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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a 1ékaiskych véd

Kandidat: Bc. Jana Pospichalova
Skolitel: Mgr. Marcela Vejsové, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyhodnoceni aktivity potencidlné antibakteridlnich latek

pomoci mikrodilué¢ni bujénové metody

Cilem diplomové prace je zhodnoceni aktivity potencialné antibakteridlnich latek
syntetizovanych na Katedfe anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty

v Hradci Kralové.

Pro testovani antimikrobidlni aktivity byla pouzita mikrodilu¢ni bujonovd metoda
vhodna pro kvantitativni stanoveni antimikrobialni citlivosti. Latky byly testovany na 8
bakteridlnich kmenech zahrnujicich grampozitivni 1 gramnegativni bakterie vcetné

rezistentnich plivodct zavaznych nozokomiélnich infekci.

52 testovanych latek bylo rozdéleno do 6 skupin na zakladé spolecné struktury. Jako
nejucinngjsi skupina byla vyhodnocena skupina derivati N-benzyl-3-chlorpyrazin-2-
karboxamidu a nejucinngjsi latkou ze vsSech testovanych byl 3-chloro-N-(3,4-
dichlorobenzyl)pyrazin-2-karboxamid patfici do této skupiny. Nejcitlivéjsi vuci

testovanym latkam se ukazal Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis.



ABSTRACT
Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biological and Medical Sciences

Candidate: Bc. Jana Pospichalova
Supervisor: Mgr. Marcela Vejsova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Evaluation of activity of potentional antibacterial substances

through the use of microdilution broth method

The aim of this thesis is to evaluate activity of potentional antibacterial substances
synthesized at the Department of Inorganic and Organic Chemistry, Faculty of

Pharmacy in Hradec Kralové.

For testing of the antimicrobial activity was used microdilution broth method. This
method is suitable for the quantitative determination of antimicrobial susceptibility. The
substances were tested at eight bacterial strains, which consisted of Gram pozitive and

Gram negative bacteria including resistant agents of serious nosocomial infections.

52 tested substances were dividend into 6 groups based on a common structure. The
most effective group was evaluated by a group of N-benzyl-3-chloro-pyrazin-2-
carboxamide and the most effective substance of all tested was 3-chloro-N- (3,4-
dichlorobenzyl) pyrazine-2-carboxamide belonging to this group. Most sensitive to the

tested substances showed Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis.



SEZNAM ZKRATEK

CLSI Clinical and Laboratory Standard Institute
CNS centralni nervova soustava

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

EC Escherichia coli

EF Enterococcus faecalis

EHEC enterohemoragicka E. coli

EIEC enteroinvazivni E.coli

EPEC enteropatogenni E.coli

ESBL extended spekter beta-lactamase

ETEC enterotoxigenni E.coli

EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
ID inkubacni doba

KP Klebsiella pneumoniae

MBC minimalni baktericidni koncentrace

MHB Mueller-Hintontv bujon

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MRNA mediatorova ribonukleové kyselina
MRSA Staphylococcus aureus methicilin rezistentni
MW molekulova hmotnost

PA Pseudomonas aeruginosa

PBP 2' penicilin binding protein 2

SA Staphylococcus aureus

SE Staphylococcus epidermidis

VRE vankomycin rezistentni enterokoky
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1. UVOD

vvvvvv

zlom v nasi schopnosti odvolavat smrtelnym infekénim onemocnénim zpisobenym
mikroorganizmy a pro svoji schopnost vyléCit dosud smrtelnd onemocnéni byla
oznacovana jako ,zazracny 1€k“. Tato skuteCnost vSak vedla k jejich nespravnému
pouzivani a zneuzivani a tim 1 ke vzniku rezistence. Tento neptiznivy vysledek uzivani
antibiotik ukazuje dvé strany tc¢inku antibiotik a naznacuje, pro¢ by se méla pouZzivat
srozmyslem. V 1écbé prevazné veétsiny bakteridlnich onemocnéni jsou antibiotika

nastésti stale velmi ucinna, tento stav se vsak postupné méni (Levy, 2002).

Mezi zékladni podminky omezeni vzniku a Sifeni rezistence patii celkové snizeni
spotfeb antibiotika a jejich spravna indikace. Jednou z dalSich moznosti je hledani a
rychlé klinické uplatnéni novych latek se spolehlivym antibakterialnim uc¢inkem i na

rezistentni mikroorganizmy (Ny¢, 2007).

Tato diplomova prace je zaméfena na hodnoceni U¢innosti noveé syntetizovanych
potencialné antibakterialnich latek. Testovani probihalo na osmi Casto se vyskytujicich
bakterialnich kmenech za pouZiti bujonové mikrodilu¢ni metody, ktera slouzi pro urceni
minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotika, tedy koncentrace, jez je schopna zastavit

rast daného mikroba.

Mezi nalezenim U¢inné latky a jejim uplatnéni v klinické praxi musi latka projit mnoha
dalsimi procesy hodnoceni, které kladou diiraz na jeji uc¢innost a maximalni bezpec¢nost.
Teprve poté je moZné danou latku uzit v 1écbé bakteridlni infekce, avSak je stéile
dulezité mit na paméti, ze globalné nartstajici rezistence K antibiotikim znamena ztratu

ucinnosti nejen starsich, ale i téch nejnovéjsich ptipravka (Nyc¢, 2007).
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2. TEORETICKA CAST
2.1 Testované bakterialni kmeny

2.1.1 Rod Staphylococcus

Do rodu Staphylococcus bylo doposud zatazeno okolo 40 druhti a poddruht, avs$ak
pouze nékteré se uplatnuji v humanni mediciné. Nejvétsi vyznam pro Clovéka ma
z hlediska patogenity koagulaza - pozitivni Staphylococcus aureus a koagulaza -
negativni Staphylococcus epidermidis a dale také Staphylococcus saprophyticus
(Bednat a kol., 1996).

Jedna se o grampozitivni koky s primérem piiblizné¢ 1 um, uspofadané ve shlucich
tvaru hrozni (fecky staphyle - hrozen). Netvoti spory, bi¢iky a obvykle ani pouzdra. Az
na vyjimky jsou fakultativné aerobni, katalazapozitivni a oxidazanegativni (Votava a

kol., 2007).

2.1.2 Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus je podminény patogen a mize byt pfitomen v nose ¢i na kuzi
urcitého procenta zdravych lidi. Infikuje nejcastéji mista se snizenou odolnosti, jako je

poskozena kiiZe, sliznice nebo hematomy mé&kkych tkani.

Staphylococcus aureus produkuje fadu faktorti virulence vazanych na buniku nebo
extracelularnich. Tyto faktory jsou nastrojem k pfekondni obranych reakci hostitele,

k invazi a ke kolonizaci tkani (Greenwood a kol., 1999).

Mezi faktory vazané na bunku patii peptidoglykany, polysacharidy a protein A, dale
pak vazana koagulaza neboli clumping factor, ktera méni fibrinogen na fibrin, ¢imz

vyvolava koagulaci plazmy.

Mezi extracelularni faktory virulence patfi enzymy a toxiny. Z enzymu t0 jSou volna
koagulaza, fibrinolyzin, hyaluroniddza, nukleaza, lipaza, katalaza a penicilinaza.
K toxicky ptisobicim latkam se fadi cytolyziny, enterotoxiny, toxin syndromu toxického

Soku a exfoliatiny.

Staphylococcus aureus vyvolava hnisavé infekce, méné cCasto infekce s toxickymi

ptiznaky. Muze také zptsobovat otravy z potravin.
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Nejcastejsimi stafylokokovymi infekcemi jsou pyodermie neboli hnisava onemocnéni
kize, mezi které patfi impetigo, folikulitida a furunkl. Staphylococcus aureus dale
zpusobuje hnisani ran vcetné popalenin a ran operacnich. Z rany stafylokoky pronikaji
do miznich uzlin a z nich poté do krevniho ob&hu, kde vyvolaji bakteriémii, ktera mize

vést az k tézkému systémovému onemocnéni, k sepsi.

V dychacim traktu mohou byt pfi¢inou sinusitid a sekundarnich pneumonii a

bronchopneumonii doprovézejicich infekci zptisobenou virem chiipky.

Mezi onemocnéni vyvolana nékterymi z toxint patii napi. exfoliativni dermatitida,

syndrom toxického Soku nebo enterokolitida (Votava a kol., 2007).

2.1.2.1 Staphylococcus aureus - methicillin rezistentni (MRSA)

Vétsina kment Staphylococcus aureus je v soucasné dobé rezistentni k penicilinu.
Rezistence je kédovana plazmidy, které nesou informaci pro tvorbu penicilinazy, ktera
hydrolyzuje beta-laktamovy kruh penicilinovych antibiotik. Tento problém fesi
semisyntetické penicilindza - rezistentni peniciliny, coZ jsou penicilinové preparaty
kombinované s enzymovymi inhibitory beta-laktamazy, kyselinou klavulanovou nebo
sulbaktamem a cefalosporiny I. generace. Jsou to napf. oxacilin, meticilin, kloxacilin
nebo flukloxacilin. V klinickém materialu se vS§ak mohou vyskytovat kmeny, které jsou
K penicilinaza - rezistentnim penicilinim rezistentni. Jedna se o tzv. Staphylococcus

aureus - meticilin rezistentni kmeny neboli MRSA.

Na zakladé¢ mutace mecA genu dochazi v membrané stafylokokovych bunék k expresi
penicilin vazajici bilkoviny PBP2', ktera ma zna¢né snizenou afinitu K penicilinovym

antibiotikim (Bednaf a kol., 1996).

MRSA je vyznamny nozokomidlni patogen se schopnosti rychle se §ifit a to zejména
Vv prostiedi vysokého selekéniho tlaku antibiotik. Nejedné se vSak o virulentnéjs$i kmen
nez puvodni citlivé bakterie S. aureus. K vyvolani infekce je zapotiebi stejny pocet
bakteridlnich bunck, ale pro multirezistenci k antibiotikiim a k fad¢ desinfekénich

vvvvvv

predstavuji velmi zdvazny terapeuticky problém u infikovanych oslabenych pacientti.

V Ceské republice byl v letech 2005-2015 zaznamenan vzestupny trend vyskytu MRSA
z témét 15 % na necelych 20 %. Také se rychle zvySuje pocet nemocnic, kde byl vyskyt

MRSA zaznamenan. V porovnani s celou Evropou patii Ceska republika k zemim se
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sttedni Cetnosti vyskytu kmeni MRSA. Nejlépe je na tom severni Evropa s vyskytem
v tadech jednotlivych procent, naopak nejhlie jsou na tom jizni staty Evropy, kde
izolaty MRSA pfedstavuji vice nez polovinu vSech kmenu Staphylococcus aureus
(Alusikova a kol, 2015, Bergerova a kol., 2005).

2.1.2.2 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis je typicky oportunni patogen, ktery napada oslabené
pacienty napf. s popaleninami, po tézkych urazech, po chirurgickém zékroku nebo
pacienty s imunologickou nedostate¢nosti. U ¢lovéka je soucasti normalni mikroflory na

kazi a sliznicich.

Na rozdil od Staphylococcus aureus neprodukuje koagulazu, fibrinolyzin a nukleazu.
Neprodukuje ani exotoxiny jako jsou enterotoxiny, toxin syndromu toxického Soku a

exofoliatiny.

Predispozice pro vznik infekce je pfitomnost ciziho télesa, predev$im piedméth
z umélych hmot zavedenych do téla pacienta 1ékaiskym zakrokem. Nejc€astéji se jedna o
katetry, cévni nahrady, nebo umélé chlopné a klouby. Staphylococcus epidermidis velmi
dobfe adheruje na umély povrch a do svého okoli produkuje polysacharidovou
substanci, tim vytvaii kolem bunék slizovou vrstvu, ktera upeviiuje adherenci a

zabrafuje pruniku antibiotik, protilatek a kontaktu s fagocyty.

Kontaminujici bakterie mohou pochazet z povrchu klize a sliznice pacienta nebo
oSetfujiciho personalu. Mohou chronicky infikovat organizmus a zpisobovat sepse,
endokarditidy, meningitidy, endoftalmitidy nebo infekce mocovych cest (Bednaf a kol.,
1996).

2.1.3 Rod Enterococcus

Z mnoha druhii enterokokii vyvolava u ¢lovéka onemocnéni nejcastéji Enterococcus
faecalis, asi z 90 %, mén¢ Casto 1 Enterococcus faecium, piiblizné v 7 % (Votava a kol.,
2007).

Jedna se o grampozitivni ovalné koky uspotradané ve dvojicich, drobnych shlucich nebo

kratkych fetizcich. Jsou fakultativné anaerobni a katalaza negativni.

Enterokoky neprodukuji toxin, ale jako faktory virulence se zde uplatiiuji mnohé

secernované produkty, napi. zelatindza, kterda hydrolyzuje kolagen, zelatinu a
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hemoglobin nebo substance typu feromonu, ktera pfitahuje neutrofily a mize regulovat
zanétlivou odpovéd. Dale se mohou uplatnit koloniza¢ni faktory, jako jsou fimbrie,

které umoznuji vazbu na epitelové buiiky nebo sacharidové adheziny.

Jsou schopny tvofit biofilm a maji schopnost snadno pfijimat plastidy nesouci geny

antibiotické rezistence.

Enterokoky jsou soucasti normalni mikroflory stfeva a infikuji hlavné mocové cesty,
vyvolavaji 1 nozokomidlni infekce. Jsou také spojovany s infekci ran a nitrobfiSnimi
zanéty. Zpusobuji bakteriémie a bakteridlni sepse, meningitidy, peritonitidy,

osteomyelitidy, infekce zZlu¢ovych cest a gynekologické zanéty (Votava a kol., 2003).

2.1.4 Rod Escherichia

Jedna se o gramnegativni nesportujici fakultativn€ anaerobni bi¢ikaté bakterie, které se

fadi mezi enterobakterie.

Typovym druhem je Escherichia coli. Nové charakterizované druhy Escherichia
fergusoni, Escherichia hermanii, Escherichia vulneris nebo Escherichia blattae se

beézné neidentifikuji a jejich vyznam pro ¢lovéka nebyl urcen.

2.1.4.1 Escherichia coli
Escherichia coli je béznou soucasti stfevni mikroflory zdravych lidi. Svym pusobenim
znemozinuje prunik patogenii a podili se na tvorbé nckterych vitamint, predevsim

vitaminu K (Votava a kol., 2003).

Jedna se vSak o podminéné patogenni bakterii. E. coli muze vyvolavat dva typy
onemocnéni a to extraintestindlni a intestinalni. Extraintestindlni onemocnéni jsou

zejména infekce mocovych cest, septickd onemocnéni, infekce ran a hnisavé projevy.

V zazivacim traktu se urcit¢ kmeny E. coli uplatiuji jako patogeny ridznymi
mechanizmy. Podle toho se rozdéluji na enteropatogenni (EPEC), enterotoxigenni
(ETEC), enteroinvazivni (EIEC) a enterohemoragické (EHEC).

Enteropatogenni E.coli vyvolavaji novorozenecké prijmy. U vétSiny déti a dospélych

onemocnéni nevyvolavaji. Nejveétsi problém piedstavuji v rozvojovych zemich.
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Enterotoxigenni E. coli kolonizuji tenké stfevo pomoci faktorti kolonizace, coz jsou
proteinové fimbrie. Produkuji dva typy enterotoxinl, termolabilni enterotoxin a

termostabilni enterotoxin a mohou vyvolat priijmy u déti i u dospélych.

Enteroinvazivni E. coli pronikaji do bunék ve stiev€é a vnich se poté mnoZi.

Onemocnéni probihd jako bacilarni dysenterie.

Enterohemoragické E. coli se vazi pievazné v tlustém stfevé a jsou producenty
verotoxinu, ktery je podobny shigelovému toxinu. Zpisobuji hemoragickou kolitidu a u

nékterych nemocnych se miize vyvinout hemolyticko-uremicky syndrom.

