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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva identifikaci jednotlivych druhti mikroorganismii genitalniho tstroji
zen, které podstupuji intrauterinni inseminaci. Vzorky byly vyhodnocovéany na zakladé riistu
na kultivacnich padach, antigennich a biochemickych vlastnosti a morfologie bakteridlnich
bunék po obarveni preparatu dle Grama. Diagnostika mikroorganismii byla provedena metodou
MALDI TOF MS. Detekce druhtt Mycoplasma hominis a Ureaplasma urealyticum byla

potvrzena metodou PCR.
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The thesis deals with the identification of individual species of microorganisms of the genital
tract of women undergoing intrauterine insemination. The samples were evaluated on the basis
of growth on culture media, antigenic and biochemical properties and morphology of bacterial
cells after Gram staining of the slides. Diagnosis of microorganisms was performed by MALDI
TOF MS method. Detection of Mycoplasma hominis and Ureaplasma urealyticum species was

confirmed by PCR.
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UVOD

Mikrobiota ve vaginalni mikrofléte hraje klicovou roli pro udrzeni vaginalni eubiozy. Pokud je
rovnovaha ve vaginalni mikrofléfe narusena dojde ktzv. dysbidze. Tento stav vede
k patologickym porucham ve vaginalnim prostfedi. Komenzalni mikroorganismy tak mohou

pfejit v patogenni a zpsobovat onemocnéni, které miize mit vliv na plodnost Zeny. V této praci

je popsan vztah mikroorganismu k plodnosti Zen.

Dilezitou tlohu ve vaginalni mikrofléfe maji mikroorganismy, mezi které patii druhy rodt
Lactobacillus spp. a Gardnerella vaginalis. Mikroorganismy, které mohou byt soucasti
fyziologické vaginalni mikroflory jsou Candida spp., Staphylocuccus spp., Streptococcus spp.

nebo Corynebacterium spp.

Prace popisuje tuto problematiku poc¢inaje vaginalni mikroflorou zen, pies popis patogennich
infekci, vcetn¢ podrobnéjsich popisi jednotlivych druhi mikroorganismii a vaginalni

mikroflory neplodnych Zen.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Vaginalni eubioza vs vaginalni dysbioza

Mikrobiota hraje zéasadni roli ve fyziologickych mechanismech clovéka, jako je imunita
a vyziva. Vytvareji vzajemné prospeésny vztah s lidskym hostitelem, kde hostitel poskytuje
ukryt a vyzivu, a na oplatku chrani hostitele pred fadou patogennich mikroorganismu
(Saraf a kol., 2021). Ostry kooperativni vztah mikrobu s hostitelem poskytuje ve vaginé prvni
linii obrany proti migraci oportunnich patogeni (Kalia a kol., 2020). Mikrobiota ptisobi jako
pfedni obrance proti invazi mikroorganismt fenoménem nazyvanym ,,koloniza¢ni rezistence®,
tj. brani cizim organismim kolonizovat mista lidského téla a nasledné zpusobit infekci.
Struktura mikrobidlnich spoleenstev v mikrobioté je zasadni pro zdravotni stav jedince
(Saraf a kol., 2021). Tato zdrava rovnovaha se nazyva eubioza (Kalia a kol., 2020). Jedna se

o zdravy a vyvazeny mikrobialni ekosystém (Punzén-Jiménez a Labarta, 2021).

Rovnovéha vagindlniho mikrobiomu muze byt zménéna faktory prostiedi a vnéjSimi
interferencemi. Tyto zmény mohou vést k mikrobidlni nerovnovaze nebo dysbidze
v urogenitadlnim traktu. Normaln€¢ komenzalni bakteridlni komunity pfitomné ve vaginé
se mohou za urcitych okolnosti stat patogennimi (napt. Gardnerella vaginalis, Escherichia coli
a Candida albicans), pokud posun v rovnovaze podporuje jejich konkurenceschopnost. Zmény
ve vagindlnim mikrobiomu tedy mohou vést k intervalim zvySené citlivosti, které negativné
ovlivituji schopnost komunity odolavat kolonizaci patogeny (Huang a kol., 2014). Pfevaha
oportunnich patogenti narusuje tuto symbiotickou rovnovéahu oznaovanou jako dysbioza, ktera
dale vede k zanétu (Kalia a kol., 2020). Mikrobialni dysbidza zhorSuje zdravotni stav tim, ze
zvysuje nachylnost hostitele ke spektru zanétlivych a metabolickych poruch, jako je obezita a
syndrom drazdivého tra¢niku. Dysbioza ve vaginalni mikrobioté mtize byt fyziologicka nebo
patologickd v zavislosti na souhfe metabolickych a mikrobidlnich faktorii. Vaginalni
mikrobiota se vyviji s vékem, pficemz anaerobni mikroby jsou dominantni v pfedpubertalnim
veku az po vaginu bohatou na Lactobacillus v reprodukénim véku. Hormonalni vliv je také
dalezitym faktorem, ktery urcuje rizné faze zenského reprodukcéniho cyklu. Mezi hormony je
znadmo, ze estrogen vytvaii vyrazné zmény ve vaginalni mikrobioté. Fyziologické (t€hotenstvi
a menstruacni cyklus) a patologické zmény jsou spojeny s vyznamnymi zménami vaginalni

mikrobioty (Saraf a kol., 2021).
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Naruseni vaginalniho ekosystému vsSak piispiva k pfemnoZeni patogenii, které zpusobuji
komplikované vaginalni infekce, jako je bakterialni vagindza (BV), sexualné pienosné infekce
(STI) a vulvovaginalni kandidéza (VVC) (Chee a kol., 2020). BV, VVC a aerobni vaginitida
(AV) jsou onemocnéni genitalniho Ustroji, ktera vazné ovliviuji zenské reprodukéni zdravi.
Jsou spojovany s neplodnosti, mimodéloznim té¢hotenstvim a pohlavné pfenosnymi chorobami

(He a kol., 2020).

Eubidza | Dysbioza |
>90% Lactobacillus spp. (LD) <90% Lactobacillus spp. (NLD)
Bacteroides, Bifidobacterium Staphylococecus spp.
Pseudomonas Enterobacter spp.

Nizka mikrobialni
zatéz

Remodelaci tkané
Mirna imunitni

Vysoka mikrobialni
zatéz (infekce)
Destrukce tkane
Imunitni stimulace

stimulace
Nizka rozmanitost g Vysoka rozmanitost
CST I, I, I, V = Lactobacillus =] CSTIV ’
Gardnerella
Prevotella
Atopobium

Obrazek 1- Hlavni faktory, které podminuji eubidézu a dysbidzu u UGT (horni genitalni trakt) a LGT (dolni
genitalni trakt) (Punzon-Jiménez a Labarta, 2021)

1.1.1 Jedinec¢né typy stavu mikrobidlni komunity

Na zakladé Cetnosti a slozeni vaginalnich bakteridlnich druhti u zen v reprodukénim véku byly
jedinecné typy stavu mikrobialni komunity (CST) klasifikovany do pé€ti hlavnich typd.
CST-I, CST-II, CST-III a CST-V jsou charakterizovany mnozstvim Lactobacillus crispatus,

L. gasseri, L. iners a L. jensenii, v daném poradi.

CST-IV se vSak vyznaCuje smési ruznych fakultativnich anaerobi s nizkymi hladinami

laktobacild. Je dale rozdélen do dvou dil¢ich stava CST IV-A a CST IV-B.

CST IV-A obsahuje druhy roda Anaerococus spp., Peptoniphilus spp., Corynebacterium spp.,
Prevotella spp., Finegoldia spp. a Streptococcus spp..
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CST IV-B je charakterizovan rody Atopobium, Gardnerella, Sneathia, Mobiluncus,

Megasphera a dalSimi taxony tadu Clostridiales.

Na zakladé¢ Nugentova skore piedstavuje CST-IV nejbeéznéjsi stav dysbidzy, tj. bakteridlni
vaginozu. Je stale diskutabilni, zda tento CST piedstavuje zdravy stav nebo asymptomaticky

stav bakterialni vaginozy (Kalia a kol., 2020).

1.1.2 Bakterialni vaginoza

Jedna se o polymikrobialni nerovnovahu a celosvétové nejbéznéjsi vagindlni nerovnovéaha
u zen v reprodukénim véku, kterd postihuje 20-25 % obecné populace a az 50 % zZen
navstévujicich gynekologii (Huang a kol., 2014). Bakteridlni vagindza je doprovazena posunem
vagindlni mikrobioty s naslednou ztrdtou ochrannych druhl Lactobacillus a soucasnym
zvySenim mnozstvi fakultativnich a anaerobnich mikroorganismii ve vagindlnim
mikroprostiedi. NaruSeni normélni ekologické rovnovahy vede k nadmérnému ristu nékolika
druhil anaerobi a mikroaerofilt, mezi které patti Gardneralla (G.) vaginalis, Mycoplasma
hominis, Mobiluncus spp., Bacteroides spp., Prevotela spp., Peptostreptococcus spp.,
Fusobacterium spp. a Porphyromonas spp. (Saraf a kol., 2021). Tento stav je srovnatelny
s konfiguraci

CST-1V (Punzon-Jiménez a Labarta, 2021). I kdyZ je BV povaZovana za polymikrobialni
onemocnéni, G. vaginalis vyznamné prispiva k rozvoji tohoto onemocnéni a je pfitomna v
95 % ptipadi (Huang a kol., 2014). Ztrata laktobacilii naruSuje pfirozeny ochranny
mechanismus a vede k vy$§imu nez normalnimu pH (>4,5) v dasledku vycerpani kyseliny
mlécné. Klinicky se onemocnéni projevuje jako pachnouci vaginalni vytok, pocit paleni pfi

moceni a svédéni kolem pochvy i mimo ni.

Existuje mnoho rizikovych faktorii spojenych s BV napt. vaginalni vyplach, stfidani sexualnich
partnerli, koufeni, pouzivani nitrodélozniho téliska, pouzivani vonnych mydel a anamnéza
vaginalni infekce. BV je nezavislym rizikovym faktorem pro fadu stavi, jako je pfedcasny
porod, nizka porodni hmotnost, zvySend vnimavost k infekci virem HIV, chlamydiovych
a gonokokovych infekei (Saraf a kol., 2021). V téhotenstvi byla BV spojovana s pfed¢asnym
porodem, potratem, sepsi po potratu a s poporodni endometritidou (Lamont a kol., 2011). Mtze
byt symptomatickd nebo asymptomatickd v zavislosti na stupni dysbidzy, virulenci

kolonizujiciho patogenu a jeho zatézi (Saraf a kol., 2021).
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Zatim vSak neni jasné, zda jsou to patogeny, které zptisobuji BV, nebo jsou to jen piilezitostné

bakterie, které vyuzivaji vyssi pH a kolonizuji vaginu (Punzon-Jiménez a Labarta, 2021).

Na obréazku 2 nize je znazornéna normalni vaginalni mikroflora, kterd se vyznacuje dominanci
laktobacili s rtznymi druhy pfispivajicimi k rtizné ochrané proti bakterialni vagindze
v duasledku razné produkce kyseliny mlécné s nizkym vyskytem Gardneralla vaginalis,
Mycoplasma hominis, Mobiluncus spp., Bacteroides spp., Prevotela spp., Peptostreptococcus

spp, Fusobacterium spp. a Porphyromonas spp. stejn€ jako nizsi vyskyt invaznich patogend.

Také obrazek 2 znédzoriiuje bakteridlni vaginézu béhem, které je typicky nizs$i vyskyt
laktobacill a zvyseny vyskyt Gardneralla vaginalis, Mycoplasma hominis, Mobiluncus spp.,
Bacteroides  spp., Prevotela spp., Peptostreptococcus spp., Fusobacterium  spp.
a Porphyromonas spp. a vys$$i vyskyt invaznich patogend, jako jsou virové (HIV), bakteridlni

(Neisseria gonorrhoeae) a parazitarni (Trichomonas vaginalis) ptivodci (Saraf a kol., 2021).

Normélni vaginilni flora Bakterialni vaginéza

Virové, bakterialni a

Flora domina.ntni na Bdkgréocmy 4 B:'kitr;-‘ila'e:hi - Nizk hojnost _4Bakt€r(1)o cm}; gireﬁllnzllltclyzléen}’ i i
la_ct_oliaclly k. miééna Parazitické patogeny fHZOZ Sogbacii k. mieng %ﬁ;ﬁiﬁ%ﬁgﬁfﬁf’;ﬁn *HZGz
SEaSIREI ARt e | SO S 2 e
olsjee/o/ojejoo/0i0je|e | olejeoe|sje0e 000

o020 .\.[..o..‘. oooo.jo.ol-}.o oo
o.-o-oo\olo e ;:: oo ;‘.-;:m.:;’.;;

Dominance laktobacilii s riiznymi druhy pFispivajici
k riizné ochrané proti bakterialni vaginéze v
diisledku rizné produkce kyseliny mlééné Gardneralla vaginalis, Mycoplasma hominis, Mobiluncus
spp, Bacteroides spp, Prevotela spp, Peptostreptococcus
spp, Fusobacterium spp, and Porphyromonas spp

ZvySena hojnost:

Lactobacillus crispatus 5 ¥ soka Vy3si vyskyt invazivnich patogeni

Lactobacillus gasseri =

Lactobacillus jensenii = Virovych (HIV), bgk’ter{élnjch (Neisseria

Lactobacillus iners e} nizka gonorrhea) a parazitrnich (Trichomonas
vaginalis).

Obrazek 2- Normalni vaginalni flora vs. bakteridlni vaginoza (Saraf a kol., 2021)
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1.1.3 Vulvovaginalni kandidoza

Vulvovaginalni kandid6za (VVC) je dysbioticky stav typicky nadmérnym rastem druht rodu
Candida (Kalia a kol., 2020). Candida albicans je pfednim vaginalnim kolonizatorem.
Vyskytuje se Castéji u mikrobioty s pfevahou laktobacilti druhu L. iners (Dabee a kol., 2021;
Chee a kol., 2020). Vulvovaginalni kandidéza se projevi u 75 % Zen alesponi jednou za Zivot.
Ptiblizné u 5-10 % zen s primdrni epizodou vulvovaginalni kandidézy se nasledné rozvine

rekurentni vulvovaginalni kandidéza (RVVC) (> ¢tyti epizody ro¢ng).

