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ANOTACE

Bakalarska prace se zabyva patogennimi mykoplasmaty vyskytujici se u pst, které
zpusobuji onemocnéni respiracniho 1 urogenitalniho traktu a anémie. V préci jsou popsany
morfologické vlastnosti mykoplasmat, véetné taxonomie, patogeneze a onemocnéni, které

zpusobuji. Nakonec jsou uvedené moznosti laboratorni diagnostiky, terapie a prevence.

KLIiCOVA SLOVA

Mykoplasmata, pes, infekce, laboratorni diagnostika, terapie

TITLE

The incidence of mycoplasma in dogs

ANNOTATION

Bachelor thesis deals with pathogenic mycoplasmata occuring in dogs that cause
diseases of respiratory, urogenital tract and anemia. In the thesis are described the
morphology characteristics of mycoplasma, including taxonomy, pathogenesis and diseases
that causes. Finally, there are presented the possibilities of laboratory diagnostics, therapy and

prevention.
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1 Uvod

Mykoplasmata jsou nejmensi bakterie schopné samostatné existence mimo
hostitelskou bunku. Patii do tfidy Mollicutes, ktera zahrnuje mikroorganismy vyskytujici se
u rostlin, hmyzu i vyssich zivocichii véetné c¢loveéka. Nékteré druhy jsou komenzalové,
saprofyté, ale uplatiuji se i jako patogeny. Postradaji pevnou bunécnou sténu, proto je obsah

cytoplazmy ohrani¢en pouze téivrstevnou membranou.

Mykoplasmata u pstt mohou byt soucasti normalni mikroflory hornich dychacich cest
I dolniho genitalniho traktu. N&které konkrétni druhy jsou spojovany s onemocnénim psi jako
naptiklad Mycoplasma (M.) cynos zpusobujici infekce dychacich cest dale M. canis spojované

s infekei urogenitalniho traktu ¢i M. haemocanis s psi anémii.

Klinicky materidl k prikazu mykoplasmat se odebird podle druhu onemocnéni, pied
1écbou antibiotiky. Pro prikaz respiracnich infekci je uzivano sputum ¢i vytéry z nosni
a spojivkové sliznice. U onemocnéni urogenitalniho traktu se odebira sperma, mo¢, vytéry

Z uretry ¢i vaginalni stéry.

Kultivace mykoplasmat je naro¢na. Mikroorganismy maji vysoké rustové pozadavky
na kultiva¢ni média a jsou lehce pfertistany jinymi bakteriemi. Nejcastéji se pouzivaji PPLO
agary ¢i bujony. Na pevnych piadach vytvaii mykoplasmata drobné kolonie, které jsou
viditelné pouze mikroskopem. Pokrok v diagnostice mykoplasmat ptinesl az vyvoj citlivé
polymerazové tetézové reakce PCR, avSak doposud neni dostupnd Z4dnd komercni PCR

metoda pro detekci psich mykoplasmat.

Léky prvni volby v terapii mykoplasmovych infekei jsou tetracyklinova a makrolidova
antibiotika. V dnesni dob¢ vsak narista rezistence na antibiotika. VVhodnou alternativou jsou

fluorochinolové antibiotika.

Cilem bakalarské prace je vytvoteni literarni reSerSe zaméfené na charakteristiku
mykoplasmat, onemocnéni u pst zpiisobené timto patogenem, jeho laboratorni diagnostiku,

1é¢bu a prevenci.
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2 Charakteristika rodu Mycoplasma

2.1 Historie

Prvni mykoplasmata byly popsany jako ptivodci pleuropneumonie u skotu (Walter,
1998). Roku 1898 tyto bakterie poprvé vykultivovali Nocard a Roux (Browning a Citti,
2014). Dlouhou dobu byly povazovany za viry, protoze diky své velikosti mohly projit pies
pory bakterialniho filtru (Walker, 1998). Tito pivodci bovinni pleuropneumonie byli pozdéji
oznaceni jako Mycoplasma mycoides subs. mycoides (Quinn et al., 1994). Spolu s podobnymi
patogennimi a saprofytickymi mikroby izolovanymi z c¢lovéka a zvifat byly pivodné
pojmenovany jako PPO (Pleuro-Pneumonia Organisms), pozdé€ji PPLO a nyni se nazyvaji
mykoplasmata (Greenwood et al., 1999). Na konci prvni poloviny 20. stoleti byly
mykoplasmata znamé jako Eatonovo agens zpusobujici primarni atypické pneumonie u lidi.

Pozdé&ji byl nazev Eatontv agens zménén na M. pneumonie (Walker, 1998).

2.2 Taxonomie

Mykoplasmata patii do zvlastni skupiny bakterii tfidy Mollicutes (z latinského nazvu
mollis - mekky, cutis - kuze) (Bednaf et al., 1996). Nazvem mykoplasmata jsou oznaovany
jakékoliv mikroorganismy této tiidy bez ohledu na to, zda patii do rodu Mycoplasma

(Greenwood et al., 1999). Védecka klasifikace rodu Mycoplasma je uvedena v tabulce 1.

Tabulka 1: Taxonomicka klasifikace rodu Mycoplasma (Sedlacek, 2007).

Doména Bacteria
Kmen Firmicutes
Ttida Mollicutes
Rad Mycoplasmatales
Celed Mycoplasmataceae
Rod Mycoplasma
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Fylogeneticky je tfida Mollicutes spojovana s gram-pozitivnimi bakteriemi, z nichz se
vyvinuly redukci genomu. Tato tfida oObsahuje Ctyfi fady - Mycoplasmatales zahrnujici
mikroorganismy, které zptisobuji infekce u lidi a zvitat, Entomoplasmatales vyskytujicich se
u hmyzu a rostlin, Anaeroplasmatales infikuji pfevazné ovce a skot, posledni fad je
Acholeplasmatales vyskytujici se u zvifat, rostlin a hmyzu (Rottem, 2003; Stiilke et al., 2009).
Studie provadéné na ribozomalnich RNA genech také ukazaly, ze mykoplasmata jsou nejblize
skupin¢ laktobacili (Svoboda et al., 1996). Taxonomie psich mykoplasmat je popsana na
zéklad¢ fylogenetické analyzy 16S rRNA (Chalker a Brownlie, 2004).

Rod Mycoplasma sdruzuje zhruba 125 druht a 4 poddruhy (bacterio.net). V tomto
mnozstvi druhti jsou nékteré z nich komenzalové, jiné mohou byt i patogeny. Z humanniho
Klinického materialu bylo vypéstovano Sestnact druhi. Nejcastéji se vyskytuji M. orale,
M. salivarium a M. pneumonie v dutin¢ ustni a v dychacich cestach, dalsi druhy jako
M. hominis, M. fermentans, M. genitalium a M. penetrans z urogenitalniho traktu muzi i zen
(Votava et al., 2003).

Poprvé byly mykoplasmata izolovany u psu v roce 1934. Bylo objeveno 15 znamych
druhti a 2 dalsi, které nejsou jesté zcela popsany: Acholeplasma (A.) laidlawii, M. arginini,
M. bovigenitalium, M. canis, M. cynos, M. edwardii, M. feliminutum, M. felis, M. gateae,
M. haemocanis, M. maculosum, M. molare, M. opalescens, M. sp. HRC689, M. sp. VJC358,
M. spumans a Ureaplasma (U.) canigenitalium (Spergser a Rosengarten, 2007). Nektefi
autofi zafazuji mezi psi mykoplasmata také M. collis nicméné doposud neexistuje zadné

potvrzeni, ze tento druh zpisobuje infekce u pst (Chalker a Brownlie, 2004).
2.3 Morfologie a mnoZeni bunék

Mykoplasmata jsou nejmensi a nejjednodussi mikroorganismy schopné mimobunécné
existence, které se od jinych bakterii odlisuji absenci pevné bundéné stény. Radi se mezi
fakultativné anaerobni bakterie, které jsou vétSinou nepohyblivé (n€které druhy se pohybuji

klouzanim) (Sedlacek, 2007).