2.1.5 Rod Klebsiella
Klebsiely jsou nepohyblivé gramnegativni tyCinky, které byvaji vyrazné opouzdiené
polysacharidovym pouzdrem. Vyskytuji se pfedev§im v zazivacim traktu a v dychacich

cestach. Nalezneme je také v pide a ve vodé.

Jednd se o podminéné patogeny a Casto se uplatiiuji jako plivodci nozokomidlnich

infekci a to predevsim na novorozeneckych oddé€lenich a jednotkach intenzivni péce.

Nejbéznéjsim druhem je Klebsiella pneumoniae, pomérné bézna je také Klebsiella

oxytoca. Ostatni druhy jsou méné vyznamné (Bednaf a kol., 1996).

2.1.5.1 Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae se rozlisuje na 77 typti podle pouzderného polysacharidového
antigenu. Mezi jednotlivymi kmeny je znacna variabilita ve virulenci. Kli¢ovym

faktorem virulence u Klebsiella pneumoniae je pouzdro.

Je ptri¢inou bronchopneumonii a infekci mocovych cest u imunodeficientnich pacientii a
na jednotkach intenzivni péCe. Pomérné Casto byva také ptivodcem infekci operacnich

ran a u novorozencl muze vyvolavat sepse a meningitidy (Bednar a kol., 1996).

2.1.5.2 Klebsiella pneumoniae ESBL pozitivni

ESBL je oznaceni pro Sirokospektré betalaktamazy z anglického nazvu extended
spekter beta-lactamase. ESBL jsou nejcastéj$i pri¢inou rezistence gramnegativnich
bakterii k betalaktamovym antibiotikiim. Jednd se o enzymy hydrolyzujici peniciliny,

cefalosporiny vSech generaci a monobaktamy.
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ESBL pozitivni kmeny Klebsiella pneumoniae se vyskytuji pfevazné v nemocni¢nim

prostiedi jako ptivodci nozokomialnich nékaz (Brhelova, 2010).

2.1.6 Rod Pseudomonas
Rod Pseudomonas obsahuje vice jak 200 druhii. VétSinou se jedna o saprofytické
bakterie pfitomné v ptdé, vod¢ a ve vlhkém prostiedi. NejcastéjSim patogenem pro

¢lovéka je Pseudomonas aeruginosa (Greenwood a kol., 1999).

2.1.6.1 Pseudomonas aeruginosa
Jednd se o drobnéjSi gramnegativni nefermentujici ty¢inku se sklonem k polarnimu
barveni béznou v zevnim prostfedi. Nékdy miize byt obalend slizem a pohybuje se

pomoci polarn¢ umisténého biciku.

Pseudomonas aeruginosa je vybavena rozlicnymi faktory virulence. Jedna se o
strukturalni, toxické a enzymatické faktory. Jednim z faktori virulence je
lipopolysacharid, ktery ptisobi jako endotoxin. Dal§imi faktory jsou dva exotoxiny a

cytotoxicky leukocidin a mnoZstvi enzymu charakteru proteaz a hemolyzinti.

I pies velké mnozstvi faktorti virulence se Pseudomonas aeruginosa chova pouze jako
oportunni patogen. MiiZe napadnout prakticky kterykoli organ se sniZenou odolnosti. Je
vyznamnym puvodcem nozokomialnich ndkaz. Zpuasobuje pozdni ventilatorové
pneumonie a napad4 plice poSkozené cystickou fibrozou. U pacientli s dlouhodobé
zavedenym mocovym katetrem vyvolava infekce mocovych cest. Velmi nebezpecné
jsou pseudomonadové infekce popalenin, které mohou vyustit az ve smrtelnou sepsi
(Votava a kol., 2007).

Do dvou dnil po pfijeti do nemocnice se pseudomonadové infekce vyskytuje asi u 30 %
pacientl. Casté jsou také epidemie pseudomonadovych infekci novorozenct a kojencii

Vv porodnici a na détském odd¢leni (Greenwood a kol., 1999).

Sekundarni infekce ran se projevuje tvorbou typického nazelenalého az modrozeleného
hnisu. Pfi kontaktu s kontaminovanou vodou mtize dojit ke vzniku folikulitidy, nebo
zanétu zevniho zvukovodu. Nebezpetné jsou infekce oka a keratitidy vyvolané

kontaminovanymi kontaktnimi ¢ockami (Votava a kol., 2007).
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2.2 Antimikrobni latky

Mezi antimikrobni latky fadime vSechny latky, které piasobi proti mikroorganizmim

tak, Ze je usmrcuji, nebo brani jejich ristu. Patii mezi né antibiotika, chemoterapeutika,

antiseptika, dezinfek¢éni a konzervaéni prostiedky. Obecnd charakteristika
antimikrobnich latek je uvedena v tab. 1.
Tab. 1 Charakteristika antimikrobnich latek (Buchta a kol., 2002)
desinficiens | antiseptikum konzervans antibiotikum
antimikrobni | mikrobicidni | alespon alespon mikrobiostaticky
ucinek mikrobiostaticky | mikrobiostaticky | mikrobicidni
pouZziti zabrana §ifeni | zabrana vstupu | ochrana farmak terapie a
infekce infekce do téla | pfed mikrobialni | profylaxe
v prostiedi tj. | tj. likvidace ¢i degradaci a pied | infek¢nich
usmrceni vyrazné redukce | mnozenim onemocnéni
mikrobtll na poctu mikrobti mikrobl v nich
nezivych na kazi, sliznice,
pfedmétech v rané
toxicita nesmi ohrozit | nepiipustna nepfipustna nepfistupna
toho, kdo
aplikuje
kdo aplikuje | kdokoliv, zdravotnici farmaceuti zdravotnici
hlavn¢ zdrav. | pacienti pacienti
personal
vztah k cené | hodné¢ zietele | druhotady druhotady druhotady

2.2.1 Desinficiencia

Jednd se o latky, které slouzi k chemické dezinfekci nezivych objekti a atmosféry.

Cilem téchto latek je zamezeni Sifeni nakazy od zdroje k vnimavému jedinci ¢i objektu

a to likvidaci potencialné patogennich mikroorganizmi.

Pro kazdou konkrétni situaci je tteba peclive volit ptipravek a jeho zpusob aplikace. Pti

vybéru dezinfekéniho pfipravku bychom m¢li

byt

seznameni

s vlastnostmi

dezinfikovaného objektu (pracovni plocha, ndastroje, podlahy, ovzdusi atd.). Dale
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bychom méli znat vlastnosti mikroorganizmi, které kontaminuji material a dilezité jsou
také vlastnosti samotného dezinfekéniho piipravku, jako je vybuSnost, toxicita,
zanechavani toxickych rezidui, alergizacni a iritacni potencial a samoziejm¢ také cena a

dostupnost (Buchta a kol., 2002).

2.2.2 Antiseptika

Antiseptika jsou latky urcené k oSetfeni klize a sliznic pfed invazivnimi zakroky, nebo
také k sanaci ran. Jedna se o 1éCiva, a proto musi spliiovat pozadavky na pfijatelnou
drazdivost, toxicitu a alergizaci. Jako antiseptika se Casto pouzivaji nizsi koncentrace

netoxickych dezinfekénich ptipravk.

2.2.3 Konzervancia
Konzervancia jsou latky, které udrzuji mikrobiologickou nezavadnost Ilékového
pfipravku. Jejich ukolem je zajistit, aby v Iékovém pfiipravku béhem skladovani a

pouzivani nepisobily a nemnozily se mikroorganizmy a neovlivnily tak jeho kvalitu.

U konzervancii se klade diiraz na stabilitu a dobrou antimikrobni Ui¢innost béhem celé
doby pouzitelnosti 1ékového pripravku. Pridavaji se k pfipravkiim jiZ sterilizovanym
nebo konzervovanym jinym zplisobem, napf. suSenim, pfidanim alkoholu.
Konzervancia se musi volit tak, aby negativné neovlivnila ptipravek. Dale se klade
diraz na dostateCnou aktivitu proti vS§em mikroorganizmim. Dilezitd je pfijatelna
toxicita a drazdivost, stabilita béhem technologickych procesti i béhem doby exspirace.

Nesmi dojit k Zadné interakci se sloZkami lékového ptipravku.

2.2.4 Antibiotika

Antibiotika jsou latky mikrobidlniho pivodu, které v nizkych koncentracich inhibuji
rist jinych mikroorganizmi. Antimikrobidlni latky pfipravené synteticky se oznacuji
jako chemoterapeutika. V praxi se vsak stale ¢astéji pouziva termin antibiotikum jak pro

latky produkované mikroorganizmy, tak pro synteticky ptipravené latky (Buchta a kol.,
2002).

Antibiotikum se povazuje za léCivo tehdy, kdyz usmrti nebo alesponi inhibuje
mikroorganizmy v davkach, které jest¢ neposSkozuji makroorganizmus. Jednd se o
selektivni toxicitu, coZ znamend, Ze latka poSkozuje mikroorganizmus nikoli vSak
hostitele. Selektivni toxicitu vyjadiujeme pomoci chemoterapeutického indexu, ktery se

vyjadiuje jako pomér mezi davkou toxickou pro hostitele a davkou ucinnou na
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mikroorganizmus. Cim je chemoterapeuticky index vyssi, tim je dana latka pro hostitele

méneé toxicka.

Antibiotika rozd¢lujeme na latky s baktericidnim ucinkem a na latky
S bakteriostatickym uCinkem. Baktericidni latky ireverzibilné a rychle usmrcuji
mikrobialni bunku. Klinicky u¢inek se obvykle dostavuje do 48 hodin po aplikaci.
Prednostné se uzivaji pfi zavaznych klinickych stavech a pfi sniZzené obranyschopnosti
nemocného. Bakteriostatické latky reverzibilné inhibuji rGst a mnozeni mikrobd.
Klinicky ucinek je patrny po 3 - 4 dnech. Po jejich pired¢asném vysazeni se mohou
mikroby opét zacit mnozit. Zastupci baktericidnich a bakteriostatickych antibiotik jsou

uvedeny v tab. 2.

Tab. 2 Baktericidni a bakteriostaticka antibiotika (Votava a kol., 2007)

Baktericidni antibiotika | Bakteriostaticka antibiotika
beta-laktamy tetracykliny

aminoglykosidy chloramfenikol

polypeptidy makrolidy

glykopeptidy linkosamidy

ansamyciny sulfonamidy

co-trimoxazol trimethoprim

nitroimidazoly nitrofurany

fluorchinolony

isoniazid

2.2.4.1 Mechanizmus udinku

Podle mechanizmu uc¢inku lze antibiotika rozdélit do péti zakladnich skupin.:

1) Inhibitory syntézy bakterilni stény.

Latky, které inhibuje syntézu bakterialni stény, jsou pro makroorganizmus prakticky
netoxické, protoze tato struktura se v eukaryotickych bunikach nenachazi. Patii sem
velka skupina beta-laktamt, dale glykopeptidy a néktera antituberkulotika. Vsechny
maji baktericidni u¢inek (Votava a kol., 2007).
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Syntéza peptidoglykanu v bunécné sténé probihd ve tfech stupnich. Prvni stupen, ktery
probihd v cytoplazmé a spoc¢iva v syntéze nizkomolekularnich prekurzort a syntéze di-
a tri-peptidd, je inhibovan antibiotiky fosfomycinem nebo cykloserinem. Druhy stuperi,
ktery je katalyzovan enzymy vazanymi na membranu a spociva v pienosu prekurzora
pfes membranu, je inhibovan napf. bacitracinem. Pokud prekurzory projdou
membranou, mohou byt inhibovany tvorbou komplext jejich C-terminalniho D-alaninu
napf. s vankomycinem. Ten neni schopen prochdzen membranou. Ve tfetim stupni
nasleduje kone¢na polymerace a pfipojeni nové syntetizovanych peptidoglykent ke
sténé pomoci transpepidaz. Tyto enzymy se nazyvaji penicilin-binding proteins a
mohou byt inhibovany beta-laktamovymi antibiotiky (Julak, 2006).

2) Inhibitory cytoplazmatické membrany.

Cytoplazmaticka membrana je organizovana struktura slozena z lipidové dvojvrstvy
s globularnimi proteiny, kterd pasobi jako difuzni bariéra pro vodu, ionty, ziviny a
umoznuje jejich transport. Rozvrat membrany a poruSeni téchto funkci mohou zptsobit
rizné antimikrobidlni latky kationové, aniontové nebo neutrdlni povahy. Nejcastéji to
jsou polypeptidova antibiotika jako polymyxin B nebo kolistin, dale antimykotika ze
skupiny imidazol a polyenti. Polymyxiny jsou toxické pro zivocisné bunky ledvin a

nervu, proto se nepodavaji systémové (Julak, 2006).

3) Inhibitory syntézy nukleovych kyselin

Syntéza nukleovych kyselin mize byt naruSena v rtiznych stadiich. Antimikrobialni
latky mohou inhibovat syntézu purinovych a pyrimidinovych nukleotidii, nebo mohou
zabranit templatové funkci DNA, nebo mohou interferovat s polymerazami ucastnicimi
se replikace a transkripce DNA. Do prvni skupiny patfi zejména analoga nukleovych
bazi, kterd se pouzivaji zejména v antivirové a antifungalni 1écb&. Do druhé skupiny
patii latky, které tvoii s DNA slouceniny, napt. chloroquin a uracil D. Latky tieti
skupiny mohou inhibovat DNA-polmerazu, sem patii napt. rifampicin, nebo DNA-

gyrazu a topoisomerazu, to je napi. skupina chinoloni a fluorochinolonii.

Existujyi také antibiotika schopna pierusSovat a destruovat vldkna DNA bakterii a

protozoi. Sem patii zejména skupina nitroimidazoli, napf. metronidazol (Julak, 2006).
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4) Inhibice syntézy bilkovin

Mezi latky potlacujici proteosyntézu patii aminoglykosidy (streptomycin, gentamycin,
amikacin), které maji baktericidni uUcCinek. Ireverzibiln¢ se vazi na jednotku 30S
bakterialniho ribozomu, coz znemozni pribéh proteosyntézy, nebo to vede ke vzniku
nefunk¢nich bilkovin. Na ribozomalni jednotku 30S ucinkuji i bakteriostatické
tetracykliny. Bakteriostaticky uc¢inek maji i dalsi inhibitory tvorby bilkovin, ptsobici na
jednotku 50S bakteridlniho ribozomu. Patii sem chloramfenikol, makrolidy a
linkosamidy (Votava a kol., 2007).

5) Inhibitory metabolizmu kyseliny listové (antimetabolity).

Bakterie a protozoa neuméji piijimat esencialni kyselinu listovou z okoli, a proto ji
syntetizuji. Tuto syntézu narusSuji zejména antibiotika trimethoprim a sulfonamidy.
Trimethoprim se velmi pevné vaze na dihydrofoldtreduktazu a inhibuje tak syntézu
tetrahydrofolatu. Sulfonamidy kompetitivné blokuji konverzi pteridinu a p-

aminobenzoové kyseliny na kyselinu dihydrolistovou (Julak, 2006).

2.2.4.2 Rozdéleni antibiotik
Antibiotika rozdélujeme do skupin nejlépe podle chemické struktury, se kterou souvisi
fada spolecnych vlastnosti, jako je mechanizmus pusobeni, rezistence, spektrum nebo

nezadouci Gc¢inky.

