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ANOTACE

Ureaplasma urealyticum a Ureaplasma parvum jsou podminéné patogenni
mikroorganismy vyskytujici se v urogenitalnim traktu zdravych muzu a Zen. Stale
Castéji jsou vSak spojovany s fadou infek€nich onemocnéni urogenitalniho traktu.
Bakalarska prace se kromé patogenity ureaplasmat zabyva také jejich laboratorni
diagnostikou, a to zejména pfimym prikazem, ktery je vzhledem k jejich kultivacni
naroc¢nosti obtizny. Prace zahrnuje také informace o doporucené terapii

ureaplasmovych infekci a citlivosti obou druh( ureaplasmat na vybrana antibiotika.

KLICOVA SLOVA

Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum, kultivacni vySetreni, terapie,

testovani citlivosti

TITLE

Diseases caused by Ureaplasma urealyticum and Ureaplasma parvum,

laboratory diagnosisand therapy.

ANNOTATION

Ureaplasma urealyticum and Ureaplasma parvum are opportunistic
pathogens commonly isolated from urogenital tract of healthy women and men.
However, they are associated with various infectious diseases of urogenital tract
with increasing frequency. This work is focused not only on pathogenic potential
of ureaplasmas, but also on their laboratory diagnosis. Particularly the direct
identification is somewhat problematic due to their high cultivation requirements.
Moreover, information about recommended therapy and susceptibility of both
ureaplasmal species against selected antimicrobial agents are also part of this

work.
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SEZNAM ZKRATEK

bp
CNS
ELISA
MBA
MIC
NGU
PCR
PPLO

pary bazi (z angl. base pair)

centralni nervova soustava

enzymova imunoanalyza (z angl. enzyme-linekd immunosorbent assay)
multiple-banded antigen

minimalni inhibiéni koncentrace (z angl. minimal inhibitory concentration)
negonokokova uretritida

polymerazova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
organismy podobné pleuropneumonii (z angl. pleuropneumonia-like
organisms)
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1 UVOD

Ureaplasmata patfi k nejmensim bakteriim schopnym samostatného Zivota
na bezbunétnych médiich. Ackoliv byvaji izolovana z urogenitalniho traktu
zdravych muzul a zen, stale ¢astéji jsou uvadéna do souvislosti s fadou infekénich
onemocnéni tohoto traktu. Vzacnéji mohou zpusobovat také extragenitalné

lokalizované infekce, a to zejména u novorozencl a osob s oslabenou imunitou.

Ureaplasma urealyticum a Ureaplasma parvum mohou byt u Zzen puvodci
endometritidy, bakterialni vagindzy a zanétlivého onemocnéni panve. U téhotnych
Zen muze kolonizace genitalniho traktu ureaplasmaty vést ke komplikacim, jako
jsou pred€asné porody, potraty a nizka porodni vaha novorozence. U muzl byvaji
tyto bakterie uvadény v souvislosti s prostatitidami a negonokokovymi uretritidami.

V poslednich letech se studuje také jejich role pfi rozvoji neplodnosti u muzu i zen.

Prikaz ureaplasmat v klinickém materialu je zaloZzen zejména
na kultivacnim vysSetfeni, které je vSak komplikovano vysokymi kultivaCnimi naroky
této skupiny bakterii. Z dalSich metod pfimého prikazu se uplatiuji molekularné
biologické metody a serologicka typizace. K nepfimému priukazu lIze vyuzit napf.

metabolismus inhibi¢ni test, nepfimou imunofluorescenci nebo metodu ELISA.

Vzhledem k pfirozené rezistenci ureaplasmat na beta-laktamova antibiotika

jsou lékem volby tetracyklinova nebo fluorochinolonova antibiotika.



1.1 HISTORIE

» 1 -mykoplasmata“ poprvé vykultivovali Shepard a kol. v roce 1954
z exsudatu z uretry pacienta s negonokokovou uretritidou. Pismeno ,T“ pouzité
v nazvu odpovidalo anglickému tiny — drobounky, coz vychazelo z malé velikosti
kolonii narostlych na pevnych pldach. Vroce 1974 navrhli Shepard a kol.
zafazeni téchto bakterii do nového rodu, rodu Ureaplasma (U.), a jediny tehdy
znamy druh izolovany z Clovéka pojmenovali U. urealyticum (Shepard a kol.,
1974).

Dfive byl druh U. urealyticum na zakladé antigenni odliSnosti rozdélen
do 14 sérovaru, které byly zafazeny ke dvéma odliSnym biovaru. Biovar 1,
oznaCovany jako parvo, zahrnoval sérotypy 1, 3, 6 a 14. Ostatni sérotypy
(2,4,5,7,8,9,10,11,12 a 13) patiily do biovaru 2, oznaéovaného jako T960" (Kong
a kol., 1999; Robertson a kol., 2002).

Na zakladé fenotypové a genotypové analyzy navrhli v roce 2002
Robertson a kol. rozdéleni druhu U. urealyticum na dva samostatné druhy
U. urealyticum (ptivodn& biovar T960") a U. parvum (plivodné biovar parvo)
(Robertson a kol., 2002).

1.2 TAXONOMIE

Trida: Mollicutes
fad: Mycoplasmatales
Celed: Mycoplasmataceae
rod: Ureaplasma
druh: U. urealyticum
U. parvum
Nazev Mollicutes, vychazi z lat. mollis — mékky a cutis — klize, a vyjadfuje

tak zakladni charakteristiku vSech zastupl této tfidy, a to neschopnost tvofit

pevnou bunéénou sténu (Razin a kol., 1998).



Rod Ureaplasma se od ostatnich rodu tfidy Mollicutes liSi produkci ureasy
(Greenwod a kol., 1999). V soucasné dobé zahrnuje 7 druhd, z nichz pro ¢lovéka

jsou nejvyznamnéjsi druhy U. urealyticum a U. parvum (Euzéby, 2012).

1.3 MORFOLOGIE BUNEK

Morfologie bunék ureaplasmat je =zavisla na stadiu rlstového cyklu
I kultivaCnich podminkach. Vzhledem k absenci bunécné stény je tvar jejich bunék
znacné pleomorfni. Nejcastéji se jedna o koky (primér 0,5 ym), ale mohou mit
také vzhled kokobacild i kratSich vlaken (viz obrazek 1). Dlouha vlakna
nebo Fetizky kokU charakteristické pro bufky mykoplasmat v logaritmické fazi

rustu nebyly u ureaplasmat popsany (Razin a kol. 1977; Greenwod a kol., 1999).

Ureaplasmovou bunku ohraniCuje pouze pruzna tfivrstevna membrana,
ktera se sklada ze dvou bilkovinnych a jedné vrstvy obsahujici fosfolipidy
a cholesterol. Ten pfedstavuje vyznamnou sloZzku membrany, protoze zajistuje jeji
osmotickou stabilitu. Membranové proteiny maji nejen katalytickou a stavebni
funkci, ale zaroven patfi k nejvyznamnéjSim antigennim strukturam ureaplasmat
(Razin a kol., 1998).

