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Cil prace
Cilem této diplomové prace bylo vyhodnoceni aktivity potencialné
antimikrobnich latek. Objevovani novych antibakterialnich latek je jednou
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neustale se zvysujici bakterialni rezistence.

Metody
Latky byly testovany pomoci mikrodiluéni bujonové metody. Metoda byla
zvolena z ddvodu snadneho provedeni a nizSi nakladnosti. VeSkeré kroky vcetné

vyhodnoceni probihaly ru¢né.

Vysledky

Latky byly rozdéleny dle jejich chemické struktury. Jako nejucinnéjSi se
projevila skupina salicylanilidovych derivata. Zbylé skupiny inhibovaly rist bakterii
velmi slabé, popfipadé byly neucinné. U kazdého bakterialniho kmene byly
vyhodnoceny latky, které na né&j pusobily.

Zaver

Na z&kladé vysledku byl zvolen nejvice citlivy bakterialni kmen a bakterialni
kmen, ktery vykazoval nejvétSi rezistenci. Nejcitlivéji reagoval na testované latky
bakterialni kmen Staphylococcus aureus. Nejvétsi rezistenci projevoval bakterialni
kmen Klebsiella pneumoniae. V kapitole diskuze je na zakladé chemické struktury

uvazovano o pfi¢inach ucinnosti nebo neucinnosti jednotlivych skupin latek.



Abstract
Charles University in Prague
Faculty of pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biological and Medical science

Candidate: Magdaléna Andélova

Supervisor: Mgr. Marcela Vejsova, Ph.D.

Name of diploma thesis: Evaluation of activity of potentional antibacterial substances
throught of the use microdilution broth metod

Background

Aim of this diploma work was research of activity of potentional antimicrobiotic
substances. Research of antibacterial substances is one of the most important factor
in pharmaceutic industry. The main reason is being the never stopping growth of
bacterial resistence.

Methods
The microdilution broth metod was used to test the substances. This metod
was used because of low difficulty and low cost. All the steps including the final

analising was done by hand.

Results

The substances were divided in groups depending their chemical struction.
The most effective was the salicylanilide derivates group. The other groups
inhibitated growth of bacteria very little or were non-functional. In case of every

bacterial stems were analised all substances which were effective.

Conclusion

Depending on the results the most sensitive and the most resistant bacterial
stem were choosen. The most sensitive reaction on tested substances had bacterial
stem Staphylococcus aureus. The Klebsiella pneumoniae stem was reaching the
most resistence. Reasons of effectivity or non effectivity af all groups of substances

are talked about in discution chapter.
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1 Uvod

V dnesni dobé je vyvoj novych antimikrobnich latek stale hlavni souc&asti
prace na poli farmaceutického primyslu. Nemocniéni infekce, které jsou zpusobeny
stale se zvysujici odolnosti nékterych bakterialnich kmenu, predstavuji velkou zatéz
voblasti zdravotni péce. Dle National Healtcare Safety Network, ktera
shromazdovala informace o puvodcich nozokomialnich infekci, bylo zjisténo, Ze
vletech 2009 - 2010 az 40 % téchto infekci bylo zplsobeno gramnegativnimi
bakteriemi v€etné druhu Pseudomonas aeruginosa nebo rodu Enterobacter.

Stale se zvySujici rezistence bakterii vici stavajicim antimikrobnim latkam
vede k vyvoji a testovani stovek potencialné ucinnych molekul. | pfes tuto snahu se
do registrace v poslednich letech dostava pouze nékolik novych molekul se
selektivnim uc€inkem na konkrétni skupinu bakterii. Problém pFedstavuji pfedevdim
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stény (Amin; Deruelle, 2016 [online]).

V této diplomové praci byly testovany nové syntetizované latky, které byly
vyvinuty na Katedfe farmaceutické chemie a Katedfe anorganické a organické
chemie na Farmaceutické fakulté. K testovani byla pouzita mikrodiluéni bujénova
metoda a vysledky testovani nam ukazuji, které molekuly jsou uc¢inné a mohly by

v budoucnu poslouzit jako podklad pro vyvoj novych IéCiv.

K testovani potencialné antimikrobnich latek byly pouzity bakterialni druhy
Staphylococcus  aureus,  Methicilin  rezistentni  Staphylococcus  aureus,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella

pneumonie, Klebsiella pneumonie ESBL pozitivhi a Pseudomonas aeruginosa.



2 Zadani diplomové prace - cil prace

Vyhodnoceni aktivity potencialné antibakterialnich latek pomoci mikrodiluéni
bujonové metody

Zvladnuti zakladnich mikrobiologickych technik v laboratofi
e ReSerse literatury

e Vypracovani postupu vyhodnoceni antibakterialni aktivity pomoci mikrodilu¢ni
bujonové metody

e Vlastni experimenty

e Zpracovani vysledkd, jejich interpretace s vyuZzitim teoretickych a praktickych
znalosti dané problematiky
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3 Teoreticka cast

3.1 Bakteriologie

Bakterie jsou jednobuné&né organizmy, patfici mezi Prokaryota. Od dob
objevu bakterii se bakteriologie, véda zabyvajici se studiem bakterii, neustale
rozvijela. BEéhem této doby se ¢lovéku dostalo mnozstvi informaci nejen o vzhledu
bakterialni buniky, ale také o jejich prospésnosti, nebo patogenité. Dnes tak vime, i
diky vyznamnému rozvoji elektronové mikroskopie to, Zze burika bakterii a sinic se
vyrazné odliSuje od bunék v8ech ostatnich. Hlavni rozdil je v jednodussi strukturni
organizaci jadra burky. Tento rozdil vymezil dvé ohrani¢ené taxonomické jednotky.
Procaryotae, do které patfi pouze bakterie a sinice, a druha Eucaryotae, do které se

fadi vSechny ostatni vyssi organizmy (Julak, 2006).

3.1.1 Historie bakteriologie

Bakterie byly objeveny pfed zhruba 340 lety holandskym védcem Antoni van
Leeuwenhoekem. V roce 1673 Leeuwenhoek publikoval prvni dopis, kde informoval
tehdejsi védecky svét o svém mikroskopu a o svych prvnich pozorovéanich. Témér
cely svuj zivot zasvétil studiu tzv. animalcula ve vodé, coz byli prvoci, plisné,
bakterie, ale i daldi objekty, jako Cervené krvinky nebo spermatozoidy. Dalsi
pozorovani bylo podminéno vyvinutim vykonného mikroskopu, k némuz doSlo az
v 19. stoleti. Vyznamnou osobnosti v historii bakteriologie se stal Luis Pasteur. Tento
némecky pfirodovédec zasadnim zplsobem objasnil vztahy mezi mikroorganizmy a

procesy kva$eni, dale napfiklad dokazal existenci zivota bez vzduchu.

Dikazy o tom, Ze bakterie mizou pusobit jako puvodci nékterych nemoci,
pfinesl Robert Koch. Pomoci svého vybaveni zahrnujiciho i mikroskop, soustredil
svoji pozornost na antrax a tyCinky pozorovatelné v krvi nemocnych zvifat. Kritéria,
ktera pouzil pro odliSeni puvodnich bakterii, jsou dnes znama jako Kochovy
postulaty. Koch mohl svoje dikazy obhdjit i diky dvéma novym metodam. Prvni
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z nich bylo péstovani bakterie na zpevnéném Zivném médiu, na kterém se rast jedné
bakterie projevuje makroskopicky jako kolonie. Druhou metodou byla vizualizace
bakterie pod mikroskopem barvenim. V roce 1882 se tak podafil Kochovi velky objev
v identifikaci plvodce tuberkulézy = Mycobacterium  tuberculosis. K rozvoji
bakteriologie v dobé zlatého véku pfispél napfiklad i dansky mikrobiolog Christian
Gram a mnoho dalSich védcd, diky kterym je nam dnes dobfe znamo mnoho
poznatku o bakteriich (Kaprélek, 1999).

3.1.2 Stavba bakterialni buriky

Bakterialni bunka se lisi od rostlinné a zZivocisné buriky jednoduss$i vnitini
strukturou. Zakladni slozku, rozpustnou cytoplazmu, doplfuji ¢tyfi hlavni struktury a
to jadro, ribozomy, cytoplazmaticka membrana a bunécéna sténa. Vnitfek bakterialni
bunky je tvofen jedinym, membranami nedélitelnym prostorem. Velikostné je
bakterialni burika také radové mensi nez bunka Zivo€isna, Ize ji srovnat s velikosti
mitochondrie. Typicka velikost bakterialni bufky jsou 1-2 mikrometry, ale rozsah

muze kolisat v zavislosti na konkrétnim bakterialnim druhu.

Prvkové a molekulové slozeni se vyznamné neli§i od buriky eukaryotni.
Nejobsahlejsi zastoupeni ma uhlik, ktery tvofi asi 50 % susiny bakterialni buriky, dale
kyslik, ktery je zastoupen asi v 20 %, dusik v 15 % a vodik v 8 %. Spole¢né s dalSimi
prvky, které jsou zastoupeny v men$i mife, vytvareji makromolekuly a metabolické
intermediaty. Z nich maji nejvétsi zastoupeni bilkoviny, deoxyribonukleové kyseliny,
lipidy, peptidoglykan, glykogen. Tyto molekuly vytvareji jednotlivé, nize uvedené,
soucasti bunky (Kapralek, 1999).

Jadro

Jadro (nukleotid) bakterialni buriky zaujima asi 15 % objemu buriky. Na rozdil
od jadra eukaryotni buriky neni od cytoplazmy oddéleno membranou, nema stély tvar
a molekularné je to jedina do kruhu uzaviena dvojSroubovice DNA. Za fyziologickych

podminek je kovalentné do kruhu uzaviena DNA ve vynucené konformaci zvané
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superhelicita. V jadru bakterii je ulozena geneticka informace bunky. DNA je
rozdélena do funkénich jednotek - genu. Jadro bakterii obsahuje asi 3500 gend.

Cytoplazma

Cytoplazma je viskézni rozpustna hmota, ktera zcela vypliuje vnitini prostor
bakterialni buriky. Cytoplazma obsahuje vice nez 50 % vSech proteinl buriky, které
maji z velké €asti enzymatickou funkci. Uskute€riuje se zde mnoho biochemickych

déju, jako je napfiklad glykolyza nebo pent6zovy cyklus.

Ribozomy

Bakterialni ribozom je soucéast bunky, sklada se ze dvou podjednotek, 30S a
50S. Tyto dvé podjednotky se skladaji v jednu velkou podjednotku 70S. Jeho hlavni
funkci je, Ze slouzi jako povrch pro molekulu mRNA. Tato molekula mRNA, ktera
nese genetickou informaci, se poté na ribozomu preklada do primarni struktury
bilkovin. Ribozomy se v bakterialni burice nachazeji volné v cytoplazmé nebo
v oblasti jadra, kde nasedaji na vzniklou mRNA a ihned ji prekladaji. Pokud jsou
soucasti cytoplazmatické membrany, tak zde syntetizuji proteiny, které jsou poté do

této membrany zakomponovany.

Cytoplazmaticka membrana

U bakterii je to jedina vnitini biologickd membrana, ktera obklopuje povrch
cytoplazmy. Jsou zde lokalizovany bunééné déje a funkce, které jinde probihat
nemohou. Je sloZzena z dvojité vrstvy fosfolipidl, na jejichz obou stranach jsou

vazany hydrofébnimi nebo elektrostatickymi silami bilkoviny.

