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1. POUZITE ZKRATKY
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2. ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a 1ékatskych veéd

Studijni obor: Odborny pracovnik v laboratornich metodach

Kandidat: Bc. Lenka Lyckova
Skolitel: PharmDr. Ondfej Jand'ourek, Ph.D.
Nazev diplomové prace: In vitro screening potencidlnich antimykobakteridln¢ i¢innych

sloucenin na rychle rostoucich kmenech rodu Mycobacterium

Cilem této prace je zjiSténi GCinnosti novych sloucenin pro moznou budouci
1é¢bu onemocnéni tuberkuldzou. Pro zjisténi minimalni inhibi¢ni koncentrace sloucenin
byla pouzita mikrodilu¢ni bujonovd metoda s jiz oveéfenym postupem na kmenech

Mycobacterium aurum a Mycobacterium smegmatis.

V teoretické ¢asti je shrnuta epidemiologicka situace poslednich let s globalnimi
trendy incidence a mortality TBC ve svété i CR, véetn& vyhledovych planti na napravu
ve stanoveném casovém horizontu. Dale jsou v této praci popsany mykobakterie v
hlavnim zastoupeni s M. tuberculosis. Onemocnéni tuberkul6za — jeji historie, formy,
diagnostika a 1écba antituberkulotiky, které jsou rozd€leny podle linii pouziti a latky

nové, ¢i ve vyvoji.

Experimentalni ¢ast obsahuje kvalitativni 1 kvantitativni metody testovani
mykobakterii a detailnéji zachycuje mikrodilu¢ni bujénovou metodu, pouzitou v tomto
méfeni. Soucasti jsou testované kmeny mykobakterii a jejich zdkladni vlastnosti.
V neposledni tfadé tato Cast obsahuje informace o testovanych slouceninach a
standardech antituberkulotik. V zavéru experimentalni casti je shrnuto vybaveni a
postup testovani mykobakterii. VSechny ziskané informace méfeni jsou v diplomové

praci zpracovany a vyhodnoceny.

Kli¢ova slova: Mykobakterie, Tuberkul6za, Antituberkulotika, Mikrodilu¢ni bujonova

metoda, Minimalni inhibi¢ni koncentrace



3. ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Study program: Specialist in Laboratory Methods

Candidate: Be. Lenka Lyckova
Supervisor: PharmDr. Ondfej Jand’'ourek, Ph.D.
Title of diploma thesis: In vitro screening of potential antimycobacterial compounds

against fast growing strains of Mycobacterium genus

The aim of this work is to determine the efficacy of new compounds for possible
treatment of tuberculosis in the future. A microdilution broth method with already
proven procedure on Mycobacterium aurum and Mycobacterium smegmatis strains was

used to determine the minimum inhibitory concentration of compounds.

The theoretical part summarizes the epidemiological situation of recent years
with global trends in the incidence and mortality of tuberculosis in the world and in the
Czech Republic, including prospective plans for remediation in the time horizon.
Mycobacteria are described in the main representation with M. tuberculosis.
Tuberculosis disease - its history, forms, diagnosis and treatment with antituberculotics,

which are divided according to the use lines, new drugs and drugs in development.

The experimental part contains qualitative and quantitative methods of testing
mycobacteria and captures the microdilution broth method used in this measurement in
detail. It includes tested strains of bacteria and their basic properties. Last but not least,
this section contains information on tested compounds and antituberculotic standards.
At the end of the experimental part is the equipment and procedure of testing
mycobacteria summarized. All obtained measurements are processed and evaluated in

the thesis.

Key words: Mycobacteria, Tuberculosis, Antituberculotics, Microdilution broth

method, Minimum inhibition concentration



4. UvVOoD

Tuberkuléza (TBC) — pojem, ktery znd snad kazdy clovék at uz ze Skoly,
z ockovani proti TBC nebo z lidového pfirovnani ,kasles jako tuberdk®. Jenze tim
povédomi lidi o této velice vazné nemoci Casto konéi, coz vzhledem k pomalu

narustajicimu poctu nemocnych neni viibec dobré.

V roce 1882 vyznamny mikrobiolog Robert Koch oznamil objev tuberkulozni
bakterie a tento den — 24. bfezna, se zapsal jako den boje proti TBC. Objev
tuberkuloznich mykobakterii byl velkym prilomem, ktery oteviel cestu diagnostice a

1écbe této nemoci. (1)

O 137 let pozdéji jsme v situaci, kdy v nékterych ptipadech nezabiraji ani ty
nejsilngj$i 1éky, které byly doposud vyrobeny. PfiCin této situace je mnoho, od
nespravného uzivani 1€kt az po genetické mutace mykobakterii, a vysledkem je vzdy
rezistence na lécbu. Mechanismy vzniku rezistence jsou riizné a zahrnuji predevsim
ziskani schopnosti odstranit 1é¢ivo z buitkky nebo ho U¢inné metabolizovat. Poznani
téchto mechanisml je nezbytnym pfedpokladem k vyvoji novych uc¢innéjSich 1éciv a

rezimu, které by zamezovaly vzniku rezistence.

K zabranéni vzniku rezistence slouzi mimo jiné testovani bakterialni citlivosti.
Tato dnes jiz rutinni metoda odhali vic¢i kterym 1ékim je dany kmen citlivy nebo
rezistentni. Diky tomu se aplikuji 1éky s jistym G€inkem a neztraci se ¢as neti¢innou
1écbou, behem kterého by si mohly mykobakterie vytvofit rezistenci. K 1écbé TBC se
vyuzivaji 1éky zvané antituberkulotika, jejichz pocet v poslednich letech zacal pribyvat

a mnoho novych je v procesu testovani.

10



5. CiL PRACE

Cilem této diplomové prace je in vitro testovani aktivity novych, potencialné
antimykobakteridln¢ ucinnych sloucenin. Nedilnou soucésti je stanovené minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) téchto potencidlnich antituberkulotik za pouziti bujonové
dilu¢ni metody na rychle rostoucich kmenech rodu Mycobacterium — M. aurum a

M. smegmatis, z divodu rychlého ristu a nizké patogenity.

V ptipadé Gcinnosti latek by tato skutecnost mohla pomoci s vyvojem novych

ucinngjsich 1é¢iv nebo novych postupt k zamezeni Siteni TBC.

11



6. TEORETICKA CAST

6.1 EPIDEMIOLOGICKA SITUACE TUBERKULOZY

Zdrojem TBC je nemocny ¢lovek, k jejimu prenosu dochézi pomoci kapének a
nejcastejsi vyskyt této nemoci je v zemich tfetitho svéta. NejvetSim rizikem pro vznik
nemoci je infekce HIV. Onemocnét TBC muize téméf kdokoliv, avSak nejcastéji se
vyskytuje mezi lidmi zijicimi ve Spatnych socidlnich a hygienickych podminkach, u lidi
na okraji spole¢nosti a dalSimi skupinami obyvatel jako jsou migranti, uprchlici, etnické
menSiny, uzivatel¢ drog aplikovanych nitrozilng, pracovnici v riziku, starS$i osoby,

imunokompromitovani pacienti. ">

Obecnymi rizikovymi faktory vzniku onemocnéni jsou podvyZziva, nizka Zivotni
uroven a kvalita hygieny, koufeni, zavislost na alkoholu, diabetes mellitus a snizena
imunita. Tyto faktory maji vyznamny vliv a individualizuji pfistup k 1écbé. AvSak tento
piistup Casto navic zhorSuji i1 vysoké naklady spojené s 1écbou, vyhleddvanim

r

nemocnych a jejich zdravotni pé¢i. !

TB incidence TB deaths
. 10 L A
@ b
> = TB deaths among
e All TB cases ] HIV-negative people
(=8 (=9
= i 1.0 4
c c
2 1=
and relapse cases
05+ 1=
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M | | - T T 1
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Shaded areas represent uncertainty intervals.

Obrazek 1 - Globalni trendy v odhadovaném poétu incidence a iumrtnosti na TBC *

TBC byva stale vnimana jako nemoc, kterd neni aktudlnim rizikem, ale opak je
pravdou. Jak je moZno vidét na obr. 1, v poslednich letech dochazi ke sniZzovani poctu
umrti, ale pocet novych ptipadli a ptipadii relapsu opét stoupa. Jednd se predevsSim o
rozSifeni kment rezistentnich k zékladnim 1ékim. I pfesto, ze se na poli vyzkumu jiz
par let dafi, je TBC stale pfi¢inou obrovského mnozstvi umrti a drzi se na tietim misté

nejrozsirenéjSich infek¢nich onemocnéni za malarii a AIDS. Hrozbou pro celosvétovou
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populaci jsou v soucasnosti zejména piipady rezistentnich a multirezistentnich forem

TBC, které maji stoupajici charakter, a jiz na n& nejsou G¢inna lé¢iva prvni volby. "+*¢

6.1.1 Situace ve svété

V roce 2016, podle reportu Svétové zdravotnické organizace (WHO), doslo k
umrti 1,8 miliona lidi zdravotné ovlivnénych TBC z celkového poctu nemocnych, coz

¢inilo 10,4 miliona. !

WHO potvrdila, ze v roce 2017 byl odhad incidence po celém svét¢ 10 milioni
piipadi, ale oficidlné hlaSeny pocet byl 6,4 milioni — jejich rozmisténi ve svété je
patrné z obr. 2. Z celkového poctu hlaSenych nemocnych bylo 1,3 miliént umrti u HIV
negativnich osob a v priméru 0,3 miliond HIV pozitivnich osob. Tento rok bylo jen v
Africe zaléceno 22 100 novych pacienti a z toho bylo 3 600 s multirezistentni formou
TBC. Celosvétoveé denné zemie v souvislosti s TBC vice nez 4500 pacientl. V tabulce

¢. 1 je pro pirehled nekolik stath svéta s vysokym vyskytem TBC rozdélenych podle

1,5,7

kontinenta.

o
¥ = Incidence per 100 000 n
population per year <f L L3 -
ﬂb / 1
0-24 j\ \
[ ] 2599 1
[ 100-199 /
o
I 200-299 1z / %‘
Bl 300 bia
[ nodata ¥
:l Mot applicable

Obrazek 2 - Odhadovand incidence vyskytu TBC v roce 2017 *
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Tabulka 1 - Nékolik statii svéta s vysokym vyskytem TBC k lednu 2019 dle WHO *

Evropa Asie Afrika Amerika Australie a oceanie
Litva Mongolsko | Etiopie Bolivie Fidzi
Moldavie Irak Sudan Brazilie Kiribati

Rumunsko | Kazachstan Kenya Dominikéanskd rep. | Marshallovy ostrovy

Rusko Cina Angola Ekvador Papua-Nova Guinea
Ukrajina Jemen Namibie Guyana Salamounovy ostrovy
Pakistan | Botswana Haiti Mikronésie
Thajsko Tanzanie Nikaragua Nauru

6.1.2 Situace v Ceské republice

CR patii jiz dlouhou dobu mezi zemé s nizkym vyskytem TBC a to z diivodu
dobré kvality systému prevence, aktivniho vyhleddvani nemocnych a potencialné
nemocnych osob, diagnostiky a 1éby. Incidence onemocnéni mé dlouhodobé klesajici

charakter, v¢etné onemocnéni vyvolanych multirezistentnimi kmeny. '-°

V roce 2016 bylo v CR do registru nahlageno 517 novych onemocnéni TBC, asi
30 % z nich byly osoby pochazejici z Ukrajiny, Slovenska, Vietnamu a Rumunska.
Onemocnéni bylo prokazéano €astéji u muZzl, a nejcastéjsi vyskyt byl mezi lety 40-59.
Nejvyssi pocet nemocnych byl zaznamenany u osob s trvalym bydlistém v Praze.

