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SOUHRN

Diplomova prace je zaméfena na vyskyt mikroorganismi Gardnerella
vaginalis, Mycoplasma hominis a Ureaplasma urealyticum v genitalnim Gstroji Zen.

VysSetfili jsme 96 stérd z kréku déloZzniho na pfitomnost G. vaginalis,
M. hominis a U. urealyticum.

G. vaginalis jsme prokazali ve 40 (46,5 %) vzorcich, U. urealyticum v 48
(50 %) vzorcich a M. hominis v 10 (10,4 %) vzorcich.

Vysledky vySetfeni jsme hodnotili ve vztahu k véku pacientek, pouzivané
antikoncepci, klinické symptomatologii a gynekologické anamnéze.

Zeny byly rozdéleny do osmi vékovych kategorii. Nejvy3si frekvence vyskytu
G. vaginalis (83,3 %) jsme zaznamenali u zen mezi 51 - 55 lety, U. urealyticum
(66,7 %) mezi 19 - 25 lety a M. hominis (27,3 %) mezi 46 - 50 lety.

Na zékladé druhu pouZivané antikoncepce byly Zeny rozdéleny do 3 skupin.
NejCastéji se G. vaginalis vyskytovala u Zen s nitrodéloZznim téliskem (66,7 %),
U. urealyticum u Zen bez antikoncepce (53,4 %) a M. hominis u Zen s nitrodéloznim
téliskem (33,3 %).

Ve vztahu ke klinické symptomatologii jsme zaznamenali nejvy3Si vyskyt
G. vaginalis u gravidnich Zen (50 %), U. urealyticum rovnéZz u gravidnich Zen
(66,7 %) a M. hominis u Zen s prekancer6zami (14,9 %). U Zen s prekancerézami
jsme zjistili G. vaginalis ve 20 (48,8 %), U. urealyticum ve 23 (48,9 %) a M. hominis
v7 (14,9 %) pripadech. U Zen s ostatnimi klinickymi pfiznaky jsme zaznamenali
nejvyssi procento vyskytu U. urealyticum (44,1 %).

Ve skupiné Zen s ruznymi gynekologickymi problémy se nejCastéji vyskytovala
G. vaginalis u zen s |é€enou sterilitou (100 %) a U. urealyticum u Zen, u nichz doSlo
k samovolnému potratu (54,5 %).

Z 96 stérd z kréku délozniho jsme dale vyizolovali Staphylococcus sp.
(14,6 %), Streptococcus sp. (6,3 %), Candida sp. (10,4 %) a E. coli (9,4 %).

KliCova slova: Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum,

vaginalni mikrofléra, bakterialni vagin6za



SUMMARY

The thesis deals with the occurrence of Gardnerella vaginalis, Mycoplasma
hominis and Ureaplasma urealyticum microorganisms in genital tract of females.

A total of 96 cervical smears were examined for the presence of G. vaginalis,
M. hominis and U. urealyticum. G. vaginalis was detected in 40 (46,5 %) specimens,
U. urealyticum in 48 (50 %) specimens and M. hominis in 10 (10,4 %) specimens.

The study results were evaluated in relation to the patients” age, used
contraception, clinical symptomatology and gynecological history.

Women were divided into 8 age groups. The highest occurrence of
G. vaginalis (83,3 %) was detected in women aged between 51 and 55,
U. urealyticum (66,7 %) showed the highest occurrence in the age group between
19 and 25 years and M. hominis (27,3 %) was most frequently detected by women
aged between 46 and 50.

Women were divided into 3 groups based on the type of used contraception
method. G. vaginalis was most frequently detected in women with the intrauterine
device (66,7 %), U. urealyticum in women with no contraception (53,4 %) and
M. hominis in women using the intrauterine device (33,3 %).

From the clinical symptomatology point of view, the highest occurrence of
G. vaginalis was detected in pregnant women (50 %), U. urealyticum also in pregnant
women (66,7 %) and M. hominis was most frequently detected in women with the
symptoms of precancerosis (14,9 %). Women with precancerosis were diagnosed
with G. vaginalis in 20 cases (48,8 %), with U. urealyticum in 23 cases (48,9 %) and
with M. hominis in 7 cases (14,9 %). The highest occurrence of U. urealyticum
(44,1 %) was observed in women with other clinical symptoms.

In the group of women with various gynecological problems G. vaginalis was
most frequently detected in women treated for sterility (100 %) and U. urealyticum in
women who had experienced spontaneous abortion (54,5 %).

The following microorganisms were also isolated from 96 cervical smears:
Staphylococcus sp. (14,6 %), Streptococcus sp. (6,3 %), Candida sp. (10,4 %) and
E. coli (9,4 %).

Keywords: Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum,

vaginal microflora, bacterial vaginosis
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Bc. Kamila Synkova Diplomova préce

1. UVOD

Vulvovaginalni infekce jsou jedny z nejcastéjSich onemocnéni genitalniho
traktu Zen. Jedna se o onemocnéni infekéniho charakteru a lze je rozdélit
na bakterialni, virove, plisfiové &i parazitarni.

Genitélni trakt Zen je osidlen fyziologickou mikroflérou, ktera nepredstavuje
pouze laktobacily, ale také nékteré aerobni, anaerobni ¢i fakultativné anaerobni
bakterie. Laktobacily, které tvofi hlavni souCast poSevni mikroflory zkvaSuji
predevsim glykogen, ale i dalSi latky ve vaginé Zen na kyselinu mlé€énou. Ta se podili
na udrZeni fyziologicky nizkého pH (3,8 — 4,2) ve vaginé a chrani tak poSevni sliznici
pfed kolonizaci jinymi patogennimi mikroorganismy. Absence laktobacild tedy
predstavuje patologicky stav, ktery je obvykle doprovazen zanétlivym onemocnénim.
Ve vaginé pak mohou byt ve zvySené koncentraci pfitomny bakterie jako je napf.
Gardnerella vaginalis (G. vaginalis), Ureaplasma urealyticum (U. urealyticum),
Mycoplasma hominis (M. hominis) a jiné.

Cilem této diplomové prace byla detekce mikroorganismu, které se podileji
na vzniku bakterialni vagindzy, ze vzorkd odebranych z kréku déloZzniho ndhodné
vybranych Zen. Zaméfili jsme se predevSim na prikaz G. vaginalis, M. hominis
a U. urealyticum. Vysledky jsme vyhodnotili ve vztahu ke klinické symptomatologii,

gynekologické anamnéze, véku pacientky a druhu pouzivané antikoncepce.

10



Bc. Kamila Synkova Diplomova préce

2. TEORETICKA CAST

2.1 Mikroflora genitalniho traktu zen

SloZeni poSevni mikroflory je u kazdé Zeny individualni. Mezi faktory, které
mohou zé&sadné ovliviiovat poSevni mikrofloru patfi vék pacientky, antikoncepce ¢i
terapie 1éky. Mikrobialni fléra je dale vyrazné ovliviiovana estrogenni stimulaci.

Za zakladni soucCést poSevni mikroflory jsou povaZzovany predevsim
laktobacily. Jsou to delSi, tenké, grampozitivni ty€inky, které jsou nepohyblivé, nemaji
schopnost tvofit spory, neprodukuji katalazu a maji vyraznou schopnost zkvaSovat
cukry zejména laktozu. Laktobacily, které tvofi hlavni soucast poSevni mikrofléry u
Zen, dfive nazyvané Doderleinovy laktobacily, zkvaSuji pfedevSim glykogen, ale i
dalSi latky ve vaginé Zen na kyselinu mlé€nou. Ta se podili na udrZeni fyziologicky
nizkého pH ve vaginé a chrani tak poSevni sliznici pfed Kkolonizaci jinymi
patogennimi mikroorganismy. Kromé kyseliny mlééné mohou tvofit i peroxid vodiku,
ktery inhibuje rozvoj nezadouci mikroflory (Klaban, 2005; Bednér a kol., 1996).

Soucasti poSevni mikrofléry vSak nejsou pouze laktobacily, ale i jiné druhy
bakterii. Mezi aerobni bakterie, které mohou byt vyizolovany z vaginy zdravé Zeny
patfi napf. a,3 hemolytické streptokoky, nehemolytické streptokoky, Staphylococcus
epidermidis (S. epidermidis), Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli
(E. coli), enterokoky, ale také Mycoplasma hominis (M. hominis), Ureaplasma
urealyticum (U. urealyticum) &i Gardnerella vaginalis (G. vaginalis). Z anaerobnich
bakterii to jsou napf. Bacteroides species (sp.), Bifidobacterium sp., Clostridium sp.,
Peptostreptococcus sp. a dalSi (MaSata a kol., 2004).

Vaginalni mikrofléru muze soucéasné tvofit nékolik druh( bakterii. PFi
pfemnozeni nékterych druhl, v8ak muZe dochéazet ke zménam, které vedou ke
vzniku vulvovaginalnich infekci.

Hlavni pfi¢inou zanétd vaginy jsou infekce zplsobené bakteriemi Gardnerella
vaginalis (G. vaginalis), Trichomonas vaginalis (T. vaginalis), Chlamyda trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae, Escherichia coli (E. coli) ¢ genitdlni mykoplazmata
(Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum).

11



Bc. Kamila Synkova Diplomova préce

2.2 PoSevni ekosystém

2.2.1 Fyziologie poSevniho ekosystému
PoSevni ekosystém predstavuje pfirozenou ochranu genitalniho Ustroji Zeny

pfed rozvojem a rozSifenim zanétlivého onemocnéni. Tuto ochranu zajistuji faktory:

Slizni€éni imunitni systém, ktery se podili na produkci velkého mnoZstvi

sekreéniho imunoglobulinu A (IgA) a spole¢né s leukocyty, lymfocyty

a makrofagy tvofi cervikovaginalni sekret.

Hormonalni hladiny menstruacniho cyklu
V prepubertalnim obdobi je hladina estrogentd velmi nizk4 a minimalni je i obsah
glykogenu v epitelovych bunkéach, takze pH vaginy je spiSe alkalické. V puberté
dochazi k nastupu produkce estrogent a ke zvySeni obsahu glykogenu v cyklicky se
odlupujicich epitelovych bunkéch a k osidleni vaginy laktobacily. Po menopauze
sliznice atrofuje, laktobacily mizi a pH je spiSe neutralni.

Endogenni poSevni mikrofléra
Je tvofena aerobnimi a anaerobnimi mikroorganismy, které jsou ve vzajemné
rovnovaze. Jeji sloZzeni je u kazdé Zeny individualni a zavisi na endogennich
a exogennich vlivech (hormonalni hladiny, sexudlni aktivita, antibioticka Ié¢ba atd.).
Dozor nad endogenni poSevni mikroflorou je pfisuzovan laktobacilim, jejichZ hlavnim
Ukolem je fermentace glukézy na kyselinu mléénou, produkce peroxidu vodiku
a produkce bakteriocin(.

Kyselé poSevni pH
Jeho stabilita je zajiStovana kontinualnim Stépenim glykogenu na kyselinu mlié€nou
(jeji pH je 3,0 - 3,5). Béhem menstruacniho cyklu pH kolisa. Pfi menstruaci dochazi
ke sniZzeni obsahu glykogenu a pH je nejvySSi, vytvareji se tak podminky pro rozvoj
aerobni fléry. Po menstruaci poSevni pH klesa a uprostfed cyklu je po3evni pH

s

1999; Cihak, 2002).
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2.2.2 Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus je fazen do Celedi Lactobacillaceae a zahrnuje vice nez 130
druhl. Nékteré druhy laktobacild jsou hlavni soucasti poSevni mikrofléry Zen ve
fertilnim véku. Jde napfiklad o druh Lactobacillus acidophilus.

Laktobacily jsou grampozitivni delSi tenké tyCinky, ¢asto seskupené do fetizkd.
Jsou nepohyblivé, nemaji schopnost tvofit spory a neprodukuji katalazu. Jejich
vyznamnou schopnosti je zkvaSovat cukry vcetné laktézy. Z hlediska narokd na
kyslik se obecné povazuji za mikroaerofilni nebo fakultativné &i striktné anaerobni
(Bednér a kol., 1996; Klaban a kol., 2005).

Hlavnim Ukolem vaginalnich laktobacild je:

1) Fermentace glykogenu a dalSich latek ve vaginé na kyselinu mlé€nou, ktera
zajistuje fyziologicky nizké pH ve vaginé (3,8 — 4,2) a chrani tak sliznici pred
osidlenim jinymi mikroorganismy.

2) Produkce peroxidu vodiku, ktery je pro nékteré bakterie ve vySSich
koncentracich toxicky a inhibuje jejich rist.

3) Produkce bakteriocinl. Jednd se o sloucCeniny bilkovinné povahy, které
aktivné plsobi pouze na povrchu laktobacil a maji baktericidni u¢inek
(Citterbart a kol., 2001).

Poruchy hladiny estrogenu ovliviuji pfitomnost glykogenu v epitelovych
bunkéch poSevni sliznice a mohou vést k naruSeni rovnovahy vaginalni mikroflory
a naslednému vzniku onemocnéni (Julék, 2006).

Nékteré druhy laktobacilt byly dlouho pokladany za nepatogenni. V sou¢asné
dobé se v3ak uvazuje o jejich potencialni patogenité, jelikoz byly izolovany z krve
pacientd s endokarditidou, sepsi a ze smiSenych anaerobnich infekci (Klaban a
kol., 2005).

Ve studii provddéné Aslim a kol. (2006) byly odebirany vzorky z postranni
stény poSevni u 19 zdravych Zen. U 10 z téchto Zen bylo izolovano celkem 58
druht Lactobacillus sp. Song a kol. (1999) ve své studii zjistili, ze hlavnimi
zastupci laktobacilt ve vaginé jsou L. crispatus a L. gasseri.

Tomas a kol. (2003) prokézali, Ze pouze 6 (4,47 %) z 134 izolovanych kmenu

vaginalnich laktobacild jsou schopny inhibovat rast patogend jako jsou napf.

13



Bc. Kamila Synkova Diplomova préce

E. coli, S. aureus, Enterococcus faecalis a Klebsiella sp. Collins a Aramaki (1980)
zjistili, Ze L. acidophilus mé& inhibiéni uc¢inek na rast Pseudomonas sp.

Aroutcheva a kol. (2001) a Annuk a kol. (2003) neprokazali vzajemnou
korelaci mezi aktivitou bakteriocinu, kyselinou mléénou a produkci peroxidu
vodiku. Déle zjistili, Ze nékteré druhy laktobacill sice produkuji peroxid vodiku,
ale nepodafilo se jim prokazat jeho inhibi¢ni efekt. Naopak Eschenbach a kol.
(1989) uvadeji, ze nékteré druhy laktobacilu, které produkuji peroxid vodiku,
mohou zabranit poruSeni poSevniho ekosystému a zamezit tak vzniku BV.

McLean a kol. (2000) wvySetfii 60 vaginalnich  stérd. U
vyizolovanych laktobacil zjiStovali schopnost inhibovat rust G. vaginalis,
Bacteroides sp. a Prevotella bivia. Prokazali, ze vSech 60 kmenl laktobacilt
inhibovalo rust bakterii asociovanych s BV.

2.3 Mikroorganismy podilejici se na onemocneéni poSevni

sliznice

2.3.1 Gardnerella vaginalis

Gardnerella vaginalis dfive Haemophilus vaginalis (Gardner a Dukes, 1955)
nebo téZ Corinebacterium vaginale (Zinnemann a Turner, 1963) puvodné patfila do
rodu Haemophilus. V souCasné dobé je vyclenénd do samostatného rodu
Gardnerella, patfici do ¢eledi Bifidobacteriaceae.

Bakterialni bufky G. vaginalis jsou gramnegativni ¢ gramlabilni drobné
ty€inky. Tyto ty€inky jsou pleomorfni o velikosti pfiblizné 0,5 x 1,5 az 2,5 pm. Jsou
nepohyblivé, nesporulujici a netvofi pouzdra. Nemaji rovnéZz schopnost tvofit
katalazu ani oxidazu. Podle narokl na kyslik jsou fazeny mezi mikroaerofilni bakterie
(Klaban a kol., 2005; Votava a kol., 2003).

G. vaginalis tvofi beta-hemolyzu na médiich obsahujici lidskou nebo kralici
krev. Na médiich s ov¢i krvi nehemolyzuje. Z hlediska rustovych podminek je tato
bakterie naro¢na. Nejlépe roste na ¢okoladovém agaru v prostiedi za zvySené tenze

CO, ¢i anaerobné (Bednar a kol., 1996). G. vaginalis vyZaduje 48 hodinovou inkubaci
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pfi 37 °C v prostifedi s 5 % CO,. Pro zachyt tohoto druhu z klinického materiélu se
pouZiva selektivni pada s antibiotiky. Identifikaci |ze provést pomoci biochemickych
testu. VétSina kmenu zkvaSuje maltézu za tvorby kyseliny, bez plynu a nitraty
neredukuji (Klaban a kol., 2005). G. vaginalis produkuje cytolyticky extracelularni
toxin, ktery zpusobuje hemolyzu lidskych erytrocytd (Rottini et al., 1990).

Vyznamnou schopnosti G. vaginalis je adheze k epitelidlnim burikam vaginy
a uretry prostfednictvim tenkych fimbrii. Tato schopnost adheze se zvySuje
s rostoucim pH ve vaginé (Sobel et al., 1981).

G. vaginalis je povaZzovana za soucast poSevni mikrofléry. Byva izolovana
z urogenitalniho traktu zdravych Zen. Casto je v3ak davana do souvislosti
s onemocnénim bakterialni vagindéza. Gardner a Duke (1955) zjistili G. vaginalis
u92 % Zen s BV a u 20 % Zen s trichomoniézou.

G. vaginalis vSak neni hlavnim a jedinym kritériem pro vznik BV. PfemnozZeni

v

poSevniho ekosystému.

2.3.2 Mycoplasma hominis

Mycoplasma hominis je taxonomicky fazeno do rodu Mycoplasma, Celedi
Mycoplasmataceae, fadu Mycoplasmatales a tfidy Mollicutes. Vyraz ,Mollicutes*
vychazi z latinského mollis = mékky a cutis = kdze.

Prvni mykoplazma bylo vykultivovano ze skotu jako pudvodce bovinni pleuro-
pneumonie. DalSi podobné izolaty byly pak ozna¢ovany PPLO (Pleuro-Pneumonia-
Like-Organism).

Rod Mycoplasma zahrnuje mikroorganismy, které netvofi peptidoglykan
a nemaji bunécnou sténu, tudiz nejsou morfologicky stabilni. Od béZnych bakterii se
liSi vyskytem steroll v cytoplasmatické membrané. Cytoplasmaticka membrana je
tfivrstevna (1-8 nm) a je tvorfena bilkovinami, lipidy a cukry. Vyznamnou soucasti
membrany je cholesterol, ktery pfispiva k jeji stabilité.

Mykoplazmata jsou nejmenSi bakterie schopné rudstu na bezbunécnych
médiich. Jejich tvar byva kokoidni, prstencovity, ty€inkovity ¢i vlaknity o velikosti
priblizné 0,3 — 0,8 um. Tvar bunék se liSi podle druhi mykoplazmat a rlstovych
podminek.
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Pro kultivaci M. hominis se pouzivaji komplexni média oznacovana jako PPLO
agar a PPLO bujon. Zddvodu zvySenych nutricnich pozadavkd jsou média
obohacovana o nezbytné suplementy obsahujici ristové faktory. Mezi né patfi
hlavné koriské sérum, které je zdrojem bilkovin, cholesterolu a nenasycenych
mastnych kyselin. Dale je pfidavan kvasnicovy extrakt jako zdroj vitaminQ
a aminokyselin. Médium je dale doplnéno o antibiotika (PNC, AMP) a octan thallny.
Tyto inhibiéni latky potlaCuji rist nezadouci doprovodné mikroflory. Kultivaéni
meédium lze dale obohatit o aminokyselinu arginin, kterou M. hominis vyuZiva jako
zdroj energie. Inkubace probih& nejlépe v mikroaerofilnim prostfedi 3 a vice dna pfi
37 °C.

Kolonie M. hominis maji typicky vzhled ,sédzeného vejce" (fried egg).
M. hominis nevytvafi hemolyzu na krevnim agaru, nezkvaSuje laktézu, ale podili se
na Stépeni argininu na amoniak (Klaban a kol., 2005).

Néktefi zastupci rodu Mycoplasma predevsim M. hominis patfi mezi béZnou
mikrofloru, kterd osidluje sliznice urogenitalniho traktu zdravych lidi (Ma3ata a kol.,
2004). Ve zvysSené mife jsou mykoplazmata prokazovana u Zen s BV (48 - 63 %).

U Zen s BV prokazali Schlicht a kol. (2004) M. hominis ve 24 - 75 % pfipadu.
Oproti tomu u Zen bez BV v 13 - 22 % pfipadd. Déle prokazali vzajemny vztah mezi
abnormélnimi  urogenitdlnimi nalezy u sexualné aktivnich mladych jedincu
a vyskytem mykoplazmat a ureaplazmat.

Hunter a Long (1958) izolovali mykoplazmata ze skupiny 39 Zen trpicich
vaginitidou ve 48 % prfipadd. Robinson a McCormack (1980) prokazali spole¢né
pasobeni M. hominis, G. vaginalis a ostatnich mikroorganismd na vzniku
nespecifické vaginitidy. Asociaci M. hominis s BV u gravidnich Zen prokazali Keane a
kol. (2000) v 53 % pfipadu.

2.3.3 Ureaplasma urealyticum

Ureaplasma urealyticum je taxonomicky zaclenéno do rodu Ureaplasma,
Celedi Mycoplasmataceae, fadu Mycoplasmatales a tfidy Mollicutes.

Poprvé byl tento mikroorganismus izolovan v roce 1954 z uretritidy. Pro své
velmi malé kolonie byl pivodné oznacovan jako T — mykoplazmata (tiny=drobounky).
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Hlavnim zastupcem rodu Ureaplasma je Ureaplasma urealyticum, které se
vyskytuje v urogenitalnim traktu i u zdravych jedincd. Mudze byt pficinou
negonokokovych uretritid. U muzu byva izolovano z prostatitid a u Zen se nachazi pfi
abortech ¢&i kongenitalnich ndkazach novorozencu (Bednar a kol., 1996).

Jedna se o bakterie menSi nez mykoplazmata s podobnymi morfologickymi
vlastnostmi. Typickym znakem ureaplazmat je tvorba ureazy.

Pro kultivaci U. urealyticum se pouzivaji kultivacni média jako je PPLO agar a
PPLO bujon obohacena o potfebné suplementy viz M. hominis. Hlavnim substratem
ureaplazmat je urea, kter4 je Stépena uredzou na oxid uhli¢ity a amoniak. Do
kultivaéniho média je spole¢né s ureou pridavana fenolova Cerven jako acidobazicky
indikétor. Uvolnény amoniak ureaza-pozitivnimi kmeny alkalizuje kultivacni prostfedi,
a pH se tim posunuje smérem do z&sadité oblasti. Vzestup pH je indikovan zménou
barvy fenolové cCervené ze Zluté do syté Cervené. Inkubace probiha nejlépe
v mikroaerofilnim prostfedi 2 — 3 dny pfi 37 °C (Klaban a kol., 2005).

U. urealyticum se na vzniku BV podili v mensi mife nez M. hominis. (Keane et.
al., 2000). Blackwell a kol. (1983) izolovali U. urealyticum v 63 % pfipadd u Zen
s BV. Hillier a kol. (1995) provedli studii, ve které vySetfili 171 téhotnych Zen.

U. urealyticum prokazali u 78 % Zen s normalni florou a u 92 % Zen s BV.

2.3.4 Rod Candida

Mikroorganismy rodu Candida jsou puavodci povrchovych i systémovych
endogennich mykéz. Kvasinky maji schopnost tvofit rizné tvary s rlizné silnou
bunécnou sténou. Kvasinkovité formy se mnozi puenim. Jsou schopny vytvaret
blastokonidie, pseudohyfy a hyfy, kterymi prorastaji do tkané (Bednar a kol., 1996).
Predpoklada se, Ze k hlavnim faktordm patogenity patfi schopnost rychlého kli¢eni
ve tkanich, tvorba proteaz, pfitomnost adhezinl a rychle ménit povrchové struktury
(Votava a kol., 2003).

Kandidy jsou druhym nejastéjSim vyvolavatelem poSevnich infekci,
zpUsobujicich tzv. vulvovaginalni kandidézu. PFi kvasinkové infekci byva ve vaginé
pFitomna v 85 - 90 % Candida albicans a Candida tropicalis (Kobilkova a kol, 2005).

Kvasinky Ize ve vaginé povazovat za podminéné patogenni mikroorganismy.

Trpélivé Cekaji na optimalni pfileZitost k pu€eni a pfechodem na tzv. hyfalni formu si
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usnadnuji prinik mezi jednotlivé vrstvy poSevni sliznice. Kandida vstupuje do vaginy
jako blastospora, musi se pfichytit, konkurentim odebrat Ziviny a pfekonat obranny
imunitni systém.

Mezi z&kladni symptomy vaginalni kandidozy patfi vyrazné svédéni a vytok,
télesna teplota neni zvySena. V akutni fazi zanétu je poSevni sliznice zarudla
a zdufeld s typickym tvarohovitym vytokem, nékdy mulZe byt postizena i vulva
(vulvovaginitis) (Citterbart a kol., 2001). Pfi hodnoceni mikrobnich obrazt poSevnich
v preparatech obarvenych dle Giemsy, vaginalni mykéze odpovidda MOP VI.
V preparatu nalézame kromé zastoupeni koku a ty€inek hlavné Cetné, ovalné vétsi i
mensi Utvary — kvasinky. A velmi c¢asto jsou pfitomna hruba vidkna -
pseudomyceliarni ristova forma kvasinek z rodu Candida.

Ve studii, kterou provadéli Brown a kol. (2004) bylo testovano celkem 425
pacientek s vaginitidou a vaginosou. Candida byla pfitomna u 45 (10,6 %) pacientek
a G. vaginalis u 190 (44,7 %) pacientek. Kandid6za je ¢asté onemocnéni pfedevsim
mladych Zen, u kterych Adad a kol. (2001) prokazali Candida sp. ve 22,5 % pfipadu.
Naopak nizky vyskyt zaznamenali u pacientek starSich 50ti let.

Pirotta a kol. (2006) zjistili vyskyt Candida sp. u 21 % zdravych Zen a u
37 % Zen po antibiotické |é¢bé. C. albicans prokazali v73 % a C. glabrata ve
20 % pfipadd. Richter a kol. (2005) izolovali C. albicans u Zen s vulvovaginitidou v
76 % a C. glabrata v 16 % pfipada.

Monif a kol. (1998) izolovali ze vzorku odebranych zvaginy a cervixu
C. albicans ve 20 % pfipadd. Tento druh byl prokdzan spole¢né se streptokoky
a G. vaginalis ve 27,3 % pfipadu.

Louvois a kol. (1975) izolovali C. albicans, M. hominis a Trichomonas vaginalis
(T. vaginalis) u téhotnych Zen s vulvovaginitidou.

Belkum a kol. (2001) zjiStovali vyskyt bakterii u sexualné prenosnych onemocnéni.
T. vaginalis prokazali v 79 % pfipadd a M. hominis, které se vyskytovalo s
C. albicans, v 11 % pfipada.

U Zen trpicich rekurentni BV Devillard a kol. (2005) zjistili pfitomnost
C. albicans, stafylokokd a G. vaginalis. U pacientek trpicich BV a zanétlivym
onemocnénim panve (PID) byl prokazan vyskyt C. albicans s G. vaginalis,
M. hominis, U. urealyticum, E. coli a streptokok( (Ness et al., 2005).
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2.3.5 Rod Staphylococcus

Stafylokoky jsou grampozitivni, nepohyblivé, nesporulujici a vétSinou
neopouzdiené koky. Jsou kataldza pozitivni a oxidaza negativni. Maji respiracni
i fermentacni typ metabolismu. Rostou v médiich obsahujicich 10 % NaCl (Bednar a
kol., 1996).

Produkuji celou fadu enzym( a toxinl. Mezi stafylokokové toxiny patfi
zejména enterotoxiny, hemolyziny, exfoliativni toxin a toxin syndromu toxického Soku
(TSST). Mezi vyznamné enzymy se fadi plazmakoaguladza, hyaluronidaza, lipazy,
nukleazy, fibrinolyzin a -laktamaza.

Z hlediska patogenity maji pro ¢lovéka vyznam predevsim koagulaza-pozitivni
druh S. aureus a koaguldza-negativni druhy S. epidermidis a S. saprophyticus
(Bednér a kol., 1996; Votava a kol., 2003).

Rupp a kol. (1992) provedIi studii, ve které testovali celkem 257 pacientek na
pfitomnost stafylokokd v urogenitalnim traktu. U 19 (7,4 %) Zen byl urogenitalni trakt
kolonizovan S. saprophyticus a u 21 (8,2 %) kmeny novobiocin-rezistentni
a koaguladza-negativni non-S. saprofyticus. Z délozniho kréku byl izolovan
S. saprofyticus v 10 % pfipada.

Ve studii zaméfené na vyskyt S. aureus produkujicich TSST-1, Parsonnet a
kol. (2005) prokazali 75 % netoxigenich kmenu S. aureus (TSST-1 negativni)
a 25 % kmenu toxigenich (TSST-1 pozitivni). V 38 % pfipadd byl S. aureus pfitomen
ve vzorcich z vaginy.

Lansdell a kol. (1984) se ve své studii zaméfili na rekurentni vyskyt S. aureus
u Zen béhem menstruace. U 97 mladych Zen, prokazali 26% vyskyt S. aureus.

Schlievert a kol. (2007) zjiStovali vyskyt S. aureus u Zen, které béhem
menstruace pouzivali tampodny. Vaginalni vzorky z roku 1980 a 1981 byly porovnany
se vzorky z roku 2003 az 2005. V roce 1980 a 1981 kolonizoval vaginu S. aureus ve
12 % zatimco vroce 2003 az 2005 byl zaznamenan 23% vyskyt S. aureus
produkujici TSST-1.

Devillard a kol. (2005), ktefi se zabyvali studiem opakujicich se infekci BV
prokazali mimo jiné i pfitomnost Staphylococcus epidermidis (3 %) ve vzorcich

Z kréku délozniho.
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2.3.6 Rod Streptococcus

Streptokoky jsou nesporulujici, fakultativné anaerobni, grampozitivni koky
uspofadané obvykle v Fetizcich nebo ve dvojicich. Na rozdil od stafylokokd jsou
kataldza negativni. Podle typu hemolyzy, kterou vytvareji na krevnim agaru
s beranimi erytrocyty, jsou ¢lenény na 3-hemolytické, viridujici a nehemolytické.

U Clovéka jsou za hlavni patogeny povazovany S. pyogenes, S. agalactiae
a S. pneumoniae. Skupina tzv. viridujicich streptokokd tvofi béZnou soucést
mikrofléry dutiny Ustni a kromé tvorby zubniho kazu se v patogenité uplatfiuje jen
zfidka. Streptokoky jsou rozdéleny podle sérologickych vlastnosti sténovych
antigenu, zvanych téZ polysacharid C, do skupin, které v roce 1933 zavedla Rebecca
Craighill Lancefieldova. Streptokoky rozdélila do osmnacti antigennich skupin,
oznacovanych velkymi pismeny (v soucasnosti A az Z) (Julak, 2006; Bednar a kol.,
1996).

K faktordm patogenity streptokokd patfi zejména M protein, kyselina
lipoteichovd a F protein. Ty umoznuji pfedevsim adhezi na bunécné povrchy.
Z extracelularnich faktord virulence jsou nejzndmeéjsi streptolyzin O, streptolyzin S,
streptokindzy, hyaluronidaza, deoxyribonukleaza, proteinazy, pyrogenni toxin a dalSi
(Bednar a kol., 1996; Votava a kol., 2003).

Vagindlni sliznici maze kolonizovat pfedevSim S. agalactiae se skupinovym
antigenem B. Nosi¢stvi je vyznamné zejména u téhotnych Zen, nebot v prdbéhu
porodu muZe dojit k pfenosu S. agalactiae na novorozence. Nasledné se u
novorozence mohou projevit meningitidy, sepse ¢i pneumonie. Vaginalni nosic¢stvi
bylo prokdzdno u 10 % Zen. S. agalactiae muaze byt pfi¢inou potratd, infekci
téhotnych a poporodnich infekci rodi¢ek (Bednar a kol., 1996; Julak, 2006).

Kontnick a Edberg (1990) prokazovali streptokoky se skupinovym antigenem
B (GBS) u téhotnych Zen. Z 434 vaginalnich stérG bylo pozitivnich 14,7 % stéru.
Wald a kol. (1987) provadéli izolaci GBS z vaginalnich stérd. Streptokoky
identifikovali pomoci rychlé metody latexové aglutinace a podle morfologie ristu na
krevnim agaru. Vyskyt streptokokd prokézali u 40,4 % vzorka.

Gupta a Briski  (2004) provadéli detekci GBS u vzorka odebranych
z rektovaginalni  oblasti, vaginy a kréku déloZzniho. GBS zjistili u
23,3 % rektovaginalnich vzorkd, 23,8 % vaginalnich vzorkd a u 28,9 % vzorkl
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z délozniho kréku. Kolonizace vaginy GBS muze byt tedy pfechodna, chronicka nebo
obCasna a mize postihovat 10 - 30 % téhotnych Zen (Gupta et. al., 2004). Gray
a kol. (2007) sledovali vyskyt GBS u kojencll. Celkem vySetfili 57 kojencll, z nichz
detekovali GBS v krvi u 72 %, v krvi a mozkomisni tekutiné u 12 % a pouze
v mozkomiSni tekutiné u 15,7 % kojencd.

Schrag a kol. (2000) zaznamenali 20% vyskyt GBS u novorozenctl tyden po
porodu. Fluegge a kol. (2006) vyizolovali GBS 2z mozkomisni tekutiny u

96 % novorozencu béhem prvnich tfech mésicu jejich Zivota.

2.3.7 Celed’ Enterobacteriaceae

Celed Enterobacteriaceae je velmi rozsahla a zahrnuje celkem 44 rodq.
Jedna se o fakultativné anaerobni, nesporulujici, gramnegativni ty€inky, vyskytujici
se v lidském stfevé i v okolnim prostfedi. Maji sloZitou antigenni strukturu, danou
sloZzenim somatickych, bicikovych, kapsularnich a dalSich antigend. Medicinsky
vyznamné druhy jsou vétSinou potencialné patogenni, jako pavodci intestinalnich
onemocnéni. Casto také pusobi nebezpeéna extraintestinalni, zejména mocova
onemocnéni (Julak, 2006).

