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Souhrn

Diserta¢ni prace byla zaméfena na studium diagnostickych metod k prikazu Mycoplasma
hominis a sledovani vyskytu uvedeného druhu v pohlavnim ustroji a vzorcich amniové
tekutiny Zen. Vysledky byly hodnoceny ve vztahu k zdravotnimu stavu pacientek, jejich vé€ku
a pouzivané antikoncepci.

Celkem bylo vySetfeno 771 stéri odebranych z kréku délozntho stejného poctu ndhodng
vybranych Zen. Mycoplasma hominis bylo vykultivovéno ze 133 (17,3 %) vzorkl. Za Gcelem
ovéfeni spravnosti vysledkt kultivaéni metody byla zavedena metoda prikazu DNA
polymerasovou fetézovou reakei.

Touto metodou byla DNA Mycoplasma hominis zjisténa v 31 (16,8 %) ze 185
transportnich médii, v nichZ byly tamponové stéry dopraveny do laboratofe. Z uvedeného
po&tu transportnich médii bylo Mycoplasma hominis vykultivovano z 27 (14,6 %). Kultivatni
technikou byl v3ak mikroorganismus prokazan také ve dvou vzorcich, které metoda PCR
neodhalila.

Nalez Mycoplasma hominis ve stérech z kréku déloZniho Zen byl hodnocen ve vztahu
k zdravotnimu stavu, pouzivané antikoncepci a véku pacientky. Nejéast&ji byl sledovany
mikroorganismus prokazan v 8 (28,6 %) vzorcich Zen samenorcou. Ze stéri od Zen
s hormonalni antikoncepci bylo 40 (15,9 %) vzorkd s pozitiviim nilezem, coz se temef
shodovalo s vysledky Zen bez antikoncepce 64 (16,2 %). Nejvyssi vyskyt byl zjiStén u zen se
zavedenym nitrodéloZnim t&liskem 27 (18,5 %). Ve vztahu k v&ku bylo Mycoplasma hominis
nejéastdji diagnostikovano u 51 (19,8 %) zen ve veékove kategorii 31 —40 let.

Dale bylo vySetfeno 202 vzorkd amniové tekutiny stejného poftu tChotnych Zen.
Mycoplasma hominis bylo izolovano z 21 (10,4 %) vzorkd kultivatni metodou a z 51
(25,2 %) vzorki metodou RT-PCR. Ziskané vysledky byly vyhodnoceny ve vziahu k délce
téhotenstvi a porodni vaze novorozence.

Zeny kultivaéng pozitivni porodily po 37. tydnu t€hotenstvi zdravé novorozence s vahou
vyssi nez 2 500 g. Pouze jedna Zena (10 %) porodila v 37. tydnu €hotenstvi a jedna Zena
(14,3 %) porodila dité s vahou 2 460 g.

P¥ hodnoceni vysledkd ziskanych metodou RT-PCR bylo zjidt€no, Ze z 51 Zen
s pozitivnim nalezem Mycoplasma hominis v amniové tekuting, dvé Zeny (28,6 %) porodily
déti v fadném terminu s porodni vahou niz8i neZ 2 500 g. Jedna Zena (10 %) porodila pred

37. tydnem t&hotenstvi.



Citlivost na antibiotika byla testovana u 121 kment Mycoplasma hominis diluéni
zkumavkovou metodou. Z uvedeného poctu 2 (1,7 %) kmeny vykazovaly rezistenci na
doxycyklin (MIC=8) a 2 (1,7 %) kmeny na ofloxacin (MIC>8). Viechny kmeny Mycoplasma
hominis byly rezistentni k erytromycinu (MICy 1 000mg/l). MICg byla u ciprofloxacinu
2 mg/l, linkomycinu 2 mg/l, doxycyklinu 0,5 mg/l a ofloxacinu 2 mg/l. Zjisténé hodnoty
MICyy dokumentuji dobrou citlivost Mycoplasma hominis k uvedenym antibakterialnim

Jécivim.



Summary

Doctoral thesis was focused on diagnostic method of detection of Mycoplasma hominis
and occurrence of this microorganism in female genital tract in relation to health status, kind
of contraception and age of patient.

A total of 771 swabs taken from cervix of the same number of randomly selected women
were included in the study. Mycoplasma hominis was cultivated from 133 (17.3 %)
specimens. In order to verify the cultivation method, the polymerase chain reaction was
applied to detect Mycoplasma hominis DNA.

The DNA of Mycoplasma hominis was detected in 31 (16.8 %) of 185 transport media by
using PCR. This microorganism was cultivated from 27 (14.6 %) of transport media. On the
other hand, cultivation was positive in two samples which the PCR didn’t reveal.

Results of the occurtence of Mycoplasma hominis were evaluated according to health
status, sort of contraception and age of patient. The highest rate of this microorganism was
determined in the group of women with amenorrhoea, in which 8 (28.6 %) women were
positive for Mycoplasma hominis. The group of women using the hormonal contraception was
Mycoplasma hominis positive in 40 cases (15.9 %). Almost same results were found
in 64 (16.2 %) of women without contraception. The highest prevalence was observed
in 27 (18.5 %) of women with intrauterine device. According to age, Mycoplasma hominis
was determined in samples of 51 (19.8 %) women aged 31 — 40 years.

Furthermore, 202 amniotic fluid samples of the same number of women were examined.
Mycoplasma hominis was isolated from 21 (10.4 %) samples by cultivation method and from
51 (25.2 %) samples by RT-PCR. The resulis were evaluated in relation to week of gestation
and birth-weight of newborns.

Women positive for Mycoplasma hominis by cultivation method gave birth after
37" week of gestation. Newborns were healthy and their birth-weights were higher then
2 500g. Only one woman (10 %) gave a birth after 37™ gestational week and one woman’s
newborn had birth-weight of 2 460g.

The results of RT-PCR analysis of amniotic fluid show that 51 women were positive for
Mycoplasma hominis. Two (28.6 %) of the women delivered in time, but the birth-weight
of newborns was lower then 2 500g. Only one woman (10 %) had preterm delivery before
37" gestational week.

The antibiotic susceptibilities of 121 Mycoplasma hominis strains for different kinds

of antibiotics were tested. The minimal inhibition concentrations were determined by the tube



dilution method. Two (1.7 %) strains were resistant to doxycycline (MIC>8) and two (1.7 %)
strains to ofloxacin (MIC>8). All isolates were highly resistant to erythromycin
(MICgp=1 000 mg/l). MICq, was found to be 2 mg/1 for ciprofloxacin, 2 mg/l for lincomycin,
0.5 mg/l for doxycycline and 2 mg/l for ofloxacin. In general, all strains of Mycoplasma

hominis showed very good susceptibility to all antibiotics tested.
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1 Uvod

Mikrobidlni fléra genitalniho Ustroji Zeny je velmi rozmanitd a individualni. Jeji sloZeni
je ovlivnéno mnoha faktory, znichZ mezi nejvyznamn&j§i patfi hormonalni poméry, vék,
zdravotni stav, hygienické navyky a v neposledni fadé také sexudlni aktivita a zejména
stiidani sexuélnich partnerd. PoSevni mikrofléra je tvofena smési rlznych druhi
mikroorganismi, proto nelze vZdy spolehlivé odlisit, kdy je dany mikrob patogenem a kdy
komenzalem.

Posevni prostfedi a s tim souvisejici kvantitativni a kvalitativni rovnovaha mezi
jednotlivymi druhy mikroorganismi je udrzovéna pfedevSim laktobacily, kieré svymi
metabolickymi pochody vytvateji v pochvd kyselé¢ pH a potlacuji tak mnoZeni neZadoucich
druhti. SniZeni po¢tu laktobacild, pfipadn® jejich vymizeni z poSevni sliznice, miZe vést
k pomnozZeni tzv. rizikovych mikroorganismi mezi které jsou fazeny stafylokoky, enterokoky,
Gardnerella (G.) vaginalis, Escherichia (E.) coli, kvasinky, anaerobni nesporulujici bakterie,
Mycoplasma (M.) hominis, Ureaplasma (U.) urealyticum a dal3i.

M. hominis je davano do souvislosti sriznymi projevy infekéniho onemocnéni
genitalniho Ustroji Zen. Byva izolovano z vy$etfovaného materidlu pfi bakteridlni vaginoze,
zanétlivém onemocnéni urogenitalniho traktu, horeCkdch po porodu & potratu a také
z novorozencil infikovanych matek. Mira patogenity tohoto druhu je v8ak dosud studovéna.
Davodem je vyskyt M. hominis nejCast&i ve smési sjinymi druhy mikroorganismi,
které se rovnéZ mohou podilet na vzniku infek&niho onemocnéni genitalniho Gstroji Zen.

Cilem prace bylo zjidténi vyskytu M. hominis v genitilnim Gstroji Zen zdravych a Zen
s riiznymi gynekologickymi obtizemi. Dale ovéfeni diagnostickych postupt k prikkazu tohoto
mikroorganismu v klinickém materidlu, v&etn& stanoveni citlivosti izolovanych kment

na vybrana antibakterialni lé¢iva.
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1.1 Historicky pohled na rod Mycoplasma

Prvni mykoplazmata, pozdé&ji pojmenovana jako M. mycoides sub. mycoides (Freundt,
1955), byla vykultivovdna v roce 1898 Nocardem a Rouxem z plic dobytka postizeného
pleuropneumonii. Do roku 1929 byla spolu s dal§imi mikroorganismy, vyskytujicimi se pii
tomto onemocnéni, oznadovana jako PPLO. Tato zkratka byla vytvofena z anglického
oznadeni ,, Pleuro-Pneumonia-Like Organisms“ a v ptekladu znamend mikroorganismy
zpusobujici zanét poplicnice a plic (Cimolai, 2001).

Termin mykoplazma, zavedeny Nowakem vroce 1929, vznikl spojenim feckych slov

mykes (houba) a plasma (formovany). Charakterizuje schopnost mykoplazmat vytvafet
vlaknité struktury a plasticitu jejich povrchové membrany (Taylor-Robinson, 1993; Taylor-
Robinson, 1999).
V priib&hu 30. a 40. let minulého stoleti vzrostl zdjem o mykoplazmata z divodu jejich
zjisténi u lidi (Taylor-Robinson, 1993). V uvedeném obdobi Dienes a Edsall (1937) izolovali
tyto mikroorganismy z abscesu Bartoliniho Zlazy Zeny. S nejvétsi pravdépodobnosti
se jednalo o druh M. hominis.

Eaton studoval vroce 1944 pavodce tzv. atypické pneumonie lidi. JelikoZ tento
mikroorganismus prochazel bakteriologickymi filtry, byl povazovan za virus a oznafen jako
Eatonovo agens (Eaton, 1944). AZ Gsp&¥na kultivace na umélych pidach umoznila zafazeni
tohoto ,,agens* mezi bakterie s oznatenim M. preumoniae (Kagan a kol., 1965).

Mykoplazmata jsou v ptirod® velmi roziifena. Vyskytuji se u savci, ptaki, plazi, ryb,
&enovet i rostlin. Z lidského organismu bylo doposud vykultivovano 17 druhii mykoplazmat
(Razin a kol., 1998). Nejeast&ji jsou izolovany z respiraniho, urogenitdintho a stfevniho
traktu, také z krve a synovialni tekutiny (Taylor-Robinson a McCormack, 1980; Taylor-
Robinson a kol., 2003; Waites a kol., 2005). V urogenitdlnim traktu bylo dosud prokazano
8 druhii mykoplazmat (Waites a kol., 2005).

1.2 Taxonomie

M, hominis patfi do rodu Mycoplasma, ktery spoleéné s rodem Ureaplasma tvoii Celed
Myeoplasmataceae. Tato eled’ naleZi do ¥adu Mycoplasmatales, tiidy Mollicutes.

Oznateni Mollicutes bylo vytvofeno spojenim dvou latinskych slov, mollis (me&kky)
a cutis (kfize). Tento ndzev vystihuje plasticitu bungk nasledkem absence pevné bunéiné

stény.

— 14—



V soucasné dobé zahrnuje rod Mycoplasma 122 druht a 4 poddruhy. Typovym druhem
je M. mycoides subsp. mycoides. Mezi druhy podilejici se na onemocnéni ¢lovéka patii
M. genitalium, M. pneumoniae, M. hominis a M. fermentans.

Rod Ureaplasma zahrnuje 7 druhé. Nézev rodu je odvozen od schopnosti ureaplazmat
Steépit ureu. Podle malé velikosti kolonii, které vytvafeji na agarovych mediich byly dfive
oznacovany jako T-mykoplazmata (odvozeno z anglického slova tiny = drobny). Typovym
druhem rodu je U wrealyticum. Druhy patogenni pro &lovéka jsou U. wrealyiicum

a U. parvum (hitp://www .bacterio.cict.fr./index.html).

1.3 Morfologie a struktura

Morfologie mykoplazmovych bun¢k zivisi na druhu, kultivaénich podminkach a stadiu
ristového cyklu. Bufiky mykoplazmat jsou pleomorfni. L.ze pozorovat kulaté, kokobacilarni,
prstencovité pfip. &inkovité tvary, ale také kratkd &i dlouhd vldkna. V kultufe narostlé na
agarovém médiu maji v&tSinou tvary kokoidni (Taylor-Robinson, 1999). Primér nejmendi
kokoidni formy schopné reprodukee je asi 300 nm. V1aknité formy mohou dosahovat délky
az 100 um a tloustku 0.4 pm (Razin, 2005).

Mykoplazmata nemaji pevnou bunénou sténu jako vétdina ostatnich bakterii. Jejich
povrch je tvofen tiivrstevnou membranou (7,5 — 10 nm) sloZenou z bilkovin a polysacharidu,
které vytvaeji vnitini a vn&§ vrstvu. Mezi nimi se nachazi vrstva tvofena fosfolipidy
a cholesterolem. Cholesterol je vyznamny pro zachovani integrity membrany pfi zménach

vnéj§iho osmotického tiaku (Rottem, 1979).

1.4 Geneticka vybava

Mykoplazmata maji nejmensi genom ze vSech bakterii. Naptiklad M. genitalium ma
genom o velikosti 580 kb, coZ je asi 1/6 genomu E. coli (Su a Baseman, 1990).

Genetickd informace mykoplazmat je uloZena v dvousroubovicové cirkularni DNA
s malym obsahem guaninu a cytosinu (Razin a Freundt, 1984). Obsah t&chto bazi je u vétSiny
mykoplazmat nizky a pohybuje se vrozmezi 24 — 33 %. Mezi ostatnimi bakteriemi
se podobné nizké hodnoty vyskytuji pouze u nékterych klostridii. To podporuje Razinovu
(2005) teorii o jejich fylogenetické pifbuznosti s klostridiemi. Jiny ndzor zastava Maniloff
(1996), ktery uvadi, Ze se mykoplazmata vyvinula pfed 590 — 600 milidny let z fylogenetické

vétve streptokokl s genomem o velikosti 2 000 kb,
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Mykoplazmata jsou zajimava vyuZitim kodonu UGA, ktery jiné bakterie pouzivaji jako

stop kodon. U mykoplazmat kéduje aminokyselinu tryptofan (Amikam a kol., 1984).

1.5 Mnozeni mykoplazmat

Mykoplazmata se podobng jako ostatni bakterie mnoZi bindrnim délenim (obr. 1).
V pribéhu tohoto procesu vsak mize dochazet k opozdéni déleni cytoplazmy za délenim
jadra (Bredt a kol., 1973; Peterson a kol., 1973). Vysledkem je vznik mnohojadernych
vlaknitych dtvar, které se mohou dale vétvit a pfipominat pseudomycelium. Uvnité vldken
se vytvareji kulovitd teliska, ktera jsou od sebe oddélena pfepazkami. Vldkna tak nabyvaji

vzhledu fetizk. Po jejich rozpadu na elementarni téliska se cely cyklus opakuje (Razin,

2005).
Tvorba
~\ / mnohojadernych
\f

,
Bindrni déleni / vlaken a nasledny

rozpad na jednotlive

ey T

Obr. 1 Déleni mykoplazmat (Razin, 1981)

1.6 Antigenni struktura a faktory virulence

Mykoplazmata se vyznaduji heterogenni strukturou povrchovych antigent, které jim
umoziiuji odolavat slozkam imunitniho systému (Olson a kol., 1991). M. hominis ma na svém
povrchu proteinové antigeny — Vaa', P120%, Lmp’ aj.

Vaa antigen je hlavni povrchovy protein zajistujici adhezi M. hominis k povrchu sliznic.
Ma schopnost pizptisobit se prostfedi urogenitalniho i respiraéniho fisiroji a také podminkam
uvnitf kloubil (Zhang a Wise, 1996). Jeho proménlivost podmiiiuje odolnost M. hominis vici
imunitnimu systému (Boesen a kol., 2001).

Adheze M. hominis na povrch epitelu je zprostiedkovana s nejvétsi pravdépodobnosti

také dvéma povrchovymi proteiny P50 a P100 (Henrich a kol., 1993).

' Zhang a Wise, 1997
2 Nyvold a kol., 1997
? Jensen a kol., 1995; Ladefoged a kol., 1995
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P120 je protein sloZeny z hypervariabilni a semivariabilni domény. Ob& domény
podiéhaji spontannim mutacim, coZ je pFi€inou jeho antigenni variability (Zhang a Wise,
1996).

Dal$im zndmym povrchovym proteinem je Lmp, ktery napomahd shlukovani bun&k
M hominis. Tato schopnost je vyznamnd pro kolonizaci sliznic, nebot’ jednotlivé bufiky
M. hominis jsou snadn&ji eliminovany z organismu. Ve vhodném prostfedi dochazi
ke shlukovani bun&k a tim ke skryti povrchovych antigent pied imunitnim systémem (Jensen
a kol., 1995).

HinT protein se nachdzi v bufikach eukaryotickych i prokaryotickych. Zatimco u bungk
eukaryotickych odpovida za hydrolyzu adenosinmonofosfitu a ovlivnéni transkripce, u bun€k
prokarytotickych neni jeho funkce pfesn¢ zndma. U M. hominis je protein HinT sloZen
z proteint P60 a P80 (Hopfe a kol., 2004).

1.7 Onemocnéni vyvolana Mycoplasma hominis

1.7.1 Infekce pohlavnich organi

M. hominis se spolu sdalimi druhy mikroorganismi podili na vzniku riznych
patologickych procesil v genitalnim ustroji Zen. Casto je davano do souvislosti s bakteridlni
vaginzou (Arya a kol., 2001), zanétlivym panevnim onemocnénim (Taylor-Robinson a Furr,
1997), ale i bakteriemii (Madoff a Hooper, 1988). Uvedeny druh se vyskytuje také v pochve
zdravych Zen (Taylor-Robinson a Rosenstein, 2001).

Studiem vyskytu tohoto mikroorganismu v pohlavnim tstroji Zen se zabyvaji skupiny
véded po celém svdtd. Arya a kol. (2001) z Velké Britanie uvad&ji 21,7% vyskyt M. hominis
v klinickém materialu Zen s riznymi diagnoézami. Podobné udaje publikovali i Belkum a kol.
(2001) z Nizozemi, ktefi M. hominis prokézali ve 24 % vySetfovanych vzorkd. Schlicht a kol.
(2004) z USA prokazali M. hominis v 15,6 % vzorki. V Ceské republice se vyskytem
M. hominis v genitalnim Gstroji Zen zabyvali Budek a kol. (1989), kteti z 804 vySetfenych Zen
prokazali sledovany druh u 238 (29,6 %).

Bakterialni vaginéza (BV) je onemocnéni charakterizované vodnatym vytokem a zménou
poSevni mikrofléry. Tyto projevy jsou nésledkem sniZeni nebo tpln¢ho vymizeni lakiobacilh
a zvyieni poftu ostatnich mikroorganismii, zejména G. vaginalis a anaerobnich
nesporulujicich bakterif. Ve v&tin& pfipadd je potvrzen také vyskyt M. hominis (Priestley

a Kinghorn, 1996).
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Otazkou, zda se M. hominis podili na vzniku a pribéhu BV, se zabyvala fada
mikrobiologli. Taylor-Robinson a Furr (1997) uvad&ji vyskyt tohoto druhu v pochvé
10 — 67 % Zen s BV. Soudasné byly v sérech t&€chto Zen zjistény zvysené titry IgG protilatek
proti M. hominis.

