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ANOTACE

Bakaldska prace se zabyva mechanisndinku antibiotik na mikroorganismy.
RovreZ je v praci shrnuta historie, zakladni charakti&asa rozdleni antibiotik, jez
jsou k&Zn¢ uzivany v terapiich infekich onemoceni. Déle jsou zpracovany zékladni
metody testovani citlivosti mikroorganiém na antibiotika. Zmitna je také

problematika rezistence inf&kich agens na latky s antimikrobialniginkem.

KLi COVA SLOVA

Antibiotikum, mechanismustinku, mikroorganismus

TITLE

The mechanism of action of antibiotics on microoiges

ANNOTATION

This thesis deals with the mechanisms of action asftibiotics on
microorganisms. It is also summarized in the woidtdny, basic characteristics and
distribution of antibiotics that are commonly used the treatment of infectious
diseases. The following are the basic processinipads for testing the sensitivity of
microorganisms to antibiotics. Mentioning the issiigesistance to infectious agents,

substances with antimicrobial activity.

KEYWORDS

Antibiotic, mechanism of action, microorganism



SEZNAM ZKRATEK

ATB antibiotikum

D-Ala-D-Ala D-alanyl-D-alanin

DNA deoxyribonukleova kyselina

E-test epsilometricky test (z angl. Epsilomesst)t
CHI chemoterapeuticky index

MBC minimalni baktericidni koncentrace

MIC minimalni inhibéni koncentrace

M-H Mueller-Hinton agar

MRSA methicilin rezistentr$taphylococcus aureus
PABA kyselina paraaminobenzoova

sp. druh (z lat. species)

RNA ribonukleova kyselina

MRNA mediatorova RNA

rRNA ribozomalni RNA

tRNA transferova RNA

UDP uridindifosféat

VRSA vankomycin rezistentitaphylococcus aureus
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1. UVOD

Antibiotika jsou latky pevazré prirodniho charakteru, které inhibujist a
mnoZzeni mikroorganistnnebo je pimo usmrcuji. Jejich uplagni sp@iva predevsim
v terapii infekknich onemoc#ni. Zavedeni antibiotik do ¢ébné praxe ifgdstavuje

vyznamny meznik v historii lidstva.

Jedna se o parme patetnou a struktughriaznorodou skupinu latek, liSicich se
mechanismem antimikrobialnihotugobeni. Antibiotika mohou inhibovat syntézu
burg¢né stny, pisobit na cytoplasmatickou membranu, blokovat &opn

metabolismus nebo syntézu proteanukleovych kyselin.

V souwasné dob narista p@et hlaSeni o zvysujici se odolnosti mikroorgariism
na Ezn¢ uzivana antibiotika. ii€inou vzniku této rezistencetigde citlivych kmeri je
nadnérné a nespravné uzivani antibiotik. Dochazi takutkosti hledani novych
antibiotik, pipadré vyuzivani kombinaci antimikrobiélnich latek ihpédnutim na

jejich terapeutickeé dinky a zatizeni makroorganismu.

Predpokladem us§$né terapie infelnich onemocEni je testovani citlivosti
mikroorganisni na antibiotika. Tato citlivost sebn¢ oveéiuje metodami kvalitativnimi
nebo kvantitativnimi. V praxi jsou ngjstji vyuzivany diskova difuzni metoda, ddoi

metody na pevnych a v tekutychdach nebo E-test.

Cilem bakal&ské prace je vytieni literarni reSerSe, zabyvajici se mechanismy

acinku antibiotik na mikroorganismy.



1. 1 Historie antibiotik

viN s

neusgsSna. Ve staralku se k l€b¢ infekci uzivali fizné girodni latky bez znalosti
jejich inku (Todar, 2009, Bellis, 2012). Louis Pasteurifldpd prokazal, Ze infeki
onemockni zpisobuji patogenni mikroorganismy, Joseph Lister asezna konci
19. stoleti pokusil o aseptickou chirurgii (ToleBereyra, 2010). Antimikrobialni latky
ovSem nejsou pouzeiippdniho charakteru. V roce 1910 poprvé uzil Pahtlieh
synteticky pipravenou latku Salvarsan v terapii pohlavpienosného onemoéni
syfilis (Miller et al, 2002; Maartenst al., 2011).

Obrazek €. 1: Paul Ehrlich, Alexander Fleming, Selman Abrahan Waksman
(nobelprize.org)

Prvni antibiotikum objevil vroce 1928 Alexanderefling. Jednalo se
o penicilin, produkovany plisniPenicillium chrysogenum ktery inhiboval #ést
stafylokoki na pevnych fidach (Konget al, 2010; Henket al., 2011; Bellis, 2012).
DalSi vyznamna antibiotika byla objevena roku 19f@inalo se produkty bakterii
Streptomyces rimoswsStreptomyces aureofaciengolovana ATB byla ozn#na jako
tetracyklinovd (Chopraet al., 2001) Vroce 1943 izoloval Selman Waksman
streptomycin z bakterieStreptomyces griseusktery je dodnes uZivan ripéche
tuberkuldzy (Kresge et al., 2004, Waksman et @10 Pgéatkem roku 1960 byla
objevena skupina chinolovych ATB struktirpodobnych chininu (Anderssaet al.,
2003).
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Termin antibiotikum byl zaveden v roce 1942 Selman&aksmanem, ktery
izoloval antimikrobialni latku actinomycin z bakieer Actinomyces antibioticus
(Waksmaret al, 1942; Kresget al.,2004).

1. 2 Obecna charakteristika

V dneSni dob je termin ,antibiotikum“ pouzivan k ozdeni latek
s antimikrobialnim dinkem, produkovanych mikroorganismy nebo rostlinakieré
pusobi na Zzivotni pochody jinych mikroorganisnirato skupina latek byla pogd
roz8tena o polosyntetické derivaty, odvozené @dhto pirodnich ATB. Latky
s antimikrobialnim &inkem, které jsou syntetickéhouyodu, se oznalji jako

chemoterapeutika (Maarteasal, 2011).

ATB a chemoterapeutika #pobuji na rozdil od dezinfékich prostedki mensi
poSkozeni makroorganizmu (Urbaskova, 2001). Antiobialni latky msobi na
mikroorganismy, ale nepoSkozuji hostitele (makraaigmus). Tento jev je oz&@avan
jako selektivni toxicita. ATB ndjiklad pisobi na struktury, které chybi eukaryotickym

bunkam a tim nedochazi k jejich poSkozovani (Neubawezbal.,2009).

Toxicita ATB je vyjadovana pomoci chemoterapeutického indexu (CHI)ykter
odrazi velikost terapeutické davky. CHI je definmjako pondr maximalni pipustné
davky ATB na kilogram hmotnosti pacienta a minimaavky ATB, ktera je schopna

zastavit mikrobialnitst. CHI se vypgité dle rovnice:

davka toxicka pro hostitele
CHI =

davka ucinna na mikroba

CHI poskytuje informace o mnoZstvi ATB, které neéoxické pro pacienta.
(Fossard, 2005).
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1. 3 Rozdleni antibiotik podle G¢inku

Dle typu &inku se ATB rozdluji na bakteriostaticka nebo baktericidni. Mezi
jednotlivymi skupinami ovSem neniigsré odclena hranice. Kazdé n&wbjevené
ATB je testovano nejen v jaké koncentraci je scloopécit, ale hlaveé zda

mikroorganismus usmrcuje nebo pozastavuje jéeb(Pankeyet al, 2004).

1. 3. 1 Baktericidni antibiotika

Baktericidni ATB daného mikroba usmrcujijgobi ireversibilg a rychleji nez
bakteriostaticka. EInek se dostavuje do 48 hodin (Votava, 2005). Neyvse podi
dany mikroorganismus zcela usmrtit, a to zejmepépac, kdy je koncentrace ATB
niz8i nez mnozstvi bakteridlniho kmene. Dochazptakze k zastavenistu (Pankeet
al., 2004). Mira fisobeni baktericidnich antibiotik je udavana jakondentrace
pottebna k usmrceni mikroba, tzv. minimalni bakteri€ikoncentrace (Andrewst al.,
2001).

Do skupiny ATB s baktericidnim ¢inkem jsou fazena beta-laktamova,
glykopeptidova a polypeptidova ATB (Panketyal, 2004).

1. 3. 2 Bakteriostaticka antibiotika

Bakteriostaticka ATB maji pomalejSi nastup ¢inku ve srovnani
s baktericidnimi. Reverzibith zastavuji st mikroorganisma a udrzuji bakterie ve
stacionarni fazi po celou dobu jejichgobeni. Klinicky efekt se dostavuje za 3 az 4 dny

(Pankeyet al, 2004). Miru dinku bakteriostatickych ATB udava tzv. minimalni

e

mikroorganismu.

Mezi bakteriostaticka ATB fadime tetracykliny, chloramfenikol nebo
sulfonamidy (Votava, 2005).
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Tabulka ¢. 1: Rozdleni bakteriostatickych a baktericidnich ATB

Beta-laktamy Tetracykliny
Aminoglykosidy Chloramfenikol
Polypeptidy Makrolidy
Glykopeptidy Linkosamidy
Nitroimidazoly Sulfonamidy
Fluorochinolony Trimethoprim

1. 4 Struktura a vlastnosti antibiotik
ATB jsou latky girodniho nebo polosyntetickéhdaymdu. Po chemické strance

jsou slozena z mastnych kyselin nebo duktada z nich ma peptidickou strukturu

a jsou tvéena aminokyselinami jako je ornitin nebo valin 8j1992).

1. 4. 1 Beta-laktamova antibiotika

Jedna se o rozmanitou skupinu latek, ptd j@ spolénym znakem fitomnost
beta-laktamového kruhu v jejich strukéu Tento kruh je tvi@n ¢tyiclennym cyklem,
ktery ma ve své strukte zabudovany dusik a na druhé pozici vazany kyslik.
NeporuSenost kruhu je jednou z podmingkdosti beta-laktamovych antibiotik. DalSi

je schopnost f@iniku buréénou stnou k cilovym enzyriim (Taborska, 2002).

Hlavnim mechanismemcinku beta-laktar je inhibice syntézy buwiné stny
(Guzman, 2008). Bakterie rezistentni na tato AT&pkuji enzymy, které brani jejich
spravné funkci. Tyto enzymy se oznf jako beta-laktamazy. V séasné dob je
znémo vice nez 470 tybeta-laktamaz (Wilke et al., 2005).

Do skupiny beta-laktamovych antibiotikadime i cefalosporiny. Jednd se
o0 polosyntetické derivaty kyseliny 7-aminocefalagpmvé, které se od beta-
laktamovych ATB liSi odolnostit¢i beta-laktamazam (Téaborska, 2002; McPéaeal.,
2012).
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Cefalosporiny jsou #&eny do ¢ty generaci, 1. generace je odolnéciv
penicilinaze a fisobi na gram-pozitivni bakterie st&jjako 2. generace. Oproti tomu
3. generaceysobi na gram-negativni bakterie a 4. generaceasgfafin pasobi jak na
gram-pozitivni, tak na gram-negativni bakterie. \WepamjSi cefalosporiny jsou

nap. cefalotin, cefaripin nebo cefripoin (Taborskad2p

H
H
N, E
O/\[( ' g CH,
Oo NJ_<CH3
J~0K
g

Obrazek ¢. 2: Struktura penicilinu (p fevzato ze Sigma-Aldrich, 2012)

Do skupiny beta-laktamovych antibiotik jsou ddbzeny karbapenemy. Tato
antibiotika jsou odvozena od thienamycinu, latkpdukovanéStreptomyces cattleya
(Kahan et al., 1983; Taborska, 2002). Mezi nejvyznafj$n karbapenemy piit
imipenem, ktery fisobi na gram-negativni bakterie, dale propenemripatzem, tyto
latky piasobi hlavi proti infekcimEscherichia colia Klebsiella sp DalSim zastupcem
je ertapenem, kterytigobi proti aerobnim gram-pozitivnim mikroorganism(McPhee
et al, 2012).

1. 4. 2 Peptidovéa antibiotika

Peptidova antibiotika obsahuji ve své stri&tiaminokyseliny, které twd
cyklické nebo linearni oligopeptidy, liSici se amigini mensi molekulovou hmotnosti.
Ve své struktie obsahuji vedle aminokyselin i imino nebo mastygekny. Uvedena

antibiotika jsou vysoce odolnd&é&i pisobeni peptidaz rostlinnéhéywmdu (Katz, 1971).

