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1 Uvod

Dlouhodoby vzriist aplikace antibiotik v humanni i veterindrni medicin€ vede ke vzriistu
jejich vyskytu ve vodach, coz miiZze mit negativni dopady na Zivotni prostfedi. Proto je

nutné studovat stabilitu a degradaci antibiotik ve vodach.

Pfedkladana prace se vénuje problematice antibiotik v §irSich souvislostech, jejich
ucinkiim, negativnim efektim a rozdé€leni. Konkrétni experimenty jsou zaméfeny na
sledovani stability vodnych vzorku ciprofloxacinu v riznych prostfedich. Vzorky jsou
pfipraveny v neutrdlnim i okyseleném roztoku, jsou uchovavany na riznych mistech za

ruznych podminek.



2 Antibiotika

Antibiotika jsou latky, které inhibuji rist mikroorganizmu (bakteriostaticky uéinek)
nebo je usmrcuji (baktericidni utinek).! Jsou produkovéany bakteriemi nebo houbami.
Utinné jsou i jejich syntetické derivaty.

Produkty plisni a bakterii se dfive nazyvaly antibiotika, syntézou ziskana 1é¢iva byla
oznacovana jako chemoterapeutika. Toto rozliovani vSak jiz ztratilo vyznam, protoZe

dnes se jiz synteticky vyrabi i latky na bazi produktii bakterii a hub.?



3 Rozdéleni antibiotik podle mechanizmu Gcinku

Podle mechanizmu piisobeni Ize antibiotika rozdélit do &ty skupin — viz tabulka 1.'

Tabulka 1: Rozdéleni antibiotik podle mechanizmu u¢inku

Zpusob ucinku Nézvy preparatu

o Peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy,
Inhibice syntézy bunétné stény ) o
karbapenemy, vankomycin, bacitracin

Porucha funkce cytoplazmatické Amfotericin B, azoly, polyeny,

membrany polymyxiny

Aminoglykosidy, chloramfenikol,
Inhibice syntézy bilkovin ] . . .
makrolidy, tetracykliny, linkomycin

. Sulfonamidy, trimetoprim, chinolony,
Inhibice syntézy nukleovych kyselin ) o ) )
rifampicin, pyrimetamin

3.1 Inhibice syntézy bunécné stény

Bakterie maji cytoplazmatickou membranu krytou bun&nou sténou.! Bun&na sténa se
u jednotlivych kmenu bakterii 1i$i svou stavbou, tloustkou i kvalitou. Grampozitivni
mikroby maji bunéénou sténu tvofenou silnou vrstvou navzijem spojenych fetézct
peptidoglykanu. Bunétna st€na gramnegativnich mikroorganizmt se sklada z vrstvy
peptidoglykand, ktera je slab$i neZ u grampozitivi, ale je dopln€éna o zevni
fosfolipidovou membranu.

Buné¢na sténa je nezbytna pro preziti mikroorganizmu. Udrzuje jeho tvar a zabezpe€uje
optimalni prostfedi uvnitf buiiky. Poskozeni buné¢né stény nebo inhibice tvorby nékteré
zkomponent vede klyzy buiiky. To je moZzné zejména u grampozitivnich

mikroorganizmi.

Antibiotika inhibujici syntézu bunééné stény maji baktericidni utinek.’




3.2 Porucha funkce cytoplazmatické membrany

Pasobenim povrchové aktivity antibiotik dochazi k naruSeni bariérové funkce
cytoplazmatické membrany, ¢imz dojde ke ztraté sacharidi, bilkovin, nukleotidi a iontd
z cytoplazmy.* Vysledkem je bundina smrt. Tato aktivita je selektivni. S antibiotiky
interaguji pouze membrany, které obsahuji sterol. Buriky, které nemaji buné¢nou sténu

jsou snize napadnutelné antibiotiky poskozujicimi cytoplazmatickou membranu.

Porucha funkce cytoplazmatické membrany ma baktericidni u¢inek.?

3.3 Inhibice syntézy bilkovin
Selektivita u¢inku je d4na inhibici syntézy bilkovin bakterialnimi 70S ribozémy."

Normalni syntéza bilkovin na ribozémech (translace) se odehrava v nékolika krocich.
ribozému, ktera ma velikost 30S. Z voln¢ pfitomnych aktivovanych aminokyselin, které
jsou vazany na tRNA, se vy¢leni tRNA s komplementarnim tripletem bazi, jenZ se
nazyva antikodon. Antikodon se navaZe se na iniciaéni kodon mRNA a vytvoii se tzv.
iniciaéni komplex. V dal$im kroku se uvolni akceptorové misto A na vétsi podjednotce
ribozému, jenZ ma velikost 50S. Na akceptorové aminoacylové misto se navaZe tRNA,
ktera nese antikodon komplementarn€ odpovidajici dal§imu tripletu na mRNA. Soucasti
vét§i podjednotky je enzym peptidyitransferaza, ktera katalyzuje odstépeni uvodni
aminokyseliny od jeji tRNA a pfeneseni na dal$i aktivovanou aminokyselinu vazanou
na A misté za vzniku peptidové vazby. Uvodni tRNA se z ribozému uvolni do cytozolu.
Elongaéni faktor translokaza posune vznikly dipeptid vazany na tRNA na tzv. donorové
misto P spolu s celym fetézcem mRNA. Proces se opakuje az do doby, kdy se na malou
podjednotku dostane stop-kodon. Informace pienaSena mRNA je Ctena soucasné

né€kolika ribozémy, seskupenymi podél vidken mRNA tzv. polyzomy.

