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ANOTACE

Prace se zaméfuje na tématiku vaginalniho mikrobiomu. Zahrnuje popis jeho slozeni, vycet
faktord ovliviujici jeho skladbu, a to vcetné vlivu hormonalnich hladin i patogennich
mikroorganismil. Zavér prace je veénovan vySetieni mikrobidlniho posevniho obrazu,
s uvedenim zakladnich mikrobiologicko-histologickych stavii na poSevni sliznici ve vztahu

k zanétu.

KLICOVA SLOVA

vaginalni mikrobiom, mikroorganismy, laktobacily, eubidza, dysbidza, bakterialni vagindza

TITLE

Vaginal microbiome

ANNOTATION

This bachelor thesis focuses on the vaginal microbiome. It comprises a description of the
microbiome’s composition and a list of factors influencing its structure, including hormonal
levels and pathogenic microorganisms. The last part of the thesis is devoted to the examination
of the microbial vaginal image, with the incorporation of the primary microbiological-

histological conditions on the vaginal mucosa in relation to inflammation.
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UvVoD

Tématem bakalaiské prace je problematika vaginalniho mikrobiomu. Motivaci pro
vybér vlastniho tématu byl primarné zajem detailnéji se obeznamit s touto
tématikou, minimaln€ pro moznost piedchazeni vyskytu nejéastéji hldSeného
mikrobiologického syndromu u Zen v plodném véku-Bakterialni vagindzy.

Vaginalni mikrobiota tvofi specificky ekosystém zenského pohlavniho tstroji.
Dominantnim rodem je rod Lactobacillus, ktery zajistuje ochranu pied
potenciondlné patogennimi a patogennimi mikroorganismy tvorbou kyseliny
mlécné. Kyselina mlécné spolecné s dal§imi latkami, jako jsou peroxid vodiku a
bakteriociny, zajistuji ochranu posevni sliznice.

Pti poruse ochranné bariéry poSevni sliznice dochazi ke zmnozeni potencionalné
patogennich ¢i patogennich mikroorganismu a k rozvoji zanétu. Mezi typické
potencionaln¢ patogenni mikroorganismy patii Gardnerella vaginalis, Atopobium
vaginae, rody Prevotella a Porphyromonas a dalsi. V mé praci zminuji i patogenni
organismy, které zptisobuji onemocnéni pohlavniho ustroji Zeny jako jsou
Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum, Chlamydia trachomatis a dalsi.

V posledni kapitole se ma prace zamétuje na vySetieni vaginalniho mikrobiomu a

to zejména na Mikrobidlni obraz poSevni a metodu sekvenace.
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1 ANATOMIE ZENSKEHO POHLAVNIHO USTROJI

Zenské pohlavni organy jsou rozdéleny na Zenské pohlavni organy vnitini a vng&jsi. Vnitini
zenské pohlavni organy se skladaji z parovych organi: vajecniky, vejcovody a neparovych
perinealni membranou a zarovein za a pod symfyzou. Patii sem: stydky pahorek, velké stydké

pysky, malé stydké pysky, postévacek, predsin posevni a predsiiiova bulva [1].

Dalsi zmoznych dé¢leni je na zakladé vyskytu epitelu jednotlivych ¢asti zenského
pohlavniho ustroji. Povrch ovaria je kryt vrstvou cylindrickych bunék (dfive nazyvanych
Waldeyerav germinalni epitel) a prechod mezi dlazdicovym epitelem peritonea a cylindrickymi
buiikami ovaria je oznacen linii okolo piedni hrany ovaria (Waldeyerova linie) [2]. Na ovaria
Se napojuje tuba uterina, kterd ma na své sliznici epitel cylindricky s fasinkami. Tuba uterina
vstupuje do uteru, kde se epitel neméni. Zména epitelu nastava pii prechodu uteru a vaginy, ve

vaginé se nachazi mnohovrstevny dlazdicovy epitel slizni¢niho typu bez zlaz.

vejcovod délozni dutina

vajeénik .
svalovina stény délohy

- - e - /
rozsitrené vnitini Vo
usti vejcovodu Wi\ o :

——délozni hrdlo

pochva

Obrazek €. 1 Schéma Zenského pohlavniho Gstroji

Dostupné z: https://www.kalisek.cz/zenske-pohlavi-pod-lupou
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2 POCHVA

Pochva je odvodna pohlavni cesta a kopulani organ. Ma tvar trubice, ktery se kranialnim
koncem upind na dé€lozni hrdlo, kaudalnim koncem se otevira navenek jako ostium vaginae
mezi labia minora do tzv. vestibulum vaginae. Sténa pochvy se sklada ze tii vrstev: vazivovy

obal (adventicie), svalovina, sliznice [3].

2.1  Fyziologie poSevni sliznice

Vazivovy obal (adventicie)
Jedna se o vazivovy obal, ktery plynule piechazi do okolniho vaziva.
Svalovina

Pochvu tvoii hladkd svalovina, kterd méa zevni a vnitini vrstvu. Zevni vrstva je tvofena
podéln€ probihajicimi snopci. Vnitini vrstva svaloviny je tvofena prevazné cirkuldrné

orientovanymi bunéénymi vlakny.
Sliznice

Sliznici pochvy tvofi mnohovrstevny dlazdicovy epitel nerohovatéjici (viz. Obrazek ¢.2).
Epitel poSevni sliznice neobsahuje Zadné adnexa, tj. Zadné chlupy ani Zlazy. Mnohovrstevny
dlazdicovy epitel nerohovatéjici tvoii zakladni vrstva, kterd se nazyva bazalni membrana, na
tuto membranu nasedaji epitelové buniky dlazdicového tvaru, které obsahuji jadra. Na bazalni
membranu nasedd jedna vrstva tzv. bazalnich bunék, které maji v histologickém tezu velké,
pomérné malo se barvici jadro s malym mnoZstvim bazofilné (modie) se barvici cytoplazmy.
Nasleduje 5-8 vrstev bunék parabazalnich podobné charakteristiky. Dalsi vrstvy jsou tvofeny
tzv. intermedialnimi bunkami, jejichz jadra se od hloubky k povrchu zacinaji zmensovat a jejich
obsah zahustovat (pyknotizovat); plazma ptibyva, zafind pfijimat 1 kysela barviva, ¢imz
dostavd nadech cervené barvy. Povrchovou vrstvu tvofi tzv. superficidlni bunky, velké
plachtovité elementy s pyknotickym, jako Cernd tecka vypadajicim jadrem, a s velkym

mnozstvim eozinofilniho (Cervené se barviciho) plazmatu [4].

12



Obrazek ¢. 2 Sliznice pochvy-mnohovrstevnaty dlazdicovy epitel nerohovatéjici

Dostupné z:

https://moodle.lfhk.cuni.cz/moodle2/mod/book/view.php?id=18069&forceview=1

Epitel vystylajici vaginalni sliznici

Povrchové vrstvy lidského vaginalniho epitelu, které tvoifi rozrani mezi hostitelem a
prostiedim, se skladaji z mrtvych zplostélych bun€k, které proSly programem diferenciace
termindlnich bunék zvanym cornifikace. To sebou nese vytlaCovani jader a mezibunécnych
organel a vyCerpani funkéni DNA a RNA vylucujici syntézu novych proteint. V disledku toho
terminaln¢ diferencované builky neudrzuji robustni mezibunééné spoje a maji sniZzenou
schopnost aktivné reagovat na mikrobidlni expozici, presto vagindlni stratum corneum

poskytuje u¢innou obranu proti invazivnim mikrobiélnim infekcim.

Vaginalni stratum corneum se u zen V reprodukénim véku sklada z volné spojenych bunck
naplnénych glykogenem, které jsou propustné pro bakteridlni a virové mikroby, stejné jako pro
molekularni a bunéné mediatory imunitni obrany. Vaginalni stratum corneum poskytuje
jedine¢né mikroprostiedi, které udrzuje vaginalni zdravi podporou endogennich laktobacilti

udrZzovanim kritickych mediatort ziskané a vrozené imunity.

