staphylococcus aureusbirkovy kmen: H 5996/08, SE Staphylococcus epidermidisbirkovy kmen: H
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6966/08, EF -Enterococcusp., shirkovy kmen: J 14365/08, EE&scherichia coli shirkovy kmen: CCM 4517,
KP —Klebsiella pneumoniaesbirkovy kmen: D 11750/08, KP ESBLKlebsiella pneumoniaBSBL pozitivni,
sbirkovy kmen: J 14368/08, PA Pseudomonas aerugingsabirkovy kmen CCM 1961, MIC (minimal

inhibitory concentration, minimalni inhiéni koncentrace), IC (inhibitory concentration, ioitini koncentrace).

4

vykazovaly antibakteridlni aktivitu u vSech testoieéd kmeri kromé PA. Latka s pracovnim
ozn&enim SC-3A byla &inna na SA, po 24 hodinach inkubace bylactelga hodnota MIC
0,49 umol/l a po 48 hodinach 0,98 umol/l, tato datkké gsobila na kmen MRSA a SE s
odeitenymi hodnotami MIC 0,49 umol/l po 24 hodinach @51 umol/l po 48 hodinach
inkubace u kmene MRSA a 0,98 umol/l u kmene SE.

Tabulka 20: Stanovené hodnoty minimalnich intniich koncentraci salicilanilidovych
karbamai (3.cast).

KMEN DOBA TESTOVANA LATKA (k6d) —MIC/IC g5 (umol/l)

(kod) INKUBACE SC-3B SC-3C SC-3D SC-3E SC-4A
SA 24h 0,49 0,49 0,49 0,98 15,62
48h 0,98 0,98 1,95 1,95 15,62

MRSA 24h 0,49 0,49 0,98 1,95 31,25
48h 0,98 1,95 1,95 3,9 31,25

SE 24h 0,49 0,49 0,49 0,98 7,81

48h 0,98 0,98 0,98 1,95 7,81

EF 24h 500 >500 >500 >250 >125
48h 500 >500 >500 >250 >125

EC 24h >500 >500 >500 >250 >125
48h >500 >500 >500 >250 >125

KP 24h >500 >500 >500 >250 >125
48h >500 >500 >500 >250 >125

KP-ESBL 24h >500 >500 >500 31,25 62,5

48h >500 >500 >500 125 62,5

PA 24h >500 >500 >500 >250 >125
48h >500 >500 >500 >250 >125

Vyswétlivka: SA — Staphylococcus aureuspirkovy kmen: CCM 4516/08, MRSA — methicilin r&eintni
Staphylococcus aureusbirkovy kmen: H 5996/08, SE Staphylococcus epidermidisbirkovy kmen: H
6966/08, EF Enterococcusp., shirkovy kmen: J 14365/08, EEscherichia coli sbirkovy kmen: CCM 4517,
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KP —Klebsiella pneumoniagesbirkovy kmen: D 11750/08, KP ESBLKlebsiella pneumoniaBSBL pozitivni,
sbirkovy kmen: J 14368/08, PA Pseudomonas aerugingsabirkovy kmen CCM 1961, MIC (minimal

inhibitory concentration, minimalni inhiéni koncentrace), IC (inhibitory concentration, ioitihi koncentrace).

Latky s pracovnim ozganim SC-3B, SC-3C, SC-3D vykazovaly také slibnou
aktivitu, po 24 hodinové inkubaci byla adena hodnota MIC 0,49 umol/l pro testovaci kmen
SA. Latka SC-3E a latka SC-4Aigobily inhibicn¢ také na velmi rezistentni kmen KP-ESBL
a to jak po 24, tak po 48 hodinové inkabadolE.

Tabulka 21: Stanovené hodnoty minimalnich intniich koncentraci salicilanilidovych

karbamai (4.cast).
KMEN DOBA TESTOVANA LATKA (k6d) —MIC/IC g5 (umol/l)
(kod) INKUBACE SC-4B SC-4C SC-4D SC-4E SC-5A
SA 24h 7,81 15,62 7,81 15,62 3,9
48h 7,81 15,62 15,62 15,62 7,81
MRSA 24h 7,81 15,62 15,62 62,5 3,9
48h 7,81 31,25 62,5 62,5 7,81
SE 24h 7,81 15,62 15,62 250 3,9
48h 7,81 15,62 15,62 250 7,81
EF 24h 250 >500 >500 125 62,5
48h 250 >500 >500 125 500
EC 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
KP 24h 250 >500 >500 >500 >500
48h 250 >500 >500 >500 >500
KP-ESBL 24h 250 >500 >500 >500 >500
48h 250 >500 >500 >500 >500
PA 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500

Vyswétlivka: SA — Staphylococcus aureuspirkovy kmen: CCM 4516/08, MRSA — methicilin r&eintni

Staphylococcus aureusbirkovy kmen: H 5996/08, SE Staphylococcus epidermidisbirkovy kmen: H
6966/08, EF Enterococcusp., shirkovy kmen: J 14365/08, EEscherichia coli sbirkovy kmen: CCM 4517,
KP —Klebsiella pneumoniaesbirkovy kmen: D 11750/08, KP ESBLKlebsiella pneumoniaBSBL pozitivni,

sbirkovy kmen: J 14368/08, PA Pseudomonas aerugingsabirkovy kmen CCM 1961, MIC (minimal

inhibitory concentration, minimalni inhiéni koncentrace), IC (inhibitory concentration, ioitini koncentrace).
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Latka s pracovnim oztenim SC-4B vykazovala hodnoty MIC ziskané po 28i 4
hodinach u bakterialnich km&nSA, MRSA a SE 7,81 umol/l. Velmi pozoruhodnych
vysledki dosahla latka s ozteanim SC-5A, kde byla odena hodnota MIC po 24 hodinach
inkubace u kmeinSA, MRSA, SE 3,9 umol/l a po 48 hodinach 7,81 gmol

Tabulka 22: Stanovené hodnoty minimalnich infiiich koncentraci salicilanilidovych

karbamai (5.cast).
KMEN DOBA TESTOVANA LATKA (k6d) —MIC/IC g5 (umol/l)
(kad) INKUBACE SC-5B SC-5C | SC-5D SC-6A SC-6C
SA 24h 0,98 1,95 1,98 3,9 0,98
48h 3,9 1,95 1,98 3,9 1,95
MRSA 24h 0,98 1,95 1,98 3,9 1,95
48h 7,81 3,9 1,98 3,9 1,95
SE 24h 31,25 125 >500 250 250
48h 250 >125 >500 250 250
EF 24h 250 >125 >500 250 250
48h >500 >125 >500 250 500
EC 24h >500 >125 >500 500 >500
48h >500 >125 >500 500 >500
KP 24h >500 >125 >500 >500 >500
48h >500 >125 >500 >500 >500
KP-ESBL 24h >500 >125 >500 >500 >500
48h >500 >125 >500 >500 >500
PA 24h >500 >125 >500 >500 >500
48h >500 >125 >500 >500 >500

Vyswétlivka: SA — Staphylococcus aureuspirkovy kmen: CCM 4516/08, MRSA — methicilin r&zntni
Staphylococcus aureusbirkovy kmen: H 5996/08, SE Staphylococcus epidermidisbirkovy kmen: H
6966/08, EF -Enterococcusp., shirkovy kmen: J 14365/08, EE&scherichia coli shirkovy kmen: CCM 4517,
KP —Klebsiella pneumoniaesbirkovy kmen: D 11750/08, KP ESBLKlebsiella pneumoniaBSBL pozitivni,
sbirkovy kmen: J 14368/08, PA Pseudomonas aerugingsabirkovy kmen CCM 1961, MIC (minimal

inhibitory concentration, minimalni inhiini koncentrace), IC (inhibitory concentration, imlini koncentrace).

