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1. ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a 1¢kaiskych véd

Studijni obor: Odborny pracovnik v laboratornich metodach
Autor: Be. Lenka Krélikova

Vedouci prace: PharmDr. Ondftej Jand’ourek, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Atypické mykobakterie zplisobujici onemocnéni ¢lovéka

Cilem této diplomové prace je shrnout historii vyskytu mykobakterii, jejich
¢lenéni, epidemiologii netuberkuldznich onemocnéni, klinicky vyznam, diagnostiku,
rezistence a moznosti terapie. V ramci epidemiologie je porovnavan zptsob zvladnuti

tuberkuldzy a netuberkul6znich mykobakterioz.

Mykobakteridzy jsou vzacna onemocnéni, jejich incidence se s rostoucim poctem
imunokompromitovanych pacientl pozvolna zvétSuje. Na zdklad€ mista infekce je délime
na lymfadenitidy, kozni 1éze, plicni onemocnéni a diseminované infekce. NejCastéji
izolovanymi pivodci onemocnéni jsou Mycobacterium avium komplex (MAC),
Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium marinum a

Mycobacterium kansasii.

V experimentalni ¢asti se prace zabyva antimykobakteridlni wGc¢innosti nové
syntetizovanych slou¢enin, které by mohly v budoucnost najit uplatnéni v 1&éEbé
tuberkuldzy a jinych mykobakterioz. Testovani latek bylo provedeno na kmenech rodu
Mycobacterium (M. smegmatis, M. aurum a M. tuberculosis H37Ra) pomoci
mikrodilu¢ni bujénové metody. V praci je uvedeno vyhodnoceni vysledkii méteni a jejich

interpretace z hlediska vztahu uc¢innosti a struktury testovanych slou¢enin.

Testované latky byly rozdéleny do Sesti skupin na zaklad€ jejich struktury.
Celkem bylo testovano 88 sloucenin, zkterych celkem 20 latek projevilo
antimykobakteridlni uc¢innost. Skupinou latek, kterd jevi nejvétsi potencidl, jsou derivaty
thiazolidinu. Nejvyhodnéj$imi substituenty, které ovliviiuji antimikrobialni aktivitu, jsou

pravdépodobné chlor, fert-butyl a ptipadné hydroxy skupina.

Kli¢ova slova: Mykobakterie, Mykobakteriézy, Antimykobakteridln¢ pilisobici

slou€eniny, Mikrodiluéni bujonova metoda, Minimalni inhibi¢ni koncentrace



2. ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove
Department of Biological and Medical Sciences
Study program: Specialist on Laboratory Methods
Author: Bc. Lenka Kralikova

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

Title of diploma: Atypical mycobacteria as causative agents of human diseases

The aim of this diploma thesis is to summarize the history of mycobacteria, their
classification, epidemiology of nontuberculous infections, clinical significance,
diagnosis, resistance, and treatment options. Within the epidemiology, the way of

managing tuberculosis and non-tuberculous mycobacterioses is compared.

Mycobacterioses are rare diseases, which incidence is gradually increasing with
the increasing number of immunocompromised patients. Based on the spot of infection,
we divide them into lymphadenitis, skin lesions, lung disease and disseminated infections.
The most frequently isolated pathogens are Mycobacterium avium complex,
Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium marinum and

Mycobacterium kansasii.

The experimental part is devoted to the antimycobacterial activity of newly
synthesized compounds, which could find application in the future in the treatment of
tuberculosis and other mycobacterioses. Substance testing was performed on strains of
the genus Mycobacterium (M. smegmatis, M. aurum and M. tuberculosis H37Ra) using
the microdilution broth method. The thesis presents the evaluation of the obtained results
and their interpretation in order to determine relationship between activity and structure

of tested compounds.

The tested substances were divided into six groups, based on their structure. A
total of 88 compounds were tested, of which a total of 20 substances showed antimicrobial
activity. The group of substances, that show the biggest potential, are thiazolidine
derivatives. The substituents that were likely to positively affect antimicrobial activity

were probably chlorine, fert-butyl and hydroxy group.

Key words: Mycobacteria, Mycobacterioses, Antimycobacterial drugs, Microdilution

broth method, Minimum inhibition concentration



3. UVOD

Vyskyt a vSudypfitomnost atypickych mykobakterii jsou znama jiz od dob
starovéku. V poslednich letech se zvySuje incidence onemocnéni, které zplsobuji.
Vzhledem k velkému mnozstvi a variabilité u¢inkl na lidsky organismus mohou byt spici
hrozbou, ktera ¢eka na spravny okamzik, nez zauto¢i. V mnoha ptipadech, kdy za infekci
muze praveé netuberkul6zni mykobakterie, nedojde k okamzitému odhaleni. Je to kvali

tomu, ze se zkratka na mykobakterie jako takové nepomysli.

Oproti  Mycobacterium tuberculosis nejsou netuberkulozni mykobakterie
monitorované. V ptipadé€ vyskytu Mycobacterium tuberculosis jsou evidované jednotlivé
ptiklady a podléhaji hlaSeni. Zaroven kazdorocné vychazi zprava Svétové zdravotnické
organizace (WHO) o stavu a zvladani problematiky vyskytu tuberkul6zy. Naopak
z diivodu nedostatecného monitorovani jednotlivych piipadii mykobakteridz je obtizné
vést presnou dokumentaci vyskytu. I pfesto se nékteré zemé jako naptiklad Velka
Britanie, Slovensko nebo Ceska republika rozhodly vyskyt mykobakteriéz monitorovat.
Naptiklad ve Velké Britanii byl mezi lety 2007-2012 pozorovan vzestupny trend
pulmonalnich onemocnéni zptisobenych Mycobacterium avium komplex. Na Slovensku
se mezi lety 2010-2015 zvysil vyskyt Mycobacterium gordonae, ktery je kontaminantem
pitné vody. V Ceské republice byla v letech 2016-2019 nejéastéji z netuberkuldznich
mykobakterii izolovana Mycobacterium avium komplex, stejn¢ jako ve Velké Britanii.

(Prevots, 2017; Shah, 2016; Provaznik, 2016; WHO, 2020; UZIS, 2019; UZIS,2018)

Nejznaméj$i mykobakterii stale zlistava M. tuberculosis. Pravé nebezpeci, které
tuberkuldza predstavuje, ma za nasledek rozvoj a snahu najit nova 1é€iva. Vzhledem
k tomu, Ze netuberkul6zni mykobakterie maji v mnoha ohledech podobné vlastnosti, daji
se na jimi zpisobené nemoci pouZzit znama antituberkulotika. Problémem se stava, stejné
jako u M. tuberculosis, vznikajici rezistence n€kterych kmenii na zakladni 1éky. Proto je
dilezité neustdle vyvijet nova 1éciva a snazit se dodrZzovat zadklady prevence pied

rozvojem rezistence.

Hlavnim krokem k ochrané¢ pfed rozvojem rezistence je testovani citlivosti
infekéniho kmene k antibiotikim. Pokud je tento test proveden, snizuje se rapidné u
nemocného moznost selhani terapie in vivo a pacient neni vystaven hrozbé rozvoje

rezistence u tohoto kmene a ndslednému prodlouzeni nemoci a 1éCby.



4. ZADANI — CIL PRACE

Cilem teoretické Casti této prace je zpracovani resSerse tykajici se netuberkuloznich
mykobakterii a nemoci, které zplsobuji u lidi. Informace shrnuji diagnostiku
onemocnéni, jednotlivé mykobakterie a jimi zpiisobend onemocnéni véetné moznosti

1é¢by. Dalsi kapitolu tvoii epidemiologicka data ze svéta i CR.

Experimentalni cast této diplomové prace je veénovana in vitro testovani
antimikrobni aktivity novych potenciondlni antituberkulotik na rychle rostoucich
kmenech rodu Mycobacterium — Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium aurum a
avirulentnim kmenu Mycobacterium tuberculosis H37Ra. Testovani je provedeno s
vyuzitim mikrodiluéni bujonové metody vychazejici ze standardi EUCAST (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing), pomoci které je stanovena

minimalni inhibi¢ni koncentrace. V zavéru jsou vyhodnoceny ziskané vysledky.



5. TEORETICKA CAST

5.1 Obecna charakteristika rodu Mycobacterium

Mykobakterie jsou ubikvitni, aerobni, nepohyblivé a nesporulujici tycky. Byvaji
zafazovany mezi grampozitivni bakterie, prestoze jsou touto metodou ve vétsing ptipadi
nebarvitelné. Nazev mykobakterie (houba — bakterie) vznikl kviili vzhledové podobnosti
houbam pii rastu v tekutém médiu, které se pouziva pro jejich kultivaci. S houbami
nemaji ovSem nic spoleéné¢ho. Predpona ,,myko-,, poukazuje na pifitomnost velkého
mnozstvi voskll v bunééné sténé s dlouhymi vétvenymi fetézci mykolovych kyselin.

(Bednat, 1996; Greenwood, 1999)

Mykobakterie se fadi do velmi heterogenniho kmene aktinomycet. Réad
Actinomycetales se v prib¢hu let stale rozvijel, rozSifoval a dodnes neni jeho vyvoj zcela
ukoncen. Celkem je fad clenén do sedmndcti podidda. Piibuznost mezi jednotlivymi
podiady, zatfazenymi do této skupiny, je vzdalend. Podobnym znakem, kterym tato
skupina disponuje, je napiiklad struktura jejich stény, respektive pfitomnost nékterych
charakteristickych nelipidovych slozek tzv. chemotypt, viz tabulka ¢.1. (Juldk, 2015;
Forbes, 2017)

Tabulka 1 - Chemotypizace acidorezistentnich a pribuznych bakterii

Sténovy Charakteristické
Typické taxony
chemotyp nelipidové slozky stény
I L-DAP, glycin Streptomyces
IITA meso-DAP, madurdza Actinomadura
111B meso-DAP Nocardiopsis
Mycobacterium, Corynebacterium,
meso-DAP, arabindza, Rhodococcus, Nocardia, Pseudonocardia,
v galaktoza Saccharomonospora, Bacterionema,

Saccharopolysphora, aj.

lysin, kyselina
VI Rothia, Oerskovia
asparagova, galaktoza

meso-DAP, L-DAP — izomery diaminopimelové kyseliny
(zdroj: Juldk, 2015)
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5.2 Historie

Dle nékterych hypotéz se rod Mycobacterium objevil jiz pred 150 miliony lety.
Jednim z dikazl, Ze se zde tento rod vyskytuje jiz dlouhou dobu, jsou nalezy na
egyptskych mumiich z roku 2400 pt. n. 1., kdy na kostech mumii byly objeveny anomalie,
které jsou charakteristické pro tuberkulozu. V egyptskych zaznamech jsou zakresleny
obrazce vypovidajici o Pottové nemoci a dalSich abnormalitach, které jsou pro
tuberkulozu typické. V egyptskych papyrech nicméné nejsou zdznamy o tuberkuloidnich
1ézich. Prvni psané dikazy o téchto 1ézich pochézeji z doby pted 3300 a 2300 lety, a to
konkrétné z oblasti Indie a Ciny. (Barberis, 2017; Daniel, 2006)

Dal§i zaznamenané tdaje o vyskytu tuberkuldzy pochazeji z antického Recka a
Rimské fie. Ve 12. stoleti byla Williamem z Malmesbury doporuéena lé¢ba tuberkulozy
zahrnujici navstévy kralovskych hrobek, dotek krald nebo pouziti talismant z mince.
Lécba dotekem krald se pouzivala az do roku 1712 v Anglii a ve Francii do roku 1825.
Presny patologicky a anatomicky popis nemoci byl poprvé ilustrovan v roce 1679

Francisem Sylviem v jeho praci Opera medica. (Barberis, 2017)

V 18. stoleti propukla v zdpadni Evropé epidemie, pii které byla tmrtnost
900 000 mrtvych na 100 000 obyvatel za rok. Nemoc se vice vyskytovala mezi mladymi
lidmi, a proto se ji také ptezdivalo ,,zlod€¢j mladi*“. (Barberis, 2017; Daniel, 2006)

V pribéhu nasledujicich let doslo k aktivnimu zkoumani patogenity, patogeneze,
klinickych projevil a terapie. V roce 1867 se jako mezi prvnimi védci pokusil Theodor
Albrecht Edwin Klebs izolovat mykobakterii na vajeny bilek uloZeny ve sterilnich
baiikach. Material hodné rychle zplesnivél a bacily bylo nemoZzné prokézat. Znamy védec
Robert Koch byl jako prvni schopny izolovat piivodce tuberkulézy. Tento sviij objev
predstavil 24. bfezna 1882 Fyziologické spole¢nosti v Berlin€, ¢imZ nastavil milnik v boji
s tuberkul6zou. Koch v roce 1905 za své objevy a védecké vysledky ziskal Nobelovu
cenu. V nasledujicich desetiletich byl vyvinut tuberkulinovy koZni test, streptomycin a

dalsi antituberkulotické 1éky. (Barberis, 2017; Daniel, 2006)

V 90. letech 19. stoleti byl v laboratofi popsdn mikroorganismus, ktery byl
vzdalené piibuzny a trochu jiny neZz do té doby zndmé M. tuberculosis. Tento
mikroorganismus byl poté pojmenovan jako Mycobacterium avium, jehoz ndzev byl

odvozen od anglického pojmenovani avian — ptak, ptaci. Hlavnim diivodem, pro¢ se tento
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kmen takto jmenuje je to, ze se objevil poprvé u slepic. Slepice nakazené touto bakterii
trpély nemoci, kterd se podobala lidské tuberkuldze. Zpocatku se ptedpokladalo, ze
nakaza jinym kmenem, nez je kmen Mycobacterium tuberculosis, neni u ¢lovéka mozna.
Tato hypotéza byla vyloucena v roce 1934, kdyz byl popsan jeden z prvnich ptipada

onemocnéni plic, ktery byl zpiisoben Mycobacterium avium. (Kubica)

Od zacatku tohoto tisicileti bylo objeveno velké mnozstvi novych druhti
mykobakterii. V roce 1999 patiilo do rodu celedi Mycobacteriaceae osmdesat druhii. Do
roku 2004 ptibylo dalSich patnact a v roce 2005 bylo uznavano sto patnact druhti. V roce
2017 bylo znamych jiz sto osmdesat osm druhii mykobakterii spadajicich do rodu
Mycobacterium. V roce 2018 byla ¢eled” Mycobacteriaceae nové rozdélena na pét rodu:
Mycolicibacterium, Mycolicibacter, Mycolicibacillus, Mycobacteroides a
Mycobacterium. Zpusob, kterym bylo nové pierozdéleni provedeno, spo¢iva na sekvenaci
celého genomu a jejich nasledné porovnéni. To odhalilo ¢tyti dalsi rtizné rody uvniti rodu
Mycobacterium, které ptiblizn€ odpovidaji mnoha jiz dfive popsanym komplexim.

(Juldk, 2015; Bednaft, 1996; Forbes, 2017; Meehan, 2021)

5.3 Bunécna sténa mykobakterii

Vysoka odolnost a schopnost pieziti mykobakterii je dana jejich buné¢nou sténou.
SloZeni a struktura bunééné stény mykobakterii je hlavnim ur€ujicim cinitelem pro
rustové, fyziologické, virulentni a ekologické vlastnosti netuberkul6znich mykobakterii
(NTM). Bunééna sténa mykobakterii se sklada z vngj$i vrstvy, obrovského tripartitniho
komplexu slozeného z mykomembrany, arabino-galaktanu (AG) a peptidoglykanu.

(Pereira, 2020).

Mykomembréna je slozena prevazné z mykolovych kyselin, tj. ,,dlouhych* 3-
hydroxy-2 rozvétvenych mastnych kyselin. Tyto mykolové kyseliny jsou na vnitini strané
kovalentné navdzané na arabinogalaktan, ktery je nésledné kovalentné véazany na
peptidoglykan. Vzniklé tetézce mykolovych kyselin jsou potom vmezefené dovniti
cytoplazmatické membrany zptisobem ptipominajici zip, dlouhé mykolové kyseliny jsou
slozeny do tvaru . Vnéjsi strana mykomemrany je slozena z fosfolipidli, mykolata,

trehalozy, glykopeptidolipida a lipoglykanti. (Bednat, 1996; Juldk, 2015; Pereira, 2020)

Peptidoglykan se u vétSiny mykobakterii sklada z kyseliny N-acetylmuramové a

N-glykolylmuramové. Pfitomnost kyseliny N-glykolylmuramové zvySuje odolnost vuci
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lysozymu. Fragmenty peptidoglykanu se podileji na bunécné signalizaci, diky které mtize
dojit k oziveni spici mykobakterie. Peptidoglykan i jeho fragmenty jsou rozpoznavany
v téle hostitele a jsou prvnimi, co spousti foll-like receptory ptitomné na povrchu bunky
nebo na lysozomu. Jakékoli zmény ve struktufe peptidoglykanu maji za nésledek

snizenou nebo zadnou reakci imunitniho systému hostitele. (Pereira, 2020)

Na povrchu buiiky se nachdzeji poriny, které umoziuji importovat nezbytné
ziviny pro jejich pteziti. Mnozstvi porinid je mnohem mensi neZz u gramnegativnich
bakterii. Nejlépe popsanym a detailné prostudovanym porinem je MspA u
Mycobacterium smegmatis. U M. tuberculosis je popsany porin OmpA, u ngj se ovSem
pochybuje, zda se jedna o porin nebo transmembranovy kanal. Jednotlivé vrstvy bunééné

stény jsou vyobrazeny na obrazku ¢.1. (Pereira, 2020; Van Ingen, 2012)

Extracelularni prostor

Mykolove
kyseliny
Arabinan | |
Bun#tné sténa T
Bunéina Galaktan
Peptidoglykan

Bunééna sténa

\ Intracehlarni prostor

Obrazek 1 - Diagram zakladnich komponent bunécné stény mykobakterii
(AG — arabino-galaktan) (pievzato a upraveno Hett, 2008)

Vnéj$i vrstva mulZe obsahovat né€kolik sloZek, které se méni dle druhu
mykobakterie. Naptiklad u M. leprae a M. lepraemurium je vrstva sloZzena z fenolickych
glykolipidi a glykopeptidolipidi, u M. tuberculosis je vrstva slozena prevazné
z polysacharidi (glukan a D-arabino-D-mannan), malé ¢asti glykolipidi a komplexni
smési polypeptidli. Rychle rostouci mykobakterie jako jsou M. phlei a M. smegmatis maji

v povrchové vrstveé hlavné slozité smési proteint. (Pereira, 2020)

V piipadé nékterych klinicky vyznamnych mykobakterii je moZné pozorovat na
zakladé rozdili slozeni bunécné stény jejich rozdilny rGst a vzhled kolonii. U

M. abscessus je mozné pozorovat na nékterém typu kolonii nizky a hruby vzhled, u
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kterého je v bunééné stén¢ mensi mnozstvi glykopeptidolipidli. Oproti tomu v piipade
vétsiho mnozstvi glykopeptidolipidi je vzhled kolonii vysoky, hladky a spojeny s tvorbou
biofilmu. Podobny ptipad je pozorovatelny i u M. avium. (Van Ingen, 2012)

Diky témto lipidovym komponentdm jsou mykobakterie hydrofobni a dobie
chranéné proti vnéjSim vliviim jako je vyschnuti nebo plisobeni detergentti. Obdobnou
stavbu bunécné stény maji i nokardie a n¢které korynebakterie. Mykolové kyseliny jsou
nejspise zodpovédné za acidorezistenci mykobakterii, kterd je pro n¢ charakteristicka.

(Bednar, 1996; Julak, 2015; Greenwood, 1999)

5.4 Clenéni mykobakterii

V rodu Mycobacterium rozeznavame Ctyii skupiny mykobakterii, které se radi
mezi lidské patogeny. Patti sem Mycobacterium tuberculosis komplex, do kterého jsou
tazeny M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canetti, M. caprae, M.
pinnipedii, M. suricattae a M. mungi. Do druhé skupiny patti samostatné Mycobacterium
leprae, které zptisobuje u nemocnych malomocenstvi. Mezi posledni dvé skupiny se déli
dalsi druhy mykobakterii fadici se mezi tzv. netuberkul6zni mykobakterie (NTM).
(Bednat, 1996; Forbes, 2016; Greenwood, 1999; Chapman, 1967, Julak, 2015)

5.4.1 NTM charakteristika a tfidéni do skupin

Netuberkuldzni mykobakterie jsou bakterie, které délime na pomalu rostouci
NTM a rychle rostouci NTM. Klinicky vyznamnymi NTM jsou M. avium, M. chelonae,
M. fortuitum, M. kansasii, M. marinum a jiné. Mezi saprofytické netuberkulozni
mykobakterie fadime M. gordonae, M. flavescens, M. terrae komplex, M. smegmatis, M.

phlei. (Bednat, 1996; Forbes, 2016; Greenwood, 1999; Chapman, 1967; Julak, 2015)

Dalsi zpisob, kterym je mozZné netuberkulézni mykobakterie rozlisit, je pomoci
dé¢leni do nékolika kategorii, které popsal v roce 1959 Ernest Runyon. Tento mikrobiolog,
specializujici se na mykobakterie, rozd€lili NTM na zaklad¢ rychlosti jejich rhstu a
pigmentace. Pfi vyuZiti této klasifikace netuberkul6znich mykobakterii rozliSujeme Ctyii
skupiny. (Greenwood, 1999; Chapman, 1967; Juldk, 2015; Kate Kimball — Archives
West, 2020)

Prvni skupinou jsou fotochromogenni NTM, kter¢ se ve tmé jevi jako

nepigmentované, ovSem po osvétleni pigment tvoii (nejcastéji zluty). Do této skupiny
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tadime Mycobacterium kansasii, M. simiae, M. marinum (viz obr. 2), M. kansasii a
M. simiae jsou puvodci plicnich onemocnéni. Narozdil od nich, M. marinum je pavodce
pfedevsim koznich onemocnéni jako naptiklad plovarenského granulomu. (Greenwood,

1999; Chapman, 1967; Juldk, 2015)

Obrazek 2 - Kultivace M. marinum na agarovych puddach Middlebrook 7H11 vykazujici
Jfotochromogenni charakteristiku.
A) Kultivace ve tmé a riist bilych i svétle zharvenych kolonii
B) Po vystaveni svétlu zbarveni do zavivé Zluté
(zdroj: Ho, 2011)

Druhou skupinu tvoii skotochromogenni mykobakterie, které maji zluty az
oranzovy pigment na svétle 1 ve tmé. VétSina pomalu rostoucich skotochromogennich
mykobakterii, které jsou izolované z moci a sputa, nema klinicky vyznam. Do této
skupiny fadime M. gordonae (diive M. aquae), které se ¢asto objevuje ve vode, a zaroven
casto kontaminuje klinicky material. Nebyva zdrojem plicnich onemocnéni. Kultivace
M. gordonae na Lowenstein-Jensenové a na Ogawavoveé pudé€ je na obrazku €. 3. Dalsi
mykobakterie, které patifi do druhé skupiny, jsou M. scrofulaceum a M. szulgai.
M. scrofulaceum vyvolava u lidi skrofulézu neboli krtici, cervikalni lymfadenitidu, ale
také plicni onemocnéni. M. szulgai neni typickym zdrojem plicnich onemocnéni a
burzitid. Zvlastni vlastnosti této bakterie je, ze béhem inkubace pii 37 °C se chova jako
skotochromogenni mykobakterie. Béhem inkubace pfti 25 °C se ale chova jako bakterie

fotochromogenni. (Greenwood, 1999; Chapman, 1967; Juldk, 2015)
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Obrazek 3 - Kultivace M. gordonae na Lowenstein-Jensenové piidé (A, B) a na Ogawavové
pudé (C)
(zdroj: Microbiology pictures)

Tteti skupinou jsou mykobakterie nefotochromogenni, které jsou charakteristické
tim, Ze jejich kolonie postradaji pigmentaci. DulleZitym oportunnim patogenem je
Mycobacterium avium komplex. Dale M. ulcerans, které zplsobuje burulsky vied.
Narozdil od jinych mykobakterii produkuje toxin, ktery zptisobuje naslednou nekrozu
klize, a je soucasti patogeneze onemocnéni. M. xenopi, puivodné izolované z drapatky
vodni, je termofilni mykobakterie a inkubuje se pii 45 °C. M. malmoense, jehoZ vyskyt
se v poslednich letech zvysil, hlavn¢ v oblasti severni Evropy, je Castym pivodce
pulmonalnich onemocnéni. Pacienti, u kterych se prokaze nékaza touto bakterii, mivaji
snizenou funkci imunity a vétSinou se 1é¢i s dalSim onemocnénim. Vzacnym piivodcem
onemocnéni zplisobené NTM, pattici do této skupiny, je M. terrae komplex. Do tohoto
komplexu tadime M. terrae, M. triviale, M. nonchromogenicum, M. hiberniae, M.
kumamotonense, M. arupense, M. senuense, M. paraterrae, M. sp. JDM601, M.
engbaekii, M. longobardum a M. heraklionense. (M. sp. JDM60I je prozatim
nepojmenovany typ mykobakterie, u kterého se uvadi jen Ciselné oznaceni.) V ptipadé

M. terrae muze dojit k infekci pfi zahradni¢eni nebo pfi praci na farm¢. Dalsi dva znamé
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druhy, které spadaji do III. skupiny dle Runyona, je Mycobacterium haemophilum, které
pro svij metabolismus potfebuje hem nebo jiny zdroj zeleza (viz obr. 4), a
Mycobacterium genevense, velmi pomalu rostouci mykobakterie obcasné izolovana
u pacientii nakazenych HIV nebo trpicich jinym imunokompromitujicim onemocnénim.

(Abgueguen, 2010; Greenwood, 1999; Chapman, 1967; Juldk, 2015; Ngeow, 2015)

Obrazek 4 - Riist M. haemophilum na Léwenstein — Jensenové piide.
Vlevo bez ritstu, vpravo riist mykobakterie na pudé s piidavkem citrdatu Zelezito — amonného.
(zdroj: Kelley, 2011)

Posledni skupina zahrnuje tzv. rychle rostouci mykobakterie, kam spadaji ¢tyii
nechromogenni druhy, které jsou patogeny u lidi. Jsou to M. peregrinum, M. chelonae,
M. fortuitum a M. abscessus. Tyto mykobakterie jsou vétSinou zodpovédné za infekce
v rang a abscesy vznikajici po injekcich. Prilezitostné mohou za onemocnéni plic nebo
diseminovanou formu onemocnéni. Ostatni rychle rostouci mykobakterie jsou
pigmentované a ve vétSin¢ piipadl nezpiisobuji u lidi onemocnéni. Mohou byt ale
kontaminaci klinickych vzorkd, jelikoZ se nachédzeji na genitaliich, a tim se dostavaji do
vzorkli moci. V téchto vzorcich se obCas mtlize objevit M. smegmatis anebo M. flavescens.

(Greenwood,1999; Chapman, 1967)
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5.5 Epidemiologie NTM

5.5.1 Ve svété

S celosvétové rostoucim poctem imunosuprimovanych pacienti nartsta i
incidence netuberkuldéznich mykobakteridlnich onemocnéni. Narozdil od tuberkulézy,
onemocnéni zpisobend NTM nepodléhaji v nékterych zemich povinnému hléseni.
Onemocnéni plic, které je zptisobeno NTM, podléhad hlaseni napiiklad v Queenslandu
v Australii nebo v nékterych statech v USA. Naopak v Oregonu je povinné hlasit jen

mimoplicni vyskyt NTM. (Prevots, 2017)

K popisu vyskytu nemoci, jejich distribuci a imrtnosti se vyuzivaji centralizované
laboratote, které se vyskytuji v nékterych zemich v Evropé. Ackoliv nejsou podrobné
informace a studie k dispozici, vyuziva se zdznamu ziskanych z referencnich laboratofi.
Pti pozitivnim prikazu vyskytu NTM se uvadéji vSechny pozitivni izolaty spolu s vékem

pacienta, pohlavim, zdrojem vzorku a druhem izolované NTM. (Prevots, 2017)

V roce 2008 probéhla globélni spoluprace laboratofi mezi jednotlivymi staty.
Globalni partnefi v ramci skupiny NTM — Network European Trials Group poskytli
vysledky identifikace druhdi pro vsSechny pacienty, od nichz byla NTM izolovana
z plicnich vzorkl. Vysledky identifikace druhti byly ziskany od dvaceti tisic sto
osmdesati pacientt z Sedesati dvou laboratofi ve tficeti zemich, ktefi zastupovali narodni
nebo sub narodni referencni laboratote. Na zakladé t€chto udaji vykazovaly ptrevladajici

druhy vyrazné rozdily naptic¢ kontinenty. (Prevots, 2017)

NejcastéjSim onemocnénim zplsobenym NTM jsou plicni infekce. Jejich
incidence se celosvétové v poslednich letech zvysila. Dle udajii publikovanych
Hoefslootem a kol. v roce 2013, je Mycobacterium avium komplex nejbéznéjsi NTM
nalezenou ve vzorcich dychacich cest. Dal§imi mykobakteriemi, které jsou CcCasto
izolovany z dychacich cest, jsou M. gordonae a M. xenopi. Tyto udaje byly shroméazdény
z tficeti zemi na Sesti kontinentech. Nejvyssi relativni vyskyt MAC byl v Australii
(71,1 %), poté v Asii (53,8 %), Severni Americe (52,0 %), Jizni Africe (50,5 %), Evropé
(36,9 %) a Jizni Americe (31,3 %). Vyskyt M. gordonae je v Evrop€ nejrozsifenc;jsi
v Némecku, zatimco vyskyt M. xenopi v Mad’arsku. V Asii, zejména na Tchaj-wanu,

Jizni Koreji, Saudské Arabii, Indii, Singapuru a Malajsii, jsou hlavnimi druhy rychle
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rostouci mykobakterie a to hlavné M. fortuitum a M. abscessus. (Chin, 2020; Hoefsloot

2013)

Ve Velké Britanii je pét referencnich laboratofi specializujicich se na
mykobakteriologii pro oblast Anglie, Walesu a Severniho Irska. Jednotlivé ptipady
vyskytu v Anglii zpracovava analyza dat mezi roky 2007-2012. Ta odhalila zvySujici se
vyskyt Mycobacterium avium komplex u onemocnéni plic. VEtSina pacienttl, u kterych
byl vyskyt MAC popsan, byla starsi Sedesati let. Kromé M. avium komplex (35,6 %) byly
v plicnich  vzorcich izolovany M. gordonae (16,7 %), M. chelonae (9,6 %), M.
Sfortuitum (8,2 %), M. kansasii (5,9 %), M. xenopi (5,9 %), a M. abscessus (5,0 %).

Naopak u extrapulmonérnich onemocnéni byl pozorovan trend sestupny. (Shah, 2016)

Ve Spanélsku stejné jako v dalsich zemich neni zavedené povinné hlaseni plicnich
infekci zpisobenych netuberkuléznimi mykobakteriemi. Pro stanoveni trendu vyskytu
byla analyzovéana data od ledna 1994 do prosince 2014 z oblasti Katalanska. V prub¢hu
téchto jednadvaceti let byla analyzovédna data ze Ctyf rtiznych nemocnic a celkem bylo
urceno Sest set osmdesat ptipadii vyskytu. Prevalence se v priibéhu let zvySovala s tim,
ze vice nakazenych bylo muzi starSiho véku. Vyskyt v pribéhu let se postupné zvysoval
u M. avium o 13 % u plicni nemoci a o 10 % u celkového vyskytu nemoci. U M. abscessus
se vyskyt nemoci zvySoval kazdy rok o 24 % u plicnich onemocnéni, 0 22 % u celkového
vyskytu nemoci. V pribéhu let naopak klesl vyskyt M. kansasii, coz byl hlavni zdroj

plicnich onemocnéni mykobakteriemi ve zkoumaném obdobi. (Santin, 2018)

Dle dat ziskanych z Narodni referencni laboratofe mezi lety 2010 az 2015 se
vyskyt NTM na Slovensku zvysil. Mezi nejCastéji izolované mykobakterie patii
Mycobacterium gordonae, které se fadi do druhé skupiny dle Runyona. Kolonie jsou
hladké a Zluté pigmentované. Byva ¢asto kontaminantou pitné vody. Pocet onemocnéni
zptisobenych touto mykobakterii se mezi lety 2010-2015 zvysil z dvaceti péti pripadli na
Ctyticet osm. Nejvice hlasenych ptipada bylo v roce 2014. V tomto roce byla na zéklade
ptipady byly zaznamenany po nadkaze M. abscessus. Jeden z nakaZenych zemfel a u dvou
byla i po pfeléceni antibiotiky (ATB) pozitivni kultivace. Podobné terapeutické vysledky
byly pozorovany u pacientii nakazenych M. avium komplex. U téchto pacienti byl rist
bakterii na kultivacnich ptdach pomémé snizen. Po urcité dobé doslo k reinfekci.

(Provaznik, 2016)
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V Severni Karoliné v USA byla provedena analyza dat vyskytu NTM mezi lety
20062010 v okresech Wake, Durham a Orange. Zpracované tidaje pochazi z nemocnicni
klinické laboratore, Statni laboratoie vefejného zdravi Severni Karoliny a soukromé
klinické laboratofe. V piipadé vyskytu mykobakterii v plicich mluvime o sedm set
padesati ptipadech, kdezto extrapulmonérnich pfipadt bylo sto devadesat pét. Hlavnim
zdrojem ndkazy u plicnich nemoci byl MAC (50,9 %), M. gordonae (20,4 %) a
Mycobacterium abscessus komplex (13,6 %). U mimoplicniho onemocnéni se prevazné
jednalo o ndkazu MAC (40,7 %), M. abscessus komplex (28,0 %), a Mycobacterium
Sfortuitum (10,4 %). (Smith, 2016)

V porovnani s tim se situace a problematika tuberkul6zy peclivé monitoruje. Od
roku 1997 WHO kazdoro¢né zvetejituje globalni zpravu, ve které komplexné a aktualné
hodnoti epidemii TBC. Cilem zpravy je také zhodnoceni pokroku v reakci na Grovni
globalni, regiondlni a celostatni. V ramci tuberkul6zy a planu jejiho vymyceni byl v roce
2014 vytvoten plan, pomoci kterého se vSechny clenské zemé¢ WHO a OSN zavazaly
k postuptim, kterymi mélo dojit k ukonceni epidemie TBC ve svété. Cilem je snizit
naklady na 1éCbu ze strany pacientli, umrti a incidenci TBC do roku 2030 v porovnani

s rokem 2015.

Milnikem pro sniZeni incidence jsou roky 2020, kdy mélo idealn¢ dojit k 20%
sniZeni vyskytu, a rok 2025, kdy by v idedlnim ptipadé¢ mélo dojit ke sniZzeni o 50 %.
Cilem je vroce 2030 dosahnout sniZeni incidence tuberkulézy o 80 % (novych a
relapsovych ptipadii na 100 000 obyvatel za rok). V ptipad¢ umrti na TBC je predpoklad,
ze by mélo dojit k 90% sniZeni ro¢niho poctu imrti. Milniky jsou opét rok 2020, kde se
pocitalo se snizenim o 35 %, a rok 2025, kdy by mélo dojit ke sniZeni o 75 %. Globalné
kumulativni sniZeni incidence mezi lety 2015-2019 bylo 9 % (ze sto Ctyficet dvou novych
pripadi na sto tficet novych pripadi na 100 000 obyvatel), véetné snizeni o 2,3 % v letech
2018 a 2019. Celkem sedmdesat osm zemi vcetné napiiklad KambodZzi, Keni, Namibie,
Ruské federace dosahli milniku v roce 2020, piipadné k nému maji velmi blizko. Umrti
na TBC se povedlo mezi lety 2015-2019 kumulativné snizit o 14 %, coZ neni ani polovina
stanoveného cile. OvSem v Evropé k roku 2019 doslo ke sniZeni o 31 % a v africkych
statech dosSlo ke snizeni o 19 %. Milniku uz dosahli Bangladés, Kena, Mozambik,
Myanmar, Ruské federace, Sierra Leone a Sjednocend republika Tanzanie. Velmi blizko

k dosazeni milniku 35 % ma 1 Vietnam. (WHO, 2020)
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5.5.2 V Ceské republice

V Ceské republice podléha tuberkuléza a ostatni mykobakteriézy povinnému
hlaseni a zavadéni dat do Nérodniho registru. Mezi lety 2006 az 2017 incidence
,mykobakterioz jinych nez TBC etiologie* nepravidelné kolisa kolem hodnoty 1/100 000
obyvatel (rozptyl 0,80 — 1,3). Vroce 2016 bylo hlaSeno osmdesat tii plicnich
mykobakterioz a dvacet tfi mykobakterioz s jinou lokalizaci, incidence 1/100 000
obyvatel (Ctyficet sedm piipadi zptsobenych Mycobacterium avium, osmnact ptipadi
Mycobacterium  kansasii, patnact ptipadi  Mycobacterium  xenopi, devét
ptipadt Mycobacterium intracellulare a sedmnéct pfipadli zplusobenych dalSimi
mykobakteriemi). Oproti tomu v roce 2017 bylo ptipadt celkem osmdesat devét, z Cehoz
bylo sedmdesat jedna plicnich a osmnéct s jinou lokalizaci, incidence 0,84/100 000
obyvatel (Ctyficet sedm ptipadl zpisobenych Mycobacterium avium, dvanact ptipadi
Mycobacterium kansasii, osm piipadd Mycobacterium xenopi, a devét piipadd
Mycobacterium intracellulare). V roce 2018 bylo nahldseno celkem sto dvacet osm
pfipadii — osmdesat osm plicnich a ctyficet s jinou lokalizaci, incidence 1,21/100 000
obyvatel (Sedesat sedm piipadi Mycobacterium avium, pét ptipadi Mycobacterium
avium — intracellulare, ttindct ptipadi Mycobacterium kansasii, Ctrnact ptipadi
Mycobacterium xenopi a Sestnact ptipadi Mycobacterium intracellulare a sedmnéact
pfipadi zpisobenych jinymi mykobakteriemi). Nejcastéji byl hlaSeny vyskyt NTM
v Moravskoslezském a Usteckém kraji. V roce 2019 bylo hlasenych celkem sto tii
ptipadli — Sedesat sedm plicnich a tficet Sest mimoplicnich, incidence 0,97/100 000
obyvatel (padesat jedna ptipadi Mycobacterium avium, jeden piipad M. avium —
intracellulare, Sestnact piipadl Mycobacterium kansasii, jedenact piipadi
Mycobacterium xenopi, Ctyfi ptipady Mycobacterium intracellulare, a dvacet ptipadl
zptisobenych jinymi mykobakteriemi). Nejvétsi vyskyt NTM v CR v roce 2019 byl stejné
jako o rok diive v Moravskoslezském kraji. (Losse, 2019; UZIS, 2018; UZIS, 2019)
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Graf I - Incidence vyskytu NTM na tizemi CR v letech 2016 - 2019.
(zdroj: Losse, 2019; UZIS, 2018; UZIS, 2019)
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Informace o vyskytu tuberkul6zy jsou od roku 2016 kazdy rok shrnuty v publikaci
,.Z&kladni ptehled epidemiologické situace ve vyskytu tuberkulozy v Ceské republice®,
kterou vydava Ustav zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky (UZIS CR).
Tato publikace nepiimo navazuje na publikaci ,,Tuberkul6za a respira¢ni onemocnéni*,
vydavané od roku 1960 do roku 2014. ,,Tuberkuldza a respiracni onemocnéni* tvotily

vvvvvv

TBC a jinych mykobakteriéz v CR. (UZIS, 2019)

Vyskyt tuberkuldzy na tzemi CR mezi lety 2006-2017 poklesl z deviti set
padesati tfi piipadi na pét set pét (tedy z incidence 9,5 na 4,8/100 000 obyvatel). V roce
2018 bylo nahlaseno Ctyfi sta Ctyficet Ctyti onemocnéni TBC vSech forem a lokalizaci
(4,2/100 000 obyvatel). Oproti tomu v roce 2019 bylo hlaSeno Ctyfi sta Sedesat Ctyti
ptipadd tuberkulézy (4,3 piipadi na 100 000 obyvatel). Jak je patrné z dat sesbiranych
v pribehu poslednich let, vyskyt TBC ma stéle klesajici trend. V ramci dat sesbiranych
celosvétové patti CR kzemim snizkym vyskytem tuberkulézy. (UZIS, 2019;
UZIS,2018)

5.6 Klinicky vyznam mykobakterii

Oproti Mycobacterium tuberculosis, které se jako intracelularni parazit naléza
hlavné v makrofazich nakazeného, a Mycobacterium leprae, které se mize vyskytovat
taktéZ v buiikach hostitele a ptipadné€ se jeho deoxyribonukleova kyselina (DNA) mize
vyskytovat v piid€ v okoli nakazenych lidi, netuberkul6zni mykobakterie mizeme nalézt
vSude v zivotnim prostfedi. Jsou k nalezeni zejména v pfirodnich sladkych a slanych
vodéach, biofilmech, aerosolech a vrozpadajici se vegetaci, Casto na rozmezi

pevnina/voda. (Ti6-Coma, 2019; Petrini, 2006)

NTM maji schopnost adaptace na prostiedi, ve kterém se vyskytuji, a proto maji
potencidl zpisobit klinické onemocnéni u predisponovanych hostiteld a ovlivnit rtizné
cilové organy a tkané. Infekce se prenédsi vdechovanim aerosolu nebo pfimym kontaktem
s inokulem, nejcastéji vSak z cloveéka na Cloveéka. Nekteré ziskané Ci vrozené zdravotni
stavy mohou byt predispozici a usnadnit nakazu NTM. Mezi tyto stavy patii vrozeny ¢i
ziskany nedostatek T-bun€k nebo makrofagi, cysticka fibréza, bronchiektazie a HIV.
Predispozici miize byt také tiraz nebo lékaisky zakrok. Casto byvaji infekce zptisobené

NTM spojené s urazy, pii kterych se do rany dostane cizi material jako je pisek nebo
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drevéné tiisky. Pfi chirurgickych zékrocich muze dojit k infekci pii pouziti nesterilni
jehly nebo pii zavedeni kosmetickych ¢i 1€katskych implantati do tkané. Pribéh a vyvoj
onemocnéni zavisi na vlastnostech, druhu, pfitomnosti piipadného predispozicniho

faktoru a prostiedi. (Petrini, 2006)

5.6.1 Lymfadenitidy

Lymfadenitidy jsou jeden z nejcastéjSich zptsobl projevu ndkazy NTM u déti
mladsich 5 let. Vyssi vyskyt nemoci u déti je v zemich, kde je incidence tuberkuldzy
nizsi. I presto se jedna o vzacnou nemoc. Oproti tomu vyskyt lymfadenitidy ve vSech
veékovych skupinach je vyssi v zemich s vysokym vyskytem tuberkul6zy zplisobené M.
tuberculosis. U déti, které byly oCkované vakcinou BCG (bacillus Calmette-Guérin)
thned po narozeni, byl vyskyt nemoci velmi vzacny. Ovsem vzhledem k tomu, Ze
v poslednich letech nékteré zemé ukoncili povinné ockovani proti tuberkuldze, doslo
v predchozich desetiletich k naristu poctu nemocnych. (Greenwood, 1999; Garcia-
Marcoz, 2017; Olivas-Mazon, 2021)

Mykobakterie zpuisobujici lymfadenitidu se li§i v z&vislosti na riznych mistech
vyskytu. Mycobacterium avium komplex je nejcastéjsi pivodce onemocnéni ve svéete.
Diive  byla  chybné¢ uréena jako  patogen  zplsobujici = onemocnéni
mykobakterie M. scrofulaceum. Jednalo se ale nejspi§ o Spatné identifikované
mykobakterie z MAC. (Greenwood, 1999)

Kontakt s ptdky byl popsan jako rizikovy faktor pro NTM lymfadenitidu, ale
spojitost s onemocnénim nebyla prokazéana. Druhy, které infikuji ptaky, se mohou liSit od
téch, které infikuji lidi. Naptiklad M. avium hominissuis je pivodcem nemoci
u lidi a prasat oproti tomu M. avium avium je ptivodce nemoci u ptactva. Tento rozdil by
mohl znamenat, Ze jen nékteré poddruhy, pfiblizné€ 40 %, se podileji na etiologii
onemocnéni u lidi, a proto se kontakt s ptactvem nezatadil mezi rizikové faktory pro
infekci MAC. (Garcia-Marcoz, 2017)

V n&kterych zemich jako je Spanélsko, Italie, Finsko, Jizni Korea, Austrélie,
Saudska Ardbie a Velka Britanie je jednou z mykobakterii zplisobujici lymfadenopatii
Mycobacterium lentiflavum. Obvykle se ji dafi v podzemnich vodach. Rizikovym
faktorem, ktery z toho vyplyva, je plavani v uzavienych vodnich plochach

nebo piti kohoutkové vody. (Garcia-Marcoz, 2017)
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Uzliny, které byvaji onemocnénim zasazené, jsou osam¢lé submandibuldrni
nebo cervikalni lymfatick¢é uzliny. Ziidka muizou byt zasazeny i1 jiné skupiny
lymfatickych uzlin jako jsou podpazni uzliny nebo uzliny v tfiselné oblasti u pacientl
s téZkou poruchou imunity. ZvétSeni uzlin vétSinou zacina jako bezbolestny otok, pozdéji
se otok stava fluktuujicim a uvnitf se hromadi hnis (viz obrazek 5). Pozd¢ji mize dojit
k prasknuti, vytoku hnisu a vzniku sinu. Pfiznaky jako je horecka, ubytek hmotnosti

a Gnava nemusi byt pfitomné. (Sharma, 2020; Greenwood,1999)

Obrazek 5 - Klinicky projev NTM cervikofacialni lymfadenitidy. (Willemse, 2018)
Vzhledem k malému mnozstvi bakterii, pfitomnych v téle nemocného, mtize byt
obtizné stanovit diagnézu spravné. Proto se na misto kultivace a mikroskopie pouzivaji
molekularni testy jako je napiiklad PCR. PakliZze nehrozi riziko naruseni nervovych
zakonceni, provede se excize lymfatické uzliny. K vyjmuti uzliny dochazi predevsim

z diagnostickych divoda. (Greenwood, 1999)

5.6.2 Kozni léze

Rozlisuji se tii hlavni typy onemocnéni kiize. Prvnim typem je vied Buruli,
druhym postinjekéni a posttraumatické abscesy a tfetim pak plovarensky granulom.

(Greenwood, 1999)

5.6.2.1 Vied Buruli

Nejcastéjsim ptivodcem koznich 1ézi je M. ulcerans. Jedna se o tfeti nejCastéjsi

onemocnéni lidi s imunodeficienci zpisobené mykobakteriemi hned po tuberkuldze a
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lepte. Tato mykobakterie vyvolava onemocnéni vied Buruli znamy také jako searlsky
vied, daintreesky vied anebo bairnsdalesky vied. (van der Werf, 1999)

Vied Buruli byl poprvé popsan v roce 1948 MacCallumem a jeho kolegy u Sesti
australskych pacientt. Tito pacienti m¢li bud’ na ruce nebo na noze ulcerujici 1ézi. Jeden
z pacientll, dvoulety chlapec, mél pozitivni tuberkulinovy test, ale byl bez jakychkoliv
pfiznakli tuberkul6ozy. V histologickych preparatech byly nalezeny acidorezistentni
bakterie, které potvrdily pritomnost Mycobacterium sp. Témito mykobakteriemi se poté
naockovala zvifata a u téch se stejné jako u pacientii projevily ulcerace. Pii pozorovani
nakazenych potkant se zjistil nejvyraznéjsi vyskyt ulceraci na Sourku, koncetindch a
ocasu zvirat. Izolace mykobakterie byla zpocatku netispés$nd, pti pokusech o kultivaci za
niz8ich teplot se dostavil uspéch, a to hned ve tiech pokusech. MacCallumen spolu se
svym tymem pojmenovali tuto bakterii Bairnsdalensky bacil podle mista, kde Sest
nakazenych zilo. Pozdé&ji byla pfejmenovana na Mycobacterium ulcerans. (van der Werf,
1999; Wolinsky, 1979)

V pribchu dalSich let byly hlaSené dal$i piipady, a to hlavné v oblasti
Konga (k roku 1974 hlaSeno &tyfi sta tficet pacienti), Ugandy, Nigerie, Ghany, Libérie,
Gabonu, Toga a dalSich. Dalsi vyskyt byl hlaSen v Australii, Papua Nové
Guiney, n¢kterych zemich Latinské Ameriky a na Sri Lance. (van der Werf, 1999)

Obrazek 6 - Mapa celosvétového vyskytu viredu Buruli. (van der Werf, 1999)

V soucasné¢ dobé je dle dat WHO potvrzeny vyskyt ve tficeti tiech zemich,
z ¢ehoz Ctrnact zemi pravidelné hlasi ptipady vyskytu vied. Ro¢ni pocet podezieni na

vied Buruli v celosvétovém méfitku €inil pfiblizné pét tisic ptipadld ro¢né az do roku
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2010. Poté se zacalo Cislo postupné snizovat do roku 2016, kdy byl pocet nemocnych lidi
devatenact set Sedesat jedna. Od té doby dochdzi opét k rostoucimu trendu vyskytu
nemoci (viz tabulka 2). V roce 2020 se ptredpoklada zkresleni poctu nemocnych kviili

vyskytu onemocnéni COVID — 19. (WHO, 2021)

Tabulka 2 - Vyskyt piedpokladanych onemocnéni viedu Buruli mezi lety 2016—2020.

