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Abstrakt

Bakalatskd prace se zabyvd vyznamem tfidy Mollicutes pii urologickych
infekcich. Je zaméfena na diagnostiku urogenitalnich mykoplazmat, a to Mycoplazma
hominis a Ureaplazma urealyticum.

Mollicutes tvofi unikatni skupinu mikroorganismu, které predstavuji nejmensi
znamy organismus schopny samostatného zivota. Pro Clovéka maji nejvétsi vyznam
rody Mycoplazma a Ureaplazma. Nejcastéji jsou nachazeny v dutingé ustni,
V respiranim traktu a urogenitalnim traktu. Nejznaméjsi mykoplazma, které zptisobuji
onemocnéni urogenitalniho traktu, jsou Mycoplazma hominis a Ureaplazma
urealyticum.

Cilem teoretické casti prace bylo shromazdéni dostupné odborné literatury na
toto téma vcetné internetovych zdroju, cilem praktické ¢asti prace pak ovladnuti
laboratorniho  vysetieni tfidy Mollicutes z urologického materialu na kmeny
Mycoplazma hominis a Ureaplazma urealyticum. Pro naplnéni cile prace jsem také
shromézdila vysledky dlouhodobého vyzkumného 3etieni laboratoie z Ceské republiky
a ze Slovenské republiky.

V bakalai'ské praci byly také porovnany laboratorni vysledky z Ceské republiky,
Kladna a Bratislavy, které byly ziskdny pomoci rtiznych metod, a to pomoci kultivacni
soupravy a metody PCR. Vysledky Setfeni jednozna¢né poukazaly na to, ze kmen
Ureaplazma urealyticum se vyskytuje mnohem c¢astéji nez kmen Mycoplazma hominis.
Souhrnné vysledky jsou ve shodé€ s literarnimi daji o vyskytu urogenitalnich
mykoplazmat.

Béhem zpracovani bakalaiské prace jsem se naucila technicky zvladat rucni
metody prace, véetné izolace DNA mykoplazmat a ureaplazmat.

Vysledky poskytuji informace o urogenitalnich infekcich, diagnostice, 1€cbé¢ a
prevenci, prace tedy muze slouzit jako zdroj informaci pro zdravotnické pracovniky,

studenty zdravotnicich obort, pfipadné z4jemce o tuto problematiku.

Klicova slova: Mollicutes, Mycoplazma hominis, Ureaplazma urealyticum, PCR,

urologické infekce, diagnostika, molekularn€ biologické metody



Abstract

The bachelor thesis deals with the importance of the Mollicutes class in
urological infections. It is focused on the diagnosis of urogenital mycoplasma, namely
Mycoplasma hominis and Ureaplasma urealyticum.

Mollicutes form a unique group of microorganisms that represent the smallest
known organism capable of an autonomous life. Mycoplasma and Ureaplasma are of the
greatest importance for humans. They are most commonly found in the oral cavity, in
the respiratory tract and in the urogenital tract. The most well-known mycoplasmas that
cause urogenital tract disease are Mycoplasma hominis and Ureaplasma urealyticum.

The aim of the theoretical part of the thesis was to gather available scientific
literature on this topic, including Internet resources. The aim of the practical part was to
master the laboratory examination of the urological material to Mollicutes class, namely
Mycoplasma hominis and Ureaplasma urealyticum strains. In order to achieve this goal,
the results of a long-term research investigation of the laboratory from the Czech
Republic and the Slovak Republic were collected.

The bachelor thesis also compared laboratory results from the Czech Republic,
Kladno and Bratislava. Results were obtained using two different methods, the culture
kit and the PCR method. The results of the investigation showed that the Ureaplasma
urealyticum strain occurs much more frequently than the Mycoplasma hominis strain.
Summary results are consistent with the literature on the incidence of urogenital
mycoplasma.

During the elaboration of my bachelor thesis, | learned to manually handle the
methods of the theoretical part of my thesis, including isolation of DNA mycoplasmas
and ureaplasmas.

The results provide information on urogenital infections, their diagnosis,
treatment and prevention, thus this work can provide information for healthcare

professionals, health care students, or others interested in this theme.

Key words: Mollicutes, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, PCR,

urological infections, diagnostics, molecular biological methods
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Uvod

Mollicutes tvofi unikatni skupinu mikroorganismi. Pfedstavuji nejmensi znamy
organismus, ktery je schopny samostatného zivota. Pro Clovéka maji nejvétsi vyznam
rody Mycoplazma a Ureaplazma. Jsou to paraziti lidi i zvifat. Nejcastéji jsou nachazeny
V dutin¢ Gstni, v respiranim traktu a urogenitalnim traktu. Nejznaméjsi mykoplazma,
které zpiusobuji onemocnéni urogenitalniho traktu, jsou Mycoplazma hominis a
Ureaplazma urealyticum, dale také existuji Ureaplazma parvum a Mycoplazma
genitalium. Ureaplazma parvum a Mycoplazma genitalium nebylo mozné v historii
detekovat, v soucasné dobé to mozné je pouze metodou PCR, ale kultiva¢nimi
metodami stale nikoli. Vyzkum této prace se zabyva pouze Mycoplazma hominis a
Ureaplazma urealtyticum.

Material ke klinickému prikazu mykoplazmat se odebird podle druhu onemocnéni,
charakteru a pribchu infekce, vzdy pted 1écbou antibiotiky. Odbér se provadi prevazné
vytérem z uretry, odebranim moce a ejakulatu. Detekovat mykoplazma je velmi obtizné,
kolonie jsou skoro neviditelné, navic maji mykoplazma velmi vysoké pozadavky na rust
a jsou velmi snadno pferistdny jinymi mikroorganismy. Pro snadnéjsi identifikaci se
zavedly metody, jako je napfiklad polymerazova ftetézova reakce (PCR). Tyto
molekularné biologické metody ndm neumoZiuji jen detekci a identifikaci bakterii, ale
také stanoveni jejich mnozstvi. Jednd se o metody s relativné vysokou spolehlivosti.
Jejich vyhoda je hlavné kratky cas, ktery je potiebny na provedeni jednoho vySetfeni,
coz v bézné praxi urychli dobu identifikace.

Cilem bakalafské prace je seznameni se svyskytem tfidy Mollicutes pfi
urologickych infekcich, seznameni se s metodikou laboratorni diagndzy téchto kmenti a
ziskani konkrétni zkuSenosti S pozitivnimi vzorky na Mycoplazma hominis a

Ureaplazma urealyticum.



|. TEORETICKA VYCHODISKA
1 Kmeny Mollicutes

Ttida Mollicutes byla popsana jiz v 60. letech. Popisovala mykoplazma a pfibuzné
organismy a nyni obsahuje 4 tady, 5 rodin, 8 rodii a vice nez 200 zndmych druhi, které
byly nalezeny u lidi, obratlovci, ¢lenovcu a rostlin. Je prokdzano, ze se vyskytuje
nejmén¢ 17 zndmych druht, které jsou lokalizovany v respiranim nebo urogenitalnim
traktu. Nékteré z téchto druhti jsou komenzalni, tzn., Ze Ziji spolecné s nami, ale tyto tfi
mykoplazma jsou patogeny. Je to Mycoplazma pneumoniae, Mycoplazma genitalium a
Mycoplazma hominis. (Ainsworth a kol., 2000) U vice neZ tietiny populace se také
vyskytuje Mycoplazma parvum, kterou mizeme najit v pohlavnim systému. Je jednou
Z bakterii, ktera zpiisobuje ureaplazmatické infekce vedouci k potizim s plodnosti a
k dal§im zdravotnim komplikacim. V urogenitalnim traktu lze nalézt i Mycoplazma
genitalium, ktera zptisobuje zanéty mocové trubice jak u muzu, tak u zen. V této praci
se zabyvame pouze Mycoplazma hominis a Ureaplazma urealyticum.

Mollicutes pochazi z latinského mollis (me&kky) a cutis (klize), protoze nema tvrdou
bunécnou sténu. Ttida neboli taxonomické skupina Mollicutes ziskala toto jméno podle
své zakladni vlastnosti (Schindler, 2014). Vétsina bakterii ma kolem sebe pevnou sit’
vyplnénou peptidy a na povrchu bunécnou sténu, ktera je tvotrena z peptidoglykanu.
Vyjimku tvofi pravé bakterie tfidy Mollicutes. Tyto bakterie nesyntetizuji
peptidoglykan, a tudiz jim chybi bunécna sténa. Tvoii malé kolonie, od 0,01 — 0,6 mm
vetsinou vzhledu ,,sazeného vejce®. Jejich tvar tak drzi pouze tiivrstevna membrana, do
které ukladaji steroidy. Kvulli této zvlaStnosti maji tyto bakterie velkou plasticitu a
mohou ménit svuj tvar (Hlavacova, © 2012).

V celedi Mycoplazmatacea se nachazeji dva ptibuzné rody, a to Mycoplazma a
Ureaplazma. Nejmensi formy méfi 100 nm, jejich morfologie (tj. odvétvi biologie, které
se zabyva tvarem, formou a strukturou organismi), zavisi na druhu, na prostfedi a na
stadiu rGstového cyklu. Membrana, kterou je ohrani¢ena burka, je silna 8-10 nm.

(Schindler, 2014)



Podle Bednate a kol. (1996) patii mykoplazma do zvlastni skupiny bakterii, které
se fadi do tfidy Mollicutes. Od ostatnich bakterii se li§i svymi specifickymi vlastnostmi,
které jsou dané zejména tim, Ze netvoii peptidoglykan (tj. polymer, jehoz zédkladem je
polysacharid a vyskytuje se pouze ve sténé bakterii. Mollicuta predstavuji nejmensi
znamy organismus, ktery je schopny samostatného zivota a také ma v pfirod¢ Siroké
spektrum hostitelti. Naptiklad rod Acholeplazma se vyskytuje ve vodé a padé, rod
Spiroplazma je patogenni pro rostliny a hmyz, nebo rod Thermoplazmabyl, jak

napovida jeho ndzev, byl nalezen v extrémné horkém prosttedi.

Obr. 1: Buné¢na sténa Mollicutes
Zdroj: Morfologie, ©2017

Na obrazku 1 je znazornéna meckkd membrana Mollicutes, kterd je piicinou
polymorfie, coz znamena, Ze maji rozmanity nebo nejednotny vzhled, ¢asto maji vzhled
kokti, kokobacili a hrusticek az segmentovanych rozvétvenych vlaken. Buiika je poté

ohrani¢ena membranou, ktera ma tloustku 8-10 nm.

1.1 Rozdéleni Mollicutes

Do tiidy Mollicutes patii mykoplazma, ktera jsou nejmensimi prokaryotnimi

organismy, které jsou schopné Zzit na umélych bezbunétnych piadach. Pravé odtud



pochazi také nazev tiidy, do které jsou zatazeni — Mollicutes. Pro ¢lovéka maji velky
vyznam rody Mycoplazma a Ureaplazma. Rod Mycoplazma ma asi 90 druhti a n¢které
druhy jsou soucasti normalni lidské flory a jsou nepatogenni, tj. Ze nevyvolavaji zddnou
chorobu. Patfi sem naptiklad druhy Mycoplazma buccale, Mycoplazma orale a
Mycoplazma salivarium. Jiné jsou pfi¢inou onemocnéni respira¢niho druhu, napf.
Mycoplazma pneumonie. Piikladem mykoplazmat, ktera zptsobuji urogenitalni infekce,
jsou Mycoplazma hominis, Mycoplazma fermentans a Mycoplazma genitalium. Z téchto
rodid zname dosud pouze 5 druhd, znichz lidského pavodu je druh Ureaplazma
urealyticum. Nazvy mykoplazma a ureaplazma se uzivaji jako trivialni oznaceni
kteréhokoli mikroba tfidy Mollicutes bez ohledu na to, jestli patii do téchto rodu, ¢i
nikoli (Kone¢na, 2010).