Mezi nespecifické ptiznaky uvadéné pacientkami s VVC a recidivujici VVC patti vulvalni
erytém, pruritus, dyspareunie, pocity paleni, bily hrudkovity vytok a bolestivost. Ackoli

VVC neni Zivot ohroZujici, nevyfeSena VVC ovliviiyje kvalitu Zivota Zeny (Chee a kol., 2020).

Uvadi se normdlni vaginalni pH (pH ~ 4,5) béhem VVC, coz ukazuje na pfitomnost
dostate¢ného poctu laktobacill k udrZeni acidifikace pochvy. V souladu s timto pozorovanim
Beghini a kol. (2015) uvadi zvySené hladiny kyseliny mlé¢né u Zen s VVC. Zhou a kol. (2009)
a Vylkova a kol. (2011) nezjistili Zadny rozdil ve VMB u Zen s VVC a bez VVC. Zaroven
prokézali, Ze Zendm s VVC dominuji laktobacily. To naznacuje neusp&$né snazeni laktobacilt

pii obrané vagindlniho prostiedi béhem VVC.

1.14 Aerobni vaginitida

Aerobni vaginitida (AV) je vyznamnd abnormalita vaginalni mikrobioty (Rampersaund a kol.,
2012). Aerobni vaginitida byla poprvé charakterizovana v roce 2002 Dondersem jako vaginalni
stav odlisny od BV, ktery mtize vyzadovat odlisnou klinickou 1é¢bu a mit odlisna klinické rizika
(Kaambo a kol., 2018). U této poruchy jsou laktobacily nahrazeny aerobnimi organismy,

pfevazné enterickymi komenzaly nebo patogeny (Rampersaund a kol., 2012).

Streptokoky skupiny B (GBS), Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis
a Klebsiella pneumoniae jsou organismy nejcastéji izolované s AV (Smith a Ravel, 2017).
U 20 % zen s AV je prokazovana G. vaginalis, coz poukazuje na mozné prolinani s BV.
AV byvd davana do souvislosti s komplikacemi v t€¢hotenstvi, vcetn¢ potratu,
chorioamnionitidy a ptedCasného porodu (Rampersaund a kol., 2012). Onemocnéni se
projevuje palenim, svédénim, hnisavym vytokem a zarudlou posevni sliznici (Smith a Ravel,

2017; Tao a kol., 2019). Zeny s AV mivaji tenéi vagindlni sliznici nez Zeny s BV, se zvySenym
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poctem intermedidlnich a parabazalnich bun¢k ve vaginalnich natérech, coz svédci o zvyseném

obratu a deskvamaci povrchovych vrstev epitelialnich bunék (Rampersaund a kol., 2012).

1.04
0.8 1 Lactobacillus
Streptococcus
Gardnerella
P |
0.6 revote. la
Atopobium
Sneathia
0.4 Veillonellaceae
I Chlamydia
Aerococcus
ostatni
0.2 1
0.0 T : :

AV NM BV

Graf 1- Primérné zastoupeni rodl ve vzorcich s aerobni vaginitidou, normalni vaginalni mikroflorou a bakterialni
vagindzou. Streptococcus spp., Lactobacillus spp. a Gardnerella spp. byly ptevladajicimi rody u aerobni
vaginitidy, normalni vaginalni mikroflory a bakterialni vaginézy. Streptokok byl vyznamné hojnéjsi aerobni

vaginitidy nez u bakterialni vagindzy a normalni vaginalni mikrofléry (Tao a kol., 2019)

1.2 Vaginalni mikrofléra zdravych Zen

Vaginalni mikroflora (VMB) tvoii pfiblizné 9 % celkové mikroflory v lidském téle. Tento
komplexni ekosystém obsahuje mnoho mikrobidlnich druht v rizném poctu a poméru
(Sirichoat a kol., 2020). Mikroorganismy Ziji ve vzdjemném vztahu a vytvafi prvni obrannou
linii proti kolonizaci a infekci potencidln€ patogennimi mikroby jako jsou patogeny zptisobujici
bakteridlni vagindzu, infekci mocovych cest, kandidové infekce a pohlavné pirenosné choroby

(STD) (Saraf a kol., 2021; Sirichoat a kol., 2020).

Vaginalni mikrofléra je dynamické mikroprostiedi, kde téhotenstvi, uZivani antikoncepce,

menstruacni cyklus a sexudlni aktivita pfispivaji k variacim v bakteridlnich komunitach.
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Lidska pochva muze byt kolonizovana Sirokou Skalou anaerobnich a aerobnich bakteridlnich
druht, ale fyziologicky dominuje ptitomnost rodu Lactobacillus spp. (Peric a kol., 2019).
Druhy jinych rodd, jako jsou Gardnerella spp., Atopobium spp., Prevotella spp.,
Corynebacterium spp., Anaerococcus spp., Peptoniphilus spp., vSak mohou za urcitych
podminek tvofit vétSinové populace. Druhy rodt Enterococcus spp. a Streptococcus spp. jsou
Casto izolovany jako subdominantni populace. Kmeny téchto biotypt, které produkuji kyselinu
mlécnou by mohly byt pfipadné pouzity jako vaginalni probiotika. Tyto probiotika by slouzily
k prevenci nebo 1é¢b¢ vaginalnich infekci, jelikozZ mohou inhibovat vyvoj patogent. Nékteré
kmeny téchto rodl jsou vSak také zndmé jako oportunni patogeny zplsobujici prilezitostna

onemocnéni (Sirichoat a kol., 2020).

Bylo prokézano, ze L. iners, L. crispatus, L. gasseri a L. jensenii ptevazuji ve vaginalni
mikrobioté u zdravych zen v reprodukénim véku v rizném poméru. Rod Lactobacillus sdruzuje
asi 120 druhd, z nichZ 20 lze prokazat na poSevni sliznici. Vaginalni mikroflora zdravych zen
zahrnuje obvykle jeden nebo dva druhy laktobacili (Saraf a kol., 2021). Tyto laktobacily
produkuji dostate¢né mnozstvi kyseliny mlécné k udrzeni nizké hodnoty pod pH 4,5

(Kalia a kol., 2020).

Saunders a kol. (2007) ukazuji, ze sloZeni vaginalni mikroflory je velice rozmanité a variabilni.
Zdrava poSevni mikroflora je tvofena vice jak 50 nepatogennimi mikrobialnimi druhy. Bylo
prokdzano také né&kolik anaerobnich bakteridlnich druhli, coZz naznacuje, Ze dominance
Lactobacillus spp. neni nezbytna (Saraf a kol., 2021). Mezi n¢které tyto druhy patii napf.
Bifidobacterium spp., Bacteroides spp., Enterococcus spp., Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus spp., Corynebacterium spp., Escherichia coli, Gardnerella sp., Mycoplasma
spp., Candida albicans, viry a protozoa o kterych je znamo, Ze obyvaji vaginu zdravych Zen

(Li a kol., 2020).

Sekvenovanim genu 16 S (rRNA) vSak védci prokazali, Ze vyznamna ¢ast (7-33 %) zdravych
zen postrada laktobacily v pochvé. Je znamo, Ze nepiitomnost laktobacili je doprovézena
pfitomnosti dalSich mikroorganismli, jako je G. vaginalis nebo rizné druhy
Peptostreptococcus spp., Prevotella spp., Pseudomonas spp., Streptococcus spp. a/nebo
Corynebacterium spp. Takové zmeny ve slozeni poSevniho mikrobiomu nejsou povazovany za

patologickou poruchu (Gladysheva a kol., 2022).

21



1.3 Rod Lactobacillus

Jedna se o fakultativné anaerobni, kataldza-negativni, grampozitivni, nesporotvorné ty¢inky,
které Casto Iépe rostou za mikroaerofilnich podminek. Jejich morfologie barveni dle Grama
se muze lisit, vCetné kratkych, baculatych tyc¢inek, dlouhych, §tihlych tyc¢inek, v fetizcich
nebo palisadach. Morfologie kolonii se odviji od pouzitého kultivatniho média od malych
po stfedné velké Sedé kolonie, které obvykle vykazuji alfa hemolyzu na krevnim agaru. U lidi
se prirozen¢ vyskytuji v gastrointestindlnim traktu a pochvé¢, ale mohou byt i oportunnimi

patogeny (Goldstein a kol., 2015).

Lactobacillus a jeho vliv na vaginalni floru

Lamont a kol. (2011) prokazaly dominanci druhu Lactobacillus spp. jako hlavni slozku
vaginalni mikrofléry u zdravych zen v reprodukénim véku. Ve vaginalni mikrobioté vsak
existuji etnické, rasové, regiondlni a druhové rozdily. Druhy Lactobacillus spp. byly poprvé
izolovany a kultivovany z vaginalniho sekretu v roce 1892 Gustavem Ddderleinem. Publikoval
monografii ,,Das Scheidensekret™ (Vagindlni sekrety), ve které popsal pfitomnost bakterii
ve tvaru bacilu ve vaginé nazyvanych Doderleinovy bacilly a pozdéji v roce 1928 pojmenovany

jako Lactobacillus acidophilus.

Laktobacily v pochvé€ slouzi k ochrané poSevni sliznice pfed neplivodnimi a cizimi infekénimi
mikroorgaismy. Potencialni schopnosti zabranit kolonizaci patogeni nebo nezadoucich
mikrobl propiijcuji rezidencni druhy Lactobacillus spp. produkci kyseliny mlééné. Napiiklad
kyselina mlé¢na okyseluje vaginalni pH (3,5-4,5) a takto nizké pH nabizi ochranu proti
virovym (HIV), bakteridlnim (Neisseria gonorrhoeae) a parazitarnim (Trichomonas vaginalis)
puvodctim. Druhy Lactobacillus spp. ve vaginé také produkuji antimikrobialni latky zvané
bakteriociny, které jsou proteinové povahy a maji baktericidni ucinek na rtst jinych bakterii.
Nekteré druhy Lactobacillus spp. jsou také znamy tim, ze produkuji peroxid vodiku, ktery ma
také antimikrobidlni aktivitu, a tim odrazuje od kolonizace patogennimi organismy
(Saraf a kol., 2021). O'Hanlon a kol. (2013) odhalily, ze druhy Lactobacillus spp. produkujici

peroxid maji vétsi ochranu ve srovnani s témi, které neprodukuji.
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Graf 2- Charakterizace rodu Lactobacillus na urovni druhii. Zastoupeni laktobacilll je znazornéno v ramci étyt
skupin. (a) zdravé Zeny, (b) C. trachomatis, (¢) vulvovaginalni kandidéza a (d) bakterialni vaginéza (Ceccarani a

kol., 2019)

14 Kvasinky

Rod Candida (C.), zahrnuje druhy jako je napt. C. albicans, C. krusei, C. alimentaria,
C. parapsilosis a C. dubliniensis (Chee a kol., 2020). Barousse a kol. (2004) prokézali,

Ze prevaznou Cast v posevni mikrobioté zaujima C. albicans (72-91 %).

Candida albicans

C. albicans je polymorfni kvasinka, kterd je za pfiznivych podminek schopna morfogeneze
mezi kvasinkami a hyfami. C. albicans mize kolonizovat vaginu, aniz by zptsobovala jakékoli

symptomatické infekce. Rizikové faktory, které vedou k rozvoji vulvovaginalni kandidozy jsou
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hormonalni nerovnovaha, diabetes, oralni sex, intravaginalni vyplach, samolécba antimykotiky

a antibiotiky, pouZivani nitrodéloznich télisek a trzné rany hraze (Kalia a kol., 2020).

Zastupci rodu Candida, jsou stale oznaCovany jako oportunni patogeny, 1 kdyz jsou ptitomny
u zdravych zen. Powell a Nyirjesy (2014) poukazali na vliv jejich vysoké prevalence
(85-95 %) u pacienti trpicich VVC, coz je druhd nejcastéjsi dysbidza po BV. Néktera ptijatelna
vysvétleni toho, jak C. albicans ptechazi z pouhého kolonizatora na patogen, zahrnuji vaginalni
dysbidzu, expresi faktorti virulence a produkci proteolytickych enzymut (Chee a kol., 2020).
Kandidy maji schopnost dimorfni zmény, coz umoziuje pieménu z formy kvasinkové
na hyfalni. Kvasinkovéa forma se obvykle vyskytuje u zdravych asymptomatickych zen na rozdil
od hyfalni formy, kterd je prokazovana u vulvovaginalni kandidézy. To podporuje teorii,
ze kvasinkové formy jsou spojeny skomenzalismem a hyfalni naopak s patogenitou
(Kalia a kol., 2020).

Nizké pH a baktericidni slou¢eniny vylucované laktobacily maji tendenci potlacovat prertistani
C. albicans a jeji ptechod z avirulentni kvasinkové formy na virulentni hyfalni formu.
Niu a kol. (2017) prokazali, ze L. crispatus, jeden z dominantnich ¢lenii vaginalni mikrofléry,
muze snizit virulenci C. albicans a zvysit lokalni imunitni odpovéd’ vaginalnich epitelialnich
bunck. Celkové€ tato studie naznacila, Ze bakteriobiota vaginalni mikroflory urcuje toleranci
vuci C. albicans ve vaginé. Donders a kol. (2000) a Lai a kol. (2009) prokazali spojitost
nedostatku laktobacilli s nachylnosti k symptomatické VVC a dalS§im infekcim dolniho
genitalniho traktu veetné bakteridlni vagindzy a vétsi vnimavost k HIV. VSechna tato zjiSténi
naznacuji, Ze hojnost laktobacili a nizky pocet C. ablicans spolu s jejich interakcemi hraji
dilezitou roli pii udrzovani rovnovahy mikroflory a naruseni v tomto mtize vést k vaginalnim

infekcim (Kalia a kol., 2020).
Candida dubliniensis

Candida dubliniensis byla poprvé identifikovana Sullivanem a kol. (1995) v Dublinu, Irsko.
Jeho klinicky vyznam je spojen s rozvojem rezistence na flukonazol a invazivnich onemocnéni
u imunokompromitovanych hostiteld (Jan a kol., 2022). C. dubliniensis je velmi podobna
C. albicans, pokud jde o genotypové a fenotypové charakteristiky (Vidotto a kol., 2003).
Bohuzel diky podobnosti C. albicans byla C. dubliniensis dlouhou dobu piehlizena a chybné
identifikovana (Jan a kol., 2022). Stava se vSak klinicky vyznamnou kvasinkou diky svému

celosvétovému rozSifeni a souvislosti se slizniéni 1 systémovou kandid6zou
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(Vidotto a kol., 2003). VVC je bézné a vysilujici dlouhodobé onemocnéni, které postihuje
miliony Zzen na celém svété. Toto onemocnéni je zpiisobeno prevazné C. albicans a v mensi

mife C. dubliniensis (Shokoohi a kol., 2021).