Rok Pocet pripadi
2016 1961
2017 2349
2018 2713
2019 2271
2020 1258

Vétsina  infekei  zplsobnych M. ulcerans  je  pravdépodobné
ziskanych z ptirodniho prostfedi. Predpokladem je, Ze se pfes malé odérky a drobné rany
dostava mykobakterie k podkoznimu tuku. Pacienti v dobé, kdy se projevi ulcerace, jiz
zapomenou, ze n¢jakou ranku méli, nebo si toho povétSinou ani nevSimnou. Ve vétSing
pripadt, kdy je hldSeno vétsi mnozstvi nemocnych, je vyssi vyskyt nemoci u déti
v porovnani s dospélymi. Pfesny zplsob nakazy a pienosu nemoci je doposavad

neznamy. (van der Werf, 1999)

Prvnim projevem nemoci je tvrdy pevny uzlik, ktery miZze svédit.
Preulcerozni 1éze zahrnuji také plak, ktery je definovan jako vétsi oblast ztvrdlé klize a
otoky. V druhé fazi se uzlik zvétsuje a dochézi k centralnimu zméknuti a propadnuti kvtli
probihajici nekréze subkutanni tukové tkané. Ktze nad vznikajicim viedem se stava
anoxickou a hrouti se, nekrotickd tkan pod kizi vytece a dochéazi k vzniku jednoho ¢i vice
viedl s podkopanymi okraji. V této fazi se v 1€zi nachdzi velké mnozstvi mykobakterii,
na které télo nereaguje, a bunécnd imunita zlistdva v necinnosti. Kviili neschopnosti téla
branit se probihajici infekci dochézi k rozristani viedd, které se mohou rozriist ptes celou
koncetinu nebo trup. Jednotlivé faze onemocnéni jsou patrné na obrazku &. 7.

(Greenwood, 1999; van der Werf, 1999)

Onemocnéni bylo rozdéleno na zaklad€ zavaznosti do tii kategorii. Prvni kategorii

jsou jednoduché a malé 1éze (32 % ptipadi). Druhou kategorii jsou ulcerézni a

wewvr
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diseminované smisené formy jako je osteitida, osteomyelitida a stavy pfi kterych dojde

k proniknuti infekce do kloubu (33 % ptipada). (WHO, 2021)

Obrazek 7 - Klinické formy viedu Buruli A) tvrdy uzlik, B) plak, C) edém, D) vied
(zdroj: Wadagni, 2015).

Z neznamych divodd muze nakonec dojit k tomu, ze télo rozpozna patogen,
a dojde k reaktivaci imunitni odpovédi a acidorezistentni bakterie z rany vymizi. T¢lo
zacne odpovidat na antigeny M. ulcerans a mize dojit k vyléCeni. Vyléceni pacienti poté

mivaji zna¢nd znetvotfeni a postizeni, které jsou zpusobené jizvami a kontrakturami.

(Greenwood, 1999)

Velkou roli v patogenezi a nekroze hraji toxiny, které M. ulcerans produkuje.
Hlavnimi toxiny, které mykobakterie produkuje, jsou mykolaktony. Jednd se o toxiny
na bazi lipidi, které patii do skupiny makrolidi odvozenych od polyketidi. Kmeny
izolované v Africe produkuji Skodlivéjsi toxiny nez ty z Australie. Pfi pokusech in vitro
byla prokazana schopnost toxini v bunéénych kulturdach zastavit bunécny cyklus
v G1 fazi. (van der Werf, 1999; Greenwood, 1999; Heifets, 2004)

Lécba spociva v kombinaci antibiotik a doplitkové 1é¢by. Doporuc¢end kombinace
ATB je kombinace rifampicinu (RIF) (10 mgkg jednou denng)

a klaritromycinu (7,5 mg/kg dvakrat denné). DalSim 1é¢ebny postup spociva
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v operativnim odstranéni prvotnich uzliki a v ptipadé pozd¢jSiho stddia onemocnéni
v odstranéni nekrotické tkané. Je zapotifebi odstranit veskerou nekrotickou tkan,
aby nedoSlo nésledné k opétovné infekci pripadné k prostoupeni mykobakterii
do hlubsich casti kiaze. U pacientl, ktefi maji jiz horSi stadia nemoci
s rozvinutymi kontrakturami a ankylézami zasahujicimi az do kloubti, mtize byt zapotiebi
fyzioterapie nebo plasticka chirurgie. (WHO, 2021; van der Werf, 1999)

V soucasné dobé¢ neexistuji zadna preventivni opatieni proti ndkaze M. ulcerans.
Zda se, ze ockovani proti tuberkuloze oslabenym kmenem Mycobacterium bovis (BCG —
bacillus Calmette-Guérin) poskytuje omezenou ochranu pfed ndkazou. Dtlezitou roli

hraje hlavné vcasné detekce nékazy a zapoceti 1écby vhodnymi ATB. (WHO, 2021)

5.6.2.2 Po injekcni a po traumatické abscesy

Abscesy zpusobené po podani injekce nebo po operaci byvaji zpisobeny vétSinou
rychle rostoucimi mykobakteriemi, mezi které patii M. abscessus, M. fortuitum
a M. chelonae. Mezi mén¢ Casté puvodce patii M. peregrinum a M. flavescens.

(Greenwood, 1999)

Krozvoji abscesti po injekci dochazi sporadicky hlavné v ptipad€, kdy
mykobakterie kontaminuje materidl pouzity v aplikované injekci. K propuknuti
onemocnéni miize dojit v pribéhu tydne, roku i vic od injekce. Abscesy jsou vysoce
bolestivé, mohou byt velké 8-10 cm a 1écba miize trvat 1 né¢kolik mésicti. Hlavnim
zpisobem 1éCby je drenaz nebo ptipadné excize. Lécba léky neni doporucovana, pokud
se nejedna o vetsi vyskyt abscesti nebo lokalni Sifeni nemoci, jako tomu muze byt

u pacientl s diabetem, ktefi si aplikuji inzulin. (Greenwood, 1999)

Ptikladem je ptipad mladé¢ diabeticky z Anglie z roku 1979. Po injekcich inzulinu
se ji objevily na stehnech, kde si davkovala inzulin, 1éze velikosti 2 x 3 cm. Za par tydnt
se léze rozpadly a doSlo k uvolnéni hnisu. V diabetologickém centru, kam se Zena obratila
0 pomoc, nenasli pifi rutinni kultivaci z&dného ptivodce. Pozitivni kultura
na mykobakterie byla ziskdna az v inoru 1980. Tato pozitivni kultura byla vypéstovana
az po péti netspeésnych pokusech o kultivaci Cerstvého bioptického materialu. Kultivaci
byl potvrzen vyskyt M. chelonei var chelonei. Pacientka 1 pies plivodni rezistenci
zareagovala na lécbu a uzdravila se. Po dal§im Setfeni bylo zjisténo, Zze pacientka
pravdépodobné Spatné sterilizovala jehly pro opétovné davkovani inzulinu, coz mélo
za nasledek kolonizaci jehly a néslednou tvorbu abscesu. (Jackson, 1981)
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DalSim ptipadem je pétadevadesatilety muz, ktery byl v bifeznu roku 1967
na dovolené¢ v Mexiku. V pribéhu dovolené¢ onemocnél enteritidou a byla mu
na mistni klinice podana injekce penicilinu. Po néavratu doml navstivil muz
kvuali zdnétu mocCového méchyie urologa, ktery nasadil 1éCbu antibiotiky. Lécba byla
uspésna na urologické priznaky, ale horecka a neustalé nepohodli nepiestavaly. Lékat
nasledné objevil absces v misté, kam byla muzi aplikovana penicilinova injekce. Pomoci
kultivace a biochemickych test byl potvrzen vyskyt M. fortuitum. Pti testu na citlivost
na antibiotika bylo zjisténo, ze zkoumany kmen je rezistentni ke vSem dvandcti
standartnim ATB. Lécba spocivala v drenazi a podani kanamycinu, na ktery jediny nebyla

potvrzena rezistence. Lécba trvala celkem dva mésice. (Clapper, 1967)

Vétsi nebezpeci predstavuji 1éze spojené s operacemi. Hlavnim rizikem jsou
procedury zahrnujici vlozeni protézy jako je srde¢ni chlopenl. Po urazu oka mize dojit
k rozvoji zanétu rohovek. S infekcemi srdce je spojené M. chimaera, které se hojné
vyskytuje v piidé€, prachu a vod¢. Patii mezi oportunni hrozbu pfi operaci srdce, kterd

vyzaduje mimotélni ob¢h, anebo pfi koronarnim bypassu. (Miskoff, 2018)

5.6.2.3 Plovarensky granulom

Pivodcem plovarenského granulomu je M. marinum. Toto atypické
mykobakterium se vyskytuje v slané 1 sladké vodé, naptiklad akvaria, plaze, bazén, feky,
jezera a staré studny. Primarné se jedna bakterii zptisobujici infekce ryb, obojzivelniki,
hadt, uhotti a jeStérek. Pravé sladkovodni a motské ryby byvaji vektorem nemoci.
Vys8imu riziku ndkazy jsou vystaveni rybafi, lidé pracujici s rybami, akvaristé a pacienti
se sniZzenou imunitou. Poprvé bylo M. marinum izolovano jiz v roce 1926, ale teprve az
0 25 let pozd¢ji byla prokazana infek¢nost u lidi, a to u navstévnikt bazénu. (Gray, 1990;

Greenwood, 1999; Vega-Lopéz, 2020)

Radime ho do prvni skupiny dle Runyona, roste po dobu 7-14 dnd pii teplotd
32°C. Proto se pti nakaze projevuje na akralnich ¢astech téla, kde je teplota nizsi. Infekce
se projevuje piiblizné po tiech tydnech od expozice patogenu. Prvnim ptiznakem jsou
malé papuly na rukou, kolenech, loktech a nohach. Tyto papuly jsou bezbolestné, mohou
svedit, tvoti se plak, ktery je obvykle osamély a Casto ulceruje (viz obrazek 8). Nékdy
muze dojit k vytoku hnisu. Lécba byva zdlouhava kvili casté rezistenci na zndma

antituberkulotika. (Gray, 1990; Greenwood, 1999; Vega-Lopéz, 2020)
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Obrazek 8 - Asymptomaticky erytematozni, Supinaty uzlik nad proximalnim
interfalangedlnim kloubem pravého ukazovacku zpiisobeny M. marinum
A) Erytematozni, Supinaty uzlik nad pravym ukazovackem
B) Témér uplna regrese léze po dvoumésicni 1écbé doxycyklinem.
(zdroj: Assiri, 2019)

5.6.3 Plicni onemocnéni

Nemoc zplisobena netuberkul6znimi mykobakteriemi se v oblasti hrudniku a plic
projevuje nejcastéji jednou ze tfi forem. Prvni forma projevu je podobna tuberkuldze.
Klasicky postihuje horni laloky plic starSich muzi s anamnézou kuidka a chronickou
obstrukéni plicni nemoci (CHOPN). Druhou formou je noduldrni bronchiektazie u
Stihlych starSich zen nekuracek, které mivaji néjaké kosterni deformace a trapi je kasel.
Posledni tfeti formou je hypersenzitivni pneumonitida po pouziti vifivek a 1écivych

koupeli. (Glassroth, 2008; Sharma, 2020)

Mycobacterium avium komplex (M. avium, M. intracellulare) spolecné
s M. abscessus a M. kansasii byvaji nejcastéjsimi pivodci nakazy. Krom téchto nejcastéji
izolovanych mykobakterii miize byt plivodcem onemocnéni i jakakoliv dalsi NTM jako
napt. M. malmoense, M. xenopi, M. szulgai, M. simiae a dal$i. (Glassroth, 2008; Heifets,
2004)
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S rozvojem nemoci souvisi nékterd chronickd onemocnéni jako je CHOPN,
cysticka fibréza, gastroezofagealni reflux, zvraceni a poruchy hrudni stény. Na zaklade
téchto onemocnéni dochazi ke zvySenému riziku moznosti ndkazy NTM. M. xenopi, M.
kansasii a M. malmoense mohou zpusobit koinfekci pii bronchiektazii a onemocnéni plic
zpusobené aspergilem. Vyskyt NTM byl vétsi u pacienti, kteti méli obé z vyse
uvedenych nemoci nez jen u pacientli, ktefi méli jen bronchiektazii. Pfitomnost plisné

typu Aspergillus nepiiznivé ovlivituje prognozu. (Glassroth, 2008; Chalmers, 2018)

Pfenos nemoci z ¢lovéka na ¢lovéka neni narozdil od tuberkulézy typicky. Stejné
tak pfenos ze zvifete na ¢loveéka nebyl popsan, ale zvifata jsou rezervoarem pro NTM.
Sdileni vody mezi zvifaty a lidmi ovS§em uz mize byt zdrojem infekce. Piesny zptisob
nakazy neni popsan, ale kvuli distribuci NTM v prirod¢ se predpoklada, ze k nakaze je
potfeba patogen poziit, vdechnout nebo implantovat naptiklad Skrabnutim. Pii plicni
nakaze zplisobené NTM dochdzi nejspiS§ k vdechnuti aerosolu obsahujiciho
mykobakterie. Pravdépodobnym nejcastéjSim zdrojem jsou sprchy v koupelné, kde
vznikaji tak malé kapicky aerosolu, aby byly schopné proniknout az do alveol. Takto malé
¢astice mohou vzniknout i pfi zalévani pudy, pti kterém vifici se prachové Castice
s mykobakteriemi pronikaji do alveol. Dulezitou roli hraji i nozokomidlni infekce, ke
kterym muze dojit po kontaminaci vodniho zdroje, zdravotnického vybaveni anebo

dialyzac¢nich roztokt. (Johnson, 2014)

5.6.3.1 Plicni onemocnéni zpiisobené M. kansasii

M. kansasii bylo poprvé izolovano v roce 1953. Hlavni charakteristikou kolonii je
jejich zména barvy pii kultivaci na svétle ze svétle Zluté na oranzovou, na zdkladé€ cehoz
se fadi do prvni skupiny dle Runyona. Mykobakterie byla priméarné klasifikovana jako
patogen postihujici plice. Pozdéji bylo zjisténo, Ze mize postihnout i jiné ¢asti téla jako
je urogenitalni trakt, lymfatické cesty nebo kizi. Oproti jinym NTM neni M. kansasii
izolovéna z pldy a ptirodni vody, ale byva Casto ve vodé kohoutkové. K ndkaze vétSinou
dochazi aerosolovou cestou. Pfenos nemoci z ¢lovéka na ¢lovéka neni typicky krom dvou
pfipadii vjedné rodiné, kde byly stejné podminky. Proto je piedpoklad, Ze doslo
k pfenosu ze stejného zdroje ve stejny okamzik, nikoli k pienosu z ¢loveéka na ¢lovéka.

(Johnston, 2017)

Ptesna Cisla, urCujici vyskyt M. kansasii, je tézké urcit, jelikoz na rozdil od
tuberkul6zy nespadd mezi hlaSené nemoci. Urceni incidence M. kansasii se meéni podle
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uzemi a jednotlivych obdobi. V severni Americe je nejvétsi vyskyt v centralni a severni
oblasti. V Evropé je potom pravidelné nejvice hlasenych piipadil ve Spanélsku, Anglii a
Ceské republice. Také Japonsko, Severni Afrika a Brazilie nahlasily vysoky vyskyt
nemoci. Mista zvySené nakazy poukazuji na moznost, ze vétsi vyskyt je v zemich s vyssi
industrializaci. Nebyly ovSem provedeny zadné studie na potvrzeni nebo vyvraceni této

domnénky. (Heifets, 2004; Johnston, 2017)

Ptiznaky zplisobené M. kansasii jsou totozné s témi, které zplsobuje M.
tuberculosis, kvili tomu je obtizné od sebe rozpoznat piivodce nemoci. VéEtSina pacient
ma nékolik mésict pred diagndzou plicni priznaky. Nejbéznéjsimi piiznaky jsou kaSel,
bolest na hrudi, dugnost a hemoptyza. Cést piipadi (cca 20 %) je odhaleno nahodou na
zaklad¢ neutichajiciho kasle pfi rentgenu plic. Pacienti, u kterych bylo onemocnéni
prokazéano, jsou v Sirokém vékovém rozpéti. Nejvetsi prevalence nemocnych je mezi
padesatym az Sedesatym rokem Zivota a spfevahou mezi muzi. Etnické a

socioekonomické rozdily nebyly disledné studovany. (Heifets, 2004); Johnston, 2017)

Pacienti infikovani M. kansasii maji pravdépodobné nékterou ze zakladnich
plicnich komorbidit jako je koufeni, silikoza, CHOPN, bronchiektazie a pfedchozi nebo
soucasnd infekce zpisobend M. tuberculosis. Mezi dalsi bézné komorbidity patii
zneuzivani alkoholu, HIV a malignity. V pifipad€ HIV negativnich pacientl u M. kansasii
nebyly identifikovany poruchy bunécné imunity. Oproti tomu pii ndkaze M. tuberculosis
je cCastd imunokompromitujici komorbidita. Vzhledem k podobnostem mezi témito
mykobakteriemi by mél lékat pii diagnostice vychdzet zepidemiologické situace.

(Chalmers, 2018; Johnston, 2017)

Klicové pro spravnou diagnézu jsou radiologické vySetfeni, zhodnoceni
klinickych ptiznakli a vysledek kultivace. Kultivace se povazuje za pozitivni, pokud
vyjde u dvou po sobé jdoucich kultivacich pozitivni nartst ze sputa, pokud vyjde pozitivni
kultivace po bronchoskopii nebo pokud vyjde pozitivni kultivace sputa spolecné

s patologii. (Johnson, 2014; Johnston, 2017)

Lécba u HIV negativnich pacientti obecné dobie reaguje na nasazenou terapii. U
jedinct, ktefi jsou vnimavéjsi na 1é€bu, mize byt sputum zbaveno mykobakterii do 4
mésict od zahajeni 1écby (tzv. faze sterilizace). Ve vétSin€ ptipadl poté jiz nedochazi
k relapsu. Jednd se o nejkrat$i moznou dobu podavani ATB. Doporucené léky jsou

rifampicin v kombinaci s ethambutolem po dobu 9 mésicti. Paklize nedochézi ke zlepSeni
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stavu muze byt 1écba prodlouzend az na 12 mésici. V piipad¢ rezistence na rifampicin se
doporucuje nasadit tfi rizné typy antibiotik. Byvaji nasazené vysoké davky ethambutolu,
isoniazidu, sulfametoxazolu a pyridoxinu v kombinaci slécbou aminoglykosidy.

(Chalmers, 2018; Johnston, 2017; Johnson, 2014)

Pacienti HIV pozitivni byvaji vysoce rizikovou skupinou a pted zavedenim
antiretrovirové terapie byl primérny cas doziti od potvrzeni diagnézy nakazou M.
kansasii jeden rok. Nyni je progndza lepsi, ale stale jsou zde velka rizika. Ve vétSing
piipadt, kdy dojde k ndkaze touto mykobakterii, tak se u imunokompromitovanych
pacientl jedna se o posledni stadium nemoci se zna¢né poskozenou imunitou, a proto i
dnes zlstava velké riziko smrti do jednoho roku od nékazy. Léky podavané u pacientli
s HIV se shoduji s témi, které se podavaji u jinak zdravych jedinct. Velké riziko tu ovSem
predstavuji kontraindikace s 1éky poddvanymi v rdmci antiretrovirové terapie. Nebezpeci
rifampicinu spoc¢iva v tom, Ze nékteré jeho derivaty maji schopnost ovlivnit metabolismus
jinych 1éciv ptes cytochrom P450, napiiklad protedazové inhibitory a nenukleosidové
inhibitory reverzni transkriptdzy, tyto schopnosti poté mohou mit na svédomi rozvoj
rezistence na léky proti HIV. Potencidlnim zastupcem rifampicinu se podle nékterych
studii ukazal rifabutin, klaritromycin. V soucasné dobé neexistuje zadny dikaz na

podporu profylaxe pti ndkaze M. kansasii. (Johnston. 2017)

5.6.3.2 Plicni onemocnéni zpiisobené M. avium komplex

Na pocatku 80. let 20. stoleti se komplex ptivodné jmenoval MAI a zahrnoval
pouze dva patogeny a to M. avium a M. intracellulare. Mnozstvi mykobakterii, které
spadaji do MAC nadale rostlo a doslo proto k pfejmenovani. K roku 2019 do tohoto
komplexu pattili M. avium, M. intracellulare, M. chimaera, M. arosiense, M.
bouchedurhonense, M. colombiense, M. marseillense, M. timonense, M. vulneris a M.
yongonens. V rdmci komplexu jsou nejzndméj$imi a nejcastéjSimi lidskymi patogeny M.
avium, M. intracellulare a M. chimaera. Vyskyt jednotlivych mykobakterii, které jsou
soucasti komplexu, je rizny a méni se v zavislosti na jednotlivych zemich. Ptikladem
muzZe byt M. chimaera, které je bézné v Némecku, ale vzacné se vyskytuje v Severni

Korey. (Daley, 2017; Kwon, 2019)

Organismy pattici do skupiny MAC jsou nej€astéji v ptirod¢ izolovany z vody,
pudy a domaciho prachu. V ptipadé vody nehraje roli, zda se jedné o ptirodni zdroj nebo
o vodu chemicky upravovanou. Diky silné bunécné sténé jsou tyto mykobakterie relativné
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rezistentni vi¢i u€inkim chloru, chloraminu a ozonu. V porovnani s Pseudomonas
aeruginosa maji 40x vétsi ochranu proti pasobeni chloru a oproti Escherichia coli je

ochrana 100x vétsi. (Daley, 2017)

Dychaci cesty jsou nejbéznéjsim mistem infekce zptisobenou MAC u pacientt se
zdravou imunitou. Uskali diagnozy spoéiva v rozmanitosti klinickych projevii. Klinicka
manifestace nemoci mize byt od asymptomatické kolonizace pies indolentni infekci az
po progresivni, symptomatické onemocnéni. Pokud jsou ve vzorku detekovany
mykobakterie patiici do MAC, nemusi to thned znamenat, Ze se jedna o ptivodce nemoci.
To je rozdil od tuberkulozy, kde vyskyt Mycobacterium tuberculosis ihned potvrzuje
diagndzu a je zahajena 1écba. (Daley, 2017)

Onemocnéni zpisobené MAC ma dvé¢ hlavni podoby. Prvni formou, ktera je pro
MAC typicka, je apikalni fibrokavitarni plicni onemocnéni. Tato forma je typicka spise
pro muze na pielomu 40. a 50. roku Zivota, kteti v minulosti nebo i v soucasné dob¢ koufti
cigarety a Casto nadmérné piji alkohol. V plicich se vytvaii dutiny, kavity, které jsou
vyplnéné vzduchem a na snimcich pfipominaji tuberkulézu (viz obr. 9). Pokud nedochazi
k 1é¢be, nemoc se v pomérné kratkém casovém obdobim, jeden az dva roky, rozsifi a
muze mit za ndsledek rozsahlou kavitdrni destrukci plic a nésledné plicni selhani.