Z celkového potu nemocnych byla multirezistentni forma zjisténa u 6 osob. '

Pro rok 2017 bylo registrovano celkem 505 onemocnéni TBC bez rozdilu typu a
lokalizace, coz ptredstavuje 4,8 ptipadi na 100 000 obyvatel. Ve srovnani s predchozim
rokem se pocet registrovanych piipadi snizil o 12. Z celkového po¢tu nemocnych bylo
33 osob, které jiz prodélaly 1écbu TBC, dale se ve 372 ptipadech (73,7 %) potvrdila
definitivni TBC. Z udaji bylo ziejmé, ze 439 ptipadl (86,9 %) TBC souviselo s

onemocnénim plic. "

TBC se opét mnohem castéji objevovala u muzi, a to dokonce ve vice nez 70 %
piipadi. Dle registru jsou mnohem c¢etnéjsi osoby ve véku 40-59 let, a osoby starsi 80-ti
let. Pacientli mladsiho véku ubylo, ale jiz po né€kolikaté byl evidovan nejvyssi pocet

pacientl s bydlistém v Praze, a to 95. '

14



Za rok 2017 ptibylo v ¢eském registru TBC 159 nakaZenych cizinct, coz Cinilo
vice nez 31,5 %. NejvyS§i pocet nemocnych cizinci pfiSlo z Ukrajiny dale ze

Slovenska, Vietnamu, Mongolska ¢i Rumunska. '°

350 nemocnych z Registru bylo testovano na citlivost k antituberkulotikiim, z
nichz ve 4,6 % byl kmen rezistentni k isoniazidu (INH), ve 4,3 % byla zaznamenana
rezistence vuci streptomycinu, ve 4,0 % byla zaznamenana rezistence na pyrazinamid,
ve 2,3 % ptipadii byla evidovana rezistence k rifampicinu (RFM) a ve 2,0 % byl kmen
rezistentni vii¢i etambutolu. Co se ty¢e multirezistentni formy, tady byla rezistence

detekovana v 2,3 %. '°

Za rok 2017 doSlo podle zdznami k 25 umrti ve spojitosti s TBC a nej€astéji k
nému dochdzelo v Praze — 8 osob. Registr krom¢ TBC zaznamenava i vzniklé nemoci
zapii¢inéné jinymi mykobakteriemi a v daném roce takovych ptipadl bylo 89, z nichz
71 ptipadt zasahlo plice a 18 jinou lokalizaci. NejcastéjSimi piivodci mykobakterioz

byli ptivodci Mycobacterium avium a M. kansasii. °
Povinné hlaseni TBC

V CR je povinné hlasit kazdy nové zjistény piipad onemocnéni TBC nebo jiné
mykobakteridlni onemocnéni, jejich recidivu, jimi zapfi¢inéné tmrti a imrti z jinych
pric¢in v souvislosti s TBC nebo mykobakteridzou. Hlasi se i podezfeni na né a jejich
nejcastejsi hlaSeni jsou z odde€leni pneumologie a ftizeologie. HlaSeni se podava na
Krajskou hygienickou stanici a dale do Registru TBC Informac¢niho systému bakterialni
TBC (ISBT). Udaje se nasledné piedavaji do Ustav zdravotnickych informaci a
statistiky CR (UZIS) pro celostatni zpracovani. Z t&chto wdajii poté Ministerstvo

zdravotnictvi vyvozuje zavéry a navrhuje pfipadna opatieni. *°
Vyhled

Sdruzeni Cile udrzitelného rozvoje (SDGs) navrhlo v roce 2015 vice nez 50
zdravotnich cila, kterych ma byt dosazeno v pribéhu 15 let. Jednim z téchto cila je
program ,,End TB®, jehoz vysledky maji byt patrné do roku 2030. Tyto cile jsou
navrzeny tak, aby mohly byt realizovany ve vSech zemich svéta bez ohledu na jejich
uroven, a aby ve vSech mohl byt pribézné sledovan pokrok. V ptipadé TBC to znamena
konkrétné snizeni umrtnosti 0 90 % a o 80 % snizeni vyskytu TBC oproti hodnotdm z

roku 2015. Dalsim datem ma byt rok 2035, kdy by mély byt hodnoty oproti roku 2015

15



snizeny jesté vice, a to v imrtnosti 0 95 % a ve vyskytu o 90 %. Obrazek 3 znazornuje

vyty&ené cile poklesu incidence a mortality. * !

Dosazeni takovychto cili bude velmi narocné a ndkladné a bude potieba v
nejblizSich Sesti letech technologicky prilom. To by znamenalo vyznamny pokles
vyskytu TBC, primérné okolo 17 % ro¢né. Z toho divodu je priorita vyzkumu

postavena na vyvoji nového 1éku, ¢i alesponi vakciny ke snizeni rizika infekce. * "
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Obrazek 3 - Predpokladana kiivka incidence a mortality, které jsou nezbytné pro
dosazeni "End TB" v pribéhu let 2015-2035 *
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6.2 MYKOBAKTERIE

NadftiSe: Prokaryotae

Rise: Bacteria

Kmen: Actinobacteria
Ttida: Actinobacteria
Podttida: Actinobacteridae
Rad: Actinomycetales
Podiad: Corynebacterineae
Celed’: Mycobacteriaceae
Rod: Mycobacterium

Druh: Mycobacterium tuberculosis, M. smegmatis, M. aurum "

Obrdazek 4 - Grampozitivni mykobakteridalni tycinky "

Mykobakterie nazyvané¢ taky houbové bakterie, dostaly sviij nazev podle
povlaku podobnému plisnim, ktery tvofi pii rastu na tekutych piadach. Povlak je tvofeny
vétvenymi nebo teckovanymi vlakny. Celkové je asi 50 druht mykobakterii, které se
déli na 2 hlavni skupiny, a to na pomalu a rychle rostouci aeroby nebo fakultativni
aeroby. Mykobakterie byvaji povazovany za grampozitivni ty¢inky, ale vzhledem k
tomu, ze se Gramovym barvenim nebarvi nebo jen velmi malo, jsou oznaCovany jako
acidorezistentni. Jejich bunécna sténa je sloZena z peptidoglykanu mureinu a z vétsi
¢asti z komplexnich voskovych lipidl, coz zapficinuje hydrofobicitu a acidorezistenci
bunky, kterd zplisobuje rezistenci vici odbarveni fedénou anorganickou kyselinou po
obarveni karbolfuchsinem. Lipidova frakce bunécné stény mykobakterii je sloZena

majoritné z mykolovych kyselin, které ovliviiuji vlastnosti mikroorganizmu, jeho
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povrchovou propustnost, jsou hlavnim determinantem virulence bakterii a mezi

prokaryotami jsou jedine¢né. * ' 413

Vysokd koncentrace lipidi v bunécné sténé zejména Mycobacterium
(ATB), odolnost vici zabijeni kyselymi a alkalickymi slou€eninami, rezistence vuci
osmotické lyze prostiednictvim depozice komplementu, odolnost viaci letdlnim

oxidacim a pieziti uvnitf makrofagg.

Mykobakterie vyvolavaji celou fadu vaznych infekénich nemoci — septikémi,

napf. plicni 1 mimoplicni TBC a lepru.

Obligatné patogenni druhy:

TBC je onemocnéni vyvolané Mycobacterium tuberculosis, které se stalo
nejcastéjsi pricinou umrti bakteridlniho infekéniho onemocnéni na svété. Onemocnénim
je postizena jedna tfetina svétové populace. DalSim plivodcem, ktery taktéz dokaze
zapfiCinit toto onemocnéni i1 u zvitat, je Mycobacterium bovis, které je z 90 % DNA
homologni k M. tuberculosis. Mycobacterium leprae vyvolava onemocnéni zvané lepra
(malomocenstvi), coz je nepfili§ nakazlivé onemocnéni napadajici kuzi, sliznice a

periferni nervy a znetvotuje télo. '°

Podminéné patogenni druhy:

Mpycobacterium avium — intracellulare je komplex dvou druht mykobakterii,
které si jsou geneticky velmi podobné a neni jednoduché je odlisit. Jsou to ptivodci TBC
driibeze, u Cloveéka se objevuje v pripadech snizené imunity zapti¢inéné infekci HIV.
Mykobakteriozy = netuberkul6zni mykobakterialni infekce nejsou piili§ casté, vétSinou
doprovazeji jind onemocnéni nebo zpusobuji infekce ran. Oproti TBC se v jejich 1é¢bé

vyuzivaji vice ATB neZ antituberkulotika, ptfestoZe klinicky a na RTG si jsou podobné.

17

6.2.1 Mycobacterium tuberculosis

Mpycobacterium  tuberculosis je bakterie vyvoldvajici granulomatdzni
onemocnéni — TBC. Tuberkulézni mykobakterie jsou nepohyblivé ty€inky,

nevytvarejici spory a bez pouzdra. Tyto §tihlé acidorezistentni tycky jsou rovné nebo
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mirn¢ zahnuté¢ o velikosti cca 1,5-5 um a s optimdlni teplotou ristu pti 37-38 °C. V
biologickych vzorcich se nachazeji jako izolované bunky nebo v drobnych shlucich, v
tekutych piidach rostou v provazcovitych koloniich. Na Lowenstein-Jensenové pudé
byvaji kolonie viditelné uz po 2 tydnech kultivace, ale v pfipadé pomalejsiho rlstu az
po 8tydnech (obr. 5). M. tuberculosis se od ostatnich mykobakterii odliSuje
biochemickymi vlastnostmi napf. tvorbou niacinu ¢i redukci nitratt. Pii béznych
podminkach prostfedi jsou mykobakterie schopny piezivat po dobu 1-2 hodin, v
biologickém materialu jsou schopny dlouho pfezivat intracelularné jako perzistofi a v
kase6znim materidlu 1 extracelularné. Jako patogenni bakterie jsou v organismu
fagocytovany, ale nckteré z téchto mikroorganismi odoldvaji usmrcovacim
mechanizmim fagocyti a mohou se v buiice ddle mnozit. Nejvyhodnéjsi strategie
preziti M. tuberculosis v makrofazich je zabraiovani splynuti fagozomu s lysozomy a
jejich granuly, aby nedochézelo k likvidaci patogenu. Pro tyto mykobakterie je fatalni

sluneéni svit, teploty nad 60 °C a v laboratofi vyuzivana sterilizace v autoklavu. & '>'%1?

Obrdzek 5 - Mykobakterie na Léwenstein-Jensenové piidé*

Mycobacterium tuberculosis je ptirozeny mutant s inaktivovanym oxidacnim
stresovym regulacnim genem oxyR. Tato charakteristika je spojena s vynikajici
citlivosti M. tuberculosis na INH problém nastavad v pripadé, Ze je tato oblast

transformovana. %
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Chemicka skladba

Mycobacterium  tuberculosis jsou z vétSiny slozeny zvody (60 %),
anorganickych latek a organickych lipidd, proteind, polysacharidii. Polysacharidy jsou
rozdéleny na 2 tfidy, ptfiCemz do 1. tfidy spadd arabindza, galaktéza a manoza a do
2.tfidy patfi glukan. Organickou skupinu lipidi zastupuji mykolova kyselina,
fosfolipidy, vosk D a glykolipidy v zastoupeni kord faktoru a sulfolipidd. Ukolem lipidt
je zajistit toxicitu pro hostitele a snizovani mykobaktericidni aktivity alveolarnich
makrofagi. Proteinové slozky jsou chemickou frakcionaci rozdéleny na skupiny A, B,

C a D a slouzi k navozovani tkafiové i buné&tné imunity. °
Virulence

Tuberkul6zni mykobakterie mohou rast intracelularng, coz je G¢inny zpisob, jak
se vyhnout imunitnimu systému, protoze protilatky a komplement je nejsou schopné v
buiice zlikvidovat. Jakmile je mykobakterie fagocytovana, mulze inhibovat
fagozom-lysozomovou fuzi sekreci proteinu, ktery modifikuje fagozomovou membranu.
Nasledn¢ ve fagozomu bud’ ziistava nebo z néj unikne, ale v obou piipadech si najde

chranéné prostiedi pro rist v makrofagu. *

Z ptiblizn€ 4000 genii genomu Mycobacterium tuberculosis je 525 genl soucasti
bunécnych stén a bunécnych procest, 188 genii koduje regulacni proteiny a 91 gend se
podili na virulenci, detoxikaci a adaptaci. Vice nez 200 gend je identifikovano jako
kodujici enzymy pro metabolismus mastnych kyselin. Takto velky pocet enzymu
M. tuberculosis mize byt spojen se schopnosti patogenu rist ve tkdnich infikovaného

hostitele, kde mohou byt jeho hlavnim zdrojem uhliku mastné kyseliny. *

6.3 TUBERKULOZA

TBC muze byt smrtelné onemocnéni zapficinéné bakterii Mycobacterium
tuberculosis. Je rozSitené po celém svété, postihuje vSechny vékové kategorie a

zasahuje vSechny organy, nejvice viak plice. *

Mezi hlavni pfiznaky nemoci patii dlouhotrvajici kasel, horecka, tbytek na vaze,
chrleni krve, bolest na hrudi, dusnost a nésledné komplikace vedouci az k umrti
pacienta. Zpravidla chronicky rdz onemocnéni byva jen u mladych dospé€lych, ale mize

probihat i akutné s nepfiznivou prognédzou. >’
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Postup onemocnéni a jeho zadvaznost zavisi na kmenu M. tuberculosis, predchozi

expozici, o¢kovani, infekéni ddvee a imunitnim stavu hostitele.

6.3.1 Historie

Onemocnéni TBC provazi lidstvo od nepaméti a jeji epidemie se v historii
mnohokrat opakovaly. Jiz z mlads$i doby kamenné a na egyptskych mumiich byly
nalezeny znaky kostni formy TBC. °

Diive bylo toto onemocnéni oznacovano feckym slovem fthisa = souchotiny a
jeho védni obor ftiseologie. Slovo fthisis oznafuje neprospivajici stav lidského
organizmu, jez se projevuje ubytkem télesné hmoty, chéatrdnim, sesychanim a
chifadnutim. Takto se uz v ddvné minulosti nazyvaly obecné¢ nemoci s podobnymi

klinickymi projevy. 2!

