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Mikrobiologicka diagnostika Ureaplasma urealyticum a Mycoplasma

hominis u zen s urogenitalnimi infekcemi

Abstrakt

Tato bakalafska prace je zaméfena na diagnostiku bakterii Ureaplasma urealyticum
a Mycoplasma hominis u zen surogenitalnimi infekcemi. Teoreticka cast prace se
obecn¢ zabyva urogenitalnimi infekcemi, jako jsou infekce mocovych cest, zanéty
reprodukcniho systému Zen a jejich nejcastéjsi bakterialni puvodci. V dalsi ¢asti je
popsana problematika Ureaplasma urealyticum a Mycoplasma hominis.

Metodika a cile prace zahmnovaly laboratorni prikaz mykoplazmat, dale prukaz
citlivosti na antibiotika pomoci kitii. DalSim ukolem bylo celkové laboratorni
zpracovani vytéra z pochvy. Dale statistické vyhodnoceni vysledka pacientek
v Unilabs k.s. laboratofi. Statistické vyhodnoceni vedlo k zji§téni spolecné pritomnosti
Ureaplasem a Mycoplasem s né¢kterymi dal§imi mikroorganismy osidlujicimi Zensky
urogenital. Pro statistickou ¢ast jsem pouzila vysledky pacientek za obdobi
1.1.2019 — 31.12.2022. Celkem jsem m¢la k dispozici 859 vysledki. Na zakladé nich
jsem zjistila, Ze v nejvétsim poctu prevazuje pozitivni nalez Ureaplasma urealyticum,
poté¢ v mensi mife zastoupeni byla smiSena pfitomnost Ureaplasma urealyticum
aMycoplasma  hominis. Vmalém poctu byl pozitivni pouze nalez
s Mycoplasma hominis. U pfidruzenych mikroorganismi byl nejéastéj§i vyskyt
laktobacilii  spojeny s pozitivitou  Ureaplasma  urealyticum, dale nalez
Gardnerella vaginalis  zjistény uvSech pozitivit s mykoplazmaty, nejvyssi
u Ureaplasma urealyticum. Dale v podobné mife zastoupeni Streptococcus anginosus
a Candida albicans opét vnejvétsi mife  zastoupen u  pozitivity
Ureaplasma urealyticum. Ostatni mikroorganismy byly zastoupeny v men$i mife

a jsou popsany detailngji ve vysledcich prace.
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Microbiological diagnosis of Ureaplasma urealyticum and

Mycoplasma hominis in women with urogenital infections

Abstract

This bachelor's thesis is focused on the diagnosis of bacteria Ureaplasma urealyticum
and Mycoplasma hominis in women with urogenital infections. The theoretical part
ofthe work deals with urogenital infections, such as urinary tract infections,
reproductive tract infections system of women and their most common bacterial
agents. The issue is described in the next section Ureaplasma urealyticum

and Mycoplasma hominis.

The methodology and goals of the thesis included laboratory evidence
of mycoplasmas, as well as evidence of sensitivity to antibiotics by using some Kkits.
Another task was laboratory processing of swabs from the vagina. Furthermore,
the statistical evaluation of the results of patients in Unilabs k.s. laboratory. Statistical
evaluation led to the detection of common presence of Ureaplasmas and Mycoplasmas
with some other microorganisms inhabiting the fiale urogenital tract. For the statistical
part, I used the results of the patients for the period 1/1/2019 — 12/31/2022. 1 had
atotal of 859 results available. Based on them, I found out that the largest number
of positive findings predominates Ureaplasma urealyticum, followed by a mixed
infection of Ureaplasma urealyticum and Mycoplasma hominis to alesser extent.
Only in small number have been found positive Mycoplasma hominis. Among
the associated microorganisms, the most frequent occurrence of lactobacilli was
associated with Ureaplasma urealyticum positivity. Gardnerella vaginalis was found
in all positivities with mycoplasmas, the highest in Ureaplasma urealyticum.
Furthermore, Streptococcus anginosus and Candida albicans are represented
to asimilar extent, again to the greatest extent represented in the case
of Ureaplasma urealyticum positivity. Other microorganisms were represented to

a lesser extent and are described in more detail in the results of the thesis.
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Uvod

Zakladnimi vlastnostmi mykoplazmat, kter¢ se li§i od jinych mikroorganismi,
je nepritomnost bunééné stény. To jim zajiStuje odolnost viuci antibiotikim (ATB),
ktera ptisobi na bunéénou sténu, dale je nelze barvit dle Grama. Patfi mezi nejmensi
prokaryotické bakteric se schopnosti déleni. Jejich genom je bran za jeden
z nejmensSich, proto jsou odkazany na pfijem organickych molekul z prostiedi. BéZzné
se prenaseji nechranénym pohlavnim stykem, nebo muze dojit k vertikalnimu prenosu.
Mykoplazmata patti do tfidy Mollicutes, ty maji v piirodé Siroké spektrum hostitela
od cloveka, pres zivocichy, az po mikroorganismy vyskytujici se u rostlin, ve vodé
a pudé. Nejvyznamnéjsi pro ¢loveka jsou rody Ureaplasma a Mycoplasma. Nejéastéji
osidlujicimi mikroorganismy urogenitalniho traktu jsou zastupci Ureaplasma
urealyticum, Ureaplasma parvum a Mycoplasma hominis a Mycoplasma genitalium.
Sliznici dychaciho tstroji osidluje Mycoplasma pneumoniae. Mykoplazmata se mohou

chovat jako komenzalové, oportunni, ¢i primarn¢ lidské patogeny.

Ureaplasma urealyticum se da bézn€ izolovat z genitalni flory sexualné aktivnich Zen
i muzi, ktefi nevykazuji zadné klinické znamky nemoci. Mycoplasma hominis potom
v mensim zastoupeni. Faktem ale zustava, ze 1 pfes b&Zznou kolonizaci urogenitalniho
traktu, se u zen vyskytuji pfi riznych vaginalnich zanétech (zejména pii bakterialni
vagindze), urologickych infekcich a endometritid. U téhotnych pacientek se mohou
v souvislosti s touto infekei vyskytnout zdravotni komplikace. U novorozencu se pak
mohou ucastnit pfi vzniku chronického onemocnéni plic. U muzi se s nejvetsi
pravdépodobnosti Gcastni vzniku non-gonorrhoickych uretritid a prostatitid.

Ke klinickému zpracovani se nejcastéji odebira vytér zcervixu, nebo pochvy.
Pro snadng¢jsi identifikaci bakterii a stanoveni jejich mnozstvi byla zavedena metoda
polymerazové fetézové reakce (PCR), ktera ma vysokou spolehlivost a urychluje

vyznamn¢ diagnostiku.

Cilem této prace bylo seznameni s Ureaplasmou urealyticum a Mycoplasmou hominis
v souvislosti s urogynekologickymi infekcemi. Osvojit si laboratorni diagnostiku téchto
mikroorganismu a dale laboratorni diagnostiku posevniho vytéru. Zpracovat laboratorni

vysledky z laboratorniho systému LIS a vyhodnotit je.



1 Teoreticka ¢ast
1.1 Anatomie urogenitdlniho traktu Zen

1.1.1  Mocové ustroji Zen
Mocovy systém (Systema Urinarium)

e Prava a leva ledvina (ren dexter et ren sinister)
e Mocoveé cesty: ledvinové kalichy (calices renales), ledvinové panvicky (pelvis
renalis), pravy a levy mocCovod (ureter dexter et ureter sinister), neparove

organy mocovy méchyr (vesica urinaria) a mocova trubice (urethra)

Zenska modova trubice je mnohem krat$i (cca 4 cm), nez u muzi. Sténa ureteru je
slozena ze sliznice (funica mucosa), svaloviny (tunica muscularis) a vazivové
adventicie (tunica adventitia) na vnéjs§i stran¢. Tumica mucosa vytvari v pricném
prurezu trubici hvézdicovity vzhled tim, Ze je sloZzena v nizké podélné fasy. Na jejim
povrchu je prechodny epitel (lamina epithelialis), ktery se pfi roztazeni trubice
zplostuje a snizuje. Dale pak smérem do hloubky slizni¢ni vazivo fidne a méni svij
vzhled na podslizni¢ni vazivo. Tunica muscularis je tvofena hladkou svalovinou
asmiSenym vazivem, je tvofena vnitfni podélnou a zevni cirkulami vrstvou
av panevnim useku se napojuje tfeti zevni podélna vrstva. Ktera je pfed vstupem
do mocového méchyfe zesilena svalovymi pruhy a smyckami, ty vytvareji
tzv. ureterovou pochvu, ktera brani reflexu moce z moc¢ového méchyte zpét do mocove
trubice. Tunica adventitia ma na svém povrchu fidké kolagenni vazivo pod kterym se
nachazeji cévy ureteru. Nad adventicii najdeme svalstvo dna panevniho, které je pficné
pruhované. (Cihak, 2004; Martinek et al., 2009)

1.1.2  Pohlavni ustroji Zen
Zenské pohlavni organy (Organa genitalia feminina)

e Zenské vnitini pohlavni organy (Organa genitalia feminina interna):
o Parové organy: vajecniky (ovaria), vejcovody (tubae uterinae)

o Neparové organy: déloha (uferus), pochva (vagina)



o Zenské zevni pohlavni organy (Organa genitalia feminina externa, vulva):

o Parové organy: velké a malé¢ stydké pysky (labia majora pudendi
et labia minora pudendi), vestibulami Zlaza (glandula vestibularis
major)

o Neparové organy: posSevni pfedsin (vestibulum vaginae), postévacek
(clitoris), stydky pahorek (mons pubis), predsinové toporivé téleso

(bulbus vestibuli)

Stény jsou 3 — 4 mm silné, elastické a mekké, proto lze vysetfit okolni organy jako
délohu a vajeéniky. Sténa pochvy je slozena ze sliznice, svaloviny a vazivové
adventicie. PoSevni sliznice je kryta mnohovrstevnatym dlazdicovym epitelem
s naznaky rohovaténi. Slizni¢ni vazivo vybiha v papily do epitelu, zde se nachazeji
nervova zakonceni. Sliznice ma absenci Zlaz, proto se sekret do pochvy dostava
z d¢lozniho hrdla. Povrch délozniho Eipku, ktery vybiha do pochvy je kryt stejnym
epitelem jako pochva. Epitel se méni cyklicky pod vlivem ovarialnich hormoniti béhem
menstruaéniho cyklu. Ma vyssi tloustku v proliferacni fazi menstruaéniho cyklu.
Pomoci vaginalni cytologic muzeme mikroskopicky sledovat stav bun¢k a jejich
pripadné patologické zmény. V povrchové vrstvé bunék epitelu se vytvari a hromadi
keratin a vypliuje cytoplazmu bunc¢k dlazdicového epitelu. K tomu dochazi
v proliferacni fazi, pod vlivem estrogenti. Po ovulaci dochazi ke zménam v této vrstvé
pod vlivem progesteronu. V burikach stfednich vrstev epitelu se hromadi glykogen.
Dale se z rozpadlych a odlouc¢enych bunck pomoci Lactobacillus bifidus $tépi glykogen
na kyselinu mlécnou, ktera vytvari kyselé pH v pochvé a ma tak antimikrobialni ucinky.
Mezi epitelovymi burikami se nachazi dendritické Langerhansovy buniky, které maji
funkeci antigen prezentujicich bunék. Slizni¢ni vazivo je kolagenni a fidké s elastickymi
vlakny a nervovymi zakoncenimi a volnymi misty, kde se pfi povrchu vazivovych papil
vyskytuji genitalni Krauseho téliska a cetné zily a pletené. Dale jsou ve vazivu
lymfocyty a neutrofilni leukocyty, které¢ se dostavaji na povrch epitelu a jejich
pfitomnost v cytologii zna¢i sekrecni fazi menstruacniho cyklu. Ve svaloviné se
nachazeji cirkularni a longitudinalni snopce hladké svaloviny a v dolni ¢asti pochvy
jsou piicn¢ pruhované svalové snopce panevniho dna. Adventicie je =z hustSiho
kolagenniho vaziva s vétSim mnozstvim cév, nervi a gangliovych bun¢k nervového
systému, plynule pak navazuje na okolni vazivo zvané parakolpium, kde se nachazi

Vaterova-Paciniho t&liska (Cihak, 2004; Martinek et al., 2009).
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1.2 Infekce mocovych cest (IMC)

IMC a infekee ledvin jsou po infekcich dychacich cest druhé nejcastéj$i onemocnéni.
Uroinfekce postihuji pfiblizné 10 — 20 % Zzen, jsou proto vyznamnym zdravotnickym
problémem. Infekce je Gastdjsi u Zen, nez u muzi a to v poméru 20:1. Cetnost vyskytu
onemocnéni se zvysuje s rostoucim vékem. U divek mezi 1 — 2 lety se pohybuje kolem
1 — 2 % a spise koreluje s anatomickymi abnormalitami. Poté je vyskyt nizky a nartst
prichazi s pubertou a sexualni aktivitou, dale je vyssi vyskyt v t€¢hotenstvi. Nejvyssi
incidence je vSak ve stari, kolem 65 let je to 20 % a v 80 letech vystoupa az na 50 %.
Zde hraji roli systémova onemocnéni, zmény uloZeni panevnich organu a hospitalizace.
U priblizné 2 % vsech hospitalizovanych je prokazatelna nozokominalni uroinfekce
z divodu instrumentalnich vykonu a katetrizace (Masata et al., 2004; Schindler, 2010;
Hurych et al., 2021).

Mocové cesty jsou za normalnich okolnosti pomémé rezistentni vuci osidleni
patogennich mikroorganismi a to diky mnoha mechanismim jako je hladky odtok
moci, pH moci, hlen uromukoid, ktery nedovoli adherenci bakterii, které se prichycuji
pomoci p-fimbrii a sliznicni imunoglobuliny A (IgA). Znakem mocové infekce je pak
bakteriurie spojena s klinickymi pfiznaky, ale maze byt i bezpfiznakova. Pricemz nalez
mikroorganismi  do 10*/ml mo&i je bran jako asymptomaticka bakteriurie
bez klinického vyznamu, ale muze mit u nékterych imunodeficientnich osob
atshotnych Zen vyznam. Vyskyt symptomatické infekce je bran nad 107/ml bakterii
v moc¢i. Hlavnimi formami IMC je uretritida, cystitida a pyelonefritida. U uretritidy je
vétSinu dodavan privlastek nespecificka, negonokokova (NGU). U Zen nemuzeme
bezpecné odlisit, symptomy od cystitidy a tak se vzacné diagnostikuje samostatng.
Cystitida oznacuje zanét mocCového méchyte, u kter¢ho je tieba odlisit bakterialni
a nebakterialni formu. A pyelonefrititida oznacuje klinicky stav s bolestmi v bedrech,
horeckou, zimnici a nalezem bakteriurie a pyurie. Dale se mohou a nemusi pridruzit jiné
komplikace, muze dojit k reinfekei, relapsu a perzistenci bakterii. Symptomy u Zen jsou
rozmanité, ale nejcastéjSimi priznaky je dysurie, Casté moceni, urgence, nykturie
a dyskomfort v podbrisku. Muze se projevit i hematurii, ¢i inkontinenci. Naopak
priznaky infekce hornich cest mocovych jsou vysoka teplota, tiesavka, bolest v bedrech,
zvraceni. Nelééené infekce mohou vyustit az vurosepsi, ¢i komplikované infekce

s poskozenim ledvin (Masata et al., 2004; Schindler, 2010; Hurych et al., 2021).
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1.2.1 Mikrobiologické vySetieni moci

Mikrobiologické vysetfeni moci se provadi bud’ do sterilni §irokohrdlé nadobky, nebo
do komerc¢nich transportnich Uricult systémi, pacientka si musi pred odbérem omyt
zevni usti uretry a odebrat stfedni proud moci (nejlépe prvni ranni moc) priblizné
3 — Sml. Prvni proud snizi mnozstvi kontaminanti z dolni ¢asti uretry. Mo¢ musi byt
ulozena do chladnicky a odeslana do 2 hodin do laboratofe, pokud ne, musi byt
uschovana pii 4 °C maximaln¢ 24 hodin a vjinych pfipadech vyuzit seti Uricult.
Vysetieni je kvantitativni a za kritérium infekce se bere nad 10°/ml bakterii v moéi.
Mikroskopickym vySetfenim je dale zjiStovana pritomnost leukocytti u signifikantni
bakteriuric se¢ dale stanovuje citlivost k antibiotikiim. Jin¢ moznosti odbéru jsou
cévkovanim, nebo odbér zpermanentniho katétru, popfipadé u malych déti do

adhezivnich sacku (Ryskova 2008; Schindler, 2010; Hurych et al., 2021).

Pii nekomplikované cystitidé je lé¢ba zahajena jesté pred vysledkem mikrobiologické
kultivace, z divodu drivéjSiho zaléCeni. V pripadé zjisténi rezistence bakterii na jiz
podavana antibiotika, jsou nasazena jina a lécba je upravena. Kultivace moci je vSak
dalezitym vySetfenim k odliSeni rekurentni infekce od perzistujici a také pfi
komplikovaném pribéhu. NejéastéjSimi patogennimi mikroorganismy osidlujici
mocove cesty jsou gram-negativni (G—) bakterie z celedi Enterobacterales (az 90 %
vSech uroinfekci) s dominantnimi zastupci uropatogenni E. coli, dale Klebsiella,
Enterobacter, Proteus, Serratia. Nozokominalni puvodce spojovany svykonem na
mocovych cestach je Pseudomonas aeruginosa. Z gram-pozitivnich (G+) bakterii jsou
to rody Enterococcus a Streptococcus predstavuji cca 3 % uroinfekei.
Enterococcus fecalis se vyskytuje uls% nozokominalnich infekei.
Staphylococcus epidermidis ~ se nejvice  vyskytuje  upacienti s katetrizaci.
Streptococus agalactiae je Casty u gravidnich pacientek a pacientek s diabettes mellitus
1. typu. Staphylococcus saprophyticus se nachazi u 10 % pohlavné aktivnich Zen.
Houbovit¢ mikroorganismy jako napfiklad Candida albicans se vyskytuji u
imunokompetentnich osob nebo jsou spojovany s diabetem mellitem a permanentni
katetrizaci. Neobvyklé uropatogenni mikroorganismy jako Ureaplasma urealyticum,
Mpycoplasma hominis €1 Gardnerella vaginalis se mohou vyskytovat u nemocnych, ktefi
maji priznaky akutni mocové infekce, ale jejich bakteriologicky nalez v modéi je

negativni (Halaska, 2004; Votava, 2005; Masata et al., 2006; Hurych et al., 2021).
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Mo¢ vysetfujeme pomoci kultivaénich médii nejcastéji na CLED agaru, ktery je
obohacen o laktoézu a cystein, chybi elektrolyty. Na ném nasledné vyrustaji jak G— ,
tak G+ bakterie. (Votava 2000; Masata et al., 2006; Hurych et al., 2021).

1.3 Zanéty reprodukéniho systému Zen

Zangtliva onemocnéni pohlavnich organt se cCastéji vyskytuji u zen, nez u muzi.
Divodem je anatomické postaveni, propojeni organi a fyziologické procesy
reprodukcniho  systému jako jsou menstruace, pohlavni styk a porod. Potraty
a intrauterinni vykony zvysuji riziko zanétu, dale kazdy prodélany zanét muze zanechat
rizné nasledky (neplodnost, panevni bolesti, poruchy funkce). Nékteré virové
onemocnéni (HPV) maji vliv na vznik cervikalniho karcinomu. Proti gynekologickym
zanétim ma zenské télo nckteré anatomické a funkcéni mechanismy jako jsou malé
avelké stydké pysky, které funguji jako uzavér stydké Stérbiny, normalni poSevni
mikrofléra, dé€lozni hrdlo a hlenova zatka v cervikalnim kanale, endometrium,
peristaltiku vejcovodi smérem k dutin¢ délozni a fimbrie usti vejcovodu, které se
pii zanétu stahnou a slepi a tim znepfistupni cestu infekee do dutiny bfisni.
Zancty délime:
e zanét zevnich rodidel (vulvitis): byva spojen se zanétem pochvy (vulvovaginitis),
Casteji v détském veku a stari;
e zanét pochvy (colpitis, vaginitis): puvodci mohou byt aerobni i anaecrobni
mikroorganismy;
e zan¢t délozniho hrdla (cervicitis, endocervicitis): vyznamn¢ se podileji sexualné
prenosné nemoci (STD) (chlamydie, gonokoky);
o zanét délohy (endometritis, myometritis, perimetritis): vznik nejcastéji po potratu,
nebo porodu;
o zanét d¢loznich privésku (adnexitis): podili se nejcastéji ascendentni infekee;
e zanct vystelky malé panve (pelveoperitonitis): vznika nejcastéji pfenosem infekce
z vejcovodu;
e zanét vaziva mal¢ panve (parametritis): nejcastéji prechodem mikroorganismu
z délozniho hrdla.

(Masata et al. 2004; Spagek et al., 2013)



1.4 Fyziologie a patologie poSevniho prostiedi

Cely poSevni systém je nejlepsi chapat jako ekosystém, ktery se sklada z poSevni
sliznice, ktera vytvaii vhodné poméry pro osidleni kolonizujici flory. Schopnost
vyvolavat poSevni infekce maji jak exogenni mikroorganismy, tak i endogenni
hostitelské mikroorganismy. Ve vaginalni flofe probihaji fyziologické interakce mezi
exogennimi a endogennimi mikroorganismy, ti soupefi o preziti na poSevni sliznici.
Rady pooperaénich a poporodnich infekei se ucastni mikroorganismy bézné osidlujici
poSevni sliznici, které mohou putovat z dolni ¢asti genitalniho traktu do horni, kde
zpusobi endocervikalni infekci. Mikroorganismy, které jsou spoustééem vaginalni
infekce, jsou Casto nalezeny u asymptomatickych Zen. Posevni epitel je ovliviiovan
bakterialni florou a estrogenni stimulaci, tim se vytvari urcité prostfedi a podminky pro
mikrobialni kolonizaci. Proto je cely ekosystém v urcité flexibilni rovnovaze a zména

byt je jednoho faktoru ovlivni ostatni ¢asti. Pochva osidlena laktobacily (Obr 1.), ma

vhodné prostiedi, ve kterém se nemohou usidlit a mnozit skodlivé bakterie, nebo plisné.

(Masata et al., 2006; )

Obrazek 1: Mikroskopické zobrazeni laktobacili (G+ ty€inky) a vaginalnich epitelianich bunék
(zdroj: vlastni)

1.5 Mikrobiologické vySetieni infekci pochvy a lécha

Za vaginalnimi infekcemi muze stat cela fada riznych patogennich mikroorganismi.

Presnost diagndzy zavisi na vysledcich laboratornich vySetfeni a jejich zarazeni
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do kontextu s klinickymi symptomy a celkovou anamnézou a aktualnim zdravotnim
stavem pacientky. V laboratofich se rutinn¢ provad¢ji kultivace bakterii na selektivng-
diagnostickych pudach, mikroskopiec a stanoveni citlivosti na antimikrobialni latky

(Julak, 2003; Spacek et al., 2013).

Gynekolog odebira stér tamponem ze zadni stény pochvy za pouziti gynekologickych
zrcadel a vlozi jej do transportni Amiesovy pudy. Vytér se pouzije na vySetfeni bakterii,
gardnerel, hemofili. Druha vysetfovaci kultivaéni puda (C. A. T. Swab) slouzi na
bakteriologické vysSetfeni. Pro mikroskopické vySetfeni mikrobialniho obrazu posevniho
(MOP) se provede natér na dvé podlozni sklicka pro barveni dle Gramma a Giemsy
anecha voln¢ zaschnout bez fixace. Uchovani a transport je pii pokojové teplote

do 24 hodin (Ryskova, 2008).

