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Zaradi vse pogostejSega pojava bakterijskih izolatov, ki so odporni proti
posameznim ali celo ve¢ razli¢nim antibiotikom (med temi najpogosteje omenjamo
proti meticilinu odporne izolate Staphylococcus aureus-MRSA, proti vankomicinu
odporne izolate enterokokov-VRE in nekatere druge) je zdravljenje zapletenih
bolnis$ni¢nih okuZzb vse tezje in potreba po razvoju novih protibakterijskih sredstev
vse vecja. Na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani se ukvarjajo z
nacrtovanjem in sintezo novih protibakterijskih ucinkovin. Eden od njihovih
projektov je tudi razvoj inhibitorjev Mur encimov. Spojinam, nacrtovanim kot
inhibitorji Mur encimov, smo z metodo makrodilucijskega antibiograma v bujonu
uspesno ovrednotili ucinkovitost v obliki minimalne inhibitorne (MIK) in
minimalne baktericidne (MBK) koncentracije. Testirali smo obcutljivost
standardnih bakterijskih sevov in klini¢nih izolatov za 12 spojin. Protibakterijsko
ucinkovitost so pokazale 3 spojine, in sicer KNZ-21b, KNZ-22b in KNZ-52.
Obcutljivost za aktivne spojine smo zaznali le pri po Gramu pozitivnih bakterijah.
Najvecjo ucinkovitost je pokazala spojina KNZ-52, saj smo pri standardnem sevu
Enterococcus faecalis ATCC 29212 MIK ovrednotili kot 16 pg/ml, pri S. aureus
ATCC 29213 pa kot 8 pg/ml. KNZ-52 je pokazala tudi baktericidni uc¢inek, ostale
pa ne. Spojine so pokazale protimikrobno u¢inkovitost tudi pri klini¢nih izolatih.
Tudi tukaj je bila najbolj ucinkovita spojina KNZ-52. MIK smo pri proti meticilinu
obcutljivih S. aureus in pri MRSA ovrednotili kot 8 pg/ml oz. 16 pg/ml, pri za
vankomicin obcutljivih E. faecalis in E. faecium prav tako 8 pg/ml oz. 16 pg/ml,
pri VRE pa je MIK znasSala od 0,5 pg/ml do 16 pg/ml. Nasa pricakovanja smo
izpolnili, saj so tri spojine pokazale protimikrobno ucinkovitost, katerim smo
uspesno ovrednotili uc¢inkovitost v obliki MIK in MBK. Za potrditev primernosti
spojin kot protimikrobnih zdravil so potrebne $e nadaljne raziskave.
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Recurrent emergence of bacterial isolates, resistant to one or more antibiotics (the
most important of them are methicilin-resistant Staphylococcus aureus — MRSA
and vancomycin-resistant enterococci-VRE) and spreading rapidly, becomes one of
the main problems in many hospitals. Infections caused by multi-drug resistant
bacteria are difficult to cure, therefore the need for development of new active
antimicrobial agents is constantly growing. The Faculty of Pharmacy, University of
Ljubljana is engaged in the design and synthesis of new antibacterial compounds.
One of their projects is the development of Mur enzyme inhibitors. With the
macrodilution method we tested 12 new antibacterial compounds. We successfully
evaluated the efficacy in the form of minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum bactericidal concentration (MBC). We tested susceptibility of standard
bacterial strains and clinical isolates of all 12 compounds. Antibacterial efficacy
have shown only three compounds, namely: KNZ-21b, KNZ-22b and KNZ-52.
Susceptibility for active compounds was detected only in Gram positive bacteria.
The most efficacy showed the compound KNZ-52. The values of MIC of
Enterococcus faecalis ATCC 29212 were 16 pg/ml and of S. aureus ATCC 29213
were 8 pg/ml. KNZ-52 also showed bactericidal activity, while others did not.
Active compounds have shown efficacy in the clinical isolates, the most effective
compound was KNZ-52. The values of MIC for methicilin-susceptible S. aureus
and MRSA were evaluated as 8 ug/ml and 16 pg/ml, for vancomycin-susceptible E.
faecalis, and E. faecium also as 8 pg/ml and 16 pg/ml and for VRE from 0.5 pg/ml
to 16 pg/ml. Our expectations were fulfilled, as the 3 compounds showed
antimicrobial efficacy, to which we have successfully evaluated the effectiveness in
the form of MIC and MBC. Further researches are still needed to confirm the
suitability of the compounds as antibacterial agents.
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1 UVOD

Antibiotiki so eno najpomembnejsih odkritij v medicini v 20. stoletju. Odkritje penicilina
leta 1928, predvsem pa njegova Siroka uporaba v klini¢ni praksi dobrih deset let kasneje,
sta pomembno vplivala na zdravljenje in izid infekcijskih bolezni. Delujejo tako, da
zavirajo rast bakterij ali pa jih razgradijo in s tem ubijejo. V medicini jih uporabljajo
predvsem za zdravljenje bakterijskih okuzb. Zaradi Siroke uporabe antibiotikov pa so se
zaceli pojavljati sevi bakterij odporni proti posameznim ali proti ve¢ razlicnim

antibiotikom (Ribic¢, 2005).

Pojav bakterijske odpornosti proti antibiotikom poznamo ze od samega zacCetka njihove
uporabe v zdravljenju bakterijskih okuzb. Selekcijo odpornih bakterijskih sevov namrec
omogoca predvsem mnozi¢na in mnogokrat nekriti¢na uporaba antibiotikov. Tako je zaradi
Siroke uporabe penicilina Ze konec 40. let prejSnjega stoletja priSlo do selekcije proti
penicilinu odpornih bakterijskih sevov. Odpornost se je najprej pojavila pri bakteriji
Staphylococcus aureus, ki je Ze okoli leta 1950 razvila ve¢ kot 50 % sevov, odpornih proti

penicilinu (Seme, 2002a).

Problem odpornosti po vsem svetu je zelo narastel z odkritjem veckratno odpornih bakterij,
ki povzrocajo tezave pri zdravljenju Stevilnih okuzb. Med njimi so najbolj znani proti
meticilinu odporni izolati Staphylococcus aureus (MRSA iz angl. methicilin-resistant S.
aureus), izolati enterobakterij, ki izlo¢ajo laktamaze beta z razSirjenim spektrom delovanja
(ESBL iz angl. extended spectrum betalactamases) in proti vankomicinu odporni izolati
enterokokov (VRE iz. angl. vancomycin-resistant enterococci) (MacDougall in Polk,

2005).

K Sirjenju proti antibiotikom odpornih bakterij prispevajo Stevilni dejavniki okolja, ki
ustvarjajo selekcijski pritisk. Tako Siroka, nepravilna in nekritina uporaba antibiotikov v
bolniSnicah in zunaj njih poveca selekcijski pritisk in omogoci pojav odpornih bakterij v
tem okolju. Za omejitev Sirjenja okuzb in uc¢inkovito zmanjSanje bakterijske odpornosti je

zelo pomembno hitro in zgodnje odkrivanje odpornih izolatov. Pomemben del boja proti
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bakterijski odpornosti pa predstavlja tudi smotrna uporaba antibiotikov (Madigan in sod.,

2003).

Razvoj novih protimikrobnih spojin je dandanes klju¢nega pomena, saj se povecuje tako
Stevilo okuzb, odpornih proti trenutno razpolozljivim antibiotikom, kot se mnozi pogostost
razSirjenja infekcij, ki so posledica vse hitrejsih in v razdaljah vse obseznejSih potovalnih

navad ¢loveka.

Mur encimi (MurA, MurB, MurC, MurD, MurE in MurF), ki katalizirajo znotrajcelicne
stopnje biosinteze peptidoglikana, so postali pomembne tare za racionalno nacrtovanje
njihovih inhibitorjev kot potencialnih novih protimikrobnih uc¢inkovin (Zoeiby in sod.,

2003).

Razvoj novih protimikrobnih sredstev pa Zal zaostaja za potrebami, saj farmacevtski razvoj
namre¢ ni nikakor dovolj hiter, da bi z novimi u¢inkovinami sledil sposobnosti razvoja
odpornosti mikroorganizmov. Da lahko razvijejo nov antibiotik do stopnje, ko ga lahko
uporabimo pri ljudeh, je povprecno potrebno 15 let, cena razvoja enega antibiotika pa je
okrog 800 milijonov evrov. Ceprav je bilo do danes razvitih ve¢ kot 100 vrst antibiotikov,
jih je zaradi razvoja odpornosti v uporabi le Se priblizno tretjina. Strokovnjaki ocenjujejo,
da bi, ¢e razmer ne bi nadzirali in ustrezno ukrepali, v 12 letih ostali brez uc¢inkovin
antibiotikov. Vrnili bi se v obdobje pred njihovim odkritjem, ko so ljudje zaradi

infekcijskih bolezni mnozi¢no umirali (Ribi¢, 2005).
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1.1 NAMEN DELA

V diplomski nalogi smo Zzeleli ugotoviti protimikrobno aktivnost novih potencialnih
inhibitorjev Mur encimov tako, da smo testirali ob¢utljivost standardnih bakterijskih sevov
in sevov iz klini¢nih vzorcev za te spojine. V ta namen smo uporabili 12 razli¢nih spojin,
ki naj bi imele protimikrobno aktivnost. Zeleli smo opredeliti minimalno inhibitorno
koncentracijo (MIK) in minimalno baktericidno koncentracijo (MBK). Obcutljivost
izbranih bakterij smo dolo€ili kvantitativno z dolo¢anjem MIK z makrodilucijskim
antibiogramom. Po dolocanju MIK smo dolocili S¢ MBK s pomoc¢jo nacepitve na krvni

agar in Stetjem kolonij.

Pri¢akovali smo, da bosta vsaj dve spojini pokazali protimikrobno aktivnost. Pri¢akovali
smo, da bodo spojine aktivne proti po Gramu pozitivnim bakterijam (stafilokoki,
enterokoki), ne pa proti po Gramu negativnim bakterijam. Predvidevali smo, da bodo tudi

med posameznimi vrstami oz. skupinah dolocene razlike v obcutljivosti.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 KLINICNO POMEMBNE BAKTERIJE

Enterobakterije

Enterobakterije sodijo v druzino Enterobacteriaceae. Ker so Stevilne vrste iz te druzine
prisotne v ¢loveskem in Zivalskem Crevesju, jim reCemo tudi Crevesne bakterije. Zanje so
znacilne naslednje latnosti: so po Gramu negativni bacili, imajo katalazo, nimajo oksidaze,
ne tvorijo spor, fermentirajo glukozo in druge sladkorje in pri tem tvorijo plin, reducirajo
nitrate v nitrite.

Nekatere vrste so povzrociteljice bolezni pri ljudeh, zivalih in rastlinah. Pri ¢loveku
najpogosteje povzrocajo €revesne in zunajérevesne okuzbe. Enterobakterije zelo pogosto
izoliramo iz klini¢nih vzorcev (predstavljajo okrog 50 % vseh izoliranih bakterij v
klini¢nih laboratorijih). Pogosto povzrocajo okuzbe prebavil (Salmonella spp., Shigella
spp., Escherichia coli, Yersinia spp.), seCil (Escherichia coli, Proteus spp., Klebsiella spp.,
Morganella morganii), osrednjega Ziv€evja (Escherichia coli), spodnjih dihal (Klebsiella
spp., Enterobacter spp.), krvi (Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp.)
(Andlovic, 2002).

Staphylococcus aureus

Je po Gramu pozitiven kok, ki se ureja v grozdu podobne skupke. Je katalaza pozitiven,
negibljiv, nesporogen fakultativni anaerob, ki ima koagulazo. Pri 20-30 % odraslih oseb
kolonizira nosnici, podpazdusna predela, noznico in zrelo. Poglavitne okuzbe s S. aureus
so invazivne okuzbe koze, mehkih tkiv, dihal, kosti, se¢il in osrednjega Zivevja
(Banneman, 2003).

S. aureus je eden poglavitnih povzrociteljev okuzb v bolniSnicah in domacem okolju.
Resen problem v bolniSnicah predstavljajo proti meticilinu odporni sevi MRSA (Rezar in

Trampuz, 2002).

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa je po Gramu negativen aeroben bacil. Je nesporogen,

nefermentativen in ima oksidazo. Ima Stevilne virulentne dejavnike: polarne piluse,
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encime, toksine, v nekaterih okoliS¢inah pa Se polisaharidno kapsulo. Tvori dva
eksotoksina (A in S) ter endotoksin. Poglavitne okuZbe so okuzbe ran, opeklin in secil,
pljucnica ter sepsa (Mueller-Premru, 2002).

P. aeruginosa je v bolni$nicah najpogostejsi povzrocitelj okuzb med nefermentativnimi
bakterijami, saj lahko kolonizira prebavila tudi do 26 % bolnikov. V bolnisnicnem okolju
ga lahko najdemo v pitni vodi, bazenih, razkuzilih, na surovem sadju in zelenjavi. Prenasa

ga lahko celo medicinsko osebje (Blanc in sod., 2007).

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae je po Gramu pozitiven kok, ki ga v mikroskopskem preparatu
prepoznamo po tem, da tvori diplokoke ali kratke verizice. Nima katalaze in oksidaze. Je
fakultativno anaerobna bakterija (bolje raste v atmosferi s 5 % CO;) s polisaharidno
kapsulo. Je pogost povzrocitelj pljucnice, bronhitisa, vnetja obnosnih votlin, srednjega

uSesa, meningitisa, bakteriemije in sepse (Ihan, 2002a).

Enterokoki

Enterokoki so katalaza negativni, po Gramu pozitivni koki, ki se v mikroskopskem
preparatu pojavljajo posamic, v parih ali kratkih verizicah. So fakultativni anaerobi, ki
vec¢inoma hidrolizirajo pirolidonil-B-naftilamid (PYR). So del normalne bakterijske flore
¢revesja in noznice, okuzbe pa povzrocajo, ko vdrejo v primarno sterilna podroc¢ja (Seme,
2002b).

