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Abstrakt
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Diplomova prace se zabyva antibiotickou politikou s dirazem na rezistenci
a mechanismus u¢inku antibiotik. Pozornost je také vénovana testovani novych latek
ve smyslu jejich uc¢inku na vybrané bakterie.

Teoreticka ¢ast diplomové prace popisuje systém antibiotické politiky vcetné jeji
struktury a organizace v Ceské republice. Také struéné shrnuje tuto problematiku
ve svéte a jednotlivé organizace, které se na organizaci antibiotické politiky podili. Dale
se zabyva historii, rozdélenim, u¢inky a vyznamem antibiotik. Zvla$tni pozornost
je vénovana kapitole, ktera popisuje makromolekularni mechanismus ucinku
2 vybranych skupin latek (antibiotik) na bakterie vcetné fyziologickych funkci
nékterych bakteridlnich struktur. V neposledni fadé teoreticka €ast shrnuje principy
bakterialni rezistence vcetné jejiho vzniku a vyvoje. Prace také obsahuje popis
jednotlivych metod stanoveni citlivosti bakterii na antibiotika od zakladnich
az po ty nejmoderné;jsi, které jsou pln¢€ automatizované.

Prakticka Cast detailn¢ zachycuje mikrodiluéni bujonovou metodu, ktera byla
pouzita k testovani u€innosti novych latek, v€etné celého pracovniho postupu. Zaroven
tato Cast obsahuje seznam zkoumanych latek vcetné jejich vzorct a dalSich udaju.
Nechybi také piehled pouzitych bakterii, jejich zakladni vlastnosti, patogenita
a moznost 1écby onemocnéni, které zpiisobuji. V praktické Casti jsou veskeré ziskané
vysledky zhodnoceny a zpracovany. Je zde také urceno, zda jsou na bakterie ucinné ¢i
nikoli.

Klic¢ova slova: bakterie, antibiotika, rezistence, mikrodilu¢ni bujonova metoda,
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Abstract

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

Study program: Specialist in Laboratory Methods

Candidate: Be. Lucie Davidova
Supervisor: PharmDr. Ondiej Jand’ourek, Ph.D.
Title of diploma thesis: In vitro screening of novel potentially active antibacterial

compounds.

The diploma thesis deals with the antibiotics policy and is focused on resistance
and mechanism of action of the antibiotics. A great attention is also paid to novel
substances testing in terms of their impact on the selected bacteria.

Theoretical part of thesis describes the system of antibiotic policy including its
structure and organization in the Czech Republic. It also briefly summarizes this issue
globally as well as individual organizations involved in the organization of the antibiotic
policy. The theoretical part is also concerned with the history, classification, effects and
significance of the antibiotics. A particular attention is paid to the chapter describing the
macromolecular mechanism of action of 2 selected groups of substances (antibiotics) on
bacteria, including physiological functions of some bacterial structures. And, last but
not least, the theoretical part summarizes principles of bacterial resistance including its
origin and development. The diploma thesis also contains description of individual
methods for determination of bacterial sensitivity to the antibiotics, from the basic
methods up to the most progressive ones, which are fully automated.

The practical part specifies in detail the broth microdilution method that was
used to test effectiveness of the novel substances, including the whole working
procedure. At the same time, this section contains a list of examined substances
including their formulas and other data. An overview of used bacteria, their basic
properties and features, pathogenicity and possibility of treatment of the diseases caused
by them, is also presented. In the practical part, all obtained results have been assessed
and processed. It is also determined here, whether or not the substances are active
against the tested bacteria.

Key words: bacteria, antibiotics, resistance, microdilution broth method, minimal
inhibition concentration
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1 Uvod

Dtive (napiiklad pied druhou svétovou valkou), nez se antibiotika zacala
pouzivat, byla infekce jedna z nejcastejSich pfic¢in umrti. Na to se dnes jiz zapomn¢élo,
protoze lidstvo bere antibiotika jako naprosto pfirozenou soucdst zivota. V soucasnosti
jsou tedy antibiotika chapana jako léky, bez kterych se neobejdeme a které spolu
s jinymi prostiedky zachraiuji lidské Zivoty. Antibiotika vSak nejsou pouze vyhodna.
Maji 1 své slabé stranky. Pravé kvili jejich kolikrat az zbyte¢nému piedepisovani
¢i chybnému pouzivani se stavaji neu¢innymi. Neucinnost je zpisobena tim, Ze si na né
bakteridlni kmeny vytvotily rezistenci a jsou tak vii¢i nim odolné. Ke vzniku rezistence
také piispiva nespravné pouzivani antibiotik z hlediska pacienta, a to at’ uz se jedna
0 svévoln¢ upravené davkovani daného Iéku ¢i nedodrzeni lécebného procesu.
Typickym ptikladem je nedouzivani ptfedepsaného mnozstvi a ukonceni uzivani
antibiotika dfive, nez je dobrdno. Lidé maji pocit, Ze uz jim je tzv. dobfe. Jenze timto
zpusobem uzivani jsou bakterie pouze oslabeny a zdivodu nizké koncentrace
antibiotika v organismu si vi¢i nému vytvoii rezistenci.

K zabranéni vzniku rezistence pfispiva také laboratorni stanoveni bakteridlni
citlivosti na dana antibiotika. Jedna se o zpusob, ktery je v laboratofich klinické
mikrobiologie rutinné¢ pouzZivan. Jeho vysledkem jsou pak konkrétni antibiotika
aurceni, zda jsou vici vykultivovanym bakterialnim kmenlim 0Uc¢innd ¢i rezistentni.
Lékar ma tak k dispozici voditko, které mu pomuze pii vybéru vhodného antibiotika
pro konkrétniho pacienta. Jednou z moznosti hodnoceni bakteridlni citlivosti je také
stanoveni miniméalni inhibi¢ni koncentrace. Jedna se o kvantitativni stanoveni. Diky této
metod¢ lze urcit pfesnou minimalni koncentraci dané antibakterialni latky, ktera zastavi
rust bakterii. Existuji jeji rizné modifikace a pouzivd se mimo jiné také
pro experimentalni a védecké pokusy.

V soucasnosti jsou jiz nékteré metody stanoveni citlivosti bakterii na antibiotika
pln¢ Ci CasteCné automatizovany. Tyto moderni technologie urychluji cely proces
stanoveni. Vysledek s moznosti terapie se tak dostane rychleji k 1€kafi, ktery mize vcas

nasadit vhodnou a cilenou 1é¢bu.

12



2 Soucasny stav

2.1 Antibioticka politika

Antibioticka politika je dle WHO definovana jako soubor opatieni, jejichz cilem
je vysoka kvalita pouzivani antimikrobidlnich pfipravka (antibiotik) ve smyslu ucinné,
bezpecné a nakladové efektivni 1éCby a profylaxe infekci. Soucasné by dana 1écba méla
omezovat riziko vzestupu antibiotické rezistence a snazit se o zachovani dlouhodobé
ucinnosti antibiotik. Mezi dllezity cil antibiotické politiky patfi snaha o omezeni
naduzivani a chybného pouzivani antimikrobidlnich latek. Toho lze dosahnout
omezovanim nespravné indikace antibiotické 1é¢by, chybné volby antibiotik ¢i §patného

davkovani véetné délky podavani (Jindrak, 2014; Votava, 2010, s. 116).

2.1.1 Struktura antibiotické politiky v Ceské republice

Ceska vlada v roce 2009 (na podnét Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky)
rozhodla o vzniku Narodniho antibiotického programu (NAP). Zaroven byly vymezeny
jeho cile, ¢innosti, funkce, organizaéni uspofadani a struktura. Ta vychazi z Doporuceni
Rady EU o obezietném pouzivani antimikrobialnich latek v Iékafstvi, které popisuje
zakladni mechanismy uCinné prevence a kontroly rezistence vaci antibiotikiim.
Zéakladnim principem NAP je tzv. mezisektorovy koordina¢ni mechanismus, ktery
zajiStuje efektivni koordinaci vykonli mezi veterindrnim a humannim zdravotnictvim
a dalSimi subjekty mezi které patii naptiklad Ministerstvo zdravotnictvi, Ministerstvo
zemédélstvi, Statni zdravotni Gstav (SZU) ¢&i Statni Gstav pro kontrolu 1é&iv (SUKL).
Dalsi skupinu subjektt, které spolupracuji s NAP, tvoii mimo jiné védecké a vzdélavaci
instituce, zdravotnicka zafizeni &i profesni organizace - Ceska lékatska spoleénost Jana
Evangelisty Purkyné (CLS JEP). Mezi hlavni funkce a zajmy NAP patii tvorba
aprubézna aktualizace zasad ndrodni antibiotické politiky, sledovani a analyza
antibiotické rezistence, monitorovani spotieby a pouzivani antibiotik, realizace opatieni
pro prevenci infekci. NAP také podporuje védu a vyzkum v oblasti antibiotické
rezistence a provadi vzdélavani odborné i laické vefejnosti (Sturma, 2011;
http://zdravi.euro.cz; www.tribune.cz).

Organizacni strukturu NAP tvofi 3 slozky, které maji své urcité funkce — fidici,
koordinacni, vykonnou. Dlouhodobou strategii NAP a akéni plany zajistuje Centralni

koordina¢ni skupina (CKS NAP). Ta také zprostiedkovava vzdélavani laické i odborné
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vefejnosti. Spolecné se Subkomisi pro antibiotickou politiku (SKAP) tvoii a formuluje
zasady nérodni antibiotické politiky. Regionalni koordinacni skupiny (RKS NAP)
koordinuji aktivity Narodniho antibiotického programu na turovni kraji. Vykonnou
slozku NAP nalokalni urovni tvofi Antibioticka stfediska (AS), ktera prosazuji
antibiotickou politiku ¢i poskytuji odborné konzultace. Dale vytvari a aktualizuji
postupy pro pouzivani antibiotik a kontroluji dodrzovani zasad spravné antibiotické
praxe. Sekretariat NAP (SNAP) zajistuje administrativni a organizacni ¢innost NAP
aspada do fidici kompetence SZU. Vsechny tkony NAP musi odpovidat etickym
principim a musi byt nezavislé na farmaceutickém promyslu (Sturma, 2011;

http://www.cls.cz; Véstnik MZ CR).

Obrazek 1 — Organizaéni struktura NAP

K dodrzovani antibiotické politiky pfispivaji také nemocnice a dalsi
zdravotnickd zatfizeni, ve kterych jiz do urcité miry existuje omezeni antibiotické
preskripce. Jedna se o administrativni opatieni, které rozdéluje antibiotika na tzv. volna
a vazana. Tyto dvé skupiny se li§i v moZnosti jejich piedepisovani. Skupinu volnych
antibiotik, kam patii pfedevSim peroralni preparaty namifené proti béznym infekcim,
smi predepisovat vSichni l1ékatfi bez vétSich omezeni. Zatimco u vazanych antibiotik
je dulezita spravné vyplnéna zadanka pfisluSnym lékatem a samotné vydani
antibiotického ptipravku musi byt schvaleno antibiotickym stfediskem. Seznam téchto

antibiotik urcuje feditel pfislusného zdravotnického zatfizeni po konzultaci a schvaleni
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lékovou komisi 1 antibiotickym stfediskem (www.kntb.cz; Votava 2010;
Juldk a Pavlik, 2010).

2.1.2 Antibioticka politika ve svété

Celosvétove se do boje s patogennimi mikroorganismy zapojuji desitky
az stovky zemi a snaZzi se vyfeSit situaci se vzrlstajici rezistenci téchto patogenti vuci
pouzivanym antibiotikim. K feSeni antibiotické politiky ve svété¢ prispiva fada
zdravotnickych, odbornych a politickych organizaci ¢i instituci. S velkou ¢asti z nich
spolupracuje i Ceska republika. Jednou z nejznaméjsich organizaci je Svétova
zdravotnicka organizace (WHO). Ta se zabyva problematikou antibiotické rezistence
avydava jednotlivé doporucené postupy ¢istrategické dokumenty. Cilem téchto
programl je eliminovat rizika vzniku rezistentnich mikroorganismi a snizit pfenos
puvodcill infekénich nemoci, které jsou spojeny s poskytovanim zdravotni pé¢e. WHO
organizuje rtuzné kampané, které maji zlep$it spolupraci pacienta se zdravotnickym
zatizenim (jedna se 0 tzv. compliance, kterou je mozno definovat takto: ,, Compliance je
termin, ktery znamend miru, s jakou subjekty ucastnici se farmakoterapie (lékari
a pacienti) dodrzuji  doporuceni, ustanoveni a prislusna pravidla, kterd
se k farmakoterapii vztahuji* (Praznovcova, 2013)) a zaroven vzdélavat zdravotnické
pracovniky. Jednou ztéchto kampani WHO je napiiklad osvéta o hygiené rukou
a spravnych postupech pfi jejich umyvani. Postupné piibyvd zemi, kter¢ s WHO
zalinaji spolupracovat. Ceskad republika se Svétovou zdravotnickou organizaci
spolupracuje od roku 2011. Vysledkem c¢innosti WHO v boji s antimikrobialni
rezistenci (AMR) je Globalni akéni plan o antimikrobidlni rezistenci, ktery byl schvalen
v kvétnu roku 2015 na Svétovém zdravotnim shromazdéni. S WHO spolupracuje
Evropska unie (EU), ktera vybizi jednotlivé Clenské staty, aby vypracovaly a zavedly
narodni akéni plany, tykajici se AMR. Ty by mély byt v souladu scili globalniho
ak¢niho planu (www.euro.who.int; Jindrak; 2014).

Dalsi organizaci je Evropské stiedisko pro prevenci a kontrolu nemoci (ECDC),
které bylo zfizeno v roce 2005. Jedna se o organizaci, kterd se zabyva zlepSenim
evropské situace ve spojeni s vyskytem infekénich chorob a hodnocenim rizik
spojenych s infekénimi nemocemi ohrozujici zdravotni stav evropské populace. ECDC
ma sidlo ve §védském Stockholmu. Jeho Klicové tkoly jsou rozmanité: monitoring

pfenosnych infekei, piiprava odbornych a metodickych doporuceni, organizace
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informacnich kampani amnoho dalSich. Jednou zkampani ECDC je Evropsky
antibioticky den (EAAD). Probiha kazdoro¢né 18. listopadu a jeho cilem je pfiblizit
vefejnosti problém vzniku rezistence viCi antibakteridlnim latkam a poucit ji
0 spravnosti uzivani antibiotik v¢etné¢ chyb spojenych s jejich uzivanim
(www.ecdc.europa.eu/en; http://antibiotic.ecdc.europa.eu).

Do projektu v ramci Evropské unie lze tadit také program Antibiotic Strategy
International. Celkem je do ného zapojeno 9 zemi — Ceska republika (vstoupila v roce
2007), Rakousko, Italie, Slovinsko, Slovensko, Polsko, Némecko, Belgie a Mad’arsko.
Hlavni fidici stat je Rakousko. Snahou projektu je vytvotit model doporu¢enych metod
a standardizovanych postupi, ktery bude platny ve vSech stitech EU. Cilem tohoto
modelu by mélo byt snizeni spotieby ATB, zlepSeni manipulace s nimi ¢i cilené
a odiivodnéné predepisovani daného antibiotika. VSechny tyto postupy by mély vést
ke snizeni vzniku AMR (Kuklik, 2007).

Ve Spojenych statech americkych funguje organizace CDC - Centrum
pro prevenci a kontrolu nemoci. Obecné se zaméfuje na ochranu zdravi a bezpecnosti
v USA. Zabyva se zavaznymi infekcemi, které jsou zpusobovany rezistentnimi
bakteriemi. CDC pro prevenci vzniku AMR pouziva nasledujici mechanismy: sledovani
predepisovani antibiotik na narodni a regiondlni trovni, poskytovani pokyni
a doporu€eni zdravotnickym zatizenim, popiipadé zajiSténi laboratorniho testovani.
Specializovana narodni referencni laboratof CDC testuje vzorky bakterii z celé zemé,
aby odhalila nové mechanismy rezistence, které¢ ovliviiuji zdravi pacienta. Zaroven
slouzi také jako NRL k identifikaci mikroorganismti. Pod organizaci CDC spad4d mnoho

dalsich narodnich programi (Www.cdc.gov).

Jednotlivé organizace (at’ uz svétové nebo ndrodni) spolu vzajemné spolupracuyji.
Aby jejich Cinnost byla prospésna a plné funkcéni, je dilezité, aby dané organizace
nebyly zavislé na farmaceutickém pramyslu a byly podporovany stitem vcetné
finan¢nich prispévki. Napiiklad antibioticka stfediska, ktera v Ceské republice funguji
od roku 2003, nejsou Vv evropskych zemich rozsifena a jejich principy nejsou pfilis
znamé. Vyjimku tvoii Svédsko a Rakousko. V téchto zemich je na ATB politiku kladen
znacny diraz. Je snaha tuto sit’ rozsifit a dbat na ATB politiku 1 v ostatnich zemich.
Kazdy stat by mél vytvofit svij ndrodni program s cilem kontrolovat a dodrZovat
preventivni opatfeni proti vzniku rezistence vici antibiotikim. Program by mél byt

celistvy a komplexni vetné mezisektorového piisobeni. To znamend, ze by mél
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zasahovat nejen do huménni mediciny, ale také do veterinarni vcetné zivocisné vyroby
a produkti zeméedé@lstvi. Je totiz patrné, Ze velka cast ATB je také vyuzivana pravé

v zemédélstvi (Kuklik, 2007).

2.2 Antibiotika

Jako antibiotikum se diive oznacovala latka, ktera byla produkovana zivymi
mikroorganismy (napiiklad plisnémi ¢i bakteriemi). Jednalo se tedy o pfirodni produkt
metabolismu téchto organismu, ktery bylo mozné pozdé¢ji dale chemicky modifikovat.
Cilem tprav bylo zlepseni farmakologickych a antibakterialnich vlastnosti. Takto
modifikovana antibiotika se oznacovala jako polosyntetické antimikrobialni latky.
Naopak zcela synteticky vyrobené antimikrobialni latky byly oznacovany jako
chemoterapeutika. Ta jsou také (stejné jako vSechny antimikrobialni latky) urCena
k blokovani biochemickych cest nebo k interferenci s bunéénymi strukturami bakterii.
Chemoterapeutika byla svou strukturou velmi podobna chemické struktuie biomolekul,
které jsou nezbytné pro zivotaschopnost bakterialni buiiky. Lze je tak casto definovat
jako strukturni analogy esencidlnich slouc¢enin nezbytnych pro pfeziti buiky
(Némec, 2015).

V soucasné dobé je vSak termin antibiotikum Casto pouzivan pro vSechny AML
a nezalezi na tom, zda byly vyrobeny umé¢le ¢i produkovany mikroorganismy. Z ditvodu
ustaleni terminologie byla navrhnuta nova definice: ,,Antibiotikum je substance
biologického, semisyntetického nebo syntetického puvodu, ktera vykazuje selektivni
toxicitu proti bakteriim, a je tudiz potencionalné pouZitelna k lécbé infekci. Dezinfekcni
a antiseptické latky nejsou do této definice zahrnuty. Tuto oficidlni definici vytvofil
a schvalil EUCAST (Evropsky vybor pro testovani antimikrobidlni citlivosti), ktery je
soucasti Evropské spolecnosti pro klinickou mikrobiologii a infekéni nemoci - ESCMID
(Mahon, 2015; Goering, 2016; Votava 2005; Némec, 2015;
www.clinicalmicrobiologyandinfection.com).

Antibiotika maji pfedevsim antibakterialni u¢inky (ptisobi proti bakteriim) a fadi
se do nadskupiny antimikrobialnich latek. Antimikrobialni latky (AML) jsou IéCiva,
ktera se pouzivaji k profylaxi nebo terapii infekénich onemocnéni. Do této skupiny lze
zahrnout také latky proti mikroskopickym houbdm (antimykotika), viriim (antivirotika)

¢i parazitim (antiparazitika). Do jisté miry patii mezi AML také skupiny latek, které
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maji antimikrobialni U¢inek — cytostatika, imunosupresiva, oxidac¢ni Cinidla a dalsi

(Mahon, 2015; Némec, 2015; Votava 2005).

2.2.1 Historie

S historii antibiotik je neodmysliteln¢ spojeno jméno Alexander Fleming.
Sir Fleming cely svij zivot zasvétil pozorovani ruznych latek a jejich ucinku
na zivoc¢isné tkan¢. Béhem své vojenské kariéry se zajimal o vlastnosti dalSich latek
a zkousel jejich interakci s bakteriemi. Objevil substanci, ktera zptisobuje lyzu bakterii,
anazval ji lysozym. V zaii roku 1928 si v§iml (na tehdejsi dobu) neobycejného jevu.
Jedna z Petriho misek s kulturou bakterie rodu Staphylococcus byla nahodné
kontaminovana plisni. Fleming bliz§im pozorovanim zjistil, Ze okolo kolonii plisné
bakterie nerostou a vytvaii se tzv. inhibi¢ni zona. Pfi svém dal$im vyzkumu potvrdil,
ze plisent zfejmé uvoliluje urcitou latku, kterd brani mnozeni a rlstu bakterii. Tato
skute¢nost byla prvnim krokem K objevu penicilinu. Od jeho objevu az po popsani
samotného penicilinu uplynulo jest¢ nckolik let. Zjistilo se, ze plisent (oznacena jako
Penicillium notatum) Ize kultivovat na syntetickych Zivnych pudach, ale stale
se nedafilo syntetizovat aizolovat penicilin v ¢ist¢é formé av dostatetné velkém
mnozstvi. Penicilin (PNC) ma totiz tu nevyhodu, Ze je velice nestabilni, rozklada se a je
tedy problém chemicky vyfesit jeho piipravu ve velkém mnozstvi. AZ v roce 1939 Ernst
Chain a Howard Florey (oba z Oxfordské univerzity) vyvinuli metodu pro izolaci
a purifikaci penicilinu. Umoznili tak zavedeni PNC mezi bézné postupy lécby
bakterialnich infekci béhem druhé svétové valky. Drive byly tyto infekce ve vétSiné
piipadi smrtelné. V roce 1945 za tyto objevy obdrzeli Fleming, Florey a Chain
Nobelovu cenu (Todar, 2012; Hyde Park Civilizace; www.nobelprize.org).

Po druhé svétové valce doslo k velkému rozmachu antibiotik. Nova 1éciva
se dostala do klinického pouziti a zplisobila pozitivni dopad na vetejné zdravi. Koncem
40. let a na pocatku 50. let 20. stoleti byly vyvinuty dalsi antimikrobialni
latky — naptiklad chloramfenikol, tetracyklin, streptomycin (objeven Waksmanem
v roce 1944). Ctyficata 1éta az konec 60. let 20. stoleti jsou oznadovany jako zlaty vék
antibiotik (Todar, 2012).

Zatimco Fleming pracoval na vyvoji penicilinu, némecky lékat Gerhard Domagk
oznamil objev syntetick¢é molekuly s antibakteridlnimi vlastnostmi, kterou nazval

Prontosil. Ve 30. letech 20. stoleti byl pouzivan k boji proti infekcim mocovych cest
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¢i pneumoniim. Francouzsti védci zjistili, Ze teprve v lidském téle vznika z Prontosilu
vlastni u¢inna latka. Ta je dnes fazena mezi sulfonamidy. Domagk v roce 1939 ziskal

za svuj objev Nobelovu cenu (Votava, 2005; Todar, 2012).

2.2.2 Rozdéleni

Déleni antibiotik neni jednoduché a neexistuje jejich striktni a pevné dané
rozdéleni. Jednotlivé skupiny se prolinaji. Antibiotika je mozné klasifikovat dle riznych
hledisek. Existuje napfiklad rozd€leni na =zakladé jejich mechanismu c¢inku
¢i vlastnosti. Obecné je jako nejpiehlednéjsi brano déleni dle chemické struktury
antibiotik, které shrnuje zdkladni vlastnosti jednotlivych skupin, jejich
farmakodynamické ¢i farmakokinetické 1uCinky. Nevyhodou této klasifikace
je nedostate¢na predstava 0 Géinku konkrétnich antibiotik. Proto je pro nékteré aplikace
vhodnéjsi rozdéleni dle mechanismu ucinku. Celkové 1ze fict, Ze metody klasifikace

antibiotik jsou riizné. Kazd4 ma své vyhody i nevyhody (Lincova, 2002).