Bunécna sténa

Roli buné&ného skeletu hraje pravé bakterialni sténa. Je to pevny utvar, ktery

udéluje bunce tvar a mechanicky ji chrani. Sténa udéluje bakterii odolnost
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chemickou, odolnost proti zafeni, proti vyschnuti a sou¢asné kompenzuje znaény
osmoticky pretlak panujici uvnitf buriky. Bakterie Ize rozdélit do skupin podle sloZeni
bakterialni stény. Rozeznavame grampozitivni a gramnegativni bakterie. U prvni
skupiny je bakterialni sténa slozena vrstvou peptidoglykanu, ktery je protkany fetizky
teichoové kyseliny. U druhé skupiny je bakteridlni sténa slozZitgjSi. Kromé
peptidoglykanu obsahuje na vnéjsi strané fosfolipidy a bilkoviny a v nich zakotvené
lipoproteiny a lipopolysacharidy. Mechanicky je kiehc¢i, ale odolnéjsi proti chemickym

vliviim (Kapréalek, 1999).

cytoplaZzmaticka
membrana

bunééna

granula
sténa

invaginace )

membrany i
: alvkokalyx
bitik

Obr. 1 Stavba bakterialni bunky (Kapralek, 1999)

Pravé na rozdilném sloZeni buné&tné stény je zalozeno z&kladni barveni
v bakteriologii, Gramovo barveni. Tuto metodu vyvinul dansky védec Christian Gram
v roce 1884. Jedna se o nékolik krokl, béhem nichz dojde nejprve, po fixaci vzorku,
k primarnimu barveni krystalovou violeti, po kterém jsou vSechny bakterie modré.
Nasleduje moreni Lugolovym jodovym roztokem. Po odbarveni alkoholem d&i
acetonem zustanou grampozitivni bakterie modré, zatimco gramnegativni se odbarvi.
Nakonec se gramnegativni bakterie obarvi napf. zfedénym karbolfuchsinem do
rizového zbarveni. Tato barvici odpovéd je zaloZzena na rozdilném chemickém a

strukturnim slozeni buné&éné stény obou druhd bakterii.
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V zavislosti na bakterialnim druhu pak mohou bakterie obsahovat dalsi ¢asti

jako je napfiklad pouzdro, bi¢ik nebo fimbrie (Kapréalek, 1999).

3.1.3 Tvary bakterialnich bunék

Bakterialni buriky mohou mit rizné tvary. Podle tvaru rozeznavame

a)

bakterie kulovitého tvaru neboli koky. Tyto bakterie byvaji riznym zptusobem
usporadany. Usporadanim do dvojic se vytvari diplokoky, fetizky koku se
nazyvaji streptokoky, hroznickovité usporfadané koky jsou stafylokoky.
Z bakterii pouzivanych v praktické Casti se mezi koky fadi Staphylococcus

aureus, Staphylococcus epidermidis a Enterococcus faecalis.

bakterie ty€inkovitého tvaru neboli ty€inky. | tato skupina muaze vytvaret po
spojeni dvojice nebo fetizky. Uvnitf bunék tycinkovitych bakterii se mohou
nachazet kulovita téliska nazyvana endospory. Tyto struktury mohou odolavat
vysokym teplotam a dezinfek&nim prostfedkim a pulsobit tak jako nebezpecné
patogeny. Bakterie ty€inkovitého tvaru pouzivané v praktické c&asti byly
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae.

zakFivené bakterie. Jedna se o tyCinkovité bakterie, které mohou byt jednou
nebo nékolikrat zakfiveny. Bakterie zakfivené do tvaru rohliku se nazyvaji

vibria, bakterie zvinéné se nazyvaji spirily, spiralné zatocené spirochety.

vétvici se bakteridlni bufiky. Nékteré bakteridlni bufky jsou svym tvarem
rozvétvene, rozeznavame aktinomycety, coz jsou uplné vétvici se buriky, a

caste€né se veétvici mykobakterie (Rosypal, 1994).
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Obr. 2 Tvary bakterialnich bunék (Rosypal, 1994)
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3.2 Bakterialni kmeny pouZité v praktické casti

Rod Staphylococcus

Do rodu Staphylococcus bylo zafazeno kolem 40 druh( a poddruht, z nichz
pouze nékteré se uplatiuji v humanni mediciné. Z hlediska patogenity maji pro
Clovéka nejvétsi vyznam koagulaza-pozitivni S. aureus a koaguldza negativni S.

epidermidis.

Stafylokoky jsou charakterizovany jako grampozitivni, nesporulujici,
nepohyblivé a vétSinou neopouzdiené sférické koky o praméru asi 1 um. Vyskytuji se
jednotlivé, ve dvojicich a v nepravidelnych shlucich nebo v hrozni€cich. Jejich
vlastnosti je vy8Si mira rezistence va¢&i nepfiznivym vlivim zevniho prostfedi, coz

umoznuje jejich osidleni v koznich oblastech (Bednar et al., 1996).

3.2.1 Staphylococcus aureus

Radi se mezi biochemicky nejaktivn&jsi bakterialni druhy. Produkuje fadu
komplexnich latek bunécné stény, exoenzymu a toxinl, z nichz mnohé se uplatiuji
jako faktory virulence. Je dobfe adaptovany na kolonizaci kize a sliznic a spolu
se streptokoky patfi mezi nejCastéjS§i plavodce pyogennich infekci (abscesy,
folikulitidy, impetiga, ranné infekce) nebo intoxikaci ¢lovéka a zvirat (Kluytmans et al.,
1997). Lidsky organizmus je i presto vuci stafylokokové infekci pomérné odolny.
K onemocnéni dochazi zpravidla pfi oslabeni organizmu nebo infekci velkou davkou
kmene. To muze byt nebezpetné zejména pro pacienty po Urazu, chirurgickém
zakroku nebo s imunologickou nedostate¢nosti. Mezi onemocnéni zpusobené timto
druhem patfi napfiklad stafylokokova enterotoxik6za (vznikajici po poziti potravy
kontaminované enterotoxinem B), sinusitida, bronchopneumonie, sepse,
osteomyelitida nebo endokarditida. Citlivost vykazuji vaéi polosyntetickym penicilaza-
rezistentnim penicilinm, nebo kombinacim penicilinu s inhibitory betalaktaméaz
(Jindrak et al., 2014).
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3.2.2 Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus

Jedna se o kmeny rezistentni k antibiotiku methicilinu, resp. v Ceské republice
registrovanému oxacilinu. Jejich frekvence mezi kmeny S. aureus nemocniéniho
pavodu se pohybuje od 5 do 15 %. Na zakladé mutace mecA genl dochazi
v membranach stafylokokovych bunék k expresi zvlastni penicilin vazajici bilkoviny,
ktera ma znac¢né snizenou afinitu k penicilinovym antibiotikim. Tyto MRSA kmeny se
vyskytuji jak v zdravotnickych zafizenich jako pavodci nebezpe&nych nozokomialnich
infekci, tak komunitné. Jsou pravidelné multirezistentni k fadé antibiotik a proto
predstavuji vazny terapeuticky problém u infikovanych pacientl. V soucasné dobé je
lékem na infekce zpuUsobené timto druhem linezolid a vankomycin (Hal van J.,
Fowler, 2013 [online]). Vankomycin ma proti linezolidu vice nezadoucich uc€inku,

napriklad nefrotoxicitu (Wunderink et al., 2012 [online]).
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Obr. 3 Podil rezistentnich MRSA v jednotlivych zemich
(http://ecdc.europa.eu/en/healthtopics/antimicrobial_resistance/database/Pages/map
_reports.aspx)
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3.2.3 Staphylococcus epidermidis

Jedna se o bakteridlni druh, ktery se u ¢lovéka dominantné vyskytuje na kuZi
obli¢eje, v podpazi a tfislech, na perineu, na koncetinach a na sliznici nosohltanu
(Chessa et al., 2015 [online]). Je to typicky oportunni patogen, ktery napada
oslabené pacienty po raznych Urazech, chirurgickych zakrocich, popalenindch nebo
imunosupresivni pacienty. Dulezitym faktorem pro vznik infekce je také pfitomnost
umélého povrchu napf. katétru, cévni nahrady nebo umélé chlopné, kdy bakterie
adheruji na povrchu a vytvareji biofilm, ktery zabraruje praniku antibiotik (Buttner et
al., 2015 [online]). Diky tomu muze poté dojit k chronickému zaplaveni organizmu
stafylokoky, které mohou zpusobovat sepse, endokarditidy nebo infekce mocovych
cest. Onemocnéni vyvolana timto druhem jsou tedy €asto ziskdna z nemocni¢niho
prostfedi a maji multirezistenci k antibiotikim v dokonce vét§im rozsahu nez je tomu

u S. aureus.

3.2.4 Enterococcus faecalis

Jedna se grampozitivni koky ve dvojicich a kratkych fetizcich, které zahrnuiji
Jsou dulezitou soucasti normalni mikrofléry v tlustém stfevé a také se mohou
vyskytnout i ve stfevé tenkém, na kuzi, v genitalnim traktu nebo ojedinéle v hornich
cestach dychacich. Enterokoky patfi mezi oportunni patogeny, kdy mohou pusobit
jako puvodci infekci mocovych a ZluCovych cest nebo gynekologickych a
pooperacnich infekci. V sou€asné dobé je druh Enterococcus faecalis povazovan za
druhy nejCastéjSi patogen, ktery zpulsobuje infekce mocovych cest a infekce
chirurgickych ran (Cafini et al., 2015 [online]). Rezistence na dfive ¢asto pouzivana

glykopeptidova antibiotika nartsta, pfedevsim u nozokomialnich infekci.

Rod Escherichia

Rod Escherichia zahrnuje 7 druhd, z nichz nejvyznamnéjsi Escherichia coli, je
jednou z nejlépe prostudovanych bakterii a modelovym organizmem pro nejriiznéjsi
pokusy napf. v mikrobiologii. Rod Escherichia patfi do Celedi Enterobacteriaceae,

které se vyskytuji v lidském stfevé i v okolnim prostfedi (Bednaf et al., 1996).

19



3.2.5 Escherichia coli

E. coli je gramnegativni tyCka se zaoblenymi konci, ktera se pohybuje pomoci
biika. Vétsina kmenu je pro hostitele nejen neskodnda, ale dokonce prospésna,
nebot napfiklad v tlustém stfevé dodava vitamin Ka chrani zazivaci trakt pfed
patogennimi bakteriemi (Pharma-reports, 2012). Je to bézny komenzal tlustého
stfeva, ktery muze vurlitych pfipadech vyvolat dva typy onemocnéni.
Extraintestinalni onemocnéni zahrnuji pfevazné infekce mocovych cest, septicka
onemocnéni, infekce ran, jsou vyvolany prevazné komenzalnimi sérotypy a infekce je
¢asto endogenni. Infekce mocovych cest jsou v souCasné dobé zpusobeny az v 95
% uropatogennim druhem E. coli (Subashchandrabose et al., 2015 [online]). Druhym
typem jsou pak infekce v intestinalnim trakiu provazené prajmy, které jsou
zpusobeny enteropatogennimi druhy E. coli, produkujici napf. toxiny. Tato prdjmova
onemocnéni zpusobuji velkou umrtnost, pfedevs§im u déti mladSich péti let (Croxen
et al., 2013 [online]).