W

Obrazek 1: Burika U. urealyticum na snimku z elektronového mikroskopu
(Glass a kol., 2000).

10



1.4 MNOZENI UREAPLASMAT

Ureaplasmata se mnozi stejné jako ostatni bakterie binarnim délenim,
kdy déleni cytoplasmy nasleduje po replikaci genomu. V mistech mezi dvéma
genomy se cytoplazma oddéli zaskrcenim a vytvafi se koralkovité fetizky, které
podléhaji dalSi fragmentaci, az vzniknou jednotlivé buriky (viz obrazek 2). Cely

cyklus se pak znovu opakuje (Greenwod a kol., 1999).

/cell
S

DNA Chromosome

replication

Ceo

Chromosome
segregation

(e,
l\ Cytokinesis l
(8 A B

Obrazek 2: Mnozeni mykoplasmat (Schmidt, 2006).

1.5 ANTIGENNI STRUKTURA A FAKTORY VIRULENCE

Hlavnim faktorem virulence U. urealyticum i U. parvum jsou druhové
| sérotypové specifické MB antigeny (z angl. multiple-banded). Jedna
se o0 antigeny lipoproteinového charakteru, které jsou hlavnimi imunogeny a jsou
také nejvyznamnéjSi z hlediska interakce s hostitelskymi burikami. Antigenni

variabilita MB antigen muze byt jednim z mechanismud, které umozriuji
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ureaplasmatdm unikat imunitnimu systému hostitele (Kong a kol., 1999; Glass
a kol., 2000; Pitcher a kol., 2001; Viscardi a Hasday, 2009; Waites a kol., 2009a;
Garrity a kol., 2010).

DalSim faktorem virulence ureaplasmat je enzym ureasa. Hydrolyzou
mocoviny ziskava U. urealyticum 95 % svého ATP. Patogenni potencial
zminéného enzymu spociva v produkci amoniaku (viz rovnice), ktery miaze mit
lokalni cytotoxicky ucinek (Glass a kol., 2000; Viscardi a Hasday, 2009; Waites
a kol., 2009a).

(NHz)zCO + Hzo — COZ +2NH3

IgA proteasa rozklada hlavni slozku slizniéni imunity - IgA, a tak usnadnuje
prunik ureaplasmat do dolni ¢asti genitalniho traktu (Glass a kol., 2000; Viscardi
a Hasday, 2009).

Ureaplasmata mohou produkovat fosfolipasy odliSné stavby, neZ jsou
fosfolipasy ostatnich bakterii. Tyto enzymy mohou rozkladat fosfolipidy
v membranach hostitelskych bunék a tak usnadnovat prezivani ureaplasmat
v genitalnim traktu. Je zvaZovana také jejich role v rozvoji pfed€asného porodu,
pravdépodobné ovlivnénim biosyntézy prostaglandinl (Glass a kol., 2000; Viscardi
a Hasday, 2009).

Hemolyzin, kdédovany genem hlyA, je dalSim faktorem virulence
U. urealyticum. Na rozdil od hemolyzini mykoplasmat, ma tento hemolyzin
enzymaticky charakter a neni inhibovan katalasou. Mechanismus jeho ucinku
spoCiva v tvorbé& pord v bunéCnych membranach hostitelskych bunék (Glass
a kol., 2000).

Ureaplasmata jsou vyborné adaptovana na paraziticky zplsob Zivota.
Odcerpavani Zivin, které umoznuje uzky kontakt s hostitelskou burikou, je dalSim

faktorem virulence.

1.6 GENETICKA VYBAVA

Ureaplasmata maji jeden 2z nejmenSich genoml mezi bakteriemi,
schopnymi samostatného Zivota mimo hostitelskou bunku. Genom U. urealyticum
se pohybuje v rozmezi ~840-1140 kbp, zatimco velikost genomu U. parvum
je ~760 kbp (Glass a kol., 2000; Robertson a kol., 2002).
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Genom je tvoren cirkularnim chromozémem s obsahem guaninu a cytosinu
v rozmezi 25-28 mol %, v zavislosti na druhu a sérotypu ureaplasmat. Genom
U. parvum obsahuje 613 protein-koédujicich sekvenci a 39 genl kddujicich RNA
a je povazovan za druhy nejmensi genom hned po Mycoplasma genitalium (Glass
a kol., 2000; Robertson a kol., 2002).

Na zakladé zastoupeni guaninu a cytosinu v genomu mykoplasmat
a ureaplasmat byla vyslovena teorie o jejich pfFibuznosti s grampozitivnimi
mikroorganismy, konkrétné s klostridiemi (Glass a kol., 2000; Razin a Herrmann,
2002).

1.7 ONEMOCNENIi VYVOLANA UREAPLASMATY

1.7.1 Vyskyt a zplsob prenosu

Ureaplasmata se vyskytuji v dutiné ustni, respiracnim a urogenitalnim traktu
lidi a rdznych druh( zvifat (primatl, skotu, hlodavcd, koni, prasat, psu, kocek
a dalSich) (Euzéby, 2012).

U Clovéka se vyskytuji zejména druhy U. parvum a U. urealyticum, pfi¢emz
prvni zminény je izolovan mnohem castéji. Vzhledem k tomu, ze mohou byt
soucasti mikrofléry genitalniho traktu zdravych lidi, je jejich patogenni potencial
stale diskutovan. V poslednich letech jsou v8ak stale Castéji spojovany s fadou
akutnich i chronickych infekci urogenitalniho traktu. ZvaZuje se také jejich role
v rozvoji neplodnosti. Velmi Casté jsou studie popisujici extragenitalné
lokalizované infekce vyvolané U. parvum a U. urealyticum, a to zejména
u novorozencll a osob s oslabenou imunitou (Taylor-Robinson, 1996; Viscardi
a Hasday, 2009; Waites a kol., 2009a).

Ureaplasmata jsou pfenasSena primym kontaktem (pohlavni styk, rizné
sexualni praktiky), vertikalné z matky na dité (béhem téhotenstvi nebo pfi porodu),
pfipadné nosokomialnim pfenosem pfi transplantacich (Imudia a kol., 2008).
Vertikalni pfenos je nepfimo umérny gestaCnimu stafi plodu a jeho riziko
se zvySuje s prasknutim plodovych oball (Viscardi a Hasday, 2010; Waites a kol.,
2009a).