2.2.2.1 Skupiny antibiotik

V sou€asné dobé je znamo piiblizn€ 23 unikatnich tfid a 18 podtiid klinicky
vyznamnych antibiotik. S objevy novych tfid, jejich pocet neustidle nartsta
se fadi: P-laktamova antibiotika, tetracykliny, aminoglykosidy, chloramfenikoly,
makrolidy, linkosamidy, polypeptidy, glykopeptidova antibiotika a chinolony. Piehled
zastupcu jednotlivych skupin popisuje Tabulka 1 (Mahon, 2015).

p-laktamova antibiotika

Zéakladem B-laktamu (mezi které patii: peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy,
karbapenemy) je beta-laktamovy kruh (Obrazek 2). Ten se sklada ze tii atomu uhliku,
jednoho atomu dusiku a dal$ich substituentt, které jsou typické pro jednotlivé podtiidy.
Jednotlivé podskupiny (penamy, cefemy, karbapenemy, monobaktamy i inhibitory
B-laktamas) se li§i heterocyklem, ktery tvofi spolu s betalaktamovym kruhem
kondenzovany heterocyklus. B-laktamy ovliviiuji stavbu bakteridlni stény, zastavuji jeji
syntézu a zptsobi smrt baterie. Uinek viech B-laktamil je predevdim baktericidni.
V né¢kterych piipadech se v kombinaci s p-laktamy pouzivaji inhibitory p-laktamas

(ptedevsim kyselina klavulanovd), které¢ také obsahuji beta-laktamovy kruh a inhibuji
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laktamasy nékterych bakterii. B-laktamasy maji k témto inhibitorim veétsi afinitu.
Castym jevem pii podavani B-laktamd je vznik rezistence bakterii na tuto skupinu latek.
Jednim znejCastéjSich pri¢in rezistence je schopnost bakterii tvofit enzym
beta-laktamasu, ktera S$tépi beta-laktamovy kruh a pfislusné ATB se tak stava
neucinnym. Jiné bakterie tuto zakladni strukturu inaktivuji. Komplikaci pfi uzivani
B-laktamovych antibiotik je ¢asto rozvoj nezadoucich ucinkti — predevsim alergii. Ty se
projevuji riznymi formami kopiivek, ale mitize dojit az k anafylaktickému Soku.
Vsechny B-laktamy jsou z organismu vylu¢ovany moci (Votava, 2010; Goering, 2016;
Lincova, 2002).

R S R\ §
. P S WP
0 0 R
COOH
COOH
Peniciliny Cefalosporiny
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| j;f s
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Monobaktamy Karbapenemy

Obrazek 2 — Struktura p-laktamovych antibiotik

Struktura beta-laktamového kruhu v molekule jednotlivych skupin antibiotik

je zvwraznéna cervené.
(Zdroj: Votava, 2010) - upraveno
Tetracykliny

Molekula tetracyklinli se skldda ze ctyf Sesti¢lennych kondenzovanych cykli
(Obrazek 3). Jedna se o velmi Sirokospektra antibiotika s bakteriostatickym tc¢inkem.
Tetracykliny se vazou na malou podjednotku ribozomd a tim dochazi k inhibici
proteosyntézy. Také neptizniveé ovliviluji syntézu kosti a tvorbu zubni skloviny (vazou
se na hydroxyapatit v kostech a zubech). Ukladani tetracyklini zptsobuje zluté
zabarveni zubl. U té€zSich forem jsou vysledkem ukladani modro-sedé skvrny
na zubech. Proto je jasna jejich kontraindikace u déti a t€hotnych zen. Jsou schopny
pronikat pfes placentu ido matefského mléka. VyluCuji se moci a zluci

(Martinkova, 2007; Goering, 2016; Julak a Pavlik, 2010).
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Obrazek 3 — Struktura tetracyklini

Tetracykliny obsahuji 4 cykly s mozZnosti vazby substituentii na péti riiznych
mistech (R1-Rs).
(Zdroj: Goering, 2016) - upraveno

Aminoglykosidova antibiotika

Strukturu téchto ATB tvofi trisacharidy obsahujici neobvyklé aminocukry.
proteosyntézy. Maji velmi rychly baktericidni G¢inek s dlouhym postantibiotickym
efektem. Z toho duvodu, Ze se nevstiebavaji v GIT a musi byt podavana parenteralné
(intravenozné nebo infuzi), byvaji ozna¢ovana jako nemocni¢ni antibiotika. Nezadouci
ucinky aminoglykosidii jsou casté. Jednd se predev§im o G€inek nefrotoxicky,
ototoxicky (miize vést aZz k hluchot€) a neurotoxicky. Obecné je toxicita téchto
antibiotik z4visla na plazmatické koncentraci a na celkové dobé 1écby. Z téla se vyluuji
vyhradné moci. Hladiny aminoglykosidii se dikladné¢ monitoruji, zvIasté u pacientli
S poruchami ledvin. Diky jejich dlouhému postantibiotickému efektu je mozné tato ATB
podavat v delsim casovém intervalu, ¢imz dochazi ke snizeni jejich toxicity

(Martinkova, 2007; Votava, 2005; Juldk a Pavlik, 2010).

Amfenikoly

Z této skupiny se Vvhumanni mediciné¢ pouziva chloramfenikol (ptivodné
izolovany ze streptomycet), ktery ma Siroké spektrum Gcinnosti a je bakteriostaticky.
Ostatni amfenikoly jsou pouZivany ve veterindrni praxi. Mechanismus Uc¢inku
chloramfenikolu spociva v inhibici syntézy proteinti. Pouzivani chloramfenikolu
je znaéné omezeno a vétSinou se systémoveé pouziva jen u zavaznych stavi nebo jako
1ék druhé volby. To je ddno pifedevSim jeho silnou toxicitou, ktera se projevuje

poskozenim jater, ledvin a pfechodnymi az trvalymi poruchami kostni
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dfené¢ — aplastickd anémie. K lokdlni aplikaci je chloramfenikol pouzivan Ccastéji

(Martinkovéa, 2007; Votava, 2010; Julak a Pavlik, 2010).

Makrolidy

Pro makrolidova antibiotika je charakteristicky makrocyklicky laktonovy kruh,
na ktery se jsou glykosidovou vazbou vazany dva aminocukry (Obrazek 4). Dle poctu
uhlika v laktonovém kruhu (14-16) se makrolidy dé€li do riznych skupin. Makrolidova
antibiotika inhibuji syntézu bilkovin. Jejich vysledny ucinek je bakteriostaticky.
Spektrum uc¢inku nejznaméjsiho makrolidu (erytromycinu) je stejné jako u peniciling.
Z toho vyplyva, ze makrolidova ATB jsou lékem volby u pacientd, kteti jsou alergicti

na B-laktamova antibiotika (Lincova, 2002; Todar, 2012; Votava, 2005).

on  N(CH3)
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Obrazek 4 — Struktura erytromycinu

(Zdroj: Votava; 2005, s. 255) - upraveno
Linkosamidy

Zéakladni strukturou linkosamidi je aminokyselina prolin a aminocukr
thiolinkosamin. Jedna o skupinu bakteriostatickych antibiotik, jejichz mechanismus
ucinku je zaloZen na inhibici proteosyntézy. Jsou malo toxické a dobie pronikaji
do tkani a bun¢k. Av§ak mohou zpusobit nezadouci G¢inky, mezi které patii naptiklad

pseudomembranozni kolitida (Julak a Pavlik, 2010; Jindrak, 2014).

Polypeptidova antibiotika
Polypeptidova antibiotika jsou rozvétvené cyklické polypeptidy. Pro klinické

pouziti jsou vyuzivany polymyxiny (slozené z 10 aminokyselin), které obsahuji volné
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aminoskupiny. Ty rozrusuji fosfolipidovou vrstvu membrany bakterii a pisobi tak
baktericidng. Slozité a velké molekuly téchto antibiotik obtizné pronikaji do tkani.
Néktera polypeptidovda ATB jsou silné toxicka, proto se smi pouzivat jen lokalné

(Votava, 2005; Julak a Pavlik, 2010; Martinkova, 2007).

Glykopeptidova antibiotika

Glykopeptidova antibiotika jsou po chemické strance peptidy, které obsahuji
navazanou cukernou slozku. Jejich mechanismem ucinku je inhibice syntézy bunécéné
stény bakterii. Konkrétné brani vlastnimu zesitovani vznikajicitho peptidoglykanu.
Jedna se tedy o baktericidni antibiotika. Obecné je u této skupiny antibiotik nebezpecny
jejich toxicky ucinek — nefrotoxicita a neurotoxicita (Votava, 2005; Jindrak, 2014;
Juldk a Pavlik, 2010).

Chinolony

Chinolony ptedstavuji velkou skupinu syntetickych antibiotik. Mezi plvodni
zastupce této skupiny patfila kyselina nalidixovd a oxolinova. Ty dnes maji velmi
omezenou pouzitelnost. V souCasnosti se predev§im vyuzivaji fluorované derivaty
chinolonli oznacované jako flourochinolony. Diky atomu fluoru, ktery obsahuji ve své
molekule, maji Siroké spektrum ucinku a také dobte pronikaji do tkani. Jedna se o ATB,
kterd nemaji Zadné nebo maji béZzné nezddouci ucinky. Jsou kontraindikovany u déti
até¢hotnych zen. Jejich mechanismus UCinku je zaloZen na posSkozeni struktury
bakterialni DNA. Konkrétné ovliviuji funkci enzymi, které jsou zodpovédné za tvorbu

nukleovych kyselin bakterii (Jindrak, 2014; Julak a Pavlik, 2010; VVotava, 2005).

Sulfonamidy

Sulfonamidy patii do skupiny latek vyrabénych CcCisté chemickou syntézou.
Nejedna se tedy o pfirodni produkty. Zjednodusen¢ jejich mechanismus G¢inku spociva
Vv blokaci tvorby kyseliny listové, kterd patii mezi faktory nutné k syntéze nukleovych
kyselin bakterii. U¢inek sulfonamidi je bakteriostaticky. Sulfonamidy jsou vak u¢inné
pouze na bakterie, které jsou schopny syntézy vlastni kyseliny listové. Jejich podavani
scilem systémového uginku je celkové omezeno. Casto jsou sulfonamidy
predepisovany Vv kombinaci S jinymi antibiotiky nebo jsou pouzivany lokalné
(Lincova, 2002; Goering, 2016; Liillmann, 2007).
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Tabulka 1 — Skupiny antibiotik a zastupci

Skupina Podskupina Zastupci
Amino-PNC amoxicilin, ampicilin
Penicilin Karboxy-PNC karbenicilin, tikarcilin
y Ureido-PNC piperacilin, azlocilin
Amidino-PNC mecilinam
cefalotin, cefazolin,
l. generace .
cefadroxil
p-laktamova Il. generace cefuroxim, cefprozil,
ATB _ cefaklor
Cefalosporiny ceftriaxon, cefotaxim,
I11. generace
cefoperazon
IV. generace cefepim, cefpirom
V. generace ceftarolin
Monobaktamy aztreonam
Karbapenemy imipenem, meropenem

Tetracykliny

doxycyklin, minocyklin

Aminoglykosidy

amikacin, gentamicin, neomycin,

streptomycin, kanamycin

Amfenikoly - chloramfenikol
Makrolidy i erytromycin, klar_ltromygln, azitromycin,
spiramycin
Linkosamidy - klindamycin, linkomycin
Polypeptidova ) L i .
ATB bacitracin, kolistin, polymyxin B
Glykopeptidova ) . . .
ATB vankomycin, teikoplanin
| generace kyselina oxolinova,
-9 kyselina nalidixova
ciprofloxacin,
Il. generace . .
. ofloxacin, norfloxacin
Chinolony - -
grepafloxacin,
I11. generace .
sparfloxacin
moxifloxacin,
IV. generace . .
gatifloxacin
Sulfonamidy - sulfamethoxazol (kotrimoxazol), sulfadoxin

2.2.3 Udinky

Mezi zakladni vlastnost

antibiotik patii jejich

schopnost  zasahovat

do bakterialnich struktur a narusovat jejich funkci. Vysledkem téchto pochodti mize byt

posSkozeni samotné bunky. Vysledkem ptlisobeni antibiotik je na jedné strané smrt

bakterie, tehdy mluvime o tom, Ze dana antibakterialni latka ma baktericidni Géinek.

Pokud dojde na strané¢ druhé pouze K zastavé rdstu a potlaeni mnozeni bakterii,
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mluvime o G¢inku bakteriostatickém, ktery mtze byt reverzibilni (vratny). Obecné maji
tyto slouceniny delsi nastup G¢inku. Naopak baktericidni latky ptisobi rychleji a jejich
vysledek je nevratny. Timto zpisobem je mozné délit antibakterialni latky dle typu
jejich ucinku (Tabulka 2). Nelze vSak tyto dvé skupiny od sebe striktné odd€lovat.
Existuji totiz latky, které na urcity druh bakterii piisobi bakteriostaticky, ale na jiny druh
maji baktericidni ucinek. Stupen G¢inku daného antibiotika zavisi na vice faktorech.
Napftiklad na samotnych vlastnostech a povaze ATB, citlivosti konkrétniho mikroba
ataké na koncentraci a dob¢ pusobeni dané antimikrobidlni latky. V souvislosti
s koncentraci a dobou pisobeni jsou uvadény a stanovovany minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) ¢i minimalni baktericidni koncentrace (MBC) — viz nize.
U nékterych antibiotik (aminoglykosidy) je pozorovan tzv. postantibioticky efekt
(PAE). Jedna se o urcitou dobu po vysazeni (pferuSeni uzivani) ATB, kdy jesté
Vv lidském organismu pietrvava tcinek daného antibiotika. Pfi PAE je tedy na urcitou
dobu zastaveno mnozeni bakterii. Délka trvani PAE zavisi na druhu a koncentraci ATB
a také na pfislusném bakterialnim druhu (Votava, 2010; Bursova, 2014; Julak, 2015;
Martinkova, 2007).

Tabulka 2 — Déleni antibiotik dle typu jejich u¢inku na bakterie

Baktericidni u¢inek Bakteriostaticky u¢inek
Skupina Skupina
Beta-laktamova ATB Tetracykliny
Aminoglykosidy Makrolidy
Glykopeptidy Sulfonamidy
Fluorochinolony Amfenikoly
Nitroimidazoly Linkosamidy

(Zdroj: Liillmann, 2004; Votava, 2005) — upraveno

Diulezitym parametrem u antibakterialnich latek je také jejich vlastni bezpecnost
a ucinnost. Cilem je, aby byl ovlivnén (ve smyslu zmirnén nebo zcela vylécen)
patologicky stav v lidském organismu, ktery probihd na zéklad¢ ptitomnosti primarné
nebo podminéné patogennich mikroorganismi v téle ¢lovéka. Zaroven nesmi byt dana
latka pro organismus toxicka ¢i nebezpecnd a musi mit takové nezaddouci ucinky, které

nezatézuji nemocného a jsou méné rizikové nez samotna infekce (Jindrak, 2014).

25



Nezadouci u¢inek (NU) je definovan jako nepiizniva nezamyslena odpovéd
organismu na podani jakéhokoli 1é¢ivého pripravku. Jednotlivé nezadouci ucinky se déli
podle toho, jakym mechanismem byly vyvolany. Napiiklad mechanismus stejny jako
odekavany ucinek, geneticky mechanismus ¢ NU vyvolany dlouhodobym podavanim
l1é¢ivého piipravku. Pfi 1écbe infekci pomoci antimikrobialnich latek je znamo velké
mnozstvi nezadoucich uc¢inku (reakci) — Tabulka 3. N¢které se objevuji vyjimeéné, jiné
jsou Casté a zadvazné. VéEtSina Z nich jsou nezavazné projevy, které odezni po ukonceni
terapie. Je vSak dilezité veSkeré projevy, které souvisi s podavanim antibakterialni
1é¢by, sledovat a monitorovat, zda nedochazi k jejich progresi a zhorSovani. Nezadouci
reakce lze pomysiné rozdélit podle toho, jaky ucCinek na lidsky organismus
maji — toxicky, alergicky a biologicky. Toxicky ucinek ma rozmanité ptiznaky, které
se odviji od toho, jaky orgdn je poskozen. Napiiklad do neurotoxickych ptiznaka lze
zahrnout ototoxicitu. Jiné antibakterialni latky mohou byt nefrotoxické (postihuji
ledviny) nebo napiiklad hepatotoxické (poskozuji jatra). Casteéné lze do toxickych
ucinki zahrnout také priijmy a zvraceni. PoSkozeni GIT je zpiisobeno redukci pfirozené
bakteridlni flory ve stfevech vlivem AML. Ztéchto problémii miize vzniknout
potlacena bézna bakterialni flora a ve stievé se pomnozi bakterie Clostridium difficile.
Jeji toxiny nésledné poskozuji stievni sliznici. Tento zdvazny stav nastavad castéji
po Sirokospektrych antibiotikach a je mozné ho jiz fadit mezi biologické NU. Alergické
reakce, pro které je Casto hlavnim pfiznakem vyrazka, jsou typické napiiklad
pti podani penicilinu. U takovych pfipadt hrozi nebezpe¢i vzniku anafylaktického Soku,
které je tieba neprodlené fesit (Jindrak, 2014; Martinkova, 2007; Urbanek, 2003;
Votava, 2005).
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Tabulka 3 — Nezadouci u¢inky antibakterialnich latek
V tabulce jsou uvedeny nékteré nezadouci ucinky, jejich projevy a nejcastéjsi
skupiny antibiotik, které je zpusobuji. Tabulka ucinky rozdeéluje do tri skupin. Jedna

se pouze 0 Strucny prehled. Celkovych NU, véetné jejich projevii, je velké mnozstvi.

Stejné tak i jednotlivych antibakteridlnich latek.

Typ Zasazeny - .
ufinku | organ/systém Projevy Zastupce
jatra poskozenti jater az selhani tetracyklln_y '
erytromycin
srdce hypertenze, 1schevm}cka choroba makrolidy
srdecni
ledvin selhani ledvin, hematurie, akutni | aminoglykosidy,
y tubularni nekréza kolistin
nervovy poskozeni sluchu az jeho ztrata, . .
. » PP . aminoglykosidy
systém poskozeni perifernich nervi
. v . chloramfenikol,
Toxicky anemie .
sulfonamidy
. chloramfenikol,
krev trombocytopenie linezolid
leukopenie pemmlmy,
cefalosporiny
rastoveé ztrata rustu kosti, deformace zubt tetracykliny,
chrupavky a kosti fluorochinolony
. tetracykliny,
GIT nauzea, zvraceni, prijmy erytromycin
. cely kopfivka, svédéni, anafylakticky | Peniciliny,
Alergicky | organismus, " I cefalosporiny,
oy Sok, fotodermatitida .
kize sulfonamidy
GIT psoepdomevmvbrarvlpzm koht1vda, Klindamycin
. A prijmy, kiece bficha, horecka
Biologicky hypovitaminéza K, zvraceni
stieva P e ’ tetracykliny
prujmy

(Zdroj: Votava, 2010; Jindrak, 2014; Martinkova, 2007) — upraveno

Dalsi vlastnost, kterda se u jednotlivych skupin antibakteridlnich latek lisi
a souvisi s jejich ucinkem, je spektrum ucinnosti. To definuje, na jak velké mnozstvi
mikrobialnich druhti dand latka plisobi. Dle tohoto parametru rozliSujeme antibiotika
se §irokym, stfednim a uzkym spektrem ucinku. Sirokospektra ATB piisobi proti
vétSimu poctu bakterialnich druht — naptiklad tetracykliny. Latky se Sirokym spektrem
ucinku maji tu nevyhodu, Ze ovliviiuji a redukuji béZznou bakterialni floru. Tim dochazi
k mnoha komplikacim z diivodu osidleni sliznic patogennimi kmeny. Naopak jejich

vyhodou je moznost pouziti k 1é¢bé t€zkych sepsi, u kterych nezname piivodce, a delsi
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casova prodleva by mohla ohrozit zivot pacienta. V téchto piipadech vSak hrozi riziko
vzniku rezistence (viz nize). Typickym zéastupcem antibiotik se stiednim spektrem
ucinnosti je penicilin, ktery pisobi téméi na vSechny grampozitivni bakteridlni kmeny.
Také je uCinny na gramnegativni koky, avSak nepiisobi proti vétSiné gramnegativnich
ty¢ek. ATB suzkym spektrem tuc¢innosti plisobi jen na velmi omezené mnozstvi
bakteridlnich druhti (Votava, 2005; Liilllmann, 2004; Liillmann, 2007).

Vysledny ucinek antibiotik vyrazné¢ ovliviiuji jejich fyzikalné-chemické
vlastnosti. Pfedev§im se jedna rozpustnost ve vodé a molekulovou hmotnost. Mezi
hydrofilni antibiotika patfi beta-laktamy, glykopeptidy a aminoglykosidy. VétSinou maji
nizkou nebo velmi omezenou vazbu na plazmatické bilkoviny, nejcastéji jsou
eliminovana ledvinami v chemicky nezménéné podob¢. Také nejsou schopna pasivniho
pfechodu pies plazmatické membrany eukaryotickych bunc¢k. Makrolidy, tetracykliny,
chloramfenikol ¢i fluorochinolony se fadi mezi lipofilni antibiotika. Prostupuji
plazmatickou membranou volné. Ztoho vyplyva, Ze jsou ucinna v boji proti
intracelularnim patogeniim a jsou schopna ptejit 1 pfes hematoencefalickou bariéru.
Nejcastéji jsou biotransformovany jatry. Co se tyka molekulové hmotnosti, obecné je
u vétsiny ATB 300-500 Da. Jednim z nejmensich antibiotik je metronidazol, ktery
dosahuje hmotnosti 171 Da, naopak nékteré latky maji molekulovou hmotnost okolo
600 Da — Kkolistin, vankomycin, teikoplanin. Molekulova hmotnost ma vyznam
v souvislosti se schopnosti ATB prostupovat biologickou membranou. Obecné plati,
ze ¢im vétsi je molekulovd hmotnost ATB, tim se snizuje jeho propustnost pies

dialyza¢ni membranu (Jindrak, 2014).

2.2.4 Farmakodynamika a farmakokinetika

Pro pochopeni celkovych ucinkl antibakteridlnich latek na lidsky organismus
jsou dilezité farmakodynamika a farmakokinetika, které definuji jednotlivé pojmy
a parametry spojené s uzivanim AML. Diulezity je také vztah mezi podanou davkou
antibiotika a jeho vlastnim t¢inkem, ktery je ovlivnén fadou faktor — vlastnostmi
daného 1éciva (fyzikalné-chemickymi, schopnosti vazat se na bilkoviny, prostupnosti
1é¢iva), vlastnostmi konkrétni bakterie, stavem pacienta a také vyskytem infekce a jeji
lokalizaci. Tento vztah je pro klinickou praxi kliCovy, protoze urcuje, jakd davka

antibiotika je bezpecna a u€inné (Jindrak, 2014).
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Farmakokinetika antibiotik se zabyva osudem Ié¢iva v organismu. Ma nékolik
fazi — absorpce, distribuce, biotransformace, exkrece. Jako absorpce se oznacuje
piechod ATB zmista podani (sval, GIT) do krevniho fecisté. Distribuci se 1é¢ivo
dostava do mista puisobeni. Biotransformace je metabolicka pieména Ié¢iva na neaktivni
latku, ktera je vice hydrofilni a snaze eliminovatelnd. V nékterych pifipadech muze
biotransformaci dojit k aktivaci neaktivni latky (tzv. proléciva) na aktivni IéCivo.
Poslednim farmakokinetickym déjem je eliminace (vylouceni) latky nebo jejiho
metabolitu z téla. Jednotlivé skupiny antibiotik se vzajemné lisi, proto je pii volbé
daného ATB potieba posoudit veskeré parametry a zvolit spravné ATB, které
neohrozuje pacienta. Mezi zakladni farmakokinetické parametry antibiotik patii
naptiklad: biologickd dostupnost, jejich vazba na bilkoviny krevni plazmy, distribu¢ni
objem, clearance a biologicky polocas. Biologicka dostupnost uréuje podil
z extravaskularn¢ podaného ATB, ktery se vstieba a dosahne systémového krevniho
obéhu. Farmakologicky je ufinnd jen volnd (na bilkoviny nenavazana) frakce
antibiotika. Distribu¢ni objem je charakterizovany jako vztah mezi podanou davkou
ATB a jeho koncentraci v krvi. Ma vyznam ptedev§im pii stanoveni Gvodni davky
daného antibiotika. Schopnost organismu eliminovat dané antibiotikum kvantitativné
vyjadiuje clearance. Jedna se o vztah mezi rychlosti eliminace ATB a jeho koncentraci
v krvi. Stanoveni clearance se pouziva pro ureni velikosti udrzovaci davky a vytvoreni
intervalu podavani ATB. Doba, za kterou poklesne koncentrace antibiotika v krvi
na polovinu podané davky, se nazyva biologicky polocas (Jindrak, 2014; Lincova, 2002;
Liillmann, 2004).

