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Abstrakt

Tato bakalaiska prace je zamétena na diagnostiku urogenitalnich mykoplasmat a to
sice Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium a Ureaplasma urealyticum. Tyto
bakterie jsou nejmensimi voln¢ zijicimi organismy, které jsou schopné replikace na
umélych bezbunécnych pidach. U clovéka se prenaseji se predev§im nechranénym
pohlavnim stykem. Mohou byt pfi€¢inou mnoha urogenitalnich infekei jako napf.
negonokokova uretritida, bakterialni vaginoza, pyelonefritida. Mykoplasmata také
mohou mit za nasledek pfedCasny odtok plodové vody, pred¢asny porod, smrt plodu ¢i
poporodni horecku.

Prace v prvni fad¢ informuje o souCasném stavu, zédkladni morfologii, vyskytu
bakterii a jejich mnoZeni. Dale je v praci vénovan prostor urogenitalnim infekcim, které
se objevuji u muzi ¢i Zen nebo se mohou piendSet z matky na plod. Zhodnoceni
soucasného stavu je ukonfen0 metodami prikazu téchto bakterii, jako je piimy a
nepiimy prikaz. Podrobnéji je rozebran prikaz pomoci diagnostickych setii, pomoci
kterych byly vySetfeny vzorky v praktické ¢asti mé bakalaiské prace.

Prakticka cast mé bakalarské prace byla provadéna na oddé€leni klinické
mikrobiologie v Nemocnici Na Bulovce. Pro mou praci byly poskytnuty vzorky
Z urogenitalniho traktu.

Vzorky byly vySetfeny v obdobi od 1. 7. — 31. 12. 2014. Celkem bylo k dispozici
380 vzorku. 159 vzorkd pro vySetieni na Mycoplasma genitalium a 221 vzorku na
vySetieni Mycoplasma hominis a Ureaplasma urealyticum.

Ve vsech tiech ptipadech bylo vice pozitivni vzorkli od Zen, pfestoze u muza bylo
podstatné vice vzorkl k vySetieni nez od Zen. Patogen Mycoplasma genitalium byl
prokazan u 11,4% zen a 7% muzi. Na Ureaplasma urealyticum bylo pozitivni 43,6%
zen a 12,7% muzt a na Mycoplasma hominis 12,8% Zen a 7,7% muz.

Ve vétsiné ptipadd Slo o pacienty, u kterych se jiz projevovaly klinické potize,

pacienty, ktefi nebyli spravné vySetieni a 1é¢eni nebo $lo o chronické infekce.



Abstract

This bachelor thesis focuses on the diagnostics of urogenital mycoplasmas, namely
Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium and Ureaplasma urealyticum.

These bacteria are the smallest freely living organisms capable of replication on
artificial cell-free media. They are transmitted especially by unprotected sexual
intercourse. They can then cause variety of urogenital infections, for example uretritis,
bacterial vaginosis, pyelonephritis. Mycoplasma can also cause early fetal outflow,
early labor, fetal death or postpartum fever.

The thesis informs about the current state, basic morphology, bacteria occurrence,
reproduction. It also deals with urogenital infections that occur in men, women or about
potential transmission from mother on the fetus. The overview of the current state
concluded with the description of - methods used for idenitification of these bacteria,
e.g. direct or indirect detection. The methods used for examination of samples in the
practical part od this thesis are discurred in detail.

The practical part was conducted in the Department of Clinical Microbiology of the
Na Bulovce Hospital, Prague. The Department provided me with samples from the
genitourinary tract.

The samples examined originated - from the time period July 2014 to December
2014. Altogether there were 380 samples available. 159 samples for examination of
Mycoplasma genitalium and 221 samples for examination of Mycoplasma hominis and
Ureaplasma urealyticum.

Overall, - there were more positive samples from women, although there were more
samples to examine from men than from women. In case of Ureaplasma urealyticum
43.6 % women were positive and 12.7 % men were positive, in case of Mycoplasma
hominis 12.8% women and 7.7% men were positive.

In most cases these were patients that showed clinical problems, patients, who had
not been - previously examined and treated properly or thein condition was a chronical

problem.
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Seznam pouzitych zkratek

CCU - Color Changing Unit

DNA — Deoxyribonukleovd kyselina (deoxyribonucleic acid)
LCR — Ligase Chain Reaction

M. — Mycoplasma

M.h. — Mycoplasma hominis

M.g. Mycoplasma genitalium

NCU — Chlamydia trachomatis

NGU — Negonokokova uretritida

PCR - Polymerase Chain Reaction

PID - Pelvic inflammatory disease

PPLO — Pleuropneumonia Like Organism

PPROM - Preterm premature rupture of the membranes
STD - Sexually Transmitted Diseases

U. - Ureaplasma

U. u. - Ureaplasma urealyticum

WHO - World Health Organization



Uvod

Mykoplasmata jsou gramnegativni bakterie bez zevni bunécné stény, kterd patii
mezi nejmensi a nejjednodussi bakterie. V pohlavnim ustroji clovéka se nejcastéji
nachazeji téi druhy, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis a Mycoplasma
genitalium. Zatimco o u muzu tyto bakterie zptisobuji primarn¢ uretritidu, tak u zen jsou
pric¢inou vaginitidy, komplikaci v t€hotenstvi a mnoha dal§i onemocnéni.

Mykoplasmatické infekce v urogenitalnim traktu se vyskytuji pfiblizné u 40%
sexualng aktivni populace. Pficinou takto vysokého procentniho zastoupeni v populaci
muze byt nedostatecnd informovanost jedincii, i vyssi pocet sexualnich partnert. Dalsi
pricinou by mohlo byt vysoké procento zen, které uzivaji hormonalni antikoncepci a pti
pohlavnim styku se jiZ nechrani zadnou bariérovou ochranou jako je tfeba prezervativ a
tak mtiZze dochazet k rychlému pfenosu téchto bakterii. Webovych stranek vénujicich se
mykoplasmatické infekci neni mnoho a informace na téchto strankach jsou mnohdy
nedostate¢né a zkreslené. Odborna literatura je pak pro laickou vefejnost tézce
dostupna. V neposledni fadé mize byt pii¢inou hojného vyskytu mykoplasmatické
infekce 1 snizujici se vék sexudln¢ aktivni populace.

V bézné praxi se na mykoplasmové bakterie dé€laji testy az po vylouceni vSech
ostatnich urogenitalnich infekci, coz mtize byt velky problém zvlast' u pacientti, ktefi
trpi jiz chronickou infekci, které se velmi tézce 1€¢i. Diivodem je finan¢ni narocnost
diagnostickych setti i nedostate¢na informovanost pacienti. Diagnostika mykoplasmat
prochézi v posledni dob¢ velkym vyvojem a zavadi se nové techniky, které nejsou jeste
tak znamé a neprovadi se na kazdém pracovisti, i Z tohoto ditvodu jsem si problematiku

mykoplasmat zvolila jako téma své bakalaiské prace.



1. Soucasny stav

1.1 Mykoplasmata

Pocet pacientt skoznimi a sliznicnimi projevy na genitdlu v ambulancich
dermatovenerologti roste a to jak z divodu snizujici se vékové hranice zacatku sexudlni
aktivity (pfed 16. rokem vé€ku), tak z obav pied hrozbou nakazy HIV, ale 1 mozZnosti
vzniku premalignich ¢i malignich 1€zi souvisejicich se sexualné pfenosnymi infekcemi.
9)

Mykoplasmata jsou nejmensi prokaryotni organismy, jeZ rostou na umélych
pudach. Lze je izolovat z ¢lovéka, zvirat, rostlin, hmyzu a z ptidy. Prvni mikrob této
skupiny, Mycoplasma mycoides ssp. mycoides, byl izolovan pted koncem 19. stoleti
Z dobytcat nakazenych pleuropneumonii. (10)

Po objevu pitvodce bovinni pleuropneumonie byly tyto mikroorganismy nalezeny 1
u ovci, koz, hlodavct, pst a dritbeze. Prilomovym v nazorech o hostitelském vztahu
mykoplasmat byl ve 40. letech 20. stoleti jejich nalez ve spodni ¢asti genitalniho traktu
zen. G0
Spolu s podobnymi patogennimi a saprofytickymi mikroby izolovanymi z ¢lovéka
a zvitat byli pivodné oznacovani jako PPLO (Pleuropneumonia Like Organism) ,nyni
se nazyvaji mykoplasmata. Jméno mykoplasma je odvozeno od vétveni (podobné jako u
hub), pleomorfismu, jez je pro nékteré¢ druhy téchto mikrobii charakteristicky. (19 prg
loveka maji vyznam rody Mycoplasma a Ureaplasma.

Objevuji se ale 1 dalsi vyznamné patogeny, jejichz pritkkaz je zatim v bézné klinické
praxi malo dostupny. Piikladem je patogen Mycoplasma genitalium, u kterého jiz byla
prokézéna humanni patogenita. ®® Mycoplasma genitalium bylo poprvé izolovano
v roce 1980, a to ve spojitosti s NGU (Negonokokové uretritida) u muzi. ® U Zen
naopak muaze Mycoplasma genitalium zpisobovat zanétlivé onemocnéni v panevni
oblasti, cervicitidu a endometritidu. "

Mycoplasma hominis neni schopno pusobit morfologické zmény na epitelu
vejecovodi. Timto Baczynska vyvratila diskutovany vztah mezi Mycoplasma hominis a

infertilitou. Naopak tato schopnost byla prokazana u Mycoplasma genitalium.®
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1.2 Taxonomie

Mykoplasmata tvofi fylogenetickou vétev s nizkym =zastoupenim guaninu a
cytosinu a jsou uzce spjata se dvéma druhy klostridii - Clostridium innocuum a

Clostridium ramosum.?”

Nazvem mykoplasmata se b&zné oznaluji bakterie bez rigidni bunééné stény. @®
Mykoplasmata patii do zvlastni skupiny bakterii, zafazenych do tfidy Mollicutes
(mollis- -mekky, cutis — kaze).®Mollicutes se pravddpodobné vyvinuli deleci geni
Z grampozitivnich bakterif.®

Mollicutes maji v piirodé Siroké spektrum hostitelti. Zatimco pro rody Mycoplasma,
Ureaplasma a Anaeroplasma jsou typickymi hostiteli zivoc¢ichové, rod Acholeplasma je
mozné zachytit ve vodé a padé, dalsi rod Spiroplasma je patogenni - pro rostliny a
hmyz a rod Thermoplasma byl nalezen v extrémné horkém prostiedi doutnajiciho

uhli.®

1.2.1 Rad Mycoplasmatales

Mycoplasmatales vyzaduji pro sviij zdarny rast pfitomnost cholesterolu a vét$inou i
zvy$enou tenzi CO, Vatmosféfe. Rad obsahuje &eled Mycoplasmataceae s rody
Mycoplasma a Ureaplasma.