So med najpogostejSimi povzrocitelji bolnisSni¢nih okuZb in so po pogostosti na tretjem
mestu, za bakterijama E. coli in S. aureus. Poleg okuZzb secil in ran povzrocajo v bolni$nici
tudi okuzbe v trebuSni votlini, okuzbe krvi, endokarditis in drugo. Znanih je 40 vrst
enterokokov, medicinsko pomembni sta predvsem vrsti Enterococcus faecalis in

Enterococcus faecium (Ribi€ in sod., 2007).
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2.2 ANTIBIOTIKI

Antibiotiki so ucinkovita antimikrobna sredstva. Navadno so proizvod zivih celic-gliv in
bakterij, lahko pa so, zlasti v novejSih Casih, izdelani s sintezno modifikacijo naravnega
antibiotika. Preprecujejo bakterijsko rast tako, da zavirajo sintezo celi¢ne stene,
nukleinskih kislin, celi¢nih beljakovin ali pa motijo delovanje plazemske membrane.
Njihovo ucinkovitost ugotavljamo in vitro z merjenjem minimalne inhibitorne
koncentracije in minimalne baktericidne koncentracije (Kotnik, 2001).

Antibiotike razdelimo v skupine glede na mehanizme delovanja in kemi¢no zgradbo. Po
uc¢inkih na bakterije so baktericidni in bakteriostati¢ni. Baktericidni antibiotiki poskodujejo
mikroorganizem tako, da se ni ve¢ zmozen razmnoZzevati, medtem ko bakteriostati¢ni
razmnozevanje samo zavrejo. Glede na mehanizem delovanja razlikujemo 4 vrste
antibiotikov, in sicer takSne, ki preprecujejo sintezo celicne stene, delujejo na sintezo
znotrajceli¢nih beljakovin, vplivajo na sintezo jedrnih kislin in ovirajo dejavnosti povezane

s citoplazemsko membrano (Kotnik, 2002).

2.2.1 Zaviralci sinteze celi¢ne stene

Osnovna sestavina bakterijske celicne stene je peptidoglikan. Njegova osnova je iz N-
acetilglukozamina in N-acetilmuraminske kisline; molekuli sta izmeni¢no povezani v
dolgo polisaharidno verigo. Posamezne polisaharidne verige so s kratkimi peptidi
povezane v trdno mrezo, ki ovija bakterijsko celico. Peptidoglikanska mreza ovija po
Gramu pozitivne bakterije v Stevilnih plasteh in tvori do 50 % mase bakterijske stene,
medtem ko so po Gramu negativne bakterije ovite le z enojno ali dvojno plastjo
peptidoglikana (Than, 2002b).

Zaviralci sinteze celi¢ne stene vplivajo na uvr$anje N-acetilmuraminske kisline in N-
acetilglukozamina v peptidoglikansko verigo. Pri tem imajo pomembno nalogo encimi
karboksi-peptidaze in transpeptidaze. Na te encime se lahko veze penicilin in inaktivira
njihovo delovanje, zato jih imenujemo tudi penicilin veZoce proteine ali encime (PBP iz
angl. penicillin binding proteins). Kadar se zaviralci sinteze celicne stene vezejo z encimi
PBP, potrebnimi za zamrezenje sestavin bakterijske stene, pride do nakopicenja osnovnih

sestavin, kar sprozi bakterijski avtoliti¢ni sistem, ki celico razkroji (Kotnik, 2002).
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Poznamo tri vrste antibiotikov, ki zavirajo sinzeto celi¢ne stene. To so: betalaktami,

glikopeptidi in bacitracin.

Betalaktami

Betalaktami delujejo predvsem na po Gramu pozitivne mikrobe, vendar jih s sinteticnimi
nacini lahko naredimo primerne tudi za ubijanje po Gramu negativnih bakterij. So malo
toksi¢ni, pomembna slabost pa je, da lahko izzovejo nastanek preobcutljivosti. Med
betalaktami so najpomembnejsi penicilini, cefalosporini, karbapenemi in monobaktami

(Kotnik, 2001).

Glikopeptidi

Glikopeptidi delujejo tako, da se vezejo z acil-D-alanil-D-alaninom v peptidoglikanu in
preprecujejo dodajanje N-acetilglukozaminskih in N-acetilmuraminskih sestavin, potrebnih
za nadaljno rast celi¢ne stene. Med glikopeptidi je pomemben vankomicin (Kotnik, 2001).
Uporablja se za zdravljenje okuzb s proti meticilinu odpornimi stafilokoki in drugimi

bakterijami, odpornimi proti betalaktamskim antibiotikom (Mueller-Premru in sod., 2001).

Bacitracin

Deluje tako, da preprecuje obnovo lipidnega prenaSalca sestavin celi¢ne stene. Preprecuje
njegovo defosforilacijo, s tem pa ga naredi nezmoznega za prenasanje naslednjih molekul
N-acetilglukozamina (Kotnik, 2001).

Bacitracin uporabljamo le za lokalno zdravljenje, ker je sicer toksi¢en (Kotnik, 2002).

2.2.2 Zaviralci sinteze znotrajceli¢nih proteinov

Aminoglikozidi

Delujejo tako, da preprecujejo vezavo t-RNK za ribosomsko podenoto 70 S, s ¢imer
preprecijo zacetno proteinsko sintezo. Najbolj znan aminoglikozid je streptomicin, s
katerim danes zdravimo tuberkulozo. Druge aminoglikozide (npr. gentamicin) uporabljamo
pri okuZzbah, ki jih povzroc¢ajo po Gramu negativni bacili. Na po Gramu pozitivne koke ne

delujejo, izjema so stafilokoki (Kotnik, 2002).
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Tetraciklini

So Sirokospektralni antibiotiki. Z vezavo na ribosomsko podenoto 30 S prepreci vezavo
aminoacil-tRNA molekuli na akceptorsko mesto ribosoma in tako preprecijo sintezo
proteinov. Povzroc¢ajo razmeroma malo stranskih u¢inkov. S tetraciklini zdravimo okuZzbe,

ki jih povzro¢ajo mikoplazme, klamidije in rikecije (Chopra in Roberts, 2001).

Kloramfenikol

Deluje tako, da se veze na ribosomsko podenoto 50 S in zavre delovanje
peptidiltransferaze in s tem sintezo peptidnih vezi. Je bakteriostatiCen. Uporabljamo ga za
zdravljenje okuzb s po Gramu negativnimi mikroorganizmi, klamidijami in rikecijami.
Zlasti ucCinkovit je pri okuzbi z bakterijo Salmonella Typhi. Negativna lastnost
kloramfenikola je njegova toksi¢nost za kostni mozeg. Taka obolenja so sicer redka,

vendar zelo resna, saj lahko vodijo v aplazijo celic kostnega mozga (Kotnik, 2002).

Makrolidi

Makrolidni antibiotiki s Sirokim spektrom delovanja, so v manjSih koncentracijah
bakteriostati¢ni, v vecjih pa baktericidni. Eden izmed najbolj znanih makrolidov je
eritromicin, ki s svojo vezavo s 23S rRNK in ribosomsko podenoto 50 S preprecuje
translacijo proteinov. NovejSi makrolidni antibiotik je azitromicin, ki dobro prodira v
nevtrofilce in makrofage in ga uporabljajo za zdravljenje okuzb, katerih povzrocitelji so

yjeti v fagocitnih celicah (Murray in sod., 2002).

Piranozidni antibiotiki-linkozamidi

Tako kot makrolidi tudi linkozamidi (klindamicin, linkomicin) zavirajo sintezo proteinov,
saj se vezejo na ribosomsko podenoto 50 S, natan¢neje na 23 rRNK molekulo in blokirajo
podaljSevanje polipeptida. Z njim zdravimo okuzbe s po Gramu pozitivnimi bakterijami in

anaerobi (Petinaki in sod., 2008).
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2.2.3 Zaviralci sinteze jedrnih kislin

Sulfonamidi

Sulfonamidi so po kemic¢ni zgradbi podobni paraaminobenzojevi kislini, ki tekmujejo za
ista vezavna mesta na encimu dihidropteroat sintetazi. Posledi¢no je preprecena sinteza
tetrahidrofolne kisline in pirimidinov, osnovnih gradnikov nukleinskih kislin, in s tem je
prekinjena sinteza DNK. Sulfonamidi so bakteriostaticni kemoterapevtiki, ki jih v
klinicnem zdravljenju ne uporabljamo ve¢ pogosto zaradi vse vecjega pojava odpornosti
bakterij proti njim. Njihovo ucinkovitost povecamo v kombinaciji z drugimi
kemoterapevtiki, najpogosteje s trimetoprimom (sulfametoksazol in trimetoprim) (Brooks

in sod., 2004).

Trimetoprim

Je ucinkovit bakteriostaticen antibiotik, ki zavira delovanje encima dihidrofolne reduktaze
in na ta nacin preprecuje sintezo tetrahidrofolne kisline. Je bolj toksicen za prokarionte kot
za evkariontske celice, saj imajo encimi dihidrofolne kisline vecjo afiniteto vezave za
trimetoprim pri prokariontskih celicah. Pri zdravljenju bakterijskih okuzb ga velikokrat

uporabljamo v kombinaciji s sulfametoksazolom (Barrow in sod., 2007).

Kinoloni

Kinoloni zavirajo delovanje DNK-giraze, ki je potrebna pri podvojevanju DNK ter s tem
preprecujejo oblikovanje bakterijskega kromosoma. Predstavljajo eno pomembnejSih
skupin sintetiénih antibiotikov z baktericidnim delovanjem. Uporabljamo jih pri
zdravljenju sistemskih okuzb in okuzb se€il s po Gramu negativnimi atipi¢nimi

povzrocitelji (klamidije, rikecije). Najbolj znan je ciprofloksacin (Murray in sod., 2002).

2.2.4 Zaviralci delovanja celicne membrane

Zaviralci delovanja celiéne membrane selektivno zavirajo procese v plazemski membrani
in tako ovirajo razmnozevanje prokariontskih celic. Zaradi razli¢ne strukture evkariontske
in prokariontske membrane, zaviralci vefinoma niso toksi¢ni za evkariontske celice

(Kotnik, 2002).



Krope A. Testiranje obcutljivosti bakterij na nove potencialne inhibitorje Mur encimov.

Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2010 10

Polimiksini
So cikli¢ni baktericidni polipeptidni antibiotiki, ki delujejo podobno kot detergenti in
razgrajujejo fosfolipidni dvosloj. Uporabljamo jih za zdravljenje okuzb s po Gramu

negativnimi mikrobi. Najbolj znana sta kolistin in polimiksin (Tsubery in sod., 2005).

2.3 ODPORNOST BAKTERIJ PROTI ANTIBIOTIKOM

2.3.1 Vrste odpornosti

Odpornost proti antibiotikom je lahko naravna (intrinzi¢na) ali pa pridobljena.

Naravna odpornost bakterij proti antibiotikom je vedno znacilna za cel bakterijski rod in jo
pogojujejo genetske, strukturne in fizioloSke znacilnosti mikroorganizmov. Posamezne
bakterijske vrste ali rodovi so naravno odporni proti nekaterim antibiotikom, kadar nimajo
tarénih mest, na katera antibiotiki delujejo. Nekatere vrste bakterij z znacilno sestavo
celicne stene preprecujejo antibiotikom prodor do tarénega mesta njihovega delovanja.
Primer slednjega so po Gramu negativne bakterije, ko celicna stena deluje kot u¢inkovita
ovira v prepustnosti za antibiotik (Seme, 2002a).

Po Gramu negativne bakterije so naravno odporne proti naravnemu penicilinu, makrolidom
in glikopeptidom. Obicajno obcutljive pa so za semisintetske peniciline z ali brez
inhibitorjev laktamaz beta, aminoglikozide, cefalosporine, karbapeneme, kinolone in za
trimetoprim/sulfametoksazol (Kotnik, 2002).

Po Gramu pozitivne bakterije so naravno odporne proti aminoglikozidom, obcutljive pa za
peniciline, cefalosporine, karbapeneme, makrolide in glikopeptide.

Pridobljena odpornost proti antibiotikom je za razliko od naravne prisotna samo pri
posameznih sevih doloCene bakterijske vrste ali rodu. Lahko je posledica mutacije
kromosomskega ali plazmidnega gena ali pridobitve nove genetske informacije z genskim
prenosom iz druge bakterijske celice najpogosteje s konjugacijo ali transformacijo. Zaradi
nekaterih genov za odpornost, ki se prenasajo vezano, bakterije postanejo odporne proti
ve¢ skupinam antibiotikov (Seme in Poljak, 2001).

Med veckratno odpornimi po Gramu pozitivnimi bakterijami so najbolj pomembne S.
aureus, odporen proti meticilinu in drugim betalaktamskim antibiotikom, ki je pogosto

odporen Se proti makrolidom, linkozamidom, kinolonom in aminoglikozidom; proti
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vankomicinu odporni enterokoki, ki so lahko odporni tudi proti teikoplaninu in primer
Streptococcus pneumoniae, ki je odporen proti penicilinu in makrolidom (Mueller-Premru,
2001).

Odpornost je neizbezna posledica rabe protimikrobnih uéinkovin v humani medicini,
veterini in poljedeljstvu. Kljuéni dejavniki za razvoj so celokupna raba antibiotikov,
struktura rabe, rezim predpisovanja, ki vkljuuje viSino odmerka, trajanje zdravljenja,

nacin dajanja (parenteralno, oralno, topicno), pogostnost kriznih okuzb z odpornimi

mikrobi, navade prebivalstva in socialni pogoji (Cizman, 2008).

2.3.2 Mehanizmi odpornosti

Poznamo pet osnovnih mehanizmov bakterijske odpornosti proti antibiotikom (Seme,

2002a; Tenover, 2006), ki si prikazani v preglednici 1:

Preglednica 1: Osnovni mehanizmi odpornosti proti antibiotikom (Seme, 2002a; Tenover, 2006)

OSNOVNI MEHANIZMI

PRIMER

1. Sprememba tar¢nega mesta oz.
prijemaliSc¢a antibiotika

2. Encimska razgradnja antibiotika

3. Neprepustnost 0z. zmanjS$ana prepustnost
celicne membrane za antibiotik

4. Sprememba presnovne poti, na katero

deluje antibiotik

5. Aktivno iz¢rpavanje antibiotika iz
bakterijske celice z neke vrste aktivnim
transportom

Sprememba penicilin vezocih beljakovin-
PBP (angl. penicillin-binding proteins)

Razgradnja betalaktamskih antibiotikov z
laktamazami beta

Pri po Gramu negativnih bakterijah
sprememba porinov v celi¢ni steni

Preprecena sinteza timina v bakterijski
celici povzroc¢i odpornost proti
sulfonamidom in trimetoprimu

Odpornost po Gramu pozitivnih in po
Gramu negativnih bakterij proti
tetraciklinom
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2.3.3 Problem odpornosti in njeno omejevanje

Velik problem odpornosti bakterij proti antibiotikom predstavljajo bakterijski sevi, ki so
odporni proti ve¢ razlicnim antibiotikom.

Proti meticilinu odporen S. aureus je eden najpomembnejSih povzro€iteljev bolnisni¢nih
okuzb. MRSA je pogosto odporen tudi proti drugim antibiotikom in predstavlja izziv za
sodobno protimikrobno zdravljenje, predvsem odkar so se pojavili sevi z zmanj$ano
obcutljivostjo za vankomicin (Rezar in Trampuz, 2002).

Velik problem v zdravstvu, predvsem zaradi odpornosti proti Stevilnim antibiotikom in
zaradi Sirjenja sevov v bolniSnicah in drugih ustanovah za nego bolnih, predstavljajo proti
vankomicinu odporni enterokoki. Geni za odpornost proti vankomicinu se lahko iz VRE
Sirijo na druge enterokoke in tudi na druge po Gramu pozitivne koke, npr. S. aureus.
Strokovnjaki predvidevajo, da bi neuspesno obvladovanje sevov proti meticilinu odpornih
S. aureus in VRE lahko pripeljalo do neobvladljivosti proti vankomicinu odpornih sevov S.
aureus (Ribi€ in sod., 2007).

Sirjenje odpornosti proti antibiotikom je predvsem posledica $iroke in neustrezne uporabe
antibiotikov. V praksi se to kaZe z vse pogostejSimi neuspehi protimikrobnega zdravljenja
in tako se je potrebno sooc€iti z novimi klini¢nimi in ekonomi¢nimi izzivi za zdravljenje
okuzb z odpornimi sevi in izdelavo ¢im boljSih laboratorijskih testov za diagnostiko ter v
dolocenih primerih z zdravljenjem z drazjimi antibiotitki (Tenover, 2001).

Obvladovanje bakterij VRE in MRSA zahteva intenzivno ukrepanje. Potrebno je dejavno
iskanje koloniziranih in okuzenih, dosledno izvajanje osamitve bolnikov in njihovih stikov,
intenzivno izvajanje ukrepov za higieno rok (najpomembnejsi ukrep je razkuzevanje rok z
alkoholnim razkuzilom, ki naj nadomesti umivanje rok z milom v ve¢imi primerov),
¢iS€enje in razkuzevanje povrSin in opreme, pravilna raba protimikrobnih zdravil, redno
zbiranje epidemioloskih podatkov, predvsem pa je potrebno izboljsati ozaveScenost vseh
zdravnikov in sploSnega prebivalstva (Ribi€ in sod., 2007; Rezar in Trampuz, 2002).

Ker pa odpornost ni aktualen problem, pa¢ pa gre za "kroni¢no" bolezen, je edina prava
resitev iskanje novih protimikrobnih u¢inkovin, ki bi delovale na zaenkrat Se neizkoriscena

prijemaliS¢a v bakteriji (Livermore, 2005).
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2.4 RAZVO] NOVIH PROTIMIKROBNIH UCINKOVIN

Zaradi vse pogostejSe odpornosti bakterij proti antibiotikom, postaja iskanje novih
protibakterijskih ucinkovin, ki bi bile ucinkovite proti odpornim mikroorganizmom,
globalen izziv in pomembno podrocje raziskav farmacevtske industrije. V zadnjih 30 letih
razvoj protimikrobnih u€inkovin stagnira, kljub temu pa so na trzis¢e prisle ali pa so v
razvoju nekatere obetavne ucinkovine, ki delujejo predvsem na po Gramu pozitivne
bakterije (linezolid, daptomicin...). Zaskrbljujoce pa je, da zaenkrat ni niti v fazi I klini¢nih
raziskav nobene ucinkovine, ki bi razen na po Gramu pozitivne bakterije delovala tudi na

po Gramu negativne bakterije, z izjemo tigeciklina (Livermore, 2005; Bush in sod., 2004).

2.4.1 Bakterijska celi¢na stena kot taréno mesto za protimikrobne u¢inkovine

Klasi¢ni in neklasicni beta laktamski antibiotiki zavirajo stopnjo v biosintezi
peptidoglikana, ki je pomembna sestavina bakterijske celi¢ne stene. Z vedno globljim
razumevanjem biosinteznih stopenj peptidoglikana postajajo vse bolj zanimive tudi
znotrajceliCne stopnje biosinteze peptidoglikana, ki jo katalizirajo Mur encimi (MurA,
MurB, MurC, MurD, MurE in MurF). Ti encimi, za katere so Ze znane kristalne strukture,
so postali pomembne tarce za racionalno nac¢rtovanje njihovih inhibitorjev kot potencialnih

protimikrobnih u¢inkovin (Zoeiby in sod., 2003).

2.4.2 Mur encimi

MurA

Biosinteza peptidoglikana poteka v dveh stopnjah. Prva stopnja biosinteze prekurzorjev
poteka v citoplazmi. V tej stopnji nastajajo osnovni "sestavni deli" mureina, kot so N-
acetilglukozamin in N-acetil-muramilpentapeptid, in sicer v obliki derivatov uracil-
difosfata (UDP). V prvi stopnji biosinteze, ki jo katalizira encim Mur A, pride do prenosa

enolpiruvata iz fosfoenolpiruvata na UDP-N-acetilglukozamin (Zoeiby in sod., 2003).

MurB
Sledi redukcija UDP-N-acetilglukozamin enolpiruvata v UDP-N-acetilmuraminsko kislino,

ki jo katalizira encim MurB (Zoeiby in sod., 2003).
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Naslednje stopnje v biosintezi peptidoglikana katalizirajo od ATP odvisne aminokislinske
ligaze, ki v procesu biosinteze peptidoglikana na UDP-N-acetilmuraminsko kislino
pripnejo skupino petih aminokislin. Mednje spadajo MurC, MurD, MurE in MurF, ki
katalizirajo sintezo amidne oz. peptidne vezi. Kristalna struktura pri razli¢nih bakterijskih
vrstah je pokazala, da imajo vse §tiri skupno tridimenzionalno strukturo v treh domenah:
centralni, C-terminalni in N-terminalni. Centralna domena je odgovorna za vezavo ATP,
C-terminalna za vezavo aminokislinskega ostanka, N-terminalna pa za vezavo UDP-
prekurzorja. Encimi obstajajo v odprti in zaprti konformaciji, kar je najbrz posledica

vezave liganda (Zoeiby in sod., 2003).

MurC

Pripne prvo aminokislino, najpogosteje L-alanin, na UDP-N- acetilmuraminsko kislino.
Sestavljajo ga tri strukturne domene, na stiku katerih lezi aktivno mesto encima s
specifinimi mesti za tri substrate. Raziskave so pokazale, da se v poteku reakcije v svoje
vezavno mesto na mejni povrSini med centralno in C-terminalno domeno najprej veze
ATP, ob tem pa pride do pretvorbe encimov v aktivno konformacijo (Barreteau in sod.,

2008; Smith, 2006).

MurD

Naslednjo aminokislino, D-glutaminsko kislino, pripne encim MurD. V poteku reakcije v
svoje vezavno mesto na centralni domeni najprej veze ATP, naslednji UDP-N-
acetilmuramil-L-alanin in kot zadnja D-glutaminska kislina v vezavno mesto na C-

terminalni domeni (Bertrand in sod., 2000; Bertrand in sod., 1999).

MurE
Tretjo aminokislino, L-lizin, pri po Gramu pozitivnih bakterijah ali mezo-2,6-
diaminopimelinsko kislino pri po Gramu negativnih bakterijah, pripne encim MurE

(Zoeiby in sod., 2003).
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MurF
Pripne dipeptid D-alanil-D-alanin. Domene v samostojnem encimu MurF oblikujejo odprto
konformacijo v obliki polmeseca, kjer kataliza ni mozna, zato sklepajo, da pride med

vezavo substratov do zaprtja strukture (Barreteau in sod. 2008; Zoeiby in sod., 2003).

2.4.3 Inhibitorji Mur encimov

Encimi Mur so potencialne tare za razvoj novih protibakterijskih u¢inkovin. Raziskave
bakterijske genomike so potrdile, da so geni od mur4 do murF, ki kodirajo zanje, nujni za
obstoj bakterije, hkrati pa ugotavljajo visoko ohranjenost encimov Mur med razli¢nimi
bakterijskimi vrstami. To pomeni, da bi Mur inhibitor pri¢akovano izkazoval baktericidni
ucinek in Sirok spekter delovanja. Poleg tega ligaze Mur najdemo le pri bakterijah, kar resi
problem selektivne toksi¢nosti. Znano je tudi, da vsi encimi Mur kot substrat vezejo
molekulo z enakim strukturnim elementom, UDP-N-acetilmuramilno skupino, iz Cesar
sklepamo, da bi Mur inhibitor zaviral delovanje vecine encimov Mur in bil tako
ucinkovitej$i in manj podvrzen pojavu bakterijske odpornosti (Zoeiby in sod., 2003).

V literaturi je Ze opisanih nekaj inhibitorjev encimov Mur, vendar pa bodisi zaradi slabe
protibakterijske ucinkovitosti bodisi zaradi slabih farmakokineti¢nih lastnosti, kot so
absorpcija, porazdelitev, metabilizem in eliminacija, Se nobeden izmed njih ni priSel v
klinicno uporabo. Problem vecine je, da svoj inhibitorni ucinek izkazujejo zgolj na
izoliranih encimih, na celotno bakterijo pa nimajo uc¢inka (Zoeiby in sod., 2003).

Kot edini doslej klinicno uporaben inhibitor encimov Mur, ki kompetitivno kot analog
fosfoenolpiruvata inhibira MurA tako, da se kovalentno veze na cisteinski ostanek encima,

je fosfomicin (Gobec in Urleb, 1999).
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2.5 VREDNOTENIJE UCINKOVITOSTI PROTIMIKROBNIH UCINKOVIN

Kot pri vseh ostalih udinkovinah tudi ucinkovitost novega protimikrobnega sredstva
najprej preizkuSamo in vitro, Sele nato sledijo in vivo raziskave. Obcutljivost in po drugi
strani odpornost posameznega bakterijskega seva proti protimikrobni u€inkovini in vitro
dolo¢amo z antibiogramom, metoda pa je lahko kvalitativnega ali kvantitativnega tipa.
Koncentacije protimikrobne u¢inkovine, izbor testnih bakterijskih sevov, postopki izvedbe
antibiograma in interpretacija rezultatov so opredeljeni v mednarodnih standardih, vecina
drzav, ki lastnih standardov nima izoblikovanih, pa upoSteva priporoc¢ila CLSI (angl.

Clinical and Laboratory Standards Institute, ZDA).

2.5.1 Kvalitativnhe metode

S temi metodami kvalitativno dolo¢imo, za katere protimikrobne uc¢inkovine je posamezni

bakterijski sev obcutljiv.

2.5.1.1 Difuzijski antibiogram v agarju

To je preprosta in hitra metoda za doloCanje obcutljivosti za antibiotike pri hitro rasto¢ih
bakterijah. Primerno gosto suspenzijo ¢iste kulture zasejemo na povrsino trdnega gojis¢a v
petrijevki. Na zasejano plosc¢o polozimo standardizirane diske z razli¢nimi antibiotiki
(disk-difuzijska metoda oziroma Kirby-Bauerjev test) ali pa v agar oblikujemo luknjico, v
katero nanesemo protimikrobno ucinkovino znane koncentracije (difuzijska metoda z
luknjicami). Antibiotiki difundirajo v gojiS€e in zavirajo razmnozevanje obcutljivih
bakterij. Po inkubaciji izmerimo cono (v milimetrih) zaviralnega pasu okoli diska oziroma
luknjice. Izmerjene vrednosti primerjamo s standardi, ki so na voljo za posamezni
antibiotik in vrsto bakterij. Stopnjo obcutljivosti bakterijskega seva izrazimo kot obcutljiv
(S-senzitiven), zmerno obcutljiv (I-intermediaren) in neobcutljiv ali odporen (R-

rezistenten) proti protimikrobni uc¢inkovini (Ruzi¢-Sablji¢, 2003).
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2.5.2 Kvantitativnhe metode

S temi metodami dolo¢imo, v kolik§ni meri je bakterijski sev obcutljiv za protimikrobno
ucinkovino oziroma v kak$nih koncentracijah protimikrobna ucinkovina pokaze ucinek.
Dolo¢amo MIK, ki je najnizja koncentracija ucinkovine, ki popolnoma ali skoraj
popolnoma ustavi razmnozevanje in rast bakterij in MBK, ki je najnizja koncentracija

ucinkovine, ki unici vsaj 99,9 % standardiziranega bakterijskega inokuluma.

2.5.2.1 Dilucijski antibiogram

Pri kvantitativnem doloCanju obcutljivosti za doloceno protibakterijsko ucinkovino
uporabljamo metodo dilucijskega antibiograma. Dokazujemo, koliksna je MIK

posameznega antibiotika za doloceno vrsto bakterij.

Dilucijski antibiogram v teko¢em gojiScu

V serijo epruvet pripravimo razredCine protimikrobne ucinkovine z znanimi rastoCimi
koncentracijami, nato pa dodamo suspenzijo izolirane bakterijske ciste kulture. Po
inkubaciji ovrednotimo MIK kot najnizjo koncentracijo ucinkovine, kjer ne zaznamo
bakterijske rasti (Struthers in Westran, 2003).

Metoda je lahko mikrodilucijskega tipa, kjer uporabljamo mikrotitrske plos€ice z
vdolbinicami in manjSe volumne, rezultate pa ovrednotimo z merjenjem gostote rasti, ali
makrodilucijska, kjer uporabljamo epruvete in vecje volumne, rezultate pa ovrednotimo
vizualno z opazovanjem bistrosti oziroma motnosti gojisca.