Antibiotika ovliviiuji proces elongace peptidového fetézce. Jde o bakteriostaticky

uginek.’
3.4 Inhibice syntézy nukleovych kyselin

Latky inhibujici biosyntézu nukleovych kyselin se strukturalné podobaji pifirozenym
metabolitim.” Proto se oznaduji jako analoga nebo antimetabolity. Mohou blokovat
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diléi reakce intermedidlniho metabolismu nebo jsou nejprve metabolicky aktivovany,
zpravidla pfeménou na nukleotid, a v této formé& vélenény do nukleovych kyselin. Toto
vélenéni chybného metabolitu vede k syntéze falesné DNA. Funkce této DNA jsou pak

porusené, zejména jeji replikace.

Antibiotika inhibujici syntézu nukleovych kyselin maji baktericidni u¢inek.?
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4 Rizika antibiotické terapie

4.] Rezistence

Rezistence znamena odolnost mikroorganismii vii¢i pisobeni antibiotik.! Piedstavuje

zasadni rizikovy faktor 1é¢by antibiotiky.

Priméarni rezistence odpovidd geneticky podminéné necitlivosti bakterii na dané
antibiotikum. Na primarni rezistenci nemd vliv eventualni pfedchozi kontakt

s antibiotikem.

Sekundarni rezistence vznika v pribéhu antibiotické terapie nebo nasledkem
predchoziho podani antibiotika. Selektuji se rezistentni kmeny, které se nachazeji
v kazdé velké bakterialni populaci. Rychlost rozmachu sekundarni rezistence zavisi na

¢etnosti mutaci a na mnozZstvi bakterii s ur€itym stupném rezistence.

Penicilinovy typ sekundarni rezistence vznika po dlouhodobém podavani penicilinu,

chloramfenikolu nebo bacitracinu.

U streptomycinového typu sekundarni mutace rychle vznika vysoce rezistentni kmen
bakterii. Tento typ rezistence je znam u streptomycinu, erytromycinu, linkomycinu a
rifampicinu.

Zktizend rezistence znamend soudasnou necitlivost mikroorganizmii na antibiotika,
kterdA maji podobnou chemickou strukturu a stejny mechanizmus u€inku. P¥i
oboustrann¢ zkfiZeném typu rezistence na jedno antibiotikum znamena rezistenci i na
antibiotikum druhé (penicilin G a V nebo tetracykliny navzijem). P¥i jednostranné
zkiiZzeném typu rezistence muzZe byt citlivost bakterii viéi jednomu z antibiotik
zachovéna (meticilin a penicilin G — stafylokoky rezistentni na penicilin G nemusi byt
rezistentni na meticilin, ale stafylokoky rezistentni na meticilin jsou rezistentni na

penicilin G).
4.2 Nezddouci a toxické ucinky

Nezadouci u€inky nastavaji ptfi obvyklych davkach a doporucovanych

farmakoterapeutickych koncentracich v plazme.'! Toxické G¢inky vznikaji po podani
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vysokych davek, vlivem vysokych plazmatickych koncentraci nebo pii vyssi citlivosti
pacienta. Toxické u€inky jsou zavislé na délce podavani a jsou spojeny s doCasnymi
nebo trvalymi nasledky na zdravi pacienta. Lze jim pfedejit nebo se daji jejich klinické
projevy zmirnit spravnou volbou antimikrobidlni latky, zaji§ténim optimalni a
dostateéné dlouhé doby 1é¢by, adekvatniho davkovani, a také vhodnou kombinaci 1é€iv.

Mezi nezadouci U€inky patfi zeyména alergie a biologické u¢inky.

Alergie jsou vyvolany i malou davkou antibiotika, ¢asto se vyskytuji u penicilini.
Klinické projevy alergie jsou ruznorodé, patfi mezi né naptiklad koptivka, edémy,
horecka, fotodermatdzy, zachvat bronchidlniho astmatu az anafylakticky Sok. Vzacné
nejsou ani toxické reakce, na kterych se podili pomocné latky ptitomné v lékovych

formach.

Nezadouci biologické G¢inky antibiotik jsou zplisobeny zménou pfirozené bakterialni
mikroflory ktZe nebo sliznic. Jsou Casté pii uZivani Sirokospektrych antibiotik.
Prikladem biologickych u¢inkd antibiotik jsou dyspeptické potize (bolesti bficha,
nevolnost, zvraceni), prijmy nebo hypervitaminéza K. V nékterych pfipadech mohou

byt tyto komplikace vyvolany pfertistanim kvasinek nebo rezistentnich bakterii.
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5 Kiasifikace antibiotik podle chemické struktury

5.1 Beta-laktamova antibiotika

Beta-laktamova antibiotika maji ve své chemické struktufe beta-laktamovy kruh.'
Poskozuji bun&nou sténu bakterii, coZ ma za nasledek smrt mikroorganizmu.
K likvidaci mikroorganizmu vede tfistupiiovy mechanismus. V prvnim kroku se
antibiotikum pfipoji na penicilin-vazebné proteiny (PBP). Poté nasleduje inhibice
syntézy bun&éné stény pferuSenim transpeptidace peptidoglykanu, coz je polymer, ktery
dodava bakteriim jejich tvar a tuhost. Poslednim krokem je aktivace enzymi pusobicich
lyticky na buné¢nou sténu. V terapeutickych koncentracich je G¢inek baktericidni. U
penicilini a cefalosporini je baktericidie vymezena na buiiky s aktivni syntézou

peptidoglykanu (tj. mnoZici se, v ristové fazi).

Beta-laktamova antibiotika se déli na peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a
karpabenemy.

5.2 Tetracykliny

Tetracykliny inhibuji syntézu mikrobialnich proteini blokadou vélenéni aminokyselin
do nové vznikajicich peptidovych fetézci.' Vstupuji do mikroorganismu pasivni difuzi,
a také aktivnim mechanismem. Navzijem se li§i farmakokinetickymi vlastnostmi a
citlivosti mikroorganismu. Maji Siroké antibakterialni spektrum. Pusobi bakteriostaticky
na vét$inu grampozitivnich a gramnegativnich bakterii v€etné n€kterych anaerobu.

Do mikroorganismt pronikaji pasivné i aktivn€é. U né&kterych rezistentnich pivodca
penetrace chybi (Pseudomonas, Proteus). Vazi se na 30S podjednotky mikrobialnich
ribosomli a inhibuji syntézu bilkovin. Rezistence je pomalého typu, je pfendsena

plazmidy.

5.3 Chloramfenikol

Chloramfenikol je silnym inhibitorem syntézy mikrobilnich proteini.' Vaze se
reverzibilné na receptorové misto 50S podjednotky bakterialniho ribosomu. Vede

k rychlé bakteriostaize. Ma pomémé Siroké spektrum pusobeni, hlavné v oblasti
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gramnegativni. Je siln¢ G¢inny na salmonely, nékteré kmeny Bacteroides, streptokoky a
stafylokoky.

5.4 Aminoglykosidy

Aminoglykosidy maji hexozolové jadro, na néZ jsou pfipojeny aminosacharidy.! Vazou
se na 30S podjednotku ribozomi, ¢imZ inhibuji syntézu bilkovin. Podléhaji aktivnimu
transportu pfes vnitini Cast membrany. Transport je zavisly na Kkysliku, proto
aminoglykosidy neptisobi na anaeroby. Vyvolavaji fazi rychlého zabijeni, ktera trva 6
hodin. Po ni nésleduje faze bakteriostazy, kdy nedochézi k opakovanému ristu bakterii.
Faze bakteriostazy je také nazyvana postantibioticky efekt. Tento efekt je zesilen

ptitomnosti leukocyti.

Kombinace s bekta-laktamovymi antibiotiky usnadfiuje penetraci pasivni difizi. Beta-
laktamy brani syntéze bunécné stény, ktera ptisobi vii¢i aminoglykosidim jako bariéra.
Proto se mohou beta-laktamova antibiotika podavat soucasné s aminoglykosidy.
Amidoglykosidy dominuji v ¢asné fazi zabijeni, beta-laktamy maji opozdény vliv vici

op€tovnému mnoZeni bakterii. Synergizmus se projevuje i v postantibiotickém efektu.

5.5 Polypeptidova a glykopeptidova antibiotika

Znaéna &ast polypeptidi, jen? maji bakteridlni pivod, ma antibiotickou aktivitu.®
V terapeutické praxi se pouzivaji pouze n€které z nich. Problémy jsou, Ze se neabsorbuji
z traviciho traktu a jejich obrovska nefrotoxicita. VétSina z polypeptidovych antibiotik
ma grampozitivni spektrum. Mechanizmus pisobeni obvykle spo¢iva v poskozovani
buné¢nych membréan, naptiklad interakci s lipidovou &asti membrany nebo inhibici

syntézy mukopeptidi.

Polymyxin B je smés antibiotik produkovanych mikroorganismy Bacillus polymyxa.
Tato antibiotika jsou sloZzena z 10 aminokyselin, které jsou zformovany do cyklické
struktury. Polymyxin B se vsoufasné dobé pouziva k 1é¢bé infekci vyvolanych
gramnegativnimi mikroorganizmy. Vyznacuje se pomémné vyraznou neurotoxicitou a

nefrotoxicitou.