Na povrchu buniky maji pouze tfivrstevnou membranu o Sifce 7,5 az 10 nm, ktera se
sklada ze dvou elektronopticky hutnych vrstev a mezi nimi je jedna fidka prdsvitna vrstva
(Razin et al., 1963). Ridka ¢ast obsahuje lipidy s mastnymi kyselinami o dlouhych fetézcich
obracenych dovnitt a s polarnimi skupinami vné i dovnité bunky. Elektronopticky hutné

vrstvy se skladaji z bilkovin a polysacharidi (Greenwood et al., 1999). Na rozdil od béznych
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bakterii maji v cytoplazmatické membrané steroly, jez pak musi byt pfitomny i v jejich
kultivacnim médiu (Klaban, 2005). Dulezitou ¢asti je také sterol vmezefeny mezi molekuly
fosfolipidu, ktery zajistuje osmotickou integritu bunky (Greenwood et al.,, 1999).
Mykoplasmata nemaji a nedokazou tvofit peptidoglykan, proto neobsahuji specifické latky
bunécné stény jako je kyselina muramova a kyselina diaminopimelova (Bednat et al., 1996;
Razin et al., 1963). V cytoplazmé se nachazeji ribozomy a molekuly kruhovité dvouietézcové
DNA (Svoboda et al., 1996). Obsah DNA kolisa od 1,5 do 4 % suché hmotnosti (Greenwood
et al., 1999). Procentualni obsah G + C jejich DNA je velmi nizky a pohybuje se mezi 23 az
40 % (Sedlacek, 2007). DNA je ale bohata na adenin a thymin. Uvniti cytoplazmy se také
nachazi fibrilarni sit’, ktera piedstavuje primitivni cytoskelet (Svoboda et al., 1996).

Bakterie maji pleomorfni charakter diky nepiitomnosti buné¢né stény (Votava et al.,
2003). Mykoplasmata tedy snadno méni sviyj tvar, k ¢emuz jim vyrazné napomaha pravé
fibrilarni sit’ v cytoplazmé (Svoboda et al., 1996). Zakladni formou je kokovité télisko, ale
u zralych kultur 1ze pozorovat i vétsi ovalné bunky az vlaknité ¢i koralkovité kolonie [obr. 1]

(z toho pochazi nazev mykes - houba, plasma - tvar) (Bednat et al., 1996).

Obrazek 1: Struktura mykoplasmové kolonie (Bednat et al., 1996).

Velikost bungk je rizna obvykle od 0,3 do 0,8 um v priméru (Klaban, 2005). Proto
mohou diky své velikosti prochazet ptes pory bakteriologickych filtrii (Votava et al., 2003).
Genom mykoplasmat ma velikost 5x10° - 1x10° Da a je 4 - 8x mensi neZ genom jinych
bakterii (Svoboda et al., 1996). Molekulova hmotnost nejmensiho genomu je asi 45x10° Da
coz je nejmensi obsah genetické informace nutny pro nezéavislé mnozeni mimo bunku

(Greenwood et al., 1999).
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Nejmensi jednotka mykoplasmat schopna reprodukce je ptiblizné kulovita, o priméru
200 - 250 nm (Greenwood et al., 1999). Tyto mikroorganismy se mnozi binarnim délenim
[obr. 2] (Vafejka et al., 1989). D¢leni cytoplazmy nemusi byt synchronizovano s replikaci
jadra a timto opozdénym d€lenim vznikaji mnohojaderna vlakna [obr. 2] a fetizky, které se
mohou rozpadat na kokovita téliska (Bednar et al., 1996). Tyto koralkovité fetizky se tvori
zaSkrcovanim membrany v mistech mezi dvéma genomy. Dal§im moznym zplisobem déleni
mikrobl je puceni, které nastava jestlize se mezi dvé dcefiné builkky nerozd€li cytoplazma

rovnomérné (Greenwood et al., 1999).

Obrazek 2: Déleni mykoplasmat (Bednaf et al., 1996)
a) binarni déleni,

b) tvorba mnohojadernych vlaken a jejich rozpad v kokovita téliska.
Nepfitomnost kompletni bunétné stény zapficinuje, Ze mykoplasmata se nebarvi

Gramovou metodou, je vsak mozné je obarvit podle Giemsy nebo Romanowského (Votava et
al., 2003; Quinn et al, 1994 ).

2.4 Genova vybava vybranych druhi mykoplasmat
2.4.1 Mycoplasma cynos

Nedostatek sekvence genomu omezuje molekularni charakterizaci M. cynos a jeji roli
v patogenezi CIRD (z angl. canine infectious respiratory disease). M. cynos C142 bylo
izolovano z tracheédlniho vyplachu psa vykazujiciho ptiznaky CIRD. Kompletni genom
M. cynos C142 se sklada z jednoho do kruhu sto¢eného chromozomu o velikosti 998 123 bp.
Primérny obsah G + C v genomu je asi 26 % coZ je srovnatelné s M. mycoides 24 %

(mnohem niz$i nez u M. pneumoniae 40 %). Odhadnuto bylo celkem 883 CDS coz znamena
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asi 1 CDS na kb, z nichz 491 mélo piifazeno domnélou funkci. 136 by se mohlo podilet na
zpracovani genetické informace, 41 na zpracovani informaci o Zivotnim prostiedi a 5 by se

mohlo podilet na buné¢nych procesech (Walker et al., 2013).

2.4.2 Mycoplasma canis

Celkova velikost genomu M. canis PG14 T je asi 795 000 bp odhadovanych pomoci
PFGE (pulzni gelova elektroforéza). Obsah G + C v genomu je 27 %. Z 696 ptepokladanych
otevienych Ctecich ramct maji asi tfi Ctvrtiny prifazené funkce véetné 31 strukturalnich RNA.
31 proteinti se podili na metabolismu AMK, purinli, pyrimidinl, nukleosidii, kofaktord,
prostetické skupiny, 7 proteind Gcastnicich se metabolismu MK nebo fosfolipidi. 75 proteind
je zapojeno do energetického nebo intermedidrniho metabolismu, 71 proteind se podili na
dopravé ¢i vazbé, pies 257 proteinti ovliviluje metabolismus NK, transkripce i translace.
10 proteint se podili na regula¢nich funkcich a 12 proteinii se Gcastni bunééného déleni.
Sekvenéni variace mezi kmeny PG14 T, UF31 a UF33 v katalytickych strankach sialidazy
M. canis pravdépodobné vysvétluje kmenové rozdily ve specifické aktivité tohoto enzymu
(Brown et al., 2012).

2.4.3 Mycoplasma haemocanis

M. haemocanis (hemoplasma) je krevni patogen, ktery muze vyvolat akutni
onemocnéni u imunosuprimovanych psti nebo u pst u nichz byla odstranéna slezina. Genom
kmene Illinois, ktery byl ziskan z krve infikovaného psa, byl sekvenovan a popsan, aby se
lépe porozumélo biologii M. haemocanis. Jeho genom se sklada z jednoho kruhového
chromozomu o velikosti 919 992 bp s nizkym obsahem G + C (35 %). Naznacena je
pritomnost celkem 1173 CDS a 31 tRNA zahrnujici vSechny AMK. Funkce vétSiny CDS
tzn. 887 jsou reprezentovany jako hypotetické proteiny (75,62 %), 96 se uplatiiuje pfi
proteosyntéze, 44 pii metabolismu DNA a 25 pfi energetickém metabolismu, 14 se podili na
bunéénych procesich [obr. 3]. Predpoklada se, Ze snizené metabolické drahy hemoplasmy
jsou dusledkem adaptace na ziviny v bohatém krevnim prostiedi a je pravdépodobné, ze

M. haemocanis vyuziva metabolismus erytrocytd (do Nascimento et al., 2012).
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Obrazek 3: Genom Mycoplasma haemocanis (do Nascimento et al., 2012).
2.5 Antigenni struktura a faktory virulence

Antigenni struktura je u zastupct mykoplasmat odlisna (Votava et al., 2003). Antigeny
mohou byt skupinové nebo druhové specifické (Varejka et al., 1989). Mezi dominantni
antigeny mykoplasmat patii membranové lipoproteiny. Velké mnozstvi lipoproteint u tfidy
Mollicutes je pficitino nepfitomnosti periplazmatického prostoru (Razin et al., 1998).
Vsechny membranové lipoproteiny obsahuji aminoterminalni cysteinylovy zbytek [obr. 4],
ktery je u mykoplasmat zitidka N - acylovany. Chemickymi analyzami mykoplasmovych
lipoproteint bylo zjisté€no, Ze jejich schopnost pfichyceni zbytku MK nebo lipidu k molekule
je podobny jak u gram-negativnich tak i gram-pozitivnich bakterii (Rottem, 2003).
Z poslednich biochemickych studii mykoplasmat se pfedpokladd, ze vnéjSi membranové
lipoproteiny a glykolipidy slouZi nejen jako hlavni antigeny, ale maji 1 patogenni funkci
(Nishida et al., 2012).