Testovana latka SC-5B vykazovakinek ke 4 testovacim kmém (SA, MRSA, SE,
EF). Po 24 hodinach inkubace byla &@&a hodnota MIC u kmene SA a MRSA 0,98 umoll/l,
u kmene SE 31,25 pmol/l a u kmene EF byla¢tstea hodnota MIC 250 pmol/l. Siroké
antibakterialni spektrum lze wttaké u latky SC-6A, ktera bylaiana na bakterie kmene
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SA, MRSA, SE, EF a EC. Latka s pracovnim azamam SC-6C fisobila inhibén¢ na
testovaci kmen SA s hodnotami MIC po 24 hodina&lxace 0,98 pmol/l a po 48 hodinach
1,95 umol/l. Hodnoty 1,95 umol/l dosahla tato lateké u kmene MRSA a SE po 24

hodinach inkubace.

Tabulka 23: Stanovené hodnoty minimalnich intniich koncentraci salicilanilidovych
karbamai (6.cast).

KMEN DOBA TESTOVANA LATKA (k6d) —MIC/IC g5 (umol/l)
(kod) INKUBACE SC-7A PB-3 PB-4
SA 24h 0,98 15,62 3,9
48h 3,9 125 3,9
MRSA 24h 3,9 31,25 3,9
48h 3,9 125 3,9
SE 24h 250 500 >500
48h 250 >500 >500
EF 24h 125 >500 >500
48h 125 >500 >500
EC 24h >500 >500 >500
48h >500 >500 >500
KP 24h >500 >500 >500
48h >500 >500 >500
KP-ESBL 24h >500 >500 >500
48h >500 >500 >500
PA 24h >500 >500 >500
48h >500 >500 >500

Vyswétlivka: SA — Staphylococcus aureuspirkovy kmen: CCM 4516/08, MRSA — methicilin r&eintni
Staphylococcus aureusbirkovy kmen: H 5996/08, SE Staphylococcus epidermidisbirkovy kmen: H
6966/08, EF -Enterococcusp., shirkovy kmen: J 14365/08, EE&scherichia coli shirkovy kmen: CCM 4517,
KP —Klebsiella pneumoniaesbirkovy kmen: D 11750/08, KP ESBLKlebsiella pneumoniaBSBL pozitivni,
sbirkovy kmen: J 14368/08, PA Pseudomonas aerugingsabirkovy kmen CCM 1961, MIC (minimal

inhibitory concentration, minimalni inhiéni koncentrace), IC (inhibitory concentration, ioitini koncentrace).

Latka SC-7A vykazovala inhitmi €inek po 24 hodinach inkubace u kmene SA
odpovidajici hodnet MIC 0,98 pmol/l a po 48 hodinach odpovidajici hatinMIC 3,9
pmol/l, stejné hodnoty MIC 3,9 umol/l dosahla tdébka i u kmene MRSA jak po 24
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hodinove, tak po 48 hodinové inkuind doke. Hodnotu MIC 3,9 umol/l vykazovala také latka
PB-4 u kmene SA a MRSA po 24 i 48 hodinové inkubaloke.

Ze ziskanych vysledklze usoudit, Ze na@vsyntetizované latky této skupinyigobi
inhibi¢né zejména na kmen SA. VSechny latky vykazovaly vysginost jizZ po 24 hodinové
inkubaci nez fi odeiitani vysledk po 48 hodinach. Je to igobeno prawpodobr tim, Ze
latky pasobi inhibéné na st testovacich kmén nikoliv baktericidi.

Tabulka 24: Stanovené hodnoty minimalnich ininiich koncentraci sulfonamidovych
mocovin- derivaty sulfamethoxazolu (ast).

KMEN DOBA TESTOVANA LATKA (k6d) —MIC/IC g5 (umol/l)
(k6d) INKUBACE SMXU-1 SMXU-2 | SMXU-3 SMXU-4 SMXU-5

SA 24h >500 >500 >500 >500 >125
48h >500 >500 >500 >500 >125
MRSA 24h >500 >500 >500 >500 >125
48h >500 >500 >500 >500 >125
SE 24h >500 >500 >500 >500 >125
48h >500 >500 >500 >500 >125
EF 24h >500 >500 >500 >500 >125
48h >500 >500 >500 >500 >125
EC 24h >500 >500 >500 >500 >125
48h >500 >500 >500 >500 >125
KP 24h >500 >500 >500 >500 >125
48h >500 >500 >500 >500 >125
KP-ESBL 24h >500 >500 >500 >500 >125
48h >500 >500 >500 >500 >125
PA 24h >500 >500 >500 >500 >125
48h >500 >500 >500 >500 >125

Vyswétlivka: SA — Staphylococcus aureuspirkovy kmen: CCM 4516/08, MRSA — methicilin r&eintni
Staphylococcus aureusbirkovy kmen: H 5996/08, SE Staphylococcus epidermidisbirkovy kmen: H
6966/08, EF Enterococcusp., shirkovy kmen: J 14365/08, EEscherichia coli sbirkovy kmen: CCM 4517,
KP —Klebsiella pneumonigesbirkovy kmen: D 11750/08, KP ESBLKlebsiella pneumoniaBSBL pozitivni,
sbirkovy kmen: J 14368/08, PA Pseudomonas aerugingsabirkovy kmen CCM 1961, MIC (minimal

inhibitory concentration, minimalni inhiéni koncentrace), IC (inhibitory concentration, ioitini koncentrace).
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Ve druhé skupitilatek bylo testovano celkem 23 latek. Latky s pvam oznaenim
SMXU-1, SMXU-2, SMXU-3, SMXU-4, SMXU-5 nevykazovalgntibakterialni &innost v

testovaném koncettaim rozsahu na Zadny z testovacich bakterialniotnkm

Tabulka 25: Stanovené hodnoty minimalnich intniigh koncentraci sulfonamidovych

mocovin- derivaty sulfamethoxazolu (Ast).

