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,Klasické hodnoceni MOP podie
Jirovce, Petera a Malka je obsolentni a
neodpovida souc¢asnym pozadavkum.
Kultivacni vysetreni nema vyznam a je
indikovano jen vyjimecne ve zcela
specialnich pripadech.

obsolentni = neaktualni, bez realného uplatnéni, zastaraly,

neucinny, sesly, starnouci


http://slovnik-cizich-slov.abz.cz/web.php/slovo/aktualni
http://slovnik-cizich-slov.abz.cz/web.php/slovo/realny

Posevni sliznice (tunica mucosa) —
mnohovrstevny dlazdicovy epitel

(nerohovati, nema adnexa x kuze)

pohlavni zralost — vrchol
estrogenizace — viz obr.

(1 v. bazalnich, 5-8 v.

parabazalnich, v. intermediarni,

v. superficialni)

klidové (bezhormonalni) obdobi

— parabazalni bunky

po menopauze — bazalni a
parabazalni bunky

délozni hrdlo — 2 druhy epitelu:

endocervix (cylindrické
hlenotvorné b.) — kanal hrdla

ektocervix (vrstevnaty
dlazdicovy) — ¢ast obracena k
pochveé

Citterbart K. & kol. 2001: Gynekologie
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Obr. 1.5. Schéma histologického fezu posevni sténou pri
plné estrogenizaci. A - vrstva bazdlni a vzhled bazélni
buiiky, B - vrstva parabazélni a vzhled parabazalni buf-
ky, C - vrstva intermedidrni a vzhled intermedidrni bunky,
D - vrstva superficidlni a vzhled superficidlni buiiky



Posevni mikroflora — fyziologicky stav

> 10% CFU/ml sekretu:
laktobacily (> 107)
koagulazo-negativni stafylokoky
viridujici streptokoky
korynebakteria

bifidobakteria
peptostreptokoky

G- anaerobni tyCky

< 10% CFU/ml sekretu:
G- aerobni F a NF tyCky
S.agalactiae
enterokoky

G.vaginalis

dalsi anaeroby
mykoplasmata

sapr. mykobakteria
kvasinky



Ochranné faktory vaginalnich laktobacilu

Lactobacillus acidophilus komplex ( hl. L.iners, L.crispatus, L.gasseri,
L.jensenii)

>

« produkce organickych kyselin (mlécna, octova aj.) \
« produkce peroxidu vodiku

« tvorba bakteriocinu s riiznym antibakterialnim spektrem uc¢inku

* tvorba biofilmu

« tvorba biosurfaktanta (snizuji adherenci patogenu)

« tvorba nizkého pH zavisi i na riistové rychlosti kmene laktobacila

* nizké pH zvysuje aktivitu bakteriocina a stabilitu H,O,

* nizké pH inhibuje gardnerely a anaeroby

« nékteré kmeny gardnerel jsou na bakteriociny laktobacill rezistentni



Faktory ovlivnujici posevni mikrofloru

hladina estrogent (glykogen)
gravidita, porod, poporodni stavy
antikoncepce
IUD
Imunosuprese
antimikrobialni terapie
nadory a jejich terapie
Iékarské zakroky
sexualni praktiky
rozsireni spektra BV mikrofléry
zvysSeni poctu bakterii
prunik oralnich bakterii
alkalita spermatu
mikroorganismy z prostredi (bazény)
vliv diety
toxické latky z prostredi (persistentni organické slou¢eniny POP )
stres



3 typy vaginalniho biofilmu

Mataro JP & kol. 2005: Colonization of mucosal

N I BV

Lactobacillus

Gardnerella
Bifidobacteriu

Prevotella

Enterococcus

Glycocalyx
linking the
organisms

Vaginal
epithelial
mucosa

Color Plate 11. (Chapter 28) Three types of biofilms found on the vaginal epithelial mucosa. The so-called normal (N) state is
when lactobacilli and often bifidobacteria dominate the microbiota. The intermediate (I) state is a transition between normal
and BV, with more gram-negative anaerobes such as Gardnerella and Prevotella and enterococci; the BV state includes dense
microcolonies of gram-negative anaerobes or other pathogens, with no or very few lactobacilli (105). The ability of the gram-
negative pathogens to invade the epithelium has been shown for E. coli in the bladder (4) but has not been shown to date for

vaginal pathogens.
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Amselova klinicka kritéria (1983)

* Fidky ulpivajici sedobily vytok
* pH>4,5
 rybi zapach po pridani 10% KOH

. kllcove bunky g Y

* 4 x zvysena hladina sialidézy,_, M
(BVBlue test, 2003)



Mikroflora bakterialni vaginozy

> 107 CFU/mI sekretu
Gardnerella vaginalis

prevotely (P.bivia, P.disiens)

Mobiluncus curtisii
Mycoplasma hominis

bakteroidy (B.ureolyticus)
fusobakteria (F.nucleatum)

Porphyromonas sp.
peptostreptokoky
viridujici streptokoky

ammonia

Pybusové a Onderdonk 1997
utilizes '/ \ produces

G. vaginalis P. bivia

produces /utilizes
amino

acids

Figure 3. Postulated cycling of ammonia and amino acids between
P. bivia and G. vaginalis.




Ato PO bium vag Inae (Jovita MR a kol. 1999)

 jzolovano z BV
» ztuboovarialniho abscesu

(po transvaginalnim pfenosu oocytu)

« anaerobni G+ kokotyCky
produkujici laktat

« metronidazol — rezistentni
(relaps BV)

* rust48 hod. pfi 37°C

« chybné dg. API ID32A (BMX)
jako Gemella morbillorum

« za poklesu glykogenu stepi

bilkoviny jako zdroj energie za N I O & ‘} Ry
produkce amoniaku s SN Rir e B
s g . L} . '1:.-;’ ";""‘Q .l..u:i ?:'-VL‘ ;wﬁ E



Actinomyces turicensis ,G.vaginalis-like" org.
(van Esbroeck a kol. 1996)

« ACTU: MET(50u0) C, SUL(1mg) C, xyloza +
« GAVA: MET C, SUL R, xyloza -



Nekultivacni mol.biol. metody

geny pro 16S r RNA, chaperonin-60
PCR, DGGE (gradient po denaturaci)
genoveé knihovny, sekvenace

markery BV (kvantita gPCR):
Megasphaera sp.
BVAB 1-3 (o.Clostridiales)
Leptotrichia / Sneathia
Atopobium vaginae
G.vaginalis
Eggerthella-like bacterium

rozdilné biotypy gardnerel (N x BV)
sekvence C.psittaci — like cpn60 (N)

Vitaliové a kol. 2007

APPL. ENVIRON. MICROBIOL.

FIG. 1. DGGE profiles of healthy women (NI group). A single
DGGE profile was reported for each woman in the NI group. The bands
correspond to bacterial taxa and GenBank accession numbers as follows:
Lactobacillus iners, 3a (AB279893), 6b (AB279894), 8a (AB279895), and
10c (AB279896); Lactobacillus sp., 5a (AB279907) and 26a (AB279908);
Lactobacillus  acidophilus, 6a (AB279917), 10b (AB279918), lla
(AB279919), 22a (AB279920), 23a (AB279921), and 25b (AB279922);
Lactobacillus gasseri, 10a (AB279926), 14a (AB279927), and 25a
(AB279928);  Lactobacillus  vaginalis, 10d (AB279933) and 22b
(AB279934); Gardnerella vaginalis, 5b (AB279938), 14c (AB279939), and
25¢ (AB279940); uncultured Gardnerella sp., 14b (AB279952).



Prevalence BV

venerologie 30%
gynekologie 12-25 %
gravidni 10-26 %
populace 10-15 %
(D.A Eschenbach, 1994)

USA 20 milionu symptomatickych pripadu/rok
(G.Reid, 2005)



Dusledky BV

« poporodni endometritis
 infekce rany po cisarskem rezu

« panevni zanét PID po potratu

« celulitida po hysterektomii

« predcasny porod

e amnionitis

 chorioamnionitis

* hnizka porodni vaha

« poporodni a postabortalni sepse

« zvyseni rizika infekce HIV, gonokoky, chlamydiemi a
HSV



MOP — mikrobialni obraz posevni

« Mikrobialni — kultivace MA, AN, KV, TV
* Obraz — mikroskopie dle Grama 1500x
* Posevni — posevni sekret