Antigenni variace je schopnost mikrobidlnich druhi ménit antigenni charakter svych
povrchovych komponent (vnéjSi membranové proteiny, pili) a vyhnout se tak fagocytoze
(Razin et al, 1998). Mykoplasmata mohou spontann¢ a nahodné¢ generovat rizné lipoproteiny
s riznymi antigennimi fenotypy, které pieziji hostitelskou reakci schopnou odstranit pouze
prevladajici antigenni typ. Toto ndhodné fenotypové spinani mlze byt dosazeno jesté pred

nastupem specifické imunitni odpoveédi. 1 pies omezené¢ genetické informace, které
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mykoplasmata maji se na stfidani antigenni povahy jejich bunééného povrchu podili
neoc¢ekavané vice gend. Genetické mechanismy antigenni variace Ize rozd¢lit do tii kategorii:
1) variace podle homopolymerniho opakovani,

2) variace podle chromozomalni pfestavby,

3) variace podle opakovani kédujicich sekven¢nich domén (Rottem, 2003).

Tato schopnost mikroorganismu omezuje efektivni rozpoznani mykoplasmat
imunitnim systémem hostitele jako cizi struktury a piispiva tak ke zvySeni kolonizace
hostitelskych tkani (Razin et al., 1998). Mikroorganismy jsou antigenné podobné
hostitelskym bunkam a tento fenomén se také nazyva jako biologické mimikry. Nékteré druhy
mykoplasmat maji unikatni polarni organely ve tvaru vybézka, které se uplatiiuji pii kontaktu

bakterie s hostitelskou buitkou (Svoboda et al.,1996).
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Obrazek 4: Schéma struktury amino-konce bakterialnich lipoproteint (Rottem, 2003)
1) mykoplasmaticky lipoprotein bez N-acylovaného aminoterminalniho cysteinylového zbytku,

I1) lipoprotein z Escherichia coli s N - acylovanym cysteinylovym zbytkem.

O faktorech virulence psich mykoplasmat se vi velmi malo (Chalker, 2005). Bakterie
neprodukuji silné toxiny, jsou zndmé pouze mirné toxické vedlejSi produkty jejich
metabolismu jako je peroxid vodiku ¢i peroxidové radikaly (Razin, 1978). Blizky kontakt
mykoplasmat s membranou hostitelské bunky vytvaii mikro-prostiedi, které usnadnuje
hromadéni téchto produktl metabolismu mykoplasmat a tim peroxidové radikaly zptsobuji
oxidaéni poSkozeni hostitelské bunééné membrany (Razin a Jacobs, 1992; Razin, 1978).
Peroxid vodiku je kone¢ny produkt dychani mykoplasmat. Velké ¢ast peroxidu vodiku, ktery

bakterie produkuji, je zniCena cCinnosti kataldzy a peroxidazy hostitele. Pro uplatnéni
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toxického ucinku peroxidu musi mykoplasmata pfilnout na povrch hostitelské bunky.
V dostatecné koncentraci poté miize peroxid zpisobovat piimé poskozeni bunécné
membrany, jako je naptiklad lipidova peroxidace (Razin, 1978). DalSim vyznamnym
faktorem jsou adheziny, které hraji hlavni roli v cytoadhezi (Razin et al., 1998). Adheze
mykoplasmat na hostitelské bunky je nezbytnym piedpokladem pro kolonizaci a vznik
infekce (Razin a Jacobs, 1992). Tento proces zahrnuje také fadu doplikovych membranovych
proteintl, které usnadnuji bo¢ni pohyb a koncentraci molekul adhezinu pro upevnéni hrotu
organely (Razin et al., 1998). Ztrata adheze zpusobend mutaci vede ke ztraté¢ infek¢énosti
(Razin a Jacobs, 1992).

Mezi faktory virulence patii i enzym sialiddza. V ramci SirSiho prizkumu rodu
Mycoplasma byla snaha odhalit pfitomnost sialidazové aktivity u primarné a oportunné
patogennich mykoplasmat, kterd se diive povazovala za velmi vzacny faktor virulence mezi
mykoplasmaty. Sialidazova aktivita byla popsana u jedenacti druhti a z toho byla evidentni
u tiech psich druht: M. canis, M. cynos a M. morale (Ber¢ic et al., 2012). Specificka aktivita
se pohybovala v rozmezi 0d 5,2 + 0,8x10° do 1,1 + 0,3x10° U/CFU (enzymovych jednotek
na kolonie tvofici jednotky). Ostatni druhy izolované od psa nevykazovaly at uz
secernovanou nebo bunééné spojenou sialidazovou aktivitu. Toto je prvni zprava
0 bakteridlnim faktoru virulence, jehoZ exprese se 1i§i mezi kmeny urcitych druhid
mykoplasmat, které se vyskytuji u pst. Bylo zkoumano devét klinickych izolatd M. canis na
rozsah vnitrodruhové variability v aktivité sialidazy [obr. 5]. Kmen LV nem¢l Zadnou aktivitu

naopak kmen 31 m¢l sialidazovou aktivitu nejvyssi (May a Brown, 2009).

2.5

Aktivita sialidazy U/CFU (x 10°)

LV 33 CA MA DI 26 53 05 31
Kmen Mycoplasma canis

Obrazek 5: Vnitrodruhova variace sialidazové aktivity Mycoplasma canis (May a Brown, 2009).
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Enzym sialiddza podporuje mikrobialni kolonizaci, invazi tkani a pomaha Sifeni
bakterie v hostiteli, tak ze poskozuje hostitelské molekuly, které reagovaly s kyselinou
sialovou, povrch bun¢k a extracelularni matrix (May a Brown, 2009). Enzym muize vyvinout
piimy toxicky ucinek na hostitelské bunky, stejn¢ jako muze zasahovat do obranného
mechanismu hostitele. Ptedpoklada se, ze Cinnost sialiddzy u nékterych mykoplasmat je
potteba k vyuziti zbytkl kyseliny sialové k ptfipevnéni k hostitelskym epitelidlnim buiikdm

(Priestnall et al., 2014).
2.6 Patogeneze

Podobn¢ jako i jiné skupiny mikroorganismi mohou mykoplasmata existovat na
povrchu sliznic jako soucast normalni bakterialni flory v hornich dychacich cestach psu
(Hong a Kim, 2012). Zjistilo se, ze az u 27 % zdravych psi byly plice kolonizovany (Chalker
et al., 2004). Avsak kolonizace virulentnimi druhy ma za nasledek vznik onemocnéni,
pfedev§im dojde-li k poruSe nebo poranéni tkdné hostitele. Mira patogenniho vlivu
mykoplasmat na hostitelské tkané se vyrazné lisi a zavisi na typu mikroorganismu i na druhu
postizeného organu (Svoboda et al., 1996). Ke kolonizaci sliznic, kterou umoznuji adhezivni
struktury, mize dochazet aspiraci ¢i pohlavnim stykem (Vafejka et al., 1989). Ptenos
M. cynos, jenZ je plivodcem pneumonie u psi, je nejcastéji kapénkami z nosniho ¢i o€niho
sekretu a slinami. Chalker et al. (2004) uvadi, ze v prubéhu jejich vySetfovani byl M. cynos
jediny druh mykoplasmat izolovany ze vzduchu v psim kotci. Ur€itou pfedstavu o tom, jak
tyto bakterie mohou zpisobovat onemocnéni a jak se Sifi v rdmci psiho hostitele, poskytla

nedavna identifikace sialidazové aktivity M. cynos (Priestnall et al., 2014).

K invazi do krevniho fecisté a tkdni dochdzi ziidka. Kolonizuji epitelidlni bunky
respiracniho a urogenitalniho traktu nakaZenych zvitat, proto jsou povazovany za povrchové
(extracelularni) parazity (Razin, 1978). Mykoplasmata vyvolavaji chronické i cely zivot
Nékteré druhy maji schopnost se navazovat na membrany hostitelskych bunék, ¢imz se chrani
pted urcitymi obrannymi mechanismy, napiiklad jako je fagocytoza ¢i mukociliarni clearance
(Svoboda et al., 1996). U nepostichnutelnych infekci je znamo, ze ovliviwiji fyziologické
mechanismy i imunitni systém. Méni jak pocet, tak i distribuci subpopulace lymfocytt
a indukuje zvySeni hladiny aktivity NK bunék, potlacuje humoralni protilatkovou odpovéd’
a zvysuji produkci TNF, IL-1, IL-6 a INF (Hong a Kim, 2012). Absence pevné bunééné stény

umoziuje piimy kontakt bakterie s cytoplazmatickou membranou hostitelské bunky a to mtize
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vést k bunécné fuzi [obr. 6]. Fizni aktivitu mizeme nalézt u mykoplasmat, které vyzaduji pro

rust esterifikovany cholesterol (Rottem, 2003).