Oznaceni ,,tuberkuléza® vzniklo az roku 1834 diky profesorovi Schonleinovi, a
to diky poznatklim, Ze se pfi onemocnéni v organech téla, majoritn€ v plicich, tvofi
loZiska a hrboly nazyvané tuberkula. Etiologii vzniku tuberkull, i samotné nemoci,
objasnil 24. 3. 1882, taktéz némecky mikrobiolog, Robert Koch (Kochiv bacil), ktery
prokézal infek¢éniho ptivodce onemocnéni. Pan Koch mél snahu vytvofit i vakcinu proti
TBC a pfipravil z bunééné stény mykobakterii latku tuberkulin. BohuZel jako ockovaci
latka nenavozoval potiebnou tvorbu protilatek. Tuberkulin se vSak zacal pouzivat v

diagnostice TBC. **

Co se lécby tyce, byl v padesatych letech 20. stoleti podavdn nemocnym
streptomycin a kyselina paraaminosalicylova (PAS) a velka ¢ast nemocnych byla lé¢ena
léky 1 kolapsoterapii tzv. kurativnim pneumotoraxem. Roku 1953 byla zavedena
povinna kalmetizace, diky niz ubylo tézkych forem nemoci. Cilené rentgenologické
snimkovani ze §titu bylo velkou pomoci v padesatych a Sedesatych letech. Po roce 1960
zacala byt pouzivana trojkombinace antituberkulotik v délce 1écby 12 mésicti. RFM,
jako dosud nejiginnéjsi 16k na TBC, pfisel na trh az v 80. letech. Casem byla zjiiténa
velmi dobra ucinnost ¢tyfkombinace antituberkulotik, diky niz se zacal redukovat pocet
preventivnich radiologickych vysSetfeni. Pro dohled nad nemoci byl vytvoren Registr

TBC. ¢
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6.3.2 Patogeneze a patologie

TBC je zplisobena mykobakteriemi, které se Sifi vzduchem pii kaSlani ci
kychéni infikovanych osob vlivem masivniho aerosolu infekcnich ¢astic. Onemocnéni
primarné postihuje plice, ale mize se rozsifit do celého téla. U velké ¢asti infikovanych
mohou ptezivat bakterie v t€le v neaktivni formé¢ dlouhé roky a nemoc se nemusi nikdy
klinicky projevit. Po vdechnuti vznika v plicich primarni ohraniené loZisko (prvni
kontakt hostitele s mykobakteridlni infekci), které se opouzdii, a proces ustane. K
takovému spontannimu zhojeni dochazi diky rozvoji bunétné imunity asi v 90 %
ptipadl a jedinou znamkou prodélané infekce je precitlivélost na tuberkulin. V ptipade,
7ze Casem nebyly vorganismu zlikvidovany vSechny mykobakterie imunitnim
systémem, je 1 po fad¢ let mozny vznik postprimarni (chronické) TBC, a to zejména
pokud dojde k vyrazn&Simu oslabeni imunitniho systému napf. u pacientl po
transplantaci, podvyzivenych, HIV pozitivnich ¢i star§ich osob. Chronickda TBC je
spojend s destrukci tkané kolem loZiska a moznym rozsevem do dalSich organa
(miliarni cestou). Druhou moznosti vzniku sekundarni TBC je opakovana expozice s
inhalaci novych mykobakterii. Aktivni TBC se z celkového poctu infikovanych rozvine
u cca 10 %, a tim se z nich stavaji pfenaseci nemoci. Aktivovand TBC zpiisobi, ze v
plicich za¢ne vznikat diftzni infiltrat, ktery se hematogenni a lymfogenni cestou mize
roznést do t€la, u lymfatické cesty je to prasknutim uzliny, jejiz obsah se vyplavi i do
krve. V nékterych ptipadech dochazi ke vzniku drobnych cetnych 1ézi, které jsou plné
mykobakterii a znamenaji rychle progredujici smrtelnou formu (krypticka diseminovana

TBC). ¢ "

Mykobakterie maji tendenci se mnozit v mistech s nejvyssi kyslikovou tenzi,
proto je dana orgéanova dispozice k TBC (plicni vrcholy, riistové zény dlouhych kosti,

ledviny). >3

TBC ma dva zdkladni morfologické projevy — tuberkulozni uzlik a tuberkul6zni

exsudat. Oba projevy se kombinuji a mohou propadnout kasedzni nekroze. °

Tuberkulézni uzlik jako projev produktivni faze je kulovité loZisko o velikosti
1-2 mm a je tvofen builkami epiteloidnimi a Langhansovymi, periferie je majoritné
tvofena lemem lymfocytl. Uzlik se mize samovolné zresorbovat a zahojit jizvou nebo

ad integrum, v nejhor$im piipadé podléha kase6zni nekroze. ©
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Tuberkul6zni exsudat nejcastéji vznika na ser6znich blanach ¢i sliznici, ale mtize
postihnout jakykoliv organ. Exsudat je tvofen ser6znim materidlem, velkym mnozstvim
fibrinu, makrofagt a lymfocyti. Pii podlehnuti kasedzni nekroze jsou postizeny i okolni

struktury — dochazi k $ifeni do celého t&la. °

6.3.3 Rezistentni formy

Multirezistentni TBC

Multirezistentni forma TBC (MDR-TB) je vazny celosvétovy problém
hlavnich antituberkulotik — INH a RFM, proto je potieba pro UspéSnou 1écbu pouzit
jedno z antituberkulotik prvni linie spole¢né s dalsi linii a 1éky, které se ur¢i na zaklade
stanoveni citlivosti kmene na antituberkulotika. Vysledna lécba ¢tyikombinaci 1kt jiz

vvvvvv

vedlejsich G¢inki a 1éebny efekt lze oekavat pouze u 60-80 % nemocnych. >°
Extenzivné rezistentni TBC

Extenzivné rezistentni forma onemocnéni (XDR-TB) vznika z multirezistence
nedodrzovanim dostate¢né kontrolovaného 1é¢ebného rezimu. Z prvni skupiny léCiv je
rezistentni na RFM a INH, z druhé fady byla vytvofena rezistence na vSechny tfi
injek¢éni  antituberkulotika (amikacin, kapreomycin, kanamycin) 1 jedno z
fluorochinolonovych antituberkulotik. Lécba je jest¢ nakladnéjsi nez u multirezistentni
formy a jeji uspéSnost se pohybuje okolo 40 % ptipadi. Pro zachovani relativné

piijatelného vysledku 1é¢by je nezbytné udrzet citlivost na kapreomycin. °

6.3.4 Prevence — protiepidemicka opatreni

TBC je velice tézka nemoc, které vSak lze zabranit a vymytit ji — hlavné
prevenci v podobé vakcinace, snizenim vlivu rizikovych faktorii, i€¢innou terapii a v
neposledni fadé¢ vcasnou detekci. Velmi dulezité¢ je aktivni a cilené vyhledavani
rizikovych pfiznakd a casnych stddii nemoci v celosvétové populaci. Nedostatecna
informovanost a osvéta populace vede k pozdnimu pfichodu k I€kafi a nezahajeni
vCasné 1éCby. Nejvyssi riziko je stdle v zemich trettho svéta z mnoha
socioekonomickych diivodi, které se z pohledu prevence v blizké budoucnosti razantné

nezlepsi.
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Vakcinace

Zavedeni ofkovani ma v dané oblasti okamzity vliv na incidenci zdvaznych
infek¢nich i1 neinfekénich forem TBC déti. Aby se ti¢innost o¢kovani projevila v plném
rozsahu na incidenci nemoci, musela by se populace o¢kovat plosné¢ nékolik desetileti.
Pokud plosna prooc¢kovanost za¢ne klesat pod 90 %, budou vystaveny riziku i osoby jiZ

oc¢kované.

Vakcina Bacille Calmette-Guérin (BCG) je Ziva, oslabend a pfipravovana z
kmene Mycobacterium bovis. Protektivni ti€inek této vakciny byl jiz prokdzdn mnohymi
studiemi. Sila uc¢inku se 1i§i podle oblasti aplikace, tento rozdilny Gc¢inek je vysvétlovan
odliSnou expozici populace mykobakteriim v prosttedi. Z toho davodu je

upiednostiiovano o¢kovani novorozenct intrakutanné. > >

Chemoprofylaxe

V pravém slova smyslu jsou pfi chemoprofylaxi aplikovany léky neinfikované
osobg¢, kterd je v pfimém styku s nemocnym. V bézném vyznamu oznacuje terapeutické
podavani 1é¢iva infikované osobé, ktera nemd priznaky aktivni nemoci. Ve vétSing
piipadii se chemoprofylaxe provadi v zemich, kde neni povinné ockovani proti TBC

(napf. USA). P

6.3.5 Diagnostika a lécba

Mykobakteriologicka diagnostika ma jedine¢nou ulohu pii zjistovani
mykobakterialnich infekci 1 pfi vyhodnocovani u¢innosti opatieni pro jejich kontrolu.
Diagnostika je zaloZena na obsahlych znalostech biologie piivodcii, které jsou vyhodou
pfi jejich pritkazu a samoziejmé 1 pii jejich druhové identifikaci. Co se tyka metodické
stranky diagnostiky, upfednostiiuje se celosvétové co nejkvalitngjsi prizkumu ptivodci

a reprodukovatelnost izola¢nich a identifika¢nich technik. *

Ke stanoveni diagnézy TBC je potieba vysSetfit biologicky material (sputum,
sediment tekutin) a prokazat ptitomnost tuberkuléznich mykobakterii. Definitivni
diagn6za TBC je déna piimym pritkazem — mikroskopicky a kultivacné. Samotny RTG
snimek s viditelnymi zménami (obr. 6) neni dostacujici a podezfeni je nutno potvrdit

dal§i metodou. & °
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Obrazek 6 - RTG diseminované makronoduldrni plicni TBC »
Ze vzorkil se nejcastéji vySetiuje sputum, v piipad€, Ze nelze odebrat, je dalsi
moznosti bronchidlni lavdz, bronchoskopicky vytér, biopsie nebo laryngeélni vytér. U

tekutin jako likvor, exsudaty a mo¢ se po centrifugaci vySetfuje sediment.

Obrazek 7 - Mykobakterie obarveny podle Ziehl Neelsena pod mikroskopem **

pozn.: cervené mykobakterie na modrém podkladu (metylenova modr), prohlizi se 100

zornych poli pri zveétseni 1000x imerznim objektivem

25



Pro mikroskopii mykobakterii se nevyuziva zdkladni Gramovo barveni, ale

barveni podle Ziehl-Neelsena, které spociva v obarveni teplem fixovaného preparatu
prelitim roztoku karbolfuchsinu a zahfatim do vystupu par. Preparat se oplachne vodou
a preléva etanolem a kyselinou sirovou pro odbarveni nadbyte¢ného karbolfuchsinu.
Nasleduje dalsi oplachnuti a dobarveni kontrastnim barvivem (malachitova zelen,
metylenova modf). Mykobakterie se barvi ¢ervené a pozadi zelené ¢i modfe viz. obr. 7.

Fluorescencni barviva se pouzivaji pro barveni bioptického materiadlu tkani. Nejcastéji

je vyuzivano selektivniho barveni auraminem O a rhodaminem B, diky vysoké afinité k
mykolovym kyselindm. Jak je vidét na obr. 8, preparat se Zluté¢ i jasné oranzové
sviticimi mykobakteriemi na tmavém pozadi je prohliZzen fluorescenénim mikroskopem.
Mikroskopie stéru je ztizena v ptipadech soucasné infekce virem HIV, z tohoto diivodu
se mlze stat, Ze se 1écba zahdji pozd€. Mikroskopie je nejrychlejsi vysetfeni, ale jeho

citlivost neni vysoka — pro prikaz je potteba 50 000-100 000 mykobakterii v 1 ml sputa.

5,6,15,24

Obrazek 8 - Mycobacterium tuberculosis pod fluorescencnim mikroskopem, zvétSeni
400x, barveni auramin-rhodamin *

Pro kultivacni metody je potieba v klinickém materidlu odstranit jakoukoliv
kontaminaci (jiné druhy bakterii, houby). Petroffova metoda spociva ve smiseni se 4 %
hydroxidem sodnym, poté 15-30minutové neutralizaci fosforeCnanem sodnym a

centrifugaci. Vznikly sediment se ockuje nejcastéji na Lowenstein-Jensenovu pudu
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nebo jinou vhodnou ptdu a inkubuje se pii 35-37 °C. Kultivace je 1000x citlivé;si

metoda nez mikroskopie, ale asové naro¢n&jsi — trva i nékolik tydni. &

Nejcitlivéjsi metody v soucasné dobé jsou molekularné biologické, konkrétné
PCR, DNA fingerprinting, pouziti genetickych sond nebo pifimy test cileny na

tuberkul6zni mykobakterie. °

Tuberkulin, dnes jako dopliikovd metoda, mél pivodné slouZzit jako ockovaci
latka, ale po zjiSténi, Ze neni pfili§ vhodny, se uplatnil v diagnostice, kde v nékterych
ptipadech muize slouzit ke zjiSténi, zda byl ¢loveék infikovan tuberkuléznim bacilem. V
CR se tento test pouziva ke kontrole u¢inku ockovani u déti (podle charakteru mistni
reakce se da zjistit, jestli se jiz pacient né€kdy s tuberkul6znim bacilem setkal). Jeho
pouzitelnost je vSak omezena, protoze nedokaze vzdy odlisit, zda se jedna o aktivni,
neaktivni onemocnéni, anebo o stav po o¢kovani BCG — pro odliSeni se pouziva méieni

velikosti indurace v misté vpichu, kter¢ ale neni vzdy prukazné. Slabou reakci

wrxe 15,21

TERAPIE

Zékladem lécby tohoto infekéniho onemocnéni je dlouhodobé podéavani
kombinace antituberkulotik. Délka 1é€by zéavisi na rozsahu postiZzeni, ptidruzenych
chorobach a kombinaci pouzitych antituberkulotik. Antituberkuldzni Iéky se uzivaji bud’
denné¢ nebo v daném rezimu (intermitentné) po dobu 6 az 12 mésici. Délka 1é¢by a
kombinace vice latek je dilezitd z divodu heterogenity populace mykobakterii a pro
vys§i procento primarné rezistentnich mutant. Akceptovatelny lécebny rezim je v
ptipadé, Ze procento recidiv neni vySs$i nez 5 % a G€innost rezimu bude minimalné
95 %. Pokud jsou pacienti rezistentni vi¢i nejuc¢innéjsSim ATB prvni linie, jedna se o

multirezistentni TBC a nasazuji se i antituberkulotika linie druhé. %63

Terapie ma 3 faze. V prvni fazi dochazi k potlaceni aktivity vétSiny
mykobakterii a pacient se stava neinfekénim. V druhé fazi jsou usmrcovany méné
aktivni mykobakterie v makrofazich, kaseifikované tkdni a zanétlivych loZiscich s
kyselou reakci. Ve tfeti fazi jsou usmrcovany vSechny mykobakterie v pribéhu jedné
kratké metabolické aktivace. Relapsy onemocnéni jsou zpusobeny citlivymi
mykobakteriemi. Kratkodob¢jsi rezimy jsou pro pacienty Setrnéjsi a jsou Iépe snaseny,

neZ rezimy delsi nez 1 rok. > %"
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6.4 ANTITUBERKULOTIKA