Do tfidy Mollicutes se tadi tyto téi velmi dulezité mikroorganismy: Mycoplazma
genitalium, Mycoplazma hominis a Ureaplazma urealyticum. Jedna se o bakterie, které
byly izolované z urogenitadlniho traktu muzii a Zen a jsou potencidln¢ patogenni.
Vyskytuji se u sexudlné aktivnich jedinctd, kde pfi zvySujicim se poctu sexudlnich
partneri se zvySuje riziko vyskytu téchto patogenii u jedinch. Povazuji se za
extracelularni parazitické organismy (vyskytuji se mimo buiiku). Pevné adheruji
(ptilnou) na povrch hostitelské buniky urogenitalniho epitelu. Podle Vilimovské (2016)
existuji 1 studie, které popisuji, Ze tyto mikroorganismy maji schopnost proniknout do
buiiky, nicméné mechanismus neni piesn¢ zndm, ale predpokldda se, Ze se jednd o
podobny mechanismus jako ma Chlamydia trachomatis. Tato Mollicuta maji zajimavou
stavbu buniky, nevytvaii si peptidoglykan a bunéfnou sténu, a pravé proto jsou
pfirozené rezistentni na beta-laktamovd a ostatni antibiotika, kterd jsou cilend na
bunécnou sténu. Jedna se predevsim o penicilinovou fadu a cefalosporiny. Jejich dalSim
spolecnym znakem je, ze v souCasné dobé u nich neni popsan patogenni potencial a
dopad téchto mikroorganismt na lidské zdravi (Vilimovska, 2016).

Podle Gdoura a kol. (2007) tvoti mykoplazma a ureaplazma unikatni skupinu
mikroorganismll. Typickd je pro né absence bunécéné stény. Jednd se o nejmensi
bakterie, které jsou schopné samostatného Zivota nezavisle na hostitelské bunce. Cela

fada zastupcu z této skupiny byla izolovana v souvislosti s urogenitalnim onemocnénim
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muzi a zen. Z hlediska ovlivnéni reprodukéni schopnosti jsou nejCastéji uvadény
Mycoplazma hominis, Mycoplazma genitalium, Ureaplazma parvum a Ureaplazma
urealyticum. Vyskyt wuvedenych mikroorganismii kolisa v zavislosti na druhu.
(Vilimovska, 2016, str. 20). U Ureaplazmy urealyticum je nejvyssi vyskyt 40 %, naopak

v

zaznamenavan piedevs§im v Zzenském pohlavnim ustroji.

Tab. 1: Zakladni charakteristika rodi mykoplazmat

Rod Cholesterol Hostitel Dalsi vlastnosti

Mnoho patogennich druhd. Optimalni pH
Mycoplazma pos. zivo¢ichové |7,5. Priméré velikost mikrokolonii 0,1-

0,6 mm.

Nékolik patogennich druht. Optimalni pH
Ureaplazma pos. zivo€ichové [6,0. Produkuji mocovinu. Primérna

velikost mikrokolonii 0,01-0,05 mm.

Zdroj: Jurajda, 2003

Mykoplazma pro rist vyzaduji pfitomnost cholesterolu. Hlavnim hostitelem je
¢lovék. Maji mnoho patogennich druht a velikost mikrokolonii je 0,1-0,6 mm. Na
rozdil od Ureaplazmat, také potiebuji pro svij rust ptitomnost cholesterolu a hlavnim
hostitelem jsou zivoCichové. Maji jen n€kolik patogennich druht, produkuji mocovinu a

primérna velikost jejich kolonii je 0,01-0,05 mm.

1.2 Historie vzniku

V roce 1896 byla vykultivovana prvni mykoplazma, pozdéji pojmenovana jako
Mycoplazma mycoides (Freundt, 1995). Vykultivoval je E. Nocard spole¢né s E.
Rouxem z plic dobytka, které bylo postizeno pleuropneumonii. Az do roku 1929 byla
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spolecné s dal§imi mikroorganismy, které se vyskytovali pii tomto onemocnéni,
oznacovana jako PPLO. Tato zkratka byla vytvofena z anglického piekladu ,,Pleuro-
Pneumonia-Like Organisms®, coz v piekladu znamena mikroorganismy zpusobujici
zanét poplicnice a plic (Cimolai, 2001).

Podle Taylor-Robinson (1993) byl termin mykoplazma zavedeny Nowakem v roce
1929. Termin vznikl spojenim dvou feckych slov mykes (houba) a plazma (formovany),
ktery charakterizuje schopnost mykoplazmat vytvaret vlaknité struktury a plasticitu
jejich povrchové membrany.

Jiz v roce 1937 se objevila prvni zprava o mykoplazmeé, ktera ma byt ziskana ptimo
od ¢loveéka a spojena s patologickym stavem. Byl vytvofen izolovany organismus, ktery
byl pravdépodobné ten, co je dnes znam jako Mycoplazma hominis (Dienes, Edsall,
1937). Nejdtive byl pokladan za virus a az po uspésné kultivaci na umélych piidach byl
roku 1963 zarazen mezi mykoplazmata. (Bednai a kol., 1996).

Termin mykoplazma, z feétiny Mykes (houba) a plazma (formovany), byl nejprve
pouzit k popisu organismi, které byly podobné pleuropneumonii Vv padesatych letech
minulého stoleti. Tento termin se zacal velmi rychle pouzivat a byl aplikovdan na
vSechny pleuropneumonické organismy lidského i zviteciho ptivodu, které se v té dobé
mohli identifikovat. V nasledujicich letech bylo popsano mnoho dalSich lidskych
mykoplazmalnich druhtt a vroce 1954 byl poskytnut prvni popis T-kmenovych
mykoplazmat, pozdé&ji znamy jako ureaplazmy. (Shepard, 1954)

Vroce 1954 byla poprvé izolovana Ureaplazma urealyticum u muzi
s negonokokovou uretritidou. Jednalo se o zanét mocové trubice, ktery neni zpiisoben
bakterii Neisseria gonorrhoeae, pivodcem kapavky. Nalezneme ji jak ve vaginé a
cervixu sexualné aktivnich Zen, tak u muzl v urogenitalnim systému. V roce 1937 byla
poprvé izolovana Mycoplazma hominis z abscesu Bartholinské Zlazy. Vyskytuje se u
zdravych lidi, kteti nemaji zadné ptiznaky infekce (Vilimovska, 2016). V uvedeném

obdobi Mycoplazma hominis izolovali Dienes a Edsall (Taylor-Robinson, 1993).
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1.3 Klasifikace (Mycoplazma, Ureaplazma)

Mykoplazma jsou nejmensi prokaryotické buriky, které trvale postradaji bunécnou
sténu, takze nemaji schopnost syntetizovat peptidoglykan. Z toho mizeme usoudit, Ze
bunky maji stejny tvar, od struktury az po vétvena nebo helikédlni vldkna. Na povrchu
maji flexibilni trojvrstvou vn&jsi membranu. Mykoplazma se nebarvi metodou podle
Grama. Fylogeneticky se klasifikuji ke grampozitivnim bakteriim, netvori endospory,
obvykle jsou nepohyblivé a fakultativneé anaerobni. Vetsina druhu je hostitelsky vysoce
specifickd, k replikaci nedochazi v prostiedi mimo hostitele. (Fakulta veterinarniho
1€katstvi, © 2016)

Podle Bayraktara a kol. (2010) jsou mykoplazma a ureaplazma povaZovana za
oportunné patogenni mikroorganismy (vyckavajici na oslabenost jedince), které
vyvolavaji infekce urogenitdlniho traktu u obou pohlavi. Jejich vyskyt v pohlavnim
ustroji zen je nejcastéji spojovan s bakterialni vagindzou, cervicitidou anebo hlubokym
panevnim zanétem. Kolonizace béhem téhotenstvi se povazuje za rizikovy faktor, pii
kterém je mozny vznik porodnich a poporodnich komplikaci, jako jsou naptiklad
horecky v obdobi Sestinedéli, pfed¢asny porod nebo potrat. Pfi prichodu porodnimi
cestami se mohou bakterie pfenést i na novorozence a vyvolat u n¢j pneumonie nebo
meningitidy.

Mykoplazma (hlavné Ureaplazma urealyticum a Mycoplazma hominis) bézné
kolonizuji dolni genitalni trakt Zen. Pokud proniknou do délozni dutiny, mohou zplsobit
u nékterych téhotnych chorioamniotidu, infekci plodu nebo piedcasny porod (Dort a
kol., 2013). Zakladni misto vyskytu, tzv. habitat, tvofi slizni¢ni povrchy, nejvice pak
respiratorniho a urogenitalniho Ustroji. Mykoplazma se vyznacuji jako velmi
extracelularni parazité, které maji schopnost velmi tésného kontaktu s hostitelskou
buiikou, ze které poté ziskavaji pfes svou sténu 1 zdroje energie pro vlastni
metabolismus. Rostou na nebunénych médiich. Mnoho z nich vyzaduje ke svému riistu
steroly a mastné kyseliny. Pro mykoplazma je charakteristicky i zpisob déleni. Kromé
podvojného $tépeni je u mykoplazmat casté i puceni. Jsou, na rozdil od ostatnich
bakterii, citliva k lyze osmotickym $okem a velmi kratkou dobu piezivaji v suchu a za

zvysené teploty. (Moved Permanently, © 2001)
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Mycoplazma hominis je pohlavné pienosnd bakterie s typickym vzhledem
,,sazeného vejce (obr. 2), ktera zpusobuje infekci Zenského pohlavniho ustroji a také
novorozenecké infekce. U muzi Krozvoji infekce nedochazi, ale muzi mohou byt
prenaseci této bakterie. Mycoplazma hominis patii do rodu Mycoplazmatacea, je to
gramnegativni bakterie (pfendsi se nechranénym pohlavnim stykem, a to i stykem
oralnim). Také se muze pienést béhem téhotenstvi nebo pii porodu z matky na dité.
Infekce Mycoplazma hominis zpisobuje infekce zenského pohlavniho tstroji, a to
hlavné endometritidu (zédnét délozni sliznice), salpingitidu (zanét vejcovodl) anebo
zanét malé panve - PID (pelvicin flammatory disease). Tyto zanéty mohou velmi Casto
prechazet do chronicity nebo vést az k neplodnosti. Pacientky, které trpi touto infekeci,
mohou pocit'ovat bolest v podbtisku a také bolest pii pohlavnim styku. Mycoplazmu
hominis také velmi casto nachazime u Zen, které trpi bakteridlni vagindzou.
Pravdépodobné to neni piimy plivodce nemoci, ale ma na jejim rozvoji podil.
K diagnostice infekci Mycoplazma hominis se pouzivaji vzorky mo¢i, stéry z délozniho
¢ipku nebo vaginy. Vzorky se dale kultivuji a hodnoti pod mikroskopem. V dne$ni dobé
se ¢im dal Castéji k detekci Mycoplazma hominis vyuziva metody PCR - polymerazové
fetézové reakce. Serologicka diagnostika je také mozn4, ale piili se nepouziva. (Stork,
2008; Vosmik, 1999; Gross, 2011)

K1écb¢é této infekce se vyzivaji tetracyklinova antibiotika, v pfipadé vzniku
rezistence se vyuzivaji klindamycin nebo fluorochinolony (Venerologie, © 2011).

Bakterie Mycoplazma hominis se vyskytuje u 50 % az 70 % ptipadi bakterialni
vaginozy a také je pravidelné izolovana u pacientek s nespecifickou bakterialni
vaginitou. Zeny, které maji Mycoplazma hominis, obvykle trpi na zvysené pH v pochvé,
které je vétsi jak 4,7 a i na zvySeny pocet klicovych bunék. Mnohem castéji si stézuji na
zapachajici vytok, s pozitivnim ¢ichovym testem a pravidelné jsou osidleny
Ureaplazma urealyticum. Ptesto Ureaplazma urealyticum ani Mycoplazma genitalium
nejsou povazovany za relevantni mikroby sdruzené s bakterialni vaginozou. (Spacek,

2013)
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Obr. 2: Mycoplazma hominis
Zdroj: Robertson, Stemke, 2001

Ureaplazma urealyticum je specialni druh mikroba, ktery patifi do fadu
Mycoplazmatales a k ¢eledi Mycoplazmataceae. Spolecné s mykoplazmaty je pro né
typické, ze jim chybi pevnd bunéfnd sténa. Je rezistentni k betalaktamovym
antibiotiktim, protoZe netvoti peptidoglykan. (VVotava, 2003)

Vngjsi obal Ureaplazmy urealyticum je tvofen 3vrstevnou membranou, ktera se
sklada z lipidii a proteind. Jednd se o nejmensi a nejjednodussi bakterie, které jsou
vétsinou fakultativné anaerobni (mohou rust za pfitomnosti kysliku), ale v takovémto
prostfedi se vyvijeji pomaleji. Ureaplazma se diive nazyvala T-forma mycoplazmat
(,T* je z pocateniho pismene anglického slova ,tiny*, coZ znamenéa drobounky, tvori
zcela malinké homogenné zrnité kolonie, které dosahuji velikosti do 50 nm).
Ureaplazmat existuje nékolik druhi: naptiklad canigenitalium, cati, diversum, felinum
nebo gallorale. Pro ¢lovéka je ale nejvyznamnéjsi Ureaplazma urealyticum, ktera se
vyskytuje ve vice sérotypech. Typickym znakem téchto mikroorganismil je to, ze Stépi
ureu a vznikd amoniak a oxid uhlicity, tzv. tvofi ureasu. (Nejvetsi informacni zdroj pro
1¢kate, © 2009)