E. coli je gramnegativni pohybliva ty€inka Stépici laktézu a glukozu za tvorby
plynu (Votava a kol., 2003). Je fyziologicky pfitomna ve stfevni sliznici, kde
napomaha odbouravat nestravené slozky potravy a inhibovat jiné nezadouci
patogeny. Existuji vS8ak kmeny E. coli, které zplasobuji nebezpeéné gastrointestinalni
infekce ¢i uroinfekce.

Ve studii provadéné Watt a kol. (2003) byly izolovany kmeny E. coli ze vzorku
téhotnych Zen a novorozencu. Ze 105 kmenu bylo vyizolovano 24 (23 %) kmenu ze
stfevni mikroflory, 25 (24 %) kmend z vaginalni sliznice u téhotnych Zen a 27
(25,7 %) kmenl z amniové tekutiny, krve a mozkomi3ni tekutiny u novorozencu.

Cook a kol. (2001) vyizolovali E. coli (45 %) z genitdlniho traktu Zen s
vaginitidou, abscesy vaje¢nikl a vejcovodu a neonatalnich sepsi.

Devillard a kol. (2005) a Ness a kol. (2005) izolovali E. coli ze vzorkd Zen
s opakujici se BV (40 %) a PID (14 %). Xie a kol. (2006) prokazali vyskyt E. coli ve

vaging, kone¢niku a moCovém méchyfi u pacientek trpicich infekci mo€ového traktu.
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Celkem izolovali 88 druhl E. coli pfitomnych ve vaging, kone¢niku a mocovém

meéchyfi a 54 druhd bylo pfitomnou pouze v konecniku.
2.4 Bakterialni vagintza

Bakterialni vagin6za (BV) je nezanétlivé onemocnéni poSevni sliznice,
zpusobené ztratou aerobnich laktobacill a prevahou anaerobnich bakterii. PGvodné
se tento syndrom nazyval ,nespecificka vaginitida“, pro odliSeni od specifickych
vaginitid vyvolanych trichomonadami a plisnémi.

Etiologie bakterialni vagin6zy je multifaktorialni. Jednim z faktoru je zvySeni
pH ve vaginé z fyziologického 3,5 - 4,5 na 7, kdy je inhibovan ucinek peroxidu
vodiku. Davodem je pfemnoZeni anaerobnich poSevnich bakterii na ukor laktobacill
tvoficich peroxid vodiku.

Mezi rizikové faktory pro vznik BV, patfi Casté gynekologické zakroky,
interrupce a uZiti nitrodélozniho téliska (naopak uZziti hormonalni antikoncepce vyskyt
BV snizuje z dlivodu potlaceni proménlivych hormonalnich hladin). Onemocnéni BV
se Casto vyskytuje spolu se sexualné prenosnymi chorobami a je rovnéz povazovano
za sexualné pfenosné onemocnéni (Hay, 2005).

G. vaginalis je povaZovana za spoustéci faktor vzniku bakterialni vagindzy
(BV). Bylo vSak zjisténo, Zze se tato bakterie vyskytuje u 40 - 50 % zen bez BV.
Mycoplasma hominis je pfitomno asi u 24 - 75 % Zen s BV. Az v 77 % se pfi BV
vyskytuje bakterie Mobiluncus a to predevsim druhy Mobiluncus curtisii a Mobiluncus
mulieris. Ve zvySené koncentraci rovnéZz mohou byt pfitomny Fusobacterium parvula,
Veillonella parvula ¢&i zastupci anaerobnich bakterii (Bacteroides bivus,
Peptostreptococci sp., Peptococci sp., Eubacterium sp.) (MaSata a kol., 2004).

Smayevsky a kol. (2001) se zabyvali studiem vyskytu mikroorganism
asociovanych s BV. Celkem bylo vySetfeno 109 Zen, pfiCemz 47 (43 %) z nich mélo
pfriznaky BV a 62 (57 %) bylo bez pfiznaku. Dosli k zavéru, Ze anaerobni bakterie se
vyskytovaly v91 % pfipadd u Zen sBV a v18 % pfipadd u Zen bez BV.
Peptostreptococcus sp., Prevotella bivia a Porphyromonas sp. byly hlavné
asociovany s BV. G. vaginalis a M. hominis byly izolovany v 76 % a 42 % pripadd u
Zen s BV. Zastupci z rodu Mobilluncus se rovnéz vyskytovali u Zzen s BV a to ve
34 % pripadd.
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Ve studii provadéné Aggarwal a kol. (2002) byla zjiStovana asociace anaerobu
s BV, kde prokazali pfitomnost 55,4 % Peptostreptococcus sp., 20 % Bacteroides
sp., 24 % Prevotella sp., 24 % Clostridium sp., 12 % Eubacterium sp.,
8 % Fusobacteium sp. atd. Rosenstein a kol. (1996) izolovali anaerobni streptokoky
u 74 % pacientek s BV a u 60 % pacientek zastupce rodu Bacteroides. Levision a
kol. (1979) izolovali Peptostreptococcus sp. v 42 %, Peptococcus sp. v 42 % a
Bacteroides sp. v 50 % pfipadl u pacientek trpicich nespecifickou vaginitidou. Krohn
a kol. (1989) izolovali Bacteroides sp. v 62 % a Peptostreptococcus sp. Vv
59 % pfipadd gravidnich Zen s BV, které spliiovaly tfi ze Ctyf Klinickych kritérii,
pricemz tfi dny po porodu doSlo u téchto Zen k navratu anaerobu, které mohou byt
pri¢inou endometritidy ¢i poporodnich sepsi. Catlin a kol. (1992) jez se zabyvali
studiem G. vaginalis zjistili zastoupeni této bakterie spole¢né s Mobiluncus sp.
a M. hominis u zen s BV.

V roce 1983 Amsel a kol. zavedli klinicka kritéria pro diagnostiku BV. V roce
1991 byla stanovena kritéria dle Nugenta popisujici snizeni poctu laktobacilt a vzrust
G. vaginalis.

Diagnostika BV

Pro diagnostiku BV byla stanovena klinickd (Amselova) kritéria. Musi byt
splnéna miniméalné 3 z téchto 4 nasledujicich kritérii: (Amsel et. al., 1983)

Posevni pH je vySSi nez 4,5

PFitomnost fidkého vytoku, ktery adheruje na poSevnich sténach
PFitomnost klicovych bunék

Pozitivni test s KOH

H w N

Klicové buriky (clue cells) jsou dllezitym voditkem pro diagnostiku BV. Poprvé jej
popsali Gardner a Dukes v roce 1955. Jedna se o drobné dlazdicové epitelie
s neostrymi okraji, na nichZz adheruji Cetné bakterie, které urychluji cytolyzu, zvySuji
mnozstvi vaginalniho sekretu a soucasné i jeho pH, coz vede k tvorbé optimalniho
prostiedi pro pfemnozZeni anaerobnich mikroorganismu, z nichZz vétSina produkuje

kyselinu sukcinovou a biogenni aminy. KliCové bunky Ize pozorovat pfi
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mikroskopickém vySetfeni nativniho preparatu €i v preparatu obarveném dle Giemsy.
(Sachdeva et al., 2006)

Biogenni aminy Ize prokdzat pomoci tzv. aminového testu, ktery je v pfipadé BV
pozitivni. Aminovy test je zaloZen na uvolnéni biogennich aminu (putrescin,
kadaverin, trimethylamin) v alkalickém prostfedi, takZe po pfidani 10% KOH
k sekretu vaginy je citit typicky rybi zapach.

Posevni pH se stanovuje pomoci testacniho papirku, ktery se umisti na predni
sténu poSevni (Citterbart a kol., 2001).

2.5 Mikrobialni obraz poSevni (MOP)

Stanoveni  mikrobidlniho  obrazu  poSevniho (MOP) je  soucasti
mikroskopického vySetfeni vytéru z vaginy. Poskytuje informaci o mikrobiologickém
stavu poSevni sliznice a mize tak pfispét k objasnéni pfi€iny vytoku. Odbér se
provadi pfi kolposkopickém vySetieni jako stér sterilnim vatovym tamponem ze zadni
klenby poSevni nebo Cipku.

Odebrany vzorek se v laboratofi nanese na podlozni sklicko. Po zaschnuti se
preparat fixuje methanolem 3 minuty, poté se barvi Giemsovym barvivem, pfi rychlé
metodé barvivem ziedénym 1:2 po dobu 30 - 60 minut nebo pfi pomalé metodé
barvivem zfedénym 1:10 nebo 1:20 po dobu 12 - 24 hodin. Nakonec se obarveny
preparat oplachne destilovanou vodou. Preparat pozorujeme za pouZziti imerze pfi
zvétSeni 1000x.

Giemsovo barvivo je vhodné pro mikroskopické vySetfeni vaginalniho sekretu,
jelikoz dobrfe diferencuje bunécné struktury. Po obarveni jsou bunééna jadra
epitelialnich bunék Cervené fialova, cytoplazma svétle modra, cytoplazma erytrocyt(
svétle fialova, erytrocyty jsou ruzové nebo Cervené a bakterie modrofialové.

Mikrobni obrazy poSevni (MOP) jsou charakterizovany do 6 z&kladnich stupnu

podle Jirovce, Petera a Malka.
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MOP |.  fyziologicky obraz

MOP II. nehnisavy bakterialni vytok (bakterialni vagin6za)
MOP IlI. hnisavy bakterialni vytok (bakterialni vaginitida)
MOP IV. kapavcity vytok (kapavka)

MOP V. trichomonadovy vytok (trichomoniaza)

MOP VI. kvasinkovy vytok (hnisava nebo nehnisava vaginalni mykoza)

Z vySe uvedené charakteristiky MOPU vyplyva, Ze bakteridlni vaginéza resp.
G. vaginalis je spojovana s MOP Il. Tento MOP je charakterizovan absenci pfirozené
pritomnych laktobacild a pfevahou jinych skupin bakterii, které se nachazeji na
povrchu epitelialnich bunék. Zanétliva reakce je mald, proto v preparatu nachazime

pouze malé mnoZstvi leukocyta.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a metody

3.1.1 VySetfovany material

VySetfovanym materidlem byly stéry z kréku délozniho Zen. Klinicky material jsme
dopravili do laboratofe v transportnim médiu a ihned zpracovali. Ke kazdému
vySetfovanému materialu jsme obdrzeli pravodni list, ktery obsahoval informace o

véku pacientky, gynekologické anamnéze a klinickém nalezu.

3.1.2 Kultivaéni média

Pro kultivaci vzorku, izolaci kmend a provedeni nékterych testd jsme pouZzivali média:

Gardnerella vaginalis agar — GV agar

4,3 g krevniho agaru (KA) €. 3 (firma IMUNA, ¢€.8. 470705) jsme rozpustili ve
100 ml destilované vody a sterilizovali 15 minut v autoklavu pfi 121 °C. Po ochlazeni
na teplotu 50 - 60 °C jsme pfidali:

10 ml suplementu A (firma Dulab, €.5. 220905)

10 ml suplementu G (firma Dulab, ¢.5. 060905)

0,01 ml Tweenu 80 (firma HiMedia, ¢€.S. 3-1101)

100 ml pIné lidské krve (dodavané Krajskou Nemocnici Pardubice)

Krevni agar — KA

4 g zakladu pro krevni agar ¢. 2 (firma HiMedia, ¢.8. 0000017141) jsme
rozpustili ve 100 ml destilované vody a sterilizovali 15 minut v autoklavu pfi 121 °C.
Po ochlazeni na teplotu 50 - 60 °C jsme pfidali 7 % defibrinované berani krve.

Cokoladovy agar — CA

4 g zakladu pro krevni agar ¢. 2 (firma HiMedia, ¢.8. 0000017141) jsme
rozpustili ve 100 ml destilované vody a sterilizovali 15 minut v autoklavu pfi 121 °C.
Po ochlazeni na teplotu 80 °C jsme pfidali 7 % defibrinované berani krve.
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Endav agar — EA
4,7 g zakladu pro Endlv agar (firma Oxoid, €.5. 201052) jsme rozpustili ve 100
ml destilované vody a pfidali 0,4 ml bazického fuchsinu. Médium jsme sterilizovali 15

minut v autoklavu pfi 121 °C.

Takto pfipravené pudy jsme rozlévali do pfipravenych Petriho misek do vySky
4 mm a skladovali pfi 4 - 5 °C po dobu nejdéle 3 tydnda.

Tekuta pada (TP) s argininem pro kultivaci mykoplazmat
2,1 g Bacto PPLO Broth (firma DIFCO™, &.3. 5221158) jsme rozpustili v

70 ml redestilované vody a sterilizovali 15 — 20 minut v autoklavu pfi 121 °C. Po
ochlazeni na teplotu 50 - 60 °C jsme pfidali dalSi slozky:

10 ml kvasnicového extraktu

20 ml neaktivovaného koriského séra

0,8 ml octanu thallného (10 % roztok)

0,5 ml ampicilinu (100 mg)

0,5 g argininu (L-arginin pro biochemii firmy MERCK, €.5. K19596242)

0,2 ml fenolové ervené (1 % roztok)
pH média jsme upravili 10% roztokem HCI na 6,9 — 7,0.
Bujon jsme skladovali v lednici pfi 4 - 5 °C po dobu nejdéle 3 tydn.

Pevna pada (PP) pro kultivaci mykoplazmat
3,5 g Bacto PPLO agar (firma DIFCO™, &.5. 2126603) jsme rozpustili v 70 ml

redestilované vody a sterilizovali 15 — 20 minut v autoklavu pfi 121 °C. Po ochlazeni
na teplotu 50 - 60 °C jsme pfidali dalSi slozky:

10 ml kvasnicového extraktu

20 ml neaktivovaného koriského séra

0,8 ml octanu thallného (10 % roztok)

0,5 ml ampicilinu (100 mg)
pH média jsme v pfipadé potfeby upravili 10% roztokem NaOH na 7,2 — 7,3.
Takto pfipravenou padu jsme rozlévali do pfipravenych polystyrénovych Petriho
misek (g 60 mm) do vySky 4 mm a skladovali v lednici pfi 4 - 5 °C po dobu nejdéle
3 tydnu.
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Tekuta ptda (TP) s ureou pro kultivaci ureaplazmat
2,1 g Bacto PPLO Broth (firma DIFCO™, &.5. 5221158) jsme rozpustili v 70 ml

redestilované vody a sterilizovali 15 — 20 minut v autoklavu pfi 121 °C. Po ochlazeni
na teplotu 50 - 60 °C jsme pfidali dalSi slozky:

10 ml kvasnicového extraktu

20 ml neaktivovaného koriského séra

0,5 ml ampicilinu (100 mg)

0,2 ml urey (40% roztok) (firma HiMedia, €.5. F-X525)

0,8 ml linkomycinu (o koncentraci 256 mg/l)

0,2 ml fenolové Eervené (1 % roztok)
pH média jsme upravili 10% roztokem HCI na 6,0 — 6,3.
Bujén jsme skladovali v lednici pfi 4 - 5 °C po dobu nejdéle 3 tydnu.

Pevna pada (PP) pro kultivaci ureaplazmat
3,5 g Bacto PPLO agar (firma DIFCO™, &.5. 2126603) jsme rozpustili v 70 ml

redestilované vody, smichali s 0,015 g MnSO, a sterilizovali 15 — 20 minut v
autoklavu pfi 121 °C. Po ochlazeni na teplotu 50 - 60 °C jsme pfidali dalSi slozky:

10 ml kvasnicového extraktu

20 ml neaktivovaného koriského séra

0,5 ml ampicilinu (100 mg)

0,2 ml urey (40% roztok) (firma HiMedia, €.5. F-X525)

0,8 ml linkomycinu (o koncentraci 256 mg/l)

0,2 ml fenolové &ervené (1 % roztok)
pH média jsme v pfipadé potfeby upravili 10% roztokem HCI na 6,0.
Takto pfipravenou pudu jsme rozlévali do pfipravenych polystyrénovych Petriho
misek (g 60 mm) do vySky 4 mm a skladovali v lednici pfi 4 - 5 °C po dobu nejdéle
3 tydnu.

Kvasnicovy extrakt

1000 g cerstvych pekarskych kvasnic jsme homogenizovali v 500 ml teplé
redestilované vody a poté doplnili dalSimi 500 ml redestilované vody. Suspenzi jsme
zahfivali pfi 80 °C (dodrzet, jinak by doSlo ke zni¢eni V-faktoru) po dobu 45 minut.

Po zchlazeni jsme smés centrifugovali 30 minut pfi 3000 — 4000 ota¢kach za minutu.
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Sediment jsme odstranili a pH supernatantu jsme upravili na hodnotu 7. Takto
pfipraveny supernatant jsme 3x sterilizovali po dobu 1 hodiny pfi teploté 80 °C.
Sterilni supernatant jsme rozplnili do lahvi¢ek po 50 ml a skladovali pfi -20 °C.

Konské sérum
Koriské sérum dodavala firma LabMediaServis s.r.o., Vyroba krevnich derivatu
a kultivaénich médii. Neinaktivované kornské sérum jsme uchovavali ve sterilnich

lahvi¢kach o objemu 80 ml pfi -20 °C nejdéle jeden rok.

10% roztok octanu thallného
V 50 ml odmérné barice jsme rozpustili 5 g octanu thallného (firma SIGMA,
¢.8. KO090) v 50 ml sterilni redestilované vody. Roztok jsme skladovali pfi laboratorni

teploté.

Roztok ampicilinu
Do lahvi¢ky ampicilinu (firma BIOTIKA, €.5. 0605005) o obsahu 500 mg G¢inné
latky jsme pfidali 2,5 ml sterilni redestilované vody. Po dukladném rozpusténi jsme

roztok skladovali pfi -20 °C.

1% roztok fenolové éervené

1 g fenolové ¢ervené (firmy LACHEMA) jsme rozpustili ve 25 ml 0,1 M NaOH,
v odmeérné barice doplnili na 100 ml sterilni redestilovanou vodou a mirné zahfivali
do uplného rozpusténi. Roztok jsme rozplnili do lahviéek po 50 ml a autoklavovali po
dobu 10 minut pfi 115 °C. Dale jsme roztok skladovali pfi laboratorni teploté.

3.1.3 Diagnostické sety a testy

Pro zjisténi fenotypovych, biochemickych a antigennich vlastnosti izolovanych

kmenu jsme pouzivali komeréné dodadvané mikrotesty a sety:
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STAPHYtest 24 (firma LACHEMA, a.s., Brno), €.S. 306607

STREPTOtest 16 (firma LACHEMA, a.s., Brno), ¢€.5. 304607

ENTEROtest 24 (firma LACHEMA, a.s., Brno), ¢.S. 308507

NEFERMtest 24 (firma LACHEMA, a.s., Brno), €.S. 307607

ITEST PYR test (firma ITEST plus, s.r.o., Hradec Kralove), ¢.5. 1095 — pro
stanoveni pyrrolidonylpeptidazové aktivity

ITEST STAPHY-KOAGULAZA (firma ITEST plus, s.r.o., Hradec Kralové), &.5.
1084 — k prukazu volné a vazané plazmakoagulazy

ITEST STREPTO GROUP (firma ITEST plus, s.r.o., Hradec Kralové), ¢.8
1026 — k prukazu skupinovych antigent streptokokd

3.1.4 Biochemické testy

Katalaza
K prikazu katalazy jsme pouzivali 3% roztok peroxidu vodiku v destilované

vodé.

Oxidéza
Produkci oxidazy jsme testovali na prouzcich filtraéniho papiru napusténych
1% vodnym roztokem tetramethyl-p-fenylendiamin-dihydrochloridu.

3.1.5 Chemikalie a roztoky

Pro pripravu bakterialnich suspenzi a mikroskopickych preparatd jsme
pouZzivali sterilni fyziologicky roztok (0,85% roztok NacCl).

K barveni preparatd dle Grama jsme pouzivali 40% alkoholovy roztok
krystalové violeti v 10% roztoku Stavelanu amonného, 10% vodny roztok jodu
vjodidu draselném (Lugoliv roztok), 70% ethanol a 10% vodny roztok
karbolfuchsinu.

Pro barveni preparatd dle Giemsy jsme pouZivali Giemsovo barvivo fedéné

destilovanou vodou v poméru 1:2 a methanol.
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3.1.6 Pristroje a pomucky

Pristroje:

Autoklav (BMT, Sterilab), horkovzduSny sterilizator (BMT, Sterimat), suSarna
(Memmert,UNB500), laminarni box MSC 12 (Jouan, MSC12), mrazici box (Sanyo,
MDF-U3086S), lednice (AEG, S70402KG), termostat s 5 % CO, (SalvisLab, BC170),
vodni lazenn (Memmert, WB14), digitalni vahy (Kern, ABT), pH metr (Hanna, pH210),
svételny mikroskop (Nikon, YS100), plynovy kahan, aparatury na vyrobu
redestilované a destilované vody (Millipore, RO-plus, Q-plus), centrifuga (HETTICH,
typ MIKRO 20).

Pomucky:
Sterilni vatové tampony (firma MicroRheologics, €.5. 9SH100), sterilni transportni

tampony (firma COPAN INNOVATION, ¢&.8. 2J8C02), testy MYCOPLASMA DUO
(firma Bio-Rad, €.5. 7J2994), mikropipety, Spicky, odmérné valce, kadinky, odmérné
banky, Erlenmayerovy barky, zkumavky, ependorfky, pryZové a silikonové zéatky na
zkumavky, stojdnky na zkumavky, pinzety, bakteriologické klicky, bunicita vata,
mikrotenoveé sécky, sklenéné a polystyrénové Petriho misky (g 60mm) (firma MERCI,
¢.8. 051350), podlozni skli¢ka, stficky.

3.2 Pracovni postup

3.2.1 Odbér vzorku

Vzorky odebirali MUDr. P. Lotko a MUDr. J. Galat ze soukromého
gynekologického ustavu G-MED v.0.s. v Pardubicich. Vzorky odebirali pomoci dvou
typu sterilnich tampénu, které bezprostfedné po odbéru umistili do transportniho
média pro mykoplazmata a ureaplazmata a do tuhého transportniho média. Ke
kazdému vzorku vyplnili pravodni list, ktery obsahoval datum odbéru, €islo vzorku,
rok narozeni pacientky, druh pouzivané antikoncepce a klinicky nalez v dobé odbéru.
Vzorky jsme dopravili do laboratofe a ihned zpracovali.
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3.2.2 Zpracovani vzorku pro identifikaci G. vaginalis a dalSich

bakterii asociovanych s BV

Nejdfive jsme pomoci tampénu z tuhého transportniho média provedli natér
na sterilni podloZzni skli¢ko, ktery jsme po zaschnuti obarvili dle Giemsy pro
identifikaci mikrobniho obrazu poSevniho (MOP). Poté jsme vzorky naockovali na
zivné pldy v pofadi KA, CA, GV a nakonec EA. Inkubace KA a EA probihala 48
hodin pfi 37 °C, CA a GV 48 hodin pfi 37 °C v atmosféfe s 5 % CO,,

Charakter ristu na agarovych padach jsme hodnotili a identifikovali po
24 a 48 hodinové inkubaci. VSimali jsme si tvaru a povrchu kolonii, okraja,
konzistence, barvy kolonii, viné ¢i zapachu, popfipadé vzniklé hemolyzy.

