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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva v teoretické Casti sulfonamidy a antimikrobialni
rezistenci a problémy s ni spojené. Praktickd Cast se skladd ze syntézy sulfonamidovych
derivati. Poté jsou jednotlivé derivaty testovany, zda jsou schopny inhibovat riist riznych
mikroorganismi a v jaké minimalni koncentraci. Mikrobiologicka &ast se #idi normou CSN EN

ISO 20776-1 ED. 2.
KLICOVA SLOVA
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koncentrace, MIC
TITLE

Determination of Antimicrobial Activity of Selected Sulfonamide Derivates
ANNOTATION

The theoretical part of this thesis deals with sulfonamides and antimicrobial resistance
and the problems associated with it. The practical part consists of the synthesis of sulfonamide
derivatives. The individual derivatives are tested for their ability to inhibit the growth of various
microorganisms and at what minimum concentration. The microbiological part is governed by

the standard CSN EN ISO 20776-1 ED. 2.
KEYWORDS
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UVOD

Kazdé uspésné pouzivani nového Iéku je ohroZzeno moznym rozvojem tolerance nebo
az dokonce rezistence vii€i dané latce, a to jiz od okamziku jejiho prvniho podéni. Toto plati
jak pro latky, které se pouzivaji pti 1€cb¢ bakterialnich, plisinovych, parazitarnich a virovych
infekct, ale také pii 16€be chronickych onemocnéni jako je rakovina nebo diabetes mellitus. Za
rezistenci je zodpovédna cela fada biochemickych a fyziologickych mechanism.

Konkrétnim piikladem jsou antimikrobidlni latky, které byly povazovany za jeden ze
zazraénych objevi 20. stoleti. Vyvoj antibiotik zpisobil revoluci v 1é¢bé bakteridlnich infekci
a zachranil spoustu zivotu.

Vznik a rozvoj antimikrobidlni rezistence je alarmujici. Lékati a experti varuji pred
navratem piedantibiotického obdobi. Databaze uvadi u bakterii existenci vice nez 20 000
potencialnich gent rezistence. VétSina mezinarodnich, narodnich i lokalnich organizaci si tento
zavazny problém uvédomuje. Bylo piedlozeno mnoho doporuceni a zprav, které byly
bezvysledné.

Proto je dulezité, aby dvé hlavni ¢asti vyzkumu pokracovaly nejenom na akademické
pudg, ale i ve farmaceutickém pramyslu. Prvni ¢asti je pochopeni genetického zakladu, vzniku
a mechanismi antimikrobialni rezistence. Druhou pak neustaly vyvoj novych antibiotik

a chemoterapeutik nebo i dalSich latek s antimikrobidlnim uc¢inkem.
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TEORETICKA CAST
1 Sulfonamidy

1.1 Historie

Prvni zminka o sulfonamidech jako antibakterialnich latkach byla zaznamenéana v roce
1936 védcem Gerhardem Domagkem, ktery objevil, ze primysloveé vyrabéné barvivo nesouci
nazev Prontosil dokaze vylécit infekce u mysi (Dineshkumar, et al., 2018). Nasledné timto
barvivem Ié¢il 1 svou tézce nemocnou dceru, protoze jeji streptokokova infekce neodpovidala
na zadnou lécbu (Dineshkumar, et. al., 2018; Yousef, et. al., 2018).

Stejného roku Ernest Fourneau objevil prontosilovou drahu v lidském téle, ktera
pfemé&fiuje toto barvivo na sulfanilamid, ktery je Gi¢innou antimikrobialni latkou (Yousef, et.
al., 2018).

Diky témto objeviim zacaly vznikat nové antibakterialni 1éky odvozené z této chemické
struktury. Pfikladem muze byt sulfapyridin proti pneumonii, ktery byl objeven v roce 1938,
nebo sulfacetamid proti infekcim mocovych cest, jehoz objeveni se datuje roku 1941 (Yousef,
et. al., 2018).

Sulfonamidy se nakonec staly velmi vyuzivanou skupinou antibiotik. V klinické praxi
se zacaly vyuzivat roku 1968 (Dineshkumar, et. al., 2018). Pro klinicka pouziti se vyuziva pies
30 1é¢iv zahrnujici 1éky jako jsou antimykotika (Ezabadi, et. al., 2008), antihypertenziva,
antibiotika (ATB), protizanétlivé 1éky, inhibitory karboanhydras a dalsi (Dineshkumar, et. al.,
2018; Kolaczek, et. al., 2014). Sulfonamidy jsou také u¢innou slozkou 1éku, které pomahaji
Vv 1é¢bé revmatoidni artritidy (Levin, et. al., 2002), muzské erektilni dysfunkce (Kim, et. al.,
2001), obezity (Hu, et al., 2001), akutniho dekompenzovaného srde¢niho selhani (Kemp —
Harper, et al., 2016), mocovych, stievnich a o¢nich infekci. Novejsi derivaty jsou vyuzivany

Vv 1é¢bé nadorovych onemocnéni a Alzheimerovy choroby (Kolaczek, et. a., 2014).

1.2 Struktura

Sulfonamidy jsou slouceniny obsahujici skupinu SO2NH2. Podle substituce dusiku je
muzeme klasifikovat jako primarni, sekundarni a terciarni. Tyto jednotlivé struktury mizeme

vidét na obrazku 1 (z levé strany primdrni, sekundarni a tercialni sulfonamid) Jednotliva R na
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obrazku znazoriuji substituenty, které mohou byt alkylem, arylem, vodikem, nebo jakymkoliv

dalsim substituentem (Dineshkumar, et. al., 2018).

H H R,

o) | 0 (o} |
\\S/N\H \\/N\R \\S/N\R

Y N W

3

Obrazek 1 - schéma primadrni, sekundadrni a tercidlni struktury sulfonamidii

pfevzato z: (Dineshkumar, et al., 2018)

1.3 Biologicka aktivita

Spole¢né chemické struktury ptfitomné v sulfonamidovych derivatech jsou spojeny
s velkym mnozstvim biologickych aktivit. Biologicka aktivita jednotlivych sulfonamida je
zavisld na navdzanych substituentech. A to tak, Ze pokud je na obecnou strukturu navazan
aromaticky amin, tak ma latka antibakterialni u¢inky. Pfi absenci tohoto aminu latky nevykazuji
antibakteridlni u¢inky. Navic jsou sulfonamidy a jejich derivaty obecné stabilni, snadno
pfipravitelné a biologicky dostupné, coz mize do zna¢né miry vysvétlovat velké mnozstvi 1éCiv

obsahujici tyto chemické struktury (Supuran, 2017).

1.3.1 Antibakterialni aktivita

Bakterie vyuzivaji kyselinu listovou jako jednu ze zakladnich bunécnych slozek. Jeji
syntéza je zaloZzena na pfeméné kyseliny p — aminobenzoové (PABA) pomoci enzymu
dihydropteroat syntasy na kyselinu listovou. Kyselina listova je nasledné pfeménovana pomoci
dihydrofolat reduktasy na jeji aktivni formu kyselinu folinovou. V této aktivni formé se
kyselina u¢astni bunécného cyklu a dalsich bunéénych pochodt (Christensen, 2021).

Pfi 1é¢b¢é sulfonamidy se vyuziva jejich strukturni podobnosti s kyselinaou
p — aminobenzoovou. Sulfonamidy kompetitivné inhibuji reakci katalyzovanou dihydropteroat
syntasou (obr. 2) a nedochazi tak ke vzniku kyseliny listové (Christensen, 2021; Hassanein,
2019).

Tato inhibice enzymi ma za nasledek inhibici biogeneze purinovych bazi, které jsou
stavebnimi kameny nukleovych kyselin. To vede k naruSeni replikace deoxyribonukleové
kyseliny (DNA), syntézy proteint, schopnosti buiiky se replikovat a nasledné bunééné smrti
(Hassanein, 2019).
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Sulfonamidova antibiotika jsou dilezitou tfidou antibiotik. U¢inn& pusobi proti
grampozitivnim bakteriim a ¢asti gramnegativnich bakterii. Mezi citlivé gramnegativni bakterie
patii druhy Klebsiella, Salmonella, Neisseria, Shigella, Escherichia coli a Enterobacter.
Sulfonamidy se vyuzivaji k 1écbé anginy, septikémie, meningokokové meningitidy, bacilarni
uplavice, infekci mocCovych cest a dalSich onemocnéni. Dalsim davodem vyuzivani
sulfonamidt jako antibiotik je to, Ze vyrazné neovliviiuji antigenni vlastnosti infekéniho

organismu ani tvorbu specifickych protilatek (Ovung, et. al., 2021)

PABA + Pteridine
dihydropterodt syntasa inhibice sulfonamidem

DIHYDROPTEROIC ACID

dihydrofoldt syntasa Velmama:e

DIHYDROFOLIC ACID

NADPH

dihydrofolat m@l plisobeni trimethoprimu

NADP

v
TETRAHYDROFOLIC ACID

L
P ™

Obrazek 2 - schéma mechanismu puisobeni sulfonamidii

ptevzato a upraveno z: (Dineshkumar, et al., 2018)

PABA = kyselina p — aminobenzoova

dihydropteroic acid = kyselina dihydropterova (meziprodukt)
dihydrofolic acid = kyselina dihydrolistova (derivat kys.listové)

tetrahydrofolic acid = kyselina folinova
1.3.1.1 Vyuzivana sulfonamidova antibiotika

Sulfomethoxazol je soucasti vyuZivaného ATB Cotrimoxazol. Cotrimoxazol obsahuje
krom¢ sulfonamidu také trimethoprim. Cotrimoxazol se uziva proti infekcim, které jsou
zpusobené mikroorganismy citlivymi na trimethoprim a sulfomethoxazol. Mezi tyto infekce se
fadi: infekce hornich a dolnich dychacich cest, zapal plic, infekce usni, kréni a nosni, dale
infekce ledvin a mocovych cest, infekce pohlavnich organt, traviciho traktu atd.
Sulfomethoxazol se vyskytuje jako G¢inna latka v dal$ich 1é¢ivych ptipravcich, a to v Biseptolu
a Sumetrolimu (Sulfomethoxazol, 2024).

Sulfadiazin je sulfonamidovy derivat, ktery se prodava pod komerénim nazvem lalugen

plus. Lék obsahuje sulfadiazin ve formé stiibrné soli a hyaluronat sodny. Ve 100 g krému se
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nachazi 1 g sulfadiazinu. Sulfadiazin ucinkuje proti mikroorganismim, které mohou
kontaminovat popaleninové rany. Mezi tyto mikroorganismy patii Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa a Candida albicans. Ptipravek je ur¢eny pro 1é¢bu lokalnich poranéni
(lalugen plus, 2019).

Poslednim klinicky vyuZzivanym sulfonamidovym ATB je sulfacetamid. Samotny
sulfacetamid ma nezddouci vedlejsi ucinky (Sulfacetamide, 2024), a proto je vyuzivan ve formée
monohydratu sulfacetamidu sodného. Je Géinny proti Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Streptococcus pneumoniae a dalsi (Sulphacetamide polpharma, 2020).

1.3.2 Lécba nadorovych onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou jednim z hlavnich divodi umrti na svéte. V celosvétovém
méteni si vyzadaji vice nez 7 miliont Zivotl roéné. V momentéalni dob€ Zadné Iéky ani postupy
nenabizeji Uplnou kontrolu nad 1écbou rakoviny. VyuZzivané léky se vyznacuji svymi
pozitivnimi u¢inky na 1é¢bu, ale i svou vyznamnou toxicitou. Lécba sice ni¢i nadorové buiiky,
ale zaroven Casto miva vedlejsi a nezddouci Uc¢inky jako je nevolnost, vypadavani vlast
a oslabena funkce imunitniho systému (Babalola, et. al., 2024). Mezi ptesvéd¢ivé argumenty
pro vyvoj novych zpusobi 1é¢by rakoviny patii genotoxicita a vznikajici rezistence. Vznik
rezistence je tak vyznamny, ze dochézi k nepietrzitému vyvoji dalsich latek s protinadorovou
aktivitou, vysokou uc¢innosti a nizkou toxicitou (Babalola, et. al., 2024; Schirrmacher, 2018).

Lécba se historicky vyvijela. Primarni moZnosti bylo chirurgické odstranéni nadoru.
Nasledoval rozvoj radia¢ni terapie, chemoterapie a biologické 1écby. I pfes dostupnost téchto
1é¢ebnych postupt studie ukazuji, Ze sulfonamidové derivaty mohou byt slibnou terapii. Tato
terapie muze potencialné cilit na rakovinné buriky ucinnéji a s mensimi nezadoucimi Géinky
(Schirrmacher, 2018; Wan, et. al., 2021).

Prikladem je rakovina prsu, ktera patfi mezi zavazné malignity. Toto onemocnéni
ohrozuje zivoty zen riznych vékovych skupin po celém svété. VétSina téchto nadord je
U postmenopauzalnich zen podporovana vysokymi koncentracemi estrogenti. Estrogeny jsou
steroidni pohlavni hormony, které jsou syntetizovany z androgenti pomoci enzymu aromatasy
(Pingaew, et. al., 2015). Inhibice aromatasy a tim snizeni hladiny estrogenti je u¢innou strategii
pro 1écbu rakoviny prsu. Sulfonamidy vykazuji signifikantni inhibi¢ni aktivitu aromatasy, aniz
by pusobily na zdravé bunky cytotoxicky. Bylo zji§téno, ze inhibitory aromatasy také maji
mén¢ vedlejSich ucinki na délohu a cévy (Palmieri, et. al., 2014; Pingaew, et. al., 2015).

Karboanhydrasy pomahaji nadorovym bunkam k adaptaci na nadorové mikroprosttedi

a kproliferaci nezavislé na rastovych faktorech. Diky inhibici tohoto enzymu pomoci
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sulfonamidovych derivatu Ize zabranit adaptaci a proliferaci a zaroven navodit apoptozu (Wan,
et. al., 2021).

Mitochondrialné zprostiedkované apoptdza hraje vyznamnou roli v rozvoji nadorovych
onemocnéni. Skupina proteini Becl — 2 ma dilezitou regulacni funkci. Podle jejich struktury
a funkce je mizeme rozd¢lit na proapoptotické proteiny jako jsou Bax, Bak a antiapoptotické
proteiny jako naptiklad protein Bcl — 2. Pokud dojde ke zvySené expresi antiapoptickych
proteintl, ziskavaji tim nddorové buniky odolnost vic¢i chemoterapii. Proto jsou tyto proteiny

povazovany za budouci cil 1é¢by (Wan, et. al., 2021).

1.3.3 Lécba Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba (AD) je jednou z nejcastéjSich neurodegenerativnich poruch
centrdlniho nervového systému. AD je charakterizovana nékolika patologickymi procesy
jejichz hlavnimi rysy jsou: akumulace a agregace abnormadlnich extracelularnich depozit
amyloid — beta peptidu a intracelularnich depozit nazyvanych neurofibralni klubka (NFT). NFT
jsou slozena z hyperfosforylovaného tau proteinu. Akumulace téchto proteinti a nasledna tvorba
senilnich plaku je spojena s patogenezi (Dakhlaoui, et. al., 2023). Dochazi k hyperfosforylaci
tau proteinu pii nerovnovaze mezi fosforylaci a defosforylaci, které jsou regulovany kinasami
a fosfatasami (Liu, et. al., 2020). To nasledn¢ vede ke vzniku NFT a neuralni toxicité, ktera ma
za nasledek progresivni ztratu cholinergnich neuronti, poruchy paméti a kognitivnich funkci.
To vSe je spojené se snizenou koncentraci neurotransmiteru acetylcholinu (ACh) a jeho
nadmérné degradaci (Dakhlaoui, et. al., 2023).

ACh je hydrolizovan cholinesterasami (ChEs) na cholin a kyselinu octovou. Obratlovci
maji dva druhy ChEs a to acetylcholinesterasu a butyrylcholinesterasu. Acetylcholinesterasa je
zodpovédna za hydrolyzu Ach v cholinergnich mozkovych synapsich a nervosvalovych
spojich. Butyrylcholinesterasa ma nejspise pouze podpirnou roli (Dakhlaoui, et. al., 2023).

Bohuzel dosud nebyly objeveny léky bez vedlejSich tc¢inkid. Jednou z nejznaméjsich
metod pro 1é¢bu AD je inhibice ChEs. Tato inhibice vede k navyseni koncentrace Ach a tim ke
zlepSeni kognitivnich funkci. Navzdory vyznamnému vyvoji v této oblasti pacienti stale trpi
nezddoucimi ucinky. V riiznych studiich se syntetizuji a neustdle testuji nové derivaty majici
signifikantni inhibi¢ni Groven a daji se povaZovat za slibné inhibitory ChEs bez vedlejSich

ucinkd (Ganeshpurkar, et. al., 2022; Girisha, et. al., 2009; Yamali, et. al., 2020).
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1.3.4 Lécba diabetu

Mezi  hypoglykemika mulzeme =zaradit sulfonylmocovinu, kterd obsahuje
sulfonamidovou funk¢ni skupinu. Jsou to 1éky, které se Siroce vyuzivaji k 1é¢b¢ diabetu 2. typu.
Stimuluji sekreci inzulinu zf — bunck pankreatu. Jejich hlavnim cilem plsobeni je
ATP — senzitivni draslikovy kanal (KATP), ktery hraje hlavni roli pfi kontrole membranového
potencialu B —bunék. Po inhibici KATP kanalu glukézou nebo sulfonylmocovinou dochazi
k depolarizaci membrany  — bunék pankreatu. Po depolarizaci dochazi k otevieni napét'oveé
fizenych Ca?* kanall, coz vede ke zvyseni koncentrace intracelularniho Ca®* v buiikach
pankreatu. Zvyseni koncentrace intracelularniho Ca®* stimuluje exocytézu sekre¢nich granul,
které obsahujici inzulin. Vysledkem je zvyseni hladiny inzulinu v krvi (Proks, et. al., 2002).

KATP kanaly se ve velkém mnozstvi nachazeji v nékolika dalSich typech bunék. A to
v srde¢nim, hladkém a kosternim svalstvu a v nékterych mozkovych neuronech. V reakci na
metabolicky stres dochazi ve vSech téchto tkanich k otevieni KATP kanald. Nasleduje inhibice
elektrické aktivity. Vysledkem byva srdecni nebo mozkova ischémie. Tyto kanaly jsou také
dulezité pro neuronalni regulaci homeostazy glukozy. Dale pro regulaci zachvati a pro kontrolu

tonusu hladkého svalstva cév (Proks, et. al., 2002).

1.3.5 Protizanétlivé ucéinky

rrrrrr

a patii mezi nejCastéji vyuzivané léky na svété. Tyto léky inhibuji izoenzymy cyklooxygenasy,
které preménuji kyselinu arachidonovou na prostaglandiny. Prostaglandiny jsou dulezité
mediatory zanétu. Pfi inhibici nasledné dochazi k ustupu zanétu a snizeni edému (Supuran, et.

al., 2019).

1.3.6 Lécba revmatoidni artritidy

Sulfasalazin je 1é¢ivo pouzivané k 1écbé revmatoidni artritidy. Podrobny popis jeho
mechanismu ucinku neni zcela objasnén, stejné jako imunologické a patologické mechanismy,
které se podileji na vzniku revmatoidni artritidy. Mezi prokdzané ucinky patfi inhibice
uvoliovani cytokint (konkrétn¢ interlerukinu (IL) IL — 1, IL — 2, IL — 6, IL — 12, a tumor
necrosis factor a) a inhibice produkce IgM a IgG. Studie ukazuji, Ze zlepSeny stav pacienta
koresponduje se snizenymi hodnotami téchto molekul. Jeho dalsim ucinkem je inhibice
chemotaxe zéanétlivych bunc¢k a snizuje produkci superoxidu a proteolytickych enzymu

(Plosker, et. al., 2012)

22



1.4 Syntéza

Sulfonamidy jsou dulezitou chemickou strukturou ve farmaceutickém 1 agrochemickém
prumyslu. Proto jsou neustale vyvijeny nové postupy a metody pro jejich syntézu.

Sulfonamidy se obecné piipravuji nukleofilni reakci aminosloucenin se
sulfonylchloridy za ptfitomnosti baze. Jako vedlejsi produkt vzniké kyselina chlorovodikova.
Obecny postup lze vidét na obrazku 3. Vyhodou tohoto postupu je dobra reaktivita
a jednoduchost (Mondal, et al.,2020).

Tento postup ma nevyhody. Pfi reakci vznika HCI jako vedlejsi produkt a je zapotiebi
dal$ich organickych amidovych bazi k jejimu vychytavani. DalSimi nevyhodami jsou vysoké
teploty (potiebné pro méné reaktivni substraty) a pracné Cisténi (pii vzniku nezadoucich
vedlejsich produktit) (Mondal, et al.,2020). Posledni nevyhodou je pouZzivani sulfonylchloridu.
Tyto latky jsou nestabilni, toxické a nejsou bézné dostupné (Gioiello, et al.,2013). K syntéze
sulfonamidu je také mozné vyuzit thioly (neptijemny zapach) misto sulfonylchlorida (Vicente,

et al., 2020).

O R! baze O /R1
1 r 1

R-S-CI + HN__ — R-S-N_ *+ HC
6 H? R2

Obrazek 3 - schéma obecné pripravy sulfonamidii

pievzato a upraveno z: (Mondal, et al., 2020)

Vétsina ptistupl v pfimé syntéze sulfonamidl vyuziva toxicke, nestabilni vychozi latky
a rozpoustédla (Eid, et al., 2018).

Ekologickou moZnosti pro pfimou syntézu sulfonamidii je reakce nitroarent (zdroj
dusiku) a soli sifi¢itani sodného (zdroj siry). Tyto vychozi latky jsou ve stechiometrickém
poméru. Reakce probiha ve vode, ve které je rozpustén NaHSOs. DalSimi podminkami jsou:
teplota 60°C a doba trvani 3 hodiny. Vysledné produkty nejsou ve vodé rozpustné. To umoziuje
snadnou separaci vyslednych produkti pomoci filtrace. Diky tomu, jakym zplisobem je metoda
poskladana, neni potieba k separaci jednotlivych sulfonamidii vyuzit organicka rozpoustédla
ani chromatografii. Vysledné produkty maji vysokou ¢istotu a dobré vytézky (Eid, et al., 2018).

Dalsim ptikladem je syntéza sulfonamidi v prutokovém systému. V reakci reaguje amid
a sulfonylchlorid za pfitomnosti NaHCOs. NaHCOs3 je rozpusStény ve smési vody, acetonu
a polyethylenglykolu 400 (PEG 400) v poméru 1:2:1. PEG 400 se do smési piidava jako

organické rozpoustédlo pro spravné fungovani pritokového systému (Gioiello, et al.,2013).
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Pritokovy systém vyuziva pratokovy mezoreaktor s dvousmyckovym vstiikovacim
systémem, dv¢ Cerpadla, dva zasobniky, reaktor, regulator tlaku, UV detektor a sbérac frakci
(Gioiello, et al., 2013).

Tato metoda ma relativné vysoké vytézky syntetizovanych sulfonamidt. Sulfonamidy
vznikaji s Cistotou piesahujici 95 % Po syntéze neni potieba dalsi ¢isténi vyslednych produkta.

Na obrazku ¢islo 4 mizeme vidét schéma této metody (Gioiello, et al., 2013).

R, = Acetone
T
S0O.CI
1 = R2
I I - Ry |
Y
NaHCO; L—J =g
RQ\NH H,O/PEG400
N + vytézky 60-98 %
3

+,,zelend“ rozpoustédla a baze
+uplné vyuziti rozpoustédel a ¢inidel

Obrazek 4 - schéma syntézy sulfonamidii v priitokovém systému

prevzato a upraveno z: (Gioiello, et al., 2013)

Syntéza sulfonamidti mtze probihat pomoci tzv. ptechodnych kovd, jako je Pd, Rh, Cu,
Ni a Fe. Tyto kovy slouzi jako katalyzatory k pfekonani problémt klasické syntézy (Mondal,
et al.,2020).

Komplexy s Pd maji vyss§i chemickou stabilitu, a proto se vyuzivaji jako katalyzatory
pii oxidacnich reakcich. Syntéza sulfonamidid probihd tak, ze se (hetero)arylhalogenid
preménuje na sulfinatovy meziprodukt. Sulfinatovy meziprodukt nasledné reaguje s aminem za
vzniku sulfonamidu. Konkrétnim ptikladem je syntéza vyznamného sulfonamidu — sildenafilu.
Sildenafil je 1€k na erektilni dysfunkci prodavany pod komerénim ndzvem Viagra (Shavnya, et
al., 2013).

Cu se vyuziva pii syntéze sulfonamidu, které vznikaji reakci sifi¢itanti sodnych a amind.
Reakce probiha v roztoku dimethylsulfoxidu (oxida¢ni ¢inidlo), ve kterém je rozpustén bromid
médnaty (katalyzator). Tato metoda mé dobré vytézky, které mohou dosahovat az 90 % (Tang,
et al., 2013). Cu je vyuzivana jako katalyzator i v dalSich syntézach. V téchto syntézach se
vyuziva ve form¢ Culz (Deng, et al., 2005) nebo CuO (Tan, et al., 2014).

Dal$i mozZnosti pro syntézu sulfonamidii jsou metody elektrochemické. Jednotlivé
metody maji n€kolik riznych modifikaci. Maji taky né€kolik spole¢nych znaki: 1.vyuziti méné

toxickych latek, 2. jsou ekologictéjsi, 3. maji relativné vysoké vytézky, 4. vzniklé sulfonamidy
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maji vysokou ¢istotu (hodnoty mohou dostahovat az 95 %) (Vicente, et al., 2020; Amri et al.,
2021).

Ptikladem je syntéza sulfonamidl na grafitové praSkové makroelektrod€. Tato syntéza
probihd v baiice. V bance se nachazi dvé elektrody (grafitova katoda a makroelektroda
z grafitového prasku — anoda), filtra¢ni papir a vodny roztok (Vicente, et al., 2020).

Syntéza sulfonamidi probihd na bazi elektrochemické oxidace sodnych soli
arylsulfinovych kyselin s aminy. Samotna elektrolyza nevyzaduje zadné dalsi katalyzatory. Po
probéhnuti elektrolyzy se produkty extrahuji z grafitového prasku s malym mnozstvim
rozpoustédla (Vicente, et al., 2020).

Tato metoda syntézy sulfonamidi je jednoduchad, rychla a efektivni. Lze ji vyuzit pro

Elektrochemickd syntéza sulfonamidl byla pienesena a optimalizovana do tzv.
pratokového systému. Pomoci tohoto systému je mozné syntetizovat sulfonamidy za pouhych
5 minut bez pouziti dalSich ¢inidel nebo katalyzatorti. Dochézi zde k reakci mezi primarnimi
nebo sekundarnimi aminy s thioly na anod¢. Namisto thiolt 1ze vyuzit i disulfidy. Na katodé
vznika jako vedlejsi produkt vodik. Tato metoda ma stfedni az dobré vytézky. Na obrazku ¢islo

5 mtizeme vidét schéma této metody (Laudadio, et al., 2019).
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Obrazek 5 - schéma elektrochemické syntézy sulfonamidii v priitokovém systému

pievzato z: (Laudadio, et al., 2019)

2 Antimikrobialni rezistence

Mikroorganismy miiZzeme podle plisobeni na ¢lovéka rozdélit na prospé$né komenzalni
bakterie a potencidln¢ smrtelné patogeny. Lidé se béhem svého Zivota setkaji se spoustou
mikroorganisml. To, zda Clovék onemocni, je souhra nekolika faktort. Tyto faktory jsou:

souhra mezi reakcemi hostitele (funkéni imunitni systém), komenzalnich bakterii
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a potencionalnimi patogeny. K infekcim dochazi tehdy, kdyz se patogenni mikroorganismy
mnozi, coz nasledné zpiisobuje poskozeni bun¢k, tkani a spousti reakci imunitniho systému
(Libertucci , et al., 2018).

Objev ATB zptisobil revoluci v oblasti mediciny. Dos$lo k vyraznému zlepSeni kvality
zivota, prodlouzeni jeho délky a k pokroku v 1é¢bé a terapiich. Zaroven zajistil bezpe€nost
potravin a celkové zlepsil vefejné zdravi (Hutchings , et al., 2019). ATB lze povazovat za
piipravené chemické latky, zejména arzény, jako je Salvarsan objeveny Ehrlichem na pielomu
20.stoleti. Nasledovalo objeveni sulfonamidii a objev a rozvoj penicilinu ve 40. letech
20. stoleti. Po téchto objevech se vyvoj ATB obratil k ptirodnim zdrojim jako bohatému zdroji
ATB. Vétsina noveé syntetizovanych ATB, které se v soucasnosti vyuzivaji v klinické praxi
obsahuji pravé jednu z téchto chemickych struktur (Wright, 2011).

Navzdory tspéchu jsou pravdépodobné objevy novych ATB za svym vrcholem a léba
se muze pomalu vracet do pfedantibiotického obdobi. Jednim z mnoha divodu je skutecnost,
ze vSechna ATB podléhaji postupem casu rezistenci. Na rozdil od jinych skupin 1é¢iv maji ATB
omezenou zivotnost (Wright, 2011).

Antimikrobidlni rezistence (AMR) je definovéna jako rezistence mikroorganismi vici
antimikrobialni latce, na kterou byly mikroorganismy ptivodné citlivé. Ackoliv je AMR
ptirozeny a evoluc¢ni jev, tak je urychlovan nespravnym pouzivanim ATB (Fuente-Nunez, et
al., 2023). Celosvétoveé se pocet rezistentnich bakterii zvySuje. Existuji v8ak vyjimky, kde se
dafi udrzovat nizky pocet rezistentnich bakterii. Pfikladem mohou byt zemé Skandindvie.
(Carlet, et al., 2014).

Jiz vroce 2014 svétovd zdravotnickd organizace popsala AMR jako jeden
zpiisobi az 700 000 tmrti a do roku 2050 by toto ¢islo mohlo vzriist aZ na 10 miliond Gmrti
ro¢né (Christaki, et al., 2019). Tento problém ma hned nékolik divodd. Nedostatecny vyvoj
novych ATB, narGst AMR a nedostatek léCebnych postupli. Déle vysoka spotieba ATB
U pacientli jak v nemocnicich, tak v béZné populaci, tak i u zvifat (Carlet, et al., 2014).
Vzhledem Kk tomuto pouzivani az zneuzivani ATB a s nastupem cenové dostupného globalniho
cestovani se AMR rychle $ifi mikrobidlnimi populacemi napfi¢ svétem. Toto Sifeni je také
zpusobené tim, Ze mnohé prvky rezistence se snadno prenaseji jak vertikalng, tak horizontalné.

Vysledkem je, ze AMR je nevyhnutelna (Wright, 2011).
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2.1 Rozdéleni

AMR muZzeme rozd¢lit na: vrozenou, ziskanou a adaptivni ( Christaki, et al., 2019).

Vrozena AMR je definovana, jako rezistence, ktera je dana vrozenymi vlastnostmi
bakterie (Christaki, et al., 2019). Ptikladem této rezistence jsou strukturni rozdily mezi
bunécnymi obaly grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, které¢ hraji vyznamnou roli
v reakci na jednotliva ATB (Melander, et al., 2023). Obal grampozitivnich bakterii se sklada
ze symetrické fosfolipidové dvojvrstvy neboli cytoplazmatické membrany (CM), ktera je
obklopena bunécnou sténou tvorenou vrstvami peptidogylkanu. Mezi CM a bunénou sténou
se nachazi periplazmaticky prostor (Malanovic, et al., 2016). Gramnegativni bakterie maji
stejné jako grampozitivni CM a buné€nou sténu, ktera se lisi v tlouSt’ce. U grampozitivnich
bakterii miizeme pozorovat tloustku bunééné stény v rozmezi 30—100 nm, oproti tomu tloustka
bunécné stény gramnegativnich bakterii je pouze v jednotkdch nanometri. Hlavnim rozdilem
je piitomnost vnéj§i membrany u gramnegativnich bakterii. Tento rozdil hraje vyznamnou roli
Vv AMR. Vngj$i membrana se sklada z asymetrické fosfolipidové dvojvrstvy, ve které jsou
ukotveny glykolipidy, a to ptfedevSim lipopolysacharid (LPS). LPS se obvykle sklada
Z hydrofobni domény tzv. lipid A, jadra z oligosacharidu a distalniho polysacharidu neboli
O — antigenu. Vétsina proteintl, které se nachazeji ve vnéj$i membrané jsou lipoproteiny, které
jsou ukotveny ve fosfolipidové dvojvrstvé. DalSimi proteiny jsou integralni transmembranové
B-barrel proteiny, znamé jako poriny, které prispivani ke stabilit¢ membrany
a zprostiedkovavaji pfijem malych molekul pfes vné&j$i membranu. Tyto rozdily mezi

jednotlivymi bunécnymi obaly miZzeme vidét na obrazku 6 (Melander, et al., 2023).

gramnegativni bakterie grampozitivni bakterie
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Obrazek 6 - rozdily mezi bunécnymi obaly gramnegativni a grampozitivni bakterie

pievzato a upraveno z: (Melander, et al., 2023)

CM = cytoplazmatickd membrana, OM = vnéj§i membrana
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Ziskand AMR je definovana jako rezistence, ktera se projevi u bakterii, které byly diive
na dané ATB citlivé. Bakterie ziska mechanismus rezistence mutaci nebo ziskdnim nového
genetického materialu z exogenniho zdroje. Tento proces se nazyva horizontalni pfenos gent.
K tomuto pienosu muze dojit tfremi hlavnimi mechanismy a to: transformaci, transdukci anebo
konjugaci (Christaki, et al., 2019). Ziskavani cizorodého materialu pomoci horizontalniho
vyvoj AMR. Vétsina antimikrobialnich latek vyuzivanych v klinické praxi jsou latky, které se
piirozené vyskytuji v zivotnim prostiedi. Bakterie nachazejici se v tomhle prostiedi maji
geneticky zakodované mechanismy rezistence, které se mohou pienést na klinicky vyznamné
bakterie. Diky horizontalnimu ptenosu dochazi k rozvoji a Sifeni AMR k ¢asto vyuzivanym
ATB v klinické praxi (Munita, et al., 2016).

Transformace je forma genetické rekombinace, pii které je volna DNA pfiijimana
buitkami z okolniho prostiedi pfes bunéénou membranu. Nasledn¢é dochézi k jejimu zaclenéni
do chromozomu. U transformace dochazi k pfenosu malych fragmentd DNA, které maji
piibliznou velikost 10 genti. Fragmenty o vétsim poctu genti by mohly byt degradovany pomoci
enzymu (Christaki, et al., 2019). U transformace nedochazi k bunéénému kontaktu. Pfijemce
ptijima geneticky material z okolniho prostfedi, ktery se nejdiive ptichyti na bunécnou sténu.
Poté dochazi k proniknuti do buiiky pomoci transmembranovych pfenasect a na zavér dochazi
k inkorporaci do vlastni DNA bakterie (Moralez, et al., 2021).

Aby mohlo dojit k transformaci, musi byt builka nejprve ve stavu kompetence.
Kompetence buniky je ur€end urovni exprese specifickych gentli, které obvykle fidi
transformacni procesy. Kompetence je také zavisla na enviromentalnich podnétech (Moralez,
et al., 2021). K tomu, aby mohla transformace probéhnout, je potieba volna DNA, rozvoj
kompetence, pfijem a stabilni integrace zachycené DNA. Piijjem DNA muze slouZit jako zdroj
zivin, k opravé DNA, jako zdroj genetickych inovaci, ale také jako zdroj AMR (Heuer, et al.,
2007). Mezi piirozené transformované bakterie patii Acinetobacter speicies ADP1, Bacillus
subtilis, Streptococcus pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae, Pseudomonas stutzeri, Ralstonia
solanacearum a Haemophilus. influenzae (Juhas, et al., 2009).

Transdukce je mechanismus ziskavani genetické informace, pii kterém mize byt
nevirovd DNA pienesena z hostitelské bakterie (darce) na nového hostitele (piijemce).
Transdukce je zprostiedkovana prostfednictvim infekénich nebo neinfekénich virovych ¢astic
(Heuer, et al., 2007). Viry jsou hlavnim vektorem transdukce. Dale mohou byt vyuzivany
i rezidentni bakteriofagy. Tyto bakteriofagy prfevezmou genetickou informaci z hostitelské

bunky a zacleni ji do své kapsidy oznacované jako defektni profag. Nasledné pak mohou
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infikovat jinou bakterialni buiiku, ¢imz u¢inné p¥enesou genetickou informaci (Moralez, et al.,
2021). Vnesena DNA miiZe byt integrovana do genomu piijemce. VétSina bakteriofagi infikuje
pouze Uzky okruh hostiteld. Tento mechanismus pfenosu mé nékolik vyhod: transdukujici fagy
jsou schopny odolavat vnéjSimu prostiedi, nevyzaduje kontakt mezi buitkami a DNA je uvnitt
faga chranéna (Heuer, et al., 2007). Mezi transdukované bakterie patii Staphylococcus aureus,
Yersinia pseudotuberculosis nebo moiské sinice Prochlorococcus (Juhas, et al., 2009).

Konjugace je proces, ptfi kterém se molekula DNA prenasi zdéarce do fyzicky
piipojeného piijemce prostfednictvim tzv. konjugacniho aparatu. K pfenosu DNA dochazi ve
form¢ plazmidu nebo konjugacniho transpozomu (Heuer, et al., 2007).

Konjugacni apardt se u gramnegativnich bakterii skladd z pfenosového kanalu
preklenujici bunécny obal. Pfenosovy kanal je spojen s trubicovitou strukturou zvanou pilus.
U grampozitivnich bakterii se pfenosovy kanal spojuje s povrchovymi adhesiny (Juhas, et al.,
2009). Ptenos pomoci konjugace je zahajen, kdyz dojde k nafiznuti a naslednému odvinuti
jednoho vlakna DNA. Nasleduje syntéza kopie vlakna, ktera je pfenesena do piijemce.
V piijemci dochazi k syntéze komplementarniho vlakna. Po pfenosu je pfijemce oznaovan
jako transkonjugant (Moralez, et al., 2021). Mezi konjugované bakterie patii Agrobacterium
tumefaciens, Legionella pneumophila, Coxiella burnetii, Haemophilus spp., Pseudomonas spp.,
Salmonella enterica sérovar Typhi a dalsi (Juhas, et al., 2009).

Kromé vrozené a ziskané AMR se u bakterii zacala vyskytovat také tzv. adaptivni
rezistence (Lee, 2019). Muzeme ji definovat jako doCasné zvyseni schopnosti bakterie prezit
plisobeni ATB. Po vystaveni antimikrobidlnimu prostfedi dojde ke zmé&nam Vv genové nebo
proteinové expresi. Tato AMR se od piedchazejicich dvou vyrazné 1i$i. Vrozena a ziskana
AMR se vyznacuji ireverzibilnim fenotypem, nejsou zavislé na pfitomnosti ATB nebo
prostiedi, které mikroorganismy obklopuje (Fernandez, et al., 2011). Adaptivni rezistence je
vyvoland k jednomu nebo i vice ATB pomoci specifického signélu, je podminénd, nestabilni
a pfechodna. Po odstranéni signalu se zpravidla rezistence vraci do ptivodniho stavu (Lee,
2019).

I ptes komplikovanost této rezistence je pro mikroorganismy vyhodna. Jsou diky ni
schopni usetfit naklady na genetickou modifikaci a rychleji reagovat na ptsobeni ATB (Lee,
2019). Krom¢ ATB mohou tuto adaptivni rezistenci vyvolat i dalsi signaly. Patii mezi né
enviromentalni podnéty jako je hodnota pH, stres, hladiny iontd, rastovy stav (Fernandez, et
al., 2011).

Fenomén adaptivni rezistence miize byt zodpovédny za rozdily, které jsou pozorované

pfi porovnavani ¢innosti ATB in vitro a in vivo. Mtze se podilet na selhani 1é¢by pomoci ATB.
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Zvyseni rezistence v reakci na podnéty z prostiedi se navic nemusi zcela vratit do ptivodniho
stavu po odstranéni podnétu. To mulze vést k postupnému zvySovani minimalni inhibic¢ni

koncentrace (MIC) v pribéhu ¢asu (Fernandez, et al., 2011).

2.2 Mechanismus uc¢inku

Bakterie si postupem casu vyvinuly dimyslné mechanismy rezistence, aby se vyhnuly
uc¢innému pusobeni ATB. Tento proces pravdépodobné probihal po miliony let evoluce. AMR
vaci jedné tiidé ATB muze byt obvykle dosazena vice biochemickymi cestami. Jedna
bakterialni buitka mtze byt schopna pouzit celou fadu mechanisml rezistence, aby piezila
pusobeni ATB. Jednotlivé mechanismy rezistence mohou koexistovat v daném okamziku u téze
bakterie. To miva aditivni G¢inek a zvySuje Se troven rezistence (Munita, et al., 2016). VSechny
tyto mechanismy rezistence jsou klinicky vyznamné a vétSina ATB podléhd nékolika
mechanismiim (Wright, 2011). Zda se vsak, ze u vétSiny mikrobidlnich druhti se vyvinula

preference urcitych mechanismi rezistence pted jinymi (Munita, et al., 2016).

2.2.1 Chemické modifikace antibiotik

Chemické modifikace ATB katalyzovana enzymy je hlavnim mechanismem rezistence
(Pascale, et al., 2010). Vyskytuje se jak u gramnegativnich, tak i u grampozitivnich bakterii
(Munita, et al., 2016). Od roku 1940 (objev penicilinasy) byly identifikovany tisice enzymi
schopnych modifikovat nebo dokonce i degradovat ATB. Tato kovalentni modifikace ATB
zabrafiuje ptisobeni na jeho cil a tim dochazi k jeho zneskodnéni (Pascale, et al., 2010).

Bylo popsano mnoho typti modifikujicich enzymu a nejcastéjsi biochemické reakce,
které vedou k modifikaci ATB. Mezi tyto biochemické reakce patii: acetylace (modifikuje
aminoglykosidy, chloramfenikol, streptograminy), fosforylace (modifikuje aminoglykosidy
a chloramfenikol) a adenylace (modifikuje aminoglykosidy a linkosamidy) (Munita, et al.,
2016). Tento mechanismus AMR je pravdépodobné nejucinnéjSim opatienim. Evoluce takto
vysoce ucinnych katalyzatora je dikazem silného a trvalého selek¢niho tlaku ptisobenim ATB
(Wright, 2011).

Prikladem takovych enzymt mizou byt B — laktamasy. Tyto enzymy jsou schopny
rozlozit hlavni strukturu p — laktamovych ATB (tzv. B — laktamovy kruh). Jsou znamy dva
odli$né mechanismy, které se na rozkladu podileji. Prvnim je tvorba kovalentniho enzymového
meziproduktu s naslednou hydrolyzou. Druhym je aktivace nukleofilni molekuly vody kovem.
Naruseni hlavni struktury vede k poSkozeni schopnosti ATB vézat se na cilové proteiny

Vv bunééné membrané. Tento typ rezistence vyuzivaji napiiklad Staphylococcus aureus,
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Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Acinetobacter spp. a Pseudomonas spp. (Wright,
2011).

2.2.2 Modifikace cile antibiotik

Dalsim typem AMR je modifikace cilového mista ptisobeni. K modifikaci cilového
mista mize dojit n¢kolika zptsoby. Pomoci bodovych mutaci v genech, které koduji cilové
misto. Dale v enzymatickych zménach vazebného mista nebo dochazi k jeho nahrazeni. Bez
ohledu, jakym zptsobem je cilové misto zménéno, je vysledek AMR stejny. Dojde ke snizeni
afinity ATB k cilovému mistu (Munita, et al., 2016).

Ptikladem je rozvoj rezistence na rifampicin. Toto ATB blokuje bakteridlni transkripci
tak, ze inhibuje DNA — dependentni RNA polymerasu. Je to komplexni enzym s a2pBf'c
strukturni podjednotkou. Rifampicin se pomoci vazebného mista vaze na B podjednotku RNA
polymerasy. Po navazani molekuly dojde k pferuseni transkripce. Konkrétné dochazi k blokaci
mista, kde vznika RNA (Campbell, et al., 2001).

Bylo prokazano, Ze rezistence k rifampicinu vznika jednostupniovymi bodovymi
mutacemi, které¢ vedou k zaménam aminokyselin (AMK). Diky zdméndm AMK dochézi ke
strukturnim zménam RNA polymerasy, které vedou ke snizeni afinity ATB k polymerase. Dalsi
vyhodou této mutace je snizeni katalytické aktivity a pokracovani transkripce (Flosset et al.,
2005).

Néhrada cilového mista je typ AMR, pii které jsou bakterie schopny vyvinout nové
struktury. Tyto struktury plni podobné biochemické funkce jako struktury pivodni. Jejich
hlavnim rozdilem je, Ze nejsou inhibovany ATB. Mezi nejvyznamnéjsi klinické piiklady patii
rezistence vuci meticilinu u Staphylococcus aureus v disledku ziskéni exogenniho proteinu
vazajici penicilin. DalSim ptikladem je rezistence rodu Enterococcus na vankomycin. K této

rezistenci dochazi pii modifikaci peptidoglykanu (Munita, et al., 2016).

2.2.3 SniZeni propustnosti vnéjsi bakterialni membrany

Vnéj$i membrana gramnegativnich bakterii propousti mnoho latek véetné ATB. Nizka
propustnost této membrany pro ATB je z velké Casti brana jako vrozena AMR. Pokud dojde
ke zménam Vv propustnosti vnéj$i membrany, mize dojit k postupnému rozvoji ziskané AMR
(Christaki, et al., 2019).

Pfes vnéj$i membranu mohou prochazet hydrofilni ATB pomoci porint (piikladem

takovych ATB jsou P — laktamy, tetracykliny a chloramfenikol). Pocet a typ porind, které jsou
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exprimovany na vn¢j$i membrang, ovliviiuje vstup hydrofilnich ATB. Tim se snizuje citlivost
na dané ATB (Ferndndez, et al., 2012)

Mutace, které ovliviiuji expresi nebo funkci porinil, mohou vést k ziskané AMR. Tyto
mutace mohou mit rtizné G¢inky. Ty se projevuji jako zména velikosti porinti, zména vodivosti
porinii nebo sniZzena exprese porind na vn¢j$i membrané. Tyto zmeény obecné vedou k nizké
urovni rezistence. V kombinaci s dal§imi mechanismy rezistence je mechanismus této
rezistence zesilen. Snizené vstiebavani ATB zvySuje Gc¢inek dalSich existujicich mechanismt

rezistence v mikroorganismu (Fernandez, et al., 2012).

2.2.4 Efluxni pumpy

Efluxni pumpy jsou komplexni bakteridlni systémy, které jsou piitomné na
cytoplazmatické membrang. Jsou schopny od¢erpavat toxické molekuly z buiky. Prvni efluxni
pumpa byla popsana u Eshericia coli v roce 1980. Byla kodovana plazmidem a byla schopna
Cerpat tetracyklin z bakterialni bunky (Christaki, et al., 2019). Od té doby bylo
charakterizovano né€kolik tiid efluxnich pump jak u grampozitivnich, tak i u gramnegativnich
patogentl. Tyto pumpy mohou mit Gizkou nebo §irokou substratovou specifitu. Siroka

substratova specifita se obvykle vyskytuje u multirezistentnich bakterii (Poole, 2005).

2.2.5 Modifikace enzymii aktivujici antibiotika

Piikladem tohoto mechanismu rezistence je rezistence na nitrofurantoin. Aby mohlo
toto ATB ptisobit je nutné jej aktivovat pomoci bakteridlnich reduktas. Po aktivaci vznikaji
toxické meziprodukty (Christaki, et al.,20019).

Hlavnim mechanismem rezistence je mutace v genech pro enzym nazyvany
nitroreduktasa. Diky tomu nedochdzi k aktivaci nitrofurantoinu a vzniku toxickych

meziproduktt (Christaki, et el., 2019).

2.3 Selhani antibiotik

cey

Selhani ATB lze definovat jako situaci, pfi které mikroorganismy pieziji antibiotickou
1é¢bu a u pacienta pretrvavaji klinické priznaky infekce (Haney, et al., 2022) nebo dochazi ke
zhorseni klinického stavu pacienta ( Fuente-Nunez, et al., 2023). AMR lze povazovat za jednu
ze situaci, kdy ATB selhavaji. Existuji vSak dalsi situace, pii kterych dochazi k selhani ATB.
K selhani miize dojit 1 v pfipad¢, Ze neexistuje geneticky zakodovany mechanismus rezistence

(Haney, et el., 2022). Mezi vyznamné faktory selhani ATB patii tvorba biofilmu a nespravna
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reakce imunitniho systému hostitele (Fuente-Nunez, et al., 2023). Selhani ATB se jiz v klinické

praxi vyskytuji a 1ékafi maji omezené moznosti 1éCby (Haney, et al., 2022).

2.3.1 Biofilm

Biofilmy jsou tvofeny bakteriemi. Je to struktura, ktera bakteriim slouzi k adherenci,
komunikaci a ochrang. Déle mlze byt biofilm faktorem patogenity a virulence. Z klinického
hlediska jsou biofilmy velkym problémem, protoze jsou piic¢inou 60 % chronickych infekci
(Haney, et al., 2022).

V piirodé jsou biofilmy vsSudypfitomné. Predstavuji nejbézné&jsi strukturované
bakterialni mikroprostiedi. Biofilmy je velmi obtizné vymytit v jakémkoliv prostiedi. Mezi tato
prostfedi mizeme tadit prumyslové vyrobny, ale i klinickd pracovisté v nemocnicich apod.
Bakterie v biofilmech vykazuji snizenou citlivost K ATB a jsou schopny odolavat mnohem
vys§8im koncentracim 1é¢iv (Vega, et al., 2014).

K samotné rezistenci pfispiva také prostorova organizace a slozeni biofilmu. Nachazi se
v ném exopolysacharid a extracelularni DNA. V biofilmu mohou fungovat jako bariéra pro
difuzi a tim bréanit 1é¢iviim v piistupu k buitkam. Uginnost této bariéry se u jednotlivych ATB
lisi. Velké molekuly, kladné nabité aminoglykosidy a antimikrobialni peptidy v biofilmech
difunduji Spatn¢. Chinolony a B — laktamy se s nejvétsi pravdépodobnosti pohybuji volné
(Vega, et al., 2014).

Bakteridlni biofilmy vznikaji v 5 fazich: 1. pfichyceni volné pohybujicich se bun€k na
povrch, 2. nevratné uchyceni na povrch a tvorba ochranné polymerni extracelularni matrix, 3.
tvorba shlukti buné¢k usazenych v matrix biofilmu, 4. proliferace a znani kolonii, 5. oddéleni
a disperze nékterych bakterialnich bunék umoziujici tvorbu novych lozisek biofilmu (Fuente —
Nunez, et al., 2023)

Prabeéh tvorby biofilmu tidi stovky genti. To vede K vyznamnym zménam rustového
stavu a bunécného metabolismu. Pokud se bakterie z biofilmu uvolni, mize dojit k navratu
puvodni citlivosti na ATB (Fuente-Nunez, et al., 2023).

Mezi béZné infekce, které jsou spojené s biofilmy u lidi patii: infekce klize a m&kkych
patii infekce implantovanych zatizeni nebo protetik (Haney, et al., 2022), endokarditida (Cahill,
et al., 2016) a plicni infekce u pacientd, ktefi trpi cystickou fibrézou (Lyczak, et al., 2002).
Neexistuje zadna schvalena 1écba biofilmu. Vyuzivaji se vysoké davky nebo kombinace ATB.
Lécba casto selhava, a proto je potieba vyuZzivat i invazivni postupy, jako je chirurgicky

debridement (Haney, et al., 2022).
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2.3.2 Sepse

Sepse je zavazny a zivot ohrozujici stav charakterizovany nekontrolovatelnou reakci
multiorgdnovou dysfunkci. Sepse vznikd jako reakce na infekci, kterd byva obvykle
bakterialniho ptivodu. Sepse mutize byt také zptsobena plisnémi nebo viry. Zakladnim néstrojem
k 1é¢be sepse je podavani ATB. Ty jsou vSak Casto neuspésna (Haney, et al, 2022).

Opozdéné podani ATB je piimo spojeno s progresi onemocnéni. VCasné zahajeni 16Cby
je velmi dulezité. Kazda hodina, kdy neni podana antibioticka 1é¢ba ma za nasledek zvySeni
pravdépodobnosti umrti 0 7,6 %. Ackoliv se ATB bézné pouzivaji v 1&€be sepse, jejich ucinnost
pii eliminaci infekce je znacné omezena. Vysledkem je vysoka umrtnost (23-25 %) anebo
nasledky po prodélaném zavazném, septickém onemocnéni (Martinez, et al., 2020).

Dlouhodoba nebo nevhodna expozice ATB miuze vést ke komplikacim. Mezi
komplikace fadime rozvoj rezistentnich nebo perzistujicich bakteriadlnich infekci. Pouzivani
silnych ATB navic nese riziko nezddoucich vedlejsich ucinkt, véetné toxicity 1ékd. Proto,
i kdyz 1é¢ba ATB nabizi zjevné vyhody, tak je nutné peclivé zvazit jeji G¢innost a potencialni
nevyhody. Selhani ATB pii 1écbé sepse je bohuZzel Casto spojeno se zpozdénym zahajenim
antibiotické 1é¢by. Toto zpozdéni je dano otdzkou, zda pacient sepsi skuteéné€ ma, protoze ¢asné
klinické ptiznaky byvaji zcela nespecifické (Fuente-Nunez, et al., 2023).

Epidemiologické studie ukazuji, Ze o uspéchu antimikrobidlni 1écby u sepse rozhoduji
také faktory jako je ve€k pacienta, index télesné hmotnosti a pfitomnost dal§ich onemocnéni.
Proto celkovy zdravotni, fyziologicky stav a imunitni odpovéd’ hostitele hraji vyznamnou roli

v ucinnosti ATB (Im, et al., 2022).

2.3.3 Oslabena imunita pacienta a hostitelska obrana

Obranny systém hostitele je komplexni sit’ mechanismtl, které pacienta chrani pied
pusobenim patogennich mikroorganismi. Patii mezi né¢ fyzikalni bariéry (ktze, zalude¢ni
kyselina a mukociliarni clearance), nespecificka imunita (napf. fagocytujici bunky,
komplement) a adaptivni imunita (T — a B — lymfocyty, protilatky a cytokiny). Pfi naruSeni
nékteré z téchto slozek obraného systému se zvySuje nachylnost pacienta kK patogentim. To
mize nasledné vést k ¢astym a opakovanym infekcim (Nicholson, 2016).

Pacienti s poruchou imunity nebo s poskozenou fyzikalni bariérou tvoii znacnou Cast
populace. Jsou to pacienti z riznych prostiedi a S riznymi zdravotnimi potizemi (Harpaz, et al.,

2016). Mnozi z téchto pacientd vedou normalni zivot. Jejich imunitni systém je vSak oslaben.
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Pokud tito pacienti onemocni, maji vyssi pravdépodobnost vzniku zavaznych komplikaci nebo
dokonce umrti. Mezi dalsi rizikové skupiny patii pred¢asné narozené déti a strasi lidé (Fuente-
Nunez, et al, 2023).

U imunokompromitovanych pacientti je mnohem vétsi vyskyt opakovanych infekci.
Mohou vznikat na zakladé genetickych mutaci nebo faktord vnéjSiho prostiedi.
Imunokompromitované pacienty mizeme rozdélit do dvou kategorii (Morelli, et al.,2022).

U primérnich deficienci je funkce imunitniho systému zménéna v disledku genetické
mutace. Jedinci se sekundarnimi imunodeficiencemi mohou byt postiZeni jinym onemocnénim
(napt. cysticka fibroza, astma, zanétlivé sttevni onemocnéni, cukrovka apod.) nebo muzou
podstupovat imunosupresivni 1é¢bu (napt. u nadorovych onemocnéni a transplantaci). Tyto
stavy ovliviiuji imunitni systém hostitele (Haney, et al., 2022; Morelli, et al., 2022). U téchto
pacientil je antibiotickd 1écba a agresivni terapie nezbytnd, aby se zabranilo dlouhodobym
komplikacim spojenych s chronickou infekci (Fuente-Nunez, et al.,2023).

Aby mohlo dojit k odstranéni infekce, je nutna spoluprace imunitniho systému s ATB.
Pti dysfunkénim imunitnim systému tato spoluprace selhava a je potieba hledat i¢innou terapii.
Zaroven specifické nedostatky v imunitnim systému kazdého pacienta pfispivaji riznym
zpusobem k nachylnosti hostitele k riznym patogeniim (Fuente-Nunez, et al., 2023).

Primarni imunodeficience se obvykle dédi autosomalné recesivné nebo jsou vazané na
chromozom X. Tyto poruchy jsou ¢asto kategorizovany na zakladé specifickych kompartmentt
imunitniho systému. Byva naruSena funk¢énost protilatek, imunita zprostiedkovana bunkami,
komplementu nebo fagocytt. Zakladem pro podezieni na primarni imunodeficienci jsou
opakujici se infekce. Usp&snost 16¢by pomoci ATB je u tdchto pacientli piinejmensim
piechodnd. Pacienti jsou citlivi viici Siroké Skéle infekci a ptiznaky se obvykle projevi béhem
prvniho mésice Zivota. Navzdory antibiotické 1é¢bé vétSina téchto jedincl podlehne infekcim
béhem prvniho roku Zivota (Fuente-Nunez, et al., 2023).

Sekundarni imunodeficience jsou ziskané stavy vznikajici v disledku plisobeni riznych
vngjSich faktord. Vysledkem byva rakovina (pf. leukémie, lymfom), autoimunitni nebo
metabolické onemocnéni (pf. AIDS, lupus, diabetes mellitus), podvyziva. Dal§imi stavy
sekundarni imunodeficience jsou chemoterapie, chirurgické zakroky (pi. transplantace) nebo
pfirozeny proces starnuti (pf. imunosenescence). Kazdy z téchto stavii ma odlisSny imunitni
profil a vyZaduje intenzivni antibiotickou 1€cbu. Lécba nemusi byt vzdy uspésna, at’ uz se jedna

o prevenci nebo 1é¢bu bakterialnich infekci (Szepanowski, et al., 2021).
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2.3.4 Mikrobiom

V poslednich letech doslo k pokroku ve vyzkumu mikrobiomu. V jeho vnimani v rdmei
lidské mikroflory, pochopeni jeho funk¢nich roli a interakci s hostitelem a jeho vlivu na n¢;.
Tento posun umozituje hlubsi zkoumani dynamiky vztahti mezi hostitelem a mikrobiomem
(Gao, et al., 2023).

Obrovska slozitost mikrobiomu vytvofila vyzvy, které bude nutné nejprve prozkoumat.
Jiz ted’ je ale jasné, ze podavani napt. probiotik mize mit podstatny vliv na nachylnost hostitele
k infekcim. Podavani intenzivni a dlouhodobé antibiotické 1é€by ma velky dopad na mikrobiom
pacienta. Muze dojit k naruseni slozeni mikrobiomu, ohrozit jeho prospésné funkce
V organismu, zpusobit imunitni dysbidézu a podpofit vznik kmenii rezistentnich na ATB
(Patangia, et al., 2022).

Piikladem takového poskozeni mikrobiomu je vyskyt prijmi u pacientd, ktefi jsou nebo
byli 1éceni ATB. Tento prijem muze vést ke kolonizaci oportunnich patogent jako je
Clostridium difficile, které zptisobuje zanét stieva, horecku a bolesti biicha. U zdravych jedinct
se Clostridium difficile vyskytuje v malém mnozstvi ve stievé. Pokud ATB narusi stievni
mikrobiom, tak mize dojit k namnozeni Clostridium difficile a jeho nasledné dominanci ve

stfevnim prostiedi (Theriot, et al., 2014).

2.4 Antimikrobiailni rezistence na sulfonamidy

Sulfonamidy a jejich derivaty jsou syntetické latky, které plisobi jako bakteriostatické
inhibitory bakterialni biosyntézy kyseliny tetrahydrofolové. Kyselina tetrahydrofolova je
nezbytnym kofaktorem pro syntézu nukleovych kyselin a proteind. Bakterialni rezistence na
sulfonamidy je vysledkem chromozomalnich bodovych mutaci v genu dhps. Tento gen koduje
dihydropteroat syntasu. Vysledkem je zvySeny pocet enzymt, které musi sulfonamid inhibovat.
Dalsi moznosti je ziskani plazmidovych sul gent, které koduji rezistentni dihydropteroat
syntasu (Cattoir, 2016). Dalsim zpisobem rezistence je zvySena produkce kyseliny
p — aminobenzoové, kterd je schopna konkurovat sulfonamidiim ve vazbé na aktivni misto.
Tyto mechanismy mohou byt pfitomny samostatné nebo v kombinaci. Pokud jsou mechanismy
v kombinaci, mize vznikat vysoka troven AMR na sulfonamidy. Mezi druhy, které jsou
rezistentni vuéi sulfonamidim, patii Streptococcus pneumoniae, Campylobacter jejuni,

Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae a Esherichia coli (Wiedemann, et al., 2014).
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2.5 Metody sledovani rezistence

Podani vhodné antibiotické terapie u bakteridlnich infekci vyzaduje mikrobiologickou
diagnostiku. Diagnostika spoc¢iva v identifikaci puvodce infekce a jeho profilu rezistence.
V klinické praxi tento proces mize trvat az 72 hodin a na zaklad¢ jeho vysledku je zvolena
vhodna 1é¢ba (Pulido, et al., 2013). V klinickych mikrobiologickych laboratofich se testuje
antimikrobialni citlivost (AST) bakteridlnich patogenii. Dale se stanovuje mozna rezistence na
ATB. Metody pro zjistovani AMR miizeme rozdé¢lit do 3 skupin a to na fenotypové metody,
genotypové metody a tzv. MALDI TOF MS (Benkova, et al., 2020).

2.5.1 Fenotypové metody

I pfes vyvoj modernich diagnostickych nastroji v laboratofich klinické mikrobiologie
zistavaji v praxi fenotypové metody. Tyto metody jsou zaloZzené na méfeni ristu
mikroorganismu v pfitomnosti testovanych ATB (Benkova, et al., 2020).

Makrodilu¢ni bujonova metoda je jedna z nejstarSich metod, kterd byla vyuzivana pro
uréovani MIC. VyuZivaji se zkumavky obsahujici bujon, do kterého je pfidano znamé mnozstvi
bakterii. Dale je do zkumavek pfidano ATB v ur¢itém koncentracnim rozsahu (nejcastéji ve
dvojkovém fedéni). Nasleduje inkubace za vhodnych podminek po dobu 24 hodin. Poté se
odecita zakal a stanovi se MIC. Dale pomoci této metody mtizeme urcit minimalni baktericidni
koncentraci (MBC). MBC zjistime tak, ze se médium ze zkumavek vyockuje na Petriho misku,
kteréd se nasledn¢ nechd inkubovat po dobu 24 hodin za vhodnych podminek. Nasleduje odecet
a pocitani kolonii. Vyhodou této metody je jeji univerzalnost, ovSem v praxi je jiZ nahrazena
jinymi metodami. Schéma této metody mizeme vidét na obrazku 7 (Schumacher, et al, 2018,
Tankeshwar, 2023).
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MIC

Conc of ﬂ “g’m' 0.25 05 1 2 4 8
drug: 0 drug g/mi ug/ml ug/mi ug/ml ug/ml ug/ml

control / / ‘

Sub-culture onto drug-free agar to look for survivors when the drug is diluted out.

MBC

Obrazek T - schéma makrodilucni bujonové metody

ptevzato z: (Tankeshwar, 2023)
MIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC = minimalni baktericidni koncentrace

Prvni metodou je diskova difuzni metoda, kterou mizeme vidét na obrazku 8. Tato
metoda je rutinni Vv klinickych laboratofich. Jejimi hlavnimi vyhodami jsou jednoduchost,
reprodukovatelnost, snadnd modifikace antimikrobidlnich diskli, moznost pouziti jako
screeningového testu proti mnoha bakteriim a nizka cena (Matuschek, et al., 2013).

Prakticky se tato metoda provadi tak, Ze se na Mueller — Hinton agar naockuje inokulum
testovaného mikroorganismu. Zéakal inokula odpovida pfesn¢ dané hodnoté zdkalové stupnice
podle McFarlanda. Na nao¢kovany povrch agaru se umisti antibiotické disky. Jednotlivé disky
obsahuji pfesn¢ danou koncentraci testované latky. Nésleduje inkubace za vhodnych podminek.
Obvykle 16-24 hodin pfi teploté 35-37 °C (Matuschek,et al., 2013). Po inkubaci se provadi
odecet. Odectou se pramery inhibi¢nich zén kolem jednotlivych antibiotickych diskd. Podle
vysledkt se ur€i, zda se jedna o mikroorganismus, ktery je na danou latku citlivy nebo

rezistentni (Reller, et al., 2009).
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Tato metoda neni vhodna pro stanoveni MIC, protoze neni mozné kvantifikovat

mnozstvi antimikrobialniho ¢inidla, které difundovalo do agaru (Nijs, et al., 2003).

Obrazek 8 - diskova difuzni metoda

prevzato z: (Aryal, 2022)

Antimikrobidlni gradientni metoda kombinuje principy fedici a difizni metody pro
uré¢eni MIC. Nejznaméjsi komeréné dostupnym testem je E-test (Balouiri, et al., 2016).

V praxi se plotna naockuje po celém povrchu testovanym mikroorganismem. Na povrch
se nasledné polozi testovaci prouzek, ktery je napustény testovanou antimikrobidlni latkou.
Antimikrobidlni latka je na prouZek nanesena ve zvySujicim se koncentra¢nim gradientu.
Nasleduje inkubace za vhodnych podminek a poté dochazi k odec¢tu a stanoveni MIC. MIC se
urcuje v pruseciku prouzku a inhibi¢ni zony, kterd miva tvar elipsy nebo slzy. E-test mizeme

vidét na obrazku 9 (Benkova, et al., 2020.)

prevzato z: (Aryal, 2022)
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Mikrodiluéni bujénova metoda je jednou z nejzakladnéjSich metod AST. Tato metoda
se provadi s vyuzitim mikrotitracnich desticek, které obvykle obsahuji 96 jamek (Reller, et al.,
2009).

