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1 ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Studijni obor: Odborny pracovnik v laboratornich metodach
Autor: Bc. Tomas Hampl

Skolitel: PharmDr. Ondfej Jand'ourek, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Mycobacterium tuberculosis jako ptivodce zavazného onemocnéni

4

Tato diplomova prace ma v teoretické Casti za cil vénovat se tuberkuldze, popsat
pivodce onemocnéni, taxonomické zatazeni do systému, popsat vznik, prab¢h a klinické
projevy onemocnéni, diagnostiku, vcetné laboratorni diagnostiky, epidemiologii tuberkulozy,

moznosti terapie a prevence.

Tuberkul6za (TBC) je jednou z nejsmrtelnéjSich infekénich onemocnéni na svété, které
je u cloveka zplisobeno bakterii M. tuberculosis. TBC je nékdy vnimana jako nemoc minulosti,
avSak nedavny narlst pfipadl nemoci, a ptedev§im rozsifeni forem TBC odolnych viici
pouzivanym lékim, ¢ini tuto nemoc velmi nebezpecnou. V soucasnosti je velkym problémem
alarmujici narlst rezistentni a multirezistentni tuberkulozy, proti kterym neucinkuji béZné
pouzivané léky prvni linie. Proto je ve svété neustdle kladen diiraz na objevovani a zkousSeni
novych  potencidlnich  antituberkulotik, kter¢é by mohly pomoci pacientim

s rezistentni a multirezistentni TBC.

V experimentadlni Casti se prace zabyva testovanim antimykobakterialni aktivity
potencialnich antituberkulotik na kmenech rodu Mycobacterium (M. smegmatis, M. aurum,
M. tuberculosis) pomoci mikrodiluéni bujonové metody, vyhodnocenim ziskanych vysledki

a jejich interpretaci z hlediska vztahu Gc¢innosti a struktury testovanych sloucenin.

Soucasti této prace bylo testovani celkem 81 potencialnich antituberkulotik ve 3 sériich.
Jako nejucinnéjsi potenciondlni antituberkulotika se jevily latky s oznacenim 6, 69, APC-AT,
APC-AT-3Me, APC-AT-Adam. Témto latkdm by k potvrzeni Gi¢innosti méla byt ve vyzkumu

déle urcité vénovana pozornost a mélo by byt provedeno rozsahlejsi testovani.

Klicova slova: mykobakterie, tuberkuldza, antituberkulotika, mikrodiluéni bujonova metoda,

minimalni inhibiéni koncentrace



2 ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy, Hradec Kralové
Field of study: Specialist in laboratory methods

Author: Bc. Tomas Hampl

Supervisor: PharmDr. Ondfej Jand’'ourek, Ph.D.

Title of diploma thesis: Mycobacterium tuberculosis as causative agent of grave illness

The aim of this diploma thesis is to deal with tuberculosis, describe the pathogen,
taxonomic classification, describe the origin, course and clinical manifestations of the disease,
diagnosis, including laboratory diagnostics, epidemiology of tuberculosis, treatment and

prevention.

Tuberculosis (TBC) is one of the deadliest infectious diseases in the world caused by
bacterium M. tuberculosis in humans. TBC is sometimes referred as a disease of the past, but
the recent rise in cases of the disease, and especially the spread of forms of drug-resistant TBC,
makes the disease very dangerous. Currently, a major problem is the alarming rise in resistant
and multi-resistant tuberculosis, which is not counteracted by commonly used first-line drugs.
Therefore, there is a constant emphasis around the world on discovering and testing new

potential antituberculotics that could help patients with resistant and multidrug-resistant TBC.

In the experimental part, the thesis deals with screening of antimycobacterial activity of
potential antituberculotics against strains of the genus Mycobacterium (M. smegmatis,
M. aurum, M. tuberculosis) using a microdilution broth method, evaluation of the obtained
results and their interpretation in order to determine relationship between activity and structure

of tested compounds.

Part of this work was focused on screening of 81 potential antituberculotics in 3 series.
The most effective antituberculotics appeared to be 6, 69, APC-AT, APC-AT-3Me, APC-AT-
Adam. These substances should certainly be given further attention in research to confirm their
effectiveness, and more extensive testing should be carried out.

Keywords: mycobacteria, tuberculosis, antituberculotics, microdilution broth method,
minimum inhibition concentration



3 UVOD

Tuberkuléza (TBC) je multisystémové infekéni onemocnéni zpiisobené u clovéka
piedevsim bakterii Mycobacterium tuberculosis. Toto onemocnéni mohou zpusobovat také M.
bovis (ptivodce u hovéziho dobytka), M. microti (piivodce u hrabost) a M. africanum. VSechny
mykobakterie jsou acidorezistentni, dlouhé, §tihlé, nesporulujici a nepohyblivé tycinky.

(Greenwood, 1999; Harvey, 2007)

TBC je dlouhodobé celosvétoveé nejbeznéjsi pric¢innou umrti na infekéni onemocnéni.
Podle Svétové zdravotnické organizace WHO (World Health Organization) kazdy rok
tuberkulézou onemocni asi 10 miliond lidi. Na tuberkulézu ro¢né umira 1,4 milioénu lidi.
Infekce TBC spojené s HIV (z angl. Human Immunodeficiency Virus) jsou hlavni pfi¢inou
umrti pacientl s HIV. VétSina lidi, kteti onemocni TBC, Zije v rozvojovych zemich a v zemich
tzv. tfetiho svéta, avSak TBC je pfitomna po celém svété. Odhaduje se, Ze asi ¢tvrtina svétoveé
populace je infikovana Mycobacterium tuberculosis. Pouze 5-15 % téchto lidi onemocni aktivni

formou TBC. (WHO, 2020)

TBC pravdépodobné infikovala ¢lovéka po mnoho staleti. Dikazy o tuberkul6znich
infekcich byly nalezeny u mrtvol, jejichZ plivod je datovan ptiblizné¢ 8000-7000 let pi. n. 1.
Rekové onemocnéni oznadovali jako tzv. ftizu. Odhaduje se, Ze v mnoha evropskych zemich
zpusobila TBC smrt asi u 25 % dospélych. Robert Koch objevil pti¢inu TBC, Mycobacterium

tuberculosis, v roce 1882, za coz v roce 1905 ziskal Nobelovu cenu.

Se zvySenim povédomi o TBC, iniciativam v oblasti vetfejného zdravi, vhodnymi
lécebnymi metodami, jako je izolace pacientl, a vyvojem léki na lécbu TBC, byl vyskyt
onemocnéni, zejména Vv rozvinutych zemich, vyrazn€ sniZzen. V souCasnosti je velkym
problémem nedavny nartst pfipadii nemoci a narust rezistentnich a multirezistentnich forem

tuberkulozy (Davis, 2021)



4 ZADANI — CiL PRACE

Cilem teoretické casti diplomové prace je zpracovat publikované informace
o tuberkuloze. Popsat, charakterizovat a klasifikovat piivodce (M. tuberculosis), vznik, prabéh,
epidemiologii a klinické ptiznaky onemocnéni. Dale se zaméfit na diagnostiku onemocnéni,

moznosti terapie a prevence.

V experimentalni Casti je cilem testovani antimykobakterialni aktivity potencialnich
antituberkulotik na kmenech rodu Mycobacterium (M. smegmatis, M. aurum, M. tuberculosis)
pomoci mikrodiluéni bujonové metody na zékladé standardit CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) a EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
s mirnymi Upravami, vyhodnoceni ziskanych vysledkl a jejich interpretace z hlediska vztahu

ucinnosti a struktury testovanych sloucenin.



5 TEORETICKA CAST

5.1 Rod Mycobacterium

Nazev rodu je odvozen od tfeckych slov mykes (plisn€) a bacterion (tyCinka), které
rustem a vzhledem svych kolonii mykobakterie pfipominaji. Taxonomicky se fadi do oddéleni
Actinobacteria, tadu Actinomycetales, Celedi Mycobacteriaceae a rodu Mycobacterium. Na
zaklad¢ analyzy jejich genomu se neddvno od tohoto rodu odc¢lenilo nékolik druht, které se
zafadily do tfech novych rodt, Mycobacteroides, Mycolibacter a Mycolicibacterium.

(Liptakova, 2019)

Do rodu Mycobacterium patii bakterie, které maji neobvyklé vlastnosti morfologické
(nelze je obarvit bézné pouzivanym barvicim postupem dle Grama), patogenni (spadaji sem
puvodci tuberkuldzy a lepry, coz jsou chronické infekce a v jejich patogenezi hraje zna¢nou
roli reakce makroorganismu a buné¢nd imunita), kultivani (vétSina roste i na specidlnich
pudach velice pomalu) a terapeutické (jsou citlivé na jiny typ antimikrobidlnich latek nez ostatni
bakterie). Podle vyssiho obsahu guaninu a cytosinu ve své DNA jsou piibuzné k bakteridlnim

rodim Corynebacterium a Nocardia. (Votava, 2003)

Zhruba 50 druhli mykobakterii se déli do dvou hlavnich skupin, rychle a pomalu
rostoucich. Pomaly rlst je relativni vhledem k dobé riistu ostatnich bakterii. Vyskytuji se v ptidé
a ve vodé, kde ziji pfevazné saprofyticky, ale uplatituji se 1 jako oportunni patogeny zvifat
a Clovéka. Neékteré jsou primarnimi patogeny Cloveéka. Piibuzné druhy jsou zatfazovany
do komplexd, jako naptiklad tuberkul6zni mykobakterie M. tuberculosis komplexu. Do této
skupiny patii M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. caprae, M. microti, M. canettii
a M. pinnipedii. Skupina netuberkuldéznich mykobakterii zahrnuje vice druhi, které jsou

potencialné patogenni pro clov€ka nebo Ziji saprofyticky. (Greenwood, 1999; Liptakova, 2019)
5.1.1 Morfologie

Mykobakterie jsou dlouhé, $tihlé a nepohyblivé tyCinky, které netvoii spory. Bunééna
sténa mykobakterii je neobvykld v tom, zZe obsahuje asi z 60 % lipidy, véetné jedinecné tfidy
sloucenin s velmi dlouhymi a vétvenymi fetézci (60 az 90 atomu uhliku), fazené mezi [3-
hydroxylované mastné kyseliny (mykolové kyseliny). Jedna se o komplex s tfadou
polysacharidli a peptidii, které vytvareji voskovity bunécny povrch, diky kterému jsou

mykobakterie siln¢ hydrofobni, a jsou zodpovédné i za jejich barvitelnost. (Harvey, 2007)
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Zékladni struktura bunécné stény (obr. 1) je typicka pro grampozitivni bakterie. Vnitini
plazmatickd membrana je piekryta silnou peptidoglykanovou vrstvou a vnéjsi membrana
pfitomna neni. Struktura bunééné stény mykobakterii je vSak mnohem slozitéj$i nez
u jinych grampozitivnich bakterii. V plazmatické membran¢ jsou ukotveny proteiny,
fosfatidylinositol manosidy (PIM), lipomanan (LM) a lipoarabinomanan (LAM), ktery je
funkéné ptibuzny s O-antigennimi lipopolysacharidy pfitomnymi u jinych bakterii. Déle jsou
také ptitomny lipidy, glykolipidy a peptidoglykolipidy. Velice vyznamny povrchovy glykolipid
bunécné stény mykobakterii je cord factor, ktery je zodpoveédny za jejich virulenci. Ve vrstvach

bunécné stény se nachazi i transportni proteiny a poriny, které tvoii 15 % hmotnosti bunécné

stény. Proteiny jsou velice dulezité antigeny, které stimuluji bunécnou imunitni odpovéd
pacienta. (Murray, 2012)

Mk \' | T g
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S?HS?HS?HS?HS?HS?HS?HS?

membranovy [cymplamﬂiekimenh'ma]

protein

Obrdazek 1 SloZeni bunécéné stény mykobakterii

Na obrazku je schéma struktury bunécné stény mykobakterii. Vidime cytoplazmatickou membrdanu
s transportnimi proteiny, peptidoglykan, arabinogalaktan, mykolové kyseliny a vnéjsi lipidy.

zdroj: http.://mikrobiologie.xf.cz/files/atb-bunecna-stena.doc. html

11



Tuberkulin je nejznaméjsi antigen pfipraveny jiz Kochem. Plvodni preparat
oznacovany jako stary tuberkulin se ziskdval zahusténim tekuté pidy po odd¢leni bakterialni
masy. Tuberkulin oznaovany jako PPD (z angl. purified protein derivatives) se ziskava
vysrazenim proteinového komplexu z filtrdtu mykobakteridlni kultury zdokonalenou
technikou. Extrakt téchto proteinovych derivati zvany PPD nahradil pavodni Kochtv
tuberkulin a slouzi ke koznimu zji§tovani pozdni precitlivélosti na mykobakterialni antigeny,
kdy se nejcastéji aplikuje intradermdlné (Mantoux test). U zdravych neinfikovanych jedinct
nevyvolava reakci, zatimco u osob infikovanych nebo vakcinovanych dochazi po 48-72

hodinach v misté¢ vpichu k vzniku zanétlivého infiltratu. (Bednat, 1996; Votava, 2003)

Vhledem k této slozité struktuie bunécné stény je nelze obarvit dle Grama, pokud se
uzije bézného postupu. K obarveni naptiklad fuchsinem nebo fluorescenénim barvivem
auraminem je pfinutime pifidavkem motidla (fenolu), pfipadné barvenim za horka. Obarvené
mykobakterie zase nelze odbarvit, a to ani pomoci smési alkoholu s kys. chlorovodikovou,

proto se oznacuji jako acidorezistentni tyCinky. (Votava, 2003)

Acidorezistence, tj. obtizna barvitelnost organickymi barvivy a naslednd odolnost
k odbarveni kyselinami, alkdliemi a alkoholem, je charakteristickym znakem vSech
mykobakterii. Souvisi s vySe zminénym vysokym obsahem lipidii v bunécné sténé a je jen
vzacné pozorovana i u jinych mikrobi, napt. u nokardii a korynebakterii, kde je vsSak
nekonstantni a neuplnd. V natérech z materidlu lze zachytit v tyCinkach hyperchromni
Muchova granula. V mladych kulturach se mohou také vyskytovat neacidorezistentni formy

zviditelnéné kontrastnim dobarvenim. (Bednar, 1996)

Jedine¢né slozeni bunécné stény méa kromé acidorezistence 1 vliv na dalsi vlastnosti
mykobakterii, jako jsou pomaly rdst, odolnost viici béznym detergentim a antibiotikiim,
odolnost vic¢i vysuSeni (mykobakterie si v zaschnutych kapi¢kach sputa zachovavaji
zivotaschopnost az n€kolik mésicll) a na specifickou imunitni odpoveéd’ hostitele. Jsou citlivé
na UV svétlo, vyborné je inaktivuji fenolové slouceniny. Oxidac¢ni Cinidla a aldehydy jsou
rovnéZ uéinné, avSak vyzaduji pouziti vysSich koncentraci a prodlouZeni expozi¢nich cast.

(Liptakova, 2019)
5.1.2 Genom

Mykobakteridlni genom, ktery byl zatim kompletné sekvenovan pouze u kmene
Mycobacterium tuberculosis H37Rv, je zatim nevycCerpatelnym zdrojem informaci

o potencidlnich faktorech virulence. Genom kmene H37Rv obsahuje asi 4000 genli a ma urcité
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zvlastnosti v porovnani s jinymi genomy. Asi 200 gena se uUcastni metabolismu mastnych
kyselin, coz je skoro dvojnasobny pocet nez u jinych mikroorganismi s podobné velkym
genomem. Dal$im vyzna¢nym znakem je piitomnost genii pro kyselé, na glycin bohaté
proteiny. Jde asi o 172 gend, které ptedstavuji pies 4 % genomu M. tuberculosis, nachazeji se

vSak 1 u dalsich mykobakterii. Funkce téchto proteinti neni zatim znama. (Macela, 2006)

Genom mykobakterii je pomémé velky (3-4x10° bp) a vyznaduje se vysokym podilem
guaninu a cytosinu (61-71 %). U nékterych druhti je pfitomna extrachromozomélni DNA
v plazmidech. V DNA mykobakterii se nachazeji specifické repetitivni elementy s velikosti az
5 kb, které hybridizuji s fragmenty DNA vyuzivanymi jako genetické sondy pii molekularni
diagnostice. (Liptakova, 2019)

Rozpoznani skupinové nebo druhové specifickych sekvenci DNA umoznilo konstrukei
genetickych sond pro priikkaz mykobakterii v biologickém materidlu a k druhové identifikaci.
Pti polymerazové fetézové reakci (PCR) se pii amplifikacni fazi chromozomélni DNA pouZziva
jako primera oligonukleotidy o velikosti 30-200 bp, jejichz slozeni se urcuje sekvenovanim.
Stanovenim poctu a polohy zminénych repetitivnich elementi je vyuzivano pii sledovani
pfenosu a cirkulaci kmenli v populaci a pfedstavuje novou metodu tzv. molekularni

epidemiologie. (Bednat, 1996)
5.1.3 Fyziologie a kultivace

Mykobakterie jsou aerobni a vyznacuji se velmi dlouhou genera¢ni dobou, od n€kolika
hodin az po jeden den, proto vétSina z nich roste velmi pomalu. U M. tuberculosis je tato doba
20 az 30 hodin, ale naptiklad u M. leprae se odhaduje az na 10 az 20 dni. Kolonie se objevuji
az za n€kolik tydnd, Casto jsou Zluté az oranzove pigmentované a nékteré se vyznacuji drsnym
povrchem. I kdyZz vétSina roste na jednoduchych piidach s asparaginem, glycerolem,
mineralnimi solemi, vejci nebo hovézim sérem, n€kterd vyzaduji dalsi suplementaci (hemin
nebo kyselinu pyrohroznovou). Nékteré mykobakterie je tfeba kultivovat pfi teploté nizsi nez
37 °C, jiné az pfti teplotach okolo 45 °C. M. leprae se 1 ptes zkouSeni nékolika laboratornich
podminek zatim nepodafilo in vitro kultivovat, coz predstavuje piekazku pfi studiu tohoto
patogenu v laboratofi. Proto se riist M. leprae ptednostné provadi na experimentalnich zvifecich
modelech, jako jsou pasovci a nékolik kmenit mysi. (Bednat, 1996; Votava, 2003; Trombone,

2014)

V aerobnich podminkédch a na specidlnich vaje¢nych pidach jsou kolonie u rychle

rostoucich druhd viditelné za 2-7 dni od inokulace (n€které podminéné patogenni
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a saprofytické rody, napt. M. fortuitum a M. chelonae), u pomalu rostoucich za 17-60 dni
(napt. M. tuberculosis komplex nebo M. avium komplex). V nov¢jsich tekutych médiich, jako
je Middlebrookiv bujon nebo Kirchneriv bujon, a s novéjsSimi automatickymi kultivacnimi

systémy lze dosdhnout urychleni kultiva¢niho procesu az o 14 dni. (Liptakova, 2019)

5.1.4 Patogenita a rozdéleni

.....

oportunni patogeny zvitrat a ¢lovéka. Pro nékteré (napt. pro M. tuberculosis a M. leprae) jsou

tkan¢ ¢loveka a jinych teplokrevnych obratlovct hlavni ekologickou nikou. (Votava, 2003)

Pro predbéznou klasifikaci mykobakterii se pouzivaji ristové vlastnosti a morfologie
kolonii. Jak uz bylo uvedeno, tak jsou M. tuberculosis a blizce ptibuzné druhy zahrnuté
do M. tuberculosis komplexu pomalu rostouci bakterie a jejich kolonie jsou bud
nepigmentované nebo bézové/okrové. Ostatni mykobakterie, ozna¢ované jako netuberkulozni
mykobakterie (NTM), byly ptivodné klasifikovany Runyonem do 4 skupin podle rychlosti riistu
a pigmentace (viz tab. 1). (Murray, 2012)

Tabulka 1 Prehled cCastéji se vyskytujicich mykobakterii a jejich patogenita pro ¢lovéka, rozdéleni
podle rychlosti ristu a podle pigmentace kolonii

PREHLED CASTEJI SE VYSKYTUJICICH MYKOBAKTERII
skupina druh pigmentace patogenita pro ¢lovéka
komplex M. tuberculosis:
M. tuberculosis N tuberkuloza (TBC)
M. africanum N TBC v tropickeé Africe
M. bovis N TBC krénich uzlin
M. bovis BCG N vakcinacni kmen
komplex M. avium:
, M. avium ssp. avium N pneumonie a lymfadenitidy
pomalu rostouci i .
M. avium ssp. paratuberculosis N Crohnova choroba
M. intracellulare N pneumonie a lymfadenitidy
M. kansasii F chronicka onemocnéni plic
M. marinum F kozni granulomy
M. ulcerans N tropicky vied Buruli
M. xenopi S vzacné pneumonie
M. gordonae S vétSinou pouhd kontaminanta
M. fortuitum N infekce ran, osteomyelitidy
, | M. chelonae N kozni 1éze pii imunosupresi
rychle rostouci , . . <
M. smegmatis S infekce tkani po poranéni
M. abscessus N chronické infekce plic a ran
nerostouct in vitro | M. leprae - malomocenstvi

Legenda: N - nechromogenni, F - fotochromogenni, S - skotochromogenni

zdroj: Votava, 2003
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Neékteré mykobakterie (napt. M. kansasii, obr. 2) produkuji zluté¢ karotenoidy jen
na svétle, jsou tedy oznacované jako fotochromogenni. Skotochromogenni jsou mykobakterie
rostouci v barevnych koloniich i potm¢, a patfi mezi né napt. M. gordonae (obr. 3).
Nechromogenni mykobakterie (napf. M. avium komplex) netvoii vyrazné barevné kolonie.
Posledni skupinou jsou rychle rostouci mykobakterie (napt. M. fortuitum, obr. 4), které

vyrostou béhem nékolika dnii. (Votava, 2003)

Toto déleni (tab. 1) a sledovani vlastnosti na zaklad¢ ristu a pigmentace ma vsak
v soucCasnosti v diferencidlni diagnostice uz jen vedlejsi tlohu. Biochemicka aktivita

mykobakterii je nepatrna. (Liptakova, 2019)

Obrdzek 2 Mycobacterium kansasii, piiklad pomalu rostoucich fotochromogennich mykobakterii.

Na tomto obrdzku vidime M. kansasii (svétle Zluté kolonie) po 15denni kultivaci pri 37 °C na
Lowensteinové-Jensenové pude.

zdroj: https://'www.microbiologyinpictures.com/bacteria-photos/mycobacterium-tuberculosis-
photos/mycobacterium-kansasii. html

Obrazek 3 Mycobacterium gordonae, piiklad pomalu rostoucich skotochromogennich mykobakterii.

Vidime M. gordonae (oranzovo/zluté kolonie) po 20 dnech kultivace pri 42 °C na Lowensteinove-
Jensenové pude.

zdroj: Couto, 2013
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Obrazek 4 Mycobacterium fortuitum, piiklad rychle rostoucich nechromogennich mykobakterii.

Vidime M. fortuitum (bélavé okrové kolonie) na Lowensteinove-Jensenové pudé po 3denni kultivaci
pii 37 °C.
zdroj: Fang-Lan, 2010

5.2 Tuberkuloza

Jedna se o chronické granulomatézni onemocnéni, které postihuje Cloveka, ostatni
savce, vacnatce, ptaky, ryby, obojzivelniky i plazy. Tuberkulozu (TBC) u savct zptisobuji ¢tyti
uzce piibuzné druhy, M. tuberculosis (ptivodce tuberkulozy u €loveka), M. bovis (ptivodce

u hovéziho dobytka), M. microti (ptivodce u hrabost) a M. africanum.

Tuberkuléza je tedy u cloveéka zpiisobena hlavné M. tuberculosis, nékdy vsak také
i1 M. bovis, jez je ale spi§ hlavnim ptvodcem TBC u dobytka a n¢kterych dalSich savct.
Mycobacterium africanum mé velmi variabilni vlastnosti, a proto je jeho taxonomické pozice
nekde mezi huménnimi a bovinnimi mykobakteriemi. Uz podle ndzvu je patrné, ze zpiisobuje
tuberkulozu zejména u obyvatel rovnikové Afriky. Mycobacterium microti se v dnesni dobé

izoluje vzacné. (Greenwood, 1999)

Tuberkuléza je infekéni onemocnéni se dvéma fadzemi manifestace — primarni
a postprimdrni. Primarni infekce je casto asymptomaticka, popiipadé s nespecifickymi
priznaky, a obvykle se spontann¢ vyhoji. Jako postprimarni infekce se oznacuji v§echny formy

u jedinct, kteti méli pied propuknutim infekce pozitivni reakci v tuberkulinovém testu.

Rizikové faktory pro toto onemocnéni lze ztotoznit s oslabenou imunitou organismu,
napft. pti cukrovce, u virovych infekci véetné¢ HIV, pti imunosupresivni 1€¢bé, pii podvyzive,
popiipadé u osob ve vyssim veéku. Ze socioekonomického hlediska jsou velmi rizikovymi
skupinami ptedev§im imigranti z oblasti s vysokym vyskytem tuberkulozy, bezdomovci,

alkoholici nebo osoby drogové zavislé. (Macela, 2006)
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5.2.1 Pivodce Mycobacterium tuberculosis

5.2.1.1 Popis a morfologie

vvvvvv

asi jedna ctvrtina lidské populace. Zhruba u 10 % infikovanych se béhem Zivota projevi
ptiznaky tuberkulozy. Podle Svétové zdravotnické organizace WHO kazdy rok tuberkulézou
onemocni asi 10 miliéond lidi. Na tuberkulézu ro¢n€ umira 1,4 milionu lidi. M. tuberculosis
objevil Robert Koch v roce 1882, a proto 1ze mikroba oznacovat i zkratkou BK (bacil Kochtiv).
Spolu s geneticky blizkymi M. africanum, M. bovis ajeho atenuovanym (vakcinacnim)
kmenem BCG (bacil Calmette-Guérin) se zatfazuje do skupiny zvané M. tuberculosis komplex.

(Votava, 2003; WHO, 2020)

Ve tkanich se M. tuberculosis vyskytuje v podobé velmi tenkych a rovnych ty¢inek
(obr. 5) o rozmérech pfiblizn¢ 0,4 x 3 um. Na umélych médiich jsou pozorovany kokcoidni
(pfipominajici koralky) a vlaknité formy s variabilni morfologii od jednoho druhu k druhému.

(Brooks, 2007)

Obrdzek 5 Morfologie M. tuberculosis

Na obrazku vidime pocitacem generovany 3D obraz M. tuberculosis. Vytvoreno federdlni

agenturou Spojenych statii americkych CDC (Centers for Disease Control and Prevention).
zdroj: Eckert, 2020

Tuberkulézni mykobakterie jsou nepohyblivé, nesporulujici a nemajici pouzdro.
V preparatech z klinického materidlu (nejCastéji sputum) se vyskytuji bud’ jednotlivé nebo

v podobé shlukti né€kolika paralelné usporadanych ty€inek. V preparatu z kultury jsou vidét
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hadovité propletené provazce, tomuto jevu se tikd cording (z angl. cord, provazec) a je typicky

pro virulentni kmeny. (Greenwood, 1999; Votava, 2003)
5.2.1.2 Odolnost na zevni vlivy

Jak jiz bylo zminéno, tak maji mykobakterie tendenci byt odolnéjsi vici chemickym
latkhm nez jiné bakterie zejména kvili hydrofobni povaze bunééné stény. Barviva
(napt. malachitova zelenl) nebo antibakteridlni latky (napf. penicilin), které jsou bakteriostatické
vUci jinym bakteriim, mohou byt piidavany do média, aniz by inhibovaly rast mykobakterii.
Kyseliny a zasady umoziuji pieziti nékterych exponovanych mykobakterii a pouzivaji se
k eliminaci kontaminujicich mikroorganismi a ke zakoncentrovani klinickych vzorki. (Brooks,

2007)

M. tuberculosis je stejné jako ostatni mykobakterie vysoce odolné vici vyschnuti,
v prachu vydrzi az 10 dnll a ve vyschlém sputu dokonce az 8 mésicli. Z dezinfekénich
prostiedkti jsou na M. tuberculosis spolehlivé u¢inné predevsim derivaty fenolu a aldehydy.
Z oxidacnich ¢inidel jsou u¢innd jen néktera a ta pak jen ve vyssi koncentraci a pti prodlouzené
expozici. K pomérné uUCinnym dezinfekénim prostifedkiim patii naptiklad lyzol (1%),
formaldehyd (5%), Persteril (0,5%) nebo Chloramin B (az 5%). Detergenty jsou neucinné.
Dals§im dobrym prostfedkem k dekontaminaci je UV zafeni, protoZe k nému jsou mykobakterie

velmi citlivé. (Votava, 2003)
5.2.2 Patogeneze a imunita

M. tuberculosis netvoii zadné toxiny, které by se daly povazovat za faktory virulence.
Faktorem spjatym s virulenci je povrchovy glykolipid cord factor, nachazejici se v bunécné
sténé, chemicky se jednd o trehal6zo-6,6-dimykolat (TDM), ktery zodpovidd za rist
virulentnich kmenil v jiZ zminénych dlouhych hadovitych provazcich. V infikovanych buiikéach
poskozuje mitochondrialni membranu, ¢imz inhibuje dychéni a fosforylaci. Obecné je ale
virulence dana zejména schopnosti M. tuberculosis ptezivat uvniti makrofagt jedince, coz se
vysvétluje tim, Ze mykobakterie potlacuji snizovani pH ve fagozomech a nasledné jejich

splyvani s lysozomy. (Votava, 2003; Liptakova, 2019)

Mezi molekuly podilejici se na patogenezi a virulenci patii mykobakteridlni lipidy.
Buné¢na sténa je velmi bohata na lipidy a je siln€ nepropustna. Protoze obsahuje peptidoglykan,
jsou mykobakterie odolné viici kyselindm. Lipoarabinomanan (LAM) je konjugét slozeny
z manosylfosfat inositolu (MPI), polysacharidové patetfe a riznych druht krycich motivi. Jeho

spravna translokace do bunécné stény predstavuje dulezitou vlastnost pro stabilitu
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mykobakterii. LAM navic inhibuje zrani fagozomu a umoziuje intracelularni preziti. LAM se
uvoliiuje v makrofazich a reaguje s endomembranami, coZ je nezbytné pro blokovani zachytu
fagozoml a dodani lysozomdlnich hydroldz ptes molekulu EEA; (z angl. Early Endosomal
Autoantigen 1). Dochazi kblokaci fagozomalniho okyseleni. Lipomanan (LM) je
multiglykosylovany lipid nebo polymanosylovany fosfatidylinositol manosid (PIM). Jeho
diacylované molekuly reguluji a inhibuji produkci sekrece oxidu dusnatého a cytokinil
mykobakteridlnich bunék. TDM podporuje angiogenezi, inhibuje okyseleni fagolysozomu,
brani fuzi fagozomu s lysozomem zavislou na Ca®" a odstrafiovani povrchovych lipida
mykobakterii. Dtulezité v patogenezi jsou rovnéz sekreCni systémy mykobakterii
(napt. transportér TAT, z angl. twin arginine translocation, nebo transportér ESX, z angl.
export pathway). Molekularni migrace pfes bunéfnou sténu piedstavuje dilezitou udalost
souvisejici s interakcei prostiedi a hostitelskych bunék. Roli v patogenezi hraji i mykobakterialni
lipoproteiny, jejich funkce souvisi s molekularnim exportem, stalosti bunééné stény, piijmem

zivin a tim prispiva k interakci hostitel-patogen. (Echeverria-Valencia, 2017)

Infekce se pienasi vdechnutim M. tuberculosis v acrosolu nebo prachu. Infek¢ni davka
u lidi je velmi nizkd, infekci miize zplsobit vdechnuti méné nez 10 mykobakterii. Pravé
vzdus$ny pienos tuberkulozy je velice uinny, protoZze nemocni vykaslavaji velké mnozstvi
mykobakterii, které se snadno $ifi v okolnim prosttedi a diky svému voskovitému obalu
dokazou ptezivat vyschnuti a dlouho se udrzovat ve vzduchu a v prachu. Vykaslané sputum
infikovaného pacienta miZze obsahovat az n€kolik milionii mykobakterii na mililitr. (Herman,

2006; Goering, 2016)

Imunitni odpovéd’ je typu bunééné precitlivélosti a klinicky obraz tuberkuldzy je dan
paradoxnim uUc¢inkem obranné reakce, kterd destruuje urcitou tkan, a jinymi patologickymi
projevy. Vysledkem této reaktivity je to, Ze ma lidskd tuberkuldza priméarni a postprimarni

formu se zcela odliSnymi pfiznaky. (Greenwood, 1999)
5.2.2.1 Primarni tuberkuléza

V dobé¢ expozice vstupuje tuberkuldza do dychacich cest a infekéni ¢astice pronikaji do
alveolli, kde jsou fagocytovany alveolarnimi makrofagy. Na rozdil od vétSiny ostatnich
fagocytovanych bakterii, M. tuberculosis brani fizi fagozomu s lysozomy blokovanim
specifickych pfemostujicich molekul (v€asnych endozomadlnich autoantigeni 1-EEA;).

Fagozom je zaroven schopen fuzovat s jinymi intraceluldrnimi vezikuly, coZ umoziuje ptistup
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k Zivinam a nasledné mnozeni uvnitt fagozomu. Fagocytované bakterie jsou také schopny
vyhnout se likvidaci makrofagy zprostiedkované reaktivnimi meziprodukty dusiku, které se
vytvareji reakci mezi oxidem dusnatym a superoxidovym aniontem. (Murray, 2012; Liptakova,

2019)

V makrofazich se tedy mykobakterie pomnozuji a vytvareji primarni 1€zi, tzv. Ghonovo
lozisko. Makrofagy z¢asti hynou a z€asti zanesou mykobakterie do hilovych lymfatickych uzlin
a vytvoii se primarni komplex. Kromé toho jsou mykobakterie prostiednictvim krevnich
a lymfatickych cév roznaSeny do dalSich organti a tkani, v¢etné ostatnich oblasti plic. Navic
muze pii infekci bovinnimi mykobakteriemi v mléce vzniknout primarni komplex na tonzilach
a v krénich uzlinach, tzv. skrofula, nebo ve stievech, obvykle v ileocekdlni oblasti

a v mezenterickych uzlindch. (Greenwood, 1999)

V lymfatickych uzlindch je stimulovdna imunitni bunéénd odpovéd’, kterd je
prokazatelnd po 4-6 mésicich koznim tuberkulinovym testem, pii némz se do kiize vpravuje
proteinovy derivat PPD, pfipraveny z kultur mykobakterii. Pozitivni test se projevi po 48-72

hodinach zdutfenim a erytémem v misté vpichu. (Goering, 2016)

Jak uZ bylo feceno, ¢ast mykobakterii tedy pieci jenom uhyne, jejich bilkoviny jsou
roz§tépeny a antigenni polypeptidy se v souvislosti s molekulami MHC (z angl. Major
histocompatibility complex) 11. tfidy dostanou na povrch makrofagti. Kdyz se ocitne v blizkosti
specificky T-lymfocyt, ktery rozezna ob¢€ slozky (antigen 1 molekulu MHC), aktivuje se a tim
se zah4ji imunitni reakce, ¢imZ se zvysi pocet reagujicich T-lymfocyt a NK bunék. Buiiky Thi
(CD4") po styku s mykobakterialnimi antigeny uvoliiuji IL-2, IL-12 a interferon gama (INF-y),
které aktivuji makrofagy. Makrofagy uvoliiuji tumor nekroticky faktor TNF-a, ktery navic
stimuluje produkci oxidu dusnatého a souvisejicich reaktivnich dusikatych meziproduktl, coz
vede ke zvySenému intracelularnimu zabijeni. Pacienti, ktefi maji sniZzenou produkci IFN-y
nebo TNF-a, anebo maji vady v receptorech pro tyto cytokiny, jsou vystaveny vy$§imu riziku
zévaznych mykobakteridlnich infekci. Dale se uvoliiuji chemokiny ptitahujici do mista vstupu

monocyty 1 lymfocyty. Z monocytl vznikaji dal§i makrofagy. (Votava, 2003; Murray, 2012)

Tyto aktivované makrofagy se podle podobnosti s epitelovymi buitkami oznacuji jako
epiteloidni buniky. Nékteré splyvaji v obrovské mnohojaderné buniky Langhansovy (obr. 6).
Z loziska se stava tzv. granulom. Stfed granulomu obsahuje smés nekrotické tkan¢ a mrtvych
makrofagii, podle syrovité konzistence a vzhledu se tento jev oznacuje jako kaseifikace (obr. 7).

(Greenwood, 1999)
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Obrdzek 6 Langhansovy buiiky

Sipky ndam na tomto obrazku ukazuji mnohojaderné obii buiiky Langhansovy v granulomu. Makrofagy
Jsou spojené dohromady a jadra tvori tvar podkovy kolem okraje busiky. Preparat je barven technikou
hematoxylin-eosin. Zvétseni 100x.

zdroj: http://www.medical-labs.net/giant-langhans-cell-and-mycobacterium-tuberculosis-2459/
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Obrazek 7 Plicni granulom

Na obrdazku je patrny centralné nekrotizujici plicni granulom. Stied obsahuje smés nekrotické tkané a
mrtvych makrofagil. Lze pozorovat i velké Langhansovy buriky na periferii granulomu. Preparat je
barven technikou hematoxylin-eosin. Zvetseni 40 x.

zdroj: Ling Lin, 2018

Aktivované makrofagy zabranuji replikaci mykobakterii, zabijeji pohlcené
mykobakterie, ale pfitom bohuzel nici i okolni tkan¢€. Makrofagy granulomu maji intenzivni
metabolismus a spotfebuji kyslik, mykobakterie jsou pravdépodobné usmrcovany anoxii
a acidozou ve stfedu léze. Cytotoxické buiiky Tc (CD8") jsou schopny rozpoznat a svymi
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perforiny znicit infikované fagocyty. Mykobakterie uvnitf jsou zabity pomoci enzymu
granulolyzinu. Vytvofeni granulomu vétSinou postacuje k omezeni primarni infekce, protoze
se léze zklidni, fibroblasty vytvateji pevnou jizvu, kterd pozd¢ji kalcifikuje. Nedochazi vSak ke
zniceni vSech mykobakterii. Nekteré zlistavaji jako perzistoii v klidovém stavu a po jejich

reaktivaci zptisobuji postprimarni onemocnéni. (Greenwood, 1999; Votava, 2003)

Nékdy mulze vjednom lozisku nastat progrese, kterd se projevi jako primarni
onemocnéni véetné primdrnich 1ézi, pneumonie, tuberkuldzni osteomyelitidy, tuberkuldzni
meningitidy, pleuritidy, postizeni ledvin a patete (Pottova choroba). Proniknou-li v extrémnich
piipadech mykobakterie do ob&hu, jsou rozneseny do celého téla a vyvijeji se Cetné granulomy
v organech. Jednd se o velmi vazny stav znamy jako miliarni (diseminovand) tuberkuléza.

(Greenwood, 1999; Harvey, 2007)
5.2.2.2 Postprimarni tuberkul6za

Po mésicich, letech az desitkach let se muize tuberkuldzni lozisko bud’ reaktivovat nebo
dojde k exogenni reinfekci. Vznika tzv. postprimarni tuberkuléza, kterd se v mnoha aspektech
1181 od primarni formy onemocnéni. Reaktivace je zjevné zpiisobena podlomenym imunitnim
stavem, Casto spojenym s podvyzivou, alkoholismem, tézkym stresem, pokrocilym vékem,
imunosupresivnimi léky, nebo nemocemi, zejména cukrovkou a HIV. Dochazi k ni téméft vzdy
v hornich plicnich lalocich, kde je vysoka tenze kysliku, coZ podporuje rist mykobakterii.
Vysledkem je rozsahly tuberkulom, ktery uvnitt kolikvuje, zvétSuje se a mliZe se vyprazdnit do

bronchu. (Votava, 2003; Harvey, 2007)

Proteolytické enzymy uvolnéné aktivovanymi makrofagy zmeékcuji a zkapaliuji
kaseozni zbytky. Uvnitt tuberkulomu je siln¢ kyseld reakce, anoxie a zcela malé mnozstvi
zivych mykobakterii. Léze se zvétSuje, poSkozuje bronchy, obsah se vyprazdiluje a vznika
kaverna (obr. 8). SloZeni vzduchu v plicich je pfihodné pro mnoZeni mykobakterii, jez osidluji
sténu kaverny. Proto byla pfed érou chemoterapie zédkladni metodou 1écby likvidace vzniklé
kaverny bud’ [écebnym pneumotoraxem nebo chirurgickym odstranénim ptilehlé Zeberni Casti

hrudni stény (torakoplastikou). (Greenwood, 1999)
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TBC kaverna

Obrazek 8 TBC kaverna

Obrazek predstavuje CT (Computed Tomography) nalez, ktery dobre ukazuje rozsahlé zanétlivé zmeny
prave plice s objemnou silnosténnou tuberkulozni kavernou.

zdroj: Stefanek, 2021

Vznika tedy kaverna s rychle se mnozicimi mykobakteriemi, ty se uvoliuji do sputa
a §ifi do jinych oblasti plic, do laryngu, polknutim do stiev a pti kasli se z dutiny ustni pfendseji
na nového hostitele (tzv. oteviend tuberkul6za). Destrukce postizenych tkani vede
k vykaslavani krve (hemoptyze), uvoliujici se TNF-a vyvolava zvyseni teploty a hubnuti.
Sekundarni loZiska mohou byt pifi tuberkuloze ledvin 1 v mo€ovém méchyti a nadvarlatech.
Postprimarni kozni TBC (lupus vulgaris) postihuje nejvice oblicej a krk. Kdyz neni 1é¢ena,
ptechézi do chronicity a zplisobuje jizveni a hrubé deformace. Mohou se vytvaret pistéle, jdouci

z lymfatické uzliny na povrch klize (skrofuloderma). (Greenwood, 1999; Votava, 2003)
5.2.2.3 Tuberkuloza u osob s oslabenou imunitou

Pfi oslabeni imunity osob je reaktivace velmi pravdépodobnd, zejména u starych osob,
u pacientli po transplantaci a také u osob HIV pozitivnich. U pacientll s HIV infekci se
onemocnéni obvykle objevuje diive, neZ se objevi znaky syndromu ziskané¢ho imunodeficitu
(AIDS) a ptfed nastupem jinych oportunnich infekci. Je dvakrat vétsi pravdépodobnost, Ze se
roz§ifi 1 mimo plice, a miZe rychle vést k imrti. Pro ptiklad v roce 2019 bylo zaznamenano

10 milionti novych piipadli onemocnéni tuberkul6zou a z toho 8,2 % (tedy kolem 820 000)
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u HIV pozitivnich osob. Pfi¢emz v tomto zminovaném roce bylo hlaSeno celkem 208 000 timrti

na TBC u HIV pozitivnich osob. (Murray, 2012; WHO, 2020)

Kaverny nevznikaji, coZz potvrzuje vyznam imunitni reakce hostitele v patogenezi.
Misto kaverny vznikd v plicich difuzni infiltrat, hematogenni a lymfogenni cestou vznikaji
infiltraty i v jinych Castech téla. Nekdy se po celém téle vyvijeji cetné drobné 1éze, husté
naplnéné mykobakteriemi. Jedna se o rychle progredujici smrtelnou formu tuberkul6zy,

tzv. kryptickou diseminovanou tuberkulézu. (Greenwood, 1999)
5.2.3 Klinické priznaky

Nastup tuberkulozy je plizivy, infekce pomérné dlouhou dobu postupuje, aniz by se
pacient citil nemocny a vyhledal 1€katfskou péci. Priméarni tuberkul6za je obvykle mirna az
asymptomatickd. Asi v 90 % piipadii se dale nerozviji, ve zbyvajicich 10 % se ovSem rozviji
v klinické onemocnéni. Protoze jsou mykobakterie schopné osidlovat téméf vSechna mista
v téle, tak jsou klinické ptiznaky rizné. Obvykla je unava, ibytek vahy, slabost, zvySena teplota
a nocni poceni. Plicni tuberkuldza je spojena s chronickym a produktivnim kaSlem, sputum
muze obsahovat krev z destruovanych tkéni. Béhem infekce TBC je vyrazné ovlivnén
1 hematopoeticky systém. Jsou ovlivnény jak myeloidni, tak lymfoidni buné¢né linie a slozky
plazmy. Konkrétn€ u plicni tuberkulozy je béZnych mnoho hematopoetickych abnormalit
a mohou byt tedy néstrojem pro diagnostiku. Nejcastéjs$i hematopoetickou abnormalitou je
anémie, dal$imi jsou leukocytoza, trombocytdza, monocytéza a lymfocytéza. To naznacuje

systémovou odpovéd’ pacienta na probihajici zanétlivé procesy v téle.