(Griffith, 2007; Loebinger, 2017)

| . |

Obrazek 9 - Fibrokavitdarni forma onemocnéni zpiisobené M. avium komplex.
Sken porizeny vypocetni tomografii s vysokym prostorovym rozliSenim (HRCT)
ukazuje velkou dutinu v levém plicnim laloku (Cerna Sipka)

(zdroj: Bonaiti, 2015).
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Druhou formou je fibronodularni bronchiektazie, pii které dochézi k chronickému
rozsiteni pridusek (viz obr. 10). Oproti prvni podobé onemocnéni je toto typické pro
zeny, které jsou jiz po menopauze a nekouii. Nékdy byva tato podoba onemocnéni
oznacovana jako ,,syndrom Lady Windemere* podle nazvu divadelni hry Oscara Wilda.
Casto postihuje pravy stfedni lalok a lingulu (&ast levého horniho plicniho laloku). Nemoc
ma tendenci mit mnohem pomalejsi vyvoj a byva zapotiebi dlouhodobéjsi monitorovani
pacienta pro odhaleni nemoci v fadi mésicti az let. Neni znamo, zda je rozsifeni prudusek
divod rozvoje nemoci nebo nasledek. Pacienti s nodularnim/bronchiektatickym
onemocnim plic mivaji asto dal$i mikrobiologické nalezy spojené s bronchiektaziemi,
napt. pozitivni kultivace na vyskyt P. aeruginosa a prilezitostné¢ na dalsi NTM, jako je
M. abscessus. Stale existuje ovSem fada kombinaci, které nespadaji mezi tyto dvé
kategorie, a proto v nékterych studiich byvaji napt. nodularni brochiektazie délené na typ

s nebo bez malych kavit v uzlicich. (Griffith, 2007; Loebinger, 2017)

rs

»
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Obrazek 10 - HRCT sken 69leté Zeny s komplexnim onemocnénim M. avium
intracellulare.

Transaxialni tenky rez (Houst’ka 2,5 mm) ziskany na urovni bronchus intermedius
ukazuje vice kavitarnich uzlin (hroty Sipit) v obou plicich. Patrné jsou také malé
uzliky (Cerné Sipky) a bronchiektazie (bilé Sipky).

(zdroj: Chung, 2005)

Pro potvrzeni ndkazy NTM je potieba splnit jista kritéria. Prvnim kritériem je
nutnost potvrdit plicni pfiznaky. Déle je tfeba provést rentgen hrudniku a potvrdit
noduldrni nebo kavitarni priasvity nebo provést HRCT, ktera ukazuje multifokalni
bronchiektazii s malymi uzliky (viz obrazky €. 9 a 10). DalSim kritériem je pozitivni
kultivace z alespoii dvou oddélenych vykaslanych vzorkdl sputa. U pacienti, ktefi

nemohou vykaslat sputum nebo jejichz sputum je pfi kultivaci trvale negativni, je mozné
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pouzit bronchoalveolarni lavaze nebo bronchidlniho promyvaciho roztoku z postizeného
plicniho segmentu. A poslednim kritériem je nutnost vyloucit jiné nemoci jako je napf.

tuberkul6za nebo mykotické infekce. (Sharma, 2020; Daley, 2017)

Lécba pacientll s pozitivnim nalezem MAC se 1i§i v zavislosti na zévaZnosti
onemocnéni, predchozi 1€cbé a odolnosti kmene vii¢i riznym 1ékiim. Dle doporuceni
odbornych spolec¢nosti American Thoracic Society/Infectious Diseases of America
(ATS/IDSA) zroku 2007 by méli byt kombinovany tii léky na bazi makrolida
(klaritromycin nebo azitromycin) s rifampicinem a ethambutolem podavané nejméné 12
mésict poté, co je sputum negativni na ptitomnost M. avium komplex. U pacientl
s fibrokavitarnim onemocnénim je poté doporuceno 1écbu rozsifit o parenteralni 1é¢iva
jako je streptomycin a amikacin. Frekvence podavani 1é¢iv se 1isi dle formy onemocnéni.
U kavitarniho typu se doporucuje l1éky podavat denné, kdezto u bronchiektazie se léky
podavaji tfikrat tydné. V roce 2017 vydala British thoracic society (BTS) pokyny, které
se ve vetSiné bodech shoduji s doporu¢enim z roku 2007 od ATS. Rozdilem je, ze BTS
nedoporucuje prerusovanou terapii u zavaznych piipadi a neomezuji kazdodenni 1écbu

pouze na kavitarni onemocnéni. (Kwon, 2019; Loebinger, 2017)

5.6.4 Diseminované onemocnéni

V 80. a 90. letech minulého stoleti se diseminované onemocnéni objevilo u
velkého mnozstvi HIV pozitivnich pacienttl, coz je hlavni skupina lidi, u kterych se toto
onemocnéni vyskytuje. Onemocnéni je typické pro Spojené staty Americké a Evropu,
v Africe je vyskyt sporadicky. Znakem, ktery byva spole¢ny pro vétSinu nemocnych, je
nizky poc¢et CD4+ lymfocytii (<50 bunék na mm?). Hlavnimi mykobakteriemi, které jsou
za onemocnéni zodpoveédné, jsou soucasti M. avium komplexu. Dal§i mykobakterie se
podileji na rozvoji nemoci ziidkakdy, ale mohou se na jejim rozvoji u HIV pozitivnich
podilet - M. kansasii, M. genavense, M. simiae, M. celatum, M. malmoense, M. fortuitum,
M. scrofulaceum, M. marinum a M. haemophilum. (Greenwood, 1999; Heifets, 2004)

Klinické ptiznaky onemocnéni byvaji Casto obecné a netypické. Patii mezi né
horecka, no¢ni poceni, bolesti bficha, zvraceni, hubnuti, splenomegalie a lymfadenopatie.
Dale se objevuji zmény v organismu jako je anémie a zvySend hladina kyselé fosfatazy
v krvi. (Sharma, 2020)

Diagnostiku nemoci je vzhledem k nespecifi¢nosti ptiznakli nejlepsi provadét

zodebrané¢ krve. Vzorek krve by mél byt odebrdan do zkumavky obsahujici
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polyanetholsulfonat sodny (SPS). SPS je slozkou v kultiva¢nich médiich pouzivanych ke
kultivaci bakterii ze vzorkl krve od pacientli s podezfenim na bakteriémii. Jednou
z vlastnosti SPS je to, Ze zabranuje zabijeni bakterii vrozenymi humoralnimi a bunéénymi
faktory. Vzorek krve s SPS je potom mozné vyuzit k izolaci kultury, ke kvantitativni
kultivaci pro zjisténi mnozstvi bakterii v krvi nebo pro sledovani reakce pacienta na
probihajici ¢i prob&hlou 1écbu. Vzorek by mél byt naockovan na pevné médium, a
zaroven i do tekutého média. (Palarasah, 2010; Heifets, 2004)

Ptredpokladem je, ze misto vstupu bakterie do téla je stievo a prilezitostné se miize
jednat o prenos plicemi s naslednou hematogenni distribuci do téla. Zdroj ndkazy neni
prilis dobfe znam, ale pravdépodobné se jedna o spici infekci, ktera probéhla jiz v détstvi
a patogen v téle ziistal, nebo ke kontaktu s patogenem doslo v prostfedi neddvno pted
onemocnénim. (Greenwood, 1999; Sharma, 2020)

Vyskyt diseminovaného onemocnéni se v poslednich letech v rozvinutych zemich
snizil kvali lepsi antiretrovirové 1é¢be. Nedoslo ovsem k uplnému vymizeni nemoci a
MAC je stale oportunnim patogenem nejcastéji ovlivitujicim pacienty s AIDS (Acquired

Immune Deficiency Syndrome). (Heifets, 2004)

5.7 Diagnostika

Diagnostika onemocnéni zpisobnych NTM je =zaloZend na souboru
korespondujicich klinickych, laboratornich, radiologickych, histologickych, molekularné
genetickych a kultivaénich vySetteni. Diagnosticka kritéria vyuZzivana v soucasné dobé
jsou nastavena na zdkladé doporuceni ATS/IDSA a Ceské pneumologické a ftizeologické

spole¢nosti. (Kralovcova, 2019)

V piipadé podezieni na ndkazu netuberkul6znimi mykobakteriemi se nejdiive
pfed potvrzenim ndkazy musi splnit kritéria v klinické i mikrobiologické diagnostice.
Klinicka kritéria, kterd musi byt splnéna, jsou tfi. Prvnim je, Ze pacient musi mit plicni
pfiznaky. Druhé kritérium jsou nodularni nebo kavitarni opacity na rentgenovém snimku
hrudniku nebo HRCT sken ukazujici multifokalni bronchiektazie s n€kolika malymi
uzliky. Posledni, tfeti kritérium, je nutnost vylouceni dalSich diagnéz, napi. TBC,
Sporothrix schenckii atd. Z mikrobiologického hlediska je potfeba splnit alespon jedno
kritérium pro potvrzeni diagndézy. Prvnim mikrobiologickym kritériem je pozitivni
kultivace z alespofi dvou samostatnych vykaslanych vzorkl sputa. Druhé kritérium je

pozitivni kultivace alespoit z jedné bronchoalveolarni lavédze. A poslednim

37



mikrobiologickym kritériem je transbronchialni nebo jina biopsie s mykobakteridlnimi
histopatologickymi rysy a pozitivni kultivace NTM, nebo biopsie vykazujici
mykobakterialni histopatologické znaky a sputum ¢i bronchoalveolarni lavaz

s pozitivnim testem na pfitomnost NTM. (Provaznik, 2016)

Vzhledem k tomu, Ze n¢které dalsi bakterie se klinicky manifestuji stejn¢, anebo
velmi podobné jako NTM, musi byt zohlednéna pfi diferencidlni diagnostice jina
onemocnéni. Mezi tato onemocnéni se fadi napt. TBC, rekurentni plicni aspirace,
bronchiektazie, histoplazmoza, aspergildza a rakovina plic. V laboratofi potom musi byt
pii podezieni na NTM peclivé provedeny testy na piitomnost mikroorganismu
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Nocardia a Aspergillus. V ptipadé
pacientll s onemocnénim ktize a mékkych tkani je dilezité vzit v potaz moznou nédkazu

Sporothrix schenckii pted potvrzenim ndkazy M. marinum. (Sharma, 2020)

Kritickym krokem pfi laboratorni diagnostice je spravné ziskani vzorku. Dilezité
je béhem odbéru, napt. sputa, zabranit kontaminaci Zivotniho prostfedi i osob pfitomnych
pfi odbéru. K vylou€eni pozitivnich vysledkll u pfilezitostné vyskytujicich se NTM
v tracheobronchialnim traktu by se mély testovat alespon tfi vzorky sputa odebrané pii
ruznych pfilezitostech. Mimoplicni vzorky by mély byt ziskavany piimo z ptislusné 1éze
nebo orgédnil. Nastroje pouzité k odbéru vzorkli nesmi byt kontaminované. Jakmile je
vzorek prevezen do laboratofe, musi byt proces dekontaminace proveden v plné
sterilizovaném uspotradani. Vzhledem k rezistenci NTM vici béZznym dezinfekcim je

potieba peclivy vybér dezinfekcnich prostfedkll. (Sharma, 2020)

5.7.1 Dekontaminace vzorku

Predtim, neZ bude vzorek mikroskopicky, kultiva¢né ¢i amplifikacné vySetien, je
potieba provést dekontaminaci, homogenizaci a neutralizaci vzorku. Dllezitym krokem
je potlaceni ristu pravodni nespecifické flory. Vlastnosti, které se vyuziva, je relativni
odolnost mykobakterii k anorganickym  kyselinam a hydroxidu sodnému.

(Amlerova, 2014)

5.7.1.1 Modifikovana Petroffova metoda

Dekontaminace vzorku je provadéna NaOH, jehoz koncentrace nesmi piesahnout

4 %. Po pfidani hydroxidu sodného se smés vzorku a hydroxidu promichavé a dochazi
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k homogenizaci. V pfipad¢, ze se jedna o velmi hutny vzorek, jsou do zkumavky ¢i
kyvety piidavany sterilni sklenéné kulicky. V pribéhu tohoto kroku se vzorek
centrifuguje a odlije se supernatant. Po homogenizaci vzorku je do odbérovych nadobek
se sedimentem piidano neutralizacni Cinidlo. Timto ¢inidlem miize byt destilovana voda,
vhodnéjsi je ovSem pouziti fosfatového pufru o pH 6,8 nebo slaby roztok HCI (0,1 —
0,25%). Po neutralizaci vzorku se opét provede centrifugace vzorku k ziskani sedimentu.
Opét dojde ksliti supernatantu a k nasledné resuspendaci sedimentu v 0,5 — 1 ml

vhodného rozpoustédla. (Amlerova, 2014; Tripathi, 2014; de Waard, 2007)

5.7.1.2 Dekontaminace kyselinami

Druhy zpiisob, kterym je mozno dekontaminovat vzorek, je pomoci kyselin. Jedna
se o ndhradni, paralelni nebo naslednou metodu poté, co je provedena dekontaminace 4%
NaOH u vzorkt s potencionalnim vyskytem pseudomondd. Hlavnim materidlem je moc,
sekéni materidl, hnis, aspiraty, jiné purulentni tekutiny, stolice a vzorky z respira¢niho
traktu pacientt s cystickou fibrozou. Oproti dekontaminaci 4% NaOH neni tato metoda
vhodnd pro jind vySetfeni nez pro mikroskopii a kultivaci. Kyseliny pouZzivané
k dekontaminaci jsou 0,5M H2SOs, nebo 3% kyselina $tavelova. (Amlerova, 2014;
de Waard, 2007)

5.7.1.3 NALC-NaOH metoda

Dekontaminace muize byt provaddéna pomoci N-acetyl-L-cysteinu a NaOH.
N-acetyl-L-cystein (NALC) je mukolytické ¢inidlo, které v koncentracich 0,5 % az 2,0 %
dokaze rychle natravit sputum, a to 1 hutné sputum od pacientl s cystickou fibrézou.
NaOH je poté pfidano na dekontaminaci vzorku. Vyhodou pouziti metody NALC-NaOH
je, ze lze pouzit velmi dobré mukolytické Ccinidlo se sniZenymi koncentracemi

dekontaminac¢niho ¢inidla. (Morcillo, 2008; de Waard, 2007)

5.7.1.4 Ogawa — Kudohova metoda

Metoda byla poprvé predstavena v roce 1974 jako zjednodusena metoda pro
dekontaminaci vzorku pro kultivaci mykobakterii. Oproti jinym metodam trva pouze 3 az
4 minuty a neni zapotiebi Zaddného technického vybaveni (odstredivka, mikrobiologicky
bezpecnostni box atd.). Pi této metod¢€ se vzorek sputa nebere na vatovou tyc¢inku. Ta se

dekontaminuje po dobu 2 minut v 4% roztoku NaOH a poté se pfimo natie na pevné
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kultivaéni médium. Jako kultivacni médium se pouziva Ogawova ptida na bazi vajec nebo
mirné okyselena Lowensteinova-Jensenova puda (pH 6,6 — 6,8). Ob¢ pudy jsou mirné
kyselé, aby kompenzovaly pH inokula, které obsahuje 4% NaOH. Metoda prozatim
nepatii mezi schvalené postupy WHO. (Franco-Sotomayor, 2020; de Waard, 2007)

5.7.2 Mikroskopie

Nejrychlejsi, nejjednodussi a nejlevnéjsi metodou pro prikaz mykobakterialni
infekce je mikroskopie. Rod Mycobacterium, stejné jako rod Nocardia, patfi mezi
acidorezistentni bakterie. Krom téchto bakterii se stejnym zptisobem barvi i nebakterialni
elementy. Mezi tyto patii napt. bakteridlni endospory, hlavicka spermie, jaderna inkluzni
téliska pii otravé olovem, Cryptosporidium parvum, vajicka Taenia saginata a dalsi.
Ackoliv je acidorezistence pozorovana i u jinych bakterii, v historickém kontextu je tato
metoda spojovana s prokazdnim ptfitomnosti M. tuberculosis. (Bayot, 2020;

Somoskovi, 2002)

Acidorezistentni struktury se pro dobrou vizualizaci pod mikroskopem barvi
pomoci dvou hlavnich metod, barveni karbolfuchsinem a flurochromovy postup. Pii
barveni acidorezistentnich bakterii karbolfuchsinem se da postupovat dvéma zptisoby,

metodou dle Ziehl-Neelsena nebo Kinyounovou metodou. (Bayot, 2020)

Ziehl-Neelsenova metoda spociva nejdiive v tepelné fixaci preparatu na
podloznim sklicku. Poté se vzorek obarvi karbolfuchsinem a fixuje se nad plamenem.
Podlozni sklicko s prepardtem se zahiivd do té doby, dokud nedojde k vystupu par.
V ptipadég, Ze by nedoslo k odpatovani, nebylo by barveni Gi€inné. Zahtivany vzorek se
nesmi zahtat na bod varu. Dal§im krokem je postupné odbarveni okyselenym alkoholem
(1% HCl v 70% ethanolu), a to do té doby, dokud neodtéka pouze €iry alkohol. Preparat
se znovu oplachne vodou a kontrastné se dobarvi, bud’ methylenovou modii anebo
malachitovou zeleni. Kvlli zahfivani se této metod¢ prezdiva horka metoda. (Julak, 2015;

Bednar 2016)

Pti Kinyounové metodé se na zafixovany vzorek mykobakterie na podloznim
sklicku ptidé karbolfuchsin. Takto barveny preparat se necha inkubovat a poté se opatrné
oplachne. Déle je tieba pfidat odbarvovaci reagencii, kterou je 3% kyselina
chlorovodikova. Ta odstrani primarni skvrnu a oplachne se. Tietim krokem je naneseni

kontrastniho barviva methylenové modii a oplachnuti zbytku barviva. Nakonec se
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preparat necha zaschnout a pozoruje se pod svételnym mikroskopem. Pod mikroskopem
se poté jevi mykobakterie jako rizové a ostatni neacidorezistentni bakterie a podkladovy

material jsou zbarvené modte. (Wanger, 2017)

Metodu lze v ptipadé potteby modifikovat. Misto HCI je pfi modifikaci pouZita
5% kyselina sirova. Diky této modifikaci mohou byt pomoci Kinyounovy metody
barveny i dalsi bakterie. Mezi takto barvitelné bakterie patii Nocardia spp., Rhodococcus
spp., Tsukamurella spp. a Gordoni spp. Tyto bakterie pii klasickém postupu nejsou
schopny kvuli HCI udrzet karbolfuchsin. Zaroven lze diky barveni 5% H2SO4 od sebe
rozeznat Nocardia spp. a Streptomyces spp. Oba druhy se pii barveni dle Grama jevi jako
gram pozitivni vlaknité ty¢ky. Pti pouziti modifikované Kinyounovy metody se Nocardia

spp. zbarvi, kdezto Streptomyces spp. ne. (Wanger, 2017)

Pod mikroskopem se acidorezistentni bakterie jevi jako Cervené ty¢inky na
zeleném/modrém pozadi (viz obrazek ¢. 11). Mohou mit i lehce zahnuty tvar,
nepravidelné probarvené s tzv. Muchovymi granuly a n¢kdy se mohou vyskytovat ve
shlucich. Hodnoceni nalezu mykobakterii v mikroskopu po barveni dle Ziehl - Neelsena
je shrnuto v tabulce €. 3. (Julak, 2015; Bednar 2016)

Obrazek 11 - M. tuberculosis barvené metodou dle Ziehl — Neelsena (zvétSeni 1000%).
Vzorek ziskdn ze zanétlivého infiltrdatu perikardu
(zdroj: Man, 2016).
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Tabulka 3 - Kvantitativni hodnoceni ndlezu mykobakterii v mikroskopickém prepardtu —
Ziehl-Neelsenovo barveni.

acidorezistentni tycky (ART) nenalezeny (v 50

0 zornych polich) (nebo 1-9 ojedin€lé ART (udavéa se
pocet v 50 zornych polich)
+ 10 az 20 (v 50 zornych polich)
++ 21 az 100 (4. 1 az 10 v kazdém poli)
+++ Vice nez 100 (tj. vice nez 10 v kazdém poli)

(zdroj: Amlerova, 2014)

Alternativou pro acidorezistentni barveni je barveni fluorescencni smeési
auraminu O a rhodaminu, po kterém jsou acidorezistentni tyCinky zluté, zlutozelené, na
cerném pozadi (viz obrazek €. 12). Vysledny nélez v mikroskopu se poté hodnoti
kvantitativné. Kvantitativni hodnoceni natéru po barveni pro fluorescenéni mikroskopii

je shrnuto v tabulce €. 4. (Julak, 2015; Bednar 2016)

Obrazek 12 - Fotografie 7 mikroskopu — ndtér sputa barveny auraminem O ukazujici bacily
TBC - fluorescencni mikroskopie (zvétSeni 200%)
(zdroj: Khatun, 2011)

Tabulka 4 - Kvantitativni hodnoceni ndalezu mykobakterii v mikroskopu — fluorescencni

barveni.
0 ART nenalezeny (nebo 1-4 ve 25 zornych polich)
+ ojedinélé ART (5-20 ve 25 zornych polich)
++ pocetné ART (21-100 ve 25 zornych polich)
+++ velmi pocetné ART (vice nez 100 ve 25 zornych polich)

(zdroj: Amlerova, 2014)
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5.7.3 Kultivace

Typickym znakem pii kultivaci mykobakterii je dlouhd generaéni doba (18-24
hodin). S dlouhou genera¢ni dobou piimo souvisi i dlouhodoba kultivace, vyjimkou jsou
rychle rostoucich mykobakterie. Prvni znamky rtstu se mohou objevit po 10—14 dnech,
bézn¢ se ale mykobakterie nechavaji kultivovat po dobu 3 az 6 tydnu. V piipadé, ze
zkoumany vzorek neni sterilni, je potfeba provést uUpravu vzorku zahrnujici
homogenizaci, dekontaminaci a zakoncentrovani. Uspé&$nost kultivace mykobakterii je
v praxi limitovana nepfiznivymi faktory transportu vzorku k vySetieni, kvalitou pid, a
hlavné dekontamina¢nimi postupy pouzivanymi k odstranéni bakteridlni flory, ktera se
v patologickém materialu také vyskytuje. V piipad¢ nékterych pacientl, napt. pacienti
s cystickou fibrézou, je vyzadovana specidlni Uprava vzorku. U pacientli s cystickou
fibrozou je v poslednich letech pozorovan postupny narist vyskytu NTM. (Bednat, 1996;
Ptékova, 2011; Juldk, 2015; Greenwood, 1999; Van Ingen, 2013)

Na kultivaci se pouzivaji specialni média, jak tekutd, tak i pevna. NejCastéji se
pouziva pevna LoOwensteinova-Jensenova puda, kterd je tvofena vajeCnou emulzi
v roztoku biogennich soli a glycerolu, koagulovana pti 85 °C. Hojné se také vyuziva
tekuta Sulova ptida, ktera kromé& biogennich soli a glycerolu obsahuje také kaseinovy
hydrolyzat a hovézi sérum jako zdroje dusiku. Tyto plidy maji specidlni slozeni, které je
priznivé pro rist mykobakterii. Kultivace probihd u vétSiny mykobakterii pii teploté
37 °C, idedln¢ v atmosféte s 5 % CO: a odecita se po trech, Sesti a dvanacti tydnech.
Vysledek kultivace se hodnoti kvantitativné a dale se hodnoti velikost, vzhled a
pigmentace kolonii (viz. tabulka 5). (Bednaf, 1996; Ptakova, 2011; Julak, 2015;
Greenwood, 1999)

Tabulka 5 - Kvantitativni hodnoceni kultivace NTM.