Po dolocanju MIK lahko dolo¢imo S$e baktericidno delovanje antibiotika. Vse razred¢ine
protimikrobne uc¢inkovine, kjer ne pride do bakterijske rasti, precepimo na trdno gojisce
brez antibiotika. Po inkubaciji ugotavljamo pri kateri razred¢ini antibiotika so vse bakterije
unic¢ene (trdno gojis€e ostane sterilno). Ta razred¢ina antibiotika je MBK, ki ubije vsaj

99,9 % standardiziranega bakterijskega inokuluma (Ruzi¢-Sablji¢, 2003).

Dilucijski antibiogram v agarju
Agar-dilucijsko gojisce je gojisce, ki ima Ze vgrajeno protimikrobno uc¢inkovino v dolo¢eni

znani koncentraciji, ki zavira rast nekaterith mikroorganizmov. Nanj nanesemo inokulum
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testnega bakterijskega seva in po inkubaciji rezultate opredelimo kot prisotnost oziroma

odsotnost bakterijske rasti na mestu nanosa inokuluma.

2.5.2.2 Etest

Etest je kvantitativna metoda za dolo¢anje obcutljivosti mikroorganizmov za
protimikrobna sredstva. Etesti so posebne, zelo tanke membrane, impregnirane z rastocimi
koncentracijami antibiotika. MIK je tista koncentracija antibiotika, pri kateri se rob

bakterijskih kolonij dotika traka z antibiotikom (Mueller-Premru in Seme, 2003).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 TESTNE SPOJINE

V diplomski nalogi smo testirali 12 spojin. Ugotavljali smo ali imajo protimikrobno
aktivnost. V preglednici 2 so navedene oznake testiranih spojin, njihova struktura in

molekulska masa. Vse podatke smo dobili na Fakulteti za farmacijo.

Preglednica 2: Testne spojine, njihova oznaka, struktura in molekulska masa (Kemijske lastnosti..., 2008)

OZNAKA STRUKTURA MOL. MASA

KNZ-21b o 0 449,929
©i I\/ \©\/NH3+CI'
NI

NH;*Cl

ITI 0] OH
N O OH

CN
KNZ-47 @OI\/O\Q\/\ 362,851
o |

CN
KNZ-6b : OTO 283,279
N
COOH
: NNe! NHz"CI
CN

Se nadaljuje...
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Nadaljevanje preglednice 2: Testne spojine, njihova oznaka, struktura in
molekulska masa

OZNAKA STRUKTURA MOL. MASA
N (@] NH3*CI
Cl
KNZ-32¢ @OI\/OH 193.199
N (@]
H
KNZ-35 0] o\n/ 235.236
13
N O
H
KNZ-4b ©io:/|/o 264,279
N
CN
KNZ-10i : OI\/OH 308,331
N (@]
CN
KNZ-50 : QI\/OH 317,767
N (@]
Cl

3.2 STANDARDNI BAKTERIJSKI SEVI IN KLINICNI IZOLATI

Testirali smo obcutljivost standardnih oz. referen¢nih bakterijskih sevov iz zbirke ATCC

(angl. American Type Culture Collection) za vseh 12 spojin. ATCC je neodvisen

neprofiten bioloski center, ki kultivira in distribuira avtentiéne mikroorganizme in celi¢ne

linije. Med po Gramu negativnimi bakterijami smo v raziskavo vkljucili seve vrst
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Escherichia coli ATCC 25922 in Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, med po Gramu
pozitivnimi bakterijami pa seve vrst Enterococcus faecalis ATCC 29212 in Staphylococcus
aureus ATCC 29213. Za vsak standardni bakterijski sev smo najprej pripravili Cisto
kulturo na krvnem agarju (KA), ki smo jo hranili v hladilniku, iz nje pa smo tedensko na

KA precepljali sveze delovne kulture za izvedbo antibiogramov.

S spojinami, pri katerih smo s testiranjem standardnih sevov zaznali aktivnost, smo testirali
tudi izolate iz klini¢nih vzorcev. V raziskavo smo vkljucili 72 izolatov, in sicer 20 izolatov

bakterije S. aureus in 52 izolatov enterokokov.

Bakterije smo osamili v Laboratoriju za hemokulture in druge urgentne mikrobioloske
preiskave, in sicer iz kuznin bolnikov z razli¢nih oddelkov Klini¢nega centra v Ljubljani.
Nekaj bakterijskih izolatov pa smo izbrali iz zbirke tega laboratorija ter iz zbirke izolatov
Laboratorija za bakterioloSko diagnostiko infekcij secil. Izolate smo osamili iz razli¢nih
kuznin, in sicer iz krvi, urina, tkiva, brisov ran in vsebine abdomna. Vsi izolati so bili do

testiranja shranjeni pri - 80 °C.

3.3 OSTALA LABORATORIJSKA OPREMA

e splosni mikrobioloski material: petrijeve plosce, bakterioloske cepilne zanke,
sterilne plasticne epruvetke s pokrovcki (10 ml), sterilne plastenke s pokrovcéki (40
ml), sterilne steklenice s pokrovcki (125 ml), avtomatske pipete s sterilnimi
nastavki (1000 pl, 200 pl), sterilne plasticne kapalke (3 ml), sterilne steklene
merilne pipete (50 ml, 10 ml), sterilni bombazni brisi,

e zamrzovalnik, nastavljen na - 20 °C,

e zamrzovalna omara, nastavljena na - 80 °C,

e hladilnik, nastavljen na 4 °C,

e termostat za aerobno inkubacijo s temperaturo 35-37 °C,

e plinski gorilnik,

e merilec opticne gostote (denzitometer),

e stresalnik,

e sterilni membranski filtri z velikostjo por 0,2 um, brizge.
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3.4 PRIPRAVA RAZTOPIN TESTNIH SPOJIN

Na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani se ukvarjajo z nacrtovanjem, sintezo in
vrednotenjem protibakterijske ucinkovitosti novih u¢inkovin ter razjasnjevanjem njihovega
mehanizma delovanja na molekularnem nivoju. Eden od njihovih projektov je tudi razvoj
inhibitorjev  Mur encimov, ki sodelujejo pri znotrajcelicnih stopnjah biosinteze
peptidoglikana.

Program obsega racionalno nac¢rtovanje ucinkovin na osnovi ze znanih in novih validiranih
tar¢, sintezo in izolacijo ucinkovin ter njihovo biolosko in fizikalno kemijsko vrednotenje.
Validirane tarce so izbirali med proteini z znano kristalno strukturo ali znano strukturo v
raztopini, ki so dostopne v bazi PDB (angl. Protein Data Bank), v okviru lastnih raziskav
pa so si prizadevali odkriti, izolirati in validirati nove taréne makromolekule.

To so ugotavljali z virtualnim reSetanjem. Virtualno reSetanje je ena izmed najbolj
uporabljenih tehnik visoko zmogljivostnega odkrivanja ucinkovin. Metode so oblikovali za
pregledovanje velikih podatkovnih baz in za izbor omejenega Stevila spojin z ustreznim
delovanjem, ki gredo v nadaljna testiranja. RacunalniS$ki programi uporabljajo razlicne
filtre, omejitve, algoritme ter podobnosti med molekulami, da na koncu iz npr. 10"
molekul izberejo cca. 1000 spojin, ki jih je mozno v krajSem casu preizkusSati za biolosko

aktivnost (Walters in sod., 1998).

Vsako od spojin z maso 10 mg smo za izvedbo metode makrodilucijskega antibiograma v
Mueller Hinton bujonu (MHB) dobili raztopljene v 5 ml dimetilsulfoksida (DMSO), s

koncentracijo 2 mg/ml.

Raztopino smo nato sterilno redcili z MHB kot je prikazano v preglednici 3, tako da smo
dobili osnovno raztopino potencialnega inhibitorja s koncentracijo 256 pg/ml (Amsterdam,
1996). Raztopino smo sterilizirali s filtracijo skozi sterilni membranski filter z velikostjo
por 0,2 pum in jo uporabili kot izhodis¢e za izvedbo metode makrodilucijskega
antibiograma. Membranski filtri so prikazani na sliki 1. Po delu smo raztopine zamrznili in

jih v primeru ponovnega testiranja spet odmrznili. Pripravljene raztopine spojin vidimo na

sliki 2.



Krope A. Testiranje obcutljivosti bakterij na nove potencialne inhibitorje Mur encimov.

Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2010

23

Preglednica 3: Priprava raztopin potencialnega inhibitorja (Amsterdam, 1996: 59)

Volumen osnovne
raztopine [ml]

Volumen Mueller
Hinton bujona [ml]

Koncentracija dobljene
raztopine [pg/ml]

2 13,62 256
2 13,62 256
1 6,81 256

Slika 1: Membranski filtri

Slika 2: Pripravljena raztopina spojine
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3.5 KLASICNA IDENTIFIKACIJA BAKTERIJ

Najprej smo pregledali rast bakterij na krvnem agarju. Nato smo naredili mikroskopski
preparat in ga obarvali po Gramu. Sledila sta testa za dokaz prisotnosti katalaze in

oksidaze, nato pa dolocitev drugih biokemijskih lastnosti, kot kaze preglednica 4.

Preglednica 4: Shema identifikacije po Gramu pozitivnih bakterij

Skupine Cista kultura, VeriZice,
Po Gramu diplokoki
« | pozitivne bakterije | —
) !
Katalaza + Katalaza -
Oksidaza - Oksidaza -
J !
Staphylococcus Streptococcus spp. ali
spp. Enterococcus spp.
! ! ! !
DNA-za + B-hemoliza a-hemoliza ni hemolize ali
Koagulaza + a-hemoliza
! ! ! !
Staphylococcus Bacitracin - *Opt + *PYR +
aureus
! ! !
Streptococcus Streptococcus Enterococcus
agalactiae pneumoniae Spp.

Legenda: *OPT-optohinski test, ¥*PYR-pirolidonil-B-naftilamidni test

3.5.1 Rast bakterij na krvnem agarju

Staphylococcus aureus

Na KA raste najveckrat v zlatorumenih kolonijah (tvori endopigment), ki so obdane s
prozornim robom beta hemolize. Beta hemoliza imenujemo pojav, ko bakterija izloca
hemolizin, ki razgradi eritrocite, izplavi Se hemoglobin ter je KA v okolici bakterijske

kolonije popolnoma prozoren (Ruzi¢-Sablji¢, 2003).
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Staphylococcus aureus-MRSA

Proti meticilinu odporen S. aureus dokazemo, kadar ni inhibicijske cone ob disku
oksacilina/meticilina. Oksacilinska plos¢a se uporablja kot presejalni test za ugotavljanje
odpornosti stafilokokov proti oksacilinu. V uporabi je kot dopolnilna metoda za detekcijo

bakterije MRSA.

Enterococcus faecalis

Tvori na KA prosojne kolonije najveckrat brez hemolize.

Enterococcus faecalis-VRE
Proti vankomicinu odporen enterokok dokazemo, kadar ni inhibicijske cone ob disku
vankomicina. Plo$¢a z vankomicinom se uporablja kot presejalni test za ugotavljanje

odpornosti enterokokov proti vankomicinu.

3.5.2 Barvanje po Gramu

V kapljico fizioloske raztopine na objektniku smo s cepilno zanko prenesli kolonijo s
plos¢e in kulturo razmazali. Preparat smo pred barvanjem posusili ter fiksirali z

metanolom.

- Preparat smo nato prelili z raztopino kristal vijoli¢nega (barvilo 1 bioMérieux, Francija)
za 30-60 sekund.

- Odlili smo barvilo in preparat rahlo sprali z vodo.

- Odlili smo vodo in preparat prelili z raztopino joda (barvilo 2 bioMérieux, Francija) za
20-60 sekund.

- Nezno smo sprali z vodo.

- Nato smo preparat razbarvali z aceton alkoholom.

- Barvilo smo sprali z neznim spiranjem z vodo.

- Preparat smo prelili s safraninom (barvilo 3 bioMérieux, Francija) za 30 sekund.

- Safranin smo rahlo sprali z vodo in preparat osusili.
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3.5.3 Dokaz katalaze

Na predmetnik smo nanesli 1 kolonijo bakterijske kulture, dodali 1 kapljico 3 %
vodikovega peroksida (H»O,). V primeru pozitivne reakcije smo opazili nastanek

mehurckov, v primeru negativne reakcije pa mehurckov ni bilo.

3.5.4 Dokaz oksidaze

Koscek filtrirnega papirja smo polozili na predmetnik. Na papir smo nanesli nekaj kapljic
oksidaznega reagenta (1 % tetrametil p-fenildiamina). S stekleno paliico smo prenesli del
kolonije na filtrirni papir. Pojav vijolicaste barve takoj ali v dveh minutah dokazuje, da ima

bakterija oksidazo.

3.5.5 Deoksiribonukleaza (DNA-za)

Na gojis¢e z DNA smo zasejali na enem mestu kulturo in inkubirali pri 35 °C. Po 24 urah
smo gojisce prelili z 1M klorovodikovo kislino (HCl). Zbistritev gojiS¢a okoli zasejane

kulture je dokaz za DNA-zo.

3.5.6 Prisotnost vezane koagulaze

Kapljico citrirane plazme smo kanili na predmetnik. Dodali smo 1 kolonijo preiskovane
bakterije in s plasti¢no paliico dobro premesali. Pozitivna reakcija nastane v 5 sekundah

kot koagulacija v obliki drobnih zrnc.

3.5.7 PYR (L-pirolidonil-p-naftilamid) test

Za biokemicno identifikacijo po Gramu pozitivnih bakterij smo uporabili Zze pripravljen

komercialni test PYR.

Na komercialni test BBL Dry Slide smo nanesli 1 kapljico destilirane vode. Bakterijsko
kulturo smo razmazali na navlaZzeno podrocje na testni ploscici. Inkubirali smo 2 minuti pri

sobni temperaturi. Pripravili smo si ampulo PYR Color developer, jo stisnili s palcem in
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kazalcem, da smo strli njeno notranjost in iztisnili 1 kapljico na plos¢ico. Pozitiven

rezultat, ki se pojavi v minuti, je pojav roznate barve na mestu bakterijske kulture.