Rozlisujeme 13  zakladnich skupin antibiotik:  beta-laktamy, tetracykliny,
aminoglykosidy, makrolidy, linkosamidy, amfenikoly, polypeptidova antibiotika,
glykopeptidova antibiotika, ansamycinova antibiotika, sulfonamidy a pyrimidiny,

nitroimidazoly a nitrofurany, chinolony a fluorochinolony a antituberkulotika

2.2.4.2.1 Beta-laktamy
Beta-laktamova antibiotika obsahuji ¢tyf¢lennou strukturu, ktera se sklada ze tfi atomu
uhliku a jednoho atomu dusiku, tzv. beta-laktamovy kruh. Rizné typy beta-laktamt se

1181 sloZenim dalSiho kruhu pfipojeného na beta-laktamovy cyklus.

Jejich plisobeni spociva v inhibici syntézy bakterialni stény. V bakterialni butice se vazi
na enzymy Ucastnici se tvorby peptidoglykanu, zdkladni sloZky bunécné stény. Tim

zastavi tvorbu peptidoglykanové vrstvy a podpoii uvolnéni autolytickych enzymu, které
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rozvolni jiz hotovou bunécnou sténu. Kone¢nym stadiem je rozpad bakteridlni buiiky,

jedna se tedy o baktericidni antibiotika.

Toxicita beta-laktamt je zanedbatelna, avSak vedlejsi G¢inky jsou cCasté. Jedna se
predevsim o alergické reakce, nejCastéji po ampicilinu. Tézké reakce typu

anafylaktického Soku se mohou objevit po podani penicilinu (Votava a kol. 2005).

Skupina beta-laktamovych antibiotik zahrnuje peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy,

monobaktamy a inhibitory beta-laktamaz (Benes, 2009).
1) PENICILINY

Peniciliny jsou vysoce ucinnd antibiotika s velmi nizkou toxicitou. Ziskavaji se
z kultury plisni rodu Penicillium, ktera produkuje kyselinu 6- aminopenicilanovou.
Beta-laktamovy kruh je konjugovan s péti¢lennym thiazolidinovym kruhem. Upravou
této struktury dostaneme rozmanité druhy penicilind, které se 1iSi Sitkou

antibakterialniho spektra a stabilitou vii¢i nizkému pH a vuci beta-laktamazam.
Z farmakologického hlediska se peniciliny dé€li na:

e zikladni (acidolabilni a acidostabilni)

e rezistentni vici stafylokokovym penicilindzam
e aminopeniciliny

e ureidopeniciliny

e karboxypeniciliny
Acidolabilni peniciliny

V zaludku jsou inaktivovany nizkym pH, proto se podavaji pouze parenteralné. Patii
sem benzylpenicilin (penicilin G). Spektrum zahrnuje grampozitivni koky i tyc¢inky,
gramnegativni koky a gramnegativni mikroby spiralovitého tvaru. Citlivé jsou i nékteré
gramnegativni ty¢inky. Ve formé draselné soli se podava intraven6zn€ u zavaznych
infekci. Prokain bezylpenicilin (prokain penicilin G) je Spatné rozpustna stl, ktera se

podava intramuskularné a béhem 24 hodin uvoliiuje benzylpenicilin.
Acidostabilni peniciliny

Radime sem phenoxymethylpenicilin  (penicilin V), ktery patii k nejcastgji
pfedepisovanym antibiotikim. Odolava nizkému pH zalude¢ni §tévy, a proto je
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ucinnym peroralnim penicilinovym preparatem. Jeho spektrum ucinku je totozné se

spektrem benzylpenicilinu.
Peniciliny rezistentni vici beta-laktamazam Staphylococcus aureus

Tyto peniciliny pisobi podobné jako benzylpenicilin, jejich ucinnost je ale zfetelné
niz§i. Odolévaji vSak uc¢inku stafylokokovych beta-laktamaz. Pouzivaji se u
stafylokokovych infekci a u smisSenych infekci stafylokokovych a streptokokovych.
Patfi sem oxacilin a methicilin. Bohuzel stale castéji se vyskytuji kmeny S. aureus na

tyto peniciliny rezistentni, tzv. MRSA.
Aminopeniciliny

Aminopeniciliny piisobi na $ir$i spektrum mikrobti nez piedchozi antibiotika. Uginkuji
na fadu gramnegativnich ty¢inek, pokud ovSem neprodukuji beta-laktamazy. Je mozné
je podavat peroralné a z nezadoucich Gcinkil se vyskytuji kozni vyrazky, ale nebyvaji
nijak zdvazné. Patii sem amoxicilin pouzivany peroralné napft. pti infekcich dolnich cest

dychaci a pfi mo€ovych infekcich a ampicilin, ktery se peroralné vstfebava hire.
Ureidopeniciliny

Jsou to Sirokospektra antibiotika podavana pouze parenteralné. Plsobi baktericidné, ale
jen na mnozici se bakterie. Patii sem azlocilin a piperacilin, které se jiz nevyrabé&ji.
Mezi pouzivané antibiotikum patii co-piperacilin, coz je kombinace piperacilinu

s inhibitorem beta-laktamaz tozobaktamem.
Karboxypeniciliny

Vlastnosti jsou podobné ureidopenicilintim. Radime k nim ticarcilin. K dispozici je také

jeho kombinace s kyselinou klavulanovou, co-ticarcilin (Votava a kol., 2005).

2) CEFALOSPORINY

Zaklad cefalosporinovych antibiotik tvoii kyselina 7 - aminocefalosporanova, ktera byla
izolovana z plisn¢ rodu Cephalosporium. Beta-laktamovy kruh je pfipojen na

Sesti¢lenny dihydrothiazinovy cyklus obsahujici atom siry.

Cefalosporiny inhibuji syntézu bunécné stény a maji baktericidni ucinek (Votava a kol.,

2005).
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Oproti penicilinim maji vyssi stabilitu vici beta-laktamazam. Maji Siroké spektrum
ucinku a nizkou toxicitu. Podle uCinnosti na grampozitivni a gramnegativni
mikroorganizmy a podle stability vic¢i beta-laktamazam se cefalosporiny d€li na pét
generaci (Benes§ 2009). Od I. do V. generace stoupa G¢innost na gramnegativni bakterie

a od L. do III. generace vyraznég klesa ti€innost na grampozitivni koky.
Cefalosporiny I. generace

Spektrem ucinku se podobaji ampicilinu. Lépe ucinkuji na gramnegativni bakterie rodu
Escherichia, Klebsiella a Proteus. Patii sem peroralné podavany cefalexin a cefadroxil.

InjekEné se v chirurgii uziva cefalotin nebo cefazolin.
Cefalosporiny I1. generace

Cefalosporiny II. generace jsou stabilnéjsi vici beta-laktamazam a jejich spektrum
ucinku je rozSifeno o dalSi gramnegativni tyCinky. Perordlné se velmi Casto pouziva

cefuroxim axetil a cefprozil. Injek¢éné se podava cefuroxim.
Cefalosporiny I11. generace

Jedna se o latky s vysokou Ucinnosti na gramnegativni bakterie. Perordlné podavany
cefixim vSak neplisobi na pseudomonady ani na stafylokoky. Injekéné se podava
cefotaxim a ceftriaxon. Ceftazidim a cefoperazon jsou pomérné spolehlivé U¢inné na
Pseudomonas aeruginosa. Cefoperazon se ¢asto pouziva v kombinaci se sulbaktamem

jako co-cefoperazon.
Cefalosporiny V. generace

Cefalosporiny IV. Generace jsou podavany pouze parenteraln€. Velmi rychle pronikaji
membranou gramnegativnich bakterii a jsou stabilni vii¢i beta-laktamazdm. Ve srovnéani
s ostatnimi cefalosporiny U¢inkuji i na grampozitivni bakterie. Patii sem napt. cefepim

(Votava a kol., 2005).
Cefalosporiny V. generace

Mezi cefalosporiny V. generace fadime ceftarolin fosamil. Jedna se o antibiotiku urcené
k parenteralnimu podani pro 1é¢bu akutnich bakterialnich infekci kiize a mékkych tkani

a komunitni bakteridlni pneumonie. Je u¢inny vic¢i grampozitivnim bakteriim vcetné
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kmenti MRSA i vici gramnegativnim bakteriim ¢eledi Enterobacteriaceae. Vysledny

efekt ceftarolinu je baktericidni (www.awmsg.org, medimoon.com).

3) KARBAPENEMY

-----

vyraznym postantibiotickym efektem. Plisobi na gramnegativni i grampozitivni bakterie
vcéetné¢ kmena produkujicich beta-laktamézy. Podéavaji se parenterdln¢ vzhledem ke

Spatné absorpci peroralné. Patfi sem imipenem, meropenem, a ertapenem.

4) MONOBAKTAMY

Monobaktamy patii mezi méné uzivana antibiotika. Baktericidni U¢inek maji pouze
proti aerobnim gramnegativnim bakteriim. Jedinym V klinické praxi pouzivanym

zastupcem této skupiny je aztreonam.

5) INHIBITORY BETA-LAKTAMAZ

Kyselina klavulanova, sulbaktam a tozobaktam maji podobnou chemickou strukturu
jako penicilin. Tyto latky jsou schopné ireverzibiln¢ obsadit aktivni centrum

bakterialnich beta-laktamaz a tim tyto enzymy inaktivovat (Benes 2009).

Kombinaci amoxicilinu s kyselinou klavulanovou ziskdme velmi u¢inny co-amoxicilin

a kombinaci ampicilinu se sulbaktamem ziskame co-ampicilin (Votava a kol., 2005).

2.2.4.2.2 Tetracykliny

Molekula tetracyklini obsahuje c¢tyfi SestiClenné kondenzované cykly. Jednotlivé
tetracykliny se od sebe lisi svymi farmakologickymi vlastnostmi, G¢inky a spektrum
jsou totozné. Mechanizmus pulsobeni tetracyklinli spocivd v inhibici proteosyntézy.
Vysledny ucinek je bakteriostaticky a jejich spektrum uc¢innosti je velmi Siroké, rada

beéznych bakterii je vSak jiz na tetracykliny rezistentni.

Vedlejsi ucinky jsou casté a projevuji se hlavné v gastrointestinalnim traktu. Nejcastéji
se jednd o prijem a nauzeu. Dale neptiznivé ovliviiuji tvorbu kosti a zplisobuji Zluté
zbarveni zubd, proto se nedoporucuji u t€hotnych zen a déti do 8 let (Votava a kol.,

2005).

Patii sem peroralné podavany doxycyklin, minocyklin a tigecyklin, ktery se podava

infuzni formou (Benes, 2009).
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2.2.4.2.3 Aminoglykosidy
Vétsinou se jedna o trisacharidy obsahujici neobvyklé aminocukry. Zakladem molekuly
je aminocyklitolovy kruh, coz je struktura odvozena od inositolu substituované¢ho

riznymi aminoskupinami. K tomuto kruhu jsou pak pfipojeny dal$i dva aminocukry.

Piisobi na ribozomy v zacatku bakterialni proteosyntézy a jejich ucinek je baktericidni.
Jejich antibakteridlni spektrum plisobi piedev§im na aerobni gramnegativni bakterie.
Utinkuji i na stafylokoky a né&které aminoglykosidy i na mykobakteria. S fadou
antibiotik vykazuji vyrazny synergicky efekt. NejCastéji se vyuziva jejich kombinace

s beta-laktamy.

Vzhledem k tomu, Zze se aminoglykosidy prakticky viibec nevstiebavaji ze stfeva, pii

1é¢be systémovych infekci musi byt podany parenteralng.

K nezadoucim ucinkiim patii nefrotoxicita, ototoxicita a neurotoxicita objevujici se pfi

dlouhodobé 1é¢bé.

Nejcastéji pouzivany je silné ototoxicky gentamycin a tobramycin dostupny ve formé
o¢nich kapek nebo roztoku k inhalaci. Méné¢ toxicky nez gentamycin je netilmicin. Dale
sem patii amikacin, isepamicin, streptomycin, konamycin, neomycin, spektinomycin a

paromomycin (Votava a kol., 2005).

2.2.4.2.4 Makrolidy
Jedna se o makrocyklické laktony, jejichz molekula obsahuje 14-16¢lenny kruh

vétSinou se dvéma méné obvyklymi cukry.

Mechanizmus tc¢inku spoc¢iva ve vazbé na ribozomalni RNA a nasledné inhibici

proteosyntézy, vysledny efekt je bakteriostaticky.

Erytromycin je zakladni makrolid I. generace izolovany z aktinomycety Streptomyces
erythreus. Jeho spektrum odpovida spektru penicilinu, tudiz zasahuje prevazné
grampozitivni mikroby, gramnegativni koky a spirochéty. VéEtSinou se podava peroralné
a dobfe pronikd do vSech buné¢k, tudiz miize zasdhnout i intracelularné ulozené
patogeny. Je celkem malo toxicky, ale obcas se mize vyskytnout nauzea a zvraceni. Po

del$im podavani se mlze projevit hepatotoxicky a ototoxicky.

Jako dalsi se pouzivaji spiramycin, roxitromycin, azitromycin a claritromycin.

Modifikaci molekuly erytromycinu lze ziskat novy typ antimikrobidlnich latek zvany
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ketolidy. Z ketolidti se pouziva telithromycin, ktery si zachovava u¢innost na bakterie

rezistentni na erytromycin.

2.2.4.2.5 Linkosamidy

Do této skupiny patii antibiotikum linkomycin. Je odvozen od aminokyseliny prolinu
substituovaného amidy a aminocukrem thiolinkosamidem. Vaze se na ribozomy,
inhibuje peptidyltransferdzu a brani tak vzniku peptidické vazby a prodluzovani
molekuly proteinu. Piisobi bakteriostaticky. Uginkuje na grampozitivni bakterie véetng

penicilinrezistentnich stafylokoki.

Je velmi malo toxicky a podéava se jak peroralné tak parenteralné. Z nezadoucich uc¢inkt
se objevuji reakce v misté aplikace, prijem, zvySeni jaternich testi a nckdy také
pseudomembrandzni kolitida zpisobena ptemnozenim Clostridium difficile, ktery je na

linkosamidy rezistentni.

Nahradou atomu vodiku v molekule linkomycinu chlorem vznika klindamycin, ktery
ma totozné spektrum a linkomycinem, ale ma odlisné farmakologické vlastnosti a

razantngj$i antibakterialni G¢inek.

2.2.4.2.6 Amfenikoly

Jediné u nas dostupné antibiotikum z této skupiny je chloramfenikol. Pivodné byl
izolovan ze Streptomyces venezuelae, dnes se jiz pfipravuje synteticky. Jeho molekula
obsahuje dva atomy chloru a nitrobenzenové jadro, které je pfic¢inou nckterych

toxickych ucink.

Mechanizmem puisobeni je blokace peptidyltransferazy a zamezeni vzniku peptidickych
vazeb. Spektrum chloramfenikolu je Siroké. Plsobi na aerobni i1 anaerobni
grampozitivni 1 gramnegativni bakterie, v€etné mykoplazmat, rickettsii a chlamydii.

Jeho ucinek je bakteriostaticky.

Je pomérné toxicky a proto se uplatiiuje jen jako antibiotikum druhé volby. Toxicky
ucinek chloramfenikolu mtze zpisobit tzv. Sedy syndrom u novorozencii, vzacné pak
poruchy kostni dien¢. Po delSim podavani dochazi k utlumu krvetvorby, nebo muze

dojit k idiosynkratické reakci na 1€k, ktera zpusobi aplastickou anémii.
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2.2.4.2.7 Polypeptidova antibiotika
Jedna se o rozvétvené cyklické polypeptidy. Mezi hlavni zastupce fadime polymyxiny.
Polymyxiny pusobi jako kationické detergenty a rozruSuji tak fosfolipidovou vrstvu

cytoplazmatické membrany, jejich ti¢inek je baktericidni.

Spektrum polypeptidovych antibiotik je spiSe uzsi, zasahuji jen gramnegativni bakterie.

Jsou vyrazné neurotoxické a Spatné difunduji tkdnémi.

Klinicky se uziva polymyxin E neboli kolistin podavany injekén€, peroralné i lokalng a
polymyxin B k lokalnimu pouziti. Dale sem fadime antituberkulotikum kapreomycin a

baktericidni antibiotikum bacitracin.

2.2.4.2.8 Glykopeptidova antibiotika

Chemicky se jednd o heptapeptidy s navazanou cukernou slozkou. Vyznacuji se
vyraznym antibakteridlnim, ptevazné baktericidnim ucinkem proti vétSiné aerobnich i
anaerobnich grampozitivnich mikroorganizmuti. Zasahuji do syntézy bakterialni stény

tim, Ze inhibuji tvorbu peptidoglykanu (Benes, 2009).

Ke glykopeptidim fadime dvé latky, a to vankomycin a teikoplanin. Vankomycin je
klasickym glykopeptidem pivodné izolovanym ze Streptomyces orientalis. Pasobi jen
na nékteré grampozitivni mikroorganizmy a na spirochéty. Toxicky pisobi na ucho
ledviny a CNS, vétsinou se podava jako infuze. Teikoplanin je smés nékolika latek
pfibuznych vankomycinu. Jeho spektrum ucinnosti je prakticky stejné jako u

vankomycinu, avsak je méné toxicky (Votava a kol., 2005).

2.2.4.2.9 Ansamycinova antibiotika

Ansamycinovd antibiotika jsou makrocyklické slouCeniny obsahujici systém
aromatickych kruhti. Pivodni slouceninou je rifamycin izolovany ze Streptomyces
mediterranei, klinicky se vSak pouzivaji jeho polysyntetické derivaty rifampicin a

rifabutin.

Mechanizmem puisobeni je inhibice proteosyntézy. Selektivné se vazou na bakterialni

RNA polymerazu a blokuji tak syntézu mRNA. Maji baktericidni u¢inek.

Rifampicin ma pomérné Siroké spektrum Gc¢innosti, podava se peroralné a dobie pronika
do vSech tkani. Ma& vysokou afinitu k plastim a proto je vhodny pii 1écbé infekci

Z kolonizovanych umélohmotnych implantatt.
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2.2.4.2.10 Sulfonamidy a pyrimidiny

Podle mechanizmu pusobeni se sulfonamidy fadi mezi antimetabolity. Maji podobnou
strukturu jako kyselina p-aminobenzoova, a proto Sni soutézi o aktivni misto na
enzymu, ktery katalyzuje reakci nezbytnou pro syntézu kyseliny tetrahydrolistové. Tato
sloucenina je nutna k syntéze purinli a pirimidinti a tim padem i k syntéze nukleovych

kyselin.

Spektrum plsobeni je velmi Siroké, plisobi na grampozitivni i na mnohé gramnegativni
bakterie, tcinek je bakteriostaticky. Nezddouci u¢inky jsou pomérné Casté, vyjimecné 1

zavazné. Samotné sulfonamidy se dnes jiz celkové nepodavayji.

Dalsi antimetabolit, trimethoprim, rovnéz zasahuje do syntézy kyseliny listové, ale
inhibuje jiny enzym. Spektrum je o néco $ir$i nez u sulfonamidi. Bézné se podava
v kombinaci se sulfonamidem sulfamethoxazolem jako co-trimoxazol. Tato kombinace
pusobi baktericidné. Podava se jak perordlné tak intravendzné a z nezadoucich Gcinki

se mohou vyskytnout gastrointestinalni a kozni problémy, nékdy i poruchy krvetvorby.

2.2.4.2.11 Nitroimidazoly a nitrofurany
Nitroimidazoly jsou derivaty imidazolu a fadime mezi né metronidazol a ornidazol.
V mikrobialni bufice ptisobi tak, Ze porusuji jeji DNA. U¢inkuji jen anaerobni bakterie a

vysledek je baktericidni.

Nitrofurany blokuji zahdjeni translace a tim potlacuji syntézu mikrobialnich bilkovin.
Jsou to bakteriostatickd antibiotika s pomérné Sirokym spektrem ¢inku, Spatné vSak
pronikaji do tkani a maji Casté nezadouci uCinky, jako je nauzea, zvraceni nebo

enantémy. Patii mezi né nitrofurantoin a nifuratel.

2.2.4.2.12  Chinolony a fluorochinolony
Jedna se o velkou skupinu syntetickych latek, jejichz mechanizmem w¢inku je inhibice
enzymu DNA-gyrazy, kterd odpovidd za Stépeni a opctovné spojeni fetézce DNA,

vysledny efekt je baktericidni.

Klasické chinolony maji uzké spektrum, které zahrnuje prakticky jen enterobakterie.
Spatné pronikaji do tkani, a proto se uplatiiuji jen v 16¢bé mocovych infekci. Patii sem

bakteriostaticka kyselina nalidixova a baktericidni kyselina oxolinova.
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Fluorochinolony maji spektrum pomérné Siroké, zaméfené spiSe na gramnegativni
mikroorganizmy. Dobie pronikaji do tkani, proto se pouzivaji k 1é¢bé systémovych
infekci. Z fluorochinolonii se u nas pouzivaji norfloxacin, pefloxacin, ciprofloxacin,

ofloxacin, levofloxacin a moxifloxacin.

Nezadouci ucinky jsou casté, ale ne pfiliS zavazné. VétSinou se tykaji
gastrointestinalniho traktu, dale se mohou vyskytnout neurologické¢ a hematologické

poruchy a postizeni kloubni chrupavky (Votava a kol., 2005).

2.24.2.13  Antituberkulotika

Jedna se o heterogenni skupinu latek urcenych k 1é€bé tuberkuldzy, lepry a dalSich
mykobakterioz. Patii k nim klasickd antibiotika streptomycin a makrocyklické
antibiotikum rifampicin, které ovliviwyji rust mykobakterii inhibici syntézy nukleovych
kyselin. Podobné¢ pisobi i antituberkulotika isoniazid, pyrazinamid, ethambutol a

dapson.

Pro 1é€bu mykobaterialnich infekci se antituberkulotika podavaji v riznych
kombinacich. U tuberkulézy se uziva klasickd kombinace isoniazid-rifampicin-

pyraziamid doplnéna streptomycinem nebo ethambutolem (Julak, 2006).

2.2.4.3 Racionalni antibioticka terapie
Antimikrobidlni 1é¢ba je vhodna jen u infekénich stavii a to v ptipadé, je-li piivodce

antimikrobialni latkou postiZitelny.

V klinické praxi je nejprve tieba odlisit fadu neinfekénich hore¢natych stavii. Horecka
tedy neni indikaci k nasazeni antibiotik, ale je indikaci k podrobnému vySetieni.

Vyjimky se tykaji jen pacientti v imunosupresi (Votava a kol., 2005).

Podavani antibiotik by vzdy mélo byt raciondlni. Idealni je cilend terapie, kdy zname
plvodce nemoci a jeho citlivost a miZzeme podle toho zvolit G¢inny piipravek. Pfi
cilené terapii se voli spiSe antibiotika s uzkym spektrem, kterd plsobi selektivné na

puvodce onemocnéni.

Nékdy je nutné podat antibiotika, aniz bychom znali ptivodce onemocnéni. V tomto
pfipad¢ se jedna o terapii empirickou, kterd vychazi z ptedpokladu, Ze urcité infek¢ni
onemocnéni je s jistou pravdépodobnosti vyvolano urcitym agens a Ze toto agens je

S jistou pravdépodobnosti citlivé na urcita antibiotika.
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K inicidlni terapii se pfistupuje v piipadech, kdy jde o zivot ohrozujici bakterialni
infekci, u niZ je nutné podat antibiotikum bez znalosti etiologie a nelze riskovat selhani.
Po odbéru hemokultur a dalSich potfebnych materiali se ihned zahaji 1écba
Sirokospektrym antibiotikem nebo kombinaci antibiotik, kterd pokryje vSechny
pravdépodobné patogeny. Po obdrzeni mikrobiologickych vysledkl se pocatecni 1écba

upravi tak, aby odpovidala pozadavkiim cilené terapie.

Pti vybéru vhodného antibiotika neni dulezitd pouze citlivost daného mikroba. Dulezity
je i celkovy stav nemocného, pfedpokladana farmakokinetika antibiotika v organizmu,
vyskyt alergickych reakci v anamnéze a soucasnd dal$i medikace. Dal§im dulezitym
faktem je lokalizace infekce v organizmu. Souhrn kritérii pro vybér nejvhodnéjsi

antibiotické 1é¢by je uveden v tab. 3.

Tab. 3 Kritéria pro vybér nejvhodnéjsi antibiotické 1é¢by (Benes, 2009)

Citlivost k antibiotikim
Vlastnosti mikroorganizmu | Produkce toxinQ

Chovani mikroba v organizmu

Zpisob ucinku
Vlastnosti antibiotika Distribuce a metabolizace v organizmu

Cena, dostupnost

Alergie a jiné pfiCiny nesnaSenlivosti 1€k

Vlastnosti Aktualni farmakokinetika
makroorganizmu Soucasné podavani dalsi 1é¢by
Stav imunity
Velikost
Vlastnosti loziska Lokalizace, ohrani¢enost vici okoli

Doba trvani a pfitomnost cizich téles

2.2.4.3.1 Nespravné uzivani antibiotik

Objev antibiotik znamenal zasadni zlom v boji S nakazlivymi nemocemi. Mnozstvi
antibiotik, ktera jsou kazdorotné podana lidem, se pocita na tuny. Piedepisuji je
prakticti 1ékafi, jsou poddvana lidem v nemocnicich. Jejich aplikace je 1écebnd i

preventivni. Zna¢né mnozstvi antibiotik se pouziva také v zemedé€lstvi (www.who.cz).
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Odolnost bakterii k antibiotikiim v dusledku nadbytecného a nespravného uzivani dnes
predstavuje redlnou hrozbu. Antibiotika jsou uzivana, kdyz to neni potieba, n¢kdy se
predepisuji chybné, podavaji se v nizkych nebo v pfrili§ vysokych davkéch, ptili§ dlouho
nebo pfili§ kratce. Nespravnym uzivanim se snizuje ucinnost antibiotik, protoze se

objevuji bakterie k antibiotikiim rezistentni (Levy, 2002).
Nejcastéjsi chyby pii volbé antibiotické 1écby:

e Podani antibiotika u neinfek¢nich stavii

e Podani antibiotika u béznych respiracnich infekci (vétSinou se jednd o banalni
virdzy)

e Podani antibiotika pied odbérem biologického materialu

e PredCasnd zména antibiotika

e Chybna vymeéna antibiotika (za latku téze skupiny)

e Zbytecné prodluzovani nebo zkraceni terapie

e Nizka davka antibiotika (riziko vzniku rezistentnich klonit)

e Podani dle vysledku citlivosti bez ohledu na farmakokinetiku

e Pouziti Sirokospektrého antibiotika tam, kde by stacil preparat s uzSim spektrem

e Pouziti injek¢éni formy tam, kde by stacila peroralni

e Davkovani bez ohledu na zménéné jaterni nebo ledvinové funkce (vysoké
nebezpeci toxicity)

e Pouziti kombinace antibiotik, kdyz by stacilo jedno

e Jen lokalni podani antibiotika, které 1ze davkovat celkové (riziko vzniku alergie
a rezistence)

e Neznalost situace, pokud jde o rezistenci

e Nedostatecny pocet mikrobiologickych vySetieni (¢asto z uspornych diivodl)

(Votava a kol., 2005)

Pfi nespravném uzivani antibiotika je mnohdy chyba na stran¢ pacientd. Nedodrzuji
pokyny lékate, zkracuji délku 1écby, berou nizs§i davky nebo neuZivaji antibiotika
Vv pfedepsanych casovych intervalech a tim pfispivaji ke vzniku rezistence. Vzniklé
rezistentni bakterie pak mohou pfedavat ostatnim a plivodni antibiotikum jiZ neni

ucinné (ecdc.europa.eu).
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2.2.5 Antibioticka rezistence

Antibioticka rezistence je schopnost mikroorganizmu odolavat pisobeni antimikrobialni
latky. Jedna se o adaptaci mikroorganizmu na prosttedi. Bakterie jsou rezistentni, pokud
uréita antibiotika ztratila schopnost tyto bakterie zabijet nebo zastavovat jejich rast

(ecdc.europa.eu).

Nékteré bakteridlni druhy jsou k ur€itym antibiotikim primarné (pfirozen¢) rezistentni.
Jedna se o schopnost bakteridlnich druhti odoldvat aktivit¢ antimikrobialnich latek diky
svym vrozenym strukturdlnim a funkénim vlastnostem. Mechanizmem pfirozené
rezistence muze byt necitlivost ¢i absence cilovych struktur, nepropustnost zevni
membrany, chromozomalné kodovany aktivni export antibiotika z buiiky nebo vrozena

produkce enzymu, které antibiotikum inaktivuji (amrls.cvm.msu.edu).

Sekundarni (ziskand) rezistence vznika u mikrobli piivodn¢ na dané antibiotikum
citlivych. K navozeni rezistence dochéazi bud’ rychle a pfimo nebo pomaleji a postupné.
Trvani rezistence je u n¢kterych antibiotik permanentni, dlouhodobé nebo miize mit jen

piechodny kratkodoby charakter (Buchta a kol., 2002).

., Vyskyt rezistentnich kmenii bakterii je bezpochyby vysledkem selekce spontdnnich
mutantii bakterii pod silnym selekcnim tlakem prostredi, ktery byl vytvoren Sirokym

pouzitim antibiotik ©“ (Hubacek, 1992).

2.2.5.1 Podstata vzniku rezistence
Rezistence vznika dvéma zakladnimi zpisoby, fenotypickou adaptaci a genetickymi

zmeénami.

Fenotypicka rezistence vznikd pfechodnym pfizpisobenim mikroba ke zménam jeho
vnitiniho a vngjsiho prostiedi. Rada mikrobti je zraniteln&j§i k ptisobeni antibiotik
v aktivni rastové fazi. Nekteré mikroorganizmy vyvijeji fenotypickou rezistenci ztratou

¢i zménou bunécné stény (Buchta a kol., 2002).

Genotypicka rezistence muze byt zplsobena mutaci nebo pienesenim genu pro

rezistenci pomoci plazmidu ¢i transpozonu (Votava a kol., 2005).

Ziskana chromozomadlni rezistence vznikd jako nasledek jedné ¢i vice mutaci na
bakterialnim chromozomu. VSechna antibiotika maji sva cilovd mista, Casto to jsou

proteiny s dilezitou funkci pro rust bufiky. Tyto proteiny jsou kodovany urcitymi geny.
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Interakce mezi antibiotikem a zdsahovym mistem je specifickd a zména jen jedné baze
genu muize toto misto pozmenit tak, ze antibiotikum neni schopné se na néj navazat a
pusobit tak na bakteridlni buiiku, kterd se stava k tomuto antibiotiku rezistentni

(Schindler, 2010).

Extrachromozomalni rezistence spociva v pfevzeti genetického materidlu od
rezistentnich bakteridlnich bunék prostiednictvim R-plazmidi, coz jsou malé kruhové
molekuly DNA schopné replikace a piirozen¢ se vyskytuji v cytoplazmé bakterii.
Plazmidova DNA nese genetické determinanty rezistence a umoziuje jejich pfenos
mezi riznymi kmeny bakterii. Celé plazmidy nebo jejich ¢asti mohou byt vloZeny do

bakterialniho chromozomu pomoci inzer¢nich sekvenci.

Geny pro rezistenci jsou ¢asto inkorporovany do traspozont, coz jsou elementy majici
schopnost translokace z plazmidu do chromozomu i mezi plazmidy navzajem (Hubacek,
1992).

2.2.5.2 Mechanizmy vzniku rezistence
Mechanizmy rezistence bakterialnich bun€k vici antimikrobialnim latkam 1ze rozdélit

do ctyt typt.