Cedillo-Ramirez a kol. (2000) uvadg&ji 17% vyskyt M. hominis u Zen s BV. U zdravych
Zen prokdzali M. hominis pouze ve 2 %. VyS8i vyskyt zaznamenali Koch akol. (1997),
ktefi vykultivovali M. hominis z pohlavnich organii 37,6 % Zen s BV.

Arya a kol. (2001) vy%etfili 1200 poSevnich vytérd od Zen zdravych a Zen s BV.
Sledovany druh prokézali ve 341 vzorcich (28 %). U Zen s BV se M. hominis vyskytovalo
v 59 % a u zdravych Zen ve 12 % vzorkl. Vysledky studie Aray a kol. (2001) potvrzuji vySsi
vyskyt M. hominis u zen s BV uZivajicich hormonalni antikoncepci (36 %) ve srovnani
s Zenami se zavedenym nitrod€loznim téliskem (24 %o).

V roce 2001 Taylor-Robinson a Rosenstein uvedli, ze M. hominis neni rozhoduyjici pro
vznik BV a jeho piitomnost na sliznici poSevni nezvySuje pravdépodobnost rozvoje
patologického procesu (Taylor-Robinson a Rosenstein, 2001). Tato zprdva navazala na
sdéleni Taylora-Robinsona a McCormacka z roku 1980, v némz autofi uvadéji, ze k rozvoji
BV dochézi z divodu pomnoZeni riznych mikroorganismi, které vytvoii ptiznivé podminky
pro rist M. hominis. Podle Belkuma a kol. (2001) je vyssi vnimavost k infekei M. hominis
spojena s promiskuitou, kterd ma za nésledek naruSeni mikrobialni rovnovahy a vytvofeni
pithodného prostiedi pro M. hominis v pochvé.

Vyskyt M. hominis u pacientek se sexudlné pienosnym onemocnénim zjiStovali Koch
akol. (1997). Tento mikroorganismus vykultivovali z 6 % vySetfenych Zen, nejlastéji
ve smési s Neisseria (N.) gonorrhoeae, Chlamydia (C.) trachomatis a Trichomonas (T')
vaginalis. |

Schlicht a kol. (2004) sledovali vyskyt M. hominis v genitalnim Gstroji sexualng aktivnich
Jen ve v&ku 18 - 35 let. Vedle C. trachomatis a N. gonorrhoeae izolovali M. hominis
7 26 % vydetienych vzorkt. Vyskyt M. hominis byl u 86 % Zen doprovazen poSevnim
vytokem.

Bakteriologicka vySetfeni abdominalni tekutiny od pacientek po hysterektomii provadeli
Miranda a kol. (1993). Ze vzork nejéastdji vykultivovali Staphylococcus (S.) aureus
a M. hominis, Gasto i v istych kulturach.

Také u muZi je piitomnost M hominis v urogenitdlnim Gstroji spojovdna s réznymi
patologickymi procesy predev$im zandty nadvarlat, prostaty a mocovych cest. Stejné jako

u Zen byvé tento mikroorganismus izolovan nejéast&ji ve smési s chlamydiemi a gonokoky.
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Vyznam M. hominis pii rozvoji téchto onemocnéni nebyl doposud zcela objasnén
(Taylor-Robinson a McCormack, 1980).
M. hominis bylo izolovano také zrektdlnich a krénich vytéri od homosexudlt

(Taylor-Robinson, 2003).

1.7.2 Vyskyt Mycoplasma hominis u téhotnych Zen

Problematika vyskytu M. hominis v genitdlnim astroji téhotnych Zen a vlivu na pribéh
t&hotenstvi, véetné terminu porodu, je fe$ena na fadé svétovych pracovist. Dosud vSak nebyla
potvrzena jednozna¢na souvislost mezi vyskytem tohoto mikroorganismu v genitdlnim ustroji
a predéasnym porodem ¢&i nizkou porodni vihou novorozence. Rozdilné vysledky sdruzuji
védce do dvou skupin, znichz prvni povazuje M. hominis za patogen a drubd pouze
za mikroorganismus pfidruZujici se k jiz probihajici infekei.

V roce 1983 se Harrison a kolektiv zabyvali sledovanim vyskytu M. hominis na sliznici
kréku déloZniho a jeho vztahem k nizké porodni véze, potratiim, porodiim mrtvych plodd,
pred¢asnym porodim &i pfed&asné ruptufe plodovych oball. Vysledky studie potvrdily pouze
souvislost s poporodni hore¢kou a endometritidou.

Stéry zkréku délozniho zdravych t€hotnych Zen vySetfovali Embil a kol. (1985).
M hominis vykultivovali z36,7 % vzorkl, nejéastéji ve smési sC. trachomatis.
Cedillo-Ramirez a kol. (2000) izolovali M. hominis pouze z 12 % vzorkd od t€hotnych Zen
a5 % Zen po porodu.

Ve stérech z cervixu tehotnych Zen prokazali Chua a kol. (1998) M. hominis v 17,7 %
vysetfenych vzorki. U novorozenci od t&chto matek zjistili sledovany druh v 5 % pfipadu.

Rosenstein a kol. (1996), kteti sledovali vyskyt M. hominis ve vztahu k BV zjistili,
%e tento mikroorganismus se vyskytoval pfevazn& ve stérech z kréku délozniho t€hotnych Zen
s probihajici vagindzou. M. hominis izolovali z 58 % vy$etfovanych vzorkad.

M. hominis ve stérech zcervixu tShotnych Zen prokazovali Lamont a kol. (1987).
Pfi hodnoceni vysledki rozdélili pacientky do dvou skupin. V prvni skuping, kterou tvofily
yeny s predéasné prasklymi plodovymi obaly, prokazali M. hominis u 23 % pacientek,
ve druhé skupin¢ Zen bez obtizi ve 25 %. Zeny v prvai skupiné dale hodnotili podle zmén
na plodovych obalech. Pacientky s chorioamnionitidou byly pozitivni na pftomnost
M. hominis ve 40 %. U Zen bez patologickych zmeén bylo M hominis prokdzano pouze ve
13 % stéri. Vysledky studie nepotvrdily statisticky vyznamné rozdily vztahu M. hominis
k predasnému poruseni plodovych obald. Z publikovanych vysledkl je viak zfejmy tiikrat
vy$$i vyskyt M. hominis u Zen se zan&tlivymi zménami na plodovych obalech.
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Terminy porodu a porodni vahu novorozencd u Zen s pozitivnimi a negativnimi nalezy
M. hominis sledovali Lamont a kol. (1987). Ani toto hodnoceni nepotvrdilo vyznamnou
souvislost mezi vyskytem M, hominis v genitalnim Ustroji t€hotnych Zen a terminem porodu,
pfipadng porodni vahou novorozence. Priimérma vdha novorozenctl, ktefi se narodili Zenam
kolonizovanym M. hominis byla 1 998 g. Zeny bez nélezu rodily déti s prim&mou hmotnosti
1 747 g. Délka t&hotenstvi u Zen s pozitivnim nalezem byla v priméru 226 dni a Zen bez
M. hominis 223 dni.

Vztahem M. hominis k pfed¢asnym porodim se zabyvali Usui a kol. (2002). Autofi
prokazali souvislost mezi vyskytem mikroorganismu v pohlavnich orgdnech t€hotnych Zen
avyvolanim porodu pfed 33. tydnem tehotenstvi. Vyvoldni porodu pfed 37. tydnem
t¢hotenstvi vak M. hominis neovliviiovalo.

Sperling a kol. (1988) vySetfili 404 vzorkli amniové tekutiny stejného poltu Zen
s probihajici intraamniotickou infekei. Celkem vykultivovali 123 (30 %) kment M. hominis.
Z celého souboru 404 vyZetfenych Zen 37 (37,8 %) porodilo dft€ s hmotnosti nizsi nez
2500 g. V této skuping bylo M. hominis prokdzino ve 14 piipadech (37,8 %). Celkem 109
(29,7 %) Zen pozitivnich na M. hominis porodilo dit¢ s vdhou nad 2 500 g. V této studii
nebyla potvrzena statistickd vyznamnost mezi vyskytem M. hominis v amniové tekuting
a nizkou porodni vahou novorozence (Sperling a kol., 1988).

Obdobnou problematikou se zabyvali Kataoka a kol. (2006). Autoii vySetfili 877 vzorkd
plodovych vod od stejného pottu Zen a M. hominis prokazali v 11,2 %. Ve sledované skupiné
pred&asné porodilo (<34. tyden) 21 Zen, z nichZ pouze 4 (19 %) byly pozitivni na M. Aominis.

Dva ptedéasné porody zptisobené intrauterinni infekei M. hominis popsali Shimada a kol.
(1998). V obou piipadech vykultivovali zamniové tekutiny M. hominis. U jedné zZen
se M. hominis vyskytovalo spolu s Enterococcus faecalis.

Rouse a kol. (2003) provadéli bakieriologicka vySetieni placent Zen po porodu. Kromé
acrobnich bakterii (51 %), anaerobnich bakterii (35 %), streptokokd se skupinovym
antigenem B (15 %), U. urealyticum (29 %) vykultivovali také mykoplazmata, a to z 11 %
vySetfovanych vzorki.

Novorozenci mohou byt infikovani M. hominis od matky také pfi prichodu porodnimi
cestami. Knausz akol. (2002) popsali pfipad meningoencefalitidy novorozence, v jehoZ
mozkomisnim moku prokézali M. hominis. Novorozenec se narodil ve 41. tydnu t€hotenstvi,

zdravy a vazil 4340 g. Ve stéru z cervixu matky prokézali M. hominis.
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1.7.3 Extragenitalni infekce

Piesto, Ze je M. hominis nejlast&ji davano do souvislosti s infekcemi urogenitalniho
systému, stile Castéji se objevuji zpravy o extragenitalné lokalizovanych infekcich. Ve vétsing
pfipadl tyto infekce postihuji pacienty se sniZenou funkci imunitnfho systému.

Schaeverbeke a kol. (1997) prokazovali mykoplazmata v synovidlni tekutiné pacientd
s revmatoidni artritidou. Vysetfili 209 vzorki, z nichZ ze dvou vykultivovali M. hominis.
Jeden z pozitivnich pacientl trp&l revmaioidni artritidou, druhy psoriatickou artritidou.

Vztahem M. hominis 1 dalSich druh@ mykoplazmat (M. fermentans, M. peneirans,
M. preumoniae) k revmatoidni artritide, fibromyalgii a chronickému Gnavovému syndromu
se zabyvali Nicolson a kol. (1999). Autofi zjistili, Ze kvalitativni 1 kvantitativni zastoupeni
mykoplazmat ve vzorcich od pacientl s nékterym z vyse uvedenych onemocnéni (45-63 %)
se prokazateln® 1i¥i od asymptomatickych pacienti (9 %). U vSech pacienti vSak bylo
prokdzédno soucasné vice druhti mykoplazmat.

O vyskytu mykoplazmat v krvi pacientd s fibromyalgii achronickym Unavovym
syndromem informuji Nasralla a kol. (1999). Autofi zjistili M. hominis v krevnich vzorcich
28 (31 %) pacientd z 91 vySetfenych. U vétSiny pacientl prokdzali také daldi druhy
mykoplazmat.

7 krve pacienth s bakteriémii souvisejici s operaénimi vykony v oblasti urogenitalniho
Ustroji izolovali M. hominis Madoff a Hooper (1988). Uvedeny druh prokdzali také
ve vzorcich krve od pacientl s respiraénimi a kloubnimi infekcemi a infekcemi centralniho
nervového systému (meningitidou, mozkovym abscesem).

Pastural a kol. (2002) popsali infekeci zpisobenou M. hominis u pacienta
s transplantovanou ledvinou.

Nélezy M. hominis v pochvé Zen s lupénkou hodnotili Machado a kol. (2001). U Zen
s klinickymi pfiznaky onemocnéni diagnostikovali M. hominis v 20 % a pouze u 2 %
zdravych Zen v kontrolni skuping. Autofi se domnivaji, Ze M. hominis mize ovliviiovat

pribéh tohoto onemocnéni.

1.8 Metody prukazu Mycoplasma hominis

Prikaz M. hominis v klinickém materidlu lze provadét riznymi metodami.
Nejvyznamndjsi je kultivadni  vySetfeni, dale metody sérologické, mikroskopické

a v neposledni fad& dnes velmi propagované metody molekuldrn¢ biologickeé.
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1.8.1 VySetFovany material

Material k prikazu M. hominis je odebiran podle charakteru a prib&hu infekce vétSinou
pied zahajenim antibioticke 1é¢by.

U Zen jsou to nejastdji tampdénové stéry ze zadni klenby poSevni, z kr¢ku déloZniho
a z mista vydsténi mocové trubice. Déle lze vySetfovat vzorky amniové tekutiny, abortované
plody v¢etné plodovych oballi a mo&. Vzorky mode v3ak neposkytuji vidy spolehlivé
vysledky. U muZi jsou nejvhodn&j$i stéry z vyusténi mocove trubice, sliznice pfedkozkového
vaku, sperma, piipadné mod. U extragenitalnich infekei 1ze vySetfovat krev, kloubni tekutinu,
mozkomisni mok a biopticky material (Taylor-Robinson a McCormack, 1980).

P¥i podezieni na mykoplazmovou infekei novorozencl je vhodné odebirat endotrachealni
lava?, pleuralni tekutinu, krev, mozkomi$ni mok, perikardidlni tekutinu a hnis z abscest. Dale
je moZné vysetiovat biopticky vzorek tkané plic (Tully a Razin, 1996).

Pokud nejsou vzorky zpracoviny bezprostiedn€ po odbéru, je nutné je umistit
do transportniho média a v co nejkrat§i dob& dopravit do laboratofe. Vhodné je uchovavani

odebranych vzorki pfi +7 °C (Buéek a kol., 1989).

1.8.2 Mikroskopické vySetieni

Svételna mikroskopie
Velikost bungk M. hominis se pohybuje v rozmezi 0,2 - 0,3 pm a proto je nelze pozorovat
ve svételném mikroskopu. Toto zaiizeni je v diagnostice mykoplazmat vyuZivano k prohlizeni

kolonii narostlych na agarovych médiich.

Nepiima imunofluorescence

Tato metoda se vyuziva k prikazu M. hominis v prepardtech zhotovenych ze stérid
z pochvy. Nejprve je vzorek vystaven psobeni krali¢i protilatky proti M. hominis a nasledne
fluorochromem znadenym kozim protilatkam proti kraliéim imunoglobulinim. Pfipraveny

preparat je prohliZen ve fluorescendnim mikroskopu (Hirai a kol., 1991).

Elektronova mikreskopie

Elektronovd mikroskopie umoZiiuje pozorovat morfologii mykoplazmatickych bunék
piimo ve vySetfovanych vzorcich. MiiZze byt pouzita k vySetfeni riznc¢ho biologického
materialu, tkdfiovych kultur a vzorkd z prostiedi. Tato metoda se v8ak b&Zn€ nepouziva pro

svou ndro¢nost na vybaveni laboratofe, pfipravu preparatu a v neposledni fadé i zkuSenost
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laboratorniho pracovnika. Na obr. 2 je znazornéna mykoplazmatickd bufika pozorovana

elektronovym mikroskopem ve vzorku mozkomiiniho moku (Schramlova, 2004).

Obr. 2 Mycoplasma sp. v mozkomi$nim moku (Schramlova, 2004)

1.8.3 Kultivaéni metody

Mykoplazmata maji omezenou biosyntetickou aktivitu, kterd se odviji od jejich malého
genomu. Proto jsou nutri¢né ndrond a vyZaduji komplexni média obohacena o slozky

nezbytné pro metabolismus, riist a mnoZeni bungk (Taylor-Robinson, 1993).

Kultiva¢ni média

Prvni média pro kultivaci mykoplazmat ptipravil Edward v roce 1974. Tyto pidy jsou
dodnes pouzivany pod nazvem PPLO agar a PPLO bujén. Jejich zékladem je infuze
7 hovézich srdei, extrakt z kvasnic a kofiské sérum. Kvasnicovy extrakt je zdrojem vitamind.
Kotiské sérum je zdrojem cholesterolu a nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin
(Taylor-Robinson, 1993).

Toto nutrién& bohaté médium je vhodné nejen pro mykoplazmata, ale také jiné bakierie.
Proto jsou do pidy uréené pro kultivaci mykoplazmat pfidévany inhibi¢ni latky potlatujici
rist nezadouci mikrofléry. Z antibiotik jsou to penicilin nebo ampicilin. Vzhledem k tomu,
¥e mykoplazmata postradaji bun&tnou stdnu, jsou kuginku penicilinovych antibiotik
pFirozend rezistentni. Pasobeni penicilini je namifeno piedevsim proti gram pozitivnim
bakteriim. Riist gram negativnich bakteri{ inhibuje octan thallny (Quinn a kol., 2002).

Kultivaéni média lze dale obohatit o aminokyselinu arginin, kterou M hominis vyuZiva
jako zdroj energie (Shimke a kol., 1966). Z dalSich rtstovych faktorl je moZné pouZit DNA
(Quinn a kol., 2002). Optimalni pH ristového média pro M. hominis je 7,0 (Taylor-Robinson,
1993).
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Inkubaéni podminky

M. hominis je fakultativi¢ anaerobni mikroorganismus. Vhodné prostfedi pro jeho rist
je atmosféra s obsahem 95 % N, a 5 % CO; (Taylor-Robinson, 1993). Tekutd média lze
inkubovat i v b&znych atmosférickych podminkach (Taylor-Robinson a McCormack, 1980).
Inkubaéni teplota se pohybuje v rozmezi 36 — 38 °C a inkubaéni doba 48 — 96 hodin (Quinn
a kol., 2002).

1.8.4 Riast Mycoplasma hominis na agarovych médiich

M. hominis vytvaH na agarovych pldach kolonie -charakieristického vzhledu
piipominajiciho sizené vejce (fried egg). Stfed kolonie je tmavsi a je vnofen do média.
Periferni ¢ast vyriistajici na povrchu je svétlejsi (obr. 3). Velikost i tvar kolonii M. hominis
ovliviiuje sloZeni a hydratace pidy, koncentrace agaru, inkubaéni podminky a stafi kultury.

Vétsinou se velikost kolonii pohybuje do 0,5 mm (Quinn a kol., 2002).

Periferni zéna na
povrchu agaru

Centrélni zona
zanofena v agaru

Obr. 3 Rist Mycoplasma hominis na agarovém médiu (Quinn a kol., 2002)

Mykoplazmata vytvafejici kolonie malych rozméri, mohou byt zaménéna
s tzv. pseudokoloniemi. Tyto artefakty mohou vznikat po vice jak tydenni inkubaci
na povrchu agarového média nasledkem vysraZeni nékterych sloZek obsazenych v Zivné pide.
Pscudokolonie lze odli%it od kolonii mykoplazmat pe¢livym porovninim morfologickych

znak® a obarvenim kolonii Dienesovym barvivem.
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Dienesovo barveni

Neobarvené kolonie mykoplazmat jsou slabé nazloutlé nebo nahnédlé a maji granulami
vzhled. Po obarveni Dienesovym barvivem nabyvaji intenzivné modrého zbarveni. Soudasng
s koloniemi mykoplazimat se barvi i kolonie bakterii a pseudokolonie, které se vSak po

30 minutach spontanné odbarvi.

1.8.5 Identifikace Mycoplasma hominis

Vyznamnou vlastnosti vyuZivanou v diagnostice M. hominis je schopnost utilizovat
aminokyselinu arginin az na ATP, NH; a CO,. Vysledkem této metabolické aktivity je
zvy$eni pH kultivaéniho média, coZ se projevi zménou zabarveni acidobazického indikéatoru

(fenolova €erven) z oranZové na riZzovou (Schimke a kol., 1966).

arginin —2rndeamnase_y citruflin + NH,

arnithinkarbamoyitransferasa

citrullin + P, > omnithin + karbamoylfosfat
karbamoylfosfét + ADP —Pmriie . ATP +NH, +CO,

1.8.6 Komeréni systémy pro diagnostiku Mycoplasma hominis

V mikrobiologickych laboratofich se k prikazu M hominis a U wurealyticum ve vzorcich
z urogenitalniho ustroji pouZivaji komeréné dodavané sety Mycoplasma IST a Mycoplasma

DUO.

Mycoplasma IST (BioMerieux)

Test umoZiiuje kultiva¢ni prukaz druhQ M. hominis a U. urealyticum, jejich semikvantitativni
stanoveni a zjisténi citlivosti na vybrana antibiotika. Princip testu spo¢iva ve schopnosii
uvedenych druht utilizovat specifické substraty, arginin (M. hominis) a urew (U. urealyticum).
Rozkladem téchto substrati dochdzi ke zmén& pH média a zabarveni acidobazického

indikatoru. Vysledky jsou hodnoceny po 48 hodinové inkubaci (Veselska, 2006).

Mycoplasma DUO (Bio-Rad)
Tento test je zaloZen na stejném principu jako test predchazejici. Neni zde v3ak moZnost

soudasné stanovit citlivost kmenii na antibiotika (www.biorad.com, 2007).
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1.8.7 Sérologicka typizace

Riistové inhibié¢ni test (RIT)

Princip tohoto testu spoCiva v inhibici rlstu testovaného kmene mykoplazmat na
agarovém mediu specifickym antisérem, kterym je napustény disk filtraéniho papiru. Zoéna
inhibice v okoli disku se odecitd mikroskopicky po 3 - 4 dnech inkubace pfi 37 °C. Velikosti
inhibi¢nich zén se pohybwji v rozmezi 0,5 — 1,5 cm.

Tento jednoduchy a specificky test se pouziva pro druhovou identifikaci mykoplazmat.
Jeho spolehlivost je podminéna pouzitim hyperimunnich sér s vysokym titrem specifickych

protilatek (Lin a Kass, 1974).

Imunofluorescencni test (IFT)

Touto metodou lze identifikovat kolonie mykoplazmat narostlé na agarovych médiich
specifickymi protilatkami znaCenymi fluorochromem. Po navédzani specifického znafeného
antiséra se kolonie prohlizeji ve fluorescenénim mikroskopu. Barva fluorescence zévisi
na pouzitém fluorochromu.

Test je citlivy, specificky, ale vyZaduje kvalitni, fluorochromem znadend antiséra

s vysokym titrem specifickych protilatek (Giudice a kol., 1967).

Test enzymové imunoanalyzy (ELISA)

Mykoplazmovy antigen (Ag) reaguje se specifickou protilatkou (Ab) navédzanou na
povrchu pevné faze za tvorby imunokomplexu (Ag-Ab). Po inkubaci a promyti je pfidana
enzymaticky znaend protilatka, ktera se navdZe na vazebné misto antigenu
v imunokomplexu. Déle je pfidan chromogen a substrat. Substrat po enzymatické degradaci
zméni barvu chromogenu, coz je detekovano fotometricky pfi odpovidajici vlnové délce.

Metoda je pfesna a citliva (Brown a kol., 1987).

1.8.8 Molekularné biologické metody

Molekularné biologické metody jsou v soucasné dobé fazeny mezi b&Zné vySetfovaci
postupy v mnoha oborech. Tyto metody, zejména PCR, jsou rutinné vyuzivany pro
specifickou detekci bakterii i vird ve vy$etfovaném materidlu a dopliuji tak klasické

diagnostické postupy.
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Polymerasova Fetézova reakce

Polymerasova fetézova reakce (PCR) byla navrzena vroce 1980 Kary B. Mullisem
(Mullis a Faloona, 1987; Mullis, 1990). V mikrobiologii je tato metoda vyuZivana k rychlému
prukazu a identifikaci infekéniho agens. Ve vySetfovaném vzorku umoziiuje specifickou
rodovou ¢i druhovou identifikaci mikroorganismil. V diagnostice bakterii je vyuziviana 163
rRNA, kterd se vyznaluje obsahem vysoce konzervativnich oblasti amezidruhovou
rozmanitost.

Metoda PCR je zaloZena na nékolika po sob& se opakujicich teplotnich krocich,
béhem kterych dochazi ke zmnoZeni urCitého useku nukleové kyseliny, ktery je vybran
aohrani¢en primery. Primery jsou synteticky piipravené fetézce oligonukleotidd tvofené
17 — 30 nukleotidy (Holland a kol., 1991). Zmnozeni zvolen¢ho useku nukleové kyseliny je
umoznéno pusobenim polymeracniho enzymu Taq DNA polymerasy, ktery mé schopnost
vytvatet nové vlakno DNA podle templatu ohrani¢eného piislunymi primery. PCR zahrnuje
t# kroky (obr. 4).

e Prvnim je denaturace (T > 95 °C), pii které jsou od sebe odd€leny ob& vlakna DNA na

jednotlive fetézce.

e Druhy teplotni krok tzv. annealing (T ~ 60 °C), v jehoz prib&hu dochézi k nasednuti
kratkych usekt DNA (primert), které ohrani¢uji zvoleny tisek detekované DNA.

o Poslednim krokem je extenze (Topim = 72 °C), béhem niZ dochazi ke zmmoZeni zvoleného

useku DNA ptisobenim enzymu Tag DNA polymerasy.

Amplifikovany tsek DNA je detekovan v UV svétle po predchozi elekiroforéze

v agarosovém gelu obarveném ethidinombromidem.
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Obr. 4 Princip polymerasove fetézove reakce
(http://members.aol.com/BearFlag45/Biology 1 A/LectureNotes/lec24.html)

Detekce Mycoplasma hominis metodou PCR

Blanchard a kol. (1993) navrhli primery pro konstantni oblast genu 168 rRNA M. hominis
(tab. 1). Citlivost reakce stanovili mezi 10 a 15 fg DNA M. hominis. Specificitu reakce ovéfili
na 51 kmenech M. hominis vykultivovanych z urogenitdlniho traktu. Kmeny byly ziskany

z ruznych zemi.

Tab. 1 Nukleotidové sekvence primerd pouZitych pii PCR (Blanchard a kol., 1993)

Oznadeni primeri Nukleotidova sekvece (5°-3°) Délka amplikonu
RNAH1 CAATGGCTAATGCCGGATACGC 334 b
RNAH2 GGTACCGTCAGTCTGCAAT P

Abele-Horn a kol. (1996) srovnavali vysledky kultivanich prikazt M. hominis
v urogenitdlnich vzorcich a vzorcich od novorozencli, s metodou PCR. M hominis
prokazovali ve vzorcich po jejich pfedchozi 24 hodinové inkubaci pii 37 °C. K diagnostice
pouZili primery RNAH1 a H2, Detekéni limit reakce stanovili 40 fg DNA M hominis.

Citlivost PCR metody byla oproti kultivaéni metod& 95%, zatimco citlivost kultiva¢ni metody
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oproti PCR pouze 84%. Kultivaci neprokazali M. hominis v 6 vzorcich, které obsahovaly
DNA sledovaného druhu zjisténou PCR metodou. Naopak metodou PCR se nepodatilo
potvrdit dva kultivatn€ pozitivni vzorky. Autofi se domnivaji, Ze pficinou negativnich
vysledkd PCR byla vysoka koncentrace DNA M. hominis ve vzorcich, coZ mohlo vyvolat
inhibici DNA amplifikace.

Srovndnim metody PCR a kultivaéni metody, uréené k identifikaci M. hominis
v klinickém materialu, se zabyvali Luki a kol. (1998). Vy3etfili st&ry z kréku d&lozniho
t¢hotnych Zen a stéry od novorozenci. Metodu PCR s primery RNAHI a H2 oznagili

za citlivou a specifickou.

Multiplex PCR

Obmeénou tradiénf PCR miiZe byt pfidani vice typd primerd do reakéni smési - multiplex
PCR. Takto modifikovand PCR umoziiuje analyzovat vice parametrit v pribéhu jednoho
reakéniho procesu. Multiplex PCR vyuzili Stellrecht a kol. (2004) k detekci DNA M. hominis,
M. genitalium a Ureaplasma spp. ve vzorcich z urogenitélniho Gstroji Zen i muZzt. Zminénou
metodou prokazali mykoplazmata ve 26 z 30 pozitivnich vzorkl. Multiplex PCR hodnoti jako
rychlou, citlivou a jednoduchou metodu, vhodnou k prikazu mykoplazmat v klinickém

materialu.

Nested PCR

Mezi molekularné biologické metody vyuzitelné v diagnostice M. hominis lze zafadit také
metodu Nested PCR, ktera je rovnéz modifikaci PCR metody. VyuZiva dvou po sobé
nasledujicich amplifika¢nich reakci s dvéma pary primerd. Pouziva se pro detekci nizké

vychozi koncentrace templatu (Mullis at Faloona, 1987).

Polymerasova Fetézova reakce v reialném case

Polymerasovou fetézovou reakci v realném Case (RT-PCR) zavedli Higuchi a kol. (1992;
1993) v letech 1991 — 1993. Snahou autori bylo zjednodudit a zvysit citlivost stanoveni
produktd PCR. Sestavili proto systém, ktery umoZioval okamzitou detekci vznikajicich
produktii PCR.

V soudasnosti je metoda RT-PCR stile vice vyuZivana v fadé medicinskych obor,
pfedevdim onkologii a mikrobiologii. Vyhodou metody je pfedeviim moZnost kvantitativni
detekce nizké koncentrace nukleové kyseliny. V mikrobiologii lze tuto metodu pouzit
k detekei a identifikaci mikroorganismli a monitorovani antibiotické rezistence (Valasek

a Repa, 2005).
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Principem metody RT-PCR je pouZiti specifickych sond nebo interkalagntho barviva,
které umoZni detekovat produkty amplifikace bezprostiedng po jejich vzniku.

Sondy pouZitelné v metodé RT-PCR lze rozdglit do dvou skupin, na sondy specifické
a nespecifické. Mezi nespecifické sondy fadime interkalaéni barviva - SYBR green | a EtBr,
Tato barviva maji schopnost vmezefit se mezi vlakna vznikajici DNA. Specifické sondy jsou
kratké tseky oligonukleotidii znadené vhodnym fluorescenénim barvivem. Existuji rizné

TagMan sondy byly prvni fluorescenéné znadené sondy pouZité v metodé RT-PCR. Jsou
to kratke oligonukleotidové fetézce znatené na 5 konci fluorescendnim barvivem (zafic) ana
3" konci zhaSeGem. Vzhledem ke kratké vzdalenosti mezi zafidem a zhaSetem je zafeni
emitované zdfi¢em potladeno zhaSedem. V pribshu reakce dochaz k nasednuti sondy na
komplementdrni vlakno DNA. Nésledné plisobeni Taq polymerasy, ktera se vyznacuje silnou
5" - 3" exonukleasovou aktivitou, zpiisobi rozst&peni nasedlé TagMan sondy. Tim se od sebe
vzdali zafi€ a zh43e¢ a dojde k naristu fluorescengniho signalu (obr. 5), (Valasek a Repa,
2005).

Postup metody RT-PCR je stejng jako u metody PCR zaloZen na stifdani i teplotnich
kroki - denaturace (T > 95 °C), annealing (T ~ 60 °C) a extenze (Toptim = 72 °C).

b 4 %
Denaturace
& 2
______ TR Annealing
Extenze

Obr. 5 Princip pouziti TagMan sondy (http://www.pri.wur.nl)
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Detekce Mycoplasma hominis metodou RT-PCR

Poprvé metodu RT-PCR v diagnostice M. hominis pouZili v roce 2002 Zariffard a kol.
K prikazu pouzili primery RNAHI a H2 (Blanchard a kol., 1993) a interkalaéni barvi¢ku
SYBR Green.

VyuZitim metody RT-PCR v diagnostice M. hominis se zabyvali také Baczynska a kol.
(2004). Awtofi se zamé&fili na detekci genu kodujictho enzym glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasu. Navrhli par primerG a dvé fluorescenéné znafené sondy. Metodu

optimalizovali k detekci 10 kopii genomické DNA referentniho kmene M. hominis PG 21.

1.8.9 Neprima diagnostika mykoplazmovych infekei

Priikaz specifickych protilatek proti mykoplazmatim lze provadét mnoha sérologickymi

metodami s riiznou citlivosti a specificitou.

Metabolismus inhibi¢ni test (MIT)

Principem MIT je prikaz protilitek ve vySeifovaném séru, které inhibuji metabolismus
mykoplazmat. Redici fada vySetfovaného séra v tekutém médiu pro kultivaci mykoplazmat
je doplngna substratem, pH indikdtorem a v neposledni tadé kulturou M. hominis.
Metabolicka aktivita se projevi barevnou zménou média. Titr metabolismus-inhibujicich
protilatek je nejvysSi fedéni séra, které jesté inhibuje mnoZeni M. hominis. Test je citlivy

a specificky (Lin a Kass, 1974).

Komplement fixa¢ni test (KFT)

Principem komplement fixa¢niho testu je navazani komplementu na komplex Ag-Ab.
Indikatorovym systémem jsou v této reakci ovéi erytrocyty senzibilizované kralici protilatkou.
Erytrocyty zstanou neporufeny pii vyvazidni komplementu komplexem Ag-Ab. Pokud
nejsou v séru piitomny specifické protilatky, navadZe se komplement na senzibilizované
erytrocyty a zpiisobi jejich lyzu. Tato metoda neni pfili§ citliva a specifick4 (Jones a Sequeira,

1966).

Nepiimy hemaglutinaéni test (NHT)

Test nep¥imé hemaglutinace vyuZivd k prikazu protilatek erytrocyty s navazanym
antigenem M. hominis. V piipadé pfitomnosti specifickych protilatek ve vySetfovaném seru
dojde k aglutinaci erytrocytd. Metoda je velmi citlivd, ale pro svou naro¢nost se temef

nepouziva (Krogsgaard-Jensen,1971; Thomsen a Lindskov, 1979).
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Test enzymové imunoanalyzy (ELISA)

V tomto testu dochazi k navdzani prokazovanych protilatek na antigen zakotveny na
povrchu jamky mikrotitraéni desticky. Vznikly komplex je prokazovan enzymaticky
znadenymi protilatkami po piidani substritu a chromogenu. Plsobenim enzymu dojde
krozloZeni substratu a nésledné barevné zméné chromogenu, kterd je prokazovana

fotometricky. ELISA je metoda citliva a ¢asto vyuzivand (Wang a Lo, 1996).

Test nepFimé imunofluorescence

Test nepfimé imunofluorescence je provadén na sklicku snavdzanym antigenem
M. hominis. Po vytvoieni komplexu Ag-Ab je na sklitko nanesena protilatka proti lidskym
imunoglobulinm  znatend fluorochromem. Vysledek testu je hodnocen pomoci
fluorescenéniho mikroskopu. Test je pomémé citlivy a specificky (Furr a Taylor-Robinson,
1984).

1.9 Citlivost Mycoplasma hominis na antibiotika

Vhodnymi antibiotiky k 1é€bé mykoplazmovych infekei byly ve 2. poloving minulého
stoleti tetracyklin a linkomycin. Za mén& u¢inné byly povazovany chloramfenikol,
streptomycin a kanamycin. Penicilinova antibiotika byla oznaena jako neucinna (Harwick
a Fekety, 1969).

Tyto poznatky pretrvavaji suréitymi vyhradami do souCasnosti. Obecn€ je znamo,
e mykoplazmata jsou pfirozené rezistentni k beta-laktamovym antibiotikiim. Tato vlastnost
je dana strukturou mykoplazmovych bungk, kieré postradaji pevnou bunéénou sténu - hlavni
cil antibakterialniho u¢inku penicilinovych antibiotik.

Skupinou antibiotik oznagenych za nevhodné k 1€¢bé infekei zpusobenych M. hominis,
jsou také makrolidy. Divodem je narGistajici odolnost na tuto skupinu lé¢iv. Dosud byly
objasnény dva mechanismy rezistence M. hominis k makrolidim, a to mutace v genomu
vedouci k rezistenci a aktivni vypuzovani antibiotika z butiky, tzv. efflux (Pereyre a kol.,
2002). Z makrolidovych antibiotik se k 1é&b& urogenitalnich infekei u tEhotnych Zen pouZiva
nejéastéji erytromycin (Taylor-Robinson a Bébéar, 1997). Domingues a kol. (2003) viak
zaznamenali u 91 % kmend M hominis rezistenci k erytromycinu. NiZ8{ procento
rezistentnich kmend (50 %) uvadgji Kilic a kol. (2004). Vyjimkou mezi makrolidovymi
antibiotiky byl josamycin. V roce 2002 viak Pereyre a kol. (2002) izoloval od pacienta

josamycin rezistentni kmen M. hominis.
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Rezistence byla prokézana také u fluorochinolonti povazovanych za velmi perspektivni
pii 1é¢beé mykoplazmovych infekci. Pti¢inou odolnosti je mutace podjednotky gyrA, enzymu
DNA-gyrasy nebo ziskani schopnosti effluxu (Bébéar a kol., 1997). Pfes tato zjidténi jsou
fluorochinolony k 1é€b€ pouZivany, neboft inhibuji jak M. hominis, tak U. urealyticum, a navic
rychle dosahuji (€inné koncentrace ve tkanich (Kenny a kol., 1989; Hooper a Wolfson, 1985).

Domingues a kol. (2003) neprokazali u zadného zjimi testovanych kmend M. hominis
rezistenci k ofloxacinu. Kilic a kol. (2004) v¥ak uvad&i 12,5 % kment rezistentnich
k ofloxacinu.

Mechanismem Géinku tetracyklinovych antibiotik, pouzivanych pii mykoplazmovych
infekeich, je inhibice proteosyntézy v bakteridlnich bunikiach. V poslednich letech se objevuji
kmeny M. hominis rezistentni na tato antibakteridlni lé¢iva. Vznik rezistence spoliva
v ziskani tetM genu, ktery, jak bylo zjisténo, je pfendSen mezi bakteriemi v urogenitdlnim
traktu (Roberts a kol., 1985). Vyskyt rezistentnich kmenti dosahuje jiz 20 — 30 % (Taraskina
a kol., 2002; Domingues a kol., 2003).

Mezi antibiotika pouZivand, k 1é¢b& mykoplazmovych infekef, patii také linkomycin
a klindamycin, které inhibuji proteosyntézu (Cummings a McCormack, 1990).

O hodnotach t¢innych koncentraci antibiotik na M. hominis zji§ténych riznymi metodami
nékterymi autory informuje tabulka &.2 (str. 34).

Vétdina antibiotik uZivanych k 1é€bé mykoplazmovych infekei ma pouze bakteriostaticky
uginek, coz vysvétluje pomalou eradikaci mykoplazmat z organismu pacienta a Casté relapsy
(Tully a Razin, 1996; Taylor-Robinson 1999).
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Tab. 2 Minimalni inhibiéni koncentrace inhibujici 90 % kmend Mycoplasma hominis
publikované riznymi autory {mg/1)

Antibiotikum 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tetracyklin 32 0,19 2 64
Doxycyklin 0,12 1 i6 0,064 4

Ciprofloxacin 1 0,5 0,5 2 4 0,5 >1

Ofloxacin 1 0,5 2
Linkomycin >1

Klindamycin 0,016 0,064 >1

Erytromycin >64 =100 >64 =32 >16
Josamycin 0,25 0,25

Legenda:

1 — Bébéar a kol., 2000b (pouZzita metoda — agarova diluéni metoda)

2 — Duffy a kol., 2000 (pouzita metoda — bujénova mikrodiluéni metoda)

3 — Hannan a kol., 2000 (pouZitd metoda — bujénova mikrodifuéni metoda)

4 — Bébéar a kol., 2000a (pouZita metoda — agarova dilu¢ni metoda)

5 — Samra a kol., 2002 (pouZita metoda — Etest)

6 — Kenny a Cartwright, 2001 (pouZita metoda — agarova dilucni metoda)

7 — Ullmann a kol., 1999 (pouZitd metoda — agarova dilu¢ni metoda)
8 — Ngan a kol., 2004 (pouZita metoda — Etest)
9 — Taylor-Robinson a Bébéar, 1997
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2 Cil prace

Hlavnim cilem bylo zjistit vyskyt M hominis v genitadlnim dstroji Zen a dosaZené
vysledky vyhodnotit pfedeviim ve vztahu k zdravotnimu stavo pacientek a dalSim
ukazatelim. Tomuto cili pfedchazelo zavedeni aovéfeni diagnostickych metod, véetné
odbéru a transportu klinického materialu do laboratofe. Nedilnou soucasti bylo stanoveni
citlivosti izolovanych kmend na vybrana antibakterialni 1é¢iva.