Zastupcem peptidovych ATB je bacitracin, produkgvakmeny Bacillus
licheniformisa Bacillus subtilis Vzhledem k jeho neZzadouci nefrotoxigié pouzivan

pouze pro l&bu povrchovych lézi (McPhest al, 2012).
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Dalsi vyznamn& ATB z této skupiny jsou polymyxirmgjména polymyxin B
a kolistin, neboli polymyxin E (Krupoviet al.,2007). Kolistin je produkovéaBacillus
polymyxa ssp colistinudla Siroké spektrumdinku, pisobi i na multirezistentni kmeny
rodu Acinetobactera Klebsiella (Falagaset al., 2008). Polymyxin B jefazen mezi
kation-aktivni ATB, spolu s kolistinem tipobi hlavié na buré¢nou s&nu gram-
negativnich bakterii (Krupoviet al, 2007)

1. 4. 3 Fluorochinolony

Fluorochinolony jsou synteticka ATB odvozena od eédysy nalidixové.
Uvedend ATB fisobi na syntézu DNA ovlivmim DNA-gyrazy a topoizomerazy IV
(Mandell et al.,, 2002; Bradley et al, 2011). Maji Siroké spektrum cimku.
Fluorochinolony jsou uzivany v terapii infekci vyaoych gram-negativnimi i gram-
pozitivnimi bakteriemi, chlamydiemi, mykoplasmatyebo anaerobnimi patogeny.
Velkou vyhodu pinaSi i jejich dobré v#gbavani v gastrointestinalnim traktu, a tim
i moznost peroralniho uziti (Hanulét al, 2010).

Fluorochinolova ATB mohou prochazet placentou aatiegé pasobit na plod.
Bylo prokazano, Ze d&ii, které byly fluorochinoloim vystaveny jiz v prenatélnim
VYVoji, maji vyssi sklon k mutagennim 2nam (Loebsteiret al, 1998; Mandelkt al.,
2002).

Vyznamnymi fluorochinolony jsou norfloxacin, ciplokxacin, ofloxacin,
pefloxacin a levofloxacin (BenesS, 2004). Jsou wyédy hlavie u pneumokokovych
nebo nosokomialnich infekci (Mandell al.,2002).

1. 4. 4 Aminoglykosidova antibiotika

Aminoglykosidy jsou po chemické strukéuhydrofilni cukry, které majigkolik
amino a hydroxy substituen{Kotraet al, 2000). Jedna se o pémeé velké molekuly,
tvorené hydrofobnimi lipidy, které jsou schopny zabldtopgenos signalu pomoci
iontovych kandl (Marcotti et al.,, 2005). Aminoglykosidova ATB isobi
bakteriostaticky inhibici syntézy protéia pisobenim na mRNAippiepisu genetické

informace.
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Pouzivaji se hlavhpro I&eni zavaZznych infekci aAgobenych gram-negativnimi
bakteriemi (McPheeet al., 2012). Do skupiny aminoglykosidpaki streptomycin,

gentamycin, tobramycin, kanamycin a amikacin (Gnesod, 1995).

1. 4. 5 Fosfomycin

Jedna se o ATB produkované kmen8itneptomyces fradiaéSchweiferet al,
2008) Fosfomycin je derivatem kyseliny fosfonové a jeds&d o malou hydrofilni
molekulu, kterd je ddle rozpustna ve vad neni odolna &i kyselému prosedi
(Michalopouloset al, 2011; Raz, 2012).

Fosfomycin sdadi mezi baktericidni ATB,sobici zabranou syntézy ki¢né
stny jiz v prvnim kroku p vzniku fosfoenolpyruvatu. Vyuziva seigécheé infekci
zpisobenych gram-pozitivnimi i gram-negativnimi balderi (Michalopouloset al,
2011).

1. 4. 6 Glykopeptidova antibiotika
Mechanismus &inku glykopeptid: je zaloZzen na inhibici syntézy biimé sény

mikroorganisni (Finchet al, 2003). Jedna se o antibiotika s baktericidnémkem.

Nejvice vyuzivana ATB z této skupiny jsou vankomyaiteicoplanin (Jamext
al., 2012). Vankomycin se sklada z tricyklickych gbglylovanych peptid které jsou
napojeny k disacharidu. Teicoplanin se liSi od wanicinu gitomnosti aromatickych
aminokyselin a mastnych kyselinietzci, které pispivaji antimikrobialni aktivit
piipojenim ATB k bakterialni membrarfFinchet al.,2005).

Glykopeptidova ATB fisobi edevsim na gram-pozitivni bakterie, zejména na

methicilin rezistentni kmen@taphylococcus aureMRSA) (Finchet al.,2003).

1. 4. 7 Tetracyklinova antibiotika
Tetracykliny jsou tveéeny étyimi linearré spojenymi Sestlennymi cykly, na
které jsou napojenyiaené funkni skupiny, jako jsou nap dimethylaminy, hydroxy

nebo methylové substituenty. Jsou produkovany km@trgptomyces aureofaciens
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a Streptomyces rimosu€hopraet al, 2001; Zakeriet al., 2008). Tetracykliny brani
sdruzeni aminoacyl-tRNA, a tim inhibuji proces paostyntézy (Zakest al.,2008).

Tetracyklinova ATB se vyzralji Sirokospektralnim dinkem, pisobi na gram-
pozitivni i gram-negativni bakterie. UZivaji segasrevence proti malarii, neni vhodneé
pozZivat tetracyklinova ATB uéhotnych Zen vzhledem k jejich tmhodu placentou

a pisobeni na vyvijejici se plod.

NejvyznamijSimi tetracyklinovymi ATB jsou doxycyklin, tetrakin
a oxytetracyklin (Sukhorukikh, 1965; Chomal, 2001).

1. 4. 8 Chloramfenikol

Jedna se o ATB produkované bakt&tiieptomyces venezuel&hloramfenikol
ma Siroké spektrum ¢inku diky substitueritm p-nitrofenylu a N-dichloracetylu
(Chatterjeeet al, 1979; Schwarzt al., 2004). Chloramfenikol {Bsobi na ribozomalni
podjednotky, ¢imz inhibuje syntézu protein v mikroorganismu. Jefazen mezi
Sirokospektralni ATB (Finclket al, 2003).

