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Souhrn

Disertatni prace byla zaméfena na studium diagnostickych metod k pritkazu Mycoplasma
haminis & sledovani viskytu uvedeného drufiu v pohiavnim ustroji a vzorcich amniové tekutiny
Zen. Vysledky byly hodnoceny ve vztahu k zdravotnimy stavu pacientek, jejich véka a pouFivané
antikoncepei,

Celkern byfo vydetfeno 771 stérl odebranyeh z kriky ddlozniho stejného podtu ndhodné
vybranyeh Zen. Mycoplasma hominis byto vykultivovino ze 133 (17.3 %) vzorks. Za olelem
ovéfeni spréavnosti vysledk( kultivadnl metody byla zavedena metoda pritkazy  DNA
polymerasovou fetézovou reaket.

Touto metodou byla DNA Mycoplasma hominis zjidt#na v 31 {16,8 %) ze 85 transportnich
meédi, v nichZ byly tampdnové stéry dopraveny do laboratore. 7 uvedeného poltu transportiich
médil bylo Mycoplasme hominis vykuitivovéno z 27 (14,6 %). Kultivaéni technikou byl viak
mikroorganismus prokdzdn také ve dvou vzoreleh, kieré metoda PCR neodhalila.

Nédez. Mycoplasma hominis ve stérech z kefku dglozniho Zen byl hodnocen ve vztahu
k zdravotninmu slavu, pouzivané antikoncepei a véku pacientky. Nejéastsji byl sledovany
rikroorganismus prokézdn v 8 (28,6 %) vzorcich ¥en s amenorcou. Ze stirt od Zen s hormondlni
antikoncepei bylo 40 {15,9 %) vzorkt: s pozitiviim nalezem, cof se éméF shodovala s vysledky
Zen bez antikoncepce 64 (16,2 %) NejvyS§ vyskyt byl zisién u Zen se zavedenym
nifrodéloZnim teliskem 27 (18,5 %). Ve vziahu k vékuy bylo Mycoplasma hominis nejastdji
diagnostikovano u 51 (19,8 %) #en ve vekove kategorii 31 ~ 40 let,

Dile bylo vySetfeno 202 vzorkd amniové tekutiny stejnsho podtu  hotnych Zen.
Mycoplasma hominis byto izolovino z 21 (30,4 %) vzorkd kultivaéni metodou a z 51 {25.2 %)
veork motodou RT-PCR. Ziskané vysledky byly vyhodnoceny ve vziahu k délce t3hotenstvi
a porodni véze novorozence.

Zeny kultivaing pozilivai porodily po 37 tydsu téhotenstvi zdravé novorozence s vahou
vySaf neZ 2 500 g. Pouze jedna Zena (10 %) porodila v 37. tydnu w@hotenstvi a jedna Zena
(14,3 %) porodila ditd 5 vihou 2 460 g.

Pii hodnocent vysledkd ziskanych metodow RT-PCR bylo zjisténo, #e 2 5] Zen s pozitivaim
nalezem Mycoplasma hominis v amniové tekuting, dvé Jeny (28,6 %} perodity déti v Faduém
terminy s porodni vahou niZ ned 2 500 g Jedna Zena (10 %) porodila pred 37, ycduem
téhatenstvi.

Citlivost na antibiotika byle testovina u 121 kment Mycoplasma  hominis  diluGni
zkumavkovou metodou. 7 uvedendho podty 2 (1.7 %) kmeny vykazovaly rezistenci na

doxyeyklin (MIC>8) a 2 (1,7 %) kmeny na ofloxacin (MIEC=8). Viechny kmeny Mycoplasma



Viechny kineny Myeoplasma hominis byly vezistentni k erytromyeinu (MICsy 1 00Cmg/l.
MICyy byta u ciprofloxacinu 2 mg/l, linkomycinu 2 mg/l, doxycyklinu 0.5 meA a ofloxacinu 2
mgh. Zjistdné hodnoty MICs dokumentui dobrou citfivost Myeoplasma Bominis k uvedenym

" antibakterialnim 168ivim.



Summary

Dactoral thesis was focused on diagnostic method of detection of Mycoplasma hominis and
occurrence ol this nucroorganism 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 neluded in the study. Mycoplasme hominis was cultivated from 133 (17.3 %) specimens,
In order to verily fhe cultivation method. the polymerase chain reaction was applied to defect
Mycoplasme hominis DNA,

The DNA of Mycopiasma 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 cccurrence of Mycoplasma hominis were evaluated according fo health status,
sort of contraception and age of patient. The highest rate of this microorganism was determined
in the group of women with amenorthoea, in which 8 {28.6 %) women were positive for
Myeoplasma 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 prevatence was observed in 27 {18.5%) of women with
intrauterine device. According to age, AMycoplasma hominis was defermined in samples of 51
{19.8 %) women aged 31 ~ 40 years.

Furthermore, 202 amniotic fluid samples of the same nwmber of women were examined.
Mycoplasma hominis was isolated from 21 (10.4 %) samples by cultivation method and from 51
(252 %} samples by RT-PCR. The results were evaluated in relation to week of gestation
arxd birth-weight of newborns,

Women positive for Mycoplasma hominis by cultivation methad gave birth after 37" week
of gestation. Newborns were healthy and their birth-weighis were higher then 2 500g. Only one
woman ({0 %) gave a birth after 37" gestational week and one woman’s newborn had birth-
weight of 2 460g.

The resuits of RT-PCR analysis of ammioctic fluid show that 51 women were positive for
Mycoplasma homimis. Two (28.6 %) of the women delivered in time, but the birth-weight
of newborns was fower 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 antibiolics were tested. The minimal inhibition concentrations were determined by the tube

dilution metnod. Two (1.7 %) strains were resistant to doxyeyeline (MIC>8) and two (1.7 %)



strains  to  ofloxacin  (MIC28). All isolates were highly resistant (o erythromyein
(MICoq=1 000 mg/T). MICy was found to be 2 mg/l for ciprofioxacin, 2 mpA for lincomycin,
(.5 mg/l for doxyeyeline and 2 mg/f for ofloxacin, In general, ail strains of Mycoplasma hominiz

showed very good susceptibility to all antibiotics tested,
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1 Uvod

Mikrobigini fléra genitdintho dstroji Zeny je velmi rozmanitd a individualni. Jeji slofeni
Jjeovlivnéne mnoha faktory, znich® mezi nejvyznamngjdt patff hormondlni poméry, vek,
zdravotni stav, hygienické navyky a v nepostedni fad také sexudlni aktivita a zejména stFidéani
sexualnich partnerd. Polevni mikroflora je tvoFena smési miznych drubll mikroorganismi,
proto nelze vZdy spolehlivé odligit, kdy je dany mikrob patogenem a kdy komenzdlem.

Po3evai prostfedi a s tim souvisejici kvantitativni a kvalitativni rovnoviha mezi jednotlivymi
druhy mikroorganismil je udrzovana predeviim laktobacily, které svymi metabofickymi pachody

. vylvareji v pochvé kyselé pH a potlafuji tak mnoZeni nefadoucich druhd. SniZeni podtu
laktobacils, pripadng jejich vymizeni z poSevni shiznice, miZe vést k pormnoZeni tzv. rizikovych
mikroorganismil mezi které Jsou fazeny stafyiokoky, enterokoky, Gardnerella () vaginalis,
Escherichia (E.) coli, kvasinky, anaerobni nesporulujici bakterie, Mveoplasma (M.) hominis,
Ureaplasma (1]} urealyticum a dali.

M. hontinis je nejmenSi znamy mikroorganismus jehof povreh je tvofen pouze tibvesteviiou
membranon. Absence bakteridlni stény poskvtuje M homimis plirozenou rezistenci na
antibakterialni [édiva zaméfend svym O8inkem na tuto strukturu bunky. M homsinis se dile
vyznaduje plasticitou a rozmanitou morfologil bakterialaich bunk a charakteristickym vzhledem
kolonii na povrchu agarovych médii, ktery je pfirovnévéan k sazenému vejel.

M hominis je davanoe do souvislosti s riznymi projevy infekéniho onemoenéni genitalniho
ustrojl Zen. Byvd izolovano z vydetiovaného materialu pfi bakterialni vagindze, zdndilivém
onerzocnéni urogenitdlniho traktu, horetkach po porodu &i potratu a teké z novorozencl
infikovanych matek. Mira patogerity tohoto druhiu je viak dosud studovana. Divodem je vyskyt
M. hominis nejéastéji ve smési s finymi druhy mikroorganism, které se rovnéz mohou podilet
na vzniku infekénilo onemocnéni genitainiho Ostrojt Zen.