Komunitni kmeny E. coli jsou primarné citlivé na vétSinu antibiotik, ale
nemocni¢ni kmeny mohou vykazovat vysoky stuperi rezistence véetné produkce

Sirokospektrych betalaktamaz.

Rod Klebsiella

Klebsiely jsou nepohyblivé gramnegativni ty¢ky opouzdiené polysacharidovym
pouzdrem. Nalézaji se v zazivacim traktu, v dychacich cestach, v pudé a ve vodé.
Jsou podminéné patogenni, uplatiuji se u nozokomialnich infekci (Bednarf et al.,
1996).

3.2.6 Klebsiella pneumoniae

Jedna se o hlavni druh z rodu Klebsiella, ktery se vyskytuje bézné v tenkém
stfevé, ale velmi dobfe preziva i v okolnim prostredi, kde je ¢astym zdrojem infekci.
Zpusobuje, stejné jako E. coli, moCové infekce, a dale nozokomialni infekce, zejména
pneumonie, sepse, meningitidy u novorozencu. Vétsinou jsou citlivé ke gentamicinu a

cefalosporinim tfeti generace, ale stale pfibyva rezistentnich kmenl. Dnes se tak
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objevuje multirezistence na penicilin, cefalosporiny prvni a druhé generace,
monobaktamy i polymyxiny, zejména u druhl, které maji schopnost produkovat
Sirokospektirné betalaktamazy pfipadné karbapenemazy (Gaspar et al.,, 2015
[online]).
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Obr. 4 Podil KP rezistentnich na karbapenemazy v jednotlivych zemich
(http://ecdc.europa.eu/en/healthtopics/antimicrobial_resistance/database/Pages/map
_reports.aspx)

3.2.7 Klebsiella pneumoniae ESBL pozitivni

Nékteré druhy rodu Klebsiella mohou produkovat takzvané Sirokospekiré
betalaktamazy, coz jsou enzymy, které hydrolyzuji peniciliny, cefalosporiny vSech
generaci a monobaktamy. Tyto ESBL (z anglického extended spectre beta-
lactamases) enzymy oteviraji beta-laktamovy kruh a tim deaktivuji pfislusné

antibiotické latky. Mikroby, které disponuji vlastnosti produkovat tyto enzymy, jsou
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pak nebezpetné, dostanou-li se do respiracniho traktu, mo¢ového traktu a predevsim
do krevniho fecisté, kde se pomnozi a zpusobi infekce.

Nebezpec&i rovnéz predstavuji tzv. karbapenemazy, enzymy produkované
Celedi Enterobacteriaceae. Tyto enzymy snizuji U€inek karbapenemd, které se ¢asto
pouzivaji jako rezervni antibiotika. V tomto pfipadé pak musi byt pacient umistén
v izolaci a musi se dodrzovat striktni bariérovy rezim (Nordmann et al., 2009).

Rod Pseudomonas

Rod Pseudomonas jsou strikiné aerobni, rovné nebo mirné zahnuté
gramnegativni ty€inky pohybujici se pomoci bi¢ika. Maji respira¢ni metabolismus,
nefermentuji sacharidy. BéZné se vyskytuji ve volné pfirodé, v odpadnich vodach, ve

vvvvvv

Pseudomonas aeruginosa (Bednéf et al., 1996).

3.2.8 Pseudomonas aeruginosa

Typicky zastupce rodu Pseudomonas je vyznamny patogen, ktery je Castou
pricinou nemocnicnich infekci. Kolonizuje sliznice, hlavné respirac¢ni trakt a mocové
cesty, je také znacénou pficinou infekci u pacientd se snizenou imunitou. Velmi
vyznamnou vlastnosti Pseudomonas aeruginosa je jeji schopnost pfijimat od
ostatnich bakterii informace o rezistenci, coz muze ¢asto komplikovat terapii. Vybér
antibiotik je omezen jak primarni tak sekundarni rezistenci. V soucasnosti se
s gentamycinem nebo amikacinem. Jako alternativu lze pouzit cefalosporin tfeti
generace, ceftazidim nebo cefalosporin ¢&tvrté generace, cefepin, popfipadé

karbapenemy. Pfi nedc&innosti téchto I&Civ se uziva kolistin (Jindrék et al., 2014).
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3.3 Protimikrobni latky a procesy

3.3.1 Dekontaminacni procesy

Bakterie jsou v nasem okoli vSudypfitomné, jsou nezbytnou soucasti
pfirozenych procesu nejen ve vztahu ke Clovéku, ale také vSude v pfirodé. Pfes toto
obecné pravidlo je nékdy nutné mikroorganizmy z ur€itych mist odstranit, nebo

alespon jejich vyskyt eliminovat.

Dekontaminace je Siroky pojem, ktery zahrnuje soubor metod a postupl
vedoucich k ¢aste€nému nebo Uplnému odstranovani mikroorganizmad. Mazeme zde
zarfadit postupy s mens$i Uc€innosti jako je mechanické odstrafiovani pomoci horké
vody a povrchové aktivnich latek. Jako protikladny postup lze zafadit proces
sterilizace, coz je uplné odstrafiovani vSech Zivotaschopnych forem za pouZiti
fyzikalnich nebo chemickych prostfedkl. Spolehlivost sterilizacnich postupu udava
tzv. hladina sterilizaéni jistoty, ktera udava pravdépodobnost vyskytu nesterilnich
polozek v souboru sterilizovanych pfedmétld. Podle dosazeného ucinku rozliSujeme
dva typy procesu. Prvni proces zpusobuje zastaveni ristu a mnozeni mikrobt a ma

uginek bakteriostaticky. Uginek baktericidni bakterie pfimo usmrcuje (Julak, 2006).

Pro pfehlednost se metody dekontaminace déli na

a) fyzikalni metody. Tyto procesy zahrnuji pfedevSim puasobeni tepla, filtraci, rizné

druhy elektromagnetického zafeni a zmény osmotického tlaku.

b) chemické metody. Zde je zahrnut rozsahly sortiment prostfedku, které se [isi
sloZenim i mechanizmem puasobeni. Jejich U€innost zavisi také na koncentraci dané
latky, na dobé pusobeni a na teploté. Tyto metody se uzivaji pfedevSim tam, kde
fyzikalni metody nelze pouzit, napf. k sterilizaci termolabilnich latek v€etné Zivych
tkani. Mezi asto pouzivané patfi organické kyseliny, manganistan draselny, peroxid
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vodiku, jod, alkoholy, formaldehyd, barviva a mnoho dalSich slouc¢enin
(Melichercikova, 2015).

3.3.2 Antibiotika

Bakterie jsou v8udypfitomné organizmy, které mohou v zavislosti na
bakterialnim druhu a na konkrétnim stavu jedince vyvolat bakterialni infekce. Lidsky
organizmus se Casto témto infekcim ubrani diky reakcim imunitniho systému bez
zjevnych znamek onemocnéni. Nékteré z téchto infekci vSak mohou u hostitele
zpusobit pFiznaky, které vyzaduji zédsah pomoci protiinfekénich latek. Mezi tyto
protiinfekéni latky |ze zaradit dvé skupiny, a to antibiotika, dfive produkty organizma,
dnes je vSak fada z nich vyrabéna polysynteticky nebo synteticky, a druha skupina
nazyvana chemoterapeutika, jiz plné syntetizovana Ié€iva. Obé skupiny pusobi bud
mechanizmem baktericidnim, kdy jsou mikroby usmrcovany, nebo bakteriostaticky,

kdy je rist a mnozeni mikrobl zastavovano.

B-laktamy

Skupina, jejimz prototypem je penicilin, zahrnuje celou fadu derivatd, jejichz
spole¢na struktura je betalaktamovy kruh, na ktery jsou navazané rizné substituenty.
Podle povahy substituentd se tato rozsahla skupina déli do dalSich podskupin.
Klasické peniciliny se déli na dvé skupiny dle odolnosti vici kyselému prostiedi
v zaludku. Acidolabilni, které Ize podavat injekéné, zastupuje napfiklad
benzylpenicilin. Pro peroralni podani lze pouZit fenoxymethylpenicilin. Obé& dvé
skupiny pusobi dobfe na Ffadu grampozitivnich i gramnegativich bakterii. Dalsi
vyznamné derivaty zahrnuji aminopeniciliny, karboxypeniciliny. Obecné& maji
peniciliny nizkou toxicitu, nejvyznamnéjsi je alergicka reakce, ktera muze u citlivych

jedincl vyustit az v anafylakticky Sok.

Druh&a skupina betalaktami zahrnuje cefalosporiny, které se déli do péti
generaci. Tyto skupiny antibiotik maji Siroké spektrum 0c&inku, které se liSi dle

generace. Prvni dvé skupiny jsou uc€inné zejména na grampozitivni bakterie. Treti
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generace pusobi na gramnegativni druhy a dvé nejnovéjSi generace maiji Siroké
spektrum Ucinku na obé dvé skupiny bakterii véetné druht Pseudomonas aeruginosa
a MRSA. Jejich toxicita a pfipadné vedlejSi negativni UC€inky jsou niz8i nez u

klasickych penicilina (Lincova, 2007).

Mezi skupinu betalaktamd se fadi i tzv. atypické betalaktamy. Do této skupiny
patfi karbapenemy a monobaktamy, které lze vyuzit jako rezervni antibiotika
v pfipadé, kdy jsou prfedchozi skupiny betalaktam( neucinné nebo jsou Spatné
snaseny. Ze skupiny monobaktamu je dnes jedinym klinicky vyuzivanym zastupcem
aztreonam, ktery ma 0cinek na aerobni gramnegativni bakterie. Naproti tomu
k terapii nemocni¢nich a zivot ohrozujicich infekci. Mezi zastupce patfi imipenem,

meropenem a ertapenem (Lillmann et al., 2012).

Tetracykliny

Derivaty tetracyklind maji obecné velmi Siroké spektrum Gc€inku nejen na
bakterie, ale i na nékteré prvoky. Nevyhodou terapie tetracykliny jsou ovSem casté
vedlejsi nezadouci ucinky, coz je dano potlacenim nejen patogend, ale i fyziologické
mikrofléry. Vysledkem jsou Casté gastrointestinalni potize (Chopra et al., 2001).
Nepfiznivé ovliviiuji také osteosyntézu a Zluté zabarvuji zuby, tudiz se nemuzZou
podavat t€hotnym Zenam a détem do 18 let. U nés se pouziva pfedevsim doxycyklin
a semisynteticky derivat tigecyklin (Hynie, 2003).