Obrazek 6: Schéma fiize mykoplasmat s eukaryotickou buitkou (Rottem, 2003).

Hlavnimi mechanismy obchazeni imunitniho systému hostitele jsou molekularni
mimikry a fenotypova plasticita. Molekularni mimikry odkazuji na antigenni epitopy, které
jsou ruzné pro druhy rodu Mycoplasma a podileji se na obchazeni obrannych mechanismu
hostitele a/nebo indukuji protilatky, které se vyskytuji pfi mykoplasmovych infekcich.
Zminéna fenotypova plasticita je schopnost jednoho genotypu zménit jeho antigenni povahu
a produkovat vice nez jednu alternativni formu. Fenotypova plasticita mize byt dosaZena
dvéma mechanismy a to v reakci na signaly Zivotniho prostiedi nebo nahodné zmény

Vv expresi jednoho nebo vice genil (Rottem, 2003).

Nedavna studie M. cynos ukazala, ze tento druh ma hemaglutinujici protein HapA,
ktery umoznuje aglutinaci nejen psich erytrocytl. Kromé toho se mlize HapA vazat na
receptory, které obsahuji zbytky kyseliny sialové. Je také zajimavé, ze M. cynos syntetizuje
neuramiddzy, které mohou odstranit zbytky kyseliny sialové na glykoproteinech a tim

I uvolnit mykoplasmata z vazby na tyto receptory (Kastelic et al., 2015).

2.7 Biochemické vlastnosti

Rosendal (1973) otestoval M. spumans, M. canis, M. maculosum, M. edwardii
allkmena M. cynos. Zjistil, ze vSechny kmeny nehydrolyzuji mocovinu. M. canis,
M. edwardii a vSech 11 kmeni M. cynos fermentuji glukozu, zpisobuji hemolyzu erytrocyti,

ale nehydrolyzuji arginin. VSechny kmeny kromé¢ M. spumans redukuji tetrazolium

22



anaerobné¢. Aerobni redukce tetrazolia byla pozitivni jen u 4 kmend M. cynos. Biochemické

vlastnosti a konkrétni druhy jsou shrnuty v tabulce 2 (Rosendal, 1973; Tully a Razin, 1983).

Produkce fosfatazy se prokazala u vSech druhti krom¢ M. canis PG14, M. edwardii PG24,
M. molare H542, M. gateae H372 a M. arginini G320 (Tully a Whitcomb, 1979).

Tabulka 2: Biochemické vlastnosti vybranych druhi mykoplasmat (Rosendal, 1973).

Kmen Fermentace Hydrolyza Produkce Redukce tetrazolia Hemolyza
glukdzy argininu fosfatazy | (aerobni/anaerobni) | morcecich ery
M. spumans PG 13 - + + -/- -
M. canis PG 14 + - - -/+ +
M. maculosum PG 15 - + + -+ -
M. edwardii PG 24 + - - -/+ +
M. cynos H 831 + - + -+ +
M. cynos H 772 + - + +/+ +
M. cynos H 613 + - + -+ +
M. cynos H611 + - + -/+ +
M. cynos H 751 + - + +/+ +
M. cynos H 752 + - + -/+ +
M. cynos H 754 + - + -/+ +
M. cynos H 432 + - + +/+ +
M. cynos H 242 + - + -/+ +
M. cynos H 442 + - + -/+ +
M. cynos H713 + - + +/+ +
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3 Onemocnéni u psi vyvolané mykoplasmaty

Mykoplasmata kolonizuji nejen sliznice dychaciho a genitalniho traktu mnoha zvirat,
ale mohou zpuisobovat i mastitidy, zanét spojivek, artritidy ¢i méné Castéji potraty (Chalker et
al., 2004; Hong a Kim, 2012). Casto kolonizuji horni dychaci cesty, méné pak tracheu a dolni
cesty dychaci. Mykoplasmata byly také detekovany v izolatech z pohlavniho aparatu fen,
hlavné z vaginy a délozniho kréku, vzacné vsak z délohy. Tyto bakterie byly izolovany vice
z prepucia u psu s balanopostitidou nez u zdravych jedinct a signifikantné méné z prostaty
(Svoboda et al., 1996). Terminem psi mykoplasmata jsou oznaCovany druhy, které se
vyskytuji pouze u psii nebo jsou Casto izolovany od pst a ziidka od jinych hostiteld. Hlavni

druhy psich mykoplasmat jsou zahrnuty v tabulce 3 (Chalker, 2005).

Tabulka 3: Druhy mykoplasmat vyskytujici se u pst (Chalker, 2005).

Druh Kmen Hostitel

A. laidlawii PG8 razné

o pes, koza,
M. arginini G230 kotka, ovee
M. bovigenitalium PG11 skot, pes

. skot, pes,
M. canis PG14 Hlovak
M. cynos H831 pes
M. edwardii PG24 pes
M. feliminutum Ben pes, kocka

es, kan,

M. felis co Eoéka, Elovek
M. gateae CS pes, kocka
M. maculosum PG15 pes
M. molare H542 pes
M. opalescens MH5408 | pes
M. sp. HRC689 HRC689 | pes
M. sp. VIC358 VJC358 |pes
M. spumans PG13 pes
U. canigenitalium D6P-C pes
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3.1 Infekce respira¢niho traktu psi

Mykoplasmata jsou u psti povazovany za soucast normalni bakteridlni flory hornich
dychacich cest, pfesto existuji i protichtidné zpravy o pfitomnosti mykoplasmat v dolnich
dychacich cestach zdravych psu (Chalker et al., 2004). Avsak pouze u 20 - 25 % zdravych psi
jsou mykoplasmata piitomna v prudusnicich ¢i plicich a vzacné se vyskytuji na sliznici
spojivkového vaku (Chalker, 2005). Naopak velice Casto jsou izolovany z nosni, ustni,
faryngealni i laryngealni sliznice (Svoboda et al., 1996). Plice psu jsou mykoplasmaty
kolonizovany pfi zapalu plic. Mykoplasmata byly izolovany ze 78 % pst mladsich jednoho

roku s plicnim onemocnénim (Chalker, 2005).

Psi respira¢ni onemocnéni CIRD je komplexni onemocnéni, zahrnujici fadu patogend,
které pokud jsou pfitomny soucasn€é, mohou ptisobit synergicky a zvySovat zévaznost
onemocnéni. Mezi infekéni agens, které jsou bézné spojovany s CIRD patii psi adenovirus
typu 2 (CAdV-2), bakterie Bordetella bronchiseptica, virus psi parainfluenzy, Streptococcus
equi subs. zooepidemicus a dale také psi respiraéni koronavirus (CRCoV), pneumovirus
(CnPnV) ¢i bocavirus (CBoV) (Decaro et al., 2016; Chalker et al., 2004). Vyskytem téchto
infek¢nich agens se zvySuje 1 pravdépodobnost kolonizace dychacich cest mykoplasmaty.
Jejich ptitomnost je také spojena se septickym zanétem a ptredpoklada se, Ze mykoplasmata
mohou kolonizovat plice pfi pneumonii nebo v souvislosti s imunosupresivnimi u¢inky CDV
(virus psinka) nebo jinych virovych agens (Chalker, 2005; Chvala et al., 2007). Ohniska

wevr

institucich (Chalker et al., 2004).

Role jednotlivych druhd mykoplasmat pii respira¢nich infekcich psii neni zcela
objasnéna. Od psi s CIRD byly izolovany M. bovigenitalium, M. canis, M. cynos,
M. edwardii, M. feliminutum, M. gateae, a M. spumans (Hong a Kim, 2012). Nicméné,
M. cynos je jediny druh mykoplasmat, ktery je béZné€ spojovan s onemocnénim dychacich cest
psu (Chvala et al., 2007). Poprvé bylo izolovano z plic psa s klinickym zapalem plic v roce
1972 (Priestnall et al., 2014). M. cynos bylo také izolovano z ohniska enzootické pneumonie
pst zijicich v kotci, kdy byli dva zdravi psi vystaveni infikovanému vrhu. Timto bylo
prokazano, ze M. cynos indukuje zapal plic se zavaznym zanétem tkan¢ prudusek a dychacich
cest (Hong a Kim, 2012). Priestnall et al. (2014) uvadi dalsi vyskyt M. cynos u nékolika
ptipad CIRD ve vrhu mladych S§ténat zlatého retrivra a u psi plemene piné¢ s pneumonii

zpusobenou soucasnou infekci M. cynos, psinky a CAdV-2. Kromé toho byl druh M. cynos
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jako jediny z rodu Mycoplasma prokazan pii vypuknuti zavazné bronchopneumonie ve vrhu
mladych §ténat beagll, ktera vyustila v nékolik umrti. U zbylych ptezivajicich $ténat to bylo

vyfeseno podanim vhodnych antibiotik (Hong a Kim, 2012).