Antituberkulotika jsou léky s mykobakteriostatickym ¢i mykobaktericidnim a
sterilizaénim ucinkem. Jejich poddvanim se snazime docilit zniceni mykobakterii a
sterilizaci tuberkulotickych poSkozeni. Rezistenci k 1ékiim casto zptisobuji mutace, ke
kterym dochazi jednou za 108 bunécnych déleni, a pravé k zdbrané vzniku mutant

slouzi kombinace antituberkulotik. &'

Nejvétsi mykobaktericidni u¢inek mad INH, RFM a streptomycin. Nejsilnéjsi
sterilizaéni G¢inek mé& pyrazinamid, RFM, ale 1 INH. Uziva se 1 [€k

mykobakteriostaticky a to etambutol. °

6.4.1 Lékova citlivost a rezistence

Testovani lékové citlivosti se provadi u kazdého nové izolovaného kmene
M. tuberculosis nebo podle dohody s lé¢kafem. Pfi prvnim testovani se urcuje citlivost

na antituberkulotika prvni linie, v pfipadé rezistentnich kmen se testuji dalsi linie. °

Pficinami vzniku rezistence na 1éCbu jsou neadekvatni 1é¢ebny rezim, nespravné
davkovani, nekontrolovana 1écba, intolerance preparatii, piedasné ukonceni lécby,
nespoluprace pacienta, genetickd mutace mykobakterii, migrace populace, neucinna
lécba a selekce a pomnoZeni rezistentnich mutantnich kmend. Genetickd mutace,
selekce a pomnozeni rezistentnich mutantnich kment jsou jiz sekundarnimi procesy
rezistence zapti¢inéné praveé nespravnou léCbou, migraci atd. O primarné rezistentni
infekci se jedna v piipadé, Ze pacient diive neprodé€lal 1écbu TBC delsi dobu nez
jeden mésic. Monorezistence se vyskytuje tehdy, jeli pii in vitro testovani kmen
rezistentni pouze na jedno antituberkulotikum prvni fady. Pojem multirezistence je v
tomto ptipad¢ definovan jako rezistence mykobakterii na dv€ nejucinngjsi

antituberkulotika — RFM a INH. %?2¢

Je ¢im dal vice bakterii pisobicich onemocnéni, které se stavaji rezistentni viici
pouzivanym lé¢iviim a v nékterych piipadech jiz nejsou k dispozici prakticky Zadna
ATB a moznostmi jsou pouze experimentalni pfipravky a potencidlné toxicka lécba.
Tyto situace vybizi vyzkumna pracovisté k hledani novych léCivych latek a timto

zpUsobem snizeni poctu rezistenci. %’
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Bakterialni mechanismy rezistence na ATB

Antibioticka rezistence miize byt inherentnim rysem bakterie (vlastnosti, napf.
urcity typ struktury bunécné stény) a ten ji Cini pfirozené rezistentni nebo miize byt
ziskana mutaci ve vlastni DNA. Sekundarni rezistence vznika ziskdnim rezistence z jiné
DNA. Jakmile se u bakterie vyvinou geny rezistence, jsou béhem replikace DNA
pfeneseny pfimo do potomkl bakterie — vertikdlni pfenos genl. Horizontalni pfenos
gent (HGT) je proces, pii kterém lze geneticky material obsazeny v DNA pfenaset mezi
jednotlivymi bakteriemi stejného druhu nebo dokonce mezi rtiznymi druhy. Existuji

pfinejmensim tfi moZné mechanismy HGT — transdukce, transformace nebo konjugace.
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U bakterii se vyvinulo n€kolik mechanismt, které jim poskytuji rezistenci vici
ATB. Tyto mechanismy mohou bud’ chemicky modifikovat ATB, u€init ho neaktivnim
fyzickym odstranénim z bunky nebo modifikovat cilové misto tak, aby nebylo
rozpoznano ATB. NejbéznéjSim zpiisobem je enzymatickd inaktivace ATB. Stavajici
bunéény enzym je modifikovan tak, aby reagoval s ATB zplisobem, Ze jiZ neovlivituje
mikroorganismus. Alternativni strategie vyuzivand mnoha bakteriemi je zména cilového

mista ATB. %’

6.4.2 Déleni podle linii

U prvni skupiny 1é¢iv je mozno podéavat vSechny zastupce samostatné¢ nebo v
kombinacich. U druhé a tieti skupiny se podava vzdy pouze jeden zastupce, viz

tabulka 2. *

Tabulka 2 — Pivodni Fazeni antituberkulotik podle terapeutické uiéinnosti ***

LINIE LEKY
1. isoniazid, rifampicin, pyrazinamid, etambutol, streptomycin

kanamycin, amikacin, kapreomycin, viomycin
2. fluorochinolony — ciprofloxacin, ofloxacin, levofloxacin,
etionamid, prothionamid, cykloserin, PAS

podptirné 1€ky
klaritromycin, linezolid, klofamizin, amoxicilin
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6.4.2.1 Prvni linie

Isoniazid je vysoce selektivni antituberkulotikum s majoritné baktericidnim
ucinkem, které bylo poprvé syntetizovano v Praze roku 1912 Meyerem a Mallym a az
roku 1950 byl popsan jeho u¢inek na mykobakterie. Uginek chemoterapeutika spo&iva v
kompetitivnim vytésiovani metabolit a koenzymi z buinky, na zdklad¢ jejich
podobnosti s INH. Pfi nespravné terapii na néj rychle vznika rezistence, proto je
levny, snadny na vyrobu, dobie vstiebatelny a vysoce ucinny, diky cemuz je
nejpouzivangjSim lékem na TBC. Toxicita je ojedinéla, ale relativné vysokd a v
zéavislosti na koncentraci se mohou projevit neurotoxické a hepatotoxické projevy,
alergie ¢i obtize gastrointestindlniho traktu. Kontraindikace jsou u nemocnych s
epilepsii a jaternimi poruchami. Podavanim pyridoxinu (vitamin B6) pfi 1é¢bé se snizuje
neurotoxicky ucinek. Vyzkumy prokazaly, Ze s rezistenci INH je spojen

katalazo-peroxidazovy enzym. %%

Rifampicin je semisyntetické Sirokospektré ATB s mykobaktericidnim a
sterilizacnim ucinkem, jeZz spocivd v inhibici DNA-dependentni RNA polymerazy
mykobakterii s nizkou metabolickou aktivitou. Z 60-80 % je v té€le vazan na proteiny a
télesné tekutiny barvi do oranzova. Lécba RFM je vétSinou dobfe tolerovana a stejné
jako INH lze podavat v obdobi gravidity. Jeho nevyhodami jsou relativné vysoké cena a
mnozstvi vedlejSich ucinkli, na druhou stranu je v soucasné dob€ nejucinnéjSim

antituberkulotikem. ¢

Pyrazinamid je synteticky pyrazinovy analog nikotinamidu, jehoZ uc¢inky jsou
prevazné baktericidni. U¢inek spoéiva v likvidaci fagocytovanych mykobakterii v
kyselém prostiedi — perzistord. Takova vlastnost chemoterapeutika je vyuzivana
pfedevS§im v prvnich 2 mésicich lécby, diky ¢emuz se zkracuje rezim lécby na
4-6 mésict. Toto perordlné podavané specifické antituberkulotikum je hepatotoxickeé,
snizuje tubuldrni sekreci kyseliny mocové a vyvolava kozni alergicky exantém.
Pyrazinamid je lékem prvni volby u kratkodobych rezimi, ale s relativné rychlou se
rozvijejici rezistenci. Byva pouzivano pii postizeni CNS vzhledem k pfiznivé

farmakokinetice. ¢

Etambutol je synteticky pfipravené antituberkulotikum s bakteriostatickym

ucinkem nejvhodnéjsi na mykobakterie s rychle progredujici rezistenci. Vyhodou
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chemoterapeutika je velmi malo nepfiznivych vedlejSich ucinkti a nehepatotoxicita.
VétSinou se podava v kombinaci s INH. Je vyluCovan tubularni sekreci a glomerularni
filtraci, proto je potfebna obezietnost u nemocnych s poruchou ledvin. U pacienti je
velmi dobfe tolerovany a lze jej uzivat i dlouhodobé. Nevyhodou je vysoké cena. Pied
zahdjenim 1écby je potieba provést ocni vySetfeni vcetné perimetru a barvocitu a to z
davodu sice vzacného, ale zavazného vedlejsiho Gcinku — retrobulbarni neuritidy s

poruchami visu a barvocitu. *°

Streptomycin, jako prvni 1€k ptsobici proti TBC, byl objeven roku 1943 pod
vedenim Selmana Waksmana izolaci z bakterie Streptomyces griseus. Na terapeutickou
hladinu se lze dostat pouze parenterdlnim podanim. Lék plisobi baktericidné na
extracelularné ulozené mykobakterie v alkalickém prostfedi a v aerobnim prostiedi.
Streptomycin je vyrazné ototoxicky, nefrotoxicky, vyvolava kozni alergické reakce a
poskozuje nervus vestibulocochlearis, coz mulze zpusobit zavraté, poruchu i
nenavratnou ztratu sluchu. Mira toxicity stoupa s vékem. Tento typ
aminoglykosidového ATB piisobi na proteosyntézu bakterii (inhibitor syntézy proteint).
Jeho rezistence vzniké alteraci ribozomt, snizenim propustnosti bunécéné stény nebo

modifikaci molekul bakterialnimi enzymy (fosforylaci, acetylaci ¢i adenylaci). * '

6.4.2.2 Druha linie

Tabulka 3 — Schéma lékui uZivanych k lécbé RFM rezistentni a multirezistentni TBC

od roku 2018 %’
Skupina A Skupina B Skupina C
levofloxacin/ moxifloxacin | klofazimin etambutol
bedaquiline cycloserin/ terizidon | delamanid
linezolid pyrazinamid

imipenem-cilastatin/ meropenem

amikacin

ethionamid/ prothionamid

PAS

pozn.: Mély by byt zahrnuty vsechny tri léciva skupiny A. Jeden nebo oba léky skupiny B. Léky
skupiny C by mély byt podavany, pokud nelze pouzit léky ze skupin A a B.
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V ptipadé, ze nelze k 1é€bé vyuzit neékteré z péti hlavnich antituberkulotik,
piistupuje se k 1écb¢ antituberkulotiky druhé linie. Jedno z doporucenych schémat 1€cby
je znazornéno v tabulce 3. Diivodem miize byt vék nemocného, pfidruzené choroby,
rezistentni kmen, netspé$na predchozi lécba TBC z rGznych divodi. Ethionamid a
prothionamid jsou peroralnimi bakteriostatickymi latkami, které casto vyvolavaji
zazivaci potiZze. Etionamid je navic neurotoxicky. Cykloserin je ATB se
Sirokospektrym c¢inkem produkované bakterii Streptomyces orchidaceus. Jeho
baktericidni U¢inek vznikd inhibici syntézy bunécéné stény. Kvili vedlej$im ucinkim
jako je centralni neurotoxicita jej nelze kombinovat s INH. Kanamycin, amikacin a
kapreomycin jsou aminoglykosidovd ATB s mykobaktericidnim u€inkem, které se
fadily do druhé linie do zmény, kterou provedla WHO v prosinci 2018. Se
streptomycinem maji zkiizenou rezistenci a podobaji se mu i vedlej§imi projevy
(ototoxicita, nefrotoxicita). Thiacetazon je antituberkulotikum s nizkou cenou, proto se
vyuZziva v rozvojovych zemich. UZiva se v kombinacich s INH a slouzi jako doplitkova

1écba. &

6.4.3 Nova léciva

Vyvoj novych, ufinnych kombinacnich rezimi pro 1é¢bu TBC je pomérné
zdlouhavy a nakladny. Lécba TBC rezistentni vici 1ékiim dosahuje v poslednich letech
znacného uspéchu. Vyvoj novych, kratSich rezimt pro MDR-TB a rostouci dostupnost
novych nebo plvodnich upravenych lé€iv, pfedpokladaji, ze bude vice pacientd
schopno 1é¢bu absolvovat i se vylécit. VSechny tyto latky vyzaduji peclivé zachdzeni v
kontextu individuélnich rezima pod peclivym klinickym a laboratornim monitorovanim.
Pti jakémkoliv testovani 1écby nesmi byt navrzeny novy lék proti TBC uzivan
samostatn€. Musi byt uzivan s nejméné dvéma dalSimi existujicimi 1éky proti TBC nebo
s jinymi novymi léky proti TBC. Pokud se 1écivy nebude plytvat a budou se dusledné
dodrzovat lécebné rezimy, je velka Sance, Ze se podafi vytvofit novy univerzalni

1é¢ebny rezim a ¢asem se TBC vymyti. 3+

U novych Iéku proti TBC je pozadovano:
- kratsi, jednodussi, ale stale cenové dostupné 1€¢ebné rezimy ¢kt pro TBC
citlivou na léky
- kratsi, G€innéjsi, méné toxické a méné nakladné rezimy TBC rezistentni na léky
- kratké, jednoduché, dobfe snasené a bezpecné rezimy latentni TBC
- leky s takovymi interakcemi, Zze mohou byt bezpe¢né uzivany lidmi
s antivirotickou terapii HIV *
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Delamanid, 1é¢iva latka testovana ve stejné ¢asové linii jako bedachilin, kdy oba
l1éky obdrzely zrychlené schvaleni pro terapiit MDR-TB na zéklad€ udaji faze IIb v roce
2012 a 2014. Delamanid byl roku 2017 vysledkem III faze schvélen jako doplnék
zakladni dlouhodobé 1écby. Doporuceni WHO je pouzivat delamanid jako soucést
dlouhodobé¢ 1éby MDR-TB u dospélych i déti od 6-ti let, za vSech bezpecnostnich
opatfeni. V souCasnosti se nachdzi v testovani oralnich rezima lécby, 1écba déti
mladSich 6-ti let, a planuje se studie jeho pouziti v prevenci pii kontaktu s osobami
MDR-TB pozitivnimi. V testovacich fazich byl tento 1€k skupiny nitroimidazold
nazyvany OPC-67683. *7!