Nejprve se piipravi inokulum se zakalem 0,5 podle McFarlandovy stupnice, aby bylo
dosazeno antimikrobialni koncentrace 1-5 * 105 CUF/mI (jednotky tvoiici kolonie/ml). Cést
suspenze (100 pl) se ptevede do bujonu a z n¢j se nasledné odebere 50ul, které se napipetuji do
mikrotitra¢ni desti¢ky (Balouiri, et al.,2016)

Testovana antimikrobidlni latka se ptipravi dvojkovym fedénim a ptida se 100 ul latky
do jamek. Obsah v jamkach se promicha a desticka se inkubuje za vhodnych podminek.
Podminky se voli podle testovaného mikroorganismu. Po inkubaci se urci hodnota MIC
vizualné nebo pomoci zobrazovaciho zafizeni. Mezi vyhody této metody patii jeji
reprodukovatelnost, malé¢ mnozstvi potfebného vzorku a nizké ndklady (Benkov4, et al., 2020).

Automatizované systémy pro bakterialni identifikaci a AST jsou velice vyuZivané
v klinickych laboratofich. Cilem automatizace je snizeni nakladi, rychlejsi hlaseni vysledkd,
zkraceni doby zpracovani, sledovani rezistentnich vzorkti a pomoc v diagnostice a 1é¢bé
infekénich onemocnéni (Benkova, a dalsi, 2020). Pouziti pfistrojového vybaveni miize
standardizovat odeCet a Casto poskytuje vysledky v krat§im ¢ase neZ manualni metody. A to
diky tomu, Ze jsou citlivé optické detekcni systémy schopny detekovat i jemné zmény v rtstu
bakterii (Reller, et al., 2009).

Jako ptiklad takového analyzatoru miZze byt systém VITEK 2. Vyuzivd kompaktni
plastové reagencni karty, které obsahuji mikro litrové mnozstvi ATB a testovanych medii.
Vyuziva opakované turbidimetrické monitorovani rustu bakterii béhem zkracené inkubacni
doby. Pfistroj lze nakonfigurovat pro 30 az 240 simultannich testd a karty citlivosti umoziuji
ziskat vysledek v prubéhu 4 az 10 hodin (Reller, et al., 2009). Systém VITEK 2 nabizi: 1. vice
nez 2000 popsanych fenotypit mikroorganismd, 2. zjisténo vice nez 99 organism, 3. zjiSténo
vice nez 100 mechanismu rezistence, 4. nizkou miru chybovosti v identifikaci mikroorganismt

a spoustu dalsich (Biomriueux, 2024).

2.5.2 Genotypové metody

Tyto metody ptimo detekuji specifické geny rezistence, mutace a expresi téchto gent.
Puvodné byly vyvinuty jako dopln¢k fenotypovych metod. V dnesni dobé ale zacinaji pomalu
prevladat. Vysledky jejich testi jsou k dispozici béhem jedné az né€kolika hodin (Gajic, et al.,
2022). Genotypové metody, které jsou vyuzivany pro detekci AMR jsou rychlejsi, piesnéjsi,

citlivejsi, vysoce senzitivni a specifické. U genotypovych metod nejsou potieba tak dlouhé
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kultivace mikroorganismt jako u metod fenotypovych (Solcova, et al., 2023). Nevyhodou
téchto metod je to, Ze nejsou schopny definovat hodnoty MIC. Musi byt validovany na zakladé
fenotypovych udajl, rozsédhlé¢ databaze markeri rezistence a inovativni bioinformatické
metodiky jsou nutnosti (Gajic, et al., 2022).

Techniky zalozené na polymerazové fetézové reakci (PCR) se spolé€haji na sekvencné
specifickou amplifikaci nukleovych kyselin. S pfibyvajicimi znalostmi o genetickém zakladu
AMR byly vyvinuty postupy zalozené na PCR. Detekuje se pritomnost genetickych
determinant rezistence na rizna ATB. Jednim z ptikladt muze byt pouziti PCR k identifikaci
Staphylococcus aureus rezistentniho vici meticilinu prostiednictvim detekce genu mecA. PCR
ma vSechny vyhody, které jiz byly zminovany. Hlavnim omezenim toho pfistupu je, ze
piitomnost gent rezistence nemusi vzdy korelovat s fenotypovym projevem rezistence. Dale
PCR neni schopno detekovat nové nebo necharakterizované mechanismy rezistence, u nichz
neni znam geneticky zaklad (Pulido, et al., 2013).

PCR v realném case vyuziva moznosti kvantifikace poctu specifickych kopii nukleové
kyseliny ve vzorku pro méfeni ristu bakterii v pfitomnosti testovaného ATB (Benkova, et al.,
2020). Oproti klasické PCR nabizi real time PCR né&kolik vyhod, véetné méfeni dat v realném
Case, vyss§i citlivost, snizeni rizika pfenosu kontaminace a ¢asteéné nebo plné automatizaci.
Nevyhodou ovsem zistava potieba kultivace a to, ze systém nemutze poskytnout informace
0 mechanismu rezistence (Gajic, et al., 2022)

Microarray neboli mikro¢ipy jsou schopny identifikovat pfitomnost specifickych
sekvenci nukleovych kyselin pomoci komplementarnich oligonukleotidi. Diky tomu, Ze je
mozné tyto oligonukleotidy sestavit na pevné nosic¢e ve velmi té€sné blizkosti, m4 tato metoda
schopnost detekovat mnoho (tj. tisice) sekvenci v jediném testu. Z tohoto divodi Ize vytvofit
Cipy se schopnosti detekovat Sirokou Skéalu genli rezistence, mnoho riiznych mechanismil
rezistence nebo variant jednoho mechanismu pfitomnych v bakterialnich izolatech (Pulido, et
al., 2013). Ptikladem je systém Verigene, ktery vyvinul multiplexni molekularni testy zalozené
na mikro¢ipech pro diagnostiku 12 grampozitivnich a 9 gramnegativnich bakterii spolu s jejich
ptidruzenymi geny rezistence. Dalsim prikladem je mikroCip spolecnosti Check — Points, pro
detekci klinicky nejrozsifenéjsich ESBL kmeni a kmenti rezistentni na karbapenemasy (Gajic,

etal., 2022).

2.5.3 MALDI - TOF MS

Hmotnostni spektrometrie MALDI — TOF byla plvodné zavedena do klinickych

mikrobiologickych laboratofi pro identifikaci patogenii a az nasledné se zacala vyuZivat pro
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detekci AMR (Pulido, et al., 2013). Obecné prvnim krokem identifikace je kokrystalizace, pfi
které vznika krystal smichanim mikrobialniho vzorku a matrice na povrchu kovové desticky.
Tato smés se necha zaschnout pii pokojové teploté. Nasledné dojde k vlozeni desticky do
piistroje, kde probiha samotnd detekce. Laserové paprsky desorbuji ribozomdlni proteiny
bakterii nebo kvasinek, coz piispiva k ionizaci proteinti. Molekulova hmotnost a naboj urcuji
dobu letu desorbovanych ¢astic. Doba letu se méti pomoci detektoru na konci vakuové trubice.
Vygenerované hmotnostni spektrum se pomoci algoritmii porovnava s referen¢nimi spektry
v databazi. Vysledné spektrum je jedine¢né pro jednotlivé druhy. Tato technika byla uspésné
vyuzita 1 pfi detekci specifickych mechanismi AMR. Napiiklad aktivity enzymt inaktivujici
ATB pomoci kvantifikace enzymovych aktivit. Také k pfimé detekci gent, které indikuji AMR.
Toto hodnoceni je vSak mozné pouze pro nékteré druhy ATB. Jako mozny postup se jevi
semikvantitativni metoda MALDI Biotyper, ktera méfi relativni rychlost ristu mikroorganismii
vystavenych plsobeni ATB ve srovnani s ristem mikroorganismil, na které zadné ATB

nepusobi (Benkova, et al., 2020).

2.6 Budoucnost

Je jasné, ze AMR je nevyhnutelna. Jsou zde tedy né&jaké kroky, které 1ze podniknout,
aby se tomuto procesu zabranilo nebo by ho alespon oddalilo? V pribéhu let bylo erudovanymi
odborniky a vSemi vyznamnymi mezinarodnimi organizacemi navrzeno n¢kolik feSeni. Mezi
tyto navrhy patii pfisna kontrola pouzivani ATB lidmi, vydej ATB na lékaisky ptedpis,
kontrolované pouZivani v chovu zvifat. I pfes v§echna tato opatfeni by AMR uplné nezmizela.
Pokud by doslo k zavedeni dobie promyslenych opatieni, a vyvoji novych ATB, bylo by mozné
o¢ekavat vyznamné a trvalé zlepseni 1é¢by infekénich onemocnéni (Davies, et al., 2010).

Historie ATB nam ukazuje, jak zasadni a zranitelné jsou tyto zdroje v 1ékaiské praxi.
Tlak rezistence v kombinaci s nedostateénymi inovacemi a urcitym odhodlanim vyvijet terapie
nové generace predstavuje pro moderni medicinu existenéni hrozbu (Cook, et al., 2022).
Navzdory ristu AMR a rostoucimu povédomi o ni klesa vyvoj novych ATB. Dtivodt je nékolik,
ale souviseji se soucasnym zamétenim farmaceutického primyslu na léky proti neinfekénim
onemocnénim jako je rakovina nebo kardiovaskularni onemocnéni. Ve vyzkumu
a preklinickych studiich existuji nové 1écebné strategie a latky, které by mohly v budoucnosti
nabidnout moznost 1é¢by (Huemer, et al., 2020).

Vroce 2023 Svétova zdravotnickd organizace (WHO) vyzvala ke sbéru dat
0 antibakterialnich latkach v preklinickém vyvoji, které jsou relevantni pro AMR. A taky

0 latkéach, které by mohly byt ti¢inné vici patogentim na obrazku 10. Do sbéru dat mohou byt
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zahrnuty pfipravky které jsou: 1. pfimo nebo nepifimo plsobici nizkomolekularni
antibakterialni latky, 2. antivirové latky, 3. latky, které narusuji biofilm, 4. latky, které zlepsuji
aktivitu stavajicich ATB, 4. velké molekuly (pfirodni produkty, jako napf. antimikrobialni
peptidy, nebo biologické produkty jako jsou napi. protilatky, bakteriofagy), 5. latky
modifikujici mikrobiom, 6. imunomodulétory, 7. znovu pouzitd neantibiotika, 8. ATB ptivodné
vyuzivané pro zvifata s modifikaci na vyuziti pro ¢loveéka, 9. dekoloniza¢ni Cinitelé, 10.
kombinované terapeutika (WHO, 2023). Na obrazku 10 mizeme vidét patogeny, u kterych je

nutno Vv nejblizsi dobé nalézt tcinnou 1écbu.

hlavni priorita vysoka priorita stiedni priorita

Acinetobacter baumanii
Carbapenem resistant

Enterococcus faecium Haemophilus influenzae
Vancomycin resistant Ampicillin resistant

Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus Shigella species
Carbapenem resistant Methicillin and vancomycin resistant Fluoroquinolone resistant
Enterobacteriaceae 2 2 :
Carbapenem and Helicobacter pylori Streptococcus pneumoniae
314 Generation cephalosporin resistant Clarithromycin resistant Penicillin-non-susceptible

Camphylobacter species
Fluoroquinolone resistant

Salmonella species
Fluoroquinolone resistant

Neisseria gonorrhoeae
3" Generation cephalosporin and
fluoroquinolone resistant

Obrazek 10 - urceni prioritnich patogenii antimikrobialni rezistence WHO

pievzato a upraveno z: (Walesh, et al., 2022)

+ (grampozitivni bakterie), - (gramnegativni bakterie)

re¢

V roce 2017 vytvoftila Evropska Komise tzv. Evropsky akéni plan ,,Jedno zdravi® proti
antibakteridlni rezistenci, ve kterém je uvedeno vice nez 70 opatieni, jejichz vyvoj je pravidelné
sledovan (Antimicrobial resistence, 2019, A European One Health Action plan against
AMR,2017) Evropska unie ma nékolik cilti pro snizeni AMR. Do roku 2030 by mélo dojit ke
snizeni celkové spotieby ATB o 20 %, pficemz alespoii 65 % vyuzivanych ATB by méla tvofit
zakladni, uzkospektra ATB. Celkova incidence infekci krevniho feciste, které jsou zptisobeny
AMR, by mé¢la klesnout. Konkrétné u Staphylococcus aureus rezistentni na meticilin 0 15 %,
u Escherichia coli rezistentni k cefalosporint tieti generace o 10 % a u Klebsiella pneumoniae
rezistentni ke karbapenemlim o 5 % (Antimikrobiélni rezistence, 2023)

V Ceské republice se otekava do roku 2030 snizeni celkové spotieby ATB 0 9 %.

Snizeni incidence infekci krevniho fecisté zpisobenych meticilin rezistentnim Staphylococcus
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aureus 0 6 %, u Escherichia coli rezistentni k cefalosporint tieti generace o 5 % a u Klebsiella
pneumoniae rezistentni ke karbapenemtim o 2 % (Doporuceni rady, 2023)

Otazkou tedy je, zda je mozné tyto cile v Ceské republice naplnit. Mezi lety 2019 a 2022
se v Evropé podafilo sniZit spotfebu ATB o0 2,5 %. Oproti tomu v CR naopak spotieba stoupla
0 1 %. Situace, ktera se tyka vypadku penicilinu, mohla zplsobit navySeni spotieby
Sirokospektrych ATB. Nejsou ale jedinou pficinou, kterd vede k naduzivani Sirokospektrych
ATB (Zemlitkova, 2023).

Pozitivnim faktorem je, Ze v roce 2022 doslo v CR ke sniZeni incidence infekci krevniho
fe¢isté zpusobenych meticilin rezistentnim Staphylococcus aureus (-29,7 %) a Escherichia coli
rezistentni k cefalosporinim tfeti generace (-4,7 %). Na druhou stranu doslo k prudkému
narustu infekei, které jsou zptsobeny Klebsiella. pneumoniae rezistentni ke karbapenemtim
(+156 %). Tyto trendy byly popsany i ve statech Evropské unie. Rezistence ke karbapenemiim
je alarmujici. Lécba téchto infekci je omezend a opira se o latky, které maji fadu nezddoucich
ucinkli nebo o nova ATB, jejichz dostupnost je limitovana. VSechny tyto informace nam
ukazuji, Ze je potieba dalsiho Usili o zlepSeni prevence, kontroly infekci ve zdravotnickych

zafizenich a 0 snahu ve vyvoji novych a inovativnich ATB nap#i¢ svétem (Zemli¢kova, 2023).
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EXPERIMENTALNI CAST
CIL PRACE

Prvnim cilem této diplomové prace bylo syntetizovat vybrané sulfonamidové derivaty
a nasledné je charakterizovat.

Druhym cilem bylo provést testovani zaméfené na jejich potencialni antibakterialni
ucinky K vybranym mikroorganismim pomoci mikrodilu¢éni metody. Byla stanovena
minimalni inhibi¢ni koncentrace podle normy CSN EN ISO 20776-1 ED. 2

Posledni ¢asti je zhodnoceni u€innosti syntetizovanych derivati a jejich porovnani

s klinicky vyuzivanymi sulfonamidovymi ATB

3 Syntéza latek

Testované sulfonamidy byly ptipravené Ctyfstupniovou syntézou, kterd byla vyvinuta na
Ustavu organické chemie a technologie v ramci diplomové prace (Nevyhos$téna, 2022).
V prvnim reakénim stupni reagovala kyselina 4-aminobenzoova ve form¢ draselné soli
S vybranymi substituovanymi aromatickymi sulfochloridy za vzniku pfislusnych
sulfonamidovych derivatii 4-aminobenzoové kyseliny. Tyto kyseliny byly v dalSim reakénim
stupni prevedeny reakci s thionylchloridem na chloridy. Takto pfipravené chloridy reagovaly
ve tfetim reak¢énim stupni s 4-(morfolin-1-ylmethyl)anilinem za vzniku kone¢nych produktii ve
form¢ baze. Tyto latky byly v poslednim reakénim stupni pievedeny reakci s kyselinou
chlorovodikovou na hydrochloridovou sil. Celkova syntéza je zobrazena v reakénim schématu
¢. 1. Struktura jednotlivych meziproduktti a kone¢nych produktl byla ovéfena pomoci NMR

spektrometrie a Cistota byla kontrolovana pomoci elementarni analyzy.

