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Anotace

Bakalafska prace se zabyva patogenni bakterii Mycoplasma genitalium, ktera
zpusobuje onemocnéni urogenitalniho traktu. V praci jsou uvedeny informace o
morfologii, taxonomii, patogenezi a onemocnénich, ktera Mycoplasma genitalium

zpusobuje. Rovnéz jsou popsany postupy laboratorni diagnostiky, 1é¢by a prevence.
Kli¢ova slova

Mycoplasma genitalium, infekce, laboratorni diagnostika, 1écba a prevence

Annotation

This bachelor thesis deals with the pathogenic bacteria Mycoplasma genitalium,
which causes diseases of the urogenital tract. The work also provides information on the

morphology, taxonomy, pathogenesis and laboratory diagnosis, treatment and prevention
methods.

Key worlds

Mycoplasma genitalium, infection, laboratory diagnosis, treatment and prevention



ATB
AZM
DNA
ELISA
HIV
HIV +
HIV -
IL-1B
IL-6

LAMPs

MIC
MXF
NAATS
NGU
OHR

PBMC

PCR

PPLO

Seznam pouzitych zkratek

antibiotikum

azithromycin

deoxyribonukleova kyselina

enzymova imunoanalyza (z angl. Enzyme-Linked Immuno — Sorbent Assay)
virus lidského imunodeficitu (z angl. Human Immunodeficiency Virus)

HIV pozitivni

HIV negativni

interleukin-1

interleukin 6

lipidy asociované s membranovymi proteiny (z angl. Lipid-associated membrane

proteins)

Mycoplasma

minimalni inhibi¢ni koncentrace

moxifloxacin

testy amplifikace nukleovych kyselin (z angl. Nucleic acid amplification tests)
negonokokova uretritida

organicky peroxid reduktéza (z angl. Organic hyperoxide reductas)

Mononuklearni bunky periferni krve (z angl. peripheral blood mononucleated

cell)
polymerazova fetézova reakce (z angl. Polymerase Chain Reaction)

pneumonii podobné organismy (z angl. pleuropneumonia-like organism)



gPCR  kvantitativni polymerazova fetézova reakce (z angl. quantitative PCR)
STD sexualn¢ pienosné choroby (z angl. Sexually transmitted diseases )
rRNA  ribozomalni ribonukleova kyselina

TMA  transkripci zprostifedkovana amplifikace (z angl. Transcription mediated
Amplification)

TNF-a  tumor necrosis factor- alfa

tRNA  Transferova ribozomalni kyselina



L0 P 11
110 HISEOMIE o 12
1.2 TAXONOMUE ...ttt 12
1.3.  Morfologie a bun€né dElent ..........cccviiiiiiiiiiiiiic 13
1.4, GenetiCke VIASTNOSTI .. ..eiuiiiiiiiie ittt 14
1.5. Antigenni struktury a faktory VIrulence..........cccooveviiiiniiiinic i 15
1.6. Biochemické vlastnosti a citlivost k vn¢jSim podminkdm ............cccocviiiiiiienn, 16

P e 1 (00 =T 1= 16
2.1.  Adheze na hostitelskou BURKU ........cooviiiiiiiiiic e 17
2.2, Produkce CYTOKINT .......eoiiiiiiiiiieiie et 17
2.3.  Imunolo@ickd odpovEd .........ooiiiiiiiiiiiiee e 18

3. Onemocnéni zptisobena M. genitaliUm...ccoeveiiiiieieiiiiierniiereriieeracnsennes 18
3.1, PTENOS @ VYSKYE i 18
3.2.  Infekce urogenitdlniho traktu.........ocoiiiiiiiiiiiii 19

3.2.1.  Onemocnéni vyskytujici € U MUZU.........cccviiiiiiiiiiiii e 19

3.2.2.  Onemocnéni VYSKYtUJICT S€ U ZEN .....eeivveriiiiiiiiiiiiieiee e 20
3.3, OStatnd INTEKCE ...veeivieiiii i 21

3.3.1.  Vliv M. genitalium na priabéh infekce HIV........ccoooiiiiiiiiiiiiiiice, 21

3.3.2.  Vliv M. genitalium na plodnost a souvislost s dal§imi onemocnénimi......... 22

4. Laboratorni diagnostika.........cceeeiieiiniiieiiniiniiieiieiiieieiiaionecsassnsonssnnss 23
4.1.  VySetfovany Material..........cccoiiiiiiiiiiiiiii e 23
4.2, PHmMA dia@nostiKa. .......ccooeiviiiiiiiiiiici 23

O N |V 1 ({01 (o] o [ SRR 23

4.2.2.  Kultivatni VYSEtIenT .......cccoiiiiiiiiiiiiici e 24

4.2.3. Molekularn€ biologické metod...........coeiiiiiiiiiiiiiiii 25



5.

4.2.4 Ostatni metody Prikazu ..........ccociiiiiiiiiiie
4.3.  Nepiima diagnostiKa.........ccoociiiiiiiiiiiici s
LECDA A PreVeNCe...ocuviniiniiieiiniiieiiatintiestintsessssssssossssssosssssssnsosssnssns
5.1. Citlivost k antimikrobidlnim TatKAM ..........ceocviiiiiinriiieiicee e

D 2. POV BINICE e e et e a e ————

7.  Seznam POUZIté Literatury...c.coveiiiuiiineiiieieineiiietosnecsetossscssssossscsssssnnss



1. Uvod

Mycoplasma (M.) genitalium je sexualné pfenosny patogen, zpusobujici infekce
urogenitalniho traktu U muzu i Zen. Mezi nejéastéjsi projevy lze zaradit predevsim akutni a
chronické uretritidy. U Zen zpusobuje endometritidy, zanétliva onemocnéni panve, pochvy
a vejcovodi.. Nasledkem urogenitalnich infekci vyvolanych M. genitalium mohou byt

poruchy reprodukce az neplodnost muzu i zen.