Farmakodynamika antibiotik se zabyva u¢inkem daného antibiotika na lidsky
organismus a jeho mechanismem ucinku. Také popisuje rychlost nastupu ucinku a jeho
velikost. Uginek miize byt dvoji — zavisly na &ase, zavisly na koncentraci. Antibiotika,
u kterych je jejich ucinek zavisly na dosaZené plazmatické koncentraci, jsou U¢inna
tehdy, pokud sérova koncentrace volného ATB vyrazné pievysSuje stanovenou hodnotu
MIC daného bakterialniho kmene. Mezi tuto skupinu antibiotik patii: aminoglykosidy,
fluorochinolony, imidazoly. U antibiotik, jejichz G¢innost je zavisla na Case, je dosazeno
maximalni G¢innosti pii dlouhodobém udrzeni koncentrace nad hodnotu MIC. Tento

ucinek je typicky pro: betalaktamy, makrolidy ¢i linkosamidy (Adamkova, 2012).
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2.2.5 Vyznam antibiotik

Antibiotika jsou jednim z moznych zpusobt, jak zastavit nebo alesponn omezit
pusobeni a rast mikroorganismil (pfedev§im patogennich) a pfitom neposSkodit lidsky
organismus. V tomto pfipadé se uplatiuje tzv. selektivni toxicita, coz je dulezity princip
v antimikrobialni terapii. Jedna se vlastné o selektivni inhibici ristu mikroorganismu
bez posSkozeni hostitele. Selektivni toxicita vyuzivd rozdili mezi metabolismem
¢i strukturou mikroorganismti a konkrétnimi vlastnostmi nebo znaky lidskych bunék.
Lze tedy fici, Ze vétSina antibiotik plsobi na urcitou strukturu bakterii, ale nikoli
na lidské buiiky. Kromé antibiotik se do antimikrobidlniho plsobeni ftadi také
antiseptické, desinfekéni ¢i sterilizacni postupy. Tyto procesy (vCetné podavani
antibiotickych pfipravkd) jsou neodmyslitelnou soucasti zdravotnictvi i soucasné
mediciny (Mahon, 2015; Levinson, 2014).

Antibiotickou 1é¢bu je mozné dle vztahu Kk laboratorni diagnostice a indikaci
délit na avodni, empirickou, a cilenou. Uvodni terapie je volena tak, aby u zavaznych
onemocnéni pokryla vSechny pravdépodobné ptivodce. Musi byt zahajena co nejdiive,
ale pfed poddnim dané¢ho antibiotika jsou klinicky relevantni vzorky biologického
materidlu podrobeny mikrobiologickému vySetfeni. Oproti tomu empiricka terapie
vychézi z velmi obecnych kritérii pro volbu ATB. Je do jist¢ miry zaloZena
na zkuSenosti lékafe odhadnout pro které onemocnéni je typicka konkrétni bakterie.
Pied podanim 1écby se neprovadi zadné mikrobiologické vySetifeni, ani testovani
citlivosti bakterii na antibakteridlni latky. Empirickd 1écba je zaloZena na podavani
antibiotik se Sirokym spektrem ucinku. Cilena 1é¢ba je v mnohych pftipadech
pokracovanim uvodni terapie. Funguje na principu identifikace mikroba pied podanim
ATB a je selektivné zaméfena na prokdzaného plvodce infekéniho onemocnéni.
Vychéazi ze znalosti infekéniho agens vcetné jeho znamé a vysetfené Ccitlivosti
K antibiotikiim. V téchto pfipadech je nejvhodnéjsi pouzivat antibiotika s uzkym
spektrem ucinku (Adamkova, 2015; Jindrak, 2014; Martinkova, 2007).

Antibiotika Ize také vyuzit k tzv. antibiotické profylaxi. Jedna se o kratkodobé
(vétSinou jednorazové) podani antibiotika (naptiklad pfed operaénim vykonem) s cilem
snizit riziko vzniku infekce. Pii profylaxi je dulezit¢é dodrzovat pifesna
pravidla — ATB uréena k profylaxi by neméla byt pouzivana k bézné terapii infekci,
nevyuzivat profylaxi rutinné, pfi indikaci profylaxe se fidit vydanymi a schvalenymi

postupy, pfipadné¢ konzultovat neobvyklé piipady s antibiotickym stiediskem.
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Antibioticka profylaxe mize byt primarni ¢i sekundarni. Priméarni profylaxe se tyka
prevence pocatecni infekce, zatimco sekundarni profylaxe se zabyva prevenci recidivy
dané infekce Cireaktivaci jiz existujici infekce (Brodak, 2010; ww.ashp.org;
Ryska, 2014).

2.2.6 ATB oproti jinym 1ékiim

Jak jiz bylo zminéno, jednou ze zékladnich vlastnosti antibiotik je selektivita
jejich u¢inku. ATB jsou roznasena krvi do jednotlivych organd a tkani lidského
organismu, nakteré vSak neptsobi (kromé nezadoucich u¢inkid) nebo pusobi jen
minimaln€. Naopak jsou u¢inna v boji proti bakteriim. Lze tedy fict, ze ATB inhibuji
rist bakterii nebo je zabiji, ale nemaji vliv na bunky lidského téla. Z toho vyplyva,
Ze zatimco u ostatnich 1éku je hodnocen vztah a vlastnosti dvou ¢initelt (lidsky
organismus a lé¢ivo), v piipadé antibiotickych pfipravku je nutné brat v potaz interakci
3 subjektti — lidsky organismus, 1éCivo a bakterie. Dalsi vlastnosti, kterou se ATB lisi
od ostatnich 1é¢ivych ptipravki, je aplikace pfistupu 1écby. Pii podani antibakterialniho
ptipravku je nutny individudlni ptistup ke kazdému pacientovi. Ze zkuSenosti vyplyva,
ze stejné projevy bakteridlniho onemocnéni mohou zpusobovat odlisni plvodci.
Z tohoto duvodu nelze u ATB aplikovat postup hromadného podani jednoho
konkrétniho antibiotika kazdému pacientovi. DalSim piikladem je také fakt,
ze vlastnosti lidské populace jsou pomérné stalé a UCinnost béznych 1éka je tak
pro vSechny lidi pfiblizné stejnd. Naopak bakterie jsou velmi proménlivé, rychle
se mnozi, jsou schopny si piedavat vlastnosti a geny navozujici rezistenci. Z toho
jednoznacéné vyplyva, ze ucinnost 1é¢by antibiotiky se u kazdého jedince miize vyrazné
lisit. Jednim z mnoha rozdila je také doba uzivani a reakce na cilové bunky. Vétsina
1€kt (kromé antibiotik) se uziva dlouhou dobu, n€kdy i celoZivotné. U antibiotik je vSak
uzivani zpravidla kratkodobé. To je ddno ucinkem na cilové buiky. Bézné léky
modifikuji ¢1 funkén€é meéni lidské bunky, zatimco antibiotika své cilové objekty
(bakterie) ni¢i nebo zastavuji jejich rust. Dalsi jev, ktery nebyl pozorovan u jinych 1éka,
ale u antibiotik ano, je ovlivnéni nelécenych osob. Béznym mezilidskym kontaktem
se bakterie dostavaji z jednoho organismu do druhého a mohou mutovat, ¢i si vytvofit
odolnost vii€i riznym podminkdm. Takto zménéné bakterie mohou do jist¢ miry
ovlivitovat dal§i osoby a zpusobit jim komplikace. Ostatni 1€ky ovliviiuji jen osobu,

ktera je uziva (Benes, 2014).
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2.2.7 Chyby v uzivani

Antibiotika patii mezi skupinu 1éCiv, kterd je spojena s vyskytem velkého
mnozstvi chyb. Jednd se o chyby nejen v nespravném uzivani, ale také ve Spatné
indikaci jednotlivych antibiotik. Neuvazené pouzivani ATB vcetné nevhodné
doporucené antibiotické terapie ma za nasledek vznik bakteridlni rezistence, ktera
je zavaznou komplikaci antibiotické 1é¢by. Jednou z moznosti, jak omezit a zpomalit
vznik rezistence, je dodrzovat tzv. zasady racionalni antibakterialni terapie neboli
zasady spravné antibiotické praxe. Jednd se o soubor doporucenych opatieni, ktery
by mé&l byt dodrzovan na rtiznych Grovnich (Dostal, 2011; Jindrak, 2014).

Jednou z oblasti je samotna indikace ATB. Lékat nebo odbornik by mél
ve vétsing pripadt pred predepsdnim antibiotika nejdfive zhodnotit klinicky stav
pacienta, posoudit jeho zdvaznost, stanovit diagnézu a nasledn€ se rozhodovat o 1¢ku
volby. Pti volbé spravného antibiotika a jeho davkovani je tieba zohlednit také vlastni
farmakokinetiku a farmakodynamiku lé¢iva. Davka antibiotik by méla byt spolehlivé
ucinnd a zaroven co nejméné toxicka pro lidsky organismus. Pfi raciondlni terapii
je také kladen diraz na mikrobiologicky prukaz ptvodce infekéniho onemocnéni
azjisténi jeho vlastnosti (test citlivosti bakterii na ATB). Cilend terapie vyrazné
minimalizuje vznik rezistence. Nezbytné je také dodrZzovani délky podavani antibiotik.
Ta se vyrazné 1isi dle podavaného ATB, z4vaznosti klinického stavu a typu diagndzy.
Pokud nedojde ke zlepSeni stavu pacienta nejpozdéji do 4 dnl od zahdjeni 1éCby,
je nutné provést kontrolu diagnézy, piipadné zmeénit antibiotikum. Dalsi bod uspésné
aspravné lécby je dodrzovani davkovacich intervalli. Nespravné zvolené nebo
nedodrzované intervaly vedou ke snizeni sérovych koncentraci antibiotik @ mohou mit
za nasledek vznik rezistence (Paterova, 2016; Jindrak, 2014; Lochmannova, 2004,

Dostal, 2011).

2.3 Mechanismy ucinku antibiotik

Existuje nékolik zakladnich zpisobl, kterymi antimikrobialni latky zasahuji
riznad mista bakteridlnich bunék a interferuji s jejich strukturami ¢i metabolickymi
procesy (Tabulka 4, Obrazek 5). Antibiotika Ize podle mista jejich primarniho zasahu

a nasledného ucinku na bakterie rozdélit do 5 skupin:
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Inhibitory syntézy bunééné stény

Do skupiny latek, které¢ inhibuji syntézu bunécné stény, patii predevsSim
B-laktamova antibiotika. Jednotlivi zastupci skupiny inhibuji urcity krok syntézy
peptidoglykanu, ktery je hlavni stavebni slozkou bunécné stény (viz kapitola
Makromolekuldrni mechanismus ucinku u vybranych skupin latek). Velkou vyhodou
této skupiny je ta skuteCnost, Ze se bunéfna sténa nevyskytuje v lidskych bunkach.
Tim padem antibiotikum, které inhibuje syntézu buné¢né stény, je selektivni a zasahuje
pouze bakterie, nikoli struktury lidského organismu (Juldk, 2015; Mahon, 2015;
Navratil, 2015).

Inhibitory syntézy a funkce nukleovych kyselin

Syntéza nukleovych kyselin mize byt naruSena v jakémkoli stadiu. ATB, ktera
patii do této skupiny, interferuji s polymerasami a inhibuji je. Jsou také schopna
se vazat na nukleové kyseliny a blokovat tak rist a mnozeni bakterii. Né&ktera
antibiotika jsou schopna rozrusit a destruovat vlakna bakterialni DNA. VétSina téchto
antibakterialnich latek vSak neni selektivni a nepfiznivé ovlivituje buriky lidského

organismu (Todar, 2012; Julak, 2015)

Inhibitory funkce cytoplazmatické membrany

Cytoplazmatickd membréna je tvofena lipidovou dvojvrstvou s vmezetfenymi
proteiny. Pro bakterie je zivotné dtlezitd. Slouzi k aktivnimu transportu iontd i dalSich
latek a vyznamnou roli hraje pfi déleni bakterii. Tato skupina antibiotik dezorganizuje
strukturu cytoplazmatické membrany bakterii nebo inhibuje jeji funkci. Velmi rychle
dochdazi k rozruSeni membrany, nastava porucha permeability, Gnik kationtli a nasledna
smrt bakterie. Vzhledem k podobnosti fosfolipidii v bakterialnich a eukaryotickych
membranach neni tento ucinek dostate¢né specificky. Na lidsky organismus tato
antibiotika plsobi toxicky a casto se nedoporucuje jejich systémové pouzivani

(Némec, 2015; Todar, 2012; Julak, 2015).

Inhibitory proteosyntézy

Velka skupina klinicky pouzivanych antibiotik inhibuje urcity krok v procesu
syntézy proteind. N&které skupiny ATB naruSuji proces translace, jiné se vazZou
na podjednotky ribozomi nebo brani elongaci peptidového fetézce. V proteosyntéze,

ktera probiha jak u bakteridlnich, tak eukaryotickych bunék, 1ze najit patrné odliSnosti.
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Téch se vyuziva pro dosazeni selektivni toxicity danych ATB na bakterie. Jedna
se predevsim 0 rozdily ve velikosti ribozomalnich jednotek. Bakterie obsahuji ribozomy
70S, =zatimco v lidskych bunkach se nachazi ribozomy 80S (Goering, 2016;
Todar, 2012; Némec, 2015; Horacek, 2000).

Inhibitory syntézy kyseliny listové

Kyselina listova je dulezity koenzym pii syntéze purint a thymidinu. Tyto latky
jsou zékladni staveni jednotky DNA i RNA potiebné pii rustu ¢i déleni bunék. Bakterie
jsou schopny si samy syntetizovat kyselinu dihydrolistovou, ktera je nasledné
redukovana na tetrahydrolistovou kyselinu. K spravné syntéze kyseliny listové je nutna
p-aminobenzoové kyselina, kterd slouzi jako rastovy faktor a bakterie ji zabudovavaji
do dihydrolistové kyseliny. AML, které inhibuji syntézu kyseliny listové, byvaji
oznacovany jako antimetabolity. Jejich struktura je velmi podobna kyseliné
p-aminobenzoové. Z toho vyplyva, ze obsazuji jeji cilova mista a syntéza dihydrolistové
kyseliny je inhibovana. Vysledkem je nedostatek kyseliny tetrahydrolistové a dochazi
ke snizeni hladiny purind. Coz ma za nasledek bakteriostaticky efekt. Jiny zptsob
zasahu do metabolismu kyseliny listové je vazba antibiotik na enzymy nutné k syntéze

tetrahydrolistové kyseliny (Liillmann, 2004; Julak, 2015; Navratil, 2015).

Tabulka 4 — Mechanismus u¢inku ATB véetné zastupci

Tabulka popisuje jednotlivé skupiny antibiotik rozdélené dle jejich mechanismu ucinku.

Mechanismus ucinku ATB
Inhibice syntézy bunécné stény B-laktamy, bacitracin, vankomycin
Inhibice syntézy a funkce nukleovych chinolony - inhibice DNA
kyselin rifampicin - inhibice RNA
Inhibice funkce cytoplazmatické .
membrany polymyxiny
Inhibice proteosyntézy aminoglykosidy, tetracykliny, makrolidy,
Inhibice ribozomi chloramfenikol, klindamycin
Inhibice syntézy kyseliny listové sulfonamidy, trimethoprim
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Inhibitory DNA
Ciprofloxacin

Inhibitory bunécné stény | Nalidixové kyselina |

Peniciliny

Cefalosporiny

Vankomycin Inhibitory RNA-polymerazy
Bacitracin DNA Rifampicin

ANV ANV/ANV/aNV/a\V/ 4\

mRNA /\/\/\/

Inhibitory proteosyntézy

o s 7 (50S)
lnhlbltoq kyselm.y listové . Erytromycin
Trimethoprim Ribuzoiy Chloramfenikol
Sulfonamidy 50 50 Clindamycin

s Inhibitory proteosyntézy

(30S)
Tetracykliny

{ Inhibitory cytoplazmatické ]

membrany Streptomy(?in
Polymyxiny Gentamycin
Daptomycin

Obrazek 5 — Schéma mechanismu ucinku antibiotik na buiiku
Na obrazku jsou znazornény jednotlivé struktury bakterialni bunky a skupiny antibiotik
(véetne vybranych zastupcii), které na danou cilovou strukturu piisobi.
PABA — kyselina p-aminobenzoova, DHFA — dihydrolistova kyselina,

THFA — tetrahydrolistova kyselina.
(Zdroj: Némec, 2015) — upraveno

2.4 Makromolekularni mechanismus ucéinku

U vybranych latek

Pro pochopeni vlastnich mechanismti U¢inku danych latek a k jejich
podrobnému vysvétleni je nutna znalost zakladnich bakteridlnich struktur, které jsou
cilovym mistem vybranych latek. V tomto piipadé ptedevSim bakteridlni stény,

ribozomu a dé&ju, které s nimi souvisi.

2.4.1 p-laktamova antibiotika

Jednd se o skupinu, kterd pisobi na buné¢nou sténu bakterii, konkrétn€ na jeji
syntézu. Zakladem bakteridlni stény je peptidoglykan (murein), ktery je tvofen
pravidelné se stfidajicimi molekulami N-acetylglukosaminu (NAG) a kyseliny
N-acetylmuramové (NAM), které jsou spojeny B-1,4-glykosidovou vazbou. Od téchto
polysacharidi  vedou oligopeptidové fetézce, které jsou tvofeny Ctyfmi

aminokyselinami — L-alaninem, D-alaninem, D-glutamovou kyselinou. Ctvrta
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aminokyselina je pro kazdy bakterialni druh specificka. Muze to byt napiiklad: L-lyzin,
L-ornitin, L-glycin a dalsi. Tetrapeptidy jsou navzajem propojeny a vytvaii typickou
sitovitou strukturu, kterd je velmi pevna a mimo jiné plni funkci opérné kostry bakterie.
SloZzeni bakteridlni stény se U grampozitivnich a gramnegativnich bakterii znacné lisi
(Némec, 2015; Finch, 2012; Julak, 2010).

U grampozitivnich bakterii sténu tvofi nékolik vrstev peptidoglykanu a je tak
pomérné silnd (20 nm). Jednotlivé vrstvy jsou na cytoplazmatickou membranu vazany
teichoovymi kyselinami, které prostupuji na vnéjs$i povrch bakterie. Bunécna sténa
grampozitivnich bakterii neobsahuje zadné lipidy. Naopak sténa gramnegativnich
bakterii je tenka (10 nm), protoZe obsahuje zpravidla jen jednu vrstvu peptidoglykanu.
Na ni je vazana tzv. vngj$i membrana, kterd je tvofena klasickou lipoproteinovou
dvojvrstvou s lipopolysacharidy  (LPS), které jsou typickymi antigeny.
Na peptidoglykan jsou pevné vazany také nékteré bilkoviny. Jejich usporadani tvori
tzv. hydrofilni por. Mezi vnéj$i membranou a bakterialni sténou je periplazmaticky

prostor (Julak, 2010; Némec, 2015).

Grampozitivni bakterie Gramnegativni bakterie

LPS

\ § Por §¢ 7% f .
LA L1} OO L4 % 4% Vnejsi membrina
Bakteridlni sténa o odopodopade; Lopox N
VVVVV rodipolipedsy 7 }Bakterlalmsténa

Periplazmaticky prostor

Cytoplazmatickd [ ) CEOST YT\ cytoplazmaticks
membrédna }/}a ) e membrana
....... {Joocoonooonono (x

Vmezefeny protein Vmezefeny protein

Obrazek 6 — Srovnani bunééné stény u grampozitivnich a gramnegativnich
bakterii
Obrazek znazornuje hlavni rozdily ve stavbé bakterialni steny mezi grampozitivnimi
a gramnegativnimi bakteriemi. Kromé steny jsou patrné i rozdily v dalsich vrstvach.
U gramnegativnich je znacny periplazmaticky prostor a vnéjsi membrana

s lipopolysacharidy (LPS).

Syntéza peptidoglykanu probihd v nékolika fazich. Pravé jednotlivé faze jsou
cilovym mistem zéasahu antibiotik. B-laktamova antibiotika ovliviiuji posledni fazi

syntézy, kterad byva oznaCovana jako extracelularni faze. Ta zahrnuje polymeraci
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a konecné zesiténi peptidoglykanu do trojrozmémné struktury pomoci enzymd.
Polymerace nastava ptenosem nového (v cytoplazmé vytvoieného) peptidoglykanového
fetézce naneredukujici  N-acetylglukosamin, ktery je soucasti puvodniho
peptidoglykanu. Novy peptidoglykanovy fetézec je k jiz existujicimu peptidoglykanu
ptipojen pomoci komplexu enzymi transpeptidasy a karboxypeptidasy. Transpeptidasa
odstrani jednu aminokyselinu z kazdého peptidového tetézce. Vysledkem je zkraceni
oligopeptidového  fetézce na 4 aminokyseliny. Na tento krok navaze
D-alanin-karboxypeptidasa (zkracené karboxypeptidasa), ktera vytvoii vazbu mezi
peptidovymi fetézci jednotlivych polysacharidi (pivodnich i novych), které dohromady
tvoti peptidoglykan (Obrazek 7). Konkrétné se jedna o vytvoreni peptidové vazby mezi
treti a ¢tvrtou aminokyselinou, kterou byvéa D-alanin (Ptiborsky, 2004; Anderson, 2012;
Neu, 1996).

Obrazek 7 — Schématické znazornéni struktury peptidoglykanu

Na obrazku je znazornena struktura peptidoglykanu tvorena molekulami
NAG (N-acetylglukosaminu) a NAM (kyseliny N-acetylmuramové). Na NAM jsou
navazany oligopeptidové retézce. Ty jsou sloZeny z aminokyselin. DiilezZita je
aminokyselina D-alanin (zelend barva). Mezi ni a tieti aminokyselinou druhého retézce

vznika za ucasti karboxypeptidaSy (KP) peptidova vazba (Cervend prerusovand ¢ara).

Mechanismus G¢inku B-laktamovych antibiotik spociva v inhibici enzymového
komplexu transpeptidasy a karboxypeptidasy (znamého jako PBP — penicilin-binding
protein). Struktura této skupiny ATB je velmi podobna struktufe dipeptidu tvoieného
dvéma D-alaniny, ktery je nakonci peptidového fetézce a na ktery reaguje pravé
karboxypeptidasa, aby mohla utvofit peptidovou vazbu. Ctyi¢lenny B-laktamovy kruh
se pro PBP stava faleSnym substratem. Jedna se tedy o kompetitivni inhibici enzymu,
kdy antibiotikum a D-alanin soutézi o vazebné misto na enzymu. Pokud je tento

komplex enzyml jiz inhibovén antibiotikem, peptidova vazba nevznikd, zesiténi
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azpevnéni peptidoglykanu je naruSeno. Murein jiz nemd stabilni strukturu
a cela bakterialni kostra se hrouti. Vysledkem plisobeni B-laktaml na grampozitivni
bakterie je vysoky osmoticky tlak uvnitt bakteridlni buniky a néasledné lyza. Obecné lze
fict, ze napi. PNC je ucinnéjSi na grampozitivni bakterie, protoze je snadnéji
transportovan k vrstvé peptidoglykanu. U gramnegativnich bakterii je pruchod
k mureinu ztizen diky vnéj$i membrané, ktera je tvofena lipoproteinovou dvojvrstvou,
skrze kterou penicilin nepronika. MuZze se transportovat do bakterie jen pomoci
pritomnych poért (Palmer, 2012; Anderson, 2012; Neu, 1996; Ptiborsky, 2004;
Dale-Skinner, 2008).

2.4.2 Makrolidy

Makrolidy patfi mezi antibiotika, kterd inhibuji proteosyntézu. Jednd se
o0 klicovy proces vyroby proteinti potiebnych pro existenci bakterie, ktery je energeticky
velmi naro¢ny. Na syntézu bilkovin je tieba 90 % veskeré energie bakterie. Proteiny
tvoii asi polovinu vahy suSiny v bakteridlni bunice. Pro proteosyntézu jsou klicové
nasledujici makromolekuly: ribozomy, m-RNA a t-RNA.

Bakterialni ribozom (70S) se sklada ze dvou podjednotek (Obrazek 8) - velké
(50 S) a malé (30 S). Dohromady ho tvoii 20 proteini — 6 Vv malé podjednotce
a 14 ve velké. Dalsi soucasti ribozomu jsou specifické domény (otvor pro vznikajici
protein) a r-RNA (ribozomalni RNA), ktera se podili na jeho struktufe a stavbé.
Ribozomy slouzi k tvorbé proteini. Ta je zahajena spojenim obou podjednotek
na molekule m-RNA. Mala podjednotka zodpovida za navazani t-RNA s danou
aminokyselinou na pfislusny kodén. Velka podjednotka hraje roli pii tvorbé peptidové
vazby a uvolnovani AMK z t-RNA. Ve struktufe ribozomu jsou rozeznavana 3 typicka
mista — A, P, E. A-misto je charakterizovano jako vstupni a slouzi jako vazebné misto
pro t-RNA. Z ného je t-RNA s AMK prenesena na P-misto, kde dochdzi k pfipojeni
aminokyseliny k peptidovému fetézci. Samotna t-RNA pak ribozom opousti E-mistem
(Obrazek 9) (Liillmann, 2004; Melnikov, 2012; Orelle, 2015).
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Velka podjednotka

508
+ —> 70 S
308
Mala podjednotka Kompletni ribozom

Obrazek 8 — Podjednotky ribozomu

Ribozom

5' Konec m-RNA

3' konec

>

Smér posunu ribozomu

Obriazek 9 — Struktura ribozomu
Béhem syntézy proteinii se ribozom pohybuje po viaknu mRNA smerem: 5' konec
az 3" konec. t-RNA s navazanou aminokyselinou vstupuje do ribozomu A mistem. tRNA,
ktera jiz predala AMK do peptidového retézce, opousti P misto a posouva se na misto E.
Pres néj pak opousti ribozom. t-RNA, na kterou je vazanad nova aminokyselina vstupuje
do mista A, v ribozomu se na P miste vytvori peptidova vazba mezi danou AMK a jiz

existujicim peptidovym retézcem. Peptidovy retézec tak roste (Anderson, 2012).

K zahdjeni proteosyntézy je nutné rozpojeni dvouSroubovice DNA v misté
genetického kodu dané bilkoviny, kterd ma byt vytvorena. Rozpleteni DNA zajistuje
enzym helikasa. Poté na jedno vlakno naseda enzym RNA-polymerasa, ktery ptepise

genetickou informaci z DNA (deoxyribonukleové kyseliny) do RNA (ribonukleové
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kyseliny). Tento proces se nazyva transkripce. Vysledkem je tedy m-RNA
(messengerovda RNA), kterd je témét piesnou kopii vybraného DNA segmentu.
Na kompletni m-RNA vldkno se vaze nejprve mala podjednotka ribozomu a pozdéji
i velka. Nutny je také proces translace, ktery spociva v pielozeni genetického kodu
m-RNA do potadi aminokyselin. Po nasednuti obou podjednotek ribozomu na m-RNA
vzdy pro jednu konkrétni aminokyselinu (AMK). Ty jsou k ribozomu piivadény pomoci
dalsiho typu RNA — tzv. t-RNA (transferova). Jednotlivé t-RNA piinasi vzdy jednu
aminokyselinu diky tomu, Ze obsahuji antikodon. Jedna se o sekvenci tii nukleotidd,
ktera je komplementarni ke kodonu na m-RNA. t-RNA vstupuji do ribozomu A-mistem
(Obrazek 10). Razeni jednotlivych t-RNA snavazanymi AMK vedle sebe vede
K vytvofeni  peptidové  vazby mezi  aminokyselinami  pomoci  enzymu
peptidyltransferasy. V tomto kroku se nachazi t-RNA v ribozomu na P-misté. Ribozom
se posune o jeden kodon a cely proces se opakuje. Samotna t- RNA (bez navazané
AMK) je z ribozomu transportovana ven ptfes E-misto. Vznikajici peptidovy fetézec
se stale prodluzuje. V piipad¢ vzniku konecné bilkoviny je proteosyntéza zastavena
tzv. stopkodonem. Je to sekvence nukleotidi na m-RNA v podobé UAA, UAG, UGA.
Po dokonceni proteosyntézy se od sebe obé podjednotky odd€li a ribozom se rozpadne

(Finch, 2012; Ptiborsky, 2001; Anderson, 2012).

peptidovy AMK
fetézec
(2 AMK)
t-RNA
antikodon
s AUGUGGUUC... .... |3
m-RNA

kodon

Obrazek 10 — Schématické znazornéni proteosyntézy

Jeden ze dvou moznych mechanisml uc¢inku makrolidi vychézi ze skutecnosti,

ze vazebné misto pro makrolidy je umisténo na velké ribozomalni podjednotce uvnit
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tzv. otvoru (tunelu) pro vystup vznikajiciho peptidového fetézce (Obrazek 11). Tento
vystupni otvor je relativné Siroky, obsahuje vSak zuzeni, které je tvofeno proteiny
L4 a L22, které jsou umistény blizko centra peptidyltransferasy. A pravé makrolidy
se vazi v blizkosti tohoto zzeni a pfedstavuji uréitou piekdzku a zabranu pro rostouci
polypeptidovy fetézec. Prvnich nékolik aminokyselin je ke vznikajicimu peptidovému
fetézci pripojeno bez problémi. Teprve po vytvoieni del§tho peptidového fetézce
se projevi u¢inek navazaného makrolidu. Dochazi k pieruseni ristu polypeptidu
a k inhibici proteosyntézy. Zjednodusené lze fict, Ze makrolidova antibiotika blokuji
vyvoj vznikajiciho polypeptidového fetézce (Kannan, 2011; Wilson, 2009;
Gaynor, 2003; Kannan, 2014).

Vedle branéni vystupu vznikajicich proteini je uvadén jesté jeden mechanismus
ucinku makrolidd. Ten spociva v blokaci procesu translokace. Jedna se o znemoznéni
posunu ribozomu na m-RNA o dalsi triplet. Tim padem nedochazi k piesunu t-RNA
z P-mista v ribozomu na E-misto. To znamena, Ze neni uvolnéno A-misto pro dalsi
t-RNA s novou AMK. Vznik a vyvoj peptidového fetézce je tak zastaven stejné jako
celd proteosyntéza. Jedna se vSak o reverzibilni proces, ktery bude obnoven v ptipadé
poklesu koncentrace makrolidovych antibiotik. Jeho néasledkem je uvolnéni makrolida

z 50S podjednotky a obnoveni proteosyntézy (Ptiborsky, 2001; Gaynor, 2003).

Velka podjednotka
ribozomu

Otvor pro vystup
peptidového fetézce

m-RNA .
Rostouci

peptidovy
retézec

t-RNA
Mala podjednotka ribozomu
Obrazek 11 — Schématické znazornéni vystupu peptidového Fetézce z ribozomu
Ribozom je na obrazku barevné rozdélen na své 2 podjednotky — velkda (modra barva)
a mala (cervené) podjednotka. Fialove je znazornén peptidovy retézec vznikajici

proteosyntézou.

(Zdroj: Cabrita, 2009; Waudby, 2013) - upraveno
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2.5 Rezistence

Antimikrobidlni rezistence je schopnost mikroorganisma (bakterii, virl)
odolévat uCinktim antimikrobialnich latek. Je mozné pouzivat také termin antibioticka
rezistence. V tom pfipadé se jedna o schopnost bakterii odolavat ucinku danych
antibiotik, coz se projevi snizenim antibiotického u¢inku az jejich inaktivaci. Z toho
plyne, Ze pokud je bakterie naurCité antibiotikum rezistentni, nepusobi na ni
baktericidni ani bakteriostaticky Gc¢inek antibiotika. Obecné jsou rozliSovany 2 typy
rezistence — primarni a sekundarni (Bursova, 2014; Jindrak, 2014; www.cdc.gov).

Primarni rezistence byva Casto oznacovana jako pfirozend. Neni ovlivnéna
pfedchozim kontaktem bakterie s antibiotickou latkou. Jedna se o geneticky
podminénou vlastnost, ktera ma trvaly charakter a pfenasi se z generace na generaci.
Dana bakterie obsahuje geny o necitlivosti na jedno ¢i vice antibiotik. Z jiného pohledu
je mozné chapat primarni rezistenci jako ptirozeny jev nékterych bakterii, u kterych je
ATB. Typickym ptikladem jsou mykoplazmata, kterd nemaji bunécnou sténu. Jsou tak
rezistentni vaci antibiotikim pusobicim na syntézu bunééné stény — peniciliny
(Navratil, 2015; Julak, 2015; Martinkova, 2007).

Sekundarni neboli ziskana rezistence predstavuje v soucasnosti znacny problém.
Jeji podstatou je zména v genomu bakterie, kterd mize byt zptisobena bodovou mutaci
nebo tzv. horizontalnim genetickym pfenosem (piijetim DNA od jinych bakterii).
Z toho plyne, ze z bakterii piivodné citlivych na urcité antibiotikum se touto zménou
mohou stat bakterie rezistentni (Jindrak, 2014; Julak, 2015; Navratil, 2015).

Znac¢nou komplikaci je vznik zkiiZzené rezistence. Jedna se o specificky typ
rezistence bakterii na antibiotika sob& blizka, nejCastéji ze stejné skupiny, ktera
se vyznacuji stejnym mechanismem uéinku a podobnou chemickou strukturou.
Rezistence bakterii na zcela chemicky odliSna antibiotika je oznaCovéna jako sdruzena
rezistence. Dal$im vaznym problémem je tzv. multirezistence (mnohocetna rezistence),
kdy je dana bakterie rezistentni Kvice riznym antibiotikim (Todar, 2012,
Jindrak, 2014; Bursova, 2010; Schindler, 2008).

Selekéni tlak, ktery je vytvofen neuvazlivym pouzivanim antibiotik, silné
potlacuje citlivé bakterie a podporuje mnozeni bakterii rezistentnich. Ty jsou odolné
vici stale vétsimu mnozstvi antibiotik. Tento tlak pfi pouzivani antibiotik vede také

ke schopnosti bakterii ptedavat si geny kodujici rezistenci (Schindler, 2008).
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2.5.1 Vznik a vyvoj rezistence

Antibiotickd rezistence byla pozorovana brzy po objeveni antibiotik
(Obrazek 12). Sam Fleming brzy po svém objevu upozornil na moznost vzniku
odolnosti bakterii vic¢i antibiotiku. Ukézalo se, ze bakterie jsou schopny si pomérné
rychle vytvofit rezistenci na kazdou nové objevenou latku (Kolar, 2007;
Zemlickova, 2012).

Zjisténi antimikrobidlni rezistence Zavedeni antibiotika do praxe

Penicilin-R Staphylococcus 1940 —
—— 1943 Penicilin

—— 1950 Tetracyklin

—— 1953 Erytromycin

Tetracyklin-R Shigella 1959 —
Methicilin-R Staplhylococcus 1962 —

—— 1960 Methicilin

Penicilin-R Preumococcis 1965 —

Erythomycin-R Streptococeus 1968 — 1967 Gentamicin

—— 1972 Vankomycin

Gentamicin-R Enterococcus 1979 —

Vankomycin-R Enterococcus 1988 —

Obrazek 12 — Vyvoj bakterialni rezistence
Casova osa zobrazuje vyvoj rezistence jednotlivych bakteridlnich druhii viici objevenym
antibiotikium. PNC byl pouzivan jiz pred valkou, proto jiz v roce 1940 byly nékteré rody
(Staphylococcus) viici nemu rezistentni. V Klinické praxi se oficialné pouzival
az od roku 1943.

R — rezistentni.

(Zdroj: www.cdc.gov) — upraveno

Rezistence mlze vzniknout 1 tzv. pfenosem genu pro rezistenci. V tomto piipadé
se rozliSuje rezistence vyvolana plazmidy ¢i transpozony. Plazmidy zprostiedkovana

rezistence je nejvyznamnéj$i hned z nékolika diivodi. Vyskytuje se u vice bakterialnich
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druhii, pfedev§im u gramnegativnich bakterii. Plazmidy jsou extrachromozomalni,
kruhové, dvouvldknové elementy DNA, které urCuji rdzné vlastnosti bakterii, jako
je napiiklad rezistence vuci jednomu ¢i vice ATB. Pokud nesou informaci o rezistenci,
oznacuji se jako R-plazmidy. Mezi bakteriemi jsou pienaSeny vysokou rychlosti,
pfedevSim konjugaci. Transpozomy jsou useky DNA, které se mohou piemistovat
Z jednoho mista DNA na jiné v rdmci jedné molekuly ¢i mezi riznymi molekulami
DNA. Pro tuto vlastnost byvaji nazyvany ,,skakajici geny“. Z hlediska mediciny jsou
velmi vyznamné. Mohou kodovat vyznamné bakterialni vlastnosti vcetné rezistence
(Horacek, 2000; Spizek, 1999; Juldk, 2010).

Kromé moznosti, Ze je rezistence zakotvena v genetické vybavé urcitého
bakterialniho kmene, mohou bakterie rezistenci ziskat jinymi zplisoby — mutaci
a vertikalnim ¢i horizontalnim pfenosem. Co se tykd mutaci vznikajicich v bakteridlni
DNA, jednéd se pfedev§im o mutace bodové — delece, substituce ¢i adice jednoho
popiipade ne¢kolika part bazi, které zapti¢ini zménu aminokyselin ve struktufe peptida.
Nésledné je syntetizovan bilkovinny produkt zabranujici ptisobeni daného antibiotika.
Vertikalni pfenos znamend, Ze geny rezistence jsou béhem replikace DNA pieneseny
ptimo do vSech dcefinych bakterii. Do jisté miry lze pfifadit mutace k vertikalnimu
prenosu. Dal§im mechanismem, ktery je odpovédny za ziskdni rezistence vici
antibiotikiim, je horizontalni pfenos, ktery probihd mezi dvéma bakteriemi a patii mezi
nejCastej$i zplsoby pienosu rezistence. Mezi mechanismy horizontalniho pfenosu patii
konjugace, transdukce a transformace. Konjugaci se rozumi pfenos genové informace
ve formé¢ kratkych tsekii DNA mezi dvéma bakteriemi (v rdmci jednoho druhu
I mezidruhov€) pomoci tzv. sex-pild. Transdukce je proces, pii kterém specifické viry
(bakteriofagy) vnasi do bakterie spolu se svoji genetickou informaci i ¢ast DNA, kterou
ziskaly pii napadeni piibuzné bakterie. JednoduSe lze transdukci popsat jako ptenos
useku genetick¢é informace do bakterie pomoci bakteriofaga. Transformace
je charakteristickd pfenosem uvolnéné DNA. Tato DNA je pfitomna ve vnéjSim
prostfedi z diivodu smrti a 1yzy jiné bakterie. Jednéd se o mezibunécny pienos genetické
informace a vysledkem je ziskani novych vlastnosti vcetné rezistence (Bursova, 2014;
Todar, 2012; Spizek, 1999).

Vyvoj rezistence je nevyhnutelny proces. Je ovSem mozno ovlivnit, jak rychle
a Vv jaké mife se bakteridlni rezistence vyvine. Moderni pouZzivani antibiotik zptsobilo
obrovsky narlst pocCtu rezistentnich bakterii. V prubéhu 8-12 let nadmérného

a nespravného uzivani jsou rozsiteny bakterialni kmeny odolné vici vice ATB. Nekteré
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kmeny dosahly takové miry rezistence, ze nejsou pro 1écbu k dispozici prakticky zadna
antibiotika (Zemli¢kova, 2012; Kolat, 2007).

V minulosti byla bakterialni rezistence spojovana predevsim S nozokomidlnimi
nakazami. Jedna se 0 onemocnéni, ktera vznikaji v souvislosti s pobytem
ve zdravotnickém zafizeni avyrazné komplikuji daldi pé¢i. Casto mezi ptvodce
nozokomidlnich nékaz patii prdvé multirezistentni kmeny bakterii, které mimo jiné
vyrazné znesnadnuji 1écbu, prodluzuji dobu hospitalizace, zvySuji naklady spojené
slécbou a mortalitu. V dnesni dobé je vyskyt rezistentnich bakteridlnich kment
pozorovan kromé zdravotnickych zafizeni také v komunitach. Je tedy nutné myslet
nato, ze puvodci infekci, Sificich se v komunité, mohou byt na béznou antibiotickou

1é¢bu znacné odolni. Typickym piikladem je plisobeni selekéniho tlaku makrolidovych

wrwe

(Kolat, 2007; Benes, 2014).

Problém vzniku bakteridlni rezistence se netykd pouze huméanni mediciny,
ale zasahuje také do veterinarni mediciny. Zde je ptfi¢inou vzniku rezistence nejcastéji
chybnd indikace ¢i nevhodné podani danych antibiotik. Ta jsou pouzivana nejen
k prevenci aterapii, ale také slouzi jako stimulatory rdstu. V tomto ptipadé hrozi
u bakterii nebezpeci vzniku zktizené rezistence (Kolat, 2007).

Rezistence se vyvijela a rozsifovala také v Ceské republice. Na po&atku
devadesatych let 20. stoleti doSlo k prudkému narlstu spotieby antibiotik. V t¢ dobé
se ATB pouzivala pro 1écbu vétSiny infekci. ZvySeni spotfeby novych makrolidovych
antibiotik, cefalosporini ¢i chinolonii (dfive byla tato antibiotika nedostupna) vedlo
ke vzniku rezistence hlavnich ptivodctl infekénich onemocnéni pravé na tato antibiotika.
Vyrazné¢ se zvysila rezistence u nékterych druhti bakterii z rodu Streptococcus
vici makrolidim. Byl také sledovan vzestup rezistence u bakterie Escherichia coli vuci
chinoloniim. DalSich podobnych ptipadl vyvijejici se rezistence bylo zaznamenano
jeste nékolik, a proto byla zavedena opatfeni, kterd maji vznik rezistence zpomalit
¢i pokud mozno uplné zastavit. Mezi zakladni opatfeni patii uvazliva a cilena indikace

jednotlivych antibiotik a jejich spravné uzivani (Zemlickova, 2012).

2.5.2 Mechanismy rezistence

Pro vlastni rozvoj rezistence mohou bakterie vytvofit rizné mechanismy,

kterymi se prizpiisobi nepfiznivym ucinkim antibiotik, a mohou se tak branit.
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Jednotlivé mechanismy jsou bakterie schopny vzijemné kombinovat, ¢im se stavaji
jesté odolngjsi. Dalsi fakt, ktery vyrazné zvySuje odolnost bakterii, je jejich kratka
generacni doba — ¢ast bakterii je schopna se délit kazdych 20-30 minut. Pokud
se U bakterie vyskytne mutace, ktera zvysuje odolnost, dochazi velice brzy k rychlému
rozmnozeni zvyhodnéného klonu (Benes, 2014; Mahon, 2015).

Mezi zékladni mechanismy rezistence bakterii patii enzymatickd inaktivace
ATB, zména cilového mista v bakterii, aktivni vypuzovani 1éCiva a omezeni
pruchodnosti antibakterialni latky do vnitiniho prostfedi bakterie (Levinson, 2014;
Votava, 2005).

Enzymaticka inaktivace antibiotika

Specifické bakteridlni enzymy Sté€pi (degraduji) €1 modifikuji chemickou
strukturu antibiotika a tim ho inaktivuji. Samotny proces inaktivace muze probihat jiz
pred vstupem do bakterie nebo uvnitf. Vysledkem je ztrata antibakterialni aktivity ATB,
jeho prevedeni na neucinnou latku a vylouceni z bakterie 1 se samotnymi enzymy.
Typickym ptikladem tohoto mechanismu jsou B-laktamasy, které produkuji nejcastéji
stafylokoky. Grampozitivni bakterie vylu€uji tyto enzymy do okoli, jedna se volné
B-laktamasy. U jinych bakterii jsou pfitomny ve vnitinim prostoru a chréani tak ostatni
organely pfed Uc¢inkem antibiotik. Aby mohly pfislusné bakteridlni enzymy plnit svoji
funkci, je u daného ATB nutna pfitomnost PB-laktamového kruhu. Proto jsou
nejcastéj$im cilem tohoto obranného mechanismu (-laktamova antibiotika — peniciliny,
cefalosporiny. Na skupinu aminoglykosidi také plisobi bakterialni enzymy, které tato
antibiotika inaktivuji chemickou modifikaci jejich struktur (Bursova, 2014; Juldk, 2015;
Mahon, 2015; Schindler, 2008).

Zména cilového mista pro antibiotikum

Bakterie jsou schopny vyvolat chemickou zménu (modifikaci) svych struktur,
aby zabranily navazani antibiotika v daném mist¢ a znemoznily tak jeho ucinek.
Typickym ptikladem je methylace adeninu v RNA za pfitomnosti enzymu methylasy.
Vznika tak chemicky odli$na struktura, na kterou se ATB (v tomto piipadé erytromycin)
neni schopno vazat. Modifikace proteinu v 30S ribozomalni podjednotce zpisobi vznik
rezistence vuc¢i streptomycinu. Zmeéna cilového mista se mize tykat také
tzv. penicilin-vazajicich proteind (PBP-Penicillin Binding Proteins), coz jsou enzymy,

které¢ se podileji na biosyntéze peptidoglykani a hraji tak zédsadni roli ve vystavbé
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bakterialni bunétné stény. Ale mohou na sebe vazat i f-laktamova antibiotika, ktera
jsou strukturalné velmi podobnd slozkam peptidoglykanu. A pravé pokud dochazi
ze strany bakterii ke zménam ve struktufe PBP, nemize jiZ dojit k vazbé B-laktamovych
antibiotik na jejich sténu avznikd tak bakterialni rezistence (Schindler, 2008;
Julak, 2010; Goodsell, 2002; Levinson, 2014).

AKktivni vypuzovani antibiotika z bakterii

Jedna se o velmi energeticky naro¢né vylucovani antibakterialnich latek do okoli
bakterie z jejiho vlastniho vnitiniho prostiedi pomoci tzv. efluxnich pump. Cely efluxni
systém je zaloZen na transmembranovém pienosu nakumulovaného ATB ven z bakterie.
Cilem tohoto mechanismu je snizit intracelularni koncentraci antibiotika — naptiklad
tetracyklinu, ktery je timto zpisobem vylucovdn a vznikd vici nému rezistence

(Bursova, 2014; Julak, 2010, Mahon, 2015).