ZvySené riziko infekci ureaplasmaty Uzce souvisi se sexualni aktivitou

ataké vékem. Zhu a kol. (2012) popisuje nejcastéjSi vyskyt u Zen ve véku
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16-35 let. Doubek a Petrovova (2006), Waites a kol. (2009a) a Rampersaud a kol.
(2012) uvadéji vyskyt ureaplasmat u 40-80 % sexualné aktivnich Zen. Také vyskyt
u téhotnych Zen neni vyjimeény. Kacerovsky a kol. (2009) popisuji vyskyt
U. urealyticum u 17 % Zen snormalnim prdbéhem téhotenstvi. Vyskyt
ureaplasmat je Casté&jSi u Zen nez u muzl. Zeighami a kol. (2009) zaznamenali u

zdravych muzl 3% vyskyt U. urealyticum.
1.7.2 Urogenitalni infekce

Ureaplasmata byla izolovana ze =zanétlivych zmén na vejcovodech
u pacientek se zanétlivym onemocnénim panve. AvSak vzhledem k tomu, Ze se
obvykle vyskytuji ve smési s dalSimi patogeny, je jejich role pfi rozvoji tohoto
onemocnéni diskutabilni (Taylor-Robinson, 1996). Podobné je na tom hodnoceni
vyznamu ureaplasmat v problematice bakteridlni vaginézy. Rovnéz v tomto
pfipadé byvaji ureaplasmata izolovana ve smési s Gardnerella vaginalis,
Mobiluncus spp., anaerobnimi gramnegativnimi tyCinkami a Mycoplasma hominid
(Taylor-Robinson, 1996; Waites a kol., 2009a). Doubek a Petrovova (2006)
studovali vyskyt U. urealyticum u pacientek s chronickym po$evnim vytokem. Tuto
bakterii izolovali u 49 % zen, z toho ve 29,9 % se jednalo o monoinfekci a 1,9 %
pfedstavovalo smiSenou infekci s Mycoplasma hominis. Ve zbylych pfipadech bylo
ureaplasma  vykultivovano spolu s dalSimi  mikroorganismy, nejCastéji

se Streptococcus agalactiae a koagulasa-negativnimi stafylokoky.

Kolonizace posevni sliznice téhotnych Zzen ureaplasmaty mize vést k radé
komplikaci, jako jsou chorioamnionitidy, pfedCasné porody, narozeni mrtvého
plodu, potraty, hore€ky po porodu nebo potratu a endometritidy (Taylor-Robinson,
1996; Waites a kol., 2009a; Larsen a Hwang, 2010; Viscardi a Hasday, 2010).
Waites a kol. (2009a) a Viscardi a Hasday (2010) uvadeéji, Ze ureaplasmata jsou
nejCastéji se vyskytujicimi mikroorganismy v plodové vodé a placenté Zen, které
pfedCasné porodily. Autofi popisuji izolaci ureaplasmat jiz v 16. tydnu téhotenstvi,
pficemz infekce muze byt bezpfiznakova a k porodu muze dojit az za nékolik
tydnd. Patogeneze rozvoje pfedCasného porodu ziejmé spociva v aktivaci

leukocytl a tvorbé prozanétlivych cytokinu a prostaglandint E; a Fy,.
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V poslednich letech se stale Castéji studuje vyznam ureaplasmat v rozvoji
neplodnosti, zatim v8ak bez jednoznaéného zavéru. Rodriguez a kol. (2001)
uvadéji pozitivni zachyt ureaplasmat u 23,5 % osob vySetfovanych
pro neplodnost. Taylor-Robinson (1996) a Zeighami a kol. (2009) popisuji
negativni vliv U. urealyticum naobjem, viskozitu a pH ejakulatu a takeé
na pohyblivost a koncentraci spermii u neplodnych muzi. Naproti tomu jiné studie
spojeni mezi vyskytem ureaplasmat a neplodnosti neprokazaly (Gump a kol.,
1984; Nagata a kol., 1979).

Vzhledem ke své ureasové aktivité se mohou ureaplasmata podilet
na vzniku infekénich mocovych kamenud. Taylor-Robinson (1996) uvadi Castgjsi
vyskyt ureaplasmat v moCi a mocCovych kamenech pacientd s infekénimi

mocovymi kameny nez u pacientll s metabolickymi kameny.

U muzd jsou ureaplasmata spojovana s negonokokovymi uretritidami
(NGU) a prostatitidami (Taylor-Robinson, 1996; Yoshida a kol., 2003). Kilic a kol.
(2004) zaznamenali pozitivni zachyt U. urealyticum u 48 % muzd s NGU, z toho
26 % kmenl bylo izolovano v Cisté kultufe a zbyvajicich 22 % ve smési
s Chlamydia trachomatis a Mycoplasma hominis. Akutni uretritida muze vést

k zanétam prostaty nebo nadvarlat (Taylor-Robinson, 1996).
1.7.3 Extragenitalni infekce

Ureaplasmata mohou zpUsobovat respiracni infekce novorozencu
(pneumonii, chronické plicni onemocnéni, bronchopulmonarni dysplazii),
ato zejména u téch prfedCasné narozenych s nizkou porodni hmotnosti (Katz
a kol., 2005; Waites a kol., 2009a; Larsen a Hwang, 2010; Viscardi a Hasday,
2010). Taylor-Robinson (1996) uvadi, Ze novorozenci s porodni hmotnosti pod
1000 g, u kterych jsou izolovana ureaplasmata z trachealniho aspiratu, maji
dvakrat vysSSi pravdépodobnost umrti nez novorozenci se stejnou porodni
hmotnosti, ktefi infikovani nejsou. Viscardi a Hasday (2010) popisuji dokonce
4,2krat vysSi pravdépodobnost umrti. Cultrera a kol. (2006) uvadéji U. parvum
v souvislosti s rozvojem syndromu dechové tisné u predCasné narozenych

novorozencul.
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U prfedCasné narozenych déti s probihajici respirani infekci nebo
hydrocefalem mohou ureaplasmata pronikat do CNS a zpusobovat meningitidy.
Ty mohou mit lehky, subklinicky pribéh, nebo mize naopak dojit k vaznému
neurologickému poskozeni (Taylor-Robinson, 1996). Viscardi a kol. (2008) uvadi
pozitivni zachyt ureaplasmat, zejména U. parvum, z hemokultury a/nebo likvoru
23,6 % novorozencu s velmi nizkou porodni hmotnosti, u kterych byla
diagnostikovana meningitida. Autofi dale upozorfuji na zvySené riziko rozvoje
intraventrikularni hemorrhagie u téchto novorozencd. U pfed€asné narozenych
déti jsou popisovany také sepse vyvolané U. parvum (Cultrera a kol., 2006; Larsen
a Hwang, 2010).

U osob s hypogamaglobulinemii jsou ureaplasmata spojovana s infekéni
artritidou. Bakterie jsou izolovany z kloubu mnohdy ve velkém mnozstvi a i pfes
intenzivni terapii antibiotiky a protizanétlivymi Iéky onemocnéni pfetrvava fadu
mésicu. Jsou popisovany také pfipady artritid u imunokompetentnich jedincd,

které se rozvinuly jako komplikace genitalnich infekci (Taylor-Robinson, 1996).

Minion a Jarvill-Taylor (1994) uvadéji 40% vyskyt U. parvum u Zzen
po transplantaci ledvin, zatimco u zen v kontrolni skupiné byl zaznamenan pouze
27,5% vyskyt.

1.9 TERAPIE

Lécba infekci zpusobenych genitalnimi ureaplasmaty spociva zejména
v podavani antibiotik, a to zejména tetracyklinové, makrolidové a chinolonové
fady. Vzhledem k tomu, Ze se vétSinou jedna o antibakterialni latky
s bakteriostatickym uCinkem, je pro uspésSnost léCby nezbytny piné funkéni
imunitni systém hostitele (Plettenberg a kol., 2010). Pokud |éCba neni uspésna
a potize stale pretrvavaji, je nutné provest kontrolni kultivaéni vySetfeni. Nasledna
terapie by méla byt prodlouzena na dvojnasobnou dobu a mélo by byt podavano
antibiotikum jiné fady nez pfi pfedchozi terapii (Doubek a Petrovova, 2006).
Pfirozena rezistence ureaplasmat na beta-laktamova antibiotika souvisi s jejich

neschopnosti tvofit pevnou bunécnou sténu.

16



Tetracyklinova antibiotika, ktera jsou lékem prvni volby pfi terapii
ureaplasmovych infekci, inhibuji proteosyntézu v bakterialnich burikach. Podavani
doxycyklinu je vhodné zejména Kkterapii smiSenych ureaplasmovych,
mykoplasmovych a/nebo chlamydiovych infekci (Doubek a Petrovova, 2006)

Stale Castéji se vSak objevuji informace o rostouci rezistenci U. urealyticum
k tetracyklinu i doxycyklinu (Bébéar a kol., 2000). Vznik rezistence je podminén
ziskanim genu tetM, ktery se prenasSi mezi bakteriemi v urogenitalnim traktu
(Blanchard a kol., 1992; Kenny a Cartwright, 1994).

Antibiotika makrolidové fady jsou dalSi mozZnosti vyuzitelnou Kk terapii
ureaplasmovych infekci, a to zejména u téhotnych zen a novorozencu. Informace
0 rezistenci ureaplasmat jsou rozporuplné, coz je pravdépodobné zpusobeno
skuteCnosti, ze kyselé pH nutné pro jejich kultivaci ovliviiuje in vitro aktivitu
erytromycinu. Uvadéné hodnoty minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC, z angl.
minimal inhibitory concentration) pro erytromycin se pohybuji v rozmezi
0,02-4 ug/ml. Rezistence k makrolidim je zalozena na aktivnim odcCerpavani
antibiotika z bunky, tzv. efluxu (Peyere a kol., 2007). Doubek a Petrovova (2006)
uvadeéji pouziti klarithromycinu u pacientt s alergii i nesnasenlivosti doxycyklinu.
Terapie timto antibiotikem byla UspésSna u 85,7 % pacientl zafazenych do studie.
Plettenberg a kol. (2010) doporucuji 7denni podavani azithromycinu.

Chinolony, a zejména fluorochinolony, pfedstavuji vhodnou alternativu
pro terapii ureaplasmovych infekci. Jedna se o baktericidni antibiotika,
ktera mohou pronikat pfes hematoencefalickou bariéru a Ize je pouZzit u infekci
CNS. Podavani chinolonu je v8ak kontraindikovano u téhotnych zZen a déti. Kilic
a kol. (2004) a Plettenberg a kol. (2010) doporucuji ofloxacin jako Ié€k prvni volby

k empirické terapii ureaplasmovych infekci.

Hodnoty u&innych koncentraci vybranych antibiotik, uvadénych rdznymi

autory, informuje tabulka 1.
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Tabulka 1: Minimalni inhibi¢ni koncentrace vybranych antibiotik inhibujici rdast

90 % kmenu U. urealyticum publikované rdznymi autory, uvadéné v mg/l

en | 2] ] ] ] s ]

R
Tetracykliny
_ 0,25 0,125 0,25 16 1 0,25
_ NT 0,125 NT NT 2 2
R
Makrolidy
_ 0,03 12 NT NT 0,5 1
]
Chinolony
_ NT 0,94 NT NT 4 NT
R
Linkosamidy
]
_ NT NT NT >256 NT NT

Legenda:

NT — netestovano

"~ kmeny U. urealyticum citlivé k doxycyklinu

1 - Bébéar a kol. (2000) - testovano bujonovou dilu¢ni metodou

2 - Cakan a kol. (2003) - testovano agarovou diluéni metodou a E-testem
3 - Bébéar a kol. (2008) - testovano bujénovou diluéni metodou

4 - Waites a kol. (2009b) - testovano mikrodiluéni metodou

5 - Krausse a Schubert (2010) — agarovou dilu¢ni metodou

6 - Samra a kol. (2011) - testovano mikrodilu¢ni metodou
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1.10 PRUKAZ UREAPLASMAT

Zlatym standardem pro pfimy prukaz ureaplasmat jsou stale kultivacni
techniky. V posledni dobé se stale Castéji vyuzivaji také molekularné biologické
metody, zejména polymerazova fetézova reakce. K identifikaci ureaplasmat Ize

vyuzit i sérologickou typizaci.
1.10.1 VySetrovany material

K vySetieni se odebira klinicky material podle charakteru a pribéhu infekce,
nejlépe pred zahajenim antibiotické terapie.

U Zen se jedna nejcastéji o vytéry z pochvy, cervixu nebo vyusténi mocové
trubice. Lze vySetfovat také mo¢ a plodovou vodu. U muzli se vySetfuji vytéry
z uretry, ejakulat, sekret prostaty, pfipadné moc€. U extragenitalnich infekci se
odebira krev, kloubni tekutina, mozkomisni mok nebo biopticky material (Taylor-
Robinson a McCormack, 1980).

VysSetfovany material je vhodné zpracovat bezprostfedné po odbéru. Pokud
to neni mozné, je nutné pouzit transportni médium a uchovavat vzorky pfi

chladnickoveé teploté.

1.10.2 Kultivace

Ureaplasmata patfi k nejmensim mikroorganismaim rostoucim
na bezbunécnych meédiich. Vzhledem k omezené biosyntetické aktivité se vSak
jedna o bakterie kultivacné velmi narocné.

Ke kultivaci ureaplasmat se pouzivaji tzv. PPLO (z angl. Pleuro-pneumonia-
like organisms) agary a bujony. Jedna se o kultivaéni média obsahujici infuzi
z hovézich srdci, kvasni€ny extrakt jako zdroj rustovych faktor( a koriské sérum,
které je zdrojem cholesterolu, nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin
(Euzéby, 2012).