Chloramfenikol je vyuZivan v terapii onemaan vyvolanych anaeroby,
spirochetami, rickettsiemi ackterymi mykobakteriemi. Jecinny i proti nékterym
rezistentnim patogém wvici penicilinu, jako je Streptococcus pneumoniagebo

Staphylococcus aureslrbaskova, 2003).

Nevyhodou je riziko vzniku aplastické anemie, wgghdisledku se od uziti
chloramfenikolu upousti (Falagasal, 2008).

1. 4. 9 Makrolidova antibiotika

Makrolidova ATB jsou tvéena aminokyselinami nebo cukry, které jsou

pfipojeny na 14-ti nebo 15-tlenny laktonovy kruh. (Leclercq, 2002).

Makrolidy se specificky vazi na 50S podjednotkuorbmu, a tim inhibuji
syntézu proteiln v bakterialni biice. Risobi gedevSim proti gram-pozitivnim
bakteriim. Gram-negativni bakterie jsoui¢v makrolidovym ATB rezistentni diky

metylaci vazebného mista, které j@@mno na ribozomu (Fincét al, 2003).
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Nejcastji uzivana makrolidova antibiotika jsou erythromyciazithromycin
nebo klarithromycin. (Leclercq, 2002).

1. 4. 10 Linkosamidy

Ve své struktie ATB obsahuji vedle aminokyselin i cukr, ktery tir&azle

transferdzy a prodluZzovéani peptidovéetizce (Finchet al, 2003).

NejvyznamujSi z linkosamid jsou klindamycin nebo linkomycin, kterégmobi

zejména na gram-pozitivni bakterie (Leclercq, 2002)soret al.,2003).

1. 4. 11 Sulfonamidy

Sulfonamidy jsou strukturni analogy kyseliny p-agbenzoové (PABA),
prekurzoru P syntéze kyseliny listové. P kombinaci trimethoprimu
a sulfomethoxazolu se jednd o baktericidni ATB, r&teblokuji enzym
dihydrofolatreduktazu profpménu kyseliny tetrahydrolistové. Tim niémo ovliviiuji
i syntézu DNA (Finclet al, McPheeet al.,2012).

Kombinace &hto ATB se vyuzivaip lécbé infekci zpisobenychEscherichia
coli aKlebsiella pneumonia@lulak, 2006; Broluneét al.,2010; McPheet al, 2012).

1. 4. 12 Mupirocin

Mupirocin je metabolit produkovanyseudomonas fluorescensvliviujici
syntézu proteitn v bakterialni btice. M& vynikajici antibakterialni aktivitu in vitqroti
primarnim a sekundarnim koznim infekcimjggbenym pedevSim gram-pozitivnimi
bakteriemi napp Staphylococcus aurewsStreptococcus pyogenésrduret al, 2008;
McPheeet al, 2012).

1. 4. 13 Diterpeny

Diterpeny neboli pleutomutiliny byly izolovany Rleurotus mutilugPataka,

2009). Svoji pitomnosti v bakterialni bice pisobi na ribozomalni podjednotky.
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Diterpeny jsou Sirokospektralni ATB pouZivana u raperéni zpisobenych
mykoplasmaty, gram-pozitivnimi nebo gram-negativinimikroorganismy. Mezi
vyznamné zastupce pattiamulin a valnemulin, jeZ jsou vyuZivany zejména

veterinarni praxi (Longt al, 2006).

1. 4. 14 Ansamycinova antibiotika
Ansamyciny jsou polosynteticka ATB se Sirokym gpei &inku. Fisobi proti

gram-pozitivnim a gram-negativnim bakteriim i aodém.

Do skupiny ansamycinfadime rifampicin a rifaximin. Rifampicin i rifamisi
blokuji DNA dependentni RNA polymerazu (Campbetl al., 2001; Végh, 2008).
Rifampicin se pouziva v kombinaci s dalSimi leky Igcbé tuberkul6zy. Rifamixin se
uplatiuje predevSim u chorob gastrointestinalniho traktu (Dahevt al, 2005; Julak,
2006).
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2. MECHANISMUS UCINKU ANTIBIOTI

K

Antimikrobialni latky zahrnuji Siroké spektrum raziych slogenin, liSicich se

nejen chemickym sloZzenim a strukturou, ale i

mikroorganismy psobi (Brazas et al., 2005).

Inhibition of cell
wall synthesis
Penicillins
Cephalosporins
Vancomycin
Bacitracin
Isoniazid
Ethambutol

Inhibition of pathogen's =
attachment to, or X
recognition of, host
Arildone

Inhibition of DNA

or RNA synthesis
Actinomydin Nucleotide
analogs
Quinolones
Rifampin

metabolic pathway
Sulfonamides
Trimethoprim

pdozita &inky, jimiz na

Inhibition

of protein
synthesis
Aminoglycosides
Tetracyclines
Chloramphenicol
Macrolides

Disruption of
cytoplasmic
membrane
Polymyxins
(Polyenes are
antifungal)

Inhibition of general

Obrazek ¢. 3: Mechanismy ®inku antibiotik (p Fevzato z http://www2.bc.cc.ca.us/)

2. 1 Inhibice burééné sgny

Na povrchu bakterialnich bgk se vyskytuje buitna stna. Jedna se o pevny

Gtvar, chranici bitku pred mechanickymi i chemickymi vl

vy. Na zakkapji struktury,

sloZeni a barvitelnosti dle Grama, se rozliSug dkupiny mikroorganisiiy tzv. gram-

pozitivni nebo gram-negativni bakterie.

Bakterialni bugi¢cné stna je nejvhodgsi cil pro gisobeni ATB, vzhledem k jeji

absenci u Ziv&isSnych eukaryotickych bwk. ATB pusobic

tak vykazuji relativa nizkou toxicitu (Koningt al., 2002).

i na syntézu baneé stny
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Gram-pozitivni bakterie maji b&&nou stnu tva‘enou silnou vrstvou navzajem
spojenychiettzcal peptidoglykanu (Josephinet al, 2006). Jeho zakladem jsou dva
aminocukry, B-vazany N-acetylglukosamin a N-acetylmuramova kpselkteré jsou
propojeny peptidovymirettzci zakogenymi aminokyselinami D-alanyl-D-alaninem
(D-Ala-D-Ala) (Macheboeufet al, Josephineet al, 2006). Kompletni buitna stna

vznika odstpenim D-alaninu a napojenim k polypeptidovétizci.