Ureaplazma urealyticum je velmi Casto izolovana z urogenitalniho traktu muzi i
zen. Kolonizace vyrazné stoupd po zahdjeni pohlavniho Zivota, ale je moznd uz pii
perinatdlnim vyvoji. Vyskyt se udava zhruba u 40-80 % sexudlné aktivnich zen. Jsou
povazovany za Castého puvodce negonokokovych uretritid asi v 15-20 %, prostatid

muzd, uretritid a vaginitid Zen. (Deguchi a kol., 2004)
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Obr. 3: Mycoplazma hominis a Ureaplazma urealyticum
Zdroj: Robertson, Stemke, 2001

Kultivace ureaplazmat, stejné tak jako u mykoplazmat, neni obtizna. Nazorné
vidime mikroorganismy spolu (obr. 3), kde je Mycoplazma hominis (svétlejsi) a
Ureaplazma urealyticum (tmavsi). Oba mikroorganismy vyzaduji pidy, které jsou
obohacené o prekurzory nukleovych kyselin a steroly. Vyuziva se peptonu, kvasni¢ného
extraktu a zvifeciho séra, ktera jsou zdrojem cholesterolu. K eliminaci ostatnich bakterii
slouzi ptidavek antibiotika pisobici na buné¢nou sténu. Optimalni pro rust ureaplazmat
je teplota 36-38°C a vyssi tenze oxidu uhli¢itého. Pro piimy prukaz ureaplazmat lze

pouzit tekuta media s ureou. (Votava, 2000)

1.4 Fylogeneze a struktura genomu

Fylogeneze Mollicutes je zajimava vzhledem k tvorbé genomu. Béhem evoluce se
objevily mnohonasobné redukce jeho velikosti a také byl pozménén i geneticky kod.
Pokud porovname celkové tempo evoluce, je az ptilis vysoké. Jedinym predpokladanym
vyznamem takovéto redukce velikosti genomu je evoluce Mollicutes na striktni
parazity. Mykoplazma maji také jako dalsi kodon pro tryprofan, zatimco u ostatnich
organismu je stop-kodonem.

Fylogeneticky je tfida Mollicutes fazena do gram-pozitivnich bakterii, které se
vyvinuly redukci genomu. Tato tiida obsahuje ¢tyti fady — Mycoplazmatales, zahrnujici
mikroorganismy, které zptisobuji infekce u lidi a zvifat, Entomoplazmatales vyskytujici
se u hmyzu a rostlin, Anaeroplazmatales infikujici pfevazné ovce a skot, posledni fad je
Acholeplazmatales vyskytujici se u zvifat, rostlin a hmyzu. (Rottem, 2003; Stiilke et al.,
2009)
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V soucasnosti je znamo 8 kompletnich genomovych sekvenci a 4 jsou ve vyvoji.
Genom tvoii cirkularni DNA o velikosti pfiblizné¢ od 500 kb do 1400 kb. Z lidskych
mykoplazmat je znam kompletni genom u Mycoplazma pneumoniae, Mycoplazma
genitalium, Mycoplazma penetrans a Ureaplazma urealyticum (Mycoplazma a
ureoplazma, © 2013).

Binarni déleni vlaken a nasledny

Tvorba
/f ~\ mnohojademych
\f

rozpad na jednotlivé

?\.’.‘ /\ © y bufiky

Obr. 4: Déleni mycoplazmat
Zdroj: Razin, 1981

Nejmensi jednotka mykoplazmat, ktera je schopna reprodukce, je kulovita,
pfiblizné o pruméru 200-250 nm (Greenwood et al., 1999). Tyto mikroorganismy se
poté mnozi binarnim délenim (obr. 4) (Vatejka et al, 1989). Déleni cytoplazmy nemusi
byt synchronizovano sreplikaci jadra a timto opozdénym délenim vznikaji
mnohojaderna vldkna a fetizky, které se mohou rozpadat na kokovita téliska (Bednar at
al., 1996). Tyto koralkovité fetizky se tvofi zaSkrcovanim membrany v mistech mezi

dvéma genomy (Greenwood et al., 1999).
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Obr. 5: Struktura mycoplazmové kolonie
Zdroj: Bednar et al., 1996

Genom mykoplazmat mé 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 nezavislé mnoZeni

mimo buiku (Greenwood et al., 1999).

1.5 Morfologie a metabolismus

Morfologie mykoplazmat je velmi rozdilna, nékteré druhy maji kulovity tvar,
ovoidni, prstencovity tvar, ob¢as muizeme dokonce pozorovat i koralkovité nebo
vlaknité utvary (Votava a kol., 2003). Jsou fakultativné anaerobni a v Zivném médiu
vyzaduji pfitomnost exogennich steroli, které¢ jsou dodavané v zivoCisSném séru s
vétSinou zvysSenou tenzi CO2 v atmosféfe. Rostou pomalu, jejich generacni doba je od 1
hodiny do 16 hodin. (Murray, Rosenthal a kol., 2005; Votava, 2003)

Pro kultivaci Mycoplazma hominis se pouzivaji komplexni média, ktera jsou
oznacovana jako PPLO agar a PPLO bujon. Protoze maji mykoplazma zvysené nutriéni
pozadavky, jsou média obohacovana jest€¢ o nezbytné slozky, které obsahuji rlstové
faktory. Patii mezi né hlavné konské sérum, které je zdrojem bilkovin, cholesterolu a
nenasycenych mastnych kyselin. Dale se ptfiddva kvasnicovy extrakt, ktery je zdroj
vitamint a aminokyselin. Médium je dale doplnéno o antibiotika, jako jsou PNC a AMP

a octan thallny. Tyto inhibi¢ni latky potlacuji rist nezadouci doprovodné mikroflory.
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Mycoplazma hominis, jako zdroj energie, vyuziva aminokyselinu arginin, kterou
muzeme médium také obohatit. Inkubace probiha nejlépe v mikroaerofilnim prostiedi 3
a vice dnu pfi teploté 37° C. Mycoplazma hominis ma typicky vzhled ,,sazeného vejce*
(friedegg), nevytvaii hemolyzu na krevnim agaru, nezkvaSuje laktéozu a podili se na
Stépeni argininu na amoniak. (Klaban a kol., 2005)

Pro kultivaci Ureaplazma urealyticum se také pouzivaji kultiva¢ni média (PPLO
agar a PPLO bujon), jsou také obohacena o rizné rustové faktory, jako je koniské sérum
(to je zdrojem bilkovin), dale pak cholesterol a nenasycené mastné kyseliny. Dale se
také pridava kvasnicovy extrakt, ktery je zdrojem vitamin a aminokyselin, stejné jako
u Mycoplazma hominis. Hlavnim substratem je urea, ktera se $tépi uredzou na oxid
uhli¢ity a amoniak. Do kultivacniho média se spole¢né s ureou piidava jesté fenolova
cerveil jako acidobazicky indikator. Uvolnény amoniak uredza-pozitivni kmeny
alkalizuje kultiva¢ni prosttedi a pH se tim posunuje smérem do zasadité oblasti.
Vzestup pH je poté indikovan zménou barvy fenolové cervené ze zluté¢ a do syté
cervené. Inkubace probihd také nejlépe v mikroaerofilnim prostiedi 2-3 dny pfi teploté

37° C. (Klaban a kol., 2005)

Priifez kolonii na agarové pldé

s

I Centraini zéna
Perifernizéna  zanofena do agan
na povrchu agarny

Povreh kolonie
fuzhled .volského oka")

Obr. 6: Kolonie mycoplazmat na agarové ptdé
Zdroj: Kifemenova, 2007
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Obecné nezavisi velikost kolonii jen na druhu mykoplazmat, ale také na slozkach a
stupni hydratace média, na koncentraci agaru, na atmosférickych podminkach a na stari

kultury (Parker a Duerden, 1993). Kolonie je nutno pozorovat mikroskopicky.

Centralni z6na

L % / 3 ‘/ Periferni z6na
Povrch agaru

" //=®— Vriistani kolonie do agaru

Obr. 7: Pritez kolonii mykoplazmat
Zdroj: Quinn et al., 1994

Na obrazku mtizeme vidét rozdeleni na centralni a periferni zéonu. Déle pak hranici

mezi povrchem agens a vristanim kolonie do agaru.

1.6 Patologie Mollicutes

Jelikoz jsou mykoplazma extracelularni parazité, hlavnimi faktory jejich virulence
jsou adherentni proteiny. Vyznacuji se heterogenni strukturou povrchovym antigenii,
které jim umoziuji odolavat slozkdm imunitniho systému (Olson a kol., 1991).
Mycoplazma hominis ma na svém povrchu nékolik proteinovych antigeni. Je to
napiiklad Vaan antigen, ktery je hlavni povrchovy protein zajiStujici adhezi
Mycoplazma hominis Kk povrchu sliznic. Ma schopnost pfizptisobit se prostiedi
urogenitalniho i respiraéniho ustroji a také podminkam uvnitt kloubt (Zhang a Wise,
1996). Dalsim znamym povrchovym proteinem je Lmp, ktery pomahd shlukovani
bunék Mycoplazma hominis. Tato schopnost je vyznamna pro kolonizaci sliznic,
protoze jednotlivé bunky Mycoplazma hominis jsou snadné&ji eliminovany z organismu.
Ve vhodném prostfedi dochazi ke shlukovani bun€k a tim ke skryti povrchovych

antigenti pfed imunitnim systémem (Jensen a kol., 1995).
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Mykoplazma byvaji spojena s nékolika chronickymi nemocemi, véetné¢ tnavového
syndromu, syndromu Valky v zalivu a revmatoidni artritidy. Je jednozna¢na spojitost
mezi témito chorobami a mykoplazmovymi infekcemi, ale souvislost zatim ziistava
nejasna. U pacientll s chronickym unavovym syndromem byla zjisténa mykoplazma u
50 % pacientt. Také bylo zjiSténo, Ze vice nez 50 % pacientll s revmatoidni artritidou
mélo mykoplazmové infekce a 36 % z nich mélo mnohocetné mykoplazmové infekce
zpusobené ruznymi druhy mykoplazmat. Ackoliv je jasné spojeni mykoplazmové
infekce s vySe vyjmenovanymi chorobami, neni zcela ziejmé, ktera je prekurzorem.
Mykoplazma mohou vyvolavat rizné infekce nebo mohou byt oportunnim patogenem,
ktery kolonizuje hostitele s oslabenym imunitnim systémem a zpusobi sekundarni
infekci (Mycoplazma a ureoplazma, © 2013).

Druhy, které jednozna¢né zpisobuji onemocnéni u ¢lovéka, jsou Mycoplazma
hominis a Ureaplazma urealyticum. Vliv druhu Mycoplazma genitalium na lidské zdravi
je vsoucasné dobé hodné¢ diskutovanym a zkoumanym tématem. U ostatnich druht

mykoplazmat nebyla souvislost s lidskym onemocnénim dosud jednozna¢né prokazana.