1. ZhorSeny prinik antibiotika sténou do bakterialni buiiky.
Pronikani antibiotika z okoli do bakteridlni buiiky zavisi na vlastnostech jejiho
obalu. Silnou sténou grampozitivnich bakterii vétSina antibiotik dobfe penetruje.
U gramnegativnich bakterii zavisi schopnost penetrace na vlastnostech
antibiotika. Hydrofobni antibiotika pronikajici do buniky pfimo lipidovou
dvojvrstvou vnéjSi membrany mohou byt mechanicky odstinéna zvySenou
hustotou polarnich polysacharidovych fetézct lipopolysacharidi. Hydrofilni
antibiotika mohou do bunky proniknout pouze kanalky porinti zaclenénych do
membrany. Snizenim hustoty porini nebo zménami jejich propustnosti mize
bakterie omezit pronikani antibiotika do bunky (Julak, 2006).

2. Aktivni exkrece antibiotika z bakterialni bunky.
Aktivni exkrece antibiotika je spojena s produkci transmembranovych proteinti v
bakteridlni buiice. Nékteré transmembranové proteiny jsou Uzce specifické vuci
transportovanému antibiotiku, jiné jsou schopné z buniky odstranovat celou fadu

antibiotik a jsou tak odpovédné za multirezistenci. Aktivni exkrece antibiotika je

vvvvvv
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3. Zména cilové molekuly.
Jednd se o modifikaci receptorii, cilového mista plsobeni antibiotika nebo
metabolické drahy, kterou antibiotikum blokuje. U grampozitivnich bakterii se
tento typ mechanizmu uplatfiuje pii rezistenci k beta-laktamovym antibiotiktiim a
glykopeptidim.

4. Inaktivace nebo modifikace antibiotika, nejCastéji enzymaticky.
Typickym piikladem inaktiva¢nich enzymu jsou beta-laktamazy bakterii
kédované na R-plazmidech. Jejich Géinek spociva v interakci s p-laktamovym
antibiotikem, hydrolyze jeho p-laktamového kruhu a ztrat¢ schopnosti
antibiotika vazat se na cilova mista v bakterialni bunétné sténé (Dolejska 2008,

Julak, 2006, Votava a kol., 2005).

V nékterych piipadech se milize stat, ze jsou mikroorganizmy schopné pfezivat v tkanich
za pritomnosti antibiotika, ackoli in vitro vykazuji vic¢i danému antibiotiku citlivost.
Tento jev se oznacuje jako perzistence. Je to zpisobeno tim, Ze mikrob muiZze pfezivat
v bunikach, do kterych antibiotikum nepronika, napt. v makrofazich, nebo se jedna o
bakterie, které rostou v biofilmu, a odolavaji tak béznym davkam antibiotika (Buchta a

kol., 2002, Votava a kol., 2005).

2.2.5.3 Multirezistence

Kmeny bakterii rezistentni k vice nez dvéma antibiotikim se oznacuji jako
multirezistentni. Bakterie mohou byt soucasné rezistentni k pfibuznym antibiotiktim, ale
i k antibiotiklim s odlisnou chemickou strukturou. U piibuznych antibiotik jde obvykle
0 jeden mechanizmus vzniku, ale pii rezistenci k antibiotikim s odlisnou chemickou
strukturou jde o rizné mechanizmy zapfi¢inéné riznymi zodpovédnymi geny.
Multirezistence Casto vznika ziskem genl z plazmidi nebo transpozond (Shindler,

2008).

Mezi Casté multirezistentni bakterie patii methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
(MRSA), vankomycin-rezistentni enterokoky (VRE), Enterobacteriaceae produkujici
Sirokospektrou beta-laktamazu (ESBL), multirezistentni Pseudomonas aeruginosa a

Clostridium difficile.

Problém multirezistence spociva v omezenych moznostech, které zbyvaji pro lécbu

pacientd infikovanych multirezistentnimi mikroorganizmy (ecdc.europa.eu).
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2.2.6 Vysetieni antimikrobialni citlivosti
Vysetfeni citlivosti bakterii se provadi za ucelem zjistit, zda je mikrob na dané
antibiotikum citlivy a do jaké miry. Metody pouZzivané pro stanoveni citlivosti mohou

byt kvalitativni nebo kvantitativni (Bednat a kol., 1996).

Kvantitativné je citlivost pfimo vyjadfena minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC), coz

fv v

cvwr

hodin usmrti 99,9 % ptvodni populace mikrobui (Votava a kol., 2007).

Stanoveni MIC se v diagnostické laboratofi pouziva predevSim pro stanoveni rezistence
mikrobl na soucasna antibiotika, casto se vSak také vyuziva pro vyzkumné ucely pii

stanovendi in vitro aktivity novych antimikrobialnich latek (Andrews, 2001).

Mezi metody pouzivané pro stanoveni antimikrobidlni citlivosti patfi difuzni diskovy

test, bujonovy mikrodilu¢ni test, diluéni test v agaru a E-test (Bednaf a kol., 1996).

2.2.6.1 Difazni diskovy test

Difuzni diskovy test je jednim z nejstarSich postupil testovani antimikrobidlni citlivosti
a stale zustava jednou z nejvice pouzivanych rutinnich metod v mikrobiologickych
laboratotfich. Tato metoda je vhodna pro testovani vétSiny bakteridlnich patogeni a
antimikrobidlnich latek a nevyZaduje Zadné specidlni vybaveni. Jedna se o
reprodukovatelny a piesny zpusob stanoveni antimikrobialni citlivosti (Matuschek a
kol., 2013).

Test se provadi na Mueller-Hinton agaru, nalitétm na Petriho misku do vrstvy o
standardni tlouStce a o standardnim pH v rozmezi 7,2-7,4. K testovani se pouzivaji

antibiotické disky dodavané provétenym vyrobcem.

Do fyziologického roztoku se pfipravi suspenze bakterii a sterilnim vatovym tamponem
se naockuje rovnomérnym rozetfenim po celém povrchu plotny. Na naockovanou
plotnu se ptiloZi 6 riznych diski s pfedepsanym mnoZstvim antibiotika. Inkubuje se 18-
24 hodin a poté se zmé&i priméry inhibi¢nich zon (Obr. 1) a interpretuji vysledky

(Bednaf a kol., 1996).
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Jedna se o kvalitativni test a jeho cilem je zafadit vySetfovany kmen do pfislusné

kategorie citlivosti k testovanému antibiotiku. EUCAST uvadi 3 kategorie citlivosti.

1. Kmen klinicky citlivy — aktivita antibiotika poskytuje vysokou pravdépodobnost
1écby

2. Kmen klinicky intermedialné rezistentni — Gspéch 1é¢by antibiotikem s danou
aktivitou je nejisty

3. Kmen Kklinicky rezistentni — aktivita antibiotika poskytuje vysokou

pravdépodobnost selhani 1éCby

Interpretace vysledkti do kategorii citlivosti vyzaduje uziti tzv. klinickych breakpointti
antibiotik neboli hrani¢nich koncentraci nebo meznich hodnot. U diftzniho diskového
testu jsou breakpointy vyjadieny primérem inhibi¢nich zén v mm (Urbaskova a kol.,

2010).

Obr. 1 Diftizni diskovy test (Votava a kol., 2007)

2.2.6.2 Bujonovy mikrodilu¢ni test
Bujonovy test se provadi v mikrotitracnich destickach s dvanacti sloupci a osmi fadami
jamek. Pro jedno antibiotikum se pouziva 8 koncentraci dosazenych dvojnasobnym

fedénim zakladniho roztoku antibiotika.

Do kazdé jamky se napipetuje 200 pl bujonu s prislusnou koncentraci antibiotika a
ockuje se 10 - 20 pl suspenze bakterii o koncentraci 108 v 1 ml. Po inkubaci se odecita
narust bakterii a porovnava se s kontrolou (Obr. 2). Minimalni inhibi¢ni koncentrace je

V prvni jamce bez znamek viditelného rustu (Bednai a kol., 1996).
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Obr. 2 Bujonovy mikrodilucni test (old.1f3.cuni.cz)

2.2.6.3 Dilucni test v agaru

Na Petriho misky se nalije standardni objem agarové pidy s riznou koncentraci
antibiotika. Poté se na plotnu bodoveé naockuje 30-40 kment bakterii a po inkubaci se
odecita rast ve formé uzaviené kolonie. Plotna, kde jiz neni pozorovan riist, obsahuje
MIC antibiotika. Jedna se o referen¢ni metodu, je pfesnéjsi nez ostatni a 1épe stanovuje
zastavu rlstu, ale je velmi pracnd a ekonomicky naro¢nd, proto se pro bézné vysetiovani

citlivosti kmenti pfili§ nepouziva.

2.2.6.4 E-test

E-test je modifikaci difizniho diskového testu. Jedna se o gradientovou difuzni metodu
pro stanoveni MIC na agarové plotné. Na agar naokovany suspenzi bakterii se pfilozi
kalibrovany prouzek obsahujici diskontinualni gradient koncentraci antibiotika. Podél
prouzku se difuzi vytvaii kontinualni gradient a inhibuje rast bakterii. Na prouzku je
vyznacena stupnice s hodnotami MIC. Inhibi¢ni zéna mé vejcity tvar a v misté, kde
ostfejsi konec protina E-testovy prouzek, se odecita hodnota MIC (Obr. 3) (Bednat a
kol., 1996).

Tato metoda je kvantitativni a interpretace je provadéna pomoci klinickych breakpointt
antibiotik stanovenych systémy CLSI nebo EUCAST. Klinické breakpointy jsou
vyjadieny hodnotou MIC v mg/1 (Urbaskova a kol., 2010).
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Obr. 3 E-test (Baker a kol., 1991)

2.2.6.5 Automatizované systémy testovani antimikrobialni citlivosti

Za ucelem omezeni vzniku technickych chyb a snizeni dlouhé doby pfipravy a testovani
vzorkd bylo vyvinuto n€kolik automatizovanych systému pro testovani antimikrobidlni
citlivosti. Patfi mezi né napt. Vitek 2 systém od francouzské firmy bioMérieux (Obr. 4),

Micronaut od némecké firmy Merlin nebo Phoenix od americké firmy BD Biosciences.

Tyto systémy poskytuji automatické ockovani, odecitani a interpretaci. Jsou rychlé a
pohodIné, ale jednim z hlavnich omezeni je pofizovaci cena a naklady spojené

S provozem a udrzbou strojniho zafizeni (amrls.cvm.msu.edu).

VAT

\\\“\\\W\\\\\ -

-, e . e .e -

Obr. 4 Vitek 2 systém (www.biomerieuxconnection.com)
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Testované kmeny bakterii
K otestovani antimikrobialnich latek pomoci bujonové mikrodiluéni metody byly

pouzity suspenze nasledujicich bakteridlnich kment.
Staphylococcus aureus SA CCM4516/08

Staphylococcus aureus - methicillin rezistentni MRSA H 5996/08
Staphylococcus epidermidis SE H6966/08

Enterococcus faecalis EF J 14365/08

Esherichia coli EC CCM 4517

Klebsiella pneumoniae KP D 11750/08

Klebsiella pneumoniae ESBL pozitivni KP ESBL J 14368/08
Pseudomonas aeruginosa PA CCM 1961

3.1.2 Testované latky
K otestovani jsem méla Kk dispozici latky syntetizované na Katedie farmaceutické
chemie a kontroly 1é¢iv Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Celkem bylo

otestovano 52 latek v nasledujicich koncentracich:
500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,813; 3,906; 1,953; 0,977 2 0,488 pmol.I"*

Testované latky byly podle zakladni spole¢né chemické struktury rozdéleny na 6

skupin.
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1. Derivaty 3-aminopyrazin-2-karboxamidu (LS 02 - LS 09, OJ 26 - OJ 28)

Zadavatel: prof. Dolezal M., Mgr. Semelkova L.

Tab. 4 Strukturni vzorce a udaje o molekulové hmotnosti a navazce latek LS 02 - LS 09

KOD

VZOREC

MW

NAVAZKA

LS 02

0]

v M e
| N NH
[/jf\/c"'s

N NH

N-methyl-3-(methylamino)pyrazin-2-karboxamid

166,18

6,7 mg

LS 03

O

I
[N\ NH > CH,

P
N NH O CH,

N-ethyl-3-(ethylamino)pyrazin-2-karboxamid

194,24

8,2 mg

LS 04

N-propyl-3-(propylamino)pyrazin-2-karboxamid

222,29

9,1 mg

LS 05

0]
|
N/ OGN

NH CHj

N-butyl-3-(butylamino)pyrazin-2-karboxamid

250,35

10,6 mg

LS 06

9)
M
| X NH
[I\/\/\/CHs
NH

N-pentyl-3-(pentylamino)pyrazin-2-karboxamid

278,40

11,5 mg
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LS 07 306,45 13,0 mg
N CH,
N-hexyl-3-(hexylamino)pyrazin-2-karboxamid
¢}
|| /\/\/\/CH3
| N NH
LS 08 P e _CHg 334,51 15,5 mg
N NH
N-heptyl-3-(heptylamino)pyrazin-2-karboxamid
0
N || /\/\/\/\
X NH CH,4
LS 09 | 362,52 16,1 mg
N7 OSNH TN Sy,

N-oktyl-3-(oktylamino)pyrazin-2-karboxamid

Zadavatel: prof. DoleZal M., Mgr. Jand'ourek O.

Tab. 5 Strukturni vzorce a idaje o molekulové hmotnosti a navazce latek OJ 26 - OJ 28

KOD VZOREC MW | NAVAZKA
o
0126 [ :[ 208,22 8,1 mg
CONH,
3-(morfolin-4-yl)pyrazin-2-karboxamid
//\ CH3
027 [ :[ 22126  94mg
CONH,
3-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrazin-2-karboxamid
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0J 28

K\NH
Ny N\)
(L

CONH,

3-(piperazin-1-yl)pyrazin-2-karboxamid

207,23

8,7 mg

2. Derivaty 3-chlorpyrazin-2-karboxamidu (LSMP 02 - LSMP 09)

Zadavatel: prof. Dolezal M., Mgr. Semelkova L.

Tab. 6 Strukturni vzorce a tdaje o molekulové hmotnosti a navazce latek LSMP 02 -

LSMP 09
KOD VZOREC MW | NAVAZKA
o)
N H _CH,4
X NH
LSMP 02 | 171,58 6,8 mg
Z
N Cl
3-chloro-N-methylpyrazin-2-karboxamid
0
.
XN NH > CH,
LSMP 03 | 185,61 7,3mg
=
N Cl
3-chloro-N-ethylpyrazin-2-karboxamid
0
N H CH
X NH N8
LSMP 04 | P 199,64 7,9 mg
N Cl
3-chloro-N-propylpyrazin-2-karboxamid
o)
.
X NH S e,
LSMP 05 | _ 213,66 8,6 mg
N Cl
N-butyl-3-chloropyrazin-2-karboxamid
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LSMP 06

O

N | A _~_CHa
(L
bz
cl

N

3-chloro-N-pentylpyrazin-2-karboxamid

227,69

9,3 mg

LSMP 07

3-chloro-N-hexylpyrazin-2-karboxamid

241,72

9,6 mg

LSMP 08

@]
I

N NS
(L
Z

N Cl

3-chloro-N-heptylpyrazin-2-karboxamid

255,75

10,1 mg

LSMP 09

O
I

N
(S
Z

N Cl

3-chloro-N-oktylpyrazin-2-karboxamid

269,77

10,6 mg
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3. Derivaty N-benzyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidu (LS 24 - LS 34)

Zadavatel: prof. Dolezal M., Mgr. Semelkova L.