KMEN DOBA TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/IC g5 (umol/l)
(kod) INKUBACE SMXU-6 SMXU-7 | SMXU-8 SMXU-9
SA 24h >500 125 125 250

48h >500 250 500 500
MRSA 24h >500 250 125 500
48h >500 250 250 >500
SE 24h >500 125 >500 >500
48h >500 250 >500 >500
EF 24h >500 500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
EC 24h 500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
KP 24h >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
KP-ESBL 24h >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
PA 24h >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500

Vyswétlivka: SA — Staphylococcus aureuspirkovy kmen: CCM 4516/08, MRSA — methicilin r&zntni
Staphylococcus aureusbirkovy kmen: H 5996/08, SE Staphylococcus epidermidisbirkovy kmen: H
6966/08, EF Enterococcusp., shirkovy kmen: J 14365/08, EEscherichia coli sbirkovy kmen: CCM 4517,
KP —Klebsiella pneumonigesbirkovy kmen: D 11750/08, KP ESBLKlebsiella pneumoniaBSBL pozitivni,
sbirkovy kmen: J 14368/08, PA Pseudomonas aerugingsabirkovy kmen CCM 1961, MIC (minimal

inhibitory concentration, minimalni inhiini koncentrace), IC (inhibitory concentration, imlini koncentrace).

Proti Sirokému spektru bakterifigobila latka SMXU-7, ktera vykazoval&igek na
SA, MRSA, SE a EF. Hodnoty MIC se pohybovaly v rezin500 pumol/l az 125 pmol/l. @p
dle piloZenych tabulek rizeme vidt, Ze po 24 hodinové inkubaci byla antibakterialni

G¢innost vySSi nez po 48 hodinach dideni.
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Tabulka 26: Stanovené hodnoty minimalnich intniigh koncentraci sulfonamidovych
mocovin- derivaty sulfamethoxazolu (2st).

KMEN DOBA TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/IC g5 (umol/l)
(kéd) INKUBACE | SMX-AU-2 | SMX-AU-4 | SMX-AU-5 | SMX-AU-6 | SMX-AU-8
SA 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
MRSA 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
SE 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
EF 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
EC 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
KP 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
KP-ESBL 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
PA 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500

Vyswétlivka: SA — Staphylococcus aureuspirkovy kmen: CCM 4516/08, MRSA — methicilin r&eintni
Staphylococcus aureusbirkovy kmen: H 5996/08, SE Staphylococcus epidermidisbirkovy kmen: H
6966/08, EF -Enterococcusp., shirkovy kmen: J 14365/08, EE&scherichia coli shirkovy kmen: CCM 4517,
KP —Klebsiella pneumoniagesbirkovy kmen: D 11750/08, KP ESBLKlebsiella pneumoniaBSBL pozitivni,
sbirkovy kmen: J 14368/08, PA Pseudomonas aerugingsabirkovy kmen CCM 1961, MIC (minimal

inhibitory concentration, minimalni inhiéni koncentrace), IC (inhibitory concentration, ioitini koncentrace).

U testovanych latek s pracovnim ozeaim SMX-AU-2, SMX-AU-4, SMX-AU-5,
SMX-AU-6, SMX-AU-8 nevykazovala v testovaném kontatnim rozmezi Zzadna

antibakterialni ginnost.
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Tabulka 27: Stanovené hodnoty minimalnich intniigh koncentraci sulfonamidovych
mocovin- derivaty sulfamethoxazolu ¢ést).

KMEN DOBA TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/IC g5 (umol/l)
(kéd) INKUBACE | SMX-AU-9 | SMX-AU- | SMX-AU- SMX-13 SMX-10
10 12
SA 24h >500 >500 >500 500 62,5
48h >500 >500 >500 >500 250
MRSA 24h >500 >500 >500 500 125
48h >500 >500 >500 >500 500
SE 24h >500 >500 >500 500 250
48h >500 >500 >500 >500 500
EF 24h >500 >500 >500 >500 250
48h >500 >500 >500 >500 500
EC 24h >500 >500 >500 500 500
48h >500 >500 >500 >500 >500
KP 24h >500 >500 >500 500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
KP-ESBL 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
PA 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500

Vyswétlivka: SA — Staphylococcus aureuspirkovy kmen: CCM 4516/08, MRSA — methicilin r&eintni
Staphylococcus aureusbirkovy kmen: H 5996/08, SE Staphylococcus epidermidisbirkovy kmen: H
6966/08, EF -Enterococcusp., shirkovy kmen: J 14365/08, EE&scherichia coli shirkovy kmen: CCM 4517,
KP —Klebsiella pneumoniagesbirkovy kmen: D 11750/08, KP ESBLKlebsiella pneumoniaBSBL pozitivni,
sbirkovy kmen: J 14368/08, PA Pseudomonas aerugingsabirkovy kmen CCM 1961, MIC (minimal

inhibitory concentration, minimalni inhiéni koncentrace), IC (inhibitory concentration, ioitini koncentrace).

Testovana latka SMX-10 vykazoval&ninost proti bakterialnim kmém SA, MRSA,
SE, EF a EC. Hodnota MIC u kmene SA po 24 hodindakhbace byla 62,5 umol/l a po 48
hodinach 250 pmol/l. U kmene MRSA 125 pmol/l po Rddinach a po 48 hodinach
inkubaini doby byla od&ena hodnota 500 pmol/l.
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Tabulka 28: Stanovené hodnoty minimalnich intniigh koncentraci sulfonamidovych
mocovin- derivaty sulfamethoxazolu (&st).

KMEN DOBA TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/IC g5 (umol/l)
(kad) INKUBACE SMX-12 SMX-15 | SMX-16 SMX-Me-
Ph-U
SA 24h 125 125 >500 500
48h 500 250 >500 500
MRSA 24h 250 125 >500 500
48h >500 250 >500 >500
SE 24h 250 500 >500 >500
48h 500 >500 >500 >500
EF 24h 125 500 >500 >500
48h 500 >500 >500 >500
EC 24h >500 500 >500 >500
48h >500 500 >500 >500
KP 24h >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
KP-ESBL 24h >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
PA 24h >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500

Vyswétlivka: SA — Staphylococcus aureuspirkovy kmen: CCM 4516/08, MRSA — methicilin r&eintni
Staphylococcus aureusbirkovy kmen: H 5996/08, SE Staphylococcus epidermidisbirkovy kmen: H
6966/08, EF -Enterococcusp., shirkovy kmen: J 14365/08, EE&scherichia coli shirkovy kmen: CCM 4517,
KP —Klebsiella pneumoniagesbirkovy kmen: D 11750/08, KP ESBLKlebsiella pneumoniaBSBL pozitivni,
sbirkovy kmen: J 14368/08, PA Pseudomonas aerugingsabirkovy kmen CCM 1961, MIC (minimal

inhibitory concentration, minimalni inhiéni koncentrace), IC (inhibitory concentration, ioitini koncentrace).