45



[]:EIS:D
K;CO,

—_— =
H.0 Ra g -NH

NH R,

Ry

HM S0CI
S 2
& Ra —_— HN. p .
3

Ry Rz
R

1-8 1-8

[J/ﬁ
K-V‘N
Q. Gl ﬁj
0]
Qq O _NH
8]
HN..&7 Ry * KaCOz
O.r R
8]
R HM o
2 MH2 :Is" Ra
Ry o
Rz
R
1-8 1-8
O 8]
) Dl
0. _NH O, MH
HEI
—h..
0 HMN
HN.,_\ £ *
S Ra i; Rs
R; Ra
R R
1-8 1-8

Schéma 1 - reakcni schéma syntézy sulfonamidovych derivatii
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Tabulka 1 - pFehled navazanych substituentii na jednotlivych sulfonamidovych derivatech

Cislo

sulfonamidového R1 R2 Rs3
derivatu

1 H H H
2 H CHs H
3 CHs H CHs
4 F H F
5 F H H
6 Cl H Cl
7 Cl H H
8 F CHs H

47




4 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

4.1 Pristrojové a laboratorni vybaveni

Pristroje:

Analytické vahy (KERN, Némecko)

Autoklav STERIMAT 5104.2 (BMT, CR)

Autoklav STERILAB (BMT, CR)

Denzitometr (BioSan, CR)

Chladnicka 11S 3966 (Gorenje, Slovinsko)

Chladnicka (Liebherr, Némecko)

Pocitacka kolonii LBK, 2002 (eCount, USA)

Termostat (POL — EKO — APARATURA SP. J., Polsko)
Vortex (BioTech, CR))

Laboratorni pomicky:

Erlenmayerovy batiky o objemu 300 ml nebo 500 ml

Sklenéné lahve se Sroubovacim uzavérem 250 ml nebo 500 ml

Petriho misky — plastové

Sklenéné zkumavky, kovova vicka, stojany, zkumavky typu Eppendorf 1,5a2,5
ml, plastové zkumavky se Sroubovacim uzavérem

Jednokanalové pipety v rozmezi objemu: 2-20 ul, 10-100 ul, 100-1000 pl,
1 - 10 ml, plastové $picky na pipety (Eppendorf)

Kahan, jednorazové sterilni ockovaci klicky, ¢erna podlozka, plastoveé

mikrotitraéni desticky

4.2 Material

4.2.1 Kultiva¢ni pady a bujony

Muller Hinton agar (38 g/1000 ml), HiMedia laboratories, kod produktu M173 —

500G

Slozeni: hovézi masova infuse 300 g/l

kysely hydrolyzat kaseinu 17,5 g/l
skrob 1,59/
agar 17 g/l

48



Priprava:

Dle pokynti od vyrobce bylo navazeno 38 g dehydratovaného média do
1000 ml destilované vody. Sterilizace probé¢hla v autoklavu pti 121°C po
dobu 15 minut. Vysledné pH pii 25°C bylo 7,3 £+ 0,1. Po zchladnuti na
piiblizn¢ 45 °C se smés promicha a rozliva do sterilnich Petriho misek.
Po ztuhnuti a vychladnuti piidy se misky uchovavaji v chladnickach pfi
2-8°C.

Krevni agar (21,25 g/ 500 ml), Sigma — Aldrich, kéd produktu B1676 — 500G

Slozeni:

Priprava:

pepton s proteasou 15 g/l

jaterni extrakt 2,50/l

extrakt z kvasnic 54/

chlorid sodny 159/l

berani krev 10 % z celkového objemu média

Dle pokynill od vyrobce bylo navéazeno 21,25 g dehydratovaného média
do 500 ml destilované vody. Sterilizace probéhla v autoklavu pii 121°C
po dobu 15 minut. Vysledné pH pti 25°C bylo 7,4 + 0,2. Po zchladnuti
na piiblizn¢ 45 °C se smés promiché a ptida se k ni vypocitany objem
berani krve — 10 % z celkového objemu média. Nasledné se rozliva do
sterilnich Petriho misek. Po ztuhnuti a vychladnuti pudy se misky

uchovavaji v chladnickéach pti 2 - 8 °C.

Malt agar (45 g/ 1000ml), HiMedia Laboratories, koéd produktu M253 — 500G

Slozeni:

Priprava:

sladovy extrakt 30 g/l
agar 15 g/l

Dle pokynii od vyrobce bylo navaZeno 45 g dehydratovaného média do
1000 ml destilované vody. Sterilizace prob¢hla v autoklavu pti 118°C po
dobu 15 minut. Vysledné pH pii 25°C bylo 5,5 £+ 0,2. Po zchladnuti na
piiblizné 45 °C se smés promichd a rozliva do sterilnich Petriho misek.
Po ztuhnuti a vychladnuti pidy se misky uchovévaji v chladnic¢kéch pii

2-8°C.

Muller Hinton bujon (21 g/ 1000 ml), HiMedia Laboratories, kod produktu

M391 - 500G

Slozeni:

hovézi masova infuze 300 g/l
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Priprava:

enzymaticky hydrolyzat kaseinu 15 g/l
Skrob 1,59/l

Dle pokynii od vyrobce bylo navazeno 21 g dehydratovaného média do
1000 ml destilované vody. Sterilizace probéhla v autoklavu pii 121°C po
dobu 15 minut. Vysledné pH pfi 25°C bylo 7,4 = 0,2. Po vychladnuti se

lahve uchovavaji v chladnic¢kach pti 2 - 8 °C.

4.2.2 Reagencie a pracovni roztoky

Fyziologicky roztok (8,5 g/ 1000 ml)

Slozeni:

Priprava:

chlorid sodny 8,50/l

destilovana voda 1000 ml

Dle pokynt od vyrobce bylo navazeno 8,5 g dehydratovaného média do
1000 ml destilované vody. Sterilizace probé&hla v autoklavu pii 121°C po
dobu 15 minut. Po vychladnuti se 1ahve uchovavaji v chladnickach pti
2-8°C.

Sterilni destilovana voda

Slozeni:

Priprava:

destilovana voda 1000 ml
Do uzaviratelné lahve bylo napusténo pozadované mnozstvi destilované
vody. Sterilizace probé&hla v autoklavu pii 121°C po dobu 15 minut. Po

vychladnuti se ldhve uchovavaji v chladni¢kach pti 2 - 8 °C.

4.2.3 Bakterialni kmeny

e Candida albicans — CCM 8215
e Candida glabrata — CCM 8270
e Candida krusei — CCM 8271

e Candida tropicalis — CCM 8223

e Enterococcus faacalis — CCM 4224

e Enterococcus faacalis — vankomycin rezistentni (VRE) — izolat z rany pacienta

ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové

e Escherchia Coli — CCM 3954

e Pseudomonas aeruginosa — CCM 3955

e Staphylococcus aureus — CCM 2022
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Vsechny pouzité mikroorganismy (krom& VRE) pochazeji z Ceské sbirky
mikroorganismi (CCM). Inkubaéni teplota mikroorganismi byla 37 °C +1 °C a doba inkubace

byla 24 hodin. Zasobni kultury byly pfeockovany jednou za 2 tydny.

4.2.4 Antimikrobialni latky

e 4-(fenylsulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

e  4-((4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid
hydrochlorid

e 4-((3,5-dimethylfenyl)sulfonamido)-N-(4-
(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

o 4-((3-fluor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-
(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

e 4-((3-chlor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-
(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

e 4-((3-chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid
hydrochlorid

o 4-((3,5-difluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid
hydrochlorid

o 4-((3-fluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid
hydrochlorid

e sulfomethoxazol

4.3 Pracovni postup

Pro stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace vybranych sulfonamidi byla
nasledovana norma CSN EN ISO 20776-1 ED. 2.

Pfed samotnym testovanim byly vykultivovany 24hodinové kultury. Jednotlivé
bakterialni kultury byly nao¢kovany na urc¢ené pudy pro dobry rast. Candidy na Malt agar, VRE
na krevni agar a zbylé mikroorganismy na MullerHinton agar. Nasledn¢ byly jednotlivé
mikroorganismy inkubovany pii 36 °C £ 1 °C po dobu 20-24 hodin.

Po inkubaci byl ptipraven zakal dle McFarlandovy zakalové stupnice o hodnoté 0,5 ve
fyziologickém roztoku 0 objemu +5 ml. Hodnota 0,5 odpovida antimikrobialni koncentraci 1—
5 * 10° CFU/ml. Nasledné bylo 100 pl pieneseno do 9,9 ml Muller Hinton bujénu a promichéano

pomoci vortexu. Z bujonu bylo pteneseno 50 pl do jamky mikrotitraéni desticky.
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Pro jednotlivé sulfonamidové derivaty byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci
32mg/l navazenim potfebného mnozstvi, které bylo rozpusténo ve vypocitaném objemu
sterilizované vody.

Ze zasobniho roztoku byla pfipravena dvojkovym fedénim koncentra¢ni fada
0 hodnotach 16, 8, 4, 2, 1 mg/l objemu 2000ul. Pti detekci MIC = 1 mg/1 byly pfipraveny dalsi
koncentrace a to 0,5 a 0,25 mg/l o objemu 2000pl.

Pouzivanou mikrotitracni desticku mizeme vidét na obrazku 11.

Vsechny roztoky byly promichany. Poté bylo do kazdé jamky mikrotitra¢ni desticky
piidano 100 pl daného sulfonamidového derivatu o urcité koncentraci a promichano s bujonem
pomoci pipety.

Do mikrotitra¢ni desticky byla také dana pozitivni kontrola (100ul bujonu s kulturou)
a negativni kontrola (¢isty bujon).

Mikrotitra¢ni desti¢ka byla kultivovana po dobu 24 hodin pti 36°C +1 °C. Po inkubaci
byl proveden odecet MIC. Jednotlivé sulfonamidové derivaty byly vzdy testovany v dubletu ve
3 opakovanich.

Z jamky, kde byla uréena MIC byl pomoci klicky vyockovan na Petriho misku obsah
jamky a miska se nechala kultivovat po dobu 24 az 48 hodin pii 36°C +1 °C. Po kultivaci byly
spocitany kolonie a uréeno, zda MIC odpovida MBC.

Z pozitivni kontroly bylo odebrano 10 pl a smichano s 10 ml fyziologického roztoku
a promichano. Z tohoto roztoku bylo 100 ul pfeneseno na Muller Hinton agar a kultivovano pfi

24 hodin pti 37°C. Po inkubaci byly spocitany kolonie pro kontrolu spravného ristu.
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Obrazek 11 - schéma zakladni pouzivané mikrotitracni desticky

vytvoreno autor
PK = pozitivni kontrola, NK = negativni kontrola

¢ervena = naruast kolonii ve formeé zakalu, bila = bez nartstu kolonii — bez zakalu

ptiklad ode¢tu: KMEN 1: MIC = 1mg/l, KMEN 6: MIC> 32mg/I
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4.4 Vysledky stanoveni MIC

4.4.1 4-(fenylsulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

Tabulka 2 - ucinnost 4-(fenylsulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochloridu

Mikroorganismus MIC (mg/l)
Candida albicans (CCM 8215) MIC> 32mg/I
Candida glabrata (CCM 8270) MIC = 1mg/I
Candida krusei (CCM 8271) MIC = 1mg/I
Candida tropicalis (CCM 8223) MIC = 32mg/I
Enterococcus faecalis (CCM 4224) MIC = 1mg/I
Enterococcus faecalis (VRE) (izoldt) MIC = 1mg/I
Escherichia coli (CCM 3954) MIC> 32mg/I
Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955) MIC> 32 mg/I
Staphylococcus aureus (CCM 2022) MIC> 32 mg/I

4-(fenylsulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid (schéma 2)
inhibuje rast Candida glabrata, Candida Krusei a Enterococcus faecalis a VRE v MIC = 1mg/I.
Dale inhibuje rist Candida tropicalis pii MIC = 32 mg/l. U ostatnich testovanych
mikroorganismu je MIC> 32 mg/l.

Schéma 2 - 4-(fenylsulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
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4.4.2 4-((4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid
hydrochlorid

Tabulka 3 - icinnost 4-((4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochloridu

Mikroorganismus MIC (mg/l)
Candida albicans (CCM 8215) MIC> 32mg/I
Candida glabrata (CCM 8270) MIC = 1mg/I
Candida krusei (CCM 8271) MIC = 1mg/I
Candida tropicalis (CCM 8223) MIC> 32mg/I
Enterococcus faecalis (CCM 4224) MIC = 1mg/I
Enterococcus faacalis (VRE) (izoldt) MIC = 1mg/I
Escherichia coli (CCM 3954) MIC> 32mg/I
Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955) MIC> 32mg/I
Staphylococcus aureus (CCM 2022) MIC> 32mg/I

4-((4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
(schéma 3) inhibuje rust Candida glabrata, Candida krusei, Enterococcus faecalis
a Enterococcus faecalis (VRE) v MIC = 1mg/Il. U ostatnich testovanych mikroorganismu je
MIC> 32mg/I.

Schéma 3 - 4-((4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
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4.4.3 4-((3,5-dimethylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid
hydrochlorid

Tabulka 4 - icinnost 4-((3,5-dimethylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochloridu

Mikroorganismus MIC (mg/l)
Candida albicans (CCM 8215) MIC> 32 mg/l
Candida glabrata (CCM 8270) MIC = 1mg/I
Candida krusei (CCM 8271) MIC = 4mgl/I
Candida tropicalis (CCM 8223) MIC> 32mg/I
Enterococcus faecalis (CCM 4224) MIC = 1mg/I
Enterococcus faecalis (VRE) (izoldt) MIC = 1mg/I
Escherichia coli (CCM 3954) MIC> 32mg/I
Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955) MIC> 32mg/I
Staphylococcus aureus (CCM 2022) MIC> 32mg/I

4-((3,5-dimethylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid
hydrochlorid (schéma 4) inhibuje rust Candida glabrata, Enterococcus faecalis a Enterococcus
faecalis (VRE) v MIC = 1mg/I. Rust Candida krusei je inhibovan v MIC = 4mg/I. U ostatnich

testovanych mikroorganismu je MIC> 32mg/I.

Schéma 4 - 4-((3,5-dimethylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
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4.4.4 4 - ((3-fluor-4-methylfenyl) sulfonamido)-N-
(4- (merfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

Tabulka 5 - icinnost 4-((3-fluor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4- (merfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochloridu

Mikroorganismus MIC (mg/l)
Candida albicans (CCM 8215) MIC> 32mg/I
Candida glabrata (CCM 8270) MIC = 1mg/I
Candida krusei (CCM 8271) MIC = 1mg/I
Candida tropicalis (CCM 8223) MIC> 32mg/I
Enterococcus faecalis (CCM 4224) MIC = 32mg/I
Enterococcus faecalis (VRE) (izoldt) MIC = 1mg/I
Escherichia coli (CCM 3954) MIC> 32mg/I
Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955) MIC> 32mg/I
Staphylococcus aureus (CCM 2022) MIC> 32mg/I

4-((3-fluor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4- (merfolinomethyl)fenyl)benzamid
hydrochlorid (schéma 5) inhibuje rast Candida glabrata, Cadida krusei a Enterococcus faecalis
(VRE) v MIC = 1mg/l. Enterococcus faecalis je inhibovan v MIC = 32mg/l. U ostatnich

testovanych mikroorganismti je MIC> 32mg/I.

Hr o]

Schéma 5 - 4-((3-fluor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4- (merfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
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4.4.5 4-((3-chlor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-

(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

Tabulka 6 - icinnost 4-((3-chlor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochloridu

Mikroorganismus MIC (mg/l)
Candida albicans (CCM 8215) MIC> 32mg/I
Candida glabrata (CCM 8270) MIC> 32mg/I
Candida krusei (CCM 8271) MIC> 32mg/I
Candida tropicalis (CCM 8223) MIC = 32mg/I
Enterococcus faecalis (CCM 4224) MIC> 32mg/I
Enterococcus faecalis (VRE) (izoldt) MIC> 32mg/I
Escherichia coli (CCM 3954) MIC> 32mg/I
Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955) MIC> 32mg/I
Staphylococcus aureus (CCM 2022) MIC> 32mg/I

4-((3-chlor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid
hydrochlorid (schéma 6) inhibuje rast pouze u Candida tropicalis a to v MIC = 32mg/I.

U ostatnich testovanych mikroorganismi je MIC> 32mg/I.

NH

=]

Schéma 6 - 4-((3-chlor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
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4.4.6 4-((3-chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid
hydrochlorid

Tabulka 7 - icinnost 4-((3-chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochloridu

Mikroorganismus MIC (mg/l)
Candida albicans (CCM 8215) MIC = 16mg/I
Candida glabrata (CCM 8270) MIC = 1mg/I
Candida krusei (CCM 8271) MIC> 32mg/I
Candida tropicalis (CCM 8223) MIC> 32mg/I
Enterococcus faecalis (CCM 4224) MIC> 32mg/I
Enterococcus faecalis (VRE) (izoldt) MIC = 1mg/I
Escherichia coli (CCM 3954) MIC> 32mg/I
Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955) MIC> 32mg/I
Staphylococcus aureus (CCM 2022) MIC> 32mg/I

4-((3-chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid  hydrochlorid
(schéma 7) inhibuje rust Candida glabrata a Enterococcus faecalis (VRE) v MIC = 1mg/I.
U Candida albicans je MIC = 16mg/l. U ostatnich testovanych mikroorganismu je MIC>

O

MH*

HN

o

Cl

Schéma 7 - 4-((3-chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

32mg/l.
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4.4.7 4-((3,5-difluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid
hydrochlorid

Tabulka 8 - ucinnost 4-((3,5-difluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochloridu

Mikroorganismus MIC (mg/l)
Candida albicans (CCM 8215) MIC> 32mg/I
Candida glabrata (CCM 8270) MIC = 4mgl/I
Candida krusei (CCM 8271) MIC> 32mg/I
Candida tropicalis (CCM 8223) MIC> 32mg/I
Enterococcus faecalis (CCM 4224) MIC = 8mg/I
Enterococcus faecalis (VRE) (izoldt) MIC = 1mg/I
Escherichia coli (CCM 3954) MIC> 32mg/I
Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955) MIC> 32mg/I
Staphylococcus aureus (CCM 2022) MIC> 32mg/I

4-((3,5-difluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid
hydrochlorid (schéma 8) inhibuje rust Enterococcus faecalis (VRE) v MIC = 1mg/l. Candida
glabrata je inhibovana v MIC = 4mg/l a Enterococcus faecalis je inhibovan v MIC = 8mg/I.

U ostatnich testovanych mikroorganismi je MIC> 32mg/I.

Schéma 8 -4-((3,5-difluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
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4.4.8 4-((3-fluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid
hydrochlorid

Tabulka 9 - icinnost 4-((3-fluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochloridu

Mikroorganismus MIC (mg/l)
Candida albicans (CCM 8215) MIC> 32mg/I
Candida glabrata (CCM 8270) MIC> 32mg/I
Candida krusei (CCM 8271) MIC = 16mg/I
Candida tropicalis (CCM 8223) MIC> 32mg/I
Enterococcus faecalis (CCM 4224) MIC = 1mg/I
Enterococcus faecalis (VRE) (izoldt) MIC = 1mg/I
Escherichia Coli (CCM 3954) MIC> 32mg/I
Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955) MIC> 32mg/I
Staphylococcus aureus (CCM 2022) MIC> 32mg/I

4-((3-fluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid  hydrochlorid
(schéma 9) inhibuje rast Enterococcus faacalis a Enterococcus faacalis (VRE) v MIC = 1mg/I.
Candida krusei je inhibovana v MIC = 16mg/l. U ostatnich testovanych mikroorganismu je
MIC> 32mg/I.

Schéma 9 - 4-((3-fluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
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4.4.9 Sulfamethoxazol

Tabulka 10 - ucinnost sulfomethoxazolu

Mikroorganismus

MIC (mg/l)

Candida albicans (CCM 8215)
Candida glabrata (CCM 8270)
Candida krusei (CCM 8271)
Candida tropicalis (CCM 8223)
Enterococcus faecalis (CCM 4224)

Enterococcus faecalis (VRE) (izoldt)

Escherichia coli (CCM 3954)

Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955)

Staphylococcus aureus (CCM 2022)

MIC> 32mg/I
MIC> 32mg/I
MIC> 32mg/I
MIC> 32mg/I
MIC = Img/I
MIC = Img/I
MIC = 32mg/I
MIC = 16mg/I
MIC> 32mg/I

Sulfomethoxazol (schéma 10) inhibuje rast Enterococcus faacalis a Enterococcus

faacalis (VRE) pti MIC = 1mg/l. Pseudomonas aeruginosa je inhibovana pii MIC = 16mg/I

a Escherchia coli pti MIC = 32mg/l. U ostatnich testovanych mikroorganismu je MIC> 32mg/I.

Schéma 10 — sulfomethoxazol

pievzato z: (TCI chemicals)
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4.4.10 Utinnost derivat
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Graf 1 - ucinnost sulfonamidovych derivati vii¢i Candida albicans

u vuéi Candida albicans

>32

>32

Candida albicans

>32 >32

16

4 5 6

sulfonamidové derivaty

>32

>32

I:l ucinna koncentrace, I:l MIC> 32mg/1 (> nez testovany rozsah koncentraci)

D sulfomethoxazol (porovnani s klinicky pouzivanym ATB)

Testované sulfonamidové derivaty nejsou schopny v testovaném koncentratnim
rozsahu inhibovat rust Candida albicans az na 1 vyjimku. Vyjimku tvofi derivat ¢. 6 (4-((3-

chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid), ktery inhibuje

>32

rast této kvasinky v MIC = 16mg/l. Sulfomethoxazol neinhibuje rast Candida albicans.

LEGENDA:

1 = 4-(fenylsulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
2 = 4-((4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

3 = 4-((3,5-dimethylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

4 = 4 - ((3-fluor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4- (merfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

5 = 4-((3-chlor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

6 = 4-((3-chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
7 = 4-((3,5-difluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
8 = 4-((3-fluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

9 = sulfomethoxazol
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4.4.11 U¢innost derivati vidi Candida glabrata

Candida glabrata
35 >32 >32 >32
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MIC (mg/l)
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sulfonamidové derivaty

Graf 2 - ucinnost sulfonamidovych derivatii vii¢i Candida glabrata

I:l ucinna koncentrace, I:I MIC> 32mg/1 (> nez testovany rozsah koncentraci)
I:I sulfomethoxazol (porovnani s klinicky pouzivanym ATB)

5 testovanych sulfonamidovych derivaty bylo schopno inhibovat rist Candida glabrata
v MIC = Imgl/l. Derivat ¢. 7 (4-((3,5-difluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-
(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid) inhiboval tuto bakterii v MIC = 4mg/l.

Sulfomethoxazol neinhibuje rist Candida glabrata.

LEGENDA:

1 = 4-(fenylsulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

2 = 4-((4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

3 = 4-((3,5-dimethylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

4 =4 - ((3-fluor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4- (merfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
5 = 4-((3-chlor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
6 = 4-((3-chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

7 = 4-((3,5-difluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

8 = 4-((3-fluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

9 = sulfomethoxazol
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4.4.12 U¢innost derivata viaci Candida krusei

Candida krusei

35 >32 >32 >32 >32

20 16

5 4
1 1 1
0 — — —
3 4 5 6 7 8 9

sulfonamidové derivaty

Graf 3- ucinnost sulfonamidovvch derivati vii¢i Candida krusei
|:| ucinna koncentrace, I:I MIC> 32mg/1 (> nez testovany rozsah koncentraci)

I:l sulfomethoxazol (porovnani s klinicky pouzivanym ATB)

Rust Candida krusei je inhibovan 5 testovanymi derivaty. Derivaty ¢islo 1, 2 a 4 inhibuji
rast v MIC = 1mg/I. Derivat ¢islo 3 inhibuje rust v MIC = 4mg/l a derivat ¢islo 8 v MIC = 4mg/I.

Sulfomethoxazol neinhibuje rust Candida krusei.

LEGENDA:

1 = 4-(fenylsulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

2 = 4-((4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

3 = 4-((3,5-dimethylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

4 =4 - ((3-fluor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4- (merfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
5 = 4-((3-chlor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
6 = 4-((3-chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

7 = 4-((3,5-difluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

8 = 4-((3-fluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

9 = sulfomethoxazol
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4.4.13 Utinnost derivati vici Candida tropicalis

Candida tropicalis

35 32 >32 >32 >32 32 >32 >32 >32 >32
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Graf 4 - dcinnost sulfonamidovych derivatii viici Candida tropicalis
|:| ucinna koncentrace, I:I MIC> 32mg/1 (> nez testovany rozsah koncentraci)
D sulfomethoxazol (porovnani s klinicky pouzivanym ATB)

Rist Candida tropicalis je inhibovan pouze derivaty 1 a 5 a to v MIC = 32mg/I. Ostatni
testované derivaty nejsou schopny inhibovat riist v testovaném koncentracnim rozsahu.

Sulfomethoxazol neinhibuje rist Candida tropicalis.

LEGENDA:

1 = 4-(fenylsulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

2 = 4-((4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

3 = 4-((3,5-dimethylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

4 = 4 - ((3-fluor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4- (merfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
5 = 4-((3-chlor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
6 = 4-((3-chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

7 = 4-((3,5-difluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

8 = 4-((3-fluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

9 = sulfomethoxazol
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4.4.14 U¢innost derivata viaci Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis

35 32 >32 >32
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Graf 5 - ucinnost sulfonamidovych derivatii vii¢i Enterococcus faecalis

|:| ucinna koncentrace, I:I MIC> 32mg/1 (> nez testovany rozsah koncentraci)
D sulfomethoxazol (porovnani s klinicky pouzivanym ATB)

4 testované derivaty inhibuji rist Enterococcus faecalis v MIC = 1mg/I stejné jako
sulfomethoxazol. Déle derivat ¢islo 7 inhibuje rist v MIC = 8mg/l a derivat ¢islo 4 inhibuje

rast v MIC = 32mg/I

LEGENDA:

1 = 4-(fenylsulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

2 = 4-((4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

3 = 4-((3,5-dimethylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

4 = 4 - ((3-fluor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4- (merfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
5 = 4-((3-chlor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
6 = 4-((3-chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

7 = 4-((3,5-difluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

8 = 4-((3-fluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

9 = sulfomethoxazol
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4.4.15 U¢innost derivata viaci VRE

Enterococcus faecalis (VRE)

35 >32

MIC (mg/l)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

sulfonamidové derivaty

Graf 6 - ucinnost sulfonamidovych derivatii vii¢i VRE
|:| ucinna koncentrace, I:I MIC> 32mg/1 (> nez testovany rozsah koncentraci)
I:l sulfomethoxazol (porovnani s klinicky pouzivanym ATB)

Rist VRE je inhibovan 7 testovanymi derivaty v MIC = 1mg/l stejné tak

i sulfomethoxazolem. Pouze derivat ¢islo 5 v testovaném rozsahu neinhibuje rust VRE.

LEGENDA:

1 = 4-(fenylsulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

2 = 4-((4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

3 = 4-((3,5-dimethylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

4 = 4 - ((3-fluor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4- (merfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
5 = 4-((3-chlor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
6 = 4-((3-chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

7 = 4-((3,5-difluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

8 = 4-((3-fluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

9 = sulfomethoxazol
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4.4.16 Utinnost derivata vaci Escherichia coli

Escherichia coli

35 532 >32 >32 >32
30 [ ] [ ] [ ] ]
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sulfonamidové derivaty
Graf 7 - ucinnost sulfonamidovych derivatii viic¢i Escherichia coli

D ucinna koncentrace, D MIC> 32mg/1 (> nez testovany rozsah koncentraci)
I:I sulfomethoxazol (porovnani s klinicky pouzivanym ATB)

Rast Escherichia coli neinhibuje ani jeden z testovanych derivatd v testovaném

>32

5

>32

6

>32

>32

32

koncentra¢nim rozsahu. Sulfomethoxazol inhibuje rust Esherichia coli v MIC = 32mg/I

LEGENDA:

1 = 4-(fenylsulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
2 = 4-((4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
3 = 4-((3,5-dimethylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

4 = 4 - ((3-fluor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4- (merfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
5 = 4-((3-chlor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

6 = 4-((3-chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
7 = 4-((3,5-difluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
8 = 4-((3-fluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

9 = sulfomethoxazol
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koncentra¢nim

v MIC = 16mgl/l.

o

4.4.17 Utinnost derivati vii¢i Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
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Graf 8 - ucinnost sulfonamidovych derivatii viici Pseudomonas aeruginosa

I:l ucéinna koncentrace, I:l

I:I sulfomethoxazol (porovnani s klinicky pouzivanym ATB)

MIC> 32mg/1 (> nez testovany rozsah koncentraci)

Rist Pseudomonas aeruginosa neinhiboval Zadny z testovanych derivati v testovaném

rozsahu.

LEGENDA:

Sulfomethoxazol

inhibuje

rast Pseudomonas aeruginosa

1 = 4-(fenylsulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

2 = 4-((4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

3 = 4-((3,5-dimethylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
4 =4 - ((3-fluor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4- (merfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
5 = 4-((3-chlor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

6 = 4-((3-chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
7 = 4-((3,5-difluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
8 = 4-((3-fluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

9 = sulfomethoxazol

70



o

4.4.18 Utinnost derivati viadi Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus
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Graf 9 - ucinnost testovanych derivatii viici Staphylococcus aureus
|:| ucinna koncentrace, D MIC> 32mg/1 (> nez testovany rozsah koncentraci)
I:l sulfomethoxazol (porovnani s klinicky pouzivanym ATB)

Riast Staphylococcus aureus neni inhibovan v testovaném koncentraénim rozsahu

zadnym testovanym derivatem ani sulfomethoxazolem.

LEGENDA:

1 = 4-(fenylsulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

2 = 4-((4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

3 = 4-((3,5-dimethylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

4 =4 - ((3-fluor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4- (merfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
5 = 4-((3-chlor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid
6 = 4-((3-chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

7 = 4-((3,5-difluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

8 = 4-((3-fluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid

9 = sulfomethoxazol
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DISKUSE

Tato diplomova prace navazuje na vyzkum biologicky aktivnich sulfonamidovych
derivatd na bazi morpholinomethylfenylbenzen sulfonamidd, které jsou vyvijeny na Ustavu
organické chemie a technologie na Fakulté chemicko — technologické Univerzity Pardubice.
V roce 2021 byla v ramci diplomové prace studovana antimikrobialni aktivita substituovanych
morpholinomethylfenylbenzen sulfonamidi, jejichz struktura je uvedena na schématu ¢islo 11.
V této studii byla stanovena nizké antimikrobialni aktivita v porovnani s komercéné dostupnymi
antibiotiky testované na vybrané gramnegativni a grampozitivni bakterie a také na kvasinky.
Testované latky byly navic malo rozpustné ve vod¢, a proto bylo nutné testované derivaty
rozpoustét v dimethylfulfoxidu (Franko, 2021).

@

NH

o]

HN

w

R

Schéma 11 — vzorec studovanych sulfonamidovych derivitii bez zabudované 4 — aminobenzoové kyseliny
pievzato z: (Franko, 2021)

R: H, 4-CHjs, 3,5-(CHs)2, 3-F-4-CHs, 3-Cl-4-CHjs, 3-F, 3-Cl, 3,5-F2

V této diplomové praci bylo studovano 8 sulfonamidovych
morpholinomethylfenylbenzenovych derivati, které ve své struktufe maji zabudovanou
kyselinu 4 — aminobenzoovou a byly pfipraveny ve formé¢ ve vod¢€ rozpustné
hydrogenchloridové soli. Tato struktura je uvedena schématu cislo 12. Pfiprava téchto
sulfonamidovych derivat ve formé hydrochloridové soli zajistila, Ze testované derivaty byly
velmi dobfe rozpustné ve vodé a nebylo jiz pti stanovovani MIC mikrodilu¢ni metodou nutné
pouzit dimethylsulfoxid. Nové syntetizované derivaty tak vykazovaly podstatné lepsi moznosti

pro in vitro testovani a také mozné potencialni pouziti v klinické praxi. (Franko, 2021).
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Schéma 12 — vzorec studovanych sulfonamidi se zabudovanou 4 — aminobenzoovou kyselinou

R: H, 4-CHs, 3,5-(CHs)2, 3-F-4-CHjs, 3-Cl-4-CHjs, 3-F, 3-Cl, 3,5-F2

V obou diplomovych pracich jsou zastoupeny jednotlivé skupiny mikroorganismi
podobné. Spole¢nymi testovanymi mikroorganismy jsou Candida albicans Candida tropicalis,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus. Rust Candida
albicans Candida tropicalis, Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus nebyl
inhibovéan Zadnym z testovanych derivatl v MIC, kterd by méla potencialni vyuZiti v klinické
praxi. V inhibici ristu Enterococcus faecalis byla u téchto derivati stanovena vyrazné G¢innéjsi
vys$i inhibi¢ni u¢innost nez u derivatl studovanych v diplomové praci Franko (2021)

Pro porovnani Gc¢innosti vic¢i ostatnim mikroorganismiim by bylo zapotiebi dalSiho
testovani. Obecné lze vSak konstatovat, ze zménou struktury
morpholinomethylfenylbenzenovych sulfonamidovych derivati doslo k vyraznému zvySeni
inhibicni aktivity vi¢i testovanym kmeniim.

Vsechny syntetizované derivaty byly podrobeny testovani podle normy CSN EN ISO
20776-1 ED. 2.

Jednotlivé derivaty se svou Uc€innosti liSily. Nejcastéji byly derivaty schopny inhibovat
rast druhu Enterococcus a nékterych kment rodu Candida, a to i v koncentracich 1mg/I.