Kultivace A

 transportni puda s AC

 GCA mikroaerofilni
5%CO0O, 35°C, BAC H,
STAU (2dny)

« ABMG GO selekt.(zdny)
* H B-hem.strK selekt.)
« S kvasinky (1+1 den)

* TV trichomonady (3dny)

* GB pomnozeni (1den)




Kultivace AN

* naF

transportni puda s AC + mikroskopie
mikroskopie — anaerobni kultivace
vaginitis (ne BV) - zanét
imunodeficity

Sifeni poSevni infekce

LU vybrané dg:

HIV (B20-24)

novotvary (C,D)

diabetes (E10)

apendicitida (K35-37)

zanéty kuze, acne (L01-08, 70)
cystitis (N30)

zanéty prsu (N64)

zanétliva onemocnéni gynekologicka
(N70,80,94)

komplikace téhotenstvi a porodu (O)
bfiSni a panevni bolest (R10)

dg. urologické (R30-39)

vysetieni po |. novotvaru (Z08)
antikoncepce, IUD (Z30)

material z radioterapie a gyn. oddéleni




Obraz - mikroskopie

« dostate€ny nater .
. postup barveni

fixace 3x plamenem
krystalviolet 20s 4\
Sikmo splachnout lugolem b
zalit lugolem 30s i
oplach vodou

aceton vodorovné a sklopit (do odtékani -

barvy)
oplach vodou

karbolfuchsin 1:10 60s
9. oplach vodou

Py £
= 8

o g ks WNR

o N

e postup mikroskopie
po kone¢ném odecteni GCA, H, S, TV
mensi zvétSeni 60x
imerze 1500x




MOP - odecitani

e epitelie E
 klicové bunky
 leukocyty L, PMN
e pomer, +-+++

* pseudomycelia KV
* morfotypy bakterii
« fagocytdza

* blastospory KV




MOP - hodnoceni

 vysledky kultivace

* vek (estrogenizace)

 klidove obdobi 0, O-II, O-lll, O-VI
« estrogenizace |, I, IlI, IV, V, VI

» podstupné lla, llb, llla-d, Vla,b

* sloucene llic,d IVaV

» prechodne I-Il, I-1lI, [1-11]



MOP — zakladni pravidla

 E>L nehnisave: |, Il, Via

« E<L hnisave: I-lII, -1, 11, (1IV,V), VIb
 klicove bunky: I, H-III

* |laktobacily vzdy: I, I-1l, I-1lI

* |laktobacily nikdy: O, Il

« kdyz pritomny laktobacily, tak
estrogenizace bez ohledu na vek (HST)

* MOP nelze hodnotit (mimo schéma)



MOP | E>L, lakto +-+++




MOP I-II E>L, lakto++-+++, -T,+K+
MOP I-1Il E<L, lakto+-+++




MOP lla

E>L,KB, MBV++-+++, neni Mobiluncus, (lakto +)
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luncus

MBV+Mobi

KB

MOP llb E>L




MOP [I-llIl E<L,KB,MBV+++,
neni lakto




MOP O-II E>L, neni lakto, bakt +-++




MOP O-II E>L, neni lakto, bakt +-++




MOP llla E<L, bakt +-+++, neni
lakto, nejsou KB




MOP llIb E<L, +K+-+++ (fhem),
neni lakto, nejsou KB

STPY N



MOP Illb E<L, +K+-+++ (Bhem),
neni lakto, nejsou KB




lllc E<L, spiralni a fusiformni T,
neni lakto, nejsou KB

W




Illd E<L, leptotrichie, neni lakto,
nejsou KB




Leptotrichia amnionii (shuklasJ akol. 2002)
(L.)Sneathia sanquinegens (Hanff PA akol. 1995, Collins MD a kol. 2001)

» peri(post)partalni bakterémie
« chorioamnionitidy, potraty

* renalni absces

« 16S rRNA pfi BV

 striktni anaerob
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JOURNAL OF BACTERIOLOGY, VOL, X1V