Gram-negativni bakterie obsahuji slabsi vrstvu idegtykanu. Oproti gram-
pozitivnim bakteriim obsahuje b&ma stna navic viSi membranu, tv@nou
fosfolipidy a lipopolysacharidy. Na svém povrchu mmooho receptdr pro cukry,
aminokyseliny a vitaminy. \WjSi membrana brani fimiku hydrofilnich ATB a jejich
vazlke na proteiny (Beveridge, 1999).

lipoteichoova kyselina

lipopolysacharid

teichoova kyselina
27

effluxni pumpa

= \peptldoglykan g vnéj§i membrana

e W
G

a enzymy

periplasmovy prostor

N ARy, wg stlukturalm proteiny
Buné¢na sténa g.rampoznwmch a enzymy
bakterii o L.
Bunééna sténa gramnegativnich
bakterii

Obrazek €. 4: Struktura bun ééné s€ény gram-pozitivnich a gram-negativnich bakterii

(prevzato z http://www.betalaktamazy.cz)

Syntéza bu¥tné stny probiha verech krocich, v prvni fazi dochazi k vytemi
UDP-acetylmuramyl-pentapeptidu a jeho hrosmds buice. Poté dochazi ke spojeni
s UDP-acetylglukosaminem v polymeieiézec. Kondenzace prvniho peptidu je spjata
s D-alanyl-D-alanin syntetazou. V posledni étagyntézy bui&né sEny nastava

traspeptidazova reakce, kdy dochazi ke spojeni inéimho glycinu a zbytku
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pentapeptidu D-alaninu. Transpeptidaz§asinici se této reakce, se oanja jako
penicilin-vazebné proteiny (PBP) a jsou inhibovdeya-laktamovymi ATB (Guzman,
2008).

Vznik burg¢né stny ovliviwuji ATB v riznych fazich. Glykopeptidy inhibuji
posledni krok syntézy (Ghoadt al., 1995; Gurmaz, 2008). Cefalosporiny se vazi
piedevSim na PBP u gram-negativnich bakteriiigopi na autokatalytické enzymy
(McPheeet al, 2012).

Fosfomycin se dostava do bakterialninky aktivnim transportem. Dochazi
k blokaci fosfoenolpyruvat syntetazy a blokaci Kyse acetylmuramove. Fosfomycin
spolupisobi napiklad s beta-laktamy, aminoglykosidyfluorochinolony (Finch et al.,
2003; Michalopouloet al, 2011).

Glykopeptidova antibiotikagsobi i vzniku muramylpeptidu, ktery je séasti
peptidoglykanu gram-pozitivnich bakterii. Gram-ntegd bakterie jsou &&i témto
ATB rezistentni. Pokud hika tato ATB pijme, dochazi k zablokovani terminalniho
konce pro acyl-D-alanyl-D-alaninu a tim k poSkozbafééné stény. Enterokoky maji
schopnost nahradit D-alanin za D-laktat, a protw jproti glykopeptidm rezistentni
(Finchet al, 2003).

2. 2 Inhibice syntézy proteim

Proteosyntézou vznikaji proteiny, jejichZepny tvar a sloZeni je zadan
v genetické informaci uloZzené v nukleovych kysealimd Jednd se o slozity
mechanismus, ktery probiha u bakterialnichdaysfimo v cytoplasmi. Syntéza probih&a
na ribozomalnich podjednotkach 30S a 50S, kde addharodluZzovani peptidového
fetzce a vzniku novych proteindalezitych pro stavbu buné sény. Proteosyntézu
Ize rozdlit do nekolika kroki, aktivace aminokyselin, iniciace, elongace a teaoe
(Sipal, 1992).
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Growing protein

Amino adds  Chemical bond forms

At the ribosome, the RNA’s message
is translated into a specific protein.

Obrazek €. 5: Schéma proteosyntézy (evzato z http://forum.crtdb.com/)

ATB pusobici na 30S podjednotku ribozomu, brani prodl@adypeptidového
fettzce. Timto mechanismem cidkuji aminoglykosidova ATB, kdy dochazi
k nespravnemuiteni mRNA na ribozomu a celkovému zastaveni syntgdovin
(Greenwood, 1995; Finchet al., 2003). Tetracyklinova ATB jsou akti¥n
transportovana do bakterii, kde brani spojeni aatyistRNA s vazebnym mistem na
ribozomalni podjednotce. Tim blokuji prodlouzéstézce (Chopraet al, 2001).

Néktera ATB pisobi na 50S podjednotku, meziiadime chloramfenikpiehoz
mistem @dinku je transferaza, ktera spojuje aminokyselirpeptidovyietzec (Finchet
al., 2003). Na tento typ podjednotkyigobi i makrolidy, linkosamidy nebo diterpeny
(Leclercq, 2002). Makrolidy se vazi na volné ribwgoa tim brani vzniku inictaiho
komplexu (Finch et al., 2003). Linkosamidy branpiidyltrasferaze v prodluzovani
fettzce vazbou do mista, které je slozeno vyhkadnrRNA (Tensonet al., 2003).
Diterpeny inhibuji vazbou na ribozom peptidyltrasfai a naslednou proteosyntézu
(Longet al, 2006).

Mupirocin inhibuje RNA-syntetazu, tim dochazi kigwkni vzniku mRNA

a nepimo i syntézy bilkovin (Erduet al.,2008).
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2. 3 Inhibice syntézy nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny jsou sa@asti genetické vybavy kily. Jsou rozliSovany av
formy, DNA a RNA (Wilsonet al., 2010). Tyto molekuly nesou genetickou informaci
o struktue a pdadi aminokyselin v peptidovéretizci (Sipa) 1992).

Fosfatova
skupina

OH OH
Culcr

Obrazek €. 6: Struktura nukleotidu (p Fevzato z http://www.scfbio-
iitd.res.in/tutorial/gene.html)

Syntéza nukleovych kyselin tthe byt pozastavena uznych krocich. Mze
dochazet k inhibici purinovych a pyrimidinovych nedtidi, Spatné funkci templatové
DNA, blokaci polymerazy &astnici se replikace a Spatnéntagisu mRNA k sestaveni

proteinovéhdetézce.

Na DNA-gyrazu fisobi spolén¢ s chinoliny i aminoglykosidy a novobiocin.
Chinolony, jsou synteticky vyréh&d ATB pisobici na enzymy ptgbné k syntéze
DNA, DNA-gyrazu a topoizomerazu (Weigel al, 2002). Oba enzymy se skladaji za
dvou variant, z nichz jedna GyrA je u gram-negdtitarbakterii, a topoizomeraza IV je
u gram-pozitivnich bakterii (Onodeeaal., 2002).

Fluorochinolony, které maji mensi toxicitu nez dhiny, svou gitomnosti
uvnité bakterie rozplétaji dvousroubovici DNA (Bradley at, 2011; McPhee et al.,
2012). DalSim antibiotikem blokujicim syntézu nukigch kyselin je rifampicin, Finch
et al (2003) uvadi, Ze jehocinek spd@iva v inhibici DNA dependentni RNA

polymerazygimz zabr#éuje transkripci v bakterialni bce.
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2. 4 PoruSeni cytoplasmatické membrany

Cytoplasmatickh membrana je obal, ohEgjici vnitini prostor bakterialni
buiky, vyplnény cytoplasmou. Je tvena d¥ma vrstvami fosfolipid, mezi nimiz se
vyskytuji cetné proteiny. Cytoplasmatickh membrana je odgoa za stabilitu
a osmotickou integritu biky. Mimo to, jsou na ni lokalizovany enzymyastnici se
energetického metabolismu. Celistvost a spravn&ckirmembrany je nezbytna pro
preziti bakterialni biky (Cooper, 2000).

Funkci cytoplasmatické membrany mohou naruSit kaw@ antimikrobialni
latky, zejména polymyxiny B a E (Julak, 2006). ATBasobici na urovni

cytoplasmatické membrany jsou baktericidni.

Bacitracin, patici do skupiny polypeptidovych ATB,dpobi baktericidé na
gram-pozitivni organismy, vaze na isoprenyl pyrédas (Pavliet al, 2006). Polymyxin
B, ktery nevstupujeiiimo do buiky, je pouze kovalenthvdzan k membréna reaguje
s jejimi fosfolipidy. Tim dochézi k rychlé zme v propustnosti membrany a Uniku
ionta z buiky, coZ vede k jejimu umrti (Evaret al., 1999). Kolistin (polymyxin E)
zpisobuje depolarizaci membrany diky &m zastoupeni G4 a Md¢f* na povrchu
membrany (Conwayet al, 1997). Tato depolarizace ude byt ovliviena okolni

teplotou, rovnovdhou mastnych kyselin nebstovou fazi biiky (Finchet al, 2003).

2. 5 Inhibice metabolismu

Predstavuje dalSi mozny @gob, jak mohou ATB {sobit na bakterialni hiku.
Vyznamné jsou fedevsSim latky zasahujici do syntézy kyseliny lidtowktera
predstavuje esencialni sk®eninu, nezbytnou pro syntézu puria nukleovych kyselin.
Metabolismus kyseliny listové, vzhledem k jeho aduseu lidi, pedstavuje idealni

selektivni cil pro psobeni ATB (Bermingharat al, 2002).

Syntézu kyseliny listové ovliwji zejména sulfonamidy a trimethoprim,
s velkou vyhodou se vyuZiva i jejich vzajemna kamaloke (Julak, 2006).

Sulfonamidy, diky strukturni podobnosti s PABA, &dil po vniknuti do
bakterie o peménu PABA na dihydrofolat (Finclet al., 2003; McPheeet al, 2012).
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Trimethoprim, vazbou na dihydrofolatreduktazu kotitp@é inhibuje syntézu
tetrahydrofolatu (Julak, 2006).

Sulfonamidy, stejdn jako trimethoprim psobi bakteriostaticky. Jejich
vzajemnou kombinaci se dosahujgnlu baktericidniho (Stzer, 2008; McPheteal.,
2012).

]

OH i
M CH.~MNH C | COOH COOH
/L MH+-CH=CH,=CH,
= =
H,N N N

Beysabna histova

kysalina p-aminobenzensulfonoys amed kysehiny p-aminobanzensulfonoys [suifarlo)
[sulanikova) = Sylfani lamid

Obrazek ¢. 7: Amidy sulfonovych kyselin (http://inf3.1f1.cuni.cz/)
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3. TESTOVANI CITLIVOSTI

Testovani citlivosti mikroorganisinna ATB je jednim z nejvyznamyjSich
postum pii praci v mikrobiologické laborato (Kerr, 2005). VySdeni citlivosti se
provadi za telem zjistit, zda a do jaké miry je mikroorganisnaitivy na dané ATB.

Vysledky ziskané viznych laborattich se mohou zrtag liSit (Ataeeet al., 2012).

Ke zji¥ovani &innosti antibiotik se wvyuzZivaji metody kvalitativni
a kvantitativni (Valdivieso-Garciat al., 2009). Za refereni techniku je povaZzovana
agarova dilani metoda, vyznajici se vysokou i@snosti vysledku. NejvyuzZivgsi
metodou stanoveni je vSak diskova difuzni metoda netativie snadné provedeni
(Votava, 2010).

Souhrn citlivosti bakterie na soubor antibiotijadtuje tzv. antibiogram, ktery
slouzi ke spravné interpretaci vyslédiDiky jeho zavedeni se lékanaze rozhoduije,

jaké ATB i daném onemocmi poda a v jaké koncentraci (Zapamtisal.,2005).

Citlivost mikroorganismi na ATB je vyjadovana hodnotami minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) nebo minimalni baktericidnhkentrace (MBC). MIC je
definovana jako nejnizsi koncentrace ATB, kter&ghopna viditelé pozastavit st
mikroorganismu (Andrewset al., 2001). MBC je koncentrace, ktera je schopna
vySefovany kmen usmrtit. Hodnoty MIC a MBC jsou ¢eg€ji udavany v jednotkach
mg/l neboug/ml (Espinosa-Cristobait al, 2012).

Hodnoty MIC a MBC se srovnavaji s tzv. hodnotouakrpointu. Jedna se
o0 koncentraci ATB, podle niZ Ize posoudit, zda j&roorganismus na dané ATB
citlivy nebo rezistentni. Hodnota se stanovuje aklatt hodnot stanovenych in vitro,
farmakokinetiky a farmakodynamiky ATB a Klinickélpwojevu infekce (Turnidget
al., 2007).