Stanoveni klinickych ptiznakl infekce spojené s M. cynos je velice obtizné, nebot’ tato
bakterie je Casto izolovana od psu, ktefi jsou soucasné¢ infikovani dalSimi patogeny, zejména
viry. Patologické zmény souvisejici s izolaci M. cynos zahrnuji hrubé hmatatelné konsolidace
plic, ztratu tasinek na priduskach a bronchiolarnich epitelovych bunkéch, niz$i stupen
serofibrin6zniho zanétu pohrudnice, tézkou akutni kataralni - hnisavou a hemoragickou nebo
fibrin nekrotizujici bronchopneumonii s infiltraci lymfocyti. Dale je také mezi patologické
zmény zahrnuta hyperplazie, plicni edém, vypotek z neutrofili a makrofagti do alveolarnich
prostori a exfoliace pneumocytti typu II. Dosud nebylo objasnéno, zda vySe popsané
patologické zmény jsou disledkem infekce M. cynos nebo se jedna o spole¢né plisobeni vice
mikroorganismu (Priestnall et al., 2014). Bylo zjisténo, Ze M. cynos pietrvava v plicich po
dobu az 3 tydnd po infekci, a kromé plic miize byt izolovano také z priadusnic, spojivky
i mandli (Hong a Kim, 2012). Schopnost této bakterie pfetrvavat ve vnéjSim prostiedi neni
zcela vysvétlena. Hong a Kim (2012) se domnivaji, ze vytvofenim biofilmu v psich kotcich
by mohlo dojit k zajist€éni vhodnych podminek pro pieziti M. cynos mimo télo hostitele.
M. cynos muize byt izolovano ze vzduchu, avsak doba jeho pteziti ve vn&j$im prostiedi neni
znama. Preziti jinych druht mykoplasmat se pohybuje od jednoho tydne do né€kolika mésicti

(Mannering et al., 2009).

3.2 Infekce urogenitalniho traktu

Prvni mykoplasma bylo z psiho pohlavniho ustroji izolovano v roce 1951. Studie
zdravych pst poté prokazaly, Ze mykoplasmata mohou byt soucasti normalni mikroflory
dolniho genitalniho traktu u psid, odkud se mohou dostavat i do mocovych cest (Doig et al.,
1981; Svoboda et al., 1996). Mykoplasmata se v pohlavnim ustroji vyskytuji u 30 - 50 % psi
a 23 - 75 % fen (Chalker, 2005). Tyto bakterie se ¢asto izoluji z mo¢i psii s onemocnénim
mocovych cest a bézné jsou i smisené infekce, kdy se mykoplasmata vyskytuji spolecné
s jinymi bakteriemi (Chalker, 2005; Svoboda et al., 1996). Vznik mykoplasmovych infekci
podporuji predispozi¢ni faktory jako je napiiklad nddorové onemocnéni nebo mocové kameny
(Svoboda et al., 1996).
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M. canis je povazovano za oportunni kofaktor onemocnéni jak dychacich cest tak
i urogenitalniho traktu. Poprvé bylo M. canis PG14 T izolovano z hrdla zdravého psa a dalsi
kmeny jako UF31, UF33, LV, 5, 26, Cal a Mara byly izolovany z vaginalnich vytéra fen
(Michaels et al., 2016). M. canis se vyskytuje ve vzorcich od fen s endometritidou. Casty
nalez mykoplasmat je prokazovan ve vagindlnich vzorcich, prepucidlnich vytérech
a ejakulatd. Psi s poruchami plodnosti méli ve vzorcich vice ureaplasmat nez zdravi psi. Méné
Casto jsou mykoplasmata prokazovany ve vzorcich z biopsie rekta ¢i tlustého stieva pst
s kolitidou, ale dosud nebylo prokazano, zda jsou ptivodci onemocnéni. BéZné jsou izolovany
I z tkané prostaty, kam se zanét rozsitil z mocovych cest ¢i mocového méchyte se zanétem
(Greene, 2012; Smith, 2008; Svoboda et al., 1996). Doig et al. (1981) oznamil, ze kmeny

M. canis zptisobuji zanét varlete a nadvarlete a hnisavy zanét endometria.

Pii studiich byly mykoplasmata izolovany asi z 88 % vzorkli od fen. Nejvice
zastoupeno bylo M. canis, pot¢é M. maculosum, M. spumans, M edwardii, M. cynos
a M. molare. Ptiblizné polovina mykoplasmat izolovanych u fen se objevila i ve smiSené
kultufe. Od klinicky abnormalnich psti byla mira izolace mykoplasmat mirné vyssi, stejné
jako u fen. AvSak s rozdilem, ze vyskyt byl mezi zdravymi a neplodnymi psy statisticky
vyznamngj$i. Rozdily byly také ve frekvenci izolace rtiznych druhit mykoplasmat. Stejné jako
u fen bylo nejvice izolovano M. canis, poté se frekvence izolace ostatnich druhti mykoplasmat
odliSuje. Druhym nejCastéji izolovanym bylo M. cynos. Ostatni druhy mykoplasmat
(M. maculosum, M. spumans, M. edwardii a M. molare) byly u psi méné bézné nez u fen
(Doig et al., 1981).

3.3 Hemoplasmové infekce

Mykoplasmata zptsobujici anémie se oznacuji jako hemotropni mykoplasmata neboli
hemoplasmata. Diive znamé jako Haemobartonella a Eperythrozoon byly na zakladé analyzy
sekvence 16S rRNA =zatazeny do rodu Mycoplasma a piejmenovany. Nové popsané

hemoplasmata maji oznaceni ,, Candidatus “ (Messick, 2004; Willi et al., 2010).

Hemoplasmata jsou obligatni bakterie erytrocyti, které infikuji mnoho druhti savci po
celém svét€ a mohou vyvolavat anémii u infikovaného hostitele. Vazou se na povrch
cervenych krvinek, ale za uréitych podminek jsou schopny vniknout i do hostitelské bunky
(Messick, 2004). Od psu byly izolovany tii hemoplasmata. Prvni v roce 1928 M. haemocanis
(Mhc) a v roce 2004 bylo objeveno ‘Candidatus M. haematoparvum’ (CMhp) (Biondo et al,
2009; Compton et al., 2012; Sykes et al, 2005). M. suis bylo poprvé hlaseno v roce 2016
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(Mascarelli et al., 2016). Pifedpokladanym vektorem pienosu téchto mikrobtl jsou krev sajici
Clenovei hlavné pijak hnédy (Rhipicephalus sanguineus). K infekci muize dochazet
prostiednictvim infikované krve pii krevni transfuzi nebo pfi psich zapasech, kdy dochazi
k pokousani psi (Cannon et al., 2016; Wardrop et al, 2005; Warman et al., 2010; Willi et al.,
2010). Rizikovymi faktory pro vznik hemoplasmovych infekci jsou vyssi vék psa, samci
pohlavi a venkovska lokalita, kde psi ziji v boudach. Dal§im rizikovym faktorem by mohla
byt i smiSena rasa psa, kdy kiizeni psi byli mnohem cast¢ji postizeni hemoplasmovou infekci
nez Cistokrevni psi. AvSak tento faktor neni zcela potvrzen, protoze vétSina téchto psu zila

I zaroven v boudach (Aquino et al., 2016; Novacco et al., 2010; Soto et al., 2017).

M. haemocanis je epicelularni parazit erytrocyti, ktery zpisobuje akutni, téZkou
anémii. Ta je typicka u imunosuprimovanych pst nebo u psa, ktefi prodélali splenektomii.
Piedbézné zpravy také naznacuji, ze M. haemocanis muze byt patogenni i pro zdravé psy se
slezinou, u kterych vSak muze infekce prob&hnout bez piiznaki (Messick, 2004; Sykes et al,
2005; Warman et al, 2010). ‘Candidatus M. haematoparvum’ se vice objevuje
u chudokrevnych pst po splenektomii, ktefi podstoupili chemoterapii kvuli leukemii (Barker
etal., 2010).