PFfitomné mikroorganismy jsme testovali na schopnost tvorby katalazy
a oxidazy. Dale jsme zhotovili mikroskopicky preparat, obarvili jej dle Grama
a pozorovali pod imerzi. Vybrané kolonie jsme izolovali a z 24 hodinové cisté kultury
jsme provedli douréeni pomoci biochemickych testu.

G. vaginalis jsme identifikovali podle charakteru ristu na GV agaru, kde
vyrustala v drobnych Sedobilych koloniich obklopenych zénou hemolyzy. Rovnéz
jsme zhotovili mikroskopicky preparat obarveny dle Grama, ve kterém jsme
G. vaginalis pozorovali jako gramnegativni az gramlabilni drobnou ty€inku. Test na

katalazu a oxidazu byl negativni.

3.2.3 Zpracovani vzorka pro identifikaci bakterii M. hominis a

U. urealyticum

Zpracovani vzorkud kultivacni metodou:

Tamponem umisténym v transportnim meédiu pro mykoplazmata
a ureaplazmata jsme provedli roztér na cely povrch agarového média. Misky
s naoc¢kovanymi padami jsme inkubovali v inkubatoru v prostfedi s 5 % CO, pfi 37 °C
po dobu 2 dnu.

Do pfipravenych pomnoZovacich médii PPLO-bujon pro mykoplazmata
a ureaplazmata (2 ml) jsme napipetovali 200 pl transportniho média.
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Dale jsme napipetovali 1ml transportniho meédia do ependorfek. Vzorky
v ependorfkdch jsme centrifugovali pfi 3000 otackach po dobu 10 minut. Po
centrifugaci jsme odpipetovali 200 pl sedimentu opét do pomnozovacich médii
PPLO-bujon pro mykoplazmata a ureaplazmata (2 ml). Celkem jsme tedy naockovali
dvé zkumavky na prukaz mykoplazmat a dvé zkumavky na prukaz ureaplazmat od
kazdého vzorku, které jsme inkubovali v inkubatoru v prostiedi s 5 % CO; pfi 37 °C
po dobu 2 dnu. Pfi zméné zbarveni média z pavodné Zluté na Cervenou jsme vzorek
zamrazili (pro pozdéjSi testovani jinou metodou) a soucasné vyockovali na PPLO
agar pro mykoplazmata a ureaplazmata.

Po skonc&eni inkubacni doby jsme provadéli hodnoceni nardastu kolonii pomoci

mikroskopu pfi zvétSeni 120x.

Zpracovani vzorkt komerénimi sety MYCOPLASMA DUO:

Testy MYCOPLASMA DUO (firma Bio-Rad, ¢.5. 7J2994) slouzi k identifikaci
urogenitalnich mykoplazmat, zaloZenych na specifickych metabolickych vlastnostech
jako je hydrolyza urey — U. urealyticum (UU) a hydrolyza argininu — M. hominis (MH),
pficemZ dochazi k uvolnéni amoniaku a alkalizaci média, coZ je indikovano zménou

barvy média ze Zluté na Cervenou.

(o o)
0 OO0
® ® ®

) () €

MYCOPLASMA DUO

FPacient:

Datum:

b >,

OBRAZEK 1 Schéma mikrotitraéni desti¢ky pro MH a UU
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Postup zpracovani duotestu byl nasleduijici:

4 kapky (200 pl) fediciho roztoku jsme nakapali do kazdé z jamek mikrotitracni
desti¢ky ve spodni fadé (U = 10%, D, H = 10%). Do kaZdé z jamek v horni fadé (U, X,
H) jsme nanesli 4 kapky vzorku z transportniho média a do prostfedni jamky v dolni
fadé (D) desticky jsme aplikovali jednu kapku vzorku z transportniho média.
Suspenzi vjamce D jsme dukladné homogenizovali a po jedné kapce prenesli do
jamek U = 10* a H = 10% Mikrotitraéni desticku jsme pfikryli prahlednou f6lii
a inkubovali v inkubéatoru v prostfedi s 5 % CO, pfi 37 °C po dobu 24 - 48 hodin.

Postup zpracovani duotestu je znazornén na obrazku 2.

/ \“\\ Trans portni
g > médium se
= fedici vz arkem
b roztok é
. : 1 kapka i/a 4 kapky 1 kapka
apky 5 ul & (100 pl 5 pl
200 11 i (25 ply 2 (100 pf) (5 pl}
]

OBRAZEK 2 Postup zpracovani duotestt

Po 24 pfipadné 48 hodinové inkubaci jsme odecitali vysledek. V pfipadé
pozitivniho vzorku na ureaplazmata doSlo ke zméné zbarveni z puvodné Zluté
suspenze na &ervenou v jamkach U = 10* a U < 10° Pokud vzorek obsahoval

mykoplazmata pozorovali jsme zménu zbarveni v jamkach H = 10* a H < 10°,
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3.2.4 |dentifikace kmenu

Barveni dle Grama

Pro morfologickou identifikaci bakteridlnich bunék jsme pouZzili barveni podle
Grama, coZz nam umoznilo rozdélit mikroorganismy na grampozitivni (G+)
a gramnegativni (G-). Barveni jsme provadéli podle nasledujiciho postupu.

Suspenzi z kultury mikrobl jsme rozetfeli na Cisté podlozni sklicko, nechali
zaschnout a fixovali plamenem. Preparat fixovany plamenem jsme prevrstvili
krystalovou violeti (30 sekund) a nasledné mofili Lugolovym roztokem
(15 — 30 sekund). Preparat jsme oplachli organickym rozpoustédlem (alkoholem
nebo acetonem) a vodou a dobarvili karbolfuchsinem (1 minutu) fedénym 1:10.

Biochemické vlastnosti

U kmenu, které jsme na zakladé morfologie kolonii a bakteridlnich bunék
identifikovali, jsme testovali katalazu a oxidazu.

Prikaz enzymu katalazy jsme prokazovali sklickovym testem. Na podlozni
sklicko jsme kapli kapku 3% peroxidu vodiku a do kapky jsme nanesli
bakteriologickou klickou kolonii setfenou z kultivaéniho média. V pozitivnim pfipadé
se projevi pfitomnost kataldzy unikanim plynu — molekuléarniho kysliku.

Pfi prikazu oxidazové aktivity, jsme sklenénou tyCinkou setfeli vySetfovanou
kulturu a nanesli ji na filtracni papir napustény 1% vodnym roztokem tetramethyl-p-
fenylendiamin-dihydrochloridem. Je-li pfitomna oxidaza, je Ccinidlo oxidovano

pFislusnym enzymem na fialové modrou substanci — Wursterovu modfr.

3.2.5 Stanoveni mikrobialniho obrazu poSevniho

Materidl odebrany tampdénem jsme nanesli na sterilni podlozni sklicko a
nechali zaschnout. Preparat jsme fixovali 3 minuty v methanolu a nasledné barvili
v kyveté ve svislé poloze 60 minut Giemsovym barvivem (firma HiMedia, €.5. L-X664)
fedénym destilovanou vodou v pomeéru 1:2. Obarveny preparat jsme oplachli
destilovanou vodou, opatrné osusili filtraénim papirem a pozorovali v mikroskopu pfi

1000x zvétSeni za pouZiti imerze.
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Bunécna jadra epitelidlnich bunék jsou po obarveni cCervené fialova,
cytoplazma svétle modrd, cytoplazma leukocytl se barvi jemné fialové, erytrocyty
jsou raZzové nebo Cervené a bakterie modrofialové.

Podle pfitomnosti jednotlivych sloZzek jsme zaradili MOP do jedné z Sesti
uvedenych skupin.

MOP I.  fyziologicky obraz

MOP II. nehnisavy bakterialni vytok (bakterialni vagin6za)
MOP llI. hnisavy bakterialni vytok (bakterialni vaginitida)
MOP IV. kapavcity vytok (kapavka)

MOP V. trichomonadovy vytok (trichomoniaza)

MOP VI. kvasinkovy vytok (hnisava nebo nehnisava vaginalni mykoza)
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4. VYSLEDKY

4.1 Rast G. vaginalis, M. hominis a U. urealyticum na

agarovych puadach

Pro detekci G. vaginalis jsme pouZivali selektivni padu GV agar. Gardnerela
vyrastala na této padé po 48 hodinové inkubaci pfi 37 °C v prostfedi 5 % CO,
v drobnych Sedobilych koloniich obklopenych Uzkou zénou hemolyzy (viz obr. &. 2
v pfiloze).

Hodnoceni rustu mykoplazmat a ureaplazmat na pevnych padéach jsme
provadéli mikroskopicky pfi zvétSeni 120x. Po 2 — 3 denni inkubaci vyristaly na
pevnych pudach kolonie s charakteristickym vzhledem ,sdzeného vejce” a to
predevSim v pfipadé mykoplazmat. Kolonie mély tmavy stfed s jemnou periferni
zonou (viz obr. €. 3 v pfiloze). V pfipadé ureaplazmat jsme pozorovali mensi tmavé
kolonie.

Pro zjisténi ostatnich mikroorganismd, které se vyskytovaly ve stérech z kr¢ku
délozniho, jsme pouzivali KA, CA a EA. Izolované mikroorganismy jsme dale

identifikovali postupy bézné uzivanymi v mikrobiologické laboratofi.

4.2 Morfologie bakterialnich bunék po obarveni dle Grama

V preparatech obarvenych dle Grama jsme v pfipadé G. vaginalis pozorovali
gramnegativni az gramlabilni drobné tyCinky (viz obr. €. 1 v pfiloze).

Stafylokoky jsme pozorovali jako grampozitivni koky, které se vyskytovaly
jednotlivé, ve dvojicich nebo nepravidelnych shlucich.

V pfipadé streptokokl jsme pozorovali grampozitivni koky uspofadané do
fetizka.

Kvasinky jsme v mikroskopu pozorovali jako vétSi fialové se barvici burky

a E. coli jako gramnegativni drobné tycinky.
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4.3 Rast mykoplazmat a ureaplazmat v tekutych padach

Po 2 — 3 denni inkubaci jsme vizualné sledovali rdst mykoplazmat
a ureaplazmat v PPLO bujonu. V pfipadé pomnozZeni U. urealyticum ¢i M. hominis
dosSlo ke zméné zbarveni média, kdy uvolnény amoniak alkalizoval kultivacni
prostiedi, a pH se posunulo smérem nahoru na zasaditou stranu. Vzestup pH jsme
tedy indikovali zménou barvy indikatoru fenolové Cervené ze Zluté do syté Cervené

(viz obr. €. 4 v priloze).

4.4 Vyhodnoceni testt MYCOPLASMA DUO

Po 2 - 3 denni inkubaci jsme vizualné odecitali vysledek v mikrotitracni
desticce. V pfipadé pfitomnosti ureaplazmat doSlo ke zméné zbarveni z plvodné
Zluté suspenze na &ervenou v jamkach U = 10* a U. Pokud vzorek obsahoval
mykoplazmata, pozorovali jsme zménu zbarveni v jamkach H = 10* a H. Vysledky
testt MYCOPLASMA DUO se shodovaly s vysledky kultivaéni metody v tekutych
puadéach.