Tab. 7 Strukturni vzorce a tidaje o molekulové hmotnosti a navazce latek LS 24 - LS 30

aLS32-LS34

KOD VZOREC MW | NAVAZKA

@)

-
AN NH
247,68 12,2 mg
/
N Cl

N-benzyl-3-chloropyrazin-2-karboxamid

LS 24

/_\

0 OCH,

o
| A NH
LS 25 [ /jf\ /\@ 307,73 12,8 mg
N~ OCH,

3-chloro-N-(2,4-dimethoxybenzyl)pyrazin-2-

karboxamid

O

-
X NH

LS 26 | _ 277,71 13,0 mg
N Cl OCH,

3-chloro-N-(4-methoxybenzyl)pyrazin-2-
karboxamid

O

N
AN NH
LS 27 | 282,12 11,9 mg
bz
N Cl Cl

3-chloro-N-(4-chlorobenzyl)pyrazin-2-karboxamid

Cl

O
]
AN NH
LS 28 [ I\ 316,57 14,0 mg
=
N Cl

Cl




3-chloro-N-(2,4-dichlorobenzyl)pyrazin-2-
karboxamid

O

N CFj,
[ jf\NH/\©/
/
N cl

LS 29 315,68 12,8 mg
3-chloro-N-[3-(trifluoromethyl)benzyl]pyrazin-2-
karboxamid
0
.
N NH
LS 30 | 265,67 10,9 mg
Z
N cl F
3-chloro-N-(4-fluorobenzyl)pyrazin-2-karboxamid
o) F
v
X NH
LS 32 [ I\ 265,67 14,2 mg
7
N Cl
3-chloro-N-(2-fluorobenzyl)pyrazin-2-karboxamid
0
N o
X NH
LS 33 [ I\ /\©i 316,57 13,2 mg
Z
N Cl Cl
3-chloro-N-(3,4-dichlorobenzyl)pyrazin-2-
karboxamid
0
N o
X NH
LS 34 [ I\ /\©/ 282,12 11,8 mg
Z
N Cl

3-chloro-N-(3-chlorobenzyl)pyrazin-2-karboxamid




4. Derivaty 3-amino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidu (OJ 110 - OJ 119)
Zadavatel: prof. Dolezal M., Mgr. Jand’ourek O.

Tab. 8 Strukturni vzorce a idaje o molekulové hmotnosti a navazce latek OJ 110 - OJ
119

KOD VZOREC MW | NAVAZKA
(@)

N
~N NH
OJ 110 | 270,34 11,1 mg
Z
N NH

|
CsHy

N-benzyl-3-(propylamino)pyrazin-2-karboxamid
o)

N
~N NH
0J 111 | 284,36 11,3 mg
N/ H

N

|
CuHg

N-benzyl-3-(butylamino)pyrazin-2-karboxamid

0
v
AN NH
0J 112 [ I\ /\O 298,39 11,8 mg
P
N l\llH

CsHyq

N-benzyl-3-(pentylamino)pyrazin-2-karboxamid

0
v
~N NH
0J 113 [ I\ /\O 312,42 12,7 mg
=
N |\|1H

CeHi3

N-benzyl-3-(hexylamino)pyrazin-2-karboxamid




0J 114

O

N
[ \jf\NH/\O
/
N ITIH
CsHis

N-benzyl-3-(heptylamino)pyrazin-2-karboxamid

326,44

13,4 mg

0OJ 115

O]
I

N
[ \jf\NH/\O
/
N |\||H
CgH17

N-benzyl-3-(oktylamino)pyrazin-2-karboxamid

340,23

13,6 mg

OJ 116

O
v
(L0
=
N NH

N-benzyl-3-(cyklohexylamino)pyrazin-2-
karboxamid

310,18

12,3 mg

0J 117

O
o
(L0
=
N NH

N-benzyl-3-(cyklopentylamino)pyrazin-2-
karboxamid

296,37

12,1 mg
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O
o
(L0
Z
N NH

324,43 12,9 mg

N-benzyl-3-(cykloheptylamino)pyrazin-2-
karboxamid

LG
O

0OJ 118

0J 119 318,38 12,7 mg

N-benzyl-3-(benzylamino)pyrazine-2-karboxamid

5. Derivaty N-benzylpyrazin-2-aminu (OJMB 1 - OJMB 10)
Zadavatel: prof. Dolezal M., Mgr. Jand’ourek O.

Tab. 9 Strukturni vzorce a tidaje o molekulové hmotnosti a navazce latek OJIMB 1 -
OJMB 10

KOD VZOREC MW | NAVAZKA

N
[
_
OJMB 1 N~ °NH 199,26 7,9 mg

N-(4-methylbenzyl)pyrazin-2-amin

N
[ ’
_
OJMB 2 N™  °NH 219,67 8,7 mg

N-(4-chlorobenzyl)pyrazin-2-amin
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(O

OJMB 3 254,11 11,1 mg
N-(3,4-dichlorobenzyl)pyrazin-2-amin
N
(.
Z
OJMB 4 N NH 253,23 11,3 mg
CF4
N-[3-(trifluoromethyl)benzyl]pyrazin-2-amin
N
[ X
Z
OJMB 5 N NH 219,67 8,5 mg
Cl
N-(3-chlorobenzyl)pyrazin-2-amin
N
[ X
Z
OJMB 6 N NH CF4 253,23 10,2 mg
N-[4-(trifluoromethyl)benzyl]pyrazin-2-amin
N
[ AN
Z
OJMB 7 N NH 185,23 7,5mg
N-benzylpyrazin-2-amin
N
[ AN
Z
OJMB 8 N NH 219,67 9,0 mg

Cl

N-(2-chlorobenzyl)pyrazin-2-amin
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N
[\j\
/
N NH

N-(2-fluorobenzyl)pyrazin-2-amin

OJMB 9 203,22 8,0 mg

F

N
[ X
P
oJMB N NH F 203,22 8,2 mg

10

N-(4-fluorobenzyl)pyrazin-2-amin

6. Derivaty 5-amino-6-methylpyrazin-2,3-dikarbonitrilu (OJ 5, 0J 13, OJ 17)
Zadavatel: prof. Dolezal M., Mgr. Jand’ourek O.

Tab. 10 Strukturni vzorce a udaje o molekulové hmotnosti a navazce latek OJ 5, 0J 13 a

0J 17

KOD VZOREC MW | NAVAZKA

NC. _N._ _NH CF,
AN
0J5 I I \Q/ 371,24 15,2 mg
_—
NC” N7 cH,
CF,

5-{[3,5-bis(trifluoromethyl)fenyl]Jamino}-6-
methylpyrazin-2,3-dikarbonitril

NC N N\)
T
Z
0J13 e S e, 242,28 | 9,9mg

5-methyl-6-(4-methylpiperazin-1-yl)pyrazin-2,3-
dikarbonitril
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0J 17

NH

NC N N\)
I \ji
/
NC N CHj

5-methyl-6-(piperazin-1-yl)pyrazin-2,3-
dikarbonitril

228,25

9,3 mg

3.2 Metodika
Pomiicky:

Sterilni mikrotitracni desticky s vicky
Mikropipety

Sterilni Spicky

12ti jamkovy rezervoar na médium
Sterilni zkumavky

Stojanky na zkumavky

Ockovaci klicky

Piistroje:

Laminarni box
Termostat
Denzitometr

Vortex

Chemikalie:

Mueller-Hinton bujon (MHB)
Dimetylsufoxid (DMSO)

Sterilni voda
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Pracovni postup:
Pracovni postup se skladé z nasledujicich krokd:

Ptiprava suspenzi testovanych kment bakterii
Ptiprava fedici fady testované latky
Pipetovani do desticky

Inkubace

o &~ w0 DN e

Vyhodnoceni
Ptiprava suspenzi testovanych kment bakterii:

Ptipravime si 8 sterilnich zkumavek, popiSeme je zkratkami testovacich bakteridlnich
kmeni a do kazdé zkumavky napipetujeme 3 ml sterilni vody. Z kultury bakterii
narostlych na zivném agaru odebereme malou cast kolonie a resuspendujeme ji do
sterilni vody v pfislusné zkumavce. Diikladné¢ promichdme na vortexu a nékolikrat

zmétime hustotu suspenze, kterd by méla byt 0,5 stupni McFarlanda.
Ptiprava fedici fady testované latky:

Testovana latka byla dodana spolecné s informaci o navazce a molekulové hmotnosti.
Navazku rozpustime v piislusSném objemu DMSO, aby prvni testovana koncentrace byla
500 j,tmol.l'1 a zéaroven koncentrace DMSO v jamce nepiesahla 1 %. K vypoctu

potiebného objemu DMSO pouzijeme nésledujici vzorec.

m. 10° (prevod na pl)

VDMSO = =X j.,ll DMSO

c.M.100 (zakoncentrovdni)
m.....navazka (g)
c.....1. testovana koncentrace=500 pmol.I""=0,0005 mol.I"*

M.....molarni hmotnost

Koncentrace DMSO Vv jamce nesmi ptesdhnout 1 %, proto pii ptipravé pracovniho
roztoku piidame k ristovému médiu jen 1 % latky rozpusténé v DMSO, z toho diivodu

musime pfipravit latku 100x koncentrované;si.

Obsah zkumavky promichame na vortexu. Pokud se latka rozpusti, nebo vytvofi

homogenni suspenzi, pfistoupime k dal§Simu kroku. Jestlize se vSak latka vysrazi nebo
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nerozpusti, pfiddme 2. piipadné¢ 3. ekvivalent rozpoustédla. Kazdym piridanim

ekvivalentu rozpoustédla posuneme 1. testovanou koncentraci o jedno fedéni dozadu.

V dal$im kroku si pfipravime sterilni zkumavku, oznac¢ime ji ¢islem 1, napipetujeme do
ni 1,98 ml ristového média a poté piidame 20 pl rozpusténé testované latky. Dikladné
promichdme na vortexu. Pokud se latka v rastovém médiu nevysrazi, piistoupime
k dalsimu kroku. V pfipadé vysrazeni ptidame 2. pfipadné 3. ekvivalent ristového
média. Kazdym pfidanim ekvivalentu ristového média se posouva 1. testovana
koncentrace o jedno fedéni dozadu. Timto ziskame pracovni roztok 1. testované
koncentrace, ktery steriln€ pfemistime do 1. jamky 12ti jamkového rezervoaru.
Informace o rozpusténi v DMSO/MH zaznamename do ptislusného protokolu (Tab. 11-

Tab. 17)

Tab. 11 Ptiprava testovaciho média a fedéni testovanych latek LS 02 - LS 09

LATKA ROZPOUSTENI FINALNI ROZTOK (REDENI)
KOD X =navazka (mg) | vysl | X (ul) + Y vysl Max. koncent. latky
+ DMSO (ul) (médium, ml) umol.I'*/ DMSO
LS 02 6,7 + 806,4 + 20+ 1,98 + 500
LS 03 8,2 +844,3 + 20+ 1,98 + 500
LS 04 9,1+ 818,8 + 20+ 1,98 + 500
LS 05 10,6 + 846,8 + 20+ 1,98 Zakal 500
LS 06 11,5+ 826,1 + 20+ 1,98 Zakal! 500
LS 07 13,0+ 848,4 + 20+1,98 Zakal! 500
LS 08 15,5 + 926,7 + 20+1,98 Zakal! 500
LS 09 16,1 + 888,1 + 20+ 1,98 Zakal! 500
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Tab. 12 Ptiprava testovaciho média a fedéni testovanych latek OJ 26 - OJ 27

LATKA ROZPOUSTENI FINALNI ROZTOK (REDENI)
KOD X = navazka (mg) | vysl | X (ul) + Y | vysl | Max. koncent. latky
+ DMSO (ul) (médium, ml) umol.I*/ DMSO
0J 26 8,1+778,0 + 20 + 1,98 + 500
0J 27 9,4 + 849,7 + 20 + 1,98 + 500
0J 28 8,7 +839,6 - 20 + 1,98 + 250
+ 839,6 +

Tab. 13 Ptiprava testovaciho média a fedéni testovanych latek LSMP 02 - LSMP 09

LATKA ROZPOUSTENI FINALNI ROZTOK (REDENI)
KOD X =navazka (mg) | vysl | X (ul) + Y | vysl | Max. koncent. latky
+ DMSO (ul) (médium, ml) umol.I'*/ DMSO
LSMP 02 6,8 +792,6 + 20 +1,98 + 500
LSMP 03 7,3+ 786,6 + 20+ 1,98 + 500
LSMP 04 79+791,4 + 20 +1,98 + 500
LSMP 05 8,6 + 805,0 + 20 +1,98 + 500
LSMP 06 9,3+816,9 + 20+ 1,98 + 500
LSMP 07 9,6 +794,3 + 20 +1,98 + 500
LSMP 08 10,1 + 789,8 + 20 +1,98 + 500
LSMP 09 10,6 + 785,9 + 20+ 1,98 + 500
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Tab. 14 Piiprava testovaciho média a fedéni testovanych latek LS 24 - LS 30 a LS 32 -
LS 34

LATKA ROZPOUSTENI FINALNI ROZTOK (REDENI)
KOD | X =navazka (mg) | vysl [ X (ul) + Y| wvysl | Max. koncent. latky
+ DMSO (ul) (médium, ml) pumol.I*/ DMSO
LS 24 12,2 + 985,1 + 20+ 1,98 + 500
LS 25 12,8 +831,9 + 20+ 1,98 + 500
LS 26 13,0 + 936,2 + 20+ 1,98 + 500
LS 27 11,9 + 843,6 + 20+ 1,98 + 500
LS 28 14,0 + 884,5 + 20+ 1,98 Zakal 500
LS 29 12,8 + 810,9 + 20+ 1,98 + 500
LS 30 10,9 + 820,6 + 20+ 1,98 + 500
LS 32 14,2 + 1069,0 + 20 + 1,98 + 500
LS 33 13,2 + 833,9 + 20+ 1,98 Zakal 500
LS 34 11,8 + 836,5 + 20 + 1,98 + 500

Tab. 15 Ptiprava testovaciho média a fedéni testovanych latek OJ 110 - OJ 119

LATKA ROZPOUSTENI FINALNI ROZTOK (REDENI)
KOD | X =navazka (mg) | vysl | X (ul) + Y| wvysl | Max. koncent. latky
+ DMSO (ul) (médium, ml) umol.I"'/ DMSO
0J 110 11,1 +821,2 + 20+ 1,98 Zékal 500
0J111 11,3+ 794,8 + 20+ 1,98 Zakal 500
0J 112 11,8 +790,9 + 20+ 1,98 Zakal 500
0J 113 12,7 + 813,0 + 20+ 1,98 Zakal 500
0J 114 13,4 +821,0 + 20+ 1,98 Zakal 500
0J 115 13,6 + 799,5 + 20+ 1,98 Zakal 500
0J 116 12,3 +793,1 + 20+ 1,98 Zakal 500
0J 117 12,1 +816,5 + 20+ 1,98 Zakal 500
0J 118 12,9+ 795,2 + 20+ 1,98 Zékal 500
0J 119 12,7+ 797,8 + 20+ 1,98 Zakal 500
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Tab. 16 Piprava testovaciho média a fedéni testovanych latek OJMB 1 - OJMB 10

LATKA ROZPOUSTENI FINALNI ROZTOK (REDENI)
KOD X =navazka (mg) | vysl | X (ul) + Y | vysl | Max. koncent. latky
+ DMSO (pl) (médium, ml) umol.I'*/ DMSO
OJMB 1 79+7929 + 20 + 1,98 + 500
OJMB 2 8,7+792,1 + 20 + 1,98 + 500
OJMB 3 11,1 +873,6 + 20 + 1,98 + 500
OJMB 4 11,3+ 8925 + 20 + 1,98 + 500
OJMB 5 8,5+7739 + 20 + 1,98 + 500
OJMB 6 10,2 + 805,6 + 20 + 1,98 + 500
OJMB 7 7,5 + 809,8 + 20 + 1,98 + 500
OJMB 8 9,0+ 8194 + 20 + 1,98 + 500
OJMB 9 8,0 +787,3 + 20 + 1,98 + 500
OJMB 10 8,2 +807,0 + 20 + 1,98 + 500

Tab. 17 Ptiprava testovaciho média a fedéni testovanych latek OJ 5, OJ 13a OJ 17

LATKA ROZPOUSTENI FINALNI ROZTOK (REDENI)
KOD X = navazka (mg) | vysl | X (ul) + Y | vysl | Max.koncent. latky
+ DMSO (ul) (médium, ml) umol.I"/ DMSO
0J5 15,2 + 818,9 + 20 +1,98 Zakal 500
0J 13 9,9 +817,2 + 20+1,98 + 500
0J 17 9,3+814,9 - | NETESTOVANO
+8149 _ | NEROZPUSTNE
V DMSO
+2x 814,9 -

X- pocet ul natedéné latky v DMSO tak, aby kone¢na koncentrace DMSO byla <2,5 %

Y-pocet ml testovaciho média — MH bujon

+ - latka je rozpustnd v DMSO / v MH bujonu nebo tvoii homogenni suspenzi (pted

nafedénim)
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(+)-1atka je ¢astecné rozpustna v DMSO / MH bujonu (po urcité dob¢ se vysrazi)

- -latka je nerozpustna v DMSO nebo nevratné vysrazi MH bujon

Do 10 sterilnich zkumavek, které popiSeme ¢islem 2-11, si pfipravime dvojkovou fedici
fadu testované latky s DMSO. Do kazdé zkumavky nepipetujeme 0,5 ml DMSO, do 1.
zkumavky oznacené Cislem 2 napipetujeme 0,5 ml testované latky rozpusténé v DMSO,
promichame a pteneseme 0,5 ml do zkumavky €. 3, opét promichame a preneseme 0,5

ml do zkumavky €. 4 a pokra¢ujeme az po zkumavku ¢. 11.

