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SAZETAK

Uvod: Prevremeni porodaj (PP) je glavni uzrok perinatalnog morbiditeta i mortaliteta.
Ucestalost PP nije se bitnije menjala poslednjih nekoliko decenija, a u Srbiji je izmedu 6-9%.
Promene u sastavu vaginalne flore i posledicno zapaljenje su pocetni i najvazniji dogadaj u
etiopatogenezi prevremenog porodaja (PP) udruzenog s infekcijom, a polimorfonuklearni
leukociti (PMN) kao primarne efektorske i imunoregulatorne ¢elije igraju znacajnu ulogu u
ovim zbivanjima.

Cilj: Utvrditi medusobnu povezanost broja, vijabilnosti i apoptoze vaginalnih PMN sa
rezultatima mikroskopskih, mikrobioloSkih, ultrazvu¢nih nalaza i1 koncentracija razli¢itih
citokina, a potom i utvrditi vrednost svih ovih parametara u proceni rizika za PP.
Pacijentkinje i metodi: Prospektivna studija, 732 trudnice bez znakova i simptoma PP, u
periodu izmedu 24. i 28. nedelje trudnoce. Odredivana je vijabilnost i apoptoza PMN i
kvantitativno odredivan broj PMN (n=217). Mikroskopske analize su obuhvatale
semikvantitativno odredivanje broja PMN i pregled brisa vaginalnog sekreta nativnog preparata
i preparata bojenog po Gramu na osnovu standardnih dijagnostickih kriterijuma i
mikroskopskih uvecanja na x400 1 x1000 1 dve nove metodologije mikroskopsko pregleda
(NMMP) na uvecanju x200 za procenu stanja vaginalne flore i za semikvantitativno odredivanje
broja PMN. Ispitivane su i koncentracije 13 citokina i merena duZina grli¢a transvaginalnim
ultrazvukom.

Rezultati: NMMP daje bolje rezultate u proceni stanja vaginalne flore i odredivanju broja PMN
u odnosu na standardne i kvantitativne metode. Ovakvim pristupom detektovana grupa
pacijentkinja (n=50) sa mikroskopskim nalazom BIFIDO formi imala je 9,8 puta ve¢i relativni
rizik (RR=9,8; 95% CI 2,7-34,6) za PP u odnosu na pacijentkinje sa normalnim nalazom ili BV.
U ovoj grupi procenat apoptoze i koncentracije antiinflamatornog IL-10 bile su statisti¢ki
znacajno nize (p<0,001 i p<0,05), a vaginalni pH>4,5. Pacijentkinje sa BV imale su povecan
stepen apoptoze, ali i povecane koncentracije IL-1p i IL-6. Utvrdeno je postojanje negativne
korelacije izmedu broja PMN stepena apoptoze i duzine grlica materice. Procenat apoptoze je
bio manji kod pacijentkinja sa povecanim broj PMN. Samo su pacijentkinje sa povec¢anim
brojem PMN na uvecanju x200 imale znac¢ajno kraci grli¢ (p<0,05), a kra¢i grli¢ je bio povezan
sa povecanim rizikom za PP. Drugi poremecaji vaginalne flore i koncentracije ispitivanih
citokina nisu pokazali povezanost sa incidencijom ili rizikom od PP. Pre 37 n.g se porodilo se

3,4% (21/619) pacijentkinja, od kojih se preko polovine (n=11) porodilo posle 35 n.g.



Zakljucak: Razliciti bakterijski morfotipovi daju slicne mikroskopske nalaze na preparatu
bojenom po Gramu, a trenutni dijagnosticki kriterijumi uvazavaju samo tri bakterijska
morfotipa i dijagnostikuju BV. Za bolju procenu rizika za PP potrebna je pazljivija analiza
bakterijskih morfotipova, njihova semikvantitativna procena i istovremena primena drugih
jednostavnih metoda poput pH vagine koji, primenjeni zajedno, obezbeduju vecu senzitivnost
u otkrivanju vaginalne disbioze. Asimptomatske trudnice izmedu 24-28 n.g. kod kojih NMMP
detektujemo BIFIDO forme i povecan broj PMN, a imaju i manji procenat apoptoze, povisen
pH vagine i kraci grli¢ materice predstavljaju grupu sa visokim rizikom za PP. NMMP kao
jednostavna, jeftina i brza procedura omogucéava precizniju procenu broja vaginalnih PMN i
kvantitativni i kvalitativni biodiverzitet vaginalne mikroflore i tako bolje prepoznavanje
pacijentkinja sa rizikom za PP. Zajedno sa jo$ dva jednostavna testa (pH i KOH) i
cervikometrijom, NMMP moZzemo iz populacije asimptomatskih trudnica izdvojiti najveci broj
onih sa povecanim rizikom za PP 1 adekvatnim lecenjem znacajno smanjiti u€estalost PP (3,4%)

kao sto je to pokazano u ovom ispitivanju.



ABSTRACT
Introduction: Preterm birth (PB) is a major cause of perinatal morbidity and mortality.
Incidence of PB has not substantially changed over the past decades, and in Serbia ranges from
6 to 9%. Alterations in the composition of vaginal microflora and accompanying inflammation
are initial and most important events in etiopathogenesis of PB associated with infection.
Polymorphonuclear leukocytes (PMN) as primary effector and immunoregulatory cells play a

prominent role in the process.

Aim: Determine possible relationships between numbers, viability and apoptosis of vaginal
PMN, and cytokines’ levels, results of microscopic, microbiologic and ultrasonographic

findings. Establish the value of the parameters in the PB risk prediction.

Patients and methods: The prospective study enrolled 732 pregnant women without signs and
symptoms of PB, examined between weeks 24 and 28 of gestation. Viability, apoptosis and
numbers of PMN were determined in a quantitative fashion (n=217). Microscopic analyses
comprised semiquantitative PMN determination, native and Gram-stained vaginal smear
analysis according to standard diagnostic criteria at magnifications x400 and x1000, and two
newly described methods at a magnification of x200. Concentrations of 13 cytokines were

measured and length of uterine cervix was assessed by transvaginal ultrasound.

Results: Microscopic examination of Gram-stained samples at x200 offers better results in
vaginal microflora assessment and PMN quantification than standard and quantitative methods,
respectively. This approach enabled us to detect a group of patients (n=50) with a microscopic
finding of BIFIDO forms which had a 9.8 higher relative risk (RR=9.8; 95% CI 2.7-34.6) for
PB in comparison to patients with normal findings or bacterial vaginosis (BV). In this group of
pregnant women the percentage of apoptosis of PMN and levels of IL-10 were significantly
lower (p<0.001 and p<0.05), and vaginal pH was >4.5. Women with BV had higher apoptosis
of PMN and elevated levels of IL-1p and IL-6. Patients with elevated PMN numbers,
determined at a magnification x200, had significantly shorter cervix (p<0.05). Apoptosis and
number of PMN were inversely correlated. The shorter cervix means a higher risk for PB. Other
disorders of vaginal microflora and cytokines’ concentrations have not shown any association
with the incidence or risks for PB. PB was registered in 3.4% of our women (21/619) with more
than a half (n=11) gave birth after week 35.

Conclusion: Diverse bacterial morphotypes produce similar microscopic images on Gram-

stained samples but presently widely used diagnostic criteria take into account only three
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morphotypes primarily to diagnose BV. For a better assessment of risks for PB, a careful
analysis of more bacterial morphotypes and their semiquantitative determination are required
along with the use of other simple tests like vaginal pH which, used together, offer higher
sensitivity in detection of vaginal dysbiosis. Pregnant women with BIFIDO forms, elevated
PMN numbers and decreased apoptosis, higher vaginal pH and shorter cervix represent a group
with a high risk for PB. The newly described method of microscopic analysis of vaginal smears
is cheap, simple and rapid procedure to estimate numbers of PMN, and quantitative and
qualitative biodiversity of vaginal mircoflora, and thus better identification of women with
higher risks for PB. Along with two simple screening tests (vaginal pH and KOH) and
cervicometry, this microscopic method enables us to select from the population of
asymptomatic pregnant women most of those in risk for PB. Consequently, appropriate

treatment may result in decreased incidence of PB (3, 4%) as we showed in this study.



1. UVOD

Prevremeni porodaj (PP) je vode¢i uzrok perinatalnog morbiditeta i mortaliteta, Cija se
ucestalost uprkos napretku dijagnostickih i terapijskih postupaka nije zna¢ajnije menjala u
poslednjih trideset godina. Nepotpuno razumevanje mehanizama koji dovode do terminskog i
prevremenog porodaja svakako su jedan od osnovnih razloga slabih rezultata na polju
prevencije, predvidanja, rane dijagnoze i leCenja ovog sindroma. Klinic¢ki i eksperimentalni
podaci pokazuju da infekcija i/ili zapaljenje igraju srediSnju ulogu u mehanizmu PP i
predstavljaju jedan od najvaznijih faktora rizika za oStecenje fetusa. U najveéem broju
slu¢ajeva, pocetni korak je promena normalne u patoloSsku vaginalnu mikrofloru, koja onda
ascendentnim putem moze da dovede do intrauterne infekcije (1UI). Polimorfonukleari (PMN)
kao deo urodenog imunskog sistema prva su linija odbrane protiv najveceg broja patogena, a
pokazano je da oni, pored efektorskih, imaju i regulatornu ulogu u pokretanju imunskog
odgovora domacina. Prepoznavanje patogena i vezivanje za ,,uzbunjivacke“ receptore (TLR;
engl. toll-like receptors) koji prepoznaju molekularne uzorke tipiéne za mikroorganizme,
dovodi do aktivacije untarcelijskih signalnih puteva i transkripcionih faktora koji pokrecu
ekspresiju grupa gena, i oslobadanje brojnih proinflamatornih medijatora, medu kojima citokini
igraju veoma vaznu ulogu. Adekvatan zapaljenjski odgovor domacina podrazumeva niz
mehanizama u kojima ¢e patogen biti savladan, a domacin ¢e pretrpeti najmanju mogucu Stetu.
U konkretnom slu¢aju to podrazumeva kontrolu imunskog odgovora tokom njegovog trajanja,
kako u kvalitativnom tako i kvalitativnom smislu tako da ne dode do pojac¢anog oslobadanja
prostaglandina i drugih faktora koji bi uzrokovali kontrakcije uterusa, promene na grlic¢u i
aktivaciju fetalnih membrana, odnosno PP. Da bi se sve povoljno zavrsilo po domacina odgovor
na patogen treba pravovremeno da se pokrene, ali niSta manje nije vazno da se ovaj proces
pravovremeno i zaustavi i tako sprece negativne posledice po domacina. U imunskom odgovoru
domacdina apoptoza PMN je svakako jedan od vaznih mehanizama koji upravlja njegovim
pocetkom, trajanjem 1 zavrSetkom.

Imaju¢i u vidu ove Cinjenice nase ispitivanje je imalo za cilj da otkrije promene u
vaginalnoj mikroflori, sa posebnim osvrtom na PMN kao najvaznije imunske ¢elije u odgovoru
na infekciju razli¢itim mikroorganizmima, da detektuje promene u lokalnim koncentracijama
citokina, kao i da utvrdi stepen apoptoze vaginalnin PMN. Naime, po naSem misljenju je
paradoksalno da je u poslednjih tridesetak godina napravljen veliki broj studija koji ispituju
koncentracije razli¢itih proinflamatornih ili antiinflamatornih medijatora, dok se broj PMN
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najcesS¢e 1 ne pominje, uprkos Cinjenici da je takav pristup jeftin i brz i pacijenti ga dobro
prihvataju. Danas se ne zna koliki je fizioloski broj PMN u vaginalnom sekretu, a raspon u
broju PMN koji neki autori smatraju normalnim ili patoloskim ponekad je zapanjujuéi. Zbog
toga je primarni cilj naSeg ispitivanja da, koriS¢enjem nekoliko razli¢itih metoda, pokuSamo da
definiSemo fizioloski broj PMN, a onda da utvrdimo njegov odnos sa rezultatima
mikroskopskih i mikrobioloskih ispitivanja vaginalne flore, lokalnim koncentracijama 13

razli¢itih citokina, vijabilnosti i apoptozom vaginalnih PMN.

1.1 PREVREMENI PORODAJ
Kod vecine vrsta interval izmedu zaéeca i porodaja varira vrlo malo, za razliku od ljudi gde do
porodaja moze do¢i nedeljama pre ocekivanog datuma. Kompleksna povezanost i medusobnu
zavisnost signala koji dolaze od majke, ploda i posteljice svakako su razlog sto jo§ nemamo

odgovor na pitanje kako zapoc¢inje normalan porodaj [1, 2].

| 22|[23]24 25 [26]27]28]29[30[31[32[33[34]35]|36 37 [38 [39]40]41 [42
Izuzetno rani PP
Rani PP
gubi.ta__l_l:_ ploda Umereno
* rani PP
Kasni PP
Terminski porodaj

Slika 1.1: Shema termina porodaja po preporuci Svetske zdravstvene organizacije

Po preporuci Svetske zdravstvene organizacije prevremeni porodaj se definiSe kao
porodaj koji se dogada pre napunjene 37. nedelje gestacije ili pre 259. dana od prvog dana
poslednje menstruacije (WHO 1993). ZavrSetak trudnoée pre navrSene 23. n. g. Smatramo
abortusom.

Nije jednostavno precizno odrediti gestacionu starost. Sigurno je da je ultrazvucni (UZ)
pregled u ranoj trudno¢i najprecizniji parametar za odredivanje gestacione starosti, i da je UZ
gestaciona starost u proseku niza od gestacione starosti odredene na osnovu prvog dana
poslednje menstruacije $to dovodi do povecanja ucestalosti PP i smanjenja ucestalosti
prenesenih trudnoca. Tako studija Yanga i sar. [3] ukazuje na znacajan porast prevalencije PP
kada se gestaciona starost odreduje UZ, i potvrduje da je kasna ovulacija ¢esca od rane. Jasno
je da ovi podaci mogu bitno da uti¢u na ucestalost PP u razli¢itim zemljama ili istim zemljama

u razli¢itim vremenskim periodima (pre koris¢enja UZ).
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U okviru PP razlikujemo nekoliko podgrupa u odnosu na period kada je do PP doslo:
e kasni PP (34-36,6. n.g.)
e umereno rani PP (31-33,6. n.g)
e rani, pre 28-30,6. n.g.
e izuzetno rani, pre 27. n.g.

Dalje, PP ne predstavlja homogeno stanje nego je posledica sadejstva razli¢itih faktora
koji uti¢u na etiopatogenezu, terapiju i krajnji ishod. Tako je PP kod pacijentkinje sa teSkom
preeklampsijom u 30. nedelji gestacije bitno razliit u etiologiji, obstetrickom pristupu i
krajnjem ishodu od prevremenog prskanja vodenjaka u 36. n. g. ili PP u 27. n.g. zbog
antepartalnog krvarenja. Smatra se da se oko 10% PP desava izmedu 20-27.n.g., drugih 10%
izmedu 28-33.n.9., a oko 80% izmedu 34-36.n.g. Oko 5% ekstremno ranih PP ¢ine vise od 40%
mrtvorodenosti ili neonatalne smrtnosti, dok preko 50% rodenih posle 35. n.g. ¢ine manje od
10% perinatalne smrtnosti. PP moze da bude spontan ili se radi o elektivnom porodaju zbog
komplikacija kod majke ili ploda (eklampsija ili intrauterinog zastoja u rastu). Kada govorimo
0 spontanim PP, opet je bitno da li je do njega doslo zbog razvoja prevremenih kontrakcija,
prevremenog prskanja plodovih ovojaka (PPPO) ili antepartalnog krvarenja. Dalje, kada se
govori o PP vrlo je vazno razluditi tri grupe: 1) pacijentkinje sa viseplodnim trudno¢ama; 2)
pacijentkinje sa urodenim anomalijama i intrauterinom smrcu ploda i 3) jednoplodne trudnoce
sa vitalnim plodom.

Klini¢ki kriterijum PP podrazumevaju dokumentovane uterusne kontrakcije (4 za 20
minuta ili 8 za 1 ¢as), intaktne plodove ovojke, skracenje grli¢a za oko 80% i dilatacija cerviksa
najmanje 2 cm. Prevremenim porodajem se smatraju i oni slu¢ajevi kod kojih je doslo do PPPO
bez obzira na aktivnost materice i stanje grlica. Uterine kontrakcije koje mogu da dovedu do
promena na cerviksu traju 40-60 sekundi sa uterusom koji je tvrd na palpaciju. Dilatacija se
odnosi na nivo unutraSnjeg materi¢nog usc¢a ili cervikalnog kanala, odnosno moguca je
palpacija fetalnih membrana. Faktori udruzeni sa PP dele se najéesce u tri grupe: sociobioloske,
ranija obstetricka istorija i komplikacije u aktuelnoj trudno¢i. Sociobioloski faktori obuhvataju:
starost majke 1 broj prethodnih porodaja, bracno stanje, rasnu i etnicku pripadnost, posao,
ishranu, stres, gojaznost, pusenje, konzumiranje kafe, alkohola ili droga, interval izmedu
trudnoca. Meta-analiticka studija Shaha i Brackena [4] je pokazala da puSenje moZe imati
uzro¢nu ulogu u nastanku PP. Ranija obstetricka istorija obuhvata podatke o toku i ishodu
prethodnih trudno¢a a najvazniji je podatak o ranijim PP i spontanim abortusima, $to su

pokazali Mercer i sar. [5]. Naime oni su na$li znacajnu udruZenost ranijeg spontanog PP i
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ponovnog prevremenog porodaja u aktuelnoj trudno¢i, kao i vecu verovatno¢u ponovnog PP sa
manjom gestacijskom starosti prethodnog PP. Raniji PP uzrokovan PPPO, skracen grli¢ i
pozitivan fetalni fibronektinski test (FFT) pokazuju visoku udruzenost sa PP uzrokovanim
PPPO i u aktualnoj trudno¢i [6]. Raniji PP, uz FFT i skracen grli¢, predstavljaju najznacajnije
prediktore PP [7]. Komplikacije u tekucoj trudno¢i podrazumevaju elektivni PP zbog
komplikacija kod majke ili fetusa, zatim multiple trudnoce, kongenitalne anomalije i infekcije
[8]. Tako su Meis i sar. [9] nasli da je najbolji nacin za prevenciju PP pronalazak boljih nacina
prevencije i terapije hipertenzivne bolesti u trudno¢i. Pokusaji da se na osnovu ovih faktor rizika
izgrade bodovni sistemi za odredivanje stepena rizika za PP pokazali su se neuspe$nim jer se
ovakvim pristupom nije mogao idenfikovati veliki broj zena koje su se porodile pre vremena.
Vise od 50% svih PP desava se kod zena kod kojih se ne mogu ustanoviti faktori rizika [10,
11].Tako su Mercer i sar [12] u studiji radenoj u 10 centara ukupno 2929 zena nasli da ovakav
sistem skora moze identifikovati mali broj Zena koje ¢e se poroditi pre vremena (senzitivnost
24,2%, PPV 28,6%).

Morbiditet i mortalitet ploda i rane i kasne sekvele u obrnutoj su korelaciji sa vremenom
u kome je doslo do PP. U etioloskom smislu PP se naj¢esée dele u tri kategorije: 1) indukovani
zbog komplikacija kod majke ili ploda u trudno¢i (25%), 2) PP koji zapo¢inju prskanjem
plodovih ovojaka (25%) i 3) idiopatski PP, odnosno oni u kojima je pocetni dogadaj spontano
zapocinjanje porodaja uz ocuvane plodove ovojke (50%). Ipak kako su dve poslednje kategorije
veoma sli¢ne, sustinska razlika postoji izmedu indukovanog (25%) i spontanog PP (75%) [14].
PP je najvazniji pojedinacni uzrok perinatalnog morbiditeta (75%) i neonatalnog mortaliteta
(85%). Ucestalost PP u svetu krece se od 5-12%, a u Srbiji je ovaj procenat izmedu 6- 8% [15
- 19]. Godisnje se oko 15 miliona beba rodi pre vremena, a oko 1 milion umre zbog
komplikacija, a PP je najces¢i pojedinacni uzrok smrtnosti prevremeno rodene dece [15].
Poslednjih nekoliko decenija znacajno je smanjen procenat smrtnosti prevremeno rodene dece,
Sto je, pre svega, posledica napretka u postnatalnoj nezi prevremeno rodenih [16, 17]. S druge
strane, povecano preZivljavanje, posebno onih koji su rodeni pre 32. n. g. dovelo je do vece
prevalencije sindroma respiratornog distresa, periventrikularne hemoragije i leukomalacije,
hroni¢nih pluénih bolesti, nekrotizuju¢eg enterokolitisa, retinopatije nedonoscadi, povecane
osetljivosti na infekcije (septikemija), kao i razli¢itih kasnih neuroloskih i psiholoskih sekvela
kao Sto su cerebralna paraliza, problemi sa vidom i sluhom, epilepsija i smanjena inteligencija
[20 - 22]. Pretpostavlja se da je bar 10% PP potencijalno preventabilno, $to bi smanjilo broj
prevremeno rodene dece za oko 1,5 miliona [23 - 25]. Nazalost, u poslednjih nekoliko decenija

ucestalost PP nije se bitnije menjala, a u nekim razvijenim zapadnim zemljama imala je i trend
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porasta. Veliki broj ispitivanja i pokusaji da se izdvoje Zene koje bi imale povecan rizik za PP,
uglavnom su ostali neuspesni'[26 - 32].

U poslednjih tridesetak godina ispitivano je preko 200 razli¢itih biomarkera u
predvidanju PP, ali ni jedan od njih za sada nije naSao $iru primenu u klini¢koj praksi. Preko
polovine Zena koje se porode pre vremena, nemaju ni jedan nama poznati Cinilac rizika za PP
[32 - 35].Vecina autora se slaze da PP nije nikada uzrokovan jednim etioloskim faktorom, nego
da razli¢iti patoloski procesi i stanja majke, ploda i posteljice dovode do aktivacije plodovih

ovojaka, promena na grli¢u materice i miometrijumu i otpoc¢injanja PP [36 -38].

1.2 ZAPALJENJSKI PROCES KAO SREDISNJI DOGAPAJ TERMINSKOG I PP

Kao i kod vecine vrsta i kod ¢oveka je materica u vecem delu trudnoce u fazi mirovanja.
Povremene kontrakcije su kratkog trajanja, slabo sinhronizovane, niskih amplituda tako da ne
dovode do znacajnijeg porasta intrauterinog pritiska. Ovakva aktivnost se kod Zivotinja naziva
kontrakturama, a kod ¢oveka su poznate kao Braxton-Hicksove kontrakcije. Ova faza obuhvata
oko 95% trajanja trudnoce i to je faza u kojoj se uterus nalazi u stanju mirovanja koje je
omoguceno aktivnos$¢u jednog ili viSe inhibitornih sistema. Ovi inhibitori ukljucuju pre svega
progesteron, zatim prostaciklin i azot oksid kao i mnoge druge supstance. Dakle, miometrijalna
aktivnost tokom trudnoce prigusena je supstancama koje deluju preko razli¢itih mehanizama,
mada uopsteno dovode do poveéanja unutarcelijskog nivoa cikli¢nih nukleotida Koji inhibisu
oslobadanje Ca?* iz unutarcelijskih depoa, ili smanjuju aktivnost kinaze lakog lanca miozina.
Prestanak delovanja jednog ili vise takvih Cinilaca moze da dovede do zapocinjanja bilo
terminskog bilo PP. Okida¢ za prevagu kontrakcija nad kontrakturama desava se kao normalan
fizioloski proces u terminu ili moZze da bude pokrenut razli¢itim patoloskim stanjima. Od
znacaja je i ¢injenica da se ovaj prelaz sa kontraktura na kontrakcije najéeS¢e deSava noc¢u i da
mu prethodi obrazac povecane no¢ne materi¢ne aktivnosti u smislu kontrakcija. Cikli¢ni
dnevno-noéni obrazac ukazuje na ¢injenicu da se materi¢na aktivnost nalazi i pod kontrolom
neuromehanizama, jer su neuroni jedine ¢elije za koje je poznato da imaju ovakav nezavisan
cirkadijalni ritam. Danas jos nemamo odgovor na pitanje da li pad u koncentraciji relaksiraju¢ih
supstanci ili porast supstanci koje stimuliSu uterusnu aktivnost dovode do zapocinjanja
porodaja, a najverovatnije je da porodaj nastaje koda dode do prevage jednih ili drugih supstanci
koji se tokom trudnoce nalaze u stanju dinamicke ravnoteze. S klinickog aspekta zapocinjanje
porodaja obuhvata tri razli¢ita elementa: 1) promenu obrasca kontraktilnosti miometrijuma od
kontraktura (kratkotrajne kontrakcije, niskih amplituda i male frekvencije) do kontrakcija

(duzeg trajanja, visih amplituda i vece ucestalosti), 2) skracivanje i Sirenje grlica, i 3) prskanje
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plodovih ovojaka. Osim toga, u najve¢em broju slucajeva, postoji vremenski odredena
zavisnost izmedu ovih dogadaja i biohemijske promene u tkivu grlica obi¢no prethode
kontrakcijama materice koje onda dovode do dilatacije grli¢a. Ovi dogadaji najcesce prethode
prskanju plodovih ovojaka i smatra se da u svega oko 10% slucajeva dolazi do spontanog
prskanja ovojaka pre zapocinjanja materi¢ne aktivnosti.
Vecina autora se slaze da i terminski PP sustinski predstavljaju zapaljenjski proces [43 - 47].
Na osnovu dosadasnjih ispitivanja veéina autoriteta na polju prevremenog porodaja slaze se da
se PL 1 TL dva fundamentalno ista dogadaja koji se deSavaju u razlicitim periodima trudnoce.
U oba slucaja mehanizam je isti 1 podrazumeva uterine kontrakcije, dilataciju cerviksa 1
aktiviranje fetalnih membrana. Dakle, osnovna razlika izmedu ova dva procesa je ta $to je
terminski porodaj rezultat fizioloSke aktivacije mehanizma porodaja, dok PL nastaje kao
posledica nekog patoloskog stanja koje dovodi do aktivacije jedne ili viSe komponenti koji onda
pokrecu porodajni mehanizam pre vremena

Postoji veliki broj podataka koji ukazuju da je terminski porodaj udruzen sa aktivacijom
zapaljenjskog procesa u plodovim ovojcima, decidui i grli¢u, i da zapaljenjski medijatori igraju
klju¢nu ulogu u humanom porodaju [48, 49].Tako je sazrevanje grlica, koje predstavlja rani
dogadaj u normalnom porodaju, poredeno sa zapaljenjskim procesom koji se karakteriSe
infiltracijom leukocita u stromi grli¢a [50, 51]. Thomson i sar. [53] su pokazali da neutrofili i
makrofagi infiltriSu i miometrijum, predominantno donji uterusni segment tokom terminskog
porodaja. Aktivisani neutrofili i makrofagi su bogat izvor zapaljenjskih medijatora kao $to su
aktivator plazminogena, eikosanoidi, kolagenaze, elastaze i proinflamatorni citokini. Ovaj
inflamatorni infiltrat ima razli¢itu ulogu u razli¢itim regijama uterusa. Tako bi u donjem
materiénom Segmentu ucestvovao u remodeliranju tkiva i sazrevanju grli¢a, dok bi u gornjim
partijama preko pomenutih medijatora direktno ili indirektno podsticao kontraktilnost uterusa
[55]. Winkler i sar. [56] su pokazali da infiltracija cervikalne strome neutrofilima posredovana
IL-8 igra vaznu ulogu u porodaju. Dakle, razlika je u tome $to kod terminskog porodaja
zapaljenjski proces biva pokrenut fizioloskim mehanizmima posle 37. n.g, dok kod PP
zapaljenje biva pokrenuto nekim od patoloskih mehanizama i pre 37. n. g.

U fizioloskim uslovima najéesce uterusne kontrakcije prethode promenama na cerviksu
i aktivaciji plodovih ovojaka, da bi u jednom sinhronom, precizno kontrolisanom procesu doslo
do normalnog porodaja [57]. Kod PP se obi¢no izolovano, neuskladeno aktivise jedan od ovih
mehanizama (dilatacija grli¢a, pucanje plodovih ovojaka, uterusne kontrakcije) 1 uzrokuje PP.
Prelazak uterusa iz stanja mirovanja u stanje aktivnih kontrakcija i sledstvenog PP moze biti

pokrenuto razli¢itim patoloskim mehanizmima kao §to su: 1) infekcije; 2) uteroplacentna
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ishemija i decidualna krvarenja, 3) prerastegnutost uterusa, 4) alergijski fenomeni, 5)
poremecaji u imunoloskoj toleranciji ploda (,,fetus kao alograft™), 6) cervikalni faktor,
insuficijencija grlica, 7) stres majke i/ili fetusa, 8) hormonski poremecaji (misli Se pre svega na

progesteron i hormon koji oslobada kortikotropin i genetski i/ili epigenetski faktori.

Cervikalno
oboljenje
Rastezanje Abnormalna
materice reakcija na
\ / alograf
Ishemija
materi::e Alergijski
o \ K fenomen
krvarenje
.. K Endokrini
Infekcija

poremecaj

Slika 1.2: Shematski prikaz patolo§kih mehanizama koji mogu dovesti do prevremenog porodaja

Dakle, mogli bismo re¢i da svaki od navedenih etioloskih faktora, sam ili viSe njih, moze da
predstavlja okida¢ koji ¢e uterusnu sredinu iz antiinflamatarnog prevesti u proinflamatorno
stanje i dovesti do PP. Posto infekcije predstavljaju najéesci uzrok PP, onda je to najbolji primer
za sustinski ista inflamatorna zbivanja koja se desavaju i kod PP uzrokovanih drugim etioloskim
faktorima.
1.3 INFEKCIJE I PREVREMENI PORODAJ

0Od 25-40% svih PP desava se kod trudnica sa IUI, a ovaj procenat raste sa manjom gestacionom
staro$¢u 1 dostize 80% ukoliko je do PP doslo pre 30. n.g [56, 57]. Infekcije predstavljaju ne
samo najéesci, nego i jedini etioloski faktor, za koji je utvrdena kauzalna povezanost sa PP [58-
60]. Na ovakvu uzro¢nu povezanost ukazuju mnogobrojni rezultati eksperimentalnih i klini¢kih
ispitivanja. 1UI ili sistemska primena mikrobioloskih produkata kod gravidnih Zivotinja dovodi

do PP [61-64]. Fetus i placenta miSeva predstavljaju najbogatiji izvor antiinflamatornog
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citokina IL-1ra, dok je uterus vazan izvor proinflamatornih citokina IL-1, IL-6 i TNF-q,
medutim nivo IL-1ra u uterusu nedovoljno je visok da bi mogao da ponisti dejstva IL-1 tokom
infekcije [64-67]. Infekcije na udaljenim organima (paradontitis, pijelonefitis, pneumonija,
malarija, infekcije urinarnog trakta) ¢esto su udruzene sa PP [68-71].

Kod ljudi je pokazano da je supklinicka IUI udruzena je sa PP [72-77].Pacijentkinje sa
intraamnionskom infekcijom ili zapaljenjem (na osnovu povecanih Kkoncentracija
proinflamatornih medijatora u amnionskoj te¢nosti) u drugom tromesecju imaju povecan rizik
za PP [78-83]. Lecenje bakterijske vaginoze (BV) i asimptomatske bakteriurije smanjuje
ucestalost PP [84-89]. U eksperimentalnom modelu leCenje antibioticima horioamnionitisa
izazvanog ascedentnom intrauterinom infekcijom moze da sprec¢i PP [90].

Mikrorganizmi mogu da stignu do amnionske Supljine i ploda i dovedu do Ul razli¢itim
putevima: ascendentno iz vagine preko cerviksa, hematogena diseminacija kroz placentu,
transplacentarno, retrogradno iz peritonelne duplje preko jajovoda ili jatrogeno tokom
medicinskih procedura (amniocenteza). Svakako da je ascendenti put infekcije najceséi i one
su u preko 50% slucajeva pocetni dogadaj kod PP udruZenog sa infekcijom, a ovaj procenat je
vedi §to je gestaciona starost manja [91]. Pretpostavlja se da postoji 5 faza procesa koji dovodi
do nastanak IUI. U prvoj fazi dolazi do poremecaja vaginalne flore, naseljavanja pojedinacnih
mikroorganizama i/ili polimikrobne infekcije u kome normalna preodominanta laktobacilarna
flora biva zamenjena patoloskom florom (BV). Iz vagine ascedentnim putem preko grlica
mikroorganizmi dolaze do decidue i horiona, odakle infekcija moze da prodre u fetalne sudove
ili kroz amnion u amnionsku Supljinu i dovede do intraamnionske infekcije. Iz amnionske
te¢nosti, na razlicite nacine, bakterije mogu da dospeju u plod [92]. Jo$ jedan mogu¢i put koji
moze dovesti do fetalne sepse je Sirenje infekcije lokalizovane u parijetalnoj i bazalnoj decidui
odakle moze direktno (preko horionskih ¢upica) dopreti u krvotok ploda. Bez obzira na put,
svaki prodor mikroorganizama dovodi do imunskog odgovora majke i/ili fetusa. Kada patogen
savlada fizicko-hemijske barijere na sluznicama, pokrece se vise razlicitih signalnih puteva koji
aktivisu druge komponente imunske odbrambene mreze i sledstvenog akutnog zapaljenjskog
odgovora. Dolazi do povecanja propustljivosti krvnih sudova, ekstravazacije proteina akutne
faze i proteina komplementa i influksa velikog broja PMN. Svi ovi procesi odigravaju se
kontrolisano, a jedan od najznacajnijih kontrolnih mehanizama su razli¢iti citokini koje
produkuju kako epitelne celije, PMN i druge ¢elije, a dok ovi procesi napreduju, makrofagi i
dendriti¢ne Celije prezentuju patogen T Celijama, pokrecuci tako 1 adaptivni imunski odgovor
[93]. Ukratko, uloga urodenog imunskog sistema je da brzo reaguje na patogen, zapocne

zapaljenjski i odgovor adaptivnog imunskog sistem. Najvazniju ulogu u aktivaciji urodenog
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imunskog sistema imaju receptori koji prepoznaju uzorke (RPU) (engl. pattern-recognition
receptors, ) [94]. Ove receptore iskazuju razlicite ¢elije i predstavljaju prvi korak u aktivaciji
urodenog imunskog sistema [95]. Na osnovu funkcije i lokalizacije mogu da se podele u tri
grupe: solubilni RPU koji ukljucuju proteine akutne faze kao Sto je C reaktivni protein koji
deluje kao opsonin i pomaze da se patogen eliminiSe U saradnji sa sistemom komplementa i
fagocitima, transmembranski RPU (receptori za uzbunjivanje, TLR, receptori Cistaci (engl.
scavenger receptors,SR) i lecitin tipa C), i unutaréelijski RPU kao §to su NOD1 i NOD2 koji
prepoznaju unutarcelijske patogene [96-98]. TLR su odgovorni za prepoznavanje molekulskih
obrazaca patogena (engl. pathogen-associated molecular patterns, PAMP) i danas je poznato
11 ¢lanova porodice TLR koji su specifi¢ni za razlicite komponente mikroorganizama i/ili
njihovih toksina [99-101]. RPU prepoznaju i druge opasne signale u ostecenim tkivima,
takozvane molekularne obrasce oste¢enog tkiva (engl. damage associated molecular patterns,
DAMP) [102, 103]. Ova ostecenja mogu biti prouzrokovana razli¢itim unutrasnjim fizi¢kim
faktorima, npr. blizanacke trudnoce ili polihidroamnion, odnosno kada je prerastegnutost
uterusa pokreta¢ PP. S druge strane su ¢inioci iz spoljasnje sredine: razli¢ita hemijska jedinjenja
i toksini. Ovakvi produkti mogu nastati u stanju hipoksije u vezi sa trombozama ili krvarenjem,
Sto takode ukazuje da bi ovi receptori mogli imati znac¢ajnu ulogu u PP izazvanim decidualnim

hemoragijam i trombozama [104].

Egzogeni ligandi
(mikrobi)

Kontrakcije

Infekcija materice
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-
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Slika 1.3: Inflamatorni biomarker ii etiopatogeneza preveremenog porodaja
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Neodgovaraju¢i imunski odgovor, bilo u smislu prekomernog ili nedovoljnog i aktivacija
sistema komplementa (alergijski fenomeni) takode mogu dovesti do stvaranja produkata koji
mogu da aktiviSu DAMP i pokrenu zapaljenjski proces. Dakle DAMP bi mogli da posmatramo
kao receptore koji igraju veoma vaznu ulogu u zapocinjanju “sterilnog” zapaljenjskog odgovora
koji bi mogao da bude od znacaja u etiopatogenezi PP koji nije udruzen sa infekcijom [105-
108]. Zapaljenjski biomarker od znac¢aja u etiopatogenezi PP udruZzenog sa infekcijom prikazani
su na Slici 1-3. Iz slike je jasano da vecina patogena potice iz vaginalne flore (ascedntni put
najéesci), TLR2 and TLR4 vezu se za komponente Gram pozitivnih i Gram negativnih bakterija
ali 1 drugih endogenih liganda i najznacajniji su faktor u inicijaciji imunskog odgovora, a svaki
¢lan porodice TLR prepoznaje specifi¢ne patogene komponente. Aktivacija TLR dovodi do
signalne kaskade u kojoj dolazi do produkcije proinflamatornih citokina i aktivacije ne samo
urodenog nego i steCenog imunskog sistema. Razli¢iti mikroorganizmi (bakterije, Viruse,
gljivice, paraziti) i njihove komponente i produkti (liposaharidi i peptidoglikani) aktiviraju
TLR, koji onda pokrece transkripcione faktore od kojih je najvazniji NF-xB, $to rezultira u
pojacanoj ekspresiji proinflamatornih citokina (IL-1f, IL-6, 1L-8, i TNF-a) u tkivima majke,
fetusa i placente, koji dovode do pojacane sinteze PG i razli¢itih matriksnih metaloproteinaza
(MMP), sto sve moze dovesti do PP. Ova zbivanja sustinski objasnjavaju etiopatogenezu PP
udruZenu sa infekcijom. Alarmini, kao hroni¢ni inflamatorni biomarkeri verovatno igraju vaznu
ulogu u zbivanjima u kojima je PP izazavan drugim ili nepoznatim etioloskim faktorima.
Vezivanje TLR dovod do aktivacije intracelijskih signalanih puteva, aktivacije transkripcionih
faktora koji pokreci ekspresiju seta gena umeSanih u imunski odgovor i zapaljenje, a pre svega
transkripcionog faktoraNF-kB [109]. On je ukljucen u regulisanje transkripcije brojnih gena
klju¢nih za zapaljenje i imunski odgovor. In vitro studije su pokazale vaznu ulogu NF-xB u
regulaciji nekoliko zapaljenjskih gena povezanih sa porodajem [110-112]. Ovi geni
prvenstveno regulisu proizvodnju zapaljenjskih citokina i hemokina. Pored toga oni regulisu
produkciju enzima cikoloksigenaze-2 pod ¢ijim se dejstvom iz arahidonske kiseline sintetisu
prostaglandini, koji su klju¢ni medijatori U otpoCinjanja porodaja [113-116]. Njihova klju¢na
uloga proizilazi iz ¢injenice da prostaglandini pokre¢u kontraktilnost miometrijuma, dovode do
promena i sazrevanja grli¢a materice, kao i aktivacije decidue i plodovih ovojaka. U stanjima
blokade NF-kB smanjena je ekspersija cikoloksigenaze-2, produkcija prostaglandina u
amnionskim i miometrijalnim celijama i aktivnost MMP u amnionskom i horiodecidualnom
tkivu [117,118]. NF-kB moze biti aktivisan proinflamatornim citokinima kao $to su TNF-a, IL-
1P i drugim $to moze dovesti do produzenog intrauterinog zapaljenjskog odgovora [119-121].

Vazno je napomenuti da stvaranje ovakvog proinflamatornog intrauterinog miljea ima jos jednu
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vaznu posledicu, a to je da je u ovakvim uslovima znacajno slabiji odgovor na antiinflamatorne
ucinke progesterona [122-125]. Progesteron je, kao $to je poznato, hormon odgovoran za
odrzavanje materice U stanju mirovanja, a kod mnogih vrsta pred sam porodaj detektuje se
znacajan pad u koncentracijama progesterona [126]. Ovakav pad progesterona u serumu se ne
detektuje kod ljudi, ali se veruje da dolazi do takozvanog "funkcionalnog smanjenja
progesterona" odnosno izmena u koncentracijama razlicitih progesteronskih receptora i
njegovog lokalnog metabolizma, kao i pomenutog negativnog uticaja koji moze imati
zapaljenjski proces, odnosno aktivacija NF-kB na progesteronske receptore [127-129]. In vitro
studije na ¢elijama humanog miometrijuma pokazale su da je jedan od najvaznijih mehanizama
preko kojih progesteron ostvaruje svoju antiinflamatornu ulogu inhibicija NF-xB [130].
Ukratko, TLR prepozna mikroorganizam, aktivira transkripcioni faktor NF-xB koji
dovodi do sinteze proinflamatornih citokina (IL-1B, TNF-o, IL-8) i PG Koji pokretu
zapaljenjsku kaskadu koja dovodi do PP. Pored toga TLR aktiviSe ¢elije koje preraduju i
predstavljaju antigene, pojacava njihovu ekspresiju MHC i kostimulatornih molekula (CDA40,
CD89, CD86 i CD70) sa krajnim ciljem da dovede do aktivacije i diferencijacije specifi¢nih
limfocita T. Poznato je da u drugoj fazi menstrualnog ciklusa, pod uticajem progesterona, dolazi
do znacajnog smanjenja odnosa Th1/Th2 éelija u pripremi za implantaciju oplodene jajne celije.
U ranoj trudno¢i predominatan je Th2 tip imunskog odgovora $to dovodi do pojacane
produkcije antiiinflamatornih citokina (IL-4, IL-6, IL-13) koji indukuju oslobadanje humanog
horionskog gonadotropina iz trofoblasta ¢ija je uloga da spreci apoptozu zutog tela i stimuliSe
proizvodnju progesterona u jajnicima. Progesteron dovodi do stimulacije trofoblastne sekrecije
Th2 citokina i uspostavljanja pozitivne povratne sprege, koja povoljno deluje na trudnocu [131].
Zapaljenje uzrokovano infekcijom dovesce do proizvodnje proinflamatornih citokina i nastanka
sredine koji vodi trudnocu u nezeljen ishod. Trudnoc¢a se smatra klasi¢énim primerom stanja u
kome dolazi do prevlade Th2 tipa imunskog odgovora. Ovakav zakljucak proizilazi iz
eksperimenata na zivotinjama i bazira se na blagotvornom uticaju Th2 citokina na feto-
placentni rast i stetnom efektu Thl citokina kao §to su IFN-y i TNF-o tokom istog perioda
gestacije [132, 133]. Mnogobrojni su primeri i za ostale citokine koji jasno ukazuju da je u
razli¢itim periodima trudnoce optimalna (fizioloska) ravnoteza Th1l/Th2 tipa imunskog
odgovora bitan uslov za odrzavanje i napredovanje trudnoc¢e [134, 135]. Najnovija ispitivanja
ukazuju da su ovakva shvatanja pojednostavljena, jer neke novootkrivene subpopulacije
pomoc¢nickih ¢elija (Thl7, Th9, TREGs) svakako imaju znacajnu, ali za sada nedovoljno
istrazenu i definisanu, ulogu u ovim zbivanjima. Citokini imaju odlucujucu ulogu u procesu

diferencijacije naivnih ¢elija [136]. Tako su IL-12 i IL-18 kljuéni citokini diferencijaciju Th1,
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odnosno u promociji ¢elijskog imunskog odgovora koji je najznac¢ajniji odbrani od bakterija,
intracelularnih parazita, gljivica i nekih virusa [137]. Pomenuti mikroorganizmi ujedno
predstavljaju glavne induktore sinteze IL-12 u infekciji. IFN-y je najmoc¢niji stimulator
produkcije IL-12 koji povratno stimuliSe proizvodnju IFN-y. S druge strane, inhibitori
produkcije IL-12 su IL-4, IL-10, TGF-pB i IL-13. U Th1 subpopulaciji limfocita 1L-12 indukuje
sintezu IFN-y, IL-2 i TNF-a. Pozitivni povratna sprega izmedu IL-12 i IFN-y je jedan od
mehanizama koji moze da dovede do prekomernog zapaljenjskog odgovora i ima znacajnu
ulogu u etiopatogenezi autoimunskih bolesti. Kao $to je naglaseno, Th2 citokini su inhibitori
produkcije IL-12, ali u odredenim okolnostima mogu dovesti i do poveéanja koncentracije 0vog
citokina, $to govori da je proizvodnja IL-12 razli¢ito regulisana na razli¢itim krakovima
imunskog odgovora. lako IL-12 moze da preusmeri Th2 u Thl tip imunskog odgovora, IL-4 je
dominatan u odnosu na njega i u uslovima znacajnih koncentracija oba citokina diferencijacija
se odvija pravcu Th2 tipa imunskog odgovora. Fizioloski izvor IL-12, in vivo, primarno su
antigen prezentirajuce celije, makrofagi, PMN, dendriti¢ne Celije, keratinociti i B-celije [138].
Drugi vazan ¢lan proinflamatornih citokina je IFN-y koga proizvode aktivisane NK-¢elije
makrofagi i B-¢elije, dok Th2 subpopulacija ne Iu¢i IFN-y. Antiinflamatorni citokini kao $to su
IL-4, IL-10 i TGF-p su inhibitori produkcije IFN-y. Moglo bi se re¢i da je osnovna uloga IFN-
vy imunomodulatorna jer on stimuliSe aktivaciju PMN, fagocitozu, reguliSe produkciju drugih
proinflanatornih i antiinflamatornih citokina kao i proces apoptoze [139-141]. IFN-y ima vaznu
ulogu u odbrani od intracelularnih patogena i, kao §to smo rekli, regulaciji Thl tipa imunskog
odgovora [142-144]. Dakle subpopulacija Th1 lu¢i uglavnom proinflamatorne citokine kao §to
su INF-y, TNF- o, IL-12, IL-1, IL-2, IL-1B i IL-18. Diferencijacija u Th2 smeru desava se u
prisustvu IL-4 i IL-2 i ova subpopulacija lu¢i IL-4, IL-5, 1L-13, IL-10, IL-6 i IL-8. Sli¢no, Th17
efektorne ¢elije mogu dovesti do zapaljenja i autoimunih bolesti. Funkcionalna uloga Thl7
¢elija je u odbrani domacina od vancelijskih patogena tako $to dovodi do nakupljanja PMN i
makrofaga u inficiranim tkivima, a poremecaji u regulaciji ovih ¢elija imaju znacajnu ulogu u
etiopatogenezi mnogih autoimunskih i zapaljenjskih bolesti. Produkcija Th-17 citokina, IL-
17A, regulisana je uglavnom IL-23, ali i IL-6, IL-21 i TGF-B. Th17 ¢elije sintetizuju IL-17A,
IL-17F, GM-CSF, IL-6, TNF-a, IL-21 i IL-22. Ova populacija imala bi znacaja kod hroni¢nih
zapaljenjskih bolesti, a kako neki autori smatraju da je PP hroni¢ni zapaljenjski dogadaj, ova

subpopulacija bi mogla biti od posebnog znacaja [36].
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Nedavno je otkrivena i Th9 subpopulacija T-pomo¢nickih ¢elija. Razvijaju se nezavisno
od Thl, Th2 i Th17 ¢elijske linije. TGF-B, koji je od presudne vaznosti za diferencijaciju
regulatornih ¢elija T (TREGS) i Th17 ¢elije indukuju usmeravanje Th2 u Th9 ¢elije koje se
karateri$u lu¢enjem 1L-9. Celije Th9 mogu da nastanu i diferencijacijom iz naivnih CD4+ T
¢elija pod uticajem TGF-B i IL-4. IL-9 je ¢lan familije citokina koja ukljucuje I1L-2, IL-4, IL-7,
IL-151 IL-21. IL-22 je ¢lan IL-10 familije citokina, i primarno ga lu¢e Th17 ¢elije. IL-23 i IL-
6 mogu direktno da stimulisu naivne T C¢elije da luce IL-22. Pored IL-9, ove c¢elije (Th9)
produkuju i IL-10, Kkoji je najja¢i antiinflamatorni citokin koji inhibira produkciju
proinflamatornih Th1 citokina, §to bi teoretski takode moglo biti od velikog znacaja i uticaja na

etiopatogenezu PP.
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Slika 1.4: Shematski prikaz TH1/TH2/TH9/TH17 imunskog odgovora

Danas postoji veliki broj podataka koji ukazuju da je terminski porodaj udruZen sa aktivacijom
zapaljenja u fetalnim mebranama, decidui i grli¢u i da citokini i drugi zapaljenjski medijatori
igraju klju¢nu ulogu u humanom porodaju.

Najvazniju ulogu u PP udruzenim sa infekcijom imaju IL-1p i TNF-o [145-147].
Pokazano je da veéina proinflamatornih citokina dovodi do manjeg ili veceg porasta sinteze
PG, kako u plodovim ovojcima tako i decidui i miometrijumu [148-150]. Humana decidua u
odgovoru na bakterijske produkte produkuje ove citokine [151-154]. Koncentracije IL-1, TNF-
o 1 IL-6 u amnionskoj te¢nosti su povisene kod zena sa PP i IUI i dobro korelisu sa nalazom
histolo§kog horioamnionitisa i kulture. Mnogi eksperimenti na Zivotinjama pokazali su da ovi

citokini mogu da indukuju PP [155, 156]. TNF-a stimulise produkciju MMP i njegova primena
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dovodi do sazrevanja grlica materice, a oba pojac¢avaju ekspresiju IL-8 na decidualnim ¢elijama
tako da ovaj hemokin ima znacajnu ulogu u etiopatogenetskim zbivanjima vezanim za normalan
porodaj, kao i PP udruzen sa infekcijom [157-159]. Od posebnog znacaja je uloga IL-8 u
promenama na grli¢u materice koje 1 u normalnom 1 patoloSkom porodaju verovatno prethode
pojacanoj kontraktilnosti uterusa, a koje sustinski takode imaju karakteristike zapaljenjskog
procesa [160]. Novija ispitivanja pokazuju da su u ova molekularna zbivanja umesani i drugi
proinflamatorni i antiinflamatorni citokini kao i drugi medijatori zapaljenja samo $to je njihova
uloga mnogo manje ispitana. Od citokina pomenu¢emo samo najvaznije: IL-6, 1L-10, IL-16,
IL-18, CSF, MMIF i RANTES. Dakle, na osnovu podataka kojima danas raspolazemo, I1L-1,
TNF-a, IL-6 i IL-8 igraju najvazniju ulogu u etiopatogenetskim zbivanjima vezanim za PP
udruzen sa infekcijom

Medutim, ispitivanja su pokazala da ,iskljucivanje gena za odredene citokine, ne
dovodi do ,,zaustavljanja* bioloskih efekata na koje oni znacajno utiu $to potvrduje da su u
pravu oni koji ukazuju na znacaj sadejstva ovih zapaljenjskih medijatora, odnosno mreze
citokina (MC). U ovakvoj mrezi svaki ¢lan povezan sa drugim ¢lanovima uz moguénost
postojanja brojnih signala koji reguliSu medusobne interakcije, a sve to u jednom dinami¢nom
sistemu, promenljivom i vremenskom, kvantitativnom i kvalitativnom smislu, koji opet ne
funkcionisSe izdvojeno nego je kako pod uticajem lokalnih, tako i pod uticajem sistemskih
neuroendokrinih, imunskih, genetskih i epigenetskih mehanizama, i naravno bakterija i
bakterijskih zajednica. Znajuci ovo ne ¢udi da i pored velikog broja ispitivanih citokina nijedan
od njih se nije izborio za ,status® koji bi preporucio njegovu primenu u klinickoj praksi u

prevenciji ili predvidanju zbivanja vezanih za infekcije 1 PP.

1.4 VAGINALNE INFEKCIJE

U najvecem broju slucajeva pocetni dogadaj kod PP udruzenog sa infekcijom predstavlja
promena normalne u patolosku vaginalnu floru. Medutim, problem je u tome $to mi danas ne
znamo pouzdano $ta je to “normalana”, a Sta “patoloska” vaginalna mikroflora. Istorijski
gledano, prvi uvid u sastav vaginalne mikroflore omogucio je mikroskop, i jo§ 1892. god.
profesor Albert Ddderlein je podelio ispitivane trudnice u dve grupe, one sa normalnom
vaginalnom florom u kojoj dominiraju vaginalni bacili, i one sa patoloskom vaginalnom florom
koja sadrzi brojne druge mikroorganizme. Schroder 1920. god. govori o tri vrste vaginalnog
sekreta u zavisnosti od koli¢ine sekreta, odnosno stepena vaginalne Cisto¢e. On je pokazao da

je prva grupa najmanje patogena i da sadrzi pretezno Ddderleinove bacile, druga grupa ima
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mesanu floru sa malim brojem laktobacila, i tre¢a grupa sa meSanom laktobacilarnom florom i
potpuno odsutnim laktobacilima. Harris i Brown su 1928. godine objavili rad u kome su nasli
da 26 od 30 zdravih Zena posle porodaja ima anaerobe kao deo vaginalne mikroflore, a studija
Weinsteina iz 1938. pokazala je da 93% trudnih i 90% Zena koje nisu trudne imaju anaerobe u
vaginalnoj flori i pretpostavio da oni imaju najveci znacaj i karakteriSu normalnu floru vagine.
Naravno, nedostatak adekvatnih mikrobiloskih metoda i nemogucénost da se kulturom preciznije
utvrdi i prisustvo obligatornih anaeroba imala je za posledicu i pogresne zakljucke. Tek 1950.
god. Weaver i sar. [161] ponovo ukazuju na znacaj odsustva laktobacila i prisustva anaeroba
kod takozvanog nespecifi¢nog vaginitisa. Kada su Gardner i Dukes 1955. godine pokazali jasnu
udruzenost Gardnerelle vaginalis i nespecificnog vaginitisa, zakljuceno je da je Gardnerella
vaginalis uzro¢nik nespecifi¢nog vaginitisa [162]. lako pogresan, ovaj zakljucak je narednih 25
godina bio glavni razlog §to je ignorisana uloga i znacaj drugih mikroorganizama u nastanku
nespecificnog vaginitisa. Konfuzija koja je vladala oko etiologije dovela je do toga da entitet
danas poznat kao bakterijska vaginoza (BV) dobije veliki broj imena. Neki autori smatraju da
bi vaginalna bakterioza bio lingvisticki adekvatniji termin. Tek je napretkom mirobioloskih
metoda sedamdestih godina proslog veka uneseno viSe svetla, a najviSe naravno razvoju tehnika
kultura kao i drugih metoda. Medutim, danas znamo da preko 99% postoje¢ih mikroorganizama
ne mozemo da kultiviSemo, o ¢emu ¢emo kasnije vise govoriti. | danas mnogi klinicari
mikrobioloski nalaz tumace tako Sto odredenu vrstu bakterija klasifikuje kao normalnu
(saprofitnu), a druge kao patogene, postujuci tako jedan od Kochovih postulata. Tako je Koch
ustanovio da za uzro¢nika neke zarazne bolesti moze da se smatra samo onaj mikroorganizam
koji je kod bolesnika izolovan u ¢istoj kulturi, koji, inokulisan eksperimentalnim Zivotinjama,
kod njih izaziva isto oboljenje kao i kod bolesnika kod koga je izolovan, i koji se iz tako
zarazene Zivotinje opet moze dobiti u Cistoj kulturi. Ovako rigorozni kriterijumi imali su kao
posledicu usredsredenost na patogene bakterije, a samo sporadi¢no na one koje pripadaju
nepatogenoj, odnosno normalnoj flori. Cesto u praksi klini¢ar i mikrobilog pokusavaju da
izoluju odredenu vrstu bakterija da bi objasnili klinicke simptome bolesti i postavili dijagnozu,
ali su neretko razocarani izolacijom samo normalne flore. Ovakav iskljuciv stav previda
postojanje potencijalne patogenosti kombinacije razli¢itih mikroorganizama i izmedu ostalog
zanemaruje i kljucnu ulogu faktora domacina i njegove imunokompetetntnosti. Najbolji primer
zato je G. vaginalis koja je jedan od najvaznijih mikroorganizama u etiopatogenezi BV. I ranija
ispitivanja (kultura) pokazala su da kod velikog broja zena koje nemaju BV, mozemo izolovati
ovaj mikrorganizam, a najnovije molekularno bioloske studije taj »veliki broj Zena« definiSu sa

preko 50-90% prisustva razli¢itih sojeva ovog mikroorganizma [163, 164]. | studije
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mikrobioma vagine su pokazale da su G. vaginalis i L.iners dva najceS¢e izolovana
mikroorganizma iz vagine [165, 166].

U razlikovanju normalne od patoloske flore trebalo bi razlikovati mikroorganizme Koji
su stalno prisutni, one koji su povremeno prisutni i prolazno naseljavaju odredene regije od
onih koji su patogeni. To je i jedan od ciljeva projekta humanog mikrobioma. Najve¢i problem
u definisanju vaginalne flore svakako predstavlja ¢injenica da je to veoma dinamican ekosistem
koji u kratkom vremenu moze da se bitno promeni, pod uticajem mnogobrojnih faktora. Uvek
treba imati u vidu ¢injenicu da vaginalni bris koji uzimamo, bilo za preparat po Gramu bilo za
molekularno bioloska ispitivanja, predstavlja trenutni odraz stanja vaginalne mikroflore.
Mnogobrojni faktori kao $to su stres, godine, faze ciklusa, hormonski statusa, seksualne navika,
upotreba kontraceptiva ili drugih lekova mogu bitno da uti¢u na sastav i fluktuacije u vaginalnoj
mikroflori. Na ove ¢injenice ukazano je u longitudinalnim studijama (tada ograni¢enim na
analizu uzoraka kulturom) pri ¢emu je kod 78% Zena doslo da znacajnih promena u vaginalnoj
flori, kao da su te promene vezane za mesecni ciklus [167, 168]. Ove rezultate potvrdila su i
najnovija molekularnobioloska ispitivanja [169].

Danas, posle vise od jednog veka, mogli bismo re¢i da je podela koju je uspostavio
Ddoderlein i dalje vazeca i aktuelna. Da je to tako najbolje ukazuje Cinjenica da i danas u
najveem broju studija koje se bave ispitivanjem vaginalne flore Nugentovi Kriterijumi
predstavljaju zlatni standard, a po ovim kriterijumima se Zene dele u iste te dve grupe, samo $to
ovu sa ,,brojnim drugim mikroorganizmima“ definiSemo kao BV, a imamo i tre¢u grupu koja
je po Nugentu intermedijarna, odnosno predstavlja ,,nesto izmedu* ova dva stanja.

Shvataju¢i koliki znacaj imaju mikroorganizami, Americ¢ki nacionalni institut za
zdravlje je 2008. godine pokrenuo veliki projekat odredivanja ljudskog mikrobioma ¢iji je Cilj
otkriti 1 definisati mikrobne zajednice koje se nalaze na razli¢itim delovima ljudskog tela
(vagina, usna Supljina, creva, koza.) i otkriti kako promene u mikrobiomu uti¢u na ljudsko
zdravlje [170, 171]. Mikrobiom je pojam koji obuhvata sve mikroorganizme, njihov celokupan
genom, te medusobne interakcije mikroorganizama i domacina. Kako ¢ovek ima 10 puta vise
mikroorganizama nego ¢elija, jasno je da se radi o veoma kompleksnim zajednicama koje mogu
znacajno uticati na zdravlje i bolest kod ¢oveka. Nase trenutno razumevanje interakcija izmedu
mikroba i domacina je veoma oskudno jer danas znamo da se ve¢ina mikrobioloskih vrsta ne
moze kultivisati u laboratoriji. Ovi autohtoni mikroorganizmi postoje i opstaju u zajednickoj,
medusobnoj vezi sa SVojim domacinom, iako su neki od njih oportunisti¢ki patogeni koji mogu

da izazovu i1 hroni¢ne infekcije, a ponekad i1 bolesti opasne po zivot. Veruje se da ove zajednice

25



mikroba predstavljaju prvu liniju odbrane od infekcije konkurentnim, stranim, invazivnim

mikroorganizmima koji mogu da izazovu bolesti [172].

1.5 MIKROBIOM VAGINE

Medu odbrambenim mehanizmima, jedan od najvaznijih je svakako sastav mikrobioloske
zajednice koja kolonizuje vaginu. Mikroorganizmi koji naseljavaju vaginu predstavljaju fino
uravnotezen ekosistem u kome vaginalna sredina kontroliSe kolonizaciju bakterija, a mikrobioti
onda kontrolisu vaginalnu sredinu [173]. Ova dinami¢na zajednica mikroorganizama ima
klju¢nu ulogu u spre¢avanju kolonizacije vagine nezeljenim mikroorganizmima, a homeostaza
je rezultat obostrano korisnih interakcija izmedu domacina i velikog broja razli¢itih
mikroorganizama koja, opet, moze biti poremec¢ena mnogobrojnim unutrasnjim i spoljasnjim
faktorima[174]. Ovo su ujedno i glavni razlozi §to ne mozemo preciznije da definiSemo
pojmove i jasno povuc¢emo granicu izmedu onoga $to bi definisali kao fiziolosku ili patolosku
vaginalnu floru. Ve¢i deo naSeg znanja o sastavu vaginalne mikrobioloSke zajednice potice iz
kvalitativnih i kvantitativnih studija, koje u metodologiji koriste kulturu, a ovakvim pristupom
moze da se izoluje samo manji broj (3-5%) od sveukupnog broja mikroorganizama koji se
nalaze u vagini [175-177]. Razvoj i uvodenje novih molekularnobioloskih metoda uneli su
pravu revoluciju u definisanju vaginalne mikroflore, otkrivanju novih bakterija, kao i
obezbedivanju novih informacija o filogenetskoj raznovrsnosti mikroorganizama koji
saCinjavaju vaginalnu mikrofloru. Jedan od ciljeva projekta vaginalnog mikrobioma bio je da
se utvrdi da li u vagini veéine zdravih premenopauzalnih Zena postoji jezgro (eng. core
microbiom) vaginalnog mikrobioma, i da li i kako promene u tom jezgru mikrobioma koreliraju
sa zdravljem ili bolesti. Rezultati dosada$njih molekularno bioloskih studija sugeriSu da u
vagini zene ne postoji takvo jezgro, nego bi pre mogli govoriti o viSe jezgara [178, 179].

Ova jezgra su najbolje definisali i podelili u 5 grupa Ravel i sar [180]. U svom istrazivanju
asimptomatskih Zena 4 najvece etnicki grupe u SAD utvrdili su 5 glavnih bakterijskih zajednica:
u Cetiri od njih dominira jedna ili vise vrsta roda Lactobacillus (1.grupa: L. crispatus; 2. grupa:
L. Gasseri,3. grupa: L. iners; i 4.grupa: L. jensenii ); dok u5. grupi nisu dominatni laktobacili,
nego je ¢ini raznolika zajednica bakterija sa prevagom striktnih anaeroba kao $to su Prevotella,
Megasphaera, Atopobium, Finegoldia, Peptoniphilus, Eggerthella i Mobiluncus, a ovu grupu
¢ini oko jedne cetvrtine ispitanica. Otkrice Ravela i sar. [180].da laktobacili nisu dominantna
vrsta kod 27% ispitanica vazan je i zanimljiv podatak posto su one bile bez ikakvih simptoma,

a sastav vaginalne flore bio je slican onome kod Zena sa klinicki ili mikroskopski
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dijagnostikovanom BV. Ova studija je pokazala da su kod najveceg broja belkinja i azijatkinja
predominantni laktobacili, dok je mali broj laktobacila znatno c¢e$¢i kod crnkinja i
latinoameri¢ke populacije, koje izmedu ostalog karakteriSe i povisSen pH vagine preko 4,5.
Takode je pokazano da, pored laktobacila, mle¢nu kiselinu proizvode 1 Streptococcus,
Megasphaera, Leptorichia i Atopobium i da su ove bakterije prisutne kod gotovo svih
pacijentkinja, tako da je stvaranje mle¢ne kiseline ¢esto o¢uvano uprkos razlikama u sastavu
mikroorganizama [181]. Dakle, raniji postulat po kome prevaga laktobacila i vaginalni pH ispod
4,5 znace zdravu vaginalnu floru po Ravelu i sar. ne moze se primeniti bar na ¢etvrtinu, 0dnosno
jednu polovinu (pH>4,5) Zena [180]. Kako laktobacili predstavljaju osnov Nugentovog zbira
za zdravo, a vaginalni pH je jedan od ¢etiri Amselova klini¢ka znaka, postavlja se pitanje koliko
su ovi dijagnosticki kriterijumi verodostojni. Pri tome su Nugentovi kriterijumi “zlatni
standard” u laboratoriji i istraziva¢kim radovima (i u projektu mikrobioma vagine), a Amselovi
kriterijumi predstavljaju klini¢ki “zlatni standard” u dijagnozi BV. Opisani nalazi naro¢ito su
vazni jer objasnjavaju prilicno kontradiktorne podatke koji se odnose na BV i PP. Tako nemamo
jasne odgovore na pitanja kao S$to su: 1) da li je potreban skrining na BV u trudno¢i? 2) da i,
kada i kako le¢iti BV u trudnoc¢i? 3) da li leCenje antibioticima dovodi do smanjenja broja PP?
Ako se slozimo sa hipotezama Ravela i sar. [180] u proslosti sSmo ne mali broj zdravih Zena
lecili antibioticima, i obrnuto. Jasno je zbog Cega se, izmedu ostalog, razlikuju rezultati
dosadasnjih ispitivanja. Ova saznanja u pitanje dovode i dosadasnje epidemioloske studija koje
se odnose na ucestalost BV [182]. Ako, dakle, znamo da je odreden broj pacijentkinja bez
laktobacila i bez BV lecen, najces¢e metronidazolom, onda se moramo upitati i da li je ova
terapija bila Stetna? Naime, Atopobim vaginae , mikroorganizam za koji je nedavno pokazano
da ima znacajnu ulogu u etiopatogenezi BV, rezistentan je na metronidazol [183]. Dakle,
lecenje metronidazolom moze da dovede do promene vaginalne mikroflore i stvaranja boljih
uslova za rast i razvoj ovog mikroorganizma nego $to je to bilo pre terapije i tako, moZzda,
dovede do veceg rizika za pokretanje PP. Ova i mnoga druga pitanja koja indirektno otvara
Ravelova [180] studija, jasno ukazuju da su potrebna nova istrazivanja koja ¢e u svojoj
metodologiji, pored kulture i mikroskopskog pregleda, imati i nove molekularnobioloske
tehnike. Ovakav pristup pokaza¢e nam da li ¢e mikroskopski pregled nativnog preparata i
preparata po Gramu, zajedno sa kulturom oti¢i u istoriju, i da li ¢e primena novih metoda biti
neophodna za svakodnevnu klini€¢ku praksu, podrazumevaju¢i individualan dijagnosticki i
terapijski pristup u prevenciji 1 leCenju poremecene vaginalne flore 1 Stetnih posledica do kojih
ona moze dovesti. Svakako da najveci znacaj u onome §to zovemo poremecaj vaginalne flore

ima BV.
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BV je poremecaj vaginalnog ekosistema u kome normalno predominantnu
laktobacilarnu mikrofloru zamenjuju brojne anaerobne bakterije (G.vaginalis, Atopobium,
Prevotella, Megasphaera, Eggerthella, Mobiluncus,M. hominis, Porphyromonas, Bacteroides
spp., Finegoldia, Peptoniphilus, Peptostreptococcus spp., i druge koke) pri ¢emu ostaje nejasno
da li je smanjenje broja laktobacila ili povecanje broja anaeroba pocetni dogadaj u ovoj
tranziciji [184]. Treba napomenuti da u ove bakterije spada i ¢itav niz mikroorganizama koji
jos nisu kultivisani, a koji se u literature imenuju sa bakterijskom vaginozom udruzena flora“
BVABL, BVAB2 i BVAB3 (bacterial vaginosis assocated bacteria) pri ¢emu treba da znamo
da se ovaj naziv Cesto koristi za sve mikroorganizme udruZene sa BV (BVAB) §to ¢emo 1 mi
najéeS¢e koristiti [185]. Masivan porast BVAB udruzen je sa porastom protelitickih
karboksilnih enzima koji dovode do smanjenja i pretvaranja vaginalnih peptida u amine
(putrescina, kadaverina i tiramina) koji u sa porastom pH postaju isparljivi i uzrokuju neprijatan
miris [186]. Porast amina dovodi do pojacane transudacije i ¢elijske eksfolijacije uzrokujuci
tipicnu homogenu, mle¢no belicastu sekreciju. U uslovima povisenog pH, G. vaginalis mnogo
lakse adherira za epitelne ¢elije i tako obrazuje patognomonicne Celije poznate pod engleskim
nazivom clue cells. (CC). Pored toga, amini obezbeduju povoljnu sredinu za razvoj nekih
mikroorganizama, npr. M. hominis. Ucestalost BV u opstoj populaciji krece se od 10 do 50%
[187], a u populaciji trudnica od 12 do 50%, u zavisnosti od ispitivane populacije [188]. BV je
udruzena sa gubitkom trudnoc¢e u prvom tromesec¢ju [189, 190], 2-7 puta vec¢im rizikom od PP,
prevremenog prskanja plodovih ovojaka, nastankom horioamnionitisa, manjom porodajnom
teZzinomi nastankom postpartalnog endometritisa [191-201]. Neke studije su pokazale da ¢ak
oko 50% zena sa BV nema nikakvih simptoma [202, 203]. Dakle, mogli bismo re¢i da veéi broj
do sada objavljenih studija ukazuje da je BV udruZena sa povecanim rizikom za PP, ali
interventne studije u kojima su pacijentkinje sa BV leCene razliCitim antibioticima nisu
pokazale dobit od toga [204-206]. Nedavna metaanaliza [207] zakljucuje da terapija
antibioticima dovodi do eradikacije BV u trudno¢i ali da se ukupni rizik od PP ne smanjuje
znacajnije, zbog ¢ega neki autori smatraju da za sada nema osnova za skrining i lecenje BV kod
trudnica. Ukoliko se skrining kriterijumi proSire na Zene sa patoloskom vaginalnom florom
onda se broj PP smanjuje za oko 47% (ograni¢eno na dve studije). Dakle, danas u svetu ne
postoji opSta saglasnost o potrebi skrininga i le€enja BV u trudno¢i, a veéina smatra da je
najbolje da odluku o tome donese lekar u odnosu na svaku pacijentkinju pojedina¢no. Razli¢iti
genetski, imunski 1 epigenetski faktori delimicno mogu objasniti zasto neke Zene sa BV imaju
PP, a druge ne ili zaSto je kod nekih terapija efikasna, a kod drugih nije, ili je ¢ak Stetna.

Kontradiktorni rezultati dosadasnjih studija posledica su metodoloskih problema u dosadasnjim
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studijama, kao S$to su znacajna heterogenost (etnicka) ispitivanih grupa, razli¢ite stope PP,
razli¢iti metodoloski pristupi u skriningu i le€enju BV. Svakako da je najvazniji metodoloski
faktor nedostatak jedinstvenih i preciznijih kriterijuma za dijagnozu BV, kao i drugih stanja,
odnosno “mikroskopski slika” koji nisu BV, ali nisu ni normalna vaginalna flora. U ve¢ini ovih
studija dijagnosti¢ki kriterijumi za razlikovanje normalne od patoloske vaginalne flore sustinski
podrazumevaju mikroskopski pregled preparata bojenog po Gramu i/ili nativnog preparata.
Preparat po Gramu nam otkriva koliko je u uzorku prisutno gram-pozitivnih S$tapica
(laktobacili), gram-negativnih i gram-varijabilnih Stapica 1 koka (G.vaginalis,
Peptostreptococcus, Porphyromonas, Prevotella) i zakrivljenih gram-negativnih Stapica
(Mobiluncus) i po njemu su pacijentkinje razvrstane u tri grupe: 1. normalan nalaz;
2.intermedijaran nalaz i 3.pacijentkinje sa BV. Ipak, ovaj zbir po Nugentu uzima u obzir samo
tri bakterijska morfotipa tako da ne moze u potpunosti precizno da definiSe raznovrsnost i
kompleksnost vaginalne mikroflore i ne ukljucuje prisustvo drugih bakterijskih i nebakterijskih
tipova Celija koje mogu da budu od znacaja u proceni statusa vaginalne flore [208]. Jo§ vaznije,
ova podela dobro definiSe pacijentkinje sa normalnim nalazom i BV, ali pacijentkinje sa
intermedijarnim nalazom su u najveem broju studija nedefinisane u epidemioloskom,
klinickom i terapijskom pogledu. Da je takav pristup neodgovarajuci pokazala su i ispitivanja
u kojima su Zene sa intermedijarnom bakterijskom florom 1 BV imala znacajno vece
koncentracije sijalidaza i prolidaza, u odnosu na pacijentkinje sa normalnom florom, kao i da
je u ovoj populaciji pacijentkinja znacajno veca ucestalost ranog PP [209-212]. Najvaznija
prakti¢na posledica ovakvog pristupa jeste da je preparat po Gramu i danas uglavnom ogranic¢en
na dijagnozu BV, a §to je joS vaznije, ovako se veliki broj Zena sa vrlo razli¢itom vaginalnom
florom svrstava u jednu kategoriju. Na primer, L. iners jedan od najces¢ih mikroorganizama
izolovanih kod zdravih asimptomatskih zena i G. vaginalis najvazniji mikroorganizam u
etiopatogenezi BV, na preparatu po Gramu vide se kao mali gram-pozitivni ili gram-varijabilni
Stapi¢, zbog Cega ih je teSko razlikovati, §to moze imati za posledicu da se odreden broj
asimptomatskih, zdravih Zena na osnovu Nugentovog zbira, svrsta u grupu sa BV, i obrnuto
[213]. Posto je najvecéi broj studija u poslednjih 20 godina kao zlatni standard za dijagnozu BV
koristio zbir po Nugentu, jasno je koliko je samo ova ¢injenica mogla da uti¢e na rezultate ovih
studija. Posle Nugentovih kriterijuma najcesce kori$¢eni kriterijumi za dijagnozu BV bili su oni
po Amselu i sar. koji podrazumevaju pozitivna tri od Cetiri znaka: 1) homogena sivobeliCasta
sekrecija, 2.) vaginalni pH preko 4,5; 3.) pozitivna proba sa 10% KOH i 4.) prisutne CC na
nativnom preparatu [214]. Neki autori koji smatraju da najmanje 20% celija na nativnom

preparatu treba da imaju osobine CC da bi se postavila dijagnoza BV, a nase misljenje je da
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mali broj laktobacila i odsustvo polimorfonukleara na nativnom preparatu predstavljaju jos dva
bitna faktora u dijagnozi BV. Sli¢na Nugentovoj je podela po Isonu i Hayu koja se na zasniva
na zbiru bodova nego na semikvantitativnoj proceni odnosa pomenuta tri bakterijska morfotipa
i pored tri grupe identi¢ne Nugentovoj podeli (normalni, intermedijarni i BV), ima jo$ dve
grupe, jedna u kojoj predominiraju koke i druga u kojoj se vide samo epitelne Celije bez
bakterijskih formi [215]. Nova klasifikacija Verhelst i sar. [216], koja se naziva i klasifikacija
po Claeysu, uvodenjem novih kategorija na bolji nacin odrazava kompleksnost i razli¢itost
vaginalne flore i razlikovanje normalnog od patolo$kog na preparatu po Gramu. Na osnovu
detaljnog posmatranja preparata bojenih po Gram i1 u kombinaciji sa specificnim PCR
tehnologijama i kulture Claeys i sar. su napravili novu podelu u kojoj ima 6 grupa: | grupu
karakterise prisustvo G+ Stapicastih formi, a na osnovu njihovih morfoloskih karakteristika ove
pacijentkinje su podeljenje u tri podgrupe. Grupu la definisali su kao grupu u kojoj su prisutni
G+, debeli uglavnom kratki $tapici za koje je na osnovu kombinovanih tehnika (PCR/kultura)
pokazano da predstavljaju L. crispatus. Grupu Ib karakteriSe prisustvo laktobacilarnih formi
koje su manje ili viSe izduZeni i tanji; prisustvo i jednih i drugih formi definisali su kao Grupu
lab. Posebnu grupu pacijentkinja nazvali su Grupa sli¢na I koju karakteriSe prisustvo Gram
pozitivnih oblika, koji mogu biti sasvim mali 1 kratki, ili izrazito dugacki, ali nepravilnih oblika
sa tendencijom grananja, i obi¢no Sirokim i debelim, zatupastim krajevima (clubbing) i
zakrivljenim ivicama, a Cesto se i neregularne bojenja, rasporedeni tako da Cesto prave oblike
slicne kineskom pismu. U ovoj studiji autori su pokazali da je u ovoj grupi diverzitet
bakterijskih vrsta bio blizi grupi II (intermedijarne) nego Grupama Ia, Ib i Iab, gotovo potpun
nedostatak L.crispatusa i znacajno veéi broj Bifidobacteria u odnosu na druge grupe

Donders i sar. [217] su sacinili kriterijume za dijagnozu aerobnog vaginitisa (AV),
stanja koje se za razliku od BV odlikuje prevagom aeroba, pojavom PMN, dok i jedan i drugi
entitet imaju manje ili viSe smanjen broj laktobacila I povecan broj sitnih bakterijskih formi.
Pojacana vaginalna sekrecija je Zuckasta nehomogena, vaginalni pH je preko 4,5, a neprijatan
miris prisutan je i bez probe sa 10% KOH. Ovakav pristup sa preciznijim i sveobuhvatnijim
dijagnostickim kriterijumima treba da nam omoguci tacnije podatke o ucestalosti, klinickom
znacaju i terapijskim opcijama kod stanja koja nisu “Cista” BV, ali verovatno jesu neki oblik
patoloske vaginalne flore. Verovatno, jer u ovom trenutku ne mozemo da isklju¢imo ni
mogucnost da se radi o “razli¢itoj” ali normalnoj flori kod odredene grupe pacijentkinja, zbog
¢ega su neophodna dalja ispitivanja koja bi preciznije definisala ovu kategoriju pacijentkinja.
Ovaj interesantan poremecaj vaginalne flore gotovo i da se ne pominje u najnovijim

molekularnobioloskim ispitivanjima.
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Tabela 1.1: Kriterijumi za postavljanje dijagnoze aerobnog vaginitisa (NPVS, uvecanje X400 na fazno
kontrastnom mikroskopu)

) Procenat Procenat
AV Broj .
LBG toksi¢nih Bakterijska flora parabazalnih éelija
skor PMN
PMN (PBC)
_ . Beznacajan ili Odsutne ili manje
0 lilla <10/VVP sporadi¢no ] o
prisutna citoliza od 1% PBC
>10/VVP” Mali koliformni _
1 b <50% PMN - Manje od 10% PBC
i <10/EC* bacili
2 " >10/EC*  >50% PMN Koke ili lanci Preko 10% PBC

"VVP: Veliko Vidno Polje X400; Leukociti (polimorfonukleari PMN); ™EC: epitelna éelija; LBG-
laktobacilarna flora

Iz samog naziva jasno je da se ovaj entitet razlikuje od BV u dva sustinska elementa: vrsti
bakterijske flore (aerobi ili anaerobi) i prisustvu odnosno odsustvu elemenata zapaljenjskog
procesa (vaginitis ili vaginoza). Prema dijagnostickim kriterijumima Dondersa i sar.
pacijentkinje koje bi imale ukupan zbir 1-2 boda imale bi normalan nalaz; zbir 3-4 ukazivao bi
na blage forme AV; zbir od 5-6 bodova predstavljao bi srednje teske forme AV, dok bi
pacijentkinje sa zbirom preko 6 bodova (do maksimalno 10) predstavljale teske oblike AV. U
praksi bi zbir od 8-10 bodova odgovarao onome §to je ranije opisivano kao deskvamativni
inflamatorni vaginitis. S obzirom da su PMN jedna od glavnih mikroskopskih karakteristika
ovog poremecaja vaginalne flore, kao i ¢injenicu da su PMN u centru naSeg interesovanja u
ovom ispitivanju smatramo da je korisno ukazati na neke klinicke i mikroskopske aspekte AV.
Mada u svojim radovima Donders 1 saradnici ukazuju na ¢injenicu da se parabazalne ¢elije kao
1 toksicni leukociti veoma teSko raspoznaju na preparatu bojenom po Gramu, odnosno da je
njihova identifikacija mnogo lakSa na nativnom preparatu, mi viSe nismo sigurni u takve
tvrdnje. Tako posle 20 godina iskustva u gledanju NPVS, na svim vrstama mikroskopa, ovo
ispitivanje nas je po prvi put primoralo da u poslednje dve godine intenzivno gledamo i preparat
bojene po Gramu. Tako, prvo nam nisu jasni razlozi zbog kojih bi lakSe prepoznavali
parabazalne Celije na NPVS nego na preparatu po Gramu. drugo, prisustvo ovih ¢elija na
preparatu po Gramu i na NPVS, je veoma retko. Tako od 700 naSih pacijentkinja (vecina
preparata je joS uvek saCuvana) mi imamo svega desetak pacijentkinja sa ovakvim nalazom.
Ove ¢celije nalazili smo samo kod pacijentkinja (nismo ih imali medu ispitivanim trudnicama)
sa slikom teSkog AV, odnosno poremecaja koji je Sobel opisao kao deskvamativni inflamatorni

vaginitis. Tako da bih ja danas prihvatio samo postojanje takvog entiteta, dok je prisustvo

31



ostalih formi AV koje je opisao Donders, u najmanju ruku vrlo diskutabilno. Naime svoj
laktobacilarne grupe (LBG) autor definiSe na slede¢i nac¢in: Laktobacilarnu grupu I (LBG I)
karakteriSe prisustvo velikog broja laktobacila razli¢ite veli¢ine i potpuno odsutnim ili vrlo
malim brojem sitnih bakterijskih formi (SBF); LBG Ila ¢ine pacijentkinje kod kojih su LB
dominantna bakterijska flora, ali su pomes$ani sa ve¢im brojem SBF nego u prethodnoj grupi;
U LBG IIb broj SBF je podjednak ili ve¢i od broja LB; LBG III karakterise predominacija SBF
uz mali broj ili potpuno odsustvo LB, a ovakav nalaz ima sustinski iste karakteristike kao nalaz
pacijentkinja sa BV, izuzev §to su kod AV prisutni PMN. Ovakvu podelu odnosa LB i SBF
smatramo svakako jednom od najboljih, preciznije podelom koja na najbolji nain odrazava
odnos LB i SBF. Ova podela je na neki naéin inkorporisana u nasu metodologiju gledanja
NPVS, koja se sustinski i zasniva na odnosu broja LB i SBF, tako da smo pacijentkinje sa
Dondersovim nalazom LBG | i LBG lla uvek svrstavali u normalne, bez obzira na rezultat pH
ili KOH test, kod pacijentkinja koje su imale Dondersovu grupu LBG Ilb postavljali smo
dijagnozu normalnog nalaza ukoliko su oba testa bila negativna, a dijagnozu BV ukoliko je
jedan od dva testa bio pozitivan. Dondersova podela je na kraju bila i osnovni poticaj da u
ovome ispitivanju prisustvo cllue cels ne smatramo ,,obaveznim* mikroskopskim parametrom
u dijagnozi BV. Dakle prisustvo PMN bio bio najvazniji pojedina¢ni parametar na osnovu koga
bi mogli razlikovati BV 1 AV. Medutim na osnovu nasih novih iskustava, rekli bi da je u takvim
mikroskopskim nalazima najvaznije da ne kazemo imperativno iskljuciti prisustvo pre svega
CA, azatim i T. vaginalisa. Kako mi u nasem ispitivanju nismo imali nijednu pacijentkinju sa
infekcijom trihomonasom, fotografija je prikazana da se vidi koliko nalaz moze da li¢i na AV.

Uvodenje savremenih molekularnobioloSkih tehnika unelo je pravu revoluciju u
definisanju vaginalne mikroflore, dovelo do otkrivanja novih bakterija i novih informacija o
filogenetskoj raznovrsnosti mikroorganizama, i sigurno ¢e u skoroj buduénosti omogucditi
precizniju diferencijaciju u definisanju i razgrani¢avanju normalne od patoloske vaginalne flore
[218-220]. Da ovaj zadatak nece biti nimalo lak i da ¢e zahtevati jo§ dosta napora, pokazali su
dosadasnji rezultati, od kojih ¢emo navesti samo najvaznije: a) Mikrobiom vagine je mnogo
raznovrsniji i sa ve¢im fluktuacijama nego §to smo to ranije pretpostavljali; b) ne postoji jedno
jezgro mikrobioma vagine nego brojne bakterijske zajednice razli¢itog sastava i stabilnosti koje
su prisutne kod potpuno zdravih Zena, te se ove varijacije mogu definisati kao normalno stanje;
c) kod nekih Zena vrsta i broj vaginalnih mikroba znacajno se menja u kratkom vremenskom
periodu, dok se kod drugih vrlo malo ili gotovo nimalo ne menja, mikrobiom je izgleda
jedinstven za svaku Zenu, a na njega znacajno uticu rasa, navike, godine, faze menstruacionog

ciklusa, trudnoca, okruzenje, stres i mnogi drugi faktori; d) kod oko Cetvrtine zena laktobacili
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nisu predominantni u vaginalnom ekosistemu, i mogu biti zamenjeni drugim bakterijama koje
produkuju mle¢nu kiselinu , kao $to su Atopobium vaginae , Megasphaera spp i Leptotrichia
spp[180]. Dakle, mikrobiom vagine se pokazao kao znatno dinamicniji i slozeniji nego §to se
pretpostavljalo, a primena ovih novih metoda svakako ¢e dovesti do novih saznanja o prisustvu,
promenljivosti, medusobnim interakcijama, znacaju i ulozi pojedinih mikroorganizama u
odrzavanju zdravog vaginalnog sistema i/ili nastanka patoloskih stanja, kao i redefinisanju
pojmova normalnog i patoloSkog u vaginalnom ekosistemu [221]. Velike varijacije medu
pojedinim zenama 1 u kratkom vremenskom periodu, u sastavu mikrobima zdrave vagine
ukazuju na teSkoce sa kojima ¢emo biti suoceni u buduéim studijama, koje bi trebalo da

preciznije definiSu ove varijacije i njihov znacaj u nastanku odredenih patoloskih stanja [222,
223].

1.6 LOKALNI IMUNSKI SISTEM IPOLIMORFONUKLEARI

Funkcija imunog sistema je da obezbedi odgovaraju¢e mehanizme odbrane od patogena. Zastita
pocinje na povrsinskim barijerama sastavljenim od mehanic¢kih, hemijskih i celijskih
komponenti. Mehanicke komponente podrazumevaju epitel i sluznice reproduktivnog trakta
koji obezbeduju zastitu od ulaska patogena [224-227]. Imunski sistem sluznica je sastavljen od
limfoidnog tkiva koje, za razliku od sistemskog limfoidnog tkiva, lu¢e sekretorna IgA antitela,
sadrze T-Celije sa specificnim regulatornim osobinama i efektorskim kapacitetom 1 imaju
specifi¢no organizovan cCelijski sistem koji dozvoljava limfocitima, aktivisanim u folikulima
sluznice, da selektivno migriraju u mukozno limfno tkivo. Funkcija ovih limfnih tkiva mukoze
(MALT, mucosa associaciated lympohoid tissue) je da obezbedi odbranu na sluzni¢nim
povrSinama i oni sustinski predstavljaju prvu liniju odbrane od stranih patogena [228, 229].
Odbrambenu ulogu MALT obavlja u saradnji sa drugim neimunoloskim faktorima, kao §to su
predominacija laktobacila i kiseli pH<4,5, mukozna motorna aktivnost cilija, stvaranjem
sekrecijskih barijera i produkcija razli¢itih supstanci (laktoferin, lizozom, defensin i sl.) koji
smanjuju moguénost nastanka infekcije [230, 231]. Cervikalne i vaginalne epitelne ¢elije su
jedan od vaZnih izvor razlicitih citokina. Drugu, hemijsku, komponentu mukoznog sistema Cine
solubilni ili ¢elijski receptori koji uskladuju imunski odgovor domacina. Treca, celijska
komponentu urodenog imunskog sistema podrazumeva epitelne celije, fibroblaste strome i
razlicite vrste inflamatornih leukocita, od kojih su najvazniji PMN [232, 233]. Urodeni imunski
sistem deluje nespecificno tokom rane faze imunskog odgovora. On ostvaruje prvi kontakt sa

antigenom i eliminiSe ga ili ga predstavlja ¢elijama adaptivnog imunskog sistema, odnosno
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dovodi do aktivacije T i B limfocita. Funkcioni$e neprestano i bez ikakvih posebnih priprema,
dakle nespecifi¢no, ali nema sposobnost imunoloske memorije 0 ranijem susretu sa patogenom.
Kada govorimo o sistemu urodene imunosti mislimo na imunske i neimunske mehanizme
odbrane. Imunski podrazumevaju ¢elije koje Cine sistem urodene imunosti, kao §to su fagociti
(PMN, makrofagi i monociti), NK ¢elije, denditri¢ne ¢elije i mastociti. Urodeni imunski sistem
dakle predstavlja prvu liniju odbrane od mikroorganizama, i integrise razlicite organske sisteme
ne samo u borbi protiv stranih mikroorganizama. Sustinski, urodeni imunski sistem je taj koji
odreduje prirodu Ste¢enog imunskog odgovora tako $to oslobada razli¢ite proinflamatorne i
antiinflamatorne medijatore. Najces¢a komponenta zida bakterija je LPS i on je najceséi signal
domacdinu koji ukazuje na prisustvo infektivnog agensa. Fagociti su svakako najvaznija i prva
linija odbrane i oni podrazumevaju PMN, monocite u krvi, odnosno prelaskom u tkiva postaju
tkivni makrofagi. PMN svakako predstavljaju najbrojniju i najvazniju Celijsku populaciju i
najvazniju komponentu urodenog imunog sistema.

Hematopoetske celije kostne srzi su prethodnica PMN koji prolaze razli¢ite morfoloske
faze tokom sazrevanja i diferencijacije. Zreli neutrofili su krajnje diferentovane ¢elije koje se
ne mogu viSe deliti i koje se razvijaju iz CD34" pluripotentnih mati¢nih ¢elije u koStanoj srzi.
U odsustvu infekcije telo proizvodi 1-2 x 10! neutrofila dnevno. Medutim, infekcija moze da
dovede do desetostrukog povecanja u proizvodnji neutrofila. Istovremeno u kostanoj srzi pod
uticajem 1 kontrolom faktora rasta i1 razliCitih citokina iz pluripotentnih ¢elija sazrevaju
neutrofili, polimorfonukleari (PMN). PMN se “naoruzavaju” u kosStanoj srzi, a arsenal oruzja
pakuju u granule. Oslobadanje neutrofila iz koStane srzi regulisano je uglavnom hemokinima.
Zanimljivo je da su PMN u grupi ¢elija sa najkra¢im zivotnim vekom (6-8 h), mada evolucijski
razlozi ovome nisu jasni. Jedan od mogucih razloga je da sa tako saCuva integritet ovih celija 1
spreci nekontrolisano oslobadanje njihovog sadrzaja koji moze biti opasan i po domacina. Kako
onda PMN lociraju i identifikuju infekciju? Proces tranzicije, tokom koga neutrofili dobijaju i
integriSu veliki broj signala iz svoje okoline, poznat je pod nazivom aktivacija neutrofila.
Signali neutrofilima stizu od domacina ali i od samog patogena. Da bi neutrofili pronasli
patogene oni moraju da pokrenu veliki broj ¢elijskih mehanizama. Tako dolazi do mobilizacije
sekretornih vezikula i1 granula, identifikacije hemotakti¢nog gradijenta (puta) kojim se kre¢u
dovode¢i do reorganizacije aktinskog citoskeleta, penetriraju kroz endotelnu barijeru i
usmaravaju se prema bazalnoj membrani, te zapocinju transkripciju gena za citokine koji ¢e
dovesti do regrutovanja novih imunskih c¢elija. Kada dodu na mesto infekcije neutrofili
prepoznaju patogene i oslobadaju svoj smrtonosni sadrzaj. Dakle, pokretanje ovih procesa

pocinje u krvotoku, gde neutrofili predstavljaju strazare koji prate potencijalne opasnosti za
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domacina. Signal PMN moze do¢i razli¢itim putevima, npr. preko krvi ako je mikrorganizam
prisutan u njoj aktivira se sistem komplementa koji $alje signale PMN. Ipak najcesci slucaj je
da aktivirane i oStecene Celije dovode do oslobadanja hemokina uz razlic¢ite hemijske supstance
koje oslobada mikroorganizam (LPS) i koji su najc¢es¢i i najpotentniji aktivatori PMN. Dakle,
na mestu zapaljenja postoji obilje signala koji dolaze kako od mikroorganizama tako i od samog
domacina i stimulisu endotelne celije. Stimulansi kao §to su LPS, klasi¢ni hemoatraktanti i
citokini (TNF, IL-1pB, IL-17)pokrec¢u produkciju adhezivnih molekula, za koje se vezuju PMN
I monociti, napustaju krvne sudove i stizu na mesto infekcije ve¢ posle nekoliko minuta.
Svakako da je od najpotentnjih hemoatraktana IL-8, citokina koji ima najvazniju ulogu u
regulaciji zapaljenjskog c¢elijskog “saobracaja” [234, 235]. Interleukin-8 produkuju PMN,
makrofagi, monociti, limfociti, NK-¢elije, endotelne i druge Celije, a proinflamatorni citokini
(IL-1 TNF-a) podsti¢u, dok antinflamatorni (IL-10, IL-4 i TGF-p) slabe njegovu sintezu. Spada
u proinflamatorne citokine i sposoban je da indukuje selektivnu hemotaksiju i aktivaciju PMN.
PMN, koji su migrirali na mesto infekcije, mogu da budu aktivisani i drugim lokalno
produkovanim citokinima da oslobadaju i druge medijatore zapaljenja i pokrenu citokinsku
kaskadu. lzbegavanje ranog kontakta sa PMN mehanizmima inhibicije hemotaksije PMN i
monocita smatra se jednim od osnovnih mehanizama koji je odgovoran za nedostatak PMN kod
pacijentkinja sa BV, jednom masivnom polimikrobnom infekcijom. Pretpostavlja se BVAB
sinergisticki dovode do inhibicije hemotaksije, najverovatnije tako $to produkuju odredene
supstance kao $to su sukcinati i velike koli¢ine masnih kiselina kratkih lanaca (MKKL, short
chain fatty acids). Tako su sukcinati detektovani u povisenim koncentracijama kod Zena sa BV,
a Prevotella spp. i Mobiluncus spp. su imali najja¢i inhibitorni uticaj na hemotaksu [236].
Takode je pokazano da se MKKL nalaze u velikim koncentacijama kod pacijentkinja sa BV, i
da svojim antiinflamatornim i proapoptoticnim efektima dovode do odsustva PMN kod
pacijentkinja sa BV [237]. Naravno, logi¢no je pretpostaviti da sukcinati i MKKL predstavljaju
samo neke od mnogih leukotoksi¢nih faktora koje produkuju BVAB.

Hemoatraktanti se veZzu za receptore na PMN (najéeS¢e G-proteini) koji pokrecu
signalnu kaskadu MAPK/ERK. Dolazi do aktiviranja masinerije koja dovodi do oksidativnog
praska Kkoji je i glavno obelezje aktivacije PMN. Istovremeno se aktiviraju RPU i vezu za
molekule na membrani patogena od kojih su, kao $to smo rekli, najvazniji TLR. Ekspresija svih
¢lanova familije TLR prisutna je i na PMN, ali je za oksidativni prasak najvaznija ekspresija
TLR3. Cesto se aktivacija PMN poistoveéuje sa oksidativnim praskom i fagocitozom.
Medutim, mora se imati na umu ogroman broj interakcija i kompleksnih signala koji se desavaju

na putu PMN na mesto infekcije tako da se tokom toga putovanja odigravaju pripreme koje ¢e
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postepeno dovesti do kompletne aktivacije PMN, koji onda mehanizmima, kao $to su fagocitoza
i degranulacija, unistavaju patogen [238]. PMN imaju karakteristike ne samo efektorskih nego
I imunoregulatornih ¢elija. Ukratko, PMN brzo dolaze na mesto infekcije gde oslobadaju svoj
arsenal toksi¢nih produkata da ubiju i odstrane patogen procesima fagocitoze, degranulacije i
stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih metabolita. Da se ne radi o nemilosrdnim »egzekutorima«
ukazuju podaci da PMN posle uspesno obavljenog zadatka menjaju svoj fenotip i poc¢inju sa
podsticanjem antiinflamatornog miljea tako $to produkuju i oslobadaju antiinflamatorne
medijatore (npr. lipokini). Oni takode $alju signale okolnim makrofagima da ih lak$e nadu i
uklone (engl. find me and eat me signals) [239-241]. Posle izvrSenog zadatka zapo€inje proces
gaSenja zapaljenja Koji je veoma vazan za odrzavanje tkivne homeostaze. U ovom procesu
kolateralna $teta je neizbezna, ali mora da bude svedena na najmanju mogucu meru, zbog ¢ega
neutofili moraju paZljivo biti uklonjeni. Ovaj proces neophodan za tkivnu homeostazu
podrazumeva niz kontrolisanih mehanizama u procesu gusenja zapaljenja. To je kompleksan

proces koji ukljucuje produkciju antiinflamatornih medijatora i apoptozu PMN.

1.7 APOPTOZA

Apoptoza predstavlja vazan mehanizam regulisanja celijske homeostaze 1 u fizioloSkim
uslovima, dakle u odsustvu aktivacionih mehanizama PMN ulaze u proces takozvane spontane
apoptoze. Dakle, kada se fizioloska funkcija PMN u tkivima ispuni (npr. uniStavanje
mikroorganizama), oni prolaze kroz proces apoptoze, programirane ¢elijske smrti, koja se javlja
da bi se ocuvao integritet ¢elijske membrane neutrofila i spre¢ilo nekontrolisano oslobadanje
Stetnih toksi¢nih supstanci iz Celije [242]. Apoptoza ili programirana smrt Celije je aktivan,
strogo kontrolisani genski regulisan proces koji ima vodec¢u ulogu u mnogim bioloskim
procesima, a njeni poremecaji mogu dovesti do raznih oboljenja. Klju¢nu ulogu u procesu
apoptoze ima porodica enzima kaspaza koje izvrsavaju program apoptoze. Postoje dva osnovna
puta koji dovode do aktivacije kaspaza, spoljasnji i unutrasnji. U procesu apoptoze ucestvuje i
niz regulatornih protein (npr. Bcl-2). Pokretanje apoptoze je kompleksan proces koji se odlikuje
specificnim morfoloskim promenama. Kako ove promene Cesto variraju u zavisnosti od tipa
¢elija 1 uslova u kojima celija raste, jedan od ciljeva naSeg rada bio je da utvrdimo da 1i se
vijabilnost vaginalnin PMN, odnosno stepen apoptoze, razlikuje kod pacijentkinja sa
normalnom vaginalnom florom (predominacija laktobacila) u odnosu na pacijentkinje sa
patoloskom vaginalnom florom (BV, CA, TV). U ovom aktivnom i dobro kontrolisanom

procesu celija prolazi kroz niz morfoloskih promena, kao $to su zgus$njavanje citoplazme i
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unutaréelijskih organela, smanjenje zapremine ¢Celija, kondenzacija hromatina u jedru, nakon
¢ega dolazi do fragmentacije ¢elije na apoptoti¢na tela okruzena membranom. Sustina je da se
opasni sadrzaj koji PMN nose ne oslobodi u okolinu i izazove zapaljenjsku reakciju koja moze
da bude Stetna po domacina. Ovaj balans izmedu prezivljavanja i smrti PMN precizno je
regulisan mnogobrojnim mehanizmima koji poti¢u i od domacina, a i od patogena [243-245].
Gubitak vaznih funkcija neutrofila kao $to su hemotaksija, fagocitoza, oksidativni prasak ili
degranulacija, posledica je pre svega promena na receptorskom nivou koji razli¢itim
mehanizmima (smanjena ekspresija receptora, nemogucénost vezivanja, poremecaji
postreceptorskih signala i sl.) smanjuju ili onemogucéavaju ove procese. Pored toga, pokazano
je da PMN mogu aktivno da produkuju i oslobadaju antiinflamatorne medijatore (lipoksin) koji
onda zapocinju ograni¢avanja intenziteta i trajanja zapaljenjskog odgovora. U zavisnosti od
uslova mikrosredine, Zivotni vek neutrofila moze biti produzen ili skra¢en. Normalno, ostareli
PMN bivaju podvrgnuti procesu spontane apoptoze u odsustvu citokina i drugih inflamatornih
medijatora. Tako tokom zapaljenja zivotni vek PMN se produzava pod dejstvom razli¢itih
agenasa, a sve u cilju poboljsanja antimikrobnog dejstva neutrofila. Mnogobrojne in vitro
studije pokazale su da zapaljenjski citokini kao $to su IL-1p, IL-2, IL-8, IL-15, INF-y, G-CSF,
GM-CSF i LPS mogu da produze opstanak neutrofila. Uloga IL-6 je kontradiktorna, dok je za
TNF-0 pokazano da u zavisnosti od vremena i uslova okoline moze imati i pro- i
antiapoptoticko delovanje. Pored ovog “direktnog” uticaja citokina na proces apoptoze
pokazano je da IL-10, koji nema direktan uticaj na apoptozu, moze blokirati anti-apoptoti¢no
delovanje LPS i tako voditi ka apoptozi.

Dakle, ovaj proces “radanja” i “umiranja” je stalan u fizioloskim uslovima kao deo
homeostatskih mehanizama organizma. Tako ¢e kod vecine bakterijskih ili autoimunskih
oboljenje, do¢i do npr. pojacane produkcije citokina (GM-CSF i G-CSF), odlaganja apoptoze i
nagomilavanja PMN. Pad koncentracija citokina u fazi rezolucije zapaljenja indukovace
apoptozu [246, 247]. Mnogi proinflamatorni medijatori produzavaju vek PMN odlazuéi ili
smanjujuci stepen apoptoze, a medu njima su najvazniji: G-CSF, GM-CSF, LPS,C5a , fMLP ,
ATP , leukotrijen B4 , IL-1p, IL-2, IL-3, IL-15 i interferon-y [248-257]. Dakle broj PMN ne
zavisi samo od njihove produkcije u kostanoj srzi nego je u znacajnoj meri regulisan stepenom
apoptoze. Tako kod zapaljenja okolne celije ili sami PMN (autokrino) dovode do produkcije
prooinflamatornih citokina i tako odlazu svoju apoptozu. Zanimljivo, kortikosteroidi blokiraju
apoptozu PMN, a indukuju ovaj process kod vecine drugih ¢elija. Pored domacina i samih
PMN, jo$ jedan znacajan faktor moze da uti¢e na apoptozu PMN, a to su razli¢iti patogeni [258-

261]. | dok ova patogenima indukovana apoptoza makrofaga moze negativno da utice na
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imunski odgovor domacina i ishod infekcije, kada je re¢ o patogenom indukovanoj apoptozi
PMN ovakav dogadaj je generalno povoljan za domacina i kljucan u okoncanju infekcije [262].
Zbog toga se smatra da bakterije i njihovi produkti u najveéem broju slucajeva dovode do
indukcije apoptoze PMN, dok patogeni koji ometaju fagocitozom indukovanu apoptozu PMN
1 produzavaju njihov vek mogu dovesti do bolesti. U odnosu ili borbi domacina i1 patogena
principijelno imamo dva ishoda: prvi u kome PMN posle fagocitoze i unistenja patogena bivaju
podvrgnuti apoptozi i odstranjeni od strane makrofaga, i drugi, redi, u kome neki patogeni
ometaju apoptozu PMN ina taj nacin prouzrokuju bolest. Uopsteno je prihvacen stav po kome
u uslovima infekcije i/ili zapaljenja PMN duze opstaju jer se smatra da se produzenjem zivotnog
veka i njihove aktivnosti smanjuje mogucnost da patogen nanese Stetu domacinu. Medutim,
kada se “neprijatelj” savlada aktiviSu se mehanizmi rezolucije i apoptoze da bi se izbegle Stetne
posledice po domacina. S obzirom na navedene ¢injenice hteli smo da utvrdimo da li se stepen
apoptoze razlikuje kod pacijentkinja sa normalnom 1 patoloSkom vaginalnom florom, i da li i

kako korelira sa brojem PMN, kao i koncentracijama ispitivanih citokina.

1.8 BROJPOLIMORFONUKLEARA U VAGINALNOM SEKRETU

Kao §to smo vec opisali, centralni dogadaj i terminskog i prevremenog porodaja je zapaljenje
u kome PMN igraju jednu od najvaznijih uloga. Ispitivanja su pokazala da je infiltracija PMN
prisutna ne samo na lokalnom (grli¢, miometrijumu, horiodecidui, amnion) nego i na
sistemskom (prajming i aktivacija PMN u krvi majke) nivou. PMN i makrofagi imaju
znacajniju ulogu u prevremenom nego u terminskom porodaju. S druge strane prisustvo PMN
u vaginalnom sekretu je jedan od najjednostavnijih i najjevtinijih postupaka koji bi mogao da
bude marker prisustva zapaljenja ne samo u vagini nego i u gornjim partijama genitalnog trakta,
u nasem slucaju grlica i gravidne materice. Teoretski, pove¢an broj PMN kod pacijentkinja pre
37. nedelje gestacije (bez obzira na njihovo poreklo i uzrok) ukazuju na zapaljenje, a kako je
porodaj sustinski inflamatorni dogadaj, u ovom slucaju bi se to moglo tumaciti kao povecan
rizik za PP. Znamo da PMN igraju veoma vaznu ulogu u urodenom i steCenom imunskom
odgovoru i odbrani domacina od patogena i da uticu na koncentracije citokina i drugih
zapaljenjskih medijatora, a jedan su od najvaznijih faktora u rezolucije zapaljenjskog procesa i
apoptoze. Pored toga PMN su jedan od najznacajnijih pojedina¢nih faktora u sva tri osnovna
procesa (sazrevanju grli¢a, kontrakcije uterusa, aktivacija fetalnih membrana) vezana za
zapocinjanje porodaja. Zato je ¢udno koliko je malo studija koje ispituju ovu povezanost ako

to, na primer, uporedimo sa brojem studija koje se odnose na vaginalne infekcije (BV), lokalne
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koncentracije citokina i drugih inflamatornih medijatora i rizika za PP. Ovi podaci su jo$ ¢udniji
kada se uzme u obzir Cinjenica da se dijagnoza BV zasniva na mikroskopskom pregledu
nativnog preparata (Amselovi kriterijumi) i/ili preparata bojenog po Gramu (Nugentovi
kriterijumi), a mikroskop je osnovno orude i da se utvrdi broj PMN u vagini ili grli¢u materice.
Jedan od najvaznijih parametara u histoloskoj dijagnozi horioamnionitisa i uspostavljanju
kauzalne povezanosti infekcije i PP, takode je broj PMN. Pitanje zaSto u najvec¢em broju studija
u kojima se u dijagnozi vaginalnih infekcija koristi mikroskop, nemamo podatak o broju PMN,
ostaje otvoreno. Kada se radi o mikroskopskom pregledu nativnog preparata, ¢injenica da je
veoma mali broj ginekologa obucen da gleda nativni preparat verovatno je glavni razlog sto
ovaj podatak najcesc¢e nedostaje. S druge strane preparat po Gramu je “sveden” na Nugentov
skor i dijagnozu BV, tako da veéina mikrobiologa, a i studija, prenebegava PMN kao relevantan
faktor u proceni stanja vaginalne flore. Dalje, ve¢ i letimi¢an pogled na studije koje se bave
brojem PMN u vaginalnom sekretu i/ili grlicu materice ukazuje na znacajne metodoloske
razlike, od kojih su svakako najvazniji one koje se odnose na broj PMN. Na osnovu dosada
koris§¢enih metodoloskih postupaka mozemo zakljuciti da danas ne postoje ni priblizno
definisani dijagnosti¢ki kriterijumi i grani¢ne vrednosti za normalan ili patoloski broj PMN u
vaginalnom sekretu. Tako, na preparatu bojenom po Gramu, raspon normalnog broja PMN
kre¢e od 5 do 32 na 1 vidnom polju i uvec¢anju x1000 (imerzija). Jo$ drasti¢nije razlike se
odnose na iste grani¢ne vrednosti pri razli¢itim mikroskopskim uvec¢anjima. Tako npr. Hitii
[263] u svojoj studiji pregledom preparata na x 400 ima istu grani¢nu vrednost (preko 5 PMN)
kao 1 vec¢ina drugih na uvec¢anju x 1000. Zbog toga je jedan od ciljeva naSeg rada bio da u
odredivanju broja PMN, pored semikvantitativnih metoda koje podrazumevaju mikroskopski
pregled nativnog preparata vaginalnog sekreta (NPVS) ili preparat bojenog po Gramu,
koristimo i kvantitativne metode, ne bismo li preciznije definisali $ta je to normalan, a Sta
patoloski broj vaginalnin PMN. S obzirom na znacaj i ulogu PMN u zapaljenju smatrali smo da
bi bilo korisno ispitati kako broj vaginalnih PMN korelise sa koncentracijama ispitivanih
citokina, stepenom apoptoze ili duzinom grlica materice merene transvaginalnom

sonografijom.
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1.9 CERVIKOMETRIJA

U fizioloskim uslovima grli¢ 37 nedelja ostaje zatvoren kako bi fetusu omoguci rast, razvoj i
sazrevanje organskih i funkcionalnih sistema i nesmetanu adaptaciju na vanmateri¢ne uslove.
Mikrostrukturne promene u tkivu grlica materice pre 37.n. g. mogu dovesti do PP, a ukoliko se
ne dese do 42. n.g. uzrok su posterminskog porodaja. Dakle potpuno je fascinantno kako to
grli¢ materice, u najve¢em broju slucajeva, ,,zna* i moze da se u tih 5 nedelja transformise iz
jednog fibroznog, tvrdog, zatvorenog cilindra duzine 2-3 cm, sa kanalom pre¢nika 2-3 mm, u
elasticnu 1 meku formaciju duzine 2-3 mm i pre¢nika preko 10 cm. Uprkos velikom broju
ispitivanja koja su do danas uradena jo§ nemamo odgovor na ovo pitanje. Naravno, ovo je
potpuno razumljivo jer ne znamo kako zapocinje normalan porodaj, a promene na grli¢u su
samo jedan od velikog broja dogadaja koji se deSavaju na gotovo svim organskim i
funkcionalnim sistemima u ,,projektu“ pripreme organizma za porodaj. Sigurno je da su
promene na grli¢u dinamicne i kontinuirane i da se deSavaju tokom c¢itave trudnoce. Vecéina
ovih promena desava se na molekularno-bioloskom nivou i najve¢i broj izmice rutinskim
klinickim procedurama, kao sto je ginekoloski pregled ili transvaginalna sonografija. Ipak,
promene na grli¢u i donjem uterinom segmentu (razmeksanje vrha grlica i cerviko-uterusnog
spoja) mogu klinickim pregledom da se detektuju ve¢ izmedu 4. i 6.n.g., i pre pojave UZ bili
su najvazniji klinicki parametri u dijagnozi rane trudnoce. Ovo samo potvrduje rezultate
molekularnobioloskih 1 histopatoloskih ispitivanja koja su pokazala da se ve¢ od samog pocetka
trudnoce na grlicu desavaju velike mikrostruktuirne promene (povecanje kolagena,
hijaluronske kiseline, vode), kao i da su grli¢ materice i donji materi¢ni segment tokom cele
trudnoce jedan funkcionalni segment. Ovaj segment sa centralnom osom grli¢a (cervikalnim
kanalom) ima oblik slova »T« i karakteristi¢an je za ranu trudnocu, koji sa pocetkom porodaja
dobija izgled slova »V « i na kraju slova »U«. Ovo samo pokazuje da grli¢ na nivou unutra$njeg
materi¢nog usca i donji uterini segment predstavljaju dve anatomski zasebna dela, ali da su
funkcionalno jedna celina.

Grli¢ materice je uglavnom vezivno tkivni organ, koji ima oko 10% misi¢nog tkiva, 2%
elastina, a ostalo Cine kolagen i proteoaminoglikani i drugi razli¢iti glikoproteini kao §to je
fibronektin [264]. Dakle, sposobnost grli¢a da ostane zatvoren tokom trudnoce nije vezana za
misi¢no sfinkterske mehanizame, nego prvenstveno zavisi od regulacije fibrozno vezivnog
tkiva grli¢a. Jo§ jedna od bitnih karakteristika tkiva grlica je da se u njemu nalazi velika kolicina
vanéelijskog matriksa (VCM), &ija je glavna komponenta kolegen, i promene u koligini i

metabolizmu kolagena su najvaznija komponenta koja uti¢e na stanje grli¢a tokom trudnoce.
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Tkivo grliéa odlikuje se velikom koli¢inom VCM Koji okruzuje pojedina¢ne ¢elije. Glavna
makromolekularna komponenta VCM je kolagen i on odreduje tenzione sile fibroznog
vezivnog tkiva. Promene karakteristika cerviksa u trudno¢i odraz su promena u koli¢ini i
metabolizmu kolagena. Proteoglikani takode ucestvuju u fizioloSkim zbivanjima u grli¢u
matrice, i tako jedan od proteoglikana dekorin koji ima veliki afinitet za kolagen stabilizuje
molekularnu strukturu grli¢a, dok drugi proteoglikan biglikan, moze dovesti do dezorganizacije
kolagenih fibrila [265-267]. Biohemijski dogadaji koji karakteriSu sazrevanje grlica materice
su pad u ukupnoj koli¢ini sadrZaju kolagena i povecanje njegove solubilnosti, uz pojacanu
kolagenoliti¢ka aktivnost i kolagenaza i leukocitnih elastaza. Promene u VCM grli¢a materice
sustinski imaju karakteristike zapaljenjskog procesa jer tokom sazrevanja grlica materice dolazi
do influksa zapaljenjskih ¢elija (makrofaga, PMN, mast ¢elija, eozinofila i dr.) u stromu grli¢a
materice. Ovo dovodi do povecanih koncentracija hemokina i drugih proinflamatornih citokina,
zatim poja¢ane produkcije PG, §to sve dovodi do promena u VCM grli¢a materice, njegovog
sazrevanja i pripreme za porodaj [268-272]. Lokalno povecanje koncentracije hijaluronske
kiseline pojatava migraciju inflamatornih ¢elija (PMN) i posledicno povecanje
proinflamatornih citokina i hemokina (IL-1, TNF-B i IL-8), koji pozitivnom povratnom
spregom dovode do daljeg povecanja hijaluronske Kiseline pojacane kolagenoliticke aktivnosti
I znacajnog smanjenja koli¢ine kolagena u grlicu. IL-1 podstice proizvodnju kolagenaza, IL-8
privlaci PMN koji oslobadaju elastaze koje imaju vaznu ulogu u razgradnji kolagena, Sto sve
dovodi do daljeg sazrevanja grlica i pripreme za porodaj [273-278]. Svakako da i drugi
mehanizmi imaju uticaj na sazrevanje grlica materice, a pomenu¢emo samo neke. MMP su
familija potentnih enzima koji razgraduju molekule VCM, ukljuéujuéi i kolagen. Aktivnost
MMP je regulisana njihovim specifi¢nim tkivnim inhibitorima. MMP-1 i MMP-8 deluju na
prirodni, nedenaturisani kolagen i razgraduju ga na manje fragmente, dok MMP-2, MMP-3,
MMP-7, MMP-9, i MMP-10 primarno cepaju denaturisani kolagen, proteoglikane i razlicite
komponente bazalne membrane. Ova proteoliza igra vaznu ulogu tokom cele trudnoce, a
pocevsi od implantacije [279-281]. Poznato je da povecan broj i aktivnost makrofaga u cerviksu
dovode do dalje amplifikacije zapaljenjskog procesa, nagomilavanje PMN, poja¢ane sinteze
imunskih aktivatora kao S$to su inducibilne forme sintetaze azot monoksida (NO),
prostaglandina i proinflamatornih citokina, povec¢anja koncentracija MMP $to sve moze dovesti
do promena na grli¢u materice, uterinih kontrakcija i porodaja [282-285]. Preliminarni rezultati
dobijeni biopsijom grlica materice pokazali su da dolazi do nagomilavanja PMN u blizini
kapilara i malih vena u grli¢u zena pred kraj trudnoc¢e. Aktivacija njihovih enzima koji razaraju

VCM dovodi do remodeliranja grliéa materice neophodnog za porodaj. Najnovija ispitivanja
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su pokazala da se promene u grlicu materice deSavaju polako i nedeljama pre ocekivanog
terminskog porodaja [286]. Da li ovakav »pripremni period« postoji i kod pacijentkinja sa PP
za sada nemamo precizan odgovor. Wood i sar. su bili prvi koji su primetili da skrac¢en grli¢
predstavlja faktor rizika za PP, $to je kasnije i potvrdeno mnogobrojnim ispitivanjima duzine
grli¢a, naro¢ito onim u kojima je koristena transvaginalna sonografija [287-289]. Kako su
promene u cerviksu trudnica u terminu udruzene s migracijom leukocita, logi¢no je
pretpostaviti da povecan broj PMN kod pacijentkinja sa cervikovaginalnim infekcijama moze
imati uticaja u etiopatogenezi PP udruzenog sa infekcijom [290-298]. Povecan broj makrofaga
koreliSe sa povecanom produkcijom proinflamatornih citokina od kojih su najznacajniji IL-1,
IL-6, IL-8 i TNF-o, dakle onih citokina za koja su dosadasnja ispitivanja pokazala da imaju
najznacajniju ulogu u etiopatogenezi PP udruzenog sa infekcijom. Proinflmatorni citokini
dovode do aktivacije transkripcionog faktora NF-kB koji onda izmedu ostalog dovodi do
blokiranja efekata progesterona, $to je jedan od centralnih mehanizama zapoCinjanja i
terminskog i preterminskog porodaja. Dakle isti ovaj signalni put se pokazao kao veoma vazan
1 molekularnim zbivanjima koja se odnose i na grli¢u materice, i to kako u terminskim, tako i
PP.

Takode je pokazano da hormoni imaju znacajnu ulogu u regulisanju promena na grli¢u
materice. Tako je poznato da estradiol (razgradnja kolagena) indukuje sazrevanje grlica, dok
progesteron ima suprotne efekte. Prostaglandini (PG) se godinama koriste u praksi za
sazrevanje grlica materice pre indukcije porodaja ili abortusa. Medutim ono $to poslednjih
godina zaokuplja paznju istrazivaca svakako su dejstva progesterona na grli¢ jer se prethodnih
godina pod dejstvom progesterona uglavnom mislilo na miometrijum. Na znacaj progesterona
ukazuju mnogobrojne studije koje su pokazale da antiprogesteronski preparati ili blokatori
progesteronskih receptora dovode do sazrevanja grli¢a materice, kao 1 da su ova dejstva
izrazenija ukoliko je gestacijska starost veca. Progesteronska aktivnost dovodi do povecane
sinteze NO koji je jedan od glavnih faktora mirovanja materice, smanjuje produkciju PG kao i
formiranje Ca™ kanala i oksitocinskih receptora. U cerviksu progesteron dovodi do porasta
tkivnog inhibitora MMP 1 (TIMP-1) inhibiraju¢i tako kolegenolizu [299]. U eksperimentu na
pacovima inhibicija sintetaze azot monoksida potencira sposobnost antiprogesteronskih
supstanci da dovedu do PP [300]. Pokazano je da progesteron inhibira, a mifepriston stimulise
produkciju IL-8 koji je najvazniji hemoatraktant [301]. Najnovija ispitivanja pokazuju da su
dejstva progesterone na grli¢ i uterus odvojena, Sto potvrduju rezultati ispitivanja da
antiprogestini dovode do sazrevanja grlica materice ali ne i porodaja. Ovo smatramo vaznim

jer je nekoliko randomizovanih klinickih studija pokazalo da progesteron moZze znacajno da

42



smanji ucestalost PP kod pacijentkinja kod kojih se UZ transvaginalnom sonografijom nade
skracen grli¢ [301-315]. Danas bi mogli re¢i da progesteron predstavlja glavni faktor
odrzavanja miometrijuma u mirovanju i ouvanja integriteta grlica materice 1 da faktori koji
dovode do porodaja moraju da nadjacaju efekte progesterona.
Do pojave UZ digitalni pregled je bio jedini nacin da se proceni duzina grlica materice, a
celokupan nalaz je procenjivan takozvanim Bishopovim skorom, kasnih devedesetih od prvih
radova lamsa i sar. [322] uraden je veliki broj ispitivanja koja su trebala da pokazu vrednost
UZ u predvidanju PP. Studije koje su poredile digitalni pregled i transvaginalnu sonografiju
(TVS), takode su pokazale da je TVS superiorna u odnosu na klinic¢ki pregled u predvidanju
PP. Ovo je razumljivo ako znamo da digitalnom pregledu »izmi¢e« stanje unutra$njeg
materi¢nog usc¢a i donjeg uterusnog segmenta koji nesumnjivo imaju najveci znacaj [316, 317].
Prose¢na duZzina grli¢a materice pre 28. n.g. iznosi od 40-60 mm. Tacnije, percentili za
duzinu grli¢a izmedu 22-30. n.g. su: 2,0 cm: 5. percentil; 2,5 cm: 10. percentil; 3,5 cm: 50.
percentil; 4,5 cm: 90. percentil. Duzina grli¢a smanjuje se sa napredovanjem trudnoée tako da
je izmedu 16. i 20. n.g. 4,0 — 4,5 cm;24-28. n.g. 3,5 — 4,0 cm; 32-36. n.g. 3,0 — 3,5 cm.
Dosadasnja ispitivanja pokazala su da duzina grli¢a u prvom trimestru trudnoée ne moze da se
koristi u predvidanju PP. Dakle, po¢evsi od Tamsove studije [322], veliki broj autora merio je
duzinu grli¢a tokom trudnoce i1 dosao do zakljucka da je duzina grli¢a u obrnutoj korelaciji sa
trajanjem trudnoce, odnosno da kratak grli¢ predstavlja rizik za PP. Naravno, ne treba izvuéi
zakljuc¢ak da se pre vremena porode sve zene koje imaju kratak grli¢ [318-321]. Uopsteno,
trudnice ¢ija je duzina grlica do 24. n.g. manja od 25 mm imaju ve¢i rizik za PP [322]. Pomenuta
studija lams i sar. [322] iz 1996. je pokazala obrnut odnos izmedu duzine grli¢a materice i rizika
za PP. To je ujedno bio i podsticaj za veliki broj ispitivanja koja su imala za cilj da utvrde da li
bi se ultrazvucni pregled grlica materice mogao koristiti kao skrining metoda u prevenciji PP.
Naime, merenje duzine grlica materice predstavlja brz, relativno jednostavan i jevtin
dijagnosticki metod koji se bez rizika moze primeniti kod najveéeg broja pacijentkinja. Danas
je transvaginalna sonografija jedini pristup kojim na adekvatan i precizan nacin mozemo
izmeriti duzinu grli¢a materice i tako proceniti rizik. I najvaznije, izdvajanjem rizi¢ne grupe
trudnica otvorena je moguénost za primenu terapijskih procedura, kao Sto su terapija
progesteronom ili aplikacija serklaza. Brojna istrazivanja ispitivala su mogucnost da duzinu
grlica koristimo kao skrining u prevenciji PP [322]. Skracen grli¢ meren TVS predstavlja
najpouzdaniji pojedina¢ni markera u predvidanju PP [323-327]. Tako su ova ispitivanja
pokazala da ¢e se oko 15% trudnica ¢ija je duzina grlica manja od 15 mm poroditi pre 32.

nedelje trudnoce [325, 328]. Trudnice koje prethodno nisu imale PP, a ¢ija je duzina grli¢a pre
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20. n.g. kraca od 25 mm imaju 4 puta veci rizik od PP. U populaciji trudnica koje su ve¢ imale
PP ovaj rizik je znacajno veci (RR-11,3) [329]. Kada je duzina grli¢a preko 25 mm negativna
prediktivna vrednost je preko 95% za porodaj pre 32.n.g [330]. Ako je u blizanackoj trudnoci
duzina grli¢a izmedu 20 i 24.n.9. ve¢a od 25 mm, NPV je takode preko 95% [331]. Kombinacija
TVS i FFT daje najbolje rezultate u predvidanju PP [332]. Naravno da se i neki drugi faktori
moraju uracunati jer se rizik povecava kod pacijentkinja koje su imale prethodni PP [333].
Generalno mozemo reci da grli¢ duzi od 25 mm i negativan FFT u periodu izmedu 24. i 32. n.
g. znaCi da je mala verovatnoca porodaja pre 37. n.g [334]. Terapija progesteronom ili stavljanje
serklaza znacajno smanjuje ucestalost PP [335-339]. Fonseca i sar. [340] su pokazali da
primena vaginalnog progesterona kod trudnica sa duzinom grlica <15 mm, smanjuje rizik od
PP za oko 44%. Druga randomizovana klinicka studija kod pacijentkinja ¢ija je duzina grli¢a
bila izmedu 10-20 mm i koje su le¢ene vaginalnom primenom progesterona pokazala je
smanjenu ucestalost PP pre 33. n.g. za 45%, za 38% smanjen je procenat PP pre 35. n.g., dok
je ovaj procenat za PP pre 28. n.g. iznosio 50%. Metaanaliza pet randomizovanih klini¢kih
ispitivanja pokazala je da vaginalna primena progesterona ne smanjuje samo ucestalost PP nego
i ukazuje na smanjenu ucestalost respiratornog distres sindroma i mnogo manje komplikacija u
postnatalnom periodu [341-351]. Dosadasnja ispitivanja (ne uzimaju¢i u obzir fetalni
fibronektin) nisu pokazala nikakvu znacajniju udruzenost ili bolje rezultate kada se TVS
kombinuje sa drugim prediktorima PP. Poslednjih decenija ulozeni su ogromni napori i uradena
brojna ispitivanja u pokusajima da se pronade biohemijski marker koji bi mogao predvideti PP.
Svakako da po broju prednjace razli¢iti markeri infekcije i/ili zapaljenja s obzirom na
epidemioloske podatke 1 infekciju kao najvazniji faktor rizika za PP. Ipak interesantno je da se
u tom ,,moru* razli¢itih supstanci veoma retko, bolje receno sporadicno, pojavljuju PMN za
koje smo videli da su jedan od najznacajnijih faktora u svakom zapaljenskom odgovoru. Tako
smo nasli samo jednu studiju koja se odnosi na broj PMN u grli¢u materice i TVS, a nekoliko
drugih studija koje uporeduju ova dva parametra odnose se na broj PMN u amnionskoj te¢nosti

kod pacijentkinja kojima je radena amniocenteza [352-355].
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2.1

2 RADNE HIPOTEZE

Novi metod mikroskopskog pregleda preparata vaginalnog sekreta bojenog po Gramu
na uvecanju x200 omogucava preciznije odredivanje broja i vrsta ¢elijskih morfotipova
u odnosu na trenutne metode na mikroskopskim uveéanjima x400 (Amsel) 1 x1000
(Nugent, Ison/Hay i Claeys), a time bolje rezultate u proceni stanja vaginalne flore i
rizika od PP.

Poveéano prezivljavanje vaginalnin PMN, zbog smanjene apoptoze kod trudnica
izmedu 24. i 28. nedelje trudnoce, pozitivno koreliSe sa prisustvom vaginalne infekcije
i/ili zapaljenja, koncentracijama prozapaljenjskih citokina (IL-1p i TNFa) i lokalnog
Th17 (IL-17A, 1L-22) i Th9 (IL-9) imunskog odgovora, a u negativnoj je korelaciji sa
nivoom imunoregulatornog citokina IL-10.

Metodologija semikvantitaivnog odredivanje broja PMN na preparatu bojenom po
Gramu i mikroskopskom uvecanju x200 je bolji metod u proceni broja PMN u brisu
vaginalnog sekreta od semikvantitativnih metoda na uvecanjima x400 i x1000 i dve
kvantitativne metode.

Broj i vijabilnost vaginalnih PMN bolji su pokazatelji rizika za PP od dijagnostikovanih

poremecaja vaginalne flore, koncentracije ispitivanih citokina i duzine grli¢a materice

CILJEVI

Na osnovu nalaza novog metoda mikroskopskog pregleda preparata vaginalnog sekreta
bojenog po Gramu na uvecanju x200 i semikvantitativne procene prisustva, broja i
odnosa razli¢itih bakterijskih morfotipova, predloZiti novu klasifikaciju vaginalne
mikroflore 1 uporediti je sa postoje¢im dijagnostiCkim kriterijumima i1 podelama po
Amsel-u, Nugent-u, Ison/Hay-u i Claeys-u.

Utvrditi 1 uporediti broj PMN u vaginalnom sekretu trudnica izmedu 24. i 28. nedelje
trudnoce pomocu semikvantitativnih metoda na mikroskopskim uveéanjima x200, x400
i x1000 i dve kvantitativne metode.

Utvrditi i uporediti vijabilnost, apoptozu i broj vaginalnih PMN dobijen razli¢itim
kvantitativnim i semikvantitativnim metodama.

Utvrditi povezanost izmedu stepena apoptoze vaginalnih PMN i grupa pacijentkinja sa
razliitim stanjima vaginalne mikroflore definisanih na osnovu standardnih i

novopredlozenih Kriterijuma.
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5.

Izmeriti koncentracije Thl (IL-2, IFN-y, IL-12 p70), Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-13), Th17
(IL-17A, 1L-22), Th9 (IL-9), proinflamacijskih citokina (IL-1B, TNFa) i
imunoregulatornog IL-10.

Utvrditi medusobnu povezanost broja, vijabilnosti i apoptoze vaginalnih PMN sa
koncentracijama ispitivanih citokina i rezultatima mikroskopskih ispitivanja preparata
vaginalnog sekreta i ultrazvu¢nog merenja duzine grli¢a materice.

Utvrditi medusobnu povezanost broja, vijabilnosti i apoptoze vaginalnih PMN,
koncentracija ispitivanih citokina, rezultata mikroskopskih ispitivanja preparata
vaginalnog sekreta i ultrazvu¢nog merenja duzine grlica materice sa ucestalos¢u PP u

ispitivanoj populaciji trudnica.

46



2.2 PACIJENTKINJE | METODI

Prospektivna studija u koju su bile uklju¢ene 732 trudnica izmedu 24. i 28. nedelje trudnoce.
Svim pacijentkinjama pregled smo zakazivali jedan do dva meseca unapred i sve pacijentkinje
su bile bez znakova i simptoma PP ili drugih tegoba. U studiju nisu ukljucivane trudnice mlade
od 18 i starije od 40 godina, trudnice sa multiplom trudnoom, anomalijama uterusa,
prethodnom konizacijom ni one koje su ve¢ imale jedan ili viSe PP, one koje su koristile bilo
kakvu terapiju dve nedelje pre uzimanja uzoraka ili imale seksualne odnose 7 dana pre
uzimanja uzorka. Pre bilo kakvog vaginalnog pregleda u vaginu smo stavljali sterilan spekulum
bez upotrebe lubrikansa i klinickim pregledom konstatovali koli¢inu, konzistenciju i boju
vaginalnog sekreta i povrSinu ektopije grlica materice. Odmah posle uvodenja spekuluma u
pocetni deo cervikalnog kanala stavljali smo Stapi¢ sa dakronom tokom 1 min do saturacije. Sa
boc¢nog vaginalnog zida uzimali smo 3 uzorka

e Prvi uzorak nanosili smo na mikroskopsku plocicu dimenzija 76,2x25,4 mm blagim
kotrljanjem Stapica po duzini, stavljali jednu kap fizioloskog rastvora i preko nje
pokrovno staklo, posle cega smo preparat pregledali pod faznokontrastnim
mikroskopom na uvecanju x400. Po zavrSetku mikroskopskog pregleda na isti preparat
dodavali smo kap 10% KOH u cilju lakse vizuelizacije spora i/ili hifa gljivica. Pri
istovremenom stavljanju fizioloSkog rastvora i 10% KOH na dva kraja plo€ice sa dva
pokrovna stakalaca, u najvecem broju slucajeva 10% KOH prolazio i do drugog dela
plocice i ¢inio preparat neupotrebljivim za dalje ispitivanje.

e Drugi uzorak smo na isti nacin razmazivali na plo€icu, susili na vazduhu, bojili po
Gramu i arhivirali.

e Treci uzorak sa bo¢nog vaginalnog zida smo stavljali u epruvetu sa 1 ml fizioloskog
rastvora i odnosili u citolosku laboratoriju radi kvantifikativnog odredivanja broja PMN
(QPMN-B)

- Proba sa 10% KOH: Kod svih pacijentkinja radili smo probu sa 10% KOH tako $to smo na
Stapi¢ sa uzorkom sa bocnog vaginalnog zida stavljali 1 kap KOH 1 konstatovali ili iskljucili
prisustvo mirisa pokvarene ribe.

- Vaginalni pH odredivali smo papirnim testovima (Merck pH raspona od 4,0 do 7,0).
Saturisani dakronski Stapi¢ iz grli¢a stavljali smo u 1 ml odgovaraju¢eg medijuma i najduze
posle 2 ¢asa odnosili u imunolosku laboratoriju, centrifugirali i zamrzavali na temperaturi —80

do odredivanja koncentracija citokina.
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Potom smo uzimali bris iz grli¢a istim Stapi¢em sa bo¢nog vaginalnog zida 1 u roku od
najduze 3 Casa odnosili u mikrobiolosku laboratoriju gde su ga zasejali na podlogu sa krvnim
agrom, a sa istog uzoraka pravi razmaz na mikroskopskoj plocici susili na vazduhu i bojili po
Gramu, posle Cega ga je tumacio nadlezni mikrobiolog.

Na kraju, posle uzimanja vaginalnih i cervikalnih briseva, u vaginu smo ubrizgali 20 ml
sterilnog fizioloSkog rastvora, ostavili 5-10 s i potom aspirirali delom infuzionog seta
napravljenim za ovo ispitivanje, stavljali u veliku epruvetu i najduze posle 3 h slali u nadleznu
imunolosku laboratoriju radi kvantitativnog odredivanja broja PMN (QPMN-A) i procenta
apoptoze, odnosno vijabilnost PMN.

Po zavrSenom pregledu kod svih pacijentkinja je uraden ultrazvuéni pregled radi
odredivanja gestacione starosti trudnoce, kao i pregled vaginalnom sondom radi merenja duzine

grli¢a materice.

2.3 PROCENA STANJA VAGINALNE FLORE - MIKROSKOPSKI NALAZ

2.3.1 Mikroskopski pregled nativnog preparata ( X400 )

Preparat razblazen jednom kapi fizioloSkog rastvora posmatran je pod faznokontrastnim (FK)
mikroskopom na uvecanju x400 tako $to je na preparatu gledano najmanje 50 vidnih polja (VP),
na sredini i dva kraja preparata i procenjivan odnos izmedu broja laktobacilarnih 1 sitnih
bakterijskih formi i1 detektovano prisustvo specificnih uzro¢nika infekcije kao Sto su T.
vaginalis i C. albicans, citolize, parabazalnih c¢elija, eritrocita, i broj polimorfonukleara (PMN).
Preparat NPV'S smatrali smo odgovaraju¢im ako je najmanje 8 epitelnih éelija (EC) prisutno u
VP na uvecanju x400.

- Laktobacilarne forme (LBF): Forme koje se na faznokontrastom mikroskopu vide kao ravni
ili blago zakrivljeni Stapi¢i, ravnih krajeva, nepokretni, razlicite Sirine ili duZzine, koji ponekad
adheriraju ili su smesteni u obliku palisada definisali smo kao $tapicaste forme (SF) i oni

odgovaraju laktobacilima ili laktobacilarnoj flori drugih autora.

- Sitne bakterijske forme (SBF): Ovaj termin smo koristili da opiSemo prisustvo razlicitih
morfoloskih formi sitnih bakterija, kao $to su kokobacili, vrlo mali bacili (engl. tiny rods) i
pokretni zakrivljeni bacili (engl. mobile curved rods) koji se Cesto nalaze zajedno. One su
znatno manje od laktobacila i Cesto prianjaju jedni za druge formirajuci grudvice ili splavu

sli¢ne formacije koje plutaju izmedu epitelnih ¢elija. Vaginalne EC &ije se ivice ne vide jasno
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jer su prekrivene velikim brojem kokobacila koji adheriraju za njihovu povrsinu identifikovali
smo kao clue ¢elije (engl. clue cells, CC). Sitne zakrivljene bakterije, koje se krecu praveci

spiralne putanje pretpostavljali smo da predstavljaju Mobilncus species.

NORMALAN NALAZ - Predominaciju LBF u odnosu na SBF uvek smo svrstavali u
normalan nalaz i u slu¢ajevima kada je jedan od dva testa (KOH test, pH>4,5) bio pozitivan,
nismo imali slucajeve sa oba pozitivna testa i predominatnom laktobacilarnom florom (Slika
2.1).

BAKTERIJSKA VAGINOZA - Dijagnozu BV postavljali smo na osnovu
modifikovanih Amselovih kriterijuma. Originalni Amselovi [214] kriterijumi podrazumevaju
pozitivna tri od Cetiri znaka: 1) pojacana, homogena sivo belicasta sekrecija; 2) pozitivan test
sa 10% KOH (neprijatan miris ribe); 3) vaginalni pH preko 4,5; 4) mikroskopski nalaz: najveéi
broj autora podrazumeva prisustvo CC, a neki smatraju da broj CC treba da bude ve¢i od 20%
posmatranih ¢elija (najmanje jedna od pet Celija, na najmanje Cetiri vidna polja), da bi se
postavila dijagnoza BV (Slika 2.2). S obzirom na visegodi$nje iskustvo u gledanju NPVS
odavno smo primetili da se zna¢ajan procenat pacijentkinja (20-30%) nalazi izmedu ova dva
nalaza, definisanih kao predominantna LBF ili prisutne CC. Ove pacijentkinje bi mogli da
podelimo u dve grupe.

Prvoj bi pripadale one koje imaju manji broj LB i SBF, obi¢no podjednak ili sa malo
vec¢im brojem jednih ili drugih formi (Slika 2.3).

Drugoj grupi bi pripadale pacijentkinje sa izrazito smanjenim brojem i LBF i SBF tako
da preparat deluje kao ispran fizioloskim rastvorom, ¢ist, samo sa EC (hipocelularan nalaz), sa
vrlo malim brojem laktobacila i sitnih bakterijskih formi.

U slucajevima kad su SBF brojnije ili ¢ak podjednake sa LBF, ili kada je preparat hipocelularan
(mali broj ili potpuno odsutna LBF, kao i mali broj SBF), a pacijentkinja ima druga dva
pozitivna testa, vaginalni pH>4,5 1 pozitivha KOH test, postavljali smo dijagnozu BV, bez
obzira §to nije bilo CC ili pojacane homogene sivobelicaste sekrecije. Dakle, prisustvo CC na
NPVS i poja¢ana homogena sivobeliCasta sekrecije nisu bili deo naSeg dijagnostickog skora za
dijagnozu BV. Sve pacijentkinje su na osnovu nalaza NPVS dobijale odgovarajucu terapiju.
Tako su pacijentkinje sa BV i prisutnim clue cells le¢ene metronidazolom 2x500 mg 7 dana uz
istovremenu lokalnu primenu prebiotika + acidifikant, dok su pacijentkinje bez clue cells i
hipocelularnim nalazom bez obzira na dva pozitivna ili negativna testa (pH i KOH) takode
dobijale prebiotik sa acidifikantom. Pacijentkinje kod kojih su na NPVS sa 10% KOH

detektovane spore ili hife gljivica tretirane su antimikotickom terapijom.
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Slika 2.2: Tipi¢ne clue cells (CC), nema laktobacila, bakterijska vaginoze (NPVS, FK X400)




21.5.2014, 13:30

Slika 2.3: Podjednak broj laktobacila i sitnih bakterijskih formi, nalaz grani¢an i dijagnoza zavisi od
rezultata pH i KOH testa (NPVS, FK X400)

FH NATIVNIOOO! jpg PH NATIVNIOOQE

Slika 2.4: Hipocelularan preparat sa malim brojem bakterijskih formi, izgleda kao ispran, ¢ist; dijagnoza
zavisi od rezultata pH i KOH testa (NPVS, FK X400)




Pacijentkinje sa povec¢anim brojem PMN kod kojih nismo detektovali gljivice a kod kojih smo
mikroskopski nasli predominaciju SBF ili podjednak broj laktobacila i sitnih bakterijskih formi
dobijale su terapiju Eritromicin 500 mg 4x1 7 dana jer smo smatrali da se kod ovih pacijentkinja

radi o aerobnom vaginitisu (AV).

2.3.2 Bojenje po Gramu
Preparat osusen na vazduhu fiksirali smo u metanolu ili na plamenu, potom na preparat stavljali

kristal violet (1 min), isprali ga blagim mlazom destilovane vode, pa naneli Lugolov rastvor (1
min), isprali pod blagim mlazom vode, zatim obezbojili acetonom ili 96% alkoholom (5-15 s),
isprali vodom, stavili sarfarin (1 min), isprali vodom i osusili. Pregled mikroskopskog preparata
bojenog po Gramu na uvecanju x1000 raden je na osnovu kriterijuma po Nugentu, Ison-Hayu i

Claeysu.

2.3.2.1 Metodologija po Nugentu

Pod imerzijom (uvecanje x1000) gledali smo 5 nesusednih, slu¢ajno odabranih VP na kojima
smo belezili prisustvo i broj Stapi¢astih Gram pozitivnih morfotipova (laktobacili), zatim Gram
negativnih ili Gram varijabilnih kokobacilarnih morfotipova (Gardnerella, Bacteroides
morfotip) kao i broj zakrivljenih Gram varijabilnih formi (Mobilluncus morfotip). Povrs§ina VP
mikroskopa na kome smo gledali preparate (Leica DM 2000 LED, okular 10x22, socivo
100x1,25, pre¢nik 0,21mm) iznosi 0,035 mm?. Broj bakterijskih morfotipova razlikuje se u
odnosu na originalnu Nugentovu podelu [208] jer je odredivan za povrsinu vidnog polja od
0,035 mm?kako je to predlozeno od strane Larssona i sar. [356] (Tabela 2.1). Gleda se 5 VP, i
na osnovu broja morfotipova odreduje broj bodova, da bi u konacnom zbiru pacijentkinje bile
podeljene u tri grupe: Normalan nalaz (0-3 bodova); Intermedijaran nalaz ( 4-6 bodova) i
Bakterijska vaginoza (7-10 bodova) (Slike 2.5 - 2.8).

Tabela 2.1: Nugentov skor sa brojem morfotipova za povrsinu vidnog polja 0,035 mm?,
adaptirano na osnovu Larssona i sar. [356]

Broj Broj Broj Nugentov

) Bodovi Gardnerella Bodovi e bodovi ger Dijagnoza

Laktobacili . Mobiluncus zbir
Bacteroides
0 4 >50 4 >10 2 10 _

0-2 3 10-49 3 2-10 1 8 BV=7-10
2-8 2 2-8 2 0 0 5 INT= 4-6
10-49 1 0-2 1 3
>50) 0 0 0 0 NOR=0-3

LB: Gram pozitivne Stapicaste forme, laktobacilarna flora; GV: Gardnerela vaginalis; BS: Bacteroides spp; MB: Mobiluncus spp.,
zakrivljeni Gram varijabilni morfotip
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25.2.2014, 15:37

L.CRISPATUS DEBELI DOERO SE BOJE OD 1.6 DO 10 MIC

Slika 2.5: Predominantna laktobacilarna flora, zbir po Nugentu = 0, nalaz normalana (Gram X1000)

3.4.2014, 13:50

Slika 2.6: Zbir po Nugentu = 6, nalaz intermedijaran (Gram X1000)




Slika 2.7: BV full

BVP: 3. NA X100 VECINA MABJA OD 1 MIC.

Slika 2.8: Nugentov zbir=9;Bakterijska vaginoza, bez clue cells

7.3.2014, 19:03
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2.3.2.2 Metodologija po Ison i Hayu

Metodologija po Ison i Hayu [357] sli¢éna Nugentovoj kada se radi o ¢elijskim morfotipovima
samo se ovde oni ne broje nego se radi o semikvantitativnoj proceni odnosa pomenuta tri
bakterijska morfotipa. Pored tri kategorije koje su identi¢ne Nugentovoj podeli (normalan,
intermedijaran i BV), autori su dodali jo§ dve: jedna definisana kao nulta (grade 0) koja se
karakteri$e prisustvom samo EC bez bakterija u nasim tabelama ,,CIST NALAZ*. Druga (grade
IV) koju opisuju kao grupu kod koje su EC prekrivene samo G+ kokama, u na$im tabelama
,,KOKE* (Slike 2.9 1 2.10).

2.3.2.3 Metodologija po Claeysu

Verhelst i sar. [216] su napravili novu podelu poznatu i kao klasifikacija po Claeysu koja ima
6 grupa. Ova klasifikacija sustinski predstavlja modifikaciju klasifikacije po Ison i Hayu, u
kojoj su je izostavljena grupa pacijentkinja koju su Ison i Hay definisali kao grade 0, a
uspostavljene su i dve nove grupe. Prva, koja originalno nosi naziv grupa | PMN ili grupa I-
like, a koja je u nasim tabelama oznacena kao “SLICAN NORMALNOM? a koja se karakterise
prisustvo Gram pozitivnih oblika, koji mogu biti sasvim mali i kratki, ili izrazito dugacki, ali
nepravilnih oblika sa tendencijom grananja, i obi¢no Sirokim i debelim, zatupastim krajevima
(clubbing) i zakrivljenim ivicama, a ¢esto se i neregularno boje, rasporedeni tako da esto prave
oblike sli¢ne kineskom pismu (Slika 2.11). Druga grupa se karakteriSe prisustvom velikog broja
PMN uz istovremeno prisustvo normalnog broja laktobacila, koju autori nazivaju i idiopatskom
leukorejom, a koja je u nasim tabelama obelezena kao “LEUKOREJA”. Da bi pacijentkinju

svrstali u ovu Grupu neophodno je iskljuéiti gljiviéni infekciju (Slika 2.12)
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17.2.2014, 16:59

X100 CLEAN SBF PREKO 30 NA VP NE NA FOTOGRAFIJI

Slika 2.9: Podela po Ison/Hayu originalno Grade 0, u nasem ispitivanju i tabelama “CIST NALAZ”

3.4.2014. 11:00

Slika 2.10: : Podela po Ison/Hayu originalno Grade IV, u naSem ispitivanju i tabelama “KOKE”




5.4.2014, 19:15

BATICAST KRAJ=BIFIDO?

Slika 2.11: Podela po Claeysu- Originalno Grupa I-like, u naSem ispitivanju ; “slican normalnom” i
BIFIDO forme; Stapicaste forme sa zatupastim (bati¢astim krajevima koje se neravnomerno boje (x1000)

21.2.2014, 11:52

Slika 2.12: Podela po Claeysu- Originalno Grupa I-PMN, u nasem ispitivanju i tabelama “LEUKOREJA”
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Mikroskopski pregled preparata po Gramu (X200) — nova podela (NP)

Svakako najznacajnija razlika nase metodologije u odnosu na postojece je Cinjenica da se
preparat bojen po Gramu posmatra na uvecanju od x200 za razliku od pomenutih metodologija
koje koriste uvecanje x1000. PovrSinu nase mikroskopske ploCice na koju razmazujemo
vaginalni bris je 1935 mm? (25,4x76,2 mm). Ako pretpostavimo da je proseéno najmanja
obojena povrsine na takvoj plo¢ici oko 1/3 njene ukupne povrsine, onda je to oko 600 mm?.
Druge merne podatke koje smo izracunali, a za koje smo smatrali da bi mogli biti korisni za
nase ispitivanje prikazali smo u Tabeli 1.2.

Posto su svi preparati nekoliko puta (3-5 puta) gledani pod imerzijom, radi dobijanja adekvatne
mikroskopske slike i na uvecanju x200 stavljali smo imerziju i onda mikroskopirali. Imerzija
nije neophodna ukoliko se preparat po Gramu gleda prvi put, ali mi je stavljamo i u takvim
slucajevima jer tokom pregleda uvek odreden broj VP gledamo i na uvecanju x1000. Na dva
kraja i sredini preparata gledali smo 50-70 VP, dakle ukupno oko 150-200 VP (200/700 =
0,28%), Sto je oko 286x veci broj VP nego kada gledamo 20 VP na uvecanju x1000 (20/17000
=0,001%). Dakle, povrsina obojenog dela preparata koju gledamo ovom metodologijom je za

oko 200 do 300 x veca od povrsine na uvecanju x1000. (Slika 2.13)

- sy 3

Slika 2.13: Povrsina jednog vidnog polja uveéanja X200 odgovara povr$ini 25 vidnih polja uveéanja
X1000
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Daljim ispitivanjima 1 morfometrijskim analizama na 50 preparata bojenih po Gramu dosli smo
do zakljucka da je najmanja duzina koja se na mikroskopskom uvecanju x200 jo§ moze
raspoznati kao §tapicasta forma (SF) iznosi 1,5 um (Slika 2.14 i 2.15). Na razli¢itim uveéanjima
granica da li se nesto vidi ili ne vidi kao Stapi¢ je razlicita i ona je na x200 oko 1,5 um, na x400

je oko 1 um, a na uvecanju x1000 oko 0,5 um (Slike 2.16 12.18).

17.3.2014, 11:26

NA:£0 1.5 MICRONA JOS IMA TZGLED SF

Slika 2.14: Na uveéanju X200 forme duZzine do 1,5 mikrona se raspoznaju kao Stapicaste (vidi kursor)
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17.3.2014, 11:28

NA X 20 1 MIC NEMA IZGLED SF

Slika 2.15: Na uveéanju X200 forme manje od 1,5 mikrona se ne raspoznaju kao $tapicaste ve¢ kao

nestapicaste forme (NSF) (vidi kursor)

27.5.2014, 19:26

1,35 pm

NA X400 1 MICRON SE RASPOZNAJE KAO SF

Slika 2.16: Na uveéanju X400 i forme duZine do 1 mikrona se vide kao §tapicaste tako da je na ovom
uvecanju generalno teZa diferencijacija $tapicastih od ne$tapicastih formi (vidi kursor)




22.2.2014, 18:01

0,3 pm

NA X100 0.5 JE KAO 1.5 NA X20

Slika 2.17: Na uveéanju X1000 i forme duZine 0,5 mikrona se raspoznaju kao Stapiéi (vidi kursor)

6.4.2014, 19:38

209 um

RAKO OVDE 1.5 MICRONA DELUJE DUGACKO, A TEK 2 MIC

Slika 2.18: Na uvecanju X1000 i forme duzine 0,5 mikrona se raspoznaju kao vrlo kratki §tapiéi, a duZina
oko 2 mikrona kao duZe Staniéaste forme (vidi kursor)
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BVF SUSTINSKI GOTOVO DA NEMA DUZIH OD 1.5 MICRON

Slika 2.19: Flora udruZena sa bakterijskom vaginozom (BVAB) veéina formi je manja od 1,5 mikrona
(Gram preparat, X1000)

1,7 pm

BVF X 20=NE VIDE SE SF NA X20

Slika 2.20: Preparat po Gramu uve¢anje X200: ne vide se $tapicaste forme ili su retke, ve¢ina manja od
1,5 mikrona, prdominacija NSF - nalaz karakteristi¢an za BV-FULL
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5.4.2014, 09:10

3,1 pm

Slika 2.21: Uvecanje X200 vidi se dosta Grampozitivnih $tapicastih formi, nalaz odgovara Normal FULL

6.3.2014, 10:37

Slika 2.22: Uvecanje X200 vidi se neSto manje Grampozitivnih $tapic¢astih formi, nalaz odgovara Normal
MID
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Slika 2.25: Kompjuterska analiza slike i merenje duzine bakterijskih morfotipova kod pacijentkinja sa
bakterijskom vaginozom (GSA Image Analyser (GSA Gesellschaft fur Softwareentwicklung und Analytik

mbH, Germany)

Slika 2.24: Kompjuterska analiza slike i merenje duzine bakterijskih morfotipova kod pacijentkinja sa
normalnim nalazom (GSA Image Analyser (GSA Gesellschaft fir Softwareentwicklung und Analytik
mbH, Germany)

Classify object surfaces in lane size. Printout objects per class:

Object surface larger than 0.0000 Qrd.pum and smaller than 735.2251 Qrd.um :649
Object surface larger than 735.2251 Qrd.pm and smaller than 1470.4501 Qrd.pm :458
Object surface larger than 1470.4501 Qrd.um and smaller than 2205.6752 Qrd.um :87

Object surface larger than 2205.6752 Qrd.um and smaller than 2940.9003 Qrd.um :31

Object surface larger than 2940.9003 Qrd.um and smaller than 3676.1254 Qrd.um :17
Object surface larger than 3676.1254 Qrd.pm and smaller than 4411.3504 Qrd.um :8
Object surface larger than 4411.3504 Qrd.pm and smaller than 5146.5755 Qrd.pm :5
Object surface larger than 5146.5755 Qrd.pm and smaller than 5881.8006 Qrd.pm :2
Object surface larger than 5881.8006 Qrd.um and smaller than 6617.8256 Qrd.um :3
Object surface larger than 6617.0256 Qrd.um and smaller than 7352.2507 Qrd.um :0
Object surface larger than 7352.2507 Qrd.um and smaller than 8087.4758 Qrd.um :1
Object surface larger than 8087.4758 Qrd.pum and smaller than 8822.7009 Qrd.um :2

Cut through area of objects: 941.0881 Qrd. pum

Area median of objects: 713.1683 Qrd. um

Area size of smallest object: 294.09 Qrd. um

Area size of biggest object: 8528.6108 Qrd. um

Total area of all objects: 1190417.6173 Qrd. pm

Maximum object size:

Vertical dimention|Horizontal dimention|Diagonal dimention

Object 2 0.7381 pm .7815 .8758 pm
Object 13 0. 9322 pm
Object 93 2] 9322 pm
Object 112 2} 0173 pm

Number of objects: 1789

Slika 2.23: Deo izvestaja dobijen nakon analize slike primenom GSA Image Analysera
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Morfometrijskim i uporednim ispitivanjima na uvecanjima x200 i x1000 merili smo duzinu
bakterijskih morfotipova kod pacijentkinja s normalnim nalazom i pacijentkinja sa BV, i
utvrdili da je prosecna duzina bakterijskih formi kod pacijentkinja sa normalnim nalazom oko
3 um, dok je kod pacijentkinja sa BV duzina manja od 1um (Slike 2.19 — 2.22).

Mada je merenje na mikroskopu precizno da bi iskljucili faktor subjektivnosti odlucili smo se
za kompjutersku analizu slike kod pacijentkinja sa normalnim nalazom i onih sa BV. U
ispitivanju  smo  koristili  softver GSA Image Analyser (GSA Gesellschaft fur
Softwareentwicklung und Analytik mbH, Germany). Analizirane su fotografije 10 pacijentkinja
kod kojih je na osnovu Amselovih klini¢kih kriterijuma i Nugentovih kriterijuma postavljena
dijagnoza BV ili normalnog nalaza. Nasi rezultati su pokazali da je duzina bakterijskih formi
kod pacijentkinja sa normalnim nalazom uvek preko 2um, dok kod pacijentkinja sa BV nikada
nije bila ve¢a od 1,3 um — jos jedna potvrda da duzina moze biti jedini parametar u razlikovanu
normalne (laktobacilarne) od patoloske vaginalne flore (BVAB). Ovi rezultati su takode
potvrdili vaznost €injenice da se na mikroskopskom uvecanju x200 forme duze od 1,5 pm
prepoznaju kao Stapici, dok gledanjem na uvecanju x400 forme duzine 1 um se vide kao Stapici

Sto onda otezava razlikovanje laktobacila od BVAB (Slike 2.23 — 2.25).

Tabela 2.2: Povrsina VP mikroskopa na kome smo mi radili na razli¢itim uvecanjima i povrsine od znacaja
za nase ispitivanje
P

Leica DM Broj EC/ Broj Broj VP/ Pre¢nik R
kruga=rm Povrsine
2000 LED VP PMN/VP 600 mm? (mm)
(mm?)
X1000 0,035 3-17/4 700/4 =17 500 0,21 Plog¢ica=1935 mm?
X 400 0,22 20-110/24 4/400 ~2 800 0,53 EC = 0,002 mm?
PMN =0,00005
X 200 0,88 70-425/100 ~ 700 1,06 ,
mm
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Kako smo na osnovu merenja i kompjuterske analize mikroskopskih fotografija utvrdili da
duzina bakterijskih formi moze biti jedini, i dovoljan, parametar u razlikovanju zdrave i
patoloske flore sve pacijentkinje su podeljene u dve kategorije:

Stapicaste forme (SF)- Forme koje se na uveéanju x200 prikazuju kao $tapidaste i lako
zakrivljene forme, razli¢ite duzine (podrazumeva se da je duzina veca od 1,5 um) debljine, i
intenziteta bojenja, tumacili smo kao zdravu vaginalnu floru, odnosno laktobacile. Dakle, iako
verujemo da u najveéem broju slucajeva ove forme predstavljaju razliite sojeve laktobacila,
namerno smo izbegli naziv laktobacilarna flora, jer na osnovu mikroskopskog nalaza ne
mozemo, tvrditi da sve ove Stapicaste forme predstavljaju laktobacile, zbog ¢ega smo mislili da
je korektnije koristiti naziv SF.

Nestapic¢aste forme — (NSF) Forme koje se na uveéanju na x200 ne prikazuju kao $tapiéi, nego
su kokobacilarnog ili kokoidnog oblika, a ¢ija je duZina kao §to smo rekli manja od 1,5 pm,
nazvali smo nestapicaste forme (NSF), i pod ovim uglavnom podrazumevamo bakterijsku floru
udruzenu sa BV (BVAB) ali ne 1 koke (vidi kasnije, koke).

Ova podela na SF i NSF mozZe da se primeni samo na mikroskopskom uveéanju x200, ali ne i
na x400 i x1000, jer se tamo i krace bakterijske forme prikazuju kao S$tapici, tako da se
mikroskopski kriterijumi na ovim uveéanjima drugaciji.

Dakle odnos ove dve forme na neki nacin predstavlja podlogu ili pozadinu svakog
mikroskopskog preparata i na ovaj nacin razlikujemo dva entiteta, normalan nalaz i BV, a sve
ostale bakterijske forme ili ¢elijski elementi nalaze se kao ,,nadgradnja“ ovoj podlozi. Tako
spore 1/ili hife gljivica moZemo na¢i na svakoj od nasih 6 ,,pozadina®, a zajedno sa gljivicama
se moze nac¢i ve€i ili manji broj PMN 1 time imamo znafajan problem u pokuSaju da
pacijentkinje razvrstamo u homogene grupe. Pored ove dve osnovne forme tokom
mikroskopskog pregleda belezili smo prisustvo jos tri bakterijska morfotipa koji su se nametnuli
tokom ispitivanja svojom ucestaloscu i/ili karakteristi¢c(nom mikroskopskom slikom:
MORFOTIP BIFIDO — Ove mikroskopske forme najblize su mikroskopskom nalazu koje su
Verhelst i sar. [216] u svom ispitivanju definisali kao grupu I-like (vidi podela po Claeysu).

Kako su autori u svom radu [216] pokazali da je u ovoj grupi naden znacajno veci broj
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Bifidobacteria (preko 50% u odnosu na druge grupe, mi smo u na$em ispitivanju pacijentkinja

sa ovakvim ili sli¢nim nalazom definisali kao ,,BIFIDO* grupu (Slike 2.27- 2.36)

26.2.2014, 08:14

2.8 pm

%20 kap i-like nepravilne G+++ forme

Slika 2.26: I na uveéanju x200 vide se Gram pozitivne forme razli¢ite veli¢ine i oblika, od koka do duZih
Stapica, utisakj grananja, zakrivljen, oblici V, T, Z, X, mrljaste forme tako da je ¢itava slika polimorfna
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26.2.2014, 08:17

1,5 pm

0

%100 NEPRAVILNE G+++ FORME

Slika 2.27: Uvec¢anje X1000 forme nepravilnog oblika, neravnomerno se boje, sa zatupastim (bati¢astim)
krajevima, neke oblici formiraju lance

25.2.2014, 18:56

OVO JE I LIKE: 1. MRLJE OD MASTILA 2.NEPRAVILNI OBLICI |

Slika 2.28: Uvecanje X 200 polimorfana nalaz sa Gram pozitivnim formama razli¢itih veli¢ina i oblika,
polimorfana nalaz koji ukazuje na prisustvo Bifido ili Coryneobacteria
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25.2.2014, 19:07

1,7 pm

X100-I LIKE:1. MRLJE OD MASTILA= KINESKO PISMO

Slika 2.30: Kinesko pismo” Bifidobacteria ili Corynebacteria

5.4.2014, 09:51

51 pm

Slika 2.29: Nalaz “sli¢an normalnom” , predominiraju Gram pozitivne SF; moZe se uoéiti da je ¢itava
slika polimorfna (Gram X200), ali se razlika moZe uvideti tek na uvecanju x 1000 «




5.4.2014, 10:04

I\-LIIKIC FULL GOTOVO DA'NEMA i.‘li S

Slika 2.31: Isti nalaz na uve¢anju X1000 $tapi¢aste Gram pozitivne forme sa bati¢astim krajevima koje se
neravnomerno boje

20.5.2014, 15:40

222??lacto? bifide?actyno?coryne?ili...?umrSena kosa

Slika 2.32: I na uveéanju x200 i X1000 tesko je razlikovati laktobacile od bifdobakterija, korinebakterija,
aktinomiceta. Dosta PMN. (Gram x200)
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20.5.2014, 15:53

lacto? bifido?actyno?coryne? KOKE?SPORE?

Slika 2.34: Isti nalaz na uveéanju X1000 Stapicaste i zakrivljene Gram pozitivne forme ravnih krajeva
koje ukazuju na laktobacilarnu floru

17.3.2014, 12:45

MKP I-LIKE? ILI BVP? ILI INERS? "BIOPSIO" NUGENT???

Slika 2.33: Izrazito Gram pozitivne forme, sa tendencijom grananja , nepravilnih oblika, zakrivljeni ,
polimorfnog izgleda (X1000)




MORFOTIP LEPTO Stapidaste ili manje ili vise zakrivljene forme, razli¢ite debljine i
razli¢itog bojenja po Gramu (G+ ili G-) ¢ija je duzine preko 20 um (Slike 2.36-2.40).

25.4.2014, 19:06

Slika 2.35: Ravne i blago zakrivljene forme koje se neravnomerno boje sa zatupastim krajevima
rasporedene u parovima i palisadama (X1000)
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25.4.2014, 17:22

154 pm

Slika 2.36: LEPTO forme (Gram X1000)

30.4.2014, 19:32

Slika 2.37: “Biopsija” preparata po Gramu i uzorak za PCR bi moZda mogle da defini$u $ta
vidimo?Sneathia sanguinegens, Actinomyces, Fusobacteriumili ekstremno dugacke laktobacile? (Gram
X200)




A

Slika 2.38: “Biopsija” preparata po Gramu i uzorak za PCR bi moZda mogle da defini$u §ta vidimo
Sneathia sanguinegens, Actinomyces, Fusobacterium; vidi se i dosta PMN (Gram X200)

MORFOTIP KOKE Pod ovim morfotipom podrazumevali smo nalaz na kome vidimo izrazito
Gram pozitivne, okrugle (tackaste) forme, veli¢ine od 0,2-1um. Na uvecanju x200 vide se kao
sitne, tackaste forme, brojne, ali nisu slepljene, kao $to je to slucaj sa BVAB (Slika 2.41 i 2.43).
Na sledece tri fotografije (Slika 2.44-2.46) vidimo kako u susednim “regionima” broj koka
moze bitno da se razlikuje. Celije prekrivene kokama koje smo nazvali koka éelije (coccae
cells) treba razlikovati od clue cells kod BV. Tokom ispitivanja primetili smo da se na uvecanju
x200 mogu videti ¢elije koje su obojeno plavo koje smo nazvali plavim ¢elijama (,,blue cells”),
a koje su patognomonicne za prisustvo koka na uvecanju x200 preparata bojenog po Gramu. U
ovom ispitivanju mikroskopskim nalazom pozitivnim na koke smatrali smo pacijentkinje kod

kojih smo na oko 100 vidnih polja nalazili preko 5 regiona bogatim kokama.
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SA2004, 13:33

2,08 nm

Slika 2.39: Bakterijska vaginoze sa tipi¢nim clue cells, tako da se rubovi epitelnih ¢elija ne raspoznaju, a
desto se vidi

3.4.2014, 10:23

79 - pm

NO CLUE CELLES/COCEAE CELLS

Slika 2.40: Veliki broj koka, ali se rubovi ¢elija jasno vide, tako da treba razlikovati “clue cells” od
koka ¢elija (“coccae cells”) kako su nazvane u ovom radu




' g g P - o
Slika 2.41: Veliki broj koka, ali se rubovi ¢elija jasno vide, tako da treba razlikovati clue cells od koka
¢elija (coccae cells) kako su nazvane u ovom radu

3.4.2014, 11:09

7.9 g

Slika 2.42: Veliki broj koka, ali se rubovi ¢elija jasno vide, utisak o broju koka bolji na uveé¢anju x200, jer
su koke Cesto rasporedene po “regionima” (vidi dalje)
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3.4.2014, 11:11

5

i

et

Slika 2.43:Vidno polje uveéanje x200: epitelne Celije i Gram pozitivne $tapicaste forme, koke retke
(“region bez koka”), ali odmah do njega susedno vidno polje

Slika 2.44: ...susedno vidno polje sa velikim brojem koka, $to objasnjava raspored koka po regionima i
potvrduje znacaj gledanja preparata na manjem uveéanju
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25.4.2014, 09:19

1,32 pm

Slika 2.46: Koke se nekad vece nepravilnih oblika ili se ne boje, ali su najsesée izrazito Gram pozitivne

7.3.2014, 17:07

X20 KOD BVF IJI NASLUTITI SF

Slika 2.45: Plave éelije (blue cells) patognomoni¢ne za prisustvo koka na preparatu, ¢esto idu sa
poveéanim brojem PMN i CA




Na osnovu semikvantitativne procene broja bakterijskih formi koje se na uvecanju x200 vide
kao Stapicaste forme (SF) i nestapicaste forme (NSF) svi mikroskopski nalazi podeljeni su u 3
grupe, koje smo nazvali ,,FULL® , ,MID* i ,,NULL* kao $to je to prikazano na Slici 2.47.
L,FULL® - oznadava hipercelularni preparat, prisustvo velikog broja bakterijskih formi (SF ili
NSF) koje se nalaze na ¢itavom preparatu, dakle kako u meduprostorima epitelnih ¢elija, oko
EC, a i u samim nakupinama EC. (Slika 2.47:c i f).

,,MID* oznacava prisustvo manjeg broja ovih formi koje su rede ili ih nema u meduprostorima
EC, uglavnom se nalaze oko i u nakupinama EC, ali u zna¢ajno manjem broju nego kod
prethodne grupe (Slika 2.47:b i e).

»NULL® predstavlja hipocelularni preparata, kategoriju u kojoj on deluje kao “Cist”,

meduprostori su sa malo ili bez bakterijskih formi, a veoma mali broj se nalazi oko i u

nakupinama EC (Slika 2.47: a i d).

NULL 7 MID FULL
BV
NORMAL C R

Slika 2.47: Shema koja pokazuje razlike u semikvantitativnoj proceni razli¢itih bakterijskih morfotipova u
nasem ispitivanju definisane kao NULL , MID i FULL
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NOVA PODELA-6 GRUPA (NP-6G) - Kombinacijom ova dva kriterijuma pacijentkinje su
razvrstane u 6 grupa, i ova podela nosi naziv NOVA PODELA-6 GRUPA (NP-6G), i od kojih
su tri grupe normalne (N) i koje smo oznacili kao: normal full (NF), normal mid (NM) normal
null (NN), a druge tri su sa patoloskim nalazom koje smo iz prakti¢nih i didakti¢kih razloga
oznacili kao bakterijska vaginoza full (BVF), BV-MID i BV-NULL.

NF — Slike:2.501 2.51

NM — Slike:2.52 i 2.53

NM — Slike:2.54 i 2.55

BVF —Slike: 2.56 i 2.57

BVM — Slike: 2.58 1 2.59

BVN - Slike: 2.601 2.61

NOVA PODELA-3 GRUPE (NP-3G) - Koristili smo i podelu u tri grupe oznacenu u daljem
radu kao NP-3G. U ovoj podeli pacijentkinje sa nalazom NF i NM ¢ine grupu pacijentkinja sa
normalnim nalazom, one sa nalazom BVF i BVM su grupa sa BV, dok pacijentkinje sa nasim
nalazom NN i1 BVN se spajaju u jednu grupu, koja bi sustinski odgovarala Nugentovoj
intermedijarnoj grupi.

NOVA PODELA - 2 GRUPE (NP-2G) - S obzirom da se sve pacijentkinje dele na one sa
normalnim nalazom i BV, koristili smo i1 podelu u dve grupe koja je u oznacena kao NOVA
PODELA-2 grupe (NP-2G) i u ovakvoj podeli su pacijentkinje sa nalazom NF, NM i NN
svrstavane u jednu grupu normalnih (NORMAL), a one sa nalazom BVF, BVM i BVN u grupu
sa BV.
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Slika 2.48: NORMAL FULL, predominacija Stapi¢astih formi ( X200)

6.2.2014, 13:26

3.24 yn

Slika 2.49: NORMAL FULL, predominacija $tapicastih formi ( X200)
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17.2.2014, 15:26

X20 LB2+CA

Slika 2.50: NORMAL MID predominacija $tapi¢astih formi ali je njihov broj znatno manji nego kod
pacijentkinja sa nalazom NORMAL FULL( X200)

17.2.2014, 15:24

X20 LB2

Slika 2.51: NORMAL MID predominacija $tapi¢astih formi ali je njihov broj znatno manji nego kod
pacijentkinja sa nalazom




DA L] SAD SA 1500 N

Slika 2.52: NORMAL NULL retke Stapicaste forme ali ih je viSe nego nestapic¢astih formi, najteza
diferencijacija izmedu normalnog i patolo§kog nalaza (X200)

30.3.2014, 20:01

4,72 pn

Slika 2.53: NORMAL NULL preparat izgleda kao potpuno ¢ist retke SF i odsutne nestapicaste forme zbog
Cega je nalaz definisan kao NORMAL NULL




Slika 2.54: BV FULL sa tipi¢nim slikama “arhipelaga” i “peS¢anih staza” na uveéanju X200, $tapcéaste
forme se ne vide

Slika 2.55: BV FULL uveéanje x 200




B 20T 1945

Slika 2.56: BV MID broj ne$tapicastih formi zna¢ajno manji nego kod pacijentkinja sa BV FULLL (x200)

8.4.2014, 19:53

17 pm

Slika 2.57: BV MID broj nestapicastih formi zna¢ajno manji nego kod pacijentkinja sa BV FULLL
(X200)




POLJE BV NUL

Slika 2.58: BV NULL viSe neStapicastih od Stapi¢astih formi, sve bakterijske forme u vrlo malom broju,
za precizniju diferencijaciju potreban nalaz Kklini¢ke slike, vrednosti pH i KOH testa (x200)

30.3.2014, 17:42

2,19 pm

Slika 2.59: BV NULL Stapicaste forme se ne vide, ve¢i broj nestapicastih formi




2.4 ODREDIVANJE BROJA VAGINALNIH POLIMORFONUKLEARA
Broj PMN na NPVS i uveéanje x400
Na uvecanju x400 gledali smo najmanje 10 VP, na sredini i dva kraja preparat, i na osnovu
semikvantitaivnog nalaza sve pacijentkinje podelili u 4 grupe:
Grupa 0: na preparatu nema PMN ili je njihov broj zna¢ajno manji od broja EC.
Grupa 1: PMN su prisutni na preko 50% vidnih polja, ali je njihov broj manji od broja EC.
Grupa 2: PMN se vide na veéini vidnih polja i njihov broj je jednak ili nesto veéi od broja EC
Grupa 3: PMN prisutni na ve¢ini vidnih polja i njihov broj je zna¢ajno veéi od broja EC.

Grupe 01 1 smatrali smo normalnim nalazom, a grupe 2 i 3 patoloskim nalazom.

2) Broj PMN na preparatu bojenom po Gramu, na uvecanjima x1000 i x200, odredivan je po
istoj semikvantitativnoj formuli. Broj vidnih polja na uvecanju x1000 isti je kao kod Nugenta
(10 nesusednih VP), a na x200 kao u NPV'S (na dva kraja i sredini preparat 50-70 VVP). Ovakav
pristup zadrzava isti proporcionalni odnos izmedu EC i PMN, tako da su rezultati koje dobijemo
na razli¢itim mikroskopskim uvecéanjima lakSe medusobno uporedivi. U literaturi nismo nasli
podataka da je do sada broj vaginalnih PMN odredivan na uvecanju x200.

Kvantifikacija CA

Cinjenicu da su svi preparati po Gramu na uvecanju x1000 (3-4 puta) i x200 (2-3 puta) gledani
viSe puta iskoriS¢ena je da pacijentkinje kod kojih su videne spore ili hife gljivica podelimo u
tri kategorije full, mid i null. Podatak u kom gledanju smo videli CA na mikroskopskom
preparatu je bio najvazniji parametar u ovakvoj semikvantitativnoj podeli. Tako su u najve¢em
broju slucajeva pacijentkinje kod kojih je CA videna na uvec¢anju X1000 svrstane u kategoriju
CA FULL (CAF) i CA MID (CAM), dok su pacijentkinje kod kojih je CA nadena tek na
uvecanju x200 u najveéem broju sluc¢ajeva svrstane u grupu CA NULL (CAN). Pokusaji da na
neki nadin standardizujemo ovakav semikvantitativni pristup ostali su bezuspesSni, jer se
pokazalo da je CA toliko neravnomerno rasporedena na mikroskopskom preparatu da ni broj
vidnih polja, ni odnos sa EC, niti bilo $ta drugo ne omogu¢ava da se napravi prihvatljiv obrazac

za semikvantifikaciju CA, kao §to smo to uradili sa laktobacilima, BVAB ili PMN.
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Slika 2.60: Polimorfonukleari grupa 0 ( PMN 0): na preparatu nema PMN ili je njihov broj zna¢ajno
manji od broja epitelnih ¢elija (Gram x200)

18.3.2014, 10:35

54 um

Slika 2.61: Polimorfonukleari grupa 1 (PMN 1): PMN su prisutni na preko 50% vidnih polja, ali je
njihov broj manji od broeja epitelnih ¢elija (Gram x200)




18.3.2014, 10:30

1,9 pm

Slika 2.63: Polimorfonukleari grupa 2 ( PMN 2): PMN se vide na veini vidnih polja i njihov broj je
jednak ili neSto veéi od broja epitelnih ¢éelija (Gram x200)

10:2.2014, 08:23

Slika 2.62: Polimorfonukleari grupa 3 ( PMN 3): PMN prisutni na veéini vidnih polja i njihov broj je
znacajno veci od broja epitelnih éelija (Gram x200)




1.5:2014210:30

281 pm

LACTO

Slika 2.65: Polimorfonukleari grupa 1 ( PMN 1): PMN su prisutni na preko 50% vidnih polja, ali je
njihov broj manji od broja epitelnih ¢elija (NPVS x400)

-

e <
1 <
w2, 81

Slika 2.64: Polimorfonukleari grupa 0 (PMN 0): na preparatu nema PMN ili je njihov broj zna¢ajno
manji od broja epitelnih éelija (NPVS x400)




26.12.2013y $3:03

I

el

R : T
Slika 2.66 Polimorfonukleari grupa 2 (PMN 2):PMN se vide na ve¢ini vidnih polja i njihov broj je jednak
ili nesto ve¢i od broja epitelnih éelija (NPVS x400)

1.5.2014, 11:27

Slika 2.67 Polimorfonukleari grupa 3 (PMN 3):PMN prisutni na veéini vidnih polja i njihov broj je
znacajno veci od broja epitelnih ¢elija (NPVS x400)




3.4.2014, 12:18

Slika 2.68: Polimorfonukleari grupa 0 ( PMN 0): na preparatu nema PMN ili je njihov broj zna¢ajno

manji od broja epitelnih éelija (Gram x1000)

5.4.2014, 15:05

0.433 pm

18 000 VP X (3-8 L2C/

N\

VP)=54-148 000 EC

Slika 2.69: Polimorfonukleari grupa 1 ( PMN 1): PMN su prisutni na preko 50% vidnih polja, ali je njihov
broj manji od broja epitelnih éelija (Gram x1000)
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6.4.2014, 17:32

3,76 pm

S

5451 pm

Slika 2.71: Polimorfonukleari grupa 2 (PMN 2):PMN se vide na veéini vidnih polja i njihov broj je jednak
ili neSto veéi od broja epitelnih éelija (Gram x1000

18.8 nm

Slika 2.70: Polimorfonukleari grupa 3 ( PMN 3): PMN prisutni na veéini vidnih polja i njihov broj je
znacajno ve¢i od broja epitelnih ¢elija (Gram x1000)




2.5 ODREDIVANJE VIJABILNOSTI VAGINALNIH POLIMORFONUKLEARA

Priprema uzoraka

Uzorci vaginalnih ispiraka su sakupljeni u fizioloSkom rastvoru u konusne tube od 50 ml.
Celijski elementi uzoraka su sakupljeni centrifugiranjem na 1600 rpm 10 minuta a supernatant
je odbacen. Na ¢elijski pelet je dodat 1ml kompletnog RPMI medijuma sa 2% fetalnog tele¢eg
seruma (FCS, ICN, Costa Mesa, CA), Deo ¢elija iz svakog uzorka je obojen 0.1% rastvorom
tripan-plavog u PBS-u §to je omogucilo brojanje ¢elija u komori po Biirker-Turk-u na
svetlosnom mikroskopu.

Metode detekcije apoptoze vaginalnih PMN

Procenat apoptotskih PMN je odreden na osnovu vise metoda koje ukljucuju analize ¢elija u
ranom ili kasnom stadijumu apoptoze. Rani stadijumi apoptoze se odlikuju ocuvanim
membranskim potencijalom i eksternalizacijom fosfatidil serina. Krajnji stadijumi apoptoze se
odlikuju kondenzacijom i fragmentacijom jedra kao i oslobadanjem apoptotskih tela. Stoga
¢elije u krajnjem stadijumu imaju manju koli¢inu DNK od vijabilnih, diploidnih ¢elija.
Metoda morfoloske procene apoptoze

U prvom testu apoptoza PMN iz vaginalnog ispirka je odredena morfoloskom procenom na
svetlosnom mikroskopu. Ova metoda ukljuuje bojenje ¢elija rastvorom Turk-a u 0.1%
sir¢etnoj kiselini u fizioloskom rastvoru. Sircetna kiselina fiksira 1 permeabilizuje Celije, Sto
omogucava boji da se interaguje sa hromatinom (kompleksom proteina i nukleinskih kiselina).
Obojene Celije su analizirane pod svetlosnim mikroskopom. Vijabilne ¢elije su identifikovane
na osnovu prisustva euhromatina a apoptoti¢ne na osnovu kondenzovanog heterohromatina i
fragmentacije jedra.

Procenat apoptoti¢énih PMN je odreden na osnovu ukupnog izbrojanih 500 ¢elija po uzorku.
Protocna citometrija

Druga metoda za odredivanje procenta apoptoticnih PMN se zasniva na detekciji kasne faze
apoptoze u kojoj ¢elije formiraju apoptotska tela, te imaju hipodiploidnu kolicinu DNK u svom
sastavu. Za detekciju ovog vida apoptoze koriS¢ena je protoCna citometrija, a ¢elije su obojene
propidijum jodidom (PI), fluorescentnom bojom koja se vezuje za DNK i na osnovu intenziteta
fluorescence je moguce odrediti koli¢inu DNK. Obzirom da su uzorke vaginalnih ispiraka Cinile
razlicite ¢elije (PMN, epitelne Celije, mononukleari, bakterije i dr.), PMN su obeleZeni pomocu
anti-CD45 antitela i granuliranosti. Celije su najpre isprane u PBS-u centrifugiranjem a na
¢elijski pelet je dodato anti-CD45-FITC antitelo (Invitrogen, USA) (1:10 u PBS), tokom

narednih 45 minuta. Celije su isprane, a zatim analizirane na proto¢nom citometru (Partec Cube
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6). Na side scatter (SS)/CD45-FITC tackastom dijagramu, PMN su obeleZeni kao CD45
pozitivne ¢elije, visoke granuloranosti. U cilju odredivanja procenta apoptoticnih PMN, ¢elijski
pelet je resuspendovan u hipotonom rastvoru (0.1% Na-citrat, 0.1% Triton X u destilovanoj
vodi) koji omogucava permeabilizaciju svih ¢elija, zivih 1 apoptoti¢nih. U 300 ul ¢elijske
suspenzije je dodat propidijum jodid (PI) (40 pg/ml) i uzorci su inkubirani 6 sati na sobnoj
temperaturi ili preko no¢i u frizideru. Nakon inkubacije, ¢elije su analizirane na proto¢nom
citometru unutar regiona koji odgovara CD45*/SSlog/®° ¢elijama. Unutar ove populacije éelija
analizirana je koli¢ina DNK, a c¢elije sa hipodiploidnim nukleusom (sub-GO pik) su
identifikovane kao apoptotske ¢elije.

Druga metoda za merenje apoptoze ¢éelija u najranijem stadijumu je odreden pomoc¢i Apoptosis
Detection Kit (R&D Systems) koji omoguéava detekciju eksternalizacije fosfatidil serina
pomocu specificnog solubilnog receptora Aneksina V. Pored toga dodat je i PI koji se vezuje
za DNK, onda kada ude u ¢elije koje nemaju o€uvan membranski potencijal. Na osnovu ovoga
postupka je moguée proceniti procenat vijabilnih ¢elija (Annexin V FITC-/PI-), rano
apoptotskih (Annexin V FITC+/PIl-), kasno apoptotskih/sekundarno nekroti¢nih (Annexin V
FITC*/PI*) i primarno nekroti¢nih ¢elija (Annexin V FITC-/PI*). U ovoj metodi su ¢elije su
isprane u hladnom PBS-u i nakon toga resuspendovane u Ix vezuju¢em puferu (10mM
Hepes/NaOH, pH 7.4, 140mM NaCl, 2.5mM CaCl,), a zatim centrifugirane 10 min na 1000
rpm. Nakon centrifugiranja, na 50ul ¢elijske suspenzije je dodat propidijum jodid (40pg/ml) 1
Aneksin V FITC-a (10-100 pg/ml u skladu sa uputstvom proizvodaca). Celije su zatim
inkubirane u mraku na sobnoj temperaturi 15 min. Po isteku inkubacije, ¢elijama je dodat
vezujuci pufer do ukupne zapremine od 300 pl, 1 uzorci su odmah analizirani na protocnom
citometru. Kontrolne ¢elije su bile obojene samo Annexin-V FITC-om ili samo PI u cilju
odredivanja prelivanja signala u susedne FL kanale.

Konfokalna mikroskopija

Pored toga, morfoloska analiza apoptoze PMN je uradena konfokalnom mikroskopijom. Od
¢elijske suspenzije su pripremljeni citospinovi pomocu citospin centrifuge, pri ¢emu je oko
1x10* resuspendovano u 100 pl PBS-a po uzorku. Nakon susenja, ¢elije su obojene pomoéu
anti-CD45-FITC antitela (1:10 razblaZenje), inkubiranjem 1h u vodenom kupatilu. Celije su
isprane u PBS, a zatim obojene PI. Nakon dvojnog obelezavanja ¢elija, na uzorke je dodat
medijum za sprecavanje fotoizbeljivanja i pokrovno stakalce. Uzorci su analizirani pod
razli¢itim uvecanjima skeniraju¢om laserskom konfokalnom mikroskopijom (Zeiss 510)
koriste¢i podeSavanja lasera i detektora karakteristi¢na za FITC, odnosno PI. Osim toga, u cilju

preciznije analize morfologije jedra, ¢elije su u suspenziji obojeni PI, a zatim nakapani na
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mikroskopsku plocicu i prekrivene pokrovnim stakalcem, nakon ¢ega su direktno analizirane
konfokalnom mikroskopijom.

Kvantitativno odredivanje broja PMN u vaginalnom ispirku (QPMN-A).

U vaginalnom ispirku odredivan je ukupan broj PMN tako Sto je najpre odreden broj u 1 ml
brojanjem ¢elija u Neubarovoj komori nakon bojenja rastvorom Turka a zatim su dobijene
vrednosti pomnozene sa 20 (ukupna zapremina vaginalnog ispirka). Pod mikroskopom
polimorfonukleari (slobodni ili adherentni za epitelne Celije) se morfoloski jasno razlikuju od
epitelnih éelija i drugih elemenata. Srednji broj éelija se izrazava po mm?.

Kvantitativno odredivanje broja PMN iz vaginalnog brisa (QPMN-B)

Stapi¢ kojim je uzet bris sa bo¢nog vaginalnog zida se stavlja u epruvetu sa 1 ml fizioloskog
rastvora, ispere i iz epruvete se uzima 10 ul te¢nosti i dodaje u Neubaurovu fazno kontrastnu
komoru za brojanje ¢elija (dubina komore 0,01 mm) i uzorak odstoji 2-5 min. PMN se broje u
svih 25 polja, u centralnom polju povrsine 1x1 mm ili dok se ne izbroji najmanje 100 PMN.
Srednji broj éelija se izrazava po mm?.

Mikrobioloske analize

Cervikalni bris na kulturu i antibiogram: sterilnim Stapi¢em iz cervikalnog kanala uzima se bris
koji se vraca u sterilnu suvu epruvetu (bez transportnog medijuma) i nosi u laboratoriju unutar
3 ¢asa od uzimanja uzorka. Cervikalni bris za odredivanje prisustva M. hominis, U. urealyticum
i C. trachomatis uzima se sterilnim Satpéem iz cervikalnog kanala, transportuje u laboratoriju
unutar 2-3 h u odgovarajucoj podlozi. Kultivacija i identifikacija obavljena je na kulturi krvnog
agra, na kojoj je identifikovana i C. albicans za ¢iju kultivaciju nije kori§¢ena nikakva druga

specijalna podloga.
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2.6 ODREDIVANJE KONCENTRACIJA ISPITIVANIH CITOKINA

Sterilni Stapi¢ se stavlja u cervilkalni kanal, drzi 60 s i potom vraca u sterilnu epruvetu tipa
"Eppendorf”, zapremine 1,5 ml, sa 1 ml RPMI medijuma (ICN, USA). Uzorak se transportuje
u laboratoriju i po uklanjanju vrha Stapica centrifugiran na 3000g, 15 min. na sobnoj
temperaturi. Supernatant se do testiranja skladisti u sterilnoj suvoj epruveti, tipa "Eppendorf"
zapremine 1,5 ml, na -70°C. Prethodnim gravimetrijskim ispitivanjem na 20 trudnica utvrdeno
je daje varijacija u kolic¢ini sekreta grlica materice, uzetog na gore opisani nacin manja od 15%.
Odredivanje koncentracije citokina citomiks testom

Nivoi citokina IL-2, IL-1B, IFN-y, IL-12 p70 i TNFa, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-173,
IL-22 i IL-9 su odredeni u wuzorcima iz grlica materice koriS¢enjem Human
Th1/Th2/Th9/Th17/Th22 13plex FlowCytomix Multiplex 96 tests (eBioscience, SanDiego CA,
SAD). Pre pocetka obrade uzoraka pripremljeni su svi neophodni reagensi po uputstvu
proizvodaca. Esej pufer (assay buffer) je pripremljen rastvaranjem koncentrata sa destilovanom
vodom u odnosu 1:10. Liofilizirani standardi su rekonstituisani dodavanjem destilovane vode
¢ime je dobijena preporucena koncentracija za sve citokine, a potom su napravljena njihova
dvostruka serijska razblazenja. Nakon pripreme standarda pripremljena je meSavina kuglica
(bead mixture). Za analizu svakog citokina koriS¢ena je odredena vrsta imunofluorescentnih
kuglica sa vezanim anti-citokinskim antitelima. MeSavina kuglica je pripremljena tako da
ukupni volumen bude jednak proizvodu 25 pl kuglica i ukupnog broja testova. MeSavina
sekundarnih antitela konjugovanih biotinom spremljena je na sli¢an nain kao 1 meSavina
kuglica. Rastvor sa streptavidin-fikoeritrinom, koji se vezuje za biotinom-konjugovana
sekundarna antitela, pripremljen je rastvaranjem u esej puferu. Nakon pripreme reagensa, u
plocu od 96 mesta sa ,,V“-dnom (Sardstedt, Nemacka) dodavano je po 25 ul standarda i
uzoraka. Nakon toga dodato je po 25 pul meSavine kuglica i po 50 ul meSavine sekundarnih
antitela konjugovanih biotinom. Usledila je inkubacija u trajanju od 2 sata na sobnoj temperaturi
na mesSalici. Po isteku inkubacije, u svaki bunari¢ je dodato po 100 pl esej pufera i ploca je
centrifugirana 5 minuta na 200xg. Nakon toga iz svakog bunara je uzeto po 150 pl te¢nosti.
Potom je dodato po 150 pl esej pufera i ploca je ponovo centrifugirana tokom 5 minuta na
200xg. Nakon uzimanja po 150 pl tecnosti iz svakog bunara dodato je po 50 pl rastvora sa
streptavidin-fikoeritrinom i plo¢a je inkubirana 1 sat na sobnoj temperaturi na mesalici. Po
isteku inkubacije ponovljen je prethodno opisan postupak ispiranja i sadrzaj svakog bunarica je

prebacen u epruvete za protocnu citofluorimetriju i svaka je dopunjena sa po 500 pl esej pufera.
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Uzorci su analizirani na proto¢nom citofluorimetru (EPICS XL-MCS, Coulter, Krefeld,

Nemacka), a rezultati su obradeni pratec¢im softverom (FlowCytomix Pro Software).

2.7 MERENJE DUZINE GRLICA MATERICE
Merenje duzine grlica materica radeno je transvaginalnom sondom kod pacijentkinja sa
praznom mokra¢nom besikom. Sonda se uvodi u prednji vaginalni forniks bez jaceg pritiska
sondom na grli¢ materice, a ultrazvucna slika zauzima 75% ekrana. Debljina i ehogenost
prednje i zadnje usne grli¢a su podjednake, vizualizuje se cervikalni kanal i meri duZina od
unutrasnjeg do spoljaSnjeg materi¢nog usc¢a. U slucaju proSirenja unutra$njeg materi¢nog usca
u obliku slova ,,V* ili ,,U* meri se njegova duzina (,,funnel length®), a posebno se belezi
preostala duzina grli¢a materice, od dna slova ,,V*“ili ,,U pa do spoljasnjeg materi¢nog uséa.
Tokom pregleda koji traje 2-3 minuta povremeno se pritisne fundus uterusa i procenjuje da li
pri tome dolazi do dilatacije unutrasnjeg materi¢nog usca. Vrse se tri merenja, a upisuje se
najmanja vrednost. Nakon pregleda grlica materice radi su kompletan ultrazvucni pregled i
utvrduje starost trudnoce na osnovu biometrijskih parametara. Pacijentkinje sa grlicem <30 mm
smatrane su rizicnom grupom i svim pacijentkinjama je uvedena terapija 200 mg progesterona
vaginalno 1 uvece, dok su pacijentkinje sa grli¢em <20 mm hospitalizovane u tercijarnu

ginekoloSku ustanovu radi tokoliti¢ke terapije i eventualne aplikacije serklaza.

2.8 STATISTICKA ANALIZA
Kompletna statisticka analiza podataka izvrSena je pomoc¢u komercijalnog statistickog softvera
IBM SPSS Statictics 17 (IBM, SAD). Veliki broj varijabli predstavljen je u vidu frekvencija
pojedinih obelezja (kategorija), a statistiCka znacajnost razlika proveravana je primenom Hi
kvadrat testa.
Stepen slaganja izmedu kategorijskih parametara (skala merenja) utvrdivan je putem indeksa
kapa.
U slucaju kontinuiranih varijabli, podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna
devijacija (SD). Normalnost distribucije podataka utvrdivana je primenom Kolmogorov-
Smirnov testa.
U zavisnosti od rezultata ovog testa, poredenja izmedu grupa su vrSena primenom analize
varijanse u 1. pravcu (ANOVA) ili putem Kruskal-Walis testa. Naknadna post hoc poredenja

izvedena su odgovarajucim testovima za poredenje parova.
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Za procenu jacine povezanosti rizik faktora i klinicki znacajnih ishoda kao zavisnih varijabli,
koriS¢ena je binarna logistiCka regresija. Jacina povezanosti pojedinacnih rizik faktora i
klinickog ishoda prikazana je u vidu odds odnosa i njihovih 95%-nih granica poverenja.
Senzitivnost 1 specificnost pojedinih parametara u diskriminaciji klinickih ishoda odredivana je
tzv. ROC analizom.

Medusobna korelacija pojedinih bitnih parametara utvrdivana je primenom Spermanove
korelacione analize.

StatistiCki znacajna razlika procenjivana je na minimalnom nivou p<0,05.

99



3 REZULTATI | DISKUSIJA

3.1 UPOREDNI REZULTATI - POSTOJECI DIJAGNOSTICKI KRITERIJUMI U
ODNOSU NA NOVU PODELU

3.1.1 Poredenje rezultata—Nugentovi Kkriterijumi i NOVA PODELA

S obzirom da je u proceni stanja vaginalne flore koristen nova originalna metodologija smatrali
smo da je najbolje da prvo proverimo njenu vrednost u odnosu na postojece dijagnosticke
kriterijume. Da jo§S jednom posetimo da je sustina i zajednicko za sve ove metode Sto se
dijagnoza zdravo ili bolesno donosi na osnovu kvantitativnog ili semikvantitativnog odnosa
laktobacilarnih i drugih baterijskih morfotipova. Kako smo napomenuli u metodologiji NP-6G
podela moze da se transformiSe u 2 ili 3 grupe (NP-2G i NP-3G) tako Sto se sve pacijentkinje
iz grupa NF,NM i NN svrstaju u normalne, a pacijentkinje sa BVF, BVM i BVN u grupu BV.
Tri grupe (NP-3G) dobijamo kad pacijentkinje iz grupe NN i BVN “proglasimo”
intermedijarnim, a ostale Cetiri pretvorimo u normalne i BV. Kako su Nugentovi kriterijumi u
najveéem broju studija zlatni standard u Tabeli 1 i Grafikonima 1 i 2 su prikazani uporedni
rezultati dobijeni mikroskopskim pregledom preparata po Gramu na uveéanju x1000 na osnovu
kriterijuma po Nugentu u odnosu na rezultate mikroskopskog pregleda preparata po Gramu na
uvecanju x200 na osnovu nove podele na 6 grupa (NP-6G) i modifikacija i podele na tri (NP-
3G) i dve grupe (NP-2G).
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3.1.1.1 Uporedni rezultati — Nugentovi kriterijumi i NOVA PODELA - 6 grupa (NP-6G)

Na Grafikonu 3.1 (za detaljniji uvid pogledati Tabela 1, Prilog 1) prikazani su rezultati
mikroskopskog pregleda (uvecanje X1000) na osnovu Nugentovih kriterijuma u kojima su sve
pacijentkinje razvrstane u tri grupe normalan nalaz (NORMAL), intermedijaran nalaz
(INTERMEDIAR) i bakterijska vaginoza (BV) i rezultati mikroskopskog pregleda preparata

po Gramu (uvecanje X200) razvrstanih u 6 grupa.

Nova Podela - 6 grupa u odnosu na Nugentov skor
(¥2=669,800; df=10; p<0.001)
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Grafikon 3.1: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu Kkriterijuma po Nugentu (,,zlatni
standard®) i nove podele u 6 grupa (NP-6G)

Primenom Hi kvadrat testa testirali smo asocijaciju izmedu podele po Nugent i NP-6G.Na
osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je postojanje dobre asocijacije izmedu rezultata dobijenih
na osnovu Nugentovih kriterijuma i NP-6G (x?=669,800; df=10; p<0.001) (Grafikon 3.1;
Tabela 1 Prilog 1). Ako posmatramo grupu sa normalnim nalazom, na ocekivanih 61,1%
najbolja asocijacija postoji izmedu grupe sa normalnim nalazom (po Nugentu) i NF (NP-6G)
96,0% i NM 80,3%. Grupa sa intermedijarnim nalazom po Nugentu u odnosu na ocekivanih
15,9% je dala znacajnu asocijaciju sa BVN 57,1% 1 NN 44,4% respektivno. Grupa BV je u
odnosu na o¢ekivanih 21,0% najznacajniju asocijaciju pokazala sa BVF 98,5% 1 BVM 78,0%.
Kao sto smo ve¢ opisali u metodologija NP-6G pretvaramo u NP-3G tako §to pacijentkinje iz
BVN i NN grupe svrstavamo u grupu intermedijarnih, dok se NF i NM spajaju u NORMAL, a
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BVF i BVM u BV. Iz Grafikona 3.1 se vidi da je preko 50% pacijentkinja iz Nugentove
intermedijarne grupe na osnovu NP-6G svrstano u kategoriju NULL, hipocelularni (NN+BVN).

3.1.1.2 Uporedni rezultati — Nugentovi kriterijumi i NOVA PODELA - 3 grupe (NP-3G)

Nova Podela - 3 grupe u odnosu na Nugentov skor
(x2=634,442; df=4; p<0.001)
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Grafikon 3.2: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Nugentu (,,zlatni
standard®) i nove podele u 3 grupa (NP-3G)

I ovde je najbolja asocijacija izmedu pacijentkinja sa normalnim nalazom i onih sa bakterijskom

vaginozom, a slabija kod pacijentkinja sa intermedijarnim nalazom (Grafikon 3.2; Tabela 2

Prilog 1).
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3.1.1.3 Uporedni rezultati - Nugentovi kriterijumi i NOVA PODELA u 2 grupe (NP-2G)

Nova Podela - 2 grupe u odnosu na Nugentov skor
(%2=437,400; df=2; p<0.001)
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Grafikon 3.3: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Nugentu (,,zlatni
standard®) i nove podele u 2 grupa (NP-2G)

Na Grafikonu 3.3 (Tabela 3, Prilog 1) su prikazani rezultati poredenja sa Nugentovim
kriterijumima, kada se osnovna podela od 6 grupa svede na dve grupe, dakle samo pacijentkinje
sa normalnim nalazom (NORMAL=NF+NM+NN) i bakterijskom vaginozom
(BV=BVF+BVM+BVN). Na ovaj na¢in se NP-6G na neki nacin svodi na Amselove dve grupe,
normalne i BV. Ovo naglaSavamo zbog Cinjenice da najveci broj do sada objavljenih studija
poredi Nugentove i Amselove dijagnosticke kriterijume, a u tim poredenjima Nugentova
intermedijarna grupa predstavlja njegovu veliku prednost. Ipak i pri ovakvoj podeli na samo
dve grupe utvrdeno je postojanje dobre asocijacije. Ova slabija asocijacija i manja podudarnost
nalaza upravo je posledica ¢injenice da Nugent ima intermedijarnu grupu i da se tako ,,reSava‘
pacijentkinja sa grani¢nim nalazom, dok na osnovu Amselovih kriterijuma pacijentkinje
definisemo ili kao normalne ili kao bolesne (BV). Ni iskljucivanje ovih pacijentkinja iz
poredenja ne umanjuje Nugentovu prednost, jer tako iskljuCujemo pacijentkinje koje su po
Nugentu imale grani¢an nalaz, a ne neke druge koje bi po NP imale takav nalaz, odnosno koje
bi svrstali u intermedijarnu grupu. Iz tabele se vidi da je 65% (73/112) pacijentkinja iz
Nugentove intermedijarne grupe imalo normalan nalaz, a 35% BV na osnovu mikroskopskog
pregleda preparata po Gramu na uvecanju X200. Ovi procenti su u skladu sa nalazima drugih
autora koji smatraju da oko 30% pacijentkinja iz Nugentove intermedijarne grupe ima patoloski

nalaz.
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Na osnovu iznesenih podataka mozemo zakljuciti da je statistickom obradom (Hi-kvadrat testa)
pokazana dobra asocijacija nove metodologije (NP-6G, NP-3G i NP-2G) u odnosu na
Nugentovu podelu (zlatni standard) i da se kao takva moze uspesno koristiti u dijagnozi BV. Iz
Tabele 2, Prilog 1 u kojoj su pacijentkinje podeljene u tri identi¢ne grupe (NP-3G) kao i kod
Nugenta vidi se da je od 458 pacijentkinja sa normalnim nalazom nalaz bio podudaran kod njih
415 (90,6%) dok je kod 41 pacijentkinje na osnovu Nugentovih Kriterijuma nalaz bio
intermedijaran, a mi smo ih svrstali u grupu normalnih. Dve pacijentkinje sa BV po Nugentu,
na osnovu mikroskopskog preparat po Gramu na uvecanju x200 imale normalan nalaz. Visoka
podudarnost nadena je i1 u grupi pacijentkinja sa BV 88.8% (111/125), dok je najmanja
podudarnost nadena u intermedijarnoj grupi(49.6%).

Tako ako pogledamo Tabelu 1, Prilog 1 i Grafikon 3.1 vidimo da su je podudarnost Nugentovih
normalnih nalaza i grupe NF 96%, a u grupi BVF 98% i da ovaj procenat opada u grupama NM
i BVM i iznosi 80 % i 78%, a da je najmanji u grupama NN i BVN 30% i 34%, respektivno.
Ovakva podela (NP-6G) dozvoljava nam da zaklju¢imo da su pacijentkinje sa NF i BVF jasno
definisane kategorije, i da je nezavisno od toga koju metodologiju koristili teze je pogresiti,
nego postaviti taénu dijagnozu. Ovo je najlaksSe shvatiti ukoliko pogledate fotografija na kojima
su prikazane pacijentkinje sa BVF i NF preparat po Gramu ili NPVS. Kod pacijentkinja koje
po metodologiji NP-6G imaju nalaz NM ili BVM podudarnost je ne$to manja i kre¢e se oko
80%, Sto takode govori da su i ove dve grupe pacijentkinja dobro definisane i da je podudarnost

visoka.

Uzeto zajedno ovo nam govori da su ove dve grupe u kojima se u konkretnom sluc¢aju nalazi
84% (592/704) pacijentkinja u stvari razlog §to su rezultati visoko podudarni nezavisno od toga
koju od pomenutih metoda koristite. Medutim ukoliko pogledamo grupu koju Nugent definiSe
kao intermedijaran nalaz, a kojoj po NP-6G pripadaju pacijentkinje NN i BVN, onda vidimo da
je tu podudarnost zna¢ajno manja, i da je glavni izvor dijagnostickih neslaganja. Ovaj zakljucak
je na prvi pogled isti kao onaj naveden u poredenju Nugenta i NP-3G, gde je intermedijarna
grupa glavni izvor neslaganja, medutim da smo zadrzali NP-3G, ne bi imali po nama najvazniji
podatak, a to je da su pacijentkinje sa malim brojem bakterijskih formi (nasa kategorija NULL),
osnovni izvor dijagnosti¢kih neslaganja.

Dakle, na osnovu dobijenih rezultata mozemo zakljuciti da postoji dobra asocijacija izmedu
nove podele, bilo u njenoj osnovnoj varijanti (NP-6G) ili njenim modifikacijama (NP-3G i NP-
2G), i Nugentovih kriterijuma kao zlatnog standarda u dijagnozi BV, odnosno da se NOVA

PODELA moze uspesno koristiti u dijagnozi BV. Ovako dobra asocijacija je rezultat visoke
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podudarnosti rezultata u grupama NN, NM, BVF i BVM i Nugentovih pacijentkinja sa
normalnim nalazom i BV. S obzirom da ove grupe i ¢ine najveci deo ispitivane populacije oni
u ukupnoj statistiCkoj obradi “briSu” (skrivaju) podatke o znacajnim neslaganjima kod
pacijentkinja iz Nugentove intermedijarne grupe. | na kraju NP-6G je omogucila da ukazemo
na ¢injenicu da najveci broj pacijentkinja iz Nugentove intermedijarne grupe su u stvari
pacijentkinje sa malim brojem bakterijskih formi, te da su one suStinski osnovni izvor
dijagnostickih nepodudarnosti (o ovome ¢emo detaljno raspravljati u poredenju podele po
Ison/Hay-u i NP-6G).

3.1.2 Poredenje rezultata - Amselovi kriterijumi i NOVA PODELA

Mislimo da ¢e Amselovi kriterijumi uskoro postati obavezni u projektu mikrobioma vagine.
Razlozi za takav na$ stav su pre svega u ¢injenici da danas ni mikrobiolog ni molekularni biolog
u najveéem broju slucajeva ne mogu postaviti dijagnozu BV, ukoliko ne znaju i klinicki nalaz.
Da je tako govore i rezultati iz Ravelove [180] studije u kojoj od 396 asimptomatskih
pacijentkinja laktobacili nisu nadeni kao predominantna flora kod 27%, a na osnovu
Nugentovih kriterijuma 24% je imalo BV. Pitanje je da li su one zdrave Zene, bez predominacije
laktobacila ili imaju asimptomatsku BV. U ispitivanju je odredivan i pH vagine, ali nije radena
proba sa 10% KOH, niti klini¢ki pregled pacijenta, odnosno nije mogla biti postavljena
dijagnoza BV na osnovu Amselovih klini¢kih kriterijuma (pozitivna tri od Cetiri znaka). Sigurni
smo da bi ova dva znaka takode znacajno doprinela u raspoznavanju “zdrave” i “patoloske”
vaginalne flore i tako doprinela i boljem tumacenju rezultata molekularnobiloskih analiza. Tako
je poznato da neki od ¢lanova vaginalne flore imaju znacajan uticaj na vaginalni pH, dok su
neke druge odgovorne za produkciju supstanci koje su uzrok neprijatnog mirisa ribe koji se
intenzivira probom sa 10% KOH, ali takode je poznato da neki drugi poremecaji vaginalne flore
kao S$to je aerobni vaginitis (AV) uzrokuju neprijatan miris i bez probe sa 10% KOH. Tako bi
na primer, AV mogao biti odgovoran za lazno pozitivan test sa 10% KOH kod pacijentkinja
koje na mikroskopskom nalazu nemaju “sliku” BV [382]. Ipak, jedan najveéih nedostatak
Amselovih dijagnostickih kriterijuma je Sto pacijentkinje sa razliitim poremecajima vaginalne
flore svrstava samo u dve grupu.. Zato mislimo da bi buduéi nalazi NPVS trebali da razlikuju
mikroskopski nalaz na osnovu sli¢nih metodoloskih principa kao $to je to uradeno u NP-6G,
dakle semikvantitativna procena odnosa SF i NSF, uz detekciju drugih bakterijskih morfotipova

i PMN, i naravno promenu kriterijuma u kojima su CC preduslov za dijagnozu BV.
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3.1.2.1 Uporedni rezultati - Amselovi kriterijumi i NOVA PODELA - 6 grupa (NP-6G)

Nova Podela - 6 grupa u odnosu na Amsel skor
(x>=426,168; df=5;p<0.001)
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Grafikon 3.4: Uporedni rezultati dijagnoze na osnovu Amselovih klini¢kih kriterijuma (klini¢ki ,,zlatni
standard®) i nove podele u 6 grupa (NP-6G)

Na Grafikonu 3.4 (Tabela 4, Prilog 1) prikazani su uporedni rezultati dijagnoze na osnovu
Amselovih klini¢kih kriterijuma i NP-6G (x*=426,168; df=5;p<0.001).

3.1.2.2 Uporedni rezultati - Amselovi kriterijumi i NOVA PODELA - 3 grupe (NP-3G)

Nova Podela - 3 grupe u odnosu na Amsel skor
(x2:395,29; df=2;p<0.001)
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Grafikon 3.5: Uporedni rezultati dijagnoze na osnovu Amselovih klini¢kih kriterijuma (klini¢ki ,,zlatni
standard®) i nove podele u 3 grupe (NP-3G)
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Na Grafikonu 3.5 (Tabela 5, Prilog 1) prikazani su uporedni rezultati dijagnoze na osnovu
Amselovih klini¢kih kriterijuma i NP-3G (5?=395,29; df=2;p<0.001).

Nova Podela - 2 grupe u odnosu na Amsel skor
(x2:390,604; df=1;p<0.001)
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Grafikon 3.6: Uporedni rezultati dijagnoze na osnovu Amselovih klini¢kih kriterijuma (klini¢ki ,,zlatni
standard®) i nove podele u 2 grupa (NP-2G)

Analizom Grafikona 3.6 i Tabele 6 (Prilog 1) se vidi da je od 641 pacijentkinje ukljucene u
ovu analizu, kod njih 17 (3,6%) na osnovu Amselovih dijagnostic¢kih kriterijuma postavljena
dijagnoza BV, a na osnovu NP-2G one su imale normalna nalaz (lazno negativne), a 36 (21,4%)
pacijentkinja sa normalnim nalazom po Amselu, imalo BV na osnovu NP-2G (lazno pozitivne).
Tako je senzitivnost: 88,6%,specificnost: 92,6%;PPV:78,5%,NPV 96,4%, a sveukupna tacnost
u odnosu na Amsela kao zlatni standard iznosila je 91,7%. Na osnovu ovih rezultata mozemo
zakljuciti da je NP-6G; NP-3G; NP-2G pokazala dobro slaganje i sa klinickim zlatnim

standardom i da se kao takva moze koristiti u dijagnozi BV.

3.1.3 Poredenje rezultata - kriterijumi po Nugentu, Ison/Hayu i NOVA PODELA

3.1.3.1 Uporedni rezultati - kriterijuma po Ison/Hayu i Nugentu

Podela po Ison/Hayu, pored Nugentove tri, ima jo§ dve grupe pacijentkinja. Prve su
pacijentkinje oznaCene u tabeli kao “Cist nalaz” 1 koje se karakteriSu nedostatkom bakterijskih
formi, a druga grupa su pacijentkinje u kome na preparatu predominiraju koke, pa su tako

obelezene u tabeli (vidi Metodologiju).
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Nugentova podela u odnosu na podelu po Ison/Hayu
(x?=862,726; df=20; p<0.001)

Koke
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ENORMALAN ®INTERMEDIAL =BV
Grafikon 3.7: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Ison/Hayu i Nugentu

Ako pogledamo Grafikon 3.7 (Tabela 7, Prilog 1) vide¢emo da su neke od pacijentkinja iz

(199

Nugentovih grupa rasporedene u nove dve grupe (“Ciste” 1 “koke”) kriterijuma po Isonu i Hayu.
Ako bi, npr. u ovom ispitivanju odredivali koncentracije citokina i pri tome koristili podelu po
Nugentu rezultati koje bismo dobili mogli bi zna¢ajno da se razlikuju u odnosu na rezultate koje
bi dobili kada bi iste pacijentkinje razvrstali na osnovu podele po Ison/Hayu jer bi na taj nain
oko 10% od ukupnog broja pacijentkinja za Nugenta bilo “nepoznato”, a po Ison/Hayu bi
predstavljali dve nove grupe. Drugo, utvrdivanje podudarnosti ova dva metoda u dijagnostici
BV na osnovu vrednosti kappa indeksa podrazumeva da se moramo “resiti”’ ove dve grupe, tako
Sto ¢emo ih iskljuciti iz poredenja ili pripojiti pacijentkinjama koje nemaju BV, dakle ili
normalnim ili intermedijarnim. Trece, treba uociti da je polovina ovih pacijentkinja iz
Nugentove intermedijarne grupe. Na kraju, nejasno je zaSto ovakva podela koja je ne samo
jednostavnija i brza od Nugentove, nego i ukazuje na dve nove grupe pacijentkinja nikada nije

nasla Siru primenu ni u klinickom radu, a ni u istrazivackim studijama. O ovome ¢emo jo$

diskutovati kada prikazemo uporedne rezultate podele po Ison/Hayu i NP-6 i 3G.
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3.1.3.2 Uporedni rezultati - kriterijumi po Ison/Hayu i NP-6G

Nova Podela - 6 grupa u odnosu na Ison/Hay
(¢?=862,726; df=20; p<0.001)
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Grafikon 3.8: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Ison/Hayu i nove
podele u 6 grupa (NP-6G)

Vazno je na Grafikonu 3.8 (Tabela 8, Prilog 1) uociti da od 37 pacijentkinja koje su na osnovu
kriterijuma po Ison/Hayu bile svrstane u grupu “Cist nalaz” njih 34 (92%) nalaze u grupama
NN (n=21) 1 BVN (n=13). Preostale tri pacijentkinje u grupama NF, NM i BVM moZemo
objasniti samo gledanjem male povrsine na uve¢anju x1000 i da smo gledali deo preparata koji
je siromasan bakterijskim formama odnosno ¢ist, dok podatak da nijedna pacijentkinja nije
nadena u grupi BVF samo potvrduje ¢injenicu da je broj bakterijskih formi u ovakvim stanjima
i 1000 puta veci, tako da je praktiéno nemoguce nac¢i deo preparata koji je “Cist”. U Grafikonu
su prikazani isti rezultati kada je NP svedena na 3 grupe. Dakle, da smo se u nasem ispitivanju
iz prakticnih razloga odlucili da pacijentkinje podelimo u 3 grupe (lakSe poredenje sa
Nugentom) onda bi iz ovih tabela videli da su 34 pacijentkinje iz grupe ¢ist nalaz po Ison/Hayu
svrstane u intermedijarnu grupu na osnovu NP-3G. Na ovaj nacin nalaz intermedijarne grupe
ostao bi na neki nacin nedefinisan, kao $to je to slu¢aj kod Nugentove podele. Dakle mi znamo
da se radi o pacijentkinjama sa nalazom koji je izmedu normalnog i BV, ali nemamo pred o¢ima
mikroskopsku sliku takvog nalaza. Novom podelom na 6 grupa koja se zashiva na
semikvantitativnoj proceni SF i NSF mi defini§emo ovu grupu pacijentkinja i sad znamo da su
to u 92% slu¢ajeva pacijentkinje iz grupa BVN i NN, dakle one sa malim brojem SF i NSF, §to

odgovara ¢istom nalazu po Ison/Hayu. Medutim u NP-6G 72 pacijentkinje su svrstane u grupu
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NN, a njih 49 u BVN, dakle ovakvom podelom je 121 pacijentkinja svrstana u grupu NULL,
koja bi teoretski trebala da se slaze sa grupom “Cist nalaz” u podeli po Ison Hayu. Trostruko
vedi broj pacijentkinja u NP-6G je verovatno posledica s jedne strane procene $ta u originalnim
kriterijumima podrazumeva autor kada kaZe da su prisutne samo EC bez bakterijskih formi. Na
osnovu naseg iskustva, mikroskopski preparat samo sa EC a bez bakterijskih formi prakti¢no
ne postoji. Mogucée je, kada se gleda mala povrSina preparata, kao $to je to slucaj sa uve¢anjem
na x1000, da se naide na deo preparata koji je stvarno bez bakterijskih morfotipova i potpuno
Cist, ali su ovakva vidna polja prava retkost. Gledanjem veée povrSine preparata uvek ¢e biti
viSe vidnih polja sa malim brojem bakterijskih formi u odnosu na polja na kojima uopste nema
bakterija. Ovih 37 pacijentkinja koje su svrstane u grupu ¢ist nalaz u stvari su pacijentkinje kod
kojih smo mi na 20 VP na uvecanju x1000 nalazili najmanji broj bakterija. S druge strane, kada
bi umesto podele NP-6G koristili podelu po Ison-Hayu i gledali preparat na uvecanju x200 i
x1000 onda bismo vec¢inu pacijentkinja iz grupe NN i BVN definisali kao ¢ist nalaz.

Dakle, Ison/Hay su poodavno ukazali na ovu grupu pacijentkinja koju godinama
potpuno ignoriSemo i mi nismo nasli nijedan rad koji se ozbiljnije bavi ovakvim mikroskopskim
nalazom. S druge strane, naSe ispitivanja pokazuju da ovakva grupa pacijentkinja ne samo da
postoji, nego ¢ini oko 17,2% (121/704) od ukupnog broja pacijentkinja. Jedan od razloga §to
ova grupa pacijentkinja nikada nije ozbiljnije analizirana svakako je 1 ¢injenica da najveci broj
studija koristi Nugentove kriterijume kao zlatni standard u dijagnozi BV. Ako pogledamo
Tabelu 6 u kojoj su dati uporedni rezultati po Ison/Hayu i Nugentu, vide¢emo da je i tu najveci
broj pacijentkinja sa ¢istim nalazom svrstan u intermedijarnu grupu (n=21) ili BV (n=14), dok
su samo dve pacijentkinje bili u grupi normalnih nalaza. 1z ovih rezultata, kao i iz rezultata NP-
6G, mogli bismo posredno da zaklju¢imo da najveci broj pacijentkinja sa Nugentovim
intermedijarnim nalazom u stvari pripada kategoriji pacijentkinja sa malim brojem bakterijskih
formi. Ovo na neki nacin i objaSnjava “nelogicnosti” i uske intervale u Nugentovom bodovanju
i zbrajanju. Tako u originalnim Nugentovim kriterijuma (bez modifikacije zbog povrSine
vidnog polja mikroskopa) :

0 bodova — prosecno = 0;

1 bod—0< prosecno < 1;

2 boda — 1< prosecno < 4;

3 boda —4< prosecno < 30;

4 boda —>30.

Brojanje se vrSi na 5-10 vidnih polja uveéanja x1000 zabeleZzeno kao interval na

ordinarnoj skali (raspona od 0-100 0000 bakterija po vidnom polju), a procena broja bakterija
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u intervalima radena je pretpostavljajuci da broj bakterija od 1-30 izbrojan na delu vidnog polja
moze da se koristi za pribliznu procenu broja bakterija na celom vidnom polju. Nelogi¢no u
ovoj Nugentovoj podeli je to Sto pacijentkinje sa 4 ili manje bakterijskih formi nose 0, 1 i 2
boda, dok se preko 4 i preko 30 dodeljuju 3 i1 4 boda. Dakle, 0 bodova ¢e dobiti samo ona
pacijentkinja kod koje na 5 vidnih polja nismo nasli ni jedan bakterijski morfotip: ako se radi o
laktobacilima onda je to 4+, a ako se radi o drugim morfotipovima onda je to 0 u konacnom
zbiru za Nugenta. Dakle, ako zamislimo nalaz koji Ison/Hay svrstavaju u grupu “Cisti nalaz” i
na 5 VP ne nademo ni jedan laktobacil pacijentkinja ¢e dobiti 4 boda, ako smo na tith 5 VP nasli
da je srednji broj morfotipa gardnerele ve¢i od 4 (dakle ukupno 21 bakterijski morfotip;
21/5=4,2) pacijentkinja ¢e dobiti jo§ 3 boda, dakle ukupno 7 i po Nugentu ¢e biti svrstane u
grupu sa BV. Ukoliko smo opet izbrojali 20 bakterijskih morfotipova onda ¢e srednja vrednost
biti jednaka 4 i pacijentkinja ¢e dobiti 2 boda i po Nugentu biti svrstana u intermedijarnu grupu.
Ipak, glavna karakteristika ovakvih nalaza je mali broj bakterijskih morfotipova. Verujemo da
je to mnogo vazniji podatak od toga da li ¢emo 1 koliko bakterijskih morfotipova izbrojati i
postaviti dijagnozu normalan, intermedijaran ili BV jer u koju god od tih grupa da je svrstamo,
dominantan mikroskopski nalaz je niska celularnost, odnosno mali broj bakterijskih formi. Ono
Sto jo§ viSe umanjuje vrednost ovakvog “brojanja” svakako su ve¢ nekoliko puta ponavljani
podaci koji se odnose na nemogucnost mikroskopskog razlikovanja G. vaginalis i L. inersa,
kao 1 podataka koji se odnose na malu povrSinu pregledanog preparata. Rezultati naSeg
ispitivanja ukazuju da grupa pacijentkinja koju su Ison/Hay definisali kao “Cist nalaz”, a koja u
NP obuhvata pacijentkinje iz grupa NN i BVN, u buducim ispitivanjima treba da se posmatra

kao posebna grupa pacijentkinja.
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3.1.3.3 Uporedni rezultati - kriterijumi po Ison/Hayu i NP-3G

Nova Podela 3 grupe u odnosu na podelu po Ison/Hayu
(x?=819,4; df=8; p<0.001)
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Grafikon 3.9: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Ison/Hayu i nove
podele u 3 grupe (NP-3G)

Na Grafikonu 3.9 (Tabela 9, Prilog 1) prikazani su uporedni rezultati dijagnoze na osnovu
Ison/Hay klini¢kih kriterijuma i NP-3G (y?= 819,4; df=8; p<0.001).

Nova Podela 2 grupe u odnosu na podelu po Ison/Hayu
(x?=470,20; df=4; p<0.001)
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Grafikon 3.10: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Ison/Hayu i nove
podele u 2 grupa (NP-2G)

Na Grafikonu 3.10 (Tabela 10, Prilog 1) prikazani su uporedni rezultati dijagnoze na osnovu
Ison/Hay klini¢kih kriterijuma i NP-2G (y“=470,20; df=4; p<0.001).
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3.1.4 Poredenje rezultata — Claeysu, Nugentu; Ison/Hayu i Nova Podela

Ako pogledamo Tabele i Grafikone i uporedimo ih sa podelom po Nugentu ili Ison/Hayu
vide¢emo, iako sve tri podele imaju grupe sa BV, intermedijarnim i normalnim nalazom, da se
broj pacijentkinja u tim grupama razlikuje jer podela po Ison/Hayu ima jos dve, a po Claeysu
jos tri nove grupe pacijentkinja. Takode treba primetiti da u podeli po Claeysu nema grupe koja
bi odgovarala grupi sa ¢istim nalazom po Ison/Hayu, da su Cetiri grupe identi¢ne u odnosu na
iste autore, a da su uvedene dve nove grupe, “slican normalnom” i “leukoreja” (vidi
Metodologiju).

Ako pogledamo ove podatke, ono §to ,,bode o¢i jeste da smo u podeli po Ison/Hayu imali 45
pacijentkinja sa nalazom koka, dok smo u podeli po Claeysu samo 4 pacijentkinje svrstali u
grupu koke. Napominjemo da je isti ispitiva¢ gledao sve mikroskopske uzorke. Razlozi mogu
da budu razliciti, a pokusaéemo na prakti¢énim primerima da ukaZemo na neke od njih. Na
primer, ukoliko preparat po Gramu gledamo na uvec¢anju x1000 sa imerzijom na osnovu
kriterijuma po Nugentu, na 10 slu¢ajno odabranih VP, posle pregleda postavicemo dijagnozu
intermedijarnog nalaza, a na preparatu je bio viden mali broj bakterijskih formi. Ukoliko nesto
kasnije uzmemo isti preparat, verovatnoc¢a da nademo tih 10 polja je teoretska - gledacemo 10
drugih vidnih polja na kojima ¢e sada Nugentov zbir biti 7, dakle ne intermedijaran nalaz nego
BV. Sto je celularnost (broj bakterijskih formi) preparata manja, moguénost da se pri svakom
ponovljenom gledanju (ili ako isti uzorak analiziraju dve osobe) postavi drugacija dijagnoza je
veca, jer pacijentkinje sa BVF ili NF gotovo na ¢itavom preparatu imaju ista polja na kojima
predominiraju laktobacili ili BVAB. Ovde moZemo da ukazemo i na jo$ jednu mikroskopsku
zakonitost koja bi se mogla definisati na slede¢i nacin: “homogenost preparata je upravo
srazmerna celularnosti”. Tako u grupama po NP-6G najve¢a homogenost preparata kod
pacijentkinja sa BVF, ¢ak znacajno veca i od pacijentkinja sa NF jer je broj bakterijskih formi
1 do hiljadu puta ve¢i, kao $to se to jasno vidi na fotografijama. Dakle verovatnoc¢a da ¢emo kod
pacijentkinje sa nalazom BVF naci polja BVN je veoma mala (do 5%), a na preparatu BVM
nesto ¢eSée (10-15%). Grupa BVM i NF bili bi na drugom i tre¢em mestu po celularnosti, zatim
dolazi NM, i na kraju BVN i NN.

Tokom ovog ispitivanja isti mikroskopski preparati su gledani viSe puta na osnovu
razli¢itih dijagnostickih kriterijuma. U prvom analizama kada su koris¢eni Nugentovih
kriterijjumi 1 odredivan broj PMN na uvecanju x1000, koke nismo ni detektovali jer,
jednostavno, nisu bile deo Nugentovog skora, a u literaturi nema rada koji govori o znacaju

koka za stanje vaginalne mikroflore. Kada smo kasnije sve preparate ponovo gledali na osnovu
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kriterijuma po Ison/Hayu i1 Cleaysu poceli smo da “trazimo” koke, jer su one posebne grupe u
podelama ovih autora.

Kako objasniti 45 pacijentkinja sa predominacijom koka u podeli po Ison/Hayu, a samo
4 pacijentkinje u podeli po Claeysu? Jedan od razloga svakako je ¢injenica da podela po Claeysu
ima dve grupe pacijentkinja (LEUKOREJA i SLICAN NORMALNOM) koje nema podela po
Ison/Hayu, i u ove dve grupe pacijentkinja nalazi se 86 pacijentkinja. Podela po Ison/Hayu ima
grupu pacijentkinja kod kojih je nalaz “Cist” (n=37), koje nemamo u podeli po Cleaysu. Medu
ove 123 pacijentkinje nalazi se najveci broj od 41 pacijentkinje koje “nedostaju” u grupi KOKE
u podeli po Claeysu. Dakle, u takvim slu¢ajevima smo nalaz povecanog broja PMN sa
laktobacilima (LEUKOREJA), prisustvo BIFIDO formi (slican normalnom) ili ¢ist nalaz,
smatrali “vaznijim” od prisustva KOKA, i svrstavali pacijentkinje u odgovaraju¢e grupe.
Svakako da je i prethodno navedena moguénost da ste gledali 10 drugih vidnih polja na kojima
nije bilo koka uticala u odredenom broju slucajeva na ovu razliku. U ovo smo sada sigurniji jer
smo tokom ispitivanja i pregleda preparata na uvec¢anju x200 primetili da su KOKE rasporedene
po “regionima”, tako da su odredeni delovi preparata bez koka, a na drugim su prisutne u
velikom broju. U nasem ispitivanju nismo naisli na preparat koji je ravnomerno prekriven
kokama, kao S§to je to slucaj kod pacijentkinja sa BVF. Da smo ove pacijentkinje svrstali u
grupu koke, onda bismo imali 41 pacijentkinju manje u nekim drugim grupama. Ovo je
istovremeno dobar primer kako kategorizacija pacijentkinja moze uticati na konacne rezultate
Sto je, kako ¢e se videti u daljoj diskusiji, veoma vaZan problem koji prati svaku statisti¢ku

analizu 1 tumacenje dobijenih rezultata.
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3.1.4.1 Uporedni rezultati - kriterijumi po Claeysu i Nugentu

Nugentova podela u odnosu na Claeys skor
(42=1155,27; df=10; p<0.001)
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Grafikon 3.11: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Claeysu i Nugentu

Primenom Hi kvadrat testa utvrdeno je postojanje dobre asocijacije izmedu podele po Nugentu
i podele po Claeys-u (¥>=1155,27; df=10; p<0.001) (Grafikon 3.11; Tabela 11, Prilog 1).
3.1.4.2 Uporedni rezultati kriterijumi po Claeysu i NP-6, 3, 2G

Na Grafikonima 3.12, 3.13 i 3.14 prikazani su rezultati koji, kao i prethodni, pokazuju dobru
asocijaciju izmedu NP-6G (x>=734,47; df=25; p<0.001); NP-3G (3?>=707,72; df=10; p<0.001);
NP-2G (y?=464,27; df=5; p<0.001) i podele po Claeysu.

Nova Podela - 6 grupa u odnosu na Claeys skor
(x2=1155,27; df=10; p<0.001)
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Grafikon 3.12: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Claeysu i NP-6G
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Nova Podela 3 grupe u odnosu na Claeysovu podelu
(¢>=707,72; df=10; p<0.001)
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Grafikon 3.13: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Claeysu i NP-3G

Nova Podela 2 grupe u odnosu na Claeysovu podelu
(x?=464,27; df=5; p<0.001)
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Grafikon 3.14: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Claeysu i NP-2G

U tabeli 3.1 su prikazane sve vrednosti Hi kvadrat testa u odnosu na sve poredene dijagnosticke
procedure i kao §to se iz tabele vidi sve ove metode mogu se uspesno koristiti u dijagnozi BV.
Naravno za ovo ispitivanje je najvaznija ¢injenica da je NOVA PODELA i u osnovnoj varijanti
(NP-6G), a i maodifikovana (NP-3G i NP-2G) pokazala da moze uspesno da se koristi u
dijagnozi BV.
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Tabela 3.1: Vrednosti Hi kvadrata u odnosu na sve poredene dijagnosti¢ke metode

Nugent Ison/Hay Claeys Amsel KOH pH

NP-6G 669,80 862,73 734,47 426,17 259,40 257,67

NP-3G , 634,44 819,41 707,72 395,29 232,72 239,72

NP-2G X 437,40 470,27 481,25 390,60 232,23 227,37

Nugent - 894,33 1155,27 379,15 234,23 246,43
p<0.001

Da bi smo potvrdili ovu ¢injenicu tamo gde je to bilo moguce utvrdivali smo podudarnost NP

u odnosu na postojece na osnovu kappa indeksa , a rezultati su prikazani u Tabeli 3.2.

Tabela 3.2: Podudarnost rezultata mikroskopskog pregleda vaginalnog sekrete razli¢itih autora izraZen u
vrednostima Kappa indeksa

Nugent Ison/Hay Claeys
K 0.68 0.56 0.73
NP-3G <0001 <0.001 <0.001
Ison/Hay (mod)” Claeys™
Nugent 0.70 0.90
g <0.001 <0.001
Amsel NP-2G
Nugent™ 0,83 0,83
g <0.001 <0.001

*Grupe “Cist” 1 “koke” pripojene normalnom nalazu
** Grupe “koke”, “leukoreja” i “sli¢an normalnom” pripojene normalnom nalazu
***]z podele po Nugent-u iskljuéene pacijentkinje sa intermedijarnim nalazom

Rangiranje kapa testa izvrSeno je na osnovu kategorizacije po Byrtu kao $to je to prikazano u
tabeli 3.3.

Tabela 3.3: Rangiranje kapa testa na osnovu kategorizacije po Byrt-u

Rangiranje po Byrtu  Vrednost k indeksa

Odli¢no slaganje 0,93-1
Veoma dobro slaganje 0,81-0,92
Dobro slaganje 0,61-0,80
Umereno slaganje 0,41-0,60
Slabo slaganje 0,41

Prema datom rangiranju dobili smo sledece rezultate:
e Umereno slaganje
v" NP-3G/Ison/Hay(x=0,56; p<0.001);

e Dobro slaganje
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v" NP-3G/Nugent: (k=0,68; p<0.001);

v' NP3G/ Claeys: (k=0,73; p<0.001);

v Nugent/Ison/Hay: (x=0,70; p<0.001);

e Veoma dobro slaganje

v Nugent/Claeys : (x=0,90; p<0.001);

v" Nugent / Amsel: (xk=0,83; p<0.001);

v Nugent/NP3G : (x=0,83; p<0.001).
Dakle, i vrednosti k indeksa potvrduju da su nalazi koje dobijemo NP dobro slazu sa nalazima
dijagnostickih kriterijuma po Nugentu (zlatni standard), Ison/Hayu i Claeysu u dijagnozi BV.
Na osnovu iznesenih podataka mozemo da zaklju¢imo da je nova metodologija, koja
podrazumeva pregled mikroskopskog preparata na uvecanju x200, pokazala dobre rezultate u
odnosu na postojece i da se kao takva moze koristiti u dijagnozi BV. Pored toga, rezultati ovog
ispitivanja su pokazali da je NOVA PODELA (NP-6G) fleksibilna i da se moze lako pretvoriti
u tri (NP-3G) grupe, bez znacajnijeg uticaja na rezultate u dijagnozi BV. Dakle, pacijentkinje
iz NP-6G koje imaju mikroskopski nalaz NF i NM, kao i pacijentkinje sa nalazom BVF i BVM
predstavljaju jasno definisane kategorije, koje se u prakti¢nom i svakodnevnom klinickom radu
mogu slobodno svesti u dve kategorije od kