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ANOTACE

Bakalaiska prace se zabyva patogenni bakterii Mycoplasma pneumoniae, vyvolavajici
Casté infekce respiratniho traktu u lidi. V praci jsou shrnuty dostupné informace
o onemocnénich, které uvedeny mikroorganismus zptisobuje. Dale jsou uvedeny postupy
laboratorni diagnostiky, moznosti terapie a prevence. Pozornost je vénovana rovnéz
i charakterizaci bakterie, kdy jsou zminény informace o jeji taxonomii, morfologii a

patogenezi.

KLIiCOVA SLOVA

Mycoplasma pneumoniae, Mollicutes, infekce, laboratorni diagnostika, 1écba

a prevence

TITLE

Infection of Mycoplasma pneumoniae, laboratory diagnostics and prevention

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the pathogenic bacterium Mycoplasma pneumoniae,
the causative agent of human respiratory tract infections. The work summarizes available
information on diseases caused by this bacterium. Attention is paid also to bacterial
characteristics which are summed up in the chapters Taxonomy, Morphology and
Pathogenesis. Furthermore, the methods of identification, therapy and prevention are

mentioned.

KEYWORDS

Mycoplasma pneumoniae, Mollicutes, infection, laboratory diagnostics, treatment

and prevention
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1 UVOD

Mycoplasma pneumoniae je vyznamny patogen respira¢niho traktu, zpusobujici
infekce hornich i dolnich cest dychacich u lidi. Casté jsou predevsim faryngitidy, bronchitidy
a tracheitidy, které mohou vyustit az v zavazné pneumonie. Znacné riziko predstavuje

Mycoplasma pneumoniae zejména pro déti trpici astmatem.

Vedle onemocnéni dychacich cest je Mycoplasma pneumoniae pivodcem
i extrapulmonarnich komplikaci jako je postizeni centrdlni nervové soustavy a srdecni
svaloviny. Vzacné€ byly zaznamenany i infekce s koZnimi projevy, pfipadné postiZeni jinych

organti (ledviny).

Klinicky material k prikazu onemocnéni vyvolanych Mycoplasma pneumoniae se
odebira dle charakteru postizeni. U respiracnich infekci se provadi predevsim zachyt ze sputa
nebo vytérl z nosohltanu. Dals$i moznosti je detekce uvedeného agens z bronchoalveolarnich
lavazi.

Tradi¢ni kultivaéni technika pro detekci a identifikaci mykoplasmat je pracna,
vzhledem k jejich vysokym ristovym pozadavkiam. Ke kultivaci se vyuzivaji PPLO bujonova
a agarova média. V disledku malych velikosti bakterii je k jejich pozorovani nutno uZit
elektronové mikroskopie. Moderni metody prikazu jsou zaloZzeny na molekularné
biologickych technikach, zejména polymerazové fetézové reakci. V diagnostice Mycoplasma
pneumoniae je mozno vyuzit i metod nepiimé diagnostiky, kdy jsou detekovany specifické

protilatky metodami ELISA nebo komplement fixacni reakeci.

V terapii infekci zpisobenych Mycoplasma pneumoniae jsou aplikovana piedevsim
tetracyklinova a makrolidova antibiotika s bakteriostatickym uc¢inkem. U komplikovanych
infekci se vyuzivaji i fluorochinolony piisobici baktericidné. V soucasné dob¢ nartista pocet
hlaseni o zvySujici se odolnosti Mycoplasma pneumoniae viuc¢i makrolidim. Vakcina chranici

pred onemocnénimi Mycoplasma pneumoniae nebyla doposud registrovana.

Cilem bakalarské prace je wvytvofit literarni reSerSi, zabyvajici se infekcemi

Mycoplasma pneumoniae, jeho laboratorni diagnostikou, moznostmi terapie a prevence.



1.1 Historie

Prvni mykoplasma izolovali vroce 1898 Nocard a Roux ze skotu postizeného
pleuropneumonii. Pivodce onemocnéni byl pozdéji oznacen jako Mycoplasma (M.) mycoides
(Nocard a Roux, 1898). Dienes a Edsall (1937) prokazali poprvé zastupce mykoplasmat
v souvislosti s onemocnénim u lidi. Jednalo se patrné o M. hominis vykultivované z abscesu

Bartholiniho zlazy.

M. pneumoniae bylo poprvé izolovano v roce 1944 ze sputa pacienta
s primarni atypickou pneumonii (Eaton et al., 1944). Mikroorganismus byl oznacen jako
tzv. ,,Eatonovo agens“. Marmion a Goodburn (1961) zatadili Eatonovo agens mezi tzv. PPLO
(z angl. Pleuro-pneumonia-like-organism). Chanock et al. (1963) piejmenovali pozdéji

Eatonovo agens na M. pneumoniae.

Delsi dobu byla mykoplasmata povazovana za virové ¢astice (Meiklejohn et al., 1945).
Napovidala tomu nepfitomnost bunééné stény, umoznujici mykoplasmatiim prochazet skrze
bakteriologické filtry 1 jejich vysoka kultivacni ndro€nost. Na zdklad€ schopnosti rlstu
na bezbunéénych médiich byla mykoplasmata v 60. letech 20. stoleti definitivné zafazena

mezi prokaryota (Chanock et al., 1962).

1.2 Taxonomie

Mykoplasmata byla pivodné oznacena jako PPLO organismy. Od roku 1960 se tyto
mikroorganismy zafazuji do tfidy zvané Mollicutes, kde nazev pochézi z latinského slova
mékké (,,mollis*) a kize (,,cutis) (Waites et al, 2003). Taxonomie této tiidy byla zna¢né

revidovana na zakladé analyzy 16S rRNA (Johansson a Petterson, 2002).

T¥ida Mollicutes obsahuje pét eledi (Davis, 2011). Celed” Mycoplasmataceae, ktera
zahrnuje organismy infikujici a kolonizujici ¢lovéka a zvifata. Dale Spironoplasmataceae,
predstavujici organismy infikujici rostliny a Acholeplasmataceae, z nichz vétsina je izolovana
predevsim z ptakd. Anaeroplasmataceae se sklada z prisnych anaerobu, které byly izolovany

z bachoru skotu a ovci. Celed” Entomoplasmataceae infikuje hmyz a rostliny.

Nejznaméjsim rodem tfidy Mollicutes je rod Mycoplasma. Jedna se o parazity lidi,

zvifat a rostlin. Mnoho mykoplasmat zplsobuje onemocnéni u clovéka, spojené

10



s buiikami dychaciho nebo urogenitalniho traktu. Rod Mycoplasma zahrnuje vice nez 13
druht, které mohou vyvolat infekce u lidi (Pitcher, 2005).

Ttida:  Mollicutes

Rad:  Mycoplasmatales
Celed: Mycoplasmataceae
Rod:  Mycoplasma

Druh:  Mycoplasma pneumoniae

1.3 Morfologie a déleni bunék

Mykoplasmata jsou nejmensi mikroorganismy schopné samostatného mnozeni

a existence mimo hostitelskou buniku (Waites a Talkington, 2004).

Velikost bunék mykoplasmat se pohybuje v rozmezi 200 - 300 nm. Mala velikost
bun¢k dava mykoplasmatim schopnost prochazet bakteriologickymi filtry, bézné¢ uzivanymi
ke sterilizaci kultivaénich médii. V dusledku redukované velikosti bunécné hmoty nelze
buitky mykoplasmat pozorovat ve svételném mikroskopu. Pfi kultivaci v tekutych zivnych

médiich neprodukuji viditelny zakal (Waites a Talkington, 2004).

Dal§im charakteristickym znakem mykoplasmat je absence pevné (rigidni) bunécné
stény, jejiz funkci nahrazuje tenka tiivrstevna membrana (7,5 - 10 nm) sloZena z fosfolipidd,
proteinli a cholesterolu. Tato membrana je pfi¢inou znacné plasticity a pleomorfniho
charakteru bakteridlnich bunck. Navzdory genetické piibuznosti s gram-pozitivnimi
bakteriemi nepiitomnost bunécné stény brani uspéSnému barveni dle Grama (Sanchez-Vargas

a Gomez-Duarte, 2007).

Schopnost vytvaret pravidelnou morfologii bunék u M. pneumoniae je dana
pritomnosti vldknitého cytoskeletarniho sytému v bunééné membrané. Cytoskelet je tvotren
riznymi vlaknitymi bilkovinami, které jsou pro tfidu Mollicutes unikatni (Miyata a Ogaki,
2006; Waites a Talkington, 2004). M. pneumoniae ma tvar malych kokovitych télisek,
ve star§ich kulturach ovalnych az protahlych forem. Na povrchu buiiky se nachazi ,,kontaktni

desticka® membrany vyznamna pro adhezi.
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M. pneumoniae si stejné jako ostatni zastupci tfidy Mollicutes vyvinula specialni
reprodukéni cyklus v dasledku prizpisobeni se existenci s omezenym genomem a parazitnim
zpusobem zivota (Dandekar et al., 2002). Mykoplasmata se mnozi jednoduchym binarnim
délenim, pii kterém nemusi byt déleni cytoplasmy synchronizovano s replikaci jadra. Timto
opozdénym délenim cytoplasmy vznikaji mnohojaderna vlédkna a fetizky, kterd se mohou opét

rozpadat na zékladni elementy (Balish a Krause, 2002; Taylor-Robinson, 1999).

Obrazek ¢. 1: Schéma binarniho déleni bun¢k M. pneumoniae (Waites a Talkington, 2004)

!
|

1.4 Genetické vlastnosti

Ttida Mollicutes obsahuje organismy s chybé&jicimi geny nezbytnymi pro syntézu

peptidoglykenu bunécné stény (Waites a Talkington, 2004).

Genom M. pneumoniae byl kompletné osekvenovan v roce 1996 (Himmelreich et al,
1996). Genetickd informace je uloZena v cirkuldrni dvousroubovicové DNA (Wojtowicz,
2002). Jeji velikost dosahuje piiblizn¢ velikosti 816,394 kbp a obsahuje 687 kodujicich
sekvenci. V porovnani s Escherichia coli je genom M. pneumoniae piiblizné pétkrat mensi
(Rudd, 2000).

Redukovana velikost genomu M. pneumoniae je pii¢inou omezenych biosyntetickych
vlastnosti a zvySenych nutri¢nich pozadavkd organismu na kultivaci in-vitro (Waites
a Talkington, 2004). Pfedpoklada se, ze M. pneumoniae vznikla degenerativni evoluci, kdy se

vvvvvv

ztratilo schopnost kddovani bunééné stény, n€kolika bilkovin a purint (Wojtowicz, 2002).
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Johansson a Pettersson (2002) popisuji ve své publikaci vyjimeéné postaveni
M. pneumoniae mezi zastupci tiidy Mollicutes, diky vysokému obsahu cytosinu a guaninu
(41 mol%) v DNA. U ostatnich mykoplasmat se obsah cytosinu a guaninu pohybuje

V rozmezi niz$im nez 30 mol%.

Waites a Talkington (2004) uvadi dalsi unikatni vlastnost Mycoplasma sp., a to pouziti

univerzalniho stop kodonu UGA odpovidajici tryptofanu.

1.5 Biochemické vlastnosti

V DNA mykoplasmat chybi téméf vsechny geny potfebné pro biosyntézu
aminokyselin, mastnych kyselin, kofaktorii a vitamini a proto jsou tyto organismy zavislé

na doddvce metabolickych prekurzori od hostiteli (Katz a Waites, 2004).

M. pneumoniae je schopno fermentovat glukozu, ktera je hlavnim zdrojem pro syntézu
ATP. Zkvasovani gluk6zy probiha az na kyselinu mléénou. Dalsi vyznamnou biochemickou
vlastnosti M. pneumoniae je redukce tetrazolia na Cerveny formazan, kterd muze probihat
aerobné nebo anaerobné. Této schopnosti se vyuzivd dodnes k odliSeni tohoto
mikroorganismu od jinych, podobné rostoucich druhii, obyvajicich rovnéz respiracni trakt

¢loveka (Dandeker et al., 2002).

M. pneumoniae mohou vyuzit glukézu, fruktozu a glycerol jako jediné zdroje uhliku
(Hames et al., 2009).

1.6 Citlivost k vnéjsim podminkam

Mykoplasmata jsou citliva na vyschnuti a teplotu nad 50 °C. Mimo hostitele jsou vSak
patogenni druhy schopny piezit v prostfedi chranéném pied slunecnim zafenim i nékolik dni
(Quinn et al., 1994). VétSina mykoplasmat je usmrcena pii vystaveni teploté 56 °C po dobu

30 minut.

Mykoplasmata jsou nejlépe uchovavana pii teplot¢ -70 °C po dobu 42 mésict.
V tekutém dusiku je zachovéana stabilita mykoplasmat po dobu 3 — 9 let. Lyofilizované

mikroorganismy v kultiva¢nim médiu mohou ptezit az 20 let, uchovana pii 0 — 5 °C.

Mykoplasmata jsou rozpustna ve Zluc¢i a rust druhd vyzadujicich steroly je inhibovan

digitoninem (Parker a Duerden, 1993).
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1.7 Antigenni struktury

Na povrchu membrany M. pneumoniae se nachazi fada proteinovych,
lipoproteinovych nebo glykolipidovych antigenti. Tyto struktury slouzi pfedevsim v adhezi na
povrch hostitelské bunky a aktivaci imunitniho systému k zanétlivé reakci. Vyznamnou
vlastnosti povrchovych antigent je jejich zna¢na variabilita, kterd umoziuje M. pneumoniae
odolavat imunitnimu systému hostitele (Melkova, 2003). M. pneumoniae parazituje na

povrchu bunék sliznice respiracniho traktu.

Nejvyznamngj$im antigenem M. pneumoniae je membranovy protein P1, umoziujici
kolonizaci povrchu sliznic. Tento adhezin je souc¢asné virulentnim faktorem, proti kterému je
namifena rozhodujici humoralni odezva. Mimo pfilnavosti hraje M. pneumoniae vyznamnou
roli v klouzavém pohybu a déleni bunék (Drasbek et al., 2007). O membranovém proteinu P1
se predpoklada, Ze ma hlavni receptorovou funkci u M. pneumoniae. Existuji znacné
informace o tom, které oblasti proteinu P1 zastavaji funkce ve vazbé na receptory (Krause
a Balish, 2001). Fragment C-terminalni ¢asti proteinu P1 je imunogenni, jak ukazuji séra
pacientli s onemocnénim zpusobenym M. pneumoniae, kde byly reakce s témito fragmenty
prokéazany (Drasbek et al., 2007)

P30 je dalSim proteinem podilejicim se na adhezi na hostitelskou buiiku. Protilatky
vytvotfené proti P30 mohou blokovat hemadsorbci M. pneumoniae (Waites a Talkington,
2004). Balish a Krause (2002) neddvno naznacili, ze protein P30 mize byt zapojen
do klouzavého pohybu bun¢k a koordinace déleni bun¢k (Waites a Talkington, 2004).

Mezi dalsi antigenni struktury se fadi membranové proteiny P116 a HMW1 — 3, které
jsou rovnéz spojeny s adherenci. Zména nebo absence nékterého z téchto proteini vede

ke ztraté virulence mykoplasmat (Chaudhry et al., 2007).
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2 PATOGENEZE

M. pneumoniae jsou predevsim patogeny vyskytujici se na povrchu sliznic dychacich
cest, jejichz parazitarni existence souvisi S epitelidlnimi bunikami svého hostitele (Waites

a Talkington, 2004).

2.1 Adheze na hostitelskou buriku

M. pneumoniae po aspiraci do dychacich cest pronika mukociliarni vrstvou sliznice,
kterou kolonizuje prostfednictvim adhezivnich proteinti. Mykoplasmata piilnou na povrch
hostitelskych bunék, které nasledné ochuzuji o aminokyseliny, mastné kyseliny, vitaminy
a jiné nezbytné ziviny (TorSova a Medkova, 2001). Kolonizace dychacich cest je pocatecnim

krokem k infekci respiraéniho traktu a posSkozeni tkani (Waites a Talkington, 2004).

2.2 Intraceluldarni vyskyt

Mykoplasmata jsou piedev§im extracelularni paraziti, jejichz pteziti zavisi na izkém
kontaktu s hostitelskou bufikou. Piesto studie in-vitro prokazaly, ze M. pneumoniae muze
pronikat skrze bunétné membrany a piezivat uvnitf napadenych bunék (Yalovich et al.,

2004).

Intracelularni existence M. pneumoniae muze byt divodem pro vznik latentnich nebo
chronickych stavli. Zaroveil pomoci vyskytu uvnitf buiky md moznost mikroorganismus
unikat U¢inklim imunitnich mechanismii hostitele a ziskat pfistup k vnitinim tkanim.
Intracelularni vyskyt snizuje i u¢innost nékterych 1€kt (Rottem, 2002; Talkington et al.,
2001). Spojeni mykoplasmat s membranou hostitele mize vést kuvolnéni riznych
hydrolytickych enzymi mikroorganismu, stejné jako k vloZeni né&kterych membranovych

komponent do membréany hostitelské buiiky (Rottem, 2002).

2.3 Cytotoxicita

Ke spusténi cytotoxickych udélosti a klinickych projevi onemocnéni neni nutny
prinik mykoplasmy do hostitelsk¢ bunky. Mistni naruSeni hostitelské tkané umoziuje
uvolnéni enzymatickych a cytolytickych metaboliti mikroorganismu pfimo do buiky. Fazi
membrany bakterie do membrany hostitelské bunky mize dojit k vlozeni bakteridlnich

membranovych komponent do membrany hostitelské bunky (Sanchez-Vargas, 2007).
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Vzhledem k redukované genetické informaci, postrada M. pneumoniae nékteré
enzymy, které jsou spojeny s virulenci u jinych bakterii, jako je napf. superoxiddismutaza
nebo katalaza (Waites a Talkington, 2004). Mayer (2010) uvadi, Ze peroxid vodiku i
superoxid, které jsou produkty metabolismu mykoplasmat, piedstavuji vyznamny faktor
V patogenezi onemocnéni. Projevem ultrastrukturdlnich u¢inkt peroxidu na hostitelské buniky,
jako jsou erytrocyty, je ztrata glutathionu, denaturace hemoglobinu a oxidace lipidi
v erytrocytech, vedouci az k 1yze poskozenych bun¢k. Somerson et al. (1965) potvrdil, ze

peroxid vodiku je molekula, ktera zptsobuje hemolytickou aktivitu M. pneumoniae.

2.4 |\munitni odpovéd’ a produkce cytokinii

Mykoplasmata jsou schopna aktivovat imunitni systém hostitele. Stimuluji T a B
lymfocyty k proliferaci a uvoliiovani cytokinti (Broaders et al., 2006). Esposito et al. (2002)
zminuje spojitost produkce téchto cytokini u infikovanych déti se zhorSenim piiznaki
astmatu. Studie na mysich ukazuji, Ze pomocné T — lymfocyty (Tw) jsou odpovédné za
zvysenou obstrukci dychacich cest. Rasinkovy epitel dychacich cest je primarnim mistem
infekce, kde M. pneumoniae indukuje tvorbu cytokinti s prozanétlivym ucinkem, jako jsou
TNF-alfa, IFN-gama a IL-6 (Sanchez-Vargas a Gomez-Duarte, 2007; Hardy et al., 2001).

Za moznou prfi¢inu komplikaci u onemocnéni vyvolanych M. pneumoniae jsou

povazovany kiiZzove reagujici chladové aglutininy (Talkington et al., 2001).
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3 ONEMOCNENI ZPUSOBENE M. PNEUMONIAE

M. pneumoniae je nejéastéjsi pri¢inou onemocnéni dolnich cest dychacich u ¢lovéka,
zejména u starSich déti, dospivajicich a mladych dospélych (5 - 20 let). U déti do péti let jde
zpravidla o zanéty hornich dychacich cest, u vétSich déti a mladistvych jde o bronchitidy nebo
pneumonie (Havlik, 2009). Velké riziko pro vznik komplikaci predstavuje deficit humoralni

imunity (TorSova a Medkova, 2001).

3.1 Pienos a vyskyt

Zdrojem nakazy je vyhradné nemocny c¢lovék (Sanchez-Vargas a Goméz-Duarte,
2007). M. pneumoniae je pienaseno pomoci aerosolu z ¢lovéka na ¢lovéka. Jedinci s aktivni
infekci obsahuji mikroorganismy v nose, krku, pridusnicich a sputu. Pfenos je usnadiovan

kaslem (Waites et al., 2005; Lin et al., 2002).

M. pneumoniae odpovida za 15 — 20 % ziskanych komunitnich pneumonii u lidi, coz
predstavuje vyskyt 2 piipadd na 1000 osob/rok. Korppi et al. (2004) uvadi, Zze
M. pneumoniae bylo zjisténo u 30 % déti s komunitni pneumonii. Z toho ve vice nez 50 %
pripadi u déti ve véku 5 let a vice let. Studie provedend ve Spojenych statech zjistila, ze
komunitni pneumonie zpisobena M. pneumoniae se vyskytuje u 23 % déti ve véku 3 — 4 let
(Block et al., 1995).

Vyssi vyskyt mykoplasmovych infekei se objevuje v prostfedich a institucich jako
jsou nemocnice, socidlni zatizeni, vojenské tdbory nebo vysokoSkolské ubytovny (Klement
et al., 2006). Piestoze M. pneumoniae neni soucasti bézné mikrofléry a jeho pfitomnost je
Casto spojovana s infekci, mize mikroorganismus pretrvavat uvniti dychaciho ustroji hostitele
s proménlivou dobou i po odeznéni klinickych projevit (Sanchez-Vargas a Goméz-Duarte,
2007). Vyssi vyskyt pacientl s respiraénimi infekcemi zptisobenymi M. pneumoniae je
v mirném klimatickém pasmu nejvétsi v 1été, z divodu nizs§iho vyskytu jinych respira¢nich
patogenil v uvedené dob¢ (Waites a Talkington, 2004; Porath et al., 2001).

Inkubacni doba se obvykle pohybuje od 1 do 3 tydnt, i kdyz nékdy mulize trvat pouze
4 dny (Waites et al., 2005; Lin et al., 2002). Casté jsou bezpiiznakové nakazy. Manifestni
formy infekci zacinaji s postupné se zvySujici horeckou, stoupajicim pocitem tnavy, palenim

v nosohltanu, bolestmi hlavy a pozdéji se ptipoji drazdivy suchy kasel. Vedle onemocnéni

17



respiracniho traktu muze dojit k rozsifeni infekce i mimo dychaci cesty do CNS nebo

srde¢niho svalu.