Cilem préce byio zjisténi vyskytu A hominis v gemtdlnim Gstroji Zen zdravych a Zen
sriznymi gynelkologickymi obtiZzemi. Dale ovéfent diagnostickych postupl k prikazu tohoto
mikroorganisma v klinickém  materidly, vdetné  stanoveni  citlivosti izolovanych  kmeni

na vybrand antibakteriatni [é¢iva.



2 Cil prace

Hlavnim cilem bylo zjistit vyskyt M. homrinis v genitalnim tistroji Zen a dosazené vysiedky
¥yhodnotit pfedeviim ve vziahu k zdravotnimu stave pacientek a dalfim ukazatelim. Tomuto
cili pfedchazelo zavedeni a ovéfent diagnostickych metod, vietné odbéru a transportu klinickéhe
materidhu do laboratofe, Nedilnou soudasti bylo stanoveni citlivosti izolovanych kmené na
vybrand antibakieridini [6¢iva.

Vizkumné ¢innost zahrnovala ndsledugici etapy:
e Ovéeni kultivainich podminek pro priikaz M. hominis a sestaveni postupu vySetfeni vzorkil.
e Zavedeni metody PCR - vybér vhodnyeh primerll a optimalizace PCR reakce.

*  Vyleifeni stért odebranych ziatku délointho ndhodnd vybranyeh Zen na piitormnost

M. haminis metodou kultivadéni a PCR.

¢ Vyhodnoceni vysledkil diagnostiky A4 hominis metodou kultivadni a PCR ve vatahu

k zdravotnimu stavu, drubu pouZivané antikoncepee a vitku Zeny.
e Vydetieni vzorkl amniove tekutiny kultivaini metodou
o Zavedeni metody RT-PCR - vibér vhodnyeh primeri 2 sondy. Optimalizace prith&hu reakee.

e Vydelfeni vzorkd amoiove tekutiny metodon RT-PCR s cilem ovéfeni vysledlkly ziskanych

kultivaéni metodou.

* Kvantitativnl stasoveni citlivosti kmenth 44 hominis na vybrana antibakteridini lédiva diluini

metodou.

*  Vyhodnoceni vysledk ziskanych p#i vy¥eifent amniovych tekutin ve vziahu k délee

téhotenstvi a porodni vize novorozetce.



3 Vyietifovany material

Vydetfovanym materidlem byty stéry z kefku déloZnihe nghedné vybranych Zen, bez ohledu
na v&k a klinicky nalez. Stéry odebireli i¢kari v ambulanci gynekologicko-porodnického
oddéleni  Krajské nemocnice  Pardubice, soukromé gynekologické ordinaci  G-MED
v Pardubicich a MUDr. Marek Dobrkovsky a MUDr. Pavel Slanina v soukromych
gynekologickyeh ordinacich v Pardubicich.

Vzorky byly bezprostiedng po odbéru umistény do transportntho média a dopraveny
do lfaboratofe, kde byly nejpozdéji do 4 hodin od odbéru zpracovany.

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

Dale byly vySetfovany vzorky amniové tekutiny odebrané Zendm v obdobi mezi 15 — 22
tydnem t&hotenstvi na gynekologicko-porodnickém oddéleni Fakultni nemocnice v Hradci
Krélové, Odbér amniové tekutiny byl Zendm doporuden vzhledem k jejich véku nebo vystedku
biochemického sereeningu.

Vzorky byly dopraveny do laboratofe ve zkumavkach umisténych v termoboxu pii 8 °C.
Ined po transportu byly vzorky kultivovény a naslednd uloZeny do myaziciho boxu, kde byly pfi

-80 °C uchovavany k naslednému vydetfeni molekularng biologickymi metedami,



4 Vysledky
4.1 Rabstové viastnosti Mycoplasma hominis

Riist Mycoplasmea hominis na agarovych pliddck

Rist M hominis na pevnych pidach, poe 2 — 3 denni inkubeci pii 37 °C v prostfedi
&5 % COy, byl hodnocen mikroskopicky pii zvitseni 120x. M. hominis vyivatelo na agarovych
plidéch charakteristické kolonie vzhiledu ,,sézeného vejee™ s tmavym stfedem vnofenym do agaru

a svétlejdi okrajovou zonou nachazejici se na povrehu {obr. 1)

Obr. | Charakteristicky tvar kolonii Mycoplasma hominis na PPLO agaru (150x)

Riist Mycoplasma hongnis v tekutych piidach

V tekutém médiu byl riist M. fominis hodnocen vizudlng po 2 - 3 denni inkubaci p#i 37 °C.
Utilizace argininu se projevila zvySenim pH média a tastednou zménou zabarveni pritomného
acidobazického indikatoru, Indikdterem byta fenclova Cervedt, kierd zménila plvodng oranZové

zabarvent média na tmavé riZové {obr. 2).

Obr. 2 Rist Myeoplasma hominis v PPLO bujénu s argininem a fenolovou derveni

—10=-



4.2 Stéry z krlku déloZniho

4.2.1 Kultivaéni vySetieni

Celkern bylo vyetteno 771 tampénovyeh st odebranych z keka délo#niho stejingho podta
ndhodné vybranych Zen. Z uvedensho podtu byle 133 (17.3 %) vzorkll s pozitivnim nilezem
M. hominis, Vyskyt M. hominis byl déle posuzovds ve vztahu k anamnéze a klinickému nalezu
v dobg odbéru, k véku pacientek a druhu pouZivané antikoncepee.

V tabulee 1 jsou uvedeny vysledky vysiytu M. hominis ve vziahu k anamnéze a klinicksmu
obrazu en v dobé odbéru. Zeny byly zatazeny do 13 skupin podle zdravoiniho stavu v dobé
odbéru. Z udajd je zfejmeé, Ze nejlasté)y byl mikroorganismus prokazovan ve vzorcich Zen
s amenoreou (28,6 %) a tehotnych Zen, u kieryeh byl vykuliivovin z 24,5 % vygetfenych vzorkit.
U Zen zdravyeh a Zen s riznym stupném prekancerdzy bylo 18,7 a 19,7 % vzorkd s pozitivnim

nalezem M. hominis.

Tab, 1 Vyskyt Mycoplasma hominis ve stérech z kréku délozniho Zen ve vztahu k anamnéze
a klirickému obrazy

Anamniza Palet vyletfenych Pozitivai vzorky
Skupina

Klinicky olrraz vzorki n Vi
1 Bez nilezu, zdrave 134 23 18,7
2 Lhndtlivé zmény i34 14 10,4
3 Prekancerdzy 137 27 19,7
4 Gravidita 98 24 243
5 Sterilita 40 7 175
[ Susp. kolpo/cervix 2 i8 t7.6
7 Amencrea 28 8 286
8 Metroragie 20 3 1540
] Susp. endometriam 3] 4] 0
1 Missed AB 5 4 20,0
11 Folyp 20 i 3.0
12 Mypm 4 ! 230
13 Ostatni 37 4 £0.8

Celkem 771 £33

Legenda:

L. skupina - zdravé Zeny bez klinického nalezu

b

skupina — Zeny se zanéthivymi zménami
skupina - Zeny s H-STL, L-SIL., CIN 1, CIN Ii, CIN [}, ASCUS, LEEP

3
4. skupina — Zeny gravidni

—11-



5. skupina — Zeny sterilni

6. skupina— Zeny, u kterych byl diagnostikovan suspektni cervix nebo suspektni kalpo
7 skupina— Zeny. v kierych byla diagnostikovana amenorea

8. skupina— Zeny, u kterych byla diagnostikovéna metroragie

9. skupina — Zeny. u kterych bylo diagnostikovéno suspektni endometrium

10. skupina — Zeny, u kterych bylo dizgnostikovino missed AR {zamlklé t8hotenstvi)
U1 skupina — Zeny, u kterych byl diagnostikevan polyp

12, skupina — Zeny, u kterych byl diagnostikovan myom

13, shupina — Zeny, s neobjasnénym krvacenim, kontaktnim krvdcenim, bolesti

bicha,cystow, Feny v Sestineddli, Zeny v klimakteriu

Pro siatistické hodnoceni souvislosti mezi vyskytem M. hominis v genitdlnim Gstroji Zen
aklinickou symptomatotogii byl pouZit o7 - testu dobré shody. Byla testovana hypotéza
vzdjemne nezavistosti vyskytu A hominis naklinické symplomatologii vidi alternative
zdvistosti. Hypotéza nezavislosti nebyla zamitouta. Hladina viznamnosti byla p = 0,181
Statistickvim vyhotnocenim nebyla nalezena souvislost mezi vyskytem M hominds a klinickou

symptomatologii.