Bacitracin je produkovan kulturou Bacillus subtilit, je to smés minimalné péti

polypeptidu. Je u€inny na celou fadu grampozitivnich bakterii.
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Vankomycin je smés glykopeptidd produkovanych Streptomyces orientalis. Je G¢inny
na grampozitivni mikroorganizmy véetn€ anaerobnich a multirezistentnich enterokoku a
stafylokoku.

5.6 Makrolidy

Aktivita makrolidickych antibiotik je ddna pfitomnosti makrolidického kruhu, coz je
objemny laktonovy kruh, ke kterému je pfipojen jeden nebo vice deoxysacharidi.’
Laktonovy kruh miiZze mit 14, 15 nebo 16 jednotek.

Makrolidicka antibiotika inhibuji syntézu bakteridlnich proteinti. Makrolidy se vaZou na
podjednotku 50S bakterialniho ribozomu, &im2 inhibuji pfenos peptidyl-tRNA. Uginek
antibiotik je bakteriostaticky, ale ve vysokych koncentracich miize byt i baktericidni.
Makrolidy se hromadi v bilych krvinkach, pomoci nichZ jsou pfenaSeny do mista

infekce.

5.7 Linkosamidy

Utinek linkosamidi je bakteriostaticky.® Piisobi na syntézu proteind na urovni
ribozomu. Linkosamidy maji uzké spektrum u¢inku zahrnujici pfedev§im streptokoky,
stafylokoky a anaeroby. Nepusobi na gramnegativni bakterie. Velmi dobfe pronikaji do

tkani i do fagocytid. Linkosamidy jsou malo toxické.

Klindamycin se snadno distribuuje v téle, nepronikd do centrdlni nervové soustavy.
Velmi siln€ se vaze na bilkoviny. Vylucuje se Zlu¢i a moci. Dobfe pronika do kostni
tkang, Slach a kloubd, proto je vhodny na 1é¢bu osteomyelitid a u infekci necitlivych na

jina protistafylokokova antibiotika.

5.8 Sulfonamidy

Sulfonamidy jsou strukturalni analogy kyseliny p-aminobenzoové.1 Zabraniuji syntéze
kyseliny listové, ktera je rustovym faktorem bakterii. Eukaryotické buiiky kyselinu
listovou nesyntetizuji, maji schopnost ji pfijmout v hotové podob¢, ale pro
mikroorganizmy je syntéza kyseliny listové esencidlni. Vysledkem je bakteriostaticky
ucinek sulfonamidid. Rist mikroorganizmi muze byt obnoven, jakmile je sulfonamid

vytésnén z vazby na enzym.
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Spektrum G¢innosti sulfonamidi zahrnuje Nokardie, Chlamydie, Protozoa a nékteré
sttevni bakterie, nikoliv v8ak patogeny jako Pseudomonas, Proteus nebo Serratia.
Samotné sulfonamidy jsou vhodnym lékem u dosud neléfenych infekci mocového

ustroji a ptileZitostn€ u dal§ich bakteridlnich infekci.

V soucasné dobé se sulfonamidovd chemoterapeutika pouzivaji v kombinaci
s trimethoprimem. Kombinované lékové formy maji rozSifené spektrum 0€inku.
Trimethoprim blokuje pfeménu jiZ vytvofené kyseliny listové na tetrahydrofolat. Tato
lé¢iva velmi dobie pronikaji do tkani a sekretti a udrzuji zde u¢inné koncentrace déle

nez 12 hodin.

5.9 Nitroimidazoly

Mezi nitroimidazoly patfi metronidazol, ornidazol a tinidazol.! Pisobi primarng
baktericidné na anaerobni infekce a protozoa. Do jejich indikaéniho spektra patii
Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica a Giardia lamblia. Pouzivaji se pro
terapii sepse v chirurgii a v dalS$ich chirurgickych oborech, zejména jsou-li pivodci
anaerobni mikroorganizmy. Ornidazol a tinidazol maji podobné vlastnosti jako

metronidazol, ale na rozdil od metronidazolu maji delsi biologicky polocas.

V anaerobnich bakteriich a burikach vnimavych prvoki se nitroskupina metronidazolu
chemicky redukuje feredoxinem. Redukovany produkt reaguje intracelularné
s makromolekulami a usmrcuje tak mikroorganizmy a protozoa. Metronidazol zvySuje

citlivost nadorovych bunék k ozafeni.

5.10 Chinolony

Chinolony jsou skupinou Sirokospektrych antibiotik.” V&tsina chinolonii pouzivanych
v medicin€ patii do podskupiny fluorochinolonti. Fluorochinolony maji funkéni skupinu

fluoru pfipojenou na centralni kruhovy systém charakteristicky na pozici 6.