Kultivace mykoplazmat je velice naro¢na, vzhledem k jejich vysokym rtstovym
pozadavkim. Provadi se nejCastéji na PPLO zivnych pudéach. Pro pozorovani bunécné
morfologie mykoplazmat je nutno uzit elektronového mikroskopu. V soucasné dobé
nalézaji v diagnostice M. genitalium stale vétsiho uplatnéni metody molekularné
biologické, predevSsim polymerazova fetézova reakce. V diagnostice lze také pouzit

neptimych metod. Nejéastéji je pro prikaz specifickych protilatek volena metoda ELISA.

V 1é€bé M. genitalium jsou vyuzivany tetracyklinova a makrolidova antibiotika.
Problémem je naristajici rezistence mykoplazmat vuci uvedenym antimikrobialnim
latkam, ktera byla zaznamenana také u M. genitalium. Vhodnou alternativou jsou

fluorochinolony, které pisobi baktericidné.

Cilem bakalafské prace bylo vytvotit literarni reSerSi zaméfenou na M. genitalium,
zahrnujici infekce zpuisobené timto patogenem, jeho laboratorni diagnostiku, moznosti

terapie a prevence.
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1.1. Historie

Prvni zminka o mykoplazmatech byla publikovana v roce 1898, kdy Nocard a Roux
poprvé izolovali M. mycoides ze skotu (Nocard a Roux, 1898). V roce 1937 byla popsana
prvni zprava o prokazané infekci vyvolané mykoplazmaty u c¢lovéka. Jednalo se
pravdépodobné o M. hominis, které izolovali Dienes a Edsall z abscesu Bartholinské zlazy
(Dienes et al., 1937).

M. genitalium bylo poprvé izolovano v roce 1981 v souvislosti s negonokokovou
uretritidou (NGU) u muzu (Tully et al., 1981).

Z divodi nepfitomnosti bunéfné stény, vysoké kultivaéni narocnosti, byla
mykoplazmata zprvu povazovana za virové ¢astice (Meiklejohn et al., 1945). V 60. letech
20. stoleti byla definitivné zafazena mezi prokaryota, a to na zaklad¢ schopnosti ristu na
bezbunéénych médiich (Chanock et al., 1962).

1.2. Taxonomie

Mykoplazmata byla ptvodné oznacovana jako pleuropneumonia-like organism
(PPLO). Taxonomicky se zafazuji do tfidy Mollicutes. Nazev je odvozen z latinského

jazyka mollis-me&kké a cutis-ktze (Waites et al., 2009).

Taxonomie této tfidy byla revidovana na zdklad€ analyzy 16S rRNA. Trtida
Mollicutes v soucasnosti obsahuje Gtyii ¢eledé. Celed” Mycoplasmataceae, ktera zahrnuje
patogeny zpusobujici infekce u lidi a zvitat. Dale pak Acholeplasmataceae, z nichz vétSina
infikuje zvitata, rostliny a hmyz. Anaeroplasmataceae je celed’, ktera se sklada
z obligatnich anaerobu, vyskytujicich se pfedev§im u ovci a skotu. Posledni skupinou je
Enteroplasmataceae, jejiz zastupci infikuji hmyz a rostliny (Stiilke et al., 2009).

Nejvice patogent, zpusobujicich infekce u lidi, je ztfidy Mollicutes, rodu
Mycoplasma. Jedna se piedev§im o puvodce infekci respiraéniho nebo urogenitalniho
traktu (Pitcher et al.,, 2005). Nejvyznamnéj$imi patogennimi druhy mykoplazmat

vyskytujici se u ¢lovéka jsou M. hominis, M. genitalium a M. pneumoniae.
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Tabulka €. 1: Taxonomické zafazeni M. genitalium (Tully et al., 1993)

Trida Mollicutes

Rad Mycoplasmatales

Celed’ Mycoplasmataceae

Rod Mycoplasma

Druh | Mycoplasma genitalium

1.3. Morfologie a bunééné déleni

Mykoplazmata jsou nejmensi prokaryotické buriky, pro néz je typicka absence
bunécné stény. Ta je nahrazena téivrstevnou membranou, slozenou z fosfolipidii, proteinti a
cholesterolu. Nepfitomnost bunécné stény vede k charakteristickym biologickym
vlastnostem mykoplazmat, jako je znacna plasticita bun¢k a pleomorfni charakter bunék.

Mykoplazmata se nebarvi dle Grama (Quinn et al., 1994).

Dalsim typickym znakem mykoplazmat jsou velmi malé rozméry bakterialnich
bungk. Jejich velikost se pohybuje v rozmezi 200 - 300 nm, coZ jim spole¢né s plastickym

charakterem bun¢k umoznuje prochazet i bakteriologickymi filtry (Robinson et al., 2011).

Vsechny druhy mykoplazmat se mnozi binarnim délenim. Ackoliv M. genitalium
ma tvar banky, bylo zaznamendno, Ze dé€leni cytoplazmatické membrany neprobiha
synchronizované s replikaci jadra. Opozdénym délenim vznikaji mnohojaderna vldkna a
fetizky, které se mohou opét rozpadat na zakladni elementy. Tento replikacni cyklus je
pti¢inou zna¢né pleomorfiec mykoplazmat, jak je znazornéno na Obr. ¢. 1 (Bednaf et al.,
1996).
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Obrazek ¢. 1: Schématické znazornéni rozmnozovani mykoplazmat.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Piestoze binarni déleni je klicovym faktorem pii samotné replikaci, nejsou jasné
faktory, které tento proces koordinuji. U eubakterii byl nalezen FtsZ protein, jenz se
nachazi v misté separace. Tento protein byl také prokazan u M. genitalium nebo M.
pneumoniae (Robinson et al., 2011). FtsZ protein pracuje v raném stadium déleni bun¢k a

nachazi se na vnitini strané buné¢né membrany (Miyata et al., 1999).

1.4. Genetické vlastnosti

Délka dvousroubovice DNA v genomu M. genitalium dosahuje délky 580 kb (Sethi
et al., 2012). Kompletni sekvenovani genomu M. genitalium bylo provedeno v roce 1995.
M. genitalium ma nejmensi velikost genomu ze vSech dosud vysetienych mykoplazmat
(Peterson et al., 1995).