Lék Pretomanid (PA-824) je nitroimidazol, ktery se jiz testuje pro pouziti v
lécbe jak TBC citlivé na léky, tak rezistentni, vcetn¢ XDR-TB. Kombinace
pretomanidu, moxifloxacinu a pyrazinamidu méla nejvétsi ¢asnou baktericidni aktivitu.
V testech vykazuje aktivitu proti latentni i aktivni TBC, ale v posledni fazi se objevily

obavy o jaterni bezpe¢nost. *3'

V roce 2012 vedlo prozatimni testovani ke schvaleni antituberkulotického 1¢ku —
bedachilinu, ktery byl identifikovan pomoci screeningu s vyuzitim M. smegmatis.
Bedachilin je 1éCivy ptipravek schvaleny pro kombinovanou lécbu dospélych s plicni
multirezistentni TBC. Momentaln¢€ neni indikovan pro 1é¢bu nerezistentnich forem, v
disledku vaznych vedlejsich ucinkii pozorovanych na zvitecich modelech a zvySeného
poctu umrti pozorovanych béhem prvnich klinickych studii publikovanych na skupiné
pacientli, 1écenych v té dob¢ standardnim zpGsobem. Toto doporuc¢eni WHO bylo
nadale zachovano i1 po dalsi studii vroce 2016. AvSak v téchto testech 1écby
nerezistentni formy vyrazné zkratil dobu potiebnou ke sterilizaci tkanovych poSkozeni
TBC. V testovani z predchozich let byl bedachilin G¢inny proti kmenim M.
tuberculosis rezistentnim na RFM, INH, streptomycin, etambutol i pyrazinamid.
Samotny nebo v kombinaci s riznymi latkami druhé linie, byl aktivné&j$i nez rezimy
druhé linie bez ngj. Jeho zahrnuti do reZimu doporu¢eného WHO pro MDR-TB snizuje
Cas potiebny ke sterilizaci TBC. Vysledky tieti ¢asti studie, kterd zahrnuje pouziti u déti

s MDR, peroralni 1é¢bu a 1é¢bu TBC citlivé na 1é¢bu, se ogekavaji v roce 2020, *3'

Delpazolid (LCB01-0371) je oxazolidinon, ktery v roce 2017 vstoupil do II faze

testovani.
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AZD5847 je potencidlnim novym antiTBC lékem. V prosinci 2012 bylo

oznameno, Ze prvni pacientka byla zafazena do Ila faze studie. **

Telacebec (Q203) je imidazopyridin, kandidatni sloucenina, ktera cili

mykobakterialni respiraéni fetézec, jez postoupila do testovaci faze II. **'

SQ109 je strukturni derivat etambutolu, zaméifujici se na mykobakteridlni
transportni protein MmpL3, v soucasné dob¢ je v probihajici studii ve fazi II. Ma 3
jedine¢né mechanismy ucinku, které jsou odlisné od jinych ATB pouzivanych k 1é¢bé
TBC. V ptedchozich laboratornich studiich SQ109 prokéazal vynikajici aktivitu proti
MDR-TB 1 XDR-TB. Také zlepsil aktivitu 1éki INH, RFM a bedachilinu a zkratil o
vice nez 30 % cas potiebny k vyléfeni mysi v experimentech s TBC. SQ109 by mohl
nahradit jeden nebo vice soucasnych lé¢iv TBC, zjednodusit terapii a zkratit soucasny

Cas 1écby. #3213

6.4.4 Latky ve vyvoji

Od srpna 2017 je zaznamenan nartist 11 novych slou€enin pro 1écbu TBC —
contezolid, delpazolid, GSK-3036656, macozinon, OPC-167832, pretomanid, Q203,
SQ109, sutezolid, TBA-7371 a TBI-166. V dal$im testovani je 7 jiz pouzivanych 1éki

s novym pouzitim — klofazimin, linezolid, levofloxacin, moxifloxacin, nitazoxanid,

RFM (vysoka déavka) a rifapentin. V testovacich fazich je 1 nékolik kombinovanych
reziml s novymi nebo upravenymi léky. A za zminku urcité stoji i skuteCnost, Ze

v klinickych studiich se nachazi dvanact kandidati na vakciny. *

Nové sloué¢eniny

Contezolid, neboli MRX4 je oxazolidinové ATB, momentalné¢ v USA v prvni
fazi studie, i¢inné na grampozitivni bakterie. Podle prozatimnich modelovych vysledki

vykazoval v peroralni formé stejnou nebo vyssi Gi¢innost nez linezolid. *

GSK-3036656 je nova sloucenina oxaborolu, kterd se nachazi v I fazi testovani

od biezna 2017. 4

Macozione (PBTZ169) je benzothiazinon s dokonc¢enou fazi I v Rusku, kde byla
zahdjena 1 faze II. Vroce 2018 byla soucasné¢ zahdjena faze I s novou formulaci ve

Svycarsku. *
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OPC-167832 je karbostyril s baktericidnim ucinkem proti rostoucim i
intracelularnim mikrobtim. Byla dokoncena jediné studie vzestupné davky. V roce 2018
je planovana studie s vicenasobnym vzestupnym a ¢asnym baktericidnim ucinkem u

1é¢ivé latky samotné a v kombinaci s delamanidem. *

Sutezolid (PNU-100480) je oxazolidinon, odvozeny od linezolidu, zplsobuje
méné nezadoucich ucinkil, a proto miize byt 1épe tolerovan pti dlouhodobych 1écebnych

cyklech. **!

TBA-7371 je inhibitor enzymu DprEl, ktery je nezbytny pfi syntéze slozek
mykobakteridlnich bunéénych stén. Ukdzalo se, ze tento inhibitor je ucinny proti
kmentim M. tuberculosis rezistentnim vi¢i zndmym TBC 1éciviim. Aliance TBC

realizuje studii faze I. v USA. *

TBI-166 byla identifikovana spojenim 4 spolecnosti. Tato riminofenazinova
sloucenina ma zlepSené fyzikalné-chemické a farmakokinetické vlastnosti (aby se
zabranilo zabarveni klize) s U¢innosti podobnou klofaziminu. Klinicka studie faze |

zadala v lednu 2018 v Cing. *

Roku 2019 byl publikovan novy 1€k, nazvany AN128S5, ktery jak je udavano by
mél byt ucinnéjsi nez INH. Toto nové experimentalni ATB proti TBC vykazovalo ve
studiich na mysich mnohem niz$i tendenci vyvijet rezistenci a setrvava déle ve tkanich,
ve kterych se M. tuberculosis nachazi v nejvyssim poctu a zabiji je u¢innéji. Nyni bude
potieba, aby se tento uspéch projevil ve zlepseni 1é€by lidskych onemocnéni, coz bude

piedmétem dalSich studii. **

Puvodni léky s upravenou moznosti pouziti

Neékteré kombinace zahrnuji 1éky, které byly registrovany pro jiné indikace, nez
je lécba TBC, jsou zménény a upraveny a pouzivany pro lécbu vysoce rezistentnich
pripada. Lze fici, ze dikazii podporujicich upravené léky pribyva, i kdyz jejich vétSina

je pouze z pozorovacich studii. '

Piinos 1éku lepry, klofaziminu, je v1écbé MDR-TB. Je to riminofenazin

testovany jako soucast 1é¢ebnych rezimt pro MDR-TB ve studiich faze I1I. **'

Levofloxacin je testovany na rtizné¢ davkovani v 1écbé MDR-TB u dospélych

splicni formou. Testuji se Ctyfi davky 11, 14, 17 a 20 mg/kg/den jako soucast
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optimalizovaného rezimu. Studie jiz byla ukonéena a data se analyzuji. *

Linezolid je oxazolidinon se silnou antituberkulézni aktivitou. Je Siroce
pouzivan pii 1écbé rezistentni TBC a existuje dikaz, ze zlepSuje rychlost konverze a
sterilizace kultury po pfidani do 1éebnych rezimii. Vzhledem k tomu, ze 1é¢ivo ma
uzké terapeutické okno, byla provedena studie faze II, kterd vyhodnotila
mykobaktericidni aktivitu, bezpecnost, sndSenlivost a farmakokinetiku péti davek

linezolidu u dospélych s plicni TBC. *

Moxifloxacin z fluorochinolonii je zafazen do nékolika studii novych rezimi

pro 1é¢bu TBC citlivé na Iéky i rezistentnich kmend. *

Nitazoxanid je antiparaziticky 1€k s aktivitou proti M. tuberculosis testovany ve

fazi 11 studie na Haiti. *

O RFM (vysoka davka) z viceCetného, vicefazového testu TBC (MAMS-TB)
zroku 2017 bylo zjisténo, Ze pii podavani 35 mg/kg RFM béhem 12 tydna doslo ke
zkraceni doby konverze kultury z 62 na 48 dni. Tato studie mtize pomoci pfipravit padu

pro zrychlené testovani novych 1é¢ebnych rezim TBC pfi sniZzeni nakladu. *

Rifapentin, vazany na proteiny s dlouhodobym ucinkem, je nadéjny jako mozny
Iék proti TBC pro zkraceni 1é€by a pro intermitentni 1écbu TBC v probihajicich
klinickych studiich. Uginnost rifapentinu pfi 16¢bé TBC vnimavé na léky se zkouma ve
trech studiich. Studie TB Trial Consortium (TBTC) 31 / ACTG A5349 je studie faze III,
kterd zkouma pouziti rifapentinu s moxifloxacinem nebo bez ke zkraceni 1éby plicni
TBC citlivé na 1éky po dobu 4 mésict. Studie TBTC 35 faze II se tyka farmakokinetiky
novych, ve vodé dispergovatelnych pediatrickych ptipravkid obsahujich rifapentin.
Studie TBTC 37 je studii faze III bezpecnosti a G€innosti 6-ti tydenniho rezimu 1écby
latentni tuberkuldzni infekce u HIV negativnich osob v prostfedi s nizkou zatézi TBC.

Je porovnavan s lokédln¢ dostupnym rezimem na bazi rifamycinu ve véku 3-4 mésicu.

4,31,32,36

Nedavna studie in vitro prokédzala, Ze meflochin (antimalarikum) vykazuje
slibnou aktivitu proti kmentim zplsobujicim TBC a MDR-TB, diky vynikajicimu

pronikani do tkané a dlouhému polocasu rozpadu, ktery byva dobie tolerovan. *!

Nové 1écebné rezimy pro citlivé i rezistentni TBC
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Studie NIX-TB je prvni klinickd studie TBC pro testovani nové kombinace
1é¢iv, ktera mtze zkratit dobu 1é€by. Kombinace Nix-TB je tvoiena 1éCivy pretomanid,
bedachilin a linezolid. Predpoklada se, ze tato kombinace 1€kt bude schopna 1éCit
XDR-TB v Sesti az deviti mésicich. Primdrnim koncovym bodem je bakteriologické
selhdni, relaps nebo klinické selhani béhem 6-ti mési¢niho sledovaciho obdobi po
ukonceni 1écby. U prvnich 15 pacienti bylo hlaSeno 87 % vyléCeni. Nasledna studie
nazvand ZeNix zkoumd niz§i davky a kratSi dobu pilisobeni linezolidu, aby se

minimalizovala toxicita. **

Studie ACTG A5343 DELIBERATE testuje kardiotoxicitu rezimi
obsahujicich samostatny delamanid nebo bedachilin, s kombinaci ve studiich

farmakokinetiky a interakce l1é¢ivo-1é¢ivo. *

Studie endTB vznikla v roce 2017 — porovnavd nékolik rezimt 1éCby pro
MDR-TB nebo XDR-TB se soucasnym del$im lécebnym rezimem pro MDR-TB
doporu¢enym WHO. Testované rezimy zahrnuji bedachilin nebo delamanid (nebo
oboji), moxifloxacin nebo levofloxacin a pyrazinamid plus linezolid nebo klofazimin