¥ tabulee 2 jsou vyhodnoceny nalezy M. hominis v souvislosti $ pouZivanon amtikoncepes.
7 tohoto hodnoceni byly vyfazeny Zeny, u nich? byfa prokdzéna neplodnost. Ze zbyvajicich 673
vydetfenych Zen bylo M. hominis izolovano z 18,5 % vzork( od Zen se zavedenym nitrod&lofnim
Wliskem. Vyskyt M. hominis v genitdinim Ustroji Zen uivajicich harmonaini antikoncepei a Zen

bez antikoncepee byl t&méf shodny - 15,9 % a 16,2 % pozitivnich nalezii.

Tab. 2 Vyskyt Myeoplasma hominis ve stérech z kréku déloZniho 7en ve vztahu k antikoncepei

Potet vyleifenych Pazitivni vzorky
Prull antikoncepee
vrorka n Y
Bez antikoncepee 393 64 16,2
Hovmonzlni antikoncepee 251 40 159
NitrodeluZni {Elisko 27 5 i85
Celkem 673 109

Stejnd statistickd metoda byla pouita ke zjistént vztzhu vyskytu M hominis na pouZivané
antikoncepei.  Testovina byla hypotéza nezavislosti vyskyts M hominis na poudivané
antikoncepei vadi hypotéze zivislosti. Vnafem souboru nebyla prokdzdna souvislost mezi

vyskylem M. kominis a pouzivanou antikoncepei (bladina vyznamnosti p = 0.785).

— {2 -



Pro dal$i hodnoceni byly pacientky rezddeny do 6 vékovych kategoril. O viskytu
M. hominis ve stérech z krCku déloZniho Fen v jednotlivych skupinach informuje tabulka 3.

Nejvice pozitivnich vzorkil bylo od Zen nad 61 let (20,0 %), ddle Zen ve vEkové kategorii
31 - 40 Jeb (19,8 %) a Zen do 20 let (194 %). Vysledky viak mohou byt ovlivnény malym

podtermn vySetfenyeh vzorkd v souborech pacientek nékterych v&kovsch skupin,

Tab. 3 Vyskyt Mycoplasma hominis ve stérech z krtku dslozniho ¥en ve vztahu k véku

veic Podet vyletFenveh Pozitivai vzorky
: © vzorki n A
20 T ' 6 19,4
21.30 ' 259 - 43 16,6
3144 . 257 . 51 19,8
44-50 . ) 21 17,2
5180 77 7 9.1
61 25 5 20,0
Celkem 771 133

Pro testovéni toxdilu véku mezi skupinami dle vyskytu A hominis byl pouzit
neparametricky Mano-Whitney test. Hladina vyznamnosti testu byle p = 0,474, Statisticky

vyznamany rozdil ve veku vysetfovanych Zen dle vyskytu M hominis nebyl nalezen.

4.2.2 Polymerasovi Fetézova reakce

Yysledky detekce Mycoplasma hominis v transportnim médiu

Celkem bylo metodou PCR a kultivadni metodou vydetieno 185 vzorkd transportnich médii,
ve klerych byly uchovavany stéry odebrané z kicku déloznihe Zen. V 31 (16,8 %) médiich byla
metodou PCR prokdzana DNA M. homimis. Kultivaéni metodou byl sledovany druh prokazan
pouze ve 27 (14,6 %) vzorcich z 31 PCR pozitivnich vzorkdi. Metodou PCR se tedy .podafilo
uréit 4 pozitivinl vzorky, kieré kaltivadng prokdzany nebyly.

Ze 185 transportnich médif bylo vykultivovane 29 kmend (15,7 %} M. hominis, z nichz bylo
metodou PCR prokdzane pouze 27 (14,6 %) vzorkd pozitiviich na pfitomnost DNA M, hominis.

K detekci DNA M. hominis byly pouZity primery RNAHI| a RNAH2, jejichZ sekvence json

uvedeny v tabulce 4.



Tab. 4 Nukleotidove sekvence primert: pouzitych pfi PCR {Blanchard a kol.. 1993}

Oznadeni primerd Nuldeotidova sehkvece (5'-3") Délka amplikonu
RNAHT CAATGGCTAATGCCGGATALGC 334 bp
RNAHZ GGTACCGTCAGTCTGCAAT )

Obrazek 3 #nézoriuje elekiroforeticky prikaz DNA M honrinis ve vzorcich po predchos
PCR reakel. Vzorky umistény v jamkéch 1 - 4 byly vyhodnoceny jako pozitivni. Negativni

vysledek poskytl poure vzorek v james 3.

Obr. 3 Vystedek stanoveni DNA Mycoplasma hominis ve vySetfovanych vzorcich

Legenda: M ~ marker molekulovych hmotnost ptUcC 19
| -7 — jamky s rlznymi vzorky
PK - pozitivei konirola

NK —negativii kontrola

4.3 Amniova tekutina

Celkem bylo vyletfeno 202 vzorkd amniové telutiny kultivadni technikou a metodou
RT-PCR. M. hominis bylo vykultivovano z 21 (10,4 %} vzorki. Metodou RT-PCR byla DNA
M. hominis prokdzéna v 51 (252 %) vrorcich. Vysledky ziskané obéma metodami byly

vyhodnoceny ve vztahu k délee t8hotenstvi a porodni véze novorezence.

4.3.1 Kultivaéni vySetFeni

Viabulee 5 je uvedena souvislost mezi vyskytem M hominis v amnioveé tekuting
a predfasnym porodem. M, fiominis bylo prokdzano ve 20 (10,4 %) vzorcich Zen, které porodily
pe 37. tydsu téhotenstvi, pouze v jednom pHpad® bylo vykultivovéne od Zeny, ktera rodila pled
37. tydnem téhotenstvi.
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Tab. 5 Vyskyt Mycoplasima hominis v amniové tekuting Zen zjigteny kultvadni metodou
ve vziahu k délce tthotenstvi (vySetfeno 202 vzorkis)

Délka Pgﬁct' Z toho
tehotenstvi vyiil(:‘:;g <k pozitivai % negativni %
> 37. tyden 192 20 0.4 172 89.6
< 37, tyden 114 i 10,0 9 90,03

Statisticka souvislost mezi vyskytem M fominis prokézanym kultivaini metodou v amniové
tekuting a piedfasnym porodem byia testovana Fischerovym pfesnym lestem. Statisticky
vyznamnd scuvistost mezi kultivadni pozitivitou a délkou thotenstvi nebyla nalezena, Hiadina

vyznamnosti testu p = 1,000

V nisledujici tabulce 6 jsou zaznamenany vysledky vySetfeni amniovych tekutin ziskané
kultivadni metodou ve vaztahu k porodni vize novorozence. Z adajtt vyplyva, e kultivadni
metodou bylo M. hominis vykultivovino z 20 (10,3 %) vzorkl amniové tekutiny Zen,
JejiehZ novorozenee mél porodni vahu véts nebo roviu 2 500 g Pouze jeden novorozenee mél

poradni vihu 2 460 g,

Tab. 6 Vyskyt Mycoplasma hominis v amaiové teleuting Zen zjistény kultivaéni metodou
ve vefahu K porodni vaze novorozence (vySetieno 202 vzorka}

Hinotnost vyEi)t‘:‘-i:-:j-ch Z toho

fivorozence vzorkii pozitivei Y aepativi Yo
=2500¢ 195 20 10,3 173 89.7
<2500g 7 1 143 & 457

Souvislost mezi kultivednim pritkazem M hominis v amniové tekuting a hmotnosti
nevorezence byla testovana Fischerovyin plesnym testem. Statisticky vyznamng souvisiost mezi
kultivaéni pozitivitou a hmotnosli novorozence nebyla nalezena Hiadina vyznamnost testu
p= 0,545,

432 RT-PCR

Sekvence primeri & sondy byly plevzaty z prace Baczynska a kol. (2004) Z pivodniho
ravrZzeného poltu dvou sond byla zvolena pouze jedna, kterd byla fluorescening oznadena
(tab. 7).
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Tab. 7 Nukleotidové sekvence primer( pouZitych pti RT-PCR (Baczynska a koi,, 2004)

Oznaée:uin%:;meru a Nukleatidevi sekvence (57 - 37) Délka amplikonu
mhomgapry TTT ATCTTC TGG CGT AAT GAT ATCYICG 144bp
mhomgapfw GGA AGA TAT GTA ACA AAA GAAGOTGCT G
BH{Q - FAM AGC AGG ZGC TAA AAA GGT GTY TAT TAC TGC TCC

Vystedky vyZetfeni vzorkd amniové tekutiny metodou RT-PCR
Metodou RT-PCR bylo vy3etfeno 202 vzorkdl amniové tekutiny. Z tohoto pofta byla DNA
M. hominis prokazana v 51 (252 % ) vzorcich. O vystedeich vySetfeni sedmi vzorkll amniové

tekukiny informuje grat L.