Rod Mycoplasma sdruzuje zhruba 100 druht osidlujicich rostliny, hmyz i vys$si
zivoCichy vcetné Gloveka.® U cloveéka se vyskytuje nékolik druhi na sliznici
dychaciho a urogenitalniho traktu.® Z lidského klinického materilu bylo vypéstovano
Sestnact druhti. Z Castéji nalézanych jsou to jmenovité Mycoplasma orale, Mycoplasma
salivarium a Mycoplasma pneumoniae v dutiné Gstni a v dychacich cestach a druhy
Mycoplasma hominis, Mycoplasma fermentans, Mycoplasma genitalium a Mycoplasma
penetrans ve vzorcich z urogenitalniho traktu muzi i 7en, @)

Rod Ureaplasma je reprezentovan Sesti druhy. U clovéka se nalézd pouze

Ureaplasma urealyticum.

11



Jak jiz bylo feceno, zastupci fadu Mycoplasmatales se od jinych bakterii odliSuji
absenci rigidni bun&éné stény. @ Povrch bungk predstavuje téivrstevna cytoplasmatické
membrana (1-8 nm), kterd obsahuje 2/3 bilkovin, 1/3 lipida a asi 1% cukr. Vyznamnou
slozkou membrany je cholesterol, ktery pfispivd k osmotické stabilit¢ membrany
(mykoplasmata snaseji izotonické prostiedi, na rozdil od osmoticky labilnich L - forem
bakterii). Proto mykoplasmata zivoCichti vyzaduji k rGstu na kultiva¢nich pudach
steroly (pfidavek séra). Na rozdil od ostatnich bakterii mykoplasmata nemaji a nejsou
schopna tvofit peptidoglykan a dalsi slozky rigidni bunééné stény (v genomu chybi
informace pro jejich syntézu).(24)

Diky nepfitomnosti bunééné stény je morfologie mykoplasmat velmi pestra; mohou
mit tvar kulovity, ovoidni, prstencovity nebo lze pozorovat i vlaknité ¢i koralkovité
utvary. Velikost jednotlivych buné¢k se pohybuje od 0,1 do 0,3 um, proto jsou také
mykoplasmata schopna prochazet pory bakteriologickych filtrti o priméru nejméné 0,25

pm.

1.2.2 Rad Acholeplasmatales

Zastupci fadu Acholeplasmatales nevyzaduji, na rozdil od ostatnich piislusnikt
tfidy Mollicutes, ke svému rastu pfitomnost sterolii. Vyskytuji se bézné v pidé, na
rostlinach a osidluji i riizné Zivo¢ichy. Casto kolonizuji média se sérem uréena k p¥iprav
tkanovych kultur. Pouze jediny druh, totiz Acholeplasma laidlawii, byva pravidelné
nachazen v klinickém materidlu pochazejicim od lidi a rGznych druhii primattd. U
Cloveéka byva tento druh prokazovan ve vzorcich materidlu z dutiny ustni, dychacich
cest a urogenitalniho traktu. A. laidlawii pravdépodobné nehraje Zadnou vyznamnou roli

pfi onemocnénich ¢loveka, zato se ziejmé uplatiiuje jako patogen hmyzu a rostlin. @
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1.3 MnozZeni

Ptislusnici rodu Mycoplasma jsou nejmensi znamé prokaryoty, které jsou schopné
autonomniho mnozeni a ristu na bunéénych mediich. Nejmensi Zivotaschopné buiky
maji rozméry 100 nm, kultury mykoplasmat vsak obsahuji buniky riznych velikosti (az
1um) a formy vlaknité. Mykoplasmata maji nejmensi genom ze vSech bakterii (jen 5,
10° daltonu — asi 1/5 genomu E. coli. Dusledkem omezené genetické informace je
omezena biosyntéza, takze mykoplasmata maji zna¢né nutri¢ni naroky pro rast.®

Mykoplasmata se dé€li binarn¢. Dé¢leni cytoplazmy nasleduje dlouho po replikaci
genomu, takze vznikaji mnohojaderna vlakna. Poté co se cytoplasma rozdéli
zaSkrcovanim membrany v mistech mezi dvéma genomy, tvoii se kordlkovité fetizky,
jez se dale fragmentuji, a vznikaji jednotlivé bunky. Buiika také miize pucet, jestlize se
dvé dcefiné bunky cytoplasma nerozdéli rovnomérng.® Tento replikacni cyklus, ktery
zpusobuje napadnou pleomorfii Mykoplasmat, je podminén jak druhem organismu, tak
rustovou fazi a zevnimi podminkami.(g)

Nejmensi jednotka mykoplasmatu schopna reprodukce je pfiblizné kulovita, o
pruméru 200 — 250 nm. Z mikrobnich bun¢k této velikosti a jakéhokoli tvaru za¢ina
kultura rist na umélych pudach. Bunky dortstaji do vétSich forem o priméru 0,5 — 1,0
pm, které tvoti zaklad charakteristickych kolonii, jez vriistaji do agaru.

Mykoplasmata jsou citlivd na vyschnuti a na teplotu nad 50 °C. Dobie vsak

piezivaji v aerosolu, kterym se mitizou Sifit. Jsou poSkozovana povrchové aktivnimi

latkami a tukovymi rozpouétédly.(?’)

1.3.1 Ildentifikace Mykoplasmat a Ureaplasmat

Kolonie mykoplasmat a ureaplasmat nejsou na pevnych pudach viditelné pouhym
okem a je tedy nutné pozorovat je pod mikroskopem za vyuziti stfedniho zvétSeni
(objektiv 20 nebo 40). Uvedené mikroorganismy vytvareji na pevnych pidach kolonie

zhruba trojiho typu:

13



1. Velké kolonie (primér 50 — 300 um) vzhledu sdzeného vejce, tj. se zahusténym
tmavsim stfedem (M. hominis a nékteré dalsi druhy)
2. Mensi, homogenn¢ zrnité kolonie cca 100 um s uzkym svétlejsim okrajem (M.
pneumoniae).
3. Velmi drobné (50 pm) hnédavé, homogenné zrnité kolonie (U. urealyticum).
Odliseni M. hominis a U. urealyticum lze provést jiz pfidanim vhodného substratu a
indikatoru (argininu v piipadé M. hominis a urey v ptipadé U. urealyticum do pevného

nebo tekutého média.?¥

1.4 Morfologie

Struktura a metabolismus bunék jsou velmi jednoduche’.(g) V elektronovém
mikroskopu jsou po negativnim barveni patrné stejné morfologické znaky jako
v mikroskopu svételném. Né&ktera mykoplasmata, vcéetné Mycoplasma genitalium a
Mycoplasma pneumoniae izolovanych z ¢lovéka, maji zvlastni struktury na jednom
nebo obou koncich, jimiz se ptichycuji na sliznici respira¢niho ¢i genitalniho traktu viz

obrazek ¢. 1.

Obrazek ¢. 1: Elektronopticky snimek negativné zbarveného Mycoplasma

genitalium.®”
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Mykoplasmata postradaji mnoho genti, véetné téch pro syntézu bunécné stény a
syntézu vSech 20 aminokyselin, také geny kddujici enzymy pro citratovy cyklus a
vétSinu dalSich biosyntetickych genﬁ.(zs)

Bunka je delimitovana membranou o Sifce 7,5 az 10 nm, jeZ ma mezi dvéma
elektroopticky hutnymi vrstvami fidkou prusvitnou vrstvu. Nékteré druhy maji vné
membrany vrstvu vzhledu hutného pouzdra, jez naptiklad u Mycoplasma mycoides ssp.
mycoides obsahuje galaktan. Jina mykoplasmata, naptiklad Mycoplasma gallispeticum,
Mycoplasma genitalium, Mycoplasma pulmonis a Spiroplasma citri, maji na povrchu
ostré vybézky, ponckud S$irSi, nez jaké maji virové partikule myxovirl, jez jsou
pravdépodobné nastroji adherence na eukaryotni bunku. Mycoplasma gallisepticum a
Mycoplasma pneumoniae adheruji na receptory z kyseliny neuraminové. Té€sné piilnuti
na buiiku umoziuje mykoplasmatim vpravit do bunky nukleazy a dal$i enzymy a ziskat
tak pro sebe produkty enzymového Stépeni, napiiklad nukleotidy. Adherence na
erytrocyty (hemadsorpce), buniky v bunééné kultufe, spermatozoa a jiné eukaryotni
buiiky se prokazuje kapnutim suspenze t&chto bunék na kolonii mykoplasmat.®”

Elektronopticky fidka ¢ast membrany obsahuje lipidy s mastnymi kyselinami o
dlouhych fetézcich obracenych dovnitt a s polarnimi skupinami vné i dovniti bunky.
Elektronopticky hutné vrstvy se skladaji z bilkovin a polysacharidi. Na membrané
probihaji metabolické reakce zprostiedkované enzymy vazanymi na membranu a
transportnimi mechanismy. Mezi molekuly fosfolipidu je vmezetfen cholesterol nebo
karotenoid/karotenol. Protoze neni vytvofena rigidni bunécna sténa jako u ostatnich
bakterii, ma vyznam pro zachovani integrity membrany pii zménach vnéjsiho
osmotického tlaku. Pfitomnost cholesterolu v8ak ¢ini buiku citlivou k saponinu,
digitoninu a nckterym polyenovym antibiotiklim (filipinu, amfotericinu B), jez tvofi
s cholesterolem komplex.

Cytoplasma mykoplasmat neobsahuje endoplasmatické retikulum, jsou v ni
ribosomy a rozptylena nebo centraln¢ lokalizovana jaderna substance ve fibrilarni formé

o sile 3 nm. Ribosomy maji sedimentacni konstantu 70S a, stejné¢ jako u bakterii,
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tetracyklin, aminoglykosidy, erytromycin a chloramfenikol na nich inhibuji syntézu
bilkovin.

Obsah DNA kolisa od 1,5 do 4 % suché hmotnosti. Molekulovd hmotnost
nejmensiho genomu mykoplasmat (45 MDa) je o néco vétsi nez u velkého poxviru (20
MDa). Je to nejmensi obsah genetické informace nutny pro nezéavislou existenci
mnozenim mimo butiku. Je to také divod, pro¢ jsou mykoplasmata malo biochemicky

. ; IO vy 1
aktivni, a proto naro¢na na vyzivu.”