M. suis bylo poprvé v krvi psii nalezeno a zafazeno mezi hemotropni mykoplasmata
v roce 2016. Bylo identifikovano pomoci amplifikace DNA a sekvencovani pouze ze dvou
pstt z Roldanu v Sante Fe v Argentin€. Jeho prevalence je proto velice nizka a to 2,9 %.
Studie vyskytu hemoplasmat u psit v Argentiné¢ upozorfiuje na nebezpecnost, kterou tyto
bakterialni patogeny piedstavuji nejen pro doméci zvitata, ale diky jejich potencialni

zoonotické povaze, i pro ¢lovéka (Mascarelli et al., 2016).

V tadé¢ ptipadl jsou psi hemoplasmata spojovdna s imunitni reakci zprostfedkované
hemolytickou anémii (IMHA), ale doposud zadna studie nepotvrdila, zda je souvislost mezi
témito mykoplasmaty a IMHA pravdiva. Infekce zpiisobena hemoplasmaty je tedy obvykle
zéavisla na dalSich faktorech jako je potlaceni imunity, soub€zné infekce ¢i splenektomie, coz
naznacuje, ze infekce mize byt u nekterych pst latentni a také muze vyvolévat subklinické

anémie (Varanat et al., 2011; Warman et al., 2010).

Klinické projevy hemoplasmovych infekci zavisi na stavu psa, zda zije ve stresovych
podminkach, mé sniZenou imunitu nebo prodélal splenektomii. Hematologicka vySetfeni se

mohou liSit v zavislosti na stadiu infekce. V akutni fazi onemocnéni se bézn¢ naléza anémie,

28



anizocytéza, polychromazie, sférocytéza, retikulocytéza, Howell-Jollyho tcliska,
echinocytoza a je pozitivni Coombsuv test. Vyskytuje se také leukopenie, neutropenie nebo
leukocytoza. Pti chronickych infekcich se mohou vyskytovat hematologické abnormality jako

mirna anémie a leukopenie (Soto et al., 2017).

Hemoplasmata maji celosvétovou distribuci. Molekularni prevalence se pohybuje
vrozmezi od 0,48 % do 44,7 % pro M. haemocanis a od 0,3 % do 33,3 % pro
‘Candidatus M. haematoparvum’ (Soto et al., 2017). Studie provadéné v USA ukazaly, Ze
prevalence hemoplasmat v populaci pst v této lokalité je velmi mala 1,3 % (M. haemocanis
0,6 % a ‘Candidatus M. haematoparvum’ 0,7 %). Mala prevalence je také v Australii 1,3 %,
Svycarsku 1,2 % ¢ Madarsku 1,2 %. Vys§i prevalence hemoplasmovych infekci u pst je
napiiklad ve Francii 15,4 %, Italii 9,5 %, Spanélsku 14,9 %, Recku 10,6 %, Indii12,2 %,
Kambodze 12,8 %, Thajsku 19,9 %, Tanzanii 20 % ¢i franu 23 %. Vyrazné vyssi prevalence
je pouze ve Ctyfech zemich a to v Portugalsku 40 %, Stdanu 42,3 %, Gabonu a Brazilii, kde
je prevalence 44,7 % (Compton et al., 2012; Kaewmongkol et al., 2017; Novacco et al., 2010;
Soto et al., 2017).

V ngkolika zemich byla také stanovena molekularni prevalence ‘Candidatus
M. haematoparvum’ - v Brazilii, kde byla prevalence 7,5 %, ve Francii 9,6 %, Spanélsku
0,6 %, Italii 5 %, gvycarsku 0,3 %, vychodnim Sudanu 33,3 %, Argentin¢ 31,4 % a Tanzanii
1 %. Prevalence M. haemocanis je v Brazilii 1,4 %, Francii 3,3 %, Spanélsku 14,3 %,
Svycarsku 0,9 %, vychodnim Sudanu 9 %, Argentiné 48,6 %, Tanzanii 19 %, Italii 3,7 %
a Portugalsku 20 % (Compton et al., 2012; Inokuma et al., 2006; Roura et al., 2010).

Velké rozdily prevalence hemoplasmat v riznych oblastech svéta mohou souviset
s klimatickymi podminkami a s vyskytem ¢i absenci klistéte, ktery hemoplasmata pienasi
(Barker et al., 2010; Novacco et al., 2010). V Evropé je klist¢ nalézano predevsim v oblastech
Stiedomoti a jizni Francie. Naproti tomu se pijak hnédy téméf nevyskytuje ve Svycarsku diky
chladnému podnebi a to potvrzuje velice mala prevalence psich hemoplasmovych infekei.
Hemotropni mykoplasmata se mohou dostavat do zemi ve kterych se nevyskytuje klisté tak,
7e tam jsou dovezeni infikovani psi z jinych zemi napiiklad z Italie, Spanélska nebo Mexika

(Wengi et al., 2008).

Chronické, subklinické hemoplasmové infekce jsou typické pro imunokompetentni

psy a méné cCastéji se objevuji u terapeuticky nebo rakovinou vyvolanych
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imunokompromitovanych pst. Tyto infekce by pak mohly rozvijet pfiznaky hemolytické
anémie u psu po splenektomii (Compton et al., 2012; Sykes et al., 2005). Je také podezieni, ze

psi infikovani hemoplasmaty mohou ziistat chronickymi nosi¢i (Wengi et al., 2008).

Hemoplasmové infekce byly zjistény i u psi, ktefi se ucastnili psich zapast hlavné na
uzemi USA. ‘Candidatus M. haematoparvum’ bylo zjisténo u 32 % bojovych psu
a M. haemocanis u 30 %. Vysoky vyskyt nejen mykoplasmovych infekei je disledkem toho,
ze bojovi psi dostavaji obvykle minimalni preventivni zdravotni péci. Nejcastéjsi bojové psi
plemeno je pitbul. Pravé tato rasa a psi zapasy jsou znamé rizikové faktory pro vznik
hemoplasmovych infekci. U bojovych psi se malokdy vyskytuji klistata, a proto se
piedpoklada vertikalni pfenos bakterii pfipadné pienos prostiednictvim krve nebo slin pii

kousnuti (Cannon et al., 2016).

3.4 Infekce CNS

Granulomat6zni meningoencefalomyelitida (GME) a nekrotizujici
meningoencefalitida (NME) jsou progresivni Casto fatalni onemocnéni centralniho nervového
systému (CNS) pst. Charakteristické pro tyto nemoci je nehnisavy zanét a pravodni
neuropatologické zmény. AvSak faktory, které ptispivaji k rozvoji a patogenezi onemocnéni,
jsou nejasné. Etiopatogeneze je multifaktoridlni a pravdépodobné pfispivaji i genetické
predispozice a faktory zivotniho prostiedi. Pii vySetfeni mozkové tkané psi bylo M. canis
identifikovano s pouzitim PCR a kultivaéniho vySetteni u 80 % piipadd s GME a 50 %
s NME. Nicméné¢ M. canis je bézné spojovan s respiracnim ¢i urogenitalnim onemocnénim
pst a toto je prvni zprava o tom, ze M. canis je spojovano s onemocnénim CNS. Avsak
vyznam M. canis identifikovaného u GME a NME je nejasny, nevyluCuje se i moznost
kontaminace vzorkll. Prinik mykoplasmat do CNS ma za nasledek hnisavy zanét, coz neni

typické pro GME a NME (Barber et al., 2012).

M. edwardii bylo izolovano od Sesti tydenni samice s hnisavou meningoencefalitidou
(Greene, 2012). Pro usmrceni byla zvolena euthanasie a poté byla fena podrobena pitve.
Bilateraln€ v plicnim parenchymu byly pfitomny skvrnité oblasti. Na pravé stran¢é hlavy nad
okem byla subkutanni ¢ervena ¢ast v pruméru asi 2 cm, ktera nekomunikovala s povrchem
kize. Lebka byla mirn¢ poklesla podél linie lebecniho $vu mezi pravou celni a pravou
temenni kosti. AvSak nebyly nalezeny zadné dikazy o zlomenin¢ lebky. Ve stejné oblasti, kde

byla lebka poklesla, méla fena podkozni zanétlivé 1éze. Na povrchu leptomeninges celého
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mozku, zejména na zdkladné a uvnitt komorového systému bylo pozorovano mensi mnozstvi

hustého Zlutozeleného hnisu [obr. 7] (llha et al., 2010).

Bylo provedeno histopatologické vySetfeni fixovanych a obarvenych tkani. Rutinni
acrobni a anaerobni kultiva¢ni vySetfeni bylo provadéno z cerstvych vzorkt tkéani. Po
48 hodinové inkubaci byly ziskdny kolonie. Polymerazova fetézova reakce poskytla pozitivni
vysledek mozkové tkané na mykoplasmata z 99 % identicka s M. edwardii. Pronikavé rany
v kizi v blizkosti lebky by mohly byt pivodni misto inokulace M. edwardii. Tato studie je
prvni, kdy bylo zjisténo, ze M. edwardii zptisobilo meningitidu u psa (llha et al., 2010).

b )
Obriazek 7: Hnisavy vypotek na spodiné lebeéni (Ilha et al., 2010).