1.7 Gynekologické infekce

V ekosystému, ktery nas obklopuje, je ¢loveék neustale v kontaktu s nejriznéjSimi
bakteriemi. Dulezité jsou nejen vztahy mezi jednotlivymi mikroorganismy, ale i jejich
interakce s hostitelskou tkani. Toto plati i pro osidleni pochvy. Soucasti osidleni pochvy
je endogenni hostitelska flora a exogenni mikroorganismy, které vstupuji do interakce
S hostitelskou mikroflérou. Vyznam poSevni mikrofléry je velmi dillezity, protoze se
uplatiiuje nejen pii chirurgickych vykonech v oblasti pochvy a délozniho hrdla, ale 1 pfi
cisafském fezu. Velka vétSina pravé pooperacnich a poporodnich infekci je vyvolana
pravé mikroorganismy, které¢ najdeme jako béznou soucdst mikrobidlni fléry dolniho
genitalniho traktu. Nékteré gynekologické operace mohou probihat v relativné Cistém
prostfedi, u hysterektomie (chirurgické odstranéni délohy), obvykle provadéné
gynekologem, nastdvd kontaminace vaginalni florou. Kontaminace miZe provazet i
cisatsky tez, Vv ptipad€, kdy se provadi chorioamnioitis, probihd fez jiz v prostfedi

vyslovené infekénim. Je snaha o zkracenou pifedoperacni hospitalizaci na minimum,
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kvili moznému riziku nozokomidlnich infekci a tim i minimalizovdna moznost
nozokomialniho osidleni a nasledné nozokomidlni nakazy. Zakladnim pozadavkem pfti
vzniku infekce je provedeni odbérii pro bakteriologické vySetfeni, dale pak pro
mikroskopické a kultivaéni vySeteni, zjisténi etiologického agens a zjisténi jeho
citlivosti k antibakterialnim latkam. Takovyto odbér by mél byt proveden jesté pied
zahajenim antibakteridlni 1écby. Nejzavaznéjsi infekce v porodnictvi jsou zpiisobeny
hlavné streptokoky jako je Streptococcus agalactiac a také bakteriemi Chlaydiastra
chomatis nebo Mycoplazma hominis, které jsou pfenaseny pohlavnim stykem. (Dolezal,
2007)

Gynekologické zanéty patii mezi infekéni onemocnéni, ktera zptisobuji predevsim
bakterie, viry, kvasinky a paraziti. Mohou byt zpiisobeny také mechanicky ¢i vzniknout
v disledku alergie, a to v pfipad¢ zanétli vulvy a pochvy. Za jeho vznikem muze byt
také lupénka anebo mize byt piivod zcela neznamy. Gynekologické zanéty postihuji
hlavné vajecniky, vejcovody, délozni vazy a povazky panevni. Infekce se nejcastéji Siti
vzestupné, to znamend, ze zacne v pochvé a pokrauje dale do d€lozni dutiny
Kk vejcovodiim a vaje¢niktm, dale pak az na povazku panevni a d€lozni vazy. Infekce se
také mize prenaset lymfatickymi cestami anebo krvi, ale takovyto pfenos je méné¢ Casty.
Rychleji pak infekce postupuje po porodech, potratech, nebo po riznych
instrumentalnich zakrocich v délozni dutiné nebo pii invazivnich diagnostickych
metodach, jako je naptiklad hysteroskopie a laparoskopie, dale pfi menstruaci nebo po
zavedeni nitrodélozniho antikoncepéniho téliska. Nejvice postihuji gynekologické
zanéty hlavné mladé Zeny v plodném veéku. Kdyby zanéty nebyly léceny, mohly by
ptejit do chronické formy nebo Casto recidivuji, to znamena, Ze po ukonceni se znovu
vrati zpét. (© 2011)

Zanétliva onemocnéni se u zen vyskytuji pomérné Casto, mimo jiné také diky
anatomické stavbé genitalu. Patii sem komunikace zevniho prostiedi s peritonealni
dutinou pfes reprodukcéni organy a také funkce reprodukéniho systému, jako je
menstruace, pohlavi styk, porod nebo Sestinedéli. Obecné bychom mohli fici, Ze ma
frekvence zanétl nartstajici trend, hlavné v mlad$im fertilnim véku. Infekce maji velmi

pestry klinicky obraz, od asymptomatickych a lehkych forem az po velmi zavazné
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smrtici sepse. Jak bylo uvedeno diive, zanéty reprodukcéniho systému velmi casto
recidivuji. (Slezakova, 2017)

Mykoplazma mohou napadnout pohlavni soustavu Zeny a zpusobit zanét pochvy
nebo délohy. Pfenos je vétSinou sexudlni cestou. Pfiznaky nejsou nijak silné, ale mohou
byt doprovazeny bolesti svali nebo kloubt. Vaznou komplikaci jsou na druhou stranu
hluboké panevni zanéty, které postihuji v bfise ulozené pohlavni organy Zeny, jako jsou
zanéty vejcovodi nebo vajecnikli. Ty pak mohou zplsobit az neplodnost. Infekce
té¢hotnych zen poté zvySuje riziko ptredCasného porodu a potratu. (Mykoplazmové

infekce, © 2011)

Obr. 8: Cesty S$iteni infekce
Zdroj: Slezakova, 2017

Obrazek 8 nam znazoriuje cesty Sifeni infekce. Prvni cesta je tzv. ascedentni (ma
vzestupné Sifeni), infekce se §iif z pochvy, to nam ukazuje &islo 1. Cislo 2 nam ukazuje
tzv. hematogenni Sifeni, to znamena, Ze infekce prochazi z btisnich organt krvi. V bodé¢
3 mizeme pozorovat tzv. descedentni $ifeni, coZ je sestupné $ifeni infekce. Cislo 4 nam
ukazuje tzv. pfimé Sifeni, to znameni, zZe infekce se Sifi z jinych organti bficha jako je

naptiklad apendix nebo mocové cesty. (Slezakova, 2017)
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Obr. 9: Pfirozené obranné mechanisny
Zdroj: Slezakova, 2017

Télo se také chrani piirozenymi obrannymi mechanismy (obr. 9). Cislo 1
symbolizuje uzavienou stydkou §térbinu, ¢islo 2 je hymen, ¢islo 3 kyselé pH pochvy —
zpusobené pritomnosti laktobacilu, ¢islo 4 uzaviena zevni branka délozniho hrdla, ¢islo
5 je hlenové zatka na déloznim &ipku, ¢islo 6 je uzaviend vnitini branka délozniho
hrdla, ¢islo 7 je smér kmitani fasinek vejcovodu a ¢islo 8 jsou fimbrie uzavirajici

vejcovody. (Slezakova, 2017)

1.8 Urogenitdlni infekce

Za mozného pivodce zanétl urogenitalniho traktu byvaji povazovany Mycoplazma
hominis a Ureaplazma urealyticum. Pienos je mozny pohlavni stykem, ale je vSak
pravdépodobné, ze infekci lze ziskat i jinymi cestami. Mykoplazma jsou sice Castéji
nachazena u sexualné aktivnich osob, ale vyskytuji se i u sexualné neaktivnich jedinct
(Roztocil a kol., 2011). Tyto bakterie jsou velmi Casto nalézané v zenském pohlavnim
ustroji. Ureaplazma urealyticum asi u 50 % sexualné aktivnich Zen, Mycoplazma
hominis asi u 30-40 %. Mykoplazma se vyskytuji ¢astéji u nengonokokovych uretritid a

u zen s anaerobni vagin6zou. (Rozto¢il a kol., 2011)
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1.9 Mocové infekce

Infekce mocovych cest je velmi Cast¢ onemocnéni. Vedle infekci hornich cest
infekce mocovych cest Castéjsi u chlapct jak u divek. U déti mezi jednim a péti roky
roste prevalence bakteriurie u dévcat (k 5 %), zatimco u chlapct klesa pod 0,5 %. Mezi
20. - 50. rokem véku jsou infekce mocCovych cest az 50x Cast€js$i u zen. Pozdéji stoupa
incidence infekce mocovych cest u obou pohlavi a pfiblizuje se zastoupeni muzi a zen.
Vétsina infekei mocovych cest je vyvoldna gramnegativnimi bakteriemi. Hlavnim
patogenem je Escherichia coli, kterd se vyskytuje az v 70-80 % ptipadi. M. hominis je

Casto izolovana z hornich mocovych cest. (Teplan a kol., 2004)

1.10 Genitalni infekce

Mykoplazma byvaji velmi ¢asto soucasti normalni mikrobidlni flory. U sexualné
aktivnich osob se nachdzeji az v 70 %, zato vyskyt u nemocnych s urogenitalni infekci
je 2-4x vys$si. Mohou byt také hlavnim etiologickym agens, a to zejména
u imunodeficitniho organismu. Mykoplazma jsou soucasti smisené flory u
nespecifickych uretritid, kde Mycoplazma hominis je v zastoupeni vice nez 20 % a
Ureaplazma urealyticum nad 52 %.

Podileji se pfimo na vzniku nechlamydiové nespecifické uretritidy v 18-45 %. U

Zen mohou byt pfic¢inou salpingititidy nebo pyelonefritidy (Dvotékova, 2009).

1.11 Infekce plodu a novorozence

V poslednich letech se méni pohled na vyznam infekénich onemocnéni
Vv téhotenstvi. Diive byly ve velké pozornosti hlavné ty infekce, které plisobi poskozeni
plodu v pribéhu gravidity nebo jeho smrt. Typickym piikladem téchto infekci byly
syfilis, zardénky, toxoplazmoéza a jiné. Na zdkladé souCasnych znalosti se miiZeme
domnivat, ze velka ¢ast predCasnych porodil je vyvolana infekei genitalniho traktu. Po
bliz§im zkoumani se ve vétsing€ piipadii prokazuje pfitomnost bakterii, které vyvolavaji

bakterialni vagindzu, jako jsou streptokoky skupiny B a mykoplazma. Tyto
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mikroorganismy pronikaji ascendetné¢ z pochvy a cervixu do délozni dutiny, kde se
infikuje plodova voda. (Masata, 2008)

Pienos Mycoplazma hominis se déje sexualni cestou a novorozenci jsou infikovani
Vv porodnim kandlu. Inkubac¢ni doba je 2-3 tydny. Infekce poté vede k tézkému
respiranimu onemocnéni novorozence, mize se rozvinout az sepse (Muntau, 2009).

Mycoplazma hominis a Ureaplazma urealyticum jsou ziejmé odpovédny i za
nekteré piipady chorioamniitidy, coz je zéanét plodovych obalii a plodové vody.
K zanétu dochazi vzestupem infekce z pochvy. Chorioamnitiida se projevuje celkovymi
znamkami infekce zéanétu, objevuji se vyrazné kontrakce a tachykardie plodu.
Nebezpecnou komplikaci mize byt prestup infekce na placentu, posléze na plod a vznik
septického stavu aZz Soku u matky. Jako lécba se podavaji antibitotika s celkovym a
antibiotika s lokalnim ucinkem, ktera se aplikuji ptimo do amniové dutiny. Dale je
vyvolavan piedcasny porod, aby se piedeslo vySe zminénému septickému stavu.
Mykoplazmatim se pfipisuje téz nizkd poporodni hmotnost novorozenci a poporodni
horecka. Ureaplazma byla také izolovana z vnitinich organt potracenych plodi a
pfedcasné narozenych déti. Kolem interpretace téchto nalezl je vSak jesté¢ mnoho otazek

a nejasnosti. (Taylor-Robinson, 1999)

1.12 Piiznaky mykoplazmatické infekce

Pfi projevech mykoplazmatické infekce zalezi na typu bakterie, ktera ji zpusobila.
Mykoplazmova infekce, ktera je zpuisobena bakterii Mycoplazma hominis se u Zen
projevuje v pocate¢nim stadiu takto: zeny trpi nepfirozenym vytokem, svédénim pochvy
a palenim pfi moceni. Pokud jiz ma Mycoplazma hominis, je Zena pouze pienaseC a
infekce se u ni nerozviji. Infekce se mize pfenést z t€hotné Zeny na dité. Pfenasi se
pohlavnim stykem, a to i stykem ordlnim. Pokud se nemoc neodhali v¢as a nedojde
k zahajeni 1éCby, mize to mit za nasledek zanét délozniho hrdla, vejcovodi anebo
vajeénikt. Infekce se potom proméni v chronickou a v hor§im piipadé muze vést az
Kk neplodnosti zen. Problémy zpusobuje i Vv téhotenstvi. Muze dojit k infekci plodové
vody, coz znamené vznik novorozeneckych infekci. Miminko miiZze poté pfijit na svét

se zapalem plic anebo s meningitidou.
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Postizeny mykoplazmovou infekci mulze trpét intermitentni (pferuSovanou)
horeCkou s nocnimi poty. Dale muze trpét chronickou tinavou nebo koznim zarudnutim.
Nékdo trpi zvySenou kozni citlivosti, bolesti kloubti a svall, otoky se snizenou
pohyblivosti kloubti, dile pak buSenim srdce, Zalude¢nimi kifeCemi nebo dvojim
vidénim atd. (Mykoplazmova infekce, mykoplazmata, © 2009).

Trochu jiny druh infekce, sjinymi projevy, zpusobuje bakteric Ureaplazma
urealyticum. Infekce zpusobena touto bakterii se nazyva ureaplazmaticka infekce.
Vétsina osob, ktera je nakazena touto bakterii netrpi Zadnymi potizemi. Tato bakterie je
bézné piitomna v genitaliich muzi a Zen. Pokud dojde ke komplikacim, mize dojit
k vaginalnim infekcim u Zen a také k zanétim mocové trubice u muzt. Infekce se takeé,
jako u ptedchozi bakterie, pfenasi pohlavnim stykem. U muzi tato bakterie zplisobuje
v pokrocilém stadiu zan€ty mocové trubice, zanéty varlete, nadvarlete nebo i prostaty.
Podle nékterych studii muze bakterie ovliviiovat i pohyblivost spermii, coz miize
v nejhorsim piipadé vést az k neplodnosti. Zeny tyto infekce trapi vice jak muze

(Mykoplazmova infekce, pohlavni nemoci, © 2016).