3.6 PRIPRAVA UPORABLJENIH GOJISC IN RAZTOPIN

cev v

postopkov Instituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani, pri

izvajanju metod pa na priporocila CLSI (CLSI, 2008).

3.6.1 Krvni agar

Vse izolate smo gojili na krvnem agarju in jih inkubirali aerobno pri 35 °C. Krvni agar je s
krvjo obogateno osnovno gojisce. V diagnosti¢nih laboratorijih se uporablja za rast

patogenih bakterij.

Za pripravo gojis¢a KA (Merck KGaA, Nemcija) smo v 1 1 vode dodali 40 g pripravljene

mesSanice (Blood Agar Base).

Mesanica vsebuje:

20,0 g ekstrakta govejega srca
5,0 g NaCl

15,0 g agarja

Priprava: Sestavine smo raztopili. Nastalo gojiS¢e smo sterilizirali z avtoklaviranjem 15
minut pri temperaturi 121 °C. Nato smo ga ohladili na 50 °C in mu asepti¢no dodali

citrirano govejo kri (5 %) in razlili v petrijeve plosce.

3.6.2 Tekoce gojis¢e Mueller Hinton bujon (MHB)

Sestava osnovnega medija za MHB (pH=7,3):
goveji ekstrakt 300 g/l
hidroliziran kazeinat 17,5 g/l

Skrob 1,5 g/l
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Priprava: V 1 1 destilirane vode smo raztopili 22 g dehidriranega osnovnega medija MHB,
ki vsebuje goveji ekstrakt, kisli hidrolizat kazeina in Skrob. Dobljeno raztopino smo nalili v
steklenice po 100 ml in avtoklavirali 15 minut pri temperaturi 121 °C. MHB je primeren za

kultivacijo Sirokega spektra mikroorganizmov in za pripravo bakterijskega inokuluma.

3.6.3 Fizioloska raztopina

Priprava: V 1 1 destilirane vode smo raztopili 8,5 g natrijevega klorida (NaCl), raztopino
avtomatsko razlivali v steklene epruvete po 9 ml in jih avtoklavirali 15 minut pri

temperaturi 121 °C.

3.7 PRIPRAVA BAKTERIJSKIH IZOLATOV IN BAKTERIJSKE SUSPENZIJE
3.7.1 Revitalizacija kultur

Posamezne izolate bakterij, ki so bili shranjeni v krioepruvetkah pri -80 °C, smo najprej
odmrznili in nato s cepilno zanko asepticno prenesli na KA. Petrijeve plos¢e smo nato
inkubirali v aerobnih pogojih 24 ur pri temperaturi 35-37 °C, oziroma do pojava tipi¢nih
kolonij.

Ostale izolate, ki smo jih dobili dnevno iz rutine, smo nacepili direktno na KA in nato
inkubirali enako v aerobnih pogojih 24 ur pri temperaturi 35-37 °C, oziroma do pojava
tipi¢nih kolonij.

Po inkubaciji smo iz delovne kulture pripravili bakterijski inokulum.
3.7.2 Priprava inokuluma

V 3 ml fizioloske raztopine (0,9 % NaCl) smo iz Ciste kulture izolata pripravili bakterijsko
suspenzijo gostote 0,5 McFarland (McF), kar pomeni, da je vsebovala priblizno 1 do 2-krat
10® bakterijskih celic oziroma CFU/ml (angl. colony forming units).

V diplomski nalogi smo uporabljali koncentracijo bakterij 10° CFU/ml. Ustrezno redgitev
smo pripravili s pomo&jo Mueller Hinton bujona. Koncentracijo bakterij 10° CFU/ml smo
pripravili tako, da smo 1 ml bakterijske suspenzije gostote 0,5 McF dodali v steklenic¢ko s

100 ml MHB.
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3.8 DOLOCANJE OBCUTLJIIVOSTI BAKTERIJ ZA NOVE SPOJINE
3.8.1 Izvedba makrodilucijske metode v bujonu

ODb prizganem gorilniku smo v vrsto 14 epruvet (razen v prvo) sterilno odpipetirali po 0,5
ml MHB. V prvo epruveto smo nato dodali 1 ml pripravljene raztopine potencialnega
inhibitorja s koncentracijo 256 pg/ml. Nato smo 0,5 ml prenesli v drugo epruveto,
premesali ter znova po 0,5 ml prenesli v naslednjo epruveto ter tako nadaljevali vse do
zadnje epruvete iz katere smo zavrgli 0,5 ml. Po kon¢anem red¢enju smo v vsako epruveto
odpipetirali po 0,5 ml pripravljenega bakterijskega inokuluma, ki je vseboval priblizno 10°
CFU/ml. Zaradi direktne inokulacije so bile kon¢ne koncentracije potencialnega inhibitorja
zdaj ustrezno nizje (od 128 pg/ml do 0,016 pg/ml), gostota bakterijskih celic pa je bila
priblizno 5-krat 10° CFU/ml. Epruvete smo zamasili in aerobno inkubirali 18 do 24 ur pri

temperaturi 35-37 °C.

Po inkubaciji smo v vsaki epruveti vizualno ocenili, ali je bakterijska rast prisotna (motno
gojisce) ali ne (bistro gojis¢e). Na ta nacin smo kvantitativno ovrednotili ucinek
potencialnega inhibitorja z vrednostjo MIK, ki smo jo dolocili kot najnizjo koncentracijo
kjer ni bilo prisotne bakterijske rasti, in jo uposStevali kot najmanjSo koncentracijo

potencialnega inhibitorja, ki ustavi razmnozevanje in rast bakterij (slika 3 in slika 4).

Po inkubaciji smo doloc¢ili Se minimalno baktericidno koncentracijo (MBK). Vse
razred¢ine, v katerih ni bilo prisotne bakterijske rasti in prvo, v kateri je bakterijska rast
bila prisotna, smo po 0,1 ml nacepili na novo plos¢o KA, ki smo jo oznacili z zaporedno
Stevilko epruvete. PloS¢e smo nato inkubirali 18 do 24 ur pri temperaturi 35-37 °C.

Po inkubaciji smo na vsaki plos¢i vizualno ocenili, ali je bakterijska rast bila prisotna
(bakterijske kolonije so zrastle, kjer se je dalo smo jih presteli oz. ocenili njihovo Stevilo)
ali ne (ni zrastla nobena bakterijska kolonija). Na ta nac¢in smo kvantitativno opredelili
ucinek potencialnega inhibitorja z vrednostjo MBK, ki smo jo dolocili kot koncentracijo v

ev e

rasti (ni zrastla nobena bakterijska kolonija) in jo upostevali kot najnizja koncentracija, ki
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uni¢i vse bakterije (baktericidni uc¢inek). MBK je tista koncentracija spojine, ki ubije vsaj

99,9 % standardiziranega bakterijskega inokuluma (slika 3 in slika 5).

Razred€ine antibiotika 64 8 4 2 1
=) =4 =
=] =] =

E

balaeﬂja / / /‘

: MIK
A

16

Slika 3: Metoda doloc¢anja minimalne inhibitorne in minimalne baktericidne koncentracije antibiotika (Ruzi¢-
Sablji¢, 2003).

Odsotnost rasti Prisotnost rasti

MIK MBK

Slika 4: Dolocitev MIK (prisotnost oz. odsotnost  Slika 5: Dolo¢itev MBK (prisotnost oz. odsotnost
bakterijske rasti v epruveti) bakterijske rasti na KA)
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V preglednici 5 so prikazane oznake, ki smo jih uporabljali pri interpretaciji rezultatov.

Preglednica 5: Oznake, ki smo jih uporabljali pri interpretaciji rezultatov

(ni rasti bakterijskih kolonij)

POMEN OZNAKA
. .. . . cevy +
Dologitev MIK Prisotnost bakterijske rasti v epruveti (motno gojisce)
Odsotnost bakterijske rasti v epruveti (bistro gojisce) -
Prisotnost bakterijske rasti na KA v
Dolo&itey MBK | (rast bakterijskih kolonij)
Odsotnost bakterijske rasti na KA X

3.9 KONTROLNI SEVI IN GENTAMICIN

Za kontrolo kvalitete makrodilucijske metode smo uporabili standardna seva Escherichia

coli ATCC 25922 in Staphylococcus aureus ATCC 29213. Tudi tukaj smo izvedli metodo

makrodilucijskega antibiograma v MHB. Uporabili smo znani antibiotik gentamicin.

Sprejemljiva meja MIK za gentamicin pri bakteriji Staphylococcus aureus ATCC 29213 se
giblje med 0,12-1 pg/mL in pri bakteriji Escherichia coli ATCC 25922 med 0,25-1 pg/mL
(preglednica 6). Meje so dolo¢ene po mednarodnem standardu CLSI (CLSI, 2008).
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4 REZULTATI

4.1 IDENTIFIKACIJA BAKTERIJ IN DOLOCITEV OBCUTLIIVOSTI

V raziskavo smo vkljucili 72 izolatov, in sicer 20 izolatov bakterije S. aureus, od tega 10
proti meticilinu odpornih S. aureus (MRSA) in 10 obcutljivih (MSSA) ter 52 izolatov
enterokokov, od tega 22 za vankomicin obcutljivih E. faecalis in E. faecium ter 30 proti
vankomicinu odpornih E. faecium (VRE).

Za klasi¢no identifikacijo smo uporabljali naslednje teste: barvanje po Gramu, test
oksidaze in katalaze, test DNA-ze, test vezane koagulaze in komercialni test PYR, za

ugotavljanje obcutljivosto za standardne antibiotike pa metodo difuzije v agarju z diski.

42 REZULTATI TESTIRANJA OBCUTLJIVOSTI KONTROLNIH SEVOV ZA
GENTAMICIN

V preglednici 6 so predstavljeni rezultati testiranja obcutljivosti standardnih sevov E. coli
ATCC 25922 in S. aureus ATCC 29213 za gentamicin.

MIK gentamicina smo pri E. coli ATCC 25922 ovrednotili kot 0,5 pg/ml pri S. aureus
ATCC 29213 pa kot 0,12 pg/ml. Rezultata se nahajata v sprejemljivih mejah, ki so

dolocene po mednarodnem standardu CLSI.

Preglednica 6: Testiranje obcutljivosti standardnih sevov E. coli ATCC 25922 in S. aureus ATCC 29213 za

gentamicin
MIK gentamicina [pg/ml]
STANDARDNI SEV STANDARD (CLSI, 2008) NAS REZULTAT
E. coli ATCC 25922 0,25-1 0,5
S. aureus ATCC 29213 0,12-1 0,12
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4.3 DOLOCANIJE OBCUTLIIVOSTI STANDARDNIH SEVOV ZA NOVE SPOJINE

4.3.1 Rezultati testiranja obcutljivosti standardnih sevov za spojine KNZ-47, KNZ-45,
KNZ-44b-2 in KNZ-6b

Iz preglednice 7 je razvidno, da smo po inkubaciji bakterijsko rast zaznali pri vseh
standardnih sevih, in sicer pri vseh razredCinah testnih spojin, zato smo MIK in MBK

ovrednotili kot vecjo od 128 pg/ml.

Preglednica 7: Rezultati testiranja obcutljivosti Stirih standardnih sevov za spojine KNZ-47, KNZ-45, KNZ-
44b-2 in KNZ-6b

KNZ-47, KNZ-45, KNZ-44b-2, KNZ-6b [pg/ml]

S| |2|o|<|a|—]|2 3 a Se g = E % E

— Sl S = é" = g
Standardni sevi
E. faecalis + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +]+]+ >128
ATCC 29212 | ¥ >128
P. aeruginosa + + + + + + + + + + + + + + >128
ATCC 27853 | ¥ >128
E. coli S T I S S S I S O S I S I S I A S A >128
ATCC25922 |V >128
S. aureus S T I S S S S O S o S I S I IO S A >128
ATCC29213 | ¥ >128

4.3.2 Rezultati testiranja obcutljivosti standardnih sevov za spojine KNZ-32¢, KNZ-
35, KNZ-4b, KNZ-10i in KNZ-50

Iz preglednice 8 je razvidno, da smo tudi pri tem testiranju po inkubaciji bakterijsko rast
zaznali pri vseh standardnih sevih, in sicer prav tako pri vseh razred¢inah testnih spojin,

zato smo MIK in MBK ovrednotili kot ve¢jo od 128 pg/ml.
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Preglednica 8: Rezultati testiranja obcutljivosti §tirih standardnih sevov za spojine KNZ-32¢, KNZ-35, KNZ-
4b, KNZ-10i in KNZ-50

KNZ-32¢, KNZ-35, KNZ-4b, KNZ-10i, KNZ-50 [pg/ml]
Zlglalelo|«|al-|28 a Se g = E % E
- - Slels|eles] =& = 2
Standardni sevi
E. faecalis + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +]+]+ >128
ATCC 29212 | ¥ >128
P.aeruginosa |t | T |t |t || H ||| F | FH | F | F ][+ ]+ >128
ATCC 27853 | ¥ >128
E. coli S T I S S S I S O S I S I S I A S A >128
ATCC25922 | Y >128
S. aureus S T I S S S S O S o S I S I IO S A >128
ATCC29213 | ¥ >128

4.3.3 Rezultati testiranja obcutljivosti standardnih sevov za spojino KNZ-21b

Iz preglednice 9 je razvidno, da smo obcutljivost za spojino KNZ-21b zaznali le pri po
Gramu pozitivnih standardnih sevih.

Pri sevu E. faecalis ATCC 29212 pri koncentraciji spojine 128 pg/ml, bakterijske rasti
nismo zaznali (gojisce je bilo bistro), zato smo MIK ovrednotili kot 128 pg/ml. Izvedli smo
Se dodatno testiranje za vrednotenje MBK. Razred¢ini s koncentracijo 128 pg/ml in 64
pug/ml smo precepili na plos¢o KA, ki smo jo razdelili na polovico in ustrezno oznacili. Po
inkubaciji smo na obeh polovicah ploS¢e zaznali bakterijsko rast (rast bakterijskih kolonij),
zato smo MBK ovrednotili kot >128 pg/ml.

