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Streszczenie

Cel pracy: Zbadanie mikroflory pochwy u kobiet zakazonych i niezakazonych Chlamydia trachomatis (C. tra-
chomatis) w celu okreslenia, czy zapalenie szyjki macicy o wyzej wymienionej etiologii wptywa na czestos¢
wystepowania wybranych szczepow bakterii tlenowych i beztlenowych zwiazanych z etiologia aerobic vaginitis (AV)
i bacterial vaginosis (BV). Szczegdlna uwage zwrdcono na szczepy wytwarzajace indol z powodu mozliwosci udziatu
tych bakterii w powstawaniu przewlektego zakazenia szyjki macicy powodowanego przez C. trachomatis.
Materiaf i metody: Wymazy z pochwy i kanatu szyjki macicy pobrano od 122 kobiet (18-40 lat).

Obecnos¢ antygenu C. trachomatis okreslono metoda immunoflorescencji bezposredniej, BV rozpoznano zgodnie
z kryteriami Amsela i Nugenta, natomiast AV na podstawie kryteriow Dondersa. Identyfikacje wyhodowanych
z pochwy szczepdw bakterii przeprowadzono zgodnie z zasadami klasycznej diagnostyki mikrobiologiczney.
Wyniki: Zaburzenia mikroflory pochwy (4-10 punktow w skali Nugenta) stwierdzono u 11,5% badanych kobiet.
U 4,5 % zakazonych C. trachomatis rozpoznano AV, natomiast BV u 10,9%, i u 5,45%, odpowiednio na podstawie
kryteriow Amsela i Nugenta.

Whioski: Szczepy bakteryjne wytwarzajace indol zwigzane z patogeneza BV i AV (Peptostreptococcus anaerobius,
Propionibacterium acnes oraz Escherichia coli) wyhodowano znamiennie czesciej z pochwy kobiet zakazonych C.
trachomatis (p=0,0405, _2=4,20) co potwierdza wspdtudziat tych bakterii w zakazeniu szyjki macicy powodowanym
przez C. trachomatis.
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Abstract

Objectives: The aim of this study was to determine if cervicitis, caused by Chlamydia trachomatis (C. trachomatis),
has an influence on the frequency of occurrence of selected aerobic and anaerobic bacterial strains, connected with
etiology of aerobic vaginitis (AV) and bacterial vaginosis (BV). Indole-producing bacteria have received particular
attention due to their possibly inductive role in chronic cervicitis caused by C. trachomatis.

Material and methods: The swabs from vagina and cervical canal have been obtained from 122 women (aged
18-40).

The presence of C. trachomatis antigen had been detected and diagnosed with the help of direct immunofiluore-
scence, BV with Amesl and Nugent criteria, whereas the AV with Donders criteria. The identification of the bacte-
rial strains isolated from vagina has been performed according to classical microbiological diagnostics.

Results: Disruption of vaginal microflora (4-10 in Nugent score) was determined in 11,5% of observed women. AV
was diagnosed in 4,5% women with chlamydial cervicitis, BV was diagnosed in 10,9% and 5,45% of these women,
on the basis of Amsel and Nugent criteria respectively.

Conclusions: Indole-producing bacterial strains connected with BV and AV (Peptostreptococcus anaerobius, Pro-
pionibacterium acnes, Escherichia coli) have been isolated significantly more often from vagina of women infected
with C. trachomatis (p=0,0405, x’=4,20) and these findings confirm co-importance of indole-producing bacterial
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strains in cervicitis caused by C. trachomatis .

Key words: chlamydia trachomatis — metabolism / chlamydia trachomatis — physiology /
/ chlamydia-infections — enzymology / chlamydia-infections — immunology /
/ vaginosis bacterial — microbiology / vaginosis bacterial — pathology /

/ vagina — microbiology /

Wstep

Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) jest bakteria
o unikalnym cyklu rozwojowym, w ktorym wyroznia si¢ dwie
postacie morfologiczne: ciatko elementarne (elementary body
- EB) oraz ciatko siateczkowate (reticulate body — RB) EB jest
forma zewnatrzkomodrkowa, zakazna, natomiast RB — to we-
wnatrzkomorkowa, metabolicznie aktywna postac bakterii [1,
2,3,4].

W eliminacji C. trachomatis istotng role odgrywa interfe-
ron Y (IFN-y), ktory w komoérkach nabtonkowych indukuje
powstanie enzymu — 2,3 dioksygenazy indoloaminowej, ktory
rozktada tryptofan (aminokwas niezbedny do przemiany RB
w EB) [1, 2, 4].

C. trachomatis moze jednak przetrwaé wewnatrz komorek
nabtonka. Dzieje si¢ tak, dlatego, ze bakterie te (typy serolo-
giczne D-K, ktore posiadaja funkcjonalng syntetaze tryptofa-
nu) moga przyswajaé egzogenny indol jako zrodto tryptofanu
[2, 3]. Badania Caldwella i wsp. [2] wykazaly, ze nawet niskie
stezenie indolu (0,1-1,0 pM) umozliwia powstanie EB w obec-
nosci IFN-y w srodowisku. Sugerowana jest, wigc $cista zalez-
nos¢ pomiedzy drobnoustrojami kolonizujacymi drogi rodne,
ktore wytwarzaja indol a powstawaniem przewleklych zaka-
zen C. trachomatis [2, 3].

Bakterie beztlenowe ( Bacteroides spp., Peptostreptococcus
spp.) 1 tlenowe (Escherichia coli — E. coli, Proteus sp.) produ-
kujace indol, ktore kolonizuja pochwe stwierdza si¢ w warun-
kach prawidtowych oraz w znacznych ilosciach odpowiednio
w przypadku bacterial vaginosis (BV) oraz zapalenia pochwy
powodowanego przez bakterie tlenowe (aerobic vaginitis — AV)
[3, 5, 6, 7]. Zaréwno w BYV, jak i AV wskutek zmniejszania si¢
liczby bakterii z rodzaju Lactobacillus dochodzi do ekspansji
mieszanej odpowiednio beztlenowej i tlenowe;j flory bakteryj-
nej [5, 7, 8].
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Zmiany ilosciowe i jakosciowe mikroflory pochwy w BV
i AV skutkuja wzrostem wartosci pH pochwy >4.5 i powsta-
waniem uplawow oraz zaburzeniami uktadu odpornosciowe-
go w drogach plciowych i w ten sposdb moga sprzyjac powsta-
waniu przewlektych zakazen C. trachomatis [3, 6, 7, 9, 10].

Cel pracy

Celem badania jest przesledzenie czg¢stosci wystgpowania
zaburzen mikroflory pochwy towarzyszacych BV i AV zwtasz-
cza bakterii wytwarzajacych indol u kobiet zakazonych C. tra-
chomatis.

Materiat i metody

Badania wykonano w fazie lutealnej cyklu miesiaczkowego
(15-28 dzien cyklu) u 122 kobiet w wieku 18-40 lat (Srednia
wieku 2815 lat), ktore rozpoczety zycie plciowe, z rozpozna-
nym na podstawie badania klinicznego i cytologicznego sta-
nem zapalnym szyjki macicy (obecnos¢ sluzowo-ropnej wy-
dzieliny i/lub krwawienie kontaktowe, stwierdzenie w wymazie
z kanatu szyjki macicy barwionym metoda Grama leukocy-
tow wielojadrzastych w ilosci >5 w polu widzenia przy po-
wigkszeniu 1000x). Kryteria wytaczenia z badania obejmowa-
ty: brak zgody pacjentki na udziat w badaniu, otrzymywanie
antybiotykow i chemioterapeutykow doustnie lub dopochwo-
wo w okresie do dwdch tygodni poprzedzajacych badanie, sto-
sunki ptciowe w okresie do trzech dni poprzedzajacych bada-
nie, stosowanie irygacji pochwy lub srodkéw do higieny in-
tymnej w okresie do trzech dni poprzedzajacych badanie, cia-
za 1 potog, przyjmowanie preparatdéw hormonalnych (w tym
hormondw piciowych, gonadotropin, hormonow kory nad-
nerczy, tarczycy), rozpoznane choroby towarzyszace (w tym
nowotwory, przewlekfe procesy zapalne, cukrzyca typu 1 lub
2), pierwotny lub wtorny brak miesiaczki.
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Na podstawie wynikéw badania mikrobiologicznego
w kierunku obecnosci antygenu C. trachomatis pacjentki zo-
staly podzielone na dwie grupy:

* Grupa badana — 55 kobiet
ze stwierdzonym zakazeniem C. trachomatis.