1.4.1 Antigenni vlastnosti

Analyza DNA ptispéla zasadnim zptisobem k taxonomii mykoplasmat. Nicméné
identifikace a klasifikace druhii stale spociva v protilditkové odpovédi, kterda odrazi
jejich antigenni strukturu. Metoda Western-blotu predstavuje novy pfistup k poznani
jednotlivych antigenti. VySetfeni genovou difuzi a imunoelektroforézou specifickymi
antiséry je dulezité pro urCeni antigenni struktury mykoplasmat a zjisténi jejich
piibuznosti. Pro epidemiologické studie sérologickymi metodami a pro sérologickou

diagnostiku se pouzivaji citlivéjsi testy, jako je nepfima hemaglutinace a ELISA. (10)
1.5 Infekce zpusobujici urogenitalni mykoplasmata

1.5.1 Urogenitalni infekce

Uretralni infekce vyvolavaji predev§im chlamydie, mykoplasmata, trichomonady, a
gonokoky. @

Z urogenitalniho traktu bylo izolovano 7 druhd mykoplasmat (Mycoplasma
fermentans, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma hominis,
Mycoplasma primatum, Mycoplasma salivarium, Mycoplasma spermatophilus) a
Ureaplasma urealyticum. Mycoplasma hominis a a Ureaplasma urealyticum se
vyskytuji nejéast&ji.

Druhy M. hominis a U. urealyticum byvaji ¢asto izolovany z urogenitalniho traktu i

klinicky zcela zdravych osob, u Zen dokonce ve 35-80% ptipadid. Z klinického
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materialu pochazejiciho od muzt byva M. hominis izolovano v 0-13%, U. urealyticum
pak v 5-56% piipadi. Pii uplatnéni vSech mikrobu této skupiny v onemocnénich
Clovéka hraje nepochybné vyznamnou roli cela fada podpirnych faktort, jako je vek,

, .. v F 1o o c s : Lo ’ 1
pohlavni aktivita, podet sexuélnich partneri, socialng-ekonomické zazemi apod.

1.5.2 Negonokokova uretiritida (NGU)

M. genitalium je povaZzovano za nejcastéjsi pfi¢inné agens pusobici uretritidu bez
piritomnosti bakterii Neisseria gonorrhoeae (NGU) a Chlamydia trachomatis (NCU).
(12) Patogenni organismy pochazejiciho ze zevniho genitalu, se do uretry dostavaji
ascendentné¢ jednak pohlavnim, jednak nepohlavnim pfenosem. U pacient
S chronickym reziduem moc¢i na podkladé subvezikalni obstrukce je mozna infekce
mocového systému typickymi mocovymi mikroby. S tim se setkdvame zejména u muzt
vyssich vékovych skupin. @

Mycoplasma hominis se izoluje asi u jedné pétiny ptipadd NGU. Je mnoho dikazu,
ze jednim puvodcem NGU, ktera neni chlamydiova, je zfejm¢ Ureaplasma urealyticum.
Diikaz pochazi z naockovani dobrovolnikl a zvifat, z pozorovani pacientii se snizenou
imunitou, ze sérologickych studii a z kontrolovanych studii antibiotické¢ 1écby. Po
naockovani onemocnéli lidé 1 zvifata. Jakd cast NGU ptipada na ureaplasmovou
etiologii, neni jasné, ale jejich pfitomnost v uretfe u muzi bez ptiznakli napovida, ze
patogenni jsou mozna jen nékteré sérotypy nebo ze u pacientti hraje roli néjaky
predispozi¢ni faktor, jako je snizend sliznicni imunita. Neni prokazano, Ze by
ureaplasmata zpisobovala akutni prostatitidu, ale jejich izolace z aspiratu z nadvarlete
pacientii trpicich epidydimitidou, ktera neni chlamydiova ani gonokokové, a
protilditkovd odpovéd’ nasvédCuje tomu, ze pfilezitostné toto zplsobovat mohou.

Ureaplasma neni pti¢inou muzské sterility.

17



1.5.3 Mocova infekce a litiaza

Mycoplasma hominis bylo izolovano zhorniho mocového ustroji u pacientl
S ptiznaky akutni pyelonefritidy. U téchto pacientti byly téz prokazany protilatky.
Mycoplasma hominis je pfi¢inou pyelonefritidy asi v5 % piipadi. Ureaplasmata u
tohoto onemocnéni etiologickou roli nehraji. Protoze produkuji uredzu, v moci in vitro
napomahaji krystalizaci struvitu a kalciumfosfatu a v experimentu na zviteti zptisobuji
tvorbu mocovych kaménkt, naskyta se otazka, zda nezpusobuji u ¢lovéka litiazu.
Ureaplasmata jsou v moc¢i a konkrementech u pacientt s infikovanymi kameny Cast&jsi

nez u pacientll s metabolickymi kameny. Nasvédcuje to jejich etiologické tloze.

1.5.4 Onemocnéni pohlavnich organti u Zeny a nasledky infekce

Mycoplasma hominis, a v mensi mife i ureaplasmata, jsou castéji izolovana u
pacientek s bakterialni vaginézou nez u zdravych Zen. Spolupisobi s jinymi bakteriemi
na vzniku bakterialni vagindzy. Uretralni syndrom ziejmé nevyvolavaji.

Mycoplasma hominis je v malém poctu piipadi pravdépodobnym agens hlubokého
panevniho zanétu (PID — pelvic inflammatory disease). Z postizenych vejcovoda byla
také izolovana ureaplasmata. Jsou vSak pivodcem této infekce velmi nepravdépodobné,
nebot’ neni sérologickd odezva a v pokusech na primatech salpingitidu nevyvolavaji.

Neplodnost ziejm¢é ureaplasmata nezpusobuji.

1.5.5 Onemocnéni v téhotenstvi a infekce novorozencu

Mycoplasma hominis a ureaplasmata byla izolovana z amniové tekutiny u zen
s téZzkou chorioamnionitidou, které predCasné porodily. Ureaplasmata byla také
izolovana z potracenych plodi a piedCasné porozenych novorozencii Castéji nez piti
pteruSeni téhotenstvi nebo z novorozencl narozenych v terminu. Ureaplasmata byla
izolovana z vnitfnich organi potracenych plodd, pfi ¢emz byla prokazéna protilatkova
odpovéd’. Spolu s menSim vyskytem ndlezii pfi terapii antibiotiky to dokazuje, ze

ureaplasmata mohou vyvolat potrat. Otazka, zda potrat nastane, protoze ureaplasmata
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pronikla do plodu, ¢i zda plod zemie z jiné pfi¢iny a mikrobi do néj proniknou poté,
zistava nezodpovézena. Pravé tak je zde otadzka, zda mykoplasmata, zejména
ureaplasmata, jsou pfi¢inou nizké porodni hmotnosti jinak zdravych novorozencu.
Vztahu ureaplasmat k nizké porodni hmotnosti nasvédcuji sérologicka data a studie, pii
nichz novorozenci zen, jimz byl ve 3. trimestru podavan erytromycin, byli véts$i nez
novorozenci, jejichz matkdm bylo podavano placebo. Neni vylouceno, ze zeny
predisponované k porodu déti o mensi hmotnosti jsou z nezndmych pfiin sndze
kolonizovany. U piedCasné porozenych déti invaduji Mycoplasma hominis a
ureaplasmata snaze v prvnich tfech dnech do mozkomi$niho moku a zpisobuji
meningitidu.

Ukazuje se, ze Mycoplasma hominis nékdy vyvolava horec¢ku, nebot’ bylo v 10 %
izolovano z krve febrilnich téhotnych zen, z nichz polovina méla specifické protilatky.
Nebylo izolovano u zZen s febrilnim potratem ani u Zen s normalnim téhotenstvim.
Navic, Mycoplasma hominis bylo izolovano v5 — 10 % u Zen s poporodni horeckou,
velmi vzacné z krve afebrilnich Zen. Podobna pozorovani byla s Ureaplasmaty a zda se
pravdépodobné, Ze oni mikrobi jsou ptic¢inou horecky a endometritidy. (10)
Mikroorganismy pronikaji ascendentné¢ z pochvy a cervixu do délozni dutiny.

Vyvolavaji zanét deciduy a chorioamniitidu. Chorioamniitida mutze progredovat,
2. @0

infikuje se plodova voda a plod az do obrazu fetalni sepse viz obrazek ¢.
(20)

Obrazek ¢. 2: Lokalizace infekce u pied¢asného porodu
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1.5.6 Zanét plodovych blan

U druhu U. urealyticum byla in vitro prokazana schopnost produkce fosfolipasy. To
by pravdépodobné vysvétlovalo predpokladanou vyznamnou roli ureaplasmat pii
vzniku zanétu plodovych blan a od n¢j se nasledné¢ odvijejici perinatalni morbidity,
pfipadné¢ 1 mortality. Hlavnim mechanismem se zde jevi produkce kyseliny
arachidonové jako vyznamného aktivatoru syntézy prostaglandinii. Fosfolipasy
ureaplasmat se ziejme také s vysokou pravdépodobnosti uplatituji pti vzniku fatalnich
plicnich onemocnéni nedonoSenych novorozenct. Buiikky mocového epitelu by mohla
poskozovat 1 produkce ¢pavku pii hydrolyze mocCoviny ureasou.

Ptedcasny odtok plodové vody, definovany jako poruseni integrity plodovych obali
s odtokem plodové vody piedchazejici minimaln€ 2 hodiny nastupu délozni Cinnosti,
komplikuje zhruba 4-7 % vsech porodt a je pfimo spojen s niz§im gestaénim stafim
plodi 1 vzestupem perinatdlni a materndlni morbidity.

Genitalni mykoplasmata patii mezi nejcastéj$i mikroorganismy, jez jsou izolovany
z placenty, plodovych obali a plodové vody u téhotnych Zen s histologicky
verifikovanou chorioamniitidou. Tyto mikroorganismy jsou také nalézany intraamnialné
pii predCasnych porodech a pii piredcasném odtoku plodové vody. Ve vétsing téchto
piipadii vSak bézna anaerobni a aerobni kultivace nepifinasi odpovéd’ na otdzku, jaka
jsou infek¢éni agens zodpoveédna za tento patologicky stav.