4.5 Vysledky vysSetreni

Celkem jsme vysSetfili 96 tamponovych stéri z kréu délozniho a z uvedeného
poctu bylo 48 (50 %) vzorku s pozitivnim kultivaénim nalezem na U. urealyticum
a 10 (10,4 %) na M. hominis. Z poctu 86 tampdnovych stéra bylo 40 (46,5 %) vzorku
pozitivnich na G. vaginalis.

Vysledky jsme hodnotili ve vztahu ke gynekologické anamnéze, Klinické
symptomatologii, véku pacientek a druhu pouzivané antikoncepce.

Vyskyt G. vaginalis ve stérech z kréku délozniho Zen ve vztahu ke
gynekologické anamnéze jsme zaznamenali v tabulce | a vyskyt U. urealyticum
a M. hominis v tabulce Il a lll.

U Zen, které potratily, byla frekvence vyskytu G. vaginalis
54,5 %, U. urealyticum 54,5 % a M. hominis 18,2 %. U Zen s |léCenou sterilitou jsme
zaznamenali 100% vyskyt G. vaginalis a 50% vyskyt U. urealyticum. A u Zen bez
klinické anamnézy jsme izolovali G. vaginalis v 44,6 %, U. urealyticum v 50,6 % a

M. hominis v 9,6 % pfipadu.
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TABULKA | Vyskyt G. vaginalis v zavislosti na gynekologické anamnéze

Pocéet Z toho
Gynekologicka anamnéza | vySetfenych | pozitivnich
vzorkd vzorkd %
Samovolné potraty 11 6 54,5
LéCena sterilita 1 1 100
Bez anamnézy 74 33 44,6
Celkem 86 40

TABULKA 11 Vyskyt U. urealyticum v zavislosti na gynekologické anamnéze

Pocéet Z toho
Gynekologicka anamnéza| vySetfenych | pozitivnich
vzorki vzorki %
Samovolné potraty 11 6 54,5
LéCena sterilita 2 1 50
Bez anamnézy 83 42 50,6
Celkem 96 49

TABULKA 11l Vyskyt M. hominis v zavislosti na gynekologické anamnéze

Pocéet Z toho
Gynekologicka anamnéza| vySetfenych | pozitivnich
vzorku vzorku %
Samovolné potraty 11 2 18,2
Lécena sterilita 2 0 0
Bez anamnézy 83 8 9,6
Celkem 96 10

Podle klinické symptomatologie jsme pacientky rozdélili do tfi skupin:
1. skupinu tvorily Zeny s prekancer6zami, jejichz klinické nalezy byly: H-SIL,
L-SIL, CIN I, CIN 1l, CIN [,

praecancerosis cervix.

HPV, ascus, suspektni cervix, LEEP,

2. skupinu tvorily gravidni Zeny.

39



Bc. Kamila Synkova Diplomova préce

Do 3. skupiny Zen s ostatnimi klinickymi symptomy jsme zahrnuli pacientky
s klinickymi nélezy: kontaktni krvaceni, metrorhagia, hypermenorhea, bolesti
bficha, suspektni kolpo a cyto, korporalni a cervikalni polyp.
Vyskyt bakterii G. vaginalis, U. urealyticum a M. hominis v souvislosti s klinickou
symptomatologii je uvedeno v tabulce IV, V, VI. Nejvyssi frekvenci vyskytu
G. vaginalis (50 %) jsme zaznamenali u gravidnich Zen, U. urealyticum (66,7 %)

rovnéz u gravidnich Zen a M. hominis (14,9 %) u Zen s prekancerézami.

TABULKA IV Vyskyt G. vaginalis ve stérech z kréku délozniho Zen
v souvislosti s klinickou symptomatologii

Pocet Z toho
Zeny vySetfenych | pozitivnich
vzork vzork %
S prekancerd6zami 41 20 48,8
Gravidni 12 6 50
S ostatnimi
Klinickymi 33 14 42 .4
symptomy
Celkem 86 40

TABULKA V Vyskyt U. urealyticum ve stérech z kréku déloZniho Zen

v souvislosti s klinickou symptomatologii

Pocet Z toho
Zeny vysetfenych | pozitivnich
vzorki vzork( %
S prekancer6zami 47 23 48,9
Gravidni 15 10 66,7
S ostatnimi
Klinickymi 34 15 44,1
symptomy
Celkem 96 48
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TABULKA VI Vyskyt M.hominis ve stérech z kr€ku délozniho Zen

v souvislosti s klinickou symptomatologii

Pocet Z toho
Zeny vysetfenych | pozitivnich
vzorku vzorku %
S prekancer6zami 47 7 14,9
Gravidni 15 2 13,3
S ostatnimi
Klinickymi 34 1 2,9
symptomy
Celkem 96 10

Podle ziskanych dat jsme pacientky rozdélili do osmi vékovych kategorii.
O vyskytu bakterii G. vaginalis, U. urealyticum a M. hominis v zavislosti ha véku
pacientky informuje tabulka VII, VIII, IX.

Z udaji uvedenych v tabulkdch vyplyva, Ze nejvySSi frekvenci vyskytu
G. vaginalis jsme zjistili u Zen ve vékové kategorii 51 — 55 let (83,3 %),
U. urealyticum u Zen ve vékové kategorii 19 — 25 let (66,7 %) a M. hominis ve
vékové kategorii 46 — 50 let (27,3 %).

TABULKA VIl Vyskyt G. vaginalis ve stérech z kréku déloZniho Zen v
zavislosti na véku pacientky

Pocet Z toho
Vék vySetienych pozitivnich

vzork vzork %
19 - 25 let 11 9 81,8
26 - 30 let 12 2 16,7
31 -35let 20 6 30,0
36 - 40 let 12 5 41,7
41 - 45 let 9 5 55,6
46 - 50 let 11 5 455
51 - 55 let 6 5 83,3
55 let a vice 5 3 60,0

celkem 86 40
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TABULKA VIII Vyskyt U. urealyticum ve stérech z kréku délozniho Zen v

zavislosti na véku pacientky

Pocet Z toho
Vék vySetienych pozitivnich

vzork vzork %
19 - 25 let 12 8 66,7
26 - 30 let 14 6 42,9
31-35let 22 12 54,5
36 - 40 let 14 6 42,9
41 - 45 let 12 6 50,0
46 - 50 let 11 4 36,4
51 - 55 let 6 3 50,0
55 let a vice 5 3 60,0

celkem 96 48

TABULKA IX Vyskyt M.hominis ve stérech z kr€ku délozniho Zen v

zavislosti na véku pacientky

Pocet Z toho
Vék vySetienych pozitivnich

vzorku vzorku %
19 - 25 let 12 3 25,0
26 - 30 let 14 1 7,1
31-35let 22 0 0,0
36 - 40 let 14 1 7,1
41 - 45 let 12 0 0,0
46 - 50 let 11 3 27,3
51 - 55 let 6 1 16,7
55 let a vice 5 1 20,0

celkem 96 10

O vyskytu bakterii G. vaginalis, U. urealyticum a M. hominis v souvislosti
s druhem pouzivané antikoncepce informuje tabulka X, Xl, Xll. Z uvedenych
vysledku je patrné, Ze u Zen pouZzivajici hormonalni antikoncepci byla izolovana
G. vaginalis v 11 pfipadech (35,5 %), U. urealyticum v 16 pfipadech (45,7 %)
a M. hominis ve 3 pfipadech (8,6 %). Zatimco u Zen, které nepouzivaly Zadnou
antikoncepci byla G. vaginalis pozitivni v 27 (51,9 %) pfipadech, U. urealyticum
ve 31 (53,4 %) pfipadech a M. hominis v 6 (10,3 %) pfipadech.
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TABULKA X Vyskyt G. vaginalis v zavislosti na druhu antikoncepce

Pocet Z toho
Antikoncepce vySetienych pozitivnich
vzorkl vzorku %
Hormonalni 31 11 35,5
Nitrodélozni télisko 3 2 66,7
Bez antikoncepce 52 27 51,9
Celkem 86 40

TABULKA Xl Vyskyt U. urealyticum v zavislosti na druhu antikoncepce

Pocet Z toho
Antikoncepce vySetienych pozitivnich
vzorku vzorku %
Hormonalni 35 16 45,7
Nitrodélozni télisko 3 1 33,3
Bez antikoncepce 58 31 53,4
Celkem 96 48

TABULKA XII Vyskyt M. hominis v zavislosti na druhu antikoncepce

Pocet Z toho
Antikoncepce vySetienych pozitivnich
vzorku vzorku %
Hormonalni 35 3 8,6
Nitrodélozni télisko 3 1 33,3
Bez antikoncepce 58 6 10,3
Celkem 96 10
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Frekvence vyskytu nejCastéji se vyskytujicich mikroorganisml, které jsme

izolovali z kr¢ku délozniho uvadi tabulka XIII.

TABULKA XIlll Zastoupeni mikroorganisml ve stérech z kréku déloZniho Zen

Mikroorganismus Poc€et vzorkl | Pozitivnich kmenu %
Gardnerella vaginalis 86 40 46,5
Ureaplasma urealyticum 96 48 50,0
Mycoplasma hominis 96 10 10,4
Staphylococcus sp. 96 14 14,6
Streptococcus sp. 96 6 6,3
Escherichia coli 96 9 9,4
Candida sp. 96 10 10,4
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5. DISKUSE A ZAVER

Gardnerella vaginalis je nejastéji spojovana s onemocnénim bakterialni
vaginéza. Na patogenezi tohoto onemocnéni se v3ak podili cela fada
mikroorganismu, mimo jiné i Mycoplasma hominis a Ureaplasma urealyticum. Tyto
druhy mohou byt izolovany z urogenitalniho traktu zdravych muzi a Zzen. Casto jsou
vSak davany do souvislosti s raznymi zanétlivymi onemocnénimi jakymi jsou
uretritidy, prostatitidy, salpingitidy a endometritidy. U téhotnych Zen pak mohou byt

pavodci spontannich potratu, pfedéasnych porodu ¢i infekci novorozencu.

Pro izolaci G. vaginalis se nejCastéji pouzivaji agarova média obsahujici
lidskou krev. Po 48 hodinové inkubaci je na agaru s lidskou krvi hodnocena
morfologie kolonii a pfedevSim hemolyza v okoli kolonii. Po obarveni bakterialnich
bunék dle Grama lze pozorovat gramnegativni az gramlabilni tyc€inky.

Greenwood a kol. (1979) stanovili 96% vyskyt G. vaginalis produkujici beta
hemolyzu na agarovych médiich obsahujici lidskou krev. Goldberg a Washington
(1976) pouzivali selektivni médium — CNA agar (Columbia-colistin-naladixic acid) pro
izolaci G. vaginalis. Na tomto agaru obsahujicim kolistin a kyselinu nalidixovou
hodnotili vysledky po 48 hodinové inkubaci pfi 35 °C s 5 % COa,.

Totten a kol. (1982) pouzivali pro detekci G. vaginalis jind selektivni média.
Jedna se prfedevSim o HB (Human blood Bilayer) a HBT (Human Bilayer Tween)
meédium. Na téchto médiich izolovali G. vaginalis od Zen s bakterialni vagin6zou a od

Zen bez klinickych projevu.