U vétSiny bakterialnich kmense k testovani citlivosti pouziva Mueller-Hinton
agar &. 2 & bujon, standardizovany na obsah?GaMg®, thyminu a tymidinu.
V piipac, Ze testovany kmen je citlivy na vyschndgiinaratny na Zziviny, se pevna
puda obohacuje 0 5 % berani nebaidice krve, nap rod Streptococcus(Pike et al,
2002).
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Bakteridlni suspenze pro testovani citlivosti na BATe pipravovana
z 24 hodinové kultury ve fyziologickém roztoku. iJejtenzita by nila odpovidat
0,5 stupni McFarlandovi zakalové stupnice, coz odid g@iblizné koncentraci
1x1@ bakterialnich bugk/ml (Swensoret al, 2001; Steinhauserowd al., 2008).

3. 1 Kvantitativni metody

Kvantitativni metody uma#uji presné stanoveni MIC nebo MBC. Jejich
nevyhodou je manualni n&most a vysoka spigba materidlu. Zkumavkova ddoi

metoda pdt k nejstarSim technikam v testovani citlivostirgenseret al, 2009).

3. 1. 1 Agarova dil&ni metoda
Agarova diléni metoda je povaZovana za refémnmetodu. Vyznéuje se

velmi presnym stanovenim hodnoty MIC, ovSem jeji nevyhogou vysoké finaéni
naklady (Saimaet al.,1999; Steinhauserow al.,2008).

MIC se u této metody hodnoti na agarovydddgrch, jez obsahujitfgno zvolené
koncentrace antibiotik. N&hstji se gripravuje 12 - 15 koncentraci jednoho ATB ve
dvojkovémiedini. Jedna miska vzdy obsahuje jednu koncentraci,Aal@nize byt na

ni naadkovano ¥tsi mnozstvi bakterialnich kmeiiKelly et al, 1999).

Po nagkovéni se plotny inkubuji 24-48 hodiii 87°C (Saimaret al, 1999). Po
provedené inkubaci se afigd MIC, jako nejnizSi koncentrace ATB, ktera wadie

potlatuje nist mikroorganismu (Kellet al, 1999).

3. 1. 2 Bujonova dil&ni metoda

Bujonova dilgni metoda mze byt provadna ve zkumavkach nebo v jamkéach
mikrotitratnich destiek. Standardni metoda kéeni citlivosti neni doposud jasn
definovana. Ke stanoveni se pouziva M-H bujon slbbsi ATB v odstufovane
koncentraci, nap dvojkovym fedénim. Bujon se poté dkuje ripravenym inokulem
o vhodné hustét bakteridlnich bukk. Nésled® jsou zkumavky inkubovany za
optimalnich podminekip37°C po dobu 24-48 hodin. Po pedie inkubaci se sleduje,
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e

al., 1999).

Minimalizaci dilini metody ziskdvame tzv. bujonovou diii mikrometodu,
ktera se provadi v mikrotittaich destikdch. Vyznéuje se snadnou proveditelnosti,
moznosti testovat na jedné dése vice kmefh na fizna ATB a menSi spia@bou
materialu. Nevyhodou této metody je ovSem neshadméeznani kontaminace
(Jorgensewt al, 2009).

Koncentrace testovaného ATB jsou v kazdéaudku mikrotitr&ni desttky
rizné, bakterialni suspenze, bylenodpovidat 0,5 stupni dle McFarlanda. Kewvané
desttky jsou inkubovany ) 37°C po dobu 24 hodin, poté se hodnoti MIC. tadese
provadi proti kontrole po umisti na tmavou podloZzku. Hodnoti se zakalippdré
sediment, ktery zrid narfist mikroorganismu. MIC je prvni jamka bez viditehoétistu
(San Gabriekt al, 2004).

-

Obrazek ¢. 8: Mikrodilu éni metoda (prevzato z http://old.If3.cuni.cz/)

3. 1. 4 E-test

E-test je hoja vyuzivanou metodou v mikrobiologickych laborath po celém
swté. Jedna se o techniku kombinujici principy kvaintaich a kvantitativnich metod,

kterd je zaloZena na principu difuznich metod.
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Na agarovou plotnu s M-H agarem, ktera jechkavana bakterialni suspenzi, je
piikladan inertni prouzek napéfty fadou koncentraci jednoho ATB. Po inkubaci
24 hodin pi 37°C se u citlivych kmeainvytvéi inhibiéni zéna ve tvaru kapky. V mést
kde se Sgika kapky dotykd prouzku, se dad& hodnota MIC (Kellyet al, 1999;
Votava, 2010; Erfaret al.,2012).
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Copyright & 2004 Paarson Education, Ing., publishing as Bersamin Cumenings.

Obrazek €. 9: Vzhled inhibiéni zény u E-testu (gFevzato z http://classes.midlandstech.edu/)

3. 2 Kvalitativni metody

Kvalitativnimi testy jsme schopni ¢&it, zda je testovany kmen na dané ATB
citlivy nebo rezistentni. Nejfdezit¢jSim a nejpouzivaiSim testem je diskova difuzni
metoda, jejiZz vyhodou je snadna proveditelnostlative¢ nizké naklady. Nevyhodou
testu je nemoznost jejiho uziti u némygch mikroorganisr (Jorgenseret al, 2009;

Ataeeet al, 2012).

3. 2. 1. Diskovy difuzni test
Diskovy difuzni test se provadi na M-H agaru, ktprg naréné bakterie mize
byt obohacen o 5% beranich erytracyia nagkovanou plotnu jsou nanaseny disky

s ukitou koncentraci ATB (Kellyet al.,1999).
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Obrazek €. 10: Diskova difuzni metoda (http://old.If3.cuni.a/)

Béhem inkubace dochazi kdifuzi ATB doiqy a zaroveé vytvéeni
koncentraniho gradientu okolo disku. Po 24-48 hodinové irdaibpi 37°C jsou
méreny pameéry inhibicnich zén, které jsou srovnavany s tabelovanymi btaimi pro
citlivé kmeny (Jorgenseet al, 2009). Pokud je mikrob citlivy, je inhii z6na ¥tSi
nez zéna udana vyrobcem. V ¢pam gipact je kmen k ATB rezistentni (Votava,
2010).

Obrazek €. 11: Inhibiéni zény u diskového difuzniho testu (fevzato z http://www.szu.cz/)
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4. REZISTENCE NA ANTIBIOTIKA

Zavazné infekce vyvolané bakteriemi rezistentninbE¢ pouzivanym ATB,
jsou jednim z hlavnich problém21. stoleti v celosstovém zdravotnictvi. V dnesni

doke je l&tba antibiotiky samadzjmosti a mnohdy i nutnosti.