Chinolony a fluorochinolony puisobi baktericidn€. Inhibuji bakteridlni enzym DNA-
gyrazu nebo topoizomerazu II, ¢&imz potlacuji replikaci a transkripci. Snadno vstupuji do
bun€k, proto jsou casto pouZivany proti vnitrobunéénym parazitim, napiiklad

Legionella pneumophila a Mycoplasma pneumoniae.
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Ziskana rezistence k chinolonim byva zplsobena nejéastéji mutaci genti fidicich
replikaci a segregaci chromozomalni DNA, méné¢ ¢asto aktivnim efluxem chinolont
z bakterialni buiiky.'” Druhy bakterii, které jsou inhibovany hodnotami inhibi&nich
koncentraci v blizkosti hrani¢ni koncentrace pro dany chinolon, se stavaji rezistentnimi
jiz v disledku jedné mutace. U druhd inhibovanych velmi nizkymi koncentracemi

vyzaduje vznik rezistence dal$i mutace.

Subinhibi¢ni koncentrace fluorochinolonti, vytvafené v disledku podani nizkych davek,
selektuji rezistentni buiiky z pivodné citlivé populace bakterii. Tento jev urychluje
dlouhodobé nebo opakované podavani fluorochinoloni. Podil na nizkych koncentracich
miZe mit také omezené pronikani do infikovanych tkani v dusledku piitomnosti

cizorodého materialu.

Chinolony se ve vzorcich povrchovych vod vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich,
proto je tfeba analyt ve vzorku nakoncentrovat metodou extrakce na pevné fazi.'"'? Po
prekoncentra¢nim kroku nasleduje separace kapalinovou chromatografii na obracenych
fazich. Stacionarni faze jsou nepolarni, mobilni faze polarni. Separace probiha nejcastéji
na oktadecylovych kolonach. Jako mobilni fize se pouZivd smés vodného roztoku
kyseliny $tavelové a acetonitrilu, nebo zfedéné kyseliny mravenéi a acetonitrilu. Pro

detekci analytt je vyhodné pouzit UV-detektor nebo fluorimetricky detektor.

ProtoZe se antibiotika pfidavaji do hnojiv a krmiv hospodaiskych zvifat, je tfeba
stanovovat jejich obsah i v biologickych materialech.'>'*!® Homogenni vzorek zvifeci
tkan€ se prekoncentruje extrakci na pevné fazi. Chinolony se opét separuji kapalinovou
chromatografii v reverznim systému. K detekci se nejéastéji pouzivaji UV-detektor,

fluorescencni detektor a hmotnostni spektrometr.

5.10.1 Rozdéleni chinolont

Chinolonova chemoterapeutika jsou primarné baktericidni latky, které lze podle
antibakteridlni aktivity, priniku do tkani a $ifky antibakteridlniho spektra rozdélit do

Ctyt generaci.l

18



Chinolony 1. a 2. generace:

Mezi chinolony 1. generace patii kyselina nalidixovda a kyselina oxolinova,

k chinolonim 2. generace patii kyselina pipemidova, norfloxacin a rosoxacin.

Chinolony 1. a 2. generace pusobi zejména na gramnegativni mikroorganizmy.
Pouzivaji se k terapii infekci mocovych cest, véetné kapavky. Maji schopnost se velmi
rychle vylou¢it do urogenitalniho ustroji. Jejich sérova koncentrace je nizkd a

nedosahuje dostateénych hladin pro 1é¢bu systémovych infekci.

Uzivani chinolonti 1. a 2. generace miZe provazet fada neZadoucich uéinku, které viak
nejsou klinicky zdvazné. Mezi neZadouci u¢inky se fadi nauzea, zvraceni,
neurotoxicita, bolesti hlavy, zavrat¢ a bolesti v kloubech. Nesmi se podavat pii
epilepsii. Jednotlivé léky se nesmé&ji podavat novorozenctiim, détem do 15 — 18 let vé€ku

a v prvnim trimestru gravidity.
Chinolony 3. generace:

Mezi chinolony 3. generace patfi ciprofloxacin, pefloxacin, enoxacin, ofloxacin,

fleroxacin a lomefloxacin.

Jedna se o léCiva se Sirokym antibakteridlnim spektrem. Jsou u€inna proti
grampozitivnim i gramnegativnim mikrobim. Po perordlnim podani vytvafi v krvi a
tkanich dostate¢né hladiny pro baktericidni pisobeni. PouzZivaji se zejména na 1é€bu
infekci hornich a dolnich cest dychacich, infekci urogenitalniho ustroji a infekci

meékkych tkani a ktize. Jsou mimotfadné G¢inné v jednorazové terapii kapavky.

Ciprofloxacin, enoxacin a pefloxacin obsahuji ve své molekule piperazinovy kruh.
Proto vykazuji 1ékové interakce s teofylinem, cyklosporinem a nékterymi nesteroidnimi
antiflogistiky. Chinolony maji schopnost tvofit chelatové vazby s vicemocnymi ionty,
tudiZ soucasné peroralni podani se solemi Zeleza nebo zinku sniZuje vstfebanou frakci
lé¢iva. Injekéni formy jsou chemicky nesluéitelné se vSemi Dbeta-laktamovymi
antibiotiky, proto by se mély podavat oddélené. LéCiva se nesmé&ji podavat détem do

15 — 18 let véku, ponévadz inhibuji rast kloubni chrupavky.
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Chinolony 4. generace:
Skupina chinolonii 4. generace zahrnuje napiiklad sparfloxacin.

Pisobi na fadu multirezistentnich mikroorganizmi, naptfiklad na pneumokoky
rezistentni na penicilin nebo na stafylokoky a enterokoky, které jsou rezistentni na
vankomycin. Pdsobi i na n€které rezistentni anaerobni mikroby. Proto je sparfloxacin
pouzivan vyluén€é jako rezervni antibiotikum. Relativn€é dobfe se vstiebava po

peroralnim podani. Ma velmi dobrou penetraci do tkani a télesnych tekutin.

I u chinolonti 4. generace se mohou vyskytovat neZzadouci uéinky jako naptiklad
alergické kozni reakce, fototoxicita, nauzea, zvraceni, bolesti bficha, prijem a bolesti
hlavy. Sparfloxacin nesmi byt podavan détem mlad$im nez 18 let, gravidnim nebo
kojicim Zenam. ZvySené opatrnosti je tfeba u pacienti trpicich poruchami srde¢niho
rytmu nebo t€Z3imi poruchami funkce srdce nebo jater.

5.10.2 Ciprofloxacin

Ciprofloxacin patfi do skupiny fluorochinolonii.'® M4 baktericidni u¢inek. VaZe se na

enzym DNA-gyrazu, ¢imz blokuje replikaci DNA. Jeho struktura je uvedena na obr. 1.

o 0O
F

Y,

Obr. 1: Struktura ciprofloxacinu

| OH

Ciprofloxacin je, jak jiZ bylo uvedeno vyse, Sirokospektré antibiotikum, je u¢inny proti
grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim. Inhibuje enzym topoizomerazu, ktery je
nezbytny pro rozdéleni replikované DNA, tudiZ inhibuje bunééné déleni.

K nepfiznivym u€inkiim, které mizZe ciprofloxacin vyvolat, patii zejména

gastrointestinalni podrazdéni, coZ je obvyklé pro vétSinu antibiotik. Kwvili jeho
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bezpetnosti, sile a Sirokospektré aktivit¢ byl zpocitku pouzZivan jako posledni

eventualita na 1é€eni zavaZznych infekci rezistentnich na antibiotika.

Vzorky vod, ve kterych se vyskytuje ciprofloxacin je tieba prekoncentrovat extrakci na
pevné fazi.'” Separace vzorku se provadi metodou kapalinové chromatografie
s fluorescen¢ni detekci nebo se jako detektor pouziva hmotnostni spektrometr. Separace
probiha na oktadecylové kolon€. Jako mobilni faze se pouZiva smés acetonitrilu,

methanolu, kyseliny mravenéi a vody.

Na stanoveni farmaceutickych vzorkl je k nakoncentrovani vzorku potfeba vice nez
jeden krok.'® Separace probiha izokraticky metodou kapalinové chromatografie
v reverznim systému. Kolony jsou oktadecylové. Mobilni fazi je smés ziedéné kyseliny

octové, acetonitrilu a methanolu. Pouziva se detekce v UV oblasti.

Obsah ciprofloxacinu ve farmaceutickych vzorcich lze také stanovit metodou kapilarni
zonové elektroforézy.19 Separace probiha za pouziti fosfatového pufru s piidavkem

sodné soli pentan-1-sulfonové kyseliny.

Stabilitu ciprofloxacinu lze stanovit spektrometrii v ultrafialové a viditelné oblasti.
Podstatou metody je absorpce ultrafialového a viditelného zafeni (A = 200 — 400 nm)
zfedénymi roztoky molekul.”®*! PH absorpci dochézi k excitaci valenénich elektron.

Absorpeni spektra se nazyvaji elektronova.

Nastava-li absorpce zafeni latkou, lisi se velikost absorpce pro rtizné vinové délky.
Plati, Ze ¢im mnoZstvi absorbujicich ¢astic bude v draze paprsku, tim bude absorpce

vétsi. To vyjadiuje Lamberttiv-Beeriv zakon — viz rovnice (1).
A=¢,-c-l §))

Absorbance je definovana jako ziporny dekadicky logaritmus transmitance — viz

rovnice (2).
A=-logT 2)

Transmitance je podil zativého toku vystupujiciho z absorbujiciho prostfedi a zafivého

toku vstupujiciho do absorbujiciho prostiedi — viz rovnice (3).

T =0/®, A3)
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6 Experimentalni ¢ast

6.1 Pouzité chemikadlie

Ciprofloxacin Bayer AG 98,8 %

Destilovana voda pH = 6,61

Kyselina octové 0,01 mol-dm™, Lachema Brno, Ceska republika
Acetatovy pufr pH = 4,65 + 0,02 Radiometer analytical S. A., Francie

Boratovy pufr pH = 9,23 + 0,02 Radiometer analytical S. A., Francie
6.2 Pouzité pristroje
Spektrometr HeAios « CHROMSPEC, Ceska republika

pH-metr PHM 210 Radiometer, Kodan, Dansko

6.3 Pracovni postup

Navazka ciprofloxacinu 0,0026 g byla pfi laboratorni teplot¢ 25 °C kvantitativné
prevedena znavaZovaci lodicky do odmémé bariky o objemu 25 ml. Redénim
zasobniho roztoku ciprofloxacinu byly ptipraveny roztoky o koncentracich 7,847-107
mol-dm™ a 7,847-10° mol-dm™. Byly pfipraveny &tyfi série roztokd o ¢tyfech riznych
vzorcich — viz tabulka 2. Byla zméfena hodnota pH vzorkid. Po dobu dvaceti &tyf dni

byla proméfovana spektra jednotlivych vzork.
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Tabulka 2: Oznaceni a popis vzorkl

Oznaceni Zpusob c(ciprofloxacin) | Ptidavek -
vzorku uchovavani mol-dm> CH;COOH P
Cipl 7,847-107 Ne 6,61
- Uzaviené a
Ciplzr 7,847-10 Ne 6,61
v laboratofi
CiplC 7,847-107 Ano 3,42
na svétle
CiplCazr 7,847-10° Ano 3,42
Cip2 7,847-10° Ne 6,61
- Uzaviené <
Cip2zr 7,847-10 Ne 6,61
v lednici
Cip2C 7,847-107 Ano 3,42
ve tmé
Cip2Cazr 7,847-10° Ano 3,42
Cip3 7,847-107 Ne 6,61
- Uzaviené %
Cip3zr 7,847-10 Ne 6,61
v laboratofi
Cip3C 7,847-107 Ano 3,42
ve tmé
Cip3Cazr 7,847-10° Ano 3,42
Cip4 7,847-107 Ne 6,61
- Oteviené "
Cipdzr 7,847-10 Ne 6,61
v laboratofi
CipaC 5 7,847-107 Ano 3,42
na svétle
Cip4Czr 7,847-10°° Ano 3,42
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7 Vysledky a diskuse

V nasledujicich grafech na obrazcich 2 — 17 jsou ukazana proméfena spektra roztokd

ciprofloxacinu uchovavanych za riznych podminek.
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Obr 2: Spektrum vzorku ciprofloxacinu o koncentraci 7,847-10”° mol-dm?, uchovavany

uzavieny v laboratofi na svétle

0,45 -
]
0,40
1 .
0,35 zakladni linie
1 den7
0'30__ ——- den 10
§ 0,25 4 den 16
g 4
S 0.20-
(73 4
'n N
© 0,15 -
0,10 T
0,05 - S
4 T~ _
0,00 4 T
-0,05 . v r . . . r v ' . .
200 250 300 350 400 450
vinovéa délka/nm

Obr 3: Spektrum vzorku ciprofloxacinu o koncentraci 7,847-10° mol-dm™, uchovavany

uzavieny v laboratofi na svétle
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Obr 4: Spektrum vzorku ciprofloxacinu o koncentraci 7,847-10° mol-dm™ v kyselém

prostredi, uchovavany uzavieny v laboratofi na svétle
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Obr 5: Spektrum vzorku ciprofloxacinu o koncentraci 7,847-10°® mol-dm? v kyselém

prostfedi, uchovavany uzavieny v laboratofi na svétle
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Obr 6: Spektrum vzorku ciprofloxacinu o koncentraci 7,847-10°° mol-dm>, uchovavany

uzavieny v lednici ve tmé
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Obr 7: Spektrum vzorku ciprofloxacinu o koncentraci 7,847-10" mol-dm>, uchovavany

uzavreny v lednici ve tmé
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Obr 8: Spektrum vzorku ciprofloxacinu o koncentraci 7,847-10° mol-dm™ v kyselém

prostiedi, uchovavany uzavieny v lednici ve tmé
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Obr 9: Spektrum vzorku ciprofloxacinu o koncentraci 7,847-10°° mol-dm> v kyselém

prostiedi, uchovavany uzavieny v lednici ve tmé

27



2,54

2,0 zakladni linie
den 3
den?7
ol 1.5 TR
g ——den 24
§ 1,0
©
0.51
0,0 -

T T T T T M 1 v T v 1
200 250 300 350 400 450
vinova délka/nm

Obr 10: Spektrum vzorku ciprofloxacinu o koncentraci 7,847-107 mol-dm>,

uchovavany uzavieny v laboratofi ve tmé
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Obr 11: Spektrum vzorku ciprofloxacinu o koncentraci 7,847-10° mol-dm?,

uchovévany uzavreny v laboratofi ve tmé

28



2,51
4
2-04 zakladni linie
J den 3
den7
1,5
g S
g —— den 24
§ 104
©
0,5
0,0
¥ T 1 ] T L]
200 250 300 350 400 450
vinovéa délka/nm