1.13 Diagnostika

Zakladem vySetiovaciho postupu je pecliva opakovana anamnéza a fyzikalni
vySetieni. Diagnostickd strategie musi zahrnovat zvadZeni pravdépodobnych pficin
vzhledem k véku, pohlavi a klinickému stavu pacienta. Dale musime zvazit zatéz a
rizika vySetfovacich metod pro konkrétniho pacienta, roli hraje 1 jejich cena. Hodnotime
také diagnostickou validitu vysledkl provedenych vySetfeni, zejména pak sérologické a
imunologické testy, které mohou byt i falesné pozitivni. (Lukas, Zak, 2014)

Ke stanoveni pfitomnosti Mycoplazma hominis a Ureaplazma urealyticum se
vyuziva ptimy a nepiimy prukaz stanoveni. K detekci Ureaplazma urealyticum a
Mycoplazma hominis mutzeme pouzit kultivacni vySetieni. Oba dva potencialni
patogeny lze anaerobné¢ kultivovat na specificky obohacenych kultiva¢nich agarovych
médiich. Dal$i moznost pfimé detekce je také molekularné mikrobiologické vySetieni

pomoci PCR.
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Klinicky material je vhodny odebirat do transportniho média, protoze Mykoplazma
i Ureaplazma jsou velice citlivd na vyschnuti. Klinicky material, ktery je vhodny
k vySetfeni metodou PCR, je moc¢. Tu neodebirame do média, ale do sterilni odbérové
nadoby, stejné jako urogenitalni vytéry a dalSi materidly z potencialné zasazenych mist
infekce, jako je plodova voda apod. (Vilmovska, 2016).

Odbér vzorku provadime zasadné pied zahajenim 1écby. Vzorek moce se odebere
v mnozstvi 50-100 ml do sterilni nddobky se Sirokym hrdlem. Vzorek je ihned odeslan
fadné oznacen do laboratofe, nejpozdéji vSak do 24 hodin. Pokud je transport nebo
laboratorni zpracovani opozdéno, musi byt vzorek skladovan a transportovan ve 4°C.
Prtvodni list, ktery se ptiklada ke kazdému vzorku, musi obsahovat vedle identifikace
pacienta i diagnézu ditvodnou pro indikaci pozadovaného vySetfeni, dale datum odbéru

a udaje o odesilateli. (Teplan, 2004)

1.14 Lécba

Mykoplazma jsou pestrou skupinou bakterii, kterd si netvoii klasickou bunéénou
sténu. To vyfazuje UCinek fady antibiotik, kterd jsou schopna ostatnim bakteriim
blokovat tvorbu bunécné stény a tim je poskozovat. Jedna se zejména o penicilin a jemu
podobna antibiotika (Stefanek, © 2014).

K 1é€bé pouZivame antibiotika, kterd nasazujeme minimalné na 7 dni. Jako
nejvhodnéjsi se vyuZzivaji tetracyklinova antibiotika, v pfipadé, Ze vic¢i nim nastane
rezistence, volime klindamycin nebo fluorochinolony.

Mycoplazma jsou rezistentni k betalaktamovym antibiotikim, trimetoprimu,

silfonamidiim (otrimoxazolu) a rifampicinu (Marek, 2010).

1.15 Fluorochinolony

Flurochinolony nebo zkracen¢ chinolony, jsou antibiotika, jejichz plsobeni je
ponckud slab8i nez u penicilind a cefalosporinl, ale maji lepSi prinik do tkéni.
V soucasné dob& se pouzivaji hlavné¢ pro 1é¢bu infekci mocovych cest a traviciho
ustroji. Mohou byt podavany formou tablet nebo infuzi. Nesméji byt ptedepsany

téhotnym Zendm ani détem do 18 let, protoze u nékterych ptipravki se vyskytly vazné
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nezadouci reakce. Neékterymi vlastnostmi i svym terapeutickym uplatnénim je
fluorochinolontim blizky kotrimoxazol. Naopak tetracykliny maji niz§i ucinnost,
pouzivaji se hlavné k 1é¢bé lehkych infekei dychaciho tstroji v ambulantni praxi. Jejich
hlavni pfednosti je vyborny prinik do rtiznych tkani, hlavni nevyhodou je pomérné
rychlé Sifeni rezistence mezi béznymi patogennimi mikroby. Doménou jejich pisobeni
jsou proto infekce vyvolané drobnymi bakteriemi, jako jsou chlamydie nebo
mykoplazma. Tyto bakterie ziji a mnozi se uvnité bunék hostitele, ¢imz pfipominaji

viry. (Navratil, 2008)

1.16 Tetracykliny

Obecné jsou mykoplazma citliva k antibiotikim, jako jsou tetracykliny a
makrolidy. Mechanismu jejich G¢inku je inhibice proteosyntézy v bakteridlnich
bunikach. V poslednich letech se ale objevuji kmeny Mycoplazma hominis, které jsou na
tyto antibiotika rezistentni. Je to zpusobeno ziskanim tetM genu, ktery, jak bylo
zjisténo, se prendsi mezi bakteriemi v urogenitalnim traktu (Roberts a kol., 1985). Tato
rezistence je pravdépodobné ovlivnéna geografickymi faktory, antibiotickym tlakem a

sexudlni promiskuitou u dospélych (Waites et al., 2005).

1.17 Makrolidy

Vsechna makrolidovd antibiotika maji stejny mechanizmus U¢inku na citlivé
mikroorganismy. Po priniku do bakteridlni buiiky zastavuji proteosyntézu blokovanim
peptidové vazby. Buiika proto neni schopna syntetizovat potfebnou bilkovinu a hyne.
Makrolidy jsou mélo toxické a rychle se vsttebavaji ze zaZzivaciho traktu (Havlik, 2010).

V Ceské republice jsou na trhu tyto makrolidova antibiotika. Spiramycin je t¢inny
proti grampozitivnim mikroorganismiim. Jeho spektrum uc¢inku se zhruba shoduje se
spektrem erythromycinu. Dalsim je Roxitromycin, ktery ma pomérné Siroké vyuziti.
Vyuziva se jak na streptokokové infekce (angina, zanéty stfedniho ucha aj.), tak velice
dobfe pisobi na mikroorganizmy. Klaritromycin, je na rozdil od erytromycinu stabilni

Vv kyselém prostiedi zazivaciho tstroji. Dobra tolerance kyselého prostiedi se také podili
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na dobrém pronikdni do bilych krvinek, které se nazyvaji fagocyty. Fagocyty se

vyskytuji v misté zdn€tu a pohlcuji cizorodé mikroorganismy.

1.18 Prevence

Pohlavné pienosné choroby jsou v populaci bézné. Propracované diagnostické
metody K pritkazu intracelularnich patogent z této skupiny nam v soucasnosti umoznuji
prokdzat tuto pficinu i u fady klinickych syndromt. Objevuji se ale i dalsi patogeny,
jejichz prikaz zatim v bézné klinické praxi je nedostupny. Ptikladem je Mycoplazma
genitalium, u kterého jiz byla prokazana humanni patogenita, proto se stala nedilnou
soucasti PCR panelt. (Takashi, 2002)

Hned prvnim problémem prevence je i nedostatecnd spolupriace s nemocnym a
jejich partnery a vysoka nakazlivost téchto infekci. Velmi ¢asto jsou lidé neochotni
dodrzovat chranény pohlavni styk s kondomem nebo sexudlni abstinenci. Partnefi se
také nedostavuji k vySetieni a 1écbé. Podle statistik se muzi Castéji vyhybaji provedeni
odbéru uretralniho sekretu i modernimi odbérovymi sety, které jsou dnes ptizplsobeny
pro uretralni dyskomfort, spojeny s odbérem. Tato problematika se jiz ¢astecné vyiesila
moznosti pouzit vySetieni bez nutnosti odbéru z uretry. K prikazu se pouzivaji
napiiklad metody PCR, LCR nebo vysetfeni mykoplazmat genovou sondou S prvni,
nejlépe ranni moci, a serologickd vySetfeni rodové specifickych protilatek metodou
ELISA. (Kolombo, 2004)

Dal$im problémem, pfi prokazani pohlavné prenosné choroby, je pii dneSnim
Castém pouzivani antibiotik vyskyt alergickych reakci, gastrointestinalni intolerance
nebo vznik rezistentnich mikrobidlnich kment. K rozvoji rezistence bakteridlnich
kmeni vici antibiotikim se nelze zcela ubranit.

Dalsi dtlezitou prevenci je informovanost. Oba partneti by méli byt informovani o
charakteru tohoto onemocnéni a o riziku pfenosu infekce mezi partnery. Pii zjiSténi
rezistentnich kmenil je pak velmi dualezitd spoluprace s antibiotickymi stfedisky. Jako
zalozni antibiotikum pro infekce zptuisobené ureaplazmaty se v nasich podminkach jevi
streptograiny, které u nas ve vétSim rozsahu nejsou vyuzivany, a proto mizeme ve

vétsim rozsahu pocitat s jejich efektivnosti.
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Dalsi dulezité opatfeni, pro laickou a mnohdy i odbornou vetejnost, je Sifeni
informaci o soucasnych infekcich a celé této problematice, dale popularizovat uzivani

kondomii, zvlasté pak pro mladsi vékové skupiny s rizikovym chovanim. (Kolombo,

2004)
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1. VYZKUMNA CAST

2 Cile prace a vyzkumné otazky

2.1 Cile prace

Hlavni cil bakalatské prace byl rozd¢len do tii dil¢ich ¢asti:

1) Shromazdit dostupnou literaturu a vypracovat reSerSi na téma Vyznam kmend
Mollicutes pii urologickych infekcich;

2) Ovladnout laboratorni techniku vySetfovanych kmenti Mollicutes z urologického
biologického materialu (na kmeny Mycoplazma hominis a na kmeny Ureaplazma
urealyticum);

3) Shromazdit vysledky vyzkumného Setieni v Ceské republice a v zahraniéi. Tyto

vyzkumy komparovat.

2.2 Vyzkumna otazka
Otazka: Jaka je Cetnost vyskytu kmenii Mollicutes pii urogenitalnich infekcich?

Na tuto otdzku se pokusime odpovédét tak, ze nejprve zjistime frekvenci vyskytu
Mycoplazma hominis a Ureaplazma urealyticum pomoci dvou metod, a to kultiva¢ni

analyzou a metodou PCR.
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3 Metodika vyzkumu

Abychom ziskali spravné vysledky vysetfovaného biologického materialu, je
nezbytné, aby byla dodrzena pravidla pro odbér biologického materialu, jeho skladovani
a transport (Krska a kol., 2011).

Odbér moci se provadi sterilné do sterilnich odbérovych souprav. Je nutné, aby vse
bylo opravdu odebrano sterilné. Takto ziskany material je piepraven do laboratofe, kde
se snim dale pracuje nasledujicim zptisobem. Pro detekci mycoplazmat a ureaplazmat
se pracuje s panelem sexudln¢ pienosnych chorob. Tento panel obsahuje 7 kmend,
znichz 2 jsou ureaplazma a 2 mykoplazma. V panelu se detekuje Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplazma genitalium, Mycoplazma hominis,
Ureaplazma urealyticum, Ureaplazma parvum a Trichomona Vaginalis. Vse se detekuje
ze stéru (napf. cervic, mocova trubice) a moce.

VySetfovanym materialem byla moc¢. Se sedimentem lIze dale pracovat dvéma
moznymi zpusoby, a to kultivacni metodou, ktera je zaloZena na stanoveni biochemické
aktivity. Dale pak metodou PCR, ktera slouzi k mnohonasobnému zmozeni ur€ité ¢asti
DNA. Obé¢ tyto metody patii mezi metody piimého prukazu.

Pro sviij vyzkum jsem vyuzila ruéni izolaci DNA mykoplazmat a ureaplazmat,

kterou popisuji v dalsi ¢asti prace.

3.1 VySetiovany materidl

Pokud chceme ziskat spolehlivy vysledek, je nutné dodrzet podminky pied
vlastnim provedenim analyzy, tzv. preanalytickou ¢ast. Nerespektovani preanalytickych
vlivll zpiisobuje chybny vysledek nebo jeho nesprdvné hodnoceni. Vysledky
laboratorniho vySetfeni mohou byt ovlivnény nasledujicimi faktory: osoba pacienta,
odbér vzorku, transport vzorku, uchovéavani vzorku pted analyzou a pfiprava vzorku ke
zpracovani.