Pfedcasny porod po predCasném odtoku plodové vody (PPROM - preterm
premature rupture of the membranes) je signifikantné spojen se zvySenou koncentraci
prostaglandini v plodové vodé. PriCinou této elevace je nejspise infekce. Mikrobidlni

invaze do dutiny délozni je nalezena ve zhruba 30 % ptipadl pacientek s PPROM. (13)
1.5.7 Infekce novorozencu
Mycoplasma hominis a ureaplasmata zpusobuji obcas respira¢ni infekci

novorozenct, zejména pokud maji velmi nizkou porodni hmotnost. Infekci aktivuji in

utero. Kojenci o hmotnosti mensi nez 1000 g s ureaplasmovou respira¢ni infekci
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vzniklou do 24 hodin maji dvakrat vétsi riziko umrti nebo chronického plicniho

onemocnéni neZ kojenci o stejné &i vyssi hmotnosti, ktefi nejsou infikovéani. 4%

1.5.8 Infekce pacientii se snizenou imunitou

Obecné u dosp€lych osob s intaktnim a funkénim imunitnim systémem
mykoplasmova infekce vzhledem k nizké virulenci neprogreduje v tézkou infekci, ale
mikrob se stavd komensalem. (24)

U  n€kterych  pacienti s hypogamaglobulinemii  maji ~ mykoplasmové
infekce urogenitalniho traktu zanét kloubt. U nékterych pacientt, je zanét kloubu
spojen s podkoznimi abscesy, pretrvavajici uretritidou a chronickou cystitidou. Ac¢koli
piiznivé reaguji na lécbu tatreacyklinovymi antibiotiky, pfetrvavd onemocnéni a
ptivodci mésice, 1 kdyz se antibiotickd terapie doplni protizatné€livou 1éc¢bou a y -
globuliny. Mycoplasma hominis bylo identifikovano jako pfiina sepse po traumatu a po
vykonech na urogenitdlnim traktu. Mykoplasmata byla nalezena v mozkovych
abscesech a v kostni dieni pfi osteomyelitidé. Hematogenni rozsev a nasledna septicka
artritida, infekce ran po chirurgickém zakroku a peritonitida vznikaji téméf vyhradné u
vyrazné¢ imunokompromitovanych pacientli, napi. po transplantaci organt ¢i u pacienta
pii imunosupresivni terapii. Relativné casté jsou rané infekce sterna zpiisobené

Mycoplasma hominis u pacientd po transplantaci srdce a plic. %

1.6 Diagnostika a lécba

Pti diagnostice a 1écbé se mizeme setkat s fadou obtiZi. @) Dle doporugeni WHO
(World Health Organization) prikaz mykoplasmat v organismu neopraviiuje k 1é¢bé bez
piitomnosti klinickych pfiznakd. ?* Néktefi pacienti maji piiznaky jen velmi mirné.
Nemala ¢ast pacientd je zcela asymptomaticka a k zadchytu dojde v rdmci vySetfeni pii
onemocnéni sexudlni partnerky ¢i partnera. (18)

Dals$im problémem ziistava i nedostatecnd spoluprace s nemocnym a jejich partnery

a zna¢na kontagiozita téchto infekci. 1) Setkavame se s neochotou dodrzovat chranény

pohlavni styk s kondomem ¢i sexualni abstinenci. Partnefi se nedostavuji k vySetieni a
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1écbé. Dle zkuSenosti se hlavné muzi vyhybaji provedeni odbéru uretralniho sekretu a
bunééného detritu i modernimi odbérovymi sety pro uretralni dyskomfort spojeny
s odbérem. Tato problematika je v soucasnosti ¢asteéné vyieSena moznosti pouzit
vySetieni bez nutnosti odbéru z uretry. K prikazu se pouzivaji naptiklad metody PCR
(Polymerase Chain Reaction), LCR (Ligase Chain Reaction) z prvni porce nejlépe ranni
moc¢i — Z moci je ovSem niz$i zachytnost. Dal§im problémem jiz pti prokazané STD
(Sexually Transmitted Diseases) je pfi sou¢asném castém pouzivani antibiotik vyskyt
alergickych reakci, gastrointestindlni intolerance ¢i vznik rezistentnich mikrobidlnich
kmeni. "

V roce 2003 studie kolektivu Domingues a kol.®) zabyvajici se vyskytem
genitalnich mykoplasmat a jejich citlivosti k antibiotikiim pouzivanych k 1écb¢ infekce,
uvadgéji rezistenci k erythromycinu dokonce u 91 % kmend M. hominis. Oproti tomu se
ve studii o rok pozdé€ji podafilo kolektivu Kilic a spol. zaznamenat mnohem nizsi
hodnotu rezistentnich kment, a to 50 %. ®)

Jak lze ocekavat, mykoplasmata jsou zcela rezistentni k penicilinim a ostatnim
antibiotiklim inhibujicim syntézu bunécné stény. (10)

Chlamydie jsou casté&jsimi pivodci NGU nez mykoplasmata, takZze nemocné je
nutno IéCit tetracykliny. Asi 10 % ureaplasmat je rezistentni k tetracyklinu, takze
VvV téchto ptipadech neni lécba uspésna a pacienti musi byt léCeni erytromycinem,
k némuz jsou citliva i ureaplasmata rezistentni k tetracyklinu. Tetracyklin, k némuz jsou
chlamydie i Mycoplasma hominis citlivé, je vhodny i pro 1é¢bu PID zptsobené citlivymi
puavodci. Avsak asi 20 % kmenti Mycoplasma hominis je k tetracyklinu rezistentni a pak
prichazeji v ivahu jind antibiotika. 19 Dilezité je vzdy dostatecné davkovani a hlavné

pfiméiend délka 1€cby (obvykle tii tydny). (13)
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1.7 Diagnostické metody

Klinicky material se odebird dle druhu onemocnéni a metody stanoveni

mykoplasmat, vzdy pied lé&bou antibiotiky. ©

1.7.1 Nepiimy prikaz

Neptima diagnostika urogenitalnich mykoplasmat pomoci sérologickych metod se
v rutinnim vySetfeni nevyuzivd pro obtiznou interpretaci pozitivnich i1 negativnich
nalezi. Pro jejich detekci jsou bézné vyuzivany piimé metody zejména prikaz
biochemické aktivity U. species a M. hominis ¢i detekce specifické ¢asti jejich DNA
(Deoxyribonucleic Acid) pomoci PCR metody.

Dtive uzivané, nespecifické a malo citlivé testy (chladové aglutininy aj.) se

dnes jiz pro diagnostiku nedoporucuji. ©)

1.7.2 Primy prikaz

Materialem zasilanym k pfimému pritkazu M. pneumoniae byvaji vétSinou lavaze
Z bronchtli, sputum nebo stéry z hornich cest dychacich, ptipadné likvor, krev nebo
vzorky tkéni. Tampony s odebranymi vytéry je bezpodminecné nutné ukladat do
transportniho média (nejcastéji do Amiesovy transportni pudy). Totéz plati 1 o vytérech
z urogenitalniho traktu =zasilanych k vySetfeni na pfitomnost M. hominis a U.
urealyticum i M. genitalium. Krom¢ toho lze urogenitalni mykoplasmata dobie izolovat

1 ze vzorkil moce nebo z prostatického exprimatu po predchozi masazi.
1.7.3 Prima mikroskopie
Diky neptitomnosti kompletni bunééné stény se mykoplasmata Gramovou metodou

prakticky nebarvi, je v§ak moZno uZzit barveni podle Giemsy (v praktické diagnostice se

ale mikroskopicky priikaz bunék mykoplasmat bézné nepouziva).
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1.7.4 Kultivace

Vysetiuje se sekret z postizenych sliznic, sperma, eventualné moc. ©) Vysetieni
vytérii z mocové trubice nebo pochvy je o néco citlivéjsi nez vysetieni moce. (10)

Kultivace se provadi jak v paidach tekutych, tak na agarovych plotnach.®? Oba rody
vyzaduji pidy obohacené o prekursory nukleovych kyselin a steroly. VétSina uzivanych
kultiva¢nich medii proto obsahuje pepton, kvasni¢ny extrakt a zvifeci sérum, které
slouzi predev§im jako zdroj cholesterolu. G Do kultivaénich pud je nutno ptidavat
antibiotika za ucelem potlaceni ostatni bakteridlni mikroflory eventudlné ptitomné ve
vySetfovaném vzorku. Nej€astéji se doporucuje polymyxin B, néktery aminoglykosid a
z antimykotik amfotericin B. ©¢?

U piimého prikazu mykoplasmat a ureaplasmat se nejCastéji vyuziva i jejich
biochemické aktivity. V praxi jsou bé&zné uZivana pomnoZovaci tekuta média
s argininem (pro dikaz M. hominis), ureou (k zachytu U. urealyticum) nebo pevné
agarové pudy s glukosou (k izolaci M. pneumoniae). ¢V

Tyto pidy obsahuji mimo jiné indikdtory reagujici na rozklad daného substratu
zménou barvy (vétSinou do Cervena). Obdobné se projevi barevnou zménou 1 narast M.
pneumoniae na puadé s glukézou (zezloutnuti pivodné lososové razového média). (32)
ProtoZze mykoplasmata pfi svém rastu bujon nekali, ptfidava se pro detekci jejich
mnozeni v tekuté ptd¢ indikator pH. 1)

Kultivace mykoplasmat a ureaplasmat se obvykle provadi v mikroaerofilnim
prostiedi pti teploté 37 °C. Rada kment je viak schopna vyrtstat i v aerobni atmosféte.

Doba, za kterou se vytvaieji kolonie na pevnych ptidach, je u riznych druhi
mykoplasmat rtzna. Zatimco M. pneumoniae vyrista za 4-21 dni (obvykle
doporucovana délka inkubace je 10 dni), urogenitalni mykoplasmata maji dobu
kultivace pon€kud kratsi — M. hominis vyrasta za 5 - 8 dni, U. urealyticum za 5 — 7 dni.

Doporucena délka inkubace pevnych ptd je proto pro oba druhy 1 tyden.
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1.7.5 Ildentifikace mykoplasmat a ureaplasmat

Kolonie mykoplasmat a ureaplasmat nejsou na pevnych pudach viditelné pouhym
okem a je tedy nutné pozorovat je pod mikroskopem za vyuziti stfedniho zvétSeni
(objektiv 20 nebo 40). Uvedené mikroorganismy vytvareji na pevnych piadach kolonie
zhruba trojiho typu:

1. Velké kolonie (prumer 50 — 300 um) vzhledu sazeného vejce, tj. se zahusténym

tmavsim stfedem (M. hominis a nékteré dalsi druhy)

2. Mensi, homogenn¢ zrnité kolonie cca 100 um s uzkym svétlejsim okrajem (M.

pneumoniae).

3. Velmi drobné (50 um) hnédavé, homogenné zrnité kolonie (U. urealyticum).

Odliseni M. hominis a U. urealyticum lze provést jiz pfidanim vhodného substratu a
indikatoru (argininu v piipadé M. hominis a urey v ptipadé U. urealyticum do pevného
nebo tekutého média. ©¢?

Kultiva¢ni metody nejsou v rutinnich laboratofich bézné vyuzivany. Divodem je
citlivost téchto bakterii, vysoké podminky a néaroky na kultivatni média, vcetné
pomalého ristu.

V soucasné dob¢ nabizi testy pro detekci urogenitalnich mykoplasmat fada firem.
Nekteré diagnostické soupravy umozni pouhou identifikaci nekterych druht
urogenitalnich mykoplasmat, u né€kterych je mozna diferencialni titrace, nékdy je mozné
stanovovat i citlivost na vybrana antibiotika.