Nejucinngjsi z hlediska nejveétsSiho mnozstvi inhibovanych mikroorganismt je derivat
s ¢islem 1 (4-(fenylsulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid). Tento
derivat inhibuje riist 5 mikroorganismt, z toho 4 jsou inhibovany v MIC = 1mg/l. Inhibované

mikroorganismy jsou kvasinky Candida glabrata a Candida krusei a grampozitivni bakterie
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Enterococcus faecalis a Enterococcus faecalis rezistentni na vankomycin. Poslednim
inhibovanym mikroorganismem je Candida tropicalis, jejiz rust je inhibovan v MIC = 32mg/I.

Druhym  nejucinngj§im  derivatem  je  derivat  sc¢islem 2 (4-((4-
methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid). Derivat
inhibuje rst 4 mikroorganismu v MIC = 1mg/l. Jedna se o Candida glabrata, Candida krusei,
Enterococcus faecalis a vankomycin rezistentni Enterococcus faecalis.

Derivaty ¢islo 3 (4-((3,5-dimethylfenyl)sulfonamido)-N-(4-
(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid), 4 (4-((3-fluor-4-methylfenyl)sulfonamido)-
N-(4- (merfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid), 6 (4-((3-chlorfenyl)sulfonamido)-N-
(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid) a 8 (4-((3-fluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-
(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid) jsou schopny inhibovat rast vankomycin
rezistentni Enterococcus faecalis v MIC =1 mg/l. Jednotlivé derivaty se 1isi ve schopnosti
inhibovat rast dalSich mikroorganismu. Derivat ¢islo 3 (4-((3,5-dimethylfenyl)sulfonamido)-
N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid) je schopen inhibovat rist Enterococcus
faecalis a Candida glabrata v MIC = 1 mg/l, dale inhibuje riist Candida krusei v MIC = 4 mg/I.
Derivaty Cislo 4 (4-((3-fluor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-
(4- (merfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid) a 6 (4-((3-chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-
(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid) jsou schopny inhibovat rist Candida glabrata
v MIC =1 mg/l. Derivat 4 (4-((3-fluor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-
(4- (merfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid) dale inhibuje pii této koncentraci rtst
Candida krusei. Derivat Cislo 8 (4-((3-fluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-
(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid) pfi této koncentraci inhibuje rust Enterococus
faecalis.

Derivat ¢islo 8 (4-((3-fluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid
hydrochlorid) dale inhibuje rtst Candida krusei v MIC = 16 mg/l. Derivat ¢islo 6 (4-((3-
chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid) inhibuje rist
Candida albicans v MIC = 16 mg/I.

Poslednim u¢innym derivatem je derivat ¢islo 7 (4-((3,5-difluorfenyl)sulfonamido)-N-
(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid  hydrochlorid). Tento derivat inhibuje rdst 3
mikroorganismi. V MIC = 1 mg/l inhibuje rist vankomycin rezistentni Enterococcus faecalis,
v MIC = 4mg/l inhibuje rist Candida glabrata a v MIC = 8 mg/l inhibuje rust Enterococcus
faecalis.

Nejméné ucinny derivat je Cislo 5 (4-((3-chlor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-
(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid). Tento derivat byl schopen inhibovat rlst
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Candida tropicalis v MIC = 32mg/1. I pfes zjisténou inhibici nema tento derivat potencial na
vyuziti v klinické praxi vzhledem k vysoké koncentraci, ve které byl G€inny.

Mikroorganismy Candida albicans, Candida tropicalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa a Staphylococcus aureus nebyly pomoci syntetizovanych derivati v pouZzitém
koncentra¢nim rozsahu inhibovany az na 2 vyjimky. Derivaty ¢islo 1 (4-(fenylsulfonamido)-N-
(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid) a 5 (4-((3-chlor-4-
methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid) inhibovaly
rast Candida tropicalis v MIC = 32 mg/l. Derivat ¢islo 6 (4-((3-chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-
(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid) je schopen inhibovat rast Candida albicans
v MIC =16 mg/I.

U jednotlivych derivatt byla také stanovena MBC, ktera odpovidala MIC.

K porovnani ucinku byl vyuzit sulfomethoxazol, ktery je soucasti vyuzivanych ATB
Cotrimoxazol, Biseptol a Sumetrolim (Sulfomethoxazol, 2024).

Samotny sulfomethoxazol je schopen inhibovat rlst grampozitivnich bakterii
vankomycin rezistentni Enterococcus faecalis a Enterococcus faecalis v MIC = 1mg/I
a gramnegativnich bakterii Pseudomonas aeruginosa v MIC = 16mg/l a Escherichia coli
v MIC = 32mg/I.

Sulfomethoxazol je G¢inngjsi pii inhibici rastu gramnegativnich baterii Escherichia coli
a Pseudomonas aeruginosa nez testované derivaty.

Derivaty 1 (4-(fenylsulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid
hydrochlorid), 2 (4-((4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid
hydrochlorid), 3 (4-((3,5-dimethylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid
hydrochlorid) a 8 (4-((3-fluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid
hydrochlorid) jsou schopny inhibovat rist vankomycin rezistentni Enterococcus faecalis
a Enterococcus faecalis stejné G¢inn¢ jako sulfomethoxazol v MIC = 1 mg/l. Derivaty 4 (4-((3-
fluor-4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4- (merfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid), 6
(4-((3-chlorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid) a 7 (4-
((3,5-difluorfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid hydrochlorid) jsou
stejn¢ jako sulfomethoxazol schopny inhibovat rist vankomycin rezistentni Enterococcus
faecalis v MIC = 1 mg/l. Bylo ovéieno, ze vSechny derivaty (krom derivatu ¢islo 5 (4-((3-chlor-
4-methylfenyl)sulfonamido)-N-(4-(morfolinomethyl)fenyl)benzamid  hydrochlorid))  jsou
schopny stejné ucinné pusobit proti vankomycin rezistentni Enterococcus faecalis jako

sulfomethoxazol.
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Sulfomethoxazol neni schopen inhibovat rast kment rodu Candida. V porovnani jsou
vSechny derivaty ucinnéjsi nez sulfomethoxazol. VSechny derivaty jsou schopny inhibovat rist
alespon jednoho zastupce rodu Candida.

Vybér vhodné terapie enterokokovych infekci mé zasadni vyznam pii 1é¢bé pacienta.
Porovnat mizeme UcCinnost pouzivanych ATB v klinické praxi s testovanymi derivaty. Pro
1é¢bu enterokokovych infekci se vyuzivaji p — laktamova ATB (ampicilin a penicilin (Pfaller,
2016)). Pokud je pfi testovani uréend MIC >16 mg/l, tak jsou mikroorganismy povazovany za
rezistentni k B— laktamovym ATB (Conceigd0,2012). Do této koncentrace se veslo 5 z 8
testovanych derivati. Mazeme tedy pozorovat podobnou ucinnost. V minulosti se k 1é¢bé
vyuzivaly také aminoglykosidy. Zde se ovSem u enterokokt vyvinula vyrazna rezistence. Proto
nelze tyto ATB s testovanymi derivaty porovnat (Khan, et al., 2022).

Vankomycin byl Iékem prvni volby pro lécbu infekci, které byly zplsobené
enterokokem rezistentnim na aminoglykosidy nebo u pacienti s tézkou alergii na  — laktamy.
Poté doslo ke vzniku a rozsiteni vankomycin rezistentni Enterococcus faecalis (Khan, et al.
2022, Hegstad, et al. 2014). Pozitivnim zjisténim je, ze testované derivaty byly schopny
inhibovat rist vankomycin rezistentni Enterococcus faecalis. 7 z 8 derivata bylo ucinnych
v MIC = 1mg/l. Prvotni in vitro testovani ukazuje, ze by tyto derivaty mohly byt dale testovany
proti infekcim, které jsou zpuisobené vankomycin rezistentni Enterococcus faecalis.

K 1é¢bé kandidoz se nejcastéji vyuziva samotny flukonazol nebo v kombinaci s dalsimi
antimykotiky. U flukonazolu je stanovend hrani¢ni hodnota MIC < 64mg/l. Pokud dojde
k jejimu piekroceni, jsou kvasinky povazovany za rezistentni (Pankova, 2013, Pfaller, et
al.,2006). Testovan¢ derivaty u né¢kterych kment candid G¢innéjsi nez flukonazol. Jejich MIC
se pohybuje v nizsich koncentracich nez 64mg/1.

V roce 2017 vyzkumna skupina Martina Kratkého z Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy v Hradci Kralové syntetizovala Schiffovy baze sulfadiazinu. Nasledné byly zkoumany
jejich antibakterialni u€inky. Vysledky ukazaly, ze Gi€innost proti gramnegativnim bakteriim je
minimalni. Obdobného vysledku bylo dosazeno i u pfipravenych sulfonamidovych derivata.
Schiffovy baze byly ucinn€jsi nez testované sulfonamidové derivaty v inhibici rustu
Staphylococcus aureus. Na druhou stranu rust Enterococcus faecalis byl inhibovan
ptipravenymi derivaty s vétsi icinnosti. Dale byla testovana antifungalni aktivita proti Candida
albicans, Candida glabrata, Candida krusei a Candida tropicalis. Z porovnani se da
konstatovat, Ze u nové syntetizovanych derivati byla stanovena daleko vysSi i€innost nez
u Schiffovych bazi sulfadiazinu, jejichz hodnoty MIC byly vysoké a nemaji potencialni
uplatnéni v klinické praxi (Kratky, 2017).
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Samotny sulfathiazol patfil mezi ATB, ktera byla vyuzivdna k 1écbé infekci
zpusobenych Staphylococcus aures nebo Pseudomonas aeruginosa. Kvuli rezistenci
a nezddoucim ucinkiim se od jeho uzivani ustoupilo (Nunes, et al., 2015). K porovnani u¢inku
S testovanymi derivaty byly vybrany Schiffovy baze sulfathiazolu, které syntetizoval Mondal
et al (2015). Schiffovy baze byly testovany, zda jsou ucinné proti Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli. U¢inné koncentrace odpovidaly hodnotam
68 mg/l nebo 128 mg/l. Piestoze nebyly sulfonamidové derivaty testovany v téchto
koncentracich, vysledek je stejny. Ani jedny z testovanych sulfonamidovych derivati nemaji
potencialni vyuziti v klinické praxi viéi t€émto bakteriim (Mondal, et al., 2015).

Vroce 2014 na Annaba University Boufas et al. syntetizovali sulfonamidové
derivaty — karboxylsulfamidy. Tyto derivaty byly testovany, zda jsou schopny inhibovat rtst
Escherichia coli a Staphylococcus aureus. Syntetizované derivaty byly G¢inngjsi nez testované
derivat v této diplomové préci, protoze byly schopny inhibovat rist téchto bakterii v MIC =
16mg/l (Boufas, et al., 2014).

Na University of Campinas Oliveira et al. syntetizovali sulfonamidové derivaty na bazi
komplexu stiibra se sulfadoxin — salicylaldehydovou Schiffovou bazi. Tyto derivaty byly
testovany in vitro mikrodiluéni metodou. Spolecné testované mikroorganismy jsou
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa a Candida albicans. MIC téchto derivata
byly v priméru vyssi nez 200 mg/1. Pro vysoké hodnoty MIC nejsou testované derivaty schopny
inhibovat tyto mikroorganismy v koncentraci, ktera by mohla byt vyuzita v klinické praxi
(Oliveira, et al., 2022).

Vyzkumna skupina Szafranski, et al. z Lékatské univerzity v Gdansku syntetizovala
sulfonamidové derivaty, u kterych byla testovana antifungalni aktivita. Konkrétné se jedna o N-
(5-amino-1H-1,2,4-triazol-3-yl)pyridin-3-sulfonamidové derivaty. K testovani byly vyuzity
Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida tropicalis atd. MIC zpravidla
prevySovaly hodnoty 50 mg/l. Vyjimku tvofi inhibice rustu Candida albicans, jejiz rust byly
derivaty schopny inhibovat v MIC = 6,2 nebo 12,5 mg/l. V porovnani se zde testovanymi
derivaty byly v inhibici rastu Candida albicans tyto derivaty ucinngj$i. V inhibici rustu
Candida glabrata a Candida krusei ale byly zde testované derivaty uc¢innéjsi. V inhibici ristu
Candida tropicalis jsou vSechny derivaty neucinné (Szafranski, et al., 2017).

Namba et al. z Okayama University testovali ucinnost syntetizovanych
sulfonamidovych derivati s chemickou strukturou na bazi benzensulfonanilida vaci
vankomycin rezistentni Enterococcus faecalis. Testované derivaty se podle uUcinnosti daji

rozdélit na 2 skupiny. Prvni skupina derivati ma hodnoty MIC vyrazné vyssi nez 30 mg/l.
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Derivaty v druhé skupiné jsou schopny inhibovat riist vankomycin rezistentni Enterococcus
faecalis nejcastéji v MIC = 7,8mg/l. 2 derivaty byly schopny inhibovat rdst vankomycin
rezistentni Enterococcus faecalis v MIC =1 mg/l. Tyto derivaty by bylo mozné vyuzit
Vv klinické praxi. V porovnani poctu derivatt, které byly schopny inhibovat rast vankomycin
rezistentni Enterococcus faecalis v MIC = Img/l, jsou mnou testované derivaty Géinng&jsi
(Namba, et al., 2008).

V roce 2012 vyzkumna skupina Martina Kratkého z Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy z Hradce Kralové syntetizovala a testovala sulfonamidové derivaty obsahujici
v chemické struktufe 5—chlor—2-hydroxybenzaldehyd nebo 5-chlor—2—-hydroxybenzoovou
kyselinu. Derivaty byly testovany, zda jsou schopny inhibovat rist Candida albicans, Candida
glabrata, Candida krusei a Candida tropicalis. Testované derivaty mély téméf nulovou
antifungalni aktivitu. Pfipravené testované sulfonamidové derivaty byly ucinnéjsi, protoze jsou
schopny inhibovat rist Candida glabrata a Candida krusei (Kratky, 2012).

Basanagouda et al. z Karnatak University syntetizovali sulfonamidové derivaty
obsahujici v chemické struktute 4 — azidomethylkumarin. Nasledné byly tyto derivaty
testovany na antimikrobialni aktivity. Mezi testované grampozitivni bakterie patii
Staphylococcus aureus a Enterococcus faecalis. Testované derivaty mély podobnou tG¢innost
jako testované sulfonamidové derivaty v této pii inhibici ristu Enterococcus faecalis. V inhibici
rastu Staphylococcus aureus byly derivaty ucinnéjsi (MIC se az na vyjimky pohybovaly
VvV rozmezi 1-16 mg/l) neZ nami testované derivaty. Mezi testované gramnegativni bakterie patii
Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa. V inhibici rust Escherichia coli ani jedny
z testovanych derivati nebyly a¢inné. V inhibici rist Pseudomonas aeruginosa byly v této

praci testované derivaty mén¢ ucinné (Basanagouda, et al., 2010).
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ZAVER

Svétova zdravotnickd organizace jiz v roce 2014 oznacila antimikrobidlni rezistenci
a proto je potieba jej fesit.

Bylo ptipraveno 8 sulfonamidovych derivati, které byly nasledné testovany jako
potencionalni antibiotika podle normy CSN EN ISO 207761 ED. 2. (stanoveni antimikrobialni
aktivity). NMR spektrometrie a elementarni analyza byly provedeny na Ustavu organické
chemie a technologie.

V experimentalni Casti byla testovdna minimalni inhibi¢ni koncentrace jednotlivych
derivatd. Bylo vyuzito 9 mikroorganismdi.

Nejucinnéj$im derivatem je 4 - (fenylsulfoamido) - N - (4 - (morfolinomethyl)fenyl)
benzamid hydrochlorid, ktery inhiboval rist 4 mikroorganismt v MIC = 1mg/l. Konkrétné se
jedna o Candida glabrata, Candida krusei, Enterococcus faecalis a vankomycin rezistenti
Enterococcus faecalis . Dale je schopen inhibovat rist Candida tropicalis v MIC = 32mg/I.

Naopak nejméné Gfinnym  derivatem je 4 —((3 — chlor — 4 — methylfenyl)
sulfonamido) — N — (4 — (morfolinomethyl)fenyl) benzamid hydrochlorid, ktery inhiboval
pouze Candida tropicalis ve vysoké MIC, ktera se rovna 32mg/I.

Pro potencialni zavedeni téchto derivati do klinické praxe vede dlouha cesta a je
zapotiebi dalsiho testovani. Vyhodou téchto derivati pro in vitro testovani je jejich rozpustnost
ve vod¢é. Nekteré testy jsou jiz provadény na Katedfe fyzikdlni chemie fakulty

chemicko — technologické Univerzity Pardubice.
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