USTAV INFEKCNICH CHOROB A EPIZOOTOLOGIE
FAKULTA VETERINARNIHO LEKARSTVi

VETERINARNI A FARMACEUTICKA UNIVERZITA BRNO
Palackého 1-3, 612 42 Brno

Tel.: 420-5- 41 56 23 07

Pfednosta: Fax: 420-5-74 88 41
Prof. MVDr. FrantiSek Treml, CSc. E-mail: tremlif@viu.cz

Oponentsky posudek na disertacni praci
Mgr. MARKETY VYDRZALOVE

,» Mycoplasma hominis v genitalnim Ustroji zen*

Pfedkladana disertaini prace pfedstavuje uceleny védecky spis, ktery je
¢lenén do obvyklych pfedepsanych kapitol a kiery je dopinén pfehlednymi tabulkami,
grafy, schematy a obrazky. V seznamu pouZité literatury je uvedeno 111 citaci,
véetné elektronickych zdrojd.

Prace se zabyva problematikou M. hominis, jeji diagnostikou, vzajemnym
srovnanim pouzitych metod, souvislostmi mezi pritomnosti uvedeného agens
v genitalnim traktu Zen, jejich zdravotnim stavem, vékem a jimi pouzivanou
antikoncepci. Dilim cilem prace bylo téZ stanoveni citlivosti izolovanych kmen( M.
hominis k vybranym antibiotik(im.

Autorka si zvolila velmi aktuaini a sou€asné& velmi komplikované téma,
kterému se po védecko-vyzkumné strance vénuje v Ceské republice, ale i v zahranigi
jen maly pocéet pracovist. Mykoplazmata obecné jsou spojovana s celou fadou
onemocnéeni, a to nejen u Clovéka, ale i u zvifat. Av8ak aZ na pomérné vzacné
pfipady, kdy tito plivodci hraji zcela evidentné primarni Glohu pfi vzniku onemocnéni,

jsou mykoplazmata vesmés chapana jako komenzdlové i potencialni patogeny,



které se uplatiuji nebo se mohou uplatiovat pfi vzniku infekci pfedev8im
polyfaktorialniho charakteru. PfestoZe v humanni i veterinarni mediciné v poslednich
desetiletich postupné pfibyva novych poznatkll o téchto atypickych baktériich,
patogeneze mykoplazmovych infekci zlstava stale velmi nejasnd. Na zakladé
ien i pokusit definovat jaiich (lohu
pfi vzniku dangho infekéniho procesu. Kazda snaha o feSeni zminéné problematiky a
kazda nové ziskana informace ma tudiz mimofadny vyznam pro rozvoj této védni
oblasti a zaslouZi si ocenéni.

Dil¢i cile prace jsou jasné a srozumitelné formulovany a jak vyplyva
z dosazenych vysledkd, byly spinény.

Materialové i metodické zdzemi je vhodné zvolené a piimérené vytycenym
cillm. Autorka do své prace zaradila jak klasicke diagnostické postupy (kultivaéni
vySetfeni), tak i nejmodernéisi, molekularné-biologické techniky. Pro stanoveni
citlivosti izolath M. hominis v(&i vybranym antibiotikim si vybrala zkumavkovou
diluéni metodu. Pedlivym zpracovanim dosaZenych vysledkd Mgr. Vydrzalova
dospéla k fadé vyznamnych zjisténi:

- Optimalizovala postup pro transport a zpracovani vySetfovanych
vzorkll, coZ je prvofadym pfedpokiadem pro uspésny zachyt
mykoplazmat. Jak je znamo, mykoplazmata patfi diky své morfologii
k velmi choulostivym mikroorganismim a podcenéni spravného
odbéru vzork(l a jejich odpovidajiciho fransportu vede Casto ke
znehodnoceni vzork( a tim k zavadéjici interpretaci vysledka.

- Pro pfimy prikaz M. hominis ve stérech z délozniho kréku autorka
zavedla metodu PCR, kterou uzplsobila pro podminky své laboratofe
a pro co nejniz8i detekéni limit (0,56 pg). Touto metodou se autorce
podafilo prokazat M. hominis ve ¢tyfech daldich vzorcich, které
kultivatni metodou byly oznaceny jako negativni. Z autorkou
uvedenych vysledkll je zfejmé, Ze tato tzv. klasicka PCR metoda je
vysoce senzitivni i specificka a Ze ji lze spolehlivé vyuzit jak k
identifikaci izolatll M. hominis, tak i k pfimému prikazu tohoto agens
v transportnich mediich.

- Dale optimalizovala a zavedla metodu real-time PCR, s jejiz pomoci
vySetfovala vzorky amniove tekutiny gravidnich Zen. Vzajemnym

porovnanim s metodou kultivaéni odhalila pomoci kappa koeficientu



stfedni shodu obou metod. Podle olekavani i real-time PCR se
ukazala byt velmi vhodnou metodou pro rychlou a presnou
diagnostiku M. hominis, a to pfredevSim ve vzorcich s nizsi
koncentraci mikroorganismu .

- Pfi stanaveni citlivosti kmenil M. hominis k vyhranym antibiotikiim,
determinovala G&innost jednotlivych testovanych preparatl a vymezila

Grover rezisience.

Pfestoze statistické vyhodnoceni dosaZzenych vysledkl neprokazalo souvislost
mezi nalezem M. hominis a jednotlivymi diagnézami &i dalSimi sledovanymi
faktory ve skupiné vySetfovanych Zen, je Zadouci i nadale nepodceriovat
infekce mykoplazmového plvodu a vénovat jejich laboratorni diagnostice
zvySenou pozornost. Lze proto jen piné podpofit autoréina doporuéeni pro

Klinickou i faboratorni praxi, ktera uvadi v zavéru své prace.

K piedloZzené disertaéni praci mam pfipominky pouze formainiho charakteru:

» Vautoreferatu uvadite, ze M. hominis, je nejmendi znamy
mikroorganismus...Neni to tak docela pravda, mnohem mensi je napf.
M. genitalium. Pokud se tySe Mollicutes, zdaleka nejmensi jsou
pfislusnici rodu Ureaplasma. V disertatni praci vsak jiz tyto
charakteristiky uvadite spravné.

» Vkap. ,Material a metody,” a pak i na dalSich mistech prace, definujete
soubor vysetfovanych zen jako , ndhodné vybrany®. Nahodny vybér
vSak podléha urtitym zakonitostem. Pokud nebyly brany v Gvahu, bylo
by vhodnéjsi vypustit termin “nahodny”.

+ Ve Vasdi praci pouzivate pro metodu real — time PCR zkratku RT-PCR,
Tato zkratka se vSak nejCastéji pouZivd pro metodu reverse-
transcription PCR.

e Spravné a Uplné oznaceni plivodce plicni nakazy skotu je Mycoplasma
mycoides subsp. mycoides SC (small colony type).

s Pri popisu Petriho misek by bylo vhodnéj§i namisto,umélohmotné”

pouzit oznaceni plastové, pfipadné polystyrenové.



V legend& k obr. & 10 uvadite, Ze jamka 1- 7 obsahuje rGzné vzorky,
vySetfované vzorky jsou vSak naneseny pouze do jamek &. 1-5, ve
zbyvaijicich jsou jiz jen kontroly.

Mnchem presvédciveji by puUsobily obrazky dokumentujici PCR

K doktorandce mam nasledujici otazky:

1.

U nékterych animalnich mykoplazmovych druhd napf. M. agalactiae, M.
bovis a M. gallisepticum byly popsany mechanismy antigenni variability,
které umoziiuji zminénym druhlm tzv. unikat pfed obrannymi funkcemi
imunitniho  systému hostitele. Existuji podobné mechanismy i1 u
humannich druha?

V kap. ,Extragenitalni infekce®, na str. 21 se zminujete o vyskytu
mykoplazmat v krvi pacientll. Je tim min&na mykoplazmémie? Pokud
ano, je Vam znamo, jak dlouho pfetrvavala?

V téZe kapitole a témZ odstavci také uvadite, Ze v krvi pacientl byly
zjistény i jiné druhy mykoplazmat. Je Vam znamo které? Jedna se o
druhy, které dlouhodohé patfi taxonomicky k rodu Mycoplasma anebo
o druhy, u kiterych doslo k jejich reklasifikaci, jak se s tim setkdvame
vposledni dob& ve veterinarni medicing (napf. byvaly rod
Eperythrozoon a Haemobartonella)?

Zaznamenala jste néjaky vyznamnéjSi rozdil pfi pouZiti sestavenych
médii pro kultivaci M. hominis ve srovnani s Mycoplasma Selective
Suplement G (fy Oxoid)?

Ve své praci jste se nezabyvala seroiogickou diagnostikou, ani
identifikaci M. hominis pomoci specifickych protilatek. O téchto
metodach se pouze zminujete. Jsou Vam znamy (daje, zda dochazi a
v jaké mife pfi téchto reakcich ke kiiZové reaktivité?

Pro¢ bylo kultivaéni vySetfeni stérll z délozniho kréku a amniové
tekutiny provadéno odli$nym kultivaénim postupem?

Z jakého dlvodu jste zvolila pro vySetfeni stérl z délozniho kréku

klasickou , PCR a pro vzorky amniové tekutiny real-time PCR?



8. Pro¢ byl odligny postup izolace DNA u vzork( sterd z déloZniho kréku
{(chlor-fenolova extrakce) a u vzorkll amniové tekutiny (komeréni
souprava)?

9. Mate osobni zkuSenost i s laboratorni diagnostikou chiamydiovych
infekci v genitalnim aparaté zen? Hodlate se v budoucnosti vénovat

komplexné&ji této problematice?

Pfedkliddana disertani prace je zpracovana velmi peclivé a na vysoké
odborné drovni. Jsou z ni zfejmé hluboké znalosti a intenzivni zajem doktorandky o
feSenou problematiku. Dosazené vysledky piina8eji fadu novych poznatkl a
vyznamnym zptisobem tak pfispivaji nejen k rozsifeni informaci v daném oboru, ale
mohou napomoci zrychlit a zpfesnit rutinni [aboratorni diagnostiku genitainich infekei.
Doktorandka jednoznaténé prokazala, Ze se vyborné orientuje ve zvolené

problematice, a proto d o p oru & uj i, aby disertaéni prace Mgr. Markéty

Vydrzalové byla pfijata k obhajobé a aby ji po Usp&sném obhajeni a vykonani statni
doktorské zkousky byl udélen titul ,Philosophiae Doctor” (Ph.D) v oboru , Lékafska
mikrobiologie®.

Doc. MVDr. Dagmar Zendulkova, CSc.
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