Vyzkumna ¢innost zahrnovala nasledujici etapy:

e Qvéfeni kultivaénich podminek pro prikaz M. hominis a sestaveni postupu vySetfeni

vzorku.
» Zavedeni metody PCR - vybér vhodnych primert a optimalizace PCR reakce.

e VySetfeni stéri odebranych zkréku déloZntho ndhodné vybranych Zen na pfitomnost

M. hominis metodou kultivaéni a PCR.

e Vyhodnoceni vysledkl diagnostiky M. hominis metodou kultivaéni a PCR ve vztahu

k zdravotnimu stavu, druhu pouZivané antikoncepce a véku Zeny.
e VysSetfeni vzorkli amniové tekutiny kultiva¢ni metodou.

e Zavedeni metody RT-PCR - vybér vhodnych primert a sondy. Optimalizace pribghu

reakce.

s Vysetfeni vzorkli amniové tekutiny metodou RT-PCR s cilem ovéfeni vysledkd ziskanych

kultivaéni metodou.

e Kvantitativni stanoveni citlivosti kment M. hominis na vybrand antibakteridlni Ié¢iva

dilu¢ni metodou.

o Vyhodnoceni vysledk@ ziskanych pH vySetfeni amniovych tekutin ve vztahu k délce

téhotenstvi a porodni vaze novorozence.
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3 Materidl a metody

3.1 VySetfovany materiil

Vydetfovanym materidlem byly stéry zkeéku dé€lozntho néhodné vybranych Zen,
bez ohledu na vék a klinicky nalez. Stéry odebirali lékafi v ambulanci gynekologicko-
porodnického odd&leni Krajské nemocnice Pardubice a soukromé gynekologické ordinaci
G-MED v Pardubicich. Dale MUDr. Marek Dobrkovsky a MUDr. Pavel Slanina
v soukromych gynekologickych ordinacich v Pardubicich.

Vzorky byly bezprostfedné po odb&ru umistény do transportniho média a dopraveny
do laboratofe, kde byly nejpozdéji do 4 hodin od odbéru zpracovany.

Spolu s vySetfovanym materidlem byly dopraveny privodni listy, které obsahovaly
informace o véku pacientky, gynekologické anamnéze a klinickém nalezu.

Déle byly vySetfovany vzorky amniové tekutiny odebrané Zendm v obdobi mezi
15. — 22. tydnem t&hotenstvi na gynekologicko-porodnickém oddéleni Fakultni nemocnice
v Hradci Kralové. Odbér amniové tekutiny byl Zenam doporuden vzhledem k jejich véku nebo
vysledku biochemického screeningu.

Vzorky byly dopraveny do laboratofe ve zkumavkach umisténych v termoboxu pfi 8 °C.
Thned po transportu byly vzorky kultivovany a ndsledné uloZeny do mraziciho boxu, kde byly

pti -80 °C uchovavany k naslednému vy$etfeni molekularné biologickymi metodami.

3.2 Kultiva¢ni média

Ke kultivaci i subkultivaci byly pouZivany tekuté a pevné ptdy pfipravené nasledovné:
PPLO bujén s argininem

2,1 g PPLO Broth without Crystal Violet (Difco) bylo rozpudténo v 70 ml redestilované
vody a sterilizovano 15 minut v autoklavu pfi 121 °C. Po ochlazeni na teplotu 50 - 60 °C byly
pridany dalsi slozky:

20 ml neinaktivovaného kotiského séra

10 ml kvasnicového extraktu

0,8 ml 10% roztoku octanu thallného

0,5 ml ampicilinu (200 mg/1)

0,5 g L-argininu

0,2 ml 1% roztoku fenolové Eervené
pH média bylo upraveno 10% roztokem HCI na hodnotu 6,5. Bujénové médium bylo

skladovano v lednici pfi 4 - 5 °C nejdéle 3 tydny.
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PPLO agar

3,5 g PPLO Agar (Difco) bylo rozpusténo v 70 ml redestilované vody a sterilizovano
15 minut v autoklavu pii 121 °C. Po ochlazeni na teplotu 50 - 60 °C byly pfidany dalsi
slozky:

20 ml neinaktivovaného kofiského séra

10 ml kvasnicového extraktu

0,8 ml 10% roztoku octanu thaliného

0,5 ml ampicilinu (200 mg/1)

Podle potfeby bylo pH média upraveno 10% roztokem HC1 na hodnotu 7.

Takto pifipravend ptda byla roziévana do umélohmotnych Petriho misek o priméru

60 mm do vysky 4 mm a dale skladovana v lednici pfi 4 - 5 °C nejdéle 3 tydny.

Transportni médium
Transportni médium odpovidalo svym sloZenim PPLO bujénu s argininem s tim

rozdilem, Ze neobsahovalo arginin a fenolovou ¢erverl.

Krevni agar

4 g Blood Agar Base No. 2 (Oxoid) byly rozpustény ve 100 ml destilované vody
a sterilizovany 15 minut v autokiavu pii 121 °C. Po ochlazeni na teplotu 50 - 60 °C bylo
pfidano 5 % defibrinované berani krve.

Takto pfipravena pida byla rozlévana do Petriho misek a dale skladovana v lednici pfi
4 - 5 °C nejdéle 3 tydny.

Enduv agar

3,6 g Endo Agar Base (Oxoid) bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody do které byly
naslednd pfidany 4 ml 10% roztoku basického fuchsinu. Plida byla sterilizovana 15 minut
v autoklavu pii 121 °C.

Takto p¥ipravena plida byla rozlévana do Petriho misek a ddle skladovana v lednici pfi

4 - 5 °C nejdéle 3 tydny.

3.2.1 Slozky pro p¥ipravu kultiva¢nich médii

Kvasnicovy extrakt
1 kg &erstvych pekafskych kvasnic byl ditkladné homogenizovan v 500 ml horké
redestilované vody a nésledng doplnén do 1 000 ml redestilovanou vodou. Suspenze byla za

stalého michéani zahfivana na 80 °C po dobu 45 minut.
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Po ochlazeni byla smés centrifugovana 30 minut pfi 3 000 ot./min. Supernatant byl
opakované (3x) sterilizovan v autoklavu pii teploté 80 °C. Sterilni extrakt byl skladovan v
lahvi¢kach (80 ml) pfi -20 °C nejdéle jeden rok.

Koiiské sérum
Kotiské sérum bylo doddavano firmou MVDr. T. Krej¢iho, Vyroba krevnich derivati
a kultivaénich médii, Dvir Kralové nad Labem. Neinaktivované kofiské sérum bylo

uchovavano v 80 ml sterilnich lahvitkach pfi -20 °C nejdéle jeden rok.

Roztok octanu thaliného (10%)
V 50 ml sterilni redestilované vody bylo rozpu$t€éno 5 g octanu thallného (Sigma-

Aldrich). Roztok byl skladovan v chladnice pii 4 °C.

Roztok ampicilinu
Do lahvicky ampicilinu (BIOTIKA) o obsahu 1,0 mg G&inné latky bylo pfidano 5 ml

sterilni redestilované vody. Po dikladném rozpusténi byl roztok skladovan pfi -20 °C.

L-arginin
Navazené mnozstvi L-argininu (HIMEDIA) bylo pfidano do PPL.O bujonu.

Roztok fenolové Cervené - 1%

1 g fenolové Cervend (Pliva LACHEMA) byl rozpudtén ve 25 ml 0,1 mol/l NaOH,
v odmé&rné bafice byl doplngn do objemu 100 ml sterilni redestilovanou vodou a mirné
zahtivan do uplného rozpu§téni. Roztok byl sterilizovdn v autoklavu 10 min pfi teplote

115 °C. Dale byl skladovan pii laboratorni teploté.

Mycoplasma selective supplement

K piipravé nékterych kultivadnich médif byl pouzZit lyofilizovany suplement Mycoplasma
Selective Supplement G (OXOID). Lahvitka suplementu obsahuje 20 ml kofiského séra,
10 m! kvasnicového extraktu, 25 mg octanu thallného a 20 000 jednotek penicilinu. Obsah
lahvitky byl rozputén ve 20 ml sterilni redestilované vody a pfidan do 80 ml sterilniho

agarového nebo bujonového zakladu ochlazeného na 50 °C.
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3.2.2 Referencni kmen Mycoplasma hominis

Kvalita pfipravenych médii byla ov€fovana referenénim kmenem M, hominis PG 21
ziskanym ze sbirky mikroorganismii Pasteurova institutu z Francie. DNA izolovana z tohoto
kmene byla pouZita také pfi provadéni molekularné-biologickych metod.
3.2.3 Dienesovo barveni

Priprava Dienesova barviva

Methylenova modi (Merck) 2,50 ¢
Azur IT (Pliva LACHEMA) 1,25 ¢
Maltosa (Sigma-Aldrich) 10,00 g
Nap,CO5 (Pliva LACHEMA) 0,25¢
Destilovand voda 100 ml

Jednotlivé slozky byly rozpustény ve 100 ml destilované vody. Pfipraveny roztok byl

sterilizovan filtraci a skladovan pti laboratorni teploté.

3.3 Potieby pro PCR

Chemikiilie a enzymy pro PCR

Proteinasa K - 20 mg/ml (Sigma-Aldrich)

Lyzovaci pufr B - 100 mmol/l KCl, 20 mmol/l Tris-HCI, 5 mmol/l MgCl,, Tween 20
(Sigma-Aldrich)

Rekombinantni Taq DNA polymerasa - 5 jednotek/pl (TaKaRa)

Smés nukleotidt ANTP Mixture for PCR - 2,5 mmol/l kazdého ANTP (TaKaRa)
10x PCR pufr - 100 mmol/1 Tris-HCL, pH 8,3; 500 mmol/l KCI; 15 mmol/l1 MgCl,
(TaKaRa)

MgCl; - 25 mmol/l (TaKaRa)

Vkladaei pufr (Top-Bio)

Marker molekulovych hmotnosti pUC19/Mspl (MBI Fermentas)

Agarosa pro molekularni biologii (Serva)

Ethidiumbromid PCR (Top-Bio)

TBE pufr — Tris, kyselina borita, EDTA (Sigma-Aldrich)
Fenol-chloroform-isoamylalkohol (APLICHEM)
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Primery
V tabulce 1 (str. 28) jsou uvedeny nukleotidové sekvence primerti RNAHI a RNAH2
piipravené firmou Generi-Biotech, které ohranifuji specifickou oblast 168 rRNA genu

M. hominis.

3.4 Potieby pro RT-PCR
Chemikilie a enzymy

Thermo Start Tag DNA polymerasa - 5 j/ul (AB gene)

Smds nukleotidd ANTP Mixture for PCR - 2,5 mmol/l kazdého ANTP (TaKaRa)
10x Thermo-Start PCR Buffer (AB gene)

25 mmol/l MgCl, (AB gene)

Souprava GEN ELUTE BACTERIAL GENOMIC DNA KIT (Sigma-Aldrich)
Souprava RECOCHIP (Sigma-Aldrich)

Primery a sonda

V tabulee 3 jsou uvedeny nukleotidové sekvence primerG soznafenim mhomgaprv
(*275M3) a mhomgapfw (*275M2) dodané firmou Generi-biotech, které byly pouzity pro
RT-PCR. Tyto primery ohrani¢uji specifickou oblast genu kédujiciho enzym glyceraldehyd-
3-fosfatdehydrogenasu. Dale je vtabulce uvedena sekvence TagMan sondy s oznaCenim
BHQ1 — FAM (Generi-Biotech). Sekvence primert a sondy byly pievzaty z publikace
Baczynska a kol. (2004).

Tab. 3 Nukleotidové sekvence primert pouzitych pii RT-PCR (Baczynska a kol., 2004)

Oz“aées“(fn‘:l';‘“““ a Nukleotidova sekvence (5" - 3') Délka amplikonu
mhomgaprv TTT ATC TTC TGG CGT AAT GAT ATC TIC G 44bp
mhomgapfw GGA AGA TAT GTA ACA AAA GAA GGT GCT G
BHQ1 - FAM AGC AGG ZGC TAA AAA GGT GTT TAT TAC TGC TCC
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3.5 P¥istroje a pomucky
Pristroje

Autoklav (BMT-Sterilab), horkovzdusny sterilizator (BMT-Sterimat), su$arna (Memmert-
UNB500), laminarmi box MSC 12 (Jouan-MSC12), mrazici box (Sanyo-MDF-U3086S),
lednice (AEG-S70402KG), termostat s 5 % CO; (SalvisLab-BC170), vodni lazefi (Memmert, -
WB14), digitalni vahy (Kern-ABT), pH metr (Hanna-pH210), svételny mikroskop (Nikon-
YS100), plynovy kahan, aparatury na vyrobu redestilované a destilované vody (Millipore,
RO-plus, Q-plus), centrifuga (HETTICH-MIKRO 20), blokovy termostat (BioCote-Stuart),

PCR Robocykler (Stratagene), generdtor napéti (OSP-300), vany na elektroforézu,
transluminétor (Vilber Lourmat), Rotor Gene 3000 (Corbett Research).

Pomiicky

Umélohmotné Petriho misky (8 60 mm), sklenéné Petriho misky, mikropipety, sterilni
§picky, silikonové zitky, zkumavky, mikrozkumavky, odmérmé vialce, kadinky,
Erlenmayerovy odmé&mé baiiky, pinzety, kopicka, ockovaci klicky, bunicita vata, mikrotenové
sacky, rukavice, stojanky, transportni box pro piepravu vzorkd.

Sklenéné pomicky byly myty a sterilovany postupem pouZivanym ve virologickych

laboratofich.
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4 Pracovni postup

4.1 VySetfeni tampoénovych stéri

Tamponové stéry odebrané z kréku déloZniho byly po odb&ru umistény do transportniho

meédia a nasledné v termoboxu pii 8 °C dopraveny do laboratofe.

4.1.1 Kultivacni vySetireni

Primokultivace

Odbérovy tampén byl dikladné vytfepan v transportnim médiu a jemnym tlakem o sténu
zkumavky zbaven pfebytetné tekutiny. Poté byl tamponem inokulovan cely povrch PPLO
agaroveého média. Souasné bylo 0,2 ml transporiniho média pieneseno do zkumavky s 1,8 ml
PPLO bujénu s argininem. Takto naokované agarové médium bylo spolu s PPLO bujénem
a transportnim médiem inkubovano 24 hodin pfi 37 °C v termostatu v prostiedi s 5 % CO..

Poté byla provedena subkuitivace.

Subkultivace

Po 24 hodinové inkubaci bylo opét 0,2 ml transportniho média preneseno do 1,8 ml PPLO
bujénu s argininem.

Agarovd média byla inkubovina 48 hodin. Po skonleni této inkubaéni doby bylo
provedeno hodnoceni nartstu kolonii pomoci mikroskopu pii zvétSeni 120x. Z pozitivnich
nebo podezielych agarovych médii byl vyfiznut sterilnim kopickem bloc¢ek agaru s narostlymi
koloniemi a nasledné pfenesen do 2 ml PPLO bujénu s argininem. Kopi¢kem byl blodek
agaru dikladné homogenizovan, aby doslo k uvolnéni mykoplazmat do tekutého média.

Naotkovana tekutd média byla inkubovana pii 37 °C v prostiedi s 5 % CO,. Kontrola
téchto selektivng diagnostickych pid byla provadéna v 8 hodinovych intervalech. Byla
sledovana zména zabarveni acidobazického indikatoru v médiu z oranZové na tmaveé riZzovou,
coZ je znamkou pomnoZeni M. hominis utilizujici arginin. Tato média byla povaZzovéana
za ,,pozitivni“ neboli obsahujici M. hominis. Pro ovéfeni pozitivity byla média ihned po
zméné zabarveni vyotkovéana na PPLO agar. Postup zpracovani vzorkl znézoriluje obr. 6.

Vzorky vyhodnocené jako pozitivni byly zmraZeny a uchovavany pii teploté -20 °C
a -80 °C. Transportni média byla také pouZita k prikazu a typizaci M. hominis metodou PCR.

V piipadech, kdy po vyockovani pozitivaiho bujénu na agarovém meédiu nenarostly
kolonie mykoplazmat, bylo provedeno vyoc¢kovani bujonu na krevni a Endiv agar s cilem
zZjistit pfitomnost kontaminujici mikroflory.
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Barveni podle Dienese

Vatovym tamponem byl nanesen na Cisté podloZni skli¢ko tenky film Dienesova barviva.
Tento film byl stejnomeérny a ne prilis tmavy.

Poté byl vyfiznut agarovy bloc¢ek (1x1 cm) s podezielymi koloniemi a pfenesen na dalsi
podiozni sklitko koloniemi vzhiru. Na tento agarovy blogek bylo umisténo pfipravené
skli¢ko barevnym filmem dold. Barvivo postupné difundovalo do agaru po dobu asi 3 minut.

Po nabarveni a odstranéni sklicka byl agarovy blocek ponechan 30 minut pii laboratorni
teploté. Béhem této doby do$lo k odbarveni kolonii bakterii, zatimco kolonie mykoplazmat
zustaly intenzivn€ modré (pfiloha 4). Obarveny agarovy blogek byl prohliZzen ve svételném

mikroskopu pfi zvétseni 120x.

4.1.2 Polymerasova retézova reakce

Metodou PCR byla zji§tovana pritommost DNA M. hominis v transportnich médiich,
vnichz byly stéry dopravovany do laboratofe, inkubovanych 24 hodin pii 37 °C a poté
uchovavanych pfi -80 °C do vySetfeni PCR.

Izolace DNA z transportniho média metodou fenol-chloroformové extrakee

Postup byl pfevzat od Schaeverbeke a kol. (1997).

o Ke 100 pl transportniho média bylo ptiddno 100 ul lyzovaciho pufru B a 3 pl
proteinasy K. Nasledovala inkubace p¥i 37 °C po dobu asi 16 hodin (pfes noc).

e K takto pfipravenému hrubému lyzatu bylo pfidano 250 pl smési fenol-chloroform-
isoamylalkohol v poméru 25:24:1. Smeés byla 10 minut dikladné protfepidvdna na
ttcpatce. Nasledovala centrifugace 5 minut pii 6000 RPM a déale 2 minuty pfi
12 000 RPM.

e Do Cisté mikrozkumavky byla opatmé odsata horni vodna faze tak, aby nebyly nasaty
proteiny vysrazené na rozhrani obou fazi. K odsaté vodné fazi bylo pfidano 250 pl smési
chloroform-isoamylalkohol v poméru 24:1. Smé&s byla 10 minut tfepana na tfepacce a dale
10 minut centrifugovana pii 6 000 RPM. Cely tento izolatni krok byl jesté¢ jednou

zopakovan,
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* Do Cisté mikrozkumavky byla odsata horni vodna faze, ke které bylo p¥idano 50 pl
4 mol/l NaCl a déle 500 pl 95% ethanolu. Obsah mikrozkumavky byl opatrnym otadenim
promichén a nasledné centrifugovan pfi 14 000 RPM 15 minut.

* Ethanol byl odsat a stény mikrozkumavky oplachnuty 70% ethanolem. Promichand smés

byla centrifugovana 15 minut pfi 14 000 RPM,

e Opatrné byl odsat ethanol. Zbylé mnozZstvi ethanolu se pomalu odpatovalo z otevienych

mikrozkumavek.