MOP O-llI E<L, bakt+-++, neni
lakto, nejsou KB




MOP O-lll E<L, bakt+-++, neni
lakto, nejsou KB




MOP O-llI E<L, bakt+-++, neni
lakto, nejsou KB




MOP O-llI E<L, bakt+-++, neni
lakto, nejsou KB




kultivace FLU

e Streptococcus anginosus (ferm.manitol, VS,NHS,F—BV,plod)
« Streptococcus pseudoporcinus (CAMP+,hip- —plod)

« H.influenzae biotyp IV (—plod)

« NFT z PS (2500 kmenut, 30% A.lwofii )

« NFT iatrogenné Grat .1 Neasti s vyskytfc NFT v paevni sehrtoch 8510105

B.cepacia k.
A.baumannii k.
R.pickettii
S.maltophilia




Streptococcus pseudoporcinus

(Bekal a kol. 2006)

Table 2: Biochemical Charactenistics of Streptococeus pseudoporcinus, Streptococcus
porcinus, and Streptococcus agalactiae (Please refer to references 1, 2, and 3).

Test 3. agalactiae (*) | S. pseudoporcinus (+) | S. porcines
Hippurate 100% 0% 0% (+)
Bile Esculin No (**) Mostly negative 0% (+4)
Arginine 100% Mostly positive 100% (++)
Mannitol 0% 100% 100% (++)
Sorbitol 0% 100% 100 %(++)
VP 50% 56% 100 %(++)
PYR 0% 30% 57% (+)
CAMP Yes Yes (**) 875% (*)




MOP IV GO pozitivni
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MOP IV GO pozitivni
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Pozor — S.agalactiae (ll1b)




MOP V T.vaginalis pozitivni




MOP V T.vaginalis pozitivni




MOP Vla E>L, kvasinky

(blastospory, pseudomycelia)




MOP VIb E<L, kvasinky

(blastospory, pseudomycelia)




MOP 0-VI kvasinky, neni lakto




Mikrobni obrazy posevni

(Jirovec-Peter-Malek, tfeti doplnené a zlepSené vydani, 1962)

JIROVEC-PETER-MALEK

MIKROBNI OBRAZY
POSEVNT

(Tetl doplnéné a slepiend vyddni)

PRAHA 1962

STATN{ ZDRAVOTNICKE NAKLADATELSTV{

IIb
II. MIK ROBNI OBRAZ POSEVNI
IIa: bakterijni vytolk nehnisavy.

Mnoho epitelii bez Déderleinovy tyd&inky,
smds hojnych kokt a tydinek, mdlo leulko-
cytht. (Pri hormonalnich poruchach epitelie

(O OISOV 130 )

B = oA D = 0, T — 45,
B — )

IIb: vytok vibriovy.
Malo epitelii a leukocytii bez Doderlei-
novy tydinky, mnoho vibrii vedle smaosi
nek a ko
A By e

. B

» Vvibria =

(B = s




Mikrobni obrazy posevni

(Jirovec-Peter-Malek, treti doplnéné a zlepsené vydani, 1962)

PRECHODNE MIKRORNI OBRAZY POSEVNI
(I.—T.—TIT:)

S primeési Spirochaeta vaginalis a bac. S piimési Leptotrichia vaginalis.

Fusiformis. (IL.—IIL.) (IL.—IIL.)




Nugent score (NS)

(C.A.Spiegelova a kol. 1983, R.P.Nugent a kol. 1991, H. Verstraelen a kol. 2007)

« morfotyp Lactobacillus

« morfotyp Gardnerella a
Bacteroides (Prevotella)

 morfotyp Mobiluncus

 morfotyp purulentni (PMN +
laktobacily) (2007)
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Nugent score (NS)

(C.A.Spiegelova a kol. 1983, R.P.Nugent a kol. 1991, H. Verstraelen a kol. 2007)

Mugent RP a kol.1991: Reliability of diagnosing BY is improved by a standardized method
of gram stain interpretation

J. CLiN. MICROBIOL..

TABLE 1. Scoring system (0 to 10) for Gram-stained
vaginal smears”

- Gardnerella and Curved gram-
Score® ln—f:)cr?::tc):g:: Bar;‘;i;c;‘lgf;pser;p- variable rods
O 4+ 0O O
1 S Sn 1+ 14+ or 2+
2 2+ 2+ 3+ or 4+
3 ) B o 3 -1
4 O 4+

“ Morphotypes are scored as the average number seen per oil immersion
field. Note that less weight is given to curved gram-variable rods. Total score
— lactobacilli + G. vaginalis and Bacteroides spp. + curved rods.

2 0., No morphotypes present; 1, <1 morphotype present; Zo A te 4

morphotypes present: 3. 5 to 30 morphotypes present; 4, 30 or more
morphotypes present.

interpretace: CS 0-3 normalni (I), 4-6 prechodny (ll), 27 BV (1)

» lakto O (skére 4), gat+bak 4+ (skore 4), mob 4+ (skére 2)

* NS=4+4+2=10— bakterialni vagin6za

lakto+nejsou kliCové bunky, | PMN (>5 na 1 pole) purulentni stupen (2007)



Zjednodusena klasifikace PS (ca ison a PE Hay, 2002)

Stupen:

0 epitelie, bakterie O (atb, vag. gely)
1  normalni

2  prechodny

3  bakteridini vaginéza =

4  epitelie, G+ koky — |




Vulvovaginitida — zanet zevnich
rodidel a/nebo pochvy (P.Cepicky a kol. 2005)

« Hlavni nozologické jednotky:

* Trichomoniaza

. Mykodza

o Laktobacildoza (viaknité formy laktobacilti ?)
 Anaerobni vaginc')za (dysmikrobie, zvySeni anaerobu)
 Aerobni vaginitl'da (dysmikrobie, zvySeni aerobu a leuko)
 Atroficka vaginitida (infekce atrofického epitelu neestrog.)
« Smisena vulvovaginitida (dg.kritéria 2-3 nozolog.jedn.)



Vulvovaginitida — zanét zevnich
rodidel a/nebo pOChvy (P.Cepicky a kol. 2005)

Hlavni nozologicke jednotky:
Trichomoniaza MOP V< min.GO,CTsonda
Mykoza MOP VI < kult. min. rekurentni VVC

Laktobaciloza (laktobacily x anaerobni leptotrichie?) MOP
I-11l x lllc,d < Gram, event. kult.

Anaerobni vagindéza MOP lla,b

Aerobni vaginitida MOP llla,b < kult.
Atroficka vaginitida MOP O-l1l < kult.
Smisena vulvovaginitida MOP ? < kult.



Vzacneé vulvovaginitidy
(napodobujici infekce)

Cyt0|yt|Cké vaginc')za (jako mykodza bez kandid, pouze

masivneé laktobacily, vyplachy bikarbonatem sodnym)

Iritacni vuIvovaginitl'da (iritace bezprostiedni —
deodoranty, kosmetika, Benzydamin hydrochlorid)

Alergické vuIvovaginitl'da (nékolikadenni latence od

expozice alergenu, kortikosteroidy)

Vestibulitis (erytém neznamé etiologie, lubrikancia)



Stavy napodobujici vulvovaginitis

 Esencialni vuIvodynie (antidepresiva)
» Psychosomaticka vulvovaginitida (bez nalezu,

terapie neni)

* Vaginalni kolonizace S.agalactiae (erapie

neindikovana)



Forstl M. a kol. 2005 (FN a LF UK v Hradci Kralové)
Fredericks D.N. a kol. 2007 (Washington Univ., Seattle)

* kontrola kvality posevniho prostredi
» jednoducha a levnha metoda

s nenahraditelnou vypovédni hodnotou
* nenahrazuje kultivaci

 Gramovo barveni posevniho sekretu je
zlaty standard v dg. bakterialni
vaginozy



K diskuzi:

* nativ v ambulanci, preparat dle Grama v
laboratori

e preparat pomaha interpretovat kultivacni
nalez (transportni soupravy)

* popis preparatu je dg.vyznamneéjsi nez
zarazeni do klasickeho systemu MOP I|-VI

« diskrepance u novych dg. jednotek VV:
— barvit dle Grama a kultivovat

— MORP je flexibilni systém: pridat dalsi kritéria a
revidovat Ci rozsirit