Komplikace jsou zplsobeny lokalnim Sifenim a diseminaci. Mykobakterie mohou
diseminovat krevnim a lymfatickym obéhem do dalSich ¢asti téla. K tomu dochazi zejména
v obdobi primarni infekce. Nésledkem je tvorba chronickych 1ézi s pokracujici nekrozou
a destrukci dané tkané (napf. ledvin). Sifeni je mozné i extenzi do sousednich &asti plic.
Naptiklad pokud tuberkulom eroduje do bronchu a pfenese tam sviij obsah, nebo do pleurdlni

dutiny, kdy je nasledkem pleuralni vypotek. (Goering, 2016; Abay, 2018)
5.2.4 Epidemiologie

Tuberkuléza se u lidi vyskytuje uz od pravéku, nejstar$i jednoznacny nélez
Mycobacterium tuberculosis pochdzi z pozistatkl bizona starého ptiblizn€ 18 000 let. Kosterni
pozustatky ve vychodnim sttedomofti z roku 7000 pf. n. 1. svéd¢i o tom, Ze nékteti lidé v té dobé
byli nakazeni tuberkul6zou. Znamky tuberkulézy se nasly i u mumii z obdobi 3000-2400 let
pt. n. 1. Okolo roku 460 pft. n. I. popsal Hippokrates tzv. ftizu (fecky vyraz pro tuberkulozu)
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jako nejrozsitenéjsi onemocnéni té doby, které se projevuje vykaslavanim krve a horeckou a je
témét vzdy smrtelné. Hippokrates si myslel, Ze je nemoc z velké ¢asti zdédéna. Vyznamny
doklad o pfenosu onemocnéni uvedl Sokrates. Aristoteles (384—322 pf. n. 1.) uz dokonale popsal
problém kontagiozity (nakazlivosti). Podle néj je nejcastéjSim zdrojem nakazy ¢lovek postizeny
ftizou a branou vstupu je dychaci systém. Stejny nazor o nakazlivosti mél Galenos
(129-199 n.1.), nejvétsi z fimskych 1ékara, ktery navic definoval ftizu jako plicni ulceraci. Tento
opacny nazor na pocatky tuberkulézy se objevil i ve druhé poloviné 17. stoleti. Italsti 1€kati
pokracovali v Galenovych myslenkach a stale tvrdili, ze TBC je nakazliva, ¢imz ovlivnovali
zem¢ ve stiedomotiské panvi. Naopak Iékaii a ucenci v severnich zemich uptednostiovali
ustavni nebo dédi¢né pticiny této nemoci. Tento rozdil v chapani piivodu nemoci doséhl svého
vrcholu v 19. stoleti. V roce 1865 francouzsky vojensky 1ékat Jean-Antoine Villemin podal
experimentalni dikaz o ptenosnosti tuberkuldzy tim, Ze byl schopen infikovat tuberkul6zou
laboratorni kraliky naoCkovanim tuberkulézni tkdn¢ z mrtvoly. Tento dikaz byl okamzité
napaden francouzskym zdravotnickym zafizenim, zejména Hermanem Pidouxem, ktery tvrdil,
7ze musi existovat socialnéj$i feSeni problému, ktery on i ostatni pocitovali jako vznik
onemocnéni v chudsich tfidach, u osob podvyzivenych, pfi Spatné hygiené a prepracovani.
Roku 1882 némecky lékat Robert Koch objevil a popsal ptivodce tuberkuldzy, za coz v roce
1905 ziskal Nobelovu cenu. Ve druhé poloviné 19. stoleti byly vytvofeny zéklady raciondlni
klimatoterapie tuberkuldzy a zfizovaly se prvni 1é¢ebné Gistavy. V byvalém Ceskoslovensku se
roku 1946 zacal uplatiovat jednotny systém boje proti TBC, ktery kladl diiraz na prevenci.
Jednim z prvnich krokl prevence bylo zavedeni ockovani BCG vakcinou. Postupné byla
objevena a do praxe uvedena antituberkulotika jako streptomycin, ethionamid, cykloserin,
etambutol nebo rifampicin, coz umoznilo skute¢nou lécbu tuberkuldzy. (Smith, 2003;

Liptakova, 2019)

Piestoze tuberkul6zou mohou byt postizeni primati a laboratorni zvifata, jako jsou
morcata, jedinym pfirozenym rezervodrem onemocnéni jsou lidé. Toto onemocnéni se Sifi
kontaktem c¢loveka s clovékem vdechovanim infekéniho aerosolu. Velké Castice bakterii jsou
zachyceny na slizni¢nich povrsich a odstraiovany pomoci fasinkového dychaciho epitelu. Malé
castice obsahujici 1-3 tuberkul6zni bacily se vS§ak mohou dostat do alveolarnich prostor, a tak

vyvolat infekci. (Murray, 2012)

Tuberkuldza se tedy prenasi hlavné inhalaci mykobakterii ve vlhkych kapénkach, které
vykaslavaji nemocni s otevienou plicni tuberkul6zou. Méné nebezpecny je prach se zaschlymi

mykobakteriemi. Infekéni je jen sputum bakterioskopicky pozitivnich pacientt, a to kdyz 1 ml
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sputa obsahuje nejmén¢ 5000 mykobakterii. Onemocnéni se nejvice pienasi v domécnosti nebo
v prostiedi, kde jsou po dlouhou dobu osoby v blizkém kontaktu. Pro epidemiologické ucely se
incidence infekce v komunité pocitd z poctu neoCkovanych osob raznych vékovych skupin,
které maji pozitivni tuberkulinovou reakci. Vyskyt infekci za rok nepiimo udava pocet osob,
které maji otevienou tuberkul6zu nebo jinou infekéni formu. Obecné plati, ze pfi incidenci 1 %
za rok ptipada na 100 000 osob 50 novych infekci. Prevalence v dané oblasti neznamena totéz,
co incidence, nebot’ pouze u malé ¢asti infikovanych se rozvine zjevné onemocnéni a nakazeni

onemocni az za n¢kolik let. (Greenwood, 1999)

Tuberkuléza je pandemicky rozSifenou infekci. Asi Ctvrtina svétové populace je
infikovana, ro¢ni incidence je asi 10 milionti novych onemocnéni a ro¢né¢ umird kolem
1,4 milién nemocnych. Asi 95 % z téchto parametra pfipada na rozvojové oblasti téetiho svéta.
Diive neznamymi faktory globalni epidemiologie se stala infekce HIV, ktera znacné zvratila
ptiznivy vyvoj kontroly tuberkuldzy a zvysujici se vyskyt multirezistentnich kmenil, ktery vrha

problém TBC do obdobi pted objevem antituberkulotik. (Bednat, 1996; WHO, 2020)

Pro svou zéketnost a hromadny vyskyt je stale sledovand oddélené od ostatnich
infekénich chorob. V soucasnosti je druhou nejcastéjSi smrtelnou infekéni chorobou svéta
(po HIV). Vyznamné se §ifi v rozvojovych zemich a v zemich tzv. tfetiho svéta. Toto
onemocnéni je bézné v Cing, Indii, Pakistanu, vychodni Evropé, subsaharské a v jizni Africe.
vIn¢ rozsifeni tuberkuldzy (migrace, turistika, valky, zhorSeni socialnich faktorti v dasledku
politicko-ekonomickych zmén), do poptedi vystupuji dalsi faktory, zminénd multirezistence
kmenii a svétova pandemie infekce HIV. Varovnym trendem v poslednich letech je nartst

infekci zptisobenych rezistentnimi kmeny mykobakterii. (Liptakova, 2019)

TBC je onemocnéni spojené s chudobou, ale zaroven miize byt také jeji hlavni pficinou
v rozvojovych zemich a zemich tietiho svéta. Tuberkuléza zde piednostné ovliviluje
ekonomicky aktivni v€kovou skupinu, tfi Ctvrtiny vSech piipadi se vyskytuji ve véku
14 az 54 let a 17 % téch, ktefi na toto onemocnéni zemiou, je ve véku 15 az 49 let. Jeden piipad

TBC zptsobi pokles piijmu v domacnosti v priméru o 25 %. (Talbot, 2015)

Vroce 2019 bylo podle WHO ve svété hlaSeno jiz zminénych 10 miliont nové
nemocnych, jejich pocet v poslednich letech klesd velmi pomalu. Podle odhadii bylo
zaznamenano kolem 1,2 miliént umrti na TBC u HIV negativnich lidi, coz ptedstavuje snizeni
oproti pfedchazejicim rokiim (napt. z 1,7 miliéont v roce 2000), a dalSich 208 000 tmrti u HIV
pozitivnich lidi (snizeni z 678 000 v roce 2000). Vice onemocnéni TBC bylo hldseno u muza
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56 %, zeny piedstavovaly 32 % a déti do 15 let 12 %. Mezi vSemi postizenymi bylo 8,2 % HIV
pozitivnich pacientl. VétSina infikovanych lidi byla geograficky z oblasti jihovychodni Asie
(44 %), Afriky (25 %) a zapadniho Pacifiku (18 %). Pod 10 % bylo hladseno ve vychodnim
Sttedomoti (8 %), v Americe (2,9 %) a v Evropé (2,5 %) (obr. 9). Nejvice nemocnych lidi
hlasily Indie (26 %), Indonésie (8,5 %), Cina (8,4 %), Filipiny (6,0 %), Pakistan (5,7 %),
Nigérie (4,4 %) a Bangladés (3,6 %) (obr. 10).

[ ot epplicable

Obrdzek 9 Odhadovana mira vyskytu TBC na 100 000 obyvatel v roce 2019

zdroj: WHO, 2020
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Obrazek 10 Zemé, které v roce 2019 zaznamenaly nejméné 100 000 piipadit TBC

zdroj: WHO, 2020
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Mira vyskytu TBC na narodni trovni se 1i$i od méné nez 5 do vice nez 500 novych
pfipada a relapsti na 100 000 obyvatel ro¢n€. V roce 2019 mélo 54 zemi nizky vyskyt TBC
(pod 10 ptipadii na 100 000 obyvatel), vétSinou v regionu Evropy a Ameriky, plus nékolik zemi

ve vychodnim Stfedomofti a v zapadnim Pacifiku (obr. 11).

Obrazek 11 Zemé (modi‘e), u nichz byla v roce 2019 odhadovina mira vyskytu TBC niZsi nez 10 na
100 000 obyvatel

zdroj: WHO, 2020
TBC rezistentni na 1éky je 1 nadale velkym problémem. V roce 2019 témét 0,5 milionu
ptipadti vykdzalo rezistenci na rifampicin (RR rezistenci), ztoho 78 % kmenl bylo
multirezistentnich (MDR). Celosvétové melo MDR a RR v roce 2019 3,3 % novych ptipadi
a 17,7 % diive 1écenych piipadii. Nejvyssi podil (vice nez 50 % v diive lé€enych piipadech)
byl zaznamenan v zemich byvalého Sovétského svazu (obr. 12). (WHO, 2020)
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Obrazek 12 Procento diive lé¢enych pripadi TBC MDR/RR

zdroj: WHO, 2020

Vyskyt TBC v Ceské republice od 60. let vyznamné klesa. Tento pokles je v souladu
s poklesem obecné pozorovanym v celé Evropské unii (EU). V roce 2005 poprvé poklesl pocet
nov¢ hldsenych ptipadi pod 10 ptipadii / 100 000 obyvatel, coz bylo dokonce pod primérnym
poctem oznameni v EU v roce 2015 (11,7 / 100 000 obyvatel). Podle Registru tuberkul6zy bylo
v CR v roce 2017 hlaseno 505 (4,8 / 100 000 obyvatel) piipadtt TBC vsech typu a lokalizaci.
CR spoleéné s 22 zemémi jiz spliiuje cil Svétové zdravotnické organizace (WHO), ktery je
nastaven pod 10 ptipadt / 100 000 obyvatel. Zatimco jin¢ zemé EU (Rumunsko, Litva) uvadéji
miru TBC stale nad 50 / 100 000 obyvatel. Umrtnost na TBC byla v roce 2017 0,24 / 100 000
obyvatel. TBC se v CR vyskytuje daleko ¢ast&ji u muzii nez u Zen, muzi predstavovali pies
70 % ptipadi. U zen vétSinou postihuje vékovou skupinu 75+, zatimco u muzi lze vyssi vyskyt

pozorovat jiz od 45 let. (Fernandova, 2019)

V roce 2018 bylo v CR do Registru tuberkul6zy hldgeno 444 onemocnéni TBC viech
forem a lokalizaci, coz predstavuje 4,2 ptipad / 100 000 obyvatel. V porovnani s ptedchozim
rokem se stav snizil. Vroce 2019 bylo hlaSeno celkem 464 onemocnéni TBC
(4,3 ptipadd / 100 000 obyvatel). V porovnani s ptedchozim rokem se pocet ptipadii zvysil.
Z dlouhodobého hlediska vSak vykazuje pocet onemocnéni TBC u nas trvale klesajici trend
a v mezinarodnim srovnani patfime k zemim s nizkym vyskytem nemoci. Nejvice ptipadi byva

zaznamenéno v Praze. (UZIS, 2019)

29



Tuberkuléza dobytka se $ifi mezi zvifaty a obfas muze respiracni cestou postihnout
i oSetfovatele dobytka. Kolem 1 % infikovanych krav ma TBC vemene, odkud mykobakterie
pronikaji do mléka, jimz se mohou zdravé osoby rovnéz nakazit degluticni cestou. Primarni
TBC vyvolana M. bovis postihuje kréni nebo mezenterické uzliny. Pfenosu timto zptisobem Ize

zabranit pasterizaci nebo zahiatim mléka. (Greenwood, 1999)

V soucasnosti hrozi, ze pandemie COVID-19 zvrati pokrok ve snizovani celosvétové
zatéze onemocnénim TBC. Celosvétovy pocet umrti na TBC by se mohl zvysit ptiblizné
0 0,2-0,4 milioni pouze v roce 2020, pokud dojde k naruseni zdravotnickych sluzeb do té miry,
ze pocet detekovatelnych a 1é€enych lidi s TBC klesne o 25-50 % po dobu 3 mésict. Naptiklad
v Indii, v Indonésii, na Filipinach, a v Jizni Africe, tedy ve Ctyfech zemich, které tvoii 44 %
celkovych ptipadi TBC, doslo jiz mezi lednem a ¢ervnem 2020 k poklesu hlaseného poctu osob
s diagnostikovanou TBC. Ve srovnani se stejnym obdobim v roce 2019 bylo v téchto zemich

celkové snizeni hlaSenych lidi s TBC v rozmezi 25-30 %. (WHO, 2020)

5.2.5 Klinicka diagnostika

5.2.5.1 Anamnéza

Prvnim dulezitym krokem v diagnostice je anamnéza, ktera nasledné spousti
diagnostické postupy. V ni se zaméfuje nejdiive na celkovou historii pacienta a jeho
prodélanych onemocnéni. Velmi dileZity je také zdravotni stav rodiny, lidi v blizkosti pacienta

a osob, se kterymi pacient pfichdzi do styku. (Liptadkova, 2019)
5.2.5.2 Tuberkulinovy test — Mantoux test

Jednd se o kozni zkousku, jejiz principem je intradermalni aplikace tuberkulinu
(nejcastéji na dorzélni stranu piedlokti) a sledovani vzniku indurace kiize v misté¢ vpichu
po 48-72 hod. Vysledky testu musi byt hodnoceny zkuSenym personalem, protoze je ke
spravnému posouzeni nutno vzit v ivahu 1 miru rizika pfedchozi expozice M. tuberculosis.

(Pernicova, 2020)

Zakladem je purifikovany proteinovy derivat PPD, coz je bilkovinna frakce pfipravena
z filtratu bakteridlni struktury M. tuberculosis. Z diivodu standardizace bylo vyrobeno n¢kolik
kilogrami bakterialni masy jediného kmene (RT 23) a takto pfipraveny tuberkulin (PPD RT 23)
se pouzivd uz mnoho let. Je k dispozici v riznych koncentracich, u nas se obvykle aplikuje

0,1 ml obsahujicich 2 tuberkulinové jednotky. (Liptdkova, 2019)
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Indurace (obr. 13) velikosti 5-10 mm nejcastéji znamena imunitu po o¢kovani, reakce
veétsi nez 15 mm je zndmkou pfitomnosti senzibilizovanych T lymfocytl (opozdény typ
hypersenzitivni reakce), ktery je typicky pro latentni TBC. Velikost indurace nekoreluje
s pravdépodobnosti pfitomnosti aktivni TBC ani s imunitou po probéhlé TBC infekci, odpovida
vSak pravdépodobnosti rozvoje onemocnéni v budoucnu v ptipad¢ latentni formy. Pokud
v misté¢ vpichu tuberkulinu vznikne puchyiek, bula, vied, nebo nekréza, znaci to vyssi stupen

senzitivity vi€i tuberkulinu, a tedy i pfitomnost bakterii v organismu.

Obrazek 13 Pozitivita kozZniho tuberkulinového testu

Na obrazku vidime pozitivni tuberkulinovy test na dorzalni strané predlokti. Za 72 hodin doslo ke
vzniku indurace kiize v misté vpichu tuberkulinu. Podle velikosti indurace lze predpokladat, Ze se zde
jedna o latentni TBC.

zdroj: https://cs.fehrplay.com/zdorove/124380-virazh-tuberkulinovoy-proby-u-detey-prichiny-
simptomy-diagnostika-i-osobennosti-lecheniya.html

Mantoux test ma nizkou senzitivitu 1 specifitu, mize tedy byt faleSné pozitivni
(pti infekci zplsobené netuberkul6znimi mykobakteriemi nebo po ockovani BCG vakcinou)
1 fale$né€ negativni (pfi nespravné technice aplikace tuberkulinu nebo u velmi Cerstvé ¢i naopak
davné infekce TBC). Dnes je tento typ testu nahrazovan IGRA testy (Interferon-Gamma
Release Assay), které jsou v této praci podrobné popsany v kapitole laboratorni diagnostiky.

(Pernicova, 2020)
5.2.5.3 Klinické vySetieni

Celkové klinické vySetfeni je dalSim dulezitym diagnostickym postupem, protoze

predstavuje celkovy stav organismu, ktery se ov&fi napt. auskultaci (poslechem) dychaciho
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traktu, palpaci (pohmatem) v oblasti bficha a regionalnich lymfatickych uzlin, 1 celkovym

laboratornim vysettfenim. (Liptakova, 2019)

Objektivni nalez je u TBC velmi chudy nebo nespecificky. V pokrocilych fazich je
patrny ubytek télesné hmotnosti az kachexie. Nemocny pacient suSe pokaslava, nebo miize byt
objektivné klidoveé dusny pfi rozsahlém plicnim postizeni. Fyzikalni nalez na plicich je obvykle
normdlni. Pfi postizeni kloubl a kosti se nad postizenou lokalitou objevuje bil¢ zdufeni,
v piipadé€ tvorby abscesli se mohou provalit navenek a vzniknout chronické, Spatné se hojici
pistéle. Postizeni ledvin a mocCovych cest md minimum symptomu, obvykle muze byt

zachyceno jako tzv. sterilni pyurie. (Vasakova, 2016)
5.2.5.4 Zobrazovaci metody

Rentgenologické vySetfeni hrudniku (obr. 14) je dalsi zakladni kritérium pro stanoveni
diagndzy plicni tuberkulozy. Vedle ptehledného snimku hrudniku je potieba provést také
hloubkové snimky zaméfené na hilovou oblast pro dikaz ptipadné zvétSenych lymfatickych
uzlin. Je to velmi nezbytné zejména u kojenct a batolat, kde je hilova oblast piekryta relativné

Sirokym centrdlnim stinem. (Kiepela, 2007)

Obrdzek 14 Rentgen hrudniku pied (a) a po lécbé (b)

Rentgen hrudniku na obrazku 14a ukazuje oboustranny fluidothorax (pleurdlni vypotek), infiltraci
plicniho parenchymu a znamky plicni kongesce (prekrveni). Zanétliva loZiska na snimku jsou
zndzornéna bilym zastinénim. Obrazek 14b pak ukazuje snimek hrudniku po lécbé kombinaci léki, kdy
doslo k vyraznému zlepSeni stavu.

zdroj: Fernandova, 2019

Radiologicky nalez plicni TBC byva charakteristicky, ale nikoliv specificky.
Zadoptedni a bocni skiagram hrudniku je zdkladnim vySetfenim u plicni 1 mimoplicni formy.

Typickou 1€zi jsou stiny s projasnénim a diseminace noduldrnich stinti, pfipadné rozséhlejsi
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plosné zastinéni. V piipadé mimoplicni TBC se pak pouzivaji zobrazovaci techniky pro
identifikaci 1ézi v postizenych oblastech dle klinického nalezu (napt. pocitacova tomografie
a magneticka rezonance mozku, kosti, mékkych tkani nitrobfi$nich organti, ultrasonografické

vySsetieni ledvin a uzlin, kolonoskopie). (Vasakova, 2016)
5.2.6 Laboratorni diagnostika

5.2.6.1 Material

Zékladem kvalitniho mikrobiologického vySetfeni je spravné provedeny odbér
vhodného biologického materidlu a jeho spravny transport do laboratoie v chladicich boxech.
Material se, pokud mozno, odebira pied nasazenim antituberkulotické 1é¢by. Pii podezieni na
tuberkulozu jsou odebirany rizné biologické materialy. U respiracnich a plicnich forem se
odebirad sputum, ptipadné indukované sputum. Odbér se provadi pted jidlem a hygienou ustni
dutiny. Déle Ize odebrat bronchoalveolarni lavaz, pleuralni vypotek nebo laryngedlni vytér.
Pti podezfeni na meningitidu se odebird mozkomi$ni mok, pii rozsiteni TBC do urogenitalniho
traktu pak stfedni proud moci, ptipadné prostaticky sekret, ejakulat nebo menstruacni krev.
Pro vySetfeni mohou byt téZ odebrany Zalude¢ni obsah, stolice, stéry z hnisavych ran a pistéli,

pevné tkané i krev. (Ptakova, 2011)
5.2.6.2 Mikroskopie

Piimé mikroskopie se opird o charakteristické morfologické vlastnosti mykobakterii.
Mikroskopicky prikaz je zakladni vysetfovaci metodou pro vétSinu odebranych vzorkd,
zejména pak pro sputum. Nalez mykobakterii ve sputu signalizuje rozsahla, klinicky
i epidemiologicky zavaznd onemocnéni. Z metodologického hlediska jde o pomérné
specifickou techniku, protoZe k ziskani pozitivniho nélezu je poteba, aby v 1 mm? bylo aspoi

10° mykobakterii. (Bednat, 1996)

Mikroskopické vySetieni umozituje prokdzat pritomnost acidorezistentnich ty¢ek piimo
v odebranych materidlech pomoci barvenych mikroskopickych preparati (Ziehl-Neelsen,

fluorescen¢ni barveni) béhem nékolika mélo hodin. (Ptakova, 2011)

Preparat se hodnoti vétSinou pii zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho oleje. Po odecteni
kazdého natéru se vzdy otira objektiv mikroskopu suchou gazou, aby nedochazelo k pfenosu
acidorezistentnich ty¢inek do sousednich preparatii. Odectena sklicka se zbavi imerzniho oleje
ponofenim do xylenu. Vyhodou mikroskopie ve srovnani s dlouhodobou kultivaci je pfi

podezieni na tuberkulézu jeji rychlost. Mikroskopie vSak nikdy nesmi kultivaci nahrazovat,
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pouze ji dopliuje. Je totiz daleko méné citliva. Pokud ma ale pacient sputum mikroskopicky
pozitivni na acidorezistentni tycky, jedna se s velkou pravdépodobnosti o piitomnost

mykobakterii. (Votava, 2010)
5.2.6.3 Barveni

Mykobakterie se pro pfitomnost velkého mnozstvi lipidi v bunéné sténé nebarvi
klasickym postupem dle Grama. Vzacné v hustych preparatech barvenych dle Grama spatiime

negativné znazornéné nezbarvené stiny mykobakterii.