V soucasné dobé nartista vyznam piimého prukazu DNA patogend technikami PCR

a real-time PCR. @

1.7.6 MycoView®

Test na stanoveni pfitomnosti a citlivosti na ATB urogenitalnich mykoplasmat.
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Soupravu vyrabi francouzska firma Zeakon Diagnostics a na ¢esky trh dodava prazska

firma JK-Trading s.r.o.

MycoView test umoziiuje identifikaci a diferenciaci a semikvantitativni titraci dvou

druht urogenitalnich mykoplasmat: Ureaplasma spp. (urealyticum a parvum) a

Mycoplasma hominis z riznych urogenitalnich vzorktl. Testem lze stanovit i rezistenci

na devét druhtit ATB (viz Tab. 1). ¥

Tab. 1 SloZeni ATB v MycoView stripu %

Jamka
islo: Zkratka ATB
1 C Rustova kontrola
2 U.u. | Identifikace U. u. ze vzorku od a > 10* CCU/mlI vzorku
3 M.h. | Identifikace M. h. ze vzorku od a > 10* CCU/ml vzorku
4 L Rezistence na linkomycin
5 E Rezistence na erythromycin
6 ROX Rezistence na roxythromycin
7 AZM Rezistence na azithromycin
8 JM Rezistence na josamycin
9 MNO Rezistence na minocyklin
10 DO Rezistence na doxycyklin
11 OFX Rezistence na ofloxacin
12 NOR Rezistence na norfloxacin

1.7.6.1 Princip stanoveni

Identifikace Ureaplasma urealyticum a Mycoplasma hominis je zaloZena na

prikazu produktl jejich metabolismu. (16) MycoView test je zaloZzeny na rozdilnych

metabolickych vlastnostech a pfirozené rezistenci mykoplasmat:

e U. u.: Hydrolysuje ureu a je rezistentni na linkomycin

e M. h.: Hydrolysuje arginin a je rezistentni na erythromycin
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Rist obou kment je vizualizovany barevnou zménou pH indikatoru ze zluto-oranzové
na Servenou nebo rizovou. &

Vzorky je potteba odebrat do specialniho média vhodného pro transport
urogenitalnich mykoplasmat. Jedna se o tekuté médium T - Broth, jez obsahuje PPLO

medium a antibiotika, ktera jsou specializovana pro urogenitalni mykoplasmata.

1.7.7 Diagenode Mycoplasma genitalium Real Time PCR kit

Souprava pochazi od belgické firmy. Dodavatel Diagenode je zastupujici firma
v Ceské republice.

Diagenode Mycoplasma genitalium Real Time PCR kit je kit ur¢eny pro testovani
ve vyzkumu ve smyslu detekce tohoto patogenu. Tento kit je navrzen pro detekci
Mycoplasma genitalium ve vzorcich mo¢i nebo stérech délozniho ¢ipku. Vice o této

diagnostické soupravé viz niZe.

1.7.8 PCR

Pritkaz specifické DNA pomoci molekularné genetickych metod PCR technologie
je dnes zékladni vyzkumnou a diagnostickou metodou Vv biomedicing. @) Nejcastéji
pouzivanou metodou pro amplifikaci je polymerazova fetézova reakce. Polymerazova
fetézova reakce (PCR) byla vyvinuta v Cetus Corporation v Emeryville v Kalifornii.
Principem je enzymatickda amplifikace DNA in vitro syntézou mnoha kopii vybrané
sekvence DNA v cyklické reakci o téech teplotnich fazich. Metoda PCR se jiz b&ézné
vyuziva 1 v rutinnich mikrobiologickych laboratotich. Uplatiiuje se zejména v situacich,
kdy infekéni agens roste pomalu, kultivuje se nebo identifikuje obtizn€, piip. se
kultivovat zatim neda. ©?

Genetické metody se uzivaji v fad¢ oblasti mediciny, v mikrobiologii hlavné pfi
detekci infek¢nich mikroorganismi piimo z biologickych materiali, identifikaci

jednotlivych druht z kultivaénich médii, detekce mutaci spjatych s rezistenci na
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antibiotika ¢i v oblasti epidemiologické (porovnani podobnosti vybranych kmenil

z populace, atd.).

1.7.8.1 Princip metody

Reakce je zalozena na schopnosti dvouvlaknové DNA denaturovat pii vysoké
teploté a opétovné renaturovat po jejim snizeni za zachovani pravidla komplementarity
bazi. Jestlize jsou znamy nukleotidoveé sekvence na koncich urcitého regionu DNA, je
mozno cely tento Usek amplifikovat pomoci této polymerdzové fetézové reakce.

Metoda PCR neboli polymerazova fetézova reakce slouzi k namnozeni usekit DNA.
Prvni krok za¢ina tepelnou denaturaci DNA vlivem vysoké teploty (okolo 95°C) na
jednoduché fetézce. Dalsi faze je ochlazeni vzorku na 50 — 60°C, dochézi k navazovani
primeri na komplementarni 3’konce cilové DNA. Primery neboli sondy jsou
komplementarni k vybranému cilovému mistu, ktery chceme amplifikovat. Ve tietim
kroku je DNA polymeraza (izolované z bakterie Thermus aquaticus, ktera zije v
horskych mineralnich pramenech) napojena na fetézec, ktera prodluzuje vldkna DNA
smérem od obou primert, ve sméru od 5’konce ke 3’konci pti 72°C. Po dokonceni
syntézy se zkumavka s PCR reakci zahtiva opét na 95 °C, dochézi k denaturaci nové
vytvoifenych DNA duplexti a poté se cely cyklus opakuje. Opakovani cykli vede k
rychlému namnozeni cilové DNA.

Podminkou pro provedeni PCR je pftiprava oligonukleotidovych sond, které
specificky hybridizuji na obou koncich cilového tseku DNA a slouzi jako zaklad pro
tvorbu novych vldken. Syntéza primeri o pozadované sekvenci dnes probihd na

automatizovanych pfistrojich a neni finan¢né nakladna.

1.7.9 Kvantitativni PCR v realném case
Tato technika je zaloZena na pouziti fluorescenéné znacenych sond a detekéniho
systému, ktery je schopen méfit intenzitu fluorescence. Intenzita fluorescence je imérna

mnozstvi PCR produktu a pomoci standardni kiivky sestrojené pii pouziti zndmych
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mnozstvi cilové DNA je mozné piesné kvantifikovat mnozstvi cilové DNA

Vv biologickém vzorku.

1.7.9.1 Princip metody

Oligonukleotidova sonda, oznaCena dvéma fluorochromy, nasedd na sekvenci
uvnitf PCR produktu. Fluorochrom na 5" konci je oznacovan jako reporter a
3"fluorochrom jako zhéasec. Jestlize jsou oba fluorochromy pfitomny na jedné¢ molekule
DNA, nedochazi k zddnému vyzatfovani fluorescence. V okamziku, kdy Taq
polymeraza zahaji dal$i kolo syntézy, dochazi k degradaci sondy a reporterovy
fluorochrom je uvolnén ze zhasnutého stavu. Intenzita fluorescence je monitorovana
kontinualn¢ béhem amplifika¢niho procesu. Intenzita fluorescence tedy piimo odpovida
mnozstvi PCR produktu v reakci. PCR vrealném c¢ase je pomérné nenaro¢na na
provedeni a je vysoce reprodukovatelna. Dalsi vyhodou je moZnost najednou analyzovat
velké mnozstvi vzorka. @

Pro PCR diagnostiku mykoplasmat existuje jiz mnoho rutinné nabizenych
diagnostickych souprav, jez lze aplikovat na ruzné piistroje na trhu dostupné pro

provadéni Real - Time PCR metod.
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2. Cil prace
Cile mé bakalaiské prace byly:

e Vyzkouset metodiku diagnostiky urogenitalnich mykoplasmat a zhodnotit
vysledky podle jednotlivych kriterii (pohlavi, vék) za urcité obdobi.

e Vysledky porovnat s dostupnou literaturou.
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3. Metodika

3.1 Charakteristika souboru

Laboratorni ¢ast mé bakalatské prace probihala v Praze, v Nemocnici Na Bulovce
Budinova 67/2, Praha 8, na Odd¢leni klinické mikrobiologie v laboratoti molekularné
genetickych metod pod dohledem MUDr. Sarky Lasikové. Vyzkum byl provadén
Vv Sestimésicnim Casovém obdobi od 1. 7. 2014 do 31. 12. 2014, kdy takto zvolené
obdobi umoZnilo shroméazdit vzhledem k financni ndrocnosti pouzivanych metod
dostate¢né mnozstvi relevantnich vysledki. V tomto obdobi bylo vySetfeno 423
pacientl na ptitomnost Ureaplasma urealyticum a Mycoplasma hominis a dalsich 159
pacientd na Mycoplasma genitalium. Veskeré vysetieni byla provadéna pod odbornym

dohledem kvalifikovaného pracovnika.

Cilem mé prace bylo pochopeni a praktické zvladnuti danych metod. V Nemocnici
Na Bulovce se ke stanoveni Ureaplasma urealyticum a Mycoplasma hominis uziva
MycoView® test, kterym se zjisti pfitomnost a citlivost na ATB urogenitalnich
mykoplasmat. K detekci Mycoplasma genitalium se zde uziva Diagenode Mycoplasma
genitalium Real Time PCR kit. Vyhodou vy$e zminovanych metod je moZnost
detekovat 1 velmi maly pocet bakteridlnich bunék.

Z divodu osvédceni vySe zminénych testi se zde Vv laboratofi neprovadi kultivace
mykoplasmat na pevnych pudach, a to z davodu piili§ dlouhé doby pro riast kment a

zna¢nym rastovym narokiim.

Byly vySetfovany tyto materialy: vytér z uretry, vytér z pochvy, vytér z hrdla
délozniho, sperma a mo¢. VySetfovany material byl odebran pfedevSim na koZnim
oddéleni, dale na gynekologickém, infekénim, pediatrickém a urologickém. Na tato
oddéleni poskytuje laboratof specidlni balicky, které obsahuji dacronovy vytérovy
tampon, transportni medium a zadanku. Pro bezchybné vySetfeni je nutny spravny

odbér. Je nutno, aby na tamponu bylo co mozna nejvice epitelovych bunék. Pokud je
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vySetfovanym vzorkem moc, je nutné, aby to byla moc¢ ranni. Nejlépe je mo¢ z prvniho
proudu, ve kterém je nejvyssi pravdépodobnost vysokého poctu odlouc¢enych bunék
epitelu. Odebrany vzorek musi byt co nejdfive dopraven zpét na centrdlni piijem
laboratote, vzorek je tfeba uchovavat v chladnickové teploté, kolem 4°C. Soucasti musi
byt vzdy fadné vyplnéna zadanka s identifikaci pacienta a pozadované vysetieni.