Warm, Fluorg.

I

6.05]

1=

0 g 8 15 20 25 30 3 40 Cycle

Graf 1 Vysledek detekce DNA Mycoplasma honiinis ve vzorcich amniové tekutiny metodou

RT-PCR
Legenda:
Vzorek g ; B
Kopif/m] - 2000 {91000 8000 - - 28 000 - NE

Hodnoceni vysiedkh vyfetfeni ve vztahu k détee téhotenstvi byly zazhamendny v tabulce 8.
DNA M. hominis byla prokdzana v 50 (26,0 %) vzorcich od Zen, které porodily po 37, tydnu
t#hotenstvi, neboli v f&dném tenming, Pouze v jednom piipadé byla detekovana DNA M. hominis

u Zeny, kierd poredila v 37, tydnu t&hotenstvi.
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Tab. 8 Vyskyt Mycoplasma hemrinis v amniové tekuting ¥en zjist&ny metodou RT-PCR
ve vztahu k deltce téhotenstvi {vydetfeno 202 vzorkd amniové tekutiny}

Délka Potet % toko
tehotenstvi vyig::gai pozitivai o nogativnd %
=37, tyden 192 50 260 142 74,0
< 37, tyden 10 1 10,0 T 90.0

Statisticka souvistost mezi viskytem & hominis zjiSténym metodou RT-PCR v amniové
tekuting 2 pedtasnym porodem byla prokazovéna Fischerovym pfesnym testem. Souvislost

nebyla nalezena. Hlading viznamnosti testu p = 6,570.

Vitabulee 9 jsou zaznamenany vysledky prikezu DNA A hominis metodou RT-PCR
ve vzoreich amniové tekutiny ve vatahu k porodni viize novorozence. 7 fidajli vyplyvé, e toulo
metodou byla DNA M. hominis prokizana ve 49 (25,1 %) vzorcich ammiove tekutiny. Porodnd
viha novorozenct byla 2 500 g ptipadng vy$§i. Pouze ve dvou pFipadech byla DNA M. hominis

v amniové tekuting Zen, jejichz noverozenci mili porodni vahu niz8i 2 460 ga 1930 g,

Tab. 9 Vskyl Mycoplasma hominis v amniové tekuting Zen zjigtény metodou RT-PCR
ve vztahu k porodni vize novorozence (vydetfeno 202 vzorki amniové lekubiny}

Hmotnost Potet Z toho
i vyletienjch e N
neverezcace veorki pozitivai Y negativai %
22500g 185 49 25,1 140 749
<2500¢g 7 2 28,6 5 T4

Souvislost mezi vyskytem A hominis zji§ténym metodouw RT-PCR v amniové tekuting
avéhou noverozence byla prokazovana Fischerovym plesnym testem. Souvislost nebyla

nalezena. Hladina v zmamnosti testu p = 1,000,

Z uvedenych dat vyplyva, Ze kultivani nalez M. hominis ve vzorcich amniové tekutiny byi
potvreen také metodou RT-PCR. V kultivatng pozitivnich vzorcich byl #mé vidy naméfen

vyESi pofet kopii neZ u vzorkd: uréenych pouze metodou RT-PCR.

4.4 Citlivest na antibiotika
Celkem bylo testovano §21 kmentt M hominis vykuitivovanych z krcku déloZniho Zen
s riznymi kinickymi nilezy. Zkumavkovou diluéni metodoy byly Zjistény MIC doxycyklinu,

ciprofioxaciny, ofloxacing, Inkomycinu a erytromyeinu.
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O stanovenych udinnych koncentracich inforimuje tabulka 10. Z uvedenych udajli vypivva,
Ze 90 % kmend M hominis bylo inhibovano doxyeyklinem v koncentraci 0,5 mg/l
Ciprofloxacin, ofioxacin a linkomycin potlatovaly rist 90 % kmend v koncentraci 2 mg/. MIC

erytromyetnu inbibujict vist 90 % testovanyeh kmenii dosahovala hodnoty 1 000 mg/l.

Tab. 10 Mintmaini infubicni koncentrace Mycoplass hominis stanovena ziurnavkovou diluéng
metedou (vySetfeno 121 kmend)

L MIC (mgf)
Aatibiotikun Rozmezi koncentraci 56 % o %
Doxveykhin 006-8 0,25 0.5
Ciprofloxacin 006-8 1 2
Offoxacin 0.06-8 1 2
Linkomycin 006-8 1 2
Ervtromycin 62,5 2000 500 1060

Legenda: MIC — minimdln inhibidn koncentrace

Tabulka 11 informuje o poltu citlivych kmend k jednotlivym kencentracim testovanych
antibakteriainich léciv. Ze 121 kmend byly 3 kmeny rezistentni a to jeden k doxycykiinu

(MIC=8), druhy k ofloxacinu (MiC>8) a na tfetd kmen byla neG@innad obé uvedena antibiotika
(MIC=8).

Tab. 11 Poéty kmenl Mycoplasma hominis citlivych na jednotlive koncenirace antibiotik

- Pocet citlivich kmenil na jednotlivé koncentrace antibiotik {mg/1)
Antibintikum Y73 0,125 0,25 0,5 1 2 4 28
Doxycyklin | 15(12) 3642}  46(80)  16{93)  5(98) 1098} 098 2(l00)
Ciprofloxacin 20 {2} 16{15) 16(78)  2T(100)
Gfloxacin 6(5) 35{34)  64(8T)  14(58)  OO8)  2{100)
Linkomyein 342) 13013)  30£3%)  44(74)  3L(100)
Ervtromycin 121 (190)
fegenda: x - podet citlivgch kment

(¥) - % citlivych kment
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5 Diskuse

Zangtliva onemocnénd pohlavnich orginii Zen jsou povaZovina za sexuslng pfenosna
onemocndni, kterd se vyskytujl Castdji neZ Klasické poklavni ndkazy jako kapavka, syfilis,
lymfogranuloma venereum, uleus molle aj. Presto, Ze nasledky neléteného zdnétu ve vit§ing
pripadd nejsou tak zévainé jako u klasickych pohlavaich chorob, piindeji tyto infekee Fadu
preblémi a to nejen fyzickych, ale i psychickych. Nepfijerand jsou zviasd sasto se opakujici
wénéty, piipadné jejich chronicky pritbéh.

Ve vétsing ptipadh jsou zandtlive zmény vyvolany bakieriemi nebo kvasinkami. Vzacnéi se
na tornto onemocndni podilejl viry. Casio se jednd o polymikrobialni infekei zahrnujici
stafylokoky, enterokoky, strepiokeky, enterobakterie, mykoplazimata, chiamydie, anacrobsi
mikreorganismy aj,

Z mykoplazmat podilejicich se na zangtlivém onemoenéni genitalniho Ustroji se nejiastsii
vyskytuji druby M. hominds a I wrealvticim. M. hominis se tasto vyskytuje v genitdinim Ostroji
#en trpleich bakteriglni vagindzou a bakteridini kolpitidou. Za witych okelnosti miZe pronikat
do vnitfnich pohfavnich organti a spolu s ostatnimi patogennimi mikrocrganismy se podilet na
vzniku Mubckého panevaiho zinZty, Zan#tlivé zmény zplisabené M. frominis v déloze a placents
mohou vyvolat pfedtasny porod. Prinik M. sominis do amniové tekutiny mize ovlivait porodni
vihu navorozence, pfipadné zplsobit poporodni horetku novorozence | matky.