V laboratofi se provadi kultivace na selektivnich pudach, které jsou specifické, pro dané
bakteric a kvasinky. Po naoCkovani se ziska ¢ista kultura mikroorganismu. Pro rist
mikrobti musime zajistit také rizné podminky, nékdy zvySeny piisun CO, nebo pridani
antibiotické¢ho disku chloramfenikol na zvyseni selektivity kvasinek, nebo selektivni

padu s krvi a jiné. (Klener et al., 2009; Spaéek, 2013).

Mikroskopické vySetfeni je dalSim krokem k hodnoceni stavu, vyuziva se svételného
mikroskopu. Rozlisujeme zde zakladni barveni dle Grama a Giemsy. Gramovo barveni
je napomocn¢ pii stanoveni Nugentova skore, které hodnoti vyskyt zakladnich mikroba.
Cim vy3si je Gislo skore, tim je méné laktobacilii a vice anacrobnich bakterii. Dale je
barveni jak dle Giemsy (zobrazi trichomonady),
tak dle Grama (zobrazi ostatni puvodce)
vyuzivano k stanoveni MOP. Hodnoti se
pritomnost dlazdicovych epitelii, nebo vyskyt »
clue cells (typické teckovani na epitelovych
posevnich burikach pfi nativni mikroskopii, také
rovhomérné granulovana cytoplazma a nejasny
okraj dle vykladu Gardnera a Dukese jsou to
Gardnerella vaginalis (GAVA) na povrchu
bunék (Obr. 2), také je unalezu clue cells typicka

piitomnost charakteristickych dlouhych tyCi a  Obrizek 2: Mikroskopické zobrazeni

o . e GAVA z narostlé kultury (zdroj: vlastni)
absence, ¢i nizky pocet laktobacilt).
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Dale pritomnost leukocyti a kvasinek, ¢i trichomonad. Vysledkem je dle
mikroskopického nalezu a vytoku zafazeni do systtmu MOP 0-6, kdy
(0: premenerché/postmenopauzalni, 1: fyziologicky stav, 2: nehnisavy BV, 3: hnisavy
zanét bakterialni vaginitida, 4. kapavka, 5: trichomonidza, 6: kvasinkova infekce).
Dalsimi metodami vySetfeni je test pH spolu snativnim preparatem, test PCR,
biochemické testy a imunofluorescence. Pii terapii se nejcastéji vyuzivaji tetracykliny,
makrolidy, fluorochinoly a metronidazol, vzdy dle vysledki vysetfeni (Hurych et al.,
2021).

1.6 Vulvovagindlni infekce

Jsou jednim =z nejrozSifenéjSich problémil, se kterymi navstévuji pacientky
gynekologickou ambulanci. U vétSiny pacientek je zapotfebi jednoduché vySetfeni
vytok, svédéni, paleni zevnich rodidel. Do této skupiny infek¢énich onemocnéni fadime
vulvovaginalni kandidézu, trichomoniazu, bakterialni vaginozu, acrobni vaginitidu,
atrofickou vaginitidu, herpes genitalis a laktobacilozu. K zakladnim vySetfenim patii
klasické hodnoceni MOP, ktery vSak muze podat neuplny a falesné negativni vysledek,
protoze u 26 % zen nediagnostikuje patologicky posevni vytok. Proto se dnes vyznamngé
roz§ifuji diagnostické metody a mimo klasické kultivace mikroskopického vysetreni
barvenych, nativnich peparatii a cytologie, se vyvijeji nové metody jako je stanoveni
protilatek, prukaz gent a nukleovych kyselin. Diagnoza by pak méla byt stanovena na
zaklad¢ anamnézy, klinického vySetfeni a vysledki laboratornich testti (Masata et al.,

2006; Spacek et al., 2013).

1.6.1 Bakteridlni vaginoza (BV)

Je charakterizovana poruchou posevni flory, zjistujeme ji u 40 — 50 % zen s fidkym
homogennim vytokem a vyznacuje se poklesem aerobnich laktobacili a vzestupem
anaerobnich laktobacilli, obligatnich anaerobud, gardnerel, mykoplasmat, bakterioidu
adalSich druhd, jsou pfitomny clue cells, chybi leukocyty a je zvySené¢ pH. Bolest,
svédeéni, dysurie nejsou pritomné. Pfi¢ina neni zcela zfejma, miZeme ji povazovat
za dysmikrobii pochvy. Nebezpecna je hlavné v t¢hotenstvi, kdy vyvolava predcasny
porod. K 1écbé BV se vyuziva ATB obsahujici metronidazol, nebo klindamycin (Masata
etal., 2006; Spaéek etal., 2013).
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1.6.2 Vulvovagindlni kandidoza (VVK)

Je infekce kvasinkového pivodu lokaln€ zaméfena a nejcastéji postihuje dolni Cast
zenského genitalu (pochva a posevni predsin, piipadné pfilehlé oblasti zevniho genitalu
se vyznacuji otokem). Nejcastéjs§im pivodcem je oportunni patogen Candida albicans
ajini pfislusnici rodu Candida, ale mohou to byt i jiné kvasinky pfedev§im
Saccharomyces cerevisiae. V soucasné dob¢ je na vzestupu a minimalné kazda Zena
v reprodukénim véku ji za svuj zivot prodé€la a u poloviny z nich bude mit jedno i vice
opakovani. Klinickymi projevy jsou dyskomfort a pruritus, dale tvarohovity vytok, ten
se nemusi vyskytovat pokazdé, zadny zapach a pH vnormé, leukocyty chybi.
Mikroskopické vySetfeni nativniho preparatu, véetné louhového, ktery rozpusti vétSinu
struktur, ale stény kvasinek a hyf odolaji a dale barveného bud’ dle Grama nebo Giemsy
hleda kvasinkovou jednobuné¢cnou formu, ktera se déli pucenim, vlaknitou, nebo
pseudovléknitou formou tvofenou hyfami, které se mohou vétvit. Barvené preparaty
rozliSuji rizné¢ morfologické typy bakterii. K 16¢bé VVK se nejcastéji vyuzivaji lokalni
azolova antimykotika jako napft. klotrimazol a ekonazol, nebo peroralni I¢ky flukonazol

a itrakonazol (Masata et al., 2006; Spaéek etal., 2013; Masata, 2014).

1.6.3 Aerobni vaginitida (AV)

Je spiSe vzacnéjsi infekéni onemocnéni, vyvolané acrobnimi bakteriemi, hlavné
streptokoky skupiny B (Streptococcus agalactiae) a E. coli, muze byt pficinou
chorioamnionitidy a predcasného odtoku plodové vody. Vyznacuje se zarudlou posevni
sliznici, zvySenym pH nad hodnotu 4,6 amniovy test je negativni, ale objevuje se
hnilobny zapach. Pii nativnim mikroskopickém vysetfeni nevidime clue cells, ani
laktobacily. Pozorujeme zvySené mnozstvi leukocytil, toxickych leukocytl, které maji
granularni vzhled, kokt a parabazalnich bun¢k, které znaéi silny zanét. Lécba neni
zatim standardizovana, ale na metronidazol onemocnéni nereaguje, ale dobrou reakci
vykazuje na lokalni aplikaci nifuratelu a klyndamicinu. Dale je po 1éébé vhodna
aplikace estrogenu pro spravnou rekolonizaci pochvy laktobacily (Masata et al., 2006;

Spacek et al., 2013).

1.6.4 Trichomoniaza

Je znacéné rozSifenou sexualn¢ prenosnou infekei, kterou vyvolava anaerobni prvok

Trichomonas vaginalis. U poloviny nakaZenych Zen ma asymptomaticky pribéh a toto
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Cislo se jesté zvySuje v téhotenstvi, kde roste az k 80 %. B&znym spoustéem je
menstruace, protoze trichomonada umi rychle rozlozit erytrocyty a tak ziskat pro svij
rast ionty zeleza. Zajimavosti je, Ze pritomnost trichomonady zvySuje dvojnasobné
riziko prenosu HIV infekce. Jsou vice pfenosné z muze na Zenu a u muzi, nékdy
infekce spontanné vymizi. Zakladnim vySetfenim je kultivace a Diamondoveé médiu, jeji
senzitivita je 95 %, niz§i senzitivitu vykazuje pfima imunofluorescence a nejcitlivéjsi je
amplifika¢ni metoda T. vaginal PCR. Také cytologické vysetfeni z cervixu, poskytne
cenn¢ informace o stavu. Pii pozitivnim vysledku, je pacientka prelécena, bez nutnosti
dalsiho vySetfeni. Lécba spodiva v podani preparatu obsahujici S-nitroimidazol,

v Ceské republice se pouziva metronidazol (Masata et al.. 2006; Spacek et al., 2013).

1.6.5 PoSevni laktobaciloza

Je onemocnéni, které se podoba na rekurentni vulvovaginalni kandidozu, avsak
kultivaéni vySetfeni na kvasinky jsou negativni a nezabira antimykoticka lécba,
charakteristickym znakem je, Ze se projevuje cyklicky. Objevuje se bélavy husty
krémovity vytok 7 — 10 dni pfed menstruaci, ktery je spojen s palenim a podrazdénim
zevnich rodidel. Priznaky se po menstruaci jiz neobjevuji, dale se mohou vyskytnout po
ovulaci v sekreéni fazi cyklu. Klinicky obraz ukazuje, Ze v nativnich natérech jsou
dobfe viditelné¢ dlouhé filamentézni organismy a pfi pouziti fazového kontrastu
docilime jest€ lepSiho zobrazeni. V barveném preparatu jsou vidét vlaknité
mikroorganismy s délkou 40 — 75 pum, pficemz bézna délka laktobacilti zdravych Zen je
5- 15 um. Lécba spociva v podavani penicilinovych antibiotik napf: ampicilin,
penicilin, amoxyecilin, doxycyklin, pfi alergii na penicilin a klindamycin. Dal§i moznosti
je podavat kombinaci aminopenicilinu s blokatory beta-laktamaz pt: ampicilin plus

kyselina klavulanova (Masata et al., 2006; Spaéek etal., 2013).

1.7 Nejcastéjsi pitvodci urogenitdlnich infekci

1.7.1 Bakteridlni pivodci

Mezi G+ bakterie, které¢ zpusobuji infekce, fadime nejcastéji beta-hemolytické
(pyogenni) streptokoky nejcastéji Streprococucus agalactiae (GBS), ktery byva
pritomen v poSevni sliznici bez priznaku, ale je nebezpecny v téhotenstvi, kdy stoji za
novorozeneckymi meningitidami a sepsi. Pak délime infekce, na ¢asného typu, které

vznikaji jest¢ v déloze a objevuji se nékolik hodin po porodu jako meningitida,
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pneumonie, bakteri¢émie a sepse — mortalita je kolem 5 % a nejvice jsou v ohroZeni
zivota predcasné narozené déti. Dale infekce pozdni, které se objevuji na konci prvniho
mgésice Zivota a maji mortalitu kolem 10 % a probihaji jako meningitida a sepse. Pro
rodicku predstavuji komplikace v Sestinedéli jako endometritidu, IMC a po cisafském
fezu zpusobuji endokarditidu, meningitidu a mohou tvofit abscesy (Votava, 2003;

Koneéna, 2010; Schindler, 2010; Spaéek etal., 2013).

Dale pak Streptococcus pyogenes hlavné u malych divek. Khojnym plvodciim
urogenitalnich infekei fadime vyhradné Enterococcus faecalis v mensi mife zastoupen
1E  faecium. Dale pak mezi stafylokokové pivodce infekci fadime
Staphylococcus aureus, ktery se u nékoho vyskytuje jako komenzal, ale u nékoho miuze

zpusobit az celkovy toxicky Sok (Bednar et al., 1996; Votava, 2003).

Z G- bakterii jsou to fakultativné anaerobni tyCinky z celedi Enterobacterales —
jmenovité Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae a Proteus mirabilis. Dale G—
aerobni, ¢i mikroaerofilni gonokok Neisseria gonorrhoeae jako obligatni patogen
vyvolavajici sexualné pfenosné onemocnéni (STD) kapavku. N. gonorrhoeae adheruje
rad¢€ji na cylindrickém epitelu cervixu a neuchyti se na posevnim dlazdicovém epitelu.
Pfi vaginalnich infekcich se asto uplatiiuje GAVA. Radime ji mezi G— mikroaerofilni
tyCinky a hojné je spojovana s pritomnosti BV. Ma schopnost pfilnout na posevni epitel,
typickym znakem je pfitomnost clue cells (Votava, 2003; Masata et al., 2006; Konecna,
2010; Spacek et al., 2013).