Po pfijeti materialu na centralni pfijem se kontroluje identifikace pacienta na
zadance 1 vzorku. Poté kazdy material dostane své identifikacni €islo, které se napiSe jak
na vzorek.

Oznaceny vzorek je dale poslan na pracovisté, kde bude vzorek laborantkou

zpracovan.

3.2 Detekce Mycoplasma genitalium

Detekce probiha ve Ctyiech krocich: ptiprava biologického materidlu, izolace DNA,
piiprava amplifikacniho mixu a amplifikace s detekci po vloZeni do pfistroje. VSechny
vzorky byly ihned po pfijeti do laboratofe uschovany do lednice pti 4°C nejdéle 24
hodin a pro déle trvajici skladovani musi byt zmrazeny na -20°C. Nejdéle do dvou dnii
byla provedena izolace DNA, poté prob¢hla detekce na patogeny. Izolovana DNA se
musi znovu uschovat, pro ptipad potieby dalsiho diagnostického vySetieni. Pred vlastni
praci bylo zkontrolovano identifika¢ni Cislo pacienta a zaroven stejnym cislem

oznaceny 1 pracovni zkumavky, aby pozd¢ji nemohlo dojit k zaméné.

3.2.1 lzolace DNA

Izolace nukleovych kyselin z klinickych vzorkl spoc¢iva v uvolnéni DNA z vazby
na proteiny a nasledném odstranéni kontaminujicich bunéénych komponent za ticelem
zjiSténi ptitomnosti patogennich mikroorganismi pomoci polymerazové ftetézové
reakce. Mnou vyuzivany izola¢ni postup purifikace DNA vyuZziva technologie firmy
QIAGENE, kdy pomoci proteazy a lyzacniho roztoku dochazi k lyze klinickych vzorka
a uvolnéni DNA z vazby na buiky a bilkoviny, jejimu zachyceni na kolonkové
silikonové membrané a n€kolikandsobném promyvéani promyvacimi pufry za ucelem

zbaveni se necistot s naslednou eluci ¢isté DNA.

32



Izolace DNA se Vv laboratofi klinické mikrobiologie Nemocnice Na Bulovce
provadi na pfistroji QIAcube. Jde o kompaktni automaticky izolator s vyuZzitim
kolonkovych kitt bézn¢ uzivanych pro manualni zpracovani.

Veskeré kity potfebné k izolaci laboratot odebira ptimo od firmy QIAGENE, které¢
jsou kompatibilni s izolatorem QIAcube. Pro vlastni izolaci je vyuzita souprava
QIAGene DNA blood mini kit. Reagencie potfebné pro izolaci viz. tab. 2.

Tab. 2 Reagencie potiebné pro izolaci (26)

Elution buffer AE — promyvaci pufr

Lysis buffer AL — lyza¢ni pufr

Wash buffer AW1 — myci pufr

Wash buffer AW2 — myci pufr

Ethanol

N gl w N e

Protease solvent - proteaza

Pufr AW1 a AW2 je nutno nafedit etanolem piesné¢ dle nadvodu. Pred kazdym

spusténim izolatoru je tfeba zkontrolovat, zda je v pfistroji dostatek Spicek a reagencii.

3.2.2 Postup izolace
Ptiprava vzorki na izolaci DNA byla provadéna za postupnych kroka, které jsou

nize ve struc¢nosti popsany.

Stéry:

o Kazdy vytérovy tampon byl umistén do sterilni zkumavky, kterd musi byt
popsana identifikaénim ¢islem pacienta.

e Do zkumavky bylo piidano 400 pl injekéni vody a vzorek dukladné
zvortexovan, aby se z tamponu uvolnily epitelové buiky.

e Ze zkumavky bylo poté odpipetovano 200 ul do 2 ml mikrozkumavek, které
jsou soucasti kit od QIAGENE.

e Mikrozkumavky byly umistény do stojanu, ktery se dava do tfepacky adaptéru

izolatoru QIAcube.
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Stejné jako u stért je nutné zkontrolovat ID ¢islo pacienta.

Kazdy vzorek moci byl dikladné zvortexovan.

Do sterilni 2 ml mikrozkumavky napipetovano 200 pl moci.

Mikrozkumavky byly poté vloZeny do stojanu a umistény do tfepacky adaptéru

izolatoru.

3.2.3 Vlastni izolace v pristroji

Izolator ovlada integrované komponenty véetné odstredivky, vyhfivaného Sejkru,

pipetovaciho systému ¢i roboticka ramena. QIAcube je dodavan s piedinstalovanymi

protokoly pro zpracovani genomové DNA, plazmidové DNA, atd. Uzivatel si zvoli

protokol pomoci dotykové obrazovky.

3.2.4 Priprava vzorku pomoci QIAcube

Vzorky se lyzuji v orbitalni tfepacce, které v piipadé potieby mohou byt
vyhiivané.

Kazdy lyzat se prenese do adaptéru v rotoru.

Nukleové kyseliny nebo proteiny se vazi na membrané kolony QIAGEN,
probiha Cisténi, promyvani a odstranéni kontaminujicich latek.

Kolona je odstiedéna a pienesena do mikrozkumavky. Dochazi k eluci

purifikovanych nukleovych kyselin nebo proteinti.

Jednoduché schéma viz ptiloha €. 1.
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3.2.5 Priprava pro PCR reakci

K provedeni PCR reakce pro detekci Mycoplasma genitalium se pfistoupilo po
uspésné izolaci DNA ze vzorkl. K diagnostice byla pouzita komercné¢ dostupna
diagnosticka souprava. S-DiaMG. S pouzitim této metody je detekovana pro M.
genitalium specificka oblast genu mgpa a mg219. Kit obsahuje interni standard, pomoci
kterého je moZno Uc¢inn€ sledovat mozné inhibice v pribéhu PCR amplifikace. SloZeni

diagnostické soupravy viz tab. €. 3.

Tab. &. 3: SloZeni soupravy pro detekci Mycoplasma genitalium @

Optima Du Master mix DNA 5x

M. genitalium primery & dvoubarevna sonda (FAM, emise 520 nm)

voda pro PCR

SRl A B

Interni kontrola

Potfebny material, ktery neni soucasti baleni: pipety; sterilni pipetové Spicky
s filtry, vortex mixér, stolni centrifuga, zkumavky do mikrocentrifugy, PCR 96 jamkova
desticka, Real — Time PCR pfistro;j.

Jelikoz jde o velmi citlivou metodu, je nutno dodrzovat urcita opatteni:

e Manipulaci se vzorky, izolaci a Real Time amplifikaci je nutno provadét
v oddé€lenych mistech laboratote a vzdy v bezpecnostnich boxech.

e PCR laboratotf (bezpecnostni komora, DNA/RNA extrakéni ¢ast, povrch
stolu, apod.) musi byt po kazdém PCR experimentu vycCisténa vhodnymi
prostfedky.

e Kontaminované kity musi byt zneskodnény ve specifickém odpadnim kosi
pro biologicky odpad.

e Tento kit nesmi byt pouzivan osobami vykazujici symptomy nemoci, ktera

je timto kitem detekovana.
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e Pozitivni a negativni PCR kontrola musi byt provedena u kazdé PCR
reakce.
e Pro vSechny PCR smési je nutno pouzit acrosol — rezistentni $picky.

e Je nutno nosit rukavice.

V prvni fad¢€ je nutné si pted kazdou reakei namichat reagencie. Optima Du Master
Mix je stabilni a aktivni pouze za urcitych podminek. Master Mix je nutno smichat az
ve chvili, kdy méme pfipraveny veSkeré vzorky. Reagencie musi byt uchovavany
vtemnu pii -20°C, které jsou vyndany z mrazdku az tésné¢ pred zahdjenim reakce.
Pokud by totiz tento kit byl skladovan déle pii pokojové teploté, mohlo by to vést

k degradaci primerd/ sond/ pozitivnich kontrol.

Pro jednu reakci je nutno smichat 10 ul Optima Du Master mix DNA 5x, 2,5 ul M.
genitalium primery & dvoubarevna sonda, 2 pul H,O (pro PCR) 0,5 ul interni kontroly.

Reagencie musi byt poté promichany, aby doslo k homogenizaci.

Do kazdého behu se piidava na prvni pozici umistit 5 pl pozitivni kontrolu a na
druhou negativni. Vzorky se pipetuji do uzaviratelnych zkumavek. Do kazdé zkumavky
tedy bylo pipetovano 10 ul pfipraveného Master Mixu a 5 ul izolované DNA.

Zkumavky se poté uzaviou.

3.2.6 PCR analyza a odecet

Real — Time PCR analyza, byla provedend na systému CFX Connect  Real — Time
PCR Detection Systém firmy BioRad."") Zkumavky s ptipravenou reakéni smési,
obsahujici veSkeré potfebné reagencie pro bezproblémovy priabéh PCR reakce byly
vloZeny do termocykléru, kde probihala téméf dvouhodinova reakce. Byl zvolen jiz

pfednastaveny program, viz Tab. ¢. 4
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Tab. ¢. 4: Program PCR reakce 22)

Faze Popis
1. 2 min 50°C
2. 10 min 95°C
3. (45 cykli)

1. krok 15 s 95°C
2. krok 60 s 60°C

Detekce M. genitalium probihd v kanalu FAM semisnim spektrem 520 nm.
Vysledna data byla automaticky vyhodnocena formou amplifika¢ni kiivky.
Amplifikacni kiivka znazoriiuje zavislost poctu replikovanych tsekit DNA patogenu na
Case. Zda vzorek obsahuje patogen ¢i ne by mélo byt zfejmé z vytvofené amplifikacni
kiivky.

CFX pftistroj je dvoukanalovy, s kanaly FAM a HEX. Pro negativni kontrolu nesmi
byt FAM signal pozorovan. Pro pozitivni kontrolu musi byt FAM signal pozorovan pfti
hodnoté Ct/Cp 30 +/- 3,3. Pokud je vkanalu FAM pozorovan signal a typicky tvar
amplifika¢ni kiivky, znamena to, Ze je vzorek pozitivni na Mycoplasma genitalium,
pokud ne, vzorek je negativni. V kandle HEX sledujeme signal interni kontroly, ten
musi byt pfitomen vzdy pii spravném prubéhu PCR reakce. Pokud neni ptitomen,
vzorek je nehodnotitelny. Nejcastéjsi pii¢inou byva pritomnost inhibitorad Taq

polymerazy v biologickém vzorku.