Ovlivnéni pruchodnosti antibiotika do bakterie

Zména permeability patii (podobné jako aktivni vypuzovani) do mechanismu,
kterymi bakterie snizuji koncentraci antibiotika ve svém vnitinim prostfedi. Konkrétné
dochazi k zabranéni vzniku zvySené hladiny dané antibakteridlni latky uvniti bakterie.
Tento proces je zavisly na slozeni bakteridlni stény, plazmatické membrany, ale také
na vlastnostech samotného antibiotika. Napiiklad nepolarni (hydrofobni) antibiotika,
ktera do bakterie prochazi vn¢j$i membranou (slozenou z lipoproteinové dvojvrstvy),
jsou schopna snadnéjSiho ptestupu, nez polarni (hydrofilni) ATB. Ta do bakterii mohou
pronikat pouze pfes membranové kandlky ¢i pomoci nékterych pienaSect. OvSem
V obou piipadech, at’ uz se jedna o antibiotikum hydrofobni ¢i hydrofilni, jsou bakterie
schopny svymi mechanismy zabranit jeho prostupu. V ptipad¢ hydrofobnich ATB se tak
déje zvySenim hustoty polarnich polysacharidovych fetézcli lipopolysacharidi.
U hydrofilnich antibiotik jsou bakterie schopny snizit pocet membranovych kanalkl
aomezit funkce svych ptenasecli. Vysledkem je znacnd odolnost bakterii, protoZe
se antibiotikum, cilené na wvnitini struktury, nedostane do intracelularniho prostoru
bakterie. Jednd se o komplikaci 1écby naptiklad pii  pouZiti tetracyklinid

a aminoglykosidt (Julak, 2010; Mahon, 2015).
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2.5.3 Priciny vzniku rezistence

Existuje pomérné velké mnozstvi procest, které prispivaji ke vzniku rezistence.
Jednotlivé kroky se netykaji pouze zdravotnictvi, ale jedna se také o chyby na urovni
zemé&délstvi, veterinarni praxe, potravnich procesu a dalSich (Todar, 2012).

Antibiotika vydand na 1€kafsky pfedpis nejsou jedinym  zdrojem
ATB vyskytujicim se v prostfedi. Tato 1é¢iva se mohou v nezménéné ¢i modifikované
formé dostat do podzemnich vod a kanalizaci. Je tedy pravdépodobné, Ze se vyskytuji
v riznych potravinach ¢i zivocisich. Naptiklad pouzivani antibiotik mimo terapeutické
ucely v zivocisné vyrobé (doplikovad soucast krmiva pro zlepSeni riistu zvirat) tvoii
ve Spojenych statech americkych minimalné 60 % celkové antimikrobialni produkce.
Toto nezodpovédné pouzivani ATB u hospodairskych zvifat muaze vést k rozvoji
rezistence bakterii a je pravdépodobny také prenos rezistentnich bakterii ze zvifat
na ¢lovéka, coz vyrazné snizuje ucinnost antibiotik v boji s lidskymi infekcemi.
Z tohoto diivodu je Vv Evropské unii rutinni podavani antibiotik zvifatim zakdzano
(Todar, 2012).

Dal$im neuvézlivym zplsobem je pouzivani genl rezistence jako markert
v geneticky modifikovanych plodinach. Tyto geny jsou vkladany do rostliny jiZ v asné
fazi vyvoje, aby se zjistila pfitomnost genli vylepSujicich vlastnosti dané rostliny
(naptiklad herbicid-rezistentni ¢i insekticidni geny). Jinou roli geny rezistence nemaji,
ale z rostlin uz nejsou nikdy odstranény. Muze tak dojit k ziskani té€chto gend rezistence
mikroby vyskytujicich se v Zivotnim prosttedi a ke zvySeni rezistence bakterii

(Todar, 2012).

2.6 Metody stanoveni citlivosti bakterii na antibiotika

Stanoveni a zjiSténi citlivosti bakteridlnich kmenii na antibiotika patii mezi
je zjistit reakci daného mikroorganismu na urcitou skupinu antibiotik, vyhodnotit, ktera
ATB jsou ucinna, a nazakladé vysledkt zahgjit cilenou 1écbu infekce pacienta
zpusobenou uréitym druhem bakterie. Stanoveni citlivosti na antimikrobialni latky
by mélo byt provedeno na bakteridlnich koloniich izolovanych z daného klinického
vzorku. Testovani citlivosti mize také poskytnout informace o snizené nachylnosti
bakterii k nékteré AML. K tomuto Gcelu byla vyvinuta samostatna sada kritickych

hodnot MIC, které se pouzivaji k posouzeni citlivosti bakterii na antibakteridlni latky.
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Tyto hodnoty se oznacuji jako epidemiologické mezni (cutoff) hodnoty (ECV). Jestlize
je u bakterie zjisténa hodnota MIC, ktera je vétsi nez ECV, pravdépodobné je bakterie
na danou latku rezistentni. Hodnota ECV je cCasto na jednotlivé klinické piipady
(z hlediska antibiotické terapie) obtizn¢ aplikovatelna. Vysledky hodnoceni pomoci
mezni hodnoty mohou byt vyuzity ke zpomaleni ¢i zabranéni vzniku rezistence bakterii
(Mahon, 2015; Votava, 2010; Melter, 2014; Edelstein, 2017).

Metody pro stanoveni citlivosti bakterii na antibiotika je mozné délit do n¢kolika
skupin. RozliSuji se testy kvalitativni a kvantitativni. Kvalitativni testy urcuji, zda
je bakterialni druh  k danému antibiotiku citlivy ¢i rezistentni. Vysledkem

kvantitativnich testi je konkrétni hodnota mozné citlivosti.

2.6.1 Diskovy difuzni test

Jednim z nejznaméjSich kvalitativnich testl je diskovy difuzni test (DDT), ktery
umoznuje testovat na jedné Petriho misce S zivnym agarem (nao¢kovanym testovanou
bakterii) vice antibakterialnich latek zaroven. Vhodnou kultiva¢ni pidou pro zjistovani
citlivosti bakterii na ATB je Mueller-Hintoniv agar, na ktery se nanaSi suspenze
konkrétni bakterie (intenzita zadkalu je 0,5 McFarlandovy stupnice). Na inokulovany
povrch se umisti papirové disky napusténé uréitou koncentraci antibiotika. Ihned
po kontaktu s agarem dochazi k nasati vody diskem, molekuly antibiotika difunduji
do okoli a tim je tvofen dynamicky ménici se gradient koncentrace antibakterialni latky
v agaru. Po osmnactihodinové inkubaci pii 37 °C se odeéita pramér (v milimetrech)
tzv. inhibi¢ni zony, kterd se tvoii kolem papirového disku. Jednotlivé velikosti
inhibi¢nich zon (IZ) se porovnavaji s referen¢nimi hodnotami neboli breakpointy — BP.
Princip odecitani a interpretaci inhibi¢nich zo6n znazoriiuje Obrazek 13 (Bursova, 2014;

Cupékova, 2008; Mahon, 2015; Jilek, 2002).
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Obrazek 13 — Porovnani velikosti inhibi¢nich zén s breakpointy
Pokud je inhibicni zéna (1Z) vétsi, nez hodnota oficialné uréeného BP (Cerveny
teckovany kruh), je bakterie na dané ATB citliva — situace cislo 1. Naopak pokud
je 1Z mensi nez zona breakpointu, nebo se nevytvori vitbec, bakterie je viici antibiotiku

rezistentni — situace 2.

2.6.2 Dilu¢ni metody

Mezi kvantitativni metody patii tzv. diluéni metody, které se pouZivaji
mozna koncentrace dané antibakterialni latky, kterd viditelné inhibuje rust bakterie.
Mezi standartni diluéni testy patii agarova diluéni metoda (ADM), od které jsou
odvozeny dalsi stanoveni bakterialni citlivosti ¢i rezistence. Lze tedy fict, Ze se jedna
také o referencni metodu. Zakladem ADM je Mueller-Hintonliv agar obohaceny
0 konkrétni antibiotikum, které je fedéno dvojnasobné geometrickou fadou. Smés agaru
S ATB je rozlévana do Petriho misek. Vznikne tak fada s postupné klesajici koncentraci
antibakterialni latky. Poté je na povrch agaru aplikovdano nékolik kmenti bakterii.
Po inkubaci je odecitana hodnota MIC — jednd se o plotnu s nejnizsi koncentraci
antibiotika, na které jiZ neni patrny rist bakteridlnich kolonii. Modifikaci ADM jsou
dilu¢ni bujonové testy, mezi které patii, v dnesni dob¢ hojné¢ pouzivana, mikrodiluéni
bujonova metoda (viz prakticka ¢ast). U baktericidnich antibiotik se stanovuje MBC

cvwr

je schopna usmrtit 99, 9 % bakterialnich bunék. Pfi stanoveni MBC se vychazi z MIC,
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kdy je obsah jednotlivych dilkd mikrotitracni desticky pfeockovan specidlnim
hfebenem na pevnou piidu ¢i do bujonu. Po inkubaci (pfiblizn¢ 18 hodin) je ptipadny
koncentrace antibiotika, pii kterém bakterie jiz na kultivacni ptid€é neroste. Stanoveni

MBC se v soucasnosti pouziva vyjimecné (Votava, 2010; Bursova, 2014; Jilek, 2002).

2.6.3 E-test

Pro kvantitativni vysetieni citlivosti bakterii vii¢i antibiotikiim 1ze pouzit také
E-test (Obrazek 14). Stanoveni se provadi na agaru, ktery je masivné inokulovan
(prelivem, tamponem, klickou) bakteridlni suspenzi (podobné jako u DDT). Na takto
ptipravenou plochu agaru je polozen prouzek napustény antibakterialni latkou
0 klesajicim gradientu koncentraci antibakterialni latky. Na prouzku je také uvedena
stupnice slouzici k odecitani vysledku. Po polozeni prouzku dané antibiotikum
difunduje do okoli a vytvafi se koncentracni gradient — horizontalné i svisle.
Po inkubaci ma inhibi¢ni zona kolem prouzku slzovity tvar a na stupnici se (v mistg,
kde jeji okraj protind prouzek) odecitd hodnota MIC. Gradient zlstava stabilni
18-20 hodin a dané antibiotikum, které je na prouzek naneseno v suché formé, brani
prertstani bakterialnich kolonii. Hlavni vyhodou E-testu je jednoduché a rychlé
provedeni. Rutinnimu pouZivani vSak brani vysokd cena jednotlivych prouzki

(Cupakova, 2008; Jilek, 2002; Votava, 2010; Nasir, 2015).
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Obrazek 14 — Vysledek E-testu
Na obrazku je jiz provedeny E-test vcetné popisu a vysledku. MIC je v tomto pripade
0,75 ug/ml.
(Zdroj: Nasir, 2015) — upraveno
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2.6.4 Standardizace metod

Veskeré metody vySetfeni citlivosti bakterii na antibiotika musi byt
standardizovany. Cilem procesu standardizace je ziskat vérohodny, validni, pfesny
a reprodukovatelny vysledek ve vSech laboratofich bez ohledu na to, jaka metoda byla
pouzita. Na prvnich krocich procesu standardizace se podilela WHO, kterd porovnavala
jednotlivé vysledky stanoveni citlivosti u riznych metod v nékolika zemich svéta.
Zjistilo se, ze jsou mezi vysledky velké rozdily a vyrazny pocet chyb. Organizace
CLSI (Ustav klinickych a laboratornich standardd) je neziskova &lenska organizace,
kter4 fungovala pod jinym ndzvem jiz od roku 1975. Jeji naplni je mimo jiné kazdoro¢ni
vydavani piirucek pro standardni vySetieni citlivosti u jednotlivych metod, ale také
pro metody, které¢ jsou specifické jen pro urcity druh bakterii. CLSI se nezabyva pouze
mikrobiologii, ale ¥idi proces standardizace metod i v dalSich oborech — hematologie,
toxikologie, imunologie ¢i veterinarni medicina. Organizuje také edukacni programy.
(www.clsi.org; Jindrak, 2014)

V zemich Evropy se v minulych letech také pouzivaly standardy ptejaté
od CLSI, ale vroce 1997 byla zavedena organizace EUCAST — Evropsky vybor
pro testovani citlivosti na antimikrobidlni latky. Jedna se 0 staly vybor organizovany
spolecné¢ s ECDC (Evropské stfedisko pro prevenci a kontrolu nemoci) a ESCMID
(Evropska spole¢nost pro klinickou mikrobiologii a infek¢ni nemoci), jejichz cilem je
zlepsit diagnostiku, 1é¢bu a prevenci nemoci souvisejicich s infekci. Smérnice EUCAST
se zabyvaji mimo jiné uréenim breakpointi. Breakpoint (bod zlomu) je stanovena
koncentrace antibiotika, ktera definuje, zda je dany druh bakterie citlivy nebo rezistentni
na antibiotikum. Jednotlivé breakpointy zvefejiiuje EUCAST na svych internetovych
strankach ve form¢& tabulek. Déle Evropsky vybor pro testovani citlivosti
na antimikrobialni latky fe$i kontrolu kvality metod. Nedilnou soucasti programu
EUCAST je také aktualizace a standardizace metod pro stanoveni citlivosti bakterii
na antibiotika. Poskytuje také navody a klinicky vyznamna data, ktera se tykaji
vzajemného vztahu antibiotik a bakterii a je volné¢ dostupny (Jindrdk, 2014;

www.eucast.org; www.clsi.org; www.escmid.org).

2.6.5 Automatizace metod
Neékteré metody vySetieni citlivosti bakterii na antibiotika jsou jiz plné ¢i

Castecn¢ automatizovany. Tyto automatizované systémy je mozné vyuzivat také
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pfti identifikaci bakterii. Jejich vyhodou oproti rué¢né provadénym metodam je rychlejsi
vyhodnoceni vysledku. A to diky citlivym optickym detekénim systémim, které jsou
schopny detekovat jiz drobny (pouhym okem neviditelny) nartist bakterii. Tato
skutecnost je velmi zadouci zvlasté v klinickych piipadech, kdy je tifeba rychle
zasahnout a zménit antibakterialni terapii (Jorgensen, 2009).

Pokusy o navrh a validaci automatizovanych systému pro identifikaci a testovani
citlivosti klinicky vyznamnych bakterii probihaly jiz pied nékolika desitkami
let. Prvnim automatizovanym systémem byl systém TAAS (Technicon Automated
Antimicrobial Susceptibility) vyvinuty na poc¢atku 70. let 20. stoleti. Zakladem systému
byla eluce antimikrobialnich latek z diskli a porovnani ristu testovanych a kontrolnich
kultur. Tento systém nebyl nikdy uveden na trh. V pribéhu dalsSich let byla snaha
principy zdokonalit. Proces vyvoje téchto systému postupoval rychle. Koncem 70. let
minulého stoleti byl vyvinut plné automatizovany systém, ktery pro identifikaci
organismu a testovani citlivosti bakterii pouzival dehydratované antimikrobidlni latky
uzaviené v plastovych panelech. V tomto roce tak doSlo k zavedeni standardizovanych
panelti obsahujici AML. Postupné byla vyvinuta fada systémil na riznych principech.
Ale v souCasnosti jsou rozSifeny jen nékteré znich (Felmingham, 2001,
Jorgensen, 2009).

Dnes jsou vV laboratofich vyuzivany 4 od sebe navzajem odlisné
systtmy — MicroScan WalkAway, Sensititre ARIS, BD Phoenix a Vitek. Detekce
se U jednotlivych systému 1i8i, ale obecné je zalozena na principu fotometrie,
fluorometrie ¢i turbidimetrie. Systém MicroScan WalkAway byl vyvinut koncem
osmdesatych let. Poskytuje standardni piesnost pii identifikaci mikroorganisma
atestovani citlivosti vi€¢i AML. Soucasné¢ umoZiluje testovani velkého mnoZstvi
bakterialnich kment. MicroScan vyuziva mikrodilu¢ni panely a program inkubacnich
testl, které jsou kratkodobé ¢i dlouhodobé. Rust bakterii je detekovan fotometricky
(po inkubaci ptes noc) nebo fluorimetricky (po kratké inkubaci). Piiprava panelu pied
inkubaci probihd manualné. Poté je panel vloZen do inkubacéni ¢asti systému. Vysledek
je k dispozici za 5 az 18 hodin (dle doby inkubace). Systém MicroScan je také schopen
odhalit vznikaji rezistenci u odolnych patogenii, mezi které¢ patfi napt. MRSA
(Felmingham,2001; Jorgensen, 2009).

Stejné¢ jako MicroScan WalkAway pouziva také systém Sensititre ARIS
standartni mikrodilu¢ni panely, které jsou po automatizované inokulaci pomoci

autoinokulatoru umistény do systémového inkubatoru. Detekce ristu je také
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fluorimetricka. Rist je sledovan po hydrolyze fluorogennnich substrati. Systém
Sensititre  ARIS byl vyvinut sUSA a umoznuje testovani grampozitivnich
I gramnegativnich bakterii. Vysledek citlivosti bakteric na konkrétni latky je znam
za 18-24 hodin. U systtmu BD Phoenix je nutné provést inokulaci manudlné.
Monitoring ristu navsSech panelech probiha turbidimetricky kazdych 20 minut.
Vysledky MIC jsou vyhodnoceny a generovany piiblizné za 6-16 hodin. Systém Vitek
se od ostatnich systému liSi velikosti standardnich mikrodilu¢nich paneli. Zakladem
systému je tenka plastova karta, ktera pro testovani citlivosti k antimikrobidlnim latkam
obsahuje asi 40 jamek. Rdast je stanoven turbidimetricky v hodinovych intervalech
po dobu az 15 hodin (nejcastéji 4-10 hodin). Tento systém umoziuje pribeh
30-240 testli soucasné a zaroven umoziuje identifikaci bakterii (Felmingham, 2001;

Jorgensen, 2009).
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3 Cil prace

Cilem diplomové prace je in vitro testovani novych, potencialné¢ U¢innych
antibakterialnich latek a stanoveni jejich MIC pomoci mikrodilu¢ni bujonové metody
s vyuzitim referencnich bakteridlnich kmeni a klinickych izolatt bakteridlnich kmenti

ziskanych v ramci spoluprace s Fakultni nemocnici v Hradci Kralové.

Dil¢im cilem je zhodnotit reakci vybranych bakterialnich kmenti na nové
syntetizované latky a urcit tak ucinnost ¢i neucinnost téchto latek. V ptipadé ucinnych
latek bude snaha o vyvozeni vztahti mezi strukturou a aktivitou dané slouceniny, ktera

by mohla dale ovlivnit vyvoj novych sloucenin.
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4  Metodika prace

4.1 Mikrodilu¢ni bujonova metoda

Mikrodiluéni bujonovd metoda patii mezi kvantitativni metody. Jedna
se 0 stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Ta vyjadfuje nejnizsi
koncentraci dané antimikrobidlni latky, ktera viditelné inhibuje rust bakterie. Pivodné
byl dilu¢ni test provadén ve zkumavkach a test se oznaCoval jako makrodilucni.
V soucasnosti je preferovano testovani v miniaturizované podobé. Provadi
se v mikrotitra¢nich destickach a pracuje se s malymi objemy. Proto je metoda
oznacovana jako mikrodilu¢ni. Obecny princip metody je zaloZen na fedéni testované
latky. Jednd se o dvojkovou fedici fadu v tekuté zivné pidé (v tomto piipadé
v Mueller-Hintonové bujonu). Mezi hlavni vyhody mikrodilu¢ni metody patii pomérné
rychlé zpracovani, moznost pracovat s riznymi kultivacnimi médii a testovat u¢innost
latek v riiznych koncentracich. Dal$i vyhodou je moznost automatizace odecitani
vysledkl a jejich hodnoceni. Metoda mé 1 ur¢itd omezeni, mezi kterd naptiklad patii
obtizné odhaleni a rozpoznani mozné kontaminace. Toto riziko je vSak sniZovano
dodrZzovéanim zéasad aseptické prace, praci v laminarnim boxu a pouzivanim sterilnich

pomtcek.

4.2 Definice souboru

Pii praktické casti jsme postupovali a pracovali dle smérmic EUCAST
s drobnymi Gpravami v¢etné vybéru bakterialnich kment. VétSina z nich jsou kmeny
sbirkové a plné popsané, které byly zakoupeny z Ceské sbirky mikroorganismi v Brné.
Mezi sbirkové kmeny patii Staphylococcus aureus (CCM 4223, ATCC 29213),
methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (CCM 4750, ATCC 43300), Enterococcus
faecalis (CCM 4224, ATCC 29212), Escherichia coli (CCM 3954, ATCC 25922)
a Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955, ATCC 27853). Ostatni kmeny
(Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens) jsou
klinické izolaty z Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Také byly pouzity standardy

ATB dle smérnice EUCAST.
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4.2.1 Piehled pouzitych bakterii

K testovani uCinnosti danych latek jsme pouzili soubor nckolika odlisnych
bakteridlnich kmenl z obou zékladnich skupin (4 grampozitivni a 4 gramnegativni
kmeny). Kazd4a bakterie ma sviij kod a identifikacni ¢islo (viz protokol). Jedna
se 0 kmeny: Staphylococcus aureus spp. aureus (SA), Methicilin-rezistentni
Staphylococcus aureus (MRSA), Staphylococcus epidermidis (SE), Enterococcus
faecalis (EF), Escherichia coli (EC), Klebsiella pneumoniae (KP), Serratia marcescens
(SEMA) a Pseudomonas aeruginosa (PA).

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (SA) je grampozitivni kok (kulovita bakterie). Nelze jej
mikroskopicky od ostatnich stafylokokt odlisit. V né&kterych ptipadech ma tendenci
vytvafet shluky. Na béznych kultivaénich pidach vytvaii neprithledné, vétSinou
pigmentované kolonie (zlatozluté, krémové, zlutohnédé) se zénami hemolyzy
(Obrazek 15). SA je vybaven pomérné¢ velkym mnozstvim antigenti a fadou enzymu,
Z nichZ nejvyznamnéjsi je plazmakoagulasa. Diky ni lze snadno ovéfit, zda se jedna
pravé o SA. Ostatnim vyznamnym stafylokokim miZze tento enzym chybét.
U nékterych jedinct se Staphylococcus aureus vyskytuje v nose ¢i krku jako soucast
fyziologické mikroflory a nezpusobuje Zadné problémy. Ve vétSin€ pripadi je vSak
fazen mezi jeden znejCastgjSich lidskych patogenii. Zplisobuje fadu komplikaci
a onemocnéni rizné zavaznosti. Mezi ¢astd onemocnéni patfi postizeni kize (furunkl,
karbunkl, impetigo). Jeho zaneseni do organi muze zpusobit endokarditidy,
pyelonefritidy, meningitidy ¢&i hnisavé abscesy. Casto je Staphylococcus aureus
puvodcem zanétl kostni diené (osteomyelitid), které se projevuji jako hnisavéa artritida.
V nékterych pifipadech muize také komplikovat pribéh virovych onemocnéni.
Pro clovéka jsou velmi nebezpecné také jeho toxiny, které mohou zpulsobit
tzv. syndrom toxického Soku. Jedna se o velmi zadvazné Zivot ohrozujici onemocnéni.
Diive byl uUCinnym antibiotikem penicilin. V dne$ni dobé seuvadi, ze v¢tSina
stafylokokt rodu aureus je vi¢i PNC rezistentni. Lékem volby je nyni napfiiklad
oxacilin, jako zastupce penicilinasa-rezistentnich antibiotik, ¢i peniciliny kombinované
s inhibitory B-laktamas — kyselinou klavulanovou, sulbaktamem (Juhanak, 2012;
Julak, 2010; Scharfen, 2013).
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Obrazek 15 — Staphylococcus aureus na krevnim agaru

(Zdroj: spoluprace s Bc. Janou Marincakovou)

Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

Jedna se kmen Staphylococcus aureus, ktery je rezistentni na diive pouzivany
1€k volby — methicilin. V soucasnosti pfedstavuje MRSA velmi zavaznou komplikaci
predev§im v souvislosti S pobytem ve zdravotnickém zafizeni. Je jeden z puvodcu
nozokomialnich nakaz. Nyni jsou k dispozici jiz diagnostické sety, kterymi je mozné
potvrdit ¢ vylou¢it (na zaklad¢ imunochemickych testl) pfitomnost
methilicin-rezistentniho stafylokoka. Poptipadé existuji také kultivaéni pidy pro jeho
zachyt. Velkym problémem vyskytu MRSA je jeho pfirozend rezistence (diky
pritomnosti typického genu mecA) na vSechna B-laktamova antibiotika vcetné jejich
kombinace s inhibitory B-laktamas. Lécba infekci zpisobenych methicilin-rezistentnim

stafylokokem je komplikovana a obtizna (Julak, 2010; Votava, 2003).