Mezi dalsi zastupce anaerobnich bakterii spojovanych sBV jsou Bacteroides,
Mobiluncus, Mycoplasma hominis, Porphyromonas a Prevotella. V neposledni fadé
nemuzeme opomenout zastupce z kmene spirochét Treponema pallidum, ktera vyvolava

syfilis (Masata et al., 2004; Spaéek etal., 2013).
1.7.2 Virovi pivodci

Herpes simplex virus (HSV):

Je zceledi Herpesviridae z DNA vird, tyto viry po prodélani infekce pfetrvavaji
v organismu v latenci v nervové tkani a cekaji na oslabeni obranyschopnosti, aby
se mohl virus znovu reaktivovat a piejit do rekurentni infekce. Pii genitalni infekci
se uplatiiuje HSV-1 a HSV-2. V t¢hotenstvi jsou herpeticka onemocnéni velice vazna,

ziidka se prenaseji transplacentarné, mnohem castéji az pii porodu, kdy pak zpusobi
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novorozenci neonatalni infekci s fatalnimi nasledky. Ale i v prvnim trimestru mizou

zpusobit potrat.
Lidsky papiloma virus (HPV):

Je zceledi Papovaviridae z DNA viri a patfi mezi nejcastéjsi sexualné prenosné
onemocnéni. Je jednim z vyznamnych faktori podilejicich se na vzniku prekanceroz
akarcinomu d¢lozniho hrdla. Mezi rizikové faktory pfenosu je pocet sexualnich
partneri. Riziko pak zvySuje hormonalni antikoncepce, téhotenstvi, koufeni
aimunosupresivni 1écba. Dulezité je pii diagnostice rozliSovat mezi benignimi
amalignimi viry, ty benigni pak zplsobuji proliferaci a vznik kondylomat lehce
odlisitelnych od charakteristickych znakti maligniho bujeni (Bednaf et al., 1996;
Votava, 2003; Hurych et al., 2021).

1.7.3 Mykotiéti pivodci

Mezi ptivodce urogenitalnich infekci miizeme zatadit vyhradné rod Candida. Nejéastéji
pak Candida albicans, dale C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei. Je ale zjisténo, Ze
C. albicans se hojné vyskytuje v poSevnim prostiedi Zen, aniz by vyvolavala néjaké
pfiznaky infekéniho onemocnéni. K pfemnozeni kvasinek musi dojit ke tfem fazim,
které¢ jsou popsany nize. Tyto faze zahmuji adherenci ke sténé a naslednou tvorbu
blastospor, hyf a mycelii, které napadaji epitel. Nejvyssi schopnost adheze ma prave
C. albicans. Dalsim krokem je pfitomnost receptoru ve vaginalni sliznici a ne v§echny
zeny tyto receptory maji, proto jsou nékteré vnimavéj$i a jiné nikoli. Poslednim
faktorem je kompetice s laktobacily o receptory, proto normalni vyskyt laktobacila
zabrariuje prilnuti spor na receptory. Z ostatnich kvasinek je to prevazné
askosporogenni Saccharomyces cerevisiae, jiné nalezy jsou velice ojedinélé (Votava,

2003; Spaéek etal., 2013; Hurych et al., 2021).

1.7.4 Parazitdrni pivodci

Parazitalnim prvokem osidlujicim urogenitalni trakt je 7richomonas vaginallis, ktery

vyvolava trichomoniazu popsanou vyse (Masata et al., 2006).
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1.7.5 Bakteridlni piivodci parazitujici intra i extraceluldrné na eukaryotickych

burikdch urogenitdlniho traktu

Chlamydia trachomatis je nepohybliva bakterie kulovit¢tho tvaru, obtizné
kultivovatelna. Je striktn¢ intracelularnim parazitem, svym zivotnim cyklem pfipomina
viry a stavbou stény se pfiblizuje G— bakteriim. Je to STD a zpasobuje u Zen zanéty
délozniho hrdla, endometria a adnex. U muza pak zpusobuje NGU a chlamydiové
prostatitidy. O mykoplazmovych infekcich zplisobenymi urogenitalnimi mykoplazmaty
zejména Mycoplasma hominis (MH) a Ureaplasma urealyticum (UU) budu pojednavat
nize (Votava, 2003; Spaéek etal., 2013; Schindler, 2014).

1.8 Charakteristika mykoplazmat

1.8.1 Historie

Ureaplazmata a Mykoplazmata jsou eubakterie, které jsou zarazeny do tiidy Mollicutes
(mollis — m¢kky, cutis — kuze). Vyvinuly se degenerativnim procesem z G+ bakterii
piibuznym klostridiim procesem delece genu a tim ztratily bunéénou sténu tvofenou
peptidoglykenem. V soucasnosti existuje vice nez 150 druhti pojmenovanych ve tfidé
Mollicutes, znichz o 16 je znamo, ze kolonizuji primarné ¢lovéka (Glass et al., 2000;

Waites et al., 2005).

Prvni zprava o izolaci mykoplazmat od lidského zdroje byla v roce 1937. Organismy
byly ziskany z ¢isté kultury abcesu Bartholinovy zlazy. O 18 let pozd¢ji byla navrhnuta
klasifikace pro tyto bakterie produkujici na agarovém médiu kolonie vzhledem

piipominajici sizena vejce a metabolizujicich arginin.

Ureaplasma urealyticum byla poprvé izolovana od muzi s primarni recidivujici NGU
v roce 1954 Sheperdem et al. Puvodné byly nazyvany T kmeny, nebo T drobné kolonie,
protoze vytvareji drobné homogenné zmité¢ kolonie na rustovém médiu. Pozdé&ji nesla
nazev mykoplazmata kmene T, nasledné bylo zjisténo, Zze jsou jedineéné v tom, Ze
metabolizuji mocovinu. To vyvolalo pfedstavu, ze by mély mit novy rod a druhové
oznaeni UU v ramci fadu Mycoplasmatales. Jsou také trivialné oznacovany jako
ureaplasmy a brzy poté co byly poprvé identifikovany, se zjistilo, Ze je lze klasifikovat

do né¢kolika sérotypu (Waites et al., 2005; Waites et al., 2015).

Diky zavedeni technik amplifikace nukleovych kyselin (NAATSs) byly rozdéleny na dva

nové druhy Ureaplasma parvum (dfive znama jako U. wurealyticum biovar 1) obsahuje
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sérovary 1, 3, 6, 14 a UU (dfive znama jako U. urealyticum biovar 2) obsahuje zbyvajici
sérovary 2,4,5,7,8,9, 10, 11, 12, 13 souhmé¢ nazyvané jako Ureaplasma spp. (Pitcher
etal., 2001; Waites et al., 2009; Leli et al., 2018).

1.8.2 Taxonomie

V fadu Mycoplasmatales, tfida Mollicutes rozdélujeme Celed” Mycoplasmataceae s rody

Ureaplasma a Mycoplasma.

Rod Ureaplasma je zastoupen Sesti druhy, pricemz Ureaplasma urealyticum
a Ureaplasma parvum se vyskytuji u lidi. Rod Mycoplasma je bohatsi, protoze Cita na
sto riznych druhi, které kolonizuji jak ¢lovéka, tak i rostlinou a zivocisnou risi. Nékteré
druhy jsou pro svého hostitele neskodni komenzalové, jiné jsou vyhradné patogenni.
Z lidského zdroje bylo kultivovano 16 druhii (nejznaméjsi Mycoplasma pneumoniae,
Mpycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma fermentans, Mycoplasma

penetrans) (Kokkayil et al., 2015; Martin et al., 2015).

Tabulka 1: Taxonomicka klasifikace UU Tabulka 2: Taxonomicka klasifikace MH
Ureaplasma urealyticum Mycoplasma hominis
Domeéna Bacteria Doména Bacteria
Kmen Mycoplasmatota Kmen Mycoplasmatota
Trida Mollicutes Tiida Mollicutes
Rad Mycoplasmatales Rad Mycoplasmatales
Celed’ Mycoplasmataceae Celed’ Mycoplasmataceae
Rod Ureaplasma Rod Mycoplasma
Druh Ureaplasma Druh Mycoplasma
urealyticum hominis
Zdroj: Shepard et al. 1974 (Approved Lists 1980) Zdroj: Freundt 1953, Edward 1955

1.8.3 Charakteristika a morfologie

Jsou od jinych prokaryotickych bakterii diferencované tak, ze postradaji rigidni
bunécnou sténu, tim ziskaly rozmanitou morfologii tvart od kulovitého, ovalného, pies
prstencovity, vlaknity az po koralkovity. Velikost jednotlivych bunék je v rozmezi
0,5 —= 1,0 um. Nepfitomnost bunécné stény znemoziuje barveni dle Grama, mohou se
barvit dle Giemsy, toho se vSak v klinické praxi nevyuziva. Povrch bakterie je slozen

zmembrany tenké 10 nm, ktera je tvorfena lipidy a proteiny. DulezZitou slozkou
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membrany je cholesterol, ktery vytvari osmotickou integritu bun¢k. Mollicutes maji
nejmensi genom ze vSech Zijicich samoreplikujicich se¢ organismu. Ten je ulozen
v jediné cirkularni molekule DNA o molekulové hmotnosti 4,5x10® daltoni. Nejmensi
genom ze vSech ma M. genitalium slozena z 580 Kbp, je zde predpoklad, Ze takovyto
pocet se piiblizuje k minimalni hranici sadé genl nezbytnych pro preziti a proto byl
také mezi prvnimi kompletné osekvenovany a také zrekonstruovany in vitro. Pro
kultivaci musi mit ristova média sterol, kvili snizenym biosyntetickym schopnostem.
Redukovana velikost genomu je divodem parazitického zpiisobu jejich existence.
Mykoplazmata délime na dvé skupiny dle metabolismu a to ty které metabolizuji
glukézu (M. genitalium a M. pneumoniae) a ty které nehydrolyzuji glukozu, ale jiné
zdroje jako je MH, §tépici L-arginin a UU utilizujici mocovinu, ktera doda ATP z 95 %
a zbytek doplni substratovou fosforylaci (Razin et al., 1997, Votava, 2003;
Martin et al., 2015; Salavec et al., 2017; Hurych et al., 2021).

Morfologie kolonii jednotlivych zastupct se lisi, nejlépe rozpoznatelné a i pouhym
okem viditelné kolonie vzhledu sazeného vejce vytvari MH a jako jediné vyrustaji i na
krevnim agaru. Ostatni kolonie musime pozorovat pod stereomikroskopem pfi zvétSeni
20x — 60x. Drobné¢ homogenné zmité kolonie pak vytvaifi UU. V porovnani s jinymi
bakteriemi obsahuji buniky mykoplazmat minimalni mnoZzstvi organel (plazmatickou
membranu, ribozomy a bakterialni chromozom), chybi jim geny pro syntézu bunécné
stény, Krebstuv cyklus a tvorbu 20 aminokyselin a jiné dal$i (Razin et al., 1998; Votava,
2003; Salavec et al., 2017).

Rozmnozovani mykoplazmat je podobné jako u jinych prokaryontnich organismu
s jednoduchym binamim délenim. Dé€leni zadina replikaci bakterialniho genomu, které
muze byt pomalejsi, nez déleni cytoplazmy, pfi¢emz pak vznikaji mnohojaderna vlakna,

ktera se nasledné rozpadaji na zakladni elementy (Bednar et al., 1996).