Obsah cytosinu a guaninu v genomu M. genitalium ¢ini pfiblizné 32 %. Pro

srovnani, U M. pneumoniae je tato hodnota okolo 40 % (Robindson et al., 2011).

Navzdory své malé velikosti bylo prokdzano, ze 4,7 % zcelkové genomové
sekvence zaujimd MgPa adhezivni operon a jeho opakujici se sekvence. Tyto opakované
sekvence nazyvané MgPars, nejsou usporadany pohromadé¢, ale jsou rozptylené po celém

genomu (Svenstrup et al., 2002). Bylo prokazano, Ze umisténi a variabilita
14



trinukleotidovych tandemovych opakovani (TTRs) v MgPa operonu a MgPars, ma znac¢ny
vyznam na kolonizaci hostitelské buiiky a také na schopnost vyhnout se imunitnimu

systému hostitele (Liang Ma et al., 2012).

Studie autorti Lonbi Li et al. (2010) ukazuje, ze MG 186 piedstavuje zastupce
mykoplazmovych nukledz. Stejné jako ostatni nukleazy mykoplazmat i MG 186 vyzaduje
Ca®* pro svou optimalni aktivitu. Zatimco Mn?* a Zn?* jeji aktivitu inhibuji. Déle bylo

prokéazano, e Mg nestimuluje u MG 186 enzymatickou &innost (Lonbi Li et al., 2010).

M. genitalium ma velmi omezenou velikost genomu, coz ma za dusledek absenci
nékterych gent, které jsou bézné ptitomné u ostatnich bakterii. Je znamo, Ze geny které
koduji antioxidanty, jako jsou superoxid-distimutiza nebo peroxid-katalaza u M.
genitalium chybi, dale Ze obsahuje MG 454, coz je protein s vlastnostmi jako organicky
peroxid reduktaza (OHR)(Saikolappan et al., 2009).

M. genitalium je pivodcem urogenitalnich a respiraénich infekci a je
pravdépodobné, Ze tento patogen pii kolonizaci sliznic u obou prostredi, narazi na oxida¢ni
stres. Je znamo, ze mykoplazmata produkuji reaktivni formy kysliku (ROS), které jim
slouzi jako mechanizmus virulence. Diky této skute¢nosti je M. genitalium schopno branit

se proti oxida¢nimu stresu (Saikolappan et al., 2009).

1.5. Antigenni struktury a faktory virulence

Na povrchu membrany M. genitalium se nachazi fada dalezitych antigenu, které
slouzi ptedevsim k adhezi na hostitelskou buniku a k deaktivaci imunitniho systému
hostitele. Tyto proteiny zptsobuji neschopnost spustit reakci imunitniho systému proti M.

genitalium, které ma poté schopnost tvofit chronickou infekci.

Dulezity vyznam V antigenni struktufe zaujimaji MgPa a P110, coZz jsou
imunogenni adhezivni proteiny. Tyto antigeny hraji vyznamnou roli v imunitnich reakcich
(Sluijter et al., 2009). Pomoci elektronové mikroskopie bylo zjisténo, ze se fragment C-
terminalni ¢asti MgPa nachazi na povrchu M. genitalium resp. ve $pi¢ce struktury a Gcastni

se adheze (Svenstrup et al., 2002).
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Nejvyznamnéjs$imi membranovymi proteiny jsou MgpB a MgpC, které jsou
zakodovany v jednom expresivnim misté na MgPa operonu. Bylo zjisténo, ze antigenni
variace téchto proteini mohou pomoci M. genitalium vyhnout se imunitni odpovédi a
tvorit tak trvalé infekce. Kdy MgpB ma funkci piilnavosti na povrch bun¢k a tim se stava

nejvice imunogennim proteinem M. genitalium (Liang Ma et al., 2012).

U M. genitalium zatim nebyla prokazana produkce toxinu jako u M. pneumoniae.
Nicméné byl identifikovan protein MG-186, ktery ma vliv na schopnost M. genitalium
rozkladat bunééné nukleové kyseliny hostitele jako zdroj nukleotidovych prekurzorti pro
sviyj rast. Peroxid vodiku i superoxid, které jsou produkty metabolismu mykoplazmat, maji

vliv na hostitelskou bunku a poskozeni tkani (Sethi et al., 2012).

1.6. Biochemické vlastnosti a citlivost k vnéjsim podminkam

Mykoplazmata jsou fakultativné anaerobni, takze ke svému mnozeni nepotiebuji

O,. Optimalni pH pro riast mykoplazmat je 7,5 (Quinn et al., 1994).

Vyznamnou slozkou membrany u mykoplazmat je cholesterol, ktery napomaha
k osmotické stabilit¢ membrany, coz prispiva k tomu, ze snaseji izotonické prostiedi.
Mykoplazmata jsou také velmi nachylnd na vyschnuti a jsou citliva na teploty vyssi nez

50°C (Bednaf et al., 1999).

M. genitalium je schopno metabolizovat glukézu za produkce organickych kyselin.
Tohoto faktu se vyuziva hlavné k detekci (He et al., 2011). Rust M. genitalium v médiich
s obsahem glukozy se projevuje zménou pH. Je-li v médiu ptitomen acidobazicky
indikator, projevuje se pokles pH barevnou zménou. M. genitalium neni schopno

metabolizovat arginin (Robinson et al., 2011).

2. Patogeneze

Charakteristickou schopnosti mykoplazmat je indukovat chronické infekce, které
mohou pietrvavat i pres spravné ukonéeni antimikrobialni 1é¢by. M. genitalium vyvolava
infekce predevsim na sliznici urogenitalniho traktu. Z hlediska patogeneze patii mezi

nejvyznamnéjs$i u M. genitalium schopnost ptilnout k hostitelské bunice pomoci adhezind,
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intracelularni lokalizace, a schopnost vyhnout se imunitni odpovédi hostitele podle

antigenni variace (Sethi et al., 2012).