Pivodni misto izolace M. edwardii byla ustni dutina. Pozdéji bylo M. edwardii
izolovano z mnoha dalSich organi jako naptiklad z pridusnice, hltanu, délozniho Cipku,
prostaty, predkozky, vaginy, nosni dutiny i lymfatickych uzlin. Bylo také objeveno v plicich
19 % zdravych pst, v mandlich 42 % zdravych psi a pouze u 10 % pst s respiratnim
onemocnénim. M. edwardii bylo izolovano téz od psa s akutni polyartritidou a septikémii,

ktera se vyvinula po chirurgickém zakroku (llha et al., 2010).
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4 Laboratorni diagnostika

4.1 VySetfovany material

Klinicky material se odebird dle druhu onemocnéni, vzdy pied 1é¢bou antibiotiky.
Mykoplasmata jsou kiehka a citliva je nutné dbat na spravny a Setrny odbér. K vySetfeni jsou
vhodné vytéry ze sliznice nosni, spojivkové ¢i urogenitalniho traktu. Pro vySetfeni Ize pouzit
I sputum, synovialni tekutinu, sperma ¢i mo¢ (Quinn et al, 1994; Svoboda et al., 1996;
Zambor et al., 1990). Material se odebira do specialniho transportniho média, uchovava se
Vv chladu a musi byt co nejrychleji zpracovan. Pfi transportu del§im jak 24 hodin, je nezbytné
vzorky zasilat na suchém ledu (Bednat et al., 1996; Greene, 2012; Quinn et al, 1994; Svoboda
et al., 1996; Tully a Razin, 1983).

Pti zpracovani vzorkti do 24 hodin mohou byt uchovavany pii teploté +4 °C. Pokud je

material tfeba uchovat déle, vzorek se zmrazi na teplotu -70 °C (Zambor et al., 1990).

4.2 Prima diagnostika
4.2.1 Mikroskopie

Mykoplasmata diky své malé velikosti nelze detekovat svételnym mikroskopem
(Rivera a Cedillo, 2015). Mikroorganismy lze vizualizovat negativnim barvenim a pouzitim
transmisivni elektronové mikroskopie (Greene, 2012). Vyjimkou jsou hemotropni
mykoplasmata. Historicky byly hemoplasmata diagnostikovany svételnym mikroskopem na
zaklad¢é cytologického zhodnoceni krevniho natéru, v némZz se zobrazovaly jako malé,
bazofilni koky vyskytujici se jednotlivé ¢1 v fetézcich na povrchu erytrocytl [obr. 8]. Tato
technika nebyla pro diagnostiku hemoplasmat moc spolehliva, protoze po delsi dobé v EDTA
ztraci zivotaschopnost (Compton et al., 2012; Messick, 2004).

4.2.2 Biochemické testy

Detekce mykoplasmat muze byt provadéna biochemickymi testy. Mezi sledované
vlastnosti patii fermentace glukézy ¢i hydrolyza argininu a mocoviny (viz. 2.7). V bézné

diagnostice se dava vice piednost sérologickym testim (Varejka et al., 1989).
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Obrazek 8: Krevni natér psa s Mycoplasma haemocanis (Messick, 2004).

4.2.3 Kaultivaéni vySetieni

Mykoplasmata jsou kultivacné velmi naro¢nd. Diky své omezené biosyntetické
schopnosti potiebuji k ristu bohatou ptdu se specifickymi ristovymi faktory a pfirozenymi
zivociSnymi bilkovinami. RoOstou pouze na isotonickém ¢i hypertonickém médiu se
sorbitolem nebo sacharosou. Viceslozkové médium by mélo obsahovat zdroj aminokyselin,
steroly, prekurzory nukleovych kyselin i vitaminy. Dilezity je komplex vitamind B pro jejich
rast (Demina et al., 2011; Greenwood et al., 1999; Quinn et al., 1994; Schlegel a Zaborosch,
1993).

Zakladni kultivac¢ni ptidou pro péstovani mykoplasmat je kvalitni hovézi extrakt se
suplementy neboli PPLO médium. Nejcastéji se pouzivaji PPLO agary ¢i bujony. Pouzivana
voda pro pfipravu média by se méla shodovat s kvalitou vody pro tkanové kultury. Zdrojem
potiebného cholesterolu je v médiu obvykle koniské sérum. Sérum dodava nejen cholesterol,
ale 1 nenasycené a nasycené mastné kyseliny, které jsou potieba pro syntézu membrany. Do
pudy se dale pfidava kvasni¢ny extrakt, ktery obsahuje prekurzory nukleovych kyselin.
Soucésti média mohou byt i1 antibiotika naptiklad penicilin pro potladeni rastu gram-
pozitivnich bakterii ¢i octan thalny, ktery inhibuje plisn¢ a gram-negativni bakterie. Snadnéjsi
zachyt mykoplasmat se miZe zajistit pfidanim vhodného substratu (glukodzy, argininu
¢1 mocoviny) a indikdtoru, ktery zméni barvu pii ristu mykoplasmat. Indikatorem vétSinou
byva fenolova Cerven. Pro spolehlivéjsi vysledky je vhodnéjsi agar nalit do sklenéné Petriho
misky, protoze byl zpozorovan Spatny rist mykoplasmat pii pouziti plastovych misek. Pada
také neni vzdy standardni, protoZe rtzné varky slozek miZou mit riznou schopnost

podporovat rist (Greenwood et al., 1999; Quinn et al., 1994).
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Mykoplasmata jsou fakultativné anaerobni mikroorganismy. Avsak v primokultufe
Casto rostou lépe za anaerobnich podminek. Inkubuji se proto ve vlhké atmosféie slozené
25% CO; a 95 % N,. Vhodna je také duplicitni inkubace aerobné. Optimalni teplota pro
jejich rast je 36°- 38°C a kone¢né pH by mélo byt v rozmezi 7,2 - 7,8 (Parker a Duerden,
1993; Quinn et al., 1994; Tully a Whitcomb, 1979). Po 3 - 4 dnech inkubace rostou
mykoplasmata na PPLO agaru v koloniich velkych cca 0,5 mm s charakteristickym vzhledem
tzv. sazeného vejce [obr. 9]. V tekutych plidach se vyskytuji jako nepravidelné, nékdy
rozvétvené struktury. Na krevnim agaru mohou nékteré druhy mykoplasmat, konkrétné
M. canis a M. cynos, vytvafet hemolyzu. Nehemolytické druhy jsou M. opalescence,
M. maculosum a M. spumans. M. edwardii hemolyzu mize vytvaiet, ale i nemusi (Bednaf et
al., 1996; Parker a Duerden, 1993; Schlegel a Zaborosch, 1993; Vaiejka et al., 1989).

Diky malé velikosti kolonii nejsou viditelné pouhym okem a je nutné jejich vzhled
hodnotit mikroskopicky pfi zvétseni 25x az 100x. Pro snadnéjsi vizualizaci mikrokolonii se
uziva metoda barveni dle Diense. Stfed kolonie vristajici do média se barvi tmavé modre,
zatimco periferni ¢ast roste na povrchu pudy a barvi se svétle modie [obr. 10]. Kromé& uméle
pfipravenych agarii se mykoplasmata mohou kultivovat i ve zloutkovém vaku kufecich
embryi ¢i na tkanovych kulturach (Quinn et al., 1994; Varejka et al., 1989; Votava et al.,
2010).

Hemoplasmata nebyly nikdy Gspésné péstovany in vitro (Compton et al., 2012).

Obrazek 9: Neobarvené kolonie Mycoplasma cynos charakteristického vzhledu tzv. sizeného vejce pod

mikroskopem (zvétseno 40x) (Rosendal, 1973).
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Obrazek 10: Rez kolonii mykoplasmat rostouci na agaru (Quinn et al., 1994).