Lidsky vaginalni stratifikovany dlazdicovy epitel ma velkou plochu az 360 cm 2 a je prvnim
povrchem sliznice kontaktovanym sexudln¢ pfenosnymi patogeny, a presto zdravy vaginalni

epitel obvykle maii pronikani patogenti. Naproti tomu cervix pokryva jednoduchy cylindricky
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epitel, ktery ma mnohem mensi povrch, je Castym mistem infekci fadou pohlavné pienosnych
patogend, véetné Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium a

onkogennich kmenii lidskych papilomavirt.

Zdrava vaginalni sliznice Zen v reprodukénim véku se sklada z vrstevnatého plochého
epitelu. Epitel prochazi diferenciaci a obsahuje n¢kolik odlisSnych vrstev: mitoticky aktivni
vrstvu = stratum basale, superbazalni vrstvu a povrchovou vrstvu zplostélych bunék = stratum
corneum (viz obrazek ¢.3). Vaginalni stratum corneum u Zen v reprodukénim véku obsahuje

velké cytoplazmatické zasoby glykogenu [14].

Struktura vaginalniho epitelu se méni po cely zZivot Zen a je také ovlivnéna hormonalnimi a
enviromentalnimi podminkami. U mladych divek pied pubertou je vaginalni epitel tenky a
sklada se pouze z bazalnich a parabazalnich vrstev. Béhem reprodukénich let se vaginélni epitel
zahuSt'uje a vytvaii zietelnou zrohovatélou vrstvu. Hormondlni vlivy maji mirny vliv na
tloustku vaginalniho epitelu, ale ovliviiuji i zasoby glykogenu, protoze syntéza glykogenu je
ovlivnéna hladinami estrogenu. Po menopauze se vaginalni epitel ztenéuje, zasoby glykogenu

se zmensuji a stratum corneum vykazuje rizné stupn¢ keratinizace.[14]
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Obrazek ¢. 3 Vlastnosti lidské vaginalni stratum corneum

A) Struktura normalni lidské epidermis (SB= stratum basale, SS= stratum spinosum, SG=

stratum granulosa, SC= stratum corneum)

B) Struktura normalniho lidského vaginalniho epitelu (SB= stratum basale, SuB=

suprabazalni vrstva, SC= stratum corneum)

Oba vzorky byly odebrany Cerstvé po operaci, fixovany ve formalinu, zalité parafinem,

tloustka fezu je 6 um a obarveny hematoxylinem eosinem

Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4024347
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2.2 VIliv hormonalnich hladin na mikrobiom

Vajecnik je parovy orgéan. Je to misto, v némz jest¢ intrauteriné probéhlo zraci dé€leni
(meidza) a vznikly Zenské zarodecné bunky-vajicka. Ta jsou ulozena v Korové vrstveé ovaria ve
vaccich-folikulech. Bunky folikuld maji schopnost produkovat zenské pohlavni hormony:

estrogeny (estradiol, estriol, estron), progesteron a v malém mnozstvi i androgeny [5].
Estrogeny

Estrogeny se tvoii vtheca interna Grafova folikulu, ve Zlutém télisku, v placenté,
v nadledvinach, u muzd ve varlatech a mohou vzniknout i aromatizaci androgent v jatrech a
Vv tukové tkani. Mezi estrogeny patii estradiol, estron, estriol. Estrogeny jsou ze dvou tfetin
vazany na plazmatické bilkoviny, zejména na albumin. Dale se v plazmé estrogeny vazi na

SHBG-sex hormone binding globulin neboli globuliny vazici pohlavni hormon [6].
Mezi hlavni fyziologické ucinky estrogentu patri:

e Pusobeni na vyvoj pohlavnich sekundarnich znaki

e Navozovani prolifera¢ni f4ze menstruac¢niho cyklu

e Vyvolavani rohovaténi epitelu ve vaging a spolu s kyselym pH branici infekci, ale
zaroven 1 prichodu spermii do d¢lohy

e Snizovani metabolické tolerance glukozy
Progesteron

Progesteron je gestagen, derivat cholesterolu. Vznika v corpus luteum menstruacionis a
graviditatis, dale v placenté, nadledvinach a ve varleti. Krvi je transportovan ve vazbé& na

transkortin a albumin. [7]
Mezi hlavni fyziologické ucinky progesteronu patri:

e Pusobeni na endometrium v sekreéni fazi
e Vliv na zahus$téni hlenu v cervixu

e Snizovani citlivosti myometria k oxytocinu

Estrogen stoupa béhem puberty a souvisi se zvySenym ukladanim glykogenu ve vaginalnich
epitelidlnich  bunkadch. Glykogen je uvolfiovan zvagindlnich epitelidlnich bunck
prostiednictvim enzymi MMP-8 a hyaluronidazy-1, dale bunécnou lyzou piisobenim vysokych
koncentraci kyseliny mlécné a cytolysint degradujicich membranu produkovanych laktobacily.

Pritomnost laktobacil siln€ koreluje s nizkym vaginalnim pH a hladinami glykogenu, pfi¢emz
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vys$$i hladiny glykogenu odpovidaji ¢astéjsimu vyskytu druht L.crispatus a L.jensenii, nez
L.iners [16].
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3 VAGINALNI MIKROBIOM A JEHO SLOZENI

Vaginalni eubiéza je charakterizovand piitomnosti mikroorganismti produkujicich
kyselinu mléénou pievazné rodu Lactobacillus. Laktobacily pfirozené se vyskytujici nebo
podavany jako probiotika, ovlivituji vaginalni eubidézu usmrcenim dysbiotickych mikrobt a
mnoha druhli patogenti pomoci kyseliny mlécné. Sliznice pochvy a d€lozniho hrdla je
kolonizovana mikroorganismy s u¢inkem komenzalnim, symbiotickym nebo parazitickym.
Slozeni vaginalniho mikrobiomu se 1i$i podle kulturnich a genetickych faktori. Kavkazské
zeny jsou prevazné kolonizovany L. crispatus, zatimco africké a hispanské Zeny byvaji
kolonizovany pievazné L. iners. Stabilitu vaginalniho mikrobiomu mohou narusit jednak
vnitini fyziologické procesy v téle napt. hladina pohlavnich hormont, menstruace, tak i vnéjsi
faktory napt. pohlavni styk, intimni hygiena. Vaginalni eubi6za zahrnuje souhru mnoha faktort

(viz obrazek ¢.4) [16].

Estrogeny

H,0
Bakt/eﬁociny

2

Glykogen

VAGINALNI
MIKROBIOTA

|

/

Lactobacillu
ac'tfophilus

Obrazek €. 4 - Tradi¢ni koncept vagindlni mikrobioty

Dostupné z: Doc.RNDr. Vladimir Buchta. Vaginalni mikrobiom: Vaginal microbiome. Ceskd
gynekologie. 2018, 371-379.
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K ziskani vaginalniho mikrobiomu dochazi kratce po nebo béhem porodu. Pii vaginalnim
porodu je novorozenec vystaven riznorodému spektru mikrobt, véetné téch, které se vyskytuji
v porodnich cestach matky. Novorozenci ziskavaji svou pocateéni mikrobiotu z pochvy a
exkrementl svych matek, kterym jsou vystaveni béhem porodu. Dominguez-Bello a kolektiv
(2010) pouzili cilené 16S rRNA genové sekvenovani k prokazani, ze novorozenci, ktefi ptisli
na svét vaginalni cestou ziskavaji bohaté mikrobialni spolecenstvi. Tvoii ho bakterie z kize,
ust, nosohltanu, stfev a vaginalniho prostiedi. Z vagindlniho mikrobiomu jsou novorozenci
kolonizovani rody Lactobacillus, Prevotella nebo Sneathia. Zatimco novorozenci, ktefi se
narodili cisafskym fezem jsou kolonizovani bakteriemi, které se vyskytuji pfevazné na kuzi,

v nichZz dominuji rody Staphylococcus, Corynebacterium, Propionibacterium a dalsi [24].