* Grupa kontrolna — 67 kobiet
bez stwierdzonego zakazenia C. trachomatis.

Na przeprowadzenie badan klinicznych otrzymano zgode
Komisji Biotycznej SAM (NN-013-204/1/03).

U kazdej z badanych kobiet wykonano oznaczenie pH po-
chwy za pomoca papierkdw wskaznikowych z odpowiednio
dobranym zakresem pH (4,0-7,0). Dokonano réwniez makro-
skopowej oceny wydzieliny pochwowej uwzgledniajac jej kon-
systencj¢ (jednorodna, zbita, ropna, krwista), kolor (biata,
szara, zOlta, przejrzysta), ilos¢ (skapa, umiarkowana, obfita).

Materialem do badan byly wymazy pobrane w ustalonej
kolejnosci z nastepujacych miejsc:

1. tylnego sklepienia pochwy (w celu wykonania prepara-
tu bezposredniego — barwionego metoda Grama, testu
aminowego oraz przeprowadzenia badania mikrobio-
logicznego w kierunku bakterii tlenowych i beztleno-
wych),

2. tarczy czesci pochwowej 1 kanatu szyjki macicy (po usu-
nigciu jatowym wacikiem nadmiaru wydzieliny $luzo-
wej) — w kierunku antygenu C. trachomatis (przenoszo-
no bezposrednio po pobraniu na szkietko testowe, a po
wysuszeniu preparat utrwalano acetonem).

Obecno$¢ antygenu C. trachomatis okreslono metoda
immunofluorescencji bezposredniej (zgodnie z zaleceniami
producenta testu Chlamydia Direct IF bioMérieux Francja)
w mikroskopie fluorescencyjnym Nikon Model HB -
10101AF przy powigkszeniu 400x.

AV diagnozowano zgodnie z kryteriami zaproponowany-
mi przez Dondersa (stwierdzenie wartosci pH pochwy >4,5
i ropnych uptawow, stanu zapalnego btony $luzowej pochwy
w badaniu fizykalnym oraz obecnosci licznych morfotypow
bakterii kulistych lub cylindrycznych przy braku form Lacto-
bacillus spp. w preparatach mikroskopowych z wymazow po-
chwy, licznych leukocytdéw wielojadrzastych w tym z ziarnisto-
sciami toksycznymi oraz wyhodowanie bakterii: Streptococcus
grupy B — GBS, E. coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus 1 innych tlenowych) [6]. BV rozpoznawano w oparciu
o kryteria kliniczne Amsela oraz mikrobiologiczne Nugenta
[5, 8]. Stwierdzenie trzech z czterech kryteriow wedtug Amse-
la oraz uzyskanie 7-10 punktow wedtug systemu Nugenta po-
zwalalto na rozpoznanie BV.

Identyfikacj¢ wyhodowanych szczepow bakterii przepro-
wadzono zgodnie z zasadami rutynowej diagnostyki mikro-
biologicznej, a zdolno$¢ do wytwarzania indolu odczytano
z paskow testowych stosowanych do identyfikacji biochemicz-
nej bakterii beztlenowo (Rapid 32A bioMérieux Francja) i tle-
nowo rosnacych (API 32E bioMérieux Francja).

Analizy statystycznej dokonano przy uzyciu programu
statystycznego Statistica for Windows v. 6.1. Zaleznosci
migdzy cechami jakoSciowymi oceniono za pomoca testu Chi-
kwadrat (x?). Za znamienne statystycznie przyjmowano
hipotezy o 95% prawdopodobienstwie, co odpowiada
wspdtczynnikowi p <0,05.
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Wyniki

W obu grupach badanej i kontrolnej najliczniejszy prze-
dziat wiekowy stanowity kobiety w wieku 26-30 lat — odpo-
wiednio 38,8% wsrod zakazonych C. trachomatis i 35,8% nie-
zakazonych C. trachomatis.