V nasi studii jsme pro identifikaci G. vaginalis pouzivali selektivni pudu — GV
agar. Puda obsahovala zaklad pro krevni agar €. 3, suplement A, suplement G,
Tween 80 a lidskou krev. Po 48 hodinové inkubaci pfi 37 °C v prostifedi s 5 % CO,
jsme hodnotili vysledky. V pozitivnim pfipadé G. vaginalis vyrlistala v drobnych
Sedobilych koloniich obklopenych tzkou zénou hemolyzy. Po zhotoveni preparatu a
jeho obarveni dle Grama, jsme pod mikroskopem pozorovali morfologii bakterialnich

bunék. G. vaginalis se jevila jako drobnéa gramnegativni az gramlabilni ty€inka.
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Morfologie bakterialnich bunék odpovida popisu Bednére a kol. (1996), Votavy
a kol. (2003) a Greenwooda a kol. (1980). Testy na prukaz katalazy a oxidazy byly
vzdy negativni. Piot a kol. (1983) a Greenwood a Picket (1979) prokazali u
vSech testovanych kmenu negativni vysledek testu na prikaz katalazy.

Na pfitomnost G. vaginalis jsme celkem testovali 86 stér( z déloZzniho kréku
nadhodné vybranych Zen. Pozitivni vzorky jsme hodnotili ve vztahu ke gynekologické
anamnéze, klinické symptomatologii, véku pacientek a druhu pouzivané
antikoncepce. Z uvedeného poctu stérda z délozniho kréku byla G. vaginalis izolovana
ve 40 pripadech (46,5 %).

Ve vztahu ke gynekologické anamnéze jsme izolovali G. vaginalis v
54,5 % pfipadd u pacientek, které samovolné potratily. U pacientek s |é€enou
sterilitou jsme izolovali G. vaginalis ve 100 % pfipadl a u pacientek bez anamnézy
ve 44,6 % pfipadd. Z vysledkda je patrné, Ze nejvySSi zachyt G. vaginalis byl u
pacientek s lIéCenou sterilitou. Tento vysledek neni zcela jednoznacny, nebot pocet
Zen, které jsme s touto anamnézou vySetfili, byl pfilis maly.

Pfi sledovani vyskytu G. vaginalis v souboru Zen s klinickou symptomatologii
jsme zaznamenali nejvySSi procento pozitivnich pfipadd u gravidnich Zen (50%).
symptomy (42,4 %). U Zen s prekancer6zami se G. vaginalis vyskytovala v
48,8 % pfipadu. G. vaginalis izolovali Kristiansen a kol. (1987) u Zen s nitrodélozni
infekci, Heisterberg a kol. (1987) u Zen po potratu s PID, Monif a kol. (1974) u
pacientek s poporodni endometritidou po cisafském Fezu. Gibbs a kol. (1987)
detekovali G. vaginalis u téhotnych Zen s infekci plodové tekutiny. Rempen a kol.
(1987) izolovali G. vaginalis ze vzorkd odebranych od novorozencu.

PFi studiu vyskytu G. vaginalis u Zen raznych vékovych kategorii jsme zjistili
nejvétsi zastoupeni u skupiny Zen ve véku 51 - 55 let (83,3 %), u Zen ve véku 19 - 25
let jsme zaznamenali rovnéZ vysoké procento vyskytu (81,8 %) a naopak nejmenSi
zastoupeni bylo u Zen ve véku 26 - 30 let (16,7 %). Vysoky zachyt G. vaginalis u
starSich Zen (51 - 55 let) souvisi se zmé&nami probihajicimi ve vaginé. Po menopauze
poSevni sliznice atrofuje, ubyva laktobacili a hodnota pH je neutralni. Z toho vyplyva
vy88i nachylnost sliznice ke vzniku infekci. Vysoky zachyt G. vaginalis u mladych Zen
ve véku 19 - 25 let by mohl pravdépodobné souviset s ¢astym stfidanim partnerd.
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V zavislosti na druhu pouzivané antikoncepce jsme prokazali vyskyt
G. vaginalis u 355 % Zen s hormondlni antikoncepci a u 51,9 % Zen bez
antikoncepce. Zeny se zavedenym nitrodéloznim téliskem byly pozitivni na
pritomnost G. vaginalis v 66,7 % pfipadu. Tento vysledek neni zcela jednoznacény
vzhledem k nizkému poctu vySetfenych pacientek. Amsel a kol. (1983) povaZuji za
rizikovy faktor BV uZziti nitrodéloZzniho téliska. Prokazali vzajemny vztah mezi
pouzitim nitrodélozniho téliska a vyskytem G. vaginalis a anaerobnimi bakteriemi.
Abdennader a kol. (1990) prokazali spojitost mezi sexualné prenosnym

onemocnénim a mikroorganismy (pfedevsim G. vagininalis) asociovanymi s BV.

Dale jsme hodnotili mikrobni obrazy poSevni (MOP). V souvislosti s vyskytem
G. vaginalis byl nejcastéji (70 %) pozorovan MOP Il (viz obr. € 6 v pfiloze).
V preparatu obarveném dle Giemsy jsme pozorovali epitelidlni buriky husté pokryté
bakteriemi tzv. klicové burky (clue cells), pfitomnost kokovité mikroflory a maly pocet
resp. Uplnou absenci laktobacill. Amsel a kol. (1983) pozorovali klicové bunky ve
vaginalnim sekretu u Zen s BV. Definovali jej jako epitelialni buriky pokryté bakteriemi
predevsim G. vaginalis. Sachdeva a kol. (2006) se ve své studii podrobnéji zabyvali
klicovymi bunikami, jako jednim z kritérii BV. Dospéli k zavéru, Zze G. vaginalis je
jednim z mikroorganismu, které nejCastéji pfilnou k povrchu epitelidlnich bunék. Ve
vice jak 20 % jsou klicové buriky prokazovany v mikroskopickych vzorcich Zzen s BV.
Hay a kol. (2005) a Catlin a kol. (1992) rovnéz potvrdili, Ze kliCové bunky jsou
ddlezitym voditkem pro diagnostiku BV.

Gardnerella vaginalis je Casto izolovdna z cervikalnich stérd Zen, trpicich
bakterialni vagin6zou. V naSi studii jsme prokazali vyskyt G. vaginalis spole¢né s
U. urealyticum a M. hominis. Rovnéz jsme potvrdili spojitost G. vaginalis s MOP II.

Pro izolaci M. hominis a U. urealyticum jsme pouzivali selektivni pudy
nazyvané PPLO bujon, PPLO agar a komeréné dodavané testy MYCOPLASMA
DUO. Vysledky testdt MYCOPLASMA DUO se shodovaly s vysledky kultivacéni
metody v tekutych pidach.
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Inkubace probihala 48 - 72 hodin pfi 37 °C v prostfedi s 5 % CO,. V pozitivhim
pfipadé doSlo v PPLO bujénu a v jamkach mikrotitraéni desti¢ky testd ke zméné
zbarveni média z puvodné Zluté na Cervenou. Na agarovych médiich mély kolonie
M. hominis a U. urealyticum charakteristicky vzhled.

M. hominis a U. urealyticum jsme prokazovali ve vzorcich 96 stérd z déloZzniho
kr€ku Zen. Pozitivni vzorky jsme hodnotili ve vztahu ke gynekologické anamnéze,
klinické symptomatologii, véku pacientek a druhu pouzivané antikoncepce.
Z uvedeného poctu stért bylo U. urealyticum prokazano ve 48 pfipadech (50 %)
a M. hominis v 10 pfipadech (10,4 %).

Pfi hodnoceni vyskytu U. urealytcum a M. hominis v zavislosti na
gynekologické anamnéze jsme dospéli k témto zavéram. U Zen, které samovolné
potratily, jsme prokézali vyskyt U. urealytcum u 54,5 % a M. hominis u
18,2 % vzorkd. Ye a kol. (2004) prokézali 27,6% vyskyt M. hominis u Zen, které
spontanné potratily, z ¢ehoz vyplyva, Ze infekce M. hominis mliZe byt jednou z pficin
samovolného potratu. U pacientek bez klinické anamnézy jsme zaznamenali
50,6 % pripadu pozitivnich na U. urealyticum a 9,6 % pfipadd pozitivnich na
M. hominis. U. urealyticum bylo prokdzano u 50 % pacientek s |éCenou sterilitou.
Naopak M. hominis jsme u tohoto typu anamnézy neprokézali. Pocet Zen s touto
anamnézou byl pfilis maly, tudiZ nelze vysledky povaZovat za zcela prikazné.

PFfi sledovani vyskytu U. urealyticum na klinické symptomatologii jsme
zaznamenali nejvy3Si procento pozitivnich pfipadd u gravidnich Zen (66,7 %).
symptomy (44,1 %). U Zen s prekancer6zami se U. urealyticum vyskytovala v
48,9 % pfipadl. M. hominis jsme zaznamenali u 14,9 % Zen s prekancer6zami, u
13,3 % gravidnich Zen a u Zen s ostatnimi klinickymi symptomy se vyskytovala ve
2,9 % pripadu. Rosenstein a kol. (1996) izolovali M. hominis u téhotnych Zen trpicich
BV. Mardh a kol. (1970) vykultivovali M. hominis u zen s PID, Hay a kol. (1994) u
Zen, které prodélaly samovolny potrat, Cassell a kol. (1983) u Zen, které pred¢asné
porodily. Waites a kol. (1990) potvrdili vyskyt M. hominis u novorozeneckych
meningitid. Vyskyt U. urealyticum zaznamenali Gerber a kol. (2003) u Zen, které
pred¢asné porodily a Blanchard a kol. (1993) u novorozencu s pneumonii.
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Pfi hodnoceni vyskytu U. urealyticum a M. hominis u Zen rdznych vékovych
kategorii jsme zjistili nejvétSi zastoupeni U. urealyticum u Zen ve véku 19 - 25 let
(66,7 %) a M. hominis u Zen ve véku 46 - 50 let (27,3 %). Naopak nejmenSi
zastoupeni U. urealyticum bylo u Zen ve véku 46 - 50 let (36,4 %) a M. hominis
nebylo pfitomno ve vékové kategorii 31 - 35 let a 41 - 45 let.

V zavislosti na druhu pouzivané antikoncepce jsme prokazali vyskyt
U. urealytcum a M. hominis u 33,3 % Zen s nitrodéloZznim téliskem. U Zen
s hormondalni antikoncepci jsme izolovali U. urealyticum v 45,7 % a M. hominis
v 8,6 %. U Zen bez antikoncepce jsme zaznamenali 53,4% vyskyt U. urealyticum

a 10,3% vyskyt M. hominis.

Z vysledkd uvedenych v této studii vyplyva, Ze hlavni podil na vzniku
bakterialni vagin6zy ma predevSim G. vaginalis, U. urealyticum a M. hominis. Dale
jsme prokazali mikroorganismy rodu Staphylococcus sp., Streptococcus sp.,
Escherichia sp. a Candida sp. Tyto mikroby pfispivaly k patogenezi onemocnéni
celkovym naruSenim fyziologické poSevni mikroflory. Zménu ve sloZzeni poSevni
mikroflory jsme také potvrdili vyhodnocenim mikrobnich obraz poSevnich, které byly
v tomto pfipadé charakteristické absenci laktobacill a pfevahou nezé&doucich

patogenu.

49



Bc. Kamila Synkova Diplomovéa préce

6. PRILOHA

Obr. €. 1: Gardnerella vaginalis, natér z kultury. Barveno podle Grama (1000x)

Obr. €. 2: Rast a hemolyticka aktivita Gardnerella vaginalis na agaru
s lidskou krvi
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Obr. €. 3: Kolonie Mycoplasma hominis s charakteristickym vzhledem
»Ssazeného vejce* (200x)

Obr. €. 4: Rast Mycoplasma hominis a Ureaplasma urealyticum v PPLO bujénu
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Obr. €. 5: MOP I. —fyziologicky obraz (1000x)

Obr. €. 6: MOP Il — nehnisavy vytok (kliéové burky), (1000x)
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