Chloramfenikoly

V praxi se dnes pouziva predevSim derivat izolovany ze streptomycet,
chloramfenikol, ktery ma Siroké spektrum Gc€inku na Fadu aerobnich a anaerobnich
bakterii. Pro svoji vysokou toxicitu se ov8em pouziva pouze v indikovanych
pfipadech. Jeho hlavni uZziti je Ié€ba infekci CNS, napfiklad bakterialni meningitidy
(Hynie, 2003).
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Aminoglykosidy

Jednd se o skupinu Sirokospektrych antibiotik s rychlym baktericidnim
uCinkem, které jsou vhodné pro léCbu sepsi a zavaznych organovych infekci.
Chemicky se jedna o oligosacharidy slozené z neobvyklych aminoglykosidu, jejichz
hlavnim zastupcem jsou amikacin a gentamycin. Podavaji se pouze parenteralné
z dvodu nevstiebatelnosti po peroralnim podani a jsou dobfe U¢inna na aerobni
gramnegativni bakterie, dale na stafylokoky a mykobakterie. Nejvyznamnéjsi vedlejsi
uCinky zahrnuji neurotoxicitu, nefrotoxicitu a ototoxicitu, ktera muaze vést az

k hluchot&. Rada latek s touto strukturou mé lokalni pouziti (Hynie, 2003).

Makrolidy

Zakladem jejich struktury je makrocyklus, na ktery jsou vazany neobvyklé
monosacharidy. Zakladni derivat, erytromycin, Ize podavat peroralné a jeho spektrum
Ucinku je podobné penicilinu. Z vedlejSich Ucinkl se ¢asto objevuji gastointestinalni
potize, po dlouhodobém podavani muze dojit k hepatotoxicité nebo ototoxicité. Dnes
se uplatiiuji novéjSi derivaty s vyhodnéjSimi vlastnostmi a niz§im vyskytem
nezadoucich ucinkd. Mezi tyto latky patfi klaritromycin a azitromycin, u kterych se

muze objevit prijem, nevolnost a bolesti bficha (Piscitelli et al., 1992).

Linkosamidy

Zakladem jejich struktury je prolin, na kterém je navdzan aminocukr. V praxi
se pouzivaji pfedev§im dva derivaty, linkomycin a klindamycin. Dobfe Uc&inkuji na
grampozitivni bakterie, mimo enterokoku. Vyhodou je mala toxicita, nejCastéji se
vyskytuje prajem (Hynie, 2003).

Polypeptidy

Do skupiny polypetidovych antibiotik patfi latky, které se pro zna¢nou toxicitu
uzivaji predevSim lokalné. Z této skupiny se pouzivaji polymyxiny, které plsobi na
vétSinu gramnegatinich bakterii, pfedev&im v usnich a o¢nich kapkéch. V systémoveé
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terapii se uplatriuje kolistin, 1&Ci se jim infekce vyvolané druhem Pseudomonas
aeruginosa. Nevyhodou pfipravkl je znacna nefrotoxicita a Spatna pronikavost do
tkani (Hynie, 2003).

Glykopeptidy

Skupina baktericidnich antibiotik, kieré se pouzivaji pfedevSim na infekce
zpusobené grampozitivnimi bakteriemi. Zakladni glykopeptidové antibiotikum z této
skupiny, vankomycin, se pouziva pfi lécbé infekci vyvolanych rezistentnimi
stafylokoky, enterokoky nebo Clostridium difficile. Nezadouci U¢inky zahrnuji vysokou
nefrotoxicitu, neurotoxicitu a ototoxicitu . Druhy glykopeptid, teikoplanin, je svym
spektrem ucinku podobny vankomycinu, jeho vyhoda je lepsi snaSenlivost a mensi
toxicita (Hynie, 2003).

Chinolony a fluorochinolony

Jednd se o rozsahlou skupinu syntetickych antibiotik, které se déli na starsi,
nefluorované chinolony, které se dnes uplatfiuji uz jenom pouze u mocovych infekci.
NovéjSi skupiny, fluorochinolony, jsou U&inngjSi i méné toxické nez klasické
chinolony. Obecné maji niz8i toxicitu a Sir8i spektrum U&inku zahrnujici grampozitivni
i gramnegativni bakterie, dale mykoplazmata, chlamydie a castecné i aerobni
bakterie. Z nezadoucich Uc€inkd jsou vyznamné gastrointestinalni potize, fototoxicita,
nékdy i neurologické a hematologické poruchy. Mezi ¢asto pouzivané zastupce patfi
norfloxacin, ciprofloxacin a ofloxacin. Nevyhodou je stale narlstajici rezistence, ktera

je dana, mimo jiné, i Castym uzivanim téchto leciv (Hynie, 2003).

Sulfonamidy

Tyto Sirokospektra, bakteriostaticky pusobici chemoterapeutika zahrnuji latky
pusobici jak mistnim tak systémovym uc€inkem. Prvi skupinu zahrnuje sulfathiazol,
sulfadiazin a sulfacetamid, které maji vyznam pfi 1é€bé infikovanych popalenin a

bércovych viedl. Ze systémovych sulfonamidd ma dnes nejvétsi uplatnéni
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kotrimoxazol, coz je kombinace sulfametoxazolu s trimetoprimem, ktery Ize pouzit u

pacientd s moc¢ovymi nebo respira¢nimi infekcemi (Hynie, 2003).
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3.4 Vysetreni citlivosti bakterii

Ke zjisténi, zda je mikrob citlivy ke konkrétni latce nebo skupiné latek, ndm
slouzi rdzné metody, které Ize rozdélit na kvalitativni a kvantitativni. Kvantitativné je
citlivost pfimo vyjadfena minimalni inhibi¢ni koncentraci, nebo nepfimo, pramérem
inhibi¢ni zény kolem disku. Minimalni inhibiéni koncentrace je pojem, ktery vyjadfuje

nejniz8§i  koncentraci antibiotika v zivné padé, kterd zamezi viditelny narust

naockované kultury. Tato koncentrace se vyjadiuje v pg/ml.

Popis metod stanovuijici citlivosti bakterii k antimikrobnim latkam

Dilucni test v bujonu

Bujonovy test se provadi v polystyrénovych mikrotitracnich destiCkach
s dvandcti sloupci a osmi fadami jamek. Pro jedno antibiotikum se pouziva osm
riznych koncentraci, které se pfipravi dvojnasobnym fedénim zakladniho antibiotika.
Po inkubaci se odecita rast proti kontrole. Diluénim testem se zjiStuje tzv. minimalni
inhibiéni koncentrace (MIC), coZz je minimélni koncentrace antibiotika, kiera se
porovnava s tzv. breakpointem. Breakpoint (hrani¢ni koncentrace) pro jednotliva
antibiotika v pg/ml kategorizuje konkrétni mikrob na citlivy nebo rezistentni. MIC
rust). Vyhody tohoto testu spocivaji v moznosti otestovani antimikrobni latky
k nékolika rlznym bakterialnim druhim nebo (Castéji) otestovani citlivosti jednoho
mikroba k vice antibiotikim zaroven. Nevyhodou je pfipadné hodnoceni bakterialni
kontaminace. Tento test byl pouzivan pfi zjiStovani MIC v této diplomové praci
(Schindler, 2010).
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Diskovy difuzni test

Spravny vysledek tohoto testu zavisi na mnoha faktorech, proto musi byt
postup pfisné standardizovan. Tento test se provadi na tak zvaném MH (Mueller —
Hinton) agaru, nalitém do Petriho misky. PH pady je 7,2 — 7,4. KocCkovani se
vyuzivaji suspenze bakterii ¢tyf nebo péti kolonii ve fyziologickém roztoku, které se
porovnavaiji se zékalovym standardem, ktery odpovida koncentraci 10® CFU/ml nebo
se zdkal méfi pomoci denzitometru. OCkuje se rovhomérnym rozetfenim suspenze
vatovym tamponem po povrchu plotny. Na naockovanou plotnu se nanese Sest disku
s pfedepsanym mnozstvim antibiotika. Necha se inkubovat 18 - 24 hodin. Poté se
mé&fi prameéry inhibiCnich zon (1Z). V zavislosti na velikosti 1Z v mm se mikrob
kategorizuje jako citlivy, rezistentni nebo intermediarné citlivy k testovanému
antibiotiku dle tabulkovych hodnot. Odecet 1Z se provadi vizualné nebo pomoci
automatickych c¢tecich a vyhodnocovanych systému. Vyhodou tohoto testu je
jednoduchost provedeni, cenova dostupnost a moznost vyhodnotit nékteré fenomény
rezistence (Schindler, 2010).

Dilucni test v agaru

| vtomto testu se pouzivaji Petriho misky, ve kterych je vylit agar s pfimési
antibiotika s rGznou koncentraci. Na jednu plotnu se bodové naockuje 30 az 40
kmend najednou. Po inkubaci se odecita rast kolonie. Plotna, kde se jiz neobjevuje
rust, obsahuje MIC antibiotika. Interpretuje se dle tabulek. Metoda pro svou
technickou naro€nost neni vhodna pro rutinni praxi a pouzivd se predevSim
v referenénich laboratofich. Vyhodou tohoto testu je otestovani vys§siho poctu kmenu
k jednomu antibiotiku (Bednar et al., 1996).

E-test

Tento test se nékdy nazyva také gradientova difuzni metoda na agaru.
Provadi se tak, Ze se na agar pfilozi prouzek, ktery je napustény rostouci koncentraci
antibiotika. Po pfilnuti se difuzi vytvofi kontinualni gradient antibiotika podél prouzku
a kolmo od néj. Vytvorena inhibi¢ni zbna ma tvar protahlé kapky. V misté, kde zéna

protind E-testovy prouzek, odec&itdme hodnotu MIC. Vyhodou tohoto testu je
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jednoducha manipulace a snadné provedeni. Nevyhodou je pomérné vysoka cena
(Bednar et al., 1996).
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4 Prakticka cast

4.1 PouZzity materidl

Pomuiicky:

Sterilni mikrotitracni desticky s vicky, mikropipety, sterilni Spi¢ky, dvanacti
jamkovy rezervodr na médium, sterilni zkumavky, stojanky na zkumavky, ockovaci
klicky

Pristroje:

Laminarni box, termostat, denzitometr, vortex

Testované kmeny bakterii a jejich zkratky:
Staphylococcus aureus SA

Staphylococcus aureus — methicilin rezistentni MRS A
Staphylococcus epidermidis SE

Enterococcus faecalis EF

Escherichia coli EC

Klebsiella pneumoniae KP

Klebsiella pneumoniae ESBL pozitivni KP ESBL

Pseudomonas aeruginosa PA

Testované koncentrace latky v pmol.I" :

500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,813; 3,906; 1,953; 0,977, 0,488
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Testované latky:

1.

a > LD

Salicylanilidové N-monosubsituované a N,N-disubstituované karbamaty a
thiokarbamaty

Sulfonamidové mocoviny

Amidy odvozené od sulfathiazolu

Derivaty rhodaninu

Derivaty nitrobenzamidu a derivat mocoviny

Vlastni postup:

—

A

. PrFiprava suspenzi testovanych kmenu bakterii

Priprava fedici fady testované latky

. Pipetovani do desticky

Vyhodnoceni

. PFiprava suspenzi testovanych kmenu bakterii

V8echny bakteriadlni kmeny maji svoji sterilni zkumavku, kterd je
oznaCena zkratkou testovaného kmene. Do kazdé této zkumavky
napipetujeme 3 ml sterilni vody. Poté z kultury bakterii, které narostly na
Zivném agaru, odebereme malou ¢ast kolonie a resuspendujeme ji ve sterilni
vodé ve zkumavce. Zkumavku poté promichdme na vortexu a zméfime

hustotu suspenze, kterd odpovida 0,5 stuprid McFarlanda.

Priprava fedici fady testované latky
Navazku testované latky rozpustime v objemu DMSO tak, aby prvni
testovana koncentrace byla 500 pmol.I" a zaroveii koncentrace DMSO

v jamce nepfesahla 1 %. K vypoctu objemu DMSO pouzivame vzorec

VDMso=m/CXMX100
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kde m znaéi navazku testované latky v gramech, c je prvni testovana
koncentrace 500 pmol.I" a M je molarni hmotnost testované latky. Pokud se
testovana latka v DMSO vysrazi nebo se nerozpusti, pfidame druhy,
popripadé treti ekvivalent rozpoustédla. Kazdym pfidanim rozpoustédla se tak
posouva prvni testovana koncentrace o jedno, popfipadé dvé fedéni dozadu.

Do sterilni zkumavky, kterou si ozna€ime Cislem jedna, napipetujeme
1,98 ml ristového média a pfidame 20 pl rozpusténé testované latky.
Promichame na vortexu a zkontrolujeme, zda se latka v ristovém médiu
nevysrazela. Pokud k vysrazeni nedoslo, pfistoupime k dal§imu kroku. Pokud
doslo k vysrazeni, k latce pfidame druhy, popfipadé tfeti ekvivalent rastového
média. Kazdym pfidanim ekvivalentu rdstového média se posouva prvni
testovana koncentrace o jedno fedéni dozadu. Timto se ziska pracovni roztok
prvni testované koncentrace, ktery steriiné prfemistime do prvni jamky
dvanacti jamkoveého rezervoaru.

Do dalSich deseti sterilnich zkumavek, které si oznacime Cisly 2 - 11, si
pripravime dvojkovou fedici fadu testované latky v DMSO, nejprve do kazdé
zkumavky napipetujeme 0,5 ml DMSO. Do prvni zkumavky, ktera je ozna¢ena
Cislem 2 si napipetujeme 0,5 ml testované latky rozpusténé v DMSO, fadné
promichadme a pfeneseme 0,5 ml do zkumavky cislo 3, nasleduje prfeneseni
0,5 ml do zkumavky ¢islo 4, tento postup pokracéuje az po zkumavky ¢&islo 11.

Do jamek cislo 2 — 12 dvanacti jamkového rezervoaru napipetujeme
1,98 ml ristového média a pfidame 20 pl nafedéné testované latky (izn. ze
zkumavky Ccislo 2 do jamky Ccislo 2 atd.). Do posledni jamky rezervoaru
pfidame 20 pl samotného DMSO, tato jamka slouZi jako kontrola. V kazdé
jamce rezervoaru tak ziskdme 20 ml pracovniho roztoku s pfislusnou

koncentraci testované latky a jednu jamku jako kontrolu.

. Pipetovani do desticky

Nejdfive si nachystame destiCku, kde si jednotlivé fadky oznacime
zkratkami bakterialnich kmenud. Mikrotitracni desticka je slozena z osmi fadku
a dvanacti sloupcl. Kazdy bakterialni kmen ma tak svij fadek s pfislusnymi
koncentracemi testované latky. Pomoci dvanacti kandlové pipety
napipetujeme 200 pl prislusného zasobniho roztoku do v8ech fadkd jedné
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mikrotitracni desti¢ky. Poté do kazdé jamky jednoho Fadku napipetujeme 10 pl
pfipravené suspenze bakterialniho druhu.
Po napipetovani vSech suspenzi do pfislusnych Fadka desticku

prikryjeme vickem a nechame inkubovat v termostatu pfi teploté 35° C.

. Vyhodnoceni
Po uplynuti inkubacni doby, ktera je 24h a 48h, hodnotime narast

v jamkach. Koncentrace latky, ktera inhibuje rast bakterie, odpovida jamce, ve

které dojde k potlaceni rlistu bakterie 0 95 %.
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4.2 Vysledky

V ramci této diplomové prace bylo celkem hodnoceno 58 latek z péti riznych
skupin. Latky z kazdé skupiny jsou rozdéleny do tabulek a nasledné je zhodnocena

jejich ucinnost.

4.2.1 Rozdéleni jednotlivych skupin latek dle chemické struktury

Testované latky byly rozdéleny podle jejich chemické struktury do péti skupin.

Nasledné byla testovana MIC dle vySe uvedeného postupu.

1. Salicylanilidové N-monosubstituované derivaty a N,N-disubstituované
karbamaty a thiokarbamaty

Tato skupina obsahovala nejvét8§i mnozZstvi testovanych latek, proto jsou

jednotlivé latky pro vétsi prehlednost rozdéleny do skupin po péti. Celkem bylo v této

R
el

1

R\@:H‘NH

skupiné otestovano 35 latek.

R
Tabulka 1 Salicylanilidové derivaty
Kod latky R R? R R* X
SAL-1E Cl Cl pentan-1,5-diyl O
SAL-1F Cl Cl 3-oxapentan-1,5-diyl O
SAL-1J Cl Cl ethyl fenyl O
SAL-1K Cl Cl methyl benzyl O
SAL-1L Cl Cl H 3-fenylpropyl O
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KMEN D TESTOVANA LATKA
SAL-1E |SAL-1F |SAL-1J |SAL-1K |SAL-1L
SA 24h >125 >125 3,9 125 15,62
48h >125 >125 | 15,62 125 15,62
MRSA 24h >125 >125 1,95 >125 15,62
48h >125 >125 3,9 >125 15,62
SE 24h >125 >125 | 1562 | >125 125
48h >125 >125 | 1562 | >125 125
EF 24h >125 >125 >500 >125 62,5
48h >125 >125 >500 >125 62,5
EC 24h >125 >125 >500 >125 62,5
48h >125 >125 >500 >125 62,5
KP 24h >125 >125 >500 >125 62,5
48h >125 >125 >500 >125 62,5
KP.E 24h >125 >125 >500 >125 62,5
48h >125 >125 >500 >125 62,5
PA 24h >125 >125 >500 >125 62,5
48h >125 >125 >500 >125 62,5

Z prvni skupiny salicylanilidovych derivatt prokazala nejvyssi ucinnost latka
SAL-1J proti kmendm SA, MRSA a SE. Dalsi ucinna latka, SAL-1L, vykazovala
stfedné silnou ucinnost nebo slabou U&innost proti vSem testovanym kmendm. Velmi

nizkou ucinnost vykazovala také latka SAL-1K proti kmenu SA, ktera se ov8em

rozpoustéla az po pridani druhého ekvivalentu rozpoustédia.
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Tabulka 2 Salicylanilidové derivaty

Kod latky R R? R R* X
SAL-1M Cl Cl H 3-fenylpropyl @)
SAL-1N Cl Cl H 4-fenylbutyl o]
SAL-2F Cl Br 3-oxapentan-1,5-diyl O
SAL-2J Cl Br ethyl fenyl O
SAL-2K Cl Br methyl benzyl 0]

KMEN ID TESTOVANA LATKA

SAL-1M | SAL-IN |SAL-2F |SAL-2J |SAL-2K

SA 24h 1,95 7,81 >125 3,9 1,95
48h 7,81 15,62 >125 3,9 1,95

MRSA 24h 3,9 3,9 >125 7,81 7,81
48h 3,9 7,81 >125 7,81 7,81
SE 24h 7,81 7,81 >125 15,62 15,62
48h 31,25 31,25 >125 15,62 15,62

EE 24h >500 >125 >125 >125 >125
48h >500 >125 >125 >125 >125

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

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

KP-E 24h >500 >125 >125 >125 >125
48h >500 >125 >125 >125 >125

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

Z druhé skupiny salicylanilidovych derivatl se prokazaly jako 0&inné Cctyfi
testované latky. Prvni z nich, SAL-1M, se jako jedind rozpoustéla ve vychozi
koncentraci rozpoustédla a byla stfedné uc¢inna na prvni tfi testované kmeny. Dalsi tfi
acinné latky SAL-1N, SAL-1K a SAL-1J se rozpoustély az ve druhém ekvivalentu
rozpoustédla. Jejich U€innost je vykazovana jako stfedné ucinna na prvnich tfech

testovanych kmenech.
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Tabulka 3 Salicylanilidové derivaty

Kod latky R R? R R* X
SAL-1H Cl Cl ethyl ethyl o)
SAL-1] Cl Cl ethyl ethyl S
SAL-2H Cl Br ethyl ethyl @)
SAL-2I Cl Br ethyl ethyl S
SAL-3H Cl F ethyl ethyl o)
KMEN ID TESTOVANA LATKA
SAL-1H |SAL-11 |SAL-2H |SAL-21 |SAL-3H
SA 24h 500 >500 15,62 3,9 1,95
48h 500 >500 15,62 3,9 1,95
MRSA 24h >500 >500 15,62 7,81 7,81
48h >500 >500 15,62 7,81 7,81
SE 24h 250 500 15,62 | 15,62 | 15,62
48h 250 500 1562 | 15,62 | 15,62
EF 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
EC 24h >500 >500 >500 >500 500
48h >500 >500 >500 >500 500
Kp 24h >500 >500 >500 >500 500
48h >500 >500 >500 >500 500
KP.E 24h >500 >500 >500 >500 500
48h >500 >500 >500 >500 500
PA 24h >500 >500 >500 >500 500
48h >500 >500 >500 >500 500

v,

Z tieti skupiny salicylanilidovych derivatll se jako nejucinngjsi jevi latky SAL-
21, SAL-3H. Obé tyto latky vykazuji stfedné silnou ucinnost na kmeny SA, MRSA a
SE, pficemz latky SAL-3H vykazuje jesté velmi slabou ucinnost na kmeny EC, KP,
KP-E. Déle maji slabou ucinnost na kmen SE latky SAL-1H, SAL-11.
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Tabulka 4 Salicylanilidové derivaty

Kod latky R R? R R* X
SAL-3I Cl F ethyl ethyl S
SAL-4H Cl CF; ethyl ethyl O
SAL-4] Cl CF3 ethyl ethyl S
SAL-5H H ethyl ethyl o)
SAL-5 H ethyl ethyl S

KMEN ID TESTOVANA LATKA

SAL-31 |SAL-4H |SAL-41 |SAL-5H |SAL-5I
SA 24h 31,25 >500 62,5 500 31,25
48h 31,25 >500 62,5 500 31,25
MRSA 24h >500 >500 500 >500 250
48h >500 >500 500 >500 250
SE 24h 31,25 500 62,5 250 31,25
48h 31,25 500 62,5 250 31,25
EF 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
EC 24h >500 >500 >500 >500 500
48h >500 >500 >500 >500 500
Kp 24h >500 >500 >500 >500 500
48h >500 >500 >500 >500 500
KP-E 24h >500 >500 >500 >500 500
48h >500 >500 >500 >500 500
PA 24h >500 250 >500 >500 500
48h >500 250 >500 >500 500

Z ¢tvrté skupiny salicylanilidovych derivatd vykazuje nékolik latek stfedné
silnou nebo slabou G&innost. Za stfedné ucinné jsou povazovany latky SAL-3I, SAL-
4] a SAL-5I. Prvni z uvedenych latek je G&inna pouze na kmeny SA a SE. Podobnou
acinnost na kmeny SA a SE ma jesté latka SAL-5I, ktera dale vykazuje slabou
acinnost na ostatni kmeny kromé EC. Latka SAL-4l ma nizkou ucinnost proti
kmenum SA a SE a velmi nizkou u&innost proti kmenu MRSA.
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Tabulka 5 Salicylanilidové derivaty