- 1 az 9 kolonii

+ 10 az 19 kolonii
++ 20 az 99 kolonii
+++ vice nez 100

(zdroj: Bednar, 1996)
Kultivaén€ néroénymi druhy, které potiebuji specidlné¢ upravené pudy, jsou
Mycobacterium genavense a Mycobacterium haemophilum. M. genavense vyuziva ke
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svému rustu mykobaktin J. M. haemophilum vyzaduje pfi kultivaci hemin nebo jiné smési
obsahujici zelezo. V ptipadé Mycobacterium marinum se kultivace provadi pfi teploté

25 °C-27 °C. (Bednaft, 1996; Ptakova, 2011; Julak, 2015; Greenwood, 1999)

5.7.4 Identifikace jednotlivych druhi NTM

5.7.4.1 Biochemické testy

Pti vyuziti biochemickych testl k identifikaci netuberkul6znich mykobakterii se
vychazi ze schopnosti NTM pieménit piidanou latku na specificky produkt. K tomu se
vyuzivaji v tomto piipad¢ testy s niacinem, déle testy na redukci dusicnanti, zjiSténi
katalazové aktivity, test uredzy, test pyrazinamidadzy, schopnost rlstu v pfitomnosti
kyseliny p-nitrobenzoové a hydrazidu thiofenu 2-karboxylové kyseliny. Vzhledem
k tomu, Ze se jedna o testy, které jsou ¢asoveé narocné a Casto i t€Zkopadné, nejsou jiz
tolik vyuzivané. Pomoci téchto testil 1ze urcit, zda se jedna o M. tuberculosis nebo jinou
netuberkulézni mykobakterii, pfipadné u nekterych druhti je schopen biochemicky test
detekovat o kterou. Biochemické testy se také kviili neschopnosti rozliseni jednotlivych

druhtt NTM jiz tolik nepouzivaji. (Forbes, 2018)

5.7.4.2 HPLC

K identifikaci netuberkul6znich mykobakterii se v minulost pouZivala analyza
mykolové kyseliny na bazi vysoce u¢inné kapalinové chromatografie (HPLC). Poprvé
byla navrhnuta k identifikaci v roce 1985. Touto metodou lze identifikovat pomalu
rostouci netuberkuldézni mykobakterie, jako jsou MAC a M. kansasii. Metoda je pfi
presné identifikaci rychle rostoucich NTM méné konkrétni. HPLC ma nizkou rozliSovaci
schopnost identifikovat blizce pfibuzné druhy pomalu rostoucich mykobakterii a rychle
rostoucich mykobakterii. Stejn¢ jako biochemické testy se ani metoda HPLC v dnesni

dobé uz pro identifikaci NTM nepouziva. (Forbes, 2018; Sharma, 2020)

5.7.4.3 Molekuldarné genetické metody

Dnes jiz rutiné vyuzivanou molekularné genetickou metodou je polymerdzova
fetézova reakce (PCR). Touto metodou dojde k amplifikaci vzorku a nésledné je vzorek

analyzovéan. V ptipad¢ analyzy NTM se provadi PCR-RFLP, polymerazova fetézova
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reakce — analyza polymorfismu restrikénich fragmentt, pfi které dojde k analyze vzort
pasti omezenych fragmentd genu Asp65. Tyto fragmenty jsou specifické pro jednotlivé
druhy netuberkul6znich mykobakterii. Nevyhodou je ¢asova nadro¢nost, omezeni analyzy
na malou ¢ast genomu a potieba Skoleného personal. Nékteré druhy NTM mohou sdilet
identické¢ vzory RFLP, tudiz nelze metodu vyuzit na definitivni identifikaci druht.
(Sharma, 2020)

Molekularni techniky pouzivané k identifikaci mykobakterii zahrnuji piimou
hybridizaci pomoci sond a techniky zaloZzené na sekvenovani DNA nebo RNA.
Nejcastéjsim cilem pii identifikaci sondou je rRNA, a to hlavné kviili jejimu vysokému
poctu kopii v bakteriich. Velké mnozstvi kopii zvysuje citlivost detekce, a tim 1 u¢innost
metody. Komeréné dostupné sondy jsou pro M. avium, M. intracellulare, M. gordonae,
M. kansasii a MAC. Metody zalozené na sondach jsou draZsi nez jiné metody, maji ovSem
zvySenou piesnost a jsou rychleji proveditelné v porovnani napf. s kultivaci. Nebezpecim
jsou falesn¢ pozitivni a faleSné negativni vysledky, ke kterym mize dojit kvili
pripadnému vyskytu polymorfismti. Polymorfismy mohou brénit spravnému napojeni
sond. Dalsim diivodem fale$né pozitivnich a negativnich vysledkl je mozna ptibuznost
sekvenci mezi jednotlivymi druhy NTM. Velkou nevyhodou je i omezeny pocet

komer¢nich sond. (Forbes, 2018)

V soucasnosti je nejvice uznavanou metodou vyuzivanou k identifikaci druhi a
poddruhti netuberkuldznich mykobakterii sekvenovani DNA. Pred identifikaci zkoumané
mykobakterie je potfeba provést jeji kultivaci. K identifikaci NTM podle ptitomné
sekvence se nejcastéji vyuziva gen 16S rRNA, ale je mozné vyuzit i genl jinych, napf.
rpoB a hsp65. Nejcastéji vyuzivany gen 16S rRNA koduje vysoce konzervovanou rRNA
spojenou s malou podjednotkou ribozomu a je ¢asto pouzivany pro identifikaci druhi a
taxonomii. Ve vyzkumu jsou k dispozici komeréné dostupné soupravy pro sekvenovani
16S rRNA, ale vétSina klinickych laboratofi pouziva protokoly vyvinuté v laboratofi.
Nékteré¢ druhy mykobakterii nelze rozeznat sekvenovanim genu 16S rRNA, a proto se
vyuzivaji geny jiné. Mezi takto nerozliSitelné mykobakterie se fadi M. avium, M.
chelonae, M. abscessus, M. kansasii, M. gastri, M. marinum, M. ulcerans, M.
senegalense, M. conceptionense, M. farcinogenes, M. houstonense, M. murale, M.
tokaiense, M. mucogenicum, M. phocaicum, M. malmoense, M. szulgai, M. peregrinum,

M. septicum, M porcinum a M. fortuitum. (Forbes, 2018)
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Metodou cileného sekvenovani jednoho genu lze identifikovat ptiblizny pocet
druhtt NTM ve vzorku, ale nemusi dojit k rozliSeni jednotlivych druhti majicich blizkou
genetickou podobnost. Upiednostiiovana je typizace sekvenci vice lokusu, jelikoz touto
metodou je sekvenovano veétsi mnozstvi konzervovanych genti a diky analyze vétsiho
mnozstvi gentl jsou druhy NTM identifikovany pfesnéji. Vzhledem k nakladnosti metody
a potteb¢ odborného persondlu, nebyva metoda sekvenovani DNA k dispozici v rutinnich

laboratofich. (Sharma, 2020)

5.7.4.4 Hmotnosti spektrometrie

Zpusobem, jak identifikovat jednotlivé druhy netuberkul6zni mykobakterii, je
pomoci metody MALDI — TOF MS (Matrix-assisted laser desorption ionization-time of
flight mass spectrometry). Jednd se o rychlou a efektivni metodu, diky které jsme schopni
identifikovat o jakou bakterii, plisen, kvasinku ¢i houbu, se jedna. Hlavni vyhodou je
vysoka presnost a aplikovatelnost na velké mnozstvi mikroorganismii. Z ekonomického
hlediska se jedna o méné nakladné vySetfeni, pofizovaci cena stroje je ale vysSsi.
Technikou MALDI — TOF je mozZno identifikovat pfiblizn¢ sto Sedesat druhit NTM.
Stejné jako jiné techniky, ani tato nesvede od sebe rozlisit uzce ptibuzné druhy NTM.

(Martin, 2017; Jurinke, 2004; Sharma, 2020)

Vzorek mykobakterii, odebrany z kultivacni pidy, se na rozdil od jinych bakterii
nejdiive kvuli snizeni rizika nadkazy inaktivuje. Poté je potieba pomoci rtiznych ¢inidel
narusit shluky mykobakterii, rozbit bunénou sténu a extrahovat bunécné proteiny pred
provedenim MALDI — TOF. Dlvodem téchto pfiprav je voskovitd hydrofobni buné¢na
sténa mykobakterii. Po pfiprave se vzorek nanese na pracovni desticku, pfida se matrice
a nechaji se spolecn¢ zaschnout. Na jednotliva okénka desticky pulzuje nanosekundovy
laserovy paprsek z hmotnostniho spektrometru MALDI — TOF. Schéma fungovani
MALDI — TOF je zndzornéno na obr. 13. Po ozafeni dojde k odpafovani a ionizaci
proteinovych molekul, které jsou silou elektrostatického pole vtahovany do vakuové
letové trubice. lonty, na zaklad¢ jejich poméru hmoty k ndboji, cestuji trubici riiznou
rychlosti. Doba, jakou jednotlivé ionty leti trubici, se méii a nasledné je piepocitana na

pomeér molekulové hmotnosti a ndboje. (Martin, 2017; Jurinke, 2004; Sharma, 2020)
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Obrazek 13 - Schéma fungoviani MALDI-TOF (zdroj: Martin, 2017)

Vystupem méteni jsou hmotnostni spektra (viz obr. 14). Na spektru byva 100-200
vrcholll, které predstavuji ribozomalni proteiny, proteiny vézajici nukleové kyseliny a
proteiny tepelotniho Soku. Spektra ziskand analyzou jsou pro velky pocet
mikroorganisma druhové specifickd a lze je vyuZit pro identifikaci bakterie. Jednotliva
spektra jsou porovnavana s databazi, ve které jsou uloZzena referencni hmotnostni spektra
identifikator pro jednotlivé kmeny mikroorganismi ziskand opakovanou analyzou

referen¢nich kment. (Martin, 2017; Jurinke, 2004; Sharma, 2020)

I
, ] 2081 | 333 3378 M. abse subsp. abscessus
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2081 353 3463/ abse subsp. bolletii
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YU, 1 SERPIPTARU FREPY. ORI Yoy SO i o VPRSI YL Y LTPY P L R P LI W W I TSP P LW
jﬁa 3370 M. abse subsp. massiliense

Da’
m/z
Obrazek 14 - Spektralni profily MALDI — TOF a charakteristické piky pro kaZdy ze tii
poddruhit M. abscessus.
Piesnd analyza pomoci softwaru ClinProTool zvyraznila pét diskriminacnich piki (m/z 2081,
3123, 3378, 3463, a 3378).
(zdroj: Fangous, 2014)
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V piipad¢ identifikace mykobakterii se jako zpiisob urychleni metody da vyuzit
analyza mykobakterii kultivovanych v tekuté ptidé. Tento proces zahrnuje rizika jako je
pfitomnost proteini v samotném médiu, které mohou ovlivnit spektrum, nutnost
nacasovani analyzy MALDI — TOF na moment, kdy je dosazeno dostatecné¢ho ristu
mykobakterii. Pti analyze mykobakterii z kapalné pudy je potieba provést soubézné pro
potvrzeni vysledku hmotnosti spektrometrii  vzorku zpevného média napf.

Lowensteinovy-Jensenovy pudy. (Martin, 2017; Jurinke, 2004; Sharma, 2020)

5.7.5 Testovani citlivosti

Po klinické identifikaci netuberkul6zni mykobakterie je tfeba vyhodnotit
spravnou 1é¢bu a vyloucit ptipadnou rezistenci na podavana antibiotika. V ptipade, ze
pacient i po tfimésic¢ni 1€¢b¢ vychazi pozitivné v kultivaci, mikroskopii a dalSich testech,
je tieba provést vysetieni na citlivost znovu. Toto testovani je kontroverzni kviili rozporu
mezi citlivosti in vitro a reakci na 1é€bu. Nejdiive se zjistuje, zda je zkoumany kmen
citlivy na zakladni antituberkulotika — INH (isoniazid, isonikotinylhydrazid), RIF
(rifampicin), EMB (ethambutol), PZA (pyrazinamid), STM (streptomycin). V piipadé
polyrezistence se testuji dal$i antibakteridlni latky jako jsou fluorochinolony (napf.
ofloxacin, ciprofloxacin (CIP)), rifabutin, ethionamid, klaritromycin, aminoglykosidy
(kanamycin, amikacin), kapreomycin, klofazimin a cykloserin. Stejné latky jsou
testované v piipad€ stanoveni rezistence u M. tuberculosis. Pti stanovovani citlivosti

NTM mohou byt pouZity i dalsi antituberkulotika. (Amlerova, 2014)

5.7.5.1 Proporcni metoda dle Canettiho

Touto metodou se stanovuje nejcastéji citlivost na zdkladnich pét antituberkulotik
(INH, RIF, EMB, PZA, STM). Metoda je zalozena na principu porovnavani rastu
mykobakterii na Lowenstein-Jensenovych vaje¢nych padach. V ptadach jsou tzv. kritické
koncentrace antituberkulotik, coZ jsou nejnizsi koncentrace latek, které maji schopnost
inhibovat kmeny, které nikdy nebyly v kontaktu s antituberkulotikem. Soucasné ale
neinhibuje izolaty od pacienti, kteti se klinicky nelep$i po nasazeni 1écby. Pii testu je
vzdy provedena negativni kontrola na piid¢ bez pfitomnosti 1é¢iva. Odecet se provadi po
3—4 tydnech inkubace, piipadné se doba kultivace odviji podle ristu bakterie na kontrolni

pudé bez 1ékt. Teplota, pti které se kultivuje, je uzpisobena pozadavkim jednotlivych
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NTM napi. M. avium pti 42 °C, M. marinum a M. chelonae pfti teploté 28-30 °C, M.
xenopi pii 45°C.

K dispozici jsou na provedeni testu komercné vyrabéné soupravy s jiz nafedénou
kritickou koncentraci 1éki. Tato koncentrace je: INH - 0,2 mg/l, RIF - 40 mg/l, STM - 4
mg/l, EMB — 2 mg/l, PZA - 400 mg/l. Z dal$ich antibiotik jsou testované kanamycin —
20 mg/l, cykloserin - 40 mg/l, kapreomycin - 40 mg/l a ethionamid - 40 mg/1.

Vysledné hodnoty testu se odrdzi od tzv. kritické proporce (x %). Kriticka
proporce rezistentnich zarodk je 1 %. V ptipadé, ze je vice nez 1 % populace bakterii
pii in vitro testovani vii¢i 1éku odolné, je mensi pravdépodobnost, Ze klinickd 1é¢ba timto
1é¢ivem bude uspésna. V ptipadé, ze je hodnota x % mensi nebo se rovné 1, hodnoti se
kmen jako citlivy. Pokud je hodnota x % vé&tsi nez 1, je kmen hodnoceny jako rezistentni.
V ptipadé nedostateéného riistu inokula je potieba test znovu zopakovat. Nedostatecny
rust se pozna podle poctu kolonii v nejvétsim ockovaném inokulu. Pocet kolonii by mél
byt vétsi nez 20 kolonii. Testovani by se v tomto ptipadé mélo provést s vétsim inokulem.

Vysledky testovani na 1ékovou citlivost jsou patrné na obr. €. 15. (Amlerova, 2014)

VNM7 VNM33

Obrazek 15 - Vysledky testovani na Iékovou citlivost
VNM7: izoldat M. tuberculosis rezistentni na INH. VNM33: izoldat M. tuberculosis rezistentni
na INH, RIF, STM. Fotografie 7 11. dne kultivace. V Fadé A se nachazi pozitivni kontroly
s M. tuberculosis v nariistu 10° CFU/ml a s 10° CFU/ml.
(zdroj: Nguyen, 2015)
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5.7.5.2 Kvantitativni difuzni a kvalitativni diluéni metody

Odolnost bakterii vii¢i bézné¢ pouzivanym antibiotikiim a stale Castéji selhavajici
1écba infekci, vyzaduj presné zjisténi ucinnosti léku na mikroorganismus. Jednim
z divodl rostouciho poctu rezistentnich kmenii je naduzivani nebo Spatné pouzivani
ATB. Pro zjisténi u€innosti ATB na zkoumanou bakterii se vyuzivaji bud’ kvalitativni,

difuzni metody nebo kvantitativni, dilu¢ni metody. (Kowalska — Krochmal, 2021)

Nejpouzivangj$i metodou kvalitativniho stanoveni G¢innosti antibiotik je diskovy
difazni test. Metodou nelze méfit stupen citlivosti, pouze zjist'uje, zda je nebo neni dany
kmen citlivy. Tato metoda je zaloZena na principu umisténi disku napusténém ATB na
pfedem naockovany agar. Antibiotikum pfi inkubaci difunduje do okoli. Rezistence nebo
citlivost zkoumaného kmene k ATB se pozna podle vznikajici inhibi¢ni zony kolem disku
na agaru. Pokud je vznikl4 inhibi¢ni zéna vétsi, nez stanovend hranice znamena to, Ze
antibiotikum bude v 1é¢bé uspésné. PakliZe je vznikla inhibi¢ni zona mensi, kmen je proti
testovanému ATB rezistentni a je vylouCena jeho ucinnost. Vysledek se porovnava
s tabulkovymi standardy naptiklad s NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards). Hodnoty v tabulkdch jsou uvedené takové, aby praméry
inhibi¢nich z6n odpovidali break-pointlim, tj. hrani¢ni koncentraci zkoumaného ATB,
ktera v t&le pacienta bude 1é¢ebné u¢inna. (Bednaf, 1996; Ustav laboratorni diagnostiky,

2021)

Kvantitativni, dilu¢ni metody jsou provadény v agaru na Petriho miskach nebo v
bujonu ve zkumavkéach nebo v mikrotitracnich destickach. Prvni dvé metody provadéné
v Petriho miskach na agaru a ve zkumavkach v bujonu jsou pouzivany predevSim ve
vyzkumnych laboratofich, a to hlavné kviili své financni naro¢nosti a nemoznosti
aplikovat na velky pocet vzorkl. Metoda stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci
(MIC) ziistava zlatym standardem pro urc€eni citlivosti netuberkul6znich mykobakterii na
antituberkulotika. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) je definovana jako nejniz$i
koncentrace antimikrobidlni latky, kterd inhibuje viditelny rst mikroorganismu. Tyto
metody se také oznacuji jako kvantitativni testy citlivosti, protoze vysledky jsou
vyjadfeny Ciseln€é. Kvantitativni vysledky lze pievést na kvalitativni — citlivé

mykobakterie, sttedné citlivé a rezistentni. (Murray, 2015; Wikler, 2006)

Testovani na mikrotitraénich destic¢kach je provadéno ve vétSiné klinickych

laboratotich zcela rutinn€. Testy provadény na téchto destickach jsou v dnesni dobé jiz
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pln¢ automatizované. K dostani jsou desticky s riznymi kombinacemi ATB jiz od
vyrobce a lze je i kombinovat s biochemickymi testy pro soucasnou identifikaci bakterie.
ATB pritomna v jednotlivych jamkéach jsou v suchém stavu coz prodluzuje jejich

zivotnost. (Murray, 2015; Wikler, 2006)

5.8 Rezistence

5.8.1 Buné¢na sténa, poriny a efluxni pumpy

Velkou roli v rezistenci mykobakterii na podavana lé¢iva ma bunétna sténa
bakterie, ktera je silné hydrofobni a neproniknutelnd. Pro udrzeni vlastnosti stény a
rezistentniho fenotypu je dilezitych nékolik genl a proteind. Mezi tyto struktury patii
protein kindza G, whiB7, mtrAB, fbpA a asnB v Mycobacterium smegmatis, které slouZzi
jako modelovy organismus pro rod Mycobacterium (viz obr. 16). V piipad¢é naruSeni
funkénosti téchto gend by doslo k redukci hydrofobicity bunécné stény a ke zvySeni
citlivosti na lipofilni antibiotika vcetn¢ rifampicinu, makrolidl, ciprofloxacinu,

vankomycinu, imipenemu a penicilind. (Pereira, 2020; Van Ingen, 2012; T 2020)

Molekuly jsou do mykobakterie casteCné transportovany pomoci porind.
Ptikladem je porin mspA u Mycobacterium smegmatis, ktery byl rozséhle studovan a jeho
aktivita pfimo ovliviiuje nadchylnost k malym hydrofilnim molekuldm antibiotik (viz obr.
16). Mezi tyto molekuly se fadi norfloxacin, chloramfenikol a B-laktamova antibiotika,
ale také hydrofobni vankomycin, erytromycin a rifampicin. (Pereira, 2020; Van

Ingen, 2012)

Kromé silné bunécéné stény a porinli maji NTM také efluxni pumpy, které brani
akumulaci 1éka uvnitt bakterie. Efluxni pumpy se fadi do péti nadrodin, jmenovit¢ MFS
— Major Facilitator Superfamily, ABC — ATP - Binding-Cassette (ATP —
adenosintrifosfat), SMR — small multidrug resistance, RND — Resistance Nodulation cell
Division a MATE — Multidrug And Toxic compound Extrusion. Kazda z téchto nadrodin
ma svij vlastni mechanismus ucinku a princip na zékladé¢ kterého funguji. V MAC jsou
nadrodiny ABC a MFS spojené¢ s rezistenci na makrolidy, u M. abscessus mohou efluxni
pumpy RND za rezistenci na klofazimin a bedachilin. Nadmérna exprese pump MFS u
M. abscessus miize za rezistenci vici klaritromycinu. Nejlépe popsané efluxni pumpy u

NTM jsou tap, tetV, lfrA a efpA (viz obr. 16). (Pereira, 2020; Van Ingen, 2012)
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5.8.2 Biotransformace uvniti bakterie

Biotransformace antimikrobidlnich latek mykobakteriemi byla popsana pro
peniciliny, chinolony, aminoglykosidy a rifampicin. Pfi 1é€bé mykobakteriéoz se nikdy
nepouziva penicilin z divodu pfitomnosti [B-laktaméz ve vSech mykobakteriich.

(Van Ingen, 2012)

Jeden ze zptisobu biotransformace je acetylace a nitrosace norfloxacinu a
ciprofloxacinu. Po acetylaci a nitrosaci dojde k tvorbé molekul, které maji az tisickrat

nizsi antimykobakteridlni aktivitu. (Van Ingen, 2012)

Citlivost na aminoglykosidy je ovlivnéna tfemi amidoglykosidy modifikujimi
tfidami enzymli — aminoglykosid O-nukleotidyltransferazy, aminoglykosid O-
fosfotransferazy a aminoglykosid N-acetyltransferazy. U mykobakterii byl potvrzen
vyskyt aminoglykosid O — fosfotransferazy a aminoglykosid N-acetyltransferazy.
Fosfotransferaza zabranuje spravnym uéinkim streptomycinu u M. fortuitum a u M.
abscessus. N-acetyltransferaza byla identifikovana ve vétSim mnozstvi mykobakterii
napi. M. tuberculosis komplex, M. kansasii, M. smegmatis atd. S nejvétsi
pravdépodobnosti maji tyto aminoglykosidy konvertujici enzymy na svédomi rezistenci
vici klinicky poddvanému amikacinu, ovSem ne u vSech mykobakterii byl tento jev
potvrzen. Podobnost enzymtl mezi jednotlivymi mykobakteriemi poukazuje na moznost,

ze byly ziskané horizontalnim genovym ptfenosem. (Pereira, 2020; Van Ingen, 2012)

5.8.3 Indukovana rezistence

Neznaméjsi indukovand rezistence u mykobakterii je skupina genit erm
(erythromycin resistance methylase) (viz obr. 16). Erm geny maji schopnost methylovat
23S rRNA, ¢imz dojde k navazani mono- nebo dimethylové skupiny a sniZeni vazby
antibiotik na ribozomy. V zavislosti na poc¢tu pfipojenych skupin se rozlisuji dva fenotypy
genl. Prvnim je vysoka odolnost vici linkosamidiim a nizkd az mirné rezistence na

makrolidy a streptogramin B. (Pereira, 2020; Van Ingen, 2012)

Druhym fenotypem je vysokd odolnost vici linkosamidim, makrolidim a
streptograminu B. Tyto methylazy byly popsany u rychle rostoucich NTM napt. M.
abscessus a M. fortuitum, také u M. tuberculosis. Sekvenovanim téchto gend se zabyva
n¢kolik studii a ptedpoklada se, ze na jeho zédklad¢ bude mozno ptredpoveédet citlivost na

ATB. S polymorfizmem v genu 23S rRNA jsou spojené i klinicky ziskana rezistence na
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makrolidy u nékolika mykobakterii (M. avium, M. intracellulare, M. abscessus, M.

chelonae) anebo s genem embB u M. smegmatis. (Pereira, 2020; Van Ingen, 2012)

Eflusnd pumpy Poriny
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Obrazek 16 - Piehled mykobakteridlni bunécné stény a determinant rezistence.
(zdroj: Van Ingen, 2012)

5.9 Terapie

V ptipadé¢ 1écby mykobakteridz zpisobenych NTM neexistuji standardizované
1é¢ebné postupy a k 1é¢be se musi pristupovat individudlné. LéCbu je tieba uzpisobit
z dlivodl velkého mnoZzstvi a rlznych vlastnosti mykobakteridlnich kmend s Castou
rezistenci na nékterd nebo vSechna zdkladni antituberkulotika. Samotn4 1é¢ba po ndkaze
netuberkuldézni mykobakterii je extrémné dlouhd, obtizna, a i ptes pieléceni je vysoké
riziko relapsu. Kviili obtiznosti 1écby se hledé alternativni zptisob a bylo provedeno jiz
nékolik studii na 1é¢bu pomoci bakteriofagl, chelatorti Zeleza nebo terapii zaméfenou na

upravu imunity nemocného hostitele. (Bednat, 1996; Pereira, 2020)

Predtim, nez bude zahajena lécba, je tieba provést testy na citlivost k antibiotikiim
¢i antituberkulotikim. Na rozdil od 1é¢by tuberkuldzy je pifi ur€eni rezistence na
zkoumanou latku u NTM bran mensi zfetel. Casto se stava, ze léCiva pii 16¢bé
mykobakteridz zpisobenych atypickymi mykobakteriemi funguji jinak in vitro, nez in

vivo. (Bednar, 1996; Pereira, 2020)
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Pti zahéjeni 1écby se nejdiive nasadi v kombinaci zakladni antituberkulotika RIF,
INH, EMB, STM, na kter¢ jsou cilené testy citlivosti. K vysledkiim testl na rezistenci se
piihlizi pouze v ptipad¢€, Ze nasazend 1éCba ani po tfech mésicich neni ispésna. V tom
piipadé se pfi nezménéném stavu pacienta nasadi takzvané nahradni 1éky, piipadné
kombinace 1¢ékti ze zikladni tady sléky nahradnimi. Léky vyuzivané na 1écbu
mykobakteriéoz jsou derivaty rifampicinu: rifabutin a rifapentin, fluorochinolony:
ofloxacin, ciprofloxacin, né¢kterd z antituberkulotik druhé fady: ethionamid, cykloserin a
kanamycin, a antibiotika: erytromycin, amikacin, cefalosporin, pfip. antileprotické

preparaty: klofazimin, sulfonamidy. (Bednat, 1996)

Vétsina pomalu rostoucich mykobakterii je pfi in vitro testovani rezistentni vici
velkému mnozstvi antituberkulotik. OvSem pokud se nakombinuji, byva 1écba spésna.
U pulmonélnich onemocnéni zpisobenych napt. M. avium komplex, M. xenopi, M.
kansasii a M. malmoense byla na zékladé nékolika kontrolovanych studii prokazana
efektivni 1écba pomoci rifampicinu a ethambutolu v kombinaci s klaritromycinem nebo
ciprofloxacinem. Takto nasazena IéCba trva po dobu dvou let a v ptipadé, Ze po roce neni
uspésna a nedochazi ke zlepSeni zdravotniho stavu pacienta, dojde k upravé skladby 1é¢iv.