U zdravych zen v reprodukénim véku vaginalni mikrobiom obecné vykazuje prevahu rodu
Lactobacillus a vétSina zen vykazuje prevalenci jednoho druhu mezi L. crispatus, L. iners, L.

jensenii a L. gasseri [8].

Rod Lactobacillus

Zastupci rodu Lactobacillus tvofi zaklad zdravé posSevni mikroflory. Poprvé byly
identifikovany ve vaginalnim sekretu na konci 19. stoleti Albertem Donderleinem [11]. VétSina
druhti rodu Lactobacillus fermentuje glukosu a laktosu na laktat. Odtud pochézi jméno tohoto
rodu. Nalezi sem druhy bakterii, které tvoii C¢ast pfirozené mikrofloéry ust cloveka,
gastrointestindlniho traktu a vaginy, a jsou jen vzacné patogenni. Pfesto jsou uvadény napf.
jako ptvodci endokarditid, novorozeneckych meningitid, chorioamnionitid ¢i endometritid.

Nejcasteji izolovanym druhem je Lactobacillus acidophilus [10].

U Zen ve fertilnim véku jsou piislusnici rodu Lactobacillus pfevaznou ¢asti poSevni
mikroflory a nejvyznamnéjSim prvkem branicim ascendentnimu pronikani infekce do délohy.
Nejcasteji jde o L. acidophilus (v minulosti a v klinice bézné nazyvany Ddderleintiv bacil).
Laktobacily ve vaginé utilizuji glykogen, ktery se uvoliluje z rozpadajicich se epitelii. Jeho
Stépenim za vzniku laktatu vznika kyselé prostiedi (hodnota pH se pohybuje kolem 4,5), coz

brani v osidleni vaginy patogennimi a potencionalné patogennimi mikroorganismy [10].
Charakteristika rodu:
e Laktobacily jsou robustni grampozitivni ty¢inky-Casto tvofici fetizky
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e Jsou soucasti ptirozené mikroflory dutiny Gstni, traviciho traktu a vaginy
e V¢tSina laktobacill je mikroaerofilni
e Laktobacily jsou vyznamné svou probiotickou funkei a jako takové jsou vyuzivany ve

formé raznych doplika [11]

Lactobacillus crispatus byl diive povazovan za jeden z nejbéznéjsich druhti laktobacilti

V pochvé. Nejcastéji vyskytujicim se druhem je L. iners [11].

Ackoliv prevalence druhu Lactobacillus sp. je nejcastéj$im znakem zdravého
mikrobiomu, vyznamna cast zjevné zdravych zen ma vaginalni bakteridlni spolecenstvi,
ktera postradaji znatelny pocet druhu Lactobacillus sp., ale zahrnuji rozmanitou $kalu
fakultativné anaerobnich nebo piisn€ anaerobnich bakterii, které jsou obvykle spojovany
s mirn¢ zvySenym pH. Tyto mikrobioty zahrnuji ¢leny rodu Atopobium, Corynebacterium,
Anaerococcus, Peptoniphilus, Prevotella, Mobiluncus, Gadnerella a Sneathia (viz obrazek
&.5). Clenové t&chto rodii jsou obvykle spojovani s dysbiotickym nebo patologickym

stavem [19].

Komunltni typ spolecenstvi
Skuplna | Skuplna Il Skuplna Il Skupina IV-A Skuplna IV-B Skuplna Vv
Atopobium
. Prevotella
Anaerococcus o
. . ) - — o Paryimonas o
Hlawvn Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Corynebacterium Snesthi Lactobacillus
) ) i ) o Sneathia ] i
mikroby crispatus gasser iners Finegoldia Jensenii
Streptococcus
Vedlejsi L. jensenii L L. jensenif L. crispatus, L. iners _ .
) - . Prevotella o } Prevotella
mikroby Frevotella Prevotella Lactobacillus spp.
Diverzita nizka nizka nizka vysoka nizka
pH 4,0-45 45-55 4,0-5,0 47-59 43-5]
Etnikumn**
Kavkazske +++ (+) ++ + +
Hispanské + (+) +++ it (+)
Asijské ++ (+) +++ ++ )
Africke ++ (+) +++ +++ {+)

Obrazek.¢5 Hlavni typy mikrobiadlnich spolecenstev tvofici vaginalni mikrobiom

Dostupné z: Doc.RNDr. Vladimir Buchta. Vaginalni mikrobiom: Vaginal microbiome. Ceskd
gynekologie. 2018, 371-379.
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Druhy Lactobacillus sp. se lisi ve své schopnosti vylucovat jiné bakterie a L. iners je druh,
ktery nejcastéji koexistuje s jinymi potenciondlné patogennimi mikroorganismy. Pochopeni
interakci mezi bakterialnimi druhy a hostitelem je nezbytné pro pochopeni vaginalniho

mikrobiomu [21].

U premenopauzéalnich Zen byly navrzeny dvé strategie, které vysvétluji, jak laktobacily

inhibuji rast dalSich mikroorganismu ve vaging:

1. Kompetitivni vylouceni prostfednictvim adherence k vaginalnim epitelidlnim
bunkam
2. Produkce antimikrobidlnich latek, jako jsou naptiklad bakteriociny, peroxid

vodiku a kyselina mlé¢na

Piedpoklada se, ze druhy Lactobacillus sp. soutézi o vazbu na receptory na hostitelskych
epitelialnich bunkach. Je dokazano ze Lactobacillus sp. mize inhibovat adherenci rtiznych
urogenitalnich patogeni, vcetné druht Streptococcus skupiny B, Staphylococcus aureus,
Gardnerella vaginalis, Neisseria gonorrhoeae, Pseudomonas aeruginosa a Kilebsiella

penumonie [21]

SloZeni vaginalnich bakterialnich komunit se dramaticky 1isi mezi zenami v reproduk¢énim
véku rdznych etnickych skupin. Ravel a kolektiv (2011) analyzovali vzorky od 396
asymptomatickych Zen a identifikovali 5 komunit: L. iners, L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii
a jiné piisn¢ anaerobni bakterie. Zjistili, Ze u 80-90 % Asiatek a bélosek prevazuje druh
Lactobacillus. Naproti tomu u Cernosek a hispanek je toto procento okolo 60 %. Tento rozdil
ve sloZeni se projevuje také na jiné hodnoté pH, Hispanky a c¢ernoSky maji vyssi pH nez

Bélosky a asiatky [24].

Kyselina mlé¢na

Kyselina mlééna vznika fermentaci glukdzy laktobacily. V pfitomnosti L. crispatus
vykazuje posevni sekret nejvyssi kyselost ve srovnani s L. iners, L jensenii a L. gasseri. U zen
s mikroflérou ovladanou laktobacily je koncentrace kyseliny mlééné nepfimo spojovéana s pH,
coz naznacuje, ze kyselina mlé¢na je primarné zodpovédna za okyseleni pochvy. Vaginalni
kyselina mléc¢na existuje jako 1-a-D- izomery, 85 % vytvafti laktobacily a zbylych 15 % je

kyselina mlécna produkovana vaginalnimi epitelialnimi buitkami ovSem ve formé L-izomeru.
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Pomér D a L izomeru kyseliny mlé¢né je charakteristicky pro jednotlivé druhy laktobacili. L.

crispatus vykazuje vys$si ochranu ve srovnani s L. iners proti patogentim [16].