Cilem studie Dylo zjistit viskyt M. hominis v genitélnim Ustroji u nahodng vybraného
souboru Zen a vysledky vyhodnotit ve vziahu ke zdravoinimu stave pacientky, jejimu viku
adruhu pouzivané antikoncepce. Daliim (kolem bylo zavedeni metod PCR a RT-PCR
proprikaz a kvantitativni stanoveni DNA M. hominis v klinickych vzoreich, Vzhledem
k informacim o narlstajici rezistenci kmenll M. hominis k antibekteriginim lédivim byia

uizolovanych kiment zjisfovana citlivost na vybrané druhy antibiofik.

Celkem bylo kultivabni metodou vySetfeno 771 st¥rd z keéhu dilozniho stejnéhe podtu
ndhodng vybranych Zen, kterd navitivily gynekologickou ordinaci, M. hominis bylo prokizano
ve 133 veorcich (17,3 %) Zji¥tEna frekvence vyskytu A4 homimis se shoduje s vysledky
publikovanymi jinymi autory. Schlicht a kol. (2004) uvad8ii 15,6% vyskyt M hominis. Vy&t
vyskyt pozitivnich ndlezd zazpamenali Arya a kol. (2001) - 21,7 %, Belkum a kol. (2001)-24 %
a Bucek akol. (1989) - 29,6 % pozitivnich vzork,

Vyhodnocenim vyskytu M. hominis ve vziahu ke kiinické sympiomatologii bylo zjiSténo, ze
se tento mikroorganismus nejlastdii vyskytoval u Zen, které navitivily gynekologa z dfivodu
vynechani menstruatniho krviceni. V této skuping 28 Zen bylo M. hominis prokazéno u 28,5 %
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vySetfovanych pacientek. Vysledek nelze srovnavat, nebot Gdaje o viskytu M hominis u Fen
s timio problémem nebyly v dostupné literatufe nalexeny,

Druhou skupinou s vy$3im vyskytem M hominis byly t8hotmé Zeny {98), u nich? byl tento
mikroorganismus prokézén u 24,5 % vydetfenych vzork(l Nade poznatky so shoduji s Gdaji
Lamonta a kol. (1987), ktefi prokdzal M hominis ve 25 % stérii z kréku déloZniho zdravych
téhotrgch Zen. NiZ¥i vyskyt zaznamenali Chua a kol. (1998) a Cedillo-Ramirez a kol. (2000),
ktefi zjistili M. howninis v 17,7 % a ve 12 % vzorkl. NejvyEsi pofty pozitivnich vzorkir uvadgjs
Emhil a kol. (1985). Autofi nalezli mikroorgamismus v genitalnim Ostroj{ u 36,7 % tdhotnych
Zen, Zvyieny vyskyt M. hominis u téchto Zen by mohl souvisct se zménami hladin pohlavnich
hormond. V prib@hu hotenstvi dochizi také ke zméné pofevniho prostfedi, coZ mize ovlivnit
zastoupeni jednotivych druhd mikroorganismil vyskytujicich se v pochve Zeny.

1 Zen s riznymi stupni prekancerdznich zmén bylo M. haminis prokézano v 19,7 % pfipad.
Prekancerézni zmény nejéastdji zplisebuji nékteré z rizikovyeh typh papilomavirll pfenosné pfi
pohlavafm styku. Pro vznik prekancerdz je mimo jiné vyznamny 1podet sexudlnich partnesd
a Casné zahdjeni sexudiniho Zivota, Tyto faktory podporui také pfencs M. hominis. Vysledek
u této skupiny Zen nelze porovnat s jinymi autory, protofe se touto problematikou dosud nikde
nezabyval.

Témér shodny procentuding vysledek byl zjiftdn [ u Zen bez obtiZi, z nichZ bylo 18,7 %
vzorkd pozitivhich. Tento vysledek je vrozporu sidaji publikovanymi Cedillo-Ramirezem
akol. (2000}, ktefi zjistii pouze 2% vyskyt M hominis u zdravych Zen, Arya a kol. (2001
prokazali M homimis ve 12 % vzork( od zdravych Zen a Hiral a kol {1991) v 11,4 %
vySetfovanych vzorki, VyS3i vyskyt AL hominis, uvedeny v nadi studii, by mohl byt zpéisoben
nepfesnym uddnim diagndz od lékart odebirajicich cervikdini vyidry. Pficinu je nutné hledat
v ktinickych projevech, které vyvoldva piitomnost M hominis v genitilnim astrojé Zeny. Casto
dochézi pouze k neurtitym velini mimym bolestem v podbfisku, mnohdy provézenym vodnatym
vytokem % poclivy. Pfi poSevnim vydetfeni nejsou viditeing zdngtlivé zmény. V pfipadé, Ze Zena
pii preventivnim vySetfeni u gynekologa neuvedla skutedné potiZe, je moZné, Ze byla zafazena
do skupiny zdravyeh Zen. Obdobné problémy mohly souviset také se skupinou Zen se zindty,
kde z celkového poétu 134 pacientek byle pouze u 14 {104 35) prokazano M. Hominis,

Rada védeti se zabyvala vztahem M. fominis ke vznike BV, Literaml udaje uvaddji vyskyt
tohoto mikroorganismyu u Zen s BV od 10-60 %. Je otizkou, zda tyto rozdilné vysledky
neovliviiuji pravé neptesnd stanovené klinické diagnozy.

Vyzramnou skupinou byly Zeny s problémy s oféhotménim. Ve stérech z krtku d&lo¥niho
techto Zen bylo M homnis prokdzéno v 7.5 % vySetfovanych vzorkid. Taylor-Robinson

a McCormack (1980} uvadi, e na vzniku neplodnosti so miiZe M, heminis podilet vyvolanim
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zingtlivich zmén na sliznici vejeovodl. Finého nézoru jsou Baczynska a kol (2007),
ktefi zjidfovali zmdny ve vejecovodech, z nich? izofovali M. hominis a ndlezy porovnah se
zménamt zplsobenymi jinymi mikroorganismy, napf. N. gonorrhoeae. Ze studie vyplynulo,
Ze M. hominis nezplisobovalo zmé&ny na sliznicich vejcovodil

Guven a kol. (2007) vydetfili 31 neplodnyeh Zen a shodny podet Zen zdravych. Ve vzorcich
zkréku délozniho neplodnych Zen neprokdzali phitommost M. hominis. V kontrolni skuping
zdravych Zen izoiovali tento mikroorgenismus pouze ze vzorku jedné pacientky (3.2 %). Napsoti
tomu Fenkei a kol. (2002) vykultivovali A kominis z 8 % st¥rli z pohlavnich orgdnd neplodnych
Zen. VyS3i vyskyt M. hominis ve skupiné neplodnyeh Zen uvadii také Samra a kot, (1994).

V ostatnich skupinach, do nichZ byly zafazeny Zeny s diagnozou metroragie, suspektni
endometrium, Missed AB, myom, polyp a ostatni, tvofily malé skupiny snizkym poltem
pacientek a vystedky proto neize povaZovar za spolehlivé.

Viechny zmingné diagnozy byly vzijemné podrobeny statistické analyze. Fako nejvhodngjsi
se jevile pouZiti ¥ — testu dobré shody. Byla testovéna hypotéza vzdjernmé nezavislosts vyskytu
M. hominis pro jednotlivé diagnézy vidi alternativd zavislosti. Vysledek ukazuje, Ze mezi

jednotlivymi diagndzami nebyla nalezena souvislost s vyskytem AL hominis.

Dalgim faktorem, ktery by mohi oviivait vyskyt M homimis v genitdlnim @slroji
Je antikoncepee. Arya a kol. (2001) prokazali M. hominds ve 24 % vzorké od Zen se zavedenym
nitzodéloZnim téliskem a 36 % Zen uZivajicich hormonalni antikoncepei. Vysledky nasi studie
nedosahovaly uvedesych hodnot. U Zen, které pouZivaly hormondini antikoncepei bylo
M. hominis prokazano u 15,9 % vySetfenych. Nitrod&oZni télisko mélo zavedeno pouze 27 #en,
znich? u 5 (18,5 %) bylo zjidténo M hominis. Zeny, Xeré nepougivaly antikoncepel, byly
kolonizovany M. hominis v 16,2 % pripadi. Nejvt3l podet pozitivnich ndlezd byl u Zen se
zavedenym nitrodéloZnim t&liskem. MoZaou komplikaci, spojenou se zavedenym nitrodloZnim
téliskem, je vzestupna infekee s naslednym zdnétem pdnevnich orgdnd.