Kod latky R R? R R* X
SAL-3F Cl F 3-oxapentan-1,5-diyl @)
SAL-3G Cl F butan-1,4-diyl @)
SAL-3J Cl F ethyl fenyl S
SAL-3K Cl F methyl benzyl ]
SAL-4E Cl CF3 pentan-1,5-diyl S
KMEN ID TESTOVANA LATKA

SAL-3F | SAL-3G | SAL-3J | SAL-3K | SAL-4E

SA 24h >125 >125 125 31,25 >125
48h >125 >125 125 31,25 >125

MRSA 24h >125 >125 125 31,25 >125
48h >125 >125 125 31,25 >125

SE 24h >125 >125 >250 31,25 >125
48h >125 >125 >250 31,25 >125

EE 24h >125 >125 >250 >250 >125
48h >125 >125 >250 >250 >125

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

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

KP-E 24h >125 >125 >250 >250 >125
48h >125 >125 >250 >250 >125

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

Z paté skupiny salicylanilidovych derivatu vykazovala stfedné silnou u€innost
na prvni tfi testované kmeny pouze jedna latka, a to SAL-3K. Dalsi latkou z této

skupiny vykazujici nizkou u¢innost proti kmenim SA a MRSA byla SAL-3J.
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Tabulka 6 Salicylanilidové derivaty

Kod latky R' R? R® R* X
SAL-4J Cl CF; ethyl fenyl 0O
SAL-4M Cl CF3 H 4-fenylbutyl 0
SAL-4N Cl CF; H 1-fenylethyl @)
SAL-5E H H pentan-1,5-diyl 0]
SAL-5G H H butan-1,4-diyl 0]

KMEN D TESTOVANA LATKA

SAL-4J |SAL-4M |SAL-4N |SAL-5E |SAL-5G
SA 24h 3,9 0,98 125 >500 125
48h 3,9 0,98 125 >500 125
MBSA 24h 15,62 1,95 125 >500 >500
48h 15,62 1,95 125 >500 >500
SE 24h 31,25 3,9 125 >500 500
48h 31,25 3,9 125 >500 500
EF 24h >250 125 125 >500 >500
48h >250 125 125 >500 >500
EC 24h >250 >125 >250 >500 >500
48h >250 >125 >250 >500 >500
KP 24h >250 >125 >250 >500 >500
48h >250 >125 >250 >500 >500
KP-E 24h >250 >125 >250 >500 >500
48h >250 >125 >250 >500 >500
PA 24h >250 >125 >250 >500 >500
48h >250 >125 >250 >500 >500

Sesta skupina salicylanilidovych derivatt obsahuje opé&t nékolik G&innych
latek. Jako nejucinnéjsi se jevi latky SAL-4J a SAL-4M. Obé latky vykazuji vysokou
acinnost proti bakterialnimu kmenu SA. Latka SAL-4M navic vykazuje vysokou
acinnost proti kmeniim MRSA a SE a nizkou Gcinnost proti kmenu EF. Tato latka se
rozpous$téla az po pridani druhého ekvivalentu rozpoustédla. Dalsi latky vykazujici
slabou ucinnost jsou SAL-4N a SAL-5G.
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Tabulka 7 Salicylanilidové derivaty

Kod latky R R? R R* X
SAL-5J H H ethyl fenyl O
SAL-5K H H methyl benzyl O
SAL-5L H H H 3-fenylpropyl @)
SAL-5M H H H 4-fenylbutyl O
SAL-5N H H H 1-fenylethyl O
KMEN ID TESTOVANA LATKA

SAL-5J |SAL-5K |SAL-5L |SAL-5M |SAL-5N
SA 24h 250 >500 31,25 >500 250
48h 250 >500 31,25 >500 250
MRSA 24h 250 >500 62,5 >500 250
48h 250 >500 62,5 >500 250
SE 24h 125 >500 125 >500 500
48h 125 >500 125 >500 500
EF 24h >250 >500 >125 >500 >500
48h >250 >500 >125 >500 >500
EC 24h >250 >500 >125 >500 >500
48h >250 >500 >125 >500 >500
KP 24h >250 >500 >125 >500 >500
48h >250 >500 >125 >500 >500
KP-E 24h >250 >500 >125 >500 >500
48h >250 >500 >125 >500 >500
PA 24h >250 >500 >125 >500 >500
48h >250 >500 >125 >500 >500

Posledni skupina salicylanilidovych derivatd obsahuje pouze jednu stfedné
acinnou latku, to je SAL-5L. Tato latka vykazuje uc¢innost na kmeny SA, MRSA a SE.
Mezi dalsi latky, které vykazuji slabou G&innost proti vySe jmenovanym bakterialnim
kmenum, se fadi SAL-5J a SAL-5N.
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Nékteré latky z vySe uvedené skupiny se nerozpoustély ani po pfidani
druhého ekvivalentu rozpoustédla nebo se v daném rozpoustédle srazely. Tyto latky
tudiz nemohly byt testovany. Piehled téchto latek uvadi tabulka 8.

R
|
1
R
TNH
O
3
A
X r;r”
hé

Tabulka 8 Salicylanilidové derivaty
Kod latky R1 R2 R3 R4 X
SAL-1G Cl Cl butan-1,4-diyl O
SAL-2E Cl Br pentan-1,5-diyl O
SAL-2G Cl Br butan-1,4-diyl O
SAL-3E Cl F pentan-1,5-diyl O
SAL-4F Cl CF3 3-oxapentan-1,5-diyl O
SAL-4G Cl CF3 butan-1,4-diyl O
SAL-4K Cl CF3 methyl benzyl O
SAL-4L Cl CF3 H 3-fenylpropyl O
SAL-5F H H 3-oxapentan-1,5-diyl O
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2. Sulfonamidové mocoviny

Celkem bylo v této skupiné testovano 15 latek, pfiemz obecné vykazovaly

nizkou Uéinnost.

Tabulka 9 Sulfonamidové mocoviny

Kéd latky R
STZ-Cy cyklohexyl
STZ-Phe fenyl
STZ-Ben benzyl
STZ-PhEt fenethyl
STZ-Ada | adamantan-1-yl

KMEN ID TESTOVANA LATKA
STZ-Cy | STZ-Phe | STZ-Ben | STZ-PhEt | STZ-Ada

SA 24h 500 >500 >500 250 >500
48h >500 >500 >500 250 >500
MRSA 24h 250 >500 >500 250 >500
48h 500 >500 >500 250 >500
SE 24h 500 >500 >500 >500 >500
48h 500 >500 >500 >500 >500
EE 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
EC 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
KP 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
KP-E 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
PA 24h 500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500

Ze skupiny sulfonamidovych mocovin se jako nejucinnéjSi prokazala latka
STZ-PhEt proti kmenim SA, MRSA. Dale nizkou uc&innost vykazovala latka STZ-Cy
na kmeny SA, MRSA, SE a PA, u kmene SA a PA ovSem pouze po dobé inkubace
24 hodin.
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Tabulka 10 Sulfonamidové mocoviny

Kaod latky R
STZ-U-1 methyl
STZ-2 ethyl
STZ-3 propyl
STZ-4 butyl
STZ-5 pentyl
KMEN ID TESTOVANA LATKA

STZ-U-1 |STZ-2 STZ-3 |STZ-4 |STZ-5
SA 24h 125 >500 >500 250 >500
48h 125 >500 >500 250 >500
MRSA 24h 125 >500 >500 500 >500
48h 125 >500 >500 500 >500
SE 24h 250 >500 >500 >500 >500
48h 250 >500 >500 >500 >500
EF 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
EC 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
KP 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
KP-E 24h >500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500
PA 24h 500 >500 >500 >500 >500
48h >500 >500 >500 >500 >500

Dalsi latky ze skupiny sulfonamidovych mocovin vykazovaly podobny
vysledek. Nizkou U¢&innost mély latky STZ-U-1 a STZ-4 proti kmenim SA a MRSA,
STZ-U-1 navic proti kmenu SE. Ostatni latky byly nedg&inné.

46



Tabulka 11 Sulfonamidové mocoviny

Kéd latky R

STZ-6 hexyl

STZ-7 heptyl

STZ-8 oktyl

STZ-9 nonyl

STZ-10 decyl

KMEN ID TESTOVANA LATKA
STZ-6 STZ-7 STZ-8 STZ-9 STZ-10

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

Latky z posledni tabulky této skupiny byly otestovany jako neucinné. Velmi
nizkou ucinnost na kmeny SA a MRSA vykazuje pouze latka STZ-9.
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3. Amidy odvozené od sulfathiazolu

Tabulka 12 Amidy odvozené od sulfathiazolu

Kaod latky R
STZ-IN pyridin-4-yl
STZ-NI pyridin-3-yl
STZ-PZ pyridin-2-yl

KMEN ID TESTOVANA LATKA
STZ-IN STZ-NI STZ-PZ
SA 24h 62,5 >500 >500
48h 250 >500 >500
MRSA 24h >500 >500 >500
48h >500 >500 >500
SE 24h 250 >500 500
48h 250 >500 >500
EE 24h >500 >500 >500
48h >500 >500 >500
EC 24h >500 >500 >500
48h >500 >500 >500
KP 24h >500 >500 >500
48h >500 >500 >500
KP-E 24h >500 >500 >500
48h >500 >500 >500
PA 24h >500 >500 >500
48h >500 >500 >500

Z této skupiny byli testovani pouze tfi zastupci. Jako nejucinngjsi se jevila
latka STZ-IN, ktera vykazovala stfedné silnou u€innost na kmen SA, ovSem pouze po
dobé inkubace 24 hodin. Po 48 hodinach se jevila pouze jako slabé ucinna. Tato
latka vykazovala také slabou Gc€innost proti kmenu SE. Velmi nizka G¢innost byla
zaznamenana také u latky STZ-PZ proti kmenu SE po dobé inkubace 24 hodin.
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4. Derivaty rhodaninu
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Tabulka 13 Derivaty rhodaninu

Kod latky R

TZK-4 Cl

TZK-5 Br

KMEN D TESTOVANA LATKA
TKZ-4 TKZ-5

SA 24h 250 250
48h 250 250
MRSA 24h 125 125
48h 125 125
SE 24h 62,5 62,5
48h 62,5 62,5
EF 24h 15 500
48h 500 500
EC 24h 500 500
48h >500 500
Kp 24h >500 >500
48h >500 >500
KP-E 24h >500 >500
48h >500 >500
PA 24h >500 >500
48h >500 >500

Z této skupiny byly testovany pouze dvé latky, a to TZK- 4 a TZK- 5. Jako
ucinnéjsi se stala latka TKZ-4, ktera jako prvni latka ze v8ech skupin vykazovala
stfedné silnou Uc€innost proti kmenu EF po dobé inkubace 24 hodin, dale vykazovala
slabou ucinnost na kmeny SA, MRSA, a SE. Latka TZK-5 ma podobnou u¢innost,
hlavni rozdil je nizk& u€innosti proti kmenum EF a EC.
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5. Derivaty nitrobenzamidu a derivat mocoviny
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Tabulka 14 Derivaty nitrobenzamidu a derivat moc€oviny

KMEN | 1D TESTOVANA LATKA
GP-135_ |GP-137 __ [5NU

SA 24h >500 250 >125
48h >500 250 >125
VRsA | 24n >500 250 >125
48h >500 250 >125
SE 24h >500 500 >125
48h >500 500 >125
EF 24h >500 >500 | >125
48h >500 >500 | >125
C 24h >500 >500 | >125
48h >500 >500 | >125
Kp 24h >500 >500 | >125
48h >500 >500 | >125
kpE | 24 >500 >500 | >125
48h >500 >500 | >125
oA 24h >500 >500 | >125
48h >500 >500 | >125

Z posledni skupiny se jako slabé Uc¢inna jevila latka GP-137 na kmeny SA,
MRSA a SE. Zbylé dvé latky nejevily Zzadnou ucinnost, pficemz latka 5NU, se
rozpoustéla az po pfidani druhého ekvivalentu rozpoustédla.
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4.2.2 Rozdéleni jednotlivych uc¢innych latek dle jejich pusobeni na

bakterialni kmeny

Bakterialni kmeny se li8i svoji citlivosti vici testovanym latkam. Nasledujici

tabulky (tabulka 15 - 22) uvadéji prehled vSech latek, které plsobily na konkrétni

bakterialni kmeny. Latky jsou rozdéleny dle MIC a doby inkubace.