McGowin et al., (2007) uvedli, Ze intracelularni lokalizace umoziuje schopnost
preziti u M. genitalium v urogenitalnim traktu Zeny. Rychla intracelularni lokalizace ma za

nasledek mnozeni a tvorbu prozanétlivych cytokini (McGowin et al., 2007).

2.1. Adheze na hostitelskou buiiku

V piilnavosti u M. genitalium hraje nemalou roli jeho tvar pfipominajici banku, kde
v samotné $picce se nachazeji adhezivni struktury. U M. genitalium bylo identifikovano 21
proteint, ale jen malo z nich bylo charakterizovano jako adhezivni proteiny (Sethi et al.,
2011). Proteiny P140 a P110 jsou povazovany v souc¢asné dob¢é za hlavni cytoadhezivni
proteiny u M. genitalium (Burgos et al., 2006). Ve studii Bugros et al., (2007) provedli
funkéni analyzu proteinu MG312 a prokazali, Ze tento strukturalni protein je zapojen nejen
do adheze, ale také se podili na klouzavém pohybu. Dalsi studie by mohly ptispét
k lepSimu pochopeni bunééného pohybu u M. genitalium (Burgos et al., 2007).

Adheze neboli pfilnavost je velice slozity proces. Na povrchu M. genitalium se
nachdzi MgPa protein, ktery je zapojen do procesu adheze k hostitelské epitelidlni bunce
(Burgos et al., 2012). MgPa je nejvice imunogenni protein u M. genitalium (Svenstrup et
al., 2002). U M genitalium byly detekovany také P140 a P110, coz jsou cytoadhezivni
proteiny, které se rovnéz nachazi na povrch bunék. Tyto proteiny jsou imunogenni u lidi i

zvitat (Sethi et al., 2011).

2.2. Produkce cytokini

Na povrchu mykoplazmat se nachazeji lipidy asociované s membranovymi proteiny
tzv. LAMPs. Tyto proteiny mohou byt zodpovédné za interakce s riznymi slozkami
okolniho prostfedi. LAMPs mohou aktivovat buiniky imunitniho systému produkujici celou
fadu prozanétlivych cytokinti. Mohou také indukovat apoptézu a nekréozu (Jun He et al.,
2009)
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LAMPs jsou schopné vyvolat v lidské monocytarni linii THP-1 produkci
proanétlivych cytokint jako je tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a)) a IL-1p a IL-6 (You
et al., 2007).

Biologické ucinky cytokint jsou pleiotropii, na jedné strané mohou vyvolat vrozené
imunitni mechanismy k odstranéni patogenu, na stran¢ druhé produkce cytokinii ovliviiuje

prubéh zanétlivé reakce (Xiaoxing You et al., 2007).

2.3. Imunologicka odpovéd’

Na membran¢ mykoplazmat se nachazeji dva druhy proteind. Jedna se o integralni

a periferni membranové proteiny.

Imunologické reakce do znacné miry ptispivaji k patogenezi M. genitalium. Pti
primarni infekci dochazi ke zvySeni mnozstvi polymorfonuklearnich leukocyta (PML). Pti
testovani epitelovych bunék in vitro bylo zjisténo, ze M. genitalium indukuje rychlou
bunénou invazi, prostfednictvim imunogenniho proteinu MG_149. Dochazi k aktivaci

NF-kappa B nuklearniho faktoru pies Toll-Like receptory (Schimizu et al., 2008).

McGowin et al., (2007) ve své studii testovali citlivost M. genitalium na fagocytézu
makrofagy. Test byl proveden s kmeny MG37 a M2300. Tyto kmeny byly vystaveny
lidskym monocytim a makrofagim (MDM). Postupné doslo ke ztraté¢ ribozomtl a ztraté
zivotaschopnosti. Dosli tak k zavéru, ze M. genitalium je nachylné k fagocytoze
(McGowin et al., 2007).

3. Onemocnéni zpiisobena M. genitalium

3.1. Prenos a vyskyt

M. genitalium fadime mezi pohlavné pfenosna onemocnéni, které v poslednich
letech vykazuji zvySeny nardst (Manhart et al., 2010). Infekce zpisobené M. genitalium
zasahuji urogenitalni trakt muza i zen. Podle WHO Ize M. genitalium detekovat u 1-3%
sexualné aktivnich muzii i zen. M. genitalium bylo detekovano, jiz u velmi mladych

jedinctl, a to z divodu jejich ¢asnych pohlavnich zkusenosti. Casté st¥idani sexualnich

18



partnert je také rizikovym faktorem pro ziskani infekce zptisobené M. genitalium (Manhart
et al., 2010). Tosh et al., (2007) informovali, ze s kazdym dal§im sexualnim partnerem se
riziko detekce M. genitalium zvysi téméi o 45%. Byl zaznamenan pouze jeden ptipad o

prenosu infekce z matky na dité vertikalni cestou (Taylor-Robinson, 2007).

3.2. Infekce urogenitalniho traktu

3.2.1. Onemocnéni vyskytujici se u muzia

M. genitalium je jednim z moznych pivodci zpusobujici NGU. Jedna se o infekci
mocové trubice, ktera je zpusobena i jinymi patogeny neZ je Neisseria gonorrhoeae, mezi
néz fadime 1 M. genitalium. Infekce mocové trubice tzv. uretritidy jsou béznymi sexualné
ptenosnymi chorobami (STD). Zakladnim symptomem u této infekce je paleni pii moceni.
Dale se u této infekce mohou objevit hnisavé vytoky z penisu, ¢asté nutkani na moceni a
bolesti v oblasti biicha a podbiisku. Bylo prokazano, ze pii nespravné 1é¢b¢ se akutni NGU
muze zménit na chronickou formu. Toho onemocnéni se vyznacuje také ¢astou recidivu.

M. genitalium bylo spojeno s 6,5 nasobnym zvys$enim rizika uretritidy, coZz podtrhuje roli
tohoto infek¢niho agens v etiologii NGU (Totten et al., 2001).