Pro statistické vyhodnoceni byl opét poudit ¥’ — test dobré shody. Vysiedkem testu bylo
skeeptovani hypotézy nezdvislosti. Hlading vyznammnosti testu p = 0,785 potvrzuje, Ze nebyla

prokazina souvislost vyskytu M hominis na deuhu pouZiié antikoncepcee.

Siedovani M. homsinis v pohlavnich orginech Zen riznyeh vékovych kategorii neodhalilo
vyrazng rozdily. NejSastgji se tenio mikroorganismus vyskytoval u Zen mezi 31, aZ 40. lety
(19,8 %). Toto zjifténi je vsouladu s poznatky Hirai a kol (1991). Shodné ndlezy byly
zaznamendny také ve skuping ¥en nad 60 let (20,0 %). V této skuping vBak bylo pouze 235 Zen,

coZ mii#e ovikvait spolehlivost vysledkil. Je znamo, Ze Zeny po menopauze maji odtiSné poméry
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na pofevnd sliznici. Stiznice je suchd, snadno zranitelnd a nachylna k infekel. Dochazi ke sniZeni
pottu izktobacith a zméné pH prostiedi « kyselého na zasaditéjsi, coZ umoziuje osidleni pochvy
patogennimi mikroorganismy.

Ke stanoveni zavislosti v¥skylu M. hominis na vku Fony byl pouZit ¥ — test dobré shody.
Testovana byla hypotéza nezdvistosti vyskytu AL hominis pro jednotlivé vékové kaiegorie vidi
zavislosti. Utoholo testu byla na hlading vyznsmnosti p = 0,395 skeeptovana hypotéza
nezavislosti, V testovaném souboru nebyla nalezena souvislost mezi vyskylem M hominis

a vékem Zeny.

Vybé&rem vhodné metody k rychlému a pfesnému pritkazu M Aominis v klinickych vzorcich
se zabyvala fada laboralornich pracovnikil. Nejstar§i a _nejspolehlivéjsr je stale metoda
kultivadai, umoziiujici prokazat M. hominis ve vyfetfovaném vzorku a ddle testovar jehw
viastnosti vietné citlivosti na antibiotika. Jeji nevyhodou jsou vysoké naroky na kvatitu Zivnych
médii, pom&rné dlouhd doba inkubace a zkulenost pii odefitini v¥sledkd. Piinosem
pro diagnostiku M. hominis se stala metoda PCR, kterou lze prokdrat DNA nejen Zivich,
ale Umrtvyeh bungk, ¥ tate meteda md viak své nevvhody spejend s bexchybaym postupem
izelace DNA a moZnou kontaminaci z vnéjfiho prosticd]. Podstaind je | dostatednd mnoZsivi

mikroorganismi ve vySetfovanén vzorku, kleréd se nenachdzi pod detekdnim limitein reakee.

Srovndnim metody kultivacai s metodou PCR se zabyvali Abele-Hom a kol. (1996 & Luki
akol. (1998}, Obé vEdecké sleupiny oznatily metodu PCR #a citlivou a specifickou, vhodnou ke
stanovent M. hominis v klinickém materidlu. Abele-Hom a kol. {1996} prok&zali M. hominis
metodou PCR v 6 kultivaéng negativnich vzoreich. Naopak ve dvou kultivadné pozitivnich
vzoreich mikroorganismy metodou PCR  neprokazali. Autoli vysvétlyji tto  skutedénost
piitomnosti velitho mnozstvi DNA M. homins v téchto vzoreich.

WV nadi studti bylo dosaZeno podobnych vysledkl. Kultivagni metodou bylo z celkovéhe
podtu 185 vzorkl vykultivovano 29 (15,7 %) kmenl M howinis. Metodou PCR se viak
nepodatilo mikroorgamismy prokazat ve dvou ziéchto vzorkd. Pridina by mohla byt vjiz
zinitiovaném velkém muozstvi DNA M. hominis. Naopak metodou PCR byla DNA prokézina
v daldich &tyfech vzorcich, které byly kultivani metodou oznaleny za negativni, V tomto
pFipadd je moZné, Ze béhem transportu & kultivace mohlo dejit k odumfeni bundk M. fiominis,
nebo  mohl  vzerek obsahovat 3z mrtvé buiiky M hominis. kteté byly usmrceny
napt. antibiotickou Iéébou,

¥V nadi t obou zmifovanych studiich byly k PCR disgnestice pouzity primery navrZené
Blanchardem a kol. (1993), které json specifické pro oblast genu 168 tRNA M homminis.
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Citlivost reakee stanovili Blanchard a kol. (1993) v rozmezi 10 az 15 {g DNA. Abele-Horn a kol.
(1996) stanovili detekdni limit reakce na 40 fg. Vysiedky obou studii uvad&j nizsi detekéni Limit
net byl stanoven v nadt studii. Po predchozi optimalizaci reakce bylo moiné stanovit DNA

do koncentrace 0,56 pg.

K pritkazu ni2éi koncentrace DNA byla zavedena dal$i detekiini metoda, kferou je RT-PCR.
Tato velmi cithiva ivetoda umoiiuje ngjen stanoveni velmi malych koncentraci DNA ve vzorku,
ale také stangveni pfesného podtu kopil DNA. VyuZitim této metody v diagnostice M. hominis se
jako preni zabyvali Baczynska a kol. {2004), kteli navrhli primery specifické pro oblast genu
kodujictho enzym glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy a dvié fluorescendng znadend sondy.
Metodu RT-PCR optimalizovali kdetekei 5 kopii genomické DNA referenéntho kmene
M. hominis PG 2],

Metoda RT-PCR byla v nasf laboratofi zavedena pro prikaz DNA AL hominis ve vzorcich
amniove tekutiny. Z skonomickych divadd byla vybrana pouze jedna sonda, kiera hyla znadena
na obou koncich, tzn. byla vytvofena TaqMan sonda. Metoda RT-PCR byla optimalizovina
k detekei 40 kopii DNA M. hominis. Detekee nejniZ$i koncentrace, tzn, 4 kopii byla Gsp&3na
v sedmi z deseti pokus(.

Vzorky amniové tekutiny byly nejprve zpracovény kultivadnl metodou, kterou bylo
prokézano M. hominis ve 2] (10,4 %) z 202 vzorkil. Stejny podet vzorkd byl vyietfen i metodou
RT-PCR. DNA M. hominis byla prokézina v 51 (25,2 %} vzorcich. Hlavnirn divodem rozdilu ve
vysledcich obeu metod byla vy citlivost metody RT-PCR. kterou [ze stanovit i velmi nizké
koncentrace DNA. Tato metoda prokazuje i DNA mrivich bunék. co? kultivainl metoda
neumoziiuje. Odumfeni M. hominis ve vzoreich mohlo byt zptisobeno delsim Casovym rozmezim
mezi odbérem amniové tekutiny a kultivadnim zpracovanim v laboratofi, Dal# moznou ptiginou
by mohi byt prilkaz DNA mikroorganismi usmreenyeh fmunitnim systémem JiZ v t&le matky.
Tote zdiivodnent by mohla podpofit i skutelnost, ze téma viechny vzorky, kiess byly prokézany
pouze metodou RT-PCR mély detekovany maly poSet kopii DNA M. hominis v porovnani se
vzorky prokdzanymi 1 metodou kultivacni.

Jak jiZ bylo zmindne, metoda RT-PCR umoZiivje nejen detekel, ale také urfeni piesného
pottu kopit DNA M hominis ve vysetfovanyeh vzorcich. Nejvétsi podet kopii DINA byt stanoven
ve tech vzorcich, u kterych hodnoty plesdbly 1 000 000. Ve viech t&chio vzorcich byly
prokézany kultivaéni metodou vetké pokty kolonii narostlvch na agarovych médiich.