1.8.4 Patogeneze a onemocnéni zpiisobend urogenitdlnimi mykoplazmaty

Do jaké miry se UU a MH podileji na vzniku patogenity, nebylo doposud zkoumano,
tak jako u jinych bakterii. Prenaseji se nejcastéji horizontalnim prenosem pii kontaktu
sliznic pfi pohlavnim styku, nebo vertikalnim pfenosem z matky na dité v déloze, nebo
prostfednictvim tclesnych sekretii pii porodu. Vzacné byl popsan i prenos pfi
transplantaci, zejména v rizikovych oblastech urogenitalniho systému (ledviny).
UU aMH jsou povazovany za oportunni patogeny, protoze jsou bézné izolovany
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z urogenitalniho traktu Zen i muzu, ktefi nevykazuji zadné klinické znamky nemoci.
Prevalence u Zen je pfiblizné u MH 20 — 50% a UU 40 — 80%. Na takto masivni vyskyt
bakterii u klinicky zdravych jedincu hraje roli nékolik faktoru, vék, pohlavi, sexualni
aktivita, pocet partneri a socialné-ekonomicky status. Nckolik studii ukazalo, ze jsou
zapojeny do nckolika stava jako napfiklad negonokokova uretritida (NGU)
a prostatitida u muzi v kooperaci s chlamydiemi, urologické infekce, mocové kameny,
gynekologicka onemocnéni (UU byla izolovana u 62 — 97 % pacientek s BV, zanéty
vejcovodi, zanétlivé onemocnéni panve (PID), kde je vyskyt vzacny a objevuje se
isjinymi patogeny soucasn¢), dale neplodnost, chronickd onemocnéni plic
u novorozencu, u pacienti s hypogamaglobulinémii a vzacné také v kloubech pacientu
s hnisavou artritidou (Taylor-Robinson, 1996; Sethi et al., 2000; Zhu et al., 2011;
Taylor-Robinson, 2017; Bradhurst et al., 2021).

vvvvvv

na povrsich jejich membran. Maji charakter proteinti a lipoproteint, kterymi se pfichyti
k povrchu lidskych buné¢k, jako jsou napf: erytrocyty, neutrofily, spermie a predevsim
epitelialni buiky urogenitalniho traktu. U MH je jako takovato struktura popsan
Vaa (Variable adherence-associated adhesin) protein, P120 a P80. Nejvyznamnéj§im
popsanym antigenem u bakteriec UU je MBA (z angl. Multiple banded antigen)
lipoprotein. Tyto povrchové antigeny, které¢ predstavuji na svém povrchu, umoziuji
unikat imunitni odpovédi hostitele, protoze maji vysokou variabilitu (Razin et al., 1998;

Waites et al., 2009).

Dalsim faktorem virulence je amoniak, ktery vznika pfi metabolizmu mocoviny UU
vytvaii na povrchu sliznic lokalni cytotoxicky efekt a zvySuje riziko tvorby struvitovych
kamend. Ureaplazmata umi také produkovat IgA proteazu, ktera nici slizni¢ni funkci
IgA imunoglobulinii a tim maji snaz§i pfistup k mukéznim povrchim urogenitalniho
traktu. Dale dovednost produkovat fosfolipazu byla u UU zjisténa in vitro. Tento objev
se da s velkou pravdépodobnosti aplikovat na vysvétleni toho, ze UU se miize podilet na
zanétu plodovych blan a tim zpuasobit perinatalni morbiditu a mortalitu. Hydrolyza
fosfolipazy A a C spousti produkci kyseliny arachidonové a ta stimuluje tvorbu
prostaglandinu, které vyvolavaji porod. Odpadni produkt fosfolipaza se také muze
ucastnit pfi vzniku plicnich onemocnéni nedonosenych novorozencu (Votava, 2003;

Waites et al., 2005; Miano et al., 2007; Sethi et al., 2012).
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Mykoplazamata a urcaplazmata maji schopnost aktivovat makrofagy a T lymfocyty
atim vyvolavat zanét a tvorbu cytokini. Schopnost odstartovat produkci IL-23
dendritickymi buiikami byla objevena u MH. Tento interleukin, mize byt pficinou
autoimunitnich onemocnéni. U kment UU byla zjisténa schopnost tvorby biofilmi,
kter¢ jsou pfic¢inou selhani antimikrobialni 1écby zejména viiéi erytromycinu a chinoltim

(Sethi et al., 2012; Salavec et al., 2017; Masata, 2014).

Klinickymi studiemi Martinelliho et al. a Ghoshe et. al. bylo zjisténo, ze infekce UU
potencionaln¢ zvySuje nachylnost k ziskani a prenosu HIV, dale pak ze MH
a M. genitalium. jsou vyznamné kandidatorské kofaktory v patogenezi AIDS a zhorSuji
retrovirové onemocnéni. Také bylo zjisténo, Ze UU ma schopnost adheze na spermie
a tim zhorsi jejich pohyblivost a ovliviluji tim i1 zasadné plodnost a MH byla objevena
intracelulamé ve spermatocytech (Razin et al., 1992; Ghosh et al., 2013; Kokkayil et al.,
2015).

1.8.5 Laboratorni diagnostika

Na zacatku laboratorni diagnostiky, je velice dilezit¢ zhodnotit celkovy stav pacientky
a dasledné vyplnit anamnézu. Také spravna technika odbéru vzorka z pfislusného mista
je pro detekci mikroorganismu stejné dulezita jako volba laboratorni metody. VySetfeni
se provadi vzdy pred 1é¢bou antibiotiky (Bednaf et al., 1996; Combaz-Séhnchen et al.,
2017).

Prikaz urogenitalnich mykoplazmat UU a MH se provadi z biologického materialu jako
je stér z pochvy, cervixu, uretry, prvni porce moci, nebo z ¢jakulatu. Odbér vzorku musi
obsahovat co nejvice epitelidlnich bunck. Vzorky se odebiraji do lahvicky
s transportnim médiem, protoZze jsou mykoplazmata nachylna na vyschnuti.

(Dvorakova, 2009; Laboratorni pfirucka Unilabs, 2023).

K prikazu se vyuziva vétSinou pfimych vySetfovacich metod. Kultivacni vysetieni ze
stérii je senzitivnéj$i, nez vysetfeni z moce. Provadi se na tekutych, nebo pevnych
agarovych plotnach, které musi byt obohacené¢ o zdroj cholesterolu (koniské sérum),
ktery potiebuji ke svému ristu. Dale také prekurzory nukleovych kyselin ziskané
z kvasniéného extraktu. V neposledni fadé jsou do kultivaénich ploten pridavany
antibiotika k zamezeni rustu jiné bakterialni flory a to nejcastéji néjaké beta-laktamové

antibiotikum k potlaceni ristu G+ bakterii a octan thallnaty k zamezeni rlistu plisni
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a G— bakterii, ktery se ale nepfidava, kdyz chceme identifikovat UU, protoZe je pro né
toxicky. Dale je pridan pro zviditelnéni biochemické reakce arginin pro MH a urea pro
UU. Pfeménu substrati pak sledujeme jako zménu barvy ze zIluté¢ na raiZovou/Cervenou,
pii zvyseni pH, toho se vyuziva v praxi, kde jsou bézné vyuzivany komeréné vyrobené
kultivacni sety pro rychlou diagnostiku mykoplazmat. Kultivujeme pii teplot¢ 37 °C
v mikroacrofilnim prostfedi. Dal§i mozné vySetfeni je pomoci molekulamné
mikrobiologické metody PCR. Tato metoda je vyjimeéna v tom, ze dokaze odhalit jak
zivé, tak i usmrcené mikroorganismy. Vysledky jsou do druhého dne a metoda vykazuje

vy$si senzitivitu. (Votava, 2000; Votava, 2003; Evans et al., 2016; Hurych et al., 2021).

1.8.6 Lécha

vvvvv

rozhodnout, zda je dana bakterie, ktera byla prokazana laboratomimi testy, patogenné
vyznamna, nebo ne. JelikoZ je asymptomatické prenaseni u sexualné aktivnich jedincu
Casté a zadné zdravotni problémy se nerozvinou. Rozsahla 1écba téchto bakterii
u asymptomatickych jedinci by vedla k antimikrobidlni rezistenci a tim pak
k naslednému zhorseni stavli u bakterii, které zptisobuji zavaznéjsi infekce. Naopak pfi
pretrvavajicich pfiznacich IMC, ¢i dalSich urogenitalnich problémech, které¢ jsou
negativni na standardni testovani, ¢i nereagujici na pouzita antibiotika, by mély vyvolat
otazku, zda nejsou pritomny urogenitalni mykoplazmata (Potts et al., 2000; Combaz-

Séhnchen et al., 2017).

Pro naslednou 1écbu se pak nejcastéji vyuziva citlivosti na cykliny (doxycyklin,
monocyklin) a makrolidové ATB (azitromycin, klaritromycin, erytromycin) a ncktera
chemoterapeutika (chinoliny 4. generace). U téhotnych Zen jsou kontraindikované
tetracykliny a fluorochinoly, na 1écbu jsou doporu¢ovana makrolidova ATB
erytromycin. Antibiotikum moxifloxacin, by mé¢lo byt pouzivano s opatmosti a pouze
v kontextu selhani 1éCby, protoZze muZze zpusobit vzacnou zavaznou jaterni reakci.
Dulezita je vhodna davka a délka 1écby (optimalné 3 tydny) a preléceni sexualniho
partnera stejnym ATB. Pfi 1é¢bé by méla byt sexualni abstinence, nebo pouziti
kondomu. Uginnost 1é&by by méla byt testovana idealné tii tydny po 1ééeni. Neudinna
ATB jsou ta, ktera inhibuji syntézu bunéné stény a to jsou beta-laktamova
a glykopeptidy. (Votava, 2003; Bébéar et al., 2008; Waites et al., 2009; Samra et al.,
2011).
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2 Cil prace a hypotéza

Cile:
1. Osvojit si laboratorni diagnostiku Ureaplasma urealyticum
a Mycoplasma hominis z gynekologickych materiali pacientek, dale také
celkové laboratorni zpracovani vytéra z pochvy.
2. Statistické vyhodnoceni pacientek v laboratofi Unilabs k.s.
(dfive AeskuLab k.s.).
Hypotéza:

Vyskytuji se mykoplazmové infekce separatné, nebo jsou v kooperaci s jinymi

infekcemi?
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3 Metodika

3.1 Uvod k datiom a vzorkiim

Na metodickou ¢ast byly pouzity stéry z cervixu Zen ve fertilnim véku. Veskeré tyto
vzorky, vysledky uvedené v mé bakalarské praci a laboratorni vybaveni mi poskytla
laboratof ~ AeskuLab nové pod nazvem  Unilabs  Diagnostics  k.s.

v Ceskych Budgjovicich, Antonina Barcala 404/38, 370 05.

Pro statistickou ¢ast byly zvoleny testované soubory pacientt za rok 2019 — 2022,
celkem bylo vysetfeno 945 pacientek. U tohoto vzorku Zen byla vySetfovana
pozitivita/negativita na pfitomnost UU a MH. U Zen byly provedeny vytéry z cervixu.
Dale byla zkoumana pfitomnost jinych patogennich organismii u zen, kterym byl

proveden vytér z pochvy/cervixu.

V praktické casti jsem zpracovavala vytéry z cervixu pomoci komeréné¢ dodavanych
kiti MYCOPLASMA DUO (BIO - RAD), které jsou uréeny pro diagnostiku UU a MH.
Dale jsem pak testovala citlivost na antibiotika pomoci komeréné dodavanych kita SIR
MYCOPLASMA (BIO - RAD) u pozitivnich pacientek. Také jsem zpracovavala

vzorky na celkové vySetfeni poSevniho vytéru.
3.2 Odbér, transport a piijem materidlu

Prikaz urogenitalnich mykoplazmat UU a MH se provadi z biologického materialu jako
je stér z cervixu. Odbér vzorku musi obsahovat co nejvice epitelialnich bunék, proto se
u zen odebira z endocervixu. Jeho usti je pfed odbérem ocisténo od hlenu, ¢i krve. Dale
je zaveden tampon do cervixu cca 1 cm do hloubky a nékolikrat je s nim otoceno pro
ziskani bun¢k. U gravidnich Zen se vyjimeéné muze odebrat stér jen z povrchu Cipku,
nebo zpochvy. Tampon s odebranym vzorkem je pak zalomen do lahvicky se

specialnim transportnim médiem.

Odebrany vzorek v médiu, lze skladovat v pokojové teploté 20 hodin, nebo pak az 56
hodin pii teploté¢ 2 — 8 °C. Vzorek z odebrané moci se musi doruéit do dvou hodin do
laboratofe, nebo musi byt uskladnén v chladnicce a doruen v co nejkratSi dobe.
Transport probiha, pfi chladnickové teploté. Dostupnost vysledki je za 2 — 5 dni.

P1i pozitivnim vysledku se automaticky testuje citlivost na antibiotika.

Odbér pro celkové vySetfeni je proveden I¢kafem za pouZiti gynekologickych zrcadel ze

zadni stény posevni pomoci vatového tamponku na tyéince a zanofeno do transportni
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pudy. Uchovava se pii pokojove teplot¢ a transport musi byt do 24 hodin. Soucasti je
1 automaticka kultivace na Gardnerella vaginalis, pozadavek na anaerobni kultivaci,

musi byt uveden na zadance.

Prijem Zadanek pak probiha na pfijmu materialu laboratofe mikrobiologie. Vzorek musi
byt odebrany dle standardu, spravné a Citelné oznaceny, skladovany a transportovany
dle predpist, nepotiisnény a doplnény spravné vyplnénou zadankou. V jiném pripad¢ je

vzorek odmitnuty a evidovany v systému LIS.
3.3 Laboratorni vySetieni Ureaplasma urealyticum a Mycoplasma hominis

Vysetfovala jsem materialy vytéra z cervixu od zen. Prukaz UU a MH byl provadén
pomoci kiti MYCOPLASMA DUO (BIO - RAD). Pozitivita mykoplazmat se testuje
na antibiotika také ve dvou koncentracich (doxycyklin, tetracyklin, azitromycin,
josamycin, erytromycin a ofloxacin), krom¢ (clindamycinu a prsitinamycinu).
Selektivita jamek na vySetfeni je zajisténa antimykotickou latkou a smési ATB, aby zde
nerostla jina kontaminujici flora. Identifikace mikroorganismu je pak zaloZzena na jeho
schopnosti u UU hydrolyzovat ureu a u MH hydrolyzou argininu. Poté je uvoliiovan
amoniak a alkalizace média zptsobi zménu barvy vjamce ze zluté na Cervenou

(fenolova Cerven), ta pak znaci pozitivitu a Zluta barva nepfitomnost mykoplazmat.

3.3.1 Postup pripravy na vySeti‘eni pozitivity/negativity mykoplazmat

1. Materidlem je zde vytér zcervixu, odebrany tampoénem cytobrush, ktery
je louhovan ve 2 ml suspenzniho média. Vzorek neni tfeba dale upravovat,
je piipraven k naockovani.

2. Mikrotitraéni kultiva¢ni destiCku jsem nejprve oznadila
datem a cislem vzorku. Dale jsem do ni nakapala
4 kapky (200 pl) diluentniho roztoku v priloZené
lahvicce do kazd¢é ze tii jamek spodni fady desticky
U>10"DaH> 10"

3. Suspenzni médium s vytérem z cervixu jsem fadné

promichala pomoci vortexu (Obr. 3).

4. Dale jsem pomoci mikropipety inokulovala 4 kapky

Obrazek 3: Vortex (zdroj:
(100 pl) do kazdé =ze tfi jamek homi fady  Viastnd
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mikrotitraéni desticky U, X, H a 1 kapku (25 ul) do jamky D, ktera je uprostied
ve spodni fadé desticky.
5. Novou pipetou (protoze mykoplazmata adheruji k plastovym povrchiim) jsem
peclivé promichala obsah jamky D alespon 3x (Obr. 4).
6. Poté jsem promichany a nasaty obsah pipetou prenesla
do vedlejsich jamek U a H, po jedné kapce do kazdé ‘
jamky. Tyto jamky maji niz§i titr, nez jamky nad nimi .
(Obr. 4). =

7. Nakonec jsem titracni desticku prekryla pfiloZzenou

prilnavou folii, aby desticka nevyschla a dala jsem ji & ‘ﬁ"_-',;
inkubovat do 37 °C po dobu 24 hodin, po této dob¢ se © © ® ki j
G (@) Gy BEEE

Obrizek 4: Mikrotitracni
desticka MYCOPLASMA
DUO (zdroj: vlastni)

stanovuje vysledek vysokého titru, poté se jeste
prodluzuje na dalSich 24 hodin, aby byl vysledek
validni a detekoval nam i kmeny pfitomné v nizkém titru.

8. Zména barvy na ruzovou bez zakalu, nam pak znaci u jamek U pozitivitu na UU
(Obr. 5) a u jamek H pozitivitu na MH. Ve vzorku mohou byt najednou
pfitomny i oba druhy mykoplazmat (Obr. 6). Kdyz nedojde k barevné zméné,
znaci to negativni vysledek (Obr. 7).

MYCOPLASMA DUO

oo M 419E

Date :

Obrizky 5, 6, 7: Mikrotitracni desticky s vysledky, obrizek 5: pozitivita UU, obrizek 6: pozitivita UU a MH,
obrazek 7: negativni vysledek (zdroj: vlastni)

3.3.2 Postup pripravy na vySetieni citlivosti mykoplazmat k ATB

1. Pro vySetfeni citlivosti je mozné pouzit 20 pl z jamky X z mikrotitracni desticky
nebo odebrat 200 pl vzorku zodbcrové transportni nadobky, ktera byla
skladovana pfi 4 °C.
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2. Pouzivala jsem 200 pl ze suspenzniho média s odebranym vzorkem, predtim jsem
vzorek promichala na vortexu a ziedila jsem ho ve 2 ml argininového bujonu pro

MH a dalsi ve 2 ml bujénu U9 pro UU (Obr. 8).

Obrizek 8: Bujony arginin a U9 (zdroj: vlastni)

3. Tim jsem ziskala dv¢ standardizované inokula, ktera jsem mohla naockovat na dvé
mikrotitrani desticky, v pfipadé, Ze by mél pacient pozitivni jak UU, tak MH.
Jinak jsem testovala citlivost pouze na pritomnost daného mikroorganismu.

4. Dale jsem si vzala mikrotitracni desticku, kterou jsem si oznacila ¢islem vzorku
a datem.

5. Pot¢ jsem do kazd¢é jamky napipetovala
100 pl z vytvotfeného inokula (Obr. 9).

6. Nakonec jsem desticku prelepila prilozenou
folii a nechala inkubovat pfi 37 °C.

7. Odecet se provadi po 24 hodinach

anasledné po 48 hodinach, ten nam ukaze :

] ) . Obrizek 9: Mikrotitracni destiCka SIR
nizkou hladinu rezistence k ATB. MYCOPLASMA (zdroj: vlastni)

8. Pokud ob¢ jamky kazdého ATB zustanou
zluté, znamena to, ze kmen je citlivy — mykoplazmata zde nerostou. Pokud jedna
jamka zustane Zlutd a druha se zbarvi Cervené (znaCi narist mykoplazmat),
znamena to, ze kmen je intermedialni. V pfipad¢, Ze se ob¢ jamky zbarvi Cervenc,

je kmen rezistentni (Obr. 10 a 11).
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Obrizky 10 a 11: Mikrotitracni desticky s vysledky na citlivost k ATB (zdroj: vlastni)

3.4 Laboratorni vySetieni vytéru z pochvy

3.4.1 Babkteridlni kultivace 7 pochvy u Zen ve fertilnim véku

1. Tampdn s odebranym vytérem z pochvy jsem postupné natirala na tuhé pady pro
diagnostiku bakterialnich pivodcu.

2. Na polovinu kultivaéni pudy KAC jsem si
do jednoho rohu vytvorila hust¢ inokulum
pomoci tampoénu se vzorkem (Obr. 12).

3. Pot¢ jsem vzala sterilni jednorazovou
bakteriologickou klickou a rozockovala
inokulum (Obr. 12).

4. Nakonec se doprostfed inokula polozi ATB

disk chloramfenikol, ktery odcloni narist

Obrazek 12: Schéma ockovini

vétSiny bakterii a kolem kterého vyrostou Kultivacni pidy KAC (zdroj: vlastni)

piipadné kvasinky.

5. Ostatni kultivacni tuhé pudy se ockuji po ¢tvrtiné — pouziva se krevni agar se
suplementem H (KAH), selektivni puda pro GAVA (GVS).

6. Podle pozadavku na zadance se dale muze naockovat Schaedleriv agar pro

anaerobni bakterie.
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3.4.2 Barveni dle Grama na vySetieni MOP

1. Odebrany vzorek natfeny na podloznim sklicku od gynekologa jsem kratce
zafixovala nad plamenem z plynového kahanu (3x protahnuti nesvitivou casti

plamene a sklicko jsem drzela natérem nahoru) a nechala |

vychladnout. Tim jsem si zajistila, Ze bakterie 1épe prilnuly £
na sklicko a jsou lépe pripraveny k pfijmuti barviva.

2. Preparat jsem vlozila do barviciho automatu (Obr 13.)

p———— S
= L1 3 T Ser

a spustila proces barveni (Obr. 14).

a. Ten =zaind pfekrytim preparatu vrstvou ggﬁfflv‘lﬁi.ﬁ?r“d automat
krystalové violeti na 30 sekund.

b. Poté je krystalova violet umyta destilovanou vodou a pokryta vrstvou
Lugolového roztoku na 30 sekund (Obr. 14), ktery barvivo uvniti bunck
zafixuje.

c. Vdalsim kroku je Lugoliv roztok smyt destilovanou vodou a dale
aplikovan alkohol po dobu 15-20 sekund. U G— bakterii dojde kvuli
tenké vrstvé peptidoglykanu oproti G+ bakteriim k vymyti barviva.

d. Poté je sklicko dikladn¢ oplachnuto destilovanou vodou.

e. Nakonec je sklicko pokryto wvrstvou karbolfuchsinu a nasledné
oplachnuto destilovanou vodu. V tomto kroku se G— bakterie obarvi
rizovou barvou.

f.  Vysledkem je, Ze G+ bakterie jsou zbarveny do fialova a G— bakterie
vidime jako rizové.

3. Oschlé preparaty jsou pripraveny k mikroskopovani.

Destilovana
voda

<> G- tydinky ti':':""’"" :‘;:':" Alkohol Karbolfuchsin
@ Gtkoky ‘ 6 6 ‘
5 s Vb4
o O O ® ' o ® . @ ® 0 () ® . 1)
1ol [poll |tel [1el] [fof
— - - — —

) 0] @ ) )

O @ @ @ @
[ _— — L emme) ——

P1304 P 1304 P 1304 P 1304 P 1304

Obrazek 14: Schéma barveni dle Grama (zdroj: vlastni)
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4 Vysledky

V obdobi 1.1.2019 — 31.12.2022 bylo provedeno v Unilabs k.s. (dfive Aeskulab k.s.)

859 vysetreni vzorka vytéra z cervixu, které zjistovalo pfitomnost UU a MH.
4.1 Statistika vySetieni UU a MH z cervixu u Zen

Ve vysecovém grafu (Obr. 15) je zaznamenan celkovy pocet vySetfeni UU a MH
z cervixu zen za obdobi 2019-2022. Na grafu je vidét, Ze z celkového poctu 859 vzorku
bylo 577 (67 %) pacientek negativnich, 56 pacientek (7 %) bylo soucasné pozitivnich
na UU i MM. Dale u 206 pacientek (24 %) byl pozitivni pouze nalez UU a u 20 (2%)
byl pozitivni pouze nalez MH.

Celkovy pocet vysetieni 2019-2022 z cervixu Zzen

7%

24% Pozitivni UU+MH

Pozitivni UU
Pozitivni MH

67% 2% Negativni

Obrazek 15: Celkovy pocet vySetieni UU a MH z cervixu u Zen za roky 2019 — 2022 (zdroj: vlastni)

Na nasledujicim grafu (Obr. 16) je vyobrazen celkovy pocet vySetfeni UU a MH
z cervixu zen za roky 2019 — 2022. Grafy zobrazuji poCty pozitivnich pacientek
rozdélenych dle pozitivity UU, MH a soubézného vyskytu UU i MH, dale také pocet

negativnich nalezl s porovnanim v jednotlivych letech.