Pri sevu S. aureus ATCC 29213 bakterijske rasti nismo zaznali pri koncentracijah 32
pg/ml, 64 pg/ml in 128 pg/ml, zato smo MIK ovrednotili kot 32 pg/ml. Tudi tukaj smo
izvedli dodatno testiranje za vrednotenje MBK. Razred¢ine s koncentracijo 16 pg/ml, 32
pg/ml, 64 pg/ml in 128 pg/ml smo precepili na plos€o KA, ki smo jo razdelili na 4 dele. Po
inkubaciji smo na vseh delih plos¢e zaznali bakterijsko rast, zato smo MBK ovrednotili kot

>128 pg/ml.
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Preglednica 9: Rezultati testiranja obcutljivosti $tirih standardnih sevov za spojino KNZ-21b

KNZ-21b [pg/ml]
Zlglalelw|<|a|~2/8/8|8|8|2| & E| ZE
— S I B R = = g s iz‘f
Standardni sevi
E. faecalis S o s T T S T O S O T S O S I N 128
ATCC 29212 | v >128
P.aeruginosa |t | T |t |t ||| H || F | FH | F | F ]+ ]+ >128
ATCC 27853 |V >128
E. coli S T I S S S S O S o S I S I IO S A >128
ATCC 25922 | v >128
S. aureus e e I e e e T S S T T I S O S I 32
ATCC29213 |V |V |V |V >128

4.3.4 Rezultati testiranja obcutljivosti standardnih sevov za spojino KNZ-22b

Iz preglednice 10 je razvidno, da smo obcutljivost za spojino KNZ-22b zaznali znova le pri
po Gramu pozitivnih standadardnih sevih.

Tako kot pri sevu E. faecalis ATCC 29212 tudi pri sevu S. aureus ATCC 29213
bakterijske rasti nismo zaznali pri koncentracijah 64 pg/ml in 128 pg/ml, zato smo MIK
ovrednotili kot 64 pg/ml. MBK smo ovrednotili kot >128 pg/ml, saj smo pri vseh

koncentracijah spojine zaznali bakterijsko rast.

Preglednica 10: Rezultati testiranja obcutljivosti stirih standardnih sevov za spojino KNZ-22b

KNZ-22b [pg/ml]

QZIF S0 |a|—~ |0 gﬁ E 8 gn g E E E E

- - Slels|e|cs] =8 = 2
Standardni sevi
E. faecalis S T B A O B R IR O A O O S O B 64
ATCC 29212 |V v >128
P.aeruginosa | T | T |t ||| ||| ||| F| ]+ >128
ATCC 27853 | v >128
E. coli S T S I S I O I I I I S >128
ATCC 25922 |V >128
S aureus O S I e S A S S T N S R S I o B 64
ATCC29213 |V |V |V >128




Krope A. Testiranje obcutljivosti bakterij na nove potencialne inhibitorje Mur encimov.

Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2010 36

4.3.5 Rezultati testiranja obcutljivosti standardnih sevov za spojino KNZ-52

Tudi pri tem testiranju smo obcutljivost za spojino KNZ-52 zaznali le pri po Gramu
pozitivnih standardnih sevih.

Iz preglednice 11 je razvidno, da pri sevu E. faecalis ATCC 29212 bakterijske rasti nismo
zaznali pri koncentracijah 16 pg/ml in visjih, zato smo MIK ovrednotili kot 16 pg/ml. Prav
tako smo izvedli dodatno testiranje za vrednotenje MBK. Razred¢ine s koncentracijo od 8
pg/ml do 128 pg/ml smo precepili na ploS¢o KA. Po inkubaciji smo odsotnost bakterijske
rasti zaznali le pri razredCini s koncentracijo 128 pg/ml, zato smo MBK ovrednotili kot 128
pg/ml. Pri vseh ostalih razred¢inah smo zaznali bakterijsko rast, pri koncentraciji 64 pg/ml
smo Stevilo kolonij lahko tudi presteli.

Pri sevu S. aureus ATCC 29213 bakterijske rasti nismo zaznali pri razred¢inah s
koncentracijo od 8 pg/ml navzgor, zato smo MIK ovrednotili kot 8 pg/ml. Prav tako smo
izvedli dodatno testiranje za vrednotenje MBK. Razred¢ine s koncentracijo od 4 pg/ml do
128 pg/ml smo precepili na plos¢o KA. Po inkubaciji smo odsotnost bakterijske rasti
zaznali le pri razredCini s koncentracijo 128 pg/ml, zato smo MBK ovrednotili kot 128

pg/ml.

Preglednica 11: Rezultati testiranja obcutljivosti Stirih standardnih sevov za spojino KNZ-52

KNZ-52 [pg/ml]

& TId|[C |0 |a|—|2 a4 E 8 e g = E E E

- - Slels|e|cs] =8 = 2
Standardni sevi
E. faecalis S T IS I I O O S I I S S A 16
ATCC29212 | x |8 |V |V |V 128
P.aeruginosa | T | T |t |t || ||| ||| F ]|+ >128
ATCC 27853 | ¥ >128
E. coli S T I S S N S S O S N S I S I O S >128
ATCC25922 | v >128
S. aureus o N T e A e et e e 8
ATCC29213 | x |V |V |V [V |V 128
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4.4 DOLOCANIJE OBCUTLIJIVOSTI KLINICNIH IZOLATOV ZA NOVE SPOJINE

S testiranjem standardnih sevov smo zaznali aktivnost nekaterih spojin le pri po Gramu
pozitivnih bakterijah, in sicer pri E. faecalis ATCC 29212 in S. aureus ATCC 29213.
Aktivne spojine so bile KNZ-21b, KNZ-22b in KNZ-52. Zanimalo nas je ali bodo spojine
aktivne tudi na klini¢nih izolatih.

Obcutljivost klini¢nih izolatov za spojini KNZ-21b in KNZ-22b smo testirali na 8 izolatih
S. aureus, od tega 4 proti meticilinu odpornih S. aureus (MRSA) in 4 obcutljivih (MSSA)
ter na 8 izolatih E. faecalis, od tega 4 za vankomicin obcutljivih ter 4 proti vankomicinu
odpornih enterokokov (VRE).

Pri spojini KNZ-52 smo zaznali najvi§jo aktivnost pri standardnih sevih zato smo se
odlocili, da uporabimo vecje Stevilo klini¢nih izolatov. Obcutljivost za spojino KNZ-52
smo tako testirali na 20 izolatih S. aureus, od tega 10 proti meticilinu odpornih S. aureus in
10 obcutljivih ter na 52 izolatih E. faecalis, od tega 22 za vankomicin obcutljivih ter 30

proti vankomicinu odpornih enterokokov.

4.4.1 Rezultati testiranja obcutljivosti klini¢nih izolatov za spojino KNZ-21b

Iz preglednice 12 je razvidno, da pri za meticilin obcutljivih klini¢nih izolatih S. aureus
(MSSA) bakterijske rasti nismo zaznali pri koncentracijah 64 pg/ml in vi§jih, zato smo pri
vseh MIK ovrednotili kot 64 pg/ml. Prav tako smo izvedli dodatno testiranje za
vrednotenje MBK. Po inkubaciji smo odsotnost bakterijske rasti zaznali le pri razred¢ini s
koncentracijo 128 pug/ml, zato smo MBK ovrednotili kot 128 pg/ml. Pri koncentraciji 64
pg/ml smo Stevilo bakterijskih kolonij lahko tudi presteli, in sicer 90 smo jih presteli pri
izolatu 1, 99 pri izolatu 2, 80 pri izolatu 3 in 30 pri izolatu 4.

Pri dveh proti meticilinu odpornih klini¢nih izolatih S. aureus (MRSA) bakterijske rasti
nismo zaznali pri koncentracijah 32 pg/ml in vi§jih, zato smo MIK ovrednotili kot 32
pug/ml. Pri ostalih dveh izolatih bakterijske rasti nismo zaznali pri koncentraciji 64 ug/ml,
zato smo MIK ovrednotili kot 64 pg/ml. MBK smo ovrednotili kot 32 pg/ml, 64 pg/ml in
128 pg/ml. Tukaj Stevila bakterijskih kolonij nismo mogli dolocit, saj je prislo do

konfluentne rasti.
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Preglednica 12: Rezultati testiranja obcutljivosti osmih klini¢nih izolatov za meticilin obcutljivih S. aureus

(MSSA) in proti meticilinu odpornih S. aureus (MRSA) za spojino KNZ-21b

KNZ-21b [pg/ml]

ST SRR t|a|l=|248 a Se g = E % E

- - Slels|eles] =& = 2
Klini¢ni izolati
S aureus - -+ |+ + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ 64
(MSSA)-izol.1 | x |90 | ¥ 128
S aureus - -+t S T o S T S T S I S B B 64
(MSSA)-izol2 | x |99 ] v 128
S aureus - -+t S e I S T S I I S I S I 64
(MSSA)-izol.3 | x |80 | v 128
S. aureus - -+ + |+ |+ |+ |||+ |+ F 64
(MSSA)-izol4 | x | 30| v 128
S. aureus -l -t S s e M s 32
(MRSA)-izol.1 | x | x | x |V 32
S. aureus - -+t S T o S T S T S I S B B 64
(MRSA)-izol2 | x | V' | ¥V 128
S. aureus N + |+ |+ |+ |+ |+ ]+ + ]+ 64
(MRSA)-izol.3 | x | x | ¥ 64
S. aureus -l -1 -0t s s e i e e e e 32
(MRSA)-izol4 | x |V |V |V 128

Opomba: izol. je krajsava za izolat.

Iz preglednice 13 je razvidno, da pri za vankomicin obcutljivih izolatih E. faecalis

bakterijske rasti nismo zaznali pri koncentracijah 64 pg/ml in vi§jih, zato smo pri vseh

izolatih MIK ovrednotili kot 64 pg/ml. MBK smo ovrednotili kot 128 pg/ml, saj smo pri

vseh izolatih popolno odsotnost bakterijske rasti zaznali le pri koncentraciji 128 ug/ml. Pri

izolatu 3 smo S$tevilo kolonij lahko tudi presteli, in sicer pri koncetraciji 64 pg/ml je zrastla

ena kolonija.

Pri proti vankomicinu odpornih izolatih E. faecium (VRE) prav tako bakterijske rasti

nismo zaznali pri koncentracijah 64 pg/ml in visjih, zato smo MIK ovrednotili kot 64

pug/ml. MBK smo pri dveh izolatih ovrednostili kot 64 pg/ml in pri dveh 128 pg/ml. Pri

izolatu 1 in 3 smo pri koncentraciji 64 pg/ml presteli Stevilo zrastlih kolonij, in sicer pri

izolatu 1 je zrastlo 9 kolonij, pri izolatu 3 pa 12 kolonij.



Krope A. Testiranje obcutljivosti bakterij na nove potencialne inhibitorje Mur encimov.

Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2010

39

Preglednica 13: Rezultati testiranja obcutljivosti osmih za vankomicin obcutljivih in proti vankomicinu

odpornih enterokokov (VRE) za spojino KNZ-21b

KNZ-21b [pg/ml]
5lg|sle || o ||~ |2|0|8]2|s|2| 53 | 42
— — Clo|lgls| S| = éﬂ = g

Klini¢ni izolati

E. faecalis- S B e + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ 64

izolat 1 x| V|V 128
E. faecalis- o B S T S I S T S N S I O S B S 64

izolat 2 x|V |V 128
E. faecalis- S B o T I I S N S O 64

izolat 3 x| 1|V 128
E. faecalis- S I B o S T S o T I S S B o 64

izolat 4 x | V|V 128
E. faecium - -+t + |+ |+ |+ |+ |+ |+]+]|+ 64
(VRE)-izolat1 | x | 9 | ¥ 128
E. faecium - -+t + |+ |+ |+ ||+ |+ ]|+ 64
(VRE)-izolat2 | x | x | ¥ 64
E. faecium - -+t + |+ |+ |+ |+ |+ +]+]+ 64
(VRE)-izolat3 | x | 12 v 128
E. faecium -l -+ S T S I S I S B S B S 64
(VRE)-izolat4 | x | x | ¥ o4

4.4.2 Rezultati testiranja obcutljivosti klini¢nih izolatov za spojino KNZ-22b

Iz preglednice 14 je razvidno, da je bila pri za meticilin obc¢utljivih klini¢nih izolatih S.

aureus (MSSA) najnizja koncentracija brez bakterijske rasti (MIK) 64 pg/ml. Prav tako

smo izvedli dodatno testiranje za vrednotenje MBK. Po inkubaciji smo odsotnost

bakterijske rasti (MBK) zaznali pri treh izolatih, in sicer pri razred¢ini s koncentracijo 64

pg/ml. Pri enem izolatu odsotnost bakterijskih kolonij nismo zaznali, zato smo MBK

ovrednotili kot >128 pg/ml. Pri izolatu 3 smo pri dolocanje MBK lahko presteli tudi $tevilo

kolonij, in sicer pri koncentraciji 64 pg/ml je zrastlo 99 kolonij.

Pri dveh proti meticilinu odpornih klini¢nih izolatih S. aureus (MRSA) je bila najnizja

koncentracija brez bakterijske rasti (MIK) 32 ug/ml. Pri ostalih dveh izolatih je bila 64

pg/ml. MBK je bila pri dveh 64 pg/ml, pri enem 128 pg/ml in pri enem >128 pg/ml. Pri

izolatu 2 smo Stevilo kolonij lahko tudi presteli, in sicer pri koncentraciji 64 pg/ml je

zrastlo 97 kolonij.
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Preglednica 14: Rezultati testiranja obcutljivosti osmih klini¢nih izolatov za meticilin obcutljivih S. aureus

(MSSA) in proti meticilinu odpornih S. aureus (MRSA) za spojino KNZ-22b

KNZ-22b [pg/ml]
Rigt|lalelow|t|al—=]|2]8 E g8 g E E % E
sihd i Sle|s|S|=|3| =R | =8

Klini¢ni izolati — —
S aureus SO I A S I S A S A o T S T o I S B B 64
(MSSA)-izol.1 | x | x | ¥ 64
S aureus O S I e S A S S T N S R S I o B 64
(MSSA)-izol.2 | x | x | ¥ 64
S aureus e e o S A S S T e S N S O S I 64
(MSSA)-izol.3 | 1599 | v >128
S aureus e e o e A S S T T I S O S I 64
(MSSA)-izol4 | x | x | ¥V 64
S. aureus e e I e S S S T T I S O S I 32
(MRSA)-izol.1 | x | x | V¥ 64
S. aureus O S I e S A S S T N S R S I o B 64
(MRSA)-izol2 | x |97 | v 128
S. aureus e e o T O S T I I S I S I 32
(MRSA)-izol3 | x | x |V |V 64
S. aureus e e o e A S S T T I S O S I 64
(MRSA)-izol4 | YV |V |V |V >128

Opomba: izol. je krajsava za izolat.

Iz preglednice 15 je razvidno, da je bila pri za vankomicin obcutljivih izolatih E. faecalis
najnizja koncentracija, kjer bakterijske rasti nismo zaznali 32 pg/ml. MBK smo pri treh
izolatih ovrednotili kot 64 pg/ml, pri enem pa kot 128 pg/ml. Pri vseh izolatih smo pri
koncentraciji 32 pg/ml lahko presteli tudi Stevilo zrastlih kolonij, in sicer pri izolatu 1 je
zrastlo 5 kolonij, pri izolatu 2 je zrastlo 10 kolonij pri izolatu 2 sta zrastli 2 koloniji in pri
izolatu 4 je zrastlo 99 kolonij. Pri izolatu 4 smo $tevilo kolonij lahko presteli tudi pri
koncentraciji 64 pg/ml, in sicer teh je bilo 4.

Pri treh proti vankomicinu odpornih izolatih E. faecium (VRE) je bila MIK 32 pg/ml, pri
enem izolatu pa 64 pg/ml. MBK smo pri treh izolatih ovrednotili kot 64 pg/ml, pri enem
izolatu pa kot 128 pg/ml. Pri izolatu 1 smo pri koncentraciji 32 pg/ml lahko presteli tudi
Stevilo kolonij, in sicer teh je bilo 14, pri izolatu 4 smo S$tevilo kolonij lahko presteli pri

koncetraciji 32 pg/ml oz. 64 pg/ml, in sicer teh je bilo 46 oz. 25.
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Preglednica 15: Rezultati testiranja obcutljivosti osmih za vankomicin obcutljivih in proti vankomicinu

odpornih enterokokov (VRE) za spojino KNZ-22b

KNZ-22b [pg/ml]
52 |a|e|e|=|a|-|2|a]8]2|z|2| 8T | 45
— — Clo|lgls| S| = éﬂ = g

Klini¢ni izolati

E. faecalis- T B B o T o T I S O R S B 32

izolat 1 x| x |5 |V o4
E. faecalis- e I R o A R I e I B o O o B = 32

izolat 2 x| x|10|Y 64
E. faecalis- SO T T N T O A N I I e B 32

izolat 3 X | x|2]|Y 64
E. faecalis- SO T I I I (N I T I O B o 32

izolat 4 x| 419V 128
E. faecium e e e I S S T T I I I 32
(VRE)-izolat1 | x | x | 14|V o4
E. faecium SO T I I I O N I S I I S I S B o 32
(VRE)-izolat2 | x | 25|46 | vV 128
E. faecium I I T o O O O I I O B o 64
(VRE)-izolat3 | X | X v 64
E. faecium e T S o O (O e T S S I I S S S 32
(VRE)-izolat4 | x | x |V |V o4

4.4.3 Rezultati testiranja obcutljivosti klini¢nih izolatov za spojino KNZ-52

Iz preglednice 16 je razvidno, da je bila pri osmih za meticilin ob¢utljivih klini¢nih izolatih
S. aureus (MSSA) najnizja koncentracija brez bakterijske rasti (MIK) 8 pg/ml. Pri dveh
izolatih bakterijske rasti nismo zaznali pri koncentraciji 16 pg/ml. Prav tako smo izvedli
dodatno testiranje za vrednotenje MBK, ki je pri Stirih izolatih znasala 16 ug/ml, pri Sestih
pa 32 pg/ml. Pri devetih proti meticilinu odpornih klini¢nih izolatih S. aureus (MRSA) je
bila najnizja koncentracija, kjer bakterijske rasti nismo zaznali (MIK) 8 pg/ml. Pri enem
izolatu bakterijske rasti nismo zaznali pri koncentraciji 16 pg/ml. MBK je pri enem izolatu
znaSala 8 pg/ml, pri Stirih izolatih 16 pg/ml, pri $tirih 32 pg/ml in pri enem izolatu 128
pug/ml. Pri izolatih 3, 4, 5 in 10 smo lahko presteli tudi Stevilo posameznih kolonij. Pri
izolatu 3 je pri koncentraciji 8 pug/ml zrastlo 7 kolonij, pri izolatu 4 in 5 je pri koncentraciji
16 pg/ml zrastla 1 kolonija, pri izolatu 10 je pri koncentraciji 32 pg/ml oz. 64 pg/ml zrastlo
12 oz. 16 kolonij.
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Preglednica 16: Rezultati testiranja obcutljivosti 20 klini¢nih izolatov za meticilin obcutljivih S. aureus

(MSSA) in proti meticilinu odpornih S. aureus (MRSA) za spojino KNZ-52

KNZ-52 [pg/ml]

Qlglale|low|<|lal~[248 S18lg| 2| ¥ E % E

=R SEIEEEEIR I R-F
Klini¢ni izolati = =
S. aureus I o i R I I B 8
(MSSA)-izol.1 | x | x | x | x |V |V 16
S. aureus B e I e e I N I I A 8
(MSSA)-izol2 | x | x | x | x |V |V 16
S. aureus I U R N A i i (VR R I D N R 3
(MSSA)-izol3 | x | x | x | x |V |V 16
S. aureus N O R R i i VR R VI D D R 8
(MSSA)-izold | x | x | x | x |V |V 16
S. aureus N N O R R i i VI R VIR I D N 8
(MSSA)-izol5 | x | x | x |V |V |V 32
S. aureus T e e T e e R e A 8
(MSSA)-izol6 | x | x | x |V |V |V 32
S. aureus B e e o T o o O O I O O I S B S 16
(MSSA)-izol.7 | x | x | x |V |V 32
S. aureus BN 8
(MSSA)-izol8 | x | x | x |V [V |V 32
S. aureus B e e I e e S I I I S P
(MSSA)-izol9 | x | x | x |V [V |V 32
S. aureus I e e 16
(MSSA)-izol.10| x | x | x |V |V 32
S. aureus B e e o T o o O O I O O I S B S 16
(MRSA)-izol.l | x | x | x | x |V 16
S. aureus B e e I e O e I I IR I S 8
(MRSA)-izol2 | x | x | x | x| x| V¥ 8
S. aureus B e e I e O e I I IR I S )
(MRSA)-izol3 | x | x | x | x| 7|V 16
S. aureus R 8
(MRSA)-izold | x | x | x| 1 |V |V 32
S. aureus N O R R i i VR R VI D D R 8
(MRSA)-izol5 | x | x | x| 1 |V 32
S. aureus N O R R i i VR R VI D D R 8
(MRSA)-izol6 | x | x | x |V |V |V 32
S. aureus N N O R R i i VI R VIR I D N 8
(MRSA)-izol.7 | x | x | x | x [V |V 16
S. aureus T e e T e e R e A P
(MRSA)-izol8 | x | x | x | x |V |V 16
S. aureus B e e I e O e I I IR I S )
(MRSA)-izol9 | x | x | x |V |V |V 32
S. aureus R 8
(MRSA)-izol10 | x |16 [ 12|V |V |V 138

Opomba: izol. je krajSava za izolat.
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Iz preglednice 17 je razvidno, da smo pri devetih za vankomicin obcutljivih klini¢nih
izolatih enterokokov (E. faecalis in E. faecium) MIK ovrednotili kot 8 pg/ml, pri 13
izolatih pa kot 16 pg/ml.

MBK smo pri 10 izolatih ovrednotili kot 16 pg/ml, prav tako pri 10 izolatih 32 pg/ml in pri
dveh izolatih 64 ug/ml.

Pri nekaterih izolatih E. faecium smo bakterijske kolonije lahko tudi presteli.



Krope A. Testiranje obcutljivosti bakterij na nove potencialne inhibitorje Mur encimov.

Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2010

44

Preglednica 17: Rezultati testiranja obcutljivosti 22 za vankomicin obcutljivih enterokokov (E. faecalis in E.

faecium) za spojino KNZ-52

KNZ-52 [pg/ml]
glelalele|«|a|l~2|8l88|g|2] EE | 25
- Slg|los|ls|l S = S &
Klini¢ni izolat = =
E. faecalis - -l -] - -+ + |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ]|+ 16
izolat 1 x| x| x| x|V 16
E. faecalis- N U D O N R VR ) D D T e 3
izolat 2 x | x| x| Y]V |V 32
E. faecalis- N U D O N R VR ) D D T e 8
izolat 3 x| x| x| x|[vV]|V 16
E. faecalis- -l - - - - A+ )
izolat 4 x| x| x| x| vV|VY 16
E. faecalis- -l - - - - A+ 8
izolat 5 x| x| x| x|[vV]|V 16
E. faecalis- R 16
izolat 6 x| x| x| x|V 16
E. faecalis- N 16
izolat 7 x| x| x| x|V 16
E. faecium- NEEEE R 8
izolat 1 x| x| x| x|[vV]|VY 16
E. faecium- S-S+ ]+ 8
izolat 2 x| x| x| x|[vV]|V 16
E. faecium- Y S e e e 8
izolat 3 x| x| x| x|V ]|V 16
E. faecium- R N 16
izolat 4 x| x| x| 2|V 32
E. faecium- e e e I e e i Tl T o R B A 16
izolat 5 x| x| x| v |V 32
E. faecium- R R R A R R s 8
izolat 6 x| x| x| 7]|vV|V 32
E. faecium- e e e 16
izolat 7 x| x| x[40] YV 32
E. faecium- e N e 16
izolat 8 x| x| 4[]8V 64
E. faecium- R N 16
izolat 9 x| x| x |25V 32
E. faecium- I e R T et T T O I B 16
izolat 10 x| x| x |30V 32
E. faecium- R N 16
izolat 11 x| x| 2]43|V 64
E. faecium- N N 16
izolat 12 x| x| x| x|V 16
E. faecium- R R R A R R s 8
izolat 13 x| x| x]10]| v |V 32
E. faecium- e N e 16
izolat 14 x| x| x| 8|V 32
E. faecium- N 16
izolat 15 x| x| x|9|V 32
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Iz preglednice 18 je razvidno, da je bila pri testiranju obcutljivosti proti vankomicinu
odpornih enterokokov (E. faecium-VRE) najnizja koncentracija, kjer bakterijske rasti
nismo zaznali 0,5 pg/ml. Tako smo MIK pri enem izolatu ovrednotili kot 0,5 pg/ml, prav
tako pri enem izolatu 2 pg/ml, pri 9 izolatih 4 pg/ml, pri 10 izolatih 8 pg/ml in pri 9
izolatih kot 16 pg/ml.

MBK smo pri petih izolatih ovrednotili kot 8 pg/ml, pri 16 izolatih 16 pg/ml, pri 9 izolatih
32 pg/ml in pri 2 izolatih 64 pg/ml. Kjer se je dalo smo bakterijske kolonije tudi presteli.
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Preglednica 18: Rezultati testiranja obcutljivosti 30 proti vankomicinu odpornih enterokokov (E. faecium-

VRE) za spojino KNZ-52

KNZ-52 [ug/ml]

0 “ ) Q N 5] hal M E X =
flela)e|= |- - 2185181815 55 | Ef

Klini¢ni izolat

E. faecium - - - - - + + + + + + + + + 8

(VRE)-izolat 1 X X X X v 16
E. faecium - - - - - - - + + + + + + + 2

(VRE)-izolat 2 X X X X 13 v v v 16
E. faecium - - - - - - + + + + + + + + 4

(VRE)-izolat 3 X X X X 80 v v 16
E. faecium - - - - - - - - - + + + + + 0,5

(VRE)-izolat 4 X X X X x | v v v 8
E. faecium - - - - - - + + + + + + + + 4

(VRE)-izolat 5 X X X X 3 99 v 16
E. faecium - - - - - - + + + + + + + T 1

(VRE)-izolat 6 X X X X 13 | 26 v 16
E. faecium - - - - - - + + + + + + + + 4

(VRE)-izolat 7 X X X X 99 v v 16
E. faecium - - - - - - + + + + + + + + 4

(VRE)-izolat 8 X X X X X v v 8
E. faecium - - - - - - + + + + + + + + 4

(VRE)-izolat 9 X X X X v v v 16
E. faecium - - - - - + + + + + + + + 4

(VRE)-izolat 10 X X X X X 30 | v 8
E. faecium - - - - - + + + + + + + + T 3

(VRE)-izolat 11 X X X 5 30 v 32
E. faecium - - - - - + + + + + + + + + 8

(VRE)-izolat 12 X X X 8 v 32
E. faecium - - - - + + + + + + + + + + 16

(VRE)-izolat 13 X X X X 9 | v 16
E. faecium - - - - + + + + + + + + + 8

(VRE)-izolat 14 X X X X X v 8
E. faecium - - - - - - + + + + + + + + 4

(VRE)-izolat 15 X X X X X 50 | v 8
E. faecium - - - - + + + + + + + + + + 16

(VRE)-izolat 16 X X X 4 v 32
E. faecium - - - - + + + + + + + + + + 16

(VRE)-izolat 17 X X 4 v v 64
E. faecium - - - + + + + + + + + + + 16

(VRE)-izolat 18 X X X X v 16
E. faecium - - - - - + + + + + + + + + 8

(VRE)-izolat 19 X X X 2 3 v 32
E. faecium - - - - - - + + + + + + + + 4

(VRE)-izolat 20 X X X X 36 | v 16
E. faecium - - - - - + + + + + + + + + 8

(VRE)-izolat 21 X X X 30 80 v 32
E. faecium - - - - - + + + + + + + + T 3

(VRE)-izolat 22 X X X X 2 v 16
E. faecium - - - - + + + + + + + + + + 16

(VRE)-izolat 23 X X 70 4 v 64
E. faecium - - - - - + + + + + + + + + 8

(VRE)-izolat 24 X X X X v v 16
E. faecium - - - - + + + + + + + + + + 16

(VRE)-izolat 25 X X X 60 | v 32
E. faecium - - - + + + + + + + + + + 16

(VRE)-izolat 26 X X X X v 16
E. faecium - - - - + + + + + + + + + + 16

(VRE)-izolat 27 X X X 7 v 32
E. faecium - - - - - + + + + + + + + + 8

(VRE)-izolat 28 X X X 1 97 v 32
E. faecium - - - - + + + + + + + + + + 16

(VRE)-izolat 29 X X X 3 v 32
E. faecium - - - - - + + + + + + + + + 8

(VRE)-izolat 30 X X X X 4 v 16
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

V diplomski nalogi smo ugotavljali protimikrobno aktivnost novih potencialnih
inhibitorjev Mur encimov tako, da smo testirali obc¢utljivost standardnih sevov in sevov iz
klini¢nih vzorcev za te spojine. Spojinam, nacrtovanim kot inhibitorji Mur encimov, smo z
metodo makrodilucijskega antibiograma v Mueller Hinton bujonu (MHB) uspesno
ovrednotili u¢inkovitost v obliki vrednosti minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) in

minimalne baktericidne koncentracije (MBK).