U muzu byla také prokazana spojitost M. genitalium se zanétem zaludu a
predkozky penisu zvanym (balanoposthitis). Navzdory tomu, ze se M. genitalium podili na
chronickych NGU, nebyla doposud prokazana spojitost s chronickymi prostatitidami
(Cazanave et al., 2012). Klinické studie prokazaly, ze M. genitalium mutze byt ptic¢inou
akutni epididymitidy, coZ je zanét nadvarlete. Onemocnéni miZze mit akutni i chronickou
formu. Zanét se mize projevovat mirng, az velmi bolestivé. Sourek miize byt otekly, teply
a mize mit 1 rudou barvu. U tohoto onemocnéni se mtize objevit také horecka a nevolnost
(Robinson et al., 2011). M. genitalium bylo také detekovano v souvislosti s prostatitidami
(Ross et Jersen, 2006).

Prostatitida je onemocnéni a mezi zékladni pfiznaky patfi paleni a drazdéni pfi
moceni. Mohou se objevit také urogenitalni, panevni nebo rektdlni bolesti. Nekdy je
spojovana 1 se sexualni dysfunkci. Mezi patogeny zplsobujici dané onemocnéni fadime 1

M. genitalium (Lipsky et al., 2010).
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3.2.2. Onemocnéni vyskytujici se u Zen

M. genitalium ma také spojitost s infekcemi horni ¢asti pohlavniho Ustroji (Sethi et
al., 2012). PID neboli panevni zanétlivé onemocnéni je klinicky syndrom, ktery je
zpusoben Sifenim mikroorganismt z dolni do horni ¢asti pohlavniho traktu. Vice bakterii,

které naleznete u bakterialni vagindzy, mize zpusobit PID.

Short el al., (2009) vydali studii, kde porovnavali klinické ptiznaky a klinické
vlastnosti pii mikrobidlni etiologii u populace zen s klinickym podezienim na PID. Jak tato
studie naznaCuje, zeny sinfekci zpusobenou M. genitalium mohou mit méné

symptomatickou PID (Short et al., 2009).

Endometritida je zanétlivé onemocnéni délozni sliznice, které se také mulze
vyskytovat v akutni a chronické form¢. Cohen et al., (2002) prokazali, ze M. genitalium je
schopno zapfticinit akutni endometritidu. V této studii bylo testovdno 115 Zen, a v poloviné
pripada byla endometritida potvrzena. Dalsim testovanim bylo zjisténo, ze u 9 % Zen bylo
dané onemocnéni zptisobené M. genitalium. Toto onemocnéni je uzce spjato s cervititidou

(Cohen et al., 2002).

Cervititida, ktera se také fadi mezi STD, je u zen jedno z nejcastéjsich onemocnéni
zpusobené M. genitalium (Robinson et al., 2011). Jednd se o zanét délozniho hrdla
bakterialniho ptivodu. Mezi symptomy zanétu délozniho ¢ipku patii abnormalni vaginalni
krvaceni (intermenstrualni, krvaceni po styku, menopausalni), vytok, dyspareunie, mize se
také objevit vaginalni bolest a tlaky v podbfisku (McGowin et al., 2011). Nelécena
cervititida zvysuje riziko infekce panevni zanétlivé nemoci a diky chronické iritaci se mize
podilet i na etiopatogenezi cervikalni dysplazie a rakoviny délozniho ¢ipku (Mufioz et al.,
2003).

Bylo provedeno n¢kolik studii zabyvajici se infekci M. genitalium u téhotnych Zen
(Taylor-Robinson 2007). Prevalence M. genitalium v téhotenstvi se pohybuje v rozmezi od
0,7 % - 8,7 %. Nebyl doposud prokazan vztah mezi M. genitalium a mimodé¢loznim
téhotenstvim. Negativni vliv M. genitalium na zdravi novorozenct infikovanych matek

nebyl doposud prokazan (Cazanave et al., 2012).
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DNA mykoplazmat byla nalezena ve tkanich s nadorem vajecnikti v 59%. Jednalo
se o 15 kment mykoplazmat. In vitro mtze M. genitalium zpisobit epitelidlni zménu
lidskych vejcovodi (Idahl et al., 2011).

3.3. Ostatni infekce

3.3.1. Vliv M. genitalium na pribéh infekce HIV

Martinelli et al. (1998) sledovali vliv M. genitalium na infekci HIV. V nedavné
dob¢ bylo M. genitalium mnohem vice ¢asto nalezeno v mocové trubici a koneéniku u
HIV+ muzi, nez u HIV- pacienti (Martinelli et al., 1998). Nové studie ukazuji, Ze je
pravdépodobné, ze M. genitalium ma vliv na virus HIV (Das et al., 2014).

Béhem sexudlniho kontaktu, dojde k ptenosu HIV. Jestlize se virus nachdzi ve
spermatu, prochdzi tak ptes genitalni-slizni¢ni bariéry v Zenském reprodukénim traktu a

infikuje buniky v subepitelialni lamina propria. V urogenitalnim traktu, je zanét ¢aste¢né

Mrw e

MV

bakterialni vaginozy. Tyto okolnosti mohou ohrozit epitelialni bariéru v urogenitalnim
traktu a umoznuji tak HIV-1 dosaZeni cilovych bunék. Test by provadén s HIV-1 ga.(,
jedna se o R5-tropni laboratorni kmen HIV. Bylo prokazano, ze M. genitalium je schopno
indukovat sekreci prozanétlivych cytokini v epitelidlnich bunkach. M. genitalium je
schopno infikovat lidskou endocervikalni bunéénou linii End1/E6E7. Tim dochazi ke

snizeni integrity bariéry a zvysuje riziko priniku HIV (Das et al., 2014).

Je zajimavé poznamenat, ze expozice mononuklearnich bunék periferni krve
(PBMC) na epitelové butiky infikované M. genitalium, zvySuje mnozeni HIV v PBMC. Je
pravdépodobné, ze to mize byt i vlivem cytokint vyluovanych interakci M. genitalium
s hostitelskou buiikou. Studie byla testovana na kmenech M. genitalium a to konkrétné na
G37 a JB1. M. genitalium G37 napomaha rychlejsi replikaci HIV viru. Obrazek ¢. 2(A)
ukazuje, Zze HIV-infikované PBMC vystavené kmenu G37 produkuji mnohem vice
replikovanych virt 5 dnl po infekci, neZ u kmenu JB1 a u PBS. Tato G37-specificka
elevace v produkci viru byla také spojena s vyraznou pfilnavosti a hromadénim se PBMC,

jak je patrné z obr. ¢. 2(B) (Das et al., 2014).
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Obrazek ¢. 2: VIiv M. genitalium na HIV-1 (Das et al., 2014).

3.3.2. Vliv M. genitalium na plodnost a souvislost s dal§imi onemocnénimi

Bylo prokazano, ze M. genitalium ma vliv na muzskou i Zenskou plodnost
(McGowin et al., 2011; Svenstrup et al., 2003). U muzi ma vliv na pohyblivost spermii.
Spermie, které jsou jesté schopné pohybu a jsou infikované M. genitalium mohou u Zen
zapficinit zanéty horni ¢asti pohlavniho ustroji u Zen. Jak jiz bylo feceno, M. genitalium
zpusobuje PID, coz ma za nasledek poskozeni vejcovodi a ndslednou neplodnost Zeny

(Svenstrup et al., 2003, Robinson et al., 2011).

Svenstrup et al. (2003) prokazali, Ze je M. genitalium schopné adhezace na vSechny
Casti spermie, jedna se o hlavu, spojovaci oddil i bi¢ik. M. genitalium po vazbé na spermie

zapficini jejich aglutinaci. Tato adheze ma také vliv na pohyblivost spermii.
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U Zen byly potvrzeny dikazy, ze M. genitalium ma vliv na zanét vejcovodul, coz
nasledné mize zpusobit trvalé poskozeni vejcovodi a tedy neplodnost Zeny. V nedavné
studii polskych Zen bylo prokazano, Zze M. genitalium bylo Ccastéji detekovano
z cervikalnich stéri u neplodnych zen, v porovnani se zdravymi zenami v reprodukénim
véku (McGowin et al., 2011). Jesté neni uplné prokazano, zda M. genitalium po pruniku do
délohy a vejcovodi kolonizuje tasinkovy epitel a zplsobuje tak neplodnost zeny. Tato

informace bude pfedmétem dal$iho zkoumani (Svenstrup et al., 2003).

Spojitost M. genitalium byla prokazana také u sexualné ziskanych revmatoidnich
artritid (SARA) a u Reiterovy nemoci. Tato onemocnéni se vyskytuji pfevazné u muzu,
kteti prodélavaji ¢i jiz prodélali NGU. U zen je vyskyt velmi nepatrny. Pti 16Cbé se vyziva
antimikrobialnich latek a v kombinaci snimi se pacientovi piedepisuji i nesteroidni

antirevmatika (Chrisment et al., 2013; Robinson et al., 2011).

4. Laboratorni diagnostika
4.1.Vysetiovany material

Pro prikaz M. genitalium se nejcastéji pouzivaji tamponové stéry z uretry u muzu,
vaginalni vytéry a endocervikalni stéry Zen. Lze pouzit také mocové sedimenty nebo

ejakulat (Hamasuna,2013).

4.2.Prima diagnostika.

4.2.1. Mikroskopie

Pro mikroskopické stanoveni mykoplazmat je nutné uzit elektronovou mikroskopii.

Pro M. genitalium je typicky tvar bariky jak je patné na obr. ¢. 3.

23



3 i

Obrazek ¢. 3: Bunéfna morfologie M. genitalium zachycené transmisivni

elektronovou mikroskopii (Robinson et al., 2011).
4.2.2. Kultiva¢ni vySetifeni

Mykoplazmata fadime mezi fakultativné anaerobni bakterie, ktera jsou kultivacné
velmi naro¢na. K jejich péstovani jsou nejéastéji vyuzivany PPLO agary a bujony S
obsahem infuze z hovézich srdci, pidy jsou dale obohacovany o kvasni¢ny extrakt a
konské sérum. Pro potlaceni ristu mozné doprovodné mikroflory se do pid pfidava octan
thalny a ampicilin. Pfi kultivaci M. genitalium se vyuziva skute¢nosti, ze je schopno
fermentovat glukozu za vzniku kyselin. Tim dojde ke zméné pH v médiu, kde je pfitomna

fenolova Cerven, coz zpiisobi barevnou zménu z ¢ervené na zlutou (He et al., 2011).

Mykoplazmata inkubujeme pii teploté 37°C a jelikoz se jedna o fakultativni
anaeroby, pouzijeme 5% CO,. M. genitalium ma na PPLO agaru velmi pomaly rtst a je
velmi obtizné ho kultivovat. Oproti jinym mykoplazmatlim, inkubace muZe trvat az 8§
tydnt (Plecko et al., 2013). Kolonie jsou asi 0,5 mm velké s charakteristickym vzhledem
tzv. sazeného vejce (Obr. ¢. 4). Stiedni ¢ast kolonie je vnofena do média a ma tmavou

barvu, zatimco periferni ¢ast roste pouze na povrchu média (Quinn et al., 1994).
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Obrazek €. 4: Rist mykoplazmat na pevnych piidach
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Jako nejtc¢inngjsi metoda byla v roce 1994 pouzita tzv. vero kultivace (Hamasuna,
2013). Jedna se o kultivaci s zivymi butikami. Touto metodou bylo M. genitalium uspésné
izolovano z vytéru z mocové trubice a krku, dale pak z moc¢ového sedimentu (Hamanusuna

et al., 2007).