Klasickou metodou barveni acidorezistentnich ty¢inek je metoda dle Ziehl-Neelsena
(obr. 15), ktera spociva v barveni karbolfuchsinem za horka, v diferenciaci kyselym alkoholem
a v dobarveni methylenovou modii nebo malachitovou zeleni. Preparat z klinického vzorku se
pozoruje peclivé, pii zvétSeni 1000x se vySetfuje asi 50 zornych poli meandrovité v péti
riznych mistech natéru. Obarvené acidorezistentni tyCinky jsou rizové az ¢ervené na modrém

nebo zeleném pozadi, §tihlé, dlouhé né¢kolik pm, nékdy nepravidelné a zrnité.

-~

Obrazek 15 M. tuberculosis v prepardtu barveném dle Ziehl-Neelsena
Sipky ukazuji na éervené (az rizové) acidorezistentni tycinky na modrém pozadi. Zvétseno 1000 x.

zdroj:https://www.atmph.org/viewimage.asp?img=AnnTropMedPublicHealth 2011 4 2 110 85763
f3.pg

Fluorescencni barveni (obr. 16) se provadi smési auraminu O srhodaminem, je

vyhodnéjsi, protoze se vysledek odecitd pfi mensim zvétSeni. Jen podezielé zlutobilé utvary

vpozadi se vySetfuji imerzi. Pokud v pfedepsaném poctu zornych poli neni zadna

acidorezistentni ty¢inka, nebo nanejvys 4, povazuje se nalez za negativni. Pfi ndlezu 5 az 20

ty¢inek v prohlédnutych 50 polich preparatu se nalez hodnoti jednim k#izkem. Dva kiizky
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znamenaji Cetné acidorezistentni ty¢inky (21 az 100), tii kiizky pak velmi Cetné tyCinky (vice

nez 100). (Votava, 2010)

Obrazek 16 Fluorescenéni barveni M. tuberculosis

Pri fluorescencnim barveni jsou mykobakterie jasné svitici zelené (nebo zluté) tycinky na cerném
pozadi. Barveno smési auraminu O s rhodaminem. Zvétseni 400 %.

zdroj: http://www.m-shot.com/index.php?a=show&m=Anlie&id=94

Fluorescencni barveni ma vyssi citlivost nez barveni dle Ziehl-Neelsena a zabere mén¢
Casu, ale omezeni predstavuji vysoké finan¢ni naklady na provoz, zejména na rtutové zdroje
svétla (rtutové vybojky). Dalsi nevyhodou jsou vysoké naroky na pravidelnou udrzbu a potteba
tmavé mistnosti. Byla vyvinuta technologie stabilni svételné diody (LED), kterd vyrazné
snizuje naklady, protoze neni tak financné€ naro¢na jako rtutovy zdroj svétla. Navic 1ze preparat
pozorovat okamzité, aniZ by se ¢ekalo na zahtati vybojky. Pouziti LED diod je samoziejmé
Setrnéjsi k zivotnimu prostiedi nez klasické feSeni s rtutovou vybojkou. Svétova zdravotnicka
organizace doporucuje, aby se pouZzivala technologie LED a aby byla tato technologie zavedena

jako alternativa pro svételnou mikroskopii. (Cuevas, 2011; Talbot, 2015)
5.2.6.4 Kultivace

Kultivaéni vySetieni je vysoce specifické s az 100nasobné vyssi analytickou citlivosti
v porovnani s mikroskopii, protoze teoreticky dovoluje pomnoZeni jedné Zivotaschopné bunky
do velikosti makrokolonie. Nélez i jedné mykobakterie je tfeba hodnotit, akceptovat a povinné

hlasit. (Liptdkova. 2019)

Sputum a ostatni klinické vzorky obsahuji také jiné druhy bakterii a mykologicka agens,

které by pifi kultivaci mykobakterii rychle pterostly. Musi se tedy pfedem odstranit.

35



Dekontamina¢ni metody vyuzivaji rezistenci mykobakterii ke kyselindm, alkaliim a nékterym
dezinfekénim prostiedkim. Naptiklad pti Petroffové metodé¢ se sputum misi se 4% hydroxidem
sodnym (NaOH) a po asi 15-30 minutidch se neutralizuje pfidanim fosforecnanu sodného
a zcentrifuguje se. DalSi metodou dekontaminace je pouziti 1-2% NaOH s pfidavkem
mukolytického ¢inidla N-acetyl-L-cysteinu (NALC) nebo povrchové aktivni latky laurylsulfatu
sodného. Postup vSech téchto metod je velmi podobny. V prvnim kroku se ke vzorku ptida
stejny objem dekontamina¢niho ¢inidla (NALC-NaOH, laurylsulfat-NaOH) a asi 30 minut se
vzorek homogenizuje. Nasleduje neutralizace ptidanim vhodného Cinidla (fostatovy pufr, HCI)
a centrifugace. Vznikly sediment se naockuje na vhodné kultivacni medium. Mozkomisni mok
a dal$i vzorky, které nejsou kontaminovany, se oCkuji pfimo bez predchoziho zpracovani.
Pfi podezieni na masivni kontaminaci vzorku pseudomonadami se vyuzivd dekontaminace
kyselinami, zejména kyselinou sirovou (0,5M H2SO4) nebo kyselinou Stavelovou

(3% C2H204). (Greenwood, 1999; Cermak, 2014)

Na kultivaci se pouzivaji jednak pevné pidy vajecné, a to puda Lowensteinova-
Jensenova (obr. 17) a pada Ogawova, tak i tekuté pady Sulova, Middlebrook 7H9 a dalsi
komeréné dostupné bujony. Daji se vyuzit i pevné pidy Middlebrook 7H10 a 7H11. Pida
Lowensteinova-Jensenova obsahuje kromé nékterych soli jeSté asparagin, glycerin, Skrob,
roztfepana vejce a malachitovou zelen. Rozpliuje se do vysokych zkumavek a necha se
zatuhnout v uSikmené poloze s vyuzitim proudici pary v Arnoldové pfistroji. Takto spravné
pfipravend pida by méla mit nazelenalou barvu se zrcadlové lesklym povrchem. Ogawova ptida
obsahuje misto asparaginu glutamét a jeji pfiprava je o néco snazsi. Sulova piida obsahuje mimo
jiné L-alanin a glycerin a je obohacena kaseinovym hydrolyzatem a hovézim sérem. Dodava se

komeré&né jako 10nasobny koncentrat. (Votava, 2010; Cermak, 2014)
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Obrazek 17 Rust M. tuberculosis na Lowensteinové-Jensenové pudé

Na obrazku jsou patrné nazloutlé, drsné kvetakovité ¢i bradavicnaté kolonie M. tuberculosis po
5 tydnech kultivace pri teploté 37 °C.

zdroj. http://www.bacteriainphotos.com/Mycobacterium%20tuberculosis. html

Pudy se ockuji sterilni pipetou 2 kapkami sedimentu a uzaviou se gumovou zatkou.
Pro zkraceni lag-faze (klidové faze) mykobakterii se prvni tyden nesmi pidy tésné uzavirat
a ukladaji se v atmosféfe se zvySenym obsahem CO,. Pidy se inkubuji pti 37 °C pro kazdy
vzorek spojené do svazku gumickou. Pidy se odecitaji za 1,3,6 a 9 tydntli. Po 1 tydnu se n¢kdy
zachyti rychle rostouci mykobakterie, odecitani za 3 tydny mutze zachytit i dalsi. Pozitivni
vysledek se sd€li, zachycené kmeny se zaénou urCovat a zalozi se vySetieni citlivosti, zbytek se
necha inkubovat déle. Po 6 tydnech se vySetfeni uzavird a rozesilaji se pozitivni 1 negativni
nalezy. Po 9 tydnech se ozndmi jen pozitivni nalezy a kultivace se ukon¢i. Na pevnych pidach
vyrustd M. tuberculosis v nazloutlych, drsnych kvétdkovitych ¢i bradavcitych koloniich

s nepravidelnym okrajem a drolivou konzistenci. (Votava, 2010)

Zrychlené automatizované kultivaéni systémy jsou zaloZené na hodnoceni
metabolickych produktii Zivotaschopnych mykobakterii. Jsou schopné zachytit uz zacinajici
fazi mnozeni. Protoze obsahuji i rustovy faktor, urychluji kultivaéni proces asi o 14 dni. Maji
vys$$i zachyt nez klasicka kultivace, proto ji Casto dopliiuji. Jsou vhodné 1 na testovani citlivosti

na antituberkulotika. (Liptdkova. 2019)

D¢je se tak napt. bud’ na zéklad¢ snizeni mnozstvi kysliku v médiu, coz umozni, aby
indikéator zacal po ozéatfeni UV-svétlem fluoreskovat, nebo na zéklad€ uvoliiovani CO», na coz

reaguje kolorimetricky sensor v pfistroji. (Votava, 2010)
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Obrazek 18 Radiometricky kultivacni systéem BACTEC 460 TB

zdroj: https://'www.bidspotter.com/en-us/auction-catalogues/bscbol/catalogue-id-bscbo110019/lot-
688b6a9a-7ba3-43a8-959f-a497012a94b2

BACTEC 460 TB (obr. 18) je velmi pouzZivany riistovy systém zaloZeny na radioaktivné
zna¢eném '“C bujonu, ve kterém probiha detekce vznikajiciho '*CO» pii mykobakterialni
metabolizaci *C bujonu. BBL MGIT 960 (obr. 19) je kultivaéni metoda zaloZend na bujénu
Middlebrook 7H9 s fluorescen¢nim senzorem citlivym na kyslik k indikaci rustu. (Talbot,

2015)

Obrazek 19 Kultivac¢ni systém BBL MGIT 960

zdroj: https://www.trios.cz/pristroje/becton-dickinson/bd-bactec-mgit/
5.2.6.5 Genetické metody

Moderni molekuldrni genetické metody jsou zaloZzené na detekci specifickych

nukleovych kyselin (NK) typickych pro konkrétni mykobakterie. Jsou to velmi rychlé metody
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prukazu, protoze lze fadové v rozmezi n€kolika hodin prokézat ptitomnost pfimo v odebraném
biologickém materidlu. Jedna se o Mycobacterium tuberculosis Direct (MTD) testy nebo
polymerazovou fetézovou reakci (PCR). V piipadé pozitivity tyto testy prokazuji specifické
useky NK pomoci znacenych genetickych sond, které jsou komplementéarni k hledanému tseku

NK.

Pomoci molekularnich metod Ize detekovat geneticky materidl jak ze zivych, tak
1 z mrtvych mykobakterii, proto je toto vySetfeni vzdy nutné doplnit kultivaci, kterd prokaze
jen zivé mykobakterie, nebot’ jenom zivé mykobakterie mohou vyvolat onemocnéni. Narostlé
mikroorganismy jsou identifikovany pravé genetickymi metodami (genotypizace, sekvencni
analyza). Tyto metody umoziuji uréit M. tuberculosis komplex i dal$i netuberkul6zni
mykobakterie. Bakteriologickd identifikace hraje vyznamnou roli pfi urceni etiologie

onemocnéni. (Ptakova, 2011)

Na pozitivitu testu MTD staci pfitomnost jedné mykobakterie v 1 ml vzorku. Negativni
vysledek genetickych metod vSak nevylu¢uje moznost tuberkulézni etiologie onemocnéni.
Uspésnost pritkazu do znaéné miry ovliviuje kvalita vzorku a faktory inhibice, proto je nutné
soucasn¢ vykonat mikroskopické i jiz zminéné kultivacni vySetieni. Pozitivni vysledek se musi
posuzovat komplexné, s vyuzitim vSech dostupnych diagnostickych kritérii. K identifikaci
mykobakterii se krom&¢ PCR mohou vyuzit i dal§i metody, napf. southern-blot testy,

fingerprinting, hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF) nebo sekvenovani. (Liptakova. 2019)

Existuje mnoho komerc¢nich souprav zaloZenych na genetickych metodach. Naptiklad
AMTD (z angl. Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct test) amplifikuje podjednotku
ribozomu 16S rRNA pomoci izotermické reakce a poté ji hybridizuje se sondami specifickymi
pro M. tuberculosis, které detekuje pomoci chemiluminiscence. Test Cobas Amplicor
amplifikuje 16S rRNA pomoci PCR, hybridizuje se sondami a provadi detekci pomoci
kolorimetrie. Dalsi ptikladem komer¢ni soupravy je systém DTB (PB ProbeTec ET Direct TB),
ktery amplifikuje dva cile, 16S rRNA a mykobakterialni sekvenci IS (inzeréni sekvence) 6110
(obr. 20), pomoci izotermické enzymatické reakce s fluorescencni detekei. Komer¢ni genetické
soupravy umoziuji i rychlou detekci genti zapojenych do rezistence mykobakterii. (Vinuelas-

Bayon, 2017)
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Obrazek 20 Schématické znazornéni mykobakterialni sekvence 1S 6110

Obrazek ukazuje inzercni sekvenci IS 6110, pritomnou v genomu M. tuberculosis. Tato sekvence je
Stépitelna endonukledzou Pvu 11, cimz se ziskaji dva fragmenty, které se pouzivaji jako sondy (probe)
v genotypizacnich studiich 1S 6110. Pvu Il je endonukledaza purifikovana z kmene Escherichia coli,
ktery nese gen Pvu Il z Proteus vulgaris.

zdroj: De Almeida, 2019

5.2.6.6 MALDI-TOF

Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace (MALDI) s detektorem doby letu (TOF)
je nastrojem pro rychlou a spolehlivou identifikaci mikroorganismt analyzou proteinovych
profilli bud’ z naruSenych bunck, nebo z intaktnich bakteridlnich bunck. Bakteridlni kolonie
jsou preneseny z kultiva¢nich médii, smichany s pfebytkem UV absorbujici matrice a suSeny
na ocelovych deskach (tercicich). VysuSené vzorky jsou poté vystaveny laserovym pulziim
v pfistroji, dochazi k pfenosu energie z matrice na molekuly analytu s desorpci analytu do
plynné faze a urychlovani elektrickymi potencidly letovou trubici do hmotnostniho
spektrometru, pfi¢emz separace je urcena jejich pomérem hmotnosti a naboje m/z. Ziskany

profil je porovnavan s profily organismii obsazenych v databazi.

MALDI-TOF jiz byl pfizptisoben pro rutinni identifikaci mykobakterii pomoci
standardnich protokolti pro pfipravu vzorku a standardnich piistupti pro kvantifikaci
reprodukovatelnosti. Tato technika umoZnuje snadnéj$i, levné&jsi a rychlejSi diagnostiku
mykobakteridlnich patogenli ve srovnani s konven¢nimi metodami. Navic se ukazuje, Ze
irychld detekce antimikrobialni rezistence je jednou z budoucich aplikaci této techniky.

(Zhang, 2014)
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5.2.6.7 Vysetieni citlivosti

Stanovendi citlivosti na zakladni antituberkulotika se provadi u vSech novych ptipadi
onemocnéni TBC, potvrzenych bakteriologicky, a u rezistentnich kmeni. Mezi zékladni
antituberkulotika patfi streptomycin, isoniazid, rifampicin, etambutol a pyrazinamid. V ptipadé
potieby se vySetiuje citlivost i na ethionamid, kanamycin, amikacin, ciprofloxacin nebo

cykloserin. (Votava, 2010)

Metody testovani citlivosti na antimikrobialni latky jsou dnes zalozené na dilu¢nich
metodach. Diskovy difuzni test se pro pomaly rast mykobakterii nepouziva. Pii testovani
citlivosti se nejcasteji pouziva tzv. proporéni test na Lowenstein-Jensenove pidé. V tomto testu
se mykobakterie naoCkuji na médium obsahujici antituberkulotikum v kritické koncentraci,
kterd je pfesné definovana pro kazdé testované 1é€ivo. Paraleln€ se ockuji i na piidu bez ného.
Po vytvoteni kolonii na pid¢ bez antituberkulotika se spocitaji kolonie vyrostlé na pidé s nim
a spocita se podil rezistentnich mykobakterii. Jestlize je podil vétsi nez 1, kmen se hodnoti jako
rezistentni vici testované latce, jakmile je méné nez 1, povazuje se kmen za citlivy a 1é¢ivo se
muze doporucit pro 1écbu. Test se hodnoti po 28 dnech, v n€kterych ptipadech se inkubace
prodluzuje o 14 dni. Zkratit Cas umoziuji automatické systémy zaloZené na pouziti tekutych

médii. (Liptakova. 2019)

Vysledek vySetfeni citlivosti je voditkem oSetfujictho I¢kate pifi  vybéru
antituberkulotika pro lécebné nebo profylaktické ucely. Obecné se rozliSuji 3 kategorie
citlivosti. Kategorie citlivy (zkratka C nebo S) ukazuje, Ze infekce vyvolana vySetfovanym
kmenem miiZe byt G€inné lécena doporucenym davkovanim 1éciva, pokud neexistuje Zadna jina
kontraindikace. Do kategorie intermedidrni (zkratka I) se zafazuji izolaty s hodnotou minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC), kterd se blizi koncentracim obvykle dosazitelnym v krvi a tkani,
inhibujici viditelny rist. Posledni kategorie je rezistentni (zkratka R), ve které nejsou kmeny
inhibovany koncentraci 1é¢iva obvykle dosazitelnou v misté infekce nebo maji specifické
mechanismy rezistence. Terapie v tomto ptipade¢ s vysokou pravdépodobnosti selze. (Scharfen,

2013)
5.2.6.8 Neprimé diagnostické testy

Pokud jde o nepfimy dikaz tuberkuldzy, tak sérologickd diagnostika neni zatim stéle
prakticky pouzitelnd. K priikazu specifické bunécné imunity slouzi jiz dfive zminény

tuberkulinovy test, kterym se dokazuje pozdni ptecitlivélost viici antigenu M. tuberculosis.
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V poslednich letech se ale objevila moznost testovat specifickou bunéénou imunitu u TBC

i jinak. (Votava, 2010)

Na trh se dostaly tzv. IGRA testy (Interferon Gamma Release Assay), které slouzi ke
sledovani produkce interferonu gama (INF vy) aktivovanymi pomocnymi Tui lymfocyty
pacienta po jejich stimulaci specifickymi antigeny M. tuberculosis a méfeni mnozstvi jimi
produkovaného INF y ve vzorku krve. V soucasnosti se vyuzivaji jako nahrada tuberkulinového
testu. Jedna se o in vitro diagnosticky test, ktery vyuziva heparinizovanou lidskou krev. Test
zahrnuje 16-24hodinovou inkubaci krve s antigeny (ESAT-6, CFP-10) M. tuberculosis
a s kontrolnim mitogenem. Po inkubaci nasleduje detekce uvolnéného INF y pomoci
sendvi¢ového ELISA testu. Test dosahuje 98% specificity a 89% senzitivity pro aktivujici se
tuberkul6zni onemocnéni, pricemz umi odlisit latentni formu od piekonané infekce. (Liptakova.

2019)

Nejznaméjsi IGRA test je QuantiFERON®-TB Gold (obr. 21), ktery pouZziva proteinové
antigeny specifické pouze pro M. tuberculosis a ptitomné téz u M. kansasii, M. marinum

a M. szulgai. U ostatnich mykobakterii pfitomné nejsou. (Ptakova, 2011)

Obrazek 21 Testovaci sada QuantiFERON®-TB Gold
zdroj: Boyle, 2017
5.2.6.9 Histopatologické vySetieni
Népomocné mize pii diagnostice byt i1 histopatologické vySetfeni vzorku plic,
pohrudnice, uzlin nebo jiné tkén¢ ziskané chirurgickou, bronchoskopickou nebo punkéni
biopsii. Toto vySetfeni prokazuje v typickych ptipadech epiteloidni granulom, obcas

s probihajici nekrézou. (Vasakova, 2016)
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5.2.6.10 Ramanova spektroskopie a povrchem zesilena Ramanova spektroskopie

Techniky Ramanovy spektroskopie (RS) a povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie
(SERS) jsou rychl¢ a i€inné nastroje pro detekci proteinovych markert a jejich konformacénich
zmén. RS je technika spektroskopického rozptylu zalozend na neelastickém rozptylu fotont
z molekul vzorku po dopadu primarniho zafeni. SERS je navic vylepsena o amplifikaci signalu
RS ptipojenim molekul vzorku k povrchu zvysujicimu signal. RS a SERS aplikované na vzorky
krve jiz byly pouzity v mnoha studiich k diagnostice nejriznéjSich onemocnéni (napi. horecka
dengue, rakovina nebo Alzheimerova choroba). Tato technika byvéa v poslednich letech
pouzivana i pii diagnostice TBC. Latentni TBC infekce mutize byt detekovana jak RS, tak SERS.
Byla prokazéana vysoka reprodukovatelnost t€chto metod pro detekci proteomickych spekter
u pacientll s TBC a pouZitelnost pro diagnostiku TBC, zejména diagnostiku latentni infekce
a diferenciaci mezi aktivni TBC a latentni TBC. Tyto metody by mohly v budoucnu nahradit
tuberkulinové testy a IGRA testy. (Kaewseekhao, 2020)

5.2.6.11 LAM test

Detekce  mykobakteridlnich  lipoarabinomananti  (LAM) je  alternativni
imunochromatograficky test s pouzitim vzorku moci, tedy vzorku, ktery lze snadno ziskat.
LAM je tepelné stabilni glykolipid bun&tné stény mykobakterii a je uvolilovan metabolicky
aktivnimi bacily, takZe jej 1ze pouzit pro detekci TBC. ProtoZe je LAM filtrovan ledvinami, je
detekovatelny v moci, zejména pak u pacientli s pokrocilou infekci HIV a diseminovanou TBC.
U pacientli s poétem CD4" T-bun&k méné nez 50/mm® m4 test zna¢né vysokou citlivost
a specificitu. LAM test (obr. 22) tedy mlze zlepSit detekci TBC u imunokompromitovanych
pacienttii s pokrocilym HIV a mize byt pouzit jako doplikovy diagnosticky nastroj. Test LAM
vmoci je atraktivni metodou kvuli jeho snadnému pouziti, 1ze provést kdekoliv a jeho

provedeni trva zhruba jen 20 minut. (Suwanpimolkul, 2017)
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Control band

Patient sample result

Sample pad

Obrazek 22 Imunochromatograficky LAM test

Control band — kontrolni prouzek, Pacient sample result — vysledek vzorku pacienta, Sample pad —

misto pro naneseni vzorku

Na obrazku vidime negativni vysledek LAM testu, protoze se v zoné vysledku nenachdazi specificky
prouzek. Cteni vysledku Ize usnadnit porovnani s referencni kartou (vpravo). Pritomnost pruhu v zoné
vysledku podobné nebo vétsi intenzity jako nejslabsi pozitivni na referencni karté naznacuje

pritomnost LAM v moci.
zdroj: Lawn, 2012
5.2.7 Terapie

Mykobakterie jsou piirozen¢ rezistentni na vétSinu pouzivanych antimikrobialnich
latek, proto je nutné 1é¢it TBC specialnimi piipravky, antituberkulotiky. Prvni zvlastnosti
terapie tuberkulozy je kombinovana terapie za pouziti obvykle ¢ty antituberkulotik, klasicky
isoniazidu, rifampicinu, etambutolu a pyrazinamidu, kterou se pfedchéazi vzniku rezistence.
Druhou zvlastnosti je pak dlouhodoba terapie trvajici déle nez 6 mésicl, kterd je nezbytna

k likvidaci téchto pomalu rostoucich intracelularnich parazitt. (Talbot, 2015; Goering, 2016)

Terapeutické rezimy tuberkulozy se rozdéluji do 4 skupin, podle lokalizace, rozsahu
onemocnéni a bakteriologického nalezu. Prvni skupina se voli u pacientll s novou a potvrzenou
tuberkul6zou. Druhé pii opakované tuberkuloze, prerusené nebo netuspesné 1écbe. Tieti skupinu
pak volime pfi neovéfené ¢i mimoplicni formé tuberkuldzy a ¢tvrtou pii ostatnich pfipadech.
(Liptakova. 2019)
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Antituberkulotika se klasifikuji do tfi skupin, baktericidni latky (rifampicin,
pyrazinamid) jez ucinné sterilizuji tuberkuldézni lozisko, baktericidni latky (isoniazid,
streptomycin, etambutol), které mykobakterie pouze za urcitych podminek usmrcuji, a latky
s bakteriostatickym uc¢inkem (ethionamid, prothionamid, thioacetazon nebo cykloserin).