(Forbes, 2018; Greenwood, 1999)

Prognosticky nejzavaznéj$i jsou nemoci zpusobené Mycobacterium avium. Je
tomu tak hlavné kviili Casté rezistenci na vétSinu zékladnich antituberkulotik a v ptipadé
pouziti ndhradnich 1€kt dojde v 50 % ptipadi k recidivé. Délka 1é¢by je az 2 roky. Pokud
se jedna o onemocnéni mimoplicni, pfichdzi c¢asto v uvahu moznost kompletni
chirurgické resekce. Tento zpiisob 1écby byva bran v potaz hlavné u koZnich 1ézi a
lymfadenopatii. Lécba je naro€na i vzhledem k velké zatéZi na jatra a ledviny pacienta.
Vzhledem k narocnosti 1écby je tieba, aby na ni dohliZzel pneumolog. (Bednat, 1996;

Losse, 2019)

Plicni 1 mimoplicni onemocnéni zplsobené rychle rostoucimi mykobakteriemi
byva uspésné 1éceno riznou kombinaci erytromycinu, novejSimi makrolidy, sulfonamidy,
trimetoprimem, amikacinem, gentamicinem, imipenem, rozSifenym spektrem
cefalosporint a fluorochinolonti. Do této skupiny patii M. abscessus, M. chelonae, M.
Sfortuitum a M. peregrinum. Pii keratitidé zptisobené M. chelonae pomérné ¢asto dochazi
k relapsu a poté je tfeba operativné odstranit postizenou tkan. (Forbes, 2018;

Greenwood, 1999)
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V piipadé¢ onemocnéni zplusobené¢ho M. marinum se vétSinou i1 pies lécbu
ptistoupi k operativnimu feSeni, a to hlavné v ptipad¢, pronikne-li mykobakterie do $lach
a kloubti. Lécba I1€ky spociva v podani klaritromycinu ve spojeni s EMB piipadné 1 s RIF.

(Forbes, 2018; Greenwood, 1999)

V porovnani s tim je 1éCba tuberkul6zy cilena a detailn€ popsand. Lécebné rezimy
jsou rozdélené¢ na 2 faze: inicidlni a pokracovaci. Prvni, inicidlni faze, probihd pod
dohledem Iékati v Gistavu a druhd, pokracovaci faze, je fazi ambulantni. Celd 1é¢ba mtze
probihat ve tfech rtiznych rezimech — kratkodoby, zkradceny nebo 12meésic¢ni. Kazdy
ztéchto rezimi ma dané piesné slozeni antituberkulotik jak v inicidlni, tak 1
v pokracovaci fazi a jednotlivé kroky jsou detailn¢ popsany a prostudovany.

(Bednat, 1996)

5.9.1 Nové terapeutické latky

Vzhledem k rostouci incidenci nemoci zplisobenych NTM je stale vétsi snaha
nalézt nové a G€inngjsi 1€ky. Z 1éCiv posledni doby, které vykazuji nejvétsi potencial, je
telacebec. Jednd se o novy antituberkulozni 1€k vyvinuty korejskou spolecnosti Qurient.
Tento 1ék prokazal extrémné silnou aktivitu proti Mycobacterium ulcerans ve studiich na
zvitatech. Pti vyzkumu doSlo ke zkraceni doby 1écby z 8 tydnii na 2 tydny. V lednu 2021
americky Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv udélil telacebecu oznadeni ,,orphan drug
designation® (ODD). Nyni se planuje klinickd studie k vyhodnoceni uc¢inku Iéku u
pacientt s viedem Buruli. (WHO, 2021)

Dal$im potencidlnim 1éCivem, které¢ je ve vyvoji, je SPR720. Jednd se o
antibiotikum, které vykazuje velky potencial pti klinickych studiich. V ptipad¢, Ze by
doslo ke schvéleni, jednalo by se o prvni antibiotikum cilené na plicni onemocnéni
zptisobené NTM a zarovenn na lécbu tuberkuldézy. SPR720 patti do nové skupiny
antibakterialnich latek, které cili na enzymy nezbytné pro replikaci bakteridlni DNA.

(Spero, 2021)

Lécivem, které se také v soucasné dobé pouziva na 1écbu tuberkuldzy, je
bedachilin. Spada do kategorie diarylchinolinovych antibiotik. Metabolismus ucinku je
zaloZen na inhibici protonové pumpy mykobakteridlni ATP syntazy, ¢imZz dochazi ke
sniZzeni produkce ATP. Prestoze je ucinek proti NTM mensi nez proti M. tuberculosis,

vykazuje v in vitro studiich bakteriostatickou aktivitu hlavné proti MAC a M. abscessus
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komplex. Pfi testech s tradi¢né uzivanymi ATB na 1é€bu onemocnéni zptisobeného NTM
jako je napt. klofazimin nedoSlo k zddnému antagonismu ani synergismu. Naopak
kombinace bedachininu a klofaziminu zptisobila prodlouzeni bakteriostatického ucinku.

(Laudone, 2021)

Eravacyklin je nové fluorocyklinové antibiotikum, které se fadi mezi tetracykliny.
Vaze se na 30S ribozomalni podjednotku, které brani zaclenéni aminokyselinovych
zbytkti do peptidovych fetézcii a naruSuje syntézu bakterialnich proteind. V soucasné
dob¢ se 1é¢ivo vyuziva pro 1écbu komplikované biisni infekce zplisobené bakteriemi z
Celedi Enterobacteriaceae nebo Acinetobacter spp. V nékolika malo studiich byl
prokazan inhibi¢ni ucinek 1éku, pro zjisténi jeho skutecného potencialu je tieba provést

mnohem vétsi pocet studii. (Laudone, 2021)

Na obrazku nize je uvedeny vypis 1éCiv, které jsou a byly ve vyvoji pro 1é¢bu
plicniho onemocnéni zpisobeného NTM. Léky ve fazi ,I-IV* pochazi z webu
ClinicalTrials.gov (https://clinicaltrials.gov). Zkratky: M. abs = Mycobacterium
abscessus; MAC = Mycobacterium avium komplex; PD = plicni nemoc; CF = cysticka
fibréza; FAS-II = syntdza mastné kyseliny typu II; NDH-2 = NADH-chinon
oxidoreduktaza typu II. (Wu, 2018)

Discovery Phase l/ll Phase Il Phase IV
LCB01-0371 Clofazimine* Clofazimine Liposomal amikacin Linezolid
target 505 nbosome target NDH-2 target NDH-2 for inhsistion LAl target 50S ribosome
for M for M. abs for M awium PD target 305 ribosome for NTM disease
for refractory MAC PD
PIPD1 Tedizolid® Lipesomal amikacin
- target MmplL3 - target 50S ribosome for inhalation (LAI) Clarithromycin vs
- for M. abs for NTM target 305 ribosome azithromycin

for M. abs PD target 505 ribosome

Indole-2-carboxamides Bedaquiline* for MAC PD
o Nitric Oxide

target Mmpl.3 tar
- for M abs f Clarithromycin vs

moxifloxacin

Thiacetazone p-lactams with target DNA
derivatives avibactam* for M. xenopi
target FAS- target penicilin-binding
dehydratase protein
- for M. avium and M. abs - for M. abs and M. avium
a
Rifabutin® (gNO} Mechanism of action
target RNA polymerase Nce fense :
rcrg-.a : el oo Inhibition of cell wall synthesis

Inhibition of protein synthesis

Inhibition of nucleic acid synthesis

Novoleris Other mechanisms

Obrazek 17 - Léciva v riiznych fazich klinického vyzkumu urcend pro lécbu plicniho
onemocnéni zpiisobeného NTM
(zdroj: Wu, 2018)
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Mikrodilucni bujonova metoda

Dilu¢ni metody lze provadét ve dvou moznych provedenich. Prvnim z nich je
makrodiluéni metoda, ktera se provadi ve zkumavkach s testovanym objemem vét§im nez
I ml. Druhou moZznosti provedeni je mikrodilucni metoda, kterd je provadéna
v mikrotitranich destickach. V praxi se vyuziva pro snadnéjsi pifipravu a provedeni
mikrodiluéni bujénova metoda. Pro riist mykobakterie v jamce i zkumavce se pouziva
bujon Middlebrook 7H9 s glycerolem a OADC suplementem. (EUCAST, 2019; Melter,
2014; Ustav laboratorni diagnostiky, 2021)

Pti stanoveni MIC pomoci mikrodilu¢ni bujonové metody je vyuzivano dvojkové
fedéni zkoumaného ATB. Principem je, ze se vzdy v nasledujici jamce fedi koncentrace
na polovicni, naptiklad 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,1, 1,5, 0,75 atd. pg/ml. Kazdé fedéni se
zaoCkuje standardizovanou koncentraci zkoumané mykobakterie a po inkubacni dobé
dojde k ode¢tu. Odectem se stanovuje minimalni inhibi¢ni koncentrace, kterd vyjadiuje
citlivost bakterie viici ATB. Odecita se prvni jamka s inhibovanym rlstem bakterie.
Mikroorganismus je oznaovan dle The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) jako citlivy, rezistentni nebo intermedidrné rezistentni
k ATB na zéklad¢ hodnoty breakpointu (mg/l). Hodnoty breakpointu jsou uréovany podle
mezinarodnich organizaci pro standardizaci Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) a EUCAST. (Urbaskova, Zemli¢kova, Hrabak, 2010; Murray, 2015; Wikler,
2006)

Mikrotitracni desticka, ve které probiha testovani, se skldda z dvandacti sloupcti a
osmi fad, celkem devadesat Sest jamek. Pfi testovani je tieba mit v desti¢ce pfitomnou
pozitivni a negativni kontrolu. Pozitivni kontrola slouZi k potvrzeni spravného rhstu
mikroorganismu, kdezto negativni kontrola, ktera obsahuje pouze bujon, odhali

pfipadnou kontaminaci. Ostatni jamky jsou vyuzity pro samotné testovani.
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6.2 Testovaci kmeny

6.2.1 Mycobacterium aurum

Mycobacterium aurum bylo poprvé popsano jako novy druh v roce 1966. Jedna
se o acidorezistentni, v ptirod¢ se vyskytujici mykobakterii, kterd se dle Runyona fadi do
ctvrté kategorie netuberkuldznich mykobakterii. Tato rychle rostouci mykobakterie roste
v oranzovo — zlutych koloniich. Bunécéna sténa M. aurum obsahuje mykolové kyseliny,
které jsou analogické s témi u M. tuberculosis. Zaroven u téchto dvou mykobakterii

existuje velka podobnost mezi citlivosti na antituberkulotika.

Diky rychlému rastu a nizké patogenité je proto M. aurum pouzivano ve studiich
antimikrobidlni aktivity antituberkulotik jako nahrada za M. tuberculosis. Zarovei ma M.
aurum schopnost prezit v makrofazich, narozdil od naptiklad Mycobacterium smegmatis.
Z tohoto ditvodu byva pouzivéno i pro screening priniku 1é¢iv do bunky. Toto umoziiuje
dale zkoumat schopnost 1é¢iva pronikat pfes bunééné membrany a zjistit stabilitu 1éCiv
uvniti buniky. Ve vétSiné ptipadi neni M. aurum pro ¢lovéka patogenni, ovsem pokud
dojde ke snizeni imunity mtze dojit k rozvoji onemocnéni (Phelan, 2015; Tsukamura,

1966).

Obrazek 18 - Rist M. aurum DSM 43999 na agaru Middlebrook 7H10.
(zdroj: DSMZ)
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6.2.2 Mycobacterium smegmatis

Mycobacterium smegmatis je acidorezistentni, rychle rostouci, aerobni
saprofyticka bakterie. Ve velkém mnozstvi se vyskytuje v okolnim prostiedi,
v laboratofich a mize byt izolovana v kontaminovanych vzorcich. U zdravych jedinct
nepiedstavuje M. smegmatis zdravotni riziko, ovSem u imunosuprimovanych pacientil

bylo popsano nékolik ptipadii ndkazy. (Solovic, 2018)

M. smegmatis neni schopno vstoupit do epitelidlnich bunék, nepteziva
v profesiondlnich fagocytech a nema zadnou z dalSich patogennich vlastnosti M.
tuberculosis. Z téchto diivoda byla ignorovana pro studium patogenity. Pro sviij rychly
rust, nepatogenitu a genetickou vybavu je vhodnou mykobakterii na studium obecnych
vlastnosti mykobakterii. Bylo napft. zjisténo, ze M. smegmatis ma dvanact z devatenacti
virulentnich gend spoleénych s M. tuberculosis. Nékteré z téchto genl byly ptivodné
popsany jen u M. tuberculosis. Na zaklad€ genového sekvenovani bylo zjisténo, Ze se

nejspiSe jednd o geny celého rodu. (Reyrat, 2001)

Obrazek 19 - Riist M. smegmatis na TSY agaru.
(zdroj: Science Prof online)
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6.2.3 Mycobacterium tuberculosis H37Ra

Mycobacterium tuberculosis je nejznaméjsi patogenni mykobakterii. Jedné se o
acidorezistentni, aerobni bakterii, kterd ma ve své bunécné sténé velké mnozstvi lipidii.
Tuberkuléza je onemocnéni ohrozujici kazdy rok 1/3 lidské populace s 10 miliony
novych ptipadi. Divodem, proc je z velké ¢asti GspéSna jako patogen, je jeji schopnost
pretrvavat v latentni formé roky nebo dokonce desetileti se soucasnou absenci ptiznaki.

(Fitzgerald, 2015; WHO, 2020)

M. thbc H37Ra je jednou znejcastéji pouzivanych kontrol pro identifikaci
M. tuberculosis v klinické laboratofi. Zaroven je zdrojem fale$né€ pozitivnich vysledkl na
ptitomnost M. tuberculosis v disledku kiizové kontaminace. Vysoce oslabené kmeny
H37Ra, jsou pfi testovani pouzité, kvuli své nizsi patogenité. Byly ziskany sériovym
pasazovanim klinického izolatu H37 laboratornim médiem. K odliSeni H37Ra a klinicky
izolované M. tuberculosis se vyuziva genotypizace insertu IS6110, ktery se u H37Ra
vyskytuje v 19 a 15 kopiich. H37Ra je k testovani vyhodnd z ditvoda niZs8i potizovaci
ceny a zaroven se stakto atenuovanou mykobakterii mize pracovat v laboratofi

s biosafety level 2 (Uniprot, 2020; Gonzalo-Asensio, 2018; Soto, 2002; Heinrichts, 2018).

Obrazek 20 - Riist M. tuberculosis H37Ra na Middlebrook 7HY agaru
(zdroj: O. Jand’ourek)
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6.3 Testované latky

Tabulka 6 - 1. skupina latek (derivaty pyrydin-2-ylbenzamidu)

K(’)d r
, Vzorec a nazev My ClogP
latky
cl
F o =
F
x 300,67 3,75724
A F N N
H
N-(5-chlorpyridin-2-yl)-3-(trifluoromethyl)benzamid
Cl
o /(j/
AN
B ka” . 262,69 2,83335
o
N-(5-chlorpyridin-2-yl)-2-methoxybenzamid
Cl
O /(j/
\/Q)‘\ \ o o
C N N
H
N-(5-chlorpyridin-2-yl)-4-ethylbenzamid
(0] / |N
b /O\C)‘\N AN 228,25 2,10284
H
N-(pyridin-4-yl)-3-methoxybenzamid
O /fj\
X
E ©fk’“ N ci 262,69 2,83335
H
o/

N-(6-chlorpyridin-2-yl)-2-methoxybenzamid
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L
A

260,72 3,83836
N-(6-chlorpyridin-2-yl)-4-ethylbenzamid
O /Q
o} \
e \@)‘\” . ol 262,69 2,90335
N-(6-chlorpyridin-2-yl)-3-methoxybenzamid
F 0 =
F
\
E N N cl 300,67 3,75724
H
N-(6-chlorpyridin-2-yl)-3-(trifluormethyl)benzamid
| /@
0]
- \@*N Xy 228,25 2,10284
H
N-(pyridin-2-yl)-3-methoxybenzamid
(0] N
e \@)‘\N 228,25 2,10284
H
N-(pyridin-3-yl)-3-methoxybenzamid
266,22 2,98748

0
E

A
F>k©)l\u \

N-(pyridin-2-yl)-3-(trifluormethyl)benzamid
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)
AN
o

N-(pyridin-2-yl)-2-methoxybenzamid

228,25

2,03284

N
F 0 =
|
XQAL\J
F N

N-(pyridin-3-yl)-3-(trifluormethyl)benzamid

266,22

2,98748

>(©)‘\H =N

N-(pyridin-3-yl)-4-(tert-butyl)benzamid

254,33

3,807

Tabulka 7 - 2. skupina latek (derivaty pyrazin-2-ylnikotinamidu, pikolinamidu a

benzamidu)

Kod
, ° Vzorec a nazev Mw ClogP

latky

X

/ H N Cl
GD10 = 234,64 1,07769

o X
N

N-(6-chlorpyrazin-2-yl)pikolinamid
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N

| Jij\

‘\ N \N (of
N

GD20 248,67 1,22669
N-(6-chlorpyrazin-2-yl)-2-methylisonikotinamid
N
O ( j\
Cl \
/ H N (¢]] 21
GD21 303,53 ,16968
N \
Cl
2,6-dichlor-N-(6-chlorpyrazin-2-yl)isonikotinamid
N
o £ j\
A
/
N
N-(6-chlorpyrazin-2-yl)-5-methylnikotinamid
N X
| / H N Cl
GD25 = ‘ 234,64 0,727691
o SN
N
N-(6-chlorpyrazin-2-yl)isonikotinamid
L)
cl )\/N
= y =
D34 ‘ 248,67 1,22164

2-chlor-6-methyl-N-(pyrazin-2-yl)isonikotinamid
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Cl
3,5-dichlor-N-(pyrazin-2-yl)benzamid

)
/ )\/N
GD39 . S |N 268,2 1,22201
F
F
N-(pyrazin-2-yl)-5-(trifluormethyl)pikolinamid
HO / )\/N
GD4l | 230,23 0,829701
N \
2-hydroxy-6-methyl-N-(pyrazin-2-yl)isonikotinamid
)
N )\/ "
GD42 | 248,67 1,22164
N \
2-chlor-6-methyl-N-(pyrazin-2-yl)isonikotinamid
N
O / j\
N \
GD50 X N N o | 24867 1,57669
/
N-(6-chlorpyrazin-2-yl)-6-methylpikolinamid
cl )\/N
GD63 268,1 2,77314




)
)\/N
GD64 O)k 233,66 2,0515
3-chlor-N-(pyrazin-2-yl)benzamid
/K/ N
D6 @)‘\ 199,21 1,3138
N-(pyrazin-2-yl)benzamid
o) N/ﬁ
)|\/ N
GD66 N 233,66 2,0515
Cl
4-chlor-N-(pyrazin-2-yl)benzamid
Tabulka 8 - 3. skupina latek (derivdty amidi kyseliny benzoové)

Kéd V r

r naz
létky Zorec a nazev My ClOgP

[¢]
(0] OH
272,36 2,47211
GD33 X g o
=
N

2-hydroxy-4-(5-methylnikotinamid)benzoova kyselina
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0
AN N OH
| H
N F
cl

GD37 306,7 3,21863
4-(2-chlor-6-methylisonikotinamid)-2-hydroxybenzoova kyselina
(@]
O /d}\OH
GD38 0 288,26 2,70126
/ / ‘ ” OH
\ N
2-hydroxy-4-(4-methoxypikolinamid)benzoova kyselina
o
N 292,29 3,47704
GD44 N )
H
/
4-(chinolin-2-karboxamid)benzoova kyselina
(0]
GD45 242,23 1,74304
/ N
H
Q)k
4-(isonikotinamid)benzoova kyselina
o}
O /@Al\ )
GD48 256,26 2,24204
\ N
| H
\'\Q)‘\

4-(2-methylisonikotinamid)benzoova kyselina
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0
0 oH
N
X N OH
H
P

GD51 272,26 2,82211
2-hydroxy-4-(6-methylpikolinamid)benzoova kyselina
(0]
(o} /@AI\OH
GD353 N 242,23 2,09304
= N
H
\
4-(pikolinamid)benzoova kyselina
o
(o] OH
“ 311,12 | 3,21429
GD67A = N ’ ’
N \
Cl
4-(2,6-dichlorisonikotinamid)benzoova kyselina
O
GD6SA = | N 310,23 3,01424
F \ N
F
F
4-(5-(trifluormethyl)pikolinamid)benzoova kyselina
[0}
N
| Ji j)l\o/\/
336,35 2,39418
GDE1 N ! !
N NN
H
/

propyl 5-(chinolin-2-karboxamid)pyrazin-2-karboxylat
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0}
N
O Ji j)‘\o/\/
286,29 0,660182
GDE2 = ’ ’
/ N N
H
N \
propyl 5-(isonikotinamid)pyrazin-2-karboxylat
O
N
O )i j)ko/\/
GDE3 X N N/ 286,29 0,660182
| H
/
propyl 5-(nikotinamid)pyrazin-2-karboxylat
O
N
O )i jJ\oN
320,73 1,38503
GDE4 ! ’
N| X H N/
Cl /
propyl 5-(6-chlornikotinamid)pyrazin-2-karboxylat
O
o N 195,22 2,3186
GDSE ’ ’
H,N OH
propyl 4-amino-2-hydroxybenzoat
Tabulka 9 - 4. skupina latek (derivaty thiazolidin-2,4-dionii)
K(’)d r
, Vzorec a nazev Myw ClogP
latky
0
S\( 0
NN Ay 263,27 2,041
Tab

0]

(E)-2-(5-benzyliden-2,4-dioxothiazolidin-3-yl)octova kyselina
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Ta