¢ Na zavér byla DNA rozpuiténa ve 40 pl sterilni destilované vody. Izolovana DNA byla

uchovavana pii -20 °C.

Primery
K detekci DNA M. hominis byly pouzity primery RNAH1 a RNAH2, jejichZ sekvence
jsou uvedeny v tabulce 1 (str. 28).

PCR smés

Slozky reakéni smési byly smichany podle niZe uvedeného postupu.
Voda pro PCR 15,75 pl

10x PCR pufr 2,50 ul

dNTP (2,5 mmol/1) 2,00 pl

MgCl; (25 mmol/1) 2,00 pl

RNAHI1 (50 pmol/ul) 0,25 ul

RNAH?2 (50 pmol/ul) 0,25 ul

Taq polymerasa (5 U/ul) 0,25 ul

Vzorek DNA 2,00 pl

Stanoveni optimalni teploty annealingu

Amplifikace testované DNA je zévisld na spravn¢ zvolené teplot¢ reakce. PFi nizkych
teplotach se k sobé mohou nespecificky pfipojovat vlakna primert a cilové DNA, ktera jsou si
pouze podobnd a nikoli zcela komplementarni. Takovd reakce by byla zdrojem falesné
pozitivnich vysledkl. Za piilis vysokych teplot annealingu naopak nedochazi k navizani ani
plné¢ komplementarnich primerti a takova reakce pak dava fale$né negativni vysledek.
Pro kazdou PCR je tedy nutné teplotu reakce piesné stanovit. Annealingové teploty riznych
PCR se nejcastéji pohybuji v rozmezi 55 - 65 °C.
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Do reakéni smési pfipravené podle ndvodu byla p¥idana DNA referenéniho kmene
M. hominis PG21. Takto pfipravené vzorky byly umistény do jamek gradientového cykléru.
Kazdy vzorek DNA byl mnoZen p# riznych teplotich annealingu, které se nachazely
v rozmezi 57 — 63 °C. Po prob¢hlé reakei byly produkty reakce vizualizovany na agarosovém

gelu s ethidiumbromidem v UV svétle.

Stanoveni koncentrace Mg*

Vhodnéa koncentrace Mg?'+ je nezbytna pro spravny pribéh PCR reakce. Pfi nizké
koncentraci Mgz“L v reakéni smési mohou primery nasedat na ne zcela komplementarni &asti
vldkna. Pokud je koncentrace Mg®* niZsi nez 0,5 mmol/l méze byt nasednuti primerti upln¢
potlaceno nebo se vzniklé komplexy v prib&hu extenze rozpadnou.

Reakéni smé&s bez piidavku Mg®" byla pfipravena podle vyse popsan¢ho schématu,
Po napipetovani do jednotlivych zkumavek bylo ke kazdému objemu pFidano uréité mnoZstvi
MgCl; do poZadované koncentrace 1 — 10 mmol/l. Po prob&hlé reakci byly produkty reakce

zviditelnény na agarosovém gelu s ethidiumbromidem.

Stanoveni detekéniho limitu

Cilem stanoveni detekéniho limitu reakce PCR je zjisténi nejniz8i koncentrace DNA,
kterou lze jeSté detekovat. K uréeni detekéniho limitu byl pouzit vzorek DNA ziskany
z referenéniho kmene M. hominis PG21. Izolace tohoto vzorku byla provedena stejnym
postupem jako pfi zpracovani transportnich médii. Absorbance vyizolované DNA byla
stanovena spektrofotometricky. Dale byla z naméfené absorbance vypoéitdna koncentrace
DNA podle vzorce uvedeného v publikaci autorti Kiemen a kol. (1998). Vzorec vychazi

z predpokladu, Ze pii Azeo = 1 je koncentrace DNA = 50 pg/ml.

AZED
-c=—=|pg/mi
dsDNA - ¢ =25 [ugrmi]

3

Kde: dsDNA — dvousroubovice DNA
¢ — koncentrace DNA

A — absorbance pii vinové délce 260 nm

Vzorek DNA referenéniho kmene M. hominis byl pouzit k vytvoreni fedici fady o znamé
koncentraci DNA v jednotlivych vzorcich. DNA ve vzorcich byla dale detekovana metodou

PCR.
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Elektroforéza amplikonii v 1,5% agarosovém gelu
Priprava gelu

e V60 ml 1x TBE pufru bylo rozpuiténo 0,9 g agarosy. Smés byla rozvafena 2 minuty

v mikrovinné troubé.
* Do rozvafené agarosy ochlazené na 45 °C byly ptidany 4 pl ethidiumbromidu.

e Vznikly gel byl nalit do formy s vloZenym hiebinkem na tvorbu jamek pro vzorky.

Po ztuhnuti gelu byl hiebinek vyndan a gel pouZit k elektroforetickému déleni vzorkd.

NanaSeni vzorki na gel

s Pfipraveny gel byl umistén do elektroforetické vany, ktera byla nasledné naplnéna 1x TBE

pufrem.

e Na prouzku parafilmu bylo 10 pl vzorku promichdno s 2 pl vkladaciho pufru. Takto

pripraveny vzorek byl opatrné napipetovan do jamky v gelu.

¢ Soucasné s nanaSenim vzorku bylo do jedné z jamek gelu napipetovano 6 upl markeru

molekulovych hmotnosti k pfibliznému uréeni délky dé€lenych amplikoni.

Vizualizace produktii elektroforézy

Elektroforetické déleni probihalo pfi 80 V po dobu 50 minut. Po ukonéeni elektroforézy

byly rozdélené amplikony pozorovany pod UV svétlem v UV transluminatoru.

4.2 VySetfeni amniové tekutiny

Odbér vzorki

Vzorky amniové tekutiny byly odebirdny Zenam v obdobi mezi 15. — 22. tydnem
te¢hotenstvi. Indikace pro odb&r amniové tekutiny byly vy3ii vk, pozitivni biochemicky
screening, riziko porodu ditéte s dédi€nou chorobou a abnormélni vysledky ultrazvukového
vySetfeni. Od kazdé pacientky bylo odebrano pfiblizn¢ 30 ml amniové tekutiny. Pocet
odebranych vzorki se shodoval s poftem vySetienych Zen.

Vzorky amniové tekutiny v mmnozZstvi piiblizné 3 ml byly ve sterilnich zkumavkéch
zaslany do nasi laboratofe k prikazu M. hominis. Zde byly ihned kultivovany a nasledné

ulozeny do mraziciho boxu, kde byly uchovavany pii -80 °C pro genetické vySetieni.
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4.2.1 Kultivacni vySetieni

Primokultivace

Objem 0,2 ml amniové tekutiny byl naotkovan do zkumavky s 1,8 ml PPLO bujénu
s argininem. Zkumavky byly inkubovény pti 37 °C v prostiedi 5 % CO; 2 — 3 dny. Béhem
inkubace bylo sledovdno zbarveni média, jehoZ zména signalizovala metabolickou aktivitu

mnoziciho se M. hominis.

Subkultivace

Vzorky PPLO bujonu, v nichZz doslo k barevné zméng&, byly vyofkovany (0,01 mi)
na PPLO agar. Petriho misky sagary byly inkubovany v termostatu s mikroaerofilnim
prostiedim (5 % CO;) pfi 37 °C minimalné dva dny, kdy bylo provedeno prvni hodnoceni
narostlych kolonii. Rist kolonii na PPLO agaru byl hodnocen ve svételném mikroskopu pii

120x zvétSeni.

4.2.2 RT-PCR

Vzorky amniové tekutiny, uchoviavané v mrazicim boxu pfi-80 °C, byly rozmraZeny
a napipetovany po 1 ml do mikrozkumavek. Nésledné byly centrifugovany pii 10 000 RPM

po dobu 5 minut. Po skonceni centrifugace byla provedena izolace DNA.

Izolace DNA z amniové tekutiny

DNA byla ze vzorkii amniové tekutiny izolovana komeréné dodavanou soupravou GEN

ELUTE BACTERIAL GENOMIC DNA KIT (Sigma-Aldrich) nasledovné:

e Objem 50 pl sedimentu, ziskany po odstfedéni amniové tekutiny, byl napipetovan do nové
mikrozkumavky. Odebiran byl sediment, ve kterém se mély nachizet amniocyty
s adherovanymi mykoplazmaty. Ke vzorku bylo pfiddno 150 ul lyzalniho rozioku T
a 20 ul proteinasy K. Smés byla promichdna a nasledn& inkubovéana 30 minut pii 55 °C

v blokovém termostatu.

e Dale bylo piidano 200 pl lyzaéniho roztoku C. Smés byla protfepavana po dobu

15 sekund na t¥epadce a znovu inkubovéna 10 minut pfi 55 °C.

e Vprib&hu inkubace byla provedena aktivace izolaénich kolonek 500 pl aktivaéniho
roztoku s naslednou centrifugaci pfi 10 000 RPM, I minutu.
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e Po inkubaci bylo klyzitu pfidano 200 pl ethanolu (95 — 100%). Opét nasledovalo

protfepavani 5 — 10 sekund na t¥epalce.

o Cely objem lyzatu (620 pl} byl pfenesen na izolagni kolonku a nésledné centrifugovan pf

8 500 RPM, 1 minutu. Zkumavka s piefiltrovanym roztokem byla vyménéna za novou.

¢ Na kolonku bylo naneseno 500 pl promyvaciho roztoku 1. Po centrifugaci pti 8 500 RPM,

1 minutu byla opét mikrozkumavka vyménéna.

e Na kolonku bylo naneseno 500 pl koncentrovaného promyvaciho roztoku 2.

Po centrifugaci pfi 13 000 RPM, 3 minuty, byla opét vyménéna mikrozkumavka.

¢ Do siiedu izolatni kolonky bylo napipetovano 200 ul eluéniho roztoku. Po uplynuti

5 minutové inkubace nasledovala centrifugace pfi 8 500 RPM, 1 minutu.
e [zolovana DNA byla uchovévina p#i -20 °C.

Priprava standardu pro sestrojeni kalibraéni kiivky

Izolace DNA kmene Mycoplasma hominis PG21
Kmen M. hominis PG21 byl nejprve pomnoZen v PPLO bujénu s argininem. DNA byla
zkmene vyizolovana postupem shodnym s izolaci DNA z amniové tekutiny a nasledné

zmnozena metodou PCR.

PCR
Usek kédujici enzym glyceraldehyd—3-fosfatdehydrogenasu byl namnoZen metodou PCR.
Slozeni reakéni smeési a postup PCR byl popsan v kapitole 4.1.2. Pouzité primery jsou

uvedeny v tabulce 3 (str, 40).

Izolace amplifikované DNA

Izolace amplifikované DNA byla provadéna v 2% agarosovém gelu s ethidiumbromidem
(1 ug/ml). Do jamky v gelu byl nanesen cely produkt PCR rekce smichany s vkladacim
pufrem. Souasné byl nanesen marker molekulovych hmotnosti pUC1%Mspl
(0,5 mg DNA/ml). Elektroforéza probihala v prosttedi 1x TBE puftu po dobu 40 minut,
pfi napéti 100 V. Vizualizace byla provedena na translumindtoru pii vinové délce 300 nm.

Na gelu byl identifikovan fragment o velikosti 144 bp.
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Precisténi DNA

Pomoci specidlniho hrotu byl natiznut gel u fragmentu DNA ve sméru putovani produktu.
Do vzniklé jamky byl vloZen strip RECOCHIP (Takara) navilhéeny 1x TBE pufrem. Opét
byla zapnuta elektroforéza na 10 minut pfi 100 V. B&hem této doby se DNA pfesunula
do RECOCHIPU. Gel byl znovu umistén do transluminatoru k ovafeni, 7e vekera DNA se
jiz nachazi na RECOCHIPU. RECOCHIP byl vloZen do mikrozkumavky s200 pl vody
anasledné centrifugovan pii 5 000 RPM, 5 s. Veskera DNA se z RECOCHIPU uvolnila do
sterilni destilované vody v mikrozkumavce.

Takto pfipravena DNA byla zaslana do firmy Generi Biotech s.r.o. v Hradci Kralové,

za ucelem jejiho zaklonovani do vhodného plazmidu.

P¥iprava plazmidu

Plazmid se specifickym usekem DNA M. hominis piipravila firma Generi Biotech. Jeho
koncentrace byla 179 ng/ul a velikost 4 100 bp. Cistota plazmidu byla stanovend
spektrofotometricky jako pomér A260/A280 = 1,9.

Tento plazmid byl pouzit ke zhotoveni kalibra¢ni kiivky. Vychozi koncentrace plazmidu

byla pfepocitana na pocet kopii v jednom mikrolitru, a to podle vztahu (Corbett Research):

(6,02-10% [kopie/ mol])- koncentrace[g I ]
MW [g/mol]

Kde: MW - molekulova hmotnost (2,71 -106)

= MnoZstvi [kopie !/ ul ]

Dosazenim do vztahu bylo zji§t&no, Ze vychozi podet kopii je roven 400-10° kopii/ul.

Kalibracni kiivka
Plazmid byl nafedén vodou pro PCR do poZadovanych koncentraci 400-10* - 4 kopie/ul.
Tyto koncentrace byly pouZity pro sestrojeni kalibracni kiivky. Postup a prubéh reakce bude

vysvétlen v nasledujici kapitole.

Vzorky amniové tekutiny
DNA ziskana ze vzorku amniové tekutiny byla pfidana do pfedem pfipravené reakéni

SmeEsi.
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RT-PCR smés:

Voda pro PCR 8,2 ul
10x Thermo-Start PCR Buffer 2,0 ul
dNTP mix (2,5 mmol/1) 1,6 ul
25 mmol/1 MgCi, 4,0 pul
mhomgapfw primer (6 pmol/1) 1,0 ul
mhomgaprv primer (18 umol/l) 1,0 ul
Sonda (6 pmol/t) 1,0 ul
Thermo Start polymerasa (5 j/ul) 0,2 ul
izolovana DNA 1,0 pl

Zkumavky s touto smési byly vloZeny do pfistroje Rotor Gene 3000. Reakce probihala za

téchto podminek:

Uvodni denaturace 95 °C, 12 minut

Denaturace 95 °C, 55 sekund

Annealing 55 °C, 55 sekund 45 cykli
Extenze 72 °C, 30 sekund

Po prob&hlé reakei (trvajici asi 180 minut) jsme ziskali zaznam ve formé kiivky.

4.3 Testovani citlivosti na antibiotika

U 1zolovanych kment M. hominis byla zjit'ovana citlivost na doxycyklin, erytromycin,
linkomyecin, ciprofloxacin a ofloxacin firmy Sigma-Aldrich. Minimalni inhibi¢ni koncentrace
{MIC) byly stanoveny bujénovou diluéni metodou ve zkumavkach.

Antibiotika byla rozpu$téna ve sterilni redestilované vodé¢. Pouze erytromycin byl nejprve
rozputén v 95% ethanolu a nasledn& nafedén sterilni redestilovanou vodou. Zasobni roztoky
obsahujici koncentraci antibiotik 100 000 mg/l byly skladovany pii -80 °C nejdéle 1 rok.
PoZadované koncentrace antibiotika byly pfipraveny ze zasobniho roztoku nafedénim PPL.O
bujonem.

Do zkumavek obsahujicich 1,9 ml PPLO bujénu s argininem a pfislu$nou koncentraci
antibiotika bylo inokulovano 0,1 ml bujénové kultury testovaného kmene M. hominis.

Jako kontrola byl souéasn¢ o¢kovan testovany kmen do média bez antibiotika.
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Zkumavky s naoCkovanymi médii byly inkubovany pfi 37 °C v prostiedi 5 % CO,. MIC
byla poprvé odeCtena v okamZiku, kdy bylo zjit€no pomnoZeni pozitivni kontroly,
coZ se projevilo zménou zabarveni obsahu zkumavky z oranZové na riZovou a nasledné po
48 hodinach byla spravnost prvniho hodnoceni potvrzena. Hodnota MIC odpovidala prvni
zkumavce, j. nejnizsi koncentraci antibiotika, ve které nedoSlo ke zmén& barvy

acidobazického indikatoru nasledkem utilizace argininu.

4.4 Statistické zpracovani dat

Ziskana data byla vyhodnocena na Oddé&leni biostatistiky LF UK v Hradei Kralové
(RNDr. E. Cermdkova) programem NCSS 2004.
Pouzité metody: - neparametricky Mann-Whitney test
- Fisherlv pfesny test
- * test nezéavislosti

- kappa koeficient shody
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S Vysledky

5.1 Riistové vlastnosti Mycoplasma hominis

Pro ovefeni kultiva¢nich pid a inkubagnich podminek byl pouZivan referenéni kmen
M. hominis PG 21. Tento kmen po 2 — 3 denni inkubaci pfi 37 °C v prostiedi s 5 % CO,
vytvafel na pevné padg charakteristické kolonie vzhledu sazeného vejce. Rist kmene
v tekutém médiu signalizovala zména zabarveni acidobazického indikatoru z oranZové

na rizovou nasledkem utilizace argininu.

Rist Mycoplasma hominis na agarovych ptidach

Riist M. hominis na pevnych ptidich byl hodnocen mikroskopicky pii zvétseni 120x.
Mykoplazmata vytvifela na agarovych plidach charakteristické kolonie vzhledu ,,sézeného
vejce” s tmavym stfedem vnofenym do agaru a svétlejdf okrajovou zénou nachazejici se na
povrchu, Morfologie kolonii izolovanych kmend se shodovala s referenénim kmenem.

Kmeny v primokultuie vZdy vytvafely kolonie charakteristického tvaru. O ristu
mykoplazmat na agarovych médiich informuje ptiloha 1, 2 a 3. N&které kmeny tuto schopnost
béhem opakovanych subkultivaci ztrdcely. Jejich kolonie byly drobn&jsi, granulované bez

zfetelného tmavého stiedu (pfiloha 3, 6).

Rist Mycoplasma hominis v tekutych padach

V tekutém médiu byl rist M. hominis hodnocen vizudlné po 2 - 3 denni inkubaci pi
37 °C. Utilizace argininu se projevila zvySenim plIl média a naslednou zménou zabarveni
ptitomného acidobazického indikatoru. Indikatorem byla fenolova &erverl, ktera zménila

puvodné oranzové zabarveni média na tmavé rizové (p¥iloha 7).

Kontaminace

Hodnoceni ristu M. hominis v tekuté plid€ s argininem bylo komplikovano kontaminaci
vzorkll jinymi mikroorganismy, které kolonizovaly genitalni trakt a stejné jako M. hominis
utilizovaly arginin. Nejlast&ji se vyskvtovaly S. aureus, S. epidermidis a FE. coli. Tyto
mikroorganismy byly prokazany po vyo¢kovani z PPLO bujénu na krevni a Endlv agar.

Z. dal8ich mikroorganismi se nejéast&ji vyskytovaly kvasinky, kieré se velmi dobfe
mnozily v tekutém i na pevném médiu pro mykoplazmata. Svym rychlym ristem vytvafely

kolonie, které pfekryly pomalu se tvofici kolonie mykoplazmat.
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5.2 Stéry z kré¢ku délozniho

5.2.1 Kaultivaéni vySetfeni

Celkem bylo vySetfeno 771 tampénovych stéri odebranych z kréku délozniho stejného
po¢tu ndhodné vybranych Zen. Z uvedeného poétu bylo 133 (17,3 %) vzorkd s pozitivaim
nalezem M. hominis. Vyskyt M. hominis byl dale posuzovan ve vztahu k anamnéze
a klinickému ndlezu v dobé& odbéru, k v&ku pacientek a druhu pouZivané antikoncepce.

V tabulce 4 jsou uvedeny vysledky vyskytu M. hominis ve vztahu k anamndze
a klinickému obrazu Zen v dobg odbéru. Zeny byly zatazeny do 13 skupin podle zdravotniho
stavu v dobé& odbéru. Z udaji je ziejmé, Ze nejlastéji byl mikroorganismus prokazovan ve
vzorcich Zen s amenoreou (28,6 %) a t€hotnych Zen, u kterych byl vykultivovan z 24,5 %
vySetfenych vzorkii. U Zen zdravych a Zen srizanym stupném prekancerézy bylo

18,7 a 19,7 % vzorki s pozitivnim nalezem M. hominis.

Tab. 4 Vyskyt Mycoplasma hominis ve stérech z kreku déloZniho Zen ve vztahu k anamnéze
a klinickému obrazu

Skupina Anamnéza Potet vySetfenych Pozitivni vzorky
Klinicky ebraz vzorki n o
1 Bez nilezu, zdravé 134 25 18,7
2 Zanétlivé zmény 134 14 10,4
3 Prekancerozy 137 27 19,7
4 Gravidita 98 24 24,5
5 Sterilita 40 7 17.5
6 Susp. kolpo/cervix 102 18 17,6
7 Amenorea 28 8 28.6
8 Metroragie 20 3 15,0
9 Susp. endometrium 12 0 0
10 Missed AB 5 1 20,0
11 Polyp 20 1 5,0
12 Myom 4 i 25,0
13 Ostatni 37 4 10,8
Celkem 771 133
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Legenda:

1.

N - o

O S
W N e O

skupina - zdravé Zeny bez klinického nalezu

skupina — Zeny se zanétlivymi zmé&nami

skupina — Zeny s H-SIL, 1L-SIL, CIN L, CIN 11, CIN III, ASCUS, LEEP

skupina — Zeny gravidni

skupina - Zeny sterilni

skupina — Zeny, u kterych byl diagnostikovan suspektni cervix nebo suspektni kolpo
skupina — Zeny, u kterych byla diagnostikovana amenorea

skupina — Zeny, u kterych byla diagnostikovdna metroragie

skupina — Zeny, u kterych bylo diagnostikovéno suspektni endometrium

. skupina — Zeny, u kterych bylo diagnostikovano missed AB (zamlkl€¢ t&¢hotenstvi)
. skupina — Zeny, u kterych byl diagnostikovan polyp
. skupina — Zeny, u kterych byl diagnostikovan myom

. skupina — Zeny, s neobjasnénym krvacenim, kontaktnim krvacenim, bolesti

bticha,cystou, Zeny v Sestinedéli, Zeny v klimakteriu

Pro statistické hodnoceni souvislosti mezi vyskytem M. hominis v genitdlnim dstroji Zen

a klinickou symptomatologii byl pouZit 2* - testu dobré shody. Byla testovana hypotéza

vzdjemné nezivislosti vyskytu M. hominis naklinické symptomatologii vici alternativé

zavislosti. Hypotéza nezavislosti nebyla zamitnuta. Hladina vyznamnosti byla p = 0,181.

Statistickym vyhodnocenim nebyla nalezena souvislost mezi vyskytem M. hominis

a klinickou symptomatologii.

V tabulce 5 (str. 56) jsou vyhodnoceny nalezy M. hominis v souvislosti s pouZivanou

antikoncepei. Z tohoto hodnoceni byly vyfazeny Zeny, u nichz byla prokdzana neplodnost.

Ze zbyvajicich 673 vySetfenych Zen bylo M. hominis izolovino z 18,5 % vzorkd od Zen se

zavedenym nitrodéloznim téliskem. Vyskyt M. hominis v genitalnim Gstrojf Zen uZivajicich

hormonalni antikoncepci a Zen bez antikoncepce byl téméf shodny - 15,9 % a 16,2 %

pozitivnich nalezi.
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Tab. 5 Vyskyt Mycoplasma hominis ve stérech z kréku deloZniho Zen ve vztahu

k antikoncepei

Poéet vySetienych Pozitivni vzorky
Druh antikoncepce
vzorki n o
Bez antikoncepce 395 64 16,2
Hormonalni antikoncepce 251 40 15,9
NitrodéloZni télisko 27 5 18,5
Celkem 673 109

Stejnd statistickd metoda byla pouzita ke zjisténi vztahu vyskytu M. hominis na pouzivané
antikoncepci. Testovana byla hypotéza nezavislosti vyskytu M hominis na pouZivané
antikoncepci viiéi hypotéze zavislosti. V nafem souboru nebyla prokazana souvislost mezi

vyskytem M. hominis a pouzivanou antikoncepei (hladina vyznamnosti p = 0,785).

Pro daldi hodnoceni byly pacientky rozd&leny do 6 vekovych kategorii. O vyskytu
M. hominis ve stérech z kréku déloZniho Zen v jednotlivych skupinich informuje tabulka 6.
Nejvice pozitivnich vzorkidl bylo od Zen nad 61 let (20,0 %), déle Zen ve v&kové kategorii
31 — 40 let (19,8 %) a Zen do 20 let (19,4 %). Vysledky v8ak mohou byt ovlivn€ény malym

podtem vySetfenych vzorki v souborech pacientek nékterych vékovych skupin.

Tab. 6 Vyskyt Mycoplasma hominis ve stérech z kréku délozniho Zen ve vztahu k veku

. Podet vySetfenych Pozitivai vzorky

ek vzorki n %,

20 31 6 19,4
21-30 259 43 16,6
31-40 257 51 19,8
41-50 122 21 17,2
51-60 77 7 9,1

61 25 5 20,0

Celkem 77 133

Pro testovani rozdilu v&ku mezi skupinami dle vyskytu M. hominis byl pouZit
neparametricky Mann-Whitney test. Hladina vyznamnosti testu byla p = 0,474. Statisticky

vyznamny rozdil ve véku vySetfovanych Zen dle vyskytu M. hominis nebyl nalezen.
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5.2.2 Polymerasova fetézova reakce

A) Optimalizace metody PCR

Stanoveni optimalni teploty annealingu
Po prob&hlé reakci a nésledné vizualizaci produktu byla stanovena nejvhodnéjsi teplota
annealingu 62 °C. Vysledky amplifikace probihajici pfi rliznych teplotich jsou znazornény

na obr. 7.

Obr. 7 Stanoveni optimalni teploty annealingu PCR pro detekei DNA Mycoplasma hominis

Legenda: teploty annealingu 57 — 62 °C
M - marker molekulovych hmotnosti pUC 19

NK - negativni kontrola

Vysledny profil PCR
Uvodni denaturace 95 °C/4 min
Denaturace 94 °C/1 min
Annealing 62 °C/1 min 30 cyklh
Extenze 72 °C/1 min
Zaveérena extenze 72 °C/10 min

. . 2
Stanoveni vhodné koncentrace Mg~

Na obrazku 8 (str. 58) jsou znazorn&ny vysledky PCR pfi pouZiti riznych koncentraci

Mg2+. Nejlepi vysledek poskytovala reakéni smés obsahujici 2 mmol/l MgCl,.
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Obr. 8 Stanoveni vhodné koncentrace Mg”" v reakéni smési PCR pro detekei DNA
Mycoplasma hominis (mM = mmol/1)

Legenda: M — marker molekulovych hmotnosti pUC 19
1 — 10 mmol/l — koncentrace MgCl,
NK - negativni kontrola

Stanoveni detekéniho limitu

MnozZstvi vyizolované DNA referenéniho kmene M. hominis PG21 bylo ureno
spektrofotometricky. Z naméfené absorbance byla vypocitana koncentrace vyizolované DNA
a jeji &istota.

Absorbance A260=0,028

A280 = 0,020
Cistota = 0,028/0,020 = 1,4
Koncentrace = (,028x4/0,02 = 5,6 ng/ml

Ze vzorku DNA kmene M. hominis PG21 byla pfipravena fedici fada o znamé
koncentraci jednotlivych vzorkd (tab. 7). Tyto vzorky byly amplifikovany metodou PCR
anasledng detekovéany elektroforeticky v gelu (obr. 9). Zjisténa nejniz3i koncentrace DNA,

kterou lze metodou PCR s primery RNAH1 a RNAH?2 stanovit je 0,56 pg.

Tab. 7 Redéni DNA Mycoplasma hominis pro stanoveni detekéniho limitu metody PCR

Cislo jamky Koncentrace (g/nl) Mupoistvi
1 5,6-107 56ng
2 56101 0,56 ng
3 5,6-10™ 56 pg
4 5,610 5,6 pg
s 56107 0,56 pg
6 5,6-107 56 fg
7 5,6:107"° 5,6 fg
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Obr. 9 Stanoveni detekéniho limitu PCR pro Mycoplasma hominis

Legenda: M — marker molekulovych hmotnosti pUC 19
1 — 7 — jamky sriznymi koncentracemi DNA vzorku, které jsou
uvedeny v tabulce 7.

NK - negativni kontrola

B) Vysledky detekce Mycoplasma hominis v transportnim médiu

Celkem bylo metodou PCR a kultivaéni metodou vySetfeno 185 vzorkl transportnich
médii, ve kterych byly uchovavany stéry odebrané z kréku déloZntho Zen. V 31 (16,8 %)
médiich byla metodou PCR prokazdana DNA M. hominis. Kultivaéni metodou byl sledovany
druh prokazan pouze ve 27 (14,6 %) vzorcich z 31 PCR pozitivnich vzorki. Metodou PCR
se tedy podafilo urdit 4 pozitivni vzorky, které kultivaéné prokézany nebyly.

Ze 185 transportnich médii bylo vykultivovano 29 kment (15,7 %) M. hominis, z nichz
bylo metodou PCR prokdzino pouze 27 (14,6 %) vzorkll pozitivnich na pfitomnost DNA

M. hominis.

Obr. 10 Vysledek stanoveni DNA Mycoplasma hominis ve vySetfovanych vzorcich

Legenda: M — marker molekulovych hmotnosti pUC 19
1 — 7 —jamky s riznymi vzorky
PK — pozitivni kontrola

NK — negativni kontrola
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5.3 Amniova tekutina

Celkem bylo vySetieno 202 vzorkd amniové tekutiny kultivaéni technikou a metodou
RT-PCR. M. hominis bylo vykultivovano z 21 (10,4 %) vzorkd. Metodou RT-PCR byla DNA
M. hominis prokazana v 51 (25,2 %) vzorcich. Vysledky ziskané ob&ma metodami byly

vyhodnoceny ve vztahu k délce t€hotenstvi a porodn{ vaze novorozence.

5.3.1 Kultivaéni vySetreni

V tabulce 8 je uvedena souvislost mezi vyskytem M. hominis v amniové tekuting
a pfeddasnym porodem. M. hominis bylo prokdzano ve 20 (10,4 %) vzorcich Zen,
které porodily po 37. tydnu t&hotenstvi, pouze v jednom pfipadé bylo vykultivovéno od Zeny,
ktera rodila pfed 37. tydnem t€hotenstvi.

Tab. § Vyskyt Mycoplasma hominis v amniové tekuting Zen zjistény kultivatni metodou
ve vztahu k délce t&hotenstvi (vySetieno 202 vzorkl)

Délka Potet Z toho
t¢h . | vySetfenych
€hotenstvi vzorki pozitivni % negativni %
> 37. tyden 192 20 10,4 i72 89.6
< 37. tyden 10 1 10,0 9 90,0

Statistickd souvislost mezi vyskytem AL hominis prokazanym kultivaéni metodou
v amniové tekutingé a pred¢asnym porodem byla testovana Fischerovym pfesnym testem.
Statisticky vyznamna souvislost mezi kultivatni pozitivitou a délkou tehotenstvi nebyla

nalezena. Hladina vyznamnosti testu p = 1,000.

V nasledujici tabulce 9 (str. 61) jsou zaznamenany vysledky vySetfeni amniovych tekutin
ziskané kultivaéni metodou ve vztahu k porodni vaze novorozence. 7 tdajii vyplyva, Ze
kultivaéni metodou bylo M. hominis vykultivovdno z 20 (10,3 %) vzorkli amniové tekutiny
Jen, jejichZ novorozenec mél porodni vahu vé&tsi nebo rovnu 2 500 g. Pouze jeden

novorozenec mél porodni véhu 2 460 g.
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Tab. 9 Vyskyt Mvcoplasma hominis v amniové tekuting Zen zjistény kuitivaéni metodou
ve vztahu k porodni vaze novorozence (vySetfeno 202 vzorkl)

Hmotnost ,P °,°°‘_ Z toho
novorozence vySetfenych e o o .. o
vzorki pozitivni o negativni 0
>2500¢g 195 20 10,3 175 89,7
<2500¢g 7 1 14,3 6 83,7

Souvislost mezi kultivaénim prikazem M. hominis v amniové tekutiné a hmotnosti
novorozence byla testovana Fischerovym pfesnym testem. Statisticky vyznamnd souvislost
mezi kultivaéni pozitivitou a hmotnosti novorozence nebyla nalezena. Hladina vyznamnosti

testu p = 0,545.
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53.2 RT-PCR

Sekvence primerd a sondy byly pfevzaty z prace Baczynska a kol. (2004). Z pivodniho
navrZzeného poctu dvou sond byla zvolena pouze jedna, ktera byla fluorescenéné oznadena

(tab. 3, str. 40).

A) Optimalizace metody RT-PCR

Nejprve byla stanovena koncentrace primerll. Oba typy primerd (mhomgaprv,
mhomgapfw) byly nafedény vodou pro PCR do koncentraci - 300 nmol/l, 600 nmol/l
a 900 nmol/l. Jednotlivé koncentrace primerd byly pouzity v riznych kombinacich s cilem
zjisténi nejvhodnéjsi dvojice. Koncentrace sondy pouZzité pfi vybéru primerd byla 150 nmol/l.
Jednotlivé koncentrace dvojic primert jsou uvedeny v legendé grafu 1, kiery zndzoriuje
pribéh RT-PCR. Nejvhodnéj$i kombinaci primert byla na zakladé vysledkil zvolena a déle
pouzivana konecentrace 300 nmol/l mhomgaprv a 900 nmol/l mhomgaptw.

MNomm. Fluoro.
02
015
h]
0,05
1 e
0 I3 ) T3 '20 125 '30 I35 Cycle

Graf 1 Znazornéni stanoveni koncentrace primert pro RT-PCR k detekci DNA
Mycoplasma hominis

Legenda:

Barva kfivky ' i

mhomgaprv 300 300 300 600 600 600 900 900 900
Koncentrace primerii (nmol/l) NK

mhomgapfw 300 600 900 300 600 900 300 600 900
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PFi vybéru nejvhodnéjsi koncentrace sondy byly testovéany Styfi koncentrace (150 nmol/l,
200 nmol/l, 250 nmol/l a 300 nmol/l) pfipravené ze zasobniho roztoku nafedénim vodou pro
PCR do poZadované vysledné koncentrace.

Po prob&hlé reakci (graf 2) svySe uvedenymi koncentracemi primerti byla zvolena

koncentrace sondy 300 nmol/l.

Morm. Fluoro.

0,1

0,05,

=

‘o '5 10 5 20 ‘25 20 '35 Cycle

Graf 2 Znazornéni stanoveni koncentrace sondy pro RT-PCR k detekci DNA
Mycoplasma hominis

Legenda:

Barva kiivky L

Koncentrace

sondy (nmol/l) 150 200 250 300 NK
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Pro pfesné zjisténi koncentrace DNA ve vzorcich amniové tekutiny bylo nutné sestrojit
kalibraini kiivku. Za timto Géelem pfipravila firma Generi Biotech plazmid se specifickym
Gsekem DNA M. hominis. Tento plazmid byl, po pfedchozim nafed®ni vodou pro PCR,
analyzovan metodou RT-PCR. Vysledek reakce je znazornén v grafu 3.

Marm. Fluoro,
0,25

0,05,

Threshold

1=}

Graf 3 Znazornéni pribéhu RT-PCR se vzorky nafedénymi na koncentrace pozadované pro
sestrojeni kalibradni kiivky

Legenda:
Barva e s
krlvky B A

Kopii/ul 400-10°  400-10°  400-10°  400-10" 400 40,0 4,00 NK

10°01 10702 10°03 10°04 10°05 10°08
Poéet kopii DNA

Graf 4 Kalibra¢ni kiivka - zdvislost C; hodnoty na poétu kopii DNA Mycoplasma hominis
ve vzorcich stanovend metodou RT-PCR
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Pozitivni kontrola

Daéle byly testovany negativni vzorky amniové tekutiny na piftomnost inhibitord reakce.
K negativnimu vzorku byla pfidéna pozitivni kontrola. Takto piipraveny vzorek byl
analyzovan metodou RT-PCR. Po probé&hlé reakei bylo zjistovano, zdali dochazi ke zméné
prib&hu reakéni kfivky. Graf 5 zobrazuje, Ze vzorek amniové tekutiny, vyhodnoceny jako
negativai, neobsahoval inhibitory reakce.

Morm. Fluorg,
0,15
0.1
0.05)
e ——
"0 "0 20 '30 '40 Cycle

Graf 5 Vysledek stanoveni inhibitori RT-PCR ve vzorcich amniové tekutiny

Legenda:

e

Barva kfivky

Vzorek Vzorek + Pozitivni Pozitivni kontrola Negativni konirola
kontrola

B) Vysledky vySetieni vzorku amniové tekutiny metodou RT-PCR
Metodou RT-PCR bylo vySetfeno 202 vzorkdl amniové tekutiny. Z tohoto poCtu byla
DNA M. hominis prokdzana v 51 (25,2 % ) vzorcich. O vysledeich vy3etfeni sedmi vzorki
amniové tekutiny informuje graf 6 (str. 66).
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Norm. Fluora.

01

0,08

o 5 Ho 15 20 25 30 I35 a0 Cycle

Graf 6 Vysledek detekce DNA Mycoplasma hominis ve vzorcich amniové tekutiny metodou

RT-PCR
Legenda:
Vzorek |
Kopii/ml - - - 28 000 - NK

Hodnoceni vysledki vySetieni ve vztahu kdélce tehotenstvi byly zaznamenany
v tabulce 10. DNA M. hominis byla prokdzéna v 50 (26,0 %) vzorcich od Zen, které porodily
po 37. tydnu t€hotenstvi, neboli v fadném terminu. Pouze v jednom piipadé byla detekovéana

DNA M. hominis u Zeny, ktera porodila v 37. tydnu t8hotenstvi.

Tab. 10 Vyskyt Mycoplasma hominis v amniové tekuting Zen zji$tény metodou RT-PCR
ve vztahu k délce téhotenstvi (vySetieno 202 vzorkd amniové tekutiny)

Délka Pocet Z toho
sh - 1 vySetfenych - -
€hotenstvi vzorkdi pozitivni % negativni %
> 37. tyden 192 50 26,0 142 74,0
<37. tyden 10 1 10,0 g 90,0

Statistickd souvislost mezi vyskytem M. hominis zji$ténym metodou RT-PCR v amniové
tekutin€ a pfed¢asnym porodem byla prokazovana Fischerovym piesnym testem. Souvislost

nebyla nalezena. Hladina vyznamnosti testu p = 0,570.
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V tabulce 11 jsou zaznamenany vysledky prikazu DNA M. hominis metodou RT-PCR
ve vzorcich amniové tekutiny ve vztahu k porodni vaze novorozence. Z Gidaji vyplyva,
Ze touto metodou byla DNA M. hominis prokazana ve 49 (25,1 %) vzorcich amniové tekutiny.
Porodni vaha novorozencil byla 2 500 g pifpadné vy$3i. Pouze ve dvou piipadech byla DNA
M. hominis v amniové tekuting Zen, jejichz novorozenci méli porodni vahu niZsi 2 460 g
al930g.

Tab. 11 Vyskyt Mycoplasma hominis v amniové tekuting Zen zji§tény metodou RT-PCR
ve vztahu k porodni vaze novorozence (vySetfeno 202 vzork amniové tekutiny)

Hmotnost ,P‘?,Eet, Z toho
vySetfenych — -
novorozence vzorks pozitivni Y negativni %
=2500¢g 195 49 25,1 146 74,9
<2500¢g 7 2 28,6 5 71,4

Souvislost mezi vyskytem M. hominis zji$ténym metodou RT-PCR v amniové tekuting
a vahou novorozence byla prokazovdna Fischerovym pfesnym testem. Souvislost nebyla

nalezena. Hladina vyznamnosti testu p = 1,000.