4.2.3. Molekularné biologické metod

Pro identifikaci M. genitalium se vyuzivaji testy amplifikace nukleovych kyselin
(NAATS). Jsou znamé ruzné technologie patiici do skupiny NAATs. KurCeni M.
genitalium je nejcastéji volena metoda polymerazova fetézova reakce (PCR) a transkripci
zprostiedkovana amplifikace (TMA)(Shipitsyna et al., 2010).

Jednou z biologickych metod pro stanoveni M. genitalium je jiz zminéna PCR.

Jedna se o metodu, kdy dochazi k mnohonasobnym replikacim kratkych specifickych
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usektt DNA a k detekci je pouzita gelova elektroforéza. Pro stanoveni M. genitalium byla

pouzita i metoda real-time PCR z diivodu vétsi citlivosti a rychlosti oproti klasické PCR.

Real-time PCR neboli kvantitativni polymerazova fetézova reakce (QPCR) je
uzite¢nym nastrojem pro stanoveni M. genitalium. Jedna se o metodu, kdy se stanovuje
relativni mnozstvi DNA ve vzorku (Miiller et al., 2012).

Vétsina PCR testll je zalozena na detekci sekvenci v MgPa adhezinti genu M.
genitalium. N¢které ¢asti genu MgPa jsou vSak velmi variabilni (Shipitsyna et al., 2010).
Gen 16S rRNA je také pouzivan jako cil stanoveni M. genitalium metodou PCR (Jensen et
al., 2003).

Dutro et al.,(2003) vyvinuli vysoce vykonny a specificky PCR test na detekci M.
genitalium. Test MgPa-IMW PCR byl 100% shodny (50 pozitivnich a 50 negativnich)
s Southem-blotingem na bazi PCR s cervikalnimi vzorky. Obdobné¢, tento test byl 89%
shodny s Southern-blotingem u vzorkid testujici muzskou mo¢. Jednalo se o 64 vzorkd,
Z nichz bylo 25 pozitivnich, 32 negativni. Pouze v sedmi piipadech se vysledky lisily.
Stanoveni MgPa-IMW je citliva a specificka metoda pro detekce M. genitalium ve

vzorcich pacienti a méla by usnadnit rozsahly screening pro tento organismus (Dutro et
al., 2003).

Jako alternativu k metodé¢ PCR je mozno pouzit TMA. Cilem této metody je
vyrabét velké mnoZstvi kopii cilové sekvence nukleové kyseliny. Pro detekci M.
genitalium je test zamétfen na piitomnost 16S rRNA ve vzorku. Pii pouziti TMA dochazi
k produkci 100-1000 kopii RNA za cyklus, coz ptispiva k vétsi citlivosti ve srovnani se
standartni PCR (Shipitsyna et al., 2010).

4.2.4 Ostatni metody prikazu

M. genitalium bylo detekovano i pomoci bezdratového magneto-elastického
imunosenzoru. Soucasti testu je magneto-elasticka paska, na které jsou umistény
polyklonalni protilatky po obou stranach. Specifickd vazba M. genitalium na povrch
imunosenzoru ma za nasledek snizeni rezonancni frekvence, coz umoziuje detekci tohoto

patogenu ve vzorcich. (Bo He et al., 2011).
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4.3. Neprima diagnostika

V nepiimé diagnostice je sledovan prikaz specifickych protilatek. Nejcastéjsi
pouzivanou metodou je metoda ELISA. Zasadni vyznam u nepiimych metod ma sledovani

dynamiky tvorby protilatek.

K detekci ptitomnosti M. genitalium byly vyuzity i vaginalni poit-of-care testy.
Bylo prokazano, ze zvysSeni vagindlniho pH je spojeno s pfitomnosti tohoto patogenu. Je
zfejmé, ze zeny s pritomnosti aminli maji niz§i pravdépodobnost infekéniho onemocnéni
spojeného s M. genitalium. Vaginalni pH testy a testy amint jsou levné a Siroce dostupné

nastroje a mohou tak pomoci k ptimé péci o zeny se zanéty pochvy (Huppert et al., 2013).

5. Lécba a prevence

5.1. Citlivost k antimikrobialnim latkam

Z divodu absence bunééné stény jsou mykoplazmata piirozené rezistentni na beta-
laktamova antibiotika (ATB), jako napfiklad penicilin nebo ampicilin (Bednat et al.,
1999).

Mezi ATB, ktera nejCastéji volime pii 1é€bé onemocnéni zpisobenych M.
genitalium, fadime tetracykliny, makrolidy nebo fluorochinolony. Tetracyklinova a

makrolidova ATB patii do skupiny bakteriostatickych ATB (Hamasuna, 2013 vol. 19).

Tetracykliny jsou obecné Sirokospektra ATB, ktera se po priniku do bunky vazi na
30S podjednotku ribozomu a brani tak vazbé komplexu aminoacyl - tRNA na pfislusné
misto ribozomu (Chopra et al., 2008). Bézné pouzivané ATB u NGU je doxycyklin
(Jensen, 2009).

Makrolidy difunduji do bakterii a dochazi k vazbé na 50S podjednotku ribozomu.
Dojde ke vzniku peptidické vazby, ktera brani uvolnéni tRNA. Mezi bézné pozivana ATB

fadime predevs§im azithromycin nebo erytromycin (Hagiwara et al., 2011).
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Fluorochinolony, pattici do skupiny bakteriocidnich ATB, inhibuji syntézu DNA
tim, ze blokuji enzym gyrazu. Né¢které druhy fluorochinolond, jako sitafloxacin a
moxifloxacin, maji siln&jsi ¢inky proti M. genitalium. Bylo prokazano, ze pfi terapii maji
daleko lepsi u¢innost nez doxycyklin (Mena et al., 2009). Do této skupiny ATB patii také
Gatifloxacin (GFLX). Byla zjisténa vysoka mira u¢innosti u tohoto ATB. Z 18 pacienti
s NGU m¢li pouze 3 po fadné 1é¢bé poiad pozitivni vysledky na pfitomnost M. genitalium.
Jednalo se tedy o 83% tuspésnost tohoto ATB. V posledni dobé vSak dochazi ke zvySovani

rezistence i vuéi fluorochinolovym ATB (Hamasuna, 2013).