VySetfovanym materidlem uvadénym v této praci byla moc, ktera byla ndsledné
testovana na pozitivitu Mycoplazma hominis a Ureaplazma urealyticum. Pacient
s urogenitalnimi potizemi je lékafem poucen o spravném sbéru moce. Tento sbér

pacient provadi do lékafem vydané sterilni naddoby (falkony). Do téchto komeréné
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dodéavanych sterilnich falkon pacienti zachyti moc¢, velmi dilezité je upozornit pacienta,
aby moc¢ zachytaval v prvnim proudu, pokud bude nasledovat laboratorni vySetieni
metodou PCR. V tomto ptipad¢ se prvni proud zachytava ztoho duvodu, ze
Mycoplazma hominis a Ureaplazma urealyticum patii mezi intrabunéc¢né parazity a pro
metodu PCR je nutné zachytit co nejvice bunck, které jsou pravé v prvnim proudu.
Pokud by laboratorni vysetieni bylo provadéno kultivaéni soupravou, je nutné zachytit
sttedni proud moce, a to proto, Ze v prvnim proudu se vyskytuje mnoho bakterii, které
by zkreslily pozitivitu vysledku. Pacienti, kteti byli zafazeni do naSeho vyzkumu, byli
vybirani podle pozadavki lékafe na vySetieni Mycoplazma hominis a Ureaplazma
urealyticum v Nemocnici Ceské Budgjovice a.s.

Byla jsem pfitomna u odbéru vzorki, ktery provadél 1ékaf u pacientd. Za dobu
mého plsobeni na pracovisti laboratofe (mési¢ni stdz) se nevyskytl ani jeden vzorek

stéru potfebny k vysetieni na pozitivu Mycoplazma hominis a Ureaplazma urealyticum.

3.2 Metody pouZité pii vlastni analyze

Vlastni vySetfovani materialu jsem provadéla v Nemocnici v Ceskych Budgjovicich
a.s., Vv laboratofi molekuldrni biologie a genetiky. Pfi izolaci DNA jsem pouzila dvé
metody, a to metodu rucni izolace DNA a metodu izolace DNA pomoci izolatoru. Tyto
metody jsem si sama také vyzkousela. Dale jsem pouzila kultivaéni metodu, kterou
pouzivala laboratot v Kladné a Bratislavé. Laboratorniho vysetfeni v Kladné jsem se

zucastnila pouze jako pozorovatel, ale zptsob uziti kultivacni metody mi byl vysvétlen.

3.2.1 Kultivac¢ni metody

Kultiva¢ni metody jsou zalozeny na principech kultivace a biochemickych
reakcich. Kultivaéni médium se pfipravi smichanim lyofilizovaného prasku, ktery
obsahuje inhibitory a podporuje rist Mycoplasmat, a diluentu. Po kultivaci dochazi u
Ureaplasmy urealyticum Kk rozkladu, rozklada se urea pomoci ureazy, a k uvolnéni

NH;>. Podobné to probiha u Mycoplasma hominis. Zde se rozklada arginin pomoci
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arginazy s naslednym uvolnénim NHs. NH3 poté zvysi pH v tekutém médiu a tim dojde

ke zmén¢ barvy, ktera indikuje vysledek. (© 2019)

3.2.2 Metoda polymerazové retézové reakce

Ke spravnému uchopeni obou piedchozich metod je nutné ptedstavit metodu
polymerazové fetézové reakce, ktera patii do molekularné biologickych metod.

Molekularné biologické metody maji velky vyznam pfi studiu druhl bakterialni
mikrobioty pochvy, které se nedafi viibec, nebo jen velmi obtizn¢ kultivovat. Hlavné
metoda PCR a sekvenace odhalily neznamé skutecnosti o slozeni a pomérech na
posSevni sliznici, mj. i mykoplazma. Navic tyto metody umoziuji dnes jiz nejen detekci
a identifikaci bakterii, ale také stanoveni jejich mnozstvi. Citlivost PCR metod
v pripad¢ detekce a identifikace odpovida 88 az 98 %. Podobn¢ vysly PCR techniky ze
srovnani s kultivaéni metodou také v piipadé Mycoplazma hominis a Ureaplazma
urealyticum. (Spacek, Buchta a kol., 2013)

Pomoci amplifika¢nich metod, patii sem nejcastéji polymerdzova fetézova reakce
(PCR), je vybrana ¢ast genomu viru nebo bakterie zmnozena do takového mnozZstvi,
které je mozné detekovat dalSimi technikami (elektroforézou nebo hybridizaci). Spravna
volba biologického materidlu, ze kterého je mozné nukleovou kyselinu pomoci
molekularné biologické metody detekovat, zavisi hlavné na patogenezi infek&niho
onemocnéni. Protoze stabilita nukleové kyseliny se mize velmi lisit v zavislosti na typu
mikrobidlniho pilivodce onemocnéni, také na typu pouzitelného antikoagulacniho
¢inidla, na dobé transportu, na teplot¢ béhem transportu a uchovani vzorku, je velmi
diilezité dodrzovat spravna pravidla pro odbér, transport a uchovani vzorku. (Stepanova
et. al., 2002)

Polymerdzova ftetézova reakce je metoda, kterd& umoZnuje detekci vybrané
sekvence DNA pomoci jeji amplifikace, pfi pouziti sekvencné specifickych primert a
DNA polymerazy. Metoda PCR je zaloZena na opakujicich se cyklech, kdy kazdy
z téchto cykld je slozen ze tii po sobé jdoucich krokt (obr. 10). V prvnim kroku je

dvoufetézcovd DNA tepelné denaturovana za vzniku jednotetézcové DNA, v druhém
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kroku nasedaji primery na hledanou sekvenci DNA a v poslednim kroku se syntetizuji

komplementarni vlakna. (Bouchalova, Hajduch, 2016)
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Obr. 10: Schéma reakce PCR
Zdroj: Barttnkova, Paulik, 2011

3.2.3 Metoda polymerdzové Fetézové reakce v redlném case

Polymerazova ftetézova reakce v realném cCase predstavuje moderni aplikaci bézné
pouzivané techniky polymerazové fetézové reakce (PCR). Umoziiuje nam jak rychlou
detekci, tak i specifickou kvantifikaci produktu reakce. Standardni PCR reakce nam
umoziuje amplifikaci usekii DNA za pomoci part specifickych primerti, které ho
ohraniCuji a termostabilni Taq polymerazy. Principem této reakce je opakované stiidani
cykll, pfi nichZz dochazi ke zdvojovani specifického tseku DNA ve tfech krocich,

denaturace templatové DNA, nasedani primeri a syntéze specifickych usekl. Za
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idealnich podminek tak dochazi k exponencidlnimu ristu poctu kopii produktu.
(Safatové, © 2016)

Pti pouziti nespecifickych fluorescen¢nich barviv jako je napt. SYBR Green nebo
netoxicky EvaGreen, nebo hydrolytickych sond (systém flourochrom - zhasec€) je mozné

sledovat aktualni priibéh reakce, tj. PCR v realném &ase. (Safatova, © 2016)

Obr. 11: Princip vyuziti nespecifickych a specifickych sond pii PCR v redlném Case
Zdroj: Hrstka, Kolafova, Michalova, Vojtések, 2014

3.2.4 Priprava PCR

Izolace nukleovych kyselin

Pro PCR detekci je nutné nejdiive vyizolovat nukleové kyseliny. Izolace je
vétSinou prvnim krokem molekularné biologickych metod. 1zolace nukleovych kyselin
zahrnuje 3 zékladni kroky, tj. rozruSeni bun€k pomoci proteinazy K pii 56°C, odstranéni
kontaminant a vlastni extrakce nukleovych kyselin. Pfipravime PCR Mastermix

S naslednym ptfenesenim na kolonku.

Piiprava PCR Mastermix
Pro ptipravu PCR Mastermix bylo nutné smichat jednotlivé reagencie: Sul 4X STI-
7 TOM, 5ul 4X Anyplex PCR Master Mix (s UDG) a 5ul Rnase-free Water. Tento mix

se pripravuje v jiné mistnosti nez samotna analyza. Nasledné¢ se mix piepipetuje na
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kolonku do jednotlivych zkumavek a ptida se vyizolovana nukleova kyselina. Takto
ptipravené zkumavky se vlozi do cycleru CFX96 Real Time Systém (Bio-Rad), kde se

nastavi teplotni profil.

Teplotni profil PCR reakce

Teplotni profil se nastavi nasledujicim zplsobem: 95°C po dobu 15 minut —
pocatecni denaturace DNA, 95°C po dobu 30 sekund — denaturace, 60°C po dobu 1
minuty — piipojeni primert a 72°C po dobu 30 sekund — polymeraéni reakce. Tyto
kroky se cyklicky opakuji. Pocet cykli je 50, poté se odecita fluorescence. Na konci
programu probéhne tzv. Melting curve neboli Analyza tani, tj. 55 — 85°C po dobu 5
sekund. (Anyplex ™ 11)

Po skonceni celé analyzy se provede vyhodnoceni vysledkl podle obrazku 12.
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Obr. 12: Analyza vysledka
Zdroj: Anyplex ™ II
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V levém sloupci na obrazku 12 jsou uvedeny fluorofory (fluorescencni barviva),
pravy sloupec ukazuje na pozitivni kontroly. Vyhodnoceni probiha po skonceni
analyzy, kdy na pfistroji vidime podobné grafy jako zde na obrazku. Podle toho, v jaké
barve a pti jaké teploté doslo k naristu fluorescence, odeCteme vysledek a vidime, jaka

bakterie je ve vzorku pfitomna.

3.3 Metoda rucni izolace DNA
Pro analyzu vzorki jsem zvolila metodu rucni izolace DNA. Nejprve jsem si

ptipravila pracovni roztok AL-Pufru podle nésledujici tabulky.

Tab. 2: Pfiprava roztoku AL-Pufru

Objem AL (ml) Objem DNA — AVE (ul)

2,20 61,6

Zdroj: vlastni

Tyto dva roztoky jsem dikladné promichala a stoila v centrifuze, aby nic
neziistalo na sténach a vicku zkumavky. Zkumavky pro vzorky jsem si pfipravila do
stojanu (obr. 13). Do kazdé zkumavky jsem dala 20 pl proteinazy K, K ni jsem piidala
180 ul pripraveného roztoku podle tabulky 2 a dale bylo ptidano 200 pl vzorku.
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Obr. 13: Stojan se zkumavkami
Zdroj: vlastni foto

Takto pripravené vzorky jsem zvortexovala a dala do termostatu na 60 minut pfi

teploté 56°C (obr. 14). Vse se prubézné vortexovalo.

Obr. 14: Termostat s nastavenou teplotou 56°C
Zdroj: vlastni foto
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Po vyndani vzorkl z termostatu jsem piidala 200ul AL pufru a vortexovala jsem
vSe po dobu 15ti sekund. Tento krok je dilezity, protoze vzorek byl ve vysoké teploté a
zacal se srdzet ve formé& kapek na sténdch a vicku zkumavky. Stocenim a
zvortexovanim vse ze stén a z vicka spadne doll. Poté jsem vzorky inkubovala v 70°C
15 minut s naslednou centrifugaci.

Pridala jsem 200 pl 99,9 % ethanolu, ktery vzorek vysrazi. Znovu jsem vse
zvortexovala a kratce centrifugovala. Po centrifugaci jsem vSe pievedla na kolonku. Vse
jsem dala stoc€it na 6 000 otacek na 2 minuty.

Po stoceni jsem na kolonku pridala 500 pl promyvaciho roztoku AW 1 a opét jsem
vSe centrifugovala na 6 000 otacek po dobu 2 minuty. Dale jsem pfidala promyvaci
roztok AW 2 a centrifugaci opakovala na 13000 otacek na 4 minuty.

Kolonky jsem ptendala do sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek. Pfidala 100 ul AE
pufru temperovaného na 56°C. Zkumavky jsem oteviela a nechala 3 minuty stat pii
pokojové teploté, aby se vyvazala DNA. Nasledné jsem opét provedla centrifugaci na

6 000 otacek na 1 minutu. VSe jsem poté vlozila do cycleru k analyze.

Obr. 15: Cycler CFX96 Real-Time System
Zdroj: vlastni foto
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3.4 Izolace DNA pomoci izoldtoru

Pii praci se vzorky jsem si také osvojila izolaci DNA pomoci izolatoru. Tato
metoda je fizena pfistrojove; stru¢né popisuji izolaci DNA.