Pro zajisténi dostatecné selektivity se do kultivacnich pad pfidavaji inhibi¢ni
latky potlacujici rist nezadoucich mikroorganismu. Z antibiotik je to nejCastéji
ampicilin. Vzhledem k tomu, Ze ureaplasmata netvofi bunécnou sténu, jsou k beta-

laktamovym antibiotikim pfirozené rezistentni. Selektivni 0&inek ampicilinu
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je posilen pfidanim linkomycinu, ev. amfotericinu B, ktery inhibuje rist kvasinek
a plisni (Taylor-Robinson, 1993).

KultivaCni média jsou dale obohacena mocovinou, kterou ureaplasmata
vyuzivaji jako zdroj energie, a fenolovou Cerveni. Optimalni pH je 6,0+0,5
(Euzéby, 2012). Pidy dale obsahuji siran manganaty, ktery U. urealyticum
redukuje na burel. Burel precipituje na koloniich, ty pak maji tmavé hnédou barvu

a lépe se pozoruiji.

Pfiprava PPLO bujénu pouzivaného ke kultivaci U. urealyticum
v mikrobiologické laboratofi na Katedfe biologickych a biochemickych véd byla
nasleduijici:

4,2 g Difco™ PPLO broth se rozpusti ve 140 ml redestilované vody

a sterilizuje 15 minut pfi teploté 121°C. Po vychladnuti pfiblizné na teplotu

50 — 60 °C se pfidaji dalSi suplementy:

20 ml kvasni¢neého extraktu

40 ml konského séra

1 ml ampicilinu (200 mg/ml)
400 ul 40% urey

400 pl fenolové Cervené

400 ul amfotericinu B (1 mg/ml)
800 ul linkomycinu (256 mg/l).

Po pfidani vSech uvedenych slozek se pH upravi 10% NaOH nebo HCI tak,
aby se konec¢né pH roztoku pohybovalo v rozmezi 5,8-6,2. Roztoky PPLO bujonu

se skladuji pfi teploté 4°C maximalné meésic.

Priprava PPLO agaru pouzivaného ke kultivaci U. urealyticum
v mikrobiologické laboratofi na Katedfe biologickych a biochemickych véd byla
nasledujici:

7 g Difco™ PPLO agaru a 0,03 g MnSO42H,0 se rozpusti ve 140 ml
redestilované vody a pH média se upravi 10% roztoky NaOH nebo HCI
na hodnotu 5,8-6,2. Poté se médium sterilizuje 15 minut pfi teploté 121°C.

Po vychladnuti na teplotu pfiblizné 50 — 60°C se pfidaji dalSi slozky:
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40 ml konského séra

20 ml kvasni¢ného extraktu
800 ul linkomycinu (256 mg/l)
1 ml ampicilinu (200 mg/ml)
400 pl 40% urey

400 pl fenolové Cervené

400 pl amfotericinu B (1 mg/ml).

Pfipravena agarova plda se rozlije do sterilnich plastovych Petriho misek
o pruméru 60 mm. Agarové pudy se uchovavaiji pfi teploté 4°C nejdéle mésic.

Ureaplasmata jsou fakultativné anaerobni bakterie. Rostou v atmosfére
$85-95 % N, a 5-15 % CO,. PPLO bujony lze inkubovat i v béznych
atmosférickych podminkach. Inkubacni teplota se pohybuje v rozmezi 36-38 °C
a inkubacni doba 48-96 hodin (Taylor-Robinson, 1993; Euzéby, 2012).

Narist ureaplasmat na PPLO agarech se hodnoti mikroskopicky
pfi celkovém zvétSeni ~ 100x. Kolonie ureaplasmat jsou vyrazné mensSi
(= 10-175 nm) nez kolonie mykoplasmat (300-800 nm) a maji charakteristicky
nepravidelny tvar (viz obrazek 3). Drobné kolonie ureaplasmat jsou tmavé hnédé

diky vyredukovanému burelu (Garrity, 2010; Euzéby, 2012).

Obrazek 3: Tmavé kolonie Ureaplasma urealyticum na PPLO agaru, 48 h, 37 °C,
5 % CO2, celkové zvétSeni 125x. Autor: RNDr. Petra Mosio, PhD.
21



Narust ureaplasmat v tekutych padach je zaloZen na jejich schopnosti
hydrolyzovat mocovinu. Vznikajici amoniak pak zvySuje pH kultivaéniho média,
coz se projevi zménou zbarveni fenolové Cervené z oranZzové na malinové

Cervenou (Euzéby, 2012), jak dokumentuje obrazek 4.

Obrazek 4: PPLO bujony s narlistem (Cervené) a bez narlstu (okrové)
Ureaplasma urealyticum, 24 h, 37 °C, 5 % COz2. Autor: RNDr. Petra Mosio, PhD.

1.10.3 Komeréni sestavy
Test Mycoplasma IST2® (BioMérieux)

Test je zalozen na kultivatnim prikazu Mycoplasma hominis
a U. urealyticum a stanoveni citlivosti k 9 antibiotikim (doxycyklin, josamycin,
ofloxacin, erytromycin, tetracyklin, ciprofloxacin, azitromycin, klaritromycin
a pristinamycin). Tento test umoziuje identifikaci mykoplasmat do 48 hodin
na zakladé jejich biochemické aktivity (hydrolyza argininu nebo mocoviny)
a zaroven také informuje o pfibliZzném mnozstvi bakterialnich bunék v testovaném
vzorku. Podle Zdrodowske-Stefanow a kol. (2006) svédCi pocCet bunék vySSi

nez 10* pro probihajici infekci.
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Mycoplasma Duo (Bio-Rad)

Jedna se o kompletni set ur€eny k prikazu U. urealyticum a Mycoplasma
hominis ve vySetfovaném materialu (viz obrazek 5). Inkubace probiha 24-48 hodin
pfi 37 °C. Identifikace je opét zaloZena na specifickych metabolickych vlastnostech
jednotlivych druhd indikovanych zménou barvy fenolové Cervené. Test obsahuje
také jamku umoznujici nafedéni inokula pro testovani citlivosti na antibiotika, které
v8ak neni soucasti tohoto setu. Firma Bio-Rad dodava pro testovani citlivosti

samostatny test S.I.R. Mycoplasma (Bio-Rad, 2007).

Obrazek 5: Kit Mycoplasma Duo (Bio-Rad, 2007).

1.10.4 Molekularné biologické metody

Mezi nejvice pouzivané molekularné biologické metody Kk prikazu
ureaplasmat patfi polymerazova fetézova reakce (PCR, z angl. polymerase chain
reaction) a jeji rizné modifikace. Tyto metody se jevi jako citlivéjSi a specifictéjsi
nez bézna kultivace, jejich nevyhodou je v8ak skuteCnost, Ze prokazuje pfitomnost

mrtvych i Zivych bunék.

PCR
Jedna se o metodu navrzenou v roce 1983 Karym Mullisem, ktery za svuj

objev ziskal v roce 1993 Nobelovu cenu (Bartlett a Stirling, 2003).
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Metoda je zalozena na mnohonasobném zmnozeni vzorového useku DNA
pfitomném ve vzorku. Cela reakce se sklada z 3 kroku, které se cyklicky opakuiji.
Prvnim krokem je denaturace, pfi které dochazi k zahfati DNA na teplotu
94-98 °C. To ma za nasledek rozvolnéni dvouSroubovice DNA a vznik
jednovlaknité DNA, ktera slouzi jako vzor pro syntetické oligonukleotidy (primery).
Nasleduje tzv. annealing, ktery probiha pfi 50-72 °C. V této fazi dochazi
k nasednuti primerd na komplementarni Useky jednofetézcu vzorové DNA.
V posledni fazi — tzv. extenzi — jsou pusobenim DNA polymerasy syntetizovana
nova vliakna DNA, a to tak, ze dochazi k prodlouzeni 3" konce nasedlého primeru.
Na zaveér posledniho kroku se v reak¢éni smési nachazeji dva dvouretézce vzorove
DNA. PCR probiha obvykle ve 20-35 opakovanych cyklech, pfi kterych dochazi
k exponencialnimu narlstu poctu kopii cilové DNA. Detekce amplifikovaného
useku DNA se provadi na agar6zovém gelu s pfidavkem ethidium bromidu.
Vysledny elektroforeogram se prohlizi na UV transiluminatoru pfi vinové délce
300 nm. (Sambrook a Russel, 2001). Prubéh PCR je schematicky znazornén

na obrazku 6.

Templatove
wlaknio T \"( Denatutace
/ ‘XD‘ Wmﬁ\&y dwogroubovice
mﬂ“lmr’l 'I"_|’_|"‘—Tr*‘n*!’"T'l L /
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T 7\}}‘!7
HTTT‘] ,TTT‘ ) "
Ly g A g A IJ_\JLrJ-l Yy /JR
* M 'T_r'“l_ T"TI "IITT— T T *
| L UALL J—J—
f,,ir _ || R e S T
o |~ |1 ey 7 Extenze primerd
olné S'mr rr| . - - N (elongace)
nukleotidy i 1 l“ :
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Obrazek 6: Prabéh jednotlivych fazi PCR (Zornikova, 2012).
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Pro studium fylogenetické pfFibuznosti se jevi jako nejvhodnéjSi gen
16S rRNA, coz potvrdila fada studii (Fanronga kol., 2000; Robertson a kol., 2001,
Sung a kol., 2006). Tento gen se sklada jak z vysoce konzervativnich Usekd,
tak z usekl stfedné a vysoce variabilnich, které umoznuji rozliSeni laboratornich

i divokych kmenu ureaplasmat na urovni druht i biovard (Robertson a kol., 2001).

PCR se stanovenim hybridizaci na mikrotitracni desti¢ce

Jedna se o modifikaci PCR metody zakon&enou stanovenim produktud
na mikrotitraéni  destiCce. Reakce vyuZiva biotinylované primery cilené
u ureaplasmat do 520-bp oblasti genu 16S rRNA. Produkty PCR jsou
po prfedchozi denaturaci varem a zchlazeni rozpipetovany do jamek mikrotitracni
desticky, na kterych jsou imobilizovany druhové specifické sondy. Nasleduje faze
hybridizace DNA sond s denaturovanymi PCR produkty. Po ddkladném promyti
je pridana streptavidinperoxidasa, ktera vytvofi konjugat s biotinylovanymi primery.
Nakonec se pfida substrat streptavidinperoxidasy, napf. BM Blue POD Substrat
(fy Roche Diagnostics), ktery po zastaveni enzymové reakce zméni barvu
(Yoshida a kol., 2003).

Multiplex PCR

Multiplex PCR umoznuje sou€asnou identifikaci vice druhti mikroorganismu
v jednom vySetfovaném vzorku. Pouziva se vice parl primerl, z nichz kazdy musi
byt cileny do vysoce konzervativnich Usekll DNA hledaného mikroorganismu.
DalSi vyhodou této metody je moznost propojeni s real-time PCR (Tang a kol.,
2011).

Pro identifikaci ureaplasmat v klinickém materialu Ize kromé in-house metod
vyuzit také néktery z komeréné dostupnych kitl, jako je napf. Seeplex® STD6
ACE Kit. Tato detekéni souprava umoziuje stanoveni 6 nejCastéjSich sexualné
pfenosnych mikroorganisma - Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
M. genitalium, U. urealyticum, M. hominis a Trichomonas vaginalis (Lee a kol.,
2012).

Nested PCR

Nested PCR je dalsi modifikaci PCR, rozdil vSak spocCiva v tom, Ze vyuziva
dva pary primera (viz obrazek 7). Prvni par primeru, tzv. vnéjSi primery, maji
stejnou funkci jako ve standardni PCR. Po 20-35 cyklech namnozi delSi sekvenci
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DNA, ktera pak slouzi jako templat pro druhou dvojici, tzv. vnitfnich primert. Ty
umozni namnozeni kratSi vnitfni sekvence. Detekce produktu se provadi opét
gelovou elektroforézou. K vyhodam této reakce patfi vysoka vytéznost a specifita.
Metoda také umozhuje nafedéni inhibitord PCR do velmi nizkych koncentraci
(Lam a kol., 2007).

First Set of Primers Target DNA First Set of Primers

(Outer) \ * / (Outer)
-FE -—FE
= First ampli -

Second Set of Primers * Second Set of Primers

(Inner) {Inner)
(— ]

Specific Amplification of the Target DNA

Obrazek 7: Schématické znazornéni prubéhu nested-PCR
(Knox a Carrigan, 2005).

Real-time PCR

Metoda real-time PCR je zalozena na sledovani priubéhu PCR pfimo
béhem reakce tzv. vreadlném cCase. Specialni pfistroj umoZzZiuje nepfetrzité
monitorovat pfiristky DNA béhem kazdého cyklu, naproti tomu klasicka PCR
detekuje az finalni produkt.

Specifické nebo nespecifické sondy se vazi na syntetizovanou DNA
a fluorescence méfena ve specialnich termocyklerech kontinualné nebo na konci
kazdého cyklu pak odrazi mnozstvi nasyntetizovanych produktd.

Mezi nespecifické sondy patfi interkala¢ni barviva, napf. SYBR® Green |,
ktera maiji schopnost vmezefit se mezi vlakna vznikajici DNA. Specifické sondy
jsou kratké oligonukleotidy zna¢ené vhodnym fluorescenénim barvivem.
Z nejznaméjSich Ize uvést napf. TagMan sondy.