Rezistence vuc¢i ATB se stala velkym problémem i VI1éEbé onemocnéni
zpusobenych mykoplazmaty. Divodem rezistence je mutace gent u mykoplazmat. U M.
genitalium byla jiz zaznamenana mutace v 23S rRNA genu a tim doslo k rezistenci vuci
makrolidim. Byly zaznamenany také mutace v genech gyrazy. Jedna se o geny gyrA a
parC. Tato mutace rovnéz zpusobuje rezistenci piedevsim vici fluorochinolovym ATB

(Hamasuna, 2013).
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Tabulka €. 2: Minimalni inhibi¢ni koncentrace vybranych ATB inhibujici 90% rtst M.

genitalium. Publikovano vice autory.

MICgo (mg/l )

o Bébéar et al. (2008)
Antibiotikum | Hamasuna (2013) | Hamasuna (2013) ;er(az%ig;
Azithromycin 0,002 0,002 - 0,002
Clarithromycin 0,008 0,008 - 0,008
Ciprofloxacin 8 8 - 8
Doxycyklin 0,25 0,25 0,12 0,25
Erytromycin - - 0,015 -
Garenoxacin - - 0,25 -
Gatifloxacin 0,25 0,5 0,25 0,25
Gemifloxacin - - 0,25 -
Levofloxacin 2 2 1 2
Minocyclin 0,25 0,25 - 0,25
Moxifloxacin 0,125 0,125 0,12 0,125
Norfloxacin 64 64 - 64

Ofloxacin - - 2 -
Sitafloxacin 0,125 0,125 - 0,125
Tetracyklin 0,5 0,5 - 0,5
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Tagg et al.,(2013) ve své studii popsali mutace gend M. genitalium, které jsou
odpovédné za zvySeni rezistence proti ATB. Za rezistenci vi¢i azithromycinu (AZM)
mize genova mutace 23S rRNA. Nedavné studie ukazuji, ze vybér azithromycinu Kk 1é¢bé
onemocnéni zpusobenych M. genitalium, vykazuje az 55 % selhani 1é¢by. Tagg et al.
(2013) také uvedli, ze mutace genu parC pfispiva k rezistenci M. genitalium proti
moxifloxacinu (MXF). K dispozici bylo 143 vzorkt, ze kterych za pouziti PCR doslo
k analyze tfech gent. Tato analyza je uvedena v tabulce ¢. 3 (Tagg et al., 2013).

Tabulka ¢. 3: Mutace gent u kment M. genitalium rezistentnich na ATB (Tagg et al.,
2013)

Mutace genti u kment M. genitalium rezistentnich na ATB ( n= 143 kmenti)
Geny mutace

Profil mutace 23S rRNA parC | gyrA Pocet pacienti
Wild type - - - 73
AZM mutace + - - 48
MXF mutace - + - 8
AZM + MXF mutace + + - 13
AZM + MXF muatce + - + 1
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5.2. Prevence

Mezi prevenci proti prenosu M. genitalium fadime pfedev$im pouziti bariérové
ochrany pii pohlavnim styku. Jestlize dojde k pfenosu s naslednym propuknutim
onemocnéni, je na mist¢ okamzité zapocCeti spravné a ovéfené antimikrobidlni 1éCby.
Moznosti prevence je také zamezit pohlavniho kontaktu s nemocnym. Mezi dal$i moznosti

lze zafadit omezeni poc¢tu sexualnich partnerd (Manhart et Noa, 2010).

V soucasné dob¢ jesté neexistuje vakcina proti M. genitalium, na jejim vyvoji se

Vv soucasné dob¢ intenzivné pracuje (Butt et al., 2012).
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6. Zavér

V bakalarské praci byla vénovana pozornost patogennimu mikroorganismu M.
genitalium, ktery je puvodcem onemocnéni urogenitalniho traktu u lidi. M. genitalium
fadime mezi mykoplazmata. Jedna se o nejmensi prokaryotické bunky, které jsou schopny
samostatné replikace a jsou schopnd samostatného ristu na bezbunéénych médiich.
Mykoplazmata se také vyznaCuji malou velikosti genomu, z nichz M. genitalium ma

nejmensi genetickou informaci ze vSech mykoplazmat.

M. genitalium je patogen, ktery nejéastéji napada sliznici urogenitalniho traktu.
Onemocnéni mohou piechazet z akutni formy do formy chronické. U muzi nejcastéji
zpusobuje NGU. M. genitalium bylo detekovano i Vv souvislosti se zanétlivymi
onemocnénimi prostaty a nadvarlete. U Zen uvedené agens zpusobuje endometritidu. Dale
se pak podili na infekci zvané cervititida. Infekce M. genitalium zvysuje riziko pfenosu

viru HIV. Byl také popsan vliv M. genitalium na lidskou plodnost.

Léky prvni volby pii 1é€b&é onemocnéni zpusobenych M. genitalium jsou
makrolidova a tetracyklinovda ATB. V soucasné dobé ovSem vzrasta resistence k ATB.
Jako vhodna alternativa se vyuzivaji fluorochinolova ATB, ktera jsou ovSem vice toxicka.
Byla také zaznamenana rezistence M. genitalium, a to na azithromycin, doxycyklin a
moxifloxacin. ZvySeni rezistence k danym ATB je zaptfi¢inéna mutacemi v genomu M.

genitalium.

V laboratorni diagnostice M. genitalium se vyuZzivaji pfimé i neptimé metody.
V dnesni dobé mezi nejéastéji pouzivané patii kultivace na PPLO pudach. Ta je v§ak velmi
narocna a proto se velmi Casto vyuzivd molekularné biologickych metod, které zajist'uji
presnéjsi a hlavné casové mén¢ narocné stanoveni. Mezi uvedené techniky fadime PCR a
gPCR. Jako alternativu lze zvolit TMA. Pfi pouziti nepiimé diagnostiky se vyuziva

specifickych protilatek a nejcastéjsi pouzivanou metodou je ELISA.
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