Najprej smo testirali obcutljivost Stirih standardnih oz. referencnih bakterijskih sevov iz
zbirke ATCC za vseh 12 spojin. Med po Gramu negativnimi bakterijami smo v raziskavo
vkljucili seve vrst Escherichia coli ATCC 25922 in Pseudomonas aeuruginosa ATCC
27853, med po Gramu pozitivnimi bakterijami pa seve vrst Enterococcus faecalis ATCC
29212 in Staphylococcus aureus ATCC 29213. Testirali smo spojine KNZ-47, KNZ-45,
KNZ-44b-2, KNZ-6b, KNZ-32¢c, KNZ-35, KNZ-4b, KNZ-10i, KNZ-50, KNZ-21b, KNZ-
22b in KNZ-52.

Spojinam smo z metodo makrodilucijskega antibiograma v MHB ovrednotili u€inkovitost
v seriji 14 epruvet s teko¢im gojisS¢em redCene testirane spojine z znanimi padajocimi
koncentracijami, in sicer od 128 pg/ml do 0,016 pg/ml. Gostota bakterijskih celic, ki je
tudi priporo¢ena, pa je bila priblizno 5-krat 10> CFU/ml (Amsterdam, 1996; Jorgensen in
Turnidge, 2007).

Pri devetih spojinah (KNZ-47, KNZ-45, KNZ-44b-2, KNZ-6b, KNZ-32c, KNZ-35, KNZ-
4b, KNZ-10i, KNZ-50) smo po inkubaciji bakterijsko rast zaznali pri vseh bakterijskih
standardnih sevih, pri vseh razred¢inah spojine, zato smo MIK in MBK na teh bakterijskih
sevih ovrednotili kot >128 pg/ml (preglednici 7 in 8). Testirane bakterije so bile odporne

proti spojinam.
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Pri ostalih treh spojinah (KNZ-21b, KNZ-22b, KNZ-52) pa smo ugotovili protibakterijsko
aktivnost, ki smo jo zaznali le pri po Gramu pozitivnih standardnih sevih, in sicer pri sevu
E. faecalis ATCC 29212 in S. aureus ATCC 29213. Najvecjo ucinkovitost je pri testiranju
pokazala spojina KNZ-52. Nobena spojina, razen spojina KNZ-52, ni pokazala

baktericidnega ucinka.

S spojinami, pri katerih smo s testiranjem standardnih sevov zaznali aktivnost, smo testirali
tudi izolate iz klini¢nih vzorcev. V raziskavo smo pri testiranju spojine KNZ-52 vkljucili
20 izolatov bakterije S. aureus, od tega 10 proti meticilinu odpornih S. aureus (MRSA) in
10 obcutljivih (MSSA). Testirali smo tudi 52 izolatov enterokokov, od tega 22 za
vankomicin obcutljivih E. faecalis in E. faecium ter 30 proti vankomicinu odpornih
enterokokov (VRE). Pri testiranju spojin KNZ-21b in KNZ-22b pa smo vkljucili manjse
Stevilo klini¢nih izolatov (preglednice 12, 13, 14 in 15).

Tudi tukaj je najvecjo ucinkovitost pri testiranju pokazala spojina KNZ-52, in sicer pri S.
aureus-MSSA (MIK od 8 pg/ml do 16 pg/ml), pri S. aureus-MRSA (MIK od 8 pg/ml do
16 pg/ml), pri za vankomicin obcutljivih izolatih E. faecalis in E. faecium (MIK od 8
pg/ml do 16 pg/ml) in pri proti vankomicinu odpornih izolatih E. faecium-VRE (MIK od
0,5 pg/ml do 16 pg/ml). Vse spojine (KNZ-21b, KNZ-22b, KNZ-52) so pokazale tudi

baktericidni uc¢inek.

Spojina KNZ-52 bi bila tako primerna za nadaljne raziskave, saj je pri testiranju pokazala
najvecjo ucinkovitost. Za nadaljne raziskave so primerne tiste spojine z MIK 32 pg/ml ali
manj (Struthers in Westran, 2003). V nalogi smo zaradi nepoznavanja farmakodinami¢nih
in farmakokineti¢nih lastnosti testiranih spojin, testirali Sirok spekter koncentracij (od 128

ug/ml do 0,016pg/ml).

Na podlagi rezultatov testiranja obcutljivosti standardnih sevov za spojine KNZ-21b,
KNZ-22b in KNZ-52 lahko potrdimo na zacetku postavljeno hipotezo, da bodo spojine
ucinkovale le pri po Gramu pozitivnih standardnih sevih, ne pa pri po Gramu negativnih

standardnih sevih.
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Za prezivetje bakterijske celice je celicna stena nujna. KakrSnakoli motnja v biosintezi
njene najpomembnejSe sestavine, peptidoglikana, lahko vodi v lizo celice, zato
peptidoglikan predstavlja eno izmed najpomembnejSih tar¢ za delovanje Ze znanih
protimikrobnih u¢inkovin.

Vse bolj postajajo zanimive tudi znotrajcelicne stopnje biosinteze peptidoglikana, ki jo
katalizirajo Mur encimi. Ti encimi, za katere so Ze znane kristalne strukture, so postali
pomebne tare za racionalno nacrtovanje njihovih inhibitorjev kot potencialnih
protimikrobnih u¢inkovin (Zoeiby in sod., 2003).

Tako so na Fakulteti za farmacijo na osnovi poznavanja strukture Mur encimov in histidin
protein kinaz (HPK) domnevali, da bi nekateri znani inhibitorji HPK in njim sorodne

spojine lahko inhibirali tudi Mur encime, ki imajo v svoji strukturi vezavno mesto za ATP.

V literaturi je Ze opisanih nekaj inhibitorjev Mur encimov, vendar pa bodisi zaradi slabe
protibakterijske u¢inkovitosti zaradi slabih farmakokineti¢nih lastnosti, kot so absorpcija,
porazdelitev, metabilizem in eliminacija, Se noben izmed njih ni priSel v klini¢no uporabo.
Problem vecine je, da svoj inhibitorni ucinek izkazujejo zgolj na izoliranih encimih, na
celotno bakterijo pa nimajo ucinka. Velikokrat je problem neucinkovitosti v slabem
prehajanju celiéne membrane in s tem nedosegljivost tarCe, saj prva faza biosinteze
peptidoglikana poteka v citoplazmi, pri po Gramu negativnih bakterijah pa dodatno oviro
predstavlja Se zunanja membrana. Tako spojina v bakterijski celici ne doseze dovolj

visokih koncentracij za inhibitorni u¢inek.

Z nasim delom smo prav tako potrdili, da je makrodilucijska metoda v bujonu primerna
metoda za kvantitativno vrednotenje u¢inka potencialnega inhibitorja z vrednostjo MIK.

Nasa pri¢akovanja smo izpolnili, saj so tri spojine pokazale protimikrobno uc¢inkovitost, s
pomocjo katerih smo z metodo makrodilucijskega antibiograma v bujonu na kvantitativni

nacin ovrednotili u¢inkovitost z vrednostjo MIK in MBK.
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5.2 SKLEPI

Devet spojin, pri standardnih sevih ni pokazalo protimikrobnega ucinka: KNZ-47,
KNZ-45, KNZ-44b-2, KNZ-6b, KNZ-32c, KNZ-35, KNZ-4b, KNZ-10i in KNZ-
50.

Tri spojine, so pri standardnih sevih pokazale protimikrobno ucinkovitost: KNZ-
21b, KNZ-22b in KNZ-52. Najvecjo ucinkovitost je pri testiranju pokazala spojina
KNZ-52.

Spojine so bile aktivne le pri po Gramu pozitivnih standardnih sevih (E. faecalis

ATCC 29212 in S. aureus ATCC 29213).

Spojine KNZ-21b, KNZ-22b in KNZ-52 so pokazale protimikrobno ucinkovitost
tudi pri klini¢nih izolatih (S. aureus-MSSA, S. aureus-MRSA, E. faecalis, E.
faecium in E. faecium-VRE).

Najvecjo ucinkovitost je pri testiranju pokazala spojina KNZ-52, in sicer pri S.
aureus-MSSA (MIK od 8 pg/ml do 16 pg/ml), pri S. aureus-MRSA (MIK od 8
pg/ml do 16 pg/ml), pri za vankomicin obcutljivih izolatih E. faecalis in E. faecium
(MIK od 8 pg/ml do 16 pug/ml) in pri proti vankomicinu odpornih izolatih E.
faecium-VRE (MIK od 0,5 pg/ml do 16 pg/ml).

Spojina KNZ-52 bi bila primerna za nadaljne raziskave.
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6 POVZETEK

Zaradi vse pogostejSega pojava bakterijskih izolatov, ki so odporni proti posameznim ali
celo vec razlicnim antibiotikom, je zdravljenje zapletenih bolnisni¢nih okuzb vse tezje in
potreba po razvoju novih ulinkovitih protibakterijskih sredstev vse vecja. Med
najpogostejSe povzrocitelje bolniSni¢nih okuzb spadajo tako po Gramu pozitivne kot po
Gramu negativne bakterije. Resen problem pa predstavljajo predvsem veckratno odporne
bakterije, za katere ostaja le Se ozek izbor protimikrobnih sredstev. Med temi najpogosteje
omenjamo proti meticilinu odporne izolate S. aureus — MRSA, proti vankomicinu odporne

izolate enterokokov — VRE in nekatere druge.

V zadnjem casu so raziskave usmerjene predvsem v razvoj novih protimikrobnih
uCinkovin, tudi tak$nih, katerih tar¢a so Mur encimi, ki katalizirajo biosintezo
peptidoglikana v bakterijski celi¢ni steni. Na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani se
ukvarjajo z nacrtovanjem, sintezo in vrednotenjem protibakterijske ucinkovitosti novih
ucinkovin ter razjasnjevanjem njihovega mehanizma delovanja na molekularnem nivoju.
Eden od njihovih projektov je tudi razvoj inhibitorjev Mur encimov.

Program obsega racionalno nacrtovanje u¢inkovin na osnovi ze znanih in novih validiranih
tar¢, sintezo in izolacijo u¢inkovin ter njihovo biolosko in fizikalno kemijsko vrednotenje.
Tako so na osnovi poznavanja strukture Mur encimov in histidin protein kinaz (HPK)
domnevali, da bi nekateri znani inhibitorji HPK in njim sorodne spojine lahko inhibirali

tudi Mur encime, ki imajo v svoji strukturi vezavno mesto za ATP.

Spojinam, nacrtovanim kot inhibitorji Mur encimov, smo z metodo makrodilucijskega
antibiograma v MHB uspesno ovrednotili u¢inkovitost v obliki MIK in MBK.

Testirali smo obcutljivost standardnih oz. referen¢nih bakterijskih sevov iz zbirke ATCC
za vseh 12 spojin. Med po Gramu negativnimi bakterijami smo v raziskavo vkljucili seve
vrst Escherichia coli ATCC 25922 in Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, med po
Gramu pozitivnimi bakterijami pa seve vrst Enterococcus faecalis ATCC 29212 in

Staphylococcus aureus ATCC 29213.



Krope A. Testiranje obcutljivosti bakterij na nove potencialne inhibitorje Mur encimov.

Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2010 52

Protimikrobno ucinkovitost pri standardnih sevih so pokazale tri spojine, in sicer KNZ-
21b, KNZ-22b in KNZ-52, vendar le pri po Gramu pozitivnih bakterijah. Najvecjo
ucinkovitost je pri po Gramu pozitivnih standardnih sevih pokazala spojina KNZ-52. Pri
standardnem sevu E. faecalis ATCC 29212 smo MIK ovrednotili kot 16 pg/ml, pri S.
aureus ATCC pa kot 8 pg/ml. Dolocili smo tudi MBK, in sicer pri obeh kot 128 pg/ml.

S spojinami, pri katerih smo s testiranjem standardnih sevov zaznali aktivnost, smo testirali
tudi izolate iz klini¢nih vzorcev. V raziskavo smo vkljuéili izolate bakterije S. aureus
(MSSA in MRSA) in izolate enterokokov (za vankomicin obcutljive E. faecalis in E.
faecium ter E. faecium-VRE).

Spojine KNZ-21b, KNZ-22b in KNZ-52 so pokazale protimikrobno uc¢inkovitost tudi pri
klini¢nih izolatih. Tudi tukaj je najve¢jo ucinkovitost pokazala spojina KNZ-52. MIK smo
pri proti meticilinu obcutljivih S. aureus in pri MRSA ovrednotili kot 8 pg/ml oz. 16
pg/ml, pri za vankomicin obcutljivih E. faecalis in E. faecium prav tako 8 pg/ml oz. 16
pg/ml, pri VRE pa je MIK znasala od 0,5 pg/ml do 16 pg/ml. Vse spojine so pri klini¢nih

izolatih pokazale tudi baktericidni uc¢inek.

Nasa pri¢akovanja smo izpolnili, saj so tri spojine pokazale protimikrobno ucinkovitost,
katerim smo z metodo makrodilucijskega antibiograma v MHB uspeSno ovrednotili

ucinkovitost v obliki MIK in MBK.
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