Nejvyssi miru pozitivnich vysledku, ma vyskyt UU a vroce 2019 ji mélo nejvice
pacientek 89 (43 %). Naopak v roce 2022 jich bylo nejméné a to 26 (13 %) pacientek.
Soubézny vyskyt UU a MH je nejvyssi v roce 2019, pozitivnich pacientek je 23 (42 %).
Nejnizsi vyskyt je v roce 2020, s 9 (16 %) pozitivnimi pacientkami.



MH je nalezena v nizkém poctu, v nejvys§im zastoupeni 7 (33 %) pozitivnich pacientek

v roce 2021 a s nejniz§im poctem pozitivnich pacientek 3 (14 %) v roce 2020.

Pocet negativnich pacientek je nejvyssi v roce 2019 s poctem 201 (35 %) pacientek.
Nejnizsi byl v roce 2022 se zastoupenim 110 (19 %) pacientek.

Celkovy pocet vysetreni 2019-2022 z cervixu Zzen

350
~ 300
[}
;E-; 250 Negativni
'g 200

Pozitivni MH

‘3 150
'S 100 Pozitivni UU
S

50 Pozitivni UU+MH

0 .

2019 2020 2021 2022

Obrizek 16: Celkovy pocet vySetfeni UU a MH z cervixu Zen v letech 2019 — 2022

V nasledujicich grafech (Obr. 17 — 20) muZeme vidét rozdéleni poctu pacientek

v jednotlivych letech.

Ve vyseCovém grafu (Obr. 17) muzeme vidét pocet vysSetieni UU a MH za rok 2019,
kterych bylo 318. U 201 (63 %) pacientek vysel vysledek negativné. Nejvice bylo
pozitivnich pacientek 89 (28 %), kterym byla zjisténa UU. U 23 (7 %) pacientek byla
zjisténa pozitivita UU a MH soucasné. Pozitivita MH byla detekovana u 5 (2 %)

pacientek.
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Vysetreni z cervixu Zen za rok 2019

m Pozitivni UU+MH
m Pozitivni UU
 Pozitivni MH

0,
20 Negativni

Obrazek 17: Pocet vySeti‘eni UU a MH z cervixu Zen za rok 2019 (zdroj: vlastni)

Dalsi vysecovy graf (Obr. 18) ukazuje pocet vySetfeni UU a MH za rok 2020, kterych

bylo 166. U 112 (68 %) pacientek byl vysledek negativni. Nejvice bylo pacientek 42

(25 %), s pozitivnim nalezem UU. U 9 (5 %) pacientek byla zjisténa pozitivita UU

a MH soucasn¢. Pozitivita MH byla detekovana u 3 (2 %) pacientek.

Vysetreni z cervixu Zzen za rok 2020

B Pozitivni UU+MH
W Pozitivni UU

= Pozitivni MH

68% Negativni

Obrazek 18: Pocet vySeti‘eni UU a MH z cervixu Zen za rok 2020 (zdroj: vlastni)

Na nasledujicim vysecovém grafu (Obr. 19) mizeme vidét pocet vysetieni UU a MH za

rok 2021, kterych bylo 223. U 157 (70 %) pacientek vySel vysledek negativné. Nejvice

bylo pozitivnich pacientek 49 (22 %), kterym byla zjisténa UU. U 10 (5 %) pacientek

36



byla zjisténa pozitivita UU a MH soucasné. Pozitivita MH byla detekovana u 7 (3 %)

pacientek.

Vysetreni z cervixu Zen za rok 2021

m Pozitivni UU+MH
m Pozitivni UU

 Pozitivni MH

70% Negativni

Obrazek 19: Pocet vySeti‘eni UU a MH z cervixu Zen za rok 2021 (zdroj: vlastni)

Posledni vyseCovy graf (Obr. 20) ukazuje pocet vySetfeni UU a MH za rok 2022,
kterych bylo 155. U 110 (71 %) pacientek byl vysledek negativni. Nejvice bylo
pozitivnich pacientek 26 (17 %), s pozitivnim vysledkem na UU. U 13 (8 %) pacientek
byla zjisténa pozitivita UU a MH soucasn¢. Pozitivita MH byla detekovana u 6 (4 %)

pacientek.

Vysetreni z cervixu Zen za rok 2022

W Pozitivini UU+MH
W Pozitivini UU
m Pozitivini MH

4% -
71% Negativni

Obrazek 20: Pocet vySeti‘eni UU a MH z cervixu Zen za rok 2022 (zdroj: vlastni)
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4.2 Statistika vySetieni vytérii 7 pochvy a vyskyt spojeny s pozitivitou UU a MH

Na grafu (Obr. 21) muzeme vidét vysledky u pacientek, kter¢ mély k pozitivnimu
vysledku na Mycoplasma hominis 1 vytér z pochvy. U 4 (57 %) pacientek vysel
pozitivni vysledek na Gardnerella vaginalis (GAVA). U 2 (29 %) pacientck byla
detekovana Candida albicans (CAAL). V nejmens§im poctu zastoupeni jedné (14 %)
pacientky se nasel Streptococcus agalactiae (SRAG).

Vyskyt posevnich mikroorganismu pfi pozitivité MH
5
4
~ 4
[]
€
2 3
8 2
:g 2
° 1
2
0
GAVA CAAL SRAG

Obrazek 21: Vyskyt poSevnich mikroorganismu p¥i pozitivité MH (zdroj: vlastni)

Na grafu (Obr. 22) muzeme vidét vysledky u pacientek, které¢ mély k pozitivni nalez
UU 1 MH a vytér zpochvy. U 15 (68 %) pacientek byl pozitivni vysledek na
Gardnerella vaginalis (GAVA). U 4 (17 %) pacientek byl nalez Streptococcus
anginosus. U dalSich 2 (9 %) pacienteck byly nalezeny laktobacily (LA). Dale pak
v zastoupeni 1 pacientky (5 %) byly nalezy Candida albicans (CAAL), Streptococcus
agalactiae (SRAG) a Escherichia coli (ESCO).
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Vyskyt posevnich mikroorganismtu pf¥i pozitivité UU+MH

16 4 15

14 -
$ 12 -
5 10
g 7 4
2 4 2

0. Bl - [ I

GAVA LA CAAL SRAN SRAG ESCO

Obrazek 22: Vyskyt poSevnich mikroorganismu pri pozitivit¢ UU+MH (zdroj: vlastni)

Na grafu (Obr. 23) muzeme vidét vysledky u pacientek, kter¢ mély k pozitivnimu
vysledku na Ureplasma urealyticum 1 vytér zpochvy. Nejvice bylo pozitivnich
pacientek 44 (35 %) s laktobacily (LA). U 38 (30 %) pacientek byla detekovana
Gardnerella vaginalis (GAVA). Dale pak byl zjisttn u 16 (13 %) pacientek
Streptococcus anginosus (SRAN). U 15 (12 %) pacientek byla nalezena Candida
albicans (CAAL). U 8 (6 %) pacientek byl izolovan Streptococcus agalactiae (SRAG).
U 3 (2 %) pacientek byl zaznamenan FEnterococcus faecalis (ENFA). U dalsich
2 pacientek byl nalez u jedné z nich Escherichia coli (ESCO) a u druhé Staphylococcus
aureus (STAU).

Vyskyt posevnich mikroorganismi pfi pozitivité UU

M Pozitivni UU

pocet pacientek

LA GAVA CAAL SRAN SRAG ENFA ESCO STAU

Obrazek 23: Vyskyt poSevnich mikroorganismu pfi pozitivit€ UU (zdroj: vlastni)
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Na grafu (Obr. 24) je vidét porovnani nalezi vytéra z pochvy s pozitivnimi nalezy ¢isté
UU, MH, nebo soucasného vyskytu UU a MH. MiiZzeme vidét, Ze nejcastéjsi nalezy ma
vzdy pozitivita u UU. Nejvyssi nalez je laktobacila (LA) u pozitivity UU a dale pak
v mnohem mensi mife u smésného nalez UU s MH. U nalezu s MH se nevyskytuje.
Jako druha v pofadi ma nejvyssi pozitivitu Gardnerella vaginalis (GAVA) u vyskytu
UU. Také ma hojné zastoupeni pii nalezu smésné pozitivity UU a MH a v mensi mife
pfi nalezu samotné MH. Jako dalsi nalez je Streptococcus anginosus (SRAN) jak
u pozitivity UU, tak u nalezu UU s MH. U nalezu s MH se nevyskytuje. Dalsi je
kvasinka Candida albicans (CAAL), vyskytujici se v nejvice u nalezu UU, poté u MH
a v ngjmensim zastoupeni u smésného nalezu UU a MH. Enterococcus faecalis (ENFA)
se vyskytuje v malém mnozstvi jen u pozitivity UU. Dale Escherichia coli (ESCO) ma
podobny vyskyt u pozitivity smésné UU s MH a u nalezu UU. Pozitivni nalez na
Staphylococcus aureus (STAU), se vyskytuje pouze u nalezu s UU.

Vyskyt posevnich mikroorganismi porovnani
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Obrizek 24: Vyskyt posevnich mikroorganismu porovnani pii pozitivit¢ UU+MH, pozitivité UU a pozitivité
MH (zdroj: vlastni)

Z celkového poctu 282 (100 %) pacientek, mélo 157 (56 %) pacientek udélané vySetfeni
na mykoplazmata a soucasné vysetieni poSevniho vytéru k zjisténi pfipadné¢ho vyskytu

jinych mikroorganismui v pochve.
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5 Diskuze

N 24

kvili jejich malému genomu a sniZenym biosyntetickym schopnostem. Proto se v praxi
vyuziva komeréné dodavanych kiti na diagnostiku mykoplazmat. Na konci procesu
ockovani mikrotitracni desticky mykoplazmaty, jsem musela dbat na peclivé prelepeni
desticky folii, protoze jsou mykoplazmata nachylnd na vysychani. Proto se také

transportuji do laboratofe v tekutém médiu.

Vzhledem ktomu, Ze se UU a MH pfenasi pfevazné pohlavni cestou, koreluje
promoreni s poctem sexualnich partnert, nebo s poétem sexualnich partnera partnera, ¢i

partnerky (Waites et al., 2009).

Rutinni testovani asymptomatickych jedincu a 1écba se nedoporucuje, kvili moznému
vzniku rezistence na ATB u mykoplazmat, ale i dalSich bakterii zpiisobujicich
recidivujici urogynekologické obtize, nebo je 1écba ATB neucinna, priklonila bych se
k nazoru Potts et al., ktera doporucuje vySetfeni na mykoplazmata a nasledné zaléCeni,

pfed invazivnéjsimi a nakladnéjsimi vysSetfenimi (Potts et al., 2000).

Ve studii od Marovt et al. nebyla nalezena zadna souvislost mezi nepfitomnosti
laktobacilt a pozitivity UU, coz potvrzuji i mé vysledky, kdy byl nalez laktobacilu
unalezu UU vysoky. V této studii dale pfisly na to, Ze smiSena vaginalni flora tedy
laktobacily ve spojeni s patogennim mikroorganismem, ¢asto vytvareji asymptomatické
jedince. Ukazuji tim, Ze svoji pfitomnosti vytvareji zdravou vaginalni

floru (Marovt et al., 2015).

Ve studiich bylo dale zjisténo, Ze pozitivita MH je spojena se zménou vaginalni flory,
véetné BV a infekce Trichomonas vaginalis. Taylor-Robinson zkoumal prevalenci MH
u piiblizné 2.5 tis. Zen ve fertilnim véku a objevil trojnasobny narast u zen s BV ve
srovnani se zdravymi Zenami, coz naznacuje, z¢ dismikrobialni stav u BV podporuje
rast MH. Dal§im zajimavym objevem je, ze po nasazeni metronidazolu, ktery eliminuje
GAVA, byla ucinn¢ ecliminovana i MH, ktera je normalné¢ vuci metronidazolu
rezistentni, to ukazuje synergii mezi témito dvéma druhy. Zatimco role UU nebyla

zatim upln¢ objasnéna v souvislosti s BV (Taylor-Robinson, 2017).
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Nicméné infekce urogenitalniho traktu u obou pohlavi, které jsou vyvolané jinymi
bakterialnimi ptvodci (Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorhoae, Streptococcus
agalactiae) jsou Casto sdruzené s infekci UU nebo MH (Rumyantseva et al., 2019;

Marovt et al., 2015).