Kvasinka byla izolovana nejen v Gstni dutiné imunokompromitovanych pacienti, ale také v
plicich, pochvé, krvi, sputu a gastrointestinalnim traktu (Vidotto a kol., 2003). C. dubliniensis
vykazuje zvySenou adherenci k bunkdm bukalniho epitelu na rozdil od C. albicans

(Asadzadeh a kol., 2019).
Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces (S.) cerevisiae je ascomycetdézni kvasinka Siroce pouzivand v pekafském
a pivovarnickém prumyslu (Posteraro a kol., 1999). Bézné je S. cerevisiae povazovana za
nepatogenni. Mccullough a kol. (1998) prokézali, ze za urcitych okolnosti, zvlasté u pacientii
s oslabenou imunitou, se miiZze projevit jako patogen. Vaginalni kolonizace a symptomaticka
vaginitida zplUsobend S. cerevisiae jsou extrémné vzacné a vyskyt vagindlnich infekci
zpisobenych touto kvasinkou se odhaduje na méné nez 1 %. Agatensi a kol. (1991) uvadéji

oproti tomu vyssi vyskyt (tj. 5,5 %) infekce S. cerevisiae u italskych zen.

VétSina vulvovaginalnich mykoz je zplisobena zéstupci rodu Candida (zejména C. albicans).
Vulvovaginalni mykdzy zpisobené S. cerevisiae mohou souviset s Castéj$im pouzitim
flukonazolu a itrakonazolu, které jsou na kvasinky tohoto rodu neu¢inné (Savini a kol., 2013).
Jedna se o vaginalni a systémové azolované latky, vykazujici Spatnou aktivitu proti tomuto
organismu. Timto se fadi mezi jeden z faktorh, ktery mulZe pfispivat k rozvoji tohoto

onemocnéni (Posteraro a kol., 1999).

1.5 Rod Gardnerella

Rod Gardnerella je tazen do cCeledi Bifidobacteriaceae. Buiiky jsou malé, nepohyblivé,
nezapouzdiené, nesporulujici, gramlabilni ty¢inky s primérnymi rozméry 0,4x1,0~1,5 pm.

Podle néarokt na kyslik je fadime mezi fakultativné anaerobni mikroorganismy.

Gardnerella vaginalis
G. vaginalis je kultivacné naro¢ny mikroorganismus vyzadujici komplexni kultivaéni média.
Roste pfi teploté 37 °C v komplexnich médiich v atmosféfe s 5—10 % oxidu uhli¢itého. Nicméné

bylo prokéazano, ze ur¢ité¢ kmeny G. vaginalis jsou striktni anaeroby.
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Bunécny povrch G. vaginalis je pokryt fimbriemi, které jsou zodpovédné za adhezi G. vaginalis

k bunkam vaginalniho epitelu.

G. vaginalis je kataldza negativni, oxiddza negativni a b-glukosiddza negativni. Muze
fermentovat Skrob, dextrin, sacharozu, glukozu, fruktozu, ribézu, maltdozu a rafindézu. Nékteré
kmeny mohou také fermentovat xylozu a trehalozu. Naopak G. vaginalis neni schopna

fermentovat rhamnézu, melibiézu, mannitol a sorbitol (Qin a Xiao, 2022).

G. vaginalis je nejbéznéjSim mikroorganismem identifikovanym z vaginalnich vzorkl Zen
s BV. Krozvoji tohoto onemocnéni dochazi narusenim vaginalni mikroflory, zvySenim
pH >4,5 a snizenim druhti Lactobacillus spp. Samotna ptitomnost G. vaginalis na posevni

sliznici jeSté nevede k rozvoji bakterialni vagindzy (Chen a kol., 2021; Alfraji a kol., 2020).

1.6 Rod Ureaplasma

Druhy Ureaplasma z ¢eledi Mycoplasmataceae jsou aerobni az fakultativné anaerobni
gramnegativni bakterie a maji pleomorfni, variabilni, vezikuldrni tvar (Schenk a kol., 2021),
(Noh a kol., 2019). Nemaji buné¢nou sténu a jsou obklopeny pouze plazmatickou membranou,
ktera je v kontaktu s povrchem hostitelské builky prostfednictvim membranovych proteinti
spojenych s lipidy. Jejich patogenita je charakterizovana produkei prozanétlivych cytokinli
a také jejich schopnosti indukovat apoptdézu v monocytech a makrofazich. Ureaplasma jsou

potencialné patogennimi bakteriemi v urogenitalnim traktu ¢loveéka (Schenk a kol., 2021).

Ureaplazma urealyticum

Arena a Dacco (2021) izolovali Ureaplasma (U.) urealyticum jako Ctvrty nejCasté)si
mikroorganismus ve vaginalni flote. U. urealyticum se podili na fad¢ infekénich onemocnéni,
jako je negonokokova uretritida, muzské neplodnost, BV, chronickad endometritida, zanétlivé

onemocnéni panve, spontanni potrat, predcasny porod a chorioamnionitida (Noh a kol., 2019).

1.7 Rod Mycoplasma
Rod Mycoplasma je charakterizovana chybénim rigidni bunécné stény a jednim z nejmensich
genomi mezi bakteriemi (Margarita a kol.,, 2020). Spole¢né¢ s ureaplazmaty

se fadi mezi nejCastejsi sexualné prenosné piivodce bakteridlni infekce (Paira a kol., 2021).
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Mycoplasma hominis

Mycoplasma (M.) hominis muze kolonizovat lidsky Zensky wurogenitdlni trakt.
Diaz a kol. (2010) a Rumyantseva a kol. (2019) stanovili ve svych studiich prevalenci
M. hominis ve vaginalni mikrofléte od 1,3 do 51 %. M. hominis lze nalézt u zdravych
1 symptomatickych zen, jeho pfitomnost je spojena se zménami vaginalni flory, vcetné
bakterialni vaginozy (Margarita a kol., 2020). Arya a kol. (2001) izolovali M. hominis ve vaginé
u 341 zen, ale jeho mira izolace a pocet kolonii mezi pacientkami se symptomy se vyznamné
nelidily od téch bez symptomi v jednotlivych kategoriich onemocnéni. Zeny mély stanovené
odlisené diagnézy napt. bakterialni vagindza, kandidoddza, genitalni bradavice, chlamydiové

infekce. Smaoui a kol. (2019) prokézali M. hominis u zen s potratem.

1.8 Rod Corynebacterium
Rod Corynebacterium (C.) zahrnuje grampozitivni ty¢inky, rovné ¢i mirn¢ zakiivené, které
mohou byt uspofddany do palisdd. Jsou kataldza pozitivni, nepohyblivé, nesporulujici

a fakultativné aerobni (Gladysheva a kol., 2022; Glandysheva a kol., 2016).

Vaginalni mikrobiom zdravych Zen obsahuje nedifterické korynebakterie. Role a funkce
nedifterickych korynebakterii ve vagindlni mikroflofe jsou stile predmétem studia.
Rod Corynebacterium je tvoten ptiblizn€ 130 riznymi druhy. Nedifterickd korynebakteria tvoti
se Staphylococcus epidermidis hlavni ¢ast, piiblizné 80 % vaginalni mikrobioty,
u prepubescentnich divek. ZvySuje se také pocet nedifterickych korynebakterii u t€hotnych Zen
a Zen po porodu. Pies vysokou frekvenci vyskytu nedifterickych korynebakterii v zenském
genitalnim traktu se studie na toto téma omezuji predevSim na popis patogenti
(Gladysheva a kol., 2022). Corynebacterium spp., které jsou izolovany od zdravych Zen, maji
potencidlni probiotické vlastnosti. Metabolity téchto bakterii vyznamné zvysily
antagonistickou aktivitu laktobacili produkujicich peroxid, inhibovaly riist a tvorbu biofilmu a
inhibovaly 24hodinové kultury patogenni a oportunné patogenni mikroorganismy

(Gladysheva a kol., 2017).

Corynebacterium amycolatum

Gladysheva a kol. (2022) prokazali, ze C. amycolatum je pomérné casto izolovano
z vaginalnich vzorkll zdravych Zen a vyznacuje se vysokym probiotickym potencidlem.
Analyza genomii C. amycolatum odhalila geny zodpovédné za adaptaci a preziti ve vaginalnim
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prostiedi, vcetné¢ genii odolnosti vici kyselému prostfedi a oxidativnimu stresu. Byly
identifikovany geny odpovédné za produkci H»O, a syntézu sekundarnich metaboliti,
esencidlnich aminokyselin a vitamini. Metabolity C. amycolatum znaén¢ zvysily
antagonistickou aktivitu laktobacilti produkujicich peroxid proti patogennim a oportunnim
mikroorganismiim a mély silnou antimikrobialni aktivitu proti oportunnim patogentim, jako
jsou Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas

aeruginosa.

Corynebacterium aurimucosum

Corynebacterium (C.) aurimucosum je fakultativné anaerobni a roste v mirn¢ nazloutlych
kolonii. Vzorky, ve kterych je C. aurimucosum prokazano pochazeji prevazné z urogenitalniho
ustroji Zen. V roce 2002 bylo C. aurimucosum taxonomicky popsano jako novy druh v ramci
rodu Corynebacterium (Trost a kol., 2010). Ptitomnost C. aurimucosum v moci byla také
spojena s infekcemi mocovych cest (UTI) (Eskandar a kol.,, 2020). Neobvyklé¢ cerné
pigmentované varianty C. aurimucosum (ptivodné pojmenované jako C. nigricans) jsou nadale
ziskavéany z zenského urogenitalniho traktu a jsou spojeny s komplikacemi béhem téhotenstvi

(Trost a kol., 2010).

1.9 Rod Cutinebacterium
Rod Cutinebacterium (C.) zahrnuje grampozitivni anaerobni bakterie, které¢ fadime mezi
oportunni patogeny (Achermann a kol., 2018). Cutinebacteirum spp. jsou pievladajici slozkou

kozni flory na sliznici dutiny Ustni, stiev, mo€ové trubice a vaginy (Meredith a Ulrich, 2013).

Cutibacterium avidum

C. avidum je grampozitivni, anaerobné-aerotolerantni ty¢inka, kterd se pfirozen¢ vyskytuje na
povrchu kuze. Popis rodu Cutibacterium zménil taxonomii druhl@t Propionibacterium. Tyto
organismy stale patii do skupiny koZnich koryneformnich mikroorganismii a nejvice
studovanym druhem zlstava Cutibacterium acnes. C. avidum se mize projevit jako oportunni

patogen zpusobujici povrchové nebo hluboké invazivni infekce.

C. avidum ma tendenci pobyvat v oblastech obsahujicich ekrinni potni Zlazy. Nejcastéji
je detekovan ve vlhkych oblastech (nos, axila, tfisla a konecnik, které zahrnuji oblasti osidlené

enterickymi gramnegativnimi bakteriemi) (Corvec a kol., 2018).
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1.10 Rod Actinomyces

Actinomyces spp. jsou definovany jako heterogenni skupina anaerobnich, nesporulujicich,
acidorezistentnich, grampozitivnich tycinek, které jsou spojeny s aktinomykoézou, vzacnym
chronickym granulomatéznim onemocnénim (Van Hoecke a kol., 2013). Actinomyces spp.

obyvaji orofaryngealni, genitalni a stievni sliznici ¢lovéka i zvitat (Martinez a Ovalle, 2011).

Actinomyces urogenitalis

Actinomyces (A.) urogenitalis je rovnd az mirn¢ zakfivend tyc¢inka s rudimentarni schopnosti
vétveni. Je fakultativn€ anaerobni a kataldza negativni. Roste na krevnim agaru, kde tvoii malé,
Sedé a lesklé kolonie po 48 hodinach inkubaci v 3 % CO?. M4 sacharolytickou aktivitu a §t&pi
glukézu, maltdzu, laktozu, sachardzu, xylozu, trehalézu, melibidozu a melezitozu, je variabilni

vuci arabindze, mannitolu, ribéze a nevyuziva glykogen (Martinez a Ovalle, 2011).

Actinomyces urogenitalis byl popsan jako novy druh v roce 2000 na zdkladé charakterizace tii
izolath ziskanych z lidského urogenitalniho traktu. Od té doby se ukézalo, ze A. urogenitalis
je soucasti normalni flory lidské pochvy. Kolonizace vysokymi koncentracemi A. urogenitalis
muze nastat v piipadech bakteridlni vagindzy, ale jeji role v patogenezi je nejasna
(Corvec a kol., 2018). S. Elsayed a kol. (2006) vyizolovaly A. urogenitalis od mladé Zeny

z nitrod¢loZzniho antikoncep¢niho téliska, ktera trpéla aktinomykozou.

1.11 Rod Staphylococcus
Druhy rodu Staphylococcus (S.) jsou grampozitivni, nepohyblive, kataldza-pozitivni, oxidaza-
negativni a fakultativné aerobni koky (Frank a kol., 2008). Nize zminéné druhy se fadi do

skupiny koagulaza-negativnich stafylokokt (CoNS).