Posledni 3 latky z posledni jmenované skupiny se v soucasnosti v terapii prakticky nepouzivaji.

(Greenwood, 1999)

prvni linie (tab. 2), isoniazidu, rifampicinu, etambutolu a pyrazinamidu v prabéhu prvnich 2
meésicu s pirechodem na udrzovaci 1écbu po dobu dalSich 4-6 mésicti, nejcastéji dvojkombinaci
isoniazidu a rifampicinu. Léky druhé linie (fluorochinolony, amikacin, ethionamid, cykloserin,
kapreomycin) se pouzivaji tehdy, pokud se béhem podavani 1ékli prvni linie objevi rezistence
nebo toxicita. Profylakticky se nej€astéji voli monoterapie isoniazidem po dobu 6-9 mésict,
respektive rifampicinem 4 mésice. V ojedinélych piipadech je to profylaxe etambutolem nebo
pyrazinamidem po dobu 12 mésicii. Streptomycin se pouziva pouze u rezistentnich kment
TBC, pii recidivach, a jest¢ u TBC centralni nervové soustavy. Zakladni 1éc¢ba tuberkulozy
zacina hospitalizaci nemocného na infekénim oddé€leni. Nasledn€ pokracuje ambulantné, coz
znamena, Ze pacient chodi na kontroly ke spadovému pneumoftizeologovi. Celkova doba lécby
se pohybuje od 6 do 12 mésict, konkrétni 1é¢ba zavisi na stavu nemocného, rozsahu nemoci a

compliance pacienta. (Talbot, 2015; Wallenfels, 2018; Liptakova. 2019)

Tabulka 2 Piehled antituberkulotik

1. linie 2. linie 3. linie

. . . L Rifabutin, rifapentin
Isoniazid Aminoglykosidy (amikacin) L ]
Bedachilin, delamanid

Polypeptidy (kapreomycin,

; . . . Makrolidova antibiotika
viomycin, enviomycin)

Rifampicin

Fluorochinolony (ciprofloxacin,

Pyrazinamid levofloxacin) Linezolid
Etambutol Thloamldy (ethl(?namld, Klofazimin
prothionamid)
(Streptomycin) Cykloserin, terizidon Thioacetazon, thioridazin

Poznamka: Rifabutin a rifapentin v soucasné dobé uz nékde mohou nahrazovat rifampicin. Bedachilin
a delamanid jsou léciva vyhrazena pro lécbu plicni multirezistentni TBC. (Souckova, 2016, Peek,
2020)
zdroj: Liptakova, 2019
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Compliance znamena ochotu pacienta dodrzovat 1¢katské pokyny a rezimy. Protoze se
muze u raznych pacientd zna¢né lisit, miize mit vyznamny vliv na vysledky 1é¢by. Vliv zde
maji individudlni a socialni faktory pacienti. Dodrzovani v Sir§im smyslu mtize také zahrnovat
zmeény vyzadované (napt. v reakci na zvySené testy jaternich funkci), které nejsou aktivni
volbou pacienta. V mnoha studiich bylo prokéazéano, ze pravé compliance je hlavnim zdrojem

variability ovliviiujici vysledek terapie TBC. (Vernon, 2019)

Celé obdobi antimikrobni 1écby se déli na 2 faze. Inicidlni faze 1éCby ma pomoci
kombinované chemoterapie dosahnout redukce bakterialni populace a debacilizace pozitivnich
pacientl. Ma zabrénit selekci rezistentnich kment a dosédhnout ustupu klinickych znamek
aktivity tuberkul6zniho procesu a poc¢inajiciho ustupu rentgenového nalezu u plicni formy. Tato
faze trva vétsinou zminéné 2 mésice. PokraCovaci faze 1écby mé za cil usmrceni zbyvajicich
mykobakterii, které zlstaly v tuberkuloznich 1ézich a mohly by tak vést k recidivé onemocnéni.
Tato faze trvd vétSinou zminénych 4-6 mésict a probihd ambulantné. (Kiepela, 2007; Bartd,

2008)

I pres veskeré tyto zasady se vSak stale zvySuje vyskyt rezistentnich kmenti na
antituberkulotika prvni linie, coz vedlo zdravotnické organizace k monitorovani jejich vyskytu
a obnovilo z4jem o vyzkum a vyrobu novych preparatii. Monorezistence je rezistence pouze na
jeden 1€k prvni linie, polyrezistence je rezistence na vice nezZ jeden 1€k prvni linie (na jiny nez
isoniazid a rifampicin). Multirezistence MDR (z angl. multidrug resistant) znamena rezistenci
nejméné vuci isoniazidu a rifampicinu. Rozsahle rezistentni kmeny, ozna¢ované jako XDR
(z angl. extensively drug resistant), byly hlaSeny z Asie, Ameriky i Evropy. Jedna se kromé
rezistence na vice léki o rezistenci na jakykoliv fluorochinolon a alespon na jedno ze tfi
injek¢nich antituberkulotik 2. linie (kapreomycin, kanamycin a amikacin). U TBC se fesi jesté
RR rezistence, coZ je rezistence na rifampicin, kterd zahrnuje jakoukoliv rezistenci na
rifampicin ve form¢ multirezistence, polyrezistence, MDR ¢i XDR. Je pravdépodobné, ze se
nejedna jen o jeden kmen, ale rezistence vznikd na mnoha riznych mistech v disledku
chybného vedeni 1é€by, zejména nedodrzovani zasad a Spatného predepisovani 1€ki. Proto je
nezbytné urcit nové zasady zjiStovani rezistentnich kmenit, zavadét nova antituberkulotika

a strategie omezujici prenos infekce. (Goering, 2016; WHO, 2020)

Prilomovym krokem v 1écbé byl objev a registrace novych antituberkulotik,
bedachilinu a delamanidu, které by m¢ly byt G¢inné jak u citlivych, tak u multirezistentnich

kment, a ziejme omezené 1 u extenzivné rezistentnich mykobakteridlnich kmenii. Nevyhodou
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je vsak jejich vysoka cena. Do konce roku 2017 hlasilo pouziti bedachilinu 68 a delamanidu 42

vvvvvv

Zavazné nezadouci ucinky vedouci ke zméné 1é¢by se vyskytuji u 4 % az 9 % pacientu,
ktefi jsou 1éCeni klasickou ¢tyfkombinaci 1€kti. VéEtSina neptiznivych u¢inkt je vSak mirnéjSich.
Patfi sem gastrointestinalni nezadouci uc¢inky (nauzea, zvraceni) nebo exantém. Lécba téchto
nezddoucich uc¢ink by méla byt zpocatku symptomatickd. Tézka jaterni toxicita
(mnohondsobné zvyseni jaternich transaminaz) se vyskytuje u 2,4 % ptipadii a miize vyzadovat
doCasné preruseni lécby. Léky proti TBC jsou celosvétoveé jednou zbéznych piicin
hepatotoxicity. Jakmile hladiny transamindz dosahnou normalu, Ize postupné nasadit zminéna
Ctyfi antituberkulotika, coz umoznuje identifikaci toxického 1é¢iva u konkrétniho pacienta.
Tuto latku Ize poté nahradit jinou vhodnou latkou. Pro vcasné odhaleni vzacnych ptipada
neuromu optického nervu, které se mohou vyskytnout u pacientli uzivajicich etambutol, je
doporucovano oftalmologické vysetieni ve 4tydennich intervalech. Neurologické komplikace
(neuropatie a psychoza) jsou stejné vzacné a mohou se vyskytovat u rizikovych pacient
(napf. s nedostatkem pyridoxinu, u zen v t€hotenstvi), ktefi dostavaji isoniazid. Zabranit jim lze
podavanim pyridoxinu spole¢né s isoniazidem. Pyrazinamid pravidelné zpiisobuje zvySeni

hladiny kyseliny moc¢ové v séru. (Suérez, 2019)

Dulezité je objevovat a vyvijet nové 1éky, které mohou zlepsit strategii 1¢cby, zvysit jeji
bezpecnost a fesit jak infekci, tak i vedlejSi uinky. Pozornost je vénovana i rostlinnym
pfirodnim produktiim kvili jejich chemické rozmanitosti. Lé€ivé rostliny jsou darem piirody,
ktery se od nepaméti pouziva k 1é¢eni mnoha chorob u lidi. Podle odhadi WHO spoléhd az
80 % populace v rozvojovych zemich na tradi¢ni ptirodni léky v rdmci primarni zdravotni péce.
Pouziti extraktu 1é¢ivych rostlin ma velky vyznam pro 1é¢bu riznych onemocnéni, véetné TBC.
Tradi¢né pouZzivané léCivé rostliny a jejich Casti, napt. kofen Calpurnia aurea, semena
Ocimum basilicum, listy Artemisia abyssinica nebo Eucalyptus camaldulensis, maji
antituberkuloticky potencial in vitro. V ptipad¢ jaterniho poSkozeni rostlinny extrakt zabraiiuje
poskozeni bun¢k a miize vyznamné obnovit normalni hladinu jaternich enzymii. Mnoho studii
zminuje hepatoprotektivni Gcinky glykosidl, flavonoidd, triterpent a fenolickych sloucenin
z extrahovanych rostlin. Kombinace cilovych specifickych vlastnosti 1¢ku proti TBC s mnoha
zdravotnimi pfinosy lécivych rostlin by tedy mohla byt pozitivnim vychodiskem pro zvladnuti

tuberkul6zy a souvisejicich vedlejSich u€inkt. (Mangwani, 2020)
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5.2.7.1 Chemoprofylaxe

V oblastech s malym vyskytem tuberkuléozy je snaha nahradit imunizaci
chemoprofylaxi. Kni se doporuCuje preventivni podavani isoniazidu (INH) osobam
s prokazatelnym blizkym kontaktem s nemocnymi tuberkuldézou po dobu jednoho roku. Tato
chemoprofylaxe je také doporuovéana u osob, u nichz byla prokazana konverze negativniho
kozniho testu na pozitivni. V téchto pripadech se vsak jedna spise o ¢asnou 1é¢bu subklinické

infekce nez o profylaxi. (Goering, 2016)

Americka hrudni spole¢nost a CDC (Centers for Disease Control and Prevention)
zkoumali tadu profylaktickych rezimi pro pouziti u pacientli, HIV pozitivnich i HIV
negativnich, vystavenych M. tuberculosis. Doporucené rezimy zahrnuji denné nebo dvakrat
tydné podavani INH po dobu 6 az 9 mésicti, nebo denné podavani RIF (rifampicin) po dobu 4
mésicl. Pacienti, ktefi byli vystaveni rezistentni M. tuberculosis, by méli dostavat pyrazinamid,

a to bud’ s etambutolem nebo levofloxacinem, po dobu 6 az 12 mésict. (Murray, 2012)
5.2.8 Prevence a kontrola

Zakladem kontroly tuberkulézy v oblasti vetfejného zdravi je rychld a ucinnd 1écba
pacientli s aktivni (zejména otevienou) tuberkulézou a peclivé sledovani jejich kontakth
s dalSimi lidmi tuberkulinovymi testy, rentgenovymi snimky a vhodnou lécbou. Lécba
asymptomatickych, tuberkulin pozitivnich osob v nejvice nachylnych vékovych skupindch
a tuberkulinové pozitivnich osob, ktefi dostdvaji imunosupresivni léky, vyrazné€ snizuje
reaktivaci infekce. Tyto kroky vedly ke kontrole tuberkul6zy. Na konci 80. let vSak byla tato
opatfeni uvolnéna, coz mélo za néasledek zvyseni vyskytu onemocnéni. (Brooks, 2007; Harvey,

2007)

Aktivni vyhledavani spoc¢iva ve vyhledavani nemocnych jednotliveit v domécnostech
a na pracovistich, ktefi maji chronicky kasel, trvajici po dobu nékolika mésicii. Pouhé ¢ekani
na pacienty, ktefi jdou k lékafi s charakteristickymi ptiznaky, je mélo u¢inné, a to 1 pies
systematické pouCovani a osvétu. Pravidelné hromadné radiografické vySetfovani osob
nezachyti vice nez asi 15 % nemocnych tuberkul6zou, a proto se na doporu¢eni WHO bézné
ovlivityjicimi incidenci, jsou faktory socioekonomické, zejména pak sniZzeni poctu osob
v domacnostech a v zaméstnani. Pfedpoklada se, Ze v zemich tretiho svéta kazdy nemocny
s otevienou tuberkul6zou muze infikovat rocné az 20 osob, ktefi jsou s nim v uzkém kontaktu.

Zatimco v Evrop¢ a ve vyspélych zemich jsou to asi 2-3 osoby v kontaktu. (Greenwood, 1999)
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5.2.8.1 Vakcinace

K oc¢kovani proti tuberkul6ze neboli ke kalmetizaci se pouzivéa ziva oslabena vakcina
BCG (bacille Calmette-Guérin), ktera pochazi z Mycobacterium bovis oslabeného mnohaletym
pasazovanim in vitro, a ockuje se do klize novorozencu, v 11 letech se pfeockovava. BCG
vyvinuli Iékati Albert Calmette a Camille Guérin v letech 1908 az 1921. BCG vakcina byla
v klinickém prostiedi predstavena témét pred 100 lety, v roce 1921, kdy byla oraln€ podévana
ditéti, jehoz matka zemfiela na tuberkuldzu den po narozeni ditéte. Dité nemélo zadné nezadouci
ucinky v dasledku ockovani BCG a nedoslo u ditéte ani k rozvoji tuberkuldzy. V této dobé byla
volena oralni cesta podani, protoze se predpokladalo, Ze gastrointestinalni trakt je ptirozenou
cestou, pii které jsou kojenci a déti, kterym bylo podavano nepasterizované mléko, infikovany
tuberkulozou. Vakcina se tedy novorozencim piivodné aplikovala perordln€, nyni se dava
intradermalné. Jak jiz bylo zminéno, v 11 letech se pfeockovava, ale pouze pii negativnim
tuberkulinovém koznim testu dle Mantouxové. Déti, které si zachovaly imunitu po ockovani,
ale jest¢ vice jedinci, kteti se setkali s infekci, zlstavaji 1éta precitlivéli. V misté podani
tuberkulinu se u nich vyvine zanétliva reakce vrcholici za 48 az 72 hodin. Hodnoti se indurace,
nikoli erytém. Pokud je test negativni, opakuje se s vyssi davkou, a oc¢kuji se pouze ti, ktefi
zustali tuberkulin negativni. Pii pozitivnim testu se od o¢kovani musi upustit, protoze by po

podani vakciny doslo k zavaznym reakcim. (Votava, 2003; Martin, 2018)

Protektivni u¢inek BCG vakciny byl prokazéan v ¢etnych studiich. Je vSak riizny podle
zemé aplikace. Podle jedné studie mé vakcina ve Velké Britdnii protektivni G¢inek u 75 %
ockovanych skolnich déti, podobné jsou na tom 1 nékteré staty v USA. Zatimco napiiklad v jizni
Indii se Gc¢inek vakciny neobjevil. Rozdilny tc¢inek se vysvétluje rozdilnou expozici obyvatel
mykobakteriim v prosttedi. Tato expozice ma v jedné oblasti protektivni ucinek, v jiné naopak

navodi nezadouci imunitni reakce. (Greenwood, 1999)

Oc¢kovani BCG vakcinou se bézné provadi v zemich, kde je tuberkul6za endemické a je
zodpovédna za vyznamnou morbiditu a mortalitu (obr. 23). Tento postup mulze vést
k vyraznému sniZeni vyskytu tuberkuldzy ve svété, pokud je vakcina podavana mladym lidem.
BohuZel BCG imunizaci nelze provadét u imunokompromitovanych pacientt (napiiklad s HIV
infekci). Je tedy velmi nepravdépodobné, Zze by to bylo uzite¢né v oblastech s vysokou
prevalenci HIV (napt. v Africe) nebo pro kontrolu tuberkuldzy odolné vii¢i Iékiim. V soucasné
dobé¢ se v mezinarodnich imuniza¢nich programech celosvétove nejcasteji pouziva Sest kmenti:
BCG Pasteur 1173 P2, BCG Danish 1331, BCG Glaxo 107, BCG Tokyo 172-1, BCG Russia-
Ir a BCG Brazil. Vakciny jsou pojmenovany podle laboratofe nebo zemé, kde byly
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subkultivovany. Protoze diive neexistovaly metody dlouhodobé prezervace mikroorganismii,
provadély jednotlivé laboratofe opakované pasdzovani, pii kterych subkultivovaly ptvodni

kmen, coz vedlo k riznym BCG kmentm s heterogennimi fenotypy. (Ho, 2010; Murray, 2012)
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Obrdzek 23 Déleni zemi na zakladé doporuceni ockovani BCG.

Zemé, kde je BCG zahrnut do ockovaciho programu jsou bézové (A). Zemé, kde v minulosti ockovani
byvalo, ale jiz se neprovadi, jsou oranzové (B). Zemé, kde je BCG uvedeno jen u konkrétnich skupin
populace, jsou zelené (C).

zdroj: Martin, 2018

V byvalém Ceskoslovensku se zahdjilo plo$né oc¢kovani proti TBC vroce 1953.
V 50. letech se pro dosazeni rychlé proockovanosti oc¢kovali jak novorozenci, tak i starsi
ro¢niky. Od pocatku 60. let az do roku 2009 se provadélo o¢kovani novorozenci a tuberkulin
negativnich déti ve véku 11 let. Vyjimkou bylo pfechodné obdobi v letech 1986-1994, kdy se
ve Vychodoceském, StredoCeském a JihoCeském kraji ockovali déti pouze dobrovolné.
Z diivodu rostouciho poctu ptipadl tuberkuldzy a amrti se v dalSich letech plosné ockovani
vratilo 1 do téchto kraji. Vroce 2009 se ukoncilo pravidelné pieockovani tuberkulin
negativnich déti ve véku 11 let. Od 1.11.2010 je plosné ockovani v Ceské republice ukonéeno.

(Petras, 2016)
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6 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast této diplomové prace se vénuje testovani antimykobakteridlni
aktivity potencidlnich antituberkulotik na kmenech rodu Mycobacterium (M. smegmatis,
M. aurum, M. tuberculosis) pomoci mikrodilucni bujéonové metody na zéklad¢ standarda CLSI
a EUCAST, vyhodnoceni ziskanych vysledki a jejich interpretace z hlediska ti¢innosti a vztahu
ke struktufe testovanych sloucenin. Testovani bylo provadéno v laboratoii na katedie
Biologickych a I¢katskych véd Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.
Testované latky byly laskavé poskytnuty od vyzkumné skupiny prof. PharmDr. Martina

Dolezala, Ph.D. z katedry Farmaceutické chemie a Farmaceutické analyzy.
6.1 Pouzité laboratorni chemikailie, material a pristroje

6.1.1 Chemikalie

¢ dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
e bujon Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e glycerol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e OADC suplement (Himedia, Bombaj, Indie)

e sterilni H2O (Ardeapharma, a.s., Sevétin, Ceska republika)

e sodna sl resazurinu (Across organics, Geel, Belgie)

e Tween 80 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
6.1.2 Material

e mikropipety, multikanalové pipety (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

e laboratorni $picky na pipety (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

e mikrotitraéni desticky s vicky (Gamedium, spol. s.r.o., Jesenice u Prahy,
Ceska republika)

e zasobnik na reagencie (Brand, Wertheim, Némecko)

e plastové zkumavky a eppendorfky (Gamedium, spol. s.r.o., Jesenice u Prahy,
Ceska republika)

e stojanky na zkumavky

e prihlednd folie na =zalepeni desticeck (VWR International, Radnor, Spojené

staty americke)
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6.1.3 Pristroje

analytické vahy (Kern, Balingen, Némecko)

¢ laminarni box (ESCO, Singapur)

e vortex (Biosan, Riga, LotySsko)

o centrifuga (Hettich, Tuttlingen, Némecko)

e denzitometr (Erba Lachema, s.r.o., Brno, Ceska republika)

e termostat (Binder, Tuttlingen, Némecko)

multidetek¢ni reader Synergy HTX (BioTek, Winooski, Spojené staty americké)
6.2 Postup testovani

6.2.1 Priprava latek

Nejdiive se dodané slouceniny a standardy rozpusti ve vypocitaném mnozstvi DMSO
(dimethylsulfoxid) podle vztahu: navazka x 50 = mnozstvi DMSO v pl. Nasledn¢ se roztok
diikladné promicha na vortexu do tplného rozpusténi. Pokud nedojde k Gplnému rozpusténi
latky, nafedi se roztok jesté jednou stejnym objemem DMSO. Vysledna koncentrace 1éCivé
latky tak bude o polovinu niz§i. Pfipadné miZeme piidat jesté dalsi 2 ekvivalenty DMSO, ¢imz
dojde ke 4-nasobnému fedéni. Pokud se ani poté latka nerozpusti, nepokracuje se dale v jejim

testovani. Vyjimkou je standard ciprofloxacin, ktery se pouziva ve form& homogenni suspenze.
6.2.2 Priprava roztoki v bujonu

Z pripravenych roztokd testovanych latek se odebere urcité mnozstvi a dotfedi se
bujonem Middlebrook 7H9 na poZadovanou koncentraci. Pro standardy -ciprofloxacin
a rifampicin se pouziva vétsi fedéni z divodu niz§i MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace).