V odborné literatie Ize najit informace o wastajicim pdétu rezistentnich
bakterii na ATB, dochazi ke vzniku multirezistestnkmerd, vznikajici hromaghim
geni, které koduji rezistenci nebo dgepro efluxnic¢erpadla (Nikaido, 2009). Obetn
Ize rezistenci roz#lit na pirozenou a ziskanou (Spizek, 1999, Alanis, 2005).

Rezistence &i antibiotikim ohroZzuje moderni é&bné postupy, jakymi jsou
napiklad transplantace orgénimplantati a protéz, kde antibiotika hraji vyznamnou
roli v bezpénosti pacient (Spizek, 1999). Rezistenceu#e vzniknout opakovanym

podavanim nevhodnych antibiotik.

Piirozena rezistence

Prirozena rezistence je dana druhem bakterie a jgirozenymi vlastnostmi
(Tenover, 2006). Je #pobena nizkou citlivosti cilové struktury nutné pravazani
antibiotika. Mize tak dojit ke strukturdlnim zmam bugcné sény, ribozomi,
vazebného mista nebo vypuzenim ATB akyu(Julak, 2006; Tenover, 2006).

deletovana cast
chromozomu

Normalni deletovany
chromozom chromozom

Obrazek ¢. 12: Delece chromozomu (upraveno dle http://www.amatal.cz/)

Prirozere rezistentni jsou ndklad gram-negativni tynky na beta-laktamoveée
ATB penicilin, z divodu produkce beta-laktaméaz, které oteviraji baksaimovy kruh
a tim¢ini antibiotika nefunknimi (Spizek, 1999; Julak, 2006).
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Efluxni mechanismus se upiaje hlavré pii kolonizaci a Bhem infekce, kdy
patogen napadd hostitelskou itk@Nikaido et al., 2012). Bakterie jsou schopny ATB
Z buiky odstranit pomoci efluxnihéerpadla ped obsazenim cilové struktury (Tenover,
2006). Streptokoky jsou odolné&dr aminoglykosiadim, dochazi k deaktivaci fugki
skupiny (Tothet al, 2012).

Ziskana rezistence

Ziskana rezistence se da réldna chromozomalni a extrachromozomalni.
Chromozomalni rezistence vznika #mu v genetické informaci (Tenover, 2006).
Extrachromozomalni rezistence jgepaSena pomoci rezistentnich genmatéské do

dceiné buiky pomoci plasmidl, transpozot ¢i genovych kazet (Cohest al., 1972).

Pri chromozomalni ziéné se niize jednat o deleci, substitugiiadici. V piipact
delece dochazi k odstrar plrné funkéniho genu. U substituce je naopak@dni gen
nahrazen jinym, s jinou genetickou informaci. Adeespojena siidanim noveho genu

do celkové genetické informace (Toland, 2011).

Prenos rezistentniho genu u#e byt zprogedkovan plasmidy, coz je
nejvyznamgjSi mechanismus, upfatjici se u mikroorganistn Dochazi tak ke vzniku
velice stabilni rezistence (Julak, 2006). Plasnty kruhové molekuly DNA, které se
replikuji nezavisle na bakterialnim chromosomu. kwhez problému prostupovateg

piekazky, kdy rychlost gni je zavisla naiznorodosti bakterii (Svaet al.,2011).

Dale mohou rezistentni genyegméset tzv. transpozony neboli skékajici geny,
kdy dochéazi ke vkladani kratkych u§eRNA do genetické vybavy bakterie (Houser,
2008).

Rezistentni geny mohou bytemaseny i pomoci genovych kazet, kratkych tisek
DNA, které umo#uji pohyb restriknich geri. Schopnost bakterie genové kazety
piijimat je spojena siftomnosti transpozdina integrirh (Spizek, 1999; Julak, 2006).
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ZAVER

Antibiotika jsou latky pirodniho nebo polosyntetickéhaiyodu, které jsou
vyuzivany v terapii infeknich onemoceni. Dle jejich @&inku se antibiotika rozliSuji na
bakteriostaticka, zastavujiaist a mnozZeni mikroorganishrmebo baktericidni, schopna

mikroorganismy fimo usmrtit.

Latky s antimikrobialnim €nkem tvai velmi riznorodou skupinu, liSici se
nejen strukturou, ale i schopnostitupiku skrze bakterialni &u a mechanismem
acinku na mikroorganismy. Antibiotika mohouagobit na syntézu bgtné sény,
nukleovych kyselin nebo bilkovin, dale mohouigpbit porusSeni cytoplasmaticke

membranu a jejich funkci nebo oviwat metabolismus mikroorganifm

Studovani jednotlivych mechanigmicinku je dilezité pro specifickou tébu.
Kombinovanim antibiotik stiznym mechanismemdéinkam, se niZze zabranit vzniku
rezistence. Knejvice pouzivanym antibidtik pati beta-laktamy, tetracykliny
a fluorochinolony.

V sowasné dob je stéle wtSim problémem zvySujici se rezistence
mikroorganisni na @zn¢ uzivana antibiotika. N&asgjSi pricinou této rezistence jsou
zmeény v genetické informaci mikroorganisinkteré vznikaji v dsledku nadrérného
uzivani antibiotik. Vznikaji tak multirezistentnimeny, vyskytujici se négpstji
v nemocnénim prostedi, kde napadaji imunodeficitni pacienty. Préito kmemm se
v sowasnosti provadi fada vyzkunmi scilem objevit nové dnne latky

s antimikrobialnim fisobenim.

Stanoveni citlivosti mikroorganismu na antimikrdhia latky, je jednim
ze zakladnich ukanprovadnych v mikrobiologické laborato Rutinng jsou vyuzivany
metody kvalitativni, jejichZ principem jsou tzvfulzni techniky a metody kvantitativni,
umoziujici stanovit dinnou koncentraci ATB. Z kvalitativhich metod jéZ¢ uzivana
diskova difuzni technika. Do skupiny kvantitatiimienetod jsoufazeny agarova
a bujénova diluce nebo E-test, kombinujici prindgpucnich a difuznich technik.

Za referemini metodu je povazovana agarova dhilumetoda.
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