Staphylococcus epidermidis

Je jednim z péti vyznamnych mikroorganismi, které se nachazeji na lidské kiizi a sliznicich.
Zpusobuje nozokomialni infekce spojené s pouzitim Iékarskych implantatd a pfistroja
(Ebrahimzadeh a kol., 2014). S. epidermidis je oportunni patogen, ktery kolonizuje sliznice,
axily, hlavu a nos (Guo a kol., 2019).

Staphylococcus hominis

Staphylococcus hominis je soucasti lidské mikroflory, druhy v Cetnosti po Staphylococcus
epidermidis (Coates-Brown a Horsburgh, 2017). Mezi CoNS je S. hominis béznym druhem
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vyskytujicim se v klinickych vzorcich, obvykle izolovany z podpazi a pazi, nohou a trupu lidi
(Jiang a kol., 2012). Navzdory svému komenzalismu je S. hominis klinicky patogen schopny
zpusobit infekci v riznych oblastech, zejména v piitomnosti katetru nebo cizich téles
v urogenitdlnim traktu (Coates-Brown a Horsburgh, 2017). Je stile vice povazovan za
potencialné oportunni a nozokomialni patogen a miize ptilezitostn¢ zptisobit infekci u pacientii

s abnormalné slabym imunitnim systémem (Jiang a kol., 2012).

Staphylococcus lugdunensis

Druh S. lugdunensis je to soucasti mikrobiomu lidské kiize, kterd je spojena hlavné s dolnimi
¢astmi téla a koncetinami, zejména ve vlhkych oblastech, jako je tfiselna ryha a hraz a pod
nehtem velkého palce. Také S. lugdunensis 1ze nalézt v nosni dutin€, ale méné Casto nez
na jinych mistech téla (Heilbronner a Foster, 2021). S. lugdunensis je slozkou normalni lidské
kozni flory a vzacn€é se vyskytujicim, ale nikoli vzacnym lidskym patogenem
(Frank a kol., 2008). S. lugdunensis bezpochyby ptedstavuje nejagresivnéjsi druh CoNS. Na
rozdil od jinych CoNS miZze S. lugdunensis zplUsobit zdvazné infekce podobné tém, které
zpisobuje S. aureus. Zpusobuje Sirokou Skalu infekcei, véetné infekei kiize a mekkych tkani,
infekci kosti a kloubd, infekci kloubt, infekei souvisejicich s cévnim katetrem a abscest

(Heilbronner a Foster, 2021).

Staphylococcus warneri

Staphylococcus warneri patti do klinicky definované skupiny Staphylococcus epidermidis
v ramci rodu Staphylococcus. Je méné€ virulentni nez S. aureus a lze jej obvykle detekovat
na povrchu lidského téla, na zvitatech a ve fermentovanych potravinach. Prestoze jsou stale
Castéji hlaseny klinické pripady souvisejici se S. warneri, o ristu a déleni tohoto druhu vime
stale jen malo. S. warneri je blizky ptibuzny S. aureus a jednd se o koaguldza-negativni druh
(Su a kol., 2020). Tento oportunni patogen, ktery je schopen zptisobit nékolik infekci, zejména
u pacientll se zabudovanymi katetry a ndhradami. S. warneri je spolu s S. epidermidis jednou
z prevladajicich koagulaza-negativnich stafylokokovych bakterii obyvajicich kiizi u zdravych
lidi (Sun a kol., 2021). S. warneri byl také izolovéan z délozniho ¢ipku Zeny s nevysvétlenou

neplodnosti (Pant a kol., 2019).
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1.12 Rod Streptococcus

Bakterie rodu Streptococcus (S.) jsou prvnimi obyvateli dutiny ustni, které lze ziskat hned
po narozeni a hraji tak dtlezitou roli pfi sestavovani ustni mikroflory (Abranches a kol., 2018).
Streptococcus skupiny B (GBS) je B-hemolytickd grampozitivni bakterie, ktera celosvétove
kolonizuje dolni genitélni trakt pfiblizn¢ 18 % Zen jako asymptomaticky ¢len gastrointestinalni
a/nebo vaginalni fléry. Pokud se vSak GBS usadi v jinych hostitelskych nikach, je vysoce
patogenni. Béhem tehotenstvi je vzestupna GBS infekce z pochvy do nitrodélozniho prostoru

spojena s predCasnym porodem, porodem mrtvého ditéte a poranénim plodu

(Armistead a kol., 2019).

Streptococcus anginosus

Streptococcus anginosus je komenzalni mikroorganismus nachazejici se v lidské stni dutiné,
genitourinarnim traktu a gastrointestinalnim traktu. S. anginosus je oportunni patogen, ktery je
schopen piezit v kyselych podminkach. Adheruje k exponovanym bazdlnim membranam
lidskych a kultivovanych epitelidlnich bun¢k a lyzuje erytrocyty a nékteré typy epitelidlnich
bun¢k (Tao a kol., 2019). S. anginosus je patogen zapojeny do infekci urogenitalniho

a gastrointestinalniho traktu (Zufiiga-Bahamon a kol., 2016).

S. anginosus se v poslednich kazuistikach jevi jako nové se objevujici patogen
kolonizujici vaginu pacientek s AV (Tao a kol., 2019). Byl izolovan nejen u AV, ale také
u pacientek trpici BV (Zufiiga-Bahamon a kol., 2016). S. anginosus zptisobuje lyzu vaginalnich
epitelidlnich bunék, coZ ukazuje, Ze S. anginosus je AV patogen. Tao a kol. (2019) zabyvajici
se S. anginosus, u pacientek s timto dominantnim druhem, prokdzali hnisavy vytok a 5 z téchto
pacientek si stézovalo na svédéni. Kromé toho vSechny pacientky, u kterych bylo zjisténo
zarudnuti vaginalni stény béhem gynekologického vySetieni, mély vétsi vyskyt S. anginosus

v porovnani s ostatnimi druhy.

Streptococcus salivarius

Ackoli je S. salivarius primarné povazovan za Clena lidské oralni mikrobioty, byl izolovan
z vaginalniho traktu pfiblizn€ u 2 % tchotnych zen. S. salivarius kolonizuje sliznici lidského
orofaryngealniho traktu a nékteré kmeny byly vyvinuty pro pouziti jako oralni probiotika, kvili
jejich produkei rozmanitého sortimentu bakteriocinll s inhibic¢ni aktivitou, ktera je namifena

zejména proti ¢lenim jinych druht Streptococcus (Patras a kol., 2015).
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Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae je streptokok skupiny B (GBS). Invazivni onemocnéni zplsobené
infekci streptokokem skupiny B (Streptococcus agalactiae) ma za nésledek Siroké spektrum
klinickych onemocnéni (Raabe a kol., 2019). GBS je B-hemolyticky, grampozitivni kok, ktery
asymptomaticky kolonizuje dolni genitalni a gastrointestinalni trakt (Armistead a kol., 2019).
S. agalactiae taktéz kolonizuje rektovaginalni trakt u 20 % az 30 % zen a béhem téhotenstvi
se miiZze pienést na novorozence a zpusobit zdvazné invazivni onemocnéni (Patras a kol., 2015).
Lancefield popsal GBS kolonizaci vaginalniho traktu asymptomatickych Zen, avSak patogenita
byla popsana az v roce 1938, kdy byly publikovany tii zpravy o fatalni poporodni infekci
(Raabe a kol., 2019). Plody a novorozenci jsou jedinecné nachylni k infekcim GBS, které

nejcasteji zahrnuji sepsi, zapal plic, meningitidu a encefalopatii (Armistead a kol., 2019).

1.13 Rod Enterococcus

Enterokoky jsou grampozitivni koky, které se vyskytuji v parech nebo kratkych fetézcich,
netvoii spory, jsou katalaza a oxid4dza negativni a fakultativné anaerobni. Rod Enterococcus
patii k bakteriim mlécného kvaseni (LAB) a predstavuje tieti nejvétsi rod LAB po Lactobacillus

a Streptococcus. Enterococcus (E.) faecium a E. faecalis patfi mezi nejvyznamnéjsi druhy.

Enterokoky jsou vSudypfitomné mikroorganismy, které se mohou vyskytovat v riznych
prostiedich, jako je piida, voda, odpadni vody a rostliny (Braiek a Smaoui, 2019). Nachazeji
se ve stfevni flofe a méné Casto ve vaginé nebo v ustech (Krawczyk a kol., 202). Kromé toho
je znamo, Ze patii do komenzalni mikrobioty lidi a zvifat. V soucasné dobé& E. faecalis ptevlada
u druhu Entercoccus v gastrointestindlnim traktu, nésleduje E. faecium, dale E. durans

a E. hirae (Braiek a Smaoui, 2019).

Enterococcus faecalis

E. faecalis je Castou pticinou genitourinarnich infekci, subakutni bakterialni endokarditidy,
abdomindlnich abscest a infekci ran (Ma a kol., 2022). Jedna se o béZné patogeny zplsobujici
UTI (Ricci a kol., 2018). Radi se mezi patogenni bakterie, které mohou zptisobovat aerobni
vaginitidu, 1 kdyZ? nejsou zcela typickymi mikroorganismy definujici AV

(Ma a kol., 2022; Ricci a kol., 2018).
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1.14 Rod Escherichia

Velké celed’ Enterobacteriaceae zahrnuje rizné neSkodné komenzaly, ale také mnoho dobie
charakterizovanych sttevnich patogent, jako je Escherichia (E.) coli, Salmonella enterica
sérovar Typhimurium, Yersinia enterocolitica a dalsi. Kolonizuji a replikuji se ve stfevnim
traktu a maji schopnost pronikat do hlubsich tkani. Témét vSechny jsou fakultativni anaeroby.
Fermentuji glukézu, redukuji dusi¢nany na dusitany a maji negativni oxidazovou reakci.
S vyjimkou Shigella a Klebsiella, které jsou nepohyblivé, maji tyto bakterie peritrichozni
biciky. Enterobacteriaceae zahrnuji nékteré z béznych obyvatel gastrointestindlniho traktu,

a proto se n€kdy oznacuji jako enterosolventni (Heroven a kol., 2017).

Escherichia coli

Infekce mocovych cest (UTI) jsou roéné diagnostikovany u vice nez 7 milionli Zen a jsou
nejcasteji zpusobeny E. coli (Hesham a kol., 2021). Jedna se o dalsi recidivujici urogenitalni
onemocnéni, které je bézné u zen a je spojeno se Spatnymi vysledky téhotenstvi
(Deitzler a kol., 2016). Vice nez 80 % infekci mocovych cest je zplisobeno uropatogenni
Escherichia coli (Brannon a kol., 2020). Vaginalni laktobacily jsou povazovany za ochranné
proti E. coli diky baktericidni aktivité. Existuje souvislost mezi ptfitomnosti vaginalnich
laktobacilti a E. coli u Zen s recidivujicimi infekcemi mocovych cest. Zeny s BV (a tedy nizkymi
hladinami vaginalnich laktobacill) jsou vystaveny zvySenému riziku UTI (Hesham a kol.,

2021).

Prabha a kol. (2011) a Safarpourdehkourdi a kol. (2014) udavaji vysokou prevalenci E. coli ve
vaginalni oblasti Zen s vysvétlitelnou 1 nevysvétlenou neplodnosti.[76] MocCovy a reprodukéni
systém jsou spolu izce propojeny a infekce jednoho systému se mohou snadno prenaset na
druhy. Je zdokumentovano, ze Zeny, které maji recidivujici UTI, maji vyss$i frekvenci a rozsah
vaginalni kolonizace E. coli. Bakteridlni vySetfeni vaginalnich epitelidlnich bunék zen

s recidivujicimi infekcemi mocovych cest potvrdilo vysokou pfitomnost kmeni E. coli.

Safarpoor a kol. (2020) poukazuje, Ze neplodné Zeny s anamnézou UTI mély vyznamné vyssi
zastoupeni druhu E. coli. Neplodné Zeny s anamnézou infekce mocovych cest také mély vyssi
distribuci multirezistentnich kmeniit UPEC. Kmeny UPEC mohou mit vyznamnou roli
ve vyskytu neplodnosti u Zen s anamnézou UTI. Pfesna role kmentit UPEC jako pravdépodobné

pfiCiny Zenské neplodnosti je stale pfedmétem zkoumani.
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1.15 Neplodnost Zen

Svétova zdravotnickd organizace definuje neplodnost jako ,,onemocnéni reprodukéniho
systému definované neschopnosti dosahnout klinického t€hotenstvi po 12 a vice mésicich
pravidelného nechranéného pohlavniho styku®. Postihuje asi 8—12 % pard na celém svéte; tato
prevalence se v poslednich desetiletich zvysSila. Velky podil na neplodnosti maji
mikrobiologické faktory, ale pozornost se soustfedila predev§im na patogenezi infekce
zpusobené patogeny (Zhang a Chen, 2021). U nékterych part je diagnostikovana
nevysvétlitelnd neplodnost (UE), protoZe zdkladni mechanismy zlstavaji nedefinovany
1 po posouzeni ovulacni funkce, prichodnosti vejcovodii a parametri spermii
(Patel a kol., 2022). U Zen hraje slozeni vagindlni mikrobioty roli v Zenské neplodnosti.
Dysbidza vaginalni mikroflory nebo invaze patogenti miize poskodit plodnost ptimym snizenim
motility a vitality spermii nebo nepfimo vyvolanim organickych poranéni reprodukéniho
systému. Nicméné vlivy normalni vagindlni mikrofléry na Zenskou plodnost nebyly dosud

objasnény.

U parii postizenych neplodnosti je 26-30 % piipadi zpisobeno muzskymi faktory, zatimco
45-60 % zenskymi faktory. Muzska neplodnost je obvykle zptisobena nedostatkem spermatu
a spermii. Infekce a zanéty urogenitalniho traktu tvoii vice nez 12 % muZzské neplodnosti

(Zhang a Chen, 2021).