Kyselina mlécna ma antimikrobidlni u¢inek. Na rozdil od laktatu je kyselina mlé¢na schopna
prostupovat do bunék bez pouziti monokarboxylatovych transportérii nebo receptoru GPRS81,
které bézn¢ vazi laktat. Pfi vstupu kyselina mlénad okyseluje cytosol vétSiny bakterii,

interferuje s intracelularnimi slozkami bakterie a vede k bunééné smrti [16].

Kyselina mlécna je aktivni proti bakterialnim patogeniim napt. Chlamydia trachomatis a

Neisseria gonorrhoeae, ale také i E. coli [13].

O’Hanlon a kol. (2011) zjistili, ze kyselina mlé¢na snizuje zivotaschopnost skupiny bakterii
spojenych s BV. Graver a kol. (2011) zjistili, Ze v kokultiva¢nich experimentech druhy

Lactobacillus produkujici kyselinu mléénou inhibovaly rtst N. gonorrhoeae.

Peroxid vodiku

Na rozdil od kyseliny mlé¢né a kyselého pH role peroxidu vodiku zlstava do znacné miry
kontroverzni. Redlné zmény poSevni sliznice pro tvorbu a stabilitu peroxidu vodiku nejsou
optimalni, protoze zde panuje siln¢ hypoxické prostedi. Navic, samotné vagindlni tekutina ma
vyraznou antioxidacni aktivitu a samotné laktobacily nevynikaji pfiliSnou odolnosti vici
peroxidu vodiku. V praxi mize byt obtizné vzdy oddélit u¢inek laktatu od peroxidu vodiku u
zdravych zen, protoze ty jsou obvykle osidleny H202-produkujicimi kmeny laktobacild, jako je
L. crispatus. Ani klinické studie do této problematiky nevnesly vice svétla, i kdyz v jedné z nich
vice nez polovina Zen s BV reagovala pozitivné na vyplach 3% peroxidem vodiku. Kontroverze
kolem t¢inku peroxidu vodiku na bakterie, ale podobné i na kvasinky tak ztstavaji. To mize
byt do zna¢né miry dano skuteCnosti, ze vétSina studii historicky pracovala s L. acidophilus,

ktery, jak dnes vime je komplexem vice druhti [17].

Absence H,O: produkujici laktobacily se spojuje s nékolika patologickymi procesy ve
vagin€. Muze dochazet k vaginalni kolonizaci E. coli, u téhotnych Zen mulze vést

k predc¢asnému porodu a také byva davano do souvislosti s endometridézou [21].
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Bakteriociny

Bakteriociny jsou bilkovinné baktericidni latky syntetizované bakteriemi, které maji uzké
spektrum aktivity. Jejich antimikrobidlni aktivita je obvykle zaloZena na permeabilizaci
membrany cilové bunky. V pochvé mohou bakteriociny hrat hlavni roli v potlaeni ristu

patogennich mikroorganisma. [13].

Bakteriociny jsou hojnou a rtiznorodou skupinou ribozomdln€é syntetizovanych
antimikrobidlnich peptidii produkovanych bakteriemi a archeami. VétSina bakterii produkuje
alespon jeden bakteriocin. Bakteriociny pfispivaji k probiotické funkci, mohou fungovat jako
kolonizujici peptidy, signélni peptidy, antimikrobidlni peptidy a zabijeci peptidy (viz obrazek

¢.6). Mohou také piimo inhibovat patogeny na sliznici [18].

U laktobacili byly identifikovany nejméné dva bakteriociny. Ukazalo se, Ze jeden
z identifikovanych bakteriocini, laktocin 160, cili na cytoplazmatickou membranu G.
vaginalis, coz naznaCuje, ze je pravdépodobné biologicky relevantnim obrannym

mechanismem [21].

Kolonizujici peptid Zabjici peptid ' Signalni peptid
im Probiotikum Probiotikum
&% * % . 7:“%77 _ &% L
Lumen ° 0 ® .pittericoin o 0 .. ‘—t‘,"" o 0 o Bakteriocin
e ® o PR iy 48 e® o
e o * . e ® o
° e Bakteriocin ®
) Io o &, e tos &,
Mikrobiota o %Opo 0. g é = %O&O 0‘5:% oO = Qc‘ . ;o m oc
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Obrazek ¢. 6 Mechanismy pusobeni bakterioCinti

Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3255625/
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4 PODMINENE PATOGENNI MIKROORGANISMY

Bakterialni vaginoza

Bakterialni vagindza (BV) je nejCastéji hlaSenym mikrobiologickym syndromem u zen
V plodném véku. BV je charakterizovana posunem vaginalni fléry s pievahou laktobacilii na
polymikrobidlni floru. BV je spojovdna scelou fadou zdravotnich problému, vcetné
pred¢asnych porodd, zanétlivych onemocnéni panve, zvy$ené nachylnosti k infekci HIV. Do
procesu onemocnéni mize byt zapojena celd fada potencialnich mikrobialnich patogent, které
se vyskytuji jednotlivé nebo v kombinaci. Seznam moznych agens se stale rozsifuje a zahrnuje
¢leny rod Gardnerella, Atopobium, Prevotella, Peptostreptococcus, Mobiluncus, Sneathia,
Leptotrichia, Mycoplasma[20].

Zanéty pochvy se projevuji riznymi piiznaky, mohou byt spojeny s bolesti, svédénim,
pocitem paleni, nepohodli a vaginalnim vytokem S prokazatelnymi zanétlivymi mediatory nebo
bez nich. Pokud je pfitomen specificky patogen, je vaginitida obvykle pojmenovana po

infekénim agens. Pokud jsou vSak se souborem pfiznakli spojeny nespecifické zmény ve

vvvvvv

Kritéria po diagnostiku BV:

e vaginalni vytok s pH> 4,5
e pfitomnost homogenniho vytoku
e rybi, t€kavy, aminovy zédpach

e pfitomnost skvamdznich epitelidlnich bun€k potazenych bakteriemi
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A. Mikrobiom s pievahou Laktobacihi B. Kolonizace Gardnerella vaginalis a C. Bakterialni vagindza

Prevotella bivia

Antimikgop, PrOMZINSNE - Kyselinamiéénia  vagindlni vagindoi pH |} {7 [Degradace hlems vagindi pH 1 Jy $ogadace bleay 17 Protizinitlivé cytokiny
peptidy  cytokiny daléi metabolity  PH l E ¥ smoniak f & f /
2 - ) 'S = @ il - OH A
LR AR o g o S SRIC SSSAMK (R P wiaidiza ° Biogenni aminy 2 dalsi Z4nét
. VyZerpini laktobaciti v @ meabolity BT
® .t H yeetp: @ - / 3 ¥,

(S . - s g— H* - @ PP = S 0 ! ¢

i ! = .

= === f—_ [==] o '.-.‘h’.’“&.gu oo @ cet, ".‘: ‘.A
biofilm { 0" slels
g.' Kigovith. " mp
e
N R R
@y =D
Vagindlni epitelidlni NaruSeni spojis mezi ]
ot buitkami NaruSeni bariéry |7
imunitni bufika
e Lactobacillus spp. ® Imunitni mediatory Patologicky zéngt p &
@ Gardnerellavaginalis Reaktivni formy kysliku Y Broces ! v
Prevotella bivia 4 Metabolické produkty laktobacili Protizanétlivé cytokiny a
® oposiumvaginaeadatsi  ®®® Metabolické produkty bakteri zphsobujici BV chemokiny )
E g S
anaerobové ) Enzymy produkovany bakteriemi BV

Legenda — Fyziologické a imunologické zmény pii BV

A) Ve zdravém stavu dominuji ve vaginalnim mikrobiomu druhy Lactobacillus-

B)

C)

produkce kyseliny mlé¢né vede ke snizeni hodnoty pH = ochrana ptfed patogeny.
Epitelialni buniky produkuji nizké hladiny antimikrobiédlnich peptidu a cytokinii.