Dale, v testovaném koncenirém rozmezi, vykazovala inhiii (¢innost latka SMX-
12 po 24 i 48 hodinach inkubace, stejak latka SMX-15 a latka SMX-Me-Ph-U.
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Tabulka 29: Stanovené hodnoty minimalnich intiiich koncentraci derivitisoniazidu

(1.cast).
KMEN DOBA TESTOVANA LATKA (k6d) —MIC/IC g5 (umol/l)
(kod) INKUBACE INH-1 INH-2 INH-3 INH-4
SA 24h >500 >500 500 >500
48h >500 >500 >500 >500
MRSA 24h >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
SE 24h >500 >500 500 500
48h >500 >500 >500 >500
EF 24h >500 >500 500 500
48h >500 >500 >500 >500
EC 24h >500 >500 500 500
48h >500 >500 >500 >500
KP 24h >500 >500 >500 500
48h >500 >500 >500 >500
KP-ESBL 24h >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
PA 24h >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500

Vyswétlivka: SA — Staphylococcus aureuspirkovy kmen: CCM 4516/08, MRSA — methicilin r&eintni
Staphylococcus aureusbirkovy kmen: H 5996/08, SE Staphylococcus epidermidisbirkovy kmen: H
6966/08, EF -Enterococcusp., shirkovy kmen: J 14365/08, EE&scherichia coli shirkovy kmen: CCM 4517,
KP —Klebsiella pneumoniagesbirkovy kmen: D 11750/08, KP ESBLKlebsiella pneumoniaBSBL pozitivni,
sbirkovy kmen: J 14368/08, PA Pseudomonas aerugingsabirkovy kmen CCM 1961, MIC (minimal

inhibitory concentration, minimalni inhiéni koncentrace), IC (inhibitory concentration, ioitini koncentrace).

Treti skupinu latek tvd derivaty isoniazidu, kde bylo testovano celkemaiek.

Minimalni antibakterialni aktivitu vykazovaly 3 I3t ze 7 testovanych. Slalrdvitro aktivita

se projevila u latky INH-3, kterd vykazovala po Bddinové inkubaci MIC=500 pumol/l u
modelového kmene SA, SE, EF a EC. U latky INH-4almjiS€na po 24 hodinach inkubace
MIC 500 pmol/l u modelovych kmérSE, EF, KC, KP.
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Tabulka 30: Stanovené hodnoty minimalnich intiich koncentraci derivtisoniazidu

(2.cast).
KMEN DOBA TESTOVANA LATKA (k6d) —MIC/IC g5 (umol/l)
(kad) INKUBACE INH-5 INH-6 INH-7

SA 24h >250 >500 >500

48h >250 >500 >500

MRSA 24h >250 >500 >500

48h >250 >500 >500

SE 24h >250 >500 >500

48h >250 >500 >500

EF 24h >250 >500 500

48h >250 >500 >500

EC 24h >250 >500 >500

48h >250 >500 >500

KP 24h >250 >500 >500

48h >250 >500 >500

KP-ESBL 24h >250 >500 >500

48h >250 >500 >500

PA 24h >250 >500 >500

48h >250 >500 >500

Vyswétlivka: SA — Staphylococcus aureusbirkovy kmen

: CCM 4516/08, MRSA — methicilin rst&ntni

Staphylococcus aureusbirkovy kmen: H 5996/08, SE Staphylococcus epidermidisbirkovy kmen: H
6966/08, EF -Enterococcusp., shirkovy kmen: J 14365/08, EE&scherichia coli shirkovy kmen: CCM 4517,
KP —Klebsiella pneumoniagesbirkovy kmen: D 11750/08, KP ESBLKlebsiella pneumoniaBSBL pozitivni,

sbirkovy kmen: J 14368/08, PA Pseudomonas aerugingsabirkovy kmen CCM 1961, MIC (minimal

inhibitory concentration, minimalni inhiéni koncentrace), IC (inhibitory concentration, ioitini koncentrace).

Z latek uvedenych v rdmci tabulky stanovovanyckinod minimalnich inhikinich

koncentraci derivétisoniazidu (Zast) vykazovala inhibni &inek v testovaném rozsahu

koncentraci pouze latka INH-7, a to pouzeaipad testovaciho kmene EF, kde hodnota MIC

ode&tena po 24 hodinové inkubathnila 500 pmol/l.
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Tabulka 31: Stanovené hodnoty minimalnich intniigh koncentraci sulfonamidovych
imidazolidintrioni- derivaty sulfamethoxazolu ¢Ast).

KMEN DOBA TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/IC g5 (umol/l)
(kéd) INKUBACE SMX-C-1 | SMX-C-2 | SMX-C-3 SMX-C-4 | SMX-C-5
SA 24h 500 >500 >500 500 500
48h 500 >500 >500 >500 500
MRSA 24h >500 >500 >500 500 500
48h >500 >500 >500 >500 500
SE 24h >500 >500 >500 500 500
48h >500 >500 >500 >500 >500
EF 24h >500 >500 >500 500 500
48h >500 >500 >500 >500 >500
EC 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
KP 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
KP-ESBL 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
PA 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500

Vyswétlivka: SA — Staphylococcus aureuspirkovy kmen: CCM 4516/08, MRSA — methicilin r&eintni
Staphylococcus aureusbirkovy kmen: H 5996/08, SE Staphylococcus epidermidisbirkovy kmen: H
6966/08, EF -Enterococcusp., shirkovy kmen: J 14365/08, EE&scherichia coli shirkovy kmen: CCM 4517,
KP —Klebsiella pneumoniagesbirkovy kmen: D 11750/08, KP ESBLKlebsiella pneumoniaBSBL pozitivni,
sbirkovy kmen: J 14368/08, PA Pseudomonas aerugingsabirkovy kmen CCM 1961, MIC (minimal

inhibitory concentration, minimalni inhiini koncentrace), IC (inhibitory concentration, imlini koncentrace).
spektrum psobily latky SMX-C-5 a SMX-C-9, které vykazovalygignost k modelovym
kmenim SA, MRSA, SE a EF. Hodnoty MIC u latky SMX-C-5 pé i 48 hodinové inkubaci
byly 500 pmol/I.
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Tabulka 32: Stanovené hodnoty minimalnich ininiich koncentraci sulfonamidovych
imidazolidintrioni- derivaty sulfamethoxazolu ¢&st).

KMEN DOBA TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/IC g5 (umol/l)
(k6d) INKUBACE SMX-C-6 | SMX-C-7 | SMX-C-8 SMX-C-9
SA 24h 500 >500 500 250
48h >500 >500 500 500
MRSA 24h 500 >500 500 250
48h >500 >500 500 500
SE 24h >500 >500 >500 250
48h >500 >500 >500 500
EF 24h 500 >500 500 250
48h >500 >500 >500 >500
EC 24h >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
KP 24h >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
KP-ESBL 24h >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500
PA 24h >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500

Vyswétlivka: SA — Staphylococcus aureuspirkovy kmen: CCM 4516/08, MRSA — methicilin r&eintni
Staphylococcus aureusbirkovy kmen: H 5996/08, SE Staphylococcus epidermidisbirkovy kmen: H
6966/08, EF Enterococcusp., shirkovy kmen: J 14365/08, EEscherichia coli sbirkovy kmen: CCM 4517,
KP —Klebsiella pneumonigesbirkovy kmen: D 11750/08, KP ESBLKlebsiella pneumoniaBSBL pozitivni,
sbirkovy kmen: J 14368/08, PA Pseudomonas aerugingsabirkovy kmen CCM 1961, MIC (minimal

inhibitory concentration, minimalni inhiini koncentrace), IC (inhibitory concentration, imlini koncentrace).