1.15.1 Vaginalni fléra neplodnych Zen

Mania-pramanik a kol. (2009) ptedpokladaji, Ze vaginalni mikrobiom spojeny s bakterialni
vagin6zou je pii¢inou neplodnosti u Zen v reprodukénim veku. Wright a kol. (2008) odhaluji
vyskyt neplodnosti 7,4 % u americkych Zen ve véku 15—44 let. Zeny s idiopatickou neplodnosti

maji vétsi pravdépodobnost, Ze budou mit abnormalni vaginalni floru.

Sirota a kol. (2014) prokazali diileZitou roli vaginalniho mikrobiomu béhem implantace embrya
a vliv na vysledek téhotenstvi. Kolonizace vaginy L. crispatus, ktery produkuje peroxid vodiku
ma vyrazny vliv na zvySeni miry implantace embrya a porodu. Zaroveinl sniZuje Sance

na neptiznivy vysledek t€hotenstvi.

Oostrum a kol. (2013) uvadéji, ze 19 % neplodnych Zen ma bakterialni vaginézu a 39 % zen
ma stiedni vaginalni floru. Kromé toho je bakteridlni vagindza cast€j$i u neplodnych Zen

ve srovnani s fertilnimi Zenami stejné vékové skupiny a je spojena se snizenou mirou poceti.
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Tato zjisténi posiluji skute¢nost, ze hojnost druhit Lactobacillus spp. je charakteristickym

znakem normalni zdravé vaginalni flory (Saraf a kol., 2021).

1.15.2 Spojitost mikroorganismi s neplodnosti Zen

Infekce délohy je znamym rizikovym faktorem neplodnosti, protoze toto patogenni prostiedi
muze zpusobit zanét a aktivaci imunity v endometriu, coz narusuje implantaci embrya a nastup
uspeésného tehotenstvi (Moreno a kol., 2018). Chlamydia (C.) trachomatis a Neisseria (N.)
gonorrhoeae jsou nejCastéjSimi patogeny u sexualn¢ pienosnych urogenitalnich infekci
a uropatogenni Escherichia coli (UPEC) ptedstavuje vétSinu piipadd ascendentnich
urogenitalnich infekci. Zenska neplodnost je vétiinou zpisobena infekcemi a zanéty, jako je
salpingitida a vaginitida. N. gonorrhoeae a C. trachomatis jsou nej€astéji uvadénymi patogeny,
které vedou k salpingitidé. Uvadény jsou 1 dalsi patogeny, jako je Mycoplasma genitalium
a Trichomonas vaginalis. BV je nej€astéjsi vaginitida u Zzen v reprodukénim véku, ptiblizné
40-50 % ptipadl vaginitidy je BV. Vaginalni kandidéza (20-25 %) a trichomoniaza (15-20 %)
jsou druhou a treti nejCastéjsi vaginitidou. Celkem 10-20 % piipadi neplodnosti je
nevysvétlenych. Vzhledem k tomu, Ze mikrobiologické faktory tvoii velky podil znamé
neplodnosti, je raciondlni studovat mikrobiologicky indukovanou neplodnost za nezanétlivych

podminek (Zhang a Chen, 2021).

Michou a kol. (2013) prokazali ptitomnost U. urealyticum a M. hominis u neplodnych Zen
polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Oba tyto mikroorganismy kolonizuji Zensky a muzsky
reproduk¢ni trakt, ale studie prokézaly, Ze jde o sexudln€ pifenosné oportunni patogeny schopné
zpisobit asymptomatické chronické poruchy postihujici Zenskou a muzskou plodnost (Paira a

kol., 2021).

Gardnerella vaginalis a ptipadny koexistujici nedostatek Lactobacillus spp. je spojen se stavem
neplodnosti. Nedostatek flory s ptevahou Lactobacillus spp. v endometriu souvisi s opakujicim

se selhanim uhnizdéni embrya (Vitale a kol., 2022).

Komplexni interakce druhu Lactobacillus spp. hraje klicovou roli pro rovnovdhu normalni
vaginalni flory a zejména vhodné hladiny Lactobacillus crispatus se Ucastni jako ochranny
faktor pro asymptomatickou BV (vétSinou udrzovanou Ureaplasma sp. a Gardnerella

vaginalis), ktera je uznavana jako potencialni faktor zhorsujici plodnost (Vitale a kol., 2022).
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1.15.3  Spojitost mikroorganismii s neplodnosti muzi

Na zakladé nedavnych studii vétSina normalniho spermatu obsahuje bakterie a 30 % vzorki
normalniho spermatu obsahuje zjevné bakterie, které 1ze kultivovat. Zanét a infekce zplisobené
uropatogeny hraji zasadni roli v neplodnosti. Nejbéznéjs$i uropatogeny jsou spojeny
s dysspermii, mohou ovlivnit kvalitu spermatu pii spermatogenezi, rezervaci a oplodnéni.
Nekteré uropatogeny mohou pfimo zhorSovat vykonnost spermii, ale vétSina uropatogent

zhorsSuje kvalitu spermatu béhem spermatogeneze (Zhang a Chen, 2021).

UPEC je nejrozsifenéjSim uropatogenem a ma piimy spermicidni ucinek. Jiz v roce 1931
prokazal Rosenthal aglutina¢ni G¢inek E. coli na spermie. Monga a Roberts, (1994) nésledné

prokazaly i jeho imobiliza¢ni G€inek na spermie.

B-hemolysin izolovany zdruhti rodu Enterococcus také zhorSuje motilitu spermii.
Pant a kol., (2019) prokézali izolat ziskany z d€lozniho Cipku zeny s nevysvétlitelnou
neplodnosti, ktery aglutinoval lidské spermie in vitro. Izoldt byl identifikovan jako

S. warnerii.

Dalsi dva typy patogenil, které se cCastéji vyskytuji u muzl, jsou genitalni ureaplazmata
(Ureaplasma urealyticum a Ureaplasma. parvum) a mykoplazmata (Mycoplasma genitalium

a Mycoplasma hominis) (Huang a kol., 2015).

36



2 CiL PRACE

Hlavnim cilem prace bylo zjistit vyskyt jednotlivych druht mikroorganismti ve vzorcich
odebranych zpoSevni sliznice a zdé€lozniho krc¢ku zen, které podstupuji intrauterinni
inseminaci (IUI). Dosazené vysledky vyhodnotit ve vztahu ke zdravotnimu stavu pacientek,
veéku a vysledku intrauterinni inseminace. Tomuto cili predchéazel odbér a transport klinického

materialu do laboratofe.

e Odbér a transport jednotlivych vzorki stérti do laboratofe.

e Zpracovani vzorkl a kultivace na vhodnych kultiva¢nich médiich.

e Zhotoveni mikroskopickych preparati z tamponovych stéri a nasledné barveni
Giemsa-Romanowski barvivem za ucelem ziskani mikrobialniho obrazu posevniho.

e Vyhodnoceni morfologie kolonii narostlych na kultiva¢nich médiich.

e Diagnostika izolovanych mikroorganismti dle morfologie kolonii, morfologie
a uspofadani bunék v mikroskopickém preparatu po obarveni dle Grama, antigennich
a biochemickych vlastnosti.

e Detekce druhit Mycoplasma hominis a Ureaplasma urealyticum metodou PCR.

e Diagnostika mikroorganismti, které nelze urcit biochemickymi testy, metodou MALDI

TOF MS.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Vysetfovany material

Vysetfovanym materidlem byly stéry z d€lozniho krc¢ku a poSevni sliznice Zen podstupujicich
asistovanou reprodukci v Centru asistované reprodukce SANUS v Pardubicich. Cervikalni
stéry odebirali 1€kafi sterilnimi vatovymi tampony, které byly bezprostiedné¢ po odbéru
umistény do zkumavek s transportnim médiem. K prikazu poSevni mikrofléry byl pouzit
tampon ze syntetické bavlny, ktery byl nasledn¢ umistén do Amiesova transportniho média
s aktivnim uhli. Pro pritkaz mykoplazmat a ureaplazmat byl pouzit sametovy endocervikalni

tampon ktery byl ponofen do transportniho média ptipraveného v laboratoti (TPPLO bujon).

Spolu s materidlem byly ziskany 1 privodni listy, které obsahovaly informace o zdravotnim

stavu pacientek.

3.2 Sbirkové kmeny
Referen¢ni kmeny M. hominis PG-21 (ATCC 23114) a U. urealyticum 2K-160 (ATCC 27618),
ziskané ze Sbirky mikroorganismu Pasteurova institutu v Pafizi, slouzily jako pozitivni kontrola

pfi provadéni druhové specifické PCR pro pritkaz ptisluSnych druht.

3.3 Pristroje, pomtcky a chemikalie

Piistroje

Laminarni box MSC 12 (Jouan S.A., Francie), plynovy kahan Bunsen Z1 (Nedform s.r.0, CR),
zdkalomér McFarland densitometr DEN-1B (Biosan, LotySsko), tfepacka Vortex V-1 plus
(Biosan, EU), svételny mikroskop Eclipse 801 (Nikon, Japonsko), pH metr 210
(Hanna instruments, CR), standartni kombinovana pH elektroda typ HC 113 (Theta 90, CR),
inkubdtor Q-cell 240/60 INOX (Pol Lab, Polsko), CO, inkubator Biocenter
(Salvis Lab, Svycarsko), mrazni¢ka a ledni¢ka AEG Santo (Elektrolux, Svédsko), digitalni vahy
440-43 (Kern, Némecko), analytické digitalni vahy TS5 (Boeco, Némecko), vodni lazen
Certomat WR (B. Braun Biotech International AG, Némecko), sterilizator skla Sterimat
HS202A (BMT Medical Technology s.r.o., CR), parni sterilizator plastii PS20A (Chirana, CR)
a horkovzdusny sterilizator ptid Sterilab BMT (Medical Technology s.r.o., CR).
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Pomuicky

Termotaska na pfevoz biologického materialu (BangCo s.r.0., CR), kovové inokulaéni klicky,
jednorazové sterilni inokulacni klicky (10 pl, 1 pl), sterilni zkumavky na transportni médium
(10 ml, Syntesys s.r.1., Italie), rukavice, stojan na zkumavky, podlozni sklicka, sterilni sklenéné
zkumavky, sterilni gumové zatky, sklenéné lahve se Sroubovacim uzdvérem
(50 ml, 100 ml, 250 ml), Erlenmayerovy bainky (300 ml, 500 ml), odmérné¢ valce
(25 ml, 500 ml), sterilni plastové Spicky (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl, 5000 ul), jednokanalové
mikropipety (0,5-10 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl, 500-5000 pl), mikrozkumavky typu Eppendorf
(Neptune, USA), sterilni polyesterové Petriho misky 60 mm (Gama group a.s, CR), sterilni
polyesterové Petriho misky 90 mm (VWR, USA), sklenéné kadinky.

Transportni zkumavky s vytérovym tamponem a Amiesovym agarem s aktivnim uhlim
(Copan, ¢. §. 210744400), sametové endocervikalni tampony (Copan, ¢. §. 2022294),
biochemické testy STAPHYtest 16 (Erba Lachema s.r.o., ¢. 8. 2003107), ENTEROtest 24
(Erba Lachema s.r.0., €. §. 2102004), EN-COCCUStest (Erba Lachema s.r.0., €. §. 300512),
STREPTOtest 24 (Erba Lachema s.r.o., €. §. 1709129), CANDIDA-screen (Erba Lachema
s.r.0., €. §. 310913).

Chemikalie

3% peroxid vodiku pro detekci katalazy, OXlItest pro detekci cytochromoxidazy (Erba Lachema
s.r.0., CR), roztoky na barveni dle GRAMA: 40% alkoholovy roztok krystalové violeti,
10% vodny roztok jodu vjodidu draselném (Lugoliv roztok), 10% vodni roztok
karbolfuchsinu, destilovana voda, 70% ethanol, roztok na barveni dle Giemsy: Giemsovo
barvivo fedéné destilovanou vodou 1:2 a methanol, fyziologicky roztok (0,85% roztok NaCl),

imerzni olej, ¢inidla pro biochemické testy, parafinovy olej, urea 40% (HiMedia 0000493355).
34 Slozky pro pripravu kultivacnich médii a transportniho média

Konské sérum

Konské sérum (TSC Biosciences Ltd, ¢. 8. 30507200) o objemu 500 ml, bylo po rozmrazeni
napipetovano po 80 ml do jednotlivych sklenénych sterilnich lahvi a skladovéano pfti teploté

-20 °C.
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Kvasnicovy extrakt

Kvasnicovy extrakt byl pfipraven nasledujicim postupem. Cerstvé pekaiské kvasnice
o hmotnosti 1 kg byly homogenizovany pomoci 500 ml horké redestilované vody a doplnény
do 1000 ml redestilovanou vodou. Tato suspenze byla ve vodni lazni zahfivana na teplotu
80 °C po dobu 45 minut za stdlého michani. Poté co byla ochlazena, tak byla umisténa do
lednice do druhého dne. Mikropipetou o objemu 5 ml byl opatrné odsat supernatant, tak aby
nebyly odebrany kvasinky. Supernatant byl sterilizovan filtraci pies filtr Nalgene.
Po filtraci byl roztok sterilizovan celkem 3x ve vodni l4zni pfi teplote¢ 80 °C. Po ukonceni
sterilizace byl tento roztok vyockovan jednorazovymi klickami na krevni agar a Malt agar, aby
byla potvrzena jeho sterilita. Nasledné byl kvasni¢ny extrakt skladovan ve sklenénych lahvich

po 80 ml pfi teploté -20 °C.

Octan thallny (10%)

Octan thallny (Sigma-Aldrich s.r.o0., €. §. 71K1395) byl pfipraven nasledujicim postupem. Bylo
odvazeno 5 g octanu thallného a toto mnozstvi bylo rozpusténo v 50 ml sterilni redestilované

vody. Tento roztok byl nasledné skladovan v lednicce pii 4 °C.

L-Arginin

Potfebné mnozstvi L-Argininu (BioChemica, ¢. §. 1K012725) bylo navaZeno na ptedvazkach.
L-Arginin byl skladovén pfi laboratorni teploté.