Vaginalni dysbidoza zacind pocateCni kolonizaci fakultativnim anaerobem
Gardnerella vaginalis, obvykle po sexualni expozici. Gardnerella vaginalis
kolonizuje vaginalni epitelialni buniky, nahrazuje laktobacily a poskytuje leSeni pro
tvorbu biofilmu. Nasledné dochazi k dalsi infek¢ni davce Gardnerella vaginalis a
Prevotella bivia, tito mikrobi se vazi na vznikajici biofilm. G. vaginalis a P. bivia
si navzdjem podporuji rist prostiednictvim metabolismu amoniaku a AMK. Ob¢
bakterie produkuji siliadazu, kterd zptisobuje degradaci hlenu a naruSeni bariéry.

Ostatni sekundarni kolonizatofi napt. Atopobium vaginae a Sneahtia spp., jsou
pfijati na biofilm. V této fazi dochéazi k exfoliaci bun€k potaZenych biofilmem.
Epitelidlni buiikky a ziskané imunitni bunky produkuji protizanétlivé cytokiny a

chemokiny, které mohou vést k zanétu genitalii.

Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7265982/
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4.1 Gardnerella vaginalis

dali do souvislosti s nespecifickou bakterialni vaginitidou a tuto bakterii pojmenovali
Haemophilus vaginalis. Pozdé&ji byla gardnerela zafazena do rodu Corynebacterium na zakladé
metabolismu a morfologie bakterialnich bunék po obarveni dle Grama. Po dalSich analyzach,
podpotenych hybridizaci DNA byla tato bakterie umisténa do vlastniho rodu Gardnerella.
Gardnerella je z ¢eledi Bifidobacteriaceae. Buiky jsou malé, nepohyblivé, nesporulujici, bez
pouzdra, pleomorfni tyCinky s primérnymi rozméry 0,4 az 1,5 um. Po obarveni dle Grama se
mohou jevit jako Gram labilni, a to diky tenké vrstvé peptidoglykanu. Gardnerella vaginalis je
kultivaéné nérocny mikroorganismus, ktery ke svému ristu vyzaduje komplexni médium a
nejlépe roste v pritomnosti oxidu uhli¢itého. Gardnerella vaginalis je negativni na katalazu,
oxidazu B-glukosiddzu. Bunéény povrch je pokryt fimbriemi, které jsou zodpovédné za ptilnuti

gardnerel k epitelialnim bunikam [20].

Schopnost G. vaginalis piilnout k vaginalnim epitelialnim bunikam poskytuje zaklad pro
tvorbu biofilmu (viz obrazek ¢.7), ktery vytvati vhodné prostiedi pro dalsi bakterie, které se
mohou podilet na BV, jako je Atopobium vaginae. G. vaginalis a Atopobium vaginae byly
detekovany spoleéné¢ ve vaginalnich biofilmech. Tvorba biofilmu je kli¢em k rozvoji
onemocnéni, protoZze poskytuje zvySenou toleranci vici antibiotiklim, imunitni obrané

hostitele, ¢imz mize onemocnéni piejit do chronicity nebo mize dochézet k recidivam [20].

Obrazek ¢. 7 Vaginalni epitelialni burika infikovana ¢etnym mnozstvim Gardnerella

vaginalis, barveni dle Grama (1000x)

Dostupné z: https://blog.hardydiagnostics.com/2017/09/does-gardnerella-vaginalis- play-an-

important-role-in-urinary-tract-infections/
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G. vaginalis se vyskytuje jak u zen s BV, tak i u Zen, které nemayji akutni ptiznaky BV a jsou
bezptiznakové. G. vaginalis miize byt detekovana u partnerii zen s BV, coZ naznacuje moznost

sexualniho ptenosu [20].

Mezi faktory virulence G. vaginalis jsou fazeny adheziny, které jsou podobné adhesinim
prokazovanym u Mykoplasmat. Dalsimi faktory virulence produkovanym G. vaginalis jsou
cytolysiny, které zptisobuji bunéénou smrt aktivaci drahy proteinkinazy v lidskych epitelidlnich
bunikach. Mezi nejlépe prostudované cytolysiny patii vaginolysin, toxin, lyzujici vaginalni

epitelidlni bunky [20].
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4.2  Atopobium vaginae

Atopobium vaginae bylo poprvé spojené s BV vroce 2004. Bakterie A. vaginae jsou
anaerobni, malé, gramnegativni koky, které se vyskytuji jednotlivé, ve dvojicich nebo
v kratkych fetizcich (viz obrazek €.8). Tato variabilni morfologie bunék muze vysvétlit, jak
mohou byt A. vaginae maskovany jinymi organismy a pichlizeny pii diagnostickém Gramovée
barveni. Na KA tvofi A. vaginae drobné kolonie. Hlavnim metabolickym produktem je kyselina
mlécna. A. vaginae bylo prokazano metodou PCR u 96 % zen s BV, a pouze u 12-19 % zen bez
BV. A. vaginae je davano do souvislosti s piiznaky BV jako je zvySené pH a piitomnost

klicovych bunék v MOP. Celkem bylo A. vaginae prokazano v 70 % vzorkl od zen s BV. [20].

Spolu s G. vaginalis a Prevotella bivia se A. vaginae ukazalo jako silny spousté¢ zanétu.

-----

buiikach [20].

Obrazek ¢.8 Atopobium vaginae, barveno dle Grama (1000x)

Dostupné z: https://d-nb.info/1184557314/34
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4.3 Rody Prevotella a Porphyromonas

Rod Prevotella a Porphyromonas jsou anaerobni, gramnegativni, pleomorfni, nepohyblivé
ty¢inky, které byly dfive klasifikovany jako rod Bacteroides (viz obrazek ¢.9). Tyto rody
zahrnuji jak nepigmentované druhy Prevotella tak i ¢erné pigmentované druhy-Prevotella a
Porphyromonas. Bylo zjisténo, Ze tyto druhy se pomoci Gramova barveni, kultivace a

molekularnich technik vyskytuji prakticky u vSech Zen s BV.

Vyskytu zastupci rodu Prevotella je spojena s pozitivnim testem na zapach. Pozitivni test je
pfi¢itan produkci polyaminl, vcetné putrescinu, kadaverinu a trimethylaminu. Aminy
produkované rodem Prevotella zvysuji pH, coz ma za nasledek pomnozeni dalSich patogennich
mikroorganismi v pochvé€. Je prokazano, Ze produkce amoniaku prevotelou zvysuje rist G.
vaginalis, ktera produkuje aminokyseliny. Krom¢ téchto polyamind Prevotella bivia a
Prevotella disiens produkuji kolagenazu a fibrinolyziny, které mohou degradovat povrch
sliznice a podporovat odd¢leni vaginalnich epitelialnich bunék. Taktéz produkuji sialiddzu a

prolidazu, které zptisobuji odlupovéni vaginélnich epitelidlnich bunék [20].
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Obrazek ¢.9 Prevotella intermedia, barveno dle Grama (1000x)

Dostupné z: https://oncohemakey.com/bacteroides-prevotella-porphyromonas-and-

fusobacterium-species-and-other-medically-important-anaerobic-gram-negative-bacilli/
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4.4  Anaerobni koky

Anaerobni grampozitivni koky jsou soucasti mikroflory kiize a sliznic (viz obrazek ¢.10).
Patii zde rody Finegoldia, Parvimonas, Gallicola, Peptoniphilus a Anaerococcus. Zastupci
téchto rodl se mohou vyskytovat na povrchu sliznic jak u zen s BV, tak u zen bez ptiznaki BV.

Citlivost k antibakterialnim 1é¢iviim se u jednotlivych rodu lisi.