Ptipravime si 12ti jamkovy rezervoar. Do jamek 2-12 napipetujeme 1,98 ml rastového
média a pfiddme 20 pl natedéné testované latky podle ¢isel zkumavek z ptfipravené
fedici fady. Do 12. jamky rezervoaru pfidame 20 pl samotného DMSO pro negativni
kontrolu. V kazdé jamce rezervoaru ziskame 2 ml pracovniho roztoku s piislusnou

koncentraci testované latky a kontrolu.
Pipetovani do desticky:

Mikrotitracni destiCku si popiSeme zkratkami jednotlivych bakteridlnich kment. Jeden
fadek mikrotitracni desticky pfislusi jednomu bakteridlnimu kmenu, ve sloupcich jsou
postupné klesajici koncentrace testované latky (Obr. 5). PfipisSeme kod testované latky a
datum a poté pomoci 12ti kanalové pipety napipetujeme 200 pl piislusného zasobniho

roztoku do vsech tadkt jedné mikrotitraéni desticky.

Do kazdé jamky v pfisluSném tadku napipetujeme 10 pl piipravené suspenze

bakterialniho kmene.
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Obr. 5 Schéma mikrotitracni desticky
Inkubace:

Mikrotitracni desticku ptiklopime vickem a inkubujeme v termostatu pfi teploté 35 °C
po dobu 24 a 48 hodin.

Vyhodnoceni:

Po uplynuti inkubaéni doby hodnotime nartist v jamkéach mikrotitraéni desticky. Nartst
kolonie se projevi zakalem, pokud je rlst inhibovan, riistové médium v jamce ziistane
¢iré. Koncentrace latky inhibujici rist bakterie odpovida jamce, ve které dojde k 95 %

potlaceni ristu.
Testované latky poté l1ze rozdélit podle vysledné hodnoty MIC do Ctyt skupin.

1. Silng u¢inné — hodnoty MIC 3,906; 1,953; 0,977 a 0,488 umol.I*
2. Stfedng G¢inné — hodnoty MIC 62,5; 31,25; 15,625 a 7,813 pmol.I™
3. Slabé u¢inné — 500; 250 a 125 pmol.I"*
4

. Neudinné
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3.3 Vysledky

3.3.1 Derivaty 3-aminopyrazin-2-karboxamidu

Tab. 18 Vysledné hodnoty MIC testovanych latek LS 02 - LS 09

KMEN| ID TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC /IC 95 (umol.I"")
(kéd)

SA 24 h §>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48 h §>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

MRSA | 24h { >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48 h §>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

SE 24 h §>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h i >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

EF 24 h é>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48 h é>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

EC 24 h §>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h i >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

KP 24h {>500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48 h §>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

KP-E 24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48 h §>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

PA 72h i >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

120hé>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

Vsechny latky z této skupiny se projevily na danych kmenech bakterii jako netuc¢inné.
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Tab. 19 Vysledné hodnoty MIC testovanych latek OJ 26 - OJ28

KMEN ID |TESTOVANA LATlKA (kod) —
o T g
48h | >500 >500 | > 250
MRSA | 24h | >500 > 500 > 250
48 h > 500 > 500 > 250
SE | 24h : >500 | >500 | 250
48h i >500 > 500 250
EF 24h | >500 >500 | > 250
8h | >500 > 500 > 250
EC 24h | >500 > 500 > 250
48h i >500 > 500 > 250
KP 24h i >500 > 500 > 250
48h | >500 > 500 > 250
KP-E | 24h | >500 > 500 > 250
48h i >500 | >500 | >250
PA 72h i >500 > 500 > 250
120h § >500 > 500 > 250

Zadna ztéchto latek nevykazala vyraznéjsi antibakteridlni ucinek na dané kmeny
bakterii. Pouze u latky OJ 28 se projevil velmi slaby ucinek na Staphylococcus

epidermidis a to pouze v nejvyssi koncentraci, ktera byla v tomto piipadé 250 umol.1™.
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3.3.2 Derivaty 3-chlorpyrazin-2-karboxamidu

Tab. 20 Vysledné hodnoty MIC testovanych latek LSMP 02 - LSMP 09

KMEN| ID TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC /IC 95 (umol.I"™)
(kod) LSMP | LSMP | LSMP | LSMP | LSMP | LSMP | LSMP | LSMP
02 03 04 05 06 07 08 09

SA 24h i >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 500
48h i >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

MRSA | 24h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 500
48 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

SE 24h i >500 | >500 500 500 >500 | >500 | >500 | >500
48h i >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

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

EC 24h§>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48h i >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

KP 24hé>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48h§>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

KP-E 24h§>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
48h§>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

PA 72hé>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
120h§>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

Zadna z téchto latek nevykazala vyznamnéjsi antibakteridlni u¢inek na dané kmeny
bakterii. PO 24 hodinach inkubace se projevila mirna citlivost Staphylococcus aureus a
Staphylococcus aureus - methicillin rezistentni na latku LSMP 09, dale se projevila
mirna citlivost Staphylococcus epidermidis na latku LSMP 04 a LSMP 05 a citlivost
Enterococcus faecalis na latku LSMP 05. Ve vsech pripadech se jednalo o nejvyssi

koncentraci 500 umol.I™. Po 48 hodinach inkubace jiZ viak tento G&inek nebyl patrny.
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3.3.3 Derivaty N-benzyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidu

Tab. 21 Vysledné hodnoty MIC testovanych latek LS 24 - LS 30

KMEN| ID TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC /IC 95 (umol.I"™")

(kéd)

SA 24h 3125 | 125 | 31,25 | >500 | 125 500 | >500

48 h 31,25 | 125 | 31,25 | >500 | 250 500 | >500

MRSA | 24h 250 | >500 | 125 | >500 | 250 | >500 | >500

48 h 250 | >500 | 125 | >500 | 500 | >500 | >500

SE 24 h 125 | >500 | 250 | >500 | 125 500 500

48h i 125 | >500 | 250 | >500 | 250 500 500

EF 24h { >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h § >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

EC 24 h §>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48 h §>500 >500 | >500 [ >500 | >500 | >500 | >500

KP 24h {>500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48h i >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

KP-E 24 h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48 h §>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

PA 72h i >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

120h§>500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
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Tab. 22 Vysledné hodnoty MIC testovanych latek LS 32 - LS 34

KMEN ID |TESTOVANA LATlKA (kod) —
(kod) Mll_csgg = (uTgléIB) LS 34
o T B gt B
48h | >500 62,5 > 500
MRSA | 24h | >500 250 > 500
48h | >500 250 > 500
SE 24h 500 31,25 250
48h i 500 625 250
EF 24h | >500 >500 | >500
8h | >500 > 500 > 500
EC 24h | >500 > 500 > 500
48h i >500 > 500 > 500
KP 24h i >500 > 500 > 500
48h | >500 > 500 > 500
KP-E | 24h | >500 > 500 > 500
48h i >500 | >500 | >500
PA 72h i >500 > 500 > 500
120h § >500 > 500 > 500

Nékteré latky ztéto skupiny jiZ projevily vyraznéjsi G€inek na bakterialni kmeny
Staphycoccus aureus, Staphycoccus aureus - methicillin rezistentni a Staphycoccus
epidermidis, na ostatni kmeny v8ak byly neucinné. U latky LS 24 byl prokazan stiedni
ucinek na SA a slaby u¢inek na MRSA a SE, podobné na tom byla i latka LS 26. Latka
LS 25 projevila slabi G¢inek na SA, latka LS 27 neprojevila zcela Zadny ucinek. Latka
LS 28 projevila pouze slaby ucinek na vSech tfech vyse uvedenych kmenech. Latky LS
29, LS 30, LS 32 a LS 34 projevili velmi slaby ucinek. Jako nejucinngjsi z této skupiny
se ukazala latka LS 33, u které byl prokazan stfedni ucinek alespoil na dvou

bakteridlnich kmenech a to na SA a SE, u MRSA se projevila také slaba citlivost.

64



3.3.4 Derivaty 3-amino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidu

Tab. 23 Vysledné hodnoty MIC testovanych latek OJ 110 - OJ 114

KMEN| ID |TESTOVANA LATKA (kéd)— MIC /IC 95 (umol.I"™")
(kod)
0J 110 OJ111 | OJ112 | OJ 113 0J 114
A U T T T S T SR
48 h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
MRSA | 24h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
48 h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
SE 24 h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
48 h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
EF 24 h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
48 h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
EC 24 h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
48 h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
KP 24 h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
48 h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
KP-E 24 h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
48 h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
PA 72h P> 500 > 500 > 500 > 500 > 500
120h i >500 | >500 | >500 | >500 | >500
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Tab. 24 Vysledné hodnoty MIC testovanych latek OJ 115 - OJ 119

KMEN| ID |TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC /IC 95 (umol.I"™)
(kéd)
0J115 | 0J116 | OJ117 | 0OJ118 | OJ 119
T R o o e
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
28h i >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
28h | >500 | >500 | >500 | >500 > 500
KP | 24h { >500 | >500 | >500 | >500 > 500
48h i >500 | >500 | >500 | >500 > 500
KP-E | 24h | >500 | 500 500 > 500 250
28h | >500 | 500 500 > 500 250
PA | 72h i >500 | >500 | >500 | >500 > 500
120h § >500 | >500 | >500 | >500 > 500

Latky OJ 116, OJ 117 a OJ 119 vykazali slaby ti¢inek na kmen Klebsiella pneumoniae
ESBL pozitivni. Ostatni latky z této skupiny neprojevily zcela Zadny ucinek na zadném

Z testovanych bakterialnich kment.
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3.3.5 Derivaty N-benzylpyrazin-2-aminu

Tab. 25 Vysledné hodnoty MIC testovanych latek OJMB 1 - OJMB 5

KMEN| ID |TESTOVANA LATKA (kéd)— MIC /IC 95 (umol.I"™")
(kod)
OJMB1 | OJMB2 | OJMB3 | OJMB4 | OJMB5
= T T e T -
48h i >500 | >500 | >500 > 500 500
MRSA | 24h i >500 | >500 250 > 500 500
48h i >500 | >500 500 > 500 > 500
SE 24 h 500 500 125 500 125
48 h 500 500 125 500 250
EF 24h i >500 | >500 | >500 > 500 > 500
48h i >500 | >500 | >500 > 500 > 500
EC 24h i >500 | >500 | >500 > 500 > 500
48h i >500 | >500 | >500 > 500 > 500
KP 24 h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
48 h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
KP-E | 24h i >500 | >500 | >500 > 500 > 500
48 h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
PA 72h i 500 500 500 > 500 > 500
120h { >500 | >500 | >500 | >500 > 500
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Tab. 26 Vysledné hodnoty MIC testovanych latek OJMB 6 - OJMB 10

KMEN| ID |TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC /IC 95 (umol.I"™)
(kod)
OJMB6 | OJMB7 | OJMB8 | OJMB9 | OJMB10
= S o TR T e
48 h 125 > 500 500 > 500 > 500
MRSA | 24h 250 >500 | >500 500 > 500
48 h 500 >500 | >500 > 500 > 500
SE 24 h 62,5 >500 | >500 > 500 > 500
48 h 250 >500 | >500 > 500 > 500
EF 24h ¢ >500 | >500 | >500 > 500 > 500
48 h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
EC 24h i >500 | >500 | >500 > 500 > 500
48h i >500 | >500 | >500 > 500 > 500
KP 24h i >500 | >500 | >500 > 500 > 500
48h { >500 | >500 | >500 > 500 > 500
KP-E | 24h i >500 | >500 | >500 > 500 > 500
48 h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
PA 72h i >500 | >500 | >500 > 500 > 500
120 h >500 | >500 | >500 > 500 > 500

Z této skupiny testovanych latek prokédzala vyraznéj$i aktivitu pouze latka OJMB6,
ktera projevila po 24 hodinové inkubaci stiedni ucinek na kmen Staphycoccus
epidermidis, za dalsich 24 hodin byl vsak ucinek slaby. Pouze slaby tcinek projevily
také latky OJMB 1 a OJMB 2 na kmenech SE a PA, latka OJMB 3 na kmenech SA,
MRSA, SE a PA, latka OJMB 4 na kmenu SE, latka OJMB 5 na kmenech SA, MRSA a
SE, latka OJMB 8 na kmenu SA a latka OJMB 9 na kmenech SA a MRSA. Latky

OJMB 7 a OJMB 10 byly zcela neucinné.
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3.3.6 Derivaty 5-amino-6-methylpyrazin-2,3-dikarbonitrilu

Tab. 27 Vysledné hodnoty MIC testovanych latek OJ 5, OJ 13 a OJ 17

KMEN| ID |TESTOVANA LATKA
(K6d) g«’)d) -MIC /IC 95 (umol.I
0J5 0J 13 0J 17
TR T e e —
48h i >500 > 500
MRSA | 24h  >500 > 500
48h {  >500 > 500
SE | 24h | >500 > 500
28h | >500 > 500
EF | 24h i >500 > 500
48h §  >500 > 500
EC | 24h i >500 > 500
48h | >500 > 500
KP | 24h i >500 > 500
48h §  >500 > 500
KPE | 24h |  >500 > 500
28h | >500 > 500
PA | 72h i >500 > 500
120h i  >500 > 500

Latky OJ 51 OJ 13 se projevily na danych bakterialnich kmenech jako neti¢inné. Latka
OJ 17 se nerozpustila v DMSO, a proto nebyla dale testovana.
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4. DISKUZE

Pocet bakterii, které jsou odolné viici soucasnym antibakterialnim latkam, neustale roste
a stim roste i potieba vyvoje novych, na tyto bakterie u€innych struktur. Nal¢hava
potiecba vyvoje novych antibiotik se tykd zejména mikroorganizmi vysoce
adaptovanych na nemocni¢ni prostiedi. Z grampozitivnich bakterii se jedna pifedevsim o
Staphylococcus aureus rezistentni K beta-laktamovym (MRSA) a glykopeptidovym
antibiotikiim (VRSA) a Casto také k dalsim skupindm antibiotik, dale to jsou enterokoky
rezistentni k vankomycinu (VRE). Mezi gramnegativnimi bakteriemi piedstavuji vazny
problém multirezistentni enterobakterie s produkci Sirokospektrych beta-laktamaz,
nejCastéji je to Klebsiella spp. nebo E. coli, dale pak multirezistentni kmeny
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii nebo Burkholderia cepacia. U
puvodcti komunitnich infekei neni situace v nasich podminkach zatim tak zavazna a
zakladni pripravky, jako jsou naptiklad peniciliny u bakterialnich respiracnich infekci,

si stale zachovavaji vysokou ucinnost (Ny¢, 2007).