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis (SE) se fadi mezi koagulasa-negativni stafylokoky
(Obrazek 16). To znamena, Ze nema enzym plazmakoagulasu, ¢imz se 1i§i od SA. Jedna
se 0 grampozitivni nepohyblivé koky, které jsou soucasti bézné bakteridlni flory.
Nejhojné&ji se Staphylococcus epidermidis vyskytuje na kuzi, méné pak v hornich
dychacich cestach. Je fazen mezi podminéné patogenni bakterie. V ptipadé€, ze se
dostane na misto, kde se fyziologicky nevyskytuje, zplisobuje zdravotni komplikace.
Casto vyvolava onemocnéni u oslabenych ¢&i jinak kompromitovanych jedincd.
Typickym piikladem jsou pacienti s umélymi cizimi télesy (mocové katétry, kanyly,
nahrady chlopni, kardiostimuléatory, kloubni protézy), kdy SE osidluje prave tyto
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nahrady a vytvaii na nich biofilm, ktery je velmi odolny. Antibioticka terapie je proto
Casto neltcinna a je nutna vymena téchto implantatl. Proto je velmi diilezitd prevence,
ktera spociva v dodrzovani zasad hygieny a asepse pii invazivnich vykonech.
V nékterych ptipadech je mozné podavat pied zakrokem antibiotickou profylaktickou
1é¢bu. Prave osidlovani umélych nahrad zpasobuje dle typu implantidtu potize.
Napftiklad pii kolonizaci katétri mize dochéazet ke vzniku katétrové sepse, pii osidleni
umélych srdecnich chlopni se miize rozvinout endokarditida ¢i zanét chlopni. VéEtSina
téchto stavli konc¢i celkovou sepsi, coz znamena vazné ohrozeni lidského zivota

(Juhaiak, 2012; Julak, 2010; Mahon, 2015).

Obrazek 16 — Staphylococcus epidermidis na krevnim agaru

(Zdroj: spoluprace s Bc. Janou Marin¢akovou)

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis (EF) patii do rodu Enterococcus, ktery je ptibuzny
streptokokiim. Diive byly enterokoky fazeny mezi streptokoky skupiny D. EF je
grampozitivni kokovitd az ovalna bakterie. Kultiva¢né je nenaro¢ny a velmi odolny viici
vnéj$im vlivim. Je schopen ptezit rizné zmény pH, teploty i vysoké koncentrace
zluCovych kyselin a soli. EF je béZnou soucasti stievni flory. Jedna se vSak o podminéné
patogenni bakterii. U oslabenych jedincti ¢i hospitalizovanych osob muze zplsobit
zejména infekce mocového systému. Enterokokové infekce jsou v nemocni¢nim
prostiedi pomérné bézné. Enterococcus faecalis (stejné jako ostatni enterokoky)
je vsoucasnosti velmi rezistentni bakterie. Stale castéji se vyskytuje rezistence

navankomycin.  Tyto  rezistentni  enterokoky  jsou  oznaCovany  jako
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VRE (vankomycin-rezistentni enterokoky). Lékem volby u VRE je linezolid
(Votava, 2003; Juhanak, 2013, Julak, 2010).

Obrazek 17 — Enterococcus faecalis na krevnim agaru

(Zdroj: spoluprace s Be. Janou Marin¢akovou)

Escherichia coli

Escherichia coli (EC) je nejznaméjsi bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae. Jedna
se o gramnegativni nesporulujici bakterii ty€inkovitého tvaru, kterd je biochemicky
aktivni. Je nezbytnou soucasti bézné stievni flory, kde plni prospéSnou funkci. Podili se
na tvorb¢ vitaminu K a vytvari pfiznivé sttevni prostiedi a chrani zazivaci systém pied
osidlenim patogennimi bakteriemi. Jako extraintestindlni patogen zpusobuje nejcastéji
mocové infekce. Lékem volby u téchto infekci je naptiklad ampicilin. VétSina kment
EC jsou nepatogenni, ale existuji kmeny, které zpiisobuji zdvaznd onemocnéni vlivem
produkce toxinl. Jedna se napiiklad o enterotoxigenni E. coli (ETEC), ktera produkuje
tzv. enterotoxiny. Projevem jsou vodnaté prujmy predevSim u cestovateld.
Enteropatogenni E. coli (EPEC) zpisobuje novorozenecké prijmy. Enterohemoragické
kmeny (EHEC) jsou velmi nebezpecné a zplsobuji vazné poSkozeni stievni sliznice
az jeji destrukci. Projevuje se vodnatymi prijymy s piimési krve. Vaznou komplikaci
téchto patogennich EC je prinik do tkani a krevniho obéhu, ktery vede
az k hemolyticko-uremickému  syndromu (HUS). Jeho typickym pfiznakem
je hemolytickd anémie a selhani ledvin (Julak, 2010; Juhanak, 2013; Votava, 2003,
Mahon, 2015).
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Obrazek 18 — Escherichia coli na krevnim agaru

(Zdroj: spoluprace s Bc. Janou Marin¢édkovou)

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae (KP) je gramnegativni nepohybliva ty¢inkovita bakterie.
Zpravidla roste na bakteridlnich pidach v podobé mukdznich kolonii diky
polysacharidovému pouzdru. Bézné se KP vyskytuje ve stfeve a je schopna velmi dobie
pteZivat v okolnim prostiedi. Po E. coli je druhy nejcastéjsi pivodce mocovych infekci.
Jako patogen se také vyznamné uplatituje pii infekcich hornich dychacich cest, kdy
zpusobuje pneumonie. Vyvolava nozokomialni infekce (sepse, meningitidy, pneumonie)
pfedevsim u pacientli na jednotkach intenzivni péce. Obecné jsou klebsiely rezistentni
napifiklad vi¢i ampicilinu. Komplikaci 1é€by v nemocnicich je vSak vyskyt
multirezistentnich kmenti KP (Greenwood, 1999; Julak, 2010; Votava, 2003).

|

Obrazek 19 — Klebsiella pneumoniae na krevnim agaru

(Zdroj: spoluprace s PharmDr. Ondfejem Jand'ourkem, Ph.D.)
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Serratia marcescens

Serratia marcescens (SEMA) patii mezi gramnegativni tyCinkovité bakterie
z ¢eledi Enterobacteriaceae. Je pohybliva a schopna ristu ve velmi Sirokém rozmezi
teplot (5 az 40° C). SEMA se nachazi nejastéji ve vlhkém prostiedi (koupelny,
bazény). Zivé se také latkami obsahujici fosfor, mezi ktera patii napiiklad zbytky mydel
a Sampond. Na téchto mistech roste formou slizovit¢ho povlaku, ktery je odolny vici
béznym Cisticim prostiedkim. Serratia marcescens se vyskytuje v travicim traktu, ale
také muize zplsobovat povlak na zubech se vznikem pigmentu. Vyvolava ale fadu
infekci, mezi které patii pfedevSim ty nozokomidlni (mocové, infekce ran, katétrova
sepse). Vétsina kmenii SEMA je piirozené rezistentni k fadé antibiotik, proto je 1écba

obtizna (Juhatidk, 2013).

Obrazek 20 — Serratia marcescens na krevnim agaru

(Zdroj: spoluprace s Bc. Janou Marincakovou)

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (PA) je gramnegativni nesporulujici tyCinkovita
bakterie, kterd se pohybuje pomoci jednoho ¢i dvou bicikl. Produkuje velké mnozstvi
pigmentd a vyznaCuje se charakteristickou vini po jasminu. Jedna se o klinicky
nejvyznamnéjsi druh celého rodu a zaroven typického plivodce nozokomidlnich nakaz.
Ma totiz schopnost osidlovat 1ékai'ské nastroje a pomiicky véetné katétri a kanyl. Casto
napadé oslabené ¢i nemocné jedince. PA je schopna vyvolat infekci témét jakéhokoli
organu. Mezi velmi zavazné komplikace patii kolonizace popalenin a ran, kdy

znesnadnuje jejich hojeni a mize touto branou vstupu proniknout do krevniho ob&hu
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a zpusobit celkovou sepsi. Pseudomonas aeruginosa je piirozené rezistentni k fadé
antibiotik, a navic ma vlastnost ptejimat rezistenci od jinych bakterialnich druhti pomoci
plazmidu. Jako G¢inna terapie se proto Casto voli kombinace minimalné dvou antibiotik

(Votava, 2003; Julak, 2010; Juhanak, 2013).

Obrazek 21 — Pseudomonas aeruginosa na krevnim agaru

(Zdroj: spoluprace s Bc. Janou Marin¢akovou)

4.2.2 Prehled testovanych latek
Do laboratofe byly dodany jednotlivé latky v podob&é pevné krystalické

slouceniny S dal$imi udaji v€etné¢ konkrétni hmotnosti navazené latky. Kazda latka ma
svoje kodové oznaceni, vzorec a molekulovou hmotnost (Tabulka 5). Latky byly
Vv laboratofi rozpustény a testovany (viz Pracovni postup). Koncentrace kazdé testované

latky: (500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,9; 1,95; 0,98 a 0,49) pmol.1™%.
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Tabulka 5 — Prehled testovanych latek
Tabulka popisuje jednotlivé testované latky vietné jejich kodového oznaceni,

molekulové hmotnosti a dodané navazky.

Kod Navazka
Vzorec Mr
latky (mg)

NH,
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» |
N
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0
N\ \.N/ \“/
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4.2.3 Standardy antibiotik

Jako standardy byla na zaklad¢ smérnice vybrana 2 antibiotika — ciprofloxacin
a gentamicin. S tim, ze ciprofloxacin je doporucen jako standard pro gramnegativni
bakterie a gentamicin je doporucen jako standard pro grampozitivni bakterie. Hodnoty

uvedené Vv Tabulce 6 byly prozatim zpracovany pro 4 kmeny,
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referencni — SA, EF, EC, PA. Tyto hodnoty Ize na zakladé porovnani s breakpointy

uvedenymi ve smérnici EUCAST vyuzit k ovéteni funkénosti ndmi vybrané metody.

Tabulka 6 — Hodnoty standardu

Testovana latka — MIC (umol.l?)
Kmen
Gentamicin | dle EUCAST | Ciprofloxacin | dle EUCAST
16-20h 1 0,125-1 0,25 0,125-0,5
SA 48h 1 - 0,25 -
16-20h 4 4-16 0,125 0,25-2
=F 48h 8 - 0,25 -
16-20h 1 0,25-1 0,004 0,004-0,016
=C 48h 1 - 0,004 -
16-20h 0,25 0,5-2 0,062 0,25-1
PA 48h 0,25 - 0,062 -

4.3 Pracovni postupy

Pomiicky
- sterilni mikrotitra¢ni destiCky s vicky
- mikropipety
- sterilni Spicky
- rezervoar na médium (12-ti jamkovy)
- ockovaci klicky
- sterilni umélohmotné a sklenéné zkumavky

- stojanky na zkumavky

Pristroje a chemikalie
- laminarni box
- termostat
- denzitometr
- vortex
- ultrazvukova lazen

- dimethylsulfoxid (DMSO)
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sterilni voda

rastové médium: Mueller-Hintontv bujon (pH 7,0)

4.3.1 Priprava suspenzi kmenit bakterii

sterilni zkumavky ozna¢ime zkratkami bakterialnich kment

do kazdé¢ zkumavky napipetujeme 3 ml sterilni vody

z kultury jednotlivych kment (narostlych na Mueller-Hintonoveé agaru)
odebereme malou ¢ast kolonie a rozsuspendujeme ji do sterilni vody
ve zkumavce

fadné promichame na vortexu

hustotu suspenze si ovéfime na denzitometru

vysledna hustota suspenze by méla byt 0,5 dle McFarlanda

4.3.2 Priprava redici rady testované latky
navazku dané latky rozpustime v ptislusném objemu DMSO (vypocet nize), aby
prvni testovand koncentrace byla 500 umol.I? a zaroven koncentrace DMSO
V jamce nepiesahla 2,5 %
promichame na vortexu
pokud se latka rozpusti nebo vytvoii homogenni suspenzi, pfistoupime
k dalsimu kroku. Jestlize se latka vysrazi nebo nerozpusti, pfidame druhy
pfipadné¢ tfeti ekvivalent rozpoustédla. Kazdym pfidanim ekvivalentu
rozpoustédla se posouva 1. testovand koncentrace o 1 fedéni zpét (naptiklad:
z 500 pmol.It na 250 pmol.1?)
k lepSimu rozpusténi miZeme pouzit ultrazvukovou lazen
do sterilni ~umélohmotné zkumavky (ozna¢ime 1) napipetujeme
1,98 ml ristového média a piiddme 20 pl rozpusténé testované latky
promichame na vortexu
zkontrolujeme, jestli se latka v rGstovém médiu nevysrazela. Pokud nedojde
ke srazeni, pfistoupime k dal§imu bodu. Pokud ano, piidame druhy pfipadné tieti
ekvivalent ristového média. Kazdym pfidanim ekvivalentu rstového média
se posouva 1. testovana koncentrace o 1 fedéni zpét
timto postupem ziskame pracovni roztok 1. testované koncentrace, ktery pozdéji

sterilné pfemistime do 1. jamky rezervoaru
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dale si do 10 sterilnich sklenénych zkumavek (oznacime 2-11) pfipravime
dvojkovou fedici fadu testované latky v DMSO:

do kazdé zkumavky napipetujeme 250 ul DMSO

stejny objem vezmeme zdodané¢ rozpusténé latky a napipetujeme
jej do sklenéné zkumavky (oznacené 2). Z druhé zkumavky do tfeti a tak dale az
po posledni sklenénou zkumavku. Léatku vzdy pomoci pipety opatrné
promichame

do jamek (2 az 12) 12-ti jamkového rezervoaru napipetujeme 1,98 ml ristového
média

postupné pridavame 20 pl nafedéné testované latky z fedici fady ve sklenénych
zkumavkach (tzn. ze zkumavky 2 do jamky 2, ze zkumavky 3 do jamky 3 atd.)
do posledni (12.) jamky ptfidame 20 pl samotného DMSO (jedna se o kontrolu)
v kazdé jamce rezervoaru tak ziskdme 2 ml pracovniho roztoku s pfisluSnou

koncentraci testované latky

Vypocet objemu DMSO

Objem DMSO byl spocitan pro kazdou latku dle vztahu

m-10°
VoMso= T 100

T

kde m je hmotnost navazky (mg), C je prvni testovana koncentrace (umol.I?),

a Mr je molarni hmotnost. Vysledny objem ma jednotku pl.

4.3.3 Pipetovani do mikrotitrac¢ni desticky

sterilni mikrotitracni desticku si fadn¢ oznacime (Cislo, kod testované latky,
datum, pfisluSny kmen)

pomoci dvanactikanalové pipety napipetujeme 200 pl zasobniho roztoku
z odpovidajictho rezervoaru do vSech fadkd jedné mikrotitracni desticky.
To znamena, Ze 1 mikrotitra¢ni desticka odpovida 1 testované latce

do kazdé jamky tadkd 1 az 8 (na desti¢ce A—H) napipetujeme 10 pl pfipravené
prislusné suspenze dané bakterie. Z toho vyplyva, Ze Vjednom ftadku je

pfislusny bakteridlni kmen
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- takto pfipravenou desticku piiklopime vickem a inkubujeme v termostatu
pii teploté 35 °C (£ 2 °C)

- odecet se provadi za 24 hodin a 48 hodin

I @& m m O O W »

Obrazek 22 — Schéma mikrotitra¢ni desticky

Obrazek znazornuje mikrotitracni desticku, ve které je vidy jedna konkrétni latka
0 Klesajici koncentraci (svislé sloupce 1-12). Koncentrace v prvni jamce je 500 umol.I*t
a dale je redena dvojkovou radou. Posledni sloupec (12) je kontrola, ve které se nachazi

pouze DMSO. Ve vodorovnych radcich (A-H) jsou jednotlivé bakterialni kmeny.

4.3.4 Hodnoceni

Vyhodnoceni se provadi vizualn€ po uplynuti inkubaéni doby a hodnoti se MIC
nariistu Vv jamkach (zakal). V pfipad€é nejasnosti ohledné riistu bakterii lze provést
jednoduchy test pomoci indikatoru Alamar Blue. Ten je zaloZeny na detekci ptfitomnosti
¢1 nepfitomnosti zivotaschopnych bunék a jejich metabolické aktivity. Zakladni slozkou
testu je resazurin (diazoresorcinol, azoresorcin). Jedna se o modré nefluorescencni
barvivo, které se v pfipad€ zachyceni metabolické aktivity (vyskytu Zivych bakterii)
redukuje na rizove zbarveny resorufin (Obrazek 23). Barvivo piisobi jako elektronovy
akceptor. Pfipfijmu elektroni se méni se z oxidovaného, nefluorescen¢niho stavu
na redukovany, fluorescencni stav. Vznika tak jasna a stabilni odliSna zména, kterou Ize

snadno meéfit a interpretovat. Hodnoceni mohou byt kvalitativni (okem viditelna jasna

73



zména barvy) nebo kvantitativni, kdy je mozné odecet provadét spektrofotometricky
¢i fluorimetricky. Druhy zminény zptisob hodnoceni je citlivéj$i a vyuziva toho, zZe
redukovanad forma (resorufin) je vysoce fluoreskujici. Intenzita produkované
fluorescence je piimo umérna mnozstvi zivych a pritomnych bakterii. Alamar Blue tedy
pusobi jako ptimy indikator pro métfeni zivotaschopnosti bun¢k. Vyhodou testu je také
jeho jednoduchost. Diky rozpustnosti indikatoru ve vodé jsou eliminovany kroky
promyvani. Provedeni je také velmi snadné. Do kazdé jamky mikrotitracni desticky (jiz
inkubované s testovanymi bakteridlnimi kmeny) se pfida 20 ul indikatoru Alamar Blue
a inkubuje se 1 az 4 hodiny pti 37 °C. Nasledné je vysledek hodnocen vyse popsanymi
zpusoby (Rampersad, 2012; www.bio-rad-antibodies.com; www.thermofisher.com).

] O O
© = redukce O — © = /f:I
| —
NG X N
| N

O

Resazurin Resorufin

Obriazek 23 — Barevna zména indikatoru Alamar Blue
Pri inkubaci s Zivotaschopnymi bakteriemi, které jsou metabolicky aktivni, indikator

méni barvu z modré na ruzZovou a stane se fluorescencnim.

(Zdroj: www.bio-rad-antibodies.com) — upraveno
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5 Vysledky

Tabulka 7 — Vysledky testovanych latek (skupina 1)

Kmen | Inkub. TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol.I'})
E-Oa | E-la| E-2a| E-3a | E-4a |E-10a|E-Ob | E-1b | E-2b | E-3b
SA 24h 1>500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >250 |>500 | >500 |>125|>125
48h [>500|>500 | >500 [ >500 | >250 | >250 |>500 | >500|>125|>125
MRSA 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >250 |>500 | >500 | >125 | >125
48h [>500|>500 | >500 [ >500 | >250 | >250 |>500 | >500|>125|>125
SE 24h 1>500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >250 |>500 | >500 |>125|>125
48h [>500|>500 | >500 [ >500 | >250 | >250 |>500 | >500|>125|>125
EF 24h 1>500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >250 |>500 | >500 |>125|>125
48h [>500|>500 | >500 | >500 | >250 | >250 |>500 | >500|>125|>125
EC 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >250 |>500 | >500 | >125 | >125
48h [>500|>500 | >500 | >500 | >250 | >250 |>500 | >500|>125|>125
KP 24h 1>500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >250 |>500 | >500 |>125|>125
48h [>500|>500 | >500 | >500 | >250 | >250 |>500 | >500|>125|>125
SEMA 24h 1>500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >250 |>500 | >500 |>125|>125
48h [>500|>500 | >500 | >500 | >250 | >250 |>500 |>500|>125|>125
PA 24h | >500 | >500 | >500 | >500 | >250 | >250 |>500 | >500 | >125 | >125
48h [>500|>500 | >500 [ >500 | >250 | >250 |>500 | >500|>125|>125

Z tabulky 7 vyplyva, ze vSechny testované latky v pfislusném fedéni jsou
na testované bakterie neu¢inné. Lze tak usuzovat, protoze ve vSech jamkach
mikrotitracni desticky byl po inkubaci pozorovan zakal. A to i1 pfi nejvy$§i mozné
koncentraci latky (hodnoty: >500, >250 a >125 umol.I'!). U latek E-4a a E-10a byla
(s ohledem na jeji rozpustnost) pouzita nejvy$si mozna koncentrace 250 pmol.l?,
U latek E-2b a E-3b byla z divodu jejich $patné rozpustnosti pouZzita nejvyssi mozna

koncentrace 125 pmol.I"? (viz Piiloha 1).
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Obrizek 24 — Utinek latky E-Oa na vybrané bakterie
Obrazek znazoriuje redict fadu (1-11) vybrané latky (E-Oa). Cislo 1 je koncentrace
500 umol.I't. Dale pokracuje klasické dvojkové redéni. Pismeno K znaci kontrolu. Jedna

se 0 vzorek, ve kterém neni pritomna prislusna ldatka. Je to tedy kontrola, zda jsou dané
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bakterie schopny riist i bez testované latky. Radek SA (Staphylococcus aureus) a MRSA
(methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus) jsou testované bakterie. Z vysledku je
patrné, ze latka E-Oa neni na tyto dvé bakterie uicinnd. Zdkal (rist bakterii) je pritomny

pri vSech koncentracich testovanée latky.