(nebo oba) v rtiznych kombinacich. *

Studie MDR-END zkouma 9-12 mési¢ni rezim delamanidu, linezolidu,
levofloxacinu a pyrazinamidu pro 1écbu MDR-TB u pacientii s TBC bez rezistence na

fluorochinolony. *

Studie NeXT testuje 6—9 meési¢ni rezim neinjekéniho podavéani bedaquilinu,
ethionamidu nebo vysokodévkovaného INH, linezolidu, levofloxacinu a pyrazinamidu u

pacientii s MDR-TB ve srovnani s reZimem 1é¢by 21-24 mésict. *

Studie STREAM Stage 1 srovnava 9-ti mési¢ni rezim pro MDR-TB s delSimi
rezimy a to 18-24 mésicti v Etiopii, Mongolsku, Jizni Africe a Vietnamu. Jedna se o
studii faze III, pro kterou bylo v roce 2018 dokonCeno zatazeni a sledovani. Externi
odbornici, kteti prozkoumali prozatimni zjisténi, doporucili, aby narodni programy TBC
a dalSi zacastnéné strany i1 naddle pouzivaly krat§i rezim MDR-TB za stejnych
podminek, jaké byly doporuceny v pokynech WHO vydanych v roce 2016. Kone¢né
vysledky studie STREAM Stage 1 informovaly o aktualizaci pokyni WHO v 1é¢bé
MDR-TB v roce 2018. *
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V roce 2018 byl zaddn vyzkum, ktery se zaméfil na zkraceni doby 1éCby

pacientl s TBC. Studie na mySich a na tkanovych kulturach ukazaly, ze podavéni

vitaminu C soucasn¢ s Iéky proti TBC by mohlo snizit délku casu, kterou tyto 1éky

potiebuji k eradikaci tohoto patogenu. *’

6.5 METODY PRUKAZU MYKOBAKTERII

Piehled diagnostickych postupti v mykobakteriologii:

I. PRIMY PRUKAZ

A. Mikroskopie

nativni preparat, zastin, jednoduché barveni, diagnostické barveni

rychly, jednoduchy a ekonomicky vyhodny postup, ktery doplituje kultivacni
vySetieni, vysledek je kvalitativni

pritomnost acidorezistentnich tyCek v natéru je potieba vzdy hodnotit ke
vztahu ke klinickému obrazu pacienta

dvé metody — fluorescencni (fluorochromy) nebo svételnd (Ziehl-Nieelsen)

18

B. Izolace mykobakterie

a. Kultivace

- na pevnych vajecnych ptdach a pudach tekutych s nativni bilkovinou
(sérem) napf. Sulova, Léwenstein-Jensenova

- pro rast vétSiny kment je potieba tésné uzavieni zkumavek

- inokulace jednoho vzorku se déla na 3-4 pidy rizného slozeni

- hodnoceni se provadi nejdiive po 2 tydnech, ale standardné po 3 tydnech

kultivace '*

. Pokus na zvireti

- biologicky prikaz na morceti

- slouzi jako dopliujici vysetfeni

- vytéznost je mala a z etického hlediska ne piili§ podporovana '
Identifikace izolovaného kmene — vzhled kolonii, citlivost na latky,
biochemicka aktivita, patogenita, fagotypizace, molekularné¢ biologicka

typizace, ...
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II.

m o awp

d. Citlivost na ATB — kvalitativni test, kvantitativni test

e. Kontrola Gc¢innosti antibakterialni terapie
Prikaz bakteridlnich sloZek ve vySetfovaném vzorku
a. Prikaz antigenu — latexova aglutinace, koaglutinace, ELISA,
imunofluorescence
b. Prikaz toxinid
c. Priikaz typickych chemickych sloZek bakterie
- prikaz metabolismu rostoucich mykobakterii v uzavieném systému tzv.
urychlend kultivace
- stanoveni produktli metabolismli mykobakterii pifi ristu v tekutych
kultivaénich médiich (detekci "*CO,, stanovenim zmény pH pudy atd). '®
d. Prukaz bakterialnich nukleovych kyselin — prikaz DNA bez amplifikace,
prikaz DNA s amplifikaci, prikaz RNA
- zékladem molekularné biologického prikazu nukleovych kyselin
komplexu M. tuberculosis je ptimy prukaz mykobakterii v biologickych
vzorcich po amplifikaci sekvenci specifickych NK
- amplikony jsou hybridizovany se specifickymi zna¢enymi sondami, které
umoziuji detekci vzniklych hybridt (Gen-Probe, AMTD) '
NEPRIMY PRUKAZ
Precipitace

Aglutinace — na nosicich

Vazba komplementu

Neutralizace

Metody se zna¢enymi slozkami — imunofluorescence, ELISA, Western blo
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1 METODY TESTOVANI

7.1.1 Kvalitativni — difuzni metoda

Diskovy difizni test je nejpouzivanéjsi metoda kvalitativniho stanoveni a jde o
meéfeni stupné citlivosti. V béznych laboratornich provozech zastupuje standardni
metodu v urovani citlivosti na ATB. Urcovani vysledku spociva ve vytvoreni inhibi¢ni
zony okolo disku, pfilozen¢ho k tuhé piidé. Dany kmen je k diskovému ATB bud
citlivy nebo rezistentni. Nevyhodou této metody je nepouzitelnost pro pomalu rostouci
naro¢né bakterie i anaeroby, dale pro nékteré klinicky zdvazné stavy ¢i stavy s poruchou
imunitniho systému. Zjistuje se, v jakém vztahu je citlivost kmene vzhledem k
breakpointu. Mensi primér inhibiéni zony, nez je obecné standardizovany limit ukazuje,

7e dané ATB je v 1é¢bé bezpfedmétné a dany mikrob je vii¢i nému rezistentni. ***

7
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7.1.2 Kvantitativni — dilu¢ni metoda

Dilu¢ni metoda je kvantitativni zpusob testovani, ktery 1ze pln¢ automatizovat 1
standardizovat. V této metod¢ je standardni inokulum testovaného organismu
naockovano do tekuté pldy s rliznymi koncentracemi ATB/antituberkulotik, které maji
danou pocatecni koncentraci a jsou fedény geometrickou fadou. Po inkubaci
vySetfovaného kmene se stanovuje rist a urCuje se MIC, kterd je definovdna jako
(MBC). Mikroorganizmus je oznacovan jako citlivy €i rezistentni k testované latce na
zakladé¢ hodnoty breakpointu (pg/ml) a MIC, které jsou interpretovany podle
mezinarodnich organizaci pro standardizaci (CLSI, EUCAST). Uginna latka mize byt
rozpusSténa v agaru (agarova dilu¢ni metoda) nebo v bujénu (bujonova dilucni metoda).

Porovnani obou metod je v obrazku 9. "4

MIC zna¢i hodnotu vyjadiujici citlivost bakterie viici ATB. Takovato hodnota

R4

inhibuje viditelny rist bakterii a je udavana v jednotkach pg/ml a mg/1. 2% -4

MBC oznacuje hodnotu koncentrace antimikrobni latky, kterd je z 99,9 %
schopna mikroba usmrtit. MBC je udavéana v jednotkach pl/mg nebo mg/l a nemize

nikdy dosdhnout hodnot nizsich neZ je MIC, miZe se ji rovnat nebo byt vyssi. *!
Diluéni metoda v bujonu

Bujonové diluéni metody jsou dvojiho typu — makrodiluéni s testovanym
objemem nad 1 ml a mikrodiluéni s objemem desetiny mililitru. Podle rozdilného
objemu jsou metody provadéné ve zkumavkach nebo mikrotitra¢nich destickach. Jako
ristové médium je pouzivany pro aerobni a fakultativné anaerobni bakterie
Mueller-Hintontiv bujon a inokulum je pfipravovano o koncentraci 0,5 podle stupnice
McFarlanda. Hodnoceni se provadi pomoci MIC, kdy se odecitd prvni jamka
s inhibovanym riistem. Vyhodou je moznost testovani vice antimikrobialnich latek vaci
jednomu kmenu najednou na jedné desticce. Nevyhodou je moznost horsi
hodnotitelnosti v piipadé bakterialni kontaminace. Mikro metoda ma velkou vyhodu v

v

jednoduchosti a v soucasnosti je nejdostupnéjsi, nejpiesnéjsi i nejlevnéjsi citlivostni

metoda v rutinni analyze. "% *
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7.2 TESTOVANE KMENY

7.2.1 Mycobacterium aurum

Mycobacterium aurum (obr. 10) je acidorezistentni bakterie vyskytujici se v
okolnim prosttedi, obzvlast¢ ve vlhku. Diky mykolovym kyselinaAm obsazenym v
bunééné sténé¢ vykazuje podobnost jako M. tuberculosis v citlivosti k
antituberkulotikim. Jednd se o rychle rostouci, oportunni mykobakterii, diive
povazovanou za nepatogenni. Dnes je jiz znamo, ze u imunodeficientnich osob ¢i
pacienti. miize vyvoldvat onemocnéni. Na rozdil od jinych rychle rostoucich
mykobakterii, jako je Mycobacterium smegmatis, méa schopnost piezit v makrofazich, z
tohoto diivodu se vyuziva pro uspéSné intracelularni screeningy lékd, coz umoznilo
posoudit schopnost slouc¢enin proniknout bunéénou membranou a jejich stabilitu uvnitf
buiikky. Rychlost ristu a nizkd patogenita podporuji pouziti M. aurum ve studiich
antimikrobialni aktivity antituberkulotik misto vysoce patogenni M. tuberculosis. Studie
genomické analyzy poslednich let podporuji pouziti M. aurum jako potencialniho
modelového organismu pro poskytnuti ptehledu o biologii M. tuberculosis, zejména pro
vyvoj novych léCiv, které by mohly vést k novym kontrolnim opatienim pro
onemocnéni TBC. Znalost bakteridlniho genomu by v neposledni fadé mohla zlepsit
porozuméni molekuldrnimu zékladu rezistence vaci 1€kiim. Dalsi vyznamny pohled

muize byt ziskan ze sekvence genomu dal$ich kment a pfibuznych mykobakterii. ' *
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Obrazek 10 — Mycobacterium aurum na Middlebrook 7H9 agaru pouZity v testovani
(zdroj autor prdce)

7.2.2 Mycobacterium smegmatis

Mycobacterium smegmatis (obr. 11) se tfadi mezi aerobni, rychle rostouci,
saprofytické, acidorezistentni, nepatogenni nebo jen ziidka patogenni netuberkul6zni
mykobakterie. Vytvafi jemné vrascité a krémové bilé kolonie, asi po 48 hodinach rlstu
se jeho barva zméni na nepigmentovanou krémoveé zlutou s voskovitym povrchem. Ma
bacilovity tvar o velikosti 3,0 az 5,0 um. Tato bakterie se bézn¢ vyskytuje v biofilmu ve
vodé, pid¢é a na rostlinach. M. smegmatis se hojné¢ vyskytuje v okolnim prostredi,
nevyskytuje se u zvitat a v laboratotich ho lze izolovat jako kontaminaci vzorkl. Diky
ruznorodé morfologii byva obc¢as narocnéjsi jeho druhova identifikace. Objeveno bylo
jiz roku 1884, ale soucasny nazev dostalo az roku 1899. Vyuziva se ve vyzkumu jinych
druhtt mykobakterii, diky nepatogenité a rychlému ristu. Vyzkum ukazal, Ze mutovany
kmen mc 2155 je nejvhodnéjsi pro testovani molekularné biologickymi metodami.
Velkou vyhodou pro vyzkum je, Ze neni potieba vyss$i bezpecnosti nez BSL 2. V
pfipadé¢ imunosuprimovanych pacienti muze zpusobovat infekce ran a bakteriémii.

(6,17, 43,44, 45, 46)
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Obrazek 11 — Mycobacterium smegmatis na Middlebrook 7H9 agaru pouZity
v testovani (zdroj autor prdce)
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7.3 TESTOVANE LATKY

7.3.1 Slouceniny dodané

Z dtivodu vétsi prehlednosti byly testované latky rozdéleny do péti skupin podle

podobnosti struktur, a tedy i jejich vlastnosti.

Tabulka 4 — 1. skupina latek

KOD LATKY VZOREC A NAZEV
D.A
D.B
D.C
1 2
N-(5-chlorpyridin-2-yl)-4-(ethyl)benzamid
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D.E

D.F

D.G

D.H

D.I

N-(pyridin-2-yl)-3-(methoxy)benzamid
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D.J

D.M
D.P
D.S
N-(5-chlorpyridin-2-yl)-2-(4-methoxyfenyl)acetamid
Tabulka 5 — 2. skupina ldatek
KOD LATKY VZOREC A NAZEV
OH
OH
/ N HN
BBPS3.R N/\®_<
P °
N .

2-hydroxy-4-(imidazo[ 1,2-a]pyrazin-2-karboxamid)benzoova
kyselina
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BBPS4

OH

OH

ZI ITZ

OH
HO

0
N
@#
>
N
o)
o)

4,4'-((pyrazin-2,3-dikarbonyl)bis(azanediyl))bis(2-
hydroxybenzoova kyselina)

BBPS7

(@]
o OH
N
( X N OH
| H
=
N NH,

4-(3-aminopyrazin-2-karboxamid)-2-benzoova kyselina

BBPS8

O
0 OH
N
X N OH
‘ H
=
cl N cl

4-(3,5-dichlorpyrazin-2-karboxamid)-2-hydroxybenzoova
kyselina

BBPS9

O
OH

H

N N
| X OH
o

N o
H

2-hydroxy-4-[(3-0x0-3,4-dihydropyrazin-2-
yl)karbamoyl]benzoova kyselina
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: H o
X(H
= N OH
N
BBPS10 I \Ci’(()“
O

2-hydroxy-4-(3-ox0-3,4-dihydrochinoxalin-2-
karboxamid)benzoova kyselina

Q
[ /CEI\OH
BBPS12 N
\[ j)‘\N OH
H
=
N

2-hydroxy-4-(6-methylpyrazin-2-karboxamid)benzoovéa kyselina

O
BBPS14 cl N
Tj*“ )
| H
=
N

4-(6-chlorpyrazin-2-karboxamid)-2-hydroxybenzoova kyselina
[ /(;f}\ O
N P
BBPS19.1 a X N 0
BBPS19.2 | "
=
cl N

5-chloro-N-(4-oxo0-4H-benzo[d][1,3]dioxin-7-yl)pyrazin-2-
karboxamid

N o
:/;‘/ N
[ I P N o
“ )
10CYC I \i;[’(()
(0]

3-0x0-N-(4-0x0-4H-benzo[d][1,3]dioxin-7-yl)-3,4-
dihydrochinoxalin-2-karboxamid
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QO
0 0
cl N )
‘\ N 0
H
=
N

14CYC neboli
BBPS17
6¢chloro-N-(4-oxo0-4H-benzo[d][1,3]dioxin-7-yl)pyrazin-2-
karboxamid
Tabulka 6 — 3. skupina latek
KOD LATKY VZOREC A NAZEV
Q H
N N cl
N
EM1 ‘
8C o N
N
N-(6-chlorpyrazin-2-yl)-2,4,6-trimethylbenzensulfonamid
Q H
N N cl
\\S/ =
N
EM29 X,
N-(6-chlorpyrazin-2-yl)-3,5-dimethylbenzensulfonamid
Q H
\\s \/N /N
EM32C /O/ \ S |
cl N
\o
N-(3-chlorpyrazin-2-yl)-4-methoxybenzensulfonamid
O
N
> ] /@ j
EM34C | P N\ )
A\
H o
N-(pyrazin-2-yl)-2,3-dihydrobenzo[b][ 1,4]dioxin-6-sulfonamid
EM35C

cl N/ N/ \\
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N-(6-chlorpyrazin-2-yl)-2,3-dihydrobenzo[b][1,4]dioxin-6-
sulfonamid

NO2

09

H
N
EMA4IR N s
2
M/N N02
2,4-dinitro-N-(pyrazin-2-yl)benzensulfonamid
NH,
N /O/
EM42.1 N
Oz
L
4-amino-N-(pyridin-2-yl)benzensulfonamid
NO,
N /©i
EM43R2 N/\( g oFs
Oz
LA
4-nitro-N-(pyrazin-2-yl)-3-(trifluormethyl)benzensulfonamid
Tabulka 7 — 4. skupina latek
KOD LATKY VZOREC A NAZEV
N -
N f />A<
0X-0b X N
»
N
5-(¢-butyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol
0X-0d

Ne-O
Nj/u\ —~
AN N
[ ~
N

S-propyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol
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N-O
’ />\<
™
N/

0X-0e
5-isopropyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol
N-O Cl
N M o
0X-0g | x N
-
N
5-(chlormethyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol
Tabulka 8 — 5. skupina latek
KOD LATKY VZOREC A NAZEV
COOH
PAS /@
HoN OH
4-amino-2-hydroxybenzoova kyselina
N COOH
TS
Xy
N
chinoxalin-2-karboxylova kyselina
N NH
JZ-EV1 /U |
s o Cl
Cl
2-chloro-N-(5-chlorpyridin-2-yl)benzamid
N NH
JZ-EV2 U |
= O
Cl

N-(5-chlorpyridin-2-yl)benzamid
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12-0Z-14 [ “‘j/ |
PNt S N 4
N O

4-[(5-(hexylamino)pyrazin-2-yl)karbamoyl)-2-methylbenzoova
kyselina

COOH
2-OCH3-PAB /@i
HoN OCHs;

4-amino-2-methoxybenzoova kyselina

COOH

2-CI-PAB

2

HoN Cl

4-amino-2-chlorbenzoova kyselina

COOH

3-CI-PAB

Q

H2oN
Cl

4-amino-3-chlorbenzoové kyselina

HoN COOH
5-NH2-PAB

g

OH

5-amino-2-hydroxybenzoové kyselina

COOH

3-OH-PAB
HaN

9

OH

4-amino-3-hydroxybenzoova kyselina

COOH

2-CH3-PAB

2

HoN

4-amino-2-metylbenzoova kyselina
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COOH

N
B
5-CI-POA /[ /j/
Cl N

5-chlorpyrazin-2-karboxylova kyselina

Cl._N._-COOH
Y
N

6-chlorpyrazin-2-karboxylova kyselina

7.3.2 Standardy antituberkulotik
RFP

sumarni vzorec: C4HssN4O12

molarni hmotnost: 822,94 g/mol

Obrazek 12 — Strukturni vzorec RFM

INH
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sumarni vzorec: CsH7Nj3

molarni hmotnost: 137,17 g/mol

NH.,,

Obrazek 13 — Strukturni vzorec INH

CPX

sumarni vzorec: C7HsFN;O3

molarni hmotnost: 331,346 g/mol

Obrazek 14 — Strukturni vzorec CPX

7.4 LABORATORNI VYBAVENI
Pristroje:

- laminarni box

- analytické vahy
- vortex

- denzitometr

- termostat

centrifuga

Pomiicky:
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- mikropipeta 50 ul, 200 pl, 5 ml

- 12ti kanalova pipeta

- mikrotitracni desticky s vicky

- laboratorni $picky

- korytko

- ependorfky

- centrifugacni zkumavky

- zkumavky

- stojanky na zkumavky a ependorfky

- folie na desticky
Chemikalie:

- dimethylsulfoxid (DMSO)

- Middlebrook 7H9 bujon

- sterilni voda

- suspenze testovanych kmenti

- Alamar Blue

7.5 POSTUP TESTOVANI

1) Priprava latek
- latky dodané z katedry Farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy a

standardy se rozpusti ve vypocitaném mnoZzstvi DMSO podle vztahu:
navazka v mg x 50 = ? ul DMSO

- promichaji se na vortexu do uplné¢ho rozpusténi nebo vytvoieni homogenni
suspenze, pokud se latka nechce rozpustit, nafedi se jeSt¢ jednou stejnym

objemem DMSO (vyslednd koncentrace 1é¢ivé latky bude o polovinu nizsi)

- pftipadné se ptidaji dalsi 2 ekvivalenty rozpoustédla, pokud se latka nerozpusti

ani tehdy, nepokracuje se v jejim testovani

- tekutd latka se jiz dale nefedi

2) Priprava roztoku slouc¢enin v bujonu
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-z pfipravenych roztokt latek v DMSO se odebere ur¢ité mnozstvi a dotedi se
bujonem na pozadovanou koncentraci — pro standardy CPX a RFM se pouziva
veétsi fedéni z divodu nizsi MIC

o RFM — 25 pl nafedéného roztoku + 2,475 ml bujoénu

o CPX — 20 pl natedéného roztoku + 980 ul DMSO — 25 pl natfedéného

roztoku + 2,475 ml bujonu
o INH - 50 pl natedéného roztoku + 450 pl bujonu
o testované latky - 50 pl natfedéného roztoku + 450 pl bujonu

- vSe se dukladn¢ promicha na vortexu

3) Priprava desticky

desticka se popise zkratkami testovanych latek, pozitivni a negativni kontrolou a

kmenem, ktery bude na desticku pouzit

do obvodovych jamek desticky se napipetuje 300 pl sterilni H,O, kvtli zdbrané

vysychani

do sloupcti 2-9 a 11 se napipetuje 100 pl bujonu

do sloupce 10 se napipetuje 200 ul bujonu

4) Pipetovani latek
- do druhého sloupce se napipetuje 100 ul dané latky v duplikatu (3 latky na
desticku)

- provede se dvojkové fedéni — napipetovana latka se promichd pomoci pipety
s bujonem jiz piipravenym v desticce, odebere se 100 ul promichané latky
s bujonem a pienese se do dal§i jamky. Tento krok se provede v dalSich

sloupeccich az do sloupce 9. Z posledni jamky se 100 pl prenese do odpadu

5) Priprava suspenze
- suspenze se vytvoii zinokula pfislusného bakteridlniho kmene narostlého
v bujonu (kultivace 48-72 hodin pro M. smegmatis a 96—120 hodin pro

M. aurum)

- suspenze se stoci na centrifuze (4500 ot/min, 20 min), slije se bujon a peleta se

rozsuspenduje v cca 4 ml Cerstvého bujonu
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- zméfi se optickd denzita — hodnota 1,0 McFarlanda (0,6 bujoénu + 1,0 suspenze

— 1,6 vysledna hodnota)
- v piipadé potieby se nafedi bujonem

- pracovni suspenze se vytvoii nafedénim — v poméru 1:20 (vysledny objem

suspenze 42 ml)

- napipetuje se 100 pul vysledné suspenze do kazdé jamky mikrodesticky kromeé

negativni kontroly (sloupec ¢islo 10)
6) Inkubace
- desticky se zalepi folii
- nechaji se inkubovat pti 37 °C — M. smegmatis 2 dny, M. aurum 3 dny

o po 2 dnech se zakapou desticky s M. smegmatis indikatorem Alamar

Blue - 20 pl do kazdé jamky kromé vody, a odecitaji se po 2,5 hodindch

o po 3 dnech se zakapou desticky s M. aurum indikatorem Alamar Blue —

20 pl do kazdé jamky kromé vody, a odecitaji po 3—4 hodinach

7.6 HODNOCENI

O O O" Na*

Obrazek 15 - Strukturni vzorec resazurinu ¥

Alamar Blue (resazurin nebo 7-hydroxy-10-oxidofenoxazin-10-ium-3-on) je
modré fluorogenni barvivo pouzivané jako redoxni indikator ke stanoveni
zivotaschopnosti a proliferace bakterii, kvasinek a sav€ich bunck, jehoz struktura je
znazornéna na obr. 15. Po uplynuti inkubac¢ni doby a zakapani mikrotitracni desticky
pro dany kmen, se vizualn¢ hodnoti zména barvy indikatoru, diky niz uré¢ime MIC a

tedy ucinnost testované latky. Modré zbarveni v jamkach znac¢i dostate¢nou koncentraci
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zkoumané latky a prvni jamka s riiZzovou barvou je brana jako nedostacujici a netcinna.
Je potieba kontrolovat, jestli v negativni kontrole rst neni a v pozitivni naopak je.

Vysledné zbarveni po inkubaci testovanych desticek je na obr. 16 a 17. ¥

Modra forma barviva je nevratné redukovéna enzymy v zivotaschopnych
bunikdch za vzniku vyrazné cCervené fluoreskujiciho produktu, resorufinu, ktery ma
emisni maximum pii 595 nm. Zména je umérnd aerobni respiraci a je detekovana
pratokovou cytometrii, fluorimetricky, fluorescenéni mikroskopii nebo vysoce
ucinnymi screeningovymi metodami. Resazurin je pro zivé buiiky minimalné toxicky,

proto je vhodny i pro dlouhodobé testovani bun&&nych kultur, #7- 4% 4% 3

Barvivo se také vyuZiva k testovani L-glutamatu a k méfeni metabolické aktivity
mitochondrii, kde je uCinné¢ redukovan. Dal§im pouzitim je jako indikétor
oxida¢né-redukcnich reakei v testu zivotaschopnosti bunék aerobniho a anaerobniho
dychani, kdy je pti pH pod 3,8 oranzovy a nad pH 6.5 fialovy. Obecné je vhodny pro

kolorimetrické a fluorescenéni testy. Komeréné je dostupny jako sodna sul. *-4%0-3!

T T A

3

Obrazek 16 — Inkubovanada desticka M. smegmatis s Alamar Blue pro standardy INH,
RFM a CPX (zdroj autor prace)
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Obrazek 17 — Inkubovanad desticka M. aurum s Alamar Blue pro testované latky D.H,
D.1, a D.J (zdroj autor prace)
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8. VYSLEDKY

Pro vétsi prehlednost vysledki byly latky rozdéleny do péti skupin + standardy.
V tabulkach jsou vzdy uvedeny MIC pro danou latku a testovany kmen. Hodnoty
s oznacenim > tzn. ,,vice nebo rovno* znaci, ze je hodnota MIC vétsi nez nejvyssi

koncentrace latky a latka je v daném fedéni neti€inna.

Tabulka 9 — Vysledky 1. skupiny testovanych latek

Oznaceni D.A D.B D.C D.E D.F D.G
MIC M. smeg. (ug/mL) 15.625 250 > 500 >500 15.625 62.5
MIC M. aurum (ug/mL) 31.25 >500 > 500 >500 250 62.5

Oznaceni D.H D.I D.J D.M D.P D.S
MIC M. smeg. (ug/mL) 31.25 250 250 125 125 62.5
MIC M. aurum (png/mL) 31.25 250 125 250 125 31.25

V tabulce ¢. 9 jsou vysledné MIC derivati benzamidi a acetamidu, z nichz
dobrou ucinnost vykazovaly latky s kody D.A, D.G, D.H a D.S. Latka D.F méla dobrou
ucinnost na kmen M. smegmatis, ale u M. aurum byla u¢innost slabsi. Slabsi G¢innost
byla zaznamenana taky u latek D.B, D.I, D.J, D.M a D.P. Ostatni latky se jevily jako

netdéinné.

Tabulka 10 — Vysledky 2. skupiny testovanych ldatek

Oznaceni BBPS3.R| BBPS4 | BBPS7 | BBPS8 | BBPS9 BBPS10
MIC M. smeg. (ng/mL) eIl >500 >500 > 500 >250 >250
MIC M. aurum (ng/mL) [Egl] >500 62.5 >500 >250 125

Oznaceni BBPS12 | BBPS14 | BBPS19.1 | BBPS19.2| 10CYC H{:'.A]‘B(i)g%
MIC M. smeg. (ng/mL) [l >500 >250 >500 >250 > 500
MIC M. aurum (pg/mL) 250 125 >250 > 500 >250 > 500

Tabulka ¢. 10 obsahuje skupinu latek, které se v testovani s M. smegmatis

projevily jako neucinné. V testech s M. aurum vykézala dobrou uc¢innost pouze latka
BBPS7 a slabou ucinnost latky BBPS10, BBPS12 a BBPS14. Ostatni latky byly
neucinné. Latky BBPS9, BBPS10, BBPS19.1 a 10 CYC byly pouzity ve dvojnadsobném

fedéni z divodu horsi rozpustnosti.
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Tabulka 11 — Vysledky 3. skupiny testovanych ldatek

Oznaceni EMI18C | EM29 | EM32C | EM34C | EM35C | EM41R
MIC M. smeg. (ug/mL) > 500 > 500 > 500 > 500 > 500 125
MIC M. aurum (pg/mL) >500 125 125 250 125 31.25
Oznaceni EM42.1 | EM43R2
MIC M. smeg. (ng/mL) > 500 250
MIC M. aurum (ng/mL) 250 250

Z vysledki treti skupiny latek obsazenych v tabulce €. 11 je ziejmé, ze MIC
testovanych latek na M. smegmatis jsou vétSinou za hranici ucinnosti. Slabou ¢innost
projevily pouze latky EM41R a EM43R2. Nejucinngjsi latkou v testech s M. aurum byla
latka EM41R. Slabou G¢innost projevily vSechny zbyvajici latky, krom& EM18C, ktera

se projevila jako netc¢innd na obou mykobakteridlnich kmenech.

Tabulka 12 — Vysledky 4. skupiny testovanych ldatek

Oznaceni OX-0b | OX-0d | OX-0e | OX-0g
MIC M. smeg. (ng/mL) 62.5 >500 > 500 125
MIC M. aurum (ng/mL) 31.25 >500 >500 | 15.625

Tabulka ¢. 12 ukazuje 4 latky, z nichZz jsou dv€ netG¢inné. Latka OX-0b je
sttedné ucinna na oba testované kmeny, OX-0g je vici M. aurum G¢inna stiedné a vaci

M. smegmatis pouze slabé.

Tabulka 13 — Vysledky 5. skupiny testovanych ldatek

Oznaceni PAS QXA JZ-EV1 JZ-EV2 | JZ-OZ-14
MIC M. smeg. (ng/mL) > 500 >250 > 500 250 62.5
MIC M. aurum (ng/mL) > 500 >250 > 500 > 500 62.5
Oznaceni 2-OCH3-PAB | 2-CI-PAB | 5-NH2-PAB | 3-OH-PAB | 3-CI-PAB
MIC M. smeg. (ng/mL) > 500 > 500 > 500 > 500 >500
MIC M. aurum (ng/mL) > 500 > 500 250 125 250
Oznaceni 2-CH3-PAB | 6-CI-POA | 5-CI-POA
MIC M. smeg. (ug/mL) > 500 > 500 > 500
MIC M. aurum (ug/mL) > 500 > 500 > 500

V rdmci paté skupiny (tabulka ¢. 13) bylo testovano 13 latek, z nichz bylo 8
neucinnych na oba mykobakteridlni kmeny. Jedina latka JZ-OZ-14 byla po dvojim

nafedéni v obou pfipadech uc¢innd. Dvoji fedéni bylo taktéz provedeno u latky QXA.
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Proti M. smegmatis uz byla z této skupiny slab¢ G¢inna jen latka JZ-EV2. Na M. aurum

byly dale slabé u¢inné latky 5S-NH2-PAB, 3-OH-PAB a 3-CI-PAB.

Tabulka 14 — Vysledky testovani standardii v sériich s latkami — 4 opakovani

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

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

INH RFM CPX INH RFM CPX
15.625 12.5 0.03125 15.625 25 0.125
3.91 0.78 0.015625 3.91 0.78 | 0.015625
INH RFM CPX INH RFM CPX
15.625 12.5 0.03125 15.625 12.5 0.125
3.91 0.78 0.015625 3.91 0.39 | 0.015625

V tabulce €. 14 jsou vysledné hodnoty standardi — INH, RFM a CPX, které byly

testovany v kazdé sérii. Jejich hodnoty odpovidaji znamé citlivosti. Zaroven lze na

zakladé¢ stejnych vysledkl (rozdil max. 1 jamka) fict, Ze se systém chova standardné a

vysledky jsou tak validni.
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9. DISKUSE

Rezistence — jeden znejvétSich probléml nejen mikrobiologie, ptertsta
celosvétové ve velmi obtizné feSitelnou situaci. Kazdy cloveék by si mél uvédomit
vaznost této situace a nepodcenovat skutecnost, ze problém rezistence neni pouze
teoreticky, ale tyka se nas vSech. PomysIny pocit bezpeci civilizovaného kontinentu
Evropy, je ¢im dal vice naruSovan, a se zvySovanim migrace se stejné tak zvySuje i

riziko nakazy nebezpe¢nymi ¢i méné znamymi nemocemi.

Pokud se méa lidstvo chrénit pifed vaznymi, nezndmymi, zmutovanymi ¢i jinak
nebezpeénymi nemocemi, bude zapotiebi, aby se uchovala citlivost na co nejvetsi
mnozstvi 1€Civ. V Siroké vetejnosti panuje Casto nazor, ze kdyz ptestane byt jedno ATB
ucinné, zacne se pouzivat jiné nebo se vytvoii nové. Dikladnéjsi osvéta populace je
jednim z prvnich a zakladnich krokt, které by mohly pomoci k dodrzovani 1é¢ebnych
rezimli, poslouchani lékare, neinhibovani Uc¢inku alkoholem ¢i kontraindikovanymi
latkami, atd. Jak bylo jiZ zminéno v Givodu, lidé védi, co je dand nemoc, ale pod jejim
nazvem si mimo odbornou vefejnost malokdo uvédomi vdznost onemocnéni a jeho

disledky.

Vytvoreni nového 1€ku je velmi nékladny a zdlouhavy proces, ktery musi projit
n¢kolika fazemi studii, nez je umoznéno aplikovat latku ¢lovéku a ani v této fazi jeste
neni vyhrano. I po vydani Iéku do obé&hu se stile pozoruji Gc€inky, které nejsou vzdy
pozitivni. Kazda osoba je individudlni a individudlni je i G¢inek latky na ni, proto je
potieba zvazovat klady i zapory, které 1écba ptinasi i z dlivodu neznamého mechanizmu

udinku latek.

Cilem této diplomové prace bylo otestovat 49 latek s potenciondlné
antimykobakterialnim uclinkem. Testované vzorky byly syntetizovany na katedie
Farmaceutické chemie a farmaceutick¢ analyzy Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy. Co se tykad vysledk testovanych latek, lze fici, ze nejsou zrovna piiznivé.
Z celkového poctu latek bylo 21 prakticky neucinnych a pouze 5 latek vykazalo
ucinnost viici M. smegmatis i M. aurum, jmenovité latky D.A, D.G, D.H, D.S a OX-0b.

Jak je patrné z testovani standardti — INH, RFM a CPX, vétsi citlivost vykazoval

kmen Mycobacterium aurum oproti M. smegmatis a to 1 o nékolik tadu. Pii nejnizsi
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koncentraci 0,015625 pg/mL vykazoval citlivost M. aurum na CPX, M. smegmatis pii
koncentraci 0,03-0,125 pg/mL. Citlivost na RFM byl u M. aurum pifi koncentraci
0,78 ng/mL a u M. smegmatis 12,5 pg/mL. Na INH byl M. aurum citlivy v koncentraci
3,91 pg/mL a M. smegmatis pii 15,625 pg/mL.

Pro lepsi ptehlednost byly testované latky rozdéleny do péti skupin podle
chemické struktury a v rdmci téchto skupin lze fici, Ze nejlepSi UcCinnost byla
zaznamenand v prvni skupiné dvanacti derivati benzamidd a acetamidu, u nichz byla
zaznamenana dostateCna ucinnost ve Ctyfech piipadech. VSechny 4 latky obsahovaly ve
své struktufe chlorpyridin-2-yl, coz muze byt divodem ucCinku. Ziaroven byla
spoleénym znakem i substituce v poloze 3- a 4- fenylového jadra trifluormethylovou
nebo methoxy skupinou. Kombinace téchto substituci by mohla byt zasadni pro
ucinnost a bylo by vhodné vyuzit napft. 1 dalsi substituenty. K u¢inné MIC standardl se
nejvice pfiblizila latka D.A, kterd inhibovala M. awrum 31,25 pg/mL pii a M.
smegmatis 15,625 ng/mL. Latka D.F vykazala MIC pro M. smegmatis 15,625 pg/mL,
coz je dobrd ucinnost, ale pro M. aurum byla tato hodnota az 250 pg/mL, coz je jiz

velice slaby ucinek.

Druhou skupinu tvofi derivaty benzoové kyseliny a karboxamidu, u nichZ nebyl
skoro Zadny Ucinek a jestlize se n&jaky projevil, pak velmi slaby. Nejlepsi MIC doséahla
latka BBPS7 s M. aurum 62,5 pg/mL, ale s M. smegmatis byla net¢innd. Diky malému
poctu ucinnych sloucenin nelze vyvodit Zzadné zavéry ohledné vztahti mezi strukturou a

ucinnosti (SAR).

Tteti skupinou jsou derivaty benzensulfonamidi a dioxinsulfonamidi. Z osmi
latek projevily Gc¢innost viici M. smegmatis pouze 2 latky a to slabé. Nejucinngjsi latka
EM41R m¢la hodnotu MIC pro M. smegmatis 125 pg/mL a pro M. aurum 31,25 ng/mL.

Ostatni latky byly méné ucinné. Zde plati stejny zavér ohledné SAR.

Ctvrta skupina obsahuje 4 derivaty oxadiazolu. Latky OX-0d a OX-Oe byly
neucinné. Latka OX-0b méla MIC pro M. smegmatis 62,5 pg/mL a pro M. aurum
31,25 pg/mL. A latka OX-0g méela MIC pro M. smegmatis 125 pg/mL, ale pro
M. aurum dokonce 15,625 pg/mL. Sviy vliv na U€innost mél typ pouzitych
substituentd, jelikoz poloha na oxadiazolu je stejna. Pouzity #-butyl byl uz dfive Gspésné
vyuzit ke zvySeni aktivity — zvySeni lipofility, idealni konformace pro obsazeni

vazebnych mist,...
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Posledni skupinu tvofi derivaty benzoové kyseliny, karboxylové kyseliny a
benzamidi. VéEtSina latek se vyuzila jako vychozi suroviny pro syntézu novych
sloucenin, jako napft. latka JZ-OZ-14. Z 13 latek této skupiny bylo 8 netc¢innych na oba
testované kmeny. Latka JZ-OZ-14 byla jako jedina u¢inna na M. smegmatis 1 M. aurum
pii MIC 62,5 pug/mL po dvojim tedéni. Na M. aurum byly déle slabé ucinné latky
5-NH2-PAB, 3-OH-PAB a 3-CI-PAB. A na M. smegmatis byla lehce U¢inna latka
JZ-EV2.

Z mnoha duvodi, které jiz byly v praci feCeny, se pro testovani pouzivaji jiné
nez tuberkuldzni kmeny, proto se taktéz muze liSit u€innost vyvozend timto vyzkumem
od uUc¢innosti na kmenu M. tuberculosis 1 samotné¢ho plvodce nemoci. S latkami

s prokazanou uc¢innosti by bylo vhodné na testovani navazat s kmenem M. tuberculosis.

Svou ulohu, samoziejmé, pfi testovani mohl hrat i lidsky faktor, nespravné
odecteni vysledku neni pravdépodobné, ale vysledné hodnoceni kazdé slouceniny je
vzdy individudlni v rdmci jejich dalSich ucink napf. toxicity, proto dobra Uc¢innost

v prvotnim testovani jeSt€ nemusi znamenat uspéch v 1écbe.
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10. ZAVER

V této diplomové praci bylo otestovano 49 latek s potencionalnim
antimykobakteridlnim G¢inkem mikrodiluéni bujénovou metodou na katedfe

Biologickych a Iékaiskych véd Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Praze.

Z celkového poctu latek pouze 5 vykazalo dobrou G¢innost na obou testovanych

kmenech — Mycobacterium aurum a Mycobacterium smegmatis.

Z péti skupin latek méla nejlepsi ucinnost prvni skupina derivatl benzamidd a
acetamidu. Jako nejucinngjsi latka se hodnotami MIC projevil N-(5-chlorpyridin-2-yl)-

3-(trifluormethyl)benzamid s dobrou uc¢innosti na oba mykobakterialni kmeny.

Nejméné ucinné se projevily druha a patd skupina latek. Druhou skupinu tvoii
derivaty benzoové kyseliny a karboxamidu a patou skupinu tvoii derivaty benzoové

kyseliny, karboxylové kyseliny a benzamidu.

Z pouzitych mykobakteridlnich kment byl M. smegmatis mnohem méné citlivy
nez M. aurum, ale ve srovnani s hodnotami standardi jsou takovéto hodnoty

odpovidajici.

Pro potvrzeni vysledkii by se mélo testovani opakovat, aby se vyloucily vlivy

vnéjsich faktort.

S urcitosti nelze vyslovit zavér o tom, jestli je ofekdvany antimykobakteridlni
ucinek dostatecny. K potvrzeni ¢i vyvraceni ucinnosti téchto latek by bylo potieba

provést rozsahlejsich vyzkumii.
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	2-chloro-N-(5-chlorpyridin-2-yl)benzamid
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	4-amino-2-chlorbenzoová kyselina
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