Pii vyvoji novych antibakteridlnich latek je tfeba rozliSovat derivaty jiz znadmych
molekul a zcela nové molekuly s mechanizmem uc¢inku dosud nevyuZzitym v klinické
praxi. Derivaty mohou projevovat vys$i antibakterialni aktivitu, mohou mit lepsi
farmakologické vlastnosti, pfipadné¢ mohou Iépe piekonavat nékteré z mechanizmu
rezistence, ale malokdy se jedna o zdsadni zménu oproti plivodnimu piipravku (Ny¢,

2007).

V ramci diplomové prace jsem otestovala 52 nové syntetizovanych latek pomoci
mikrodiluéni bujonové metody na osmi bakteridlnich kmenech. Latky byly rozdéleny do
6 skupin na zdkladé spole¢né chemické struktury. Z téchto Sesti skupin projevily
vyraznéjsi antibakterialni ¢inek pouze nékteré latky ze skupiny derivati N-benzyl-3-
chlorpyrazin-2-karboxamidu a ze skupiny derivati N-benzyl-2-aminu. Ostatni Ctyfi

skupiny se projevily jako neti¢inné nebo pouze slab& ucinné.

Do prvni skupiny testovanych latek patii derivaty 3-aminopyrazin-2-karboxamidu.
Jedna se o latky LS 02 — LS 09, které neprojevily zcela zadny cinek, a latky OJ 26 —
0OJ 28, z nichz latka OJ 28 jako jedina projevila slaby tcinek a to na kmen SE. Od
ostatni latek ve skupiné se lisi pfitomnosti piperazinu na tfetim uhliku pyrazin-2-
karboxamidu. ProdluZzovani uhlikovych fetézcii v pozicich N u latek LS 02 — LS 09

nemélo zadny vliv na antibakterialni ucinnost.
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Druha skupina je slozena z derivati 3-chlorpyrazin-2-karboxamidu. Patfi sem latky
LSMP 04 — LSMP 09, z nichz latky LSMP 04, LSMP 05 a LSMP 09 projevily slaby
ucinek na nékteré kmeny bakterii pii koncentraci 500 umol.l'l, za 48 hodin jiZ inhibice
rustu patrnd nebyla a proto je tento uCinek zanedbatelny. Latky této skupiny se lisi
délkou uhlikového fetézce v N pozici 3-chlorpyrazin-2-karboxamidu, pocet uhlikt

pfipojenych na amid v§ak nema na ucinnost téchto latek zadny vliv.

Latky treti skupiny s kody LS 24 - LS 30 a LS 32 - LS 34 jsou derivaty N-benzyl-3-
chlorpyrazin-2-karboxamidu. Tyto latky se mezi sebou li$i pfitomnosti methanolu (LS
25, LS 26), chloru (LS 27, LS 28, LS 33, LS 34), trifluormethanu (LS 29) nebo fluoru
(LS 30, LS 32) na benzenovém jadre. Latka LS 24 nemd na benzenovém jadie
navazanou zadnou skupinu nebo prvek a presto vykazuje podobny ucinek jako latka LS
26, ktera ma na benzenovém jadie v pozici 4 navazany methanol. Ob¢ prokézaly stiedni
ucinek na SA a slaby tc¢inek na MRSA a SE. Naopak latka LS 25, kterda ma navazany
methanol v pozicich 2 a 4 benzenového jadra projevila pouze slaby ucinek na SA.
Z toho lze vyvodit, ze navazani jedné molekuly methanolu na N-benzyl-3-chlorpyrazin-
2-karboxamid nema na vyslednou aktivitu zadny vliv, pfidani dal$i molekuly vSak

aktivitu této latky snizuje.

Navazani jednoho chloru na benzenové jadro at’ uz v pozici 3 (LS 34) nebo 4 (LS 27)
ma za nasledek snizeni aktivity N-benzyl-3-chlorpyrazin-2-karboxamidu. U latky LS 27
nebyl prokdzan zadny ucinek, latka LS 34 projevila pouze slaby ucinek na SE. Pfidanim
dalSiho chloru (LS 28, LS 33) se aktivita téchto latek zvySuje. Latka LS 28 ma navazany
chlor v pozicich 2 a 4 a projevila slaby u¢inek na kmeny SA, MRSA a SE. Latka LS 33
ma navazany chlor v pozicich 3 a 4 a projevila stiedni uc¢inek na kmeny SA a SE a slaby
ucinek na MRSA. Z téchto vysledki se tedy da usoudit, ze pfesunutim chloru z pozice 2
do pozice 3 na benzenovém jadie se zvySuje antibakterialni aktivita dané latky. Tieti
skupina se projevila jako nejucinnéjsi ze vSech Sesti, patii sem také nejucinné;si latka ze

vsech testovanych a to 3-chloro-N-(3,4-dichlorobenzyl)pyrazin-2-karboxamid (LS 33).

Pritomnost trifluormethanu na benzenovém jadie N-benzyl-3-chlorpyrazin-2-

karboxamidu ma za nasledek snizeni antimikrobidlni aktivity, stejné tak i pfitomnost

fluoru v pozici 4 (LS 30) a 2 (LS 32).
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Tteti skupina se projevila jako nejucinnéjsi ze vSech Sesti, patfi sem také nejucinngjsi
latka ze vSech testovanych a to 3-chloro-N-(3,4-dichlorobenzyl)pyrazin-2-karboxamid
(LS 33).

Ctvrtou skupinou jsou derivaty 3-amino-N-benzylpyrazin-2-karboxamidu oznacené
kody OJ 110 — OJ 119. Vétsina latek z této skupiny se projevila jako netcinna, latky OJ
116, OJ 117 a OJ 119 projevily slaby Gcinek na KP-E. Prodluzovéani uhlikového fetézce
v pozici N na aminopyrazinu u latek OJ 110 — OJ 115 nema Zzadny vliv na
antibakterialni aktivitu. Pfipojeni cyklohexanu (OJ 116) zpiisobilo slaby ucinek na
KP-E, pfipojeni cyklopentanu (OJ 117) mélo stejny efekt a taktéz ptipojeni
methylbenzenu (OJ 119). Piitomnost cyklické struktury tedy mize byt pfi¢inou tohoto

slabého u¢inku, pfipojeni cyklohexanu (OJ 118) vSak nemélo efekt zadny.

Do paté skupiny patii derivaty N-benzylpyrazin-2-aminu oznacené kody OJIMB 1 —
OJMB 10. Latky této skupiny se od sebe odlisuji navazanim prvku nebo skupiny prvkt
na benzenové jadro. Samotny N-benzylpyrazin-2-amin neprojevil zadny ucinek na
testované kmeny. Navazani methylové skupiny v pozici 4 na benzenovém jadie (OJMB
1) zptisobilo pouze slaby G¢inek na SE a PA. Ten samy efekt mélo navazani chloru na
tutéz pozici (OJMB 2). Chlor v pozici 2 (OJMB 8) zptisobil pouze slaby t¢inek na SA.
Navazani chloru na pozici 3 (OJMB 5) zputsobilo slaby ucinek na SE, SA a MRSA.
Navazanim chloru na 3. pozici se tedy zvysil pocet citlivych kment, téinek této latky je
vsak stale zanedbatelny. Podobna situace nastane i po navazani dvou chlorti na pozice 3

a4 (OJMB 3). Zde je navic slaby uc¢inek na EF a PA, ale jen po 24 hodinové inkubaci.

Latky OJMB 4 a OJMB6 se lisi pozici, na které je navazany trifluomethan. V prvnim
ptipad¢ se jedna o 3. pozici a tato latka ma pouze slaby tc¢inek na SE. Presunutim CF3
do pozice 4 (OJMB 6) doslo k navySeni citlivych kmeni o MRSA a SE. Zvysil se také

ucinek na SA ze slabého na stfedni, ale jen po 24 hodinové inkubaci.

Navazani fluoru na pozici 2 (OJMB 9) zpusobilo u¢inek na SA a MRSA, ovsem
v zanedbatelné mife. Pfesunutim fluoru do pozice 4 (OJMB 10) latka ztratila veskerou

schopnost inhibovat testované kmeny.

Do Sesté skupiny jsou fazeny pouze 3 latky, z nichz jedna nebyla testovana z duvodu
nerozpustnosti v DMSO. Jedna se o derivaty 5-amino-6-methylpyrazin-2,3-

dikarbonitrilu. Na tuto struktury byly navazany 3,5-bis(trifluormethy)benzen v pozici N
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(OJ 5), methylpiperazin v 6. pozici 5-methylpyrazin-2,3 dikarbonitrilu (OJ 13) a
piperazinu v téze pozici (OJ 17). Zadna ztéchto struktur nema vliv na uéinek této

skupiny, ktery je nulovy.

Jako nejcitlivéjsi k testovanym latkdm se ukdzal kmen SE, dale SA a jako tfeti
nejcitlivéjsi byl kmen MRSA. Rezistenci ke vSem testovanym latkdm prokazaly kmeny

EC a KP. (Graf 1). Vybrané latky tedy hlavné pasobily na grampozitivni koky.
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Graf 1 Pocet latek u¢innych na jednotlivé bakterialni kmeny

Celkem 13 latek projevilo alesponi slaby uc¢inek na kmen SA, ztoho latka LS 33
pisobila pii koncentraci 62,5 pmol.I* a latky LS 24 a LS 26 uginkovali jiz pfi
koncentraci 31,25 pmol.I". Zbytek projevil pouze slaby uginek (Graf 2).
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Graf 2 Pocet latek u¢innych v jednotlivych koncentracich na kmen SA

Na kmen SE projevilo alespoii slaby ucinek nejvice testovanych latek a to celkem 17,
vétSina vSak projevila pouze slaby Gc¢inek. Stfedni Gcinek projevila latka OJMB 6 a to
pii koncentraci 62,5 pmol.I* po 24 hodinach (po 48 hodinach 250 pmol.I") a latka
LS 33 pii koncentraci 31,25 pmol.I"* po 24 hodinach (po 48 hodinach 62,5 pmol.I™)
(Graf 3).
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Graf 3 Pocet latek ucinnych v jednotlivych koncentracich na kmen SE
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Celkem 8 latek projevilo uc¢inek na kmen MRSA. Jednd se vSak pouze o koncentrace

500, 250 a 125 pmol.I™* (Graf 4) a tudiZ pouze o slabé piisobeni t&chto latek.
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Graf 4 Pocet latek u¢innych v jednotlivych koncentracich na kmen MRSA

Na kmen EF ptisobila slabé pouze 1 latka. Na kmen KP-ESBL projevily ucinek i po 48
hodinach 3 z testovanych latek avSak pouze velmi slaby a na kmen PA pisobily slabé 3

latky, pouze vSak po 24 hodinové inkubaci.

Testované latky neprokazaly pfili§ dobrou uc¢innost na vybrané kmeny bakterii, a proto
neni pravdépodobné, Ze by mohly mit v budoucnu uplatnéni v Ié€beé bakteridlnich

infekei.

Vyvoj novych antimikrobidlnich latek je nezbytny, avSak technicky i finanéné velmi
naro¢ny proces. Struktura bakteridlni buniky je slozita, a tak neni lehké vyvinout latku,
kterd bude schopna dobte pronikat do bakteridlni bunky a usmrtit ji. Bakterie si také
V pribc¢hu let vyvinuly vysoce ucinné obranné mechanizmy, jak proti t€émto latkdm

bojovat (www.gsk.com).

Vétsina antibiotik objevenych béhem let 1945-1960 jsou piirodni produkty vyrobené
Z vetsi Casti samotnymi bakteriemi. Tyto biologicky aktivni sekundarni metabolity byly
produkovany za Ucelem zabijeni konkuren¢nich bakterii v prostiedi, nebo jako signalni
molekuly, které maji zcela jinou funkci a jejich antibakteridlni aktivita je pouze

vedlejsim ucinkem. Mikroorganizmy, které antibiotika produkuji a mikroorganizmy
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zijici vedle nich si tak mohli vyvinout specifické mechanizmy rezistence, které
inaktivuji antibiotikum nebo jinak chrani pfed toxickym ucinkem téchto latek. Co se
tyce synteticky vyrobenych latek, bakterie nemély moznost mnohaleté expozice a tak
bychom se mohli domnivat, Ze si bakterie proti témto latkam nevypé&stuji odolnost tak
snadno, nicméné obranné mechanizmy vyvinuté za Gcelem chranit mikroorganizmus
pfed riiznymi toxickymi molekulami pfirodniho plvodu casto poskytuji zkiiZzenou

ochranu i latkam synteticky vyrobenym (www.ncbi.nlm.nih.gov)

Dalsi ptekazkou v rozvoji novych antibiotik spoc¢iva v procesu klinickych studii, ktery
zahrnuje preklinické, klinické a regula¢ni schvalovaci procesy. Tento proces je

zdlouhavy a je spojen s velmi vysokymi naklady (Cooper, 2015).

Vzhledem Kk velmi omezenym moznostem vyvoje novych antibiotik s unikatnim
mechanizmem ucinku na rezistentni ptivodce infekénich onemocnéni je tteba zachovat
ucinnost existujicich 1€¢iv a zajistit co nejsirsi moznosti antibiotické 1é¢by. Je proto
nezbytné velmi peclivé dodrzovat zasady spravné antibiotické praxe (Jindrak a kol.,

2014).

»Optimalni lécebné praxe a dlouhodobého zachovani ucinnosti antibiotik je mozné
dosdhnout pouze systematickou a duslednou podporou jejich uvazliveho pouzivini bez
uplatnovani represivnich opatieni. K tomu je treba vytvorit systém zalozeny na Siroce
dostupném poradenstvi a pomoci kvalifikovanych specialistii pri FeSeni klinickych
situact i zavaznych epidemiologickych problémii souvisejicich s antibiotickou rezistenci.
Jde tedy o trpélivé poskytovani specializovanych odbornych sluzeb klinickym
pracovistim  oznacované  nepreloZitelnym  anglickym  pojmem ,, antimicrobial

stewardship“** (Jindrak a kol., 2014).
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ZAVER

. Pomoci mikrodiluéni bujonové metody byla vyhodnocena aktivita 52
potencialné antibakteridlnich nové syntetizovanych latek.

. Na zakladé chemické struktury byly testované latky rozdéleny do 6 skupin.

. VSechny latky byly otestovany na 8 bakteridlnich kmenech zahrnujicich
grampozitivni 1 gramnegativni bakterie vcetné¢ pluvodct zavaznych
nozokomidlnich infekei.

. Nejvyssi antibakterialni aktivita byla zaznamenana u skupiny derivata N-benzyl-
3-chlorpyrazin-2-karboxamidu.

Jako nejucinné;si byla vyhodnocena latka 3-chloro-N-(3,4-
dichlorobenzyl)pyrazin-2-karboxamid  patfici do  skupiny s nejvyssi
antibakterialni aktivitou.

Testované latky ucinkovali pfedev§im na grampozitivni koky. Nejcitlivéjsi byly
kmeny SE, SA a MRSA. Kmeny EC a KP byly zcela rezistentni ke vSem
testovanym latkam.

. Vzhledem k vysokym hodnotam MIC testovanych latek neni pravdépodobné, ze

by tyto latky mohly v budoucnu slouzit k 1é¢b¢ bakteridlnich infekci.
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