Vyhodou této metody je moznost kvantifikace syntetizovaného produktu.
Dale také vysoka specifita (zejména pfi pouziti specifickych sond) a citlivost.
(Bustin a kol., 2009).
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1.10.5 Sérologicka typizace

Rdastové inhibicni test

Principem testu je inhibice ristu daného kmene ureaplasmat na PPLO
agaru specifickym antisérem, kterym je napustény disk filtraéniho papiru. Zéna
inhibice rustu se odecdita mikroskopicky po 2-3 denni inkubaci pfi 37 °C
v atmosféfe 5 % CO..

Test je citlivy, nicméné jeho spolehlivost je dana pouzitim hyperimunnich

sér s vysokym titrem protilatek (Lin a Kass, 1974).

Imunofluorescencni test

Tato metoda je zaloZzena na oznacCeni kolonii ureaplasmat narostlych
na PPLO agarech specifickymi protilatkami s navazanym fluorochromem. Takto
oznacené kolonie se pozoruji ve fluorescen¢nim mikroskopu.

Jedna se o citlivou a specifickou metodu, ktera v8ak vyzaduje kvalitni

antiséra s vysokym titrem protilatek (Del Giudice a kol., 1967).

Test enzymové imunoanalyzy (ELISA, z angl. Enzyme-linked Immunosorbent
Assay)

Antigen ureaplasmat reaguje se specifickou protilatkou, ktera je navazana
na povrchu pevné faze, za tvorby imunokomplexu. Po promyti je pfidana
enzymaticky znaCena protilatka, ktera se navaze na antigen v imunokomplexu.
Nasleduje pfidani substratu a chromogenu. Enzym vazany na protilatce Stépi
substrat a uvolfiovany produkt reaguje s chromogenem za vzniku barevné zmény,
ktera je detekovana fotometricky. Jedna se o pfesnou a citlivou metodu (Brown
a kol., 1987; Echahidi a kol., 2001).

1.10.6 Testovani citlivosti na antibiotika

Metody testovani citlivosti na antibiotika |ze rozdélit do dvou skupin —
kvalitativni a kvantitativni. Do prvni skupiny patfi diskova difuzni metoda, ktera
umoznuje oznacit mikroorganismus jako citlivy €i rezistentni. Kvantitativni metody
podavaji informaci o stupni citlivosti mikroorganismu a umozZnuji uréeni

v v,

antibiotika, ktera inhibuje viditelny rast mikroorganismu a je obvykle vyjadfovana
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v mg/l. Mezi kvantitativni metody radime agarovou a zkumavkovou diluéni metodu,
mikrodiluéni metodu a E-test (Urbaskova, 1998). Pro testovani citlivosti
ureaplasmat na antibiotika se vyuzivaji dilucni metody.

Vysledné hodnoceni citlivosti na antibiotika se provadi podle u(daju
doporucenych Clinical Laboratory Standard Institute (2011) pro mykoplasmata

humanniho puvodu.

Agarova dilu¢ni metoda

MIC se odecita na agarovych puadach, které obsahuji vybrané koncentrace
antibiotik, vytvofené dvojkovym fedénim. Na pfipravené pldy se ockuje standardni
inokulum U. urealyticum a vSe se inkubuje pfi 37 °C v prostfedi 5 % CO,. MIC
rust.

Jedna se o metodu referencni, ktera slouzi k hodnoceni pfesnosti ostatnich
metod pouzivanych pro testovani citlivosti. Nevyhodou je jeji pracnost a Casova i
cenova naroc¢nost (Urbaskova, 1998).

Agarovou diluéni metodu pouZili Kenny a Cartwright (2001) a Cakan a kol.
(2003), pro zjisténi citlivosti izolovanych kmenG U. urealyticum na vybrana

antibiotika.

Zkumavkova dilu¢ni metoda

Tato metoda se provadi v 8-12 zkumavkach s PPLO bujénem obsahuijici
kromé mocCoviny a fenolové cCervené také vybrané koncentrace antibiotik,
vytvofené dvojkovym fedénim. Do takto pfipravené fady se ocCkuje standardni
inokulum U. urealyticum a vSe se inkubuje pfi 37 °C v prostfedi 5 % COa,.
MIC se odecita v okamziku, kdy je zaznamenan narUst pozitivni kontroly (kmen
U. urealyticum v PPLO bujénu bez pfidaného antibiotika). Hodnota MIC odpovida
nezmeéni barvu), jak dokumentuje obrazek 8.

Jedna se o vysoce standardizovanou metodu, pouzivanou predevsim
pro vyzkumné ucely nebo pfi testovani citlivosti urcité bakterie pouze k jednomu

viv s

laboratofich nepouziva (Ferraro a Turnidge, 2003).

28



Aydin a kol. (2005) a Bébéar a kol. (2008) vyuzili této metody k testovani

citlivosti U. urealyticum na vybrana antimikrobialni IéCiva.

Obrazek 8: Zkumavkova dilu¢ni metoda (Ureaplasma urealyticum, 37 °C, 48 h,
5 % CO,). Autor: RNDr. Petra Mosio, PhD.

Mikrodiluéni metoda
Tato metoda je zaloZzena na stejném principu jako zkumavkova diluéni

metoda stim rozdilem, Ze MIC se hodnoti v jamkach mikrotitracni desticky
(viz obrazek 9). Metoda je pomérné jednoducha a snadna na provedeni
a vysledky lze automaticky odecitat a vyhodnocovat. Nevyhodou je obtizné
rozpoznani kontaminace, pfip. rezistentnich subpopulaci (Urbaskova, 1998).

Tuto metodu pouzili Beeton a kol. (2009) a Waites a kol. (2009)

ke zjistovani citlivosti U. urealyticum na vybrana antibiotika.
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Obrazek 9: Mikrodiluéni metoda (Ureaplasma urealyticum, 37 °C, 48 h, 5 % CO,).
Autor: RNDr. Petra Mosio, PhD.
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E-test

Je zaloZzen na difuzi koncentradniho gradientu antibiotika z inertniho
plastikového prouzku do agarového média. Po probéhlé inkubaci v okoli prouzku
vznikne inhibi¢ni zdna, kterd ma tvar kapky. MIC se odecita tam, kde hrot kapky
protne plastikovy prouzek. Jedna se o metodu jednoduchou, pro rutinni praxi je
vhodnym doplikem diskové difuzni metody. Nevyhodou je vy$Si cena v porovnani
s ostatnimi metodami (Urbaskova, 1998).

K testovani citlivosti U. urealyticum na antibiotika vyuzili E-test Dosa a kol.
(1999) a Cakan a kol. (2003).