Pro testovani M. smegmatis a M. aurum plati fedéni:

RIF (rifampicin) - 25 pl nafedéného roztoku + 2,475 ml bujonu

CIP (ciprofloxacin) - 20 pl nafedéné suspenze + 980 ul DMSO — 25 pl 2. nafedéné

suspenze + 2,475 ml bujonu
INH (isoniazid) - 50 pl natedéného roztoku + 450 pl bujonu

Testované latky - 50 pl nafedéného roztoku + 450 pl bujonu
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Pro testovani M. tuberculosis H37Ra plati fedéni:

RIF (rifampicin) - 20 pl natfedéného roztoku + 980 pl DMSO — 50 pl 2. nafedéného
roztoku + 450 pl DMSO — 25 ul 3. nafedéného roztoku + 2,475 ml bujonu

CIP (ciprofloxacin) - 20 ul natedéné suspenze + 980 ul DMSO — 25 pl 2. natedéné

suspenze + 2,475 ml bujonu

INH (isoniazid) - 20 pl natedéného roztoku + 980 ul DMSO — 25 ul 2. nafedéného

roztoku + 2,475 ml bujonu
Testované latky - 50 pl natedéného roztoku + 450 pl bujonu

Vsechny takto pfipravené vzorky se nasledné diikladné promichaji na vortexu.
6.2.3 Priprava desti¢ky

Desticka se popiSe typem testovanych latek, pozitivni a negativni kontrolou a oznaci se
zkratkou mykobakteridlniho kmene, ktery bude na desticku pouzit. Do obvodovych jamek
desticky se napipetuje 250 pl sterilni H>O, aby nedochazelo béhem inkubace k vysychani.
Do sloupcit 2-9 a 11 (pozitivni kontrola) se napipetuje 100 ul bujonu Middlebrook 7HO.
Do sloupce 10 (negativni kontrola) se napipetuje 200 pl tohoto bujonu.

6.2.4 Pipetovani latek

Do druhého sloupce se v duplikatu napipetuje 100 pl pfipraveného roztoku dané
testované latky v bujonu. Na jedné desticce 1ze tedy testovat 3 latky. Pomoci multikandlové
pipety se provede dvojkové fedéni. Napipetované roztoky latek se pomoci pipety promichaji
s bujonem jiz ptipravenym v jamkach desticky. Odebere se 100 pl kazdé promichané latky
s bujonem a napipetuje se do dalsiho sloupce. Timto zplisobem se provadi fedeni 1 v dalSich
sloupeccich az do sloupce 9, z tohoto sloupce se poté odebere 100 pl a vyhodi se i s pouzitymi

Spickami do odpadu.
6.2.5 Priprava suspenze

Vytvoii se suspenze zinokula pfisluSného mykobakteridlniho kmene v bujonu.
Po inkubaci se vznikld suspenze sto€i na centrifuze, bujon se slije a zbyld suspenze se
rozsuspenduje v asi 4 ml cCerstvého bujonu. Nasleduje zméfeni OD (optické denzity) na
denzitometru — poZadovana je hodnota 1.0 McFarlanda (vysledn4 hodnota dle OD samotného
média). V piipad¢ potieby se suspenze nafedi bujonem. Pracovni suspenze se vytvori

nafedénim pfipravené suspenze Cistym bujénem v poméru 1:20 pro M. smegmatis a M. aurum,
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v poméru 1:10 pro M. tuberculosis H37Ra. Do kazdé¢ jamky desticky kromé negativni kontroly
(sloupec 10) a jamek obvodovych (sterilni H>O) se napipetuje 100 pl piipravené
mykobakteridlni suspenze pfislusného kmene. Dojde tak k vytvoifeni findlnich koncentraci
testovanych latek v jednotlivych jamkach (obr. 24). Pro standardy se pouziva jiné fedéni, dojde
tedy k vytvofeni jinych koncentra¢nich rozmezi. Pti testovani na M. smegmatis a M. aurum
byla pro INH finalni koncentrace v rozmezi od 500 do 3,91 pg/ml, pro CIP byla od 1 do 0,0078
pg/ml a pro RIF od 50 do 0,39 pg/ml. Pti testovani na M. tuberculosis byly pro INH a CIP
finalni koncentrace v rozmezi od 1 do 0,0078 pg/ml a pro RIF od 0,1 do 0,00078 pg/ml.
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Obrazek 24 Schéma mikrotitracni desticky
NK - negativni kontrola (200 ul bujonu), PK - pozitivai kontrola (100 ul bujonu +100 ul
mykobakterialni suspenze), H-O —voda (250 ul), , flalové a oranzove - testované latky
v duplikatech uvedené ve findlnich koncentracich (500 — 3,91) v ug/ml
zdroj: autor prdce
6.2.6 Inkubace
Na zaveér se desticky s M. tuberculosis zalepi prithlednou folii. Poté se nechaji inkubovat

v termostatu pii 37 °C a to 2 dny (M. smegmatis), 3 dny (M. aurum), nebo 5 dni (M.

tuberculosis).

54



Po 2 dnech se zakapou desticky s M. smegmatis indikatorem Alamar Blue (jedna se o
0,1% roztok sodné soli resazurinu v 5% vodném roztoku Tweenu 80) tak, Ze se pipetou ptida
20 pl indikatoru (10 % objemu v jamce) do kazdé jamky kromé obvodovych. K odecitani MIC
dochazi po 2,5 - 3 hodinach.

Po 3 dnech se zakapou desticky s M. aurum indikatorem Alamar Blue stejnym
zpusobem. Ptida se 20 pl indikatoru do kazdé jamky kromé obvodovych a MIC se tentokrat

odecita po 4 hodinach.

Po 5 dnech se zakapou desticky s M. tuberculosis indikatorem Alamar Blue opét
stejnym zptsobem. Pfida se 20 pl do kazdé jamky kromé& obvodovych a MIC se tentokrat
odecita po 18 hodinach.

6.2.7 Vyhodnoceni

Vlastni vyhodnoceni probiha po inkubaci. Jednoduchou moznosti je vizualni odecet, pfi
kterém se odecita posledni jamka bez zékalu, nebo prvni jamka se zdkalem. Hodnota minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) je nékde v tomto rozmezi. Vysledky se tedy odecitaji jako nejnizsi
koncentrace antimikrobni latky MIC, kterd inhibuje viditelny riist mikroorganismu detekovany

pouhym okem. (EUCAST, 2020)

Druhou mozZnosti je pouziti zminéného indikatoru Alamar Blue, coZ je barvivo zalozené
na resazurinu, které funguje jako metabolicky indikéator zivotaschopnych bunék pomoci
redukénti sily, pouZivany ke kvantitativnimu méfeni zivotaschopnosti. Resazurin, aktivni slozka
¢inidla, je netoxicka sloucenina propustna pro buiiky, kterd ma modrou barvu a je prakticky
nefluorescencni. Po vstupu do Zivych bunék se resazurin redukuje na resorufin, ktery ma
rizovou barvu a vydava silnou ¢ervenou fluorescenci (obr. 25). Zmény Zivotaschopnosti bun¢k
1ze snadno detekovat pomoci ¢tecky desticek na bazi absorbance (detekovano pii 570 a 600 nm)
nebo fluorescence (pomoci excitace mezi 530-560 a emise pii 590 nm). Jako hodnota MIC je
povazovana prvni jamka, ve které dojde ke zméné barvy zmodré na rtiZovou.

(thermofisher.com)
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Obrazek 25 Zména resazurinu na resorufin v Zivych bursikach
Cellular metabolic activity - bunécna metabolicka aktivita

zdroj: https://lifescience.canvaxbiotech.com/product/resazurin-cell-viability-assay/

Vyhodnoceni fluorescence probihalo pomoci multidetekéniho readeru Synergy HTX

(obr. 26) za pouziti excitacniho filtru 528/20 nm a emisniho filtru 585/10 nm.

Obrazek 26 Multidetekcni reader Synergy HTX (BioTek, Winooski, Spojené stdty americké)

zdroj: https://'www.ibiotech.cz/produkt/Synergy-HTX
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6.3 Testovaci kmeny

6.3.1 M. smegmatis

V roce 1884 Lustgarten izoloval druh pojmenovany jako M. smegmatis (obr. 27),
k pfesnému pojmenovani tohoto druhu dosSlo az vroce 1889 Lehmannem a Neumannem.
M. smegmatis se bézn¢ vyskytuje v ptidé, vode a rostlinach. Lze ho nejvice nalézt v Australii,
Rusku, Kanadé a Svycarsku. M. smegmatis je obvykle znamo jako saprofyticka skupina
mykobakterii, kterd ziidka zpisobuje infekce. Pfi kultivaci na dostupnych ptdach je tento
mikrob sametové bily a jemné vrascity. Kdyz se kultivuje déle nez 48 hodin, rist je hojnéjsi a
barva se zméni z bilé na sametové Zlutou. Povrchova morfologie M. smegmatis je leskla,
hladk4, jemné zvrasnéna nebo i hruba. Bylo zjisténo, ze M. smegmatis je nepatogenni a rychleji
se kultivuje nez jiné druhy mykobakterii. Proto se M. smegmatis vyuziva pro vyzkumnou

¢innost a testovani mykobakterii v laboratofich. (Sundarsingh, 2020)

Obrazek 27 M. smegmatis rostouci na agaru Middlebrook 7H9

zdroj: PharmDr. Ondrej Jandourek, Ph.D.

6.3.2 M. aurum

M. aurum (obr. 28) se obvykle vyskytuje ve vlhkych podminkach. Jedna se o rychle
rostouci mykobakterie vyristajici ve zlatavych koloniich, které u lidi ztidka zptisobuji infekce.
Stejné jako u zminéné M. smegmatis obsahuje bunécna sténa mykolové kyseliny, které jsou
analogické ke slozkam stény M. tuberculosis. Z toho diivodu maji i podobnou citlivost
k antimikrobnim latkdm. Rovnéz rychly rtst a nizka patogenita M. aurum vedly k jeho pouziti

jako nahrady vysoce patogenni M. tuberculosis ve studiich antimikrobidlni aktivity

57



antituberkulotik. Na rozdil od M. smegmatis, ma M. aurum schopnost prezit uvniti makrofagt
a pouziva se k intracelularnimu skriningu lé¢iv, coz umozituje hodnoceni schopnosti 1é¢iv

pronikat buné¢nou membranou a zjistovat jejich stabilitu v buiice. (Phelan, 2015)

Obrazek 28 M. aurum rostouci na agaru Middlebrook 7H9

zdroj: PharmDr. Ondrej Jandourek, Ph.D.
6.3.3 M. tuberculosis H37Ra

M. tuberculosis H37Ra (avirulentni kmen) (obr. 29) je oslabeny tuberkul6zni bacil,
ktery je blizce pfibuzny virulentnimu typu kmene M. tuberculosis H37Rv. Je vSak tieba
poznamenat, ze kmen H37Ra je povazovan spiSe za kmen oslabeny nez za zcela avirulentni,
protoZe byl pozorovan znacny rust mykobakterii u makrofagl in vitro. Mezi témito dvéma
kmeny existuje nckolik rozdild. M. tuberculosis H37Rv ma morfologii hladkych kolonii,
zatimco kmen H37Ra spise kolonii drsnych. Oslabeny kmen také vykazuje snizenou miru
preziti uvnitt makrofagii za anoxickych podminek. Genomovymi studiemi bylo zji§téno 272
genetickych variaci (inzerce, delece a varianty jednotlivych nukleotid) mezi t€émito dvéma
kmeny. Dalsi neddvné studie odhalily zhruba 172 liSicich se proteint, 89 integralnich
membranovych proteinit a 74 cytoplazmatickych proteint liSicich se v pofadi a zastoupeni
jednotlivych aminokyselin. Citlivost na vétSinu pouZzivanych antimykobakteridlnich sloucenin
je mezi kmeny H37Rv a H37Ra stejnd nebo velmi podobnd. Proto se avirulentni kmen pouziva

v laboratofich jako bezpecny ndhradni organismus kmene virulentniho. (Heinrichs, 2018)
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Obrazek 29 M. tuberculosis H37Ra rostouci na agaru Middlebrook 7H9

zdroj: PharmDr. Ondrej Jandourek, Ph.D

6.4 Standardy

Jako standardy byly pfi testovani pouzity rifampicin (obr. 30), ciprofloxacin (obr. 31)
a isoniazid (obr. 32) dodané firmou Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko). Struktury téchto

latek vidime na nésledujicich obrazcich.

Obrdazek 30 Struktura rifampicinu (RIF)

zdroj: https://www.chemicalbook.com/ChemicalProductProperty EN_CB7474473.htm
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Obrazek 31 Struktura ciprofloxacinu (CIP)

zdroj: https://www.medchemexpress.com/Ciprofloxacin.html

ok
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Obrazek 32 Struktura isoniazidu (INH)

zdroj: https://www.chemsrc.com/en/cas/54-85-3_832365.html

6.5 Testované latky

Celkem bylo testovano 81 potencidlnich antituberkulotik ve 3 sériich. Kazda série byla
doplnéna o testovani standardt. Latky z prvni (tab. 3) a druhé (tab. 4) série, tedy 62 latek, byly
laskavé poskytnuty od MSc. Darii Nawrot. Latky ze tfeti série (tab. 5), tedy 19 latek, poskytl
PharmDr. Martin Juhas. Struktury testovanych latek byly vytvofeny pomoci programu

ChemDraw (PerkinElmer, Waltham, Spojené staty americkeé).

V nasledujicich tabulkach je vzdy uvedeno pracovni oznaceni latky, jeji strukturni
vzorec, ClogP, MW (molecular weight - molekulova hmotnost) a cely ndzev testované latky.
ClogP je rozdélovaci koeficient teoreticky vypocitany v programu ChemDraw. Jednd se
o parametr lipofility, ktery pfedstavuje velmi dilezitou fyzikdlné-chemickou vlastnost
potencialniho lé¢iva. Cim je ClogP niZ§i, tim je latka hydrofilngjsi, naopak &im je ClogP vyssi,

tim je lipofiln&;jsi.
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Tabulka 3 Testované latky v 1. sérii

Oznaceni
Struktura Cely nazev latky ClogP | MW
latky
-0 0 N 2-(4-methoxyfenyl)-N-
2 @QL ,@ ( e 1,95 | 242,27
i (pyridin-2-yl)acetamid
~C S 2-(4-methoxyfenyl)-N-(5-
5 LT hoxylem DA 278 | 276,72
N chlorpyridin-2-yl)acetamid
- & 2-(4-methoxyfenyl)-N-(6-
6 m I\,'L ORI 2,78 | 276,72
NN chlorpyridin-2-yl)acetamid
ooNTS 2-fenyl-N-(pyridin-2-
20 Q\JNJ@ YI-N-Cpy 203 | 21225
H yl)acetamid
5 2-(2-methoxyfenyl)-N:
- - X - -
21 @:/1 j@ EmeRIE 1,95 | 242,27
N & (pyridin-2-yl)acetamid
“o WS 2-(2-chlorfenyl)-N-(pyridin-2-
22 @)L )@ ( YI-N-(oy 2,74 | 246,69
N yl)acetamid
oooNTs 2-(3-chlorfenyl)-N-(pyridin-2-
23 CI/Q\,E“ P YUY 274 | 246,69
- yl)acetamid
“ o N 2-(4-chlorfenyl)-N-(pyridin-2-
24 AT YOy 274 | 246,69
N yDacetamid
N-(pyridin-2-yl)-2-(2-
25 by yh-2 291 | 280,25

FulLF
+
'\I_‘_\“

(trifluormethyl)fenyl)acetamid
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N-(pyridin-2-yl)-2-(3-

26 # 2,91 280,25
F (trifluormethyl)fenyl)acetamid
" N-(pyridin-2-yl)-2-(4
_ -(pyridin-2-yl)-2-(4-
27 m SR b Y | 291 | 28025
N # (trifluormethyl)fenyl)acetamid
= 2-(3-methoxyfenyl)-N-(pyridin
29 "‘-::’@\/Er\j'\,;l . 1,95 242,27
- -2-yl)acetamid
Cl . q-
o NT= 2-fenyl-N-(5-chlorpyridin-2-
50 @i l_ YIN--chlorpy 2,86 | 246,69
n yl)acetamid
o el 2-(2-methoxyfenyl)-N-(5
o c -(2-methoxyfenyl)-N-(5-
51 m i DO 2,78 | 276,72
N chlorpyridin-2-yl)acetamid
“ - 2-(2-chlorfenyl)-N-(5-
52 @;/ﬁ\ \1, ( VIRV 3,57 | 281,14
i chlorpyridin-2-yl)acetamid
o NSE 2-(3-chlorfenyl)-N-(5-
53 ,@vl [ g 3,57 | 281,14
= b chlorpyridin-2-yl)acetamid
= o N 2-(4-chlorfenyl)-N-(5-
54 Q)L 1,/ ( Y- 3,57 | 281,14
b chlorpyridin-2-yl)acetamid
ek
. c | N-(5-chlorpyridin-2-yl)-2-(4-
57 m S . | 3,74 | 314,69
N & (trifluormethyl)fenyl)acetamid
i NS 2-(4-fluorfenyl)-N-(5-
58 A 3,00 | 264,68
H

chlorpyridin-2-yl)acetamid
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2-(3-methoxyfenyl)-N-(5-

59 2,78 276,72
H chlorpyridin -2-yl)acetamid
: = 2-fenyl-N-(6-chlorpyridin-2-
60 ©\JN S ' 2,86 | 246,69
H yl)acetamid
8 2-(2-methoxyfenyl)-N-(6
_ -(2-methoxyfenyl)-N-(6-
61 i o T 278 | 27672
NN TS chlorpyridin-2-yl)acetamid
o # 2-(2-chlorfenyl)-N-(6-
62 @)L Sl ( YDA 3,57 | 281,14
H Noc chlorpyridin-2-yl)acetamid
= 27 2-(4-chlorfenyl)-N-(6-
64 S 3,57 | 281,14
yoMc chlorpyridin-2-yl)acetamid
i L .« qe
_ N-(6-chlorpyridin-2-yl)-2-(3-
66 ;YQ\/EN clkg | VOehlompyndin2yh20- S 6
Tr H (trifluormethyl)fenyl)acetamid
_F
: _ N-(6-chlorpyridin-2-yl)-2-(4-
67 m 4 i Y 3,74 | 314,69
N w7~z | (trifluormethyl)fenyl)acetamid
i = | 2-(4-fluorfenyl)-N-(6-
68 o M 3,00 | 264,68
HoMod chlorpyridin-2-yl)acetamid
ul 2-(3-methoxyfenyl)-N-(6-
69 Hg@\,ﬁ, N . 278 | 276,72

chlorpyridin -2-yl)acetamid
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Tabulka 4 Testované latky v 2. sérii

Oznaceni
Struktura Cely nazev latky ClogP | MW
latky
DP0 T pyrazin-2-karbohydrazid -1,16 | 138,13
T e
o (E)-N'-(3-
DP1 E‘“Lj)'L j-f*‘xx/@\ - chlorbenzyliden)pyrazin-2- -1,72 | 260,68
N karbohydrazid
- N (E)-N'-(4-
DP2 [ “j/[‘ N “‘*/@ methoxybenzyliden)pyrazin-2- | 1,16 | 256,26
7 karbohydrazid
3 : (B)-N-(4-
DP3 E"‘x jf“{*/g chlorbenzyliden)pyrazin-2- 1,72 | 260,68
N karbohydrazid
o \/@ (BE)-N'-(3-
DP4 [“j)L N F fluorbenzyliden)pyrazin-2- 1,15 | 244,22
karbohydrazid
HO oH (E)-N'-(2,4-
DP5S [ M N ”ﬁ dihydroxybenzyliden)pyrazin- 1,04 | 258,23
W 2-karbohydrazid
3 (E)-N-(2-
DP6 -uj,l - ;@ nitrobenzyliden)pyrazin-2- 0,38 | 271,23
Ef " karbohydrazid
OH (E)-N'-(4-
DP7 E “‘jj N ““v@/ hydroxybenzyliden)pyrazin-2- | 0,91 | 242,23
N karbohydrazid
. (E)-N'-(2-
DPS8 "Lj/u‘ N N*I“:j chlorbenzyliden)pyrazin-2- 1,12 | 260,68

karbohydrazid
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DP9

—

(E)-N'-(furan-2-
ylmethylen)pyrazin-2-
karbohydrazid

0,18

216,20

DP10

(E)-N'-
(cyklopropylmethylen)pyrazin-
2-karbohydrazid

0,40

190,20

DP11

(E)-N'-(thiazol-2-
ylmethylen)pyrazin-2-
karbohydrazid

-0,47

233,25

DP12

(E)-N'-(4-hydroxy-3-
methoxybenzyliden)pyrazin-2-
karbohydrazid

0,71

272,26

DP13

(E)-N'-((3-methylthiofen-2-
yl)methylen)pyrazin-2-
karbohydrazid

0,86

246,29

DP14

(E)-N-(4-
formylbenzyliden)pyrazin-2-
karbohydrazid

0,56

254,24

DP15

(E)-N'-(4-hydroxy-3-
nitrobenzyliden)pyrazin-2-
karbohydrazid

0,88

287,23

DP17

-

(E)-N'-(thiofen-2-
ylmethylen)pyrazin-2-
karbohydrazid

0,66

232,26

DP18

N'-(difenylmethylen)pyrazin-2-
karbohydrazid

3,41

302,33

DP19

(E)-N'-(2,3-
dihydroxybenzyliden)pyrazin-
2-karbohydrazid

1,04

258,23
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T h (E)-N-(2,3,6-
DP20 {'“x H*'“$©\34 trihydroxybenzyliden)pyrazin- | 1,06 | 274,23
N - 2-karbohydrazid
£, ki
DP24 IINj/U‘ N M hydroxybenzyliden)pyrazin-2- | 1,54 | 242,23
N karbohydrazid
T (E)-N-(2-
DP26 [Nj/u‘ N NK;Q brombenzyliden)pyrazin-2- 1,22 | 305,13
N karbohydrazid
R S o
DP27 [ s H’h = Br brombenzyliden)pyrazin-2- 1,87 | 305,13
: karbohydrazid
| Br (E)-N'-(4-
DP28 E'“-j/i N "Vg brombenzyliden)pyrazin-2- 1,87 | 305,13
W karbohydrazid
B \/\/@ N-((IE,2E)-3-
DP29 [’j)t NS fenylallyliden)pyrazin-2- 1,49 | 252,27
W karbohydrazid
o S (E)-N'-(pyridin-2-
DP30 E"‘m NS ylmethylen)pyrazin-2- 027 | 227,22
W karbohydrazid
o i (E)-N'-(pyridin-4-
DP32 [ ““j)t N s ylmethylen)pyrazin-2- -0,47 | 227,22
W karbohydrazid
N _3 (E)-N-(3-
H [
DP35 II ";l\f N, {5@, N nitrobenzyliden)pyrazin-2- 0,75 | 271,23
© karbohydrazid
7 (E)-N-(4-
DP36 N "ji N ﬂ ? nitrobenzyliden)pyrazin-2- 0,75 | 271,23
":,f : karbohydrazid
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DP37