V tabulce 12 jsou zaznamenany vysledky vySetfeni t€hotnych Zen s nalezem M. hominis
audaje tykajici se vdhy a zdravotntho stavu novorozencl. Z uvedenych dat vyplyva,
ze kultivaéni nalez M. hominis ve vzorcich amniové tekutiny byl potvrzen také metodou
RT-PCR. V kultivatné pozitivnich vzorcich byl téméf vZidy naméfen vySSi pocet kopii nez

u vzork( uréenych pouze metodou RT-PCR.

Tab. 12 Piehled pacientek s pozitivnim nalezem AMycoplasma hominis metodou RT-PCR

Pacientka | Délka tdhotenstvi  Viha novorozence Zdravotnistav  Vysledek kultivace (ﬁ:‘p—i‘e.l’)lili)
1 40 3420 zdravy + 10 000
2 42 2 860 zdravy + 1 000
3 43 3200 zdravy + 32000
4 40 3 830 zdravy - 2 000
5 40 3 800 zdravy - 191 000
6 40 2650 zdravy - 8 000
’l 40 3750 zdravy - 28 000
8 40 3490 zdravy + 6 000
9 38 3 100 zdravy - 2 000
10 39 4150 zdravy - 15 600
11 41 3850 zdravy - 1 0600
12 41 3820 zdravy - 7 000
13 39 3040 zdravy - 109 000
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Pacientka | Délka téhotenstvi Vaha novorozence Zdravotnistav Vysledek kultivace RT N PCR
(kopie/lml)

14 41 3510 zdravy + 65 000
15 38 3 680 zdravy - 13 000
16 37 2 500 zdravy + 29 000
17 41 4300 zdravy - 2 000
18 40 3700 zdravy - 3 000
19 40 3100 zdravy + 2 000
20 41 3 530 zdravy + 4 000
21 39 2 960 zdravy + 3 000
22 40 3420 zdravy + 99 000
23 39 3100 zdravy + 1000
24 39 3370 zdravy - 3000
25 40 3300 zdravy - 4 000
26 40 3300 zdravy + 2 000
27 41 3700 zdravy - 1 000
28 40 3450 zdravy + 5000
29 4] 2950 zdravy - 196 600
30 38 2900 zdravy + 4111200
31 38 2 460 zdravy + 22 000
32 40 3400 zdravy + 1 763 000
33 40 3780 zdravy + 263 000
34 41 3060 zdravy - 61 000
35 39 3570 zdravy + 969 000
36 40 3200 zdravy - 6 000
37 41 4100 zdravy + 484 000
38 40 2 860 zdravy + 42 000
39 42 3 800 zdravy - 8 000
40 40 3350 zdravy + 39 000
41 40 3300 zdravy + 3273 000
42 39 3 870 zdravy - 11060
3 39 3450 zdravy - 2 000
44 39 1930 zdravy - 6 000
45 42 3640 zdravy - 7 000
46 41 3440 zdravy - 208 000
47 40 3530 zdravy - 8 000
48 41 3360 zlravy - 81 000
49 39 3650 zdravy - 2000
50 40 3400 zdravy + 3 000
31 41 4050 zdravy - 1 000

5.4 Citlivost na antibiotika

Celkem bylo testovano 121 kmen M. hominis vykultivovanych z kr&ku dé€lozniho Zen
s riznymi klinickymi nalezy. Zkumavkovou diludni metodou byly zjistény MIC doxycyklinu,
ciprofloxacinu, ofloxacinu, linkomycinu a erytromycinu.

O stanovenych udinnych koncentracich informuje tabulka 13. Z uvedenych udaji

vyplyva, Ze 90 % kmenti M. hominis bylo inhibovano doxycyklinem v koncentraci 0,5 mg/l.

— 68—



Ciprofloxacin, ofloxacin a linkomycin potladovaly rist 90 % kmenti v koncentraci 2 mg/l.

MIC erytromycinu inhibujici rist 90 % testovanych kment dosahovala hodnoty 1 000 mg/]

Tab. 13 Minimalni inhibi¢ni koncentrace Mycoplasma hominis stanovena zkumavkovou
diluéni metodou (vysetfeno 121 kmenti)

N MIC (mg/l)
Antibiotikum Rozmezi koncentiraci 50 % 98 %o
Doxyeyklin 0,06-8 0,25 0,5
Ciprofloxacin 0,06-8 1 2
Ofloxacin 0,06-8 1 2
Linkomycin 0,06 -8 1 2
Erytromyein 62,5 —2 000 500 1 000

Legenda: MIC — minimalni inhibiéni koncentrace

Tabulka 14 informuje o poctu citlivych kmenti k jednotlivym koncentracim testovanych

antibakterialnich 1é¢iv. Ze 121 kmenti byly 3 kmeny rezistentni a to jeden k doxycyklinu

(MIC=8), druhy k ofloxacine (MIC>8) a na tfeti kmen byla neti¢inna ob& uvedena antibiotika

(MIC>8).

Tab. 14 Po&ty kment Mycoplasma hominis citlivych na jednotlivé koncentrace antibiotik

oo Poéet citlivych kmenii na jednotlivé koncentrace antibiotik (mg/T)
Antibiotikum =500 0,125 0,25 0,5 1 2 4 >8
Doxycyklin 15(12) 3642y 46 (80) 16 (93) 5(98) 1 (98) 0(98) 2 (100)
Ciprofloxacin 2(2) 0(2) 16 (135) 76 (78) 27 (100)
Ofloxacin 6(5) 35(34) 64 (87) 14 (98) 0(98) 2 (100)
Linkomyecin 32 13 (13) 30(38) 44 (74  31(100)
Erytromycin 121 (100)

Legenda: x - pocet citlivych kment
(y) - % citlivych kment
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6 Diskuse

Zanétlivd onemocnéni pohlavnich organii Zen jsou povaZovédna za sexualné pfenosna
onemocnéni, kterd se vyskytuji Cast€ji nez klasické pohlavni nikazy jako kapavka, syfilis,
lymfogranuloma venereum, ulcus molle aj. Pfesto, Ze nasledky neléfeného zdnétu ve vét§ing
ptipadi nejsou tak zévazné jako u klasickych pohlavnich chorob, pfinaSeji tyto infekce fadu
problémi a to nejen fyzickych, ale i psychickych. Nepiijemné jsou zvlasté Casto se opakujict
zanéty, ptipadng jejich chronicky prabeh.

Ve vét§ing pfipadi jsou zanétlivé zmeény vyvoldny bakteriemi nebo kvasinkami. Vzéacnéji
se na tomto onemocnéni podileji viry. Casto se jednd o polymikrobidlni infekci zahrnujici
stafylokoky, enterokoky, streptokoky, enterobakterie, mykoplazmata, chlamydie, anaerobni
mikroorganismy aj.

Z mykoplazmat podilejicich se na zanétlivém onemocnéni genitalniho ustroji se nejéastéji
vyskytuji druhy M. hominis a U. urealyticum. M. hominis se Casto vyskytuje v genitalnim
Ustroji Zen trpicich bakterialni vaginézou a bakterialni kolpitidou. Za uréitych okolnosti miize
pronikat do vnitfnich pohlavnich orgénil a spolu s ostatnimi patogennimi mikroorganismy se
podilet na vzniku hlubokého panevniho zanétu. Zanétlivé zmény zplsobené M. hominis
v d&loze a placenté mohou vyvolat pfedgasny porod. Prinik M. Aominis do amniové tekutiny
miiZze ovlivnit porodni vdhu novorozence, ptipadné zptsobit poporodni horetku novorozence
i matky.

Cilem studie bylo zjistit vyskyt M. hominis v genitalnim ustroji u nahodné vybraného
souboru Zen a vysledky vyhodnotit ve vztahu ke zdravotnimu stavu pacientky, jejimu v¢ku
a druhu pouZivané antikoncepce. Dal§im ukolem bylo zavedeni metod PCR a RT-PCR
pro prikaz a kvantitativni stanoveni DNA M. hominis v klinickych vzorcich., Vzhledem
k informacim o naristajici rezistenci kmenl M. hominis k antibakteridinim léCiviim byla

u izolovanych kment zji§tovana citlivost na vybrané druhy antibiotik.

Celkem bylo kultivaéni metodou vySetieno 771 stérd z kr¢ku déloZniho stejného poctu
ndhodn& vybranych Zen, které navstivily gynekologickou ordinaci. M. hominis bylo
prokazano ve 133 vzorcich (17,3 %). Zjisténa frekvence vyskytu M. hominis sc shoduje
s vysledky publikovanymi jinymi autory. Schlicht a kol. (2004) uvad&ji 15,6% vyskyt
M. hominis. Vy§§i vyskyt pozitivnich nalezii zaznamenali Arya a kol. (2001) - 21,7 %,
Belkum a kol. (2001) - 24 % a Budek a kol. (1989) - 29,6 % pozitivnich vzorkd.
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Vyhodnocenim vyskytu M. hominis ve vztahu ke klinické symptomatologii bylo zjisténo,
7e se tento mikroorganismus nejéastdji vyskytoval u Zen, které navitivily gynekologa
z divodu vynechani menstruaéniho krvaceni. V této skupiné 28 Zen bylo M. hominis
prokdzano u 28,6 % vySetiovanych pacientek. Vysledek nelze srovnévat, nebot udaje
o vyskytu M. hominis u zen s timto problémem nebyly v dostupné literatufe nalezeny.

Druhou skupinou s vy§§im vyskytem M. hominis byly t€hotné Zeny (98), u nichZ byl tento
mikroorganismus prokazan u 24,5 % vySetfenych vzorki. Nase poznatky se shoduji s Gdaji
Lamonta a kol. (1987), ktei{ prokdzali M. hominis ve 25 % stérii z kr¢ku déloZniho zdravych
t&hotnych Zen. Niz§i vyskyt zaznamenali Chua a kol. (1998} a Cedillo-Ramirez a kol. (2000),
ktefi zjistili M. hominis v 17,7 % a ve 12 % vzorkdl. Nejvy3si polty pozitivnich vzorkd
uvadéji Embil a kol. (1985). Autofi nalezli mikroorganismus v genitdlnim Gstroji u 36,7 %
t&hotnych zen. Zvyieny vyskyt M. hominis u téchto Zen by mohl souviset se zménami hladin
pohlavnich hormonti. V pritbéhu t€hotenstvi dochazi také ke zméné poSevniho prostied,
coZ milZe ovlivnit zastoupeni jednotlivych druhG mikroorganism@ vyskytujicich se v pochvé
7eny.

U Zen sriznymi stupni prekanceréznich zmén bylo M. hominis prokazano v 19,7 %
piipadd. Prekancerézni zmény nejéastéji zpiisobuji nékteré z rizikovych typl papilomaviri
pienosné pfi pohlavnim styku. Pro vznik prekanceréz je mimo jiné vyznamny i pocet
sexualnich partnerfi a Casné zahdjeni sexualniho Zivota. Tyto faktory podporuji také pfenos
M. hominis. Vysledek u této skupiny Zen nelze porovnat s jinymi autory, protoze se touto
problematikou dosud nikdo nezabyval.

Témet shodny procentudlni vysledek byl zjistén i u Zen bez obtiZi, z nichZ bylo 18,7 %
vzork® pozitivnich. Tento vysledek je v rozporu s udaji publikovanymi Cedillo-Ramirezem a
kol. (2000), ktefi zjistili pouze 2% vyskyt M. hominis u zdravych Zen. Arya a kol. (2001)
prokézali M. hominis ve 12 % vzorkd od zdravych Zen a Hirai a kol. (1991) v11.4 %
vySetfovanych vzorki. Vys§i vyskyt M. hominis, uvedeny v nasi studii, by mohl byt zplisoben
nepfesnym udanim diagnéz od lékaid odebirajicich cervikalni vytery. PHi¢inu je nuiné hledat
v klinickych projevech, které vyvolava piitomnost M. hominis v genitalnim ustroji Zeny.
Casto dochazi pouze k neurditym velmi mirnym bolestem v podbiisku, mnohdy provazenym
vodnatym vytokem z pochvy. P¥i poSevnim vySetfen! nejsou viditelné zanétlivé zmeny.
V ptipad, Zc Zena pi preventivnim vySetfeni u gynekologa neuvedla skutecn¢ potiZe,
je moZné, Z¢ byla zafazena do skupiny zdravych Zen. Obdobné problémy mohly souviset také
se skupinou Zen se zéndty, kde z celkového poétu 134 pacientek bylo pouze u 14 (10,4 %)

prokazano M. hominis.
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Rada védch se zabyvala vztahem M. hominis ke vzniku BV. Literarni Gdaje uvadgji
vyskyt tohoto mikroorganismu u Zen s BV od 10-60 %. Je otazkou, zda tyto rozdiln¢ vysledky
neovlivituji pravé nepiesné stanovené klinické diagnozy.

Vyznamnou skupinou byly Zeny s problémy s otéhotnénim. Ve stérech z kr¢ku délozniho
téchto Zen bylo M. hominis prokazano v 17,5 % vySetfovanych vzorkili. Taylor-Robinson
a McCormack (1980) uvadi, Ze na vzniku neplodnosti se mlize M. hominis podilet vyvolanim
zanétlivych zmé&n na sliznici vejecovodd. Jiného ndzoru jsou Baczynska a kol. (2007), ktefi
zjistovali zmé&ny ve vejcovodech, z nichz izolovali M. hominis a nalezy porovnali se zm&nami
zplsobenymi jinymi mikroorganismy, napf. N. gonorrhoeae. Ze studie vyplynulo,
Ze M. hominis nezpiisobovalo zmény na sliznicich vejcovoda.

Guven a kol. (2007) vySetiili 31 neplodnych Zen a shodny pocet Zen zdravych.
Ve vzorcich z kréku d8lozniho neplodnych Zen neprokazali piitomnost M. hominis.
V kontrolni skupiné zdravych Zen izolovali tento mikroorganismus pouze ze vzorku jedné
pacientky (3,2 %). Naproti tomu Fenkei a kol. (2002) vykultivovali M. hominis z 8 % stért
z pohlavnich organii neplodnych Zen. Vy8si vyskyt M. hominis ve skupiné neplodnych Zen
uvadéji také Samra a kol. (1994).

V ostatnich skupinach, do nichZ byly zafazeny zeny s diagndzou metroragie, suspekini
endometrium, Missed AB, myom, polyp a ostatni, tvofily malé skupiny s nizkym pociem
pacientek a vysledky proto nelze povaZovat za spolehlive.

Viechny zminéné diagndézy byly vzajemné podrobeny statistické analyze. Jako
nejvhodngjsi se jevilo pouZiti ¥ — testu dobré shody. Byla testovana hypotéza vzajemné
nezavislosti vyskytu M. hominis pro jednotlivé diagnézy vidi alternativé zavislosti. Vysledek

ukazuje, e mezi jednotlivymi diagnézami nebyla nalezena souvislost s vyskytem M. hominis.

Dal¥im faktorem, ktery by mohl ovlivnit vyskyt M. hominis v genitalnim ustroji
je antikoncepce. Arya a kol. (2001) prokézali M. hominis ve 24 % vzorkd od Zen
se zavedenym nitrodéloznim téliskem a 36 % Zen uZivajicich hormonalni antikoncepci.
Vysledky na¥i studie nedosahovaly uvedenych hodnot. U Zen, ktere pouzivaly hormonalni
antikoncepci bylo M. hominis prokdzéno u 15,9 % vySetfenych. Nitrodélozni télisko mélo
zavedeno pouze 27 Zen, znichz u 5 (18,5 %) bylo zjiSténo M. hominis. Zeny,
které nepouzivaly antikoncepei, byly kolonizovany M. hominis v 16,2 % piipadd. Nejvetsi
po&et pozitivnich nalezfi byl u Zen se zavedenym niirodéloZznim teliskem. MozZnou
komplikaci, spojenou se zavedenym nitrod&loZznim t&liskem, je vzestupna infekce
s naslednym zanétem péanevnich organil.
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Pro statistické vyhodnoceni byl opdt pouzit y* — test dobré shody. Vysledkem testu bylo
akceptovani hypotézy nezavislosti. Hladina vyznamnosti testu p = 0,785 potvrzuje, Ze nebyla

prokazéana souvislost vyskytu M. hominis na druhu pouZité antikoncepce.

Sledovani M. hominis v pohlavnich orgénech Zen riznych vékovych kategorii neodhalilo
vyrazné rozdily. Nejcastéji se tento mikroorganismus vyskytoval u Zzen mezi 31. aZ 40. lety
(19,8 %). Toto zjisténi je v souladu s poznatky Hirai a kol. (1991). Shodné nalezy byly
zaznamenany také ve skuping Zen nad 60 let (20,0 %). V této skupiné vSak bylo pouze 25 Zen,
coZz miiZze ovlivnit spolehlivost vysledki. Je zndmo, Ze Zeny po menopauze maji odlisné
poméry na posevni sliznici. Sliznice je sucha, snadno zranitelna a nachylné k infekci. Dochazi
ke sniZeni poctu laktobacilli a zméné pH prostiedi z kyselého na zasadit&jsi, coZz umozituje
osidieni pochvy patogennimi mikroorganismy.

Ke stanoveni zavislosti vyskytu M. hominis na véku Zeny byl pouZit x2 — test dobr¢ shody.
Testovana byla hypotéza nezavislosti vyskytu M. hominis pro jednotlivé vékové kategorie
vudi zavislosti. U tohoto testu byla na hladiné vyznamnosti p = 0,395 akceptovana hypotéza
nezavislosti. V testovaném souboru nebyla nalezena souvislost mezi vyskytem M. hominis

a vékem Zeny.

Vybérem vhodné metody krychlému a pfesnému prikazu M. hominis v klinickych
metoda kultivacni, umozitujici prokézat M. hominis ve vySetfovaném vzorku a dale testovat
jeho vlastnosti v€etné citlivosti na antibiotika. Jeji nevyhodou jsou vysoké naroky na kvalitu
zivnych médii, pomérné dlouha doba inkubace a zkuSenost pfi odeditani vysledkil. Pfinosem
pro diagnostiku M. hominis se stala metoda PCR, kterou lze prokazat DNA nejen Zivych,
ale i mrtvych bunék. I tato metoda ma viak své nevyhody spojené s bezchybnym postupem
izolace DNA a moZnou kontaminaci z vné&j§iho prostiedi. Podstatné je i dostatedné mmnoZstvi

mikroorganismil ve vySetfovaném vzorku, které se nenachézi pod detek&nim limitem reakce.

Srovnanim metody kultivaéni s metodou PCR se zabyvali Abele-Horn a kol. (1996)
a Luki a kol. (1998). Ob& védecké skupiny oznadily metodu PCR za citlivou a specifickou,
vhodnou ke stanoveni M. hominis v klinickém materialu. Abele-Homn a kol. (1996) prokazali
M. hominis metodou PCR v 6 kultivatné negativnich vzorcich. Naopak ve dvou kultivaing
pozitivnich vzorcich mikroorganismy metodou PCR neprokézali. Autofi vysvétluji tuto

skute¢nost piitomnosti velkého mnoZstvi DNA M. hominis v téchto vzorcich.
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V nasi studii bylo dosaZeno podobnych vysledkil. Kultivaéni metodou bylo z celkového
poctu 185 vzorkd vykultivovano 29 (15,7 %) kment M. hominis. Metodou PCR se vak
nepodafilo mikroorganismy prokazat ve dvou z téchto vzorkd. Pfi¢ina by mohla byt v jiz
zmifovaném velkém mnoZstvi DNA M. hominis. Naopak metodou PCR byla DNA prokazana
v dal8ich &tyfech vzorcich, které byly kultivaéni metodou oznadeny za negativni. V tomto
ptipad® je moZné, ze béhem transportu & kultivace mohlo dojit k odumieni bungk
M. hominis, ncbo mohl vzorek obsahovat jiz mrtvé buiiky M. hominis, které byly usmrceny
napf. antibiotickou iécbou.