1.10.7 Nepfima diagnostika

Prikaz specifickych protilatek (IGM a IgG) proti ureaplasmatim
|ze provadét testem inhibice metabolismu, komplement-fixacni reakci, nepfimou

imunofluorescenci nebo metodou ELISA.

Metabolismus inhibi¢ni test

Metoda je zalozena na prikazu protilatek v pacientském séru, které inhibuji
metabolismus ureaplasmat. Sérum je pro tento ucel nafedéno v PPLO bujénu
a doplnéno substratem (mocCovinou), acidobazickym indikatorem (fenolovou
Cerveni) a pfislusnym kmenem ureaplasmat. Rust a metabolicka aktivita se projevi
zménou barvy PPLO bujénu z okrové na Cervenou. Titr metabolismus-inhibi¢nich
protilatek odpovida nejvySSimu fedéni séra, které jeSté inhibuje mnozeni

ureaplasmat (Lin a Kass, 1974).

Nepfima imunofluorescence

Protilatky z testovaného séra reaguji s antigenem ureaplasmat navazanym
na sklicku. Po probéhlé inkubaci se na sklicko nanese protilatka proti lidskym
imunoglobulindm znadena fluorochromem (nejCastéji fluoresceinizothiokyanat).
Vysledek je hodnocen ve fluorescenénim mikroskopu.

Nevyhodou testu je jednak mozna chyba v dasledku subjektivniho
hodnoceni preparatd. Dale pak mulze hrat roli také tzv. faktor nespecifické
fluorescence, ktery miaze byt zpusoben napfiklad Spatnym promytim preparatu
po pfidani pacientského séra (Furr a Taylor-Robinson, 1984; Bartirikova a kol.,
2011).
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Komplement fixacni reakce (KFR)

Principem testu je navazani (,fixace*) komplementu na vznikajici komplex
antigen-protilatka.  Indikatorovym systémem jsou zde ov&i erytrocyty
senzibilizované krali€i protilatkou. Pokud je komplement vyvazan komplexem
antigen-protilatka, erytrocyty zustanou neporusené. V opacném pfipadé se volny
komplement navaze na senzibilizované erytrocyty a zpUsobi jejich lyzu. Vysledky
se vyjadfuji jako nejvysSi Fedéni séra, které jesté vykazuje aktivitu.

Metoda je velice oblibena zvlasté pro svou nizkou nakladovost, je vSak
pracha a v porovnani s ostatnimi metodami méné citliva. Vysledky mohou byt
ovlivnény antikomplementovou aktivitou vySetfovaného séra (Jones a Sequeira,
1966; Bartarikova a kol., 2011).

ELISA

Metoda je zaloZzena na prukazu protilatek ve vySetfovaném séru jejich
vazbou na antigen imobilizovany na povrchu jamky mikrotitracni desticky. Vznikly
komplex je prokazan enzymaticky znacenymi protilatkami po pfidani prislusného
substratu a chromogenu. Nasledna barevna zména chromogenu, ke které dojde
v dusledku enzymatického rozloZeni chromogenu, je prokazovana fotometricky
(Wiley a Quinn, 1984; Liepmann a kol., 1988; Lequin, 2005)
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2 ZAVER
Cilem bakalafské prace bylo pfiblizit problematiku kultivacné naro¢nych

bakterii U. urealyticum a U. parvum, se zaméfenim na jejich patogenitu a metody

pfimého a nepfimého priukazu.

Ureaplasmata patii k nejmenSim  mikroorganismiim  schopnym
samostatného zivota na bezbunéCnych kultivaCnich médiich. Nazev rodu
je odvozen od jejich typické vlastnosti, a to produkce ureasy. V soucasnosti
je do rodu Ureaplasma fazeno 7 druhd, z nichz jsou pro Clovéka nejvyznamnéjsi

druhy U. urealyticum a U. parvum.

DalSi zvlastnosti, kterou se ureaplasmata liSi od ostatnich bakterii, je Uplna
absence pevné bunélné stény. Ta je v jejich pfipadé nahrazena pruznou
tfivrstevnou membranou, sloZzenou z bilkovin, fosfolipidd a cholesterolu. Chybéni
bunééné stény je podkladem pfirozené rezistence ureaplasmat k beta-laktamovym

antibiotikim.

Vzhledem k malé velikosti genomu, jsou ureaplasmata dokonale
adaptovana na paraziticky zpUsob Zzivota. Produkuiji fadu faktord virulence, z nichz
nejvyznamnéjsi jsou tzv. MB antigeny. Vysoka variabilita téchto antigend

umoznuje ureaplasmatim unikat imunitnimu systému hostitele.

U. urealyticum a U. parvum se mohou vyskytovat na sliznicich
urogenitalniho traktu zdravych muzi a Zen. | pfes to, Ze jsou stale Castéji
spojovany s fadou akutnich i chronickych infek&nich onemocnéni, je jejich
patogenni potencial stale diskutovan. Jejich vyskyt u téhotnych Zzen zvySuje riziko
komplikaci, jako jsou pfedCasné porody, potraty, hore¢ky po porodu nebo potratu
a endometritidy. Ureaplasmata jsou nejCastéji izolovanymi mikroorganismy
z plodové vody a placenty zen, které predCasné porodily, a jsou pravdépodobné
zodpovédné za spusténi mechanismu predCasného porodu. U predCasné
narozenych novorozenci mohou ureaplasmata vyvolavat zavazné infekce

respiracniho traktu, meningitidy a sepse.

LéCba ureaplasmovych infekci neni obtizna, nicméné pocet kmenu

rezistentnich na bézné pouzivana antibiotika stale narusta. Proto je dulezité
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zjiStovat citlivost jednotlivych izolovanych kmenu a na zakladé ziskanych

informaci antimikrobialni terapii upravit.

Ureaplasmata patfi mezi kultivaéné narocné mikroorganismy vyZzadujici
ke svému rlstu komplexni kultivacni média s obsahem kvasniéného extraktu
a cholesterolu. V bézné praxi se pouzivaji komeréné dodavaneé sety, které
ke kultivaci mykoplasmat vyuzivaji tekuta zZivha média. Kultivace na pevnych
pudach se provadi témér vyhradné ve vyzkumnych laboratofich. Dal$i moznosti je
prikaz ureaplasmat polymerazovou fetézovou reakci nebo nékterou z jejich

modifikaci. Nepfimy prikaz se bézné neprovadi.

Za pomoci odborné literatury jsem se v bakalarské praci pokusila shrnout
dostupné informace tykajici se U. urealyticum a U. parvum. Teorii o pfimém
prikazu ureaplasmat jsem meéla moznost podlozit vlastni zkuSenosti s kultivaci na
tekutych i pevnych padach i provedenim druhové-specifické polymerazové
fetézové reakce. | pFes nejednoznatné stanovisko odborné verejnosti

k patogennimu potencialu ureaplasmat, by se nemél jejich vyznam podcenovat.
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