V prvnim kroku je dulezité si zkumavky popsat. Pfipravila jsem si stojan se

zkumavkami a popsala je (obr. 16).

Obr. 16: Stojan se zkumavkami
Zdroj: vlastni foto

Ve stojanu se zkumavkami jsou v prvni fadé (dale od ctenafe) pripraveny
zkumavky pro vlozeni Proteindzy K, do tady, kde jesté nejsou umistény zkumavky, se
nasledné napipetuje roztok pufru a v prostiedni tadé¢ jsou umistény Spicky pro
pipetovani. NejbliZe jsou umistény sbérové eppendorfky.

S takto pfipravenym stojanem se dale pracuje nasledujicim zplisobem: do posledni
fady jsem napipetovala 200 ul vzorku, 20 ul Proteindzy, 10 pl Poly-A a 10 pl interni
kontroly. Interni kontrola slouzi k tomu, aby se pfi vyhodnocovani nevyskytla chyba.
Kdyby kontrola vySla pozitivni, ukazovalo by to na faleSnou pozitivitu. Takto Si
zkontrolujeme, Ze PCR probé&hla dobte.

V dalsim kroku jsem stojan vlozila do izolatoru (obr. 17). Pfed samotnym
spusténim bylo nutné izolator nastavit. Nastavuje se ¢islo programu, mnozstvi vzorku,

Vv tomto piipadé 200 pl a 60 pl kone¢ného mnozZstvi.
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Izolétor se zahteje na pozadovanou teplotu, izolace trva zhruba 1 hodinu. Poté jsem
vzorky vyndala. Stojan je nutné vymyt lihem a izolator vysvitit UV lampou z divodu

desinfekce pristroje. Vzorky jsem piepipetovala na destic¢ku a vlozila na 2 hodiny do

cycleru.

Obr. 17: Analyzator
Zdroj: vlastni foto

Izolace pomoci izolatoru se od ruéni izolace lisi tim, Ze pfi izolaci pomoci izolatoru se
separace déje pomoci magnetickych kulicek, které funguji na principu afinity zaporného
naboje. Rucni izolace probihd také na principu afinity néboje, ale zde se nukleové

kyseliny pfichyti na membrang.
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4 Vysledky vyzkumu

V naSem vyzkumu jsme se snazili o porovnani dvou metod, a to metody
polymerazové fetézové reakce (PCR), kterou pouziva Nemocnice Ceské Budgjovice,
a.s. a kultivaéni metodu pouzivanou Oblastni nemoce Kladno, a.s. Do porovnani jsme
také zahrnuli vysledky Centralni laboratofe v Bratislavé, které byly publikovany
v ¢asopise Alpha medical Uroldgia. Vysledky jsou uvedeny i procentualné a graficky

zpracovany.

4.1 Vysledky vyzkumu v Nemocnici Ceské Budéjovice, a.s.

Vlastni vySetfeni materidlu bylo provadéno v Nemocnici Ceské Budgjovice, a.s.
Vv laboratofi molekularni biologie a genetiky v lednu 2019. Tato nemocnice je nejvétsim
zdravotnickym  zafizenim v JihoCeském kraji a zaroven jednim z nejvétSich
zdravotnickych zatfizeni v Ceské republice.

Vzorky byly odebirany od pacientti na riznych oddélenich nemocnice, napt. kozni,
détské, urologické ad., a poté byly piepraveny do laboratofe, kde byla provedena
analyza metodou PCR.

Pii zpracovani vzorku jsem byla pfitomna a osobné jsem si vyzkouSela PCR
metodu. Méla jsem moznost detekovat 20 vzorkd moce na pozitivitu Mycoplazma
hominis a Ureaplazma urealyticum. Jiz z tohoto malého poctu vzorki byla jasné vidét
prevaha pozitivity na Ureaplazma urealyticum.

V Nemocnici Ceské Budgjovice, a.s. byl také proveden sbér materialu za rok
2018. Vysledky jsem statisticky vyhodnotila a graficky zaznamenala. Od 1. 1. 2018 do
31. 12. 2018 zde bylo vysetieno 531 pacienti s podezfenim na pozitivu Mycoplazma
hominis a Ureaplazma urealyticum. Z celkového poctu 352 vzorkid bylo testovano 352
vzorkd na Ureaplazma urealyticum a 352 na Mycoplazma hominis. Vzorky byly
odebirany z moc¢e na raznych oddé€lenich nemocnice (kozni, détské, gynekologické,
urologické ad.) a nasledn¢ ptepraveny do laboratofe, kde byla provedena analyza

pomoci metody PCR.
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Pozitivnich Ureaplazma urealyticum bylo 81 (23 %) a 51 (14 %) pozitivnich
vzorkd na Mycoplazma hominis. Tyto hodnoty jsem analyzovala a nasledné graficky

zpracovala.

Graf 1: Podil pozitivnich a negativnich vzorka Ureaplazma urealyticum
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Zdroj: vlastni

Z grafu 1 muzeme vycist podil poctu pozitivnich a negativnich vzorkt Ureaplazma
urealyticum. Celkovy pocet vzorkd na tento kmen byl 352, z toho pozitivnich vzorkt

bylo 81, coz bylo 23 %.
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Graf 2: Podil pozitivnich a negativnich vzorkt Mycoplazma hominis
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Z grafu 2 mizeme vy¢ist podil poétu pozitivnich a negativnich vzorkd Mycoplazma
hominis. Celkovy pocet vzorkll na tento kmen byl 352, z toho pozitivnich bylo 51
vzorkl, coz predstavuje 14 %.

Pfi porovnani obou grafi mizeme vidét, ze pozitivni vzorky Ureaplazma urealyticum

vyrazné pievysuji pozitivitu vzorkt Mycoplazma hominis.

4.2 Vysledky vyzkumu v Oblastni nemocnici Kladno, a.s.

Vlastni analyzu a sbér materidlu jsem provadéla na mikrobiologickém odd¢leni
Oblastni nemocnice v Kladn¢, a.s. Tato nemocnice je nemocnici Stiedoceského kraje,
ktera plni nadregionalni funkci.

Béhem zafi 2018 jsem byla pfitomna u analyzy 14 vzorkd moce. Tyto vzorky byly
vySetieny na vyskyt Mycoplazma hominis a Ureaplazma urealyticum pomoci komeréné
vyrabéné soupravy C-PI-M-105 Mycoplazma — test (Biosynex S.A.). VySetieni jsem
osobné neprovadéla, ale byla jsem velmi podrobné seznamena s technikou kultivaéni
metody. Z tohoto malého poctu vzorki bylo také jasné vidét, Ze pfevazuje pozitivita na

Ureaplazma urealyticum.
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Od 1. ledna 2016 do 1. ledna 2017 byl proveden ro¢ni sbér materialu v Oblastni
nemocnici Kladno, a.s. Vysledky tohoto sbéru mi byly pfedany jiz zanalyzované,
vlastniho odbéru ani laboratorniho vysetieni jsem se neucastnila. Vysledky jsem pouze
statisticky vyhodnotila a uvedla v grafech 3 a 4.

V roce 2016 bylo v Oblastni nemocnici Kladno, a.s. vySetfeno 110 pacientl
s podezienim na pozitivu Mycoplazma hominis a Ureaplazma urealyticum. Z celkového
poctu 220 vzorkl bylo testovano 110 na pozitivitu Ureaplazma urealyticum a 110 na
Mycoplazma hominis. Vzorky byly odebirany pievazné z moce, pouze jeden vzorek byl
odebran vytérem zuretry. Vzorky byly odebirany v urologické ambulanci, kozni
ambulanci, détském oddéleni, détské ambulanci, gynekologickém oddéleni,
nefrologické poradné, internim oddéleni, chirurgickém odd€leni, nervovém oddéleni a
posléze ptepraveny do laboratofe, kde byla provedena analyza pomoci komeréné
vyrabéné soupravy C-P1-M-105 Mycoplazma - test (Biosynex S.A.).

Z tohoto poctu odebranych vzorkt bylo 41 pozitivnich bez ohledu na druh, pfi¢emz
z tohoto mnozstvi vyrazné pievysoval pocet pozitivnich Ureaplazma urealyticum, tj. 39
(35,5 %), Mycoplazma hominis pouze 2 pozitivni vzorky (1,8 %). Tyto hodnoty jsem

analyzovala a nésledné graficky zpracovala.

Graf 3: Podil pozitivnich a negativnich vzorkd Ureaplazma urealyticum
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Z grafu 3 miizeme vy¢ist podil poctu pozitivnich a negativnich vzork Ureaplazma
urealyticum. Celkovy pocet vzorki na tento kmen byl 110, z toho pozitivnich vzorka
bylo 39, coz bylo 35,5 %.

Graf 4: Podil pozitivnich a negativnich vzorkd Mycoplazma hominis
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Z grafu 4 mizeme vycist podil poétu pozitivnich a negativnich vzorkt Mycoplazma
hominis. Celkovy pocet vzorkd na tento kmen byl 110, z toho byly pouze 2 vzorky
pozitivni, coz predstavuje 1,8 %.

Pfi porovnani obou grafi mizeme vidét, ze pozitivni vzorky na Ureaplazma

urealyticum opét vyrazné prevysuji pozitivitu vzorkti Mycoplazma hominis.

4.3 Vysledky Centrdlni laboratoie v Bratislavé — Slovenskd republika

Centralni laboratof ZAPAD v Bratislavé analyzovala v letech 2010 - 2013 klinicky
materidl, ktery byl vySetfovan na detekci a stanoveni citlivosti vici antibiotikim u

Mycoplazma hominis a Ureaplazma urealyticum.
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Postup vySetfeni Centralni laboratofe v Bratislavé byl nasledujici. Naockované
transportni médium prelili do kultivaéniho média a promichali. Do kazdé jamky stripu
Mycoview inokulovali po 100 pl kultivaéniho média. Pfidali 2 kapky parafinu. Strip ve
stojanu pielepili folii a inkubovali pii 36 - 37°C po dobu 24 - 48 hodin v termostatu.
Zbylé kultivacni médium odlozili do lednicky na 48 hodin. Po uplynuti inkubaéniho
Casu odecetli vysledek testu.

Ptitomnost Mycoplazma hominis a Ureaplazma urealyticum byl dokazovan ze stéru
cervixu, uretry, pochvy a v mens$im pfipadé z moci. VySetieni vytéru z uretry nebo
z pochvy jsou citlivéjsi nez vySetieni z moci. Klinicky materidl se odebiral vzdy pied
lécbou antibiotiky. Stanoveni téchto mikroorganismii dokazovali komerénimi
soupravami Mycoplazma DUO a Mycoview. Testy jsou zalozené na specifickych
metabolickych vlastnostech kazdého mikroorganismu. Ureaplazma urealyticum $tépi
ureu a Mycoplazma hominis §tépi arginin. Metabolismus téchto substrati vede
k alkalizaci média. Pozitivni reakce po 24 - 48 hodinach inkubace jsou viditelné
zménou barvy pH indikdtoru ze Zluté na rizovou. (Kruzlikova, 2016)

Za ¢tyti roky (2010 - 2013) bylo vysetieno 18 500 vzorkd urcenych na identifikaci
Mycoplazma hominis a Ureaplazma urealyticum. V jednotlivych letech bylo rozvrstveni
vzorkl nasledujici.

V roce 2010 bylo vysetteno 3 727 vzorkd, ztoho pozitivnich na Mycoplazma
hominis bylo 188 (5 %). Pozitivita na Ureaplazma urealyticum bylo prokazana u 1 256
vzorkd (33,7 %). Vroce 2011 laboratot vysetfila 4 444 vzorkl, pozitivnich na
Mycoplazma hominis bylo 263 (5,9 %) a pozitivnich Ureaplazma urealyticum 1 523
(34,3 %). V roce 2012 bylo vysetieno 5 017 vzorkl. Pozitivita Mycoplazma hominis
byla prokazana u 261 vzorka (5,2 %), naopak Ureaplazma urealyticum 1 480 (29,5 %).
V poslednim roce sledovaného Setfeni bylo poslano na vySetfeni pozitivity 5 290
vzorkd, pfitom pozitivnich na Mycoplazma hominis bylo 290 (5,5 %) a Ureaplazma
urealyticum 1592 (30,1 %). Vysledky vzorkli z jednotlivych let jsou uvedeny

Vv nasledujicich grafech.
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Graf 5: Pocet vSech vysetfovanych vzorkt a podil pozitivnich vzorka
s identifikovanou Mycoplazma hominis
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Zdroj: Kruzlikova, Kunova, 2016

Graf 6: Pocet vSech vySetiovanych vzorkt a podil pozitivnich vzorkt
na Ureaplazma urealyticum
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Centralni laboratoi v Bratislavé vysetfovala pfitomnost Mycoplazma hominis a
Ureaplazma urealyticum pfevazné ze stéru zcervixu, uretry a pochvy, mensim

mnozstvi z moci, a to vzdy pred 1écbou antibiotiky. Z poctu 18 500 vzork bylo vice jak
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6 800 vzorkl (37%) pozitivnich bez ohledu na druh, pfi¢emz v objemu vzorki vyrazné

prevySoval pocet pozitivnich na Ureaplazma urealyticum (5 851 vzorkd, tj. 8 %).