3.3 Detekce Ureaplasma urealyticum a Mycoplasma

hominis

Detekce Ureaplasma urealyticum a Mycoplasma hominis se v Nemocnici Na
Bulovce provadi pomoci diagnostické soupravy Mycoview®. Tento test umoziuje
identifikaci a diferenciaci urogenitalnich mykoplasmat. Zaroven lze testem stanovit i

rezistenci na devét druht ATB. viz Tab. 1
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Souprava obsahuje transportni medium, kultivacni medium, stripy, atd. Piesny

obsah soupravy viz Tab. €. 5, ptiloha €. 2.

Tab. ¢. 5: Obsah soupravy Mycoview® (24)

PoloZka Mnozstvi | Skladovani

Transportni medium: obsahuje 2 ml tekutého media pro 20 +2/ +8 °C

transport vzorku na stanoveni urogenitalnich mykoplasmat. | lahvicek

Kultiva¢ni medium: lyofilizované medium obsahujici PPLO 20 +2/+8 °C
bujon, kvasni¢ni autolyzat, cystein, substraty (ureu a lahvicek
arginin), obohacovala, koniské sérum, selektivni smés

antibiotik a fenolovou Cerven

MycoView strip: 2 stripy s 12 jamkami — zaviené 10 setti +2/+8 °C

hlinikovou paskou a vysouSecim prostfedkem.

Parafinovy olej (6,5 ml) 2 Pokojova
teplota

Spi¢ky na automatickou pipetu 20 Pokojova
teplota

Tampony pro odbér vzorku 20 Pokojova
teplota

Pottebny material, ktery neni souc¢asti baleni: sterilni zkumavky nebo lahvicky na
vzorky; pipety (objem 100 ul); nadoba na kontaminovany odpad; inkubator 36+ 1 °C;

stojanek na inkubaci stripti s vickem.

3.3.1 Postup prace
Laboratot na pozadavek oddéleni poskytuje odbérovou soupravu, kterd obsahuje
odbérovy tampon, transportni medium a Zadanku. Prvnim krokem je naockovani

transportniho media. Tento krok provadi klinik hned po odbéru vzorku. Pro bezchybnou
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diagnostiku je dilezity spravny odbér. Je nutno, aby na tamponu bylo co mozna nejvice

epitelovych bungk, které mohou byt postizené, odbér ma byt proto razantni.

Tampon se v mediu (T - Broth) dukladné vytiepe a poté je zlikvidovan. Pokud je

odebranym vzorkem mo¢, naockuje se 200 pl homogenizované mocée do transportniho

media (T — Broth).

Poté uz je nutné naockované medium co nejdiive dopravit do laboratofe,

maximalné vSak do 24 hodin pii 4°C. Po pfijeti vzorku do laboratote bylo kontrolovano,

zda souhlasi udaje na zadance s udaji na transportnim médiu a ptidéleno identifika¢ni

¢islo pacienta. Dale se pokracovalo v niZze popsanych krocich.

Podle poctu (transportnich médii) - vzorkd je nutno si pfipravit stripy a
kultivaéni média (C - Medium). Reagencie je nutné vytemperovat na
pokojovou teplotu.

Naockované transportni médium (T — Broth) bylo pfelito do kultiva¢niho
média (C — Medium) a rozpusténo.

Barva vzniklého roztoku by méla byt zlutd nebo oranzova, (pH 6,6 + 0,1).
Ptfed pouzitim MycoView prouzkli je nutno opatrné promichat inokulacni
médium 4-5x Strip je nutné oznacit jménem pacienta nebo ¢islem vzorku.
Z prouzkii byla stazena ochranna folii tak, aby jeji koncova Cast zistala
prilepena.

Do kazdé jamky vylo piidano 100 ul inokulovaného kultivaéniho média.

Do kazdé jamky byla ptidana 1 kapka parafinového oleje a uzavien prouzek
prilnavou folii.

Zbytkové pouzité kultivaéni médium byly odlozeny do lednice po dobu 48 h
pii +2/+8 °C pro ptipad nutnosti verifikace testu. VVzorky z endocervixu a

uretry inkubujeme 24 h pti 36 + 1°C, poté odecteme vysledky.
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3.3.2 Vysledky a interpretace

Vysledek testu je zavisly na barevné zméné v jednotlivych jamkach stripu.
Urogenitalni mykoplasmata méni barvu média na cervenou, resp. jasn¢ ruzovou
(alkalické pH). Jestlize médium zlstava v barvé zluté a nebo zluto-oranzové, v jamkach

rast urogenitalnich mykoplasmat neprobiha.

3.3.3 Identifikace a diferencialni titrace vzorku urogenitalnich

mykoplasmat

Je nutno zkontrolovat prvni jamku; jestliZe zde neni barevnd zména je test
negativni. Mycoview® strip viz ptiloha €. 3.

Identifikace U. u. po 24 h inkubace:

e Jestlize jsou pozitivni jamky ¢islo 2 a 4, pak vzorek obsahuje U.u
v signifikantni koncentraci > 10* CCU/ml. (CCU - Color Changing Unit)
e Jestlize je pozitivni jen jamka Cislo 4, pak vzorek obsahuje U.u
v koncentraci < 10* CCU/ml.
Identifikace M. h. po 24 — 48 h:

e Jestlize jsou pozitivni jamky ¢islo 3 a 5, pak vzorek obsahuje M.h
v signifikantni koncentraci > 10* CCU/ml.

e Jestlize je pozitivni jen jamka ¢islo 5, pak vzorek obsahuje M.h
v koncentraci < 10* CCU/ml.

Koncentrace Vv rozpéti ( 103 - 104) CCU/ml jsou povazovany za hraniéni:

e v pripads uretritidy, 10> CCU/ml na U.u ze vzorku mode

e 10" CCU/ml na U.u pro vzorky z vytéru uretry u muzii a u Zen na U.u nebo
M.h pro endocervikalni, nebo vaginalni vzorek

e Jestlize test na Mycoplasma hominis nevykazoval pozitivni vysledek mél by

byt odedteny jests po 48 h inkubaci
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4. Vysledky

Prace byla zaméfena na diagnostiku urogenitalnich mykoplasmat a to na
Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis a Mycoplasma genitalium. V obdobi od
1.7. — 31.12. 2014 se podatilo shromazdit celkem 221 vzorki na vySetfeni Ureaplasma
urealyticum. 143 wvzorki pochazelo od muzl, ztoho 18 (12,7%) vzorki bylo
pozitivnich, 121 (84,6%) negativnich a zbylé 4 (2,7%) vzorky nelze hodnotit (= vzorek
byl zkontaminovany nespecifickou flérou). Od Zen pochazelo celkem 78 vzorkd. 34
(43,6%) vzorkl bylo pozitivnich, 42 (53,8%) negativnich a 2 (2,6%) nelze hodnotit (=

vzorek byl zkontaminovany nespecifickou florou).

(Graf'¢. 1: Celkové hodnoceni muzi a zen na Ureaplasma urealyticum)

V' 4 V4 v O A4
Celkové hodnoceni muzu a Zzen na
U.u.
100,0% 84,6%
80,0%
. 235,8% W pozitivni
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0,0% . .
mutzi zeny
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Na vysetfeni Mycoplasma hominis se shromazdilo celkem 221 vzorkd. Od muztu

pochazelo 143 vzorkl, ztoho 11 (7,7%) vzorkli bylo pozitivnich, 128 (89,5%)

negativnich a 4 (2,8%) nebylo mozné hodnotit (= vzorek byl zkontaminovany

nespecifickou florou). 78 vzorkt bylo od Zen, z toho 10 (12,8%) bylo pozitivnich, 66

(84,6%) negativnich a zbylé 2 (2,6%) nelze hodnotit (= vzorek byl zkontaminovany

nespecifickou florou).

(Graf ¢. 2: Celkové hodnoceni muzii a zen na Mycoplasma hominis)
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(Graf €. 3: Celkové hodnoceni muzi a zen na Mycoplasma hominis)
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Poznamka: Na grafu ¢. 3 je znazornéna diagnostika na Mycoplasma genitalium. Od
muzl bylo celkem 115 vzorki, z toho 8 (7%) bylo pozitivni, 104 (90,4%) negativni a 3
nelze hodnotit (= vzorek obsahoval inhibitory a reakce nemohla spravné prob&éhnout).
Od zen pochazelo 44 vzorkl, ztoho 5 (11,4%) pozitivni, 38 (86,4%) negativni a 1
(2,3%) nelze hodnotit (= vzorek obsahoval inhibitory a reakce nemohla spravné

prob&hnout).

Dale byly vysledky zhodnoceny dle véku a pohlavi. Vzorky byly rozdéleny do
ttech kategorii podle v€ku. Celkem bylo 143 vysledki muzi na Ureaplasma
urealyticum a Mycoplasma hominis. Na Ureaplasma urealyticum bylo v kategorii 15-30
let bylo celkem 60 vzorku, z toho byly 8 pozitivni (13,3%), 50 negativni (83,3%) a 2
nelze hodnotit (3,4%). Ve véku 31-50 let bylo 58 vzorkd, 9 pozitivni (15,5%), 47
negativni (81%) a 2 nelze hodnotit (3,4%). Ve v€ku 51-70 let bylo hodnoceno 25
vzorki, 1 pozitivni (4%) a 24 negativni (96%). Na Mycoplasma hominis bylo téz 143
vzorkti muzd. V kategorii 15-30 let bylo 60 vzorkt, 6 pozitivni (10%), 53 negativni
(88,3%) a 1 nelze hodnotit (1,7%). Ve v€ku 31-50 bylo 58 vzorkd, 4 pozitivni (6,9%),
52 negativni (89,7%), 2 nelze hodnotit (3,4%). V posledni kategorii 51-70 let bylo 25
vysledku, 1 pozitivni (4%), 23 negativni (92%), 1 nelze hodnotit (4%).

(Graf ¢. 4: Muzi Ureaplasma urealyticum a Mycoplasma hominis)
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U Zen bylo shromazdéno celkem 78 vzorkii na diagnostiku Ureaplasma
urealyticum a Mycoplasma hominis. Na Ureaplasma urealyticum bylo vysetieno 29
vzorkl od pacientek ve v€ku 15-30, 13 pozitivni (44,8%), 15 negativni (51,7%), 1 nelze
hodnotit (3,5%). V kategorii 31-50 bylo 33 vysledkd, 16 pozitivni (48,5%) a 17
negativni (51,5%). Ve véku 51-70 bylo 16 vzorku, 5 pozitivni (31,3%), 10 negativni
(62,5%) a 1 nelze hodnotit (6,2%). Na Mycoplasma hominis bylo vyhodnoceno také 78
vzorkd zen. V kategorii 15-30 bylo 29 vzorki, 5 pozitivni (17,2%), 23 negativni
(79,3%) a 1 nelze hodnotit (3,4%). Ve véku 31-50 bylo 33 vysledku, 3 pozitivni (9,1%),
29 negativni (87,9%), 1 nelze hodnotit (3%). Posledni kategorie méla 16 vzorkd, 2
pozitivni (12,5%) a 14 negativni (87,5%).