(E)-N'-(2-
methoxybenzyliden)pyrazin-2-
karbohydrazid

0,73

256,26

DP38

(E)-N"-(3-
methoxybenzyliden)pyrazin-2-
karbohydrazid

1,16

256,26

DP39

(BE)-N'-(2-
fluorbenzyliden)pyrazin-2-
karbohydrazid

0,79

244,22

DP40

(E)-N-(4-
fluorbenzyliden)pyrazin-2-
karbohydrazid

244,22

DP41

(E)-N"-(3-
hydroxybenzyliden)pyrazin-2-
karbohydrazid

0,91

242,23
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Tabulka 5 Testované ldtky v 3. sérii

Oznaceni
Struktura Cely nazev latky ClogP | MW
latky
o N .
APC-AT- [N ﬁﬁ )'\/s\> 3-(2-chlorbenzamido)-N-
50l N NH (thiazol-2-yl)pyrazin-2- 1,00 359,79
o%:© karboxamid
cl
T I 3-(3-chlorbenzamido)-N-
APC-AT- N\f*N N
[N/ NHH (thiazol-2-yl)pyrazin-2- 1,83 359,79
3C1
o)\@/m karboxamid
APC-AT- N\f(lN h’S\ 3-(4-chlorbenzamido)-N-
AC [N/ NHH (thiazol-2-yl)pyrazin-2- 1,83 359,79
1
o)\©\ karboxamid
cl
1 3-(2-fluorbenzamido)-N-
APC-AT- [N\fLN S
- E— (thiazol-2-yl)pyrazin-2- 0,85 | 343,34
o)j@ karboxamid
F
(0] S N\
APC-AT- [Nfﬁ SN 3-(3-fluorbenzamido)-N-
N” "NH (thiazol-2-yl)pyrazin-2- 1,23 343,34
3F
O}\Q karboxamid
F
i i N 3-(4-fluorbenzamido)-N-
APC-AT- N\f*N N
[N/ o (thiazol-2-yl)pyrazin-2- 1,26 | 343,34
4F
o%\©\ karboxamid
F
O S \
APC-AT- [Nj\)LH SN 3-(3-brombenzamido)-N-
N” "NH (thiazol-2-yl)pyrazin-2- 1,98 404,24
3Br

karboxamid
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3-(4-brombenzamido)-N-

o N
APC-AT- [Nfui} ' |
T N NH (thiazol-2-yl)pyrazin-2- 1,98 404,24
9 karboxamid
Br
S
HN/k\/N\> N-(thiazol-2-yl1)-3-(2
APC-AT- N SRy
[ _ (trifluormethyl)benzamido)pyr 0,80 393,34
2CF3 N™ "NH
o azin-2-karboxamid
F
FF
N
APC-AT O N-(thiazol-2-y1)-3-(3-
-AT- N0
[ ﬁ (trifluormethyl)benzamido)pyr 2,01 393,34
3CF3 NS
o)\(;l azin-2-karboxamid
CFs
o s
\ _(thi IovRo(4-
APC-AT- [Nj\)\” = | N-(thiazol-2-yl)-3 §4
e NE N (trifluormethyl)benzamido)pyr 2,01 393,34
o)\@ azin-2-karboxamid
CF,
(0] S \ (. . AT
APC-AT- N j\)kN \ 3-(2-methylbenzamido)-NV-
[N/ NHH (thiazol-2-yl)pyrazin-2- 1,27 339,37
2Me
o):© karboxamid
7 3-(3-methylbenzamido)-N-
APC-AT- N\f*N N (-methy )
[ A H (thiazol-2-yl)pyrazin-2- 1,61 339,37
3Me N” T NH
O)\©/ karboxamid
QSN 3-(4-methylbenzamido)-N-
APC-AT- N\f#N N (3-methy )
[ A (thiazol-2-yl)pyrazin-2- 1,61 339,37
4Me N NH
o)\©\ karboxamid
3-amino-N-(thiazol-2-
APC-AT 0,32 221,24

yl)pyrazin-2-karboxamid
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3-(4-(terc-butyl)benzamido)-N-

APC-AT-
= N~ >NH (thiazol-2-yl)pyrazin-2- 2,93 381,45
tBu
O%\©\’< karboxamid
0 s
APC-AT- [Nﬁ N SN 3-benzamido-N-(thiazol-2-
NT N 1,11 325,35
B yl)pyrazin-2-karboxamid
07 \[:l
APC-AT- Nj\)okN S\N\ 3-(adamantan-1-karboxamido)-
[ A H N-(thiazol-2-yl)pyrazin-2- 2,28 383,47
Adam N
o@ karboxamid
o s .
APC-AT- N \N\ 3-(cyklohexankarboxamido)-
[ J_H N-(thiazol-2-yl)pyrazin-2- 1,65 331,39
cHex N™

karboxamid
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7 VYSLEDKY

V nasledujicich tabulkach jsou vzdy uvedeny MIC pro konkrétni latku a dany testovaci
mykobakterialni kmen. Hodnoty jsou v jednotkach pg/ml. Kdyz se pted Ciselnou hodnotou
nachazi znak >, znamena to, Ze je hodnota MIC vétsi nez nase nejvyssi dosazend koncentrace
latky a ze je latka v testovaném koncentracnim rozmezi neti¢innd. U nékterych latek je v tabulce

poznamka o fedéni z divodu nizsi rozpustnosti.

Tabulka 6 Vysledky testovdni prvni skupiny ldatek 1. série

Oznaceni 2 5 6 20 21 22 23
MIC M. smeg. (ng/ml) 62.5 >500 | 31.25 | =500 | =500 | =500 | =500
MIC M. aurum (pg/ml) 250 > 500 62.5 > 500 250 250 250
MIC M. thc H37Ra (ug/ml) [ 125 >500 | 31.25 250 125 62.5 62.5
pozn.

Oznaceni 24 25 26 27 29 50 51
MIC M. smeg. (ug/ml) 31.25 250 >500 | =500 | =500 62.5 > 500
MIC M. aurum (ug/ml) > 500 250 125 > 500 250 250 > 500
MIC M. thc H37Ra (pug/ml) | 62.5 125 62.5 31.25 62.5 62.5 > 500
pozn.

V prvni skupiné latek prvni testované série (tab. 6) vykazalo G¢innost na M. smegmatis
5 testovanych latek s oznacenim 2, 6, 24, 25 a 50. Nejvyssi a€innost mély latky 6 a 24 (shodné
MIC =31,25 pg/ml). Na M. aurum vykézalo u€innost 9 latek, z nichz se jako nejucinngjsi jevila
latka s oznacenim 6 (MIC = 62,5 ug/ml). Na M. tuberculosis H37Ra pisobilo 12 latek, nejvetsi
ucinnost mély latky 6 a 27 (shodné¢ MIC = 31,25 pg/ml). Dobré G¢innosti mély latky 22, 23, 24,
26, 29 a 50. V této skupiné latek tedy meéla nejvyssi uc€innost latka 6, ktera byla dobfe Gi¢inna
na vSechny 3 testovaci kmeny. Dobré Gi€innosti (avSak ne vZdy na vSechny kmeny) mély latky

s oznaCenim 2, 24, 26, 50. Latky 5 a 51 se v testovaném koncentracnim rozmezi jevily jako

neudinné.
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Tabulka 7 Vysledky testovani druhé skupiny ldatek 1. série

Oznaceni 52 53 54 57 58 59 60
MIC M. smeg. (ug/ml) >500 | =500 | =500 | =500 | =500 | =500 62.5
MIC M. aurum (pg/ml) > 500 250 >500 | =500 125 500 62.5
MIC M. thc H37Ra (ug/ml) [ > 500 125 > 500 125 >500 | 31.25 62.5
pozn.

Oznaceni 61 62 64 66 67 68 69
MIC M. smeg. (ug/ml) >500 | 2500 | =500 | =500 | =500 [ =500 | 31.25
MIC M. aurum (ug/ml) > 500 250 >500 | 15.625 | =500 | >500 62.5
MIC M. tbc H37Ra (pg/ml)| >500 | 31.25 500 31.25 7.81 >500 | 31.25

pozn.

Ve druhé skupiné latek prvni testované série (tab. 7) vykdzaly dobrou ucinnost na
M. smegmatis 2 latky s oznacenim 60 a 69. Vyssi u€innost méla latka 69 (MIC = 31,25 pg/ml).
Na M. aurum mélo ucinnost 7 latek, pticemz latka 59 prakticky minimalni. Nejvyssi G¢innost
jevila latka 66 (MIC = 15,625 pg/ml). Latky 60 a 69 u tohoto kmene mély dobrou tc¢innost.
Na M. tuberculosis H37Ra putsobilo celkem 9 latek. Latky 59, 62, 66, 69 a ptedevSim 67
(MIC = 17,81 pg/ml) mély velmi dobrou u¢innost. V této sérii testovani méla nejvyssi ucinnost
jiz zminénd latka 69, kter4 dobte plisobila na vSechny 3 testované kmeny. Dobrou u¢innost na
vSechny 3 kmeny méla 1 latka 60. Naopak u latek 52, 54, 61 a 68 nebyla zaznamenana G¢innost

ani na jeden kmen.

Tabulka 8 Vysledky testovdni prvni skupiny ldatek 2. série

Oznadeni DPO | DP1 | DP2 | DP3 | DP4 | DP5 | DP6
MIC M. smeg. (ng/ml) | >500 | >250 | >250 | >250 | >125 | >500 | >125
MIC M. aurum (pg/ml) | >500 | >250 | >250 | =250 | >125 | >500 | >125

MIC M. tbe H37Ra (pg/ml)| >500 | >250 | >250 | =250 | >125 | >500 | >125

nared. nared. nared. nared. nared.
pozn. 2X 2X 2X 4x 4x
Oznaceni DP7 DP8 DP9 DP10 DP11 DP12 DP13

MIC M. smeg. (ug/ml) | >500 | >500 | >250 | >500 | >500 | >500 | >500
MIC M. qurum (pg/ml) | >500 | >500 | >250 | >500 | 125 | >500 | >500
MIC M. the H37Ra (pg/ml) | >500 | >500 | >250 | >500 | 250 | >500 | >500

nared.
2x

pozn.

V prvni skupiné latek druhé testované série (tab. 8) neméla ucinnost na M. smegmatis
zadna latka. Na M. aurum a na M. tuberculosis H37Ra méla Gi€innost pouze latka DP11, avS§ak
na zékladé hodnot MIC (125 pg/ml, 250 pg/ml) nelze hovofit o vyznamné aktivité. Ostatni
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testované latky byly v testovaném koncentracnim rozmezi neucinné. Obecné lze tedy
konstatovat, ze u téchto latek byla hodné Spatna ucinnost. Celkem 6 latek bylo potieba vice
natedit z divodu Spatné rozpustnosti. Latky DP1, DP2, DP3 a DP9 byly nafedény 2x, latky
DP4 a DP6 dokonce 4x.

Tabulka 9 Vysledky testovani druhé skupiny ldatek 2. série

Oznaceni DP14 DP15 DP17 DP18 DP19 DP20 DP24
MIC M. smeg. (ug/ml) > 125 >500 >500 >250 >500 > 500 >500
MIC M. aurum (pg/ml) > 125 >500 >500 >250 | 15.625 | =500 31.25
MIC M. tbc H37Ra (ng/ml) > 125 >500 > 500 >250 | 15.625 | =500 62.5
nared. nared.
pozn. 4x;susp 2X
Oznaceni DP26 DP27 DP28 DP29 DP30 DP32 DP35
MIC M. smeg. (ug/ml) > 500 >500 > 125 >250 >500 > 250 > 500
MIC M. aurum (ng/ml) > 500 >500 > 125 >250 125 > 250 >500
MIC M. tbc H37Ra (ng/ml) > 500 >500 > 125 >250 250 > 250 >500
nared. nafed. nared.
pozn. 4x 2X 2X
Oznaceni DP36 DP37 DP38 DP39 DP40 DP41
MIC M. smeg. (ug/ml) > 125 >500 > 125 >500 >500 >500
MIC M. aurum (ng/ml) > 125 >500 > 125 >500 >500 >500
MIC M. tbc H37Ra (ng/ml) > 125 >500 > 125 >500 > 500 > 500
. nared.
pozn. nafed. 4x 4x

Ve druhé skupiné latek druhé testované série (tab. 9) neméla i€¢innost na M. smegmatis
op¢t zadna latka. Na M. aurum a na M. tuberculosis H37Ra méla velmi dobrou G¢innost latka
DP19 (shodné MIC = 15,625 pg/ml), dobrou u¢innost pak latka DP24. Uginnost na tyto 2
kmeny prokézala jeste latka DP30. Ostatni testované latky byly v testovaném koncentra¢nim
rozmezi netcinné. Celkem 7 latek bylo potieba opét vice natedit z dlivodli Spatné rozpustnosti.
Latky DP18, DP29, DP32 byly nafedény 2x a latky DP14, DP28, DP36, DP38 dokonce 4x.

Latka DP14 byla 1 po 4-nasobném natedéni ve formé suspenze.
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Tabulka 10 Vysledky testovani ldtek 3. série

Oznadeni APC-AT- 2C1 | 3C1 | 4Cl 2F 3F 4F 3Br
MIC M. smeg. (ug/ml) | >500 | =500 | >250 | 250 | >500 | 250 | >500
MIC M. aurum (pg/ml) | >500 | >500 | 125 250 | >500 | >500 | =500

MIC M. the H37Ra (pg/ml) | =500 | >500 | 125 | =500 | >500 | =500 | >500

nafed.
pozn. %
Oznaceni APC-AT- 4Br 2CF3 3CF3 4CF3 2Me 3Me 3Me

MIC M. smeg. (ug/ml) 125 | =500 | =500 | =500 | >500 | 250 | 62.5
MIC M. aurum (pg/ml) | >250 | =500 | 250 | =500 | >500 | 7.81 | 3.1
MIC M. the H37Ra (pg/ml)| =250 | >500 | >500 | =500 | >500 | >500 | 31.25

nared.
pozn. 7%
Oznaceni APC-AT- 4Me AT AT tBu B Adam cHex

MIC M. smeg. (ug/ml) | >500 | 125 125 | =250 | =125 | 62.5 | =250
MIC M. aurum (pg/ml) | >500 | 31.25 | 15625 | =250 | =125 | 3.91 | >250
MIC M. tbe H37Ra (ug/ml) | =500 | 125 | 3125 | =250 | >125 | 15.625 | 125

nared. nared. nared.
2X 4x 2X

Pozn. Zde se jedna o latky APC-AT-... (v seznamu latek uvedené jako napi. APC-AT-2Cl, zde v tabulce pro

pozn.

zkréceni jen 2Cl)

Ve treti sérii testovani (tab. 10) vykazovalo na M. smegmatis ur¢itou G¢innost 6 latek
s oznacenim APC-AT-2F, -4F, -4Br, -3Me, -Adam a APC-AT. Nejvyssi ucinnost mély latky
APC-AT-3Me a APC-AT-Adam (MIC = 62,5 ug/ml). Na M. aurum mély G¢innost latky APC-
AT-4Cl, -2F, -3CF3 a vybornou U¢innost latky APC-AT (MIC = 31,25 pg/ml; 15,625 pg/ml),
APC-AT-3Me (MIC = 3,91 pg/ml; 7,81ug/ml) a APC-AT-Adam (MIC = 3,91 pg/ml).
Na M. tuberculosis H37Ra pusobily latky APC-AT-4Cl, -3Me, APC-AT, APC-AT-cHex
a velmi dobie pusobila laitka APC-AT-Adam (MIC = 15,625 pg/ml). Ostatni testované latky
byly v testovaném koncentra¢nim rozmezi neti¢inné. V této sérii se tedy jako nejucinnéjsi jevily
latky APC-AT-3Me, APC-AT a APC-AT-Adam, které pisobily na vSechny testované kmeny.
U latek s oznacenim APC-AT-3Me a APC-AT bylo testovani provedeno dvakrat. Latky APC-
AT-4Cl, -4Br, -tBu a -cHex byly nafedény 2x, latka APC-AT-B dokonce 4x z divodu Spatné

rozpustnosti.
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Tabulka 11 Vysledky testovini standardit ve vSech sériich

1. série - standardy INH RIF CIP INH RIF CIP
MIC M. smeg. (ng/ml) 15.625 | 3.125 0.0625 | 15.625 | 3.125 0.0625
MIC M. aurum (pg/ml) 3.91 0.39 ]0.015625| 3.91 0.39 ]0.015625

MIC M. tbc H37Ra (ug/ml) | 0.25 |0.003125| 0.25 0.25 ]0.003125| 0.25
pozn.

2. série - standardy INH RIF CIpP INH RIF CIp
MIC M. smeg. (ng/ml) 15.625 | 3.125 0.0625 | 15.625 1.56 0.0625
MIC M. aurum (pg/ml) 3.91 0.39 ]0.015625| 3.91 0.39 ]0.015625

MIC M. tbc H37Ra (pg/ml) | 0.25 |0.003125| 0.25 0.25 ]0.003125| 0.25
pozn.
INH RIF CIP
MIC M. smeg. (ng/ml) 15.625 1.56 0.0625
MIC M. aurum (ng/ml) 3.91 0.39 |0.015625
MIC M. thc H37Ra (ug/ml) | 0.25 |0.003125| 0.25
pozn.

3. série - standardy INH RIF CIP INH RIF CIP
MIC M. smeg. (ng/ml) 7.81 1.56 0.0625 | 15.625 | 3.125 0.125
MIC M. aurum (ng/ml) 3.91 0.39 0.03125 | 3.91 0.39 |0.015625

MIC M. thc H37Ra (pg/ml) | 0.25 |0.003125| 0.25 0.25 ]0.003125| 0.25
pozn.

Tabulka 11 nam ukazuje vysledky testovani standardi INH, RIF a CIP, které doplnilo
vzdy kazdou testovanou sérii. Hodnoty MIC standardi v jednotlivych sériich byly z velké ¢asti
identické a odpovidaly znamym citlivostem kmeni. V néktery sériich se hodnoty jen nepatrné
(1 jamka mikrotitra¢ni desticky) odliSovaly (naptiklad u INH na M. smegmatis jednou byla MIC
15,625 pg/ml, podruh¢ 7,81 pg/ml), ale i tak Ize konstatovat, Ze je systém testovani stabilni a

ziskané vysledky jsou validni.
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8 DISKUSE

Obecné je znamo, ze tuberkuldza je velmi zavazné infekéni onemocnéni, které postihuje
cloveéka. Miize vSak postihnout i dalsi savce, va¢natce, ptaky, ryby, obojzivelniky a plazy.
Pivodcem TBC jsou zejména Ctyii piibuzné druhy mykobakterii, M. tuberculosis (u ¢lovéka),
M. bovis (u hovéziho dobytka), M. microti (u hrabost) a M. africanum. Tato diplomova prace

se zamétuje predevSim na M. tuberculosis jako ptivodce TBC u lidi. (Greenwood, 1999)

M. tuberculosis je tazeno do rodu Mpycobacterium. Existuje zhruba 50 druhi
mykobakterii, které se déli do dvou hlavnich skupin, rychle a pomalu rostoucich. Mykobakterie
jsou dlouhé, s§tihlé, nepohyblivé a nesporulujici ty¢inky. Neobvyklé slozeni jejich bunééné
stény jim dava charakteristické vlastnosti a vytvaii voskovity bunécny povrch, diky kterému
jsou mykobakterie siln¢ hydrofobni, to ma vliv na jejich barvitelnost. Vzhledem k jedine¢nému
sloZzeni bunétné stény je nelze obarvit dle Grama, pouZiva se specidlni barveni dle Ziehl-

Neelsena, mykobakterie jsou tedy nazyvany jako acidorezistentni.

Jak jiz bylo feceno, TBC u ¢lovéka je zptisobena hlavné M. tuberculosis, nékdy muaze
byt piivodcem i M. bovis (ptiblizné 1 % ptipadi). Podle dat z WHO je timto mikroorganismem
nakaZena asi jedna Ctvrtina lidské populace. Kazdy rok onemocni pfiblizné 10 miliond lidi,

ro¢né umird kolem 1,4 miliond lidi. (Harvey, 2007; WHO, 2020)

TBC je pandemicky rozsitenou infekci s dlouhodobé klesajicim trendem. Vyznamné se
§ifi v rozvojovych zemich a v zemich tzv. tietiho svéta. Onemocnéni je bézné v Cing, Indii,
Pékistanu, vychodni Evrop¢, v subsaharské a jizni Africe. Varovnym trendem je nartst infekci
zpiisobenych rezistentnimi kmeny. Napiiklad v roce 2019 témé&f 0,5 milidonu piipadd vykazalo
rezistenci na rifampicin (RR rezistenci), z tohoto mnozstvi bylo 78 % piipada klasifikovano
jako multirezistentni (MDR rezistence). V Ceské republice z dlouhodobého hlediska vykazuje
pocet onemocnéni TBC klesajici trend a v mezinarodnim srovnéni patfime k zemim s nizkym

vyskytem TBC.

Otazkou je, jaky bude vyvoj v nasledujicich letech. V soucasnosti je celosvétove
velkym problémem pandemie COVID-19 a hrozi tak, ze tato pandemie zvrati ptiznivy pokrok
ve snizovani celosvétové zatéze onemocnénim TBC. Modelovani naznacuje, ze pocet lidi
s TBC by se v obdobi 2020-2025 mohl zvysit o vice nez 1 milion roéné. Ekonomicky dopad
pandemie zhorsi pfinejmensim dva z klicovych faktorti vyskytu TBC, HDP (hruby domaci

produkt) na osobu a podvyzivu. Dopady na zivobyti z ditvodu uslého pfijmu a nezaméstnanosti
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by mohly zvysit procento lidi a jejich domacnosti s TBC. Mnoho zemi nyni vénuje vice financi
pravé prednostné pandemii COVID-19, nékteré zemé dokonce oznamily pouziti strojii pro
testovani COVID-19 namisto diagnostickych testi na TBC a pfefazeni zaméstnanct
v narodnich programech proti TBC na povinnosti souvisejici s COVID-19. V mnoha zemich
bylo ovlivnéno také shromazd’ovéani a vykazovani tidajii o TBC. Data za rok 2020 zatim nebyla
findln¢ zvefejnéna, ale podle predbéznych odhadovanych udaji WHO bylo v roce 2020 o
1,4 miliont méné novych ptipadt lidi s TBC nez v roce 2019, coz piedstavuje pokles o 21 %.
Zemé s nejvysSim poklesem byly Indonésie (42 %), Jihoafrickd republika (41 %), Filipiny
(37 %) a Indie (25 %). (WHO, 2020)

Zakladni terapie TBC je kombinovana za pouziti obvykle c¢tyf antituberkulotik,
isoniazidu, rifampicinu, etambutolu a pyrazinamidu. Terapie je dlouhodoba, trvajici déle nez 6
mésicl. [ pfes vSechny zasady spravné terapie se stale zvySuje vyskyt rezistentnich kment na
antituberkulotika prvni linie. Proto zdravotnické organizace monitoruji vyskyt rezistence,
a proto je v soucasnosti velky zajem o vyzkum a vyrobu novych 1écebnych preparati. Dulezité
je tedy objevovat a vyvijet nové 1éky, které mohou zlepsit strategii 1é¢by, zvysit jeji bezpecnost,
pfedchéazet vzniku rezistentnich kment, a feSit jak infekci, tak i mozné nezddouci ucinky.