4.2.4 Molekularné biologické metody

Molekularné biologické metody, jako je polymerazova feté¢zova reakce (PCR), jsou
stale Castéji vyuzivany pro detekci i identifikace mykoplasmat. Citlivost a specificnost PCR je
mnohem lepsi nez u kultivace ¢i vySetfeni svételnym mikroskopem (Cimolai, 2001; Compton
et al.,, 2012). Dalsi vyhodou PCR je moznost detekce nejen zivych, ale iusmrcenych
mikroorganismi a vysledky jsou dostupné béhem jednoho dne (Baczynska et al., 2004;
Waites et al., 2005). PCR také mutize byt specificky pouzita pro uréity druh ¢i kmen patogenu
pomoci riznych PCR primert nebo sekvenovanim PCR produktii. Nevyhodou testl na bazi
PCR jsou potencialni falesné negativni vysledky v disledku pfitomnosti inhibitortt PCR, které
nebyly odstranény v prubéhu procesu cCisténi nukleovych kyselin a moznost laboratorni
kontaminace vySetiovaného materialu, coz naopak vede k fale$né pozitivnim vysledkiim.
Nevyhody mohou byt v§ak minimalizovany pouzitim vhodnych technik, ¢inidel a vhodnych

kontrol (Maggi et al., 2014).

Diagnostiku mykoplasmat, zejména hemoplasmat, zvySil vyvoj citlivé PCR.
Hemoplasmata musely byt do pfichodu PCR diagnostikovany v krevnich natérech (viz. 4.2.1)
(Compton et al., 2012; Messick, 2004).

Dalsi moznosti laboratorni diagnostiky mykoplasmat je modifikace PCR neboli Real-
time PCR - kvantitativni polymerazova tetézova reakce qPCR. Real-time PCR umoznuje
pfesnou kvantifikaci nukleovych kyselin v komplexni smési i v pfipadé, Ze mnoZstvi
vySetifovaného materialu je ve velmi nizké koncentraci. Vyhodou této metody je prace
V uzavieném systému coZz eliminuje riziko kontaminace vzorku (Baczynska et al., 2004; Fraga

et al., 2008).
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4.2.5 Ostatni metody

Specificka identifikace se provadi pomoci antisér proti riznym druhiim mykoplasmat.
Test inhibice riistu RIT je zalozen na inhibici riistu kultury kolem disku z filtracniho papiru
impregnovaného specifickou protilatkou. Vysledek tohoto testu se odecita po 3 - 7 dnech
a jako pozitivni se hodnoti zona inhibice kolem disku s homolognim antisérem od velikosti

3 mm (Bednaf et al., 1996; Clyde, 1964).

Dalsi metodou je imunofluorescencni test (tzv. epifluorescence), pfi kterém se znacena
antiséra aplikuji na celé kolonie mykoplasmat (Bednai et al., 1996). Imunofluorescencni
techniky jsou vhodné k identifikaci mykoplasmat ve smiSenych kulturach (Quinn et al.,
1994). Vyhodnoceni se provadi fluorescenénim mikroskopem a obarvené kolonie
homolognim antisérem fluoreskuji zluté. Nevyhodou tohoto testu je velka spotieba

fluoresceinem konjugovaného antiséra, proto se ¢astéji provadi nepiima fluorescence (Lukas,

2000).

Metabolismus inhibi¢ni test MIT je dal$i moznosti urceni druhli mykoplasmat pomoci

specifickych protilatek, které inhibuji jejich metabolismus (Lukas, 2000).

4.3 Neprima diagnostika

Nepiimd diagnostika mykoplasmat je zalozena na prikazu specifickych protilatek
v krevnim séru. Pouzivaji se velmi citlivé a specifické metody jako je ELISA, RIA, IHT
(inhibice hemaglutinace), které se provadéji na specializovanych pracovistich. Od metody
RIA se v dnes$ni dobé& ustupuje diky velké nakladnosti na pottebné vybaveni laboratote
a nutnosti dodrZovani bezpecnostnich podminek pii praci s radioaktivnimi latkami. Daéle je
mozné pouzit pro nepiimy prikaz mykoplasmat i specifické komplement fixa¢ni reakce

a MIT (Bednar et al., 1996; Cimolai, 2001; Lukas, 2000).
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5 Terapie a prevence
5.1 Citlivost na antibiotika

Testovani ucinnosti antimikrobidlnich latek na mykoplasmata se b&zn¢ neprovadi
(Greene, 2012). Obecné jsou mykoplasmata diky absenci peptidoglykanu v membrang,
rezistentni k Dbeta-laktamovym antibiotikim i k sulfonamidim. Citlivda jsou hlavné
k antibiotikiim jako tetracykliny (napiiklad doxycyklin) ¢i makrolidy (tylosin, erytromycin,
azitromycin, klaritromycin), které inhibuji proteosyntézu. Dale jsou mykoplasmata citliva
k chloramfenikolu, spiramycinu, linkomycinu, klindamycinu, nitrofuranim, tiamulinu,
chinoloniim a aminoglykosidiim. V posledni dob¢ jsou chinolony nahrazovany jejich derivaty
tzv. flourochinolony oznacovany podle pfipojeného atomu fluoru k zékladni molekule
(Bednaf et al., 1996, Greene, 2012; Greenwood et al., 1999; Ny¢ et al., 2006; Svoboda et al.,
1996).

Tetracykliny jsou Sirokospektra antibiotika, ktera ptsobi i na fadu dalSich
mikroorganismu. Plsobi bakteriostaticky a inhibuji syntézu proteinii tim, ze se vazi na 30S
podjednotku ribozomu a brani tak pfipevnéni komplexu aminoacyl - tRNA na ribozomalni
akceptor (Chopra a Roberts, 2001; Waites et al., 2005). Makrolidy pusobi bakteriostaticky.
Pronikaji do bakteridlni bunky, vazi se na 50S podjednotku ribozomu a inhibuji

proteosyntézu. Builka neni schopna syntetizovat bilkoviny a hyne (Havlik, 2010).

Fluorochinolony patii do skupiny baktericidnich antibiotik s §irokym antimikrobialnim
spektrem. Mechanismus jejich pasobeni je inhibice DNA prostifednictvim inaktivace enzymu
topoizomeraz (DNA gyrazy a topoizomerazy IV). Rezistence na tyto antibiotika je nejcastéji
zpusobena mutaci geni fidicich replikaci a segregaci chromozomalni DNA. Fluorochinolony
jsou rezervni 1éky, indikované pouze v situacich, kde jsou jina antibiotika in vitro neucinna

(Ny& et al., 2006).

Lécba se musi provadét vzdy po delsi dobu. Tetracykliny, chinolony
a chloramfenikoly by nemély byt podavany biezim fendm a nejsou vhodna pro mladata.
Naopak linkomycin a makrolidy, zejména erytromycin jsou sice méné ucinné, ale diky tomu
S erytromycinem, zpusobuje mnohem méné gastrointestinalnich vedlejSich uc¢inkt (Greene,

2012; Svoboda et al., 1996).
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5.2 Prevence

K dispozici nejsou zadné vakciny proti mykoplasmovym infekcim u psi, 1 kdyz
vakcinace se velmi uspésné provadi u jinych zvitat (Greene, 2012). Pokud jsou infikovani psi
chovani spolecn¢ s dalSimi zvifaty je nejlepSi prevenci izolace jedince a zavedeni G¢inné
terapie. Vhodné je zlepsit vyzivu, podminky chovu a podpofit imunitni systém psa podavanim

vitamint a mineralt (Svoboda et al., 1996).
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6 Zavér
V bakaldiské praci byla vénovdna pozornost patogennim mykoplasmatim
vyskytujicich se u psit. Jednd se o nejmensi prokaryotické builkky schopné samostatné

replikace. VyznaCuji se malou velikosti genomu a tfivrstevnou membranou na povrchu

buiiky, ktera je odpovédna za pleomorfismus bakterii.

M. cynos se podili na rozvoji infekci dychacich cest u psi. M. canis je patogen, ktery
napada sliznici urogenitalniho traktu. M. haemocanis a ‘Candidatus M. haematoparvum’ jsou
krevni patogeny zpusobujici anémie. V jedné studii bylo M. edwardii oznacené jako ptivodce

meningitidy psa.

Mykoplasmata jsou diagnostikovany pfimymi i nepfimymi metodami. Mezi piimé
metody patii kultivaéni vySetfeni na PPLO mediich. Vice vyuZivané jsou molekularné
biologické metody jako PCR, které jsou oproti kultivaci pfesnéj$i a ¢asové méné narocné.
Nepiima diagnostika zahrnuje sérologické metody zalozené na prikazu specifickych

protilatek.

V 1é€bé mykoplasmovych infekci jsou nejvice pouzivané tetracyklinové, makrolidové

a fluorochinolové antibiotika. Tetracykliny a fluorochinolony by se vzhledem k jejich toxicité

vvvvv

ze jsou mykoplasmata rezistentni k beta-laktamovym antibiotikim a sulfonamidim.
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