Zaburzenia mikroflory pochwy (4-10 punktéw wediug
Nugenta) stwierdzono u 11,5% (14 z 122) kobiet badanych.
AV rozpoznano u 4,5 % kobiet jedynie w grupie badane;j. Prze-
prowadzona ocena kliniczna (wg kryteriow Amsela) wykaza-
fa wyzsza czestosc (8,19%) BV w badanej populacji (122 ko-
biety) w poréwnaniu z oceng wg kryteriow Nugenta — 4%.

W grupie kobiet zakazonych C. trachomatis, stwierdzenie
trzech lub czterech kryteriow klinicznych wediug Amsela po-
zwolito na rozpoznanie BV u 10,9%, a w grupie kobiet nieza-
kazonych —u 5,9%. (Tabela I).

Ryzyko wzgledne rozpoznania BV w badanej populacji
bylo jednakowe niezaleznie od przyjetych kryteriow diagno-
stycznych (RR=1,83), jednak iloraz szans rozpoznania BV wg
kryteriow Amsela byt wyzszy. (Tabela I).

Tabela I. Czestos¢ wystepowania bacterial vaginosis rozpoznawanej
wedtug kryteriow Amsela i Nugenta w badanych grupach.

Rozpoznanie bacterial vaginosis
zgodnie z kryteriami
Grupa Amsela (3 lub 4 kryteria) | Nugenta (7-10 punktow)
N (%) N (%)
badana (N=55) 6(10,9) 3(5,45)
kontrolna (N=67) 4(5,97) 2(2,98)
razem (N=122) 10 (8,19) 5 (4,09)
RR 1,83 1,83
OR 1,93 1,88
X2 0,98 0,47
p 0,3224 0,4936

Nie wykazano wptywu zakazenia C. trachomatis na czg-
stos¢ rozpoznawania BV (x’=0,42, p=0,51), jednak w badanej
grupie kobiet stwierdzono korelacje (wspdtczynnik korelacji
Yule’a Q=0,84) pomigdzy podanym przez pacjentke w wywia-
dzie zakazeniem przenoszonym droga piciowa (Sexually
Transmitted Infection — STI) a zdiagnozowana podczas bada-
nia mikrobiologicznego BV.

Z uwagi na istniejaca hipotez¢ o udziale drobnoustrojow
wytwarzajacych indol w patogenezie przewlektych zakazen C.
trachomatis przesledzono czgstos¢ wystepowania indolo-do-
datnich szczepow bakterii wyhodowanych z pochwy w oby-
dwu grupach. (Rycina 1).

Bakterie indolo-dodatnie zwiazane z patogeneza BV i AV
( Peptostreptococcus anaerobius, Propionibacterium acnes oraz
E. coli) wyhodowano znamiennie czg¢sciej z pochwy kobiet za-
kazonych C. trachomatis (p=0,0405, x*=4,20).

Nie stwierdzono natomiast znamiennej statystycznie
zaleznosci we wspotwystepowaniu: GBS, pateczek Gram-
ujemnych z rodziny Enterobacteriaceae, Streptococcus spp.,
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Corynebacterium spp., Gardnerella vaginalis, Bacteroides fragi-
lis, Prevotella bivia, Peptostreptococcus spp., Bifidobacterium
spp., Propionibacterium propionicum, Propionibacterium acnes,
Gemella morbillorum w pochwie kobiet z grupy badanej
i kontrolne;j.

14
12
10+

no
|

o

szczepy indolo-dodatnie
w grupie badanej

szczepy indolo-dodatnie
w grupie kontrolnej

Rycina 1. Czestos¢ wyhodowania bakterii wytwarzajacych indol
z pochwy kobiet zakazonych i niezakazonych Chlamydia trachomatis.

Dyskusja

Wyniki badania wykazaly, ze zakazenie C. trachomatis nie
zwigksza ryzyka kolonizacji drog rodnych bakteriami beztle-
nowo rosnacymi zwiazanymi z patogeneza BV (Gardnerella
vaginalis, Bacteroides spp., Prevotella spp) i tlenowymi bakte-
riami izolowanymi w przypadku AV (pateczkami Gram-ujem-
nymi z rodziny Enterobacteriaceae, GBS). Znamienna roznica
w czgstosci wystepowania szczepow bakteryjnych zdolnych do
wytwarzania indolu stwierdzona w grupie badanej w poréw-
naniu z kontrolna przemawia jednak za wspoétudziatem tych
bakterii w procesie zapalnym szyjki macicy.

U kobiet zakazonych C. trachomatis Elias 1 wsp. [11]
stwierdzili w niskim odsetku szczepy GBS 4%, pateczki
Gram-ujemne z rodziny Enterobacteriaceae — 2,4% oraz bak-
terie beztlenowe 8%. Nie zaobserwowali takze roznic w czesto-
sci wystepowania wyzej wymienionych drobnoustrojow u ko-
biet zakazonych C. trachomatis 1 niezakazonych. Cherpes
i wsp. [12] w swoich badaniach u mtodych kobiet stwierdzili E.
coli u 27% a GBS w zaskakujaco wysokim procencie az
u 33%.

Wyniki badania wykazaly rowniez, ze zakazenie C. tracho-
matis moze wspolistnie¢ z prawidiowa biocenoza pochwy.
U 47 kobiet z grupy badanej w wymazach z pochwy stwier-
dzono gtéwnie Gram-dodatnie pateczki Lactobacillus spp. (0-
3 punktéw w skali Nugenta). Podobne spostrzezenia opisali
inni autorzy w przypadku zakazen powodowanych zaréwno
przez C. trachomatis, jak réwniez przez inne STI [9, 13].
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Nie wykazano réwniez w badaniu wlasnym, aby zapalenie
szyjki macicy o etiologii C. trachomatis mogto wptywaé na
czgstos$¢ rozpoznawania BV, mimo, ze stwierdzana czgstos¢
BV byta rézna w zaleznosci od przyjetych kryteriow (10,9%
1 5,45%, stosujac odpowiednio kryteria Amsela i Nugenta).

Wieloosrodkowe badania wykazaty wysoka czuto$¢ i swo-
isto$¢ kryteriow Nugenta w rozpoznawaniu BV u pacjentek
zglaszajacych si¢ do poradni wenerologicznych oraz ginekolo-
gicznych [14, 15]. Czulo$¢ kryteriow Nugenta w tych bada-
niach w poréwnaniu do Amsela byla wyzsza 1 wyniosta 89-
91% [14, 15].

Czulos$¢ 1 swoisto$¢ poszezegdlnych kryteriow klinicznych
(Amsela) w celu rozpoznawania BV moze takze réznic si¢
u pacjentek ze wspotistniejacymi zakazeniami przenoszonymi
droga ptciowa [16, 17]. W tych przypadkach wyzsza wartos¢
diagnostyczna w rozpoznaniu BV moze odgrywac zastosowa-
nie kryteriow Nugenta, czyli wykonanie i ocena preparatu
bezposredniego z wymazu z pochwy barwionego metoda Gra-
ma [14, 18].

Zaleta zaproponowanej przez Nugenta metody jest mozli-
wos$¢ uzyskania powtarzalnych wynikéow oceny BV zarowno
w badaniach przeprowadzanych przez réznych klinicystow,
jak 1 przez t¢ sama osobg¢ w odstepie czasowym [7, 19].

Whnioski

1. Stwierdzona znamienna rdznica w czgstosci wystgpowania
szczepdw bakteryjnych zdolnych do wytwarzania indolu
przemawia za wspotwystepowaniem tych bakterii w zapa-
leniu szyjki macicy powodowanym przez C. trachomatis.

2. Zakazenie C. trachomatis nie zwigksza ryzyka kolonizacji
drog rodnych bakteriami zwiazanymi z patogeneza BV
i AV.
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