Obr 12: Spektrum vzorku ciprofloxacinu o koncentraci 7,847-10° mol-dm™ v kyselém

prostfedi, uchovavany uzavieny v laboratofi ve tmé
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Obr 13: Spektrum vzorku ciprofloxacinu o koncentraci 7,847-10° mol-dm™ v kyselém

prostfedi, uchovavany uzavieny v laboratofi ve tmé
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Obr 14: Spektrum vzorku ciprofloxacinu o

vinova délka/nm

koncentraci 7,847-107

uchovavany otevieny v laboratoti na svétle
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Obr 15: Spektrum vzorku ciprofloxacinu o koncentraci 7,847-10°°

uchovavany otevieny v laboratofi na svétle
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Obr 16: Spektrum vzorku ciprofloxacinu o koncentraci 7,847-107 mol-dm™ v kyselém

prostfedi, uchovavany otevieny v laboratofi na svétle
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Obr 17: Spektrum vzorku ciprofloxacinu o koncentraci 7,847-10°° mol-dm™ v kyselém

prostfedi, uchovavany otevieny v laboratofi na svétle
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Molekula ciprofloxacinu absorbuje zafeni v ultrafialové oblasti. Absorpce zateni pfimo
umérné zavisi na koncentraci ciprofloxacinu ve vzorku. Pfi zachovani konstantnich
experimentdlnich podminek (méfeni na stejném pfistroji, pouZiti stejné kyvety) lze

pomoci metody ultrafialové spektrometrie sledovat zmény koncentrace vzorkt v ase.

U vzorki, které byly uchovavany uzaviené v laboratofi na svétle bez ptidavku kyseliny
octové, koncentrace v ¢ase vyrazn¢ klesala — viz obr. 2-5. Vzorky s pfidavkem kyseliny

octové vykazovaly mnohem vyssi stabilitu nez vzorky bez ptidavku kyseliny.

Vzorky uchovavané uzaviené ve tmé v lednici vykazovaly zna€nou stabilitu, zejména u
vzorki svyssi koncentraci se hodnota absorbance meénila pouze nepatrn€. Pri
proméfovani spekter vzorkii 16. dne pravdépodobné doSlo k odpafeni ¢asti
rozpoustédla, a tudiZz vzorky méfené 24. den vykazovaly vys$si hodnotu absorbance,
protoZe se zvy$ila koncentrace ciprofloxacinu v roztoku. U vzorki s niZs§i koncentraci
byla zména koncentrace odpafenim rozpoustédla vyrazné&j$i nez u vzorkd s vyssi

koncentraci.

Ze vzorki uchovavanych uzavienych v laboratofi ve tmé vykazoval nejvyssi stabilitu
vzorek o koncentraci 7,847-10”° mol-dm™ s pfidavkem kyseliny octové. I u této sérii
vzorki doSlo 16. dne s nejvyssi pravdépodobnosti k odpafeni ¢asti rozpoustédla, a tedy
ke zmén€¢ koncentrace ciprofloxacinu ve vzorcich. Zména koncentrace se opét

vyznamng¢ projevila v ultrafialovych spektrech vzorki s nizsi koncentraci.

Posledni série vzorku byla uchovavana oteviena v laboratofi na svétle, a tak po sedmi
dnech doslo k odpafeni rozpoustédla, takze nebylo mozné provadét proméfovani dalsich
spekter. Z divodu odpafeni rozpoustédla se zvySila koncentrace ciprofloxacinu ve
vzorcich, coz se projevilo na vzristu hodnot absorbanci. U vzorku o koncentraci
7,847-10° mol-dm™ bez pfidavku kyseliny octové pravdépodobn& doslo k degradaci
ciprofloxacinu. Ktivka ultrafialového spektra zménila tvar a doslo k vyznamnému

poklesu hodnoty maxima sbsorbance pti hodnoté vinové délky 277 nm.
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8 Zavér

Vzhledem k rostouci aplikaci antibiotik v humanni i veterinarni mediciné se zvySuje
jejich obsah v povrchovych vodach. Je tfeba stanovovat nejen koncentraci antibiotik ve
vodach, ale studovat i jejich stabilitu a degradaci. ProtoZe v dusledku kyselych destd se

hodnota pH povrchovych vod pohybuje v kyselé oblasti, je nutné sledovat stabilitu
antibiotik také v podminkach nizkych hodnot pH.

Ke zkoumani stability antibiotik ve vodach lze vyuZit metody ultrafialové
spektrometrie, protoZe molekuly antibiotik absorbuji zafeni v ultrafialové oblasti a

koncentrace antibiotik je pfimo imérna hodnote absorbance.

Pokles koncentrace ciprofloxacinu byl nejvyrazné€jsi u vzorka, které byly uchovavany
uzaviené v laboratofi na svétle bez pfidavku kyseliny octové. Béhem dvaceti ¢tyt dni se
hodnota absorbance pti vinové délce 277 nm vyrazné snizila. Naopak u vzorki, do

kterych byla pfidana kyselina octova, se hodnota absorbance ménila pouze nepatrné.

Na degradaci ciprofloxacinu ma vyrazny vliv svétlo. Vzorky uchovivané ve tmé
vykazovaly mnohem vy$3i stabilitu neZ vzorky bez ptidavku kyseliny uchovavané na

svétle.
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