Molekularn¢ biologickymi metodami byl prokazan rod Megasphaera se dvéma fylotipy
Megasphaera typy 1 a 2. Tyto fylotypy byly detekovany jak u zen s BV, tak u téch bez BV.

Role vaginalnich anaerobnich kokt ve vaginalni slizniéni imunité nebyla dosud objasnéna.

[20].

Obrazek ¢.10 — Anaerobni gram pozitivni koky, barveni dle Grama (1000x)

Dostupné z: https://www.jcm.riken.jp/cgi-bin/jcm/jcmimg_view?jcm=6508&fid=B

30


https://www.jcm.riken.jp/cgi-bin/jcm/jcmimg_view?jcm=6508&fid=B

4.5 Rod Sneathia

Bakterie rodu Sneathia jsou dlouhé, gramnegativni, nepohyblivé ty¢inky (viz obrazek ¢.11).
Tyto bakterie byly puvodné oznaceny jako rod Leptotrichia, ale na zaklad¢é fenotypovych a
fylogenetickych vlastnosti byl rod vroce 2012 pieklasifikovan do rodu Sneathia. Tyto
organismy jsou kultivaéné naro¢né k rustu a pro rust vyzaduji sérum nebo krev. Kolonie
vyrustaji na krevnim agaru v anaerobnim prosttedi za 72 hodin. Jsou ploché o priméru 1 mm a

obklopené zonou alfa hemolyzy. Do rodu jsou fazeny dva druhy S. sanguinegens a S. amnii.

Molekularné biologickymi metodami byli zastupci rodu Sneathia prokazani ve vzorcich

z genitélniho ustroji Zen. Vyskyt je spojovan se zvysenou sexudlni aktivitou [20].
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Obrazek ¢. 11 Sneathia amnii, obarveno Gramem (1000x)

Dostupné z: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1075996420301335
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4.6 Rod Mobiluncus

Bakterie rodu Mobiluncus jsou pohyblivé, anaerobni, pomalu rostouci a kultivacné naro¢né
organismy, které pro svij rust vyzaduji obohacené médium obsahujici krali¢i nebo koniské
sérum, nebo maltozu ¢i glykogen. Rod obsahuje dva druhy Mobiluncus curtisii, ktery zahrnuje
gram labilni nebo gramnegativni dlouhé, pfimé nebo mirn¢ zakiivené ty¢inky a Mobiluncus
curtisii subsp. curtisii @ Mobiluncus curtisii subsp. holmesii (viz obrazek ¢.12). Navzdory
naro¢né kultivaci byly bakterie rodu Mobiluncus detekovany u 65 %-85 % zen SBV au 5 %

zdravych Zen bez ptiznaku akutniho onemocnéni [20].

Obrazek ¢. 12 Mobiluncus sp., barveno dle Grama (1000x)

Dostupné z: https://microbiomology.org/microbe/mobiluncus/
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5 PATOGENNI MIKROORGANISMY

5.1 Neisseria gonorrhoeae

Neisseria gonorrhoeae je ptivodcem onemocnéni zvaného kapavka. N. gonorrhoeae je gram
negativni diplokok tvaru kévového zrna, v kazdé dvojici jsou koky ptivracené k sobé
oplosténymi stranami (viz obrazek ¢.13). Kultivacné jsou gonokoky velmi narocné. Rostou na
obohacenych puadach typu CA, obsahujici velmi kvalitni peptony, $krob, pufr. Kultivace

probiha za zvySeného mnoZzstvi CO2. Kolonie vypadaji jako kapky rosy.

Branou vstupu infekce je sliznice mocové trubice a hrdla déloZzniho, na nez adheruji
prostfednictvim fimbrii. Opa-proteiny umoziuji vstup gonokokt do epitelii a jejich prinik do

submukozy. Z organismu se gonokoky vyluc¢uji hnisavym sekretem.

U Zeny pii kapavce dochazi k zaniceni hlavné délozniho hrdla a vétSinou také mocové
trubice, pfipadné mohou byt zaniceny i drobné zlazky v okoli posevniho vchodu, nikoliv vsak

sliznice [23].

Obrazek ¢. 13- Neisseria gonorrhoeae, barveno dle Grama (1000x)

Dostupné z:
https://en.wikipedia.org/wiki/Neisseria gonorrhoeae#t/media/File:Gonococcal urethritis PHI
L 4085 lores.jpg

33


https://en.wikipedia.org/wiki/Neisseria_gonorrhoeae#/media/File:Gonococcal_urethritis_PHIL_4085_lores.jpg
https://en.wikipedia.org/wiki/Neisseria_gonorrhoeae#/media/File:Gonococcal_urethritis_PHIL_4085_lores.jpg

5.2 Treponema pallidum subsp. pallidum

Treponema pallidum je pohybliva pravidelna spiralovita bakterie (viz obrazek ¢.14).
K pozorovani bakterialnich bunék lze vyuzit mikroskopii v zastinu. Vyvolava onemocnéni
zvan¢ syfilis. DéEli se na ¢asnou, do niz patii syfilis primarni, sekundarni a Casna latentni, a

pozdni, jez zahrnuje syfilis latentni a terciarni.

e Primarni syfilis-infekce vstupuje do téla obvykle sliznici genitalu. Za 3 tydny vznika
V misté vstupu infekce do téla nebolestivy tvrdy vied, dochdzi ke zvétseni
regionalnich miznich uzlin

e Sekundarni syfilis-odrazi diseminaci treponem do celého organismu, nastupuje cca 2
mésice po zhojeni tvrdého viedu, vznika vyrazka na kuzi a sliznici = condylomata lata
(vysoce infekcni)

e Latentni syfilis-bezpiiznakové obdobi

e Terciarni syfilis-asi u tfetiny nakazenych se po letech, nékdy po desitkach let, dostavi
ptiznaky terciarni syfilis, mezi né patfi gummata =specifické granulomy v kuzi,
sliznicich, kostech atd., dla se rozviji onemocnéni kardiovaskuldrniho a nervového

systému [23]

Obrazek ¢. 14- Treponema pallidum, barveno dle Grama (1000x)

Dostupné z: https://quizlet.com/49885793/bio-2-lab-exam-flash-cards/
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5.3 Rody Mykoplasma a Ureaplasma

Mycoplasma a Ureaplasma patii do tiidy Mollicutes. Podle narokt na kyslik je fadime mezi
fakultativné anaerobni mikroorganismy. ProtoZe postradaji bunéfnou sténu, nelze je
vizualizovat pomoci Gramova barveni. Druhy M. hominis a M. genitalium, byly izolovany
z genitalniho traktu zen. Bylo zjisténo, ze M. genitalium hraje roli pfi vyvolavani
symptomatické cervicitidy nebo uretritidy, M. hominis bylo prokazano u 24-75 % zen s BV au
13-22 % zen bez BV.

Ureaplasma urealyticum bylo prokazano u 78 % zen S normalni florou a u 92 % zen s BV.
U. urealyticum ma tadu faktorti virulence mezi které fadime hemolyziny, elastazu, IgA

proteazu, fosfolipazu C a ureazu, které hraji roli ve vzniku a prubéhu BV [20]

5.4 Chlamydia trachomatis

C. trachomatis je gramnegativni obligatni intracelularni bakterie. Mezi druhy, které dokazi
infikovat C¢lovéka patii C. trachomatis a C. pneumonie. V soucasné dobé existuje 18
identifikovanych sérovart C. trachomatis. Nékteré sérovary ptirozené infikuji oko (sérovar A
az C), zatimco jiné infikuji primarné genitalni tkané (sérovary D az K). V genitalni tkéni C.

trachomatis infikuje cervikalni vrstvu epitelu.