V nasi 1 obou zminovanych studiich byly k PCR diagnostice pouZity primery navrzené
Blanchardem a kol. (1993), které¢ jsou specifické pro oblast genu 168 rRNA M. hominis.
Citlivost reakce stanovili Blanchard a kol. (1993} v rozmezi 10 az 15 fg DNA. Abele-Horn
a kol. (1996) stanovili detekéni limit reakce na 40 fg. Vysledky obou studii uvadéji niz&i
detekéni limit neZ byl stanoven v nasi studii. Po pfedchozi optimalizaci reakce bylo moZné

stanovit DNA do koncentrace 0,56 pg.

K prikazu niz&i koncentrace DNA byla zavedena dal§i detekéni metoda, kterou je
RT-PCR. Tato velmi citlivd metoda umoZiluje nejen stanoveni velmi malych koncentraci
DNA ve vzorku, ale také stanoveni pfesného poltu kopii DNA. VyuZitim této metody
v diagnostice M. hominis se jako prvni zabyvali Baczynska a kol. (2004), ktefi navrhli
primery specifické pro oblast genu kodujicitho enzym glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasu
advé fluorescenéné znalené sondy. Metodu RT-PCR optimalizovali k detekei 5 kopii
genomické DNA referencniho kmene M. hominis PG 21.

Metoda RT-PCR byla v nasi laboratofi zavedena pro prikkaz DNA M. hominis ve vzorcich
amniové tekutiny. Z ekonomickych divodt byla vybrana pouze jedna sonda, kterd byla
znadena na obou koncich, tzn. byla vytvofena TagMan sonda. Metoda RT-PCR byla
optimalizovana k detekci 40 kopii DNA M. hominis. Detekce nejniZi koncentrace,
tzn. 4 kopii byla usp&na v sedmi z deseti pokusu.

Vzorky amniové tekutiny byly nejprve zpracovany kultivatni metodou, kterou bylo
prokdzdno M. hominis ve 21 (10,4 %) z202 vzorki. Stejny pocet vzorkd byl vySetfen
i metodou RT-PCR. DNA M. hominis byla prokazéna v 51 (25,2 %) vzorcich. Hlavnim
déivodem rozdilu ve vysledcich obou metod byla vy$3i citlivost metody RT-PCR, kterou lze
stanovit i velmi nizké koncentrace DNA. Tato metoda prokazuje 1 DNA mrtvych bunék,
co? kultivaén{ metoda neumoziuje. Odumieni M. hominis ve vzorcich mohlo byt zplisobeno

del¥im &asovym rozmezim mezi odbSrem amniové tekutiny a kultivaCnim zpracovanim
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v laboratofi. Dal$i moZnou pfi¢inou by mohl byt prikaz DNA mikroorganismi usmrcenych
imunitnim systémem jiZz v t€le matky. Toto zdGvodnéni by mohla podpofit 1 skuteénost,
Ze téméf viechny vzorky, které byly prokdzany pouze metodou RT-PCR meély detekovany
maly pocet kopii DNA M. hominis v porovnani se vzorky prokazanymi i metodou kultivadni.
Jak jiz bylo zminéno, metoda RT-PCR umoziiuje nejen detekci, ale také uréeni pfesného
poctu kopii DNA M. hominis ve vySetfovanych vzorcich. Nejvétsi pocet kopii DNA byl
stanoven ve tfech vzorcich, u kterych hodnoty pfesahly 1 000 000. Ve viech téchto vzorcich
byly prokazany kultivaéni metodou velké poéty kolonii narostiych na agarovych médiich.
Kappa koeficient byl vyuZit k porovnani metody kultivaéni a RT-PCR. Ziskana hodnota
0,511 kappa koeficientu uddva sttedni shodu obou pouZitych metod. Koeficient kappa
vyjadfuje velikost dosazené shody pouzitych metod. Kappa vétsi neZ 0 ukazuje na lep$i shodu
nez ocekavanou a maximalni hodnota koeficientu (kappa = 1,0) odpovida absolutni shodé ve

vysledeich.

Vysledky ziskané ob&ma metodami byly vyhodnoceny ve vztahu k délce t¢hotenstvi
a porodni vaze novorozence.

Problematikou vyskytu M. hominis ve vztahu k délce t€hotenstvi se zabyvali také Kataoka
a kol. (2006). M. hominis prokazali v11 % vySetienych vzorkti amniovych tekutin.
Tato hodnota je zcela shodna s vysledkem ziskanym v této studii (10,4 %).

Kataoka a kol. (2006) také prokazali M. hominis v 19 % vzorkh Zen, které porodily pfed
34. tydnem t&hotenstvi. V odborné literatufe jsou za predCasny porod oznaCovany tydny pied
37. tydnem. Vysledky publikované Kataokou a kol. (2006) jsou odlisné od vysledki
uvedenych v této studii. Z celkového poétu 202 vySetfenych Zen porodilo pied 37. tydnem
pouze 10 Zen. U jedné z nich bylo v amniové tekutiné kultivaéni metodou prokazano
M. hominis.

Prikazem M. hominis v amniové tekutind se zabyvali také Sperling a kol. (1988),
ktefi tento druh vykultivovali z 30 % vySetfenych vzorkil. Autofi uvadéji, Ze 37,8 % Zen
pozitivnich na pfitomnost M. hominis porodilo novorozence s vahou niZ8i nez 2 500 g. Deti,
jejichz hmotnost byla vy33i nez 2 500 g, porodilo 29,7 % Zen pozitivnich na pfitomnost
M. hominis. Ve studii Sperlinga a kol. (1988) nebyla zji§téna statistickd vyznamnost mezi
vyskytem M. hominis a nizkou porodni vihou. V na8i studii se z 21 Zen, v jejichZ amniové
tekutind bylo M. hominis prokazano, pouze jedné narodilo dit€ s porodni véhou 2 460 g.
Ostatnich 20 Zen s pozitivnim nalezem M. hominis porodilo déti s hmotnosti pfesahujic

2500 g.
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Metodou RT-PCR bylo M. hominis prokazéno u jedné Zeny z deseti, které porodily pied
37. tydnem téhotenstvi. Oproti metodé kultivaéni, bylo M. hominis prokazino metodou
RT-PCR u dvou novorozenc, jejichZ porodni vaha byla niz$i nez 2 500 g.

K posouzeni souvislosti mezi vyskytem M. hominis a délkou t€¢hotenstvi nebo porodni
vahou novorozence, byl pouZit FischerQv pfesny test. Shodné se studii Sperlinga a kol. (1988)
nebyla v této studii zjisténa statistickd vyznamnost.

Dale byl vyuZit Spearmantv koreladni koeficient ke zjisténi vztahu tydne odbé&ru na poctu
kopii stanovenych metodou RT-PCR. Nebyla zde zjisténa linedrni souvislost, tzn. Ze pocet

kopii nebyl zévisly na tydnu odb&ru amniové tekutiny.

Spravné uréeni pivodee, pfipadné pivodel infekéniho onemocnéni genitdlniho Gstroji
a jejich citlivosti na antibiotika, je zékladnim pfedpokladem Usp&Sné antibiotick< terapie.
K 1é¢bé infekei vyvolanych M. hominis se nejéastéji pouZivaji tetracyklinova antibiotika.
Diive doporudovany tetracyklin je v souasnosti nahrazovdn doxycyklinem z divodu
zvydujicitho se vyskytu rezistentnich kmend M. hominis k tetracyklinu. Citlivost na
doxycyklin byla v této studii zjisfovana u 121 kmend M. hominis. Z vysledki vyplyva,
¥e 90 % kment bylo inhibovéano doxycyklinem v koncentraci 0,5 mg/l. Hannan a kol. (2000)
uvadsji MICg, doxycyklinu 1 mg/l. NiZ§{ ainnou koncentraci doxycyklinu MICqo 0,12 mg/l
zjistili Bébéar a kol (2000b). Nejnizsi hodnoty zaznamenali Samra a kol. (2002), ktefi uvadeji
90 % testovanych kmenti M. hominis inhibovanych doxycyklinem v koncentraci 0,064 mg/l.
Autofi stanovili tuto hodnotu E-testem.

V souasnosti se jiz objevuji zpravy o kmenech M. hominis rezistentnich k doxycyklinu.
Bébéar a kol. (2000a) zjisfovali G¢innou koncentraci doxycyklinu na rezistentni kmeny
M, hominis. Autofi uvadgji, e MICqq téchio kmenti dosahovala hodnoty 16 mg/l doxycyklinu.
7 nami testovanych 121 kmend byly pouze dva rezistentni k doxycyklinu. Jejich MICqg
piesahovala 8 mg/l, coz byla nejvy33i nami testovana koncentrace.

Dalgi skupinou antibiotik vhodnych k 16¢b& infekei M. hominis jsou fluorochinolony.
Zkumavkovou diluéni metodou byla stanovena MICyy ofloxacinu i ciprofloxacinu, kierd byla
2 mg/l. Pouze dva kmeny vykazovaly rezistenci na ofloxacin >8 mg/l. Stejnou hodnotu MICqq
2 mg/l pro ofloxacin uvadé&ji Ullmann a kol. (1999) a pro ciprofloxacin Kenny a Cartwright
(2001). Nizsi hodnoty 0,5 a 1 mg/l ofloxacinu zjistili Bébéar a kol. (2000a,b). Tyto nizsi
vysledky by mohly byt zplisobeny jinou pouZitou metodou, kterou byla agarova dilu¢ni
metoda. Obdobné hodnoty pro ciprofloxacin publikovali Ngan a kol. (2004), 0,5 mg/l
a Bébéar a kol. (2000b), 1 mg/l. Kilic a kol. (2004) uvad&ji 12,5 % kmen( rezistentnich
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k ofloxacinu. Oproti tomu Domingues a kol. (2003) neprokidzali rezistenci k tomuto
antibiotiku u Zadného z testovanych kment.

Déle byla zjiSfovana citlivost izolovanych kmend k linkomycinu. Devadesat procent
kment bylo inhibovéano linkomycinem o koncentraci 2 mg/l. Uginnosti linkomycinu na
M. hominis se zabyvali pouze Taylor-Robinson a Bébéar (1997), kteti uvadéji MICg >1 mg/l.

Poslednim testovanym antibiotikem v této studii byl erytromycin. PfestoZe je erytromycin
na M. hominis téméf netfinny, je stale pouZivan k 1é¢be infekel genitalniho ustroji, zvlasté
u téhotnych Zen. Ze 121 testovanych kmend vyrlistalo 50 % znich v médiu obsahujicim
erytromycin v koncentract niZ8i neZ 500 mg/l. Podle udajii, které publikovali Bébéar a kol.
(2000b) byla MICgyy erytromycinu >64 mg/l. Hannan a kol. (2000) uvadéji MICy,

erytromycinu =100 mg/l.
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7 Zavér

Infekéni onemocnéni genitalniho uUstroji Zen je aktualni problematikou feSenou
celosvétové, Zmény vyvolané riznymi mikroorganismy v pohlavnich orgdnech negativne
ovlivityji nejen zdravotni stav pacientky, pfip. vyvijejiciho se plodu &i novorozence, ale také
jeji fertilitu. Proto byla tato prace zaméfena na studium vyskytu M. hominis v genitalnim
Gstroji zen, predevsim ve vztahu k zdravotnimu stavu pacientek, pfip. jejich novorozenct,
déle ve vztahu k v&ku a pouZivané antikoncepci. Pfedpokladem realizace uvedeného zdméru
bylo zavedeni metod pro diagnostiku mykoplazmat, véetn¢ stanoveni jejich citlivosti na
antibiotika.

V jednotlivych etapach bylo dosazeno nasledujicich vysledku:

Pro kultivaci M. hominis se osvéd&ily PPLO agar a PPLO bujén firmy Difco, obohacené
kofiskym sérem a erstvym kvasnicovym extraktem. Pidy dale obsahovaly ampicilin a octan
thallny z divodu inhibice nezaddoucich mikroorganismi. Za Gi¢elem vizualizace ristu byly do
tekuté pidy pfidavany arginin a fenolova Cerveil.

Optimalni inkubaéni podminky odpovidaly prostfedi s 5 % CO; a teplot€ 37 °C. Doba
inkubace byla 48 - 72 °C. Za t&chto podminek vyristalo M. hominis na agarovych pidach
v charakteristickych koloniich tvaru sdzeného vejce. Riist v tekutych médiich signalizovala
zména zabarveni obsahu zkumavky z oranZové na tmave riZovou.

Byl vypracovan postup transportu a zpracovani vyéetf'ovanj'fch vzorkd v laboratofi.
Tampoénové stéry byly dodavany ve zkumavkach s transportnim médiem - PPLO bujén bez
argininu a fenolové Gerven®. Samostatné byl zpracovan odbérovy tampon a transportni
médium. Zvoleny postup zpracovani vzorkl se osvédCil jako nejvhodnéjdi s nejmensi
pravdépodobnosti falesnych vysledki.

Dale byla zavedena metoda PCR. K prikazu specifického tseku genu 165 rRNA
M. hominis byly vyuZity primery navrZzené Blanchardem a kol. (1993). PCR reakce byla
v reakéni smé&si na hodnotu 2 mmol/l a stanoveni vhodné teploty annealingu (62 °C) byl
dosaZen detekéni limit 0,56 pg.

Kultivaéni metoda i metoda PCR byly vyuZity k priikazu M. hominis ve vzorcich
odebranych z kr¢ku d&lozniho nihodné vybranych Zen. Celkem bylo vySetieno 771 stéri
z cervixu stejného poétu ndhodné vybrangch Zen. Kultivaéni metodou bylo M. hominis

prokazano ve 133 (17,3 %) vzorcich.
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Metodou PCR bylo vySetfeno 185 vzork( transportnich médii, v nichZz byly stéry
dopraveny do laboratofe. V 31 (16,8 %) pitipadech byla detekovana DNA M. hominis.
Kultivaéni metodou bylo M. hominis prokazano ve 27 (14,6 %) vzorcich transportnich médii.
Metodou PCR byla DNA M. hominis prokdzana ve 4 vzorcich, které byly kultivaéni
technikou ozna¢eny jako negativni.

Kultiva¢ni metodou bylo naopak ze 185 vzorkd vykultivovano 29 kmenl A, hominis,
z nichZ dva se nepodaiilo identifikovat metodou PCR.

Pfi vyhodnoceni nalezu M. hominis ve vztahu k stavajici diagndéze Zen byl tento
mikroorganismus prokazan u 8 (28,6 %) Zen s amenoreou, 24 (24,5 %) téhotnych Zen, 27
(19,7 %) Zen s prekancerdzami a 25 (18,7 %) Zen bez obtizi. Vyskyt M. hominis ve vztahu
k pouZivané antikoncepci byl nejvyssi u zen se zavedenym nitrodéloznim téliskem 5 (18,5 %).
Zeny uzivajici hormonalni antikoncepci byly kolonizovany M. hominis v 15,9 % a Zeny bez
antikoncepce v 16,2 %. V ramci vékovych kategorii byl nejvyS3i vyskyt M. hominis
zaznamendn ve skupiné Zen ve veéku 31 — 40 let (19,8 %).

Z vySetfenych 202 vzorki amniové tekutiny, odebrané Zendm v 15. - 22. tydnu
tshotenstvi, bylo M. hominis vykultivovano z 21 (10,4 %) vzork{. Zeny s pozitivnim nalezem
porodily po 37. tydnu t&hotenstvi zdravé novorozence s vahou vy$¥ neZ 2 500 g. Pouze jedna
porodila v 37. tydnu t&€hotenstvi a jedna Zena porodila dit¢ s vahou 2 460 g.

Dalsi zavedenou metodou byla RT-PCR. Tato velmi citlivd metoda umoZiiuje stanoveni
i velmi malého mnoZstvi DNA ve vySetfovaném vzorku. Byla provedena optimalizace
metody pro prilkkaz DNA M. hominis podle Baczynske a kol. (2004). Od uvedenych autorii
byly pfevzaty sekvence primert a z ekonomickych diivodd pouze jeden typ sondy. Tato sonda
byla na obou koncich oznafena fluorescenénimi barvivy, coZ se obecné oznauje jako
TagMan sonda. Detekéni limit, zji§tény po optimalizaci RT-PCR, byl 40 kopii v jednom
mikrolitru.

Metodou RT-PCR byla DNA M. hominis prokdzana v 51 (25,2 %) vzorcich amniove
tekutiny. Z uvedeného pottu Zen s pozitivnim nalezem M. hominis v amniové tekutiné dvé
porodily v ¥adném terminu novorozence jejichZz vaha byla niZ8 nez 2 500 g. Jedna Zena
porodila v 37. tydnu t8hotenstvi novorozence o hmotnosti 2 500g.

Velmi vyznamnou soudsti laboratornfho vySetfeni je stanoveni citlivosti na
antibakteridlni 1é¢iva. U¢innost doxycyklinu, ciprofloxacinu, ofloxacinu, linkomycinu
a erytromycinu byla testovana na 121 kment M. hominis. Jeden kmen byl rezistentni
k doxyeyklinu (MIC>8), jeden k ofloxacinu (MIC>8) a jeden kmen k obéma zmifiovanym
antibiotikiim (MIC=>8).
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VSechny kmeny byly citlivé k ciprofloxacinu (MICq; 2 mg/l) a linkomyeinu
(MICy 2 mg/1). MICgy doxycyklinu byla u citlivych kmenii 0,5 mg/l. Ofloxacin inhiboval
90 % kmenti v koncentraci 2 mg/l. K erytromycinu byly viechny testované kmeny vysoce
rezistentni. MICqyg tohoto antibiotika dosahovala hodnoty 1 000 mg/L.

7 dosazenych vysledki vyplyvaji nésledujici doporuceni.

Prikkaz M. hominis ve stéru z kréku délozniho by mél byt provadén vzdy, pokud Zena
pocituie netypickou bolest v podbfisku spojenou se zmeénou poSevniho prostfedi, nebo u Zeny
se zanétlivym onemocnénim pohlavnich orgénd. Pokud dochazi u Zeny k opakovanym
zanétlivym zménam spojenym s vyskytem M. hominis, je vhodné vySetfit a pfipadné 1&&it
i partnera Zeny.

U téhotnych Zen by mél byt provadén prikaz M. hominis vidy, kdyZ se projevi zména
posevni mikrofiory. Pokud je indikovan odb&r amniové tekutiny pro genetické vySetfeni,
je vhodné jej doplnit také mikrobiologickym vySetfenim, jehoZ souCasti by mél byt prikaz
M. hominis. Zjistovani vyskytu tohoto mikroorganismu je vhodné provadét u piedtasné
narozenych déti, déti s nizkou porodni vahou a déti srozvijejici se poporodni bakteridlni
infekei z diivodu zavedeni G&inné terapie. Opomenuty by viak nemély zlistavat ani matky
t&chto déti.

Vybér vhodné antibiotické terapie by se vzdy mél opirat o vysledky stanoven¢ citlivosti
piisludného kmene M. hominis na antibakterialni 1é¢iva. Divodem je narGstajici rezistence
M. hominis, ptedevsim na tetracyklinova antibiotika. Opomijena by neméla byt ani jiZ zndma
rezistence M. hominis K erytromycinu, ¢asto uzivanému k 1é¢bée t€hotnych Zen.

V diagnostice M. hominis stile dominuje kultivaéni vySetfeni. Spolehlivych a rychlych
vysledk 1ze dosdhnout také metodami PCR a RT-PCR, které viak dosud nejsou v diagnostice
M. hominis b&Zné pouzivany. V budoucnu by bylo vhodné vyuzit ob& metody k pritkazu
nejenom M. hominis, ale také U. urealyticum a C. trachomatis v jednom kroku.

Na zavér je nutné zdiraznit, Ze piftomnost M. hominis na sliznici genitalniho Ustroji Zeny
nemusi vZdy vést ke vzniku zanétlivého onemocnéni. Podil tohoto mikroorganismu na rozvoji
zénétlivych zmén souvisi nejenom se slozenim poSevni mikrofléry, ale pfedeviim
se zdravotnim stavem Zeny. Antibiotickd terapie by proto meéla byt indikovana

s individualnim pfistupem ke kazdé pacientce.
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