(Liptakova. 2019)

Prevence onemocnéni TBC je zaloZena zejména na informovanosti, zachytu ptipadi,
testovani kontakti nemocnych osob a na ockovani. K o¢kovani proti TBC se pouziva ziva
oslabend vakcina BCG. Vakcina se aplikuje novorozenclim intradermalné injekci. V 11 letech
se pfeockovava, ale pouze pfi negativnim koznim tuberkulinovém testu. Ockovani se bézné
provadi v zemich, kde je TBC endemické a je zodpovédna za vysokou morbiditu a mortalitu.
Bohuzel BCG imunizace neni uréena pro imunokompromitované pacienty (s HIV infekci),
proto nelze vakcinaci pouzit v oblastech s vysokou prevalenci HIV (Afrika). V téchto oblastech
tedy zlstava TBC jesté vEétsi hrozbou nez v oblastech, ve kterych je prevalence HIV nizka a 1ze
tedy otkovat. V Ceské republice je ploiné okovani proti TBC od 1.11.2010 ukon&eno.
(Votava, 2003; Petras, 2016; Martin, 2018)

Cilem této prace bylo testovani antimykobakteridlni aktivity 81 potencialnich
antituberkulotik ve 3 sériich na kmenech rodu Mycobacterium (M. smegmatis, M. aurum,

M. tuberculosis) pomoci mikrodilué¢ni bujénové metody.

V prvni sérii testovani (latky oznacené pouze Cislem) bylo testovano 28 latek. Jednalo
se o derivaty 2-fenyl-N-(pyridin-2-yl)acetamidu, které se liSily substituenty, jejich mnozstvim,
kombinaci a pozicemi. Na vSechny 3 testované kmeny mélo t¢innost 6 latek (2, 6, 25, 50, 60,
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69). Na 2 kmeny pak vykézalo Gc¢innost 10 latek (21, 22, 23, 24, 26, 29, 53, 59, 62, 66). Pouze
na 1 kmen mélo ucinnost 6 latek (20, 27, 57, 58, 64, 67). Zbylych 6 latek neptisobilo ani na
jeden testovany kmen. Nejvyssi u¢innost mély latky 6 (2-(4-methoxyfenyl)-N-(6-chlorpyridin-
2-yl)acetamid) a 69 (2-(3-methoxyfenyl)-N-(6-chlorpyridin -2-yl)acetamid). Tyto latky maji ve
struktuie stejné substituenty (chlor a methoxy skupinu) navazané na podobnych pozicich, 1isi
se pouze pozici methoxy skupiny na benzylovém jadie (para- vs. meta- pozice), proto mély
pravdépodobné i stejnou Ucinnost na testované kmeny. Stejné substituenty navazané na
podobnych pozicich mély jesté latky 5, 51, 59 a 61, ovSem ucinnost mély prakticky minimalni.
Nejvyhodnéji se tedy jevila substituce chloru na pyridinu v pozici 6- a zaroven substituce
methoxy skupinou v polohach 3- nebo 4- benzylového jadra. Témito substitucemi doslo ke
zvyseni lipofility (ClogP), ¢imz se pravdépodobné zvysila ucinnost diky faktu, ze lipofilni latky
snaze pronikaji pfes membranu mykobakterii, kterd je bohata na mykolové kyseliny. Léky
s vy$$i lipofilitou mohou tedy 1épe plisobit proti mykobakteriim. Poloha 6- pyridinového cyklu
mize ovlivitovat ucinnost také diky sterickym efektim, kdy jind poloha mutze branit napf.
v interakci s cilovym mistem téchto sloucenin. Stejn¢ pak i substituent 2-OCHjs, jak je patrné
z obrazku, mize vysledek ovliviiovat diky sterickym vliviim a intramolekularnim interakcim.
Slibné se na M. tuberculosis v této sérii jevily jeste latky 66 a 67, tedy latky s trifluormethylovou
skupinou. Trifluormethyl je velmi vyuZivana skupina pro substituce 1éCiv, kterd obecné zvysuje

jejich ucinnost. Tato skupina v molekule vSak Casto zvySuje 1 toxicitu.
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Na M. smegmatis zde plisobilo celkem 7 latek (graf 1). Nejvetsi ucinnost mély latky 6,
24 a 69, u kterych byla MIC shodné 31,25 pg/ml. Pfi pohledu na jejich ClogP (2,74, 2,78) je
patrné, ze substitucemi doslo ke zvySeni lipofility. Latky 6 a 69 byly jiz vySe probrany. Latka

24 byla vytvofena substituci chloéru v poloze 4- benzylového jadra.

Zavislost MIC na ClogP- 1. série, M. smegmatis
250
25
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E
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Graf 1 Zavislost MIC na ClogP u ldtek 1. série pitsobicich na M. smegmatis

Na M. aurum plsobilo 16 latek (graf 2). Nejvyssi u€innost méla latka 66, kde MIC byla
15,625 pg/ml. Jednalo se derivat substituovany trifluormethylovou skupinou v poloze
3- benzylového jadra a zaroven chlorem na pyridinu v pozici 6-. Témito substitucemi doSlo
opét ke zvySenti lipofility latky (ClogP 3,74). Latky 6 a 69 zde mély trochu mensi u¢innost (MIC
= 62,5 pg/ml) nez u M. smegmatis.

Zavislost MIC na ClogP- 1. série, M. aurum
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Graf 2 Zavislost MIC na ClogP u ldatek 1. série pitsobicich na M. aurum

Na M. tuberculosis pusobilo 21 latek (graf 3). Nejvyssi tucinnost méla tentokrat latka 67
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ktera ptsobila nejvice na M. aurum, se i zde jednalo o derivat substituovany trifluormethylovou
skupinou, tentokrat v poloze 4- benzylového jadra, a zdroven chlérem na pyridinu v pozici 6-.
Lipofilita latky 67 je stejnd jako latky 66. Latky 6 a 69 (MIC = 31,25 pg/ml) mély
u M. tuberculosis stejnou ucinnost jako u M. smegmatis. Tuto hodnotu MIC mély rovnéz jesté

latky 27, 59, 62 a 66.

Zavislost MIC na ClogP- 1. série, M. tuberculosis
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Graf 3 Zavislost MIC na ClogP u ldatek 1. série piisobicich na M. tuberculosis

V druhé sérii testovani (latky s oznacenim DP) bylo testovano 34 latek. Zde se jednalo,
kromé latky DPO (strukturni analog isoniazidu), o derivaty (E)-N'-(benzyliden)pyrazin-2-
karbohydrazidu a (E)-N'-(methylen)pyrazin-2-karbohydrazidu, které se liSily substituenty,
jejich mnoZstvim, kombinaci a pozicemi. Na vSechny 3 testované kmeny neméla Gi¢innost ani
jedna latka. Na 2 kmeny vykazaly uc¢innost 4 latky (DP11, DP19, DP24, DP30). Zbylych
30 latek nepusobilo ani na jeden testovany kmen. Latky z této série mély tedy v porovnani se
zbylymi sériemi nejhorSi G¢innost a pro nasledné dal$i zkouSeni by mély byt jesté dale
modifikovany. U&inné se pouze u kmenti M. aurum a M. tuberculosis H37Ra jevily latky DP19
a DP24, které vSak na M. smegmatis viibec v testovaném koncentraénim rozmezi neptisobily.
Navic byly latky z této série Spatné rozpustné a muselo tak Casto dojit k vétSimu fedéni.
V porovnani ClogP téchto dvou latek s ucinnymi latkami ze zbylych dvou sérii je patrné, ze
tyto dvé latky nemély az takovou lipofilitu, coz je zptsobeno substituci -OH skupinou, kterad
casto lipofilitu snizuje. DP19 m¢lo ClogP 1,04 a DP24 1,54. Hydroxylova skupina je velice
znamym donorem elektrond. U latky DP19 je ziejmé, ze je vyhodnéjsi soucasnd substituce
hydroxylovych skupin v polohédch 2- a 3- na benzenu neZ v polohéch 2- a 4-, jak je zavedeno
naptiklad u latky DP5, kde nebyl u¢inek zadny. U této vyhodnéjsi substituce miize byt ti¢innost

zpusobena snadnéjsi tvorbou vodikovych vazeb s receptorem (enzymem) v buiice. U latky
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DP24 je ziejmé, Ze substituce jedné hydroxylové skupiny je vyhodnéjsi v poloze 2- (ortho-) na
benzenu nez v poloze 3- (DP41) a poloze 4- (DP7). U latek DP41 a DP7 totiz nebyla zadna

ucinnost. Vliv zde miize mit opét snadnéjsi tvorba vodikovych vazeb s receptorem (enzymem)

v burce.
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Ve tieti sérii testovani (latky s ozna¢enim APC-AT) bylo testovano 19 latek. Zde se
jednalo o derivaty latky APC-AT (3-amino-N-(thiazol-2-yl)pyrazin-2-karboxamid), které se
lisily substituenty, jejich mnoZstvim, kombinaci a pozicemi. Na vSechny 3 testované kmeny
mély ucinnost 3 latky (APC-AT-3Me, APC-AT, APC-AT-Adam). Na 2 kmeny vykazaly
ucinnost 2 latky (APC-AT-4Cl, -2F). Pouze na 1 kmen mély ucinnost 4 latky (APC-AT-4F, -
4Br, -3CF3, -cHex). Zbylych 10 latek neplsobilo ani na jeden testovany kmen. Latky
s oznacenim APC-AT-3Me (3-(3-methylbenzamido)-N-(thiazol-2-yl)pyrazin-2-karboxamid)
a APC-AT (3-amino-N-(thiazol-2-yl)pyrazin-2-karboxamid) se testovaly dvakrat s téméf
stejnymi vysledky. Byly testovany i dalsi latky se substituci methylu v polohach 2- nebo 4- na
fenylovém jadru, ale ty byly bez G¢inku na testované kmeny. Substituce methylu v poloze 3- se
z methylovanych sloucenin jevila nejucinnéjsi. Latka APC-AT-Adam (3-(adamantan-1-
karboxamido)-N-(thiazol-2-yl)pyrazin-2-karboxamid) se vtéto praci jevila jako viibec
nejucinngjsi. Substituce adamantanem zvysila lipofilitu latky, a tudiz i jeji i€innost. Myslim si,
ze by témto 3 latkam, stejné jako latkdm 6 a 69 z prvni série, urCité méla byt ve vyzkumu
vénovana pozornost jako potenciondlnim antituberkulotikim. M¢lo by byt provedeno dalsi
laboratorni testovani s vice kmeny, nebo klinickymi izolaty. Méla by byt rovnéz zkoumana

mozna cytotoxicita nove€ vyvinutych potencidlnich 1€¢iv.
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Na M. smegmatis ve tteti sérii pusobilo 6 latek (graf 4). Latky APC-AT a APC-AT-3Me
byly testovany dvakrat. APC-AT méla dvakrat stejnou tcinnost (MIC = 125 pg/ml). Latka
APC-AT-3Me se v Ucinnosti lisila (MIC = 250 pg/ml, 62,5 pg/ml). Nejvyssi G€innost mély
latky APC-AT-3Me a APC-AT-Adam (shodné¢ MIC = 62,5 pg/ml). Latka APC-AT-Adam méla
nejvyssi lipofilitu v této tieti sérii (ClogP 2,28), lipofilita zde mlize souviset se substituci
adamantanem.

Kromé toho je substituce adamantanem zfejmé vyhodna také kvilli tomu, Ze zajiStuje
zvySenou stabilitu a distribuci 1é¢iva v krevni plazmé. Adamantan muize byt také snadnéji
zabudovan do lipofilni lipidové dvojvrstvy, ktera tvofi membrany, coz je velmi dilezity krok

pro prenos 1é¢iva membranami. (Stimac, 2017)

Zavislost MIC na ClogP- 3. série, M. smegmatis
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Graf 4 Zavislost MIC na ClogP u ldtek 3. série puisobicich na M. smegmatis
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Na M. aurum pusobilo 6 latek (graf 5). Latky, které byly testovany dvakrat, tedy APC-
AT a APC-AT-3Me, mély ob¢ tentokrat pti testovani podobné ucinnosti, které se lisily pouze
v jedné jamce mikrotitra¢ni desticky. Jako nejucinnéjsi se jevily latky APC-AT-3Me a APC-
dosazenou v testovani v této praci. VSechny 3 velmi dobfe ucinné latky (APC-AT-3Me, APC-
AT, APC-AT-Adam) mély u M. aurum nizsi hodnoty MIC nez u M. smegmatis, byly tedy vice

ucinné.
Zavislost MIC na ClogP- 3. série, M. aurum
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Graf'5 Zavislost MIC na ClogP u ldatek 3. série puisobicich na M. aurum

Na M. tuberculosis ve tieti sérii pusobilo 5 latek (graf 6). Latky APC-AT a APC-AT-
3Me, které byly testovany dvakrat, se tentokrat ob€ pii testovani ve svych ucinnostech lisily.
Latka APC-AT-3Me jednou dokonce Zadnou Gc¢innost neméla. Nejvyssi t€innost méla latka
APC-AT-Adam (MIC = 15,625 pg/ml). V porovnani s velmi dobrou G€innosti na M. aurum
vykazovala tato latka na M. tuberculosis G€innost nizsi. Rovnéz latky APC-AT a APC-AT-3Me

mély v porovnani s M. aurum G¢innosti niZsi.
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Zavislost MIC na ClogP- 3. série, M. tuberculosis
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Graf 6 Zavislost MIC na ClogP u ldtek 3. série puisobicich na M. tuberculosis

V porovnani citlivosti kmend ztestovani standardd, které doplnilo vzdy kazdou
testovanou sérii, vyplyva, ze na IHN je nejcitlivéjsi M. tuberculosis H37Ra (MIC = 0,25 pg/ml),
nasleduje M. aurum (MIC = 3,91 pg/ml), nejméné citlivy je kmen M. smegmatis (MIC = 15,625
pug/ml). Na RIF je rovnéz nejcitlivéjsi M. tuberculosis H37Ra (MIC = 0,003125 pg/ml),
nasleduje M. aurum (MIC = 0,39 ng/ml), nejmeéné citlivy je kmen M. smegmatis (MIC = 3,125
pg/ml; 1,56 pg/ml). Na CIP je nejcitlivéjsi M. aurum (MIC = 0,015625 pg/ml), nasleduje
M. smegmatis (MIC = 0,0625 pg/ml) a az nakonec M. tuberculosis H37Ra (MIC = 0,25 pg/ml).
Niz8i hodnoty MIC v porovnani s testovanymi latkami byly pfi testovani dosazeny vétSim

fedénim standardil a praci v jiném finalnim koncentra¢nim rozmezi.

VSechny testované latky zatim jejich autory publikovany nebyly. K publikacim by mélo
dojit v nésledujicich mésicich. Vyzkumna skupina prof. PharmDr. Martina Dolezala, Ph.D.
z katedry Farmaceutické chemie a Farmaceutické analyzy kaZdoro¢né publikuje nékolik sérii
latek. Pro potvrzeni testovani vysledkli by mélo néasledovat opakovani testovani se stejnymi
latkami. Pfi testovani totiz mohlo dojit hlavné k lidskym chybdm (neptfesné pipetovani nebo
fedéni), pfistrojové chyby by méli byt eliminovany pravidelnym servisem a kalibraci. Vyvoj
nového 1éku je zdlouhavy a finanén€ narocny proces, dobra ucinnost v prvnim provedeném

testovani nemusi znamenat také ucinnost v 1é¢bé.
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9 ZAVER

Tato diplomova prace je vénovana tuberkuloze, tedy velmi zdvaznému chronickému
granulomatdznimu onemocnéni. V praci je detailné popsan, charakterizovan a klasifikovan
puvodce onemocnéni (M. tuberculosis). Déle je vénovana pozornost vzniku, prubéhu,
epidemiologii a klinickym pfiznaklim onemocnéni. Prace se rovnéz zaméfuje na diagnostiku
onemocnénti, a to jak na ¢ast klinickou, tak na ¢ast laboratorni. Jsou popsény zakladni pouzivané
diagnostické metody a postupy. Nedilnou soucasti problematiky je Gcelna terapie a prevence
tohoto onemocnéni, které jsou velice dulezité, protoze vCasnd 1écba a prevence pomohla
zachranit uz nékolik milionl Zivotld na celém svéte. V prevenci jsou dnes velmi dulezité
informovanost, rychla a ucinna 1écba pacientd s aktivni TBC, peclivé sledovani kontaktt
nemocnych osob a testovani téchto kontaktii. V zemich s vysokou morbiditou a mortalitou mé

obrovsky vyznam ockovani.

V experimentalni Casti se prace zabyvala testovanim antimykobakteridlni aktivity 81
potencialnich antituberkulotik ve 3 sériich na kmenech rodu Mycobacterium (M. smegmatis,
M. aurum, M. tuberculosis H37Ra) pomoci mikrodiluéni bujénové metody, vyhodnocenim
ziskanych vysledk a jejich interpretaci z hlediska vztahu G¢innosti a struktury testovanych

sloucenin.

V testovani vykazalo na vSechny tfi testovaci kmeny dobrou tuc¢innost 5 latek
s oznatenim 6, 69, APC-AT, APC-AT-3Me, APC-AT-Adam. Témto latkdm by vSak
k potvrzeni G€innosti méla byt ve vyzkumu déle urcité¢ vénovana pozornost a mélo by byt
provedeno rozsahlejsi testovani. Latky 6 a 69 pochéazeji z prvni série testovani a jednalo se o
derivaty 2-fenyl-N-(pyridin-2-yl)acetamidu. Nejvyhodnéji se v prvni sérii jevila substituce
chloru na pyridinu v pozici 6- a zaroven substituce methoxy skupinou v polohach 3- nebo 4-

benzylového jadra.

Latky APC-AT, APC-AT-3Me, APC-AT-Adam jsou ze tfeti série testovani, kdy se
jednalo o derivaty latky APC-AT (3-amino-N-(thiazol-2-yl)pyrazin-2-karboxamid). Zde se tedy
nejvyhodnéji jevila zékladni struktura a jeji dva derivaty, derivat se substituci methylu v poloze
3- na fenylovém jadru a derivat se substituci adamantanem. Nejucinnéjsi byla podle hodnot
MIC latka s oznacenim APC-AT-Adam. Nejmén¢ ucinna se jevila druha série latek, tedy latky

s oznacenim DP.
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Na M. smegmatis mély nejvyssi u€innost latky 6, 24 a 69, na M. aurum latky APC-AT-
3Me, APC-AT-Adam, na M. tuberculosis latka 67.

Déle by mohlo nésledovat opakovéni testovani se stejnymi latkami, tim by doslo
k potvrzeni spravnosti vysledkli testovani a k eliminaci chyb. Mohlo by také nasledovat
testovani s vice kmeny a testovani s klinickymi izolaty. Vyvinuti a testovani potencionalnich
léciv je tedy velice dlouhy proces, zahrnujici laboratorni a klinické testovani. Nez dojde

k vyvinuti a fadnému otestovani potencionélniho 1é¢iva, uplyne nékolik let.
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10 POUZITE ZKRATKY

16S rRNA

AIDS

AMTD

BCG

BK

C (S)

CD

CDC

CFP-10

CIP

CLogP

CLSI

COVID-19
CT

DMSO
DNA

DTB

RNA (ribozomalni ribonukleova kyselina) slozka malé

podjednotky prokaryotického ribozomu

Acquired immunodeficiency syndrome, syndrom ziskané

imunodeficience

Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct test, amplifikacni

piimy test Mycobacterium tuberculosis
bacil Calmette-Guérin

bacil Kochliv

base pairs, part bazi

citlivy (susceptible)

Cluster of differentiation, diferenciacni skupina povrchovych

glykoprotein

Centers for Disease Control and Prevention, Centrum pro

kontrolu a prevenci nemoci

10 kDa culture filtrate protein, 10 kDa kultivaéni filtratovy

protein
ciprofloxacin
teoreticky vypocitany rozdélovaci koeficient

Clinical and Laboratory Standards Institute, Institut klinickych a

laboratornich standardii

coronavirus disease 2019, koronavirové onemocnéni 2019
Computed Tomography, pocitatova tomografie
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

detekéni test BD ProbeTec ET
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EEA;

ELISA

ESAT-6

ESX

EU

EUCAST

HDP

HIV

IGRA testy
IL-2, IL-12
INF-y

INH
IS6110

Kb

LAM

LED

LM

m/z

Early Endosomal Autoantigen 1, v€asny endozomalni

autoantigen 1

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, Enzymaticky

imunosorbentni test

6 kDa early secretory antigenic target, 6 kDa rané sekrecni

antigenni cil
export pathway, exportni systém
Evropska unie

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,

Evropsky vybor pro testovani antimikrobidlni citlivosti

hruby domaci produkt

Human immunodeficiency virus, vir lidské imunodeficience

intermediarni citlivost

Interferon-gamma release assay, testy uvoliiovani interferonu y

interleukin, 2, 12

interferon gama

isoniazid

inzeréni sekvence 6110

kilobazi

lipoarabinomanan

Light-Emitting Diode, elektroluminiscencni svételna dioda
lipomanan

pomér hmotnosti a ndboje
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Matrix-assisted laser desorption/ionization-Time of flight,

MALDI-TOF Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace s detektorem doby
letu
MDR multidrug resistant, multirezistence

Major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni

MHC
komplex

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace

MPI manosylfosfat inositol

MTD Mycobacterium tuberculosis Direct

MW molecular weight, molekulova hmotnost

NALC N-acetyl-L-cystein

NK nukleova kyselina

NK bunky natural killer cells, ptirozeni zabijeci

NTM netuberkuldzni mykobakterie

OD optické denzita

PCR Polymerase Chain Reaction, polymerazova fetézova reakce

PIM fosfatidylinositol manosidy

PPD purified protein derivates, ¢iStény proteinovy derivat
endonukledza purifikovanéd z kmene Escherichia coli, ktery nese

vl gen Pvu Il z Proteus vulgaris

R rezistentni

RIF rifampicin

RR rezistence na rifampicin

RS Ramanova spektroskopie

SERS Povrchem zesilend Ramanova spektroskopie
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TAT

TBC

Tc bunky
TDM

Tui lymfocyty
TNF-a

uv

UzIs

WHO

XDR

twin arginine translocation, systém translokace dvojitého

argininu

tuberkuloza

cytotoxické T-lymfocyty

trehal6zo-6,6-dimykolat

pomocné T-lymfocyty 1

tumor necrosis factor o

ultrafialové zateni

Ustav zdravotnickych informaci a statistiky

World Health Organization, Svétova zdravotnicka organizace

extensively drug resistant, rozséhla rezistence
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