1. Staphylococcus aureus

Tento bakterialni kmen vykazoval nejvyssi citlivost vaci testovanym latkam.

Tabulka 15 Latky pasobici na kmen Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

ID MIC

0,98 1,95 3,9 7,81 15,62 31,25 62,5 125 250 500
SAL-4M SAL-1M SAL-1J SAL-1N SAL-1L SAL-31 SAL-4l SAL-1K SAL-5N  SAL-1H
SAL-2K SAL-2J SAL-2H SAL-51 STZ-IN SAL-3J SAL-5J SAL-5H
24hod SAL-3H SAL-2| SAL-3K SAL-4N STZ-Phe STZ-Cy
SAL-4J SAL-5L SAL-5G STZ-4 STZ-9

STZ-U-1 TKZ-4

TKZ-5

GP-137
SAL-4M SAL-2K SAL-2J SAL-1M SAL-1L SAL-31 SAL-41 SAL-1K SAL-5N  SAL-1H
SAL-3H SAL-2| SAL-1J SAL-5I SAL-3J SAL-5J  SAL-5H
SAL-4J SAL-1L SAL-3K SAL-4N STZ-Phe STZ-9

48hod SAL-2| SAL-1N SAL-5L SAL-5G STZ-4

SAL-4J SAL-2H STZ-U-1 STZ-IN

SAL-2H TKZ-4

TKZ-5

GP-137

Z tabulky je patrné, Ze latka, ktera plsobila nejvy$Sim a€inkem na tento

bakterialni kmen, byla latka SAL-4M. Mezi dalSi latky, které vykazovaly proti tomuto
kmeni vysokou ucinnost, byly latky SAL-1M (po dobé inkubace 48 hodin latka
pusobila uz jen jako stfedné ucinna), SAL-2K a SAL-3H.

51



2. Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus

Tabulka 16 Latky pusobici na kmen Methicilin rezistentni Staphylococcus
aureus

Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus

ID MIC
0,98 1,95 3,9 7,81 15,62 31,25 62,5 125 250 500

SAL-1J SAL-1M SAL-2J SAL-1L SAL-3K SAL-5L SAL-3J SAL-5I SAL-4l
SAL-4M SAL-1N SAL-2K SAL-2H SAL-4N  SAL-5J STZ-4
24hod SAL-2I SAL-4J STZ-U-1  SAL-5N  STZ-9

SAL-3H TKZ-4 STZ-Cy

TKZ-5 STZ-PhEt

GP-137

SAL-4M  SAL-1J SAL-1N SAL-1L SAL-3K SAL-5L SAL-3J SAL-51  SAL-4|

SAL-1M  SAL-2J SAL-2H SAL-4N SAL-5J STZ-Cy
SAL-2K SAL-4J SZU-U-1  SAL-5N STZ-4
48hod SAL-2I TKZ-4  STZ-PhEt STZ-9
SAL-3H TKZ-5 GP-137

Nejvy$Si ucinnost proti kmenu MRSA vykazovaly latky SAL-1J a SAL-1M, obé
tyto latky vykazovaly silnou uc€innost po celou dobu inkubace. Dal$i latka, ktera se
prokazuje silnou ucinnosti je latka SAL-1M.
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3. Styphylococcus epidermidis

Tabulka 17 Latky pusobici na kmen Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis

ID MIC
0,98 1,95 3,9 7,81 15,62 31,25 62,5 125 250 500

SAL-4M  SAL-1M  SAL-1J  SAL-3I SAL-41 SAL-1L  SAL-1H  SAL-1l
SAL-1N  SAL-2d  SAL-51 TKZ-4 SAL-4N SAL-5H SAL-4H
SAL-2K  SAL-3K TKZ-5 SAL-5J STZ-U-1 SAL-5G

24hod
SAL-2H  SAL-4J SAL-5L  STZ-IN  SAL-5N
SAL-2| STZ-Cy
SAL-3H STZ-PZ

SAL-4M SAL-1J SAL-1M  SAL-41 SAL-1L  SAL-1H  SAL-1l

SAL-2J SAL-IN TKZ-4 SAL-4N  SAL-5H  SAL-4H
SAL-2K  SAL-3I TKZ-5 SAL-5J STZ-U-1 SAL-5G

48hod SAL-2H  SAL-5I SAL-5L  STZ-IN  SAL-5N
SAL-2]  SAL-3K STZ-Cy

SAL-3H  SAL-4J

Kmen SE vykazoval citlivost vu¢i pomérné velkému mnoZstvi testovanych
latek. VétSina téchto latek ovSem vykazovala pouze slabou nebo stfedné silnou
u€innost. Nejvétsi a€innost vykazoval kmen SE vaéi latce SAL-4M, a to po celou
dobu inkubace.
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4. Enterococcus faecalis

Tabulka 18 Latky plasobici na kmen Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis

ID MIC
098 195 39 7,81 15,62 31,25 62,5 125 250 500
TKZ-4 SAL-1L SAL-4M TKZ-5
SAL-4N
24hod
SAL-1L SAL-4M TKZ-4
SAL-4N TKZ-5
48hod

Z tabulky je zfejmé, Ze tento bakterialni kmen vykazoval citlivost pouze proti
nékolika latkdm. Nejsilngji pusobila latka TKZ-4, ovSem pouze po dobé inkubace 24

hodin. DalSi latky uz pusobily pouze jako slabé nebo stfedné silné Gcinné.
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5. Escherichia coli

Tabulka 19 Latky puasobici na kmen Escherichia coli

Escherichia coli

MIC
098 195 39 7,81 15,62 31,25 62,5 125 250 500

SAL-1L SAL-3H
SAL-5I
24hod TKZ-4

TKZ-5

SAL-1L SAL-3H
SAL-5I
TKZ-5

48hod

Bakterialni kmen EC vykazoval stfedné silnou Uc€innost proti jediné latce, a to

SAL-1L. Zbylé latky vykazovaly pouze velmi slabou ucinnost, pficemz latka TKZ-4
pouze po dobé inkubace 24 hodin.
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6. Klebsiella pneumoniae

Tabulka 20 Latky plasobici na kmen Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
ID MIC
098 195 39 7,81 15,62 31,25 62,5 125 250 500
SAL-1L SAL-3H
SAL-5I
24hod
SAL-1L SAL-3H
SAL-5I
48hod

Tento bakterialni kmen vykazoval stfedné silnou Gc¢innost proti latce SAL-1L.
Dalsi dvé latky vykazovaly velmi slabou u¢€innost po celou dobu inkubace. Celkové
bakterialni kmen KP vykazoval rezistenci vuci testovanym latkam.
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7. Klebsiella pneumoniae ESBL

Tabulka 21 Latky plasobici na kmen Klebsiella pneumoniae ESBL

Klebsiella pneumoniae ESBL

ID MIC
0,98 1,95 39 7,81 15,62 31,25 62,5 125 250 500
SAL-1L SAL-3H
SAL-5I
24hod
SAL-1L SAL-3H
SAL-5I
48hod

Tento bakterialni kmen vykazoval stejnou citlivost vici latkam jako bakterialni
kmen KP. Celkoveé tento kmen vykazoval rezistenci k testovanym latkam.
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8. Pseudomonas aeruginosa

Tabulka 22 Latky puasobici na kmen Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

ID MIC

098 19 39 7,81 15,62 31,25 62,5 125 250

500

SAL-1L

24hod

SAL-3H
SAL-5I

STZ-Cy

STZ-U-1

SAL-1L

48hod

SAL-3H
SAL-5I

Bakterialni kmen PA vykazoval citlivost pouze k latce SAL-1L, tato ucinnost

byla stfedné silna po celou dobu inkubace. Mezi dal$i latky, které ovSem vykazovaly
pouze velmi nizkou ucinnost Ize zafadit SAL-3H a SAL-3I. Latky STZ-Cy a STZ-U-1

vykazovaly velmi nizkou u€innost pouze po dobu inkubace 24 hodin.
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5 Diskuze

vvvvvv

v oblasti farmaceutického vyzkumu. Antibiotika v Ié€bé infekénich nemoci pfinesly
obrovsky pokrok do oblasti mediciny a farmacie. V dnesni dobé se ovéem setkavame
s mnoha problémy, které souviseji s Ié&bou pomoci té&chto latek. Casto nevhodnéa
preskripce ze strany |ékafl a pacientovo nerespektovani davkovaciho rezimu pfi
uzivani téchto latek ma za nasledek narustajici antimikrobialni rezistenci, ktera se
v poslednich letech stava globalnim problémem. Tato antimikrobni rezistence se
rozSifuje nejen u starSich kategorii téchto latek, ale ohroZeny jsou i nejnovéjsi
skupiny antibiotik. Z evolu€éniho hlediska se tak projevuje adaptabilita bakterii na
ménici se podminky prostfedi a toto plsobeni antibiotik jim umozruje vyvoj novych
obrannych mechanizmu, které eliminuji GCinek Iéku a zajiStuji jejich preziti.
Zpomaleni stéle narustajici bakteridlni rezistence se tak snazi feSit napfiklad
farmaceutické firmy nebo zdravotnické organizace v podobé& kampani, které maji
zvySovat povédomi Siroké vefejnosti o spravném uzivani antibakterialnich latek
(Dostél, 2012 [online]).

V poslednich letech pfesto vyvoj novych antimikrobnich latek stagnuje a
nedostava se takovych vysledku, které by problém budoucnosti antibakterialni IéCby
feSily. Vysoké naklady, niz8i atraktivita z ekonomického pohledu oproti jinym
skupinam |éciv, i rozSifujici se mechanizmy vzniku rezistence bakterii nam tak
pravdépodobné nebudou pfindSet nova léCiva a maximalni obezfetnost pfi indikaci,
vybéru spravného léku a uzivani budou zcela neodmyslitelnou nutnosti (Ny&, 2007,
[online]).