4.4 Porovndani celkovych vysledkii

V nésledujicim grafu je uvedeno porovnani dvou metod, a to metody polymerazové
fetézové reakce (PCR), kterou pouziva Nemocnice Ceské Budg&jovice, a.s. a kultivacni
metodu pouzivanou Oblastni nemocnici Kladno, a.s. Do porovnani byly také zahrnuty
vysledky Centralni laboratofe v Bratislave, které byly publikovany v ¢asopise Alpha

medical Urologia v roce 2016.

Graf 7: Celkové porovnani vyskytu Mycoplasma hominis a Ureaplasma urealyticum
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Po porovnani vysledkti z Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s., Oblastni nemocnice
Kladno, a.s. a Centralni laboratofe v Bratislavé jsme zjistili, Zze vyrazné ptevySovala

pozitivita na Ureaplasma urealyticum u vsech tii sledovanych pracovist'.
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5 Diskuze

Ureaplazma urealyticum a Mycoplazma hominis patii k pomérné¢ cCastym
etiologickym agens akutnich a chronickych infekci urogenitalniho traktu. NeléCené
akutni infekce mohou pftejit do chronicity a mohou byt i divodem neplodnosti pacientt.
Proto je diagnostika a terapie urogenitalnich infekci zptasobenych Mycoplazma hominis
a Ureaplazma urealyticum velmi dulezita.

Nazvy mykoplazma a ureaplazma se uzivaji jako trivialni oznaceni kteréhokoli
mikroba tfidy Mollicutes bez ohledu na to, jestli patfi do téchto rodd, ¢i nikoli
(Konec¢na, 2010). Podle Gdoura a kol. (2007) tvoii mykoplazma a ureaplazma unikatni
skupinu mikroorganismt, které jsou schopné samostatného zivota nezéavisle na
hostitelské bunice. U Ureaplazmy urealyticum je nejvyssi vyskyt 40 %, naopak nejnizsi
vyskyt je u Mycoplazma genitalium 6 %. Nejvys§i zachyt téchto bakterii je
zaznamenavan predevs§im v zenském pohlavnim ustroji (Vilimovska, 2016).

Podle Bayraktara a kol. (2010) jsou mykoplazma a ureaplazma povazovana za
oportunné patogenni mikroorganismy (vyckavajici na oslabenost jedince), které
vyvolavaji infekce urogenitdlniho traktu u obou pohlavi. Jejich vyskyt v pohlavnim
ustroji Zen je nejCastéji spojovan s bakterialni vaginozou, cervicitidou anebo hlubokym
panevnim zanétem. Rizikovy faktor pfevazuje zejména béhem téhotenstvi (Mycoplazma
a ureoplazma, ©2013).

Mycoplazma hominis je pohlavné pienosna bakterie, ktera zplsobuje infekci
Zenského pohlavniho Ustroji a také novorozenecké infekce. MuZi mohou byt prenaseci
této bakterie (Stork, 2008; Vosmik, 1999; Gross, 2011). Mycoplazma hominis ma na
svém povrchu nékolik proteinovych antigent, které zajist'uji adhezi Mycoplazma
hominis k povrchu sliznice. Proto maji schopnost ptizptsobit se prostiedi urogenitalniho
i respiracniho Ustroji a také podminkam uvniti kloubt (Zhang a Wise, 1996).

Ureaplazma urealyticum je velmi Casto izolovana z urogenitalniho traktu muza i
zen. Kolonizace vyrazné stoupa po zahajeni pohlavniho Zivota, ale je mozna uz pii
perinatalnim vyvoji. Pokud dojde ke komplikacim, mize dojit k vaginalnim infekcim u
zen a také k zanétim mocové trubice, varlete, nadvarlete nebo i prostaty u muzi. Podle

nekterych studii mize bakterie ovliviiovat 1 pohyblivost spermii, coZ mize v nejhorSim
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piipad& vést az k neplodnosti. Zeny tyto infekce trapi vice jak muze. Vyskyt se udava
zhruba u 40 - 80 % sexualné aktivnich zen. (Mykoplazmova infekce, pohlavni nemoci,
©2016)

Zakladem diagnostického vysetfovaciho postupu je pecliva opakovana anamnéza a
fyzikalni vysetieni, ktera zahrnuje zvazeni pravdépodobnych pfi¢in vzhledem k véku,
pohlavi a klinického stavu pacienta (Luka$, Zak, 2014). K detekci Ureaplazma
urealyticum a Mycoplazma hominis Ize pouzit kultiva¢ni vySetieni. Oba dva potencialni
patogeny lze anaerobné kultivovat na specificky obohacenych kultiva¢nich agarovych
médiich. Dal$i moznost pfimé detekce je také molekularné mikrobiologické vysetfeni
pomoci PCR (vhodna je moc¢, urogenitalni vytéry ad.) (Vilmovska, 2016).

K1é¢bé lze pouzit antibiotika, ktera se nasazuji minimalné na 7 dni. Jako
nejvhodnéjsi se vyuzivaji tetracyklinova antibiotika. V piipadé, ze viéi nim nastane
rezistence, voli se klindamycin nebo fluorochinolony. (Marek, 2010)

V naSem vyzkumu jsme se snazili o porovnani dvou metod, a to metody
polymerazové fetézové reakce (PCR), kterou pouziva Nemocnice Ceské Bud&jovice,
a.s. a kultivaéni metodu pouzivanou Oblastni nemocnici Kladno, a.s. Do porovnani
jsme také zahrnuli vysledky Centralni laboratofe v Bratislave, které byly publikovany
v ¢asopice Alpha medical Urologia.

Porovnanim ziskanych vysledkii z Oblastni nemocnice Kladno, a.s. (metoda
kultiva¢ni) a vysledkii Centralni laboratofe v Bratislavé (metoda kultivaéni) jsme
zjistili, ze vyrazné pievySovala pozitivita na Ureaplazma urealyticum. Pozitivita
Ureaplazma urealyticum dosahovala v nemocnici Kladno 355 % a v laboratofi
Bratislava 31,9 %. Oproti tomu pozitivita Mycoplazma hominis byla v nemocnici
Kladno 1,8 % a v laboratoii Bratislava 5,4 %.

Pokud porovname vysledky ziskané metodou PCR a kultivatni metodou
v Nemocnici Ceské Bud&jovice, a.s. a Oblastni nemocnici Kladno, a.s. zjistime, Ze opét
vyrazné prevysuje pozitivita Ureaplazma urealytium. Pozitivita Ureaplazma
urealyticum dosahovala v Nemocnici Ceské Budé&jovice 23 % a v Oblastni nemocnici
Kladno, a.s. 35,5 %.
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Pozitivita na Mycoplazma hominis dosahovala v Nemocnici Ceské Budgjovice, a.s.
14 %, zatimco v Oblastni nemocnici Kladno, a.s. 1,8 %. Lze tedy konstatovat, Ze pouziti
metody PCR pii detekci pozitivity je mnohem citlivéjsi.

Pii porovnani vysledki Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. (metoda PCR), Centrélni
laboratofe v Bratislavé a Oblastni nemocnice Kladno, a.s. (metoda kultivacni) jsme
zjistili, Ze Ureaplazma urealyticum dosahuje pievahy, a to v 33,7 %, Mycoplazma
hominis dosahovala 3,6 %. Oproti tomu vysledky z Nemocnice Ceské Bud&jovice, a.s.
uvadéji pozitivitu Ureaplazma urealyticum 23 % a pozitivitu na Mycoplazma hominis
14 %. I zde je patrné, ze metoda PCR je mnohem citlivéj$i. Tato metoda je citlivejsi
z toho divodu, Ze pfi ni mizeme detekovat uz velmi malé mnozstvi, n€kdy i jednu
sekvenci vzorku. Zatimco u ostatnich metod, tedy i metody kultivaéni, je zapotiebi
k detekci materialu mnohem vice.

Z porovnanych vysledkd je jasné zietelné, ze prevySuje pozitivita Ureaplazma

urealyticum.
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Zavér

Mycoplazma hominis a Ureaplazma urealyticum jsou mikroorganismy, které jsou
normalni soucasti mikroflory urogenitadlniho systému zdravého jedince. U pacienti
s nekterymi urogenitalnimi a gynekologickymi onemocnénimi jsou izolovany ve vétSim
poctu. Mira patogenity u téchto mikroorganismu neni jesté stale presné objasnéna.

Mollicutes tvofi unikatni skupinu mikroorganismi. Pfedstavuji nejmensi znamy
organismus, ktery je schopny samostatného zivota. Od ostatnich bakterii se 1i§i svymi
specifickymi vlastnostmi, hlavné tim, Ze netvofi peptidoglykan, ktery je dalezity pro
tvorbu bunééné stény. Jejich detekce také neni jednoducha. Mollicutes tvoii malé
kolonie od 0,01 — 0,6 mm. Vzorky Mycoplazma hominis a Ureaplazma urealyticum
muzeme odebirat z uretry, moci, ejakulatu, dale pak z kloubnich tekutin, amniové
tekutiny, trachealnim aspiratu novorozenct a z krve. Jejich kultivace se provadi bud’ na
pevnych, nebo tekutych padach, kde zpravidla rostou 1épe.

Abychom dobfe detekovali mycoplazma a ureaplazma, pouzivame nejruznéjsi
metody. Mezi sérologickou typizaci patii test ELISA, imunofluorescenéni test a riistove
inhibi¢ni test. Pro detekci velmi Spatné kultivovatelnych mikroorganimil se vyuzivaji
metody molekularné biologické. Sem patii hlavné metoda polymerazové fetézové
reakce a metoda polymeréazové fetézové reakce v redlném cCase.

Bakalaiské prace byla rozdélena do tii Casti. V prvni Casti byla shromazdéna
odborna literatura k tématu prace vcéetné internetovych zdroju. Tyto zdroje jsou
citovany v teoretické Casti prace a uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Dalsi casti prace bylo ovladnuti laboratorni techniky vySetfovanych kment
Mollicutes z urologického biologického materialu. Vlastni analyza byla provedena
v Nemocnici v Ceskych Budg&jovicich a. s., v laboratofi molekularni biologie a genetiky,
kde pro izolaci DNA byla pouzita metoda ru¢ni izolace DNA a metoda izolace DNA
pomoci izolatoru. Jako vySetfovany material byla pouzita mo¢. Tento material byl
pouzit ztoho divodu, ze je oproti stérim jednoduss$i a piijemnéjs$i odebrani pro
pacienta. Vzorky ze stérii pouzity nebyly z toho dtivodu, Ze takto odebranych vzorku je
jiz velmi malo a za mého plisobeni na pracovisti zadny takovy vzorek do laboratofe

dorucen nebyl. V teoretické Casti prace je vSak uvedeno, jak se s témito vzorky pracuje.
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V soucasné dobé se laboratorni vySetfeni provadi jiz bézné¢ pomoci komercéné
dodavané sady. Osobné jsem Si vyzkouSela laboratorni vySetieni pomoci metody
polymerazové fetézové reakce, ktera se provadi jak pomoci analyzatoru, tak také ru¢né.

Také uvadim celkové vysledky vyzkumi z Ceské a Slovenské republiky a nasledng
tyto vyzkumy porovnavam. Pro srovnani jsem vyuzila sebrany material
Z mikrobiologického odd€lni Oblastni nemocnice Kladno, a.s. za obdobi jeden rok a
publikované vysledky Centralni laboratofe v Bratislavé, kterd uvedla vysledky svych
vysetieni za dobu 4 let.

Vysledky Setfeni jednoznac¢né poukazaly na to, Ze kmen Ureaplazma urealyticum
se vyskytuje mnohem ¢ast&ji nez kmen Mycoplazma hominis, a to jak v Cesku, tak i na
Slovensku. Mycoplazma hominis a Ureaplazma urealyticum mtzeme b&zné najit jako
soucast mikroflory urogenitalniho systému.

V zavérecné interpretaci vysledkt a v diskuzi uvadim, ze pfevazuje pozitivita na

Ureaplazma urealyticum.
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