Tabulka 8 — Vysledky testovanych latek (skupina 2)

Kmen | Inkub. TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol.I'))
E4b | E-10b | CHO | CI-1 | CI2 | CI-3 | CI-10| CI-13 | MOR-T| Ac0a
SA 24h |>125| >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500| >500 | 250
48h |>125| >125 |>500 |>500 | >500 | >500|>500 | >500| >500 | 500
MRSA 24h |>125| >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500| >500 | 500
48h |>125| >125 |>500 |>500 |>500 | >500|>500 | >500| >500 | 500
SE 24h |>125| >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500| >500 | 500
48h |>125| >125 |>500 |>500 | >500 | >500 | >500 | >500| >500 |>500
EE 24h |>125| >125 |>500| 250 | 500 | 500 | 500 [>500| >500 | 500
48h [|>125| >125 | >500| 250 | 500 | 500 | 500 |>500| >500 |>500
EC 24h |>125| >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500| >500 |>500
48h |>125| >125 |>500 |>500 | >500 | >500 | >500 | >500| >500 |>500
KP 24h |>125| >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500| >500 |>500
48h |>125| >125 |>500 |>500 | >500 | >500 | >500 | >500| >500 |>500
SEMA 24h |>125| >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500| >500 |>500
48h |>125| >125 |>500 |>500 | >500 | >500 | >500 | >500| >500 |>500
PA 24h |>125| >125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500| >500 |>500
48h |>125| >125 |>500 |>500 | >500 | >500 | >500 | >500| >500 |>500

Z testovanych latek skupiny 2 (Tabulka 8) Ize vybrat latky ucinkujici na nékteré
bakterie. Jedna se naptiklad o latku CI-1, kterda je v koncentraci
250 umol.I" u¢inna na bakterii Enterococcus faecalis (EF). A to i po 48 hodinové
inkubaci. Latky CI-2, CI-3 a CI-10 jsou t¢inné na tutéz bakterii, ovSem az v koncentraci
500 umol.I. Za velice slabé i¢innou Ize povazovat také latku Ac-Oa, ktera interaguje
snejvice bakterialnimi kmeny. Na MRSA tginkuje pii koncentraci 500 pmol.l™.
Do jist¢ miry je G€innad také proti SA. Konkrétné po 24 hodinach byla minimalni
inhibi¢ni koncentrace 250 umol.l'l, ale po 48 hodinové inkubaci se hodnota MIC
zménila na 500 pmol.I"t. U Staphylococcus epidermidis a Enterococcus faecalis méla
latka Ac-0a po 24 hodinové inkubaci MIC 500 pmol.I"%, ale po 48 hodinach inkubace jiz

byla neucinna. Ostatni testované latky z této skupiny jsou na dané bakterie neucinné.
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Tabulka 9 — Vysledky testovanych latek (skupina 3)

Kmen | Inkub. TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol.l"%)
FBSA|(FBSE| FB2 [FB2H| FB5| PN.1|PN.2| PN3| PN4 | PN6
SA 24h | >500 | >500 |>125| >500 |[>125|>500 | >500 |>500 |>250 | >500
48h | >500 | >500 |>125| >500 |>125|>500 | >500 | >500 |>250 | >500
MRSA 24h | >500 | >500 |>125| >500 |>125|>500 | >500 | >500 | >250 | >500
48h | >500 | >500 |>125| >500 |>125|>500 | >500 | >500 | >250 | >500
SE 24h | >500 | >500 |>125| >500 |[>125|>500 | >500 | >500 | >250 | >500
48h | >500 | >500 |>125| >500 |>125|>500 |>500 |>500 | >250 | >500
EF 24h | >500 | >500 |>125| >500 |[>125|>500 | >500 |>500 | >250 | >500
48h | >500 | >500 |>125| >500 |>125|>500 |>500 | >500 |>250 | >500
EC 24h | >500 | >500 |>125| >500 |[>125|>500 | >500 |>500 | >250 | >500
48h | >500 | >500 |>125| >500 |>125|>500|>500|>500 | >250 | >500
KP 24h | >500 | >500 |>125| >500 |[>125|>500 | >500 |>500 | >250 | >500
48h | >500 | >500 |>125| >500 |>125|>500|>500|>500 | >250 | >500
SEMA 24h | >500 | >500 |>125| >500 |>125|>500 | >500 | >500 | >250 | >500
48h | >500 | >500 |>125| >500 |>125|>500 | >500 | >500 |>250 | >500
PA 24h | >500 | >500 |>125| >500 |>125|>500 | >500 | >500 | >250 | >500
48h | >500 | >500 |>125| >500 |>125|>500|>500|>500 | >250 | >500

Z tabulky 9 vyplyva, ze vSechny testované latky v piislusném fedéni jsou
na testované bakterie neucinné. Lze tak usuzovat, protoze ve vSech jamkach
mikrotitraéni desticky byl po inkubaci pozorovan zdkal. A to 1 pfi nejvy$si mozné
koncentraci latky (hodnoty: >500, >250 a >125 pumol.l"). U latek F.B.2 a F.B.5 byla
(s ohledem na jeji rozpustnost) pouZita nejvy$si mozna koncentrace 125 pmol.l™.
Ulatky P.N.4 byla zddavodu jeji Spatné rozpustnosti pouzita nejvy$Si mozna

koncentrace 250 pmol.I? (viz Pfiloha 4).
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Obrazek 25 — Utinek latky P. N 1 na vybrané bakterie

Obrdzek zndzornuje fedici fadu (1-11) vybrané latky (P.N.1). Cislo 1 je koncentrace
500 umol.I'. Dale pokracuje klasické dvojkové Fedéni. Pismeno K znact kontrolu. Jednd
se o vzorek, ve kterém neni pritomna prislusna latka. Je to tedy kontrola, zda jsou dané

bakterie schopny riist i bez testované latky. Radek PA (Pseudomonas aeruginosa) je
pouzitd bakterie. Z vysledku je patrné, ze latka P.N.1 neni na tuto bakterii ucinnd. Zdikal

(riist bakterie) je pritomny pii vSech koncentracich latky.
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Tabulka 10 — Vysledky testovanych latek (skupina 4)

Kmen | Inkub. TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol.I'))
P.N.7 | PN.8M.J.1]MJ.2| MJ.3|MJ4|M.J.6|M.J.7|M.J.8
SA 24h | >500 | >500 |>500| >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | 500
48h | >500 | >500 |>500| >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | 500
MRSA 24h | >500 | >500 |>500| >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | 500
48h | >500 | >500 |>500| >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | 500
SE 24h | >500 | >500 |>500| >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 |>500| >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500
EF 24h | >500 | >500 |>500| >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 |>500| >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500
EC 24h | >500 | >500 |>500| >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 |>500| >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500
KP 24h | >500 | >500 |>500| >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 |>500| >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500
SEMA 24h | >500 | >500 |>500| >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 |>500| >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500
PA 24h | >500 | >500 |>500| >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500
48h | >500 | >500 |>500| >500 | >125 | >500 | >500 | >500 | >500

Z testovanych latek skupiny 4 (Tabulka 10) je na nékteré bakterie slabé ucinna

pouze jedna latka — M.J.8. Konkrétné v koncentraci 500 pmol.l? u bakterii SA

(Staphylococcus aureus) a MRSA (methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus).

Ostatni testované latky ztéto skupiny jsou nadané bakterie zcela netcinné

(hodnoty: >500, >250 a >125 pmol.I™?).

Nutno ovérit

Inkubace

+ Alamar Blue

2 hodiny

Obrazek 26 —
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Pri testovani latky M.J.2 nebyl zdkal u bakterie EF (Enterococcus faecalis) prilis
patrny. Overeno pomoci indikatoru Alamar Blue. Po dvouhodinové inkubaci jamky
zmeénily barvu na ruzovou. Bylo potvrzeno, Ze bakterie jsou Zivotaschopné. Vysledkem
Jje, ze latka M.J.2 je neucinnad na EF, ale také na vSechny ostatni bakterie véetne EC

(Escherichia coli) a KP (Klebsiella pneumoniae).

Tabulka 11 — Vysledky testovanych latek (skupina 5)

Kmen | Inkub. TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol.l"%)
OXDI-0b3 OX-0c OXDI-T2
48h >500 >500 >500
24h >500 >500 >500
MRSA — ot S 200 gt
SE 24h >500 >500 >500
48h >500 >500 >500
KP 24h >500 >500 >500
SEMA —h >500 >500 >500

Z tabulky 11 vyplyva, Zze vSechny testované latky v pfislusném fedéni jsou
na vybrané bakterie neuc¢inné. Lze tak usuzovat, protoZe ve vSech jamkach mikrotitra¢ni
desticky byl po inkubaci pozorovan zakal. A to 1 pfi nejvyssi mozné koncentraci latky

(hodnoty: >500 umol.I%).
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6 Diskuze

Dle Zemlickové, 2012 se antibiotika stala samoziejmou soudasti 1é¢ebnych
postuptl a ¢asto jsou pacienty i vyzadovana. Mnohdy je vSak jejich indikace iraciondlni.
Pravé omezenim chybného wuzivani antibiotik a vSemi postupy, které souvisi
s antimikrobidlni 1é¢bou, se zabyva antibioticka politika.

Existuje velké mnozstvi organizaci, které se touto problematikou zabyvaji.
Nejedna se pouze o Ceskou republiku, ktera je do projektu zapojena, ale je to téméf
celosvétova kampan s jasnymi cili. Lze fici, ze se jedna o zpisob osvéty laické
i odborné vefejnosti. Jejim cilem je piiblizit problém rezistence (véetné moznosti jejiho
vzniku), vysvétlit zdkladni principy ucinku antibiotik, jejich roli v 1écbé a sezndmit
vefejnost s moznostmi prevence vzniku rezistence. Duraz téchto kampani je také kladen
na minimalizovani moznych chyb, které vznikaji v souvislosti s antibiotickou 1é¢bou.
Mezi nejznaméjsi kampané patii Evropsky antibioticky den. Tento projekt ma napomaoci
k zodpovédnému zachazeni s antibiotiky aupozornit na rizika spojena
s jejich nevhodnym uZivanim. Na webovych strankach Statniho zdravotniho Gstavu jsou
k dispozici rizné materialy, které vedou k dodrZzovani pravidel. Stranky jsou navrzeny
jak pro vefejnost a pacienty, tak pro lékare a zdravotnicky personal. Lékati maji navic
moznost si veskeré plakaty a poutace stahnout, vytisknout a vyvé&sit ve svych ordinacich
a Cekarnach — pro §irsi rozsah osvéty. Do evropského antibiotického dne se zapojuje
také naSe fakulta — konkrétné Spolek Ceskych studentli farmacie pii Farmaceutické
fakult¢ UK. Tento spolek pofada v prvni poloving listopadu tzv. Antibioticky tyden.
Soucasti jsou prednédsky pro studenty zamétené na témata tykajici se antibiotik, ale také
pravé cilena osvéta laické vefejnosti. Cilem projektu je rozSifovani znalosti
0 antibiotikach a celkové o tématech s nimi spojenymi. Diky vSem takto organizovanym
projektiim je Siroka vetejna spolecnost informovana o diilezitosti zodpovédného uzivani
antibiotik. A jak na webovych strankdch uvadi Narodni antibioticky program,
pii dodrzovani spravnych postupti a zasad v souvislosti s antibiotiky je mozné zamezit
vzniku a §ifeni nebezpecnych rezistentnich bakterii a pomoci tak zachovani Gc¢innych
1€kt a latek pro budouci generace.

Celkovou situaci hodnoti ve svém ¢lanku Kola, 2007. Stav, ve kterém
se v dnesni dob& nachazime, nazyva jako krizi antibiotické wcinnosti. Udajné je

zpusobena narustem bakteridlni rezistence v rtiznych oblastech. Nejedna se tedy pouze
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0 pfipady z humanni mediciny, ale také z veterinarni ¢i hospodarské praxe. Problémem
je, jak uvadi Narodni antibioticky program (NAP), ze k 1écb¢é a prevenci bakterialnich
infekci u hospodafskych zvifat jsou pouzivana stejnd antibiotika jako u lidi. Zavér
hodnoceni NAP je takovy, ze zvifata mohou ziskat bakterie, které jsou rezistentni vici
antibiotikim pouzivanych pii 1é¢bé lidskych infekénich onemocnéni. A z toho vyplyva,
ze se lidé mohou témito rezistentnimi bakteriemi nakazit naptiklad pfimym kontaktem
se zviraty €1 konzumaci nékterych hospodaiskych produkti. I presto vSak stale hlavni
pricinou bakterialni rezistence zlstava pouzivani antibiotik v humanni medicin€. Kolar,
2007 se také ztotozfiuje s nazorem, ze se na této situaci podili zvySujici se Cetnost
vyskytu multirezistentnich kmenti a tim padem selhani ptislusné antibiotické 1éCby.

Jako vhodné a jednoduché vychodisko ze situace, kdy ubyva u¢innych antibiotik
aptibyva rezistentnich bakteridlnich kmenl, se jevi pouziti novych, zatim
nepouzivanych antibiotik. Existuje tak urcita potfeba jinych latek s novymi mechanismy
ucinku. Tato situace vSak neni tak prostd. Nasir, 2015 tento problém popisuje tak,
ze tempo bakteridlni rezistence na antibiotika je mnohem rychlejsi nez objev novych
antimikrobidlnich latek. Jak uvadi Kolat, 2007 a Schindler, 2008 v dnesni dobé¢ je velmi
komplikované vyvinout novou latku a vymyslet tak néco tzv. ,,co tu jesté nebylo®.

Vznik, vyzkum a vyvoj novych 1é¢iv je omezen velkym mnoZstvim faktord.
Prvnim vyznamnym faktorem je ekonomickd stranka véci. Farmaceutickym
spolecnostem se vyzkum a pfipadna vyroba antibiotik nevyplaceji. Nalezeni nového
1éku je totiz velmi ndkladné. Dal§im velmi vyznamnym ovliviiuyjicim faktorem je
problém s nalezenim nového cilového mista pro antibiotikum v bakterii. VSechna dosud
objevena cilova mista uc¢inku dosavadnich antibakteridlnich latek jsou jiZ vycCerpéana.
Je tedy nouze najit v bakteridlni bufice misto nové, na které by antibiotikum spolehlivé
pusobilo. Zna¢nou komplikaci je také fakt, Zze vyzkumu novych latek brani
rozmnozovani bakterii. Rychle se mnoZici bakterie si zaroven stejné rychle predavaji
informace o rezistenci.

Stale se tedy usiluje o novou uUc¢innou latku. Dle Kolare, 2007 lze pfi vyvoji
téchto novych antimikrobidlnich 1é€iv pouzit nékolik zplsobd a principli, na které
je tieba se dale zaméfit. Jednou z moznosti mize byt modifikace zakladni struktury
(popfipadé¢ molekuly) jiz zndmych antibiotik. Dal$im feSenim je nalezeni nového
cilového mista. V soucasnosti jsou snahy lépe prozkoumat bakteridlni genom a najit
slibnd mista. ReSenim je také objeveni originalni a zcela odlisné chemické struktury,

ktera by byla m¢la natolik dobré vlastnosti a zaroven byla na bakterie u¢inna.

81



Aby bylo antibiotikum co nejucinnéj$i a klinicky uzite¢cné, mélo by podle
Todara, 2012 spliiovat nékolik vlastnosti nebo alesponi co nejvice z téchto vlastnosti.
Predevsim je dulezitd jeho netoxicita pro hostitele a co nejméné nezddoucich
(vedlejsich) ucinkd, nejlépe zadné. Dale by nemélo eliminovat béznou bakteridlni floru
jedince. Dalsi vlastnosti je jeho snadnd vyroba, dostupnost a chemické stabilita.
Co se tyka rezistence, neméla by vii¢i nému vzniknout viibec nebo by jeji vznik mél byt
velice vzacny a nepravdépodobny. A zarovenl by dané antibiotikum excelovalo
schopnosti zabijet i inhibovat rist mnoha rtznych (ale pouze patogennich) bakterii.
Ovsem takova latka zatim neni k dispozici. Goering, 2016 ve své knize uvadi,
ze zpomaleni vyvoje novych latek, které ucinn€¢ plsobi na bakterie (predevsim
na multirezistentni), je celosvétové povazovano za vaznou hrozbu. Pfedev§im pokud
se jednd o 1écbu zavaznych a zivot ohrozujicich infekei.

Zemli¢kova, 2012 ve svém &lanku poukazuje v souvislosti s antibiotiky na dalsi
vyznamny problém. Velkd ¢ast populace se domniva, ze l1é¢ba penicilinem je stara
a Vv dnesni dobe¢ jiz pifekonana a neucinnd. Opak je ale pravdou. Nov¢jsi ptipravky nebo
modifikované ucinné latky vyvolavaji rezistenci mnohem rychleji a efektivnéji nez
pravé peniciliny. Co se tyk4 porovnani zemi v zahrani€i, je zde jasna jedna skutecnost.
Zemé s nizkou spotfebou antibiotik a sou¢asnymi preferencemi k pouzivani zakladnich
penicilini (pfedev§im v primarni péci) nemaji piili§ velké komplikace a problémy
se vzristaji bakterialni rezistenci. Proto by bylo dobré zamyslet se nad faktem, zda se
nevratit k témto latkdm a vyuzivat je o to raciondlnéji a lépe (bez chyb). Celkové
by se antibioticka politika (véetné témat vzniku rezistence) neméla piehlizet, ale naopak
fesit a priblizovat celé populaci véetné Ceské republiky a dal3ich stati.

Co se tyka nami testovanych latek, lze fici, ze téméf vSechny jsou prakticky
neucinné. Z celkového mnozstvi latek 1ze vybrat Sest, které maji alespon patrnou velice
slabou uc¢innost.

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) latky CI-1, ktera je ucinna na kmen
Enterococcus faecalis, je 250 umol.I"t. Podobné je na tom také latka Cl-2, jeji MIC je
viak 500 umol.I. Latky CI-3 a CI-10 jsou také i¢inné na kmen Enterococcus faecalis
ajejich MIC je shodné 500 pumol.l! (Tabulka 8). Viechny tyto sloudeniny maji
podobnou strukturu, a to muze vést k podobnym vysledkiim. Rozdil struktur téchto
slouCenin a struktury slouceniny CI-0 je patrny na prvni pohled. U latek vykazujicich
slabou aktivitu pfibyl postranni fetézec v poloze 4- benzenového jadra, ktery mize byt

pro ucinek tim padem vyhodny. Tuto domnénku ale moc nepodporuje fakt, ze
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sloucenina Cl-13 ma tento postranni fetézec také a navic o 1 uhlik del$i (Obrazek 27).
Ve vétSin€é piipadit vede prodlouzeni alkylového fetézce, resp. zvySeni lipofility,
ke zvySeni uCinku. V nasem piipadé nikoliv. To mize podpofit skutenost, ze
nejvyhodnéjsi pro ucinek je postranni fetézec o délce 3-4 uhlikii (bez zavislosti

na izomerii) anebo tento fakt na ucinek vibec vliv nema.
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Obrazek 27 — Porovnani postrannich fetézci aktivnich slouc¢enin

Latka M.J.8 vykdzala MIC rovnou 500 pmoll®. Ato pro kmeny
Staphylococcus aureus a methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus. Na ostatni
bakterialni kmeny nebyla tato latka G¢inna (Tabulka 10). Diky tomu, Ze ve své skupiné
byla tato aktivita jedind, pak neni moZzné vyvozovat Zadné zavéry o vztahu aktivity
a chemické struktury, tzv. Structure-Activity relationships (SAR).

Jako nejac¢inngjsi se jevi latka Ac-0a, ktera je ti¢inna na kmeny: Staphylococcus
aureus, methicilin-rezistentni ~ Staphylococcus aureus, Serratia marcescens,
Enterococcus faecalis. Jeji MIC je 250 & 500 umol.I. Ale pii delsi inkubaéni dobg
(48 hodin) se jeji ucinnost u nékterych kmenid (Serratia marcescens, Enterococcus
faecalis)
ztraci — Tabulka 8. Tento fakt podporuje myslenku, ze takovato sloucenina bude mit
spiSe bakteriostaticky nez baktericidni efekt. Co se ty¢e SAR, tak zde opé€t neni zadna
opora pro vyvozeni téchto vztahli, a to z davodi nedostate¢ného poctu ucinnych
sloucenin v dané skupiné latek.

Posuzovani uc¢innosti jednotlivych latek je vSak velmi komplikované, protoze

ucinna koncentrace kazdé latky je individualni. Ve srovnani latek se standardy Ize fici,
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ze ani jedna zlatek neni dostatecné¢ ucinnd v pouzitelné koncentraci. Hodnoty
zvoleného standardu ciprofloxacinu jsou V rozmezi 0,004 — 0,250 pmol.It. Rozmezi
hodnot pro standard gentamicin je 0,250 — 8,0 umol.I'. Na to, aby mohla byt
povazovana za G¢innou je nutna hodnota MIC alespoti 31,25 umol.I. Tato hodnota je
zvolena v ramci vyzkumu G¢innosti novych potencialné antibakterialné ucinnych latek
na Katedfe biologickych a I¢karskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové
aneni jednoznacnd. Ke kazdé sloucCeniné se pfistupuje individualné s ohledem

na spektrum ucinku a potencialni toxicite.
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[ Zavér

Téma diplomové prace se tykalo in vitro screeningu novych potencialné
antibakterialn¢ ucinnych latek.

Cilem diplomové prace bylo testovani novych potencidln€¢ antibakteridlné
ucinnych latek, které byly dodany vyzkumnou skupinou prof. Dolezala z katedry
Farmaceutické chemie a Farmaceutické analyzy, a stanoveni jejich MIC. Dil¢im cilem
bylo zhodnotit reakci danych latek na vybrané bakteridlni kmeny a urcit tak G¢innost ¢i
neucinnost téchto latek. Cile této diplomové prace byly splnény. Na zéklad¢ provedeni
mikrodiluéni bujonové metody jsme jednotlivé dodané latky otestovali a zhodnotili, zda
jsou na vybrané bakteridlni kmeny ucinné ¢i nikoli. U G€innych latek jsme urcili jejich
MIC — Tabulka 6 a Tabulka 10.

Ze 42 testovanych latek bylo ucinnych jen velmi malé mnozstvi. Konkrétné
Sest sloucenin — CI-1, CI-2, CI-3, CI-10, Ac-0a, M.J.8. Ovsem i ty byly
u¢inné jen na nékolik bakterialnich kment a pouze V nejvyssich koncentracich
(250 ¢&i 500 umol.IY). Nizsi koncentrace téchto latek bakterie nezabijely a ani bakteriim
V rustu nebranily (Tabulka 7 a Tabulka 9).

Pro Gplné potvrzeni ¢i vyvraceni G€innosti latek je zapotiebi dalSich vyzkumu
atestl. Neni to vibec jednoduchy proces. Nez je vyvinuta nova latka a otestovdna
(chemicky a klinicky), uplyne fada let. Osud vyvijenych a testovanych latek tak mutze
byt rtizny. Mohou skoncit a dale se nezkousSet jiz pii prvnich testovacich metodach.
Nebo je zjiSténo, Ze dand latka je nevhodnd pro klinické studie, pifipadné v téchto
studiich neobstoji. Cely d¢j vyvoje a vyzkumu nejen antibakteridlnich latek se tak vraci

na zacatek a hledaji se ¢i syntetizuji dalsi nové latky, které budou podrobeny testovani.
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12 Pfilohy

Priloha 1 — Protokol ¢&. 017-178d-bakt.