Kappa koeficient byl vyusit k porovnani metody kueltivaéni a RT-PCR. Ziskana hodnot
0,511 kappa koeficientu udéva stfednf shodu obou pouzitych metod. Koeficient kappa vyjadfuje

velikost dosaZend shody pouzityeh metod. Kappa vétsi nez 0 ukazije pa lepsi shodu neZ
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ofekavanou a maximalni hodnota koeficientu (kappa = 1,0) odpovidé absolutni shodg ve

vysledcich.

Vysledly ziskané ob&ma metodami byly vyhodnoceny ve vztahu k délee téhotensevi
a porodni vaze novorozence.

Problematikou vyskytu M. hominis vo vztahu k délee tghotenstvi se zabyvali také Kataoka
a kol {2006). A haminis prokazali v 11 % vydetfenych vzorkd amniovyeh tekutin. Tato hodaota
je zeela shodnd s visledkem ziskanym v této studii (10,4 %).

Kataoka a kol. (2006) také prokazali M. heminis v 19 % vzorki Zen, které porodily pied
34 tydnem Ehotenstvi, V odbomé literatife jsou za predtasny potod oznalovany tydny pred
37. tydnem. Vysledky publikované Katackou a kol {2006} jsou odlifné od vysiedkd uvedenych
v této studil, Z celkového polilu 202 vydetfenych Zen porodilo ped 37, tydnem pouze 10 Zen,
tJ jedné z nich byle v amniové tekuting kultivatni metodou prokdzano M hominis.

Pritkazem M. hominis v amniové lekuting se zabyvall také Speriing a kol. {1988), ktefi tento
druk vykultivovali z 30 % vySetfenych vzorkd. Autofi uvadsyi, #e 37,8 % Zen pozitivnich na
piitemnost M, kominis porodilo novorozence s vahou miZsi nez 2 500 g D8, jejich? hmotnost
byla vy88t nez 2 500 g porodilo 29,7 % Zen pozitivnich na pittomnost M. fominly. Ve studii
Sperlinga a kol. (1988) nebyla zjidténa statistickd vyznamuost mezi vyskytem M. hominy
anizkou porodni vahow. 'V nasi studii se z 21 Zen, v jefichZ amniové tekuting bylo M hominis
prokazano, pouze jedné narcdilo dité s porodni vahou 2 460G g. Ostatnich 20 Zen s pozitivaim
nalezem A hominis porodilo déti s hmotnosti pfesahujicf 2 500 g.

Metodou RT-PCR bylo M. hominis prokézino u jedné Zeny zdeseti, kieré porodily pred
37 tydnem t&hotenstvi. Oproti metodé kultivadni, bylo M. hominis prokazino metedou RT-PCR
u dvou novorozenct, jejichZ porodni vaha byla nizéi nez 2 500 g.

K posouzeni souvislosti mezi vyskytemn AL hominis a délkon 18hotenstvi nebo porodni vihou
novorozence, byl pouZit Fischerdiv pfesny test. Shodng se studii Sperlinga a kol (1988) nebyla
v této studii zjisténa statisticks vyznamnost.

Dale byl vyuZit Spearmaniv korelaéni koeficient ke z)i§téni vztabu tydne odbéru na potiu
kopit stanovenych metodou RT-PCR. Nebyla zde zjisténa linedrai souvislost, tzn. Ze potet kopii

nebyl zavisly na tydnu odbéru amniové tekutiny.

Spravng uréeni plvedee. pfipadné pivoded infekéniho onemocnéni genitéiniho stroj
a jejich citlivosti na antibiotika, je zakladnim piedpokladem dsp@né antibiotické terapie. K 1étbé
infekei vyvolanych M hominis se nejdasté]i pouZivaji tetracyklinovd antibictika. DEfve

doporucovany tetracykiin je v souasnosti nahrazovan doxycyklinem z divodu zvydujiciho
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se vyskytu rezistentnich kmend M hominis k tetracyklinu. Citiivost na doxyceyklin byla v téte
studii zjifovana u 121 kmend M. homixnis. 7. vysledki vyplyvd, #& 90 % lunend bvlo inhibovéna,
doxyeyklinem v koneentraci G,5 mg/l. Hannan a kol. (2000) uvadéji MICy, doxyeyklinu 1 mg/l.
NiZsi adinnou koncentraei doxycyklinu MiCy, 6,12 mg/l =istili Bébéar a kol (2000b). Nejnizsi
hodroty zaznamenali Samra a kol (2002), kiefi uvades 90 % testovanych kmenl M. hominis
inhibovanych doxyeyklinem v koncentraci 0,064 mght. Autofi stanovili iuto hodnota E-festern.

¥ soulasnosti se jiZ objevuji zpravy o kmenech M hominis rezistentnich k doxyeyklima
Bébéar a kol (2000a) zjiét’ovali aEinnou koncentraci doxyeyklinu ne rezistenini kmeny
M. hominis. Aulofi uvadji, e MICyy téchto kmend dosahovala hodnoty 16 mg/1 dexycyklinu,
Znami testovanych 121 kmenll byly pouze dva rezistentni k doxycyklinu, Jejich MICy
plesahovala 8 mg/l, coZ byla nejvys§i nami testovand koncentrace.

Daldi skupinou antibiotik vhodnych k 16¢b& infekei M hominis Jsou tluorochinolony.
Zkumavkovou diluéni metodon byla stanovena MICy, offoxacinu i ciprofloxacinu, kterd byla
2mg/l. Pouze dva kmeny vykazovaly rezistenci na ofloxacin 8 mg/l. Stejnou hodnotu MICy,
2mg/l pro ofloxacin uvdd€ji Ullmann a kol. (1999) a pro ciprofloxacin Kenny and Cartwright
{2001). Nizsi hodnoty 0.5 a 1 mg/t ofloxacing zjistili Bébéar a kol (2000a,b). Fyto nizs
vysledky by mohly byt zplsobeny jinou pouzitou metodou, kterou byla agarova dilugni metoda.
Obdobné hodnoty pro ciprofloxacin publikovali Ngan a kol, (2004), (1.5 mg/l a Bébéar a kol.
(2000L), | mg/. Kilic a kol. (2004) uvadaji 12,5 % kmenil rezistentnich k offexacisu. Qproti
tomi Domingues a kol. (2003) neprokdzali rezistenci ktomute antibiotikz u Zadného
z testovanych kmeni.

Dale byla zjidtovina citlivost izolovanych kmend k linkomycinu. Devadesat procent kmend
bylo inhibovano linkomycinem o koncentraci 2 mg/l. Udinnosti linkomyesinu na M kominis se
zebyvali pouze Taylor-Robinson a Bébéar (1997), ktetf uvadaii MICsx > mgil.

Postednim testovanym antibiotiker v této studii byl erytromycin. PrestoZe je erytromycin na
M. homints émdf nedtinny, je stile powiivan k léshé infekei genitdlntho ustrof, zviaste
utéhotnych Zen. Ze 121 testovanych kment vyristalo 50 % znich v médiy obsabujfeim
erytromyein v koncentraci nizdi nez 500 mg/, Podle udajii, které publikovali Bébéar a kol
{2000b) byla MiCoy erytromyeinu >64 mg/l. Hannar a kal. (2000) uvadeji MICq, erytromycinu
2100 mg/l.



6 Zavér

Infekéni onemocnéni genitalniho dstreji Zen je aktudlni problematikou feSenou celosvitovd.
Zmény vyvolané riiznymi mikroorganismy v pohlavaich crgdnech negativng oviiviup nejen
zdravotni stav pacientky. plip. vvvijejiciho se plodu &i novorozence, ale také jeji fertilitu. Proto
byla tato prace zaméfena na studivm viskytu M. hominis v genitalnim Gsiroi Zen, pfedeviim ve
vzlahu k zdrevomimu stavu pacientek, pfip. jejich novorozencd, dale ve vztahu k vékuo
a pouzivane antikoncepel. Predpokladem realizace uvedendho zaméru bylo zavedeni metod pro
diagnostiku mykoplazmat, vietné stanoveni jejich citlivost na antibiotika.