U druhé ze zniovanych latek- SMX-C-9 byla odtena hodnota MIC po 24 hodinové
inkubaci uctyech bakterialnich kmé&m250 pmol/l.
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Tabulka 33: Stanovené hodnoty minimalnich infniich koncentraci dalSich chemickych

struktur (1¢ast).

KMEN DOBA TESTOVANA LATKA (k6d) —MIC/IC g5 (umol/l)
(kad) INKUBACE 4-Cl-Ph SAL-4] TZA-1
SA 24h >500 0,49 >500
48h >500 0,98 >500
MRSA 24h >500 7,81 >500
48h >500 15,62 >500
SE 24h >500 250 500
48h >500 250 >500
EF 24h >500 250 500
48h >500 250 >500
EC 24h >500 >500 >500
48h >500 >500 >500
KP 24h >500 >500 >500
48h >500 >500 >500
KP-ESBL 24h >500 >500 >500
48h >500 >500 >500
PA 24h >500 >500 >500
48h >500 >500 >500

Vyswétlivka: SA — Staphylococcus aureuspirkovy kmen: CCM 4516/08, MRSA — methicilin r&eintni
Staphylococcus aureusbirkovy kmen: H 5996/08, SE Staphylococcus epidermidisbirkovy kmen: H
6966/08, EF -Enterococcusp., shirkovy kmen: J 14365/08, EE&scherichia coli shirkovy kmen: CCM 4517,
KP —Klebsiella pneumoniagesbirkovy kmen: D 11750/08, KP ESBLKlebsiella pneumoniaBSBL pozitivni,
sbirkovy kmen: J 14368/08, PA Pseudomonas aerugingsabirkovy kmen CCM 1961, MIC (minimal

inhibitory concentration, minimalni inhiéni koncentrace), IC (inhibitory concentration, ioitini koncentrace).

Z posledni skupiny testovanych latek se jevilyojalotencials u¢inné 4 latky. Latka s
pracovnim ozng&nim TZA-1 fisobila pouze na SE a EF, kde &#aa hodnota MIC po 24
hodinové inkubackinila 500 pmol/l. Latka s nazvem SAL-4| byl&idna na v3echny G
kmeny testovacich bakterii. Qdené hodnoty MIC po 24 i 48 hodinach inkubace smaty
hodnot 250 pmol/l u modelovych kmérSE a EF. U kmene Séinila hodnota MIC po 24
hodinové inkubaci 0,49 pmol/l a po 48 hodinové imdkimi dok® 0,98 pmol/l. Vysoce
inhibi¢né se tato latka chovala k bakterialnimu kmenu MRIs#e odétena hodnota MIC po
24 hodinové inkubaci byla 7,81 pmol/l a po 24 hogiinkubaci 15,62 pmol/l.
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Tabulka 34: Stanovené hodnoty minimalnich infniich koncentraci dalSich chemickych
struktur (2¢ast).

KMEN DOBA TESTOVANA LATKA (kod) —MIC/IC g5 (umol/l)
(kad) INKUBACE TZE-1 TZK-1 IRGASAN
SA 24h >500 62,5 0,49
48h >500 62,5 0,49
MRSA 24h >500 62,5 0,98
48h >500 62,5 0,98
SE 24h >500 125 7,81
48h >500 125 15,62
EF 24h >500 125 31,25
48h >500 125 62,5
EC 24h >500 >500 15,62
48h >500 >500 62,5
KP 24h >500 >500 1,98
48h >500 >500 1,98
KP-ESBL 24h >500 >500 7,81
48h >500 >500 31,25
PA 24h >500 >500 >500
48h >500 >500 >500

Vyswétlivka: SA — Staphylococcus aureuspirkovy kmen: CCM 4516/08, MRSA — methicilin r&eintni
Staphylococcus aureusbirkovy kmen: H 5996/08, SE Staphylococcus epidermidisbirkovy kmen: H
6966/08, EF -Enterococcusp., shirkovy kmen: J 14365/08, EE&scherichia coli shirkovy kmen: CCM 4517,
KP —Klebsiella pneumoniagesbirkovy kmen: D 11750/08, KP ESBLKlebsiella pneumoniaBSBL pozitivni,
sbirkovy kmen: J 14368/08, PA Pseudomonas aerugingsabirkovy kmen CCM 1961, MIC (minimal

inhibitory concentration, minimalni inhiéni koncentrace), IC (inhibitory concentration, ioitini koncentrace).

Latka s pracovnim oztanim TZK-1 misobila inhibéné¢ na kmeny SA a MRSA s
odeitenymi hodnotami MIC jak po 24 hodinové, tak po H@linové inkubaci 62,5 umol/I.
Tato latka vykazovaladinnost také k modelovym kmém SE a EF s vizuathod&tenymi
hodnotami MIC, které se rovnaly 125 pumol/l po 24linové i 48 hodinové inkubaci.

Posledni testovana latka byla nami aama IRGASAN, a pravtato latka jsobila
pozorovan u vSech kmérkrom¢ PA. Hodnoty MIC u SA byly po 24 i 48 hodinach 0,49
pmol/l, u MRSA po 24 i 48 hodinach 0,98 umol/l, B fo 24 hodinach 7,81 umol/l a po 48
hodinach 15,62 pumol/l, u EF po 24 hodinach 31,2®l{ira po 48 hodinach 31,25 pmol/l.
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Velice pozoruhodné bylo, Zeigobila také na Gkmeny testovacich bakterii, jelikoz
vétSina no¥ syntetizovanych latek tent@&inek nengla. U kmene EC byly hodnoty MIC po
24 hodinové inkubaci 15,62 umol/l a po 48 hodinomkubaci 62,5 pmol/l. U velice
rezistentniho kmene KBinily hodnoty MIC jak po 24, tak po 48 hodinové uidaci 1,98
pmol/l a u kmene KP-ESBL byla vizu&lode&tena hodnota MIC po 24 hodinach 7,81 pumol/l
a po 48 hodinach 31,25 pmol/I.

Graf 1. Jednotlivé bakterialni kmeny a ¢pb &innych latek v rozsahu testovanych
koncentraci daného testovaciho systému z celkopétio 73 testovanych latek.
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Vyswétlivka: SA — Staphylococcus aureusMRSA — methicilin rezistentnStaphylococcus aureusSE —
Staphylococcus epidermidiEF —Enterococcusp., EC —Escherichia coli KP —Klebsiella pneumonige KP-

ESBL —Klebsiella pneumoniaBSBL pozitivni, PA -Pseudomonas aeruginosa.

V prilozeném grafu mzeme vidt pacet Cinnych latek na jednotlivé modelové kmeny
bakterii. Z grafu je patrné, Ze k testovanym latkarazsahu testovanych koncentraci, tedy od
500 pmol/l, byl nejcitli¢jSi bakterialni kmen SA, kdy po 24 hodinové inkubagla
pozorovana &innost 46 latek a po 48 hodinové inkdbadok® byla zjiSEna (Einnost 42
testovanych latek. NizSiciinek vykazovaly latky ke kmeém G bakterii, kdy po 24 hodinove
inkubaci byla zji&na aktivita 10 latek a po 48 hodinach inkubace tékl& modelovému
kmenu EC. U kmene KP byla pozorovananaost u 7 latek po 24 hodinové inkubaci a 5
latek po 48 hodindch inkubai doby. U kmene KP-ESBL byl ¢inek pozorovan u 8
testovanych latek jak po 24 hodinové, tak po 48irmee inkubaci. Bohuzel Zadna z rov

syntetizovanych latek nebyl&ina na bakterialni kmen PA.
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4. DISKUZE

Uginnost antibiotik je vazh ohrozena a alarmujici vyvoj Iékové rezistence mezi
lidskymi patogeny, zjsobeny pedevsim nevhodnym pouzivaniiinzneuzivanim antibiotik,
si Z&da vyvoj novych antimikrobi&nptsobicich latek. Za po¥mé kratké obdobi od roku
2000 doslo ke vzestupu rezistenagkterych vyznamnych patogéraz o desitky procent.
Tento trend se netyka pouxgeské republiky, ale &Siny evropskych zemi. Antibioticka
rezistence zgsobuje vyznamné zvySeni jak mortality, tak i moityida jeji gric¢inou je
zejména nespravné pouzivani antibiotik v humametarinarni medicial™**.

V prab¢hu svého vyvoje byly bakterie schopny vyvinoutdssye strategie prorgziti.
Jednou z &hto strategii jsou i tvorby biofilin kde se bakterie chovaji odl&md volrg
flotujicich burgk. Vzhledem k heterogenni povaze biofilje pravé&podobné, Ze rezistence
vaci antibiotikim je vysledkem slozZité sfai vrgjSich i vnitnich faktofi. A¢koliv metody pro
testovani citlivosti biofilm-formujicich bakteriizj byly vyvinuty, jejich klinicky vyznam je
zatim minimalni.

Je Zejmé, Ze je zaptabi dalSich vyzkuin které by pomohly odhalit a objasnit
multifaktoridlni povahu antibiotické rezistence uynstruktur mikrobialnich biofilr.
Pochopeni mechanisnrezistence a nabiti novych poznathledr faktori podilejicich se
na vzniku rezistence uvhitstruktur biofilmu by mohlo vyrazn prispét k l&cb¢ infekci
souvisejicich s biofilmy*'%. Podrobgjsi informace o biofilmech a jednotlivych metodach
jsou uvedeny v teoretickésti této prace.

Naplni mé rigordzni prace bylo zhodnotitinhost 73 no¥ syntetizovanych latek k
osmi bakterialnim kmem. Now syntetizované slaeniny byly rozdleny na zakla¢l
strukturalnich ry8 do 5ti skupin. VSechny latky byly testovany pomauikrodilucni
bujénové metody, coZz je pamme¢ rozStend, rychla, jednoduchd metoda netdéo na
materidlni a fstrojové vybaveni. Vysledky byly vizu@rodeitdny po 24 a 48 hodinach
inkubace. Velkou vyhodou je, Ze Ize zkouSet cigivmiznych koncentraci latek na vice
bakterialnich drut. V naSem fipact jsme testovali citlivost k osmi bakterialnim kniem

V naSem fipadt byly hodnoty MIC ziskany vizualni inspekci, ktes@ zda byt zcela
posta&ujici pro &ely zakladniho skriningu antimikrobni aktivity teganych latek. Nicmén
vyuziti spektrofotometru pro odet hodnot MIC by bylo vhodné zejména u latek, [gic

pusobeni pouzeist mikroba zpomaluje, ale nezastavuje. Pro zisgésirgjSich vysledk by
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bylo také vhodné, kdyby kazdéérni bylo provasno nikolikrat a nanttené hodnoty by
bylo mozno statisticky zpracovat.

V souvislosti s tim, Ze testovani nebylo autonmat@né, tak mohlo dojit s vyssi
pravdpodobnosti k chybamizného charakteru. Chyba séde vyskytnout tert v kazdém
pracovnim kroku. Nezbytnou podminkou pro testovi@nnosti kandidatnich latek je prace
se sterilnimi n4stroji a poimkami (akovaci klicky, zkumavky, jamkoveé rezervoary, ...) v
laminarnim boxu. Prvni z moZnych chylii pestovani nize vzniknout jiz pi piipraw
suspenzi bakterialnich kmieti nasledné kultivaci kmen Proto se v ramci kazdého testovani
ovétuje cistota testované kulturyj sterilita kultivatniho média. Aby nedochéazelo k chybam a
odchylkam ve vysledcich, musi byt také dodrzovaoastantni teplotaip kultivaci, délka
kultivaceci stejné sloZeni kultivaniho fistového média.

DalSi z chyb miZze vznikat pi pripraw testovanych latek. Testované latky byyroyt
dodany v pozadovanéistott, nen¢lo by se pokréovat v testovani, pokud by doslo k
vysrazeni latky p rozpouséni v DMSO¢i ristovém médiu a také je nezbytné, aby byla latka
rozpuséna ve spravném objemu DMSO. V krokiigravy dvojkovéredicitady viz.kapitola
3.5.2. Riprava dvojkovéredicitady, experimentalntasti prace, rive dochazet k chybam
nagiklad napipetovanim nespravného objemu, nespravmétia, vynechanim jedrig vice
jamek i pipetovani, nebo naopak pipetovani stejného objefoekrat do jedné zkumavky.
Také i inkubaci mize dojit k chybam a to zejména nedodrzenim vhodié€y dnkubacei
chybnym nastavenim teploty termostatu.

Na zaklad naSeho testovani byly zjly Gdaje o aktivit 73 experimentakh
piipravenych latek &i 8 bakteridlnim kmelm. Ze ziskanych vysledktestovani byla
vyhodnocena pro kazdy bakterialni kmen digjejSi latka po 24 hodinové i 48 hodinové
inkubaci. Je to latka s nejnizSi hodnotou MIC. lyaskpracovnim ozri@nim SC-3A, SC-3B,
SC-3C, SAL-4l a IRGASAN poskytly nejnizSi hodnotyi®u kmene SA po 24 hodinach
hodnota MIC u stejnych latek a to 0,98 umol/l, dtan latky IRGASAN byla nagtena
hodnota 0,49 pmol/l. Na kmen MRSAugobily nejvySSim inhidnim &inkem po 24
hodinach inkubace latky s ozfemim SC-3B a SC-3C s hodnotou MIC 0,49 pumol/l &dfo
hodinach to byly latky SC-3B a IRGASAN s hodnotoudvD,98 umol/l. U bakterialniho
kmene SE se jednalo o latky SC-3A, SC-3B, SC-3G3BG hodnotou MIC 0,49 pumol/l po
24 hodinach inkubace a po 48 hodinach to byly 1&8Ky2A, SC-3A, SC-3B, SC-3D, kde
nantiena MIC byla 0,98 umol/l. U kmene EF byly n&eny nejnizsi hodnoty MIC u latky
IRGASAN a to po 24 hodinové inkubaci 31,25 pmolfp@48 hodinach 62,5 pmol/l. Latka
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IRGASAN pasobila také nejvySSim inhinim (Einkem na bakterialni kmen EC, kde po 24
hodinach inkubace byla n&ena hodnota MIC 15,62 pmol/l a po 48 hodinach §2rl/I.
Na bakterialni kmen KP vySla z naSeh@iemi ot jako nej@&inngjSi latka s ozn&nim
IRGASAN, kde hodnoty MIC byly po 24 i 48 hodinaahkubace 1,98 pumol/l. Tato latka
inhibovala takéist bakterie KP-ESBL a jevila se proto jako rk@jaejsi, jak po 24 hodinach
inkubace s hodnotou MIC 7,81 umol/l, tak po 48 hogé inkubani dok& s hodnotou MIC
31,25 pmol/l. Na bakterialni kmen PA rispbila ani jedna z nami testovanych skernin.

Testovana byla dinnost derivai sulfonamidi, salicilanilidi, isoniazidu a dalSich
strukturalré podobnych latek. Sulfonamidy jsou znama antibatijejichz zakladem je 4-
aminobenzensulfonamidové seskupeni. Jednd se ubecv prvni antibakterialni
chemoterapeutika zavedena do klinické praxe paptiebakterialnich infekcf*.

Sulfonamidy byly Siroce pouzivané latky Kié jak G, tak G bakterialnich infekci.
Krom¢ toho byly tyto derivaty také kdysi pouzivany peghu tuberkulozy, ale diky své
toxicité se pozéji prestaly pro tuto indikaci pouZivEt?.

Obecr sulfonamidy fisobi jako strukturdlni analogy kyseliny 4-aminolmmz, a
tedy jsou schopny inhibovat dihydropteroat syntazuim narusit biosyntézu fotatBlizsi
informace o této skuptnantibiotik jsou uvedeny v teoretick&sti prace oddilu 2.3.5.1.
Sulfonamidy a trimetoprim. Také zakladni skeleffauamidi je zobrazen na Obrazku 19 v
teoretickécasti prace. Prodinek sulfonamid je nezbytna volna aromaticka aminoskupina v
poloze 4, ktera five byt nahrazena pouze funkmi skupinami, které jsou schopny se v
organismu zg na aminoskupinuienmenit (nagiklad: -NG, -NHOH, -N=N-, -Ns). Substituce
sulfonamidové skupiny je mozna pouze tehdy, kdgied vodik je zachovan a druhyime
byt nahrazen heterocyklem nebo acylem, substitikgtyase neosudila 4. Nami testované
sloweniny nely jeden vodik sulfonamidové skupiny nahrazeny stilms/anym heterocyklem
(methylisoxazolem) a druhy vodik byl ponechanilkzachovani antibakterialnihocinku.
Jednd se o sléaninu sulfomethoxazol, kterd je v praxi vyuZivanakoj latka s
antibakterialnim &éinkem. Jeji struktura je uvedena na nasledujicimagku 32.
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Obrazek 32Chemicka struktura sulfomethoxaz:

pievzato zhttp://www.mpbio.com/product.php?pid=02156711&caounbe 1%

Prakticky jedinym pouzivanym zastupcem ze skupuijoeamidovych antibiotik je
praw sulfomethoxazol, ktery je k dispici pouze v kombinaci s trimegpoimem. Kombinace
téchto dvou latek se nazyva-trimoxazol. K jeho vyhodam patpomerné dlouhy poléasa
dobry pihnik do tkani. Je vyuzivan zejména probé infekci hornich cest dychacich a infe
mocovych cest*?.

Derivaty sulfonamid respektive sulfomethoxazolu fiy dvé skupiny néam
testovanych latek a byla to skupina sulfonamidouwyaiiovin, kde byl nahrazen jeden voc
aromatické aminoskupiny suttuovanym heterocyklem ¢i  acylen a skupina
sulfonamidovych imidazolidintrialh kde byl nahrazen jeden vodik aromatické aminoisku
razné substituovanym 2,4, toxoimidazolidinem

Jednu z @i skugn nami testovanych slganin tvdily sulfonamidové meoviny, kde
vykazovalo ugitou &innost 9 z 23 zkouSenych latek. Jednalo se ocsluny s pracovnir
ozn&enim SMXU-6, SMXU7, SMXU-8, SMXU-9, SMX-13, SMXt0, SMXx-12, SMX-15 a
SMX-Me-Ph-U. Proti nejSiignu spektru bakterii bylydnné latky SM>-10, SMX-15 a to na
pét z osmi testovacichakteridlnich agen:

DalSi skupinou derivatsulfometoxazolu byly sulfonamidové imidazolidindig kde
bylo testovano celkem 9 slgenin s pracovnim ozganim SM>-C-1, SMX-C-2, SMX-C-3,
SMX-C-4, SMX-C-5, SMXC-6, SMX-C-7, SMX-C-8, SMX-(3. Urity antibakterialn
jevily latky s oznagenim SM>-C-5 a SMX-C9, které inhibovaly uitym zpiasobem st
ctyfech bakterialnich kmérz osmi testovcich.

Neexistuje jednozriay vliv cyklizace m@oviny na biologickou aktivitu, ale byl
zjisteno, Ze v witych pripadech u slatenin imidazolidii-2,4,5trioni se zlepSila &innost a

snizila bugena toxicital**,
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DalSi velkou testovanou skupinou steuain byly derivaty salicilaniliduJedna se o
amidy kyseliny salicylové a anilinu. Derivaty sglanilidu maji fadu farmakologickycl
pouziti. Chlorované derivaty se pouzivaji zejméakeojanthelmintika, bromované derivé
jako dezinfekni prostedky s antibakterialnimi a antifungalnimtiiky. V nasi praci jsm
zkouSeli @innost no¥ syntetizovanych slaenin a to salicilanilidovych karbantat
Karbamaty jsou slaieniny odvozené od kyseli karbamové a salicianilidové, karbam.
jsou tedy estery salycilanilids kyselinou karbamow: M. Strukuréini vzorec salicilanilid

je uveden na nasledujicim obraz

O
N
H

OH

Obrazek 33Chemicka struktura salicilanilic

prevzato zhttps://en.wikipedia.org/wiki/Salicylanili¢ 47

Testované latky byly tzn¢ substituovany jak na aromatickych jadrech, tak
hydroxyskupig. Dle vysledk lze vidt, Ze substituce ma velicvyznamny vliv ne
antibakterialni Ginek. VSechny testované latky ze skupiny salicildavych derival byly
acinné na G bakterie. Nejutsi (Binek vykazovaly na bakterie SA a MRSA, kde v3ec
latky této skupiny vykazovalydinek jak po 24, tak po 48 hové inkubaci. Jako latky
nejlepSim antibakterialnimisobenim se jevily latky s pracovnim ozenim S(-3A, SC-3B,
SC-3C, SC-3D, SGE, u nichz byla zji#ha hodnota MIC po 24 hodinové inkubaci
bakterialni kmen SA 0,49mol/l. Spolénym znakem &hto molekul je substituce prvnit
benzenového kruhu molekulou chloru a dalSim <spgi® substituentem na druhé
benzenovém j&é je brom.