# { A
¢. 017-178d-bakt. |Zadavatel: prof. Dolezal M., Dr.Ku€erova M.
Vykonal: Dr.Konecna K., Dr.Jand'ourek O., Dufkova I., Bc. Davidova L. Dne : 19.7. — 28.7. 2017
Testované latky
Genericky nazev (skupinovy):

Cislo, kéd (sumarni vzorec / substituent) m.h. m.h.
1. E-Oa 180,17 |6. E-10a 222,25
2. E-1a 236,28 |7. E-Ob 222,25
3. E-2a 236,28 |8. E-1b 278,36
4. E-3a 236,28 (9. E-2b 278,36
5. E-4a 222,25 (10.E-3b 278,36
Metoda- mikrodilu¢ni bujénova v destickach — (200ul media + 10ul suspenze inokula)
Médium: Mueller Hintondv bujon €.2 (CAMHB) pH 7,0 Inokulum: 0.5 McFarlandovy stup.
Délka inkubace: 24 - 48h Teplota: 35°% 2° C
Zptsob inkubace: staticky, ve tmé&, humidni atmosféra
Odeditani: vizualni MIC Indikator: AlamarBlue (poufiti dle dohody )
Testovanée kmeny (kad, cislo)
1. SA Staphylococcus aureus spp.aureus ATCC 29213, CCM 4223, lab.ID 142-2016
2. MRSA Staphylococcus aureus spp.aureus i ATCC 43300, CCM 4750, lab.ID 143-2016
3. SE Staphylococcus epidermidis klinicky izolat, lab.ID 112-2016
4. EF Enterococcus faecalis ATCC 29212, CCM 4224, lab.ID 164-2016
5. EC Escherichia coli ATCC 25922, CCM 3954, lab.ID 162-2016
6. KP Klebsiella pneumoniae . Kiinicky izolat, lab.ID 64-2016
7. SEMA Serratia marcescens . klinicky izolat, lab.ID 62-2016
8. PA Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, CCM 3955, lab.ID 163-2016
Vysledky
+ TESTOVANA LATKA (kéd) —~MIC (umol.I)
,,,,,,,,, KMEN
(kad) E-0a | E-1a E-2a | E-3a E-4a | E-10a | E-0b E-1b E-2b E-3b
SA 24h | >500 { >500 [ >500 { »500 [ >250 { >250 [ >500 >500 >125 >125
’ T agh [ TEE00TTEE00 5500 1 S500 | »250 § 250 : 500 =500 »125 5175
_ MRSA_| 2ah | >500 : >500 ; >500  >500 : >250  >250 : >500 >500 >125 >125
I agh | =500 >500 [ >500 : >500 : 250 : >250 : =500 =500 >125 >125
SE 24h | >500 i >500 § >500 ; >500  »250 i >250 : >500 >500 >125 >125
"""""""""""""" agh | 80077500 500 ¢ 500 | 250 ¢ »250 | =500 >500 >135 =135
EF 24h | >500 § >500 { >500 { »500 [ >250 { »250 [ >500 >500 >125 >125
T agh | 2500 >500 1 »500 @ »500 : »250 @ 250 : >500 =500 >125 >125
EC 24h | >500 § >500 : >500 { »500 : >250 : »250 : >500 >500 >125 >125
"""""""" agh | 500 | 500 i »500 | 500 i »250 | 250 i =500 =500 >125 5175
KP 24h | >500 i >500 : >500 : »500 : >250 : »250 : >500 >500 >125 >125
T g 500 >500 1 3500 ¢ »500 ¢ »250 : »250 @ >500 =500 >135 >125
SEMA | 24h | >500 § >500 | >500 ; >500 ; »250 : >250 ; >500 >500 >125 >125
T agh [ 55007 »500 1 »500 | »500 | »250  »250 | >500 >500 >125 >125
PA 24h | >500 i >500 § >500 ; >500 | »250 i >250 : >500 >500 >125 >125
"""""""""""""" agh | 500775001 500 ¢ 500 | 250 ¢ >250 | =500 =500 >125 =135
PROTOKOL: €101 7-178d-bakt, -1l L L L B D T A
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LATKA ROZPOUSTENI FINALNI ROZTOK (Fedéni)
(% kad X = navazka + DMSO | vysl X (ul)+Y (médium, ml)| vysl Max koncent. latky
(mg) (ul) umol.L* / DMSO (%)
1 E-Oa 83+ 09214 + 20 +1,98 + 500
2 E-1a 11,7 + 990 4 + 20 +1,98 + 500
3 E-2a 11,1 + 9396 + 20 +1,98 + 500
4 | E-3a 10,3 + 871.8 + 20 +1,98 + 500
5 | E-4a 9.6 + 8639 -
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> + 8639 + UZ 20 +1,98 + 250
6 E-10a 10,4 + 935,6 -
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA + 935 6 + UZ 20 +1,98 + 250
7 E-0b 10,0 + 899 9 + 20 +1,98 + 500
8 E-1b 12,7 + 9125 + 20 +1,98 ZKL 500
9 | E-2b 14,9 + 1070,6 -
; + 1070,6 + 20 + 1,98 SR
+ 1,98 SR 125
10 | E-3b 12,7 + 912 5 -
R R + 9125 + 20 +1,98 SR
- + 1,98 SR 125
X — pocet pL naredéné latky v DMSO tak, aby koneéna koncentrace DMSO byla < 2.5%
Y — pocet mL (testovad médium - MHBujon)
+ — |atka je rozpustna v DMSO/ v MHB nebo tvoii homogenni suspenzi (pred nafedénim)
- |atka je nerozpustnd v DMSO nebo newratné vysrazi v MHB
UZ - rozpusténo za pomodi ultrazvuku
SR - piitomny drobné sraZeniny ZKL — zakal
PRATOKOL 01 7-128d-Bakt: - - - o Diey 2874 2017
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Priloha 2 — Protokol ¢. 017-179d-bakt.

I
C. 017-179d-bakt. | Zadavatel: prof. DoleZal M., Dr.Kucerova M.
Vykonal: Dr.Konecnd K., Dr.Jand'ourek O., Dufkova I., Bc. Davidova L. Dne: 31.7. —10.8. 2017
Testované latky
Genericky nazev (skupinovy):
Cislo, kéd (sumarni vzorec / substituent) m.h. m.h.
1. E4b 264,33 |6. C-3 213,67
2. E-10b 264,33 |7. C-10 199,64
3.C-0 157,56 |8. Cl-13 227,69
4, C-1 213,67 9. MOR-T 208,22
5.C-2 213,67 [10.Ac-0a 254,29
Metoda- mikrodilu¢ni bujonova v destickach — (200ul media + 10yl suspenze inokula)
Médium: Mueller Hintondv bujon ¢.2 (CAMHB) pH 7,0 Inokulum: 0.5 McFarlandovy stup.
Délka inkubace: 24 - 48h Teplota: 35°+ 2° C
Zplsob inkubace: staticky, ve tmé&, humidni atmosféra
Odeditani: vizudlni MIC Indikator: AlamarBlue (pouiiti dle dohody)
Testovane kmeny (kid, &islo)
1. SA Staphylococcus aureus spp.aureus ATCC 29213, CCM 4223, lab.ID 142-2016
2. MRSA Staphylococcus aureus spp.aureus i ATCC 43300, CCM 4750, lab.ID 143-2016
3. SE_Staphylococcus epidermidis Klinicky izolat, lab.ID 112-2016
4. EF Enterococcus faecalis ATCC 29212, CCM 4224, lab.ID 164-2016
5. EC Escherichia coli ATCC 25922, CCM 3954, lab.ID 162-2016
6. KP Klebsiella pneumoniae klinicky izolat, lab.ID 64-2016
7. SEMA Serratia marcescens . klinicky izolat, lab.ID 62-2016
8. PA Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, CCM 3955, lab.ID 163-2016
Vysledky
~ KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) —MIC (umol.I'1)
(kod) E4b iE-10b: CI-0 | CI-1 | CI-2 | CI-3 | Cl-10 | CI-13 | MOR-T | Ac-Da
SA 24h | »125 ! >125 [ >500  >500 ! >500 { >500 ! 500 >500 =500 250
“““““““““ agh [ AEE TS IEE TR EGE T USE00 T S800 T SE00 TS 500 =500 S50 500
MRSA | 24h | >125 § >125 : >500 : >500 : =500 : >500 : >500 >500 >500 500
agh [EIEE TR IEE TR EGE T USE00 R E00 T S E00 TS 560 =50 S50 500
SE 24h | »125 | >125 | >500 { »500 { »500 | >500 : >500 >500 >500 500
T g | 1357 5125 5500 1 2500 ¢ »500 | >500 | >500 =500 >500 =500
EF 24h | »125 | >125 | >500 i 250 500 : 500 500 >500 >500 500
"""""""" agh T EIEE TR RS YRS T 950 500500 500 =5 Pl S5
EC 24h | »125 § >125 [ >500 | >500  »500 : »500 ; >500 >500 >500 >500
““““““““““““ agh 7S8R IEE T REG0 T USE00 T SE00 T S500 S 500 3500 3500 5500
KP 24h | »125 | >125 | >500 § 500 § 500 | >500 ; >500 >500 >500 >500
ST g | 125 125 T 500 1 5500 ¢ »500 | »500 ;500 =500 >500 >500
SEMA | 24h | »125 { »125 { =>500 : >500 : »500 { =»500 : =500 >500 >500 =500
““““““““““ agh IS TTTRIEE TR EG0 T USE00 S E00 T SE00 S 500 5500 5500 550
PA 24h | »125 | >125 | >500 { »500 { »500 | >500 : >500 =500 >500 >500
O iagp | 31257 >125% »500 ¢ 500 ¢ 500§ >500 i »500 =500 >500 =500
PROTOKOL. & 01 -1 70d-hakt, - oo el e R B DT
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...................................

Priprava testovaciho média a redéni testované latky

LATKA ROZPOUSTENI FINALNI ROZTOK (fedéni)
¢ kad X = navazka + DMSO | vysl |X (ul)+Y (médium, ml)| vysl Max koncent. latky
(mg) (ut) umol.L™* / DMSO (%)
1 E-4b 12,4 + 938,2 + 20 + 1,98 SR
7 +1,98 SR
+ 1,98 + 125
2 E-10b 11,8 + 892 8 -
777777777777777777777777777 + 892,8 + 20 +1,98 SR 250
+ 1,98 125
3 Cl-0 90+11424 + 20 +1,98 500
4 l Cl-1 8,8 + 8237 + 20 +1.98 + 500
5 I Cl-2 10,1 + 9454 + 20 +1,98 + 500
6 Ccl-3 10,0 + 936,0 + 20 + 1,98 + 500
7 Cl-10 8,9 + 891,6 + 20 +1,98 + 500
8 | Cl-13 9,6 + 843,3 + 20 + 1,98 ZKL 500
9 I MOR-T 9,0 + 864,5 + 20 + 1,98 + 500
10 AC-0a 16,8 + 1321 .3 + 20 +1,98 ZKL 500
X — pocet pL nafedéné |atky v DMSO tak, aby koneénd koncentrace DMSO byla < 2.5%
Y — pocet mL (testovad médium - MHBujon)
+ — |atka je rozpustna v DMSO/ v MHB nebo tvoii homogenni suspenzi (pred nafedénim)
- |atka je nerozpustnad v DMSO nebo newratné vysrazi v MHB
UZ - rozpusténo za pomodi ultrazvuku
SR - piitomny drobné sraZeniny ZKL - zakal
PROT-OKOL: € 01 7:179d-bake, - - 1o DR 10,8, 20070
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Priloha 3 — Protokol €. 017-180d-bakt.

¢. 017-180d-bakt. | Zadavatel: prof. Dolezal M., Dr.Kucerova M.

Vykonal: Dr.Konecna K., Dr.Jand'ourek O., Dufkova I., Bc. Davidova L. Dne : 31.7. —10.8. 2017
Testovane latky

Genericky nazev (skupinovy):

Cislo, kéd (sumarni vzorec / substituent) m.h. m.h.
1.0XDI-0b3 226,24 |6.

2.0X-0c 176,18 (7.

3.0XDI-T2 238,25 |8.

4, 9.

5: 10.

Metoda- mikrodiluéni bujénova v destickdch — (200ul media + 10ul suspenze inokula)

Médium: Mueller Hintondv bujon ¢.2 (CAMHB) pH 7,0 Inokulum: 0.5 McFarlandovy stup.

Délka inkubace: 24 - 48h Teplota: 35°+ 2° C
Zplsob inkubace: staticky, ve tmé, humidni atmosféra
Odeditani: vizudini MIC Indikator: AlamarBlue (pouiiti dle dohody )
Testované kmeny (kd, ¢islo) :
1. SA Staphylococcus aureus spp.aureus ATCC 29213, CCM 4223, lab.ID 142-2016
2. MRSA Staphylococcus aureus spp.aureus ! ATCC 43300, CCM 4750, lab.ID 143-2016
3. SE Staphylococcus epidermidis klinicky izolat, lab.ID 112-2016
4. EF Enterococcus faecalis ATCC 29212, CCM 4224, lab.ID 164-2016
5. EC Escherichia coli ATCC 25922, CCM 3954, lab.ID 162-2016
6. KP Kiebsiella pneumoniae .Klinicky izolat, lab.ID 64-2016
7. SEMA Serratia marcescens . klinicky izolat, lab.ID 62-2016
8. PA Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, CCM 3955, lab.ID 163-2016
Vysledky

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) “MIC (umol.I%)
T (kéd) OXDI-0bZ OX-Oc :OXDI-T2

SA 24h | >500 { >500 { >500

T Y T R 1

MRSA 24h >500 >500 >500

———————————————— agh B0 TRE00 S EG0

SE 24h | =»500 : »500 : >500
T i agh =500 | >500 =500

EF 24h | >500 : >500 : >500
“““““““ agh | >500 ¢ 500 : >500
EC 24h | >500 { >500 : >500

T 4gh | 35000 =500 >500

KP 24h | >500 | >500 : >500

T TA BNCT  NTTV J

SEMA 24h =500 >500 >500

~~~~~~~~~~~~~~~ agh | SE00 T RE00 500

PA 24h | >500 | >500 : >500

agh RS TR TS50
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Priprava testovaciho média a redéni testované latky

LATKA ROZPOUSTENI FINALNI ROZTOK (fedéni)
¢ kad X = navdZka + DMSO | vysl |X (ul)+Y (médium, ml)| vysl Max koncent. Iatky
(mg) (ub) umol.L™* / DMSO (%)
1_ | OXDI-0b3 9.4 + 831,0 + 20 + 1,98 + 500
2 Sl 11,6 + 1316,8 + 20 +1,98 " 500
3 OXDI-T2 9.7 + 814,3 + 20 +1,98 ZKL 500
4
5
6
Z |
8 |
9
10
X — pocet pL narfedéné latky v DMSO tak, aby koneéna koncentrace DMSO byla < 2.5%
Y — pocet mL (testovad médium - MHBujon)
+ — |3tka je rozpustna v DMSO/ v MHB nebo tvoii homogenni suspenzi (pred nafedénim)
- |atka je nerozpustnd v DMSO nebo newratné vysrazi v MHB
UZ - rozpusténo za pomod ultrazvuku
SR — piitomny drobné sraZeniny ZKL — zakal
PROTOKOLCC|l7'18f:ld'b8kt, AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA DFIE. 1.0 @ 21:117:"f.'i:
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Priloha 4 — Protokol ¢. 017-181d-bakt.

g g e R R :
g oo PROTOKOL: = MIKRODILUCNT BUIONOVY TEST oo
¢. 017-181d-bakt. | Zadavatel: prof. DoleZal M., Dr. Bouz G.
Vykonal: Dr.Konecna K., Dr.Jand’'ourek O., Dufkova 1., Bc. Davidova L. |Dne 1 7.8.—21.8. 2017
Testovaneé latky
Genericky nazev (skupinovy):
Cislo, kéd (sumarni vzorec / substituent) m.h. m.h.
1.F.BS.A 139,11 |6. P.N.1 152,16
2.F.B.S.E 181,20 | 7. P.N.2 222,29
3.F.B.2 300,32 |8. P.N.3 208,27
4. F.B.2.H 258,24 |9. P.N4 278,40
5. F.B.5 334,76 |10.P.N.6 250,35
Metoda- mikrodiluéni bujénova v destickach — (200ul media + 10ul suspenze inokula)
Médium: Mueller Hintonlv bujon €.2 (CAMHB) pH 7,0 Inokulum: 0.5 McFarlandovy stup.
Délka inkubace: 24 - 48h Teplota: 35°+ 2° C
Zpisob inkubace: staticky, ve tmé&, humidni atmosféra
Odeditani: vizualni MIC Indikator: AlamarBlue (pouiiti dle dohody)
Testovane kmeny (kéd, &islo)
1. SA Staphylococcus aureus spp.aureus ATCC 29213, CCM 4223, lab.ID 142-2016
2. MRSA Staphylococcus aureus spp.aureus i ATCC 43300, CCM 4750, lab.ID 143-2016
3. SE Staphylococcus epidermidis Klinicky izolat, lab.ID 112-2016
4. EF Enterococcus faecalis ATCC 29212, CCM 4224, lab.ID 164-2016
5. EC FEscherichia coli ATCC 25922, CCM 3954, lab.ID 162-2016
6. KP Klebsiella pneumonize klinicky izolat, lab.ID 64-2016
7. SEMA Serratia marcescens + Kklinicky izolt, lab.ID 62-2016
8. PA Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, CCM 3955, lab.ID 163-2016
Vysledky
nnnnnnnnn KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) ~MIC (umol.I'%)
(kéd) FBSA ! FBSE | FB2 FB2H F.BS5  PN1 P.IN2: PN3 | P.N4 | P.N6
SA 24h | >500  >500 ! »125 : >500 ! »125 : >500 : 500 >500 >250 >500
"""""""" DT 1TV 1T S T LA STV S 1 1 R N Pl =350 P
" MRSA __2ah | 500 | >500 : >125 : 500 : >125 | »500 : >500 >500 >250 >500
DT 1T T RS T LA N1 S T T N1 pA S350 PA
SE 24h | >500 : >500 : »125 : 500 : >125 : =500 : >500 >500 =250 =500
““““““““““““““““ T 1TV T ST LA N1 S TR T N P 5350 PAT
EF 24h | =500 : =500 : 125 : 500 : =125 : >500 : =500 >500 >250 =500
"""""""" T T 11T S T LA STV S 1 1 R 1 P =350 2500
EC 24h | >500 : >500 : »125 : 500 : >125 : >500 : >500 >500 >250 =500
T g | S800 500 | »125 1 2500 : »125 ¢ »500 © >500 >500 =250 =500
KP 24h | >500 : >500 : >125 : 500 : >125 : >500 : =500 =500 =250 =500
"""""""" T TR T RS T LA iV S T T N1 pA =350 S5
SEMA | 24h | =500 : =500 : »125 : 500 : =125 : =500 : =500 >500 =250 >500
T ggh | 3500 »500 ¢ »125 1 »500 : »125 ¢ 500 | >500 >500 5250 >500
PA 24h | >500 : >500 : >125 : >500 : >125 : >500 : =500 >500 =250 =500
““““ YT TR T T LA N1 S TR T 1 N1 P =350 B
PROTOKDL ¢ BT @Td-bake -0 o Dipgs - D108 20 71
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Priprava testovaciho média a redéni testované latky

LATKA ROZPOUSTENI FINALNI ROZTOK (Fedéni)
¢ kod X = navazka + DMSO | vysl |X (ul)+Y (médium, ml)| vysl Max koncent. |tky
(mg) (ul) umol.L* / DMSO (%)
1 F.B.S.A 8,4 + 1207,7 + 20 +1,98 + 500
2 | BBSE 13,2 + 1457,0 + 20 +1,98 + 500
3 F.B.2 12,4 + 8258 + 20 +1,98 SR
‘ +1,08 SR
+1,98 ZKL 125
4 F.B.2.H 11,1 + 859,7 + 20 +1,98 + 500
5 F.B.5 15,4 + 920,1 =
_______________ +920,1 +UzZ 20 +1,98 SR
+1,98 + 125
6 P.N.1 7,3 +959,5 +UzZ 20 +1,98 + 500
7 P.N.2 9,6 + 863,7 +UzZ 20 +1,98 + 500
8 P.N.3 8,7 + 835,5 + 20 +1,98 + 500
9 P.N.4 12,7 + 912,4 -
777777777777 +912,4 +UzZ 20 + 1,98 ZKL 250
10 P.N.6 11,2 + 894,7 + 20 + 1,98 ZKL 500

X - pocet pL naredéné Iatky v DMSO tak, aby kone&na koncentrace DMSO byla € 2.5%

Y — pocet mL (testovad médium - MHBujon)

+ — |3tka je rozpustnd v DMSO/ v MHB nebo tvoii homogenni suspenzi (pred nafedénim)
- |atka je nerozpustnd v DMSO nebo newatné vysrazi v MHB

UZ - rozpusténo za pomod ultrazvuku

SR — piitomny drobné sraZeniny ZKL — zakal
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Priloha 5 — Protokol ¢. 017-182d-bakt.

| .........................................................................

¢. 017-182d-bakt. | Zadavatel: prof. DoleZal M., Dr. Bouz G.
Vykonal: Dr.Konecna K., Dr.Jand'ourek O., Dufkova I., Bc. Davidova L. Dne: 7.8. —21.8. 2017
Testované latky
Genericky nazev (skupinovy):
Cislo, kéd (sumarni vzorec/ substituent) m.h. m.h.
1. P.N.7 180,21 (6. M.J.4 228,26
2. P.N.8 194,24 |7. M.J.6 244,25
3.M.]J.1 214,23 |8. M.J.7 262,70
4. M.J.2 248,67 (9. M.1.8 242,28
5. M.J.3 248,67 |10.
Metoda- mikrodiluéni bujénova v destickdch — (200ul media + 10ul suspenze inokula)
Médium: Mueller Hintondv bujon ¢.2 (CAMHB) pH 7,0 Inokulum: 0.5 McFarlandovy stup.
Délka inkubace: 24 - 48h Teplota: 35°+ 2° C
Zpisob inkubace: staticky, ve tmé&, humidni atmosféra
Odeditani: vizualni MIC Indikator: AlamarBlue (pouiiti dle dohody )
Testované kimeny (kéd, &islo) ?
1. SA Staphylococcus aureus spp.aureus ATCC 29213, CCM 4223, lab.ID 142-2016
2. MRSA Siaphylococcus aureus spp.aureus i ATCC 43300, CCM 4750, lab.ID 143-2016
3. SE Staphylococcus epidermidis klinicky izolat, lab.ID 112-2016
4. EF Enterococcus faecalis ATCC 29212, CCM 4224, lab.ID 164-2016
5. EC Escherichia coli ATCC 25922, CCM 3954, lab.ID 162-2016
6. KP Kiebsiella pneumoniae . Kiinicky izolat, lab.ID 64-2016
7. SEMA Serratia marcescens . klinicky izolat, lab.ID 62-2016
8. PA Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, CCM 3955, lab.ID 163-2016
Vysledky
o A ROMEM oo TESTOVANA LATKA (kéd) —MIC (umol.I%)
(kéd) PN7 | PN8 | MJ1 i MJ2:iMI3:iMI4 MI6: MIL7 | MIS
SA 24h | »500 [ >500 [ >500 | >500 | >125 ! >500 ! >500 >500 500
T agh 35007 500 T »500 | »500 ¢ »125 | »500 § >500 =500 500
MRSA | 24h | >500 { »500  >500 : >500 : >125  >500 | >500 =500 500
T T 4gh | 500 500 1 »500 ¢ »500 | »125 | »500 | >500 =500 500
SE 24h | »500 { >500 { >500  >500 : >125 { >500 : >500 >500 >500
""""""""""" agh | »500 ¢ 500 § >500 | >500 ; »125 i >500 i >500 =500 >500
EF 24h | »500 : >500 : >500 : »500 : >125 : >500 : >500 >500 >500
""""""""""""""" agh | ER007TSE00 T R500 13500 »125 1 >500  >500 =500 =500
EC 24h | »500 { >500 { >500 | >500 | >125 { »500 { >500 >500 >500
agh | F500 R500 T >500 | »500 | »125 ¢ >500 f >500 =500 >500
KP 24h | >500 { >500 § >500 | >500 | >125 { >500 : >500 >500 >500
"""""""" agh | >500 ¢ 500 ¢ >500 | »500 ;| »125 i >500 : =500 =500 =500
SEMA : 24h | >»500 : >500 : >500 ; »500 ; »125 : >500 : >500 >500 >500
i 4gh | 3500 i 500 | »500 | »500 ;| >125 | »500 ;| =500 =500 =500
PA 24h | »500 ! >500 ! >500 : >500 : >125 ! >500 ! >500 >500 >500
""""""" agh | =500 ¢ 3500 1 3500 | »500 ;| »125 i >500 i >500 =500 >500
PROTOKOL €01 7-182d-hakE i niiinnnnnnnnanannnananL I RRR LIRS Bl ORI R R IR
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Priprava testovaciho média a redéni testované latky

LATKA ROZPOUSTENI FINALNI ROZTOK (fedéni)

¢ kod X = navazka + DMSO | vysl |X (ul)+Y (médium, ml)| vysl Max koncent. latky
(mg) (ub) umol.L™* / DMSO (%)
1 P.N.7 74+ 8213 - 20 + 1,98 + 500
P.N.8
2 8,0 + 823,7 + 20 + 1,98 - 500
3 MJ.1 9,0 + 840,2 - 20 + 198 ZKL 500
4 MJ.2 12,2 +981,2 - 20 + 1,98 ZKL 500
5 MJ.3 11,8 +949,0 +UZ 20 +1,98 SR
________ +1,98 SR
+1,98 - 125

6 MJ.4 9,6 + 841,1 +UzZ 20 + 1,98 - 500
7 M.J.6 9,9 + 810,6 +UzZ 20 + 1,98 ZKL 500
8 MJ.7 11,2 + 852,7 - 20 + 1,98 - 500
9 MJ.8 11,5 + 949,3 - 20 + 1,98 ZKL 500
10

X — pocet pL nafedéné |dtky v DMSO tak, aby konednd koncentrace DMSO byla £ 2.5%

Y — pocet mL (testovad médium - MHBujon)

+ — |atka je rozpustna v DMSO/ v MHB nebo tvoii homogenni suspenzi (pred nafedénim)

- |atka je nerozpustna v DMSO nebo newratné vysrazi v MHB

UZ - rozpusténo za pomod ultrazvuku

SR - piitomny drobné sraZeniny ZKL - zakal ,

PROTOKOL: & 00 L8 Zd-bakt, - s DRe 218 2017
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