Hodn¢ studii spiSe zohlediuje vyskyt mykoplazmat v souvislosti s urogynekologickymi
infekcemi, ale napfiklad ve studii Zdrodowska-Stefanow et al. zjistovali konifekce
s UU a MH u pacientek na klinice STD. U vsech pacientek byla vyloucena infekce
Neisseria gonorrhoeae a bakterialni vaginoza (ta je charakterizovana sniZzenim poctu
laktobacili a zvySenim GAVA, ¢i obligatnich anaerobu). Vysledky byly takové, Ze
pozitivni nalez UU byl zjistén u 47 % pacientek, dale pak byl u 30 % pacientek nalez
UU s Candida albicans, u 14 % pacientek nalez UU s Chlamydia trachomatis, u 9 %
pak smiSeny nalez UU s MH. Vysledky koreluji s mymi v tom ohledu, ze vyskyt UU je
v mnohem vét§im zastoupeni, nez soubézny vyskyt UU s MH, nebo jen samotné MH.
Dale, jsem v mych vysledcich také méla pomémé velké zastoupeni nalezu UU
s Candida albicans. Vyskyt GAVA, ktery byl vmych vysledcich znacny, se
s porovnavanou studii neshoduje, protoze jak se sami zminuji v diskuzi ke studii, byly
v jejich zkoumani vylouceny Zeny s bakterialni vagindzou, ktera je nejcastéji spjata
s nalezem GAVA (Zdrodowska-Stefanow et al., 2006).

V dalsi studii od Marovt et al. se zabyvali konfekcemi spjatymi s UU a Ureaplasma
parvum. Vysledky u UU byly takové, ze nejcastéjsi byl vyskyt laktobacilt, to koreluje
smymi vysledky, jako dal§i byla nalezena smésna vaginalni flora, jako dal§i pak
GAVA, coz také presn¢ odpovida mym vysledkiim. V mensi mife pak nalezy SRAG,
CAAL, Chlamydia trachomatis, kterou jsem ja v nalezech neméla a MH (Marovt et al.,
2015).

Moje hypotéza byla, zda se mykoplazmata vyskytuji separatné, nebo v kooperaci
s jinymi mikroorganismy, muze byt zodpovézena castecné, protoze bylo mozné
zohlednit cca polovinu pacientek 157 z 282, které¢ mély ud€lané soucasné vySetfeni na
mykoplazmata a vytér zpochvy. U zbylych nebyl proveden vytér zpochvy.
U vysetrenych pacientek vyslo najevo, ze se normalni flora v podob¢ nalezu laktobacilu
vyskytuje nejvice u nalezu s UU v zanedbatelném mnozstvi pak u smésného nalezu UU
s MH u pozitivity MH nebyly nalezeny vubec. V tésném zavésu pak dominuje vyskyt
GAVA u vSech tfi pozitivnich skupin, jak u smésného nalezu UU s MH, tak
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u separatnich nalezi UU a MH. Dale pak v men$im mnozstvi jiZz zminované
mikroorganismy ve vysledcich. Mohu tedy fici, Ze mykoplazmata se vétSinou
nevyskytuji separatné, ale jsou sdruzené at” uz snéjakymi nalezy poSevnich

mikroorganismu, ¢i dle studii s urogynekologickymi obtizemi.

Rekla bych, e ackoliv se uvadi vysoka Gisla pozitivity hlavné u nalezi UU, méné pak
MH a mluvi se vmnoha C¢lancich o nepatogennich mikroorganismech, ktera
nezpusobuji vyznamna onemocnéni, je zde n€kolik studii, ktera naznacuji pravy opak.
Mozna je to dané i tim, Ze n¢kolik studii vyvracejici nepatogenitu, byly provadény na

jedincich jiz s n¢jakymi obtizemi.



6 Zavér

V teoretické Casti své bakalarské prace jsem shrula dosavadni informace
o urogenitalnich infekcich Zenského ustroji a o mykoplazmatech, detailnéji jsem se
zam¢éfila na Ureaplasmu urealyticum a Mycoplasmu hominis. V praktické ¢asti jsem si
osvojila diagnostiku UU a MH pomoci komeréné dodavanych kiti a celkovou
laboratorni diagnostiku zpracovani vytéru z pochvy, tim jsem splnila prvni cil své prace.
Diky zapojeni v laboratorni ¢innosti v Unilabs k.s. jsem zjistila jak se pfijima vzorek,

jak se zapisuje do systému, dale uz jsem vzorek vySetfovala pod vedenim laborantek.

Dalsim cilem mé prace bylo statistické vyhodnoceni pacientek a zjisténi, zda se nalez
mykoplazmat vyskytuje separatné, nebo v kooperaci s mikroorganismy. Tato
problematika je popsana vyse v diskuzi. Zpracovanim vysledku do statistiky, byl splnén
1 druhy cil mé prace.

Porovnani téchto dvou kritérii a to pozitivita na mykoplazmata a zaroveni vySetfeni
poSevniho vytéru, mi poskytlo nahled na to, Ze samotny nalez UU se vyskytuje
v mnohem vétsi mife, nez nalez MH nebo smésny nalez obou. Nejhojnéji se vyskytuji
laktobacily u nalezu UU. Dale pak GAVA, ktera byla nalezena u vsech tfi skupin
pozitivit. V podobné mife zastoupeni pak nalez CAAL a SRAN. Ve snizujicim se
trendu pak SRAG, ENFA, ESCO a STAU. U vsSech nalezii mikroorganismu vSak

prevazuje spojeni s pozitivitou na UU.

M¢ doporuceni, dle vysledku, pro praxi je, ze pokud ma pacientka néjaké opakujici se
problémy s mocovym traktem, nebo gynekologické infekce, ¢i dyskomfort. Bylo by
vhodné ji vysetfit na vyskyt mykoplazmat a popfipad¢ zvolit vhodné schéma zaléceni
ATB. Myslim si, Ze by se tak urychlil proces lécby, protoze mykoplazmata mohou mit

u nckterych pacientek vyznamny vliv na recidivé urogynekologickych obtizi.
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8 Prilohy

Pfiloha 1: Taxonomické tabulky v textu
Tabulka 1: Taxonomicka klasifikace UU

Ureaplasma urealyticum

Domeéna Bacteria

Kmen Mycoplasmatota

Trida Mollicutes

Rad Mycoplasmatales

Celed’ Mycoplasmataceae

Rod Ureaplasma

Druh Ureaplasma
urealyticum

(Zdroj: Shepard et al. 1974 (Approved Lists 1980))

Tabulka 2: Taxonomicka klasifikace MH

Mycoplasma hominis

Domeéna Bacteria

Kmen Mycoplasmatota

Trida Mollicutes

Rad Mpycoplasmatales

Celed’ Mycoplasmataceae

Rod Mycoplasma

Druh Mycoplasma
hominis

(Zdroj: Freundt 1953, Edward 1955)
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Priloha 2: Tabulky ke grafiim

Tabulka 3: Celkovy pocet vySetieni 2019-2022 z cervixu Zen

vySetieni
PozitivniUU+MH
Pozitivni UU
Pozitivni MH
Negativni

pocet pacientek ‘
56
206
20
577

Tabulka 4: VySeti‘eni z cervixu Zen za rok 2019

vysetieni pocet pacientek
Pozitivni UU+MH 23
Pozitivni UU 89
Pozitivni MH 5
Negativni 201

Tabulka 5: VySeti‘eni z cervixu Zen za rok 2020

vysetieni pocet pacientek
Pozitivni UU+MH 9
Pozitivni UU 42
Pozitivni MH 3
Negativni 112

Tabulka 63: Vyseti‘eni z cervixu Zen za rok 2021

vysetieni pocet pacientek
Pozitivni UU+MH 10
Pozitivni UU 49
Pozitivni MH 7
Negativni 157

Tabulka 7: VySeti‘eni z cervixu Zen za rok 2022

vysetieni pocet pacientek
Pozitivni UU+MH 13
Pozitivini UU 26
Pozitivini MH 6
Negativni 110




Tabulka 8: Celkovy pocet vySetieni z cervixu Zen rozdéleni dle roku

vySetieni 2019 | 2020 | 2021 | 2022
Pozitivni UU+MH | 23 9 10 13
Pozitivni UU 89 42 49 26
Pozitivni MH 5 3 7 6

Negativni 201 112 157 110

Tabulka 9: Vyskyt poSevnich mikroorganismu p¥i pozitivité mykoplazmat

vySetieni | Pozitivni UU+MH | Pozitivni UU | Pozitivhi MH

LA 2 44 0
GAVA 15 38 4
SRAN 4 16 0
CAAL 1 15 2
SRAG 1 8 1
ENFA 0 3 0
ESCO 1 1 0
STAU 0 1 0

Priloha 3: Mikroskopie

Obriazek 1: Mikroskopické  zobrazeni Obrazek  2:
laktobacilu (G+ ty¢inky) a vaginalnich zobrazeni GAVA v poSevnim

Mikroskopické

epitelianich bunék (zdroj: vlastni) stéru (zdroj: vlastni)
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Piiloha 4:

Obrizek 3: Vortex (zdroj:
vlastni)

Priloha S: diagnostické sety na vySetfovani mykoplazmat

Obrazek 4: Mikrotitracni
desticka MYCOPLASMA
DUO (zdroj: vlastni)

Obrazky 5, 6, 7: Mikrotitra¢ni desticky s vysledky, obrizek 5: pozitivita UU, obrizek 6: pozitivita UU a MH,
obrazek 7: negativni vysledek (zdroj: vlastni)
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Obrazek 9: Mikrotitraéni desticka
SIR MYCOPLASMA (zdroj:
vlastni)

\NTNENF N
! e N7 N |

Obrizky 10 a 11: Mikrotitracni desticky s vysledky na citlivost k ATB (zdroj: vlastni)

Pfiloha 6: Schéma ocCkovani na kultiva¢ni pudu, barvici automat a schéma barveni

dle Grama

Obrazek 12: Schéma ocfkovani Obrazek 13:Barvici automat
kultiva¢ni pudy KAC (zdroj: vlastni) (zdroj: vlastni)
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Obrizek 14: Schéma barveni dle Grama (zdroj: vlastni)
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9 Seznam zkratek

AIDS

ATB
ATP
AV
BV
CAAL
cm
co’
DNA
ESCO
ENFA
GAVA

G+

HSV
IgA
IMC
LA
LIS
MH
ml

MOP

anglicky: Acquired Immune Deficiency Syndrome, cesky:

ziskan¢ho selhani imunity
antibiotikum
adenosintrifosfat

acrobni vaginitida
bakterialni vagindza
Candida albicans

centimetr

oxid uhlicity
deoxyribonukleova kyselina
Escherichia coli
Enterococcus faecalis
Gardnerella vaginalis
grampozitivni bakterie
gramnegativni bakterie
Human imunodeficiency virus
Human papilloma virus
Herpes simplex virus
imunoglobulin A

infekce mocovych cest
laktobacily

laboratorni informacni systém
Mycoplasma hominis
mililitr

mikrobialni obraz poSevni
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syndrom



NGU
nm
PCR
pH
PID
RTG
STAU
SRAG
SRAN
STD
Uuu
VVK
°C

pm

negonokokova uretritida
nanometr

polymerazova fetézova reakce
vodikovy exponent

zanétlivé onemocnéni panve
rentgenoveé zafeni
Staphylococcus aureus
Streptococcus agalactiae
Streptococcus anginosus
sexually transmitted diseases
Ureaplasma urealyticum
vulvovaginalni kandidéza
stuperi celsia

mikrometr
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