O
o~
- NH
0
HO  OCHs
(E)-5-(4-hydroxy-3-methoxybenzyliden)thiazolidin-2,4-dion

251,26

0,8942

Tc

w

\(O

HO - NH
O

(E)-5-(2-hydroxybenzyliden)thiazolidin-2,4-dion

221,23

1,045

Tcc

O
S
T
@)

F
(E)-5-(4-fluorbenzyliden)thiazolidin-2,4-dion

223,22

1,855

Ti (2)

O
S\(
- NH
(@]
O,N
(E)-5-(4-nitrobenzyliden)thiazolidin-2,4-dion

250,23

1,455

Tm

o
S
T
(0]
Cl

(E)-5-(4-chlorbenzyliden)thiazolidin-2,4-dion

239,67

2,425

Tp

O
S\(
- NH
0]
OCHs
(E)-5-(3-methoxybenzyliden)thiazolidin-2,4-dion

235,26

1,631
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- NH
Tr o 284,13 2,575
Br
(E)-5-(4-brombenzyliden)thiazolidin-2,4-dion
0]
S\(
- NH
N= 206,22 0,215
Tt o
\_/

(E)-5-(pyridin-2-ylmethylen)thiazolidin-2,4-dion

Tabulka 10 - 5. skupina latek (amidy bonzoové kyseliny a aminobenzoové kyseliny)

KO’d r
, Vzorec a nazev My ClogP
latky
/@COOH 257,25 2,78352
(0]
WA 61 Q)k N oH
4-benzamid-2-hydroxybenzoova kyselina
COOH 255,27 2,8864
O /@
4-benzamid-2-methylbenzoova kyselina
COOH 257,25 2,38352
O
WA 63 N
OH
4-benzamid-3-hydroxybenzoova kyselina
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COOH 271,27 2,29699
O /@i
/
WA 64 @)‘\H o
4-benzamid-2-methoxybenzoova kyselina
COOH 275,69 2,66996
O
WA 65 ”
Cl
4-benzamid-3-chlorbenzoova kyselina
: :COOH 275,69 2,91966
|
WA_66 @)‘\H Cl
4-benzamid-2-chlorbenzoova kyselina
COOH 257,25 2,78352
OH
o}
WA 67 ©)‘\
N
H
5-benzamid-2-hydroxybenzoové kyselina
OH 291,69 3,56708
1 /@
WA_68 /O)J\” COOH
Cl

5-(4-chlorbenzamid)-2-hydroxybenzoova kyselina
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COOH

5-benzamid-2-hydroxybenzoova kyselina

/@ 310,13 3,65766
O
WA 69 /@)‘\” cl
Cl
2-chlor-4-(4-chlorbenzamid)benzoova kyselina
/@COOH 305,71 3,04497
[¢]
/
WA 70 /@)}\H o
Cl
4-(4-chlorbenzamid)-2-methoxybenzoova kyselina
COOH 291,69 3,16708
(0]
WA 71 N ;
OH
Cl
4-(4-chlorbenzamid)-3-hydroxybenzoova kyselina
/@OOH 289,72 3,66996
(0]
WA 72 /@)1\ N
Cl
4-(4-chlorbenzamid)-2-methylbenzoova kyselina
COOH 289,72 3,66996
WA 74
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WA 75

COOH

(] /Q/
N
H
[::;::T//u\\ OH
Cl

4-(3-chlorbenzamid)-3-hydroxybenzoova kyselina

291,69

3,16708

WA 76

COOH

. X
(;*H -
Cl

4-(3-chlorbenzamid)-2-methoxybenzoova kyselina

305,71

3,04497

WA 77

COOH

2-chlor-4-(3-chlorbenzamid)benzoova kyselina

310,13

3,65766

WA 78

OH
(0]
Cl
N COOH
H

5-(3-chlorbenzamid)-2-hydroxybenzoova kyselina

291,69

3,56708

WA 82

~ Yo ant

propyl 4-benzamid-2-hydroxybenzoat

299,33

4,04136
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WA 83

propyl 4-benzamidbenzoat

- i @ON

283,33

4,1462

Tabulka 11 - 6. skupina latek (derivaty pyrazinkarboxylové kyseliny)

Kod Vzorec a nazev Myw ClogP
latky
[¢]
N
[ fl\o/
/
2 F-BCl N NH 275,24 0,702805
(@)
F
methyl 3-(2-fluorbenzamid)pyrazin-2-karboxylat
O
N
‘ \ O/
/
N NH
3 F-BCl 275,24 1,1128

O)\Q
F
methyl 3-(3-fluorbenzamid)pyrazin-2-karboxylat




o}
N
X O/
/
4 F-BCl N NH 275,24 1,1128
o)\@\
F
methyl 3-(4-fluorbenzamid)pyrazin-2-karboxylat
o}
N
AN O/
C7-BCl = 279,34 2,64616
N NH
6
methyl 3-oktanamidpyrazin-2-karboxylat
(¢]
N
X NH,
/
N NH
2CF3-
N3 310,24 0,647745
o
F
F
F
3-(2-(trifluormethyl)benzamid)pyrazin-2-karboxamid
(o]
N
X NH,
/
JZ-V1 N NH 272,26 0,969216

(e}

~

O
3-(2-methoxybenzamid)pyrazin-2-karboxamid




(0]
N
X NH,
/
j7- N NH
V10A N 311,12 2,39264
(@)
Cl
3-(3,5-dichlorbenzamid)pyrazin-2-karboxamid
(o]
N
X NH,
/
N NH
JZ-V12 272,26 1,03922
(®)
(0]
3-(4-methoxybenzamid)pyrazin-2-karboxamid
o]
N
X NH,
JZ-V13 = 208,22 0,523968
N NH
2
3-butyramidpyrazin-2-karboxamid
(0]
N
‘ X NH,
j7- N/ " 236,28 1,58197
VI5A

3-hexanamidpyrazin-2-karboxamid




JZ-V16

/

\

N
N
(6]

(0]
f‘\NHZ
NH
5

3-heptanamidpyrazin-2-karboxamid

250,3

2,11097

1Z-V2

/

0

(0]

\

N
N

)
NH,
NH
)
~

3-(3-methoxybenzamid)pyrazin-2-karboxamid

272,26

1,03922

JZ-V3

(o}

/

NH,

=

N NH
o)\©\/

3-(4-ethylbenzamid)pyrazin-2-karboxamid

270,29

1,98297

JZ-V5

/

\

N
N

(e}

O
f}\NHz
NH
Cl

3-(4-chlorbenzamid)pyrazin-2-karboxamid

276,68

1,67661




JZ-V6

N

X
=

(e}
f‘\NHz
N NH
O)\(;
Cl

3-(3-chlorbenzamid)pyrazin-2-karboxamid

276,68

1,67661

JZ-V7

(o}

/

NH,

\

F

N NH
O
3-(2-(4-fluorfenyl)acetamid)pyrazin-2-karboxamid

274,26

1,14697

JZ-V9

o}

/

NH,

\

3-(4-(tert-butyl)benzamid)pyrazin-2-karboxamid

298,35

2,78097




Tabulka 12 - Standardy antituberkulotik

Kod
) Vzorec a nazev My | ClogP
latky
HN/W
k/N N
CIP 331351 0,72504
OH
F
o} o}
ciprofloxacin
(e
NH,
/ /
N 137,14 | -0,668
INH H
N\
isoniazid
822,95 | 3,71009
RIF

rifampicin
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6.4 Laboratorni vybaveni

6.4.1 Pristroje

e Centrifuga Hettich Rotanta 460R (Hettich, Tuttlingen, Némecko)
e Laminarni box ESCO (ESCO, Pensylvanie, USA)

e Analytické vahy Mettler (Mettler-Toledo, Ohio, USA)

e Termostat Binder (Binder, Tuttlingen, Némecko)

e Vortex IKA (IKA, Staufen, Némecko)

e Denzitometr Biosan (Biosan, Riga, LotySsko)

e multidetek¢ni reader Synergy HTX (BioTek, Winooski, USA)

6.4.2 Pomiicky

e Laboratorni Spicky Eppendorf (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

e Mikropipety Eppendorf (20-200 pl, 100-1000 pl) (Eppendorf, Hamburk, Némecko)
e Multikanalova pipeta Eppendorf (Ependorf, Hamburk, Némecko)

e PP zkumavky GAMA (Gamedium, Jesenice, Ceské republika)

e Mikrozkumavky 1,5ml Eppendorf (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

e Stojanek na zkumavky a mikrozkumavky (Brandt, Wertheim, Nemécko)

e Mikrotitraéni desti¢ky s vicky GAMA (Gamedium, Jesenice, Ceska republika)

e Folie na desticky (VWR International, Radnor, USA)

e Korytka (Brandt, Wertheim, Némecko)

6.4.3 Chemikalie

e Sterilni voda (Ardeapharma a.s., Sevétin, Ceska republika)

¢ Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, Co., Steinheim, Némecko)
e Bujon Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich, Co., Steinheim, Némecko)

e OADC suplement (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Bombaj, Indie)

e Glycerol (Sigma-Aldrich, Co., Steinheim, Némecko)

e Ciprofloxacin (Sigma-Aldrich, Co., Steinheim, Némecko)

e Rifampicin (Sigma-Aldrich, Co., Steinheim, Némecko)

e Isoniazid (Sigma-Aldrich, Co., Steinheim, Némecko)

e Sodna stl resazurinu (Acros Organics, Geel, Belgie)

e Tween 80 (Sigma-Aldrich, Co., Steinheim, Némecko)
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6.5 Postup testovani

6.5.1 Priprava latek

Chemické latky dodané z katedry Farmaceutické chemie a Farmaceutické analyzy
s uvedenou navazkou a standardy se rozpusti ve vypocitaném mnozstvi DMSO dle

vztahu:
navazka x 50 = ? ul DMSO

Vznikly roztok se promicha na vortexu do tplného rozpusténi nebo do vytvoteni
homogenni suspenze. V piipadé, ze se chemicka latka nerozpousti, nafedime ji jeste
jednou stejnym objemem DMSO. V piipadé, Ze stale nedochazi k tplnému rozpusténi,
ptidaji se jesté dva ekvivalenty DMSO. V ptipadé ptidani vétsSiho mnozstvi DMSO bude

vysledna koncentrace 1€¢ivé latky bud’ o polovinu nebo ¢tyfnasobné nizsi.

6.5.2 Priprava roztoki v bujonu

Z takto ptipravenych roztokl se odebere urcité mnozstvi a dofedi se bujonem na
pozadovanou koncentraci. V ptipad¢ standarda ciprofloxacinu a rifampicinu se pouziva
vétsi fedéni z diivodi niz8i MIC. VSechny vzniklé roztoky je tieba dikladné promichat

na vortexu.

M. aurum a M. smegmatis:

0 RIF — 25 pl natedéného roztoku + 2,475 ml bujonu
0 CIP — 20 pl nafedéného roztoku + 980 ul DMSO —
25 ul 2. nafedéného roztoku + 2,475 ml bujonu
0 INH — 50 pl natedéného roztoku + 450 pl bujéonu
0 testované latky - 50 pl nafedéného roztoku + 450 pl bujoénu
M. tbhc H37Ra
0 RIF — 50 pl nafedéného roztoku + 450 ul DMSO —
20 pl 2. nafedéného roztoku + 980 ul DMSO —

25 pl 3. nafedéného roztoku + 2,475 ml bujonu
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0 CIP — 20 pl natfedéného roztoku + 980 ul DMSO —
25 ul 2. natfedéného roztoku + 2,475 ml bujonu

0 INH - 20 pl nafedéného roztoku + 980 ul DMSO —
25 ul 2. nafedéného roztoku + 2,475 ml bujonu

0 testované latky - 50 ul nafedéného roztoku + 450 ul bujonu

6.5.3 Priprava desticky

Destic¢ku je tfeba pied zacatkem pipetovani peclivé popsat typem testovanych
latek (kod), pozitivni a negativni kontrolou a kmenem, ktery bude na desti¢ku pouzit. Do
obvodovych jamek desti¢ky je tfeba napipetovat 250 pl sterilni H2O. Timto krokem se
zamezi vysychani jednotlivych jamek v prib¢hu inkubace. Do sloupcti2 az9 a 11 je tfeba
napipetovat 100 ul bujénu. Do sloupce 10, ktery slouzi jako negativni kontrola, je tfteba

napipetovat 200 ul bujonu.

6.5.4 Pipetovani latek

Pfipravené natfedéné testované latky a standardy jsou napipetovany do druhého
sloupce na desti¢ce v objemu 100 pl. Dané latky se pipetuji v duplikatu. Na jedné desticce

je tedy mozné¢ testovat celkem tii latky.

Takto napipetované latky se poté pomoci dvojkového fedéni rozpipetuji po celé
desticce. Napipetované latky se promichaji pomoci pipety s bujonem jiz pfipravenym
v desticce. Odebere se 100 pl promichané latky s bujonem a dojde k pfenosu do ttetiho
sloupce, obsah je opét pomoci pipety promichan a 100 pl je pfeneseno do dalsiho sloupce.
Stejny postup se opakuje az do sloupce 9. Z 9 sloupce je po promichani 100 pl odebrano

a vyhozeno do odpadu.

6.5.5 Priprava mykobakteridlni suspenze

Suspenze je vytvotena z inokula ptisluSného mykobakteridlniho kmene v bujonu.
Po inkubaci pfi 37 °C je suspenze je stoCena na centrifuze a nasledné opétovné

resuspendovana v cca 4 ml Cerstvého bujonu. Po resuspendaci je zmétfena optickd denzita
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na denzitometru. Pozadovana hodnota je 1.0 McFarlanda, v pfipadé potieby je nutno

suspenzi nafedit.

Pracovni suspenze je pfipravena nafedénim bujonem Middlebrook 7H9 v poméru
1:20 (vysledné 42 ml) pro M. aurum a M. smegmatis, pro M. tbc H37Ra je pracovni
suspenze pripravena nafedénim v pomeéru 1:10 (vysledné 33 ml). Pracovni suspenze je po
100 pl rozpipetovana do kazdé jamky mikrotitra¢ni desticky. Vynecha se jen sloupec 10,

kde se nachazi negativni kontrola. Schéma mikrotitracni desti¢ky viz obrazek 21.

OO0V
OOOEEVOOCOOOO
OOOOOVOOLV
OOO0O0VOOVO
OOEOOOOOOOO
OOOCOOCOLEOOO

Obrazek 21 - Schéma mikrotitracni desticky.
H>0 - sterilni voda, NK — negativni kontrola, PK — pozitivni kontrola,
jamky 2-9 - testované latky v koncentracich od 500 ug/ml do 3,91 ug/mil.

6.5.6 Inkubace

Jednotlivé desticky se zalepi prithlednou folii a nechaji se inkubovat v termostatu.
Mycobacterium smegmatis se inkubuje pii 37 °C po dobu 2 dnti, Mycobacterium aurum
se inkubuje pti 37 °C po dobu 3 dnli a Mycobacterium tuberculosis H37Ra pti 37 °C po
dobu 5 dnt.
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6.5.7 Hodnoceni

Po dvoudenni inkubaci M. smegmatis se zkoumanymi lé¢ivymi latkami je do
jednotlivych jamek ptidano 20 pl 0,1% roztoku sodné soli resazurinu. Po 2,5 az 3
hodinach dojde k odectu. U M. aurum se odecet provadi po tiidenni inkubaci a stejné jako
u pfedchozi mykobakterie i zde se do jednotlivych jamek ptidd 20 pl indikdtoru. Po
petidenni inkubaci se provadi odecet u M. tuberculosis H37Ra. Do jednotlivych jamek se
prida 20 pul 0,1% roztoku sodné soli resazurinu a odecet je proveden po 18 hodinach. Jako
hodnota MIC je povazovana prvni jamka, kde dojde ke zméné modré barvy na

razovofialovou.

Sodna siil resazurinu (obchodni nazev Alamar Blue®) je ¢inidlo, které se vyuziva
k detekci zivotaschopnosti bunék. Obsahuje v sobé netoxické a slab¢ fluorescenéni modré
barvivo zvané resazurin. Vizualizace pomoci resazurinu zavisi na aktivité¢ bunéénych
dehydrogenéz v ptitomnosti NADH/NADPH. V bunikach, kter¢ jsou metabolicky aktivni
a podstupuji aerobni dychani, je resazurin nevratné redukovén na resorufin. Tento jev je
pozorovatelny zménou barvy, kdy se z modré stava rizova a vydava silnou fluorescenci
(viz obr. 22). Detekce je provadéna spektrofotometricky s méfenim bud’ fluorescence
v excitatnim (530-560 nm) a emisnim spektru (590 nm), nebo lze méfit absorbanci

(570 nm a 600 nm) (Bio-Rad, 2021; Biocompare, 2021)

Resazurin NADH/H+ NAD+/H20

Resorufin
O\C[(IJ/O_Na+ u 9 : 7
. _—

Zivotaschopné bunky

Nizka a modra fluorescence

Vysoka a riZova fluorescence

Obrazek 22 - Nahoie: Pieména nefluorescencniho modrého resazurinu na riiZovy
fluorescencni resorufin. Dole: Mikrotitracni desticka ukazujici konverzi modrého
resazurinu na riaZovy resorufin (buiiky postupné ztrdceji svou Zivotaschopnost
zprava doleva). (Sarvazyan, 2020)
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Obrazek 23 - Ukazka testovani pro latky s antimykobakteridlnim ucinkem.
Mikrotitracni desticka inkubovdana s Mycobacterium aurum.
(Zdroj: autor prdace)

6.6 Vysledky

Vysledky testovani jsou shrnuty v tabulkdch 13-19. Jednotlivé tabulky jsou
fazeny podle skupin 1é¢iv a posledni tabulka s hodnotami standardd. Celkem bylo
testovano 88 latek. V tabulkach jsou uvedeny jednotlivé hodnoty MIC pro dany kmen
mykobakterie po u¢inku zkoumané 1é¢ivé latky. Paklize je v tabulkdch uveden symbol >,
znamena to, ze dana latka nemd ani ve své nejvyssi koncentraci antimykobakterialni
ucinek. V pripade, Ze se latka nedala rozpustit, bylo tieba ji jesté¢ nafedit v DMSO.

V takovém piipad¢ je pod danou slouceninou uvedené ziedéni.
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Tabulka 13 - Vysledky testovani 1. skupiny ldatek

Oznaceni
MIC M. smeg. (ug/mL)
MIC M. aurum (ug/mL)
MIC M. thc H37Ra
(ng/mL)

pozn.

Oznaceni
MIC M. smeg. (ug/mL)
MIC M. aurum (ng/mL)

MIC M. thc H37Ra
(ng/mL)

pozn.

Oznaceni
MIC M. smeg. (ug/mL)
MIC M. aurum (ng/mL)
MIC M. tbc H37Ra
(ng/mL)

pozn.

Vysledky testovani prvni skupiny latek jsou uvedeny v tabulce ¢. 13. Latky
s kodem A, G, L a M neprokazaly zadny antimykobakteridlni ucinek. Latky C a K mély
¢astecnou ucinnost na vSechny tfi kmeny. U latek B, D, I a J byla prokazana ¢astecna
ucinnost na nektery ze tii kment. U latky E se prokazala ¢aste€na ucinnost na M.
smegmatis a M. aurum, ale Zddna antimikrobialni ¢innost na M. tbc H37Ra. Latka H
me¢la casteCnou ucCinnost u vSech tfi kment. Latka F vykazovala caste¢nou
antimykobakterialni u¢innost. Uginek byl nejlepsi proti M. aurum shodnotou MIC
62,5 ng/ml, proti M. smegmatis a M. tbs H37Ra byla hodnota MIC shodna, 125 pg/ml.
Latka N, kterou bylo tieba kvili horsi rozpustnosti nafedit ctyinasobné, méla

antimykobakteridlni €innost proti M. aurum a M. thc H37Ra.

Slou¢eniny G, L a N byly velmi Spatné¢ rozpustné a bylo je tfeba nafedit

¢tyfnasobné. Slouceninu A bylo tieba kviili horsi rozpustnosti tfeba natfedit dvojnasobné.
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Tabulka 14 - Vysledky testovani 2. skupiny ldatek

Oznaceni GD20 GD21
MIC M. smeg. (ug/mL)

MIC M. aurum (ng/mL)

MIC M. the H37Ra
(ng/mL)

pozn.

Oznaceni
MIC M. smeg. (ug/mL)

MIC M. aurum (ng/mL)

MIC M. the H37Ra
(ng/mL)

pozn.

Oznaceni
MIC M. smeg. (ug/mL)

MIC M. aurum (ng/mL)

MIC M. thc H37Ra
(ng/mL)

pozn.

V druhé skupiné se jako latka s antimykobakterialni u¢inky jevi GD34 a GD64.
Latka GD34 se v ptipadé M. aurum a M. tbc H37Ra jevi jako u¢inngjsi oproti latce GD64.
Latka GD64 ma nizsi Géinnost u M. smegmatis a M. aurum. U M. tbc H37Ra se ukazaly
jako shodné antimykobakterialni a¢inné GD64 a GD66. Latka GD66 po dvojitém ziedéni
vykazovala antimykobakteridlni ucinnost vu¢i M. tbc H37Ra a Zadnou ucinnost na
zbyvajici dva kmeny. Slouceniny GD10, GD20 a GD21 jevi nizkou uéinnost proti
alesponi jednomu  z testovacich kment. Zbyvajici latky neprokdzaly Zzadné

antimikrobidlni ucinky.

Latka GD23, GD63 a GD66 byly Spatné rozpustné, a proto bylo tfeba je vice

nafedit.
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Tabulka 15 - Vysledky testovani 3. skupiny ldatek

Oznadeni GD38 GD44 GD45 GD43
MIC M. smeg. (ug/mL)
MIC M. aurum (ug/mL)

MIC M. thc H37Ra
(ng/mL)

pozn.

Oznaceni
MIC M. smeg. (ug/mL)
MIC M. aurum (ng/mL)
MIC M. thc H37Ra

pozn.

Oznaceni
MIC M. smeg. (ug/mL)
MIC M. aurum (ug/mL)
MIC M. thc H37Ra

Vtabulce ¢. 15 jsou shrnuty vysledky testovani treti skupiny latek.
Antimykobakterialni i¢innost vykazuji latky GD38 a GD44. V ptipadé M. aurum je jejich
ucinnost stejna. U M. thc H37Ra se jevi jako Gc¢innéjsi GD44 (MIC 15,625 pg/ml) oproti
GD38 (MIC 31,25 pg/ml). Latka GD68A méla ¢aste€nou ucinnost v piipadé vSech tii
kment. Latky GD37, GD51, GD53, GD67A, GDE2, GDE3, GDE4 a GDSE m¢ly
¢astecnou ucinnost alespon u jednoho ze zkoumanych kmenti. Zbyl¢é latky nevykazovaly

zadnou nebo jen ¢astecnou antimikrobidlni G€innost u alesponi u jednoho kmene.

Latku GD45 a GDEI bylo tieba kvtli potizim s rozpustnosti vice nafedit.
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Tabulka 16 - Vysledky testovani 4. skupiny ldatek

Oznaceni ‘

MIC M. smeg. (ug/mL) ‘
MIC M. aurum (ug/mL) ‘

MIC M. thc H37Ra

(ng/mL)
|

|

|

pozn.
Oznaceni
MIC M. smeg. (ug/mL)
MIC M. aurum (ug/mL)
MIC M. tbc H37Ra

(ng/mL)
pozn.

Ze ctvrté skupiny latek mé nejniz$i antimykobakteridlni G¢inek sloucenina TAb.
Ta vykazuje u vSech tif kmenl nulovou nebo ¢asteCnou ucinnost. Latka Tt vykazuje
¢astecnou ucinnost v ptipadé M. smegmatis a M. aurum (MIC 125 pg/ml). V piipadé M.
tbc H37Ra byla ucinnost o néco vyssi (MIC 62,5 pg/ml). Latky Ta a Ti(2) vykazuji
stejnou ucinnost v ptipadé M. smegmatis a M. aurum. Pokud se u téchto dvou latek jedna

o M. tbc H37R3a je Ti(2) dvakrat €inngj$i nez latka Ta.