Prognoza mykoplasmové pneumonie je zpravidla dobra, ale piekonani nemoci

nezarucuje dlouhodobou odolnost (Havlik, 2009).

3.2 Infekce respiracniho traktu

M. pneumoniae nejcastéji postihuje horni a dolni dychaci cesty (Waites et al., 2005).
Zpusobuje faryngitidy, tracheobronchitidy, bronchitidy, primarni atypické pneumonie, zanét
zvukovodu, bul6zni hemorrhagickou myringitidu a jiné (TorSova a Medkova, 2001). Infekce
hornich dychacich cest zahrnuje pfiznaky jako bolesti v krku, chrapot, horecku, kasel, bolest
hlavy, zimnici, rymu, bolesti svall, bolesti ucha a malétnost. Infekce dolnich dychacich cest
je spojena obecné s kaSlem, dusSnosti, adenopatii a vzacné s respiracnim selhanim (Waites
et al.,, 2005). M. pneumoniae zpusobuje az 40 % pfipadd komunitnich pneumonii
(Auvichayapat et al., 2006).

U déti do 5 let se infekce vétSinou projevuje rymou a sipanim. Postup do zapalu plic
neni obvykly, zatimco u starSich déti ve véku 5 — 15 let je pravdépodobnost vzniku

bronchopneumonie s nutnosti hospitalizace vyssi (Ferwerda et al., 2001).

Diky nedostate¢né reakci na antimikrobidlni terapii peniciliny nebo sulfonamidy
zaCala byt pneumonie zpusobena M. pneumoniae odliSovana od ostatnich. Vzhledem

k nejasné etiologii byl vytvofen termin ,,primarni atypicka pneumonie (Ferwerda, 2001).

Prvnimi ptiznaky pneumonie zptsobené M. pneumoniae jsou horecka, malatnost,
bolest hlavy a bolest v krku. Nejsou to typické piiznaky pneumonie, odtud nazev primarni
atypicka pneumonie. Ptiznaky mohou trvat n€kolik tydnt, ale jen zfidka jsou natolik zavazné,
ze onemocnéni vede k hospitalizaci nebo umrti. Pro atypickou pneumonii vyvolanou timto
mikroorganismem je charakteristicky bohaty rentgenovy nalez, v némz jsou typické bohaté

nepravidelné infiltraty st¢hovavého charakteru (Port, 2007).

Respiracni infekce mohou byt pficinou sipani u déti a mohou ovlivnit vznik
a z&vaznost astmatu prostfednictvim komplexnich a propojenych mechanismu. Infekce mlize
vyvolat atopické astma a atopie. M. pneumoniae je povazovano za puvodce komunitnich
pneumonii. Macdowell a Bacharier (2005) uvadi, ze infekce zptisobené M. pneumoniae
mohou pfedchazet vzniku astmatu nebo zhorsit astmatické symptomy.
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Akutni infekce M. pneumoniae muze iniciovat astma u nékterych dfive
asymptomatickych pacientii piipadné¢ u nékterych jedincii s atopii. Mechanismy interakce
M. pneumoniae s lidskymi dychacimi cestami jsou komplexni a multifaktorialni. Na zhorSeni
astmatu vlivem infekce M. pneumoniae se podili odpovédi imunitniho systému. Faktory
podilejici se na téchto imunitnich reakcich zahrnuji pfedev$im indukci Th2 lymfocytt,
produkci prozanétlivych cytokint, imunitnich bun¢k a tvorbu IgE, fyziologické zmény jako je

bronchialni obstrukce, abiogeneze a otoky (Hong, 2012).

3.3 Extrarespiracni infekce

Modernimi metodami prukazu M. pneumoniae bylo zjisténo, Ze lze tento
mikroorganismus nalézt také v mimoplicnich tkénich (Yang et al., 2003). Waites a Talkington
(2004) udavaji ptiblizné 25 % osob infikovanych M. pneumoniae s extrarespiraénimi

komplikacemi.

Mechanismy zodpovédné za extrapulmondrni projevy v duisledku infekce
M. pneumoniae lze rozdélit do tii kategorii. Prvni kategorie je pfima, v niz hraji hlavni roli
cytokiny. Druhou kategorii je typ nepiimy, ve kterém se ucastni autoimunitni reakce.
Poslednim typem je cévni okluze, kde ma sviij vyznam vaskulitida nebo trombo6za (Narita,
2010). K extrarespiraénim projevim muze dojit v souvislosti s respiraénim onemocnénim, ale
neni to nutnosti. Komplikace se objevuji zhruba 3 dny po zacatku onemocnéni a po dobu
2 — 3 tydnii po onemocnéni dychacich cest (Leonardi et al., 2005). Mezi mimoplicni projevy
muzou patfit neurologické, kozni, srdecni, hematologické, gastrointestinalni a jiné ptiznaky

(Auvichayapat et al., 2006; Guleira et al., 2005; Waites a Talkington, 2004).