Obecr plati, Ze G bakterie vykazovaly vyg citlivost ke zkoumanym slaieninam,
byly nameieny hodnoty MIC jiz od 0,Z£ umol/l. U G druhi byly nangfené hodnoty MIC
31,25 pumol/l Zadny z derivdt neinhibuje @st bakterie PA aniip nizkych koncentracict
VSechny karbamaty byly vzdy aktivni alesipproti tem kmetim bakterii. Dihalogenovar
derivaty jednoznéné ukézaly zepSenou antibakterialni aktivitu nez karbamaty aéwne oc
nesubstituovanych salicilanilid Bez ohledu na lékovou rezistenci byl rStaphylococcus
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(SA i SE) nejvice citlivy. Byly inhibovany vSechrigarbamaty s hodnotami MIC od O,
pmol/l do 500 pmol/l.S ohledem na -substituci karbamét pasobily sloweniny proti
stafylokokim na zéklad klesajici @innosti takto: cyklohexy> benzyl > fenethyl > fenyl :
adamantan-4. Je Zejmé, Ze aromatizace cyklohexylovym kruhem nebdesd dlouhéht
rettzce s deémauhliky snizuje dinnost, ale z vysledkvyplyva, Ze methylenovy fastek je
tolerovan bez jakéhokoliv vieobecného zhorseni 48,

DalSi testovanou skupinu tkity derivaty isoniazidu. Isoniazidtaké znamy jak
isonicotinylhydrazid je arntiuberkulotikum, které se pouZziva jako ¢iwvo prvni linie pro
prevenci a lébu tuberkul6zy. Jedinny proti mykobakteriim a to zejmérMycobacterium
tuberculosis Je roviz &inny proti rekterym atypickym druim mykobakterii jako j
Mycobacterium kansas#é Mycobacterium xeno 9. Struktura isoniazidu je uvedena

nasledujicim Obrazku 34.

0N
“NH,

~N

s

N

Obrazek 34Chemickéa struktura isoniazic

prevzato zhttps://en.wikipedia.org/wikisoniazid™*®!

Struktura isoniazidu je zndma jiz od roku 1912 jejeantituberkulotické &inky byly
zjistény az pozdji a jako antituberkulotikum se pouZziva od roku 29Ze studii vyplynulo
Ze pyridinové jadro nelze nahradit jinym cykleatinalifatickym zbytkem a dalSi substitu
pyridinového jadra se také nedswila. Zadny efekt nefinesla ani zamma hydrazinov
skupiny jinymi skupinami. Pouze tvorba prélé kde dochazi k substituci hydrazinové
zbytku, m& urity terapeuticky vyznam, ta substituce byla provedena i na nami testoval
slowseninach*¥.

Mechanismus &inku isoniazidu spéva v interferenci f syntéze kyseliny mykolove
kterd je nezbytna pro tvorbu bigmé sény mykobakterii. Latka se v séasnosti pouziva

kombinacich slal$imi antituberkulotiky v terapii tuberkul¢ 4.
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Je popsana jiz cefada syntetickych modifikaci isoniazidu jako je fiklad spojeni s
dalSi &innou molekulou pes methinovy most, konjugaci s anilinovou skupitiooovy typ
aktivnich molekul zaloZenych na fluorovanych hyittazh kyseliny benzoové&?.

Jak bylo jiz zmigno, tak derivaty isoniazidu jsouiyodre latky, které isobi zejména
na mykobakterie. NaSim testovanim jsme vyzkouSeéinek tchto slodenin na osmi
bakterialnich kmenech. Testovano bylo celkem 7kl@eukity stupei aktivity vykazovaly
pouze 3 z nich. Slabi@ vitro aktivita se projevila u latky INH-3, ktera vykazda po 24
hodinové inkubaci MIC 500 pumol/l u modelového kmé&®, SE, EF a EC. U latky INH-4
byla zjiS€na po 24 hodinach inkubace MIC 500 pmol/l u modgtbvkmers SE, EF, KC,
KP. Latka INH-7 vykazovaladinnost pouze na modelovy kmen EF po 24 hodinovéhaki
s hodnotou MIC 500 pmol/I.

U danych slotenin byla testovana i antimykobakterialni aktivittavitro. Biologické
Udaje ze zkouSek prtMycobacterium tuberculosiskazaly, Ze Zadna ze syntetizovanych
slowenin nevykazovala vysSi aktivitu nez isoniazid,akvslowenina s pracovnim ozéenim
INH-6 doséhla po 3 hodinach téfrstejnéin vitro Geinnosti ™,

Posledni skupinou nami testovanych gemin byly latky fiznych chemickych
struktur, kam bylo zZ@zeno 6 testovanych latek. Latka s pracovnim @&rien IRGASAN
bakterialnich kmel tedy na vSechny kmeny krénPA. Vykazovala také jedny z nejnizsich
hodnot MIC u ¥tSiny testovacich kmén

Jedna se o chlorovanou aromatickou &minu obsahujici jak etherové, tak i fenolové
funkeni skupiny. IRGASAN, neboli triclosan, jgigavan do mnoha spetitelskych vyrobku
pro snizeni¢i prevenci bakterialni kontaminaceiiddva se do mydel, past na zuby,

deodorant, Ustnich vodki gisticich prostedki 2511252
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. ZAVER

» Celkem bylo testovano 73 latek na osmi bakteriélkimenech pomoci mikroditai

bujénové metody.

» Jednotlivé sloteniny byly rozdleny dle spolénych strukturalnich rys do peti
skupin.

» Z celkového pétu 73 kandidatnich latek vykazovalocilou antibakterialni aktivitu
50 z nich.

* NejcitlivejSim kmenem k testovanym latkdm byl kmen SA, naapgkice rezistentni
byla bakterie PA, na kterou inhdok nepisobila ani jedna z nami testovanych

slowenin.

* NejvysSi antibakterialni aktivita byla zaznamenamaskupiny salicilanilidovych
karbamai, kde celkem 28 latek z 28 testovanych této skupiyiazovaly jistou
antibakterialni aktivitu.

e

mocovin- derivati sulfamethoxazolu, kdecinek vykazovalo pouze 9 latek z 23

testovanych.

e

jsou: IRGASAN, SAL-4l, SC-3B, SC-3C a SC-3D.

» Graficky je znazorén patet (innych latek na jednotlivé bakterialni kmeny poi 28

hodinové inkubaci.

* V nekterych gipadech jde o vyznamné kandidaty pro dalSi tesipwd@ aby mohly
tyto sloweniny najit misto v klinické praxi, je zapebi jest fady dalSich teéta

klinickych studii.
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