Latky Tce, Tm, Tp a Tr vykazovaly stejnou t¢innost u M. aurum s hodnotou MIC
31,25 pg/ml. Latky Tp a Tr se krom hodnot u M. aurum shoduji ve svém
antimykobakterialni u¢inku i u zbylych dvou mykobakterii. U M. smegmatis vykazovaly
¢astecnou ucinnost a u M. tbc H37Ra byla uc¢innost o néco vyssi (MIC 15,625 pg/ml).
Latka Tcc ma v ptipadé M. smegmatis vyssi uc€innost nez latky piedchozi a v ptipadé M.
tbc H37Ra je ucinnost totoznd. Latka Tm se od latek Tp a Tr 1isi pouze v hodnoté u M.
tbc H37Ra, kde je jeji ucinnost nizsi. Latka Tc vykazuje antimykobakteridlni uc¢innost

v ptipadé vSech tii zkoumanych kment.
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Tabulka 17 - Vysledky testovani 5. skupiny ldatek

Oznaceni
MIC M. smeg. (ug/mL)
MIC M. aurum (ug/mL)
MIC M. thc H37Ra
(ng/mL)
pozn.
Oznaceni
MIC M. smeg. (ug/mL)
MIC M. aurum (ug/mL)
MIC M. thc H37Ra

(ng/mL)
pozn.

Oznaceni
MIC M. smeg. (ug/mL)

MIC M. aurum (ug/mL)
MIC M. thc H37Ra

pozn.

Oznaceni

MIC M. smeg. (ug/mL)
MIC M. aurum (ng/mL)
MIC M. thc H37Ra

(ug/mL)
pozn.

WA 61 WA 62 WA 63 WA 64 WA 65 WA 66

V tabulce €. 17 jsou uvedeny vysledky méfeni paté skupiny latek. Latky WA 66,
WA 67, WA 68, WA 78 a WA 82 nevykazovaly Zadnou ¢i v pfipadé WA 66

castecnou antimikrobidlni u¢innost. Latka WA 61 vykazovala vyssi antimykobakterialni

ucinnost v ptipadé M. thc H37Ra a o néco nizsi u M. aurum. Oproti tomu u latky WA 83

byla nejvice pozorovana ucinnost u M. smegmatis (MIC 31,25 pg/ml), u zbylych dvou
mykobakterii nebyl ucinek zadny. Latky WA 64, WA 70, WA 71, WA 74, WATS,

WA 76, WA 77 vykazovaly castecnou antimykobakteridlni ucinnost u vSech tii

mykobakterii. Zbyvajici latky byly caste¢né u€inné u dvou ze tii mykobakterii.
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Tabulka 18 - Vysledky testovani 6. skupiny ldatek

Oznaceni 2F-BCl1

MIC M. smeg. (ng/mL)

3F-BCl

4F-BCl

MIC M. aurum (ng/mL)

MIC M. the H37Ra
(ng/mL)

pozn.
JZ-V10A
>62.5

Oznaceni
MIC M. smeg. (ng/mL)

> 125

> 500

JZ-V15A

>250

MIC M. aurum (ug/mL) XY >125 > 500 250 > 500 >250
MIC ](“’ t/i’;LH”Ra >625 | =125 | =500 | =500 | =500 | =250
pozn. nafed. 8x naiegijx naJrreSdl;S4x nafed. 2x

Oznaceni JZ-V3

MIC M. smeg. (ng/mL)
MIC M. aurum (ng/mL)

MIC M. thc H37Ra
(ng/mL)

pozn.

> 500

JZ-V5

nafed. 2x

> 125

> 250

> 125

> 250

> 125

>250

nafed. 4x
+ sus

nafed. 2x

500

nared. 4x
+ sus

V tabulce ¢. 18 jsou uvedeny vysledky testovani Sesté skupiny latek. Latka JZ-V5

vykazovala po dvojitém fedéni vyssi antimykobakterialni G¢innost u dvou ze tfi kmenti

(M. smegmatis a M. tbc H37Ra). Latka JZ-V9 byla po ¢tyindsobném naiedéni v piipade

M. smegmatis a M. thc H37Ra U¢inna. V ptipadé¢ M. aurum nebyla u JZ-V9 pozorovana

74dn4 G&innost. Dalsi sloudenina s antimykobakterialni u¢innosti je JZ-V1. U&innost byla

vyssi v ptipadé M. smegmatis au M. thc H37Ra byla t¢innost nizsi. V ptipadé M. aurum

nebyla pozorovana Uc¢innost. U slouceniny C7-BCl byla pozorovana niz8i G¢innost u

vSech tff mykobakterii. Zbylé slouceniny vykazovaly ¢aste¢nou nebo zddnou ucinnost.

Sloucenina JZ-V10A byla nafedénd osmkrat. JZ-V12, JZ-V13, JZ-V6 a JZ-V9

byla nafedéna Ctytikrat, a i1 pres fedéni zlstala v roztoku suspenze zkoumané latky. U

latek JZ-V2, JZ-V5 a JZ-V7 bylo provedeno dvojité fedéni.
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Tabulka 19 - Vysledky testovdni standardi

Oznaceni

RFM

CPX

INH

RFM

CPX

VLRV b 15.625 | 3.125 | 0.0625 | 15.625 | 3.125 | 0.125
MIC M. aurum (ng/mL)  [JIEED 039 |0.015625| 3.91 039 |0.015625
VAR e ke (b 0.25 | 0.003125 | 025 | 025 | 0.003125 | 0.25
Oznageni INH  RFM CPX INH  RFM CPX
VLRV b 15.625 | 1.56 | 0.0625 | 15.625 | 3.125 | 0.125
MIC M. aurum (ug/mL) RN 039 [0.015625| 3.91 0.78 | 0.03125
VA ke b 025 | 0.0015625 | 025 | 025 | 0.003125 | 0.25
Oznaceni INH  RFM CPX INH  RFM CPX
VARV e 15.625 | 3.125 | 0.0625 | 15.625 | 3.125 | 0.0625
MIC M. aurum (ug/mL) [EXD 039 [0.015625| 3.91 039 [0.015625
WA DA sk 025 | 0003125 | 025 | 025 [ 0003125 [ 025
Oznaceni INH  RFM CPX INH  RFM CPX
VAV (b 15.625 | 156 | 0.0625 | 15.625 |  1.56 0.125
MIC M. aurum (ng/mL)  [JEED 039 [0.015625| 3.91 0.78 | 0.03125
WA A ke (b 025 | 0.003125 | 025 | 025 | 0.003125 | 0.25
Oznaceni INH RFM CPX INH RFM CPX
VARV (e 15.625 | 3.125 | 0.0625 | 15.625 | 3.125 | 0.125
MIC M. aurum (ng/mL)  [JIEET 039 [0.015625| 3.91 0.78 | 0.03125
VIO A ke b 025 | 0.003125 | 025 | 025 | 0003125 | 0.25

V tabulce ¢. 19 jsou uvedeny vysledky méfeni vSech standardl, které byly

testovany v kazdé sérii. Standardy slouZzi jak ke kontrole sprdvnosti testovani, tak i

k porovnani Uc¢innosti stanovovanych latek a téchto standardt. Na zékladé stejnych

vysledkl v jednotlivych sériich, pfipadné rozdilu o jednu jamku (coz je v rdmci

tolerance), lze konstatovat, Ze systém byl stabilni a vysledky jsou tim padem validni.
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7. DISKUSE

Atypické, netuberkuldzni mykobakterie jsou ¢asto opomijenymi pivodci mnoha
onemocnéni. Ackoliv nebyvaji hrozbou pro lidi se zdravou imunitou, miize se stat, ze
nakaza i tak propukne. Lidé se v dnesni dob¢ dozivaji vyssiho v€ku a s tim je spojeny 1
vyssi vyskyt onemocnéni, kterd diive méla mnohem niz$i incidenci jako naptiklad
rakovina a s tim spojend imunodeficience. Krom této podoby naruSeni imunity je tu stale
HIV, imunodeficience ziskana po nékterych lécich, po operacich jako je naptiklad
splenektomie, pfi nefrotickém syndromu a spousté dalSich. Nakaza netuberkul6éznimi

mykobakteriemi muze postihnout kohokoliv, ackoliv je tam riziko malé.

Vyskyt NTM ve vétsing€ zemich nespadd mezi onemocnéni, ktera je potieba hlasit.
Oproti tomu u tuberkul6zy je povinnost vyskyt hlasit, je bedlivé monitorovand, vychazi
pravidelné informace o jejim vyskytu, po€tu nakazenych, poctu zemtelych atd. Zaroven
je na sniZeni incidence nastaveny nékolikalety plan. Vyjimkou je M. ulcerans zpisobujici

vied Buruli, které spada pod povinné hldseni WHO.

Stejné€ jako u M. tuberculosis se u netuberkuloznich mykobakterii stale Castéji
objevuji rezistentni kmeny na klasicky podavana antituberkulotika. Kmeny se stavaji
nebezpednéjSimi a agresivnéjSimi a dopad je samoziejmé patrny i na pacientech, ktefi
musi brat Iéky po mnohem delsi dobu. Proto se stale hledaji nové alternativy 1é€by a nova

lé¢iva, kterd by mohla dobu 1écby zkratit.

V experimentalni ¢asti diplomové prace bylo pomoci mikrodiluéni bujonové
metody otestovano 88 potencialné antimykobakterialné U€innych latek. Testované latky
byly dodany z Katedry farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy (Farmaceutické
fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy). Testovani citlivosti bylo provadéno na
ttech kmenech mykobakterii — M smegmatis, M. aurum a M. tuberculosis H37Ra. Tyto
kmeny byly vybrany kvili nizké patogenité, kterou disponuji a prvni dva jmenované i

z divodu rychlého rustu.

Ze vsech testovanych slouCenin prokazalo antimikrobidlni uc¢innost 20 latek.
Horni hranice pro ur€eni efektivni antimikrobidlni ucinnosti byla hodnota MIC
62,5 pg/ml. Bez jakéhokoliv ucinku bylo 29 latek. Zbyvajici latky mély v porovnéni se

standardy antimikrobialni i€¢inek mnohonéasobné slabsi.

94



Prvni skupina obsahovala celkem ctrnéct latek, jejichz soucasti je pyridinovy
heterocyklus. V ramci této skupiny vykazovaly antimikrobialni i¢innost pouze latky F
(N-(6-chlorpyridin-2-yl)-4-ethylbenzamid) a N (N-(pyridin-3-yl)-4-(tert-butyl)benz-
amid). Latka F byla slabé uc¢inna proti M. smegmatis a M. tbc H37Ra s hodnotou 125
ng/ml. Vyssi acinnost vykazovala proti M. aurum, kde byla naméfena hodnota MIC 62,5
png/ml. Latka N vykazovala u¢innost pouze u dvou ze tfi kmenti a to u M. aurum a M. thc
H37Ra s hodnotami MIC 62,5 pg/ml. Ani jedna zlatek se ve svych hodnotach
nepfiblizila hodnotdm standardi a v ptipadé latky N bylo tfeba provést Ctyfnasobné
fedéni. VéEtSina zbyvajicich latek méla nizkou Gcinnost s hodnotami MIC 125 pg/ml a
vic. Vzhledem k malému poctu ucinnych sloucenin nelze hodnotit vztah mezi strukturou

a u¢innosti.

Iz

Ve druhé skupiné je zarazenych c¢trnact latek. Jednd se o pikolinamidy,
nikotinamidy, isonikotinamidy a benzamidy, na které¢ je v riznych polohach napojen
pyrazin a dalsi substituenty. NejbliZze standardiim se se svou MIC dostala GD34 (2-chlor-
6-methyl-N-(pyrazin-2-yl)isonikotinamid), kterd inhibovala rist M. thc¢ H37Ra pfi
hodnoté MIC 31,25 ng/ml a M. aurum pii 62,5 pg/ml. M. smegmatis byla v ptipad¢ této
latky inhibovéna jen ¢astecné. Latky GD64 (3-chlor-N-(pyrazin-2-yl)benzamid) a GD66
(4-chlor-N-(pyrazin-2-yl)benzamid) vykazovaly pouze u M. thc H37Ra uc¢innost s MIC
62,5 pg/ml. Zbylé latky neucinkovaly viibec nebo minimalné. Stejné jako v prvni skuping
ani zde nelze na zaklad€ malého poctu u¢innych sloucenin hodnotit vztah mezi strukturou

a ucinnosti.

GD34
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Ttreti skupina latek jsou derivaty kyseliny benzoové. Do této skupiny spada
celkem patnact sloucenin, z nichz vétSina ma jen velmi malou uc¢innost u jedné nebo u
dvou mykobakterii. Cty¥i latky, jmenovité GD33, GD45, GD48 a GDEI nevykazuji
zadnou antimikrobialni aktivitu. Latky, které v této skupin€ vykazuji pomérn¢ dobrou
ucinnost, jsou v obou piipadech derivaty kyseliny benzoové. Prvni latka je GD38 (2-
hydroxy-4-(4-methoxypikolinamid)benzoova kyselina). Velice slibnou ucinnost
vykazuje proti M. thc H37Ra s hodnotou MIC 31,25 pg/ml. Dvojnasobné vyssi hodnota
62,5 pg/ml byla naméfena u této latky v pfipadé ucinku na M. aurum a jen CasteCna
ucinnost 125 pg/ml u M. smegmatis. Druhou latkou s antimikrobidlnim t¢inkem je GD44
(4-(chinolin-2-karboxamid)benzoova kyselina). U¢innost proti M. the H37Ra je blizko
hodnotdm standardfi s namétenou MIC 15,625 pg/ml.

o o
0} OH
(0] OH
° /ijf‘\ N\ Q)‘\
/ / | H OH H
N N /
GD 38 GD44

Skupinou s nejlepsimi vysledky je skupina ¢tvrta, kde byly testovany derivaty
thiazolidinu. Nejmén¢ U¢innou slouceninou je latka Tab, kterd je na rozdil od ostatnich
derivatem kyseliny octové a byla vychozi slouceninou syntézy. Zbyl¢ latky jsou odvozené
od thiazolidin-2,4-dionu. Dle vzestupné UcCinnosti na vSechny tfi kmeny jsou latky
sefazené TAb ((E)-2-(5-benzyliden-2,4-dioxothiazolidin-3-yl)octova kyselina), Tt ((E)-
5-(pyridin-2-ylmethylen)thiazolidin-2,4-dion), Tm ((E)-5-(4-chlorbenzyliden)thiazoli-
din-2,4-dion), Tp a Tr ( (E)-5-(3-methoxybenzylidene)thiazolidine-2,4-dion) a (E)-5-(4-
bromobenzyliden)thiazolidin-2,4-dion), Ti(2) ((E)-5-(4-nitrobenzyliden)thiazolidin-2,4-
dion), Ta ((E)-5-(4-hydroxy-3-methoxybenzylidene)thiazolidine-2,4-dion), Tcc ((E)-5-
(4-fluorobenzyliden)thiazolidin-2,4-dion) a Tc ((E)-5-(2-hydroxybenzyliden)thiazolidin-
2,4-dion). Na zakladé latek Tm, Tr a Tcc, které maji jako jeden ze substituentit halogen
ve stejné poloze, lze pfedpokladat, ze nejvice uCinny je v ptipad¢ thiazolidin-2,4-dionu
pravdépodobné fluor. Pfitomnost halogenu v molekule zvySuje lipofilitu a hydrofobicitu
latky. Navazdnim halogenu, v tomto piipadé chloru a fluoru, se zvétSuje velikost
molekuly. Zaroven se zvySuje polarizace a tim dochdzi ke zvySeni Londonovych

disperznich sil, které jsou pro lipofilni latky dalezité (Padovani, 2013). Halogenové
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(polarnimi) rozpoustédly. Bylo prokazano, ze polarni rozpoustédla napt. voda maji velmi
maly vliv na interak¢ni energie a geometrii halogenovych aduktii v roztoku. Halogenové
vazby lze povazovat za hydrofobni ekvivalent hydrofilnich vodikovych vazeb (Priimagi,
2013). Dle substituentll na latkach Tp, Ta a Tc lze ptredpokladat, Ze methoxy skupina
snizuje ucinnost latky, kdezto hydroxy skupina ji zvysuje. Obecné alkoxy skupina, hlavné
methoxy, navazana na benzenovy kruh, snizuje lipofilitu. Dochézi k tomu diky produkci
hydroxy skupin, které zvySuji rozpustnost ve vod¢ a podporuji eliminaci metabolitu
s ndslednym ukoncenim ucinku latky (El — Haj, 2018). Vliv na uc¢innost latky maji
pravdépodobné substituenty, jelikoz struktura thiazolidin-2,4-dionu zistdvala neménna.
Latka Tc se nejvice ptiblizila i€innosti standardd u vSech tff mykobakterii. M. smegmatis
a M. thc H37Ra inhibovala pti 31,25 pg/ml a M. aurum pti 15,625 pg/ml. Nejméné€ na

tuto skupinu latek reagovala M. smegmatis.

HO - NH

Tec

Pata skupina zahrnuje derivaty benzamidu s kys. benzoovou. Celkem je zde
devatenact sloucenin, které zvelké cCasti nemaji Zadnou ¢i pouze velmi nizkou
antimikrobiadlni Uc¢innost. NejlepSi ucinnost méla proti M. smegmatis latka WA 83
(propyl 4-benzamidbenzodat) s namétenou hodnotou MIC 31,25 pg/ml. OvSem u zbylych
mykobakterii byla Gi€innost nulova. Dalsi latka, ktera byla alespon ¢astecné U€¢inna, je
WA 61. Ta vykazovala vyssi U€innost u M. thc H37Ra, niz§i u M. aurum a Zadnou
ucinnost u M. smegmatis. Na M. smegmatis byla mirn€ u¢inna slou¢enina WA 70, na M.
aurum mély mirny G¢inek latky WA 70 a WA 71 ana M. tbc H37Ra mély mirny uc¢inek
latky WA 63, WA 65, WA 70, WA 71, WA 72, WA 74, WA_75, WA _76 a WA _77.

(0]

o} o/\/

WA 83
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Posledni Sestou skupinou jsou slouceniny pyrazinkarboxamidu. Celkem bylo
testovano 13 karboxamidi a 4 karboxylaty. Mezi karboxylaty vykazovala malou t¢innost
u vSech tii mykobakterii pouze latka s kodem C7-BCl (methyl 3-oktanamidpyrazin-2-
karboxylat). Dalsi dva karboxylaty, které vykazovaly alespon nizkou uc¢innost u M. tbc
H37Ra, byly 2F-BCl, methyl 3-(2-fluorbenzamid)pyrazin-2-karboxylat, a 3F-BCl,
methyl 3-(3-fluorbenzamid)pyrazin-2-karboxylat. Latka 4F-BCl neméla zadnou
antimikrobialni u¢innost. Podle téchto tfi latek se da predpokladat, Zze pozice 2- a 3- na

(fluorbenzamid)pyrazinové skupin€ zvySuje nepatrné ucinnost latky.

Z karboxamidiit  vykazovala  nejlep§i  U¢innost  latka  JZ-V5 (3-(4-
chlorbenzamid)pyrazin-2-karboxamid). Latka byla sice hlie rozpustna, muselo dojit
ke dvojnasobnému fedéni, ale hodnoty MIC u M. smegmatis a M. tbc H37Ra dosahly
hodnot standardli. Vyznamnych hodnot dosdhla také latka JZ-V9 (3-(4-(tert-
butyl)benzamido)pyrazin-2-karboxamid), u které byly u M. smegmatis a M. tbc H37Ra
hodnoty blizké standardiim. V piipadé€ této latky zistavala v roztoku suspenze i ptes to,
ze bylo provedeno Ctyfndsobné fedéni. Niz$i u€innost v porovnani s témito latkami
vykazovala JZ-V1, kterd uCinkovala opét na M. smegmatis a M. thc H37Ra. Rozdilem
mezi neucinnou latkou JZ-V6 a JZ-VS5 je pouze poloha chloru. Je pravdépodobné, ze chlor

v pozici 4- zvySuje ucinek latky.
(o]
N
§ \fk
=
N NH

JZ-V5

Cl
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Pfi porovnani vSech Gc¢innych latek a jejich struktur se jevi jako vice t€inné latky
se substituovanym chlorem, fert-butylovou skupinou nebo hydroxy skupinou. Latky
s témito substituenty pravdépodobné snadnéji pronikaji pfes mykomebranu
mykobakterie, a to bud’ diky vyssi lipofilité zptisobené substituenty, naptiklad chlorem,
nebo diky schopnosti hydroxy skupiny tvofit vodikové mustky. Jednotlivé testované
kmeny vykazovaly rozdilnou citlivost k latkim. Nejméné bylo latkami ovlivnéno

M. smegmatis, oproti tomu nejvice bylo ovlivnéno M. thc H37Ra.

Vzhledem k vyuziti rychle rostoucich mykobakterii a pouze oslabeného kmene
M. tuberculosis by bylo vhodné na testovani navazat s plnohodnotnym kmenem
M. tuberculosis a ptipadné dalsimi NTM. Dale je tfeba mit na paméti, ze latky, které se

jevi jako potencionalné u¢inné na mikrotitraéni desti¢ce budou ucinné in vivo.
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8. ZAVER
V této diplomové praci byly v rdmci teoretické ¢asti pfehledné shrnuty informace

o atypickych mykobakteriich, nemocich jimi zptisobenych a byly dany do kontextu s

vyskytem a zvladanim problematiky tuberkulé6zy.

Vpraci bylo mikrodiluéni bujonovou metodou otestovano 88 latek
s potencionalnim antimykobakteridlnim u¢inkem. Latky byly dodany do laboratote
z Katedry farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy na Farmaceutické fakulté
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Testovani u¢innosti jednotlivych latek probéhlo v
laboratofi Katedry Biologickych a lékarskych véd na Farmaceutické fakulté Univerzity
Karlovy v Hradci Kralové.

Jako testovaci kmeny byly pouzity M. smegmatis, M. aurum a M. thc H37Ra.
Z celkovych 88 latek prokazalo ti¢innost 20 latek a naprosto bez ¢inku bylo 29 latek. Na
vSech tfech zkoumanych kmenech byla potvrzena antimykobakterialni u¢innost pouze u
2 latek (maximdalni hodnota MIC 62,5 pg/ml). Nejucinngjsi skupinou potencionalnich
antimykotik jsou derivaty thiazolidin-2,4-dionu, kter¢é vSechny vykazovaly

antimikrobialni u¢inek.

Testované latky maji potencial k vyuziti v klinické praxi, kde by mohly byt
vyuZzivany jako lé¢iva. Potfebou je ovSem nejdiive provést dalsi testovani in vitro a in

Vivo.
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9. POUZITE ZKRATKY

ABC

AG

AIDS

ART

ATB

ATP

ATS

BCG

BTS

CIP

CLSI

DMSO

DNA

EMB

EUCAST

H>SO4

HCl

HIV

HPLC

HRCT

CHOPN

IDSA

INH

ATP — Binding-Cassette

arabino-galaktan

Acquired Immune Deficiency Syndrome
acidorezisteni tyCky

antibiotika

adenosintrifosfat

American Thoracic Society

bacillus Calmette-Guérin

British thoracic society

ciprofloxacin

Clinical and Laboratory Standards Institute
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

ethambutol

The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
kyselina sirova

kyselina chlorovodikova

z angl. Human Immunodeficiency Virus
vysokoucinna kapalinova chromatografie
Vypocetni tomografie s vysokym prostorovym rozliSenim
chronicka obstrukéni nemoc plic
Infectious Diseases of America

isoniazid
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MAC

Mycobacterium avium komplex

MALDI - TOF MS Matrix-assisted laser desorption ionization- time of flight mass

MATE

MFS

MIC

M. the

NADH

NADPH

NALC

NaOH

NCCLS

NTM

ODD

OSN

PCR

PCR-RFLP

PZA

RIF

RNA

RND

rRNA

SMR

SPS

spectrometry

Multidrug And Toxic compound Extrusion
Major Facilitator Superfamily

minimalni inhibi¢ni koncentrace
Mycobacterium tuberculosis
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
N-acetyl-L-cystein

hydroxid sodny

National Committee for Clinical Laboratory
netuberkuldzni mykobakterie

orphan drug designation

Organizace spojenych narodt
polymerazova fetézova reakce — analyza

polymerdzova fetézova reakce polymorfismu restrikénich

fragmentt

pyrazinamid

rifampicin

ribonukleova kyselina

Resistance Nodulation cell Division
ribozomalni ribonukleova kyselina
small multidrug resistance

polyanetholsulfonat sodny
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STM
TBC
USA
UzIS CR

WHO

streptomycin

tuberkuloza

United States of America

Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR

Svétova zdravotnickd organizace
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