V ramci této diplomové prace byly testovany nové syntetizované molekuly, to
znamena molekuly s novou strukturou. Testovani téchto potencialné ucinnych latek
proti jednotlivym bakteridlnim kmendm je ov8em teprve prvni krok ve vyvoji nové
latky, ktera by se v budoucnosti mohla stat uzivanym léCivem (Spellberg, 2014
[online]). Pokud by se néktera testovana latka ukazala jako velmi Gc¢inna proti
konkrétnimu testovanému bakterialnimu kmenu, jeji cesta maze skoncit v naslednych
fazich vyvoje, kdy se tato latka prokaze jako zcela nevhodna z davodu toxicity nebo
farmakokinetiky. To ma za nasledek, ze pouze zlomek latek z tisice vyvinutych projde
preklinickym testovanim do dalSich fazi vyvoje, kdy bude mozné pouziti u ¢lovéka.
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Timto zplsobem se nakonec registrovanym IéCivem stane asi jen jedna latka z deseti

tisic.

Latky vtéto praci byly testovany pomoci mikrodiluéni bujénové metody.
Metoda byla zvolena z dlivodu jednoduchého provedeni a nizSi nakladnosti. VeSkeré
kroky byly provadény ruéné, obtizné by se tak rozpoznavala pfipadna kontaminace.
Také vysledné odecitani probihalo pouze vizualné. VSechny tyto pfipady tak mohly

vést k nepfesnym vysledkam.

Bakterialni kmeny, vuci kterym probihalo testovani, byly vybrany tak, aby
pokryly Siroké spektrum plvodch cCastych bakteridlnich onemocnéni, vcetné
nozokomialnich infekci. Kazdy bakterialni kmen byl citlivy Kk ur€itému mnoZstvi
testovanych latek. Bakterialni kmen, ktery byl citlivy k nejvét§imu mnozstvi
testovanych latek, oznacujeme jako nejvice citlivy. Bakterialni kmen, ktery byl
k testovanym latkam odolny, oznacdujeme jako nejvice rezistentni kmen. Vé&tsi
citlivost proti testovanym latkdm vykazovaly obecné grampozitivni bakterie. Tento
fakt bude pravdépodobné souviset se stavbou bakteridlni stény, kde grampozitivni
bakterie maji oproti gramnegativnim bakteriim mnohem jednodus$si strukturu,
napfiklad chybgjici vnéjsi fosfolipidovou vrstvu.

V tomto testovani se nejvice citlivym stal bakterialni kmen Staphylococcus
aureus, ktery byl citlivy téméF k poloviné testovanych latek, pficemz osm latek
vykazovalo velmi silnou G&innost. Dal§i z kmend, ktery vykazoval citlivost k dvaceti
sedmi testovanym latkam, byl Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus. Tyto dva
bakterialni kmeny, které jsou pfi¢inou €astych nozokomialnich infekci, byly soucasti
studie, béhem které byly testovany dvé anthelmintické, salicylanilidové latky,
niklosamid a oxyklozanid. Obé latky vykazovaly proti témto bakterialnim kmenim
aktivitu a budou tak zahrnuty do dalSich studii pro IéCbu stafylokokovych infekci
(Rajamuthian et al., 2015 [online]).

Vysokou citlivost vykazuje i dalSi grampozitivni bakterie Staphylococcus
epidermidis. Nejvy$Si rezistenci vykazoval kmen Klebsiella pneumoniae a Klebsiella
pneumoniae ESBL. Tyto gramnegativni bakterie vykazuji dlouhodobé nejvysSi
rezistenci vaci zavedenym antibiotikim, to je dano jejich schopnosti rychlé adaptace

na nova antibiotika produkci a€innych Sirokospektrych betalaktamaz.
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Nasledujici graf 1 zobrazuje pocet ucinnych latek vici jednotlivym bakterialnim
kmenim. Z grafu je patrné, Ze gramnegativni bakterie vykazovaly rezistenci vidi

testovanym latkam.

m Staphylococcus aureus

m Methicilin rezistentni
Staphylococcus aureus

0 Staphylococcus epidermidis

B Enterococcus faecalis

B Escherichia coli

@ Klebsiella pneumoniae

24 hod 48 hod B Klebsiella pneumoniae
ESBL

0 Pseudomonas aeruginosa

Doba inkubace

Graf 1 Pocet Ucinnych latek na jednotlivé bakterialni kmeny

VSechny latky byly rozdéleny do skupin podle jejich chemické struktury. Kazda
skupina ma tak stejnou zakladni strukturu a li§i se obménami nékterych substituent.
Pomoci odliSnosti téchto substituentd tak mizeme posuzovat, pro¢ néktera latka
ucinkuje a jina naopak nepusobi vubec. Skupiny, ve kterych jsme testovaly pouze
nékolik malo latek, a které puasobily proti bakterialnim kmendm slabé&, ndm tak
nepfinesly dostate¢né informace o ucinnosti struktury. Z téchto skupin tak nemuizeme
vyhodnotit, které substituenty by mohly vykazovat uc€innost proti jednotlivym
bakterialnim kmenim. Ztohoto hlediska se nejucinngjsi stala skupina
salicylanilidovych derivatd. Z hlediska poctu testovanych latek byla tato skupina
nejvétsi, tudiz jsme zde mohli sledovat ucinnost jedné podobné struktury, kdy jeden

substituent mohl zapfiCinit vysokou, popfipadé zadnou ucinnost vuci testovanym
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kmenum. Latky ztéto skupiny, které vykazovaly velmi vysokou ucinnost, maji
spole¢ny objemny substituent vazany na dusiku. VétSina téchto latek méla na dusiku
navazany benzyl nebo fenyl, popfipadé 3-fenylpropyl nebo 3-fenylbutyl. Spoleénym
znakem bylo také navazani halogent na zakladnim skeletu, konkrétné se jednalo o
chlér nebo o brom, vysokou ucinnost u dvou latek prokazal také navazany 3-
fluormethyl na zakladnim skeletu. Dal$i latka, ktera se jevila jako velmi ucinna, byla
ze skupiny thiokarbaméatl, kde na dusiku byly navazany dva ethyly a dalsi
substituenty na zakladni struktufe byl atom chléru a atom brému. V porovnani s touto
strukturou se ovSem dalsi latka, liSici se v navazani dvou atomu chléru, jevila jako
by bylo potfebné opakovat testovani. Latka, ktera byla uc¢inna, ovSem svoiji strukturou
odlisna, byla latka SAL-5L, kde na zakladni struktufe nebyly navazany zadné atomy
halogenu. Shodny znak je pfitomnost 4-fenylbutylu na atomu dusiku. Dalsi latky ze
skupiny thiokarbamatu, které vykazovaly uz jenom stfedné silnou uc€innost, mély jako
spole¢ny znak navazani dvou raznych halogent na zakladnim skeletu, a to chloru a

fluoru, popfipadé chloru a 3-fluormethylu.

Vroce 2013 byla provedena studie, kiterd se zabyvala antibakterialni a
antifungalni aktivitou derivatl salicylanilid 4-(3-fluormethyl) benzoand. Tyto latky
prokazaly vyznamnou aktivitu proti bakterialnimu kmenu Mycobacterium tuberculosis
a rezistentnim kokum, véetné kmene MRSA, kdy doché&zelo k inhibici mykobakterialni
isocitrat-lyazy (Kratky et al., 2013 [online]).

Latky ze skupiny sulfonamidovych moc&ovin vykazovaly obecné velmi nizkou
nebo zadnou ucinnost. Latka s nejvétsi ucinnosti, STZ-U-1, se od ostatnich lisi tim,

Ze na mocovinu zde neni navazan objemny substituent.

Ze skupiny amidu odvozenych od sulfathiazolu se nejvice ucinna stala latka
STZ-IN. Tato latka se od ostatnich svoji strukturou neli§i zasadnim zpUlsobem, proto

Vv s

které by se mohly liSit navazanim dalSich substituentu.

Skupina derivatd rhodaninu, kde byly testovany dvé podobné latky, dopadla
v testovani Ucinnosti podobné. Obé latky plsobi na stejné bakterialni kmeny
v podobnych koncentracich. Zasadni rozdil pfedstavuje stfedné silna ucinnost latky
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TKZ-4 proti bakterialnimu kmenu Enterococcus faecalis. Tento rozdil mohl byt
zpusoben lidskym faktorem.

Latky z posledni skupiny se jevily obecné jako necinné. Pouze latka GP-137
vykazovala velmi nizkou ucinnost, oproti latce sobé& podobné, se liSila v navazani

nitroskupiny.
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6 Zaveér

1. Testovani latek probihalo pomoci mikrodiluéni bujonové metody. Latky byly
rozdéleny dle jejich chemické struktury, pfiemz nékolik latek nemohlo byt testovano

pro svoji nerozpustnost.

2. Po vyhodnoceni MIC se jako nejucinnéjsi stala skupina salicylanilidovych
derivatt, tato skupina bylo rovnéz nejobsahlejsi, tudiz jsme zde mohli porovnat
mnoho struktur liSicich se v navazani rozdilnych substituentd v rdznych polohach.
Nékteré latky z této skupiny inhibovaly rist bakteridlnich kmenu jiz pfi velmi nizkych
koncentracich.

3. Ostatni skupiny se jevily jako slabé u¢inné nebo neucinné. Z téchto dalSich

skupin by ov§em bylo zapotfebi otestovani vétsiho mnozstvi rozdilnych struktur.

4. Po vyhodnoceni citlivosti a rezistence jednotlivych bakterialnich kmenl se
jako nejvice citlivy vac&i testovanym latkdm stal kmen Staphylococcus aureus a
Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus. Vysokou miru rezistence vykazovaly
gramnegativni bakterialni kmeny, u kterych se tak potvrdil dlouhodoby problém

s odolnosti proti sou€asnym a nové se vyvijejicim antimikrobnim latkam.

5. Pro kazdy bakterialni kmen byly vyhodnoceny latky ucinné dle MIC a doby
inkubace.

6. Uginnost jednotlivych latek byla odhadovana dle jejich chemické struktury.
Latky byly mezi sebou vramci skupiny porovnavany, a dle jejich rozdilnych
substituentl bylo posuzovano, zda mohl konkrétni substituent zapfi€init 4cinnost této
latky.
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7. Nejucinnéjsi testovanou skupinou se staly salicylanilidové derivaty. Nékolik
téchto latek vykazovalo velmi vysokou ucinnost, tyto latky mély spoleéné znaky ve

strukture.

e Pfitomnost objemného substituentu navazaného na aminoskuping,
tento substituent byl benzyl nebo fenyl, popfipadé 3-fenylpropyl nebo 3-
fenylbutyl. Jako nevhodné se ukazalo byt navazani ethylt nebo pentylu.
Tyto struktury byly vétSinou neucinné nebo pouze velmi slabé ucinné.

e Spole¢ny znak pro ucinné latky byl navazany halogen na zakladnim
skeletu. Jednalo se o chlér, brom nebo 3-fluormethyl. Zakladni skelet
bez navazaného halogenu nevykazoval ucinnost, vyjimkou byla jedina
latka, ktera méla s ostatnimi u€innymi latkami jiny spole¢ny znak, a to
pritomnost 3-fenylpropylu navdzaného na aminoskupiné.

e U skupiny thiokarbamatli byla pro U&inek nezbytna pFitomnost dvou
riznych halogend navazanych na zakladni skelet. Pokud zde byly

navazany dva stejné halogeny, struktura neucinkovala.
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