(Graf &. 5: Zeny Ureaplasma urealyticum a Mycoplasma hominis)
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V grafu ¢. 6 je hodnoceni muzi na Mycoplasma genitalium dle vékovych kategorii.
Celkem bylo hodnoceno 115 vzorku, v kategorii 15-30 let bylo celkem 46 vzorkd, 3
pozitivni (6,5%), 42 negativni (91,3%) a 1 nelze hodnotit (2,2%). Ve véku 31-50 let
bylo 52 vzorku, 4 pozitivni, 46 negativni, 2 nelze hodnotit (= vzorek obsahoval
inhibitory a reakce nemohla spravné prob&hnout). V posledni kategorii bylo 17 vzork,

1 pozitivni (5,9%) a 16 negativni (94,1%).
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(Graf. ¢. 6: Hodnoceni muzt Mycoplasma genitalium)
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(Graf. ¢. 7: Hodnoceni Zen Mycoplasma genitalium)
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Poznamka: Celkem bylo 44 vzorkli zen na vySetfeni Mycoplasma genitalium.
V kategorii 15-30 let bylo 15 vysledki, 3 pozitivni (20%) a 12 negativni (80%). Ve
véku 31-50 let bylo 20 vySetieni, 1 pozitivni (5%), 18 negativni (90%), 1 nelze hodnotit
(5%). V posledni kategorii 51-70 let bylo 9 vysetteni, 1 pozitivni (11,1%) a 8 negativni
(88,9%).

V grafu ¢. 7 je zndzornéno z jakych oddéleni bylo o dand vySetfeni zazadano.

Celkovy pocet vzorkii k vySetieni bylo 380. Z kozniho oddéleni bylo zaslano 152
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vzorkd (40%), z gynekologie 65 vzorkd (17,2%), z pediatric 34 vzorki (8,9%),
z infekéniho oddéleni 53 vzorkl (13,9%) a z urologie 76 vzorka (20%).

(Graf ¢. 7: Rozd¢leni materidlu dle odd¢lent)
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5. Diskuse

Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis a Ureaplasma urealyticum jsou
bakterie, které jsou béznou soucasti mikroflory u zdravého dloveka.®Y Pokud viak
dojde k pfemnoZeni, mohou zptisobovat riizna urogenitalni onemocnéni, jako naptiklad
uretritidy, pyelonefritidy, vagindzy, komplikace v téhotenstvi, mozny je i potrat.

Dle doporu¢eni WHO, pokud dojde k prukazu mykoplasmat, ale pacient nema

zadné klinické ptiznaky, 1€kaf neni opravnén zah4jit l€cbu urogenitalni infekce.®

Mycoplasmata se prendsi pfimym kontaktem mezi hostiteli, nejcastéji pohlavnim
stykem, mozny je i pfenos vertikalni z matky na dité intrauterinn¢ ¢i pii porodu. Ve
vétsing pripada infekce vymizi. Pouze u malého poctu piipadii kolonizace ptetrvava.
Asi 15 % ptipadd novorozenct je kolonizovano M. hominis a 45-75 % U. urealyticum.
Nosici infekce byvaji asymptomaticti, ale organismy mohou byt oportunnimi patogeny,

uvadi Kiemenova. &

Tyto baktérie kolonizuji urogenitalni trakt sexudlné Zzijicich jedinc, u Zen

nachazime Mycoplasma hominis ve 21-53 %, Ureaplasma urealyticum ve 40-80 %, u
cvus (33)

Ve vyzkumné ¢asti mé bakalaiské prace bylo shromazdéno 221 vzorkii na vySetfeni
Ureaplasma urealyticum a Mycoplasma hominis. 143 vzorkl (64,7%) pochazelo od
muzu a 78 vzorka (35,3%) bylo od zen. Na Ureaplasma urealyticum bylo pozitivnich
18 vzorktl od muzii (12,7%) a 34 vzorki (43,6%) od Zen. Zeny maji ¢astéji subklinicky
pribéh infekce, proto se domnivam, Ze byl niz8i pocet odebranych vzorki od Zen. Na
Mycoplasma hominis vyslo 11 vzorkt (7,7%) od muzt a 10 vzorkd (12,8%) od Zen

pozitivnich, jak je vSe zobrazeno v grafu ¢. 4 a 5.

Z celkového poctu bylo 6 vzorki nezhodnotitelnych kultivaéni metodou

MycoView. Pifevazné se jednalo o kontaminaci bakteriemi nebo kvasinkami.
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Vyzkum tedy potvrdil, ze skute¢né Ureaplasma urealyticum i Mycoplasma hominis
vice postihuje zeny, jak piSe ve své praci Vanousova. Na Ureaplasma urealyticum bylo
pozitivni niz§i procento muzd. Mycoplasma hominis bylo u obou pohlavi podobné

procento postizenych. Vysledky se shoduji i s publikaci od Kacerovského™®

,atozeu
muzd je vyskyt M. hominis izolovano v 0 — 13% pfipadi a Ureaplasma urealyticum v 5

— 56% vySettrovanych.

Samoziejm¢ je nutné piihlédnou k faktu, ze vysledky nemohou byt zcela
porovnatelné a to proto, ze v mé praci nebyly vySetfovany i klinicky zcela zdravé osoby

stejné jako to bylo tieba u Kacerovského.

Dale byl provadén vyzkum na Mycoplasma genitalium. Dohromady bylo 159
vzorkl. 115 vzorkt (72,3%) pochazelo od muzi, z toho bylo 8 vzorkt (7%) pozitivni a
44 vzorka (27,7%) od Zen, ztoho bylo 5 vzorka (11,4%) pozitivni. Jak je uvedeno
Vv tabulce €. 5., 6. Z toho vyplyva, Ze i Mycoplasma genitalium se ¢astéji vyskytuje u
zen. Tento vysledek je v rozporu s literaturou, ve které se uvadi, ze se Mycoplasma
genitalium castéji vyskytuje u muzi a to az u 25% vySetiovanych, kdezto u Zen byl

pozitivni vysledek pouze u 4 — 9%. (19)

Z celkového poctu vysSetienych vzorkh na Mycoplasma genitalium byly 4
nezhodnotitelné. Nejpravdépodobnéjsim divodem byla pfitomnost inhibitord, Taq

polymerazy, které nebyly odstranény predchozim extrakénim izolacnim procesem.

Tento rozdil ptisuzuji nedostatecnému poctu vzorkli. Vzhledem k tomu, ze
vySetfeni na Mycoplasma genitalium je pomérné nova metoda, fada kliniki tuto
moznost opomind a pozadavek k vySetieni zasila az pii pfetrvavajicich obtizich a po
vylouceni ostatnich urogenitalnich patogent jako je Chlamydia trachomatis ¢i Neisseria

gonorrhoeae.
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Povédomi o problému urogenitalnich mykoplasmat pravdépodobné neni
dostate¢né. Procenta pozitivnich pacientl, pievazné Zen je téméi srovnatelné ve vékové
skupin¢ 15 — 30 let a 31 — 50 let. Ve v€kové skupin€ 15 — 30 let Ize tyto vysledky
mozna prisuzovat zacatku sexudlni aktivity a Castému stfidani sexudlnich partnerq.
vidéla jiz chronické ¢i recidivujici infekce. Divodem muze byt, ze pacientky na

urogenitalni infekce nikdy nebyly vySetfeny a spravné 1éceny.

Material, ktery byl vySetfovan, pochazel od pacientd, u kterych se projevovaly
klinické ptiznaky, dlouhodobé a recidivujici potize. Vzorky byly zaslany z riznych
pracovist, nejcastéji vSak z kozniho oddéleni. Celkové bylo ziskano 380 vzorkd, z toho
152 wvzorkt (40%) bylo zkozniho oddé€leni, 65 vzorku (17,2%) =z gynekologie,
z pediatrie 34 vzorki (8,9%), z infekéniho oddéleni 53 vzorka (13,9%) a z urologie 76
vzorkl (20%). Jak je uvedeno v grafu €. 6.

Dle mého nazoru jsou urogenitalni mykoplasmata ¢asto opomijenym klinickym

problémem.
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6. Zavér

V bakalatské praci bylo zhodnoceno 221 vzorkl na vySetieni Mycoplasma hominis
a Ureaplasma urealyticum, z toho bylo 143 od muzi a 78 od zen. VySetfeni byla
provadéna pomoci kultivacnich seti Mycoview®.

K detekci Mycoplasma genitalium bylo k dispozici 159 vzorku. 115 od muzi a 44

od Zen. K detekci byly pouzity diagnostické sety Mycoplasma genitalium Real — Time
PCR.

Tyto testy jsou velice citlivé a pro diagnostiku dostacujici. Zachyt patogenu
Mycoplasma hominis a Ureaplasma urealyticum odpovida ptedpokladanym vysledkiim
a to, ze vyssi vyskyt urogenitalnich infekci je u zen. Z mych vysledka je patrné, ze
vyskyt pozitivnich vysledkd u Zen ve véku 15 — 30 let a 31 — 50 let je témé&f srovnatelny

(viz diskuze).

Mycoplasma genitalium bylo také castéji detekovano u Zen, coZ je v rozporu
s dosud znamymi studiemi, které udavaji, ze Cast€jsi vyskyt Mycoplasma genitalium je

u muzti. Tuto neshodu piisuzuji nedostatku vzorka k vySetfeni.

Béhem vypracovavani své bakalaiské prace jsem se naucila technicky zvladnout
vyse uvedené metody, vCetné izolace DNA. Zaroven jsem se naucila zakladné odecitat
vysledky. Veskeré prace jsem provadéla pod dozorem, vzhledem k tomu, Ze nejsem

zdravotnicky pracovnik.

Ma bakalarskéd prace poskytuje informace o urogenitdlnich infekcich, diagnostice,
1écbé a ptipadnych komplikacich. Prace tedy mize slouzit jako zdroj informaci pro
zdravotnické pracovniky, studenty zdravotnickych obori, pfipadné pro zdjemce o tuto

problematiku.
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7. Kli¢ova slova
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9. P¥ilohy

Priloha &. 1: Struény popis pfipravy vzorku pomoci QIAcube

QlAprep Miniprep Standard Procedure

Pelleted bocteria

!

a'v Resuspend
Lyse
Neutrokze

!
J

! Tronsfer lysate

Clear lysote by centrifugation

Tronsfer cleared lysote

Pure plaseid DNA
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Pfiloha ¢. 2: Obsah soupravy Mycoview® @4
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