Roztok fenolové ¢ervené

Roztok byl pfipraven nésledujicim postupem. Fenolova Cerven (Lachema, ¢. §. 686981)
o hmotnosti 1 g byla rozpusténa ve 25 ml 0,1 mol/l NaOH. Tento roztok byl doplnén na objem
100 ml sterilni redestilovanou vodou a byl zahtivan, dokud nedoslo k Gplnému rozpusténi.

Po sterilizaci v autoklavu o teploté 115 °C byl tento roztok skladovan pfi laboratorni teploté.

Ampicilin (200 mg/ml)
Antibiotikum bylo pfipraveno rozpusténim 1 g ampicilinu (Sigma, ¢. §. 0000127014) v 5 ml
sterilni redestilované vody. Nasledné bylo pipetovano po 1000 ul do Eppendorfovych

mikrozkumavek a bylo uchovano pii -20 °C.
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Linkomycin (265 mg/ml)

Antibiotika Neloren (Sandoz s. r. 0., AR9913) o objemu 2 ml byly doplnény na objem 20 ml
sterilni redestilovanou vodou. Tyto antibiotika o objemu 2 ml obsahuji 600 mg linkomycinu.
Vznikly roztok mél koncentraci 30 mg/ml. Z n¢ho bylo odebréano 500 pl a dopIlnéno na objem

56,6 sterilni redestilovanou vodou. Roztok antibiotik byl skladovan v lednicce pii 4 °C.

Amfotericin B (1 mg/ml)

Zasobni roztok amfotericinu o koncentraci 10,6 mg/ml (Sigma Aldrich, 063M4043V) a objemu
1 ml byl doplnén na objem 10,6 ml sterilni redestilovanou vodou. Tento roztok byl skladovan

v lednicce pfi teploté 4 °C.

Kyselina chlorovodikova (10%)

Na ptipravu 10% kyseliny chlorovodikové byl pouzit zdsobni roztok 35% kyseliny
chlorovodikové (Lach-Ner s. 1. 0., ¢. §. PP/2007/06842/0). Z tohoto roztoku bylo odpipetovano
20 ml a nésledné bylo zfedéno 50 ml redestilované vody. Roztok byl skladovan v lednicce pii
4 °C.

Hydroxid sodny (10%)

Hydroxid sodny (Penta, ¢. §. 1810241013) o hmotnosti 5 g byl rozpustén v 50 ml redestilované
vody. Roztok hydroxidu sodného byl skladovan v lednicce pti 4 °C.

Siran manganaty

Potfebné mnozstvi siranu manganatého o molédrni hmotnosti 169 g/mol bylo odvézeno
na analytickych vahéach. Toto mnoZstvi bylo nésledné pouzito na piipravu agaru pro

Ureaplasma urealyticum.

3.5 Priprava kultivacnich médii
Krevni agar

Na pfipravu krevniho agaru bylo pouzito 8,5 g Blood Agar Base No. 2 (HiMedia,
¢.5.0000481216). Toto mnozstvi bylo rozpusténo ve 200 ml destilované vody. Agarovy zaklad
rozpustény v destilované vod¢ byl sterilizovan v autoklavu po dobu cca 2 hodin pfi teploté
121 °C. Po vychladnuti na teplotu 50-60 °C bylo pfiddno 5 % defibrinované berani krve.
Ptipraveny agar byl nasledné rozlit do plastovych Petriho misek s vicky. Po vychladnuti

a ztuhnuti byly agary skladovany v lednicce pfi teploté 4 °C.
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Cokoladovy agar

Na ptipravu ¢okoladového agaru bylo pouzito 8,5 g Blood Agar base No. 2 (HiMedia,
¢.5.0000481216). Toto mnozstvi bylo rozpusténo ve 200 ml destilované vody. Agarovy zaklad
rozpustény v destilované vod¢ byl sterilizovan v autoklavu po dobu cca 2 hodin pii teploté
121 °C. Pii teploté ptiblizné¢ 80 °C bylo pfiddno 5 % defibrinované berani krve. Takto
pfipraveny agar byl rozlit do plastovych Petriho misek s vicky. Po vychladnuti a ztuhnuti byly
agary skladovany v lednicce pii 4 °C.

Endiv agar

Na ptipravu Endova agaru bylo pouzito 3,6 g Endo Agar Base (HiMedia, ¢. §. 0000115933).
Toto mnozstvi vylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody. Agarovy zaklad rozpustény
v destilované vodé¢ byl sterilizovan v autoklavu po dobu cca 2 hodin pii teploté¢ 121 °C.
Po zchladnuti byl agar rozlit do Petriho plastovych misek s vicky. Po vychladnuti a ztuhnuti
byly agary skladovany v lednicce pfi teploté 4 °C.

Selektivni agar Gardnerella
Selektivni agar pro G. vaginalis byl dodan firmou Labmediaservis s.r.o. v CR. (&. §. 00123)

PPLO agar s mocovinou pro Ureaplasma urealyticum

Na piipravu bylo potfeba 7 g Difco™ PPLO agaru a 0,3 g siranu manganatého. Obé tyto slozky
byly rozpustény ve 140 ml redestilované vody a pomoci roztokti 10% NaOH a 10% HCI bylo
upraveno pH na hodnotu 6,3. Agar byl nasledné sterilizovan po dobu 15 minut pfi teploté

121 °C v autoklavu. Po vychladnuti pfiblizn€ na teplotu 50-60 °C byl doplnén o dalsi slozky.

Mezi tyto slozky patii 40 ml konského séra, 20 ml kvasni¢ného extraktu, 800 pl linkomycinu
(256 mg/1), 1 ml ampicilinu (200 mg/ml), 400 pl amfotericinu B (1 mg/ml), 400 ul 40% urey

a 400 pl fenolové cervene.

Takto pfipravend agarova pida byla rozlita do plastovych Petriho misek. Po ztuhnuti byly agary

skladovéany v lednicce pfi teploté 4 °C.

PPLO agar pro Mycoplasma hominis

Na piipravu bylo potieba 7 g Difco™ PPLO agaru. Tento agarovy ziklad byl rozpustén ve
140 ml redestilované vody a pomoci roztokti 10% NaOH a 10% HCI bylo upraveno pH
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na hodnotu 6,3. Roztok byl nésledné sterilizovan po dobu 15 minut pii teplot¢ 121 °C
v autoklavu. Po vychladnuti pfiblizné na teplotu 50-60 °C byl doplnén o dalsi slozky.

Mezi tyto slozky patii 40 ml koiiského séra, 20 ml kvasni¢ného extraktu, 1,6 ml octanu

thallné¢ho (10% roztok), 1 ml ampicilinu (200 mg/ml).

Takto pfipravend agarova pida byla rozlita do plastovych Petriho misek. Po ztuhnuti byly agary

skladovéany v lednicce pfi teploté 4 °C.

PPLO bujoén s moc¢ovinou pro Ureaplasma urealyticum

Na piipravu PPLO bujonu bylo pouzito 4,2 g Difco™ PPLO broth (bez krystalové violeti).
Tento zéklad pro bujon byl rozpustén ve 140 ml redestilované vody ve sklenéné lahvi a nasledné
byl sterilizovan 15 minut pfi teploté¢ 121 °C v autoklavu. Po vychladnuti pfiblizné na teplotu

55 °C byl doplnén o dalsi slozky.

Mezi tyto slozky patii 40 ml konského séra, 20 ml kvasniéného extraktu, 800 pl linkomycinu
(256 mg/l), 1 ml ampicilinu (200 mg/ml), 400 ul amfotericinu B (1 mg/ml), 400 pl 40% urey

a 400 pl fenolové Cervene.

Po ptidani vSech slozek bylo upraveno pH pomoci roztokli 10% NaOH a 10% HCI, tak aby
se kone¢né pH kultivacniho média pohybovalo v rozmezi 6-6,3. PPLO bujony byly skladovany

v lednicce pfi teploté 4°C.

PPLO bujon s argininem pro Mycoplasma hominis

Na pifpravu PPLO bujonu bylo pouzito 4,2 g Difco™ PPLO broth (bez krystalové violeti).
Tento zaklad pro bujon byl rozpustén ve 140 ml redestilované vody ve sklenéné lahvi a nasledné
byl sterilizovan 15 minut pii teploté 121 °C v autoklavu. Po vychladnuti pfiblizné na teplotu

55 °C byl doplnén o dalsi slozky.

Mezi tyto slozky patii 40 ml kotiského séra, 20 ml kvasni¢ného extraktu, 1 ml ampicilinu (200

mg/ml), 1 g argininu, 1,6 ml octanu thallného (10% roztok) a 400 pl fenolové Cervené.

Po ptidani vSech slozek bylo upraveno pH pomoci roztokt 10% NaOH a 10% HCI, tak aby
se kone¢né¢ pH kultivaéniho média pohybovalo v rozmezi 6,5-6,8. PPLO bujony byly

skladovéany v lednicce pfi teploté 4°C.
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Transportni pida pro M. hominis a U. Urealyticum

Na ptipravu PPLO bujonu bylo pouZito 4,2 g Difco™ PPLO broth (bez krystalové violeti).
Tento zaklad pro bujon byl rozpustén ve 140 ml redestilované vody ve sklenéné lahvi a nasledné
byl sterilizovan 15 minut pii teplot€¢ 121 °C v autoklavu. Po vychladnuti pfiblizné€ na teplotu

55 °C byl doplnén o amfotericin B (Img/ml) a ampicilin (200 mg/ml).

Po pfidani slozek bylo upraveno pH pomoci roztokli 10% NaoH a 10% HCI na 6,5. Takto

hotové transportni médium bylo napipetovano po 3 ml do sterilnich zkumavek.
Kultiva¢ni médium se sacharidy pro G. vaginalis

Byla pouzita maltéza (Itest. ¢. §. 1105), manitol (Kulich, ¢. §. 50820511) a trehal6za (Itest, €. €.
1105). Na piipravu byl pouzit pepton o hmotnosti 2,25 g (BACTO™Peptone, &. 5. 0136007),
ktery byl rozpustén ve 100 ml destilované vody. Takto pfipraveny zaklad byl sterilizovan
15 minut v autokldvu pii 121 °C. Po ochlazeni peptonu na 50 °C byly ptidany 4 % koniské

sérum, 1 g testovaného cukru a 0,1 ml 1,6% bromkresolpurpuru.

3.6 Chemikalie a reagencie pro PCR a elektroforézu

Piistroje pro PCR

Tiepacka MS1 Minishaker, (IKA® Works Inc., USA), centrifuga HERMLE Z300K,
(Labortechnik, Némecko), suché teplo Stuart SBH 200DC (Bibby Scientific Limited Stone,
Velka Britanie), termocykler (Biometra Professional, Némecko), mikrovinnd trouba
(LG, Korea), digitalni vdha SAC 63 (Scaltec, USA), osobni pocita¢ se softwarem Bio-Capt
verze 11.02 (Vilbert Lourmat, Francie), UV-transluminitor s CCD kamerou
(Vilbert Lourmat, Francie), elektroforetickai vana EASYCAST B1A (Sigma, USA),
elektroforeticky zdroj EC 250-90 (Sigma, USA).

Chemikalie a reagencie pro PCR

Master Mix, Combi PPP (Top-Bio &.§. C208122023, Ceska republika). SloZeni: 1x Combi PPP

Master Mix (75 mM Tris-HCI, pH 8,8, 20 mM (NH4)2S04, 0,01% Tween 20, 2,5 mM MgCl2,

200 uM dATP, 200 uM dCTP, 200 uM dGTP, 200 uM dTTP, 50 U/ml Taq-Purple DNA

polymeréza, monoklondlni protilatka anti-Taq (19 nM) stabilizatory a aditiva), primer mh-I

(*947R1); 56,12 nmol (Generi-Biotech, s.r.o., CR), primer mh-II (*947R2); 53,49 nmol

(Generi-Biotech, s.r.o., CR), primer uu-I (*179R8); 35,20 nmol (Generi-Biotech, s.r.o., CR),
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primer uu-II (*179R9); 32,10 nmol (Generi-Biotech, s.r.o. CR), TBE pufr (10x, slozeni: TRIS
108 g, kyselina borita 55 g, 0,5 M EDTA pH 8 40 ml, destilovand voda 1000 ml), agaroza
(Sigma-Aldrich, USA), PCR ethidium bromid (10 mg/ml), Top-Bio, s.r.o., (CR), DNA marker
155-970 (Top-Bio &.3. C109102023, Ceska republika), (Obr. 3) , QlAamp® DNA Mini Kit
(50), (QIAGEN GmbH ¢&.3. 169030868, Némecko), 96% ethanol (Penta, CR).

970

750
595

447

305
239

194
1565

1BE pb.

Obrazek 3- Molekulovy marker 155-970 (Top-Bio)

3.7 Pracovni postupy
Zpracovani vzorki

Vzorek odebrany tamponem ze syntetické bavlny, ktery byl po provedeni stéru pacientky
umistén do Amiesova transportniho média s aktivnim uhli, byl nanesen na sterilni sklicko.
Takto zhotoveny preparat byl uréen pro barveni dle Giemsy. Poté byl vzorek naockovan na
vybrana kultivaéni média. Nejprve na krevni agar, c¢okolddovy agar, selektivni agar pro
Gardnerella sp. a Endiv agar. Inokulum bylo rozo¢kovano metodou ¢arkovani za ucelem
ziskani jednotlivych kolonii. Vzorky odebrané sametovym endocervikalnim tamponem byly

naneseny a nasledné¢ rozockovany na PPLO agary pro ureaplazmata a mykoplazmata. Nasledné
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bylo napipetovano 200 pl TPPLO bujéonu do 2 ml PPLO bujéonu pro ureaplzmata
a mykoplazmata. Do mikrozkumavek byl napipetovan 1 ml TPPLO k uchovani v teploté

-20 °C.

Krevni agar, ¢okolddovy agar a Enduv agar byly inkubovéany 48 hodin pfi 37 °C. Selektivni
agar pro Gardnerella sp., PPLO agary a PPLO bujony pro mykoplazmata a ureaplazmata byly
inkubovany v 5 % CO> 48 hodin pti 37 °C.

Barveni dle Grama

Barvenim dle Grama byly rozliSeny jednotlivé mikroorganismy na gramnegativni a gram

pozitivni. Déle byla uréena morfologie a uspofadani bakteridlnich bun¢k.

V kapce fyziologického roztoku byla pripravena suspenze testovaného kmene. Po zaschnuti byl
preparat zafixovan plamenem. Nasledné byl preparat prevrstven 40% alkoholovym roztokem
krystalové violeti po dobu 15-20 sekund. Po sliti barviva byl preparat prevrstven Lugolovym
roztokem (15-20 s.). Nasledoval oplach preparatu 70% ethanolem a destilovanou vodou.
Komplex barviva se ze stény gramnegativnich bakterii vymyva a nésleduje dobarveni 10%
vodnym roztokem karbolfuschinu po dobu 1 minuty. Grampozitivni bakterie si komplex
barviva ponechéavaji. MiiZzeme pozorovat rizové zbarveni gramnegativnich mikroorganismu

nebo fialovo-modré zbarveni grampozitivnich mikroorganismi.

Barveni dle Giemsy

Material ze stéru vaginalni sliznice byl tampoénem nanesen na sklicko a byl zafixovan
methanolem po dobu 3 minut. Nasledné¢ byl obarven Giemsovym barvivem v poméru
1:2 s destilovanou vodou po dobu 30-60 minut. Po oplachnuti a uschnuti byl obarveny

mikrobidlni poSevni obraz pozorovan ve svételném mikroskopu.

Biochemické testy

U vybranych kment byly biochemické vlastnosti zjistovany komercnimi testy. Pfi zaoCkovani
testu a hodnoceni vysledki bylo postupovano dle navodu vyrobce. Vysledky testi byly
hodnoceny identifika¢nim programem TNW-Lite 7.0 firmy PLIVA — Lachema.
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Katalazovy test

Katalaza je enzym, ktery funguje jako katalyzator rozkladu peroxidu vodiku. K prikazu
pfitomnosti kataldzy byl pouzit 3% roztok peroxidu vodiku. V pozitivnim piipad¢ byla

pozorovana tvorba bublinek na sklicku po naneseni mikroorganismu.

Oxidazovy test

Slouzi k identifikaci téch mikroorganismi, které produkuji enzym cytochrom c¢ oxidazu.
Pomoci napusténych filtracnich prouzkii oxida¢né-redukénim cinidlem, byla po naneseni
mikroorganismu v pozitivnim ptipad€ pozorovéna barevna zména. Tato barevnad zména byla

modra az fialovo-modra.
Fermentace Sacharidu

Schopnost $tépit sacharidy byla zjisStovana u izolovanych kolonii, které rostly na selektivnim

agaru pro Gardnerella sp..

Jednotlivé testované cukry byly napipetovany do sterilnich sklenénych zkumavek a byly
zaoCkovany neznamym kmenem. Poté byly cukry inkubovany 48 hodin v 5 % CO, pti 37 °C.
Jako kontrola byly pouzity jednotlivé testované cukry bez zaoCkované¢ho kmene. V pozitivnim

ptipadé¢ byla pozorovana barevna zména z modré na zelenou az Zlutou.

3.8 MALDI TOF MS
Vzorky byly stanoveny pomoci ptistroje Maldi biotyper sirius systém (Bruker, 189011270400,

Némecko) v mikrobiologické laboratofi Medila v Pardubicich. Pouzivanou matrici byla
kyselina (k.) skoficova, k. trifluoroctova a acetonitril. Pokud se stanovuji kvasinky vzorek se

nejdiive zakapne 70% roztokem k. mravenci a nasledné matrici.

Postup pri stanoveni

1. Pfi analyze MALDI byly vzorky pfipraveny smichanim vzorkll s matrici
(Matrice lot., ¢ . 6020121060) na kovové vodivé desti¢ce, coz vedlo ke krystalizaci
vzorku v matrici.

2. Nasledné byla kovova desticka vloZena do hmotnostniho spektrometru.

3. Po uplynulé analyze byly vzorky identifikovany na zikladé hmotnostnich spekter

mikroorganism1l.
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3.9 Izolace a detekce DNA u Mycoplasma hominis a Ureaplasma

urealyticum
Izolace genomové DNA z poSevnich stéri Zzen byla provadéna na kolonkdch QIAamp® DNA
Mini Kit (50), (QIAGEN GmbH ¢.5. 169030868, Némecko). Pred pouzitim nové soupravy byly

potiebné reagencie upraveny dle instrukci vyrobce.

3.9.1 Postup pri izolaci DNA

1. Vzorky transportniho média o objemu 500 pl byly centrifugovany 10 minut pfi
14000 ot./min..

2. Po odliti supernatantu bylo k sedimentu (80 pl) ptfidano 180 pul ATL Buffer a 20 pl
Proteinasy K. Nasledn¢ byla provedena inkubace 3 hodiny pfi 56 °C.

3. Po inkubaci bylo do zkumavek piidano 200 pl AL Buffer. Inkubace 10 minut pii 70 °C.

4. Nasledné bylo pfidano 200 pl etanolu. Smés byla vortexovdna a poté pfevedena na
kolonku s vazebnym filtrem.

5. Kolonka byla centrifugovana 1 minutu pii 8000 ot./min. a pfevedena na novou sbérnou
zkumavku.

6. Do kolonky bylo napipetovano 500 pul AW1 a centrifugovdno 1 minutu pii
8000 ot./min..

7. Filtr byl opét preveden do nové sbérné zkumavky. Napipetovano 500 ul AW2
a centrifugovano 3 minuty pii 14000 ot./min..

8. Filtr byl pfeveden do nové zkumavky a bylo pfidano 200 pul AE Buffer. Takto
pfipravena kolonka byla inkubovana 5 minut pfi laboratorni teploté.

9. V zavére¢ném kroku byla provedena 1 minutova centrifugace pifi 8000 ot./min.

10. Izolovana genomova DNA z tamponovych stéra a referencnich kmenti byla uchovavana

v mrazni¢ce pii -20 °C.

3.9.2 Druhové specificka PCR pro detekci M. hominis a U. urealyticum

Pti detekci M. hominis a U. urealyticum byly pouZity primery a podminky reakce, které navrhli
autofi Blanchard a kol. (1993). SloZeni reakéni smési a podoba primert je popséna v tabulkach

1, 2 a 3. Reak¢ni podminky byly ptevzaty z prace Lalakova (2012).
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Tabulka 1- Primery pouzité pro detekci Mycoplasma hominis

Mh1 5'- CAATGGCTAATGCCGGATACGC - 3°

Mh2 5'- GGTACCGTCAGTCTGCAAT - 3°

Tabulka 2- Primery pouzité k detekci Ureaplasma urealyticum

Uul S-CAATCTGCTCGTGAA-GTATTAC-3’

Uu2 5-ACGACGTCCATAAGC-AACT-3’

Tabulka 3- SloZeni reakéni smési pro PCR detekei Mycoplasma hominis a Ureaplasma urealyticum

Reagencie Objem (25 pl)
Combi PPP Master Mix 12,5 pul
5 primer 1 pl
3 primer 1l
PCR H20 8,5 ul
Templatova DNA 2 ul

Do mikrozkumavek s 23 pl reakéni smési bylo ptfiddno 2 pl izolované templatové DNA.
Reakéni podminky pro amplifikacni reakci byly pouZity nésledujici. Pocatecni denaturace
94 °C / 4 minuty, nésledujici denaturace 94 °C / 1 minuta, annealing 61 °C / 1 minuta, extenze

72 °C/ 1 minuta a zavére¢na extenze 72 °C / 4 minuty.

PCR reakci byl amplifikovan produkt o velikosti 429 bp. pro U. urealyticum 334 bp. pro

M. hominis.

3.9.3 Detekce amplifikovaného produktu
Detekci amplifikovanych fragment DNA byla provedena elektroforeticky v 1,5 % agar6zovém
gelu s obsahem interkalacniho barviva. Agaroza (1,2 g) bylo rozpusténa v 80 ml TBE pufru

(1x) a zahtata v mikrovinné troubé po dobu 2 minut. Po vychladnuti gelu bylo ptiddno 4 pl
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ethidium bromidu. Poté byl gel umistén do elektroforetické vany a byl do n€j zanoien hiebinek

pro vytvoreni vzorkovych jamek. Po zatuhnuti byl gel pfevrstven TBE pufrem.

Vzorky amplifikovanych produkti byly napipetovany do agar6zového gelu o objemu 10 pl.
Ke srovnani velikosti fragmenti DNA byl pouzit DNA marker. Na zdroji pro elektroforézu
byly nastaveny podminky 100 V, 500 mA a 60 minut. Komplex DNA s interkala¢nim barvivem
byl vizualizovan v UV transluminatoru a vyhodnocen pomoci software Bio-Capt verze 11.02
(Vilbert Lourmat). DNA izolovana z referen¢nich kment M. hominis PG-21 a U. urealyticum

2K-160 byla pouzita jako pozitivni kontrola.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Celkem bylo odebrano 55 vzorkii od 49 pacientek z Centra asistované reprodukce
v Pardubicich. Druhy mikroorganismti, které nebylo mozné identifikovat pomoci
biochemickych testi byly diagnostikovany metodou MALDI TOF MS v mikrobiologické
laboratoii Medila v Pardubicich. Na potvrzeni ptitomnosti druht U. urealyticum a M. hominis
byla pouzita metoda PCR. Z celkového poctu vzorkii bylo vyizolovano 21 druht

mikroorganismu, vétSina z nich je zndzornéna v grafu 3.

Z grafu 3 je patrné, Ze nejvice byl zastoupeny druh Lactobacillus spp. (52,7 %). DalSimi nejvice
zastoupenymi druhy byly Staphylococcus epidermidis (36,4 %) a Gardnerella vaginalis
(21,8 %).
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Graf 3- Zastoupeni jednotlivych druhti mikroorganismt ve vaginalni mikroflofe Zen podstupujicich intrauterinni

inseminaci

Vyskyt U. wurealyticum bylo identifikovano u 6 pacientek (12,2 %) a M. hominis bylo
identifikovano pouze u 1 pacientky (2,04 %). Soucasné¢ oba mikroorganismy byly pfitomné
v 1 vzorku pacientky. Vzorky, které byly potvrzeny metodou PCR na M. hominis

a U. Urealyticum byly nejprve detekovany kultivacné.

51



Vyskyt streptokokll skupiny B byl prokdzan u 6 pacientek z celkové poctu (12,2 %). Studie
Armistead a kol. (2019) uvadi, Ze celosvétove streptokoky skupiny B kolonizuji dolni genitalni

trakt ptfiblizn€ u 18 % asymptomatickych zen.

Pacientky byly rozd€leny do dvou skupin, a to na ty u kterych byla GspéSna inseminace a na
pacientky u nichz byla inseminace neuspé$na. Z celkového poctu 49 pacientek otéhotnélo

6 pacientek a 43 pacientek nemélo tispéSnou inseminaci.

V grafu 4 a 5 je znazornén vyskyt mikroorganismui u Zen s neuspésnou a uspésnou intrauterinni
inseminaci. Mezi nej€astéji zastoupené druhy u skupiny pacientek s netispéSnou intrauterinni
inseminaci patii Staphylococcus spp. (60,5 %) a Lactobacillus spp. (55,8 %). U pacientek
s uspé$nou intrauterinni inseminaci se nejvice vyskytovaly druhy Lactobacillus spp.,

G. vaginalis, kvasinky a Streptococcus spp. VSechny tyto druhy byly v zastoupeni 50 %.

Z graft 4 je patrné, Ze u skupiny s neuspé$nou inseminaci se vyskytoval druh Enterococcus
faecalis (16,3 %). 1 kdyZ tento druh nemd pfimou souvislost s neplodnosti, mize zplisobovat
aerobni vaginitidu dle Rampersaund a kol. (2012). Aerobni vaginitida muize vést ke
komplikacim v t€hotenstvi az k potratu. Ve skupin€ se nachazely konkrétné 2 pacientky, které

prodélaly potrat a vyskytoval se u nich E. faecalis.

Rampersaund a kol. (2012) také ve své studii uvadéji, ze 20 % Zen s AV vykazovalo zvySeny
vyskyt G. vaginalis. Ve skupiné pacientek s neuspéSnou intrauterinni inseminaci se vyskytoval
druh G. vaginalis v 18,6 %. Druhy Gardnerella spp. a ztrata laktobacilli béhem bakterialni

vagindzy mize vést ke komplikacim béhem téhotenstvi dle studie Saraf a kol. (2021).

Mezi druhy mikroorganismt, které mohou mit vliv na plodnost a byly prokazény u skupiny
s netspéSnou inseminaci patii E. coli (6,9 %), U. urealyticum (11,6 %) a streptokoky skupiny
B (9,3 %). Noh a kol. (2019) ve studii uvadéji, ze U. wurealitycum je Ctvrty nejCastéjsi
mikroorganismus ve vagindlni fléofe. Mize zéaroven zplsobovat komplikace vedouci

k spontannimu potratu nebo pfed¢asnému porodu.

Ve své studii Seifoleslami a kol. (2015) prokazali, Ze prevalence U. urealyticum a M. hominis
ve vaginalni mikroflotfe infertilnich Zen byla vyssi nez u fertilnich Zzen. V této studii odebrali
350 vzorkl a z toho 15 bylo pozitivnich na U. urealyticum (4,28 %). V nasi praci bylo ve

skupiné pacientek s netispé$nou IUI pozitivnich 5 (11,6 %) Zen z celkového poctu 43 pacientek.
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V grafu 4 je patrny vysoky vyskyt rodu Staphylococcus spp. Stafylokoky jsou piirozenou
soucasti vaginalni mikrofléry Zen a nejsou spojovany s neplodnosti. S. warnerii méa vsak vliv
na motilitu spermii mizu. V studii Pant a kol. (2019) izolovali S. warnerii z délozniho krcku
zeny, ten nasledné aglutinoval lidské spermie in vitro. V nasi préci byla pozitivné testovana na

S. warnerii jedna pacientka, u které byl vysledek neuspésné UL
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Graf 4- Vyskyt mikroorganismil u Zen s neuspésnou intrauterinni inseminaci
Legenda: G-tyCinky — Escherichia coli, Citrobacter braakii

Kvasinky — Candida albicans, Candida dubliniensis, Saccharomyces cerevisiae
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Graf 5- Vyskyt mikroorganismii u Zen s uspé$nou intrauterinni inseminaci
Legenda: G-ty¢inky — Escherichia coli, Citrobacter braakii

Kvasinky — Candida albicans, Candida dubliniensis, Saccharomyces cerevisiae
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V grafu 6 jsou znazornény vékové kategorie pacientek, které podstoupily IUI a vyskyt
mikroorganismil, které maji vztah k neplodnosti. U vSech vékovych kategorii se vyskytovaly

laktobacily.

Vitale a kol. (2022) ve sv¢é studii naznacili, ze nedostatek vaginalni flory s prevahou laktobacila
ve vaginalni mikrofloie lze povazovat za novou pfi¢inu selhani implantace embrya a ztraty
téhotenstvi. Studie popisuje dilezitost laktobacilii ve vaginalni fléfe a jejich hladin. Pokud
nastane ovlivnéni téchto hladin vede to k potencidlnim faktorim, které zhorSuji plodnost.
Ptikladem je L. crispatus a jeho hladina, kterd je ochrannym faktorem pro asymptomatickou
bakteridlni vaginozu. Tato dysbidza je uznavéana jako potencidlni faktor, ktery ma vliv na

plodnost Zeny.

Vitale a kol. (2022) déale uvadéji, Zze dysbioza a nedostatek laktobacili mohou potencidlné

narusit asistovanou reprodukci a ¢aste¢né vysvétlit jeji selhani.

Ve vékové kategorii 20-24 let se vykytovaly ¢astéji G-tyCinky (20 %) oproti ostatnim vékovym
kategoriim. V kategorii 40 a vice let byl vyskyt E. faecalis (40 %) vyS8i nez v ostatnich
kategoriich. U Zen ve v€kové kategorii 35-39 let se vyskytovaly U. urealyticum (13,3 %)
a M. homnis (6,7 %).

Dle Margarita a kol. (2020) M. hominis 1ze nalézt u zdravych i symptomatickych Zen, jeho
pfitomnost je spojena se zménami vaginalni flory, véetné bakteridlni vaginézy. Smaoui a kol.

(2019) ve studii uvadi, ze M. hominis bylo také vyizolovano u Zen s potratem.

Kvasinky, které jsou zastoupeny ve vSech vékovych kategorii kromé kategorie 40 a vice let
mohou v pfipad€ nerovnovahy vaginalniho prostfedi vést k vulvovaginalni kandid6ze. Dle He
a kol. (2020) stavy dysbiozy mezi které patii 1 vulvovaginalni vaginéza maji spojitost

s neplodnosti Zen.
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Graf 6- Vyskyt mikrobidlnich druhti se vztahem k neplodnosti v zavislosti na véku Zeny
Legenda: G-ty€inky — Escherichia coli, Citrobacter braakii

Kvasinky — Candida albicans, Candida dubliniensis, Saccharomyces cerevisiae

Graf 7 znazornuje vyskyt mikroorganismi, které nemaji pfimy vliv na plodnost Zeny. Nejéastéji

je ve vSech vékovych kategoriich zastoupen druh Staphylococcus spp. a Corynebacterium spp.
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Graf 7- Vyskyt mikrobialnich druhi v zavislosti na véku zeny
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Pacientky mély rizné diagnézy k provedeni IUI. Jednotlivé diagndzy a pocet pacientek s danou

diagnozou jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4- Seznam indikaci pro intrauterinni inseminaci

Indikace IUI
ovaridlni ptiina
tubarni pti¢ina
polycystickd ovaria
cervikalni pficina
myomatoza
prelécend mykoplasmové infekce
endometridza
Ashemarniv syndrom
vek
imunologicky faktor
neznama piicina
potrat
umélé preruseni
andrologicky problém (partner)
nepravidelné cykly
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Na zaklad€ nejcastéji se vyskytujicich diagnoz jsou v grafu 8 znazornény skupiny pacientek

a uvedeny mikroorganismy, které maji vliv na plodnost Zeny.

Nejrozsahlejsi skupinou byl andrologicky problém, ktery souvisi se spermiogramem muZzu.

Zeny v této skuping lze z pohledu plodnosti povazovat za zdravé.

Skupin€ s neznamou pii¢inou dominuji kvasinky (33,3 %). Brown a kol. (2020) se zabyvali
skupinou netéhotnych Zen v reprodukénim véku. U 21 % bylo detekovana C. albicans a z toho
46 % zen hlasilo vaginalni pfiznaky v pfedchozich 60 dnech. Tyto pfiznaky mohou vést ke

kandiddze, ktera ma vliv na plodnost Zeny.

E. faecalis byl prokazan ve skupinach, kde byla indikace z tubarni pticiny (14,3 %) a véku
(33,3 %). Z grafu je vSak patrné, ze se vyskytuje i u zdravych zen (18,8 %).
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Graf 8- Vyskyt mikrobidlnich druhti se vztahem k neplodnosti v zavislosti na diagnoze
Legenda: G-ty¢inky — Escherichia coli, Citrobacter braakii
Kvasinky — Candida albicans, Candida dubliniensis, Saccharomyces cerevisiae

Zdravé zeny — skupina zen bez projevi onemocnéni, které podstupuji IUI z divodu andrologického
problému partnera
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Graf 9- Vyskyt mikrobidlnich druhti v zavislosti na diagnoze

Legenda: Zdravé zeny skupina Zen bez projevii onemocnéni, které podstupuji IUI z divodu andrologického
problému partnera
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Graf 9 znazornuje mikroorganismy, které nemaji ptimy vliv na plodnost Zen v jednotlivych
skupinach diagndz. Zajimavosti je, ze ve skupiné zdravych zen, kdy problém ma s plodnosti
partner je pravé zvysend Cetnost druhu Staphylococcus spp. (100 %) Jiz vySe zminovany

S. warnerii ma vliv na plodnost muze.

Opakovany odbér byl proveden u 6 pacientek. Graf 10 znazornuje vyskyt jednotlivych druhii
mikroorganismu a jejich odliSnost pii prvnim a druhém odbéru. Je patrné, Ze opakovany odbér
neni nikdy totozny. Nalez je u odbéri proménlivy a pacientka mize mit pfitomny
mikroorganismus, ktery nemusi ovliviiovat jeji plodnost, ale naopak partnera. Pant a kol. (2019)

prokazali, ze Enterococcus sp. ma vliv na motilitu spermii u muze.

Taktéz zalezi na stavu pacientky, ve kterém pfichazi na podstoupeni IUI. Nékteré dysbozy,
které jsou v pocatku nemusi byt odhaleny klinickymi pfiznaky a nasledné pak patogen zplsobi
neuspésnou IUL. G. vaginalis mize byt soucasti ptirozené mikroflory a dle Chen a kol. (2021)
a Alfraji a kol. (2020) sama osob¢ nemusi ihned zptsobit BV. Jsou k tomu potiebné faktory
jako snizeny vyskyt laktobacilii a zména pH vaginy.
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Po vyhodnoceni mikrobidlniho poSevniho obrazu (MOP) u jednotlivych vzorkl byly zatazeny
do klasifikovanych Sesti skupin. Graf 11 znézornuje skupiny 1., II., III. a VI. Kazda skupina je
charakterizovéana podle nalezu v mikroskopickém obrazu. Skupina 1. zahrnuje zdravé Zeny; II.
bakteridlni vaginézu nebo mikrobidlni nehnisavy vytok; III. bakteridlni hnisavy vytok a VL.

vaginalni kandid6zu.

V MOPu L. je typicky pfevaha laktobacilti, coz je v grafu znazornéno vyskytem 57,9 %

laktobacila.

V MOPu II. se nachazi mnozstvi bakterii a to nej€astéji G. vaginalis. V porovnani s MOPem 1.
je patrné zvyseny vyskyt G. vaginalis (46,7 %) u MOPu II. G. vaginalis ma adhezi k buitkam
vaginalniho epitelu viz pfiloha F. V mikrobidlnim poSevnim obrazu byly pfitomny také shluky

G. vaginalis viz ptiloha E.

MOP III. je charakteristicky velkym mnozstvi polymorfonuklearti a bakterii. Také je zde
absence laktobacild, ktera je patrnd i z grafu. Vyskytovala se zde pravé G. vaginalis (100 %),
kterd je nejCastcji spojovana praveé s bakteridlni vagindzou. I kdyz je bakteridlni vagindza
typickéa pro MOP I1., tento vzorek byl zatazen do skupiny MOP III. z divodu mikroskopického
prokazani zaplavy leukocytll viz pfiloha H. Déle u vzorku pacientky byla prokdzana
S. cerevisiae (100 %). V mikrobidlnim poSevnim obrazu byla pfitomna pucici balstokonidie viz
ptiloha G. Pfitomnost kvasinek je charakteristicka pro MOP IV. V pfipad¢ tohoto vzorku

se jedna o kombinaci bakteridlni vagindzy a kandidozy.

MOP VI. se vyznacuje ptitomnosti kvasinek, laktobacilii a dalSich bakterii. Pfitomnost
kvasinek je znazornéna v grafu 11. Soucasné je zde vyskyt G. vaginalis jako u vzorku fazené¢ho
k MOP III. Ptitomnost kvasinek je charakteristicka pro MOP VI, protoZe se vyznacuje tento
nalez vaginalni kandidozou. Tato dysbidza jak jiz bylo vySe zminéno mé souvislost s vlivy na
plodnost Zeny. Na rozdil od skupiny MOP III. se ta to skupina nevyznacuje velkou ptitomnosti
leukocyti. Nemuseji byt vlibec pfitomné. U vzorku z této skupiny bylo mozné pozorovat
leukocyty, a pravé blastokonidie kvasinek viz ptiloha 1. U vzorku s MOP IV. prokéazéana

C. dubliniensis.
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V grafu 12 jsou zndzornéné mikroorganismy, které nejsou pfimo spojovany s neplodnosti zen.
Je ale patrné Ze ve skupiné MOP II. je cCasty vyskyt Staphylococcus spp. (66,7 %) a
Streptococcus spp. (33,3 %). Oba ty to druhy jsou pfevazné nepatologickou soucésti

mikroflory.
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5 ZAVER

Mikroflora genitalniho ustroji zen hraje vyznamnou roli ve zdravi Zeny. V popfedi této
mikrobialni populace stoji laktobacily, které jsou zodpovédné za udrzovani nizkého pH
prostiedi, ¢imZz reguluji pfemnoZeni ostatni mikroorganismi. Pfitomnost laktobacili ma
vyznamny vliv na zastoupeni jednotlivych druhi mikroorganismu. Zvyseny vyskyt potencialné
patogennich druhtl, jakymi jsou G. vaginalis, U. urealyticum, M. hominis a dalSich, mlze vést

nejenom ke vzniku bakteridlni vagindzy, ale taktéz ovlivnit plodnost zeny.

Cilem prace bylo vySettit zastoupeni jednotlivych mikroorganismii ve vzorcich odebranych
z genitalniho uGstroji Zen podstupujicich intrauterinni inseminaci. Celkem bylo vySetfeno
55 vzorkl od 49 Zen. Mikrobidlni druhy byly identifikovany podle morfologie a uspotadani
bakteridlnich bun¢k, morfologie kolonii, antigennich a biochemickych vlastnosti. Druhy, které¢
nebylo mozné na zéklad¢€ téchto vlastnosti urcit nebo vykazovaly netypické vlastnosti byly
zatazeny do druhu metodou MALDI TOF MS. Druhy M. hominis a U. urealyticum byly
prokazovany kultivaénimi metodami a nasledné potvrzeny metodou PCR. Celkem bylo ve
vzorcich prokdzano 21 druhli mikroorganismil. Nej¢astéji se jednalo o druhy Lactobacillus spp.
(52,7 %), Staphylococcus  epidermidis (36,4 %) a  Gardnerella vaginalis
(21,8 %). U. urealyticum bylo identifikovdno u 6 pacientek (12,2 %) a M. hominis bylo
identifikovano pouze u 1 pacientky (2,04 %). Soucasné oba mikroorganismy byly pfitomné

v 1 vzorku pacientky. Vyskyt streptokokl skupiny B byl prokazan u 6 pacientek (12,2 %).

Plodnost Zen je ovlivnéna velkym mnozZstvim faktorti mezi né mtizeme fadit i mikrobialni nalez
z poSevni sliznice. Je mozné Ze kombinace diagndzy a prokazani patogenniho mikroorganismu
muze znacné ovlivnit plodnost. Z celkového poctu otehotnélo 6 zen. Mezi nej€astéji zastoupené
druhy u skupiny pacientek s netispéSnou intrauterinni inseminaci pattil Staphylococcus spp.
(60,5 %) a Lactobacillus spp. (55,8 %). U pacientek s usp€Snou intrauterinni inseminaci
se nejvice vyskytovaly druhy Lactobacillus spp., G. vaginalis, kvasinky a Streptococcus spp.
Vsechny druhy byly v zastoupeni 50 %. Druh Enterococcus faecalis se u skupiny pacientek
s neuspésnou intrauterinni inseminaci vyskytoval v zastoupeni 16,3 %. U dvou pacientek, které

v minulosti prodélaly potrat byl E. faecalis prokazan.

Vzhledem k tomu, Ze pacientky musi intrauterinni inseminaci podstoupit béhem ovulace je
pocet vzorki ovlivnén timto faktorem. Kdybych v této praci pokraovala navrhla bych setrvat
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v odbéru vzorkl od pacientek a tim rozsifit vychozi vysledky. Zaméiila bych se na patogenni
mikroorganismy, které jsou spojovany s neplodnosti. Déale bych navrhovala do prace zahrnout
vySetfeni spermatu od muzl z paru. V praci by taktéz mohla byt zahrnuta porovnavaci skupina

zen, které jsou zdravé a neléci se s neplodnosti.
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