V jednotlivych etapdch bylo dosaZeno nasledujicich vysledki:

Pro kultivaci M. hominis se osved&ily PPLO agar a PPLO bujdn firmy Difeo, obohacené
konskym sérem a Serstvym kvasnicovym extraktem. Pddy dale obsahovaly ampicilin a octan
thaliny z diivodu inhibice neZadoucich mikroorganismil. Za fi¢elem vizualizace rlsiu byly do
tekuté pldy pridavany arginin a fenotova Servert

Optimaini inkubagal podminky odpovidaly prostiedi s 5 % CO; a teploté 37 °C. Doba
inkabace byla 48 - 72 °C. Za t&chto pedminek vyriistalo A hominis na agarovych piddch
v charakteristickyeh Toloniich tvaru sézendho vejee. Rist v tekutych mediich signalizovala
zména zabarveni obsahu zkumavky z oranfové na tmavé MiZovou,

Byl vypracovén postup transportu a zpracovani vydetfovanych vzorkG v laboratofi.
Tamponove stéry byly dodaviny ve zkumavkach s transportnim médiem - PPLO bujon bez
argininu a fenolove ervené. Samastatné byl zpracovan odbrovy tampon a transportni médium,
Zyoleny postup zpracovani vzerkd se osvédil jako nejvhodnéjii s nejmensi pravdépodobnosti
faleSnyeh visledkil.

Dale byla zavedena metoda PCR. K prilkezu specifického Useku genu 165 rRNA M. fominis
byly vyuZity primery navrZene Blancharder a kol (1993). PCR reakee byla optimalizovina tak,
aby byl ziskan co nejnizéi detekini limit. Po dpravé koncentrace Mg®" v reakéni smési na
hodnotu 2 mmaol/} a stanoveni vhodné teploty annealingu (62 °C) byl dosaien detekgni limit
0,56 pe.

Kultivaéni metoda i metoda PCR byly vyuslty kprikazu M hewminis ve vzorcich
odebranyeh z keéku déloZnihe ndhodng vybranych Zen. Celkem byle vyfetfeno 77! stérl
zeervixu stejného poétu nahodnd vybranyeh Zen. Kultivabni metodou bylo M. hominis
prokazano ve 133 (17,3 %) vzorcich.

Metodou PCR bylo vySetfeno 185 vzork(l transportnich médii, v nichZ byly stéry dopraveny
do laboratofe. V 31 (16.8 %) plipadech byla detekovina DNA M. hominis. Kultivaéni metodou
bylo M. hominis prokazéno ve 27 (14,6 %) vzorcich transportnich médii. Metodou PCR byla
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DNA M. hominis prokézéna ve 4 vzorcich, které byly kultivaini technikou oznadeny jako
negativni.

Kultivatni metodou bylo naopak ze 185 vzorké vykultivovano 29 kmenG A hominis,
z nichZ dva se nepodatilo identifikovat metodou PCR.

Pii vyhodnoceni ndlezu M homimis ve wvztahu k stévajici diegndze Zen byl tento
mikroorganismus prokézan uw 8 (28,6 %)} Zen s amenoreou, 24 (24,5%) tehotnych Zen,
27(19,7 %) Zen s prekancerdzami a 25 (18,7 %) Zen bez obtiZf. Vyskyt M, hominis ve vztahu
k pouZivané antikoncepei byl nejvy3si u Zen se zavedenym nitroddioZnim t¥liskem 5 (18,5 %).
Zeny wivajici hormonalni antikoncepei byly kolonizovany M hominis v 15,9 % a Zeny bez
antikoncepce v 16,2 %. V ramci vékovych kategorit byl nejvySsi vyskyt A hominis zaznamengn
ve skuping Zen ve véku 37 ~ 40 let (19,8 %).

Z vysetfenych 202 vzorki amniové tekutiny, odebsané Zendm v t5. - 22, tydnu t8hotenstyi,
bylo M. hominis vykultivovane z 21 (10,4 %) vzorkil. Zeny s pozitivnim nglezem porodily po
37. tydon @hotenstvi zdravé novorozence s vahou vy$Si neZ 2 500 g. Pouze jedna porodila
v 37. tydnu t¢hotenstvi a jedna Zena porodila dit& s vahou 2 460 g.

Daldi zavedenou metodou byla RT-PCR. Tate velmi citlivA metoda umoZiuje stanoveni
ivelmi malého mnoZstvi DNA ve vysetfovaném vzorku, Byla provedena optimalizace metody
pro pritkaz DNA M. hominis podle Baczynske & kol, (2004), Od uvedenych autor byly pfevzaty
sekvence primeré a z ekonomickych diivedi pouze jeden typ sondy. Tato sonda byla na obou
koncich ozpafena fluorescendnimi barvivy, co? se obecnd oznatuje jako TagMan sonda.
Detekéni Hiait, zjistény po optimalizaci RT-PCR, byl 40 kopif v jednom mikrolitru.

Metodou RT-PCR byla DNA M hominis prokdzama v 51 (252 %) vzorcich amniové
tekutiny, Z uvedeného poltu Zen s pozitivnim nalezem M hominis v amniové tekuting dvé
vorodily v f&dném terminu novorozence jejichZ vaha bylta niZsi neZ 2 300 g, Jedna Zena porodila
v 37. tydnu téhotenstv] novorozence o himotnosti 2 500g.

Velmi vyznamnou souéasti laboratorniho vysetfeni je stanovent citlivosti na antibakierialni
légiva. Utinnost doxyeyklinu, ciprofloxacing, ofloxacinu, linkomycinu a erytromycinu byla
testovana na 121 kmend M hominis. Jeden kmen byl rezistentni k doxycyklinu (MIC=8), jeden
k& ofloxacnu (MIC>8) a jeden kmen k ob&ma zmifiovanym antibiotikiim {MIC=8).

VEechny kmeny byly citlivé k ciprofloxacinu {MECyy 2 mg/t) a linkomyeinu (MICq 2 mg/l).
MICsy doxyeyklinu byla u citlivyeh kment 0,5 mg/l. Offoxacin inhiboval 90 % kmen(
v koncenfraci 2 mgf. K erytromycinu byly viechny testované kmeny vysoce rezistentni. MICos
tohoto antibiotika dosahovala hodnoty 1 000 mg/l.
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Z dosazenych vysledkil vyplyvaji nasledujici doporugeni.

Prilkaz M. hominis ve si®ru z krfku déloZniho by mél byt provadén vidy, pokud Zena
pocitaje netypickou bolest v podbfisku spojenou se zm&nou poSevniho prostiedi, nebo u Zeny
sezandtlivym  onemocnénim  pohlavnich organd. Pokud dochazi u Zeny kopakovanym
zandtlivim zméndm spojenym s vyskytem M fominis, je vhodné vy3etfil a pfipadng 1éCit
i partnera Zery.

U @hotnyeh Zen by mé! byt provadén prikaz M hominis vidy, kdyZ se projevi zména
posevni mikrofléry. Pokud je indikevan odbér ammiové tekutiny pro geneticke vydetfeni,
ievhodné jej doplnit také mikrebiologickym vysetfenim, jehoZ souddstt by mél byt prikaz
M hominis, Zji¥tovani vyskyiu tohoto mikroorganismu je vhodné provadét u pfedtasné
narozenych déti, ddti s nizkou poredni vahou a d8ti s rozvijeiici se poporodni bakteridlni infekei
z diivodu ravedeni 4&inné terapie. Opomenuty by vak nemély zlistavat ani matky chto déti.

Vybér vhodné antibioticke terapie by se vidy mél opirat o vysiedky stanovené citlivosti
ptislusného kmene M hominis na antibakterialnf 1éGiva. Divodem je nar(istajict rezistence
M. hominis, pfedeviim na tetracyklinova antibiotika. Opomijena by neméla byt am jiZ znima
rezistence M. hominis k erytromyeinu, Sasto uZivanémau k 16803 t8hotnych Zen.

V diagnostice M. fiominis stale dominuje kultivadni vySetfoni, Spolehlivych a rychlych
vysledki: 1ze dosdhnout také metadami PCR a RT-PCR, které viak dosud nejs{m v diagrostice
M, hominis b¥#né poufivany, V budoucnu by bylo vhodngé vyudit obg metody k prikazu
nejenom M. hominis, ale také L wrealyticum a C. erachomatis v jednom kroku

Na zavér je nutad zdiiraznit, 2o plitomnost M, kontinis na sliznici genitalniho dstroji Zeny
nemusi vidy vést ke vzniku zanétlivého onemocnéni. Podil tohoto mikroorganismu na rozvoji
zandtiivych mndn souvisi nejenom se sloZenim podevni mikrofidry, ale pfedeviim se zdravotnim
stavemn Zeny. Antibioticka terapie by proto méla byt indikovana s wdividvalsim pfistopem ke

kaZdé pacientce.
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