C. trachomatis existuje ve dvou vyvojovych formach: elementarni télo (EB), které je
infekéni, nereplikujici a extracelularni; a retikulérni télisko (RB), kter¢ je neinfekéni, replikujici

a intracelularni [22].
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6 FAKTORY OVLIVNUJICI VAGINALNI MIKROBIOM

V pochvé se vedle kyseliny mlécné, peroxidu vodiku a bakteriocinti uplatnuji i dalsi
endogenni a exogenni faktory, které maji vliv na pfirozenou mikrofléru, a podtrhuji tak
komplexni a dynamickou povahu vaginalniho ekosystému. Mezi exogenni faktory patii
predevsim sexualni aktivita-frekvence, chranény vs. nechranény sex, sexualni praktiky. Pii
nechranéném styku dochazi k mikrotraumatizaci sliznice, pfechodnému zvyseni pH po
ejakulaci a pravdépodobné ke zvySené aeraci poSevniho kanélu. K neptiznivym vliviim patii
rovnéz naduzivani intimni hygieny, ¢asté vyplachy pochvy roztoky s nevhodnym pH, ale také
koufeni. Miizeme zde zahrnout i uzivani hormonalni oralni antikoncepce a nepiimérené

uzivani antibiotik [17].

Stabilitu vaginalni mikrobioty ovliviiuje mnoho faktord. SloZeni vaginalnich komunit
kolisa v zavislosti na véku, menarché, menstruaci, t€hotenstvi, infekci, sexualnim chovani.
Expozice spermicidiim a antimikrobialnim latkam muze snizit prevalenci laktobacill a

nasledn¢ zvysit nachylnost k vaginalnim infekcim [24].

Zmény ve sloZeni vaginalni flory jsou zplisobeny dramatickymi hormonalnimi posuny, ke
kterym dochézi béhem Zivota Zeny. V raném détstvi je vaginalni pH neutralni nebo jen mirné
zasadité. Vzhledem k tomu, ze béhem puberty stoupaji hladiny estrogenu, dochazi k vétSimu
hromadéni glykogenu ve vagindlnich epitelidlnich bunikach a to vede ke zvySenému vyskytu

bakterii produkujici kyselinu mlé€nou [24].

Dynamickou rovnovahu vaginalniho mikrobiomu lze zménit piisobenim faktoru vnitiniho
nebo vnéjsiho prostiedi. Jako vnitini faktory mizeme brat v tvahu zménu hormondlnich hladin,
menstruaci, menarché, teéhotenstvi. Pokud hovoiime o vnégjSich faktorech, které ovliviuji
slozeni vaginalniho mikrobiomu, jedna se o tyto faktory: sexudlni chovani, uzivani 1€k napt.
antibiotik, antikoncepce, nadbyteéna intimni hygiena. Pusobeni téchto faktori muze vést
k mikrobialni nerovnovaze nebo dysbidze v urogenitalnim traktu Zeny. Pusobenim téchto
faktori, miize dochazet ke zménam pH coz ma vliv na pomnozeni potencionaln¢ patogennich
mikroorganismu, které se pii optimalni hodnoté pH ve vaginé vyskytuji bézné. Jelikoz, ale
dochazi ke zvySeni hodnoty pH, dochézi také k pomnozeni téchto potencionalné patogennich

mikroorganismi a dochazi k rozvoji bakterialni vaginozy [24]
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7 VYSETRENI VAGINALNIHO MIKROBIOMU

7.1  Mikrobialni obraz poSevni

Stanoveni  mikrobidlniho obrazu poSevniho pfedstavuje zavrSeni klasického
bakteriologicko-mykologicko-parazitologického vySetfeni vytéru z pochvy, jehoz tkolem je
podilet se na urceni pfi¢iny, symptomu poSevniho vytoku. PfiCinou zanétlivého poSevniho

vytoku je infekce zptisobena riznymi mikroorganismy

Mikroskopicky obraz posevni (MOP) vysSetieni je komplexni vySetfeni, které se sklada
Z natéru posevniho sekretu na mikroskopické vysetieni. V rdmci Uplnosti se odebird stér z
cervixu na kultivaci gonokokt, prikaz urogenitalnich mykoplazmat a genové sondy na

gonokoky a chlamydie.

Rozlisujeme Sest zakladnich stupnt MOPu, jez odrazi Sest zakladnich mikrobiologicko-

histologickych stavii na poSevni sliznici ve vztahu k zanétu:

I.  Fyziologicky MOP
Il.  Bakterialni vagin6za = VB
1. Bakteridlni vaginitida
IV.  Gonorrhoea
V.  Vaginalni trichomondza

VI.  Vaginalni mykéza

Pii MOPu se hodnoti: epitelie, klicové bunky, leukocyty, laktobacily, gramnegativni
diplokoky, mobiluncus, leptotrichia, anaerobni gramnegativni ty¢inky, grampozitivni koky,

gramnegativni ty¢inky, kvasinkové mikroorganismy a grampozitivni koryneformni ty¢inky.
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MORP | — Fyziologicky

Fyziologicky MOP I pro estrogenizovany terén je charakteristicky piebytkem epitelii nad
leukocyty a vyskytem laktobacili (viz obrazek ¢. 15). Vyskytuje se rovnéZz u novorozenci.
Jestlize se mezi laktobacily ojedinéle vyskytuji grampozitivni koky, ty¢inky i gramnegativni
tyCinky, oznacujeme tento MOP jako I-II. Fyziologicky MOP 0 pro neestrogenizovany terén

obsahuje pouze parabazalni epitelie ¢i hola jadra bez laktobacild.

Obrazek €. 15 Mikrobialni obraz posevni I (1500x)

Dostupné z: https://zuova.cz/Home/Page/Mikrobialni-obrazy-posevni

MOP Il — Bakterialni vaginéza (VB)

Bakteridlni vagindza je definovana jako vyména laktobacilti v pochvé za charakteristické
skupiny bakterii, coz je doprovazeno zménou vlastnosti posevniho sekretu. Hormonalni zmény
vedou K ustupu estrogen-dependentnich laktobacilti, proliferace endogenni mikroflory
bakterialni vagindzy, coz je propojeny ekosystém, jenz tvoii hlavné¢ Gardnerella vaginalis, fada
anaerobnich kokd, ty¢inek vcetné zakiivenych ty¢inek rodu Mobiluncus, mikroaerofilnich
streptokokd, stafylokokti, korynebakterii, enterokokii, gram negativnich fermentujicich a
nefermentujicich ty¢inek a urogenitalnich mykoplazmat, ma za nasledek tyto zmény posevniho

sekretu:

e Gardnerelly adheruji na povrch epitelii, coz pozorujeme jako tzv. klicové buiiky, zcela
pokryté masou drobnych gram negativnich tycinek, tato masa zakryva okraje bunék.
Gardnerely svymi produkty méni pH. pH >4,5 jiz neni fyziologické, touto zmeénou

umoznuji pomnozeni dalSich anaerobii a mykoplazmat.
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e Anaeroby a mykoplazmata produkuji tzv. prchavé abnormalni aminy, zvysujici pH
sekretu a zplsobujici jeho typicky zapach, jenZ mizeme zvyraznit pfikdpnutim 10%
KOH- tzv. aminovy ¢i KOH test.

e Zaroven tyto bakterie produkuji kyselinu jantarovou, ktera vede k inhibici migrace
polymorfonuklearti. V praxi proto pozorujeme fidsi nehnisavy homogenni vytok

s prevahou epiteli nad leukocyty

MOP II bakterialni vagindzy se déli dle nepfitomnosti ¢i pfitomnosti mobilunkl na Ila a IIb

(viz obrazky €.16,17,18). PoSevni sekrety tohoto typu neni nutno kultivovat anaerobné.

Obrazek ¢. 16 Mikrobialni obraz poSevni ITa (1500x)

Dostupné z: https://zuova.cz/Home/Page/Mikrobialni-obrazy-posevni

Obrazek €. 17 Obrazek ¢. 18

Obrazek €. 17 -Mikrobialni obraz posevni IIb (1500x),
Obrazek ¢. 18- Mikrobialni obraz posevni l1b (3000x)

Dostupné z: https://zuova.cz/Home/Page/Mikrobialni-obrazy-posevni
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MORP I11-Zanétliva bakterialni vaginitida

MOP III je obecné charakterizovan piebytkem leukocytl a nepfitomnosti laktobacila. Déli

se do Ctyf podskupin.

e [lla aerobni infekce mimo B-hemolytické streptokoky
e [IIb B-hemolytické streptokoky
e IlIc anaerobni tycky mimo leptotrichie

e |lld Leptotrichia buccalis.

U MOPu III je nezbytnd anaerobni kultivace, nebot’ k spolehlivému urCeni bakterie a
stanoveni citlivosti k antibakteridlnim preparatim nestaci mikroskopie, nybrz Cista kultura
testovaného kmene.

U Illa nachazime obvykle fadu oportunné patogennich aerobnich a fakultativné anaerobnich
bakterii. [zolujeme gramnegativni ty¢inky ¢eledi Enterobacteriaceae- nejc¢astéji kmeny E.coli,
Klebsiella sp., Enterobacter sp., Proteus sp., Morganella morganii a fadu dalSich vcetné
salmonel a shigel. Dale pseudomonady, acinetobaktery, moraxely a fadu dalSich
nefermentujicich ty¢inek, z grampozitivnich kokt hlavné enterokoky a S. aureus.

U IlIb je charakteristicky kultiva¢ni prikaz B-hemolytickych streptokoku, a to bud’ v ¢isté
kultufe nebo ve smési s aerobnimi ¢1 mikroaerofilnimi bakteriemi (viz obrazek ¢.19).

U Illc izolujeme anaerobni ty¢inky Celedi Bacteroidaceae s vyjimkou leptorichié. Zde je
nezbytna dobré diagnostika a stanoveni citlivosti k antibiotikiim.

U IIId je charakteristicka mikroskopie a kultivacni prikaz protdhlé anaerobni gramnegativni

ty¢inky Leptotrichia buccalis.

sty . e
Obrazek ¢. 19 — Mikrobialni obraz poSevni I11b (1500x)

Dostupné z: https://zuova.cz/Home/Page/Mikrobialni-obrazy-posevni

40


https://zuova.cz/Home/Page/Mikrobialni-obrazy-posevni

MOP IV-Kapavka
MOP 1V diagnostikujeme pouze v ptipadé pozitivni kultivace. Vyskyt gonokokii v poSevnim
sekretu vSak miZe byt i u pozitivni kapavky negativni. Pfi tomto MOPu je vZdy nutné vySetfit

i endocervix. Zmnozeni gonoku s pfitmnou leukocytdzou (viz obrazek ¢.20).

SR - .

Obrazek ¢&. 20- Mikrobialni obraz posevni IV (1500x)
Dostupné z: https://zuova.cz/Home/Page/Mikrobialni-obrazy-posevni

MOP V-Vaginalni trichomonézy
Diagnostika u MOPu V vyzaduje samostatny odbér do zvlastni transportni a kultivaéni
soupravy. Prvok po pomnozeni se pak diagnostikuje mikroskopicky v nativnim preparatu.

Nelze jej prokazat pti barveni Gramem u bézného MOPu a pfi klasické bakterialni kultivaci.
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MOP VI-Vaginalni myko6za

MOP VI se prokazuje mikroskopickym nalezem blastospor ¢i pseudohyf kvasinkovitych
mikroorganismu a jejich kultivaénim prikazem (viz obrazek ¢.21). Tato estrogen-dependentni
flora je Casto doprovazena laktobacily nebo smési koki a tycinek, ¢asto B-hemolytickych
streptokokd. Dle poméru epitelii a leukocyti délime tento obraz na Vla-suchd nehnisava

mykoza a VIb-hnisava mykoéza [15].

Obrazek ¢&. 21- Mikrobialni obraz posevni Vla (1500x)

Dostupné z: https://zuova.cz/Home/Page/Mikrobialni-obrazy-posevni

Pii MOPu 0-111 se mohou v mikroskopickém nalezu objevovat E.coli (viz obrazek ¢.22)

Obrazek ¢. 22-Mikrobialni obraz 0-111 (1500x), kultivaéné E.coli v M-fazi
Dostupné z: https://zuova.cz/Home/Page/Mikrobialni-obrazy-posevni
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7.2 Sekvenovani
Analyzy na trovni druhti a kmenu jsou dilezité pro pochopeni vagindlniho ekosystému. Patfi

mezi n¢ nasledujici aplikace pro sekvenovani nové generace:

1. Metagenomické priazkumy taxonomickych markert s jednim genem, jako je gen 16S
rRNA
2. Multigenomové a celogenomové analyzy sledovanych bakteridlnich genomu

3. Prizkumy celych metagenomickych ¢asti vaginalnich vzorka

V 16S rDNA metagenomickych studiich, které umoznuji identifikaci a relativni kvantifikaci
bakterialnich taxoni, je obvykle sekvenovana pouze ¢ast 16S rRNA genu a to z divodu
omezeni délky ¢teni sekvencnich technologii nové generace. OvSem ne vSechny druhy lze touto
metodou rozliSit. Tato analyza je vhodna pro rozliSeni jednolitych vaginalnich druhti rodu
Lactobacillus a dalsich mikroorganismu, které se podileji na tvorbé vaginalniho mikrobiomu

(viz obrazek ¢.23).

V ramci projektu Vaginal Human Microbiome Project se zacali zaméfovat na gen
chaperoninu-60 jako alternativu ke genu 16S rRNA pro identifikaci mikrobt ve vaginalnich
vzorcich. Profily vaginalniho mikrobiomu analyzované prostiednictvim genu chaperonin-60

umoznily rozliSeni na urovni druhd. [25].

Taxonomicka klasifikace na Grovni rodu obsahuje celkem 650 profilh mikrobiomu (viz
obrazek ¢.24). Kazdy sloupec piedstavuje profil mikrobiomu na trovni rodu pro jeden vaginalni

vzorek, kazda barva pfedstavuje jiny bakterialni rod [25].
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Obrazek ¢. 23- Profily mikrobiomu

Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3517151/
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8 ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo detailn€jSi sezndmeni se S problematikou vaginalniho
mikrobiomu. Bakterialni vagindza je pomérné Castym davodem, pro které Zzeny vlivem
dyskomfortu s nimi spojenych nejprve navstivi 1ékarnu za ucelem potizeni patii¢nych 1é¢ivych
ptipravkl, a paklize potize s jejich aplikaci neustoupi, vyhledaji pomoc odborného 1¢kaie-
gynekologem indikovano bakteriologicko-mykologicko-parazitologické vySetfeni vytéru
Z pochvy za ucelem urceni pficiny posevniho vytoku. Na zaklad¢ jeho vysledku pak gynekolog
doporuci pfislusnou medikaci, v nékterych ptipadech i antibiotika eliminujici pfi¢inu posevniho

zanétu,

Na zaklad¢ védeckych poznatku o slozeni vagindlniho mikrobiomu, se lze domnivat, ze
nékteré¢ ze spoustéct bakteridlni vagindzy, zejména tedy vnéjsi faktory lze alespon ¢astecné
eliminovat. Piinosem prace je ziskani povédomi o nezanedbatelném vlivu vlastniho pfistupu
kazdé zeny, determinujiciho Cetnost vyskytu bakterialnich vagindz. Lécbu sice 1ze s ohledem
na uroven lékarské védy spolehlive zacilit, nicméné uz samotny rozvoj onemocnéni je zatézi

pro organismus, jiz lze alespon ¢aste¢né predchazet.
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