Postizeni CNS je povaZzovano za nejcastéjSi extrapulmondlni projev infekci
M. pneumoniae (Smith a Evitar, 2000). M. pneumoniae se vyznacuje schopnosti prochazet
hematoencefalitickou bariérou. Pfiblizn€ u 6 — 7 % hospitalizovanych pacientl S potvrzenym
vyskytem M. pneumoniae dochazi k neurologickym komplikacim rtuzné zavaznosti (Waites
a Talkington, 2004). Krom¢ piimé invaze M. pneumoniae do mozku, se objevilo
I podezieni na neurotoxické nebo autoimunitni reakce v mozkové tkani (Koskiniemi, 1993).
Postizeni CNS zahrnuji encefalitidu, cerebrdlni syndrom, aseptickou meningitidu nebo
meningoencefalitidu, akutni diseminovanou encefalomyelitidu, zdnét o¢niho nervu, dvojité

vidéni, duSevni zmatek a akutni psychoézu (Lin et al., 2002). Waites a Talkington (2004)
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povazuji encefalitidu za nejcastéjsi neurologicky projev u déti. VétSina neurologickych
komplikaci se objevuje 1 az 2 tydny po nastupu respiracnich piiznaki, ale u 20 % a vice

pacientd nesouvisi vznik neurologickych komplikaci s infekci respira¢niho traktu.

Lee et al. (2006) udava ptiblizné 25 % pacientd s infekci M. pneumoniae, u kterych se
mohou vyskytnout kozni projevy. Kozni onemocnéni zahrnuje erytemat6zni, makulopapularni
a vezikularni vyradzky. Piiklady koznich onemocnéni piedstavuji piedev§im
Stevens-Johnsontv syndrom, erythema multiforme a toxicka epidermalni nekroza (Lam et al.,
2004). Piesny mechanismus poskozeni kGize a sliznic neni zndmy. Za mozné aspekty se
povazuje bunécna imunitni odpovéd’, cytotoxické poskozeni bunék epitelu a autoimunitni

mechanismy (Schaloch et al., 2005).

Postizeni srde¢ni svaloviny spojené s infekci M. pneumoniae je relativné vzacné, ale
jeho mozny vyskyt byl zaznamenan u 1 — 8,5 % osob se sérologickym prilkkazem infekce.
Tyto komplikace se vyskytuji spiSe u dospélych nez u déti (Waites a Talkington, 2004). Byla
popsana perikarditida, myokarditida a perikardidlni vypotek (Smith a Evitar, 2000).
Hemolytické anémie jsou povazovany za vzacné, ale zavazné komplikace spojené
s onemocnénim M. pneumoniae, vyskytujici se Castéji u déti (Waites a Talkington, 2004).
Za mechanismus, kterym M. pneumoniae zptsobuje komplikace, jsou povazovany kiizoveé

reagujici chladové aglutininy (Talkington et al., 2001).

Infekce M. pneumoniae mohou byt spojeny s fadou nespecifickych potizi tykajicich se
traviciho sytému. Mezi né patii pfedev§im nevolnost, zvraceni a pridjem. V souvislosti
s M. pneumoniae byla zaznamenana i cholestaticka hepatitida a pankreatitida (Grullich et al.,
2003).

Mezi dalSi mozné komplikace mtize patfit postizeni ledvin jako je akutni
glomerulonefritida, selhani ledvin, tubulointersticialni nefritida a IgA nefropatie.

M. pneumoniae bylo rovnéz izolovano z urogenitalniho traktu muzi a Zen a bylo kultivovano

Z tubo-ovarialniho abscesu (Waites a Talkington, 2004).
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4 LECBAAPREVENCE

4.1 Citlivost k antimikrobidalnim latkam

Absence bunétné stény c¢ini mykoplasmata rezistentni vici beta-laktamovym
antibiotikim zasahujicich do jeji syntézy. Terapie infekci vyvolanych M. pneumoniae je
zalozena na antibioticich (ATB), pusobicich na urovni syntézy proteini nebo nukleovych
kyselin. Makrolidy, tetracykliny a fluorochinolony efektivné eliminuji mykoplasmata jak
in-vivo, tak in-vitro (Korppi, 2003). Fluorochinolony se ukéazaly byt baktericidni pro

M. pneumoniae, zatimco makrolidy a tetracykliny jsou primarné bakteriostatické.

Makrolidy jsou obecné povazovany za I€k prvni volby pro 1é¢bu infekei vyvolanych
azithromycin, za klinicky u¢inna antibiotika na trovni erytromycinu. Terapie azithromycinem
je vedena po dobu 5 dnti (Suzuki et al., 2006).

Pouziti tetracyklinli a fluorochinolonli je omezeno jen na dospélé pacienty nebo
na pacienty s alergii na makrolidy (Suzuki et al., 2006). Uvedena ATB by neméla byt uzivana
u déti do 8 let, ackoliv jsou tyto antibiotika u¢innd, jsou nevhodna vzhledem k jejich toxicité.
Tetracykliny mohou zplsobit depresi rlstu kosti, trvalé Sedo-hn&€dé zabarveni zubl
a hypoplazii skloviny, pokud jsou podavany v pribéhu vyvoje zubi. Ackoli klinicky vyznam
fluorochinolonli nebyl prokazan, zptisobuji erozi chrupavky u mladych zvifat. Proto by tyto

latky mély byt pouZity pouze tehdy, kdyZ neni jind moZnost (Reese a Betts, 2003).

Potencidlnim problémem v antimikrobidlni 1é€bé je narlstajici rezistence
mykoplasmat. Rezistence vic¢i makrolidim vznika jako disledek mutaci na 23S RNA (Suzuki
et al., 2006).
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Tabulka €. 1: Minimalni inhibi¢ni koncentrace vybranych antibiotik inhibujici 90 % kment

M. pneumoniae publikované riznymi autory

MICgo [,ug/ml]
Antibiotikum 1 2 3 4
Tetracyclin 1,0
Doxycyclin 0,5 0,25 0,5 0,25
Erythromycin 0,004
Azithromycin <0,001 0,00025 <0,001 0,0005
Clarithromycin <0,001 0,004
Ciprofloxacin 2,0 4
Levofloxacin 1,0 1,0 1,0 0,5
Moxifloxacin 0,125 0,125 0,125

1 — Waites et al. (2003): bujénova mikrodilu¢ni metoda
2 — Waites et al. (2005): bujonova mikrodiluéni metoda
3 — Waites et al. (2008): bujonova mikrodilué¢ni metoda
4 — Waites et al. (2009): bujonova mikrodiluéni metoda

4.2 Prevence

V oblasti prevence se vénuje znacné Usili vyvoji vakciny, kterd by chranila pted
infekcemi M. pneumoniae. Poc¢atecni studie s lidskymi dobrovolniky pouzivaly formalinem
inaktivované kmeny. Jejich ochranny tc¢inek byl vSak celkové neuspokojivy (Ellison et al.,
1992). Vyvoj oslabenych zivych vakcin poddvanych intranazaln€ nebo pii vdechovani
aerosolu ukazal na zvifecich modelech urc€ity ochranny ucinek, coZ poukazuje na dlleZitost
stimulace mistnich slizni¢nich obrannych mechanismt (Waites a Talkington, 2004; Yayoshi
et al., 1989). Piesto nebyla do dnesniho dne zadna vakcina proti M. pneumoniae registrovana
(Waites a Talkington, 2004).

Vzhledem k absenci G¢inné vakciny je jedinou moznosti prevence zamezit kontaktu

S nakazenymi osobami.
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5 LABORATORNI DIAGNOSTIKA

5.1 VysSetiovany materidl

Pro prukaz M. pneumoniae se vyuziva sputum, bronchoalveolarni lavaz,
nasofaryngealni vytéry, pleuralni tekutina, popi. perikardidlni nebo cerebrospinalni tekutina

a sérum (Waites et al., 2005).
5.2 P#ima laboratorni diagnostika

5.2.1 Kultivace a ristové vlastnosti

Kultivace mykoplasmat je velice obtizna. Jednd se o nutricné naro¢né bakterie,
vyzadujici pro svij riist komplexni kultivaéni pidy. Rostou pomaleji a v drobnych koloniich,
proto je nutno pouzivat selektivni pidy s ptidavkem antibiotik (penicilinu). Nékteré pidy jsou
souCasn¢ diagnostické, k identifikaci mykoplasmat se pouzivaji testy utilizace substratu

(Zamecnik et al., 2012; Quinn et al., 1994).

Pro péstovani M. pneumoniae se pouzivaji PPLO tekuté a agarové pudy. Uvedena
média obsahuji pepton a mozkosrdcovou infuzi, jez poskytuji Ziviny pro rist, a to dusik,
vitaminy, mineraly a aminokyseliny. Pidy se dale obohacuji o koniské sérum a kvasni¢ny
extrakt, které slouzi jako zdroj cholesterolu a nukleovych kyselin. Do PPLO pid se ptfidavaji
inhibitory, potlacujici rust nezadouci mikroflory. V ptipadé M. pneumoniae se vyuziva

zejména penicilin. Pevné piidy navic obsahuji 1 — 1,4 % kvalitniho agaru.

Do tekutych PPLO pud se pro hodnoceni naristu M. pneumoniae ptidava glukoza
a acidobazicky indikator fenolova Cerveil. Jeji hydrolyzou dochazi k okyseleni Zivného média
a zméné¢ zabarveni fenolové Cervené z cCervené na Zlutou, coz indikuje pfitomnost
mikroorganismu. Mimo zkvasovani glukozy je dalSim diagnostickym znakem redukce

tetrazolia na ¢erveny formazan.

Inkubace mykoplasmat se provadi pii teplot€¢ 37°C v mikroaerofilnim prostiedi
s 5 % CO,. Nariist mykoplasmat na pevnych ptidach se hodnoti pod svételnym mikroskopem
za 5-7 dni. M. pneumoniae vytvaii charakteristické kolonie vzhledu ,,volského oka®, kdy

centralni ¢ast je tmavsi a vrasta do agaru (Chanock et al. 1962; Quinn et al., 1994).

23



Obrazek €. 2: Zmité kolonie M. pneumoniae na PPLO agaru (100x zvétseni) (Shankar et al.,
2010)

Centralni z6na

/ Periferni zona

e e

' :/~&—— Vristani kolonie do agaru

Povrch agaru

Obrazek ¢. 3: Prufez kolonii mykoplasmat (Quinn et al., 1994)

5.2.2 Molekularné-biologické metody

Modernim trendem v diagnostice infekci vyvolanych mykoplasmaty je vyuZziti
molekuldrné biologickych technik. Jejich vyhodou oproti klasickému kultivaénimu vysetieni
je jednodussi provedeni, vysSi rychlost a spolehlivost. Naopak nevyhodou je pfitomnost
inhibitorti v klinickém materialu, které mohou vést k fale$n¢ negativnim vysledkim. V praxi
nejroz§ifenéjsimi jsou zejména metoda hybridizace a polymerazové tetézové reakce (PCR)

vcetné jejich modifikaci.

Principem PCR je amplifikace (namnoZeni) iseku DNA specifického vii¢i hledanému
agens a jeho naslednd detekce gelovou elektroforézou. Pomoci PCR byla detekovéana
pfitomnost M. pneumoniae i mimo respiracni trakt jako je synovialni tekutina, mozkomisni
mok, perikardialni tekutiny a kozni 1éze (Bar Meir et al., 2000). Martinez et al. (2008) pouzili
tuto metodu k prikazu M. pneumoniae z vyplachi krku. Dal§i moznosti je uziti Real-time

PCR, jejiz vyhodou je moznost kvantifikace infekéni naloze. Tuto metodu uzili
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Nir-Paz et al. (2012) nebo Pitcher et al. (2006) k detekci oblasti genu proteinu P1

M. pneumoniae v klinickych vzorcich.

V hybridizaci se vyuziva sonda (kratky usek DNA o znamé nukleotidové sekvenci),
ktera je znaCena fluorescencné nebo radioaktivné. Sonda se vaze na testovanou DNA v misté

specifické sekvence a to na principu komplementarity (Bartova, 2011).

5.3 Ostatni metody pritkazu

Mikroskopicky miiZzeme vySetfit odebrany material ihned. Diky rozmérim
mikroorganismu M. pneumoniae se pro jeho mikroskopii pouziva elektronova mikroskopie.
Transmisivni elektronova mikroskopie umoznuje pozorovani tiivrstevné cytoplazmatické

membrany. Selektivni a rychlé je barveni DNA na ultrastrukturalni Grovni (Szymanski, 2002).

Obrazek ¢. 3: Morfologie bunék M. pneumoniae Vv rastrovacim elektronovém mikroskopu
(Atkinson et al., 2008)

Specificka identifikace M. pneumoniae se provadi pomoci antisér proti riznym
druhiim lidskych mykoplasmat. Test inhibice rustu (RIT) je zaloZen na inhibici rlstu kultury
kolem disku se specifickou protilatkou. Pfi imunofluorescen¢nim testu (tzv. epifluorescence)

se znacena antiséra aplikuji na celé kolonie mykoplasmat.

V diagnostice M. pneumoniae se uplatiiuji i metody neptimé diagnostiky, zalozené na
prukazu specifickych protilatek. V praxi jsou K jejich stanoveni rutinné pouzivany metody
ELISA nebo komplement-fixa¢ni reakce (KFR). Velky vyznam v nepiimé diagnostice ma
sledovani dynamiky tvorby protilatek. K jejimu stanoveni se vySetiuji tzv. parova séra. Jedna
se 0 minimaln¢ dva vzorky sér, kdy mezi jednotlivymi odbéry je alespot 10 denni odstup.

Pozitivita protilatek t¥idy IgG, IgA, a IgM svédci o tom, Ze se pacient se zminénym infekénim
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agens setkal. V KFR testu se titr protilatek 1:64 poklada za podeziely, za pozitivni vysledek
1ze povazovat titr 1:128. Metoda KFR je méné¢ citliva metoda stanoveni protilatek ve srovnani

s ELISA, ukézala se vSak velmi uzitecna pro sledovani dynamiky tvorby protilatek (Raszka et
al., 2012).

ELISA-VIDITEST anti-Mycoplasma pneumoniae jsou komeréné dodavané soupravy
uréené pro laboratorni diagnostiku infekci vyvolanych M. pneumoniae. Test se vyuziva
zejména pro diagnostiku vSech druhii zanétti dychacich cest od lehkych katarti az po tézké
pneumonie, vcéetné komplikaci jako perikarditida, meningoencefalitida nebo erythema

nodosum (VIDIA spol. s r.0., 2012).

Séra se daji dale vysetfovat imunofluorescencni metodou za uziti monoklonalni

protilatky znac¢ené fluoresceinem. Je tu vSak vysoké procento falesné negativnich vysledk.

Rovnéz je mozny prikaz antigenu M. pneumoniae ve sputu nebo v aspirovanych
sekretech z nosohltanu, monoklondlnimi protildtkami znacenymi fluorescen¢nim barvivem,

ptipadné enzymatickou imunoanalyzou (EIA).

Imunoblotting se pouziva jako konfirmacni sérologickd metoda a neni bézné dostupny

v rutinnich laboratotich (Sanchez-Vargas a Gomez-Duarte, 2007).
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6 ZAVER

V bakalaiské praci jsme vénovali pozornost M. pneumoniae. Jedna se o patogenni
mikroorganismus, ktery je cCastym pidvodcem infekci respiracniho traktu u lidi.
M. pneumoniae patii do skupiny unikatnich bakterii, souhrnné oznaCovanych jako
mykoplasmata. Uvedené mikroorganismy piedstavuji nejmensi samostatné se replikujici
prokaryota schopné ristu na bezbunénych médiich. Rozsahlymi studiemi bylo zjisténo, Ze se
mykoplasmata vyznacuji velmi malym genomem, ktery souvisi s jejich parazitickym

zpusobem Zivota.

M. pneumoniae je vyznamné etiologické agens respiranich infekci u c¢lovéka,
postihujici pfedevsim déti a osoby starSiho véku. Onemocnéni se nejcastéji manifestuji jako
infekce hornich cest dychacich, které mohou vyustit v zdvazné pneumonie. Rizikem infekci
M. pneumoniae muze byt postizeni i dal§ich organti mimo respiracni trakt. Nejcastéji byva
postiZzena zejména centralni nervové soustava nebo srde¢ni sval. Vzacné se mohou objevit

postizeni ledvin, kozni projevy nebo stfevni potize.

Léky prvni volby v terapii infekci vyvolanych M. pneumoniae jsou makrolidova
antibiotika. V soucasnosti se objevuji stale Cast&ji zpravy o zvySujici se odolnosti
M. pneumoniae vii€i jejich pisobeni. Vhodnou alternativu k makrolidim mohou ptedstavovat
fluorochinolony nebo tetracykliny. Nevyhodou fluorochinolovych antibiotik je jejich vyssi
toxicita. Proto je jejich aplikace indikovana piedevS§im v komplikovanych ptipadech nebo pfii

alergii na makrolidy.

V diagnostice M. pneumoniae se vyuzivaji metody piimé i nepiimé detekce.
Z ptimych metod je dodnes za zlaty standard povaZovéano kultivacni vySetfeni na PPLO
pudach. Vzhledem k naroc¢nosti kultivace byly zavedeny i molekularné biologické metody,
jejichz vyhodou je vedle jednodussiho provedeni 1 vyssi citlivost a spolehlivost. V nepiimé

diagnostice se prokazuji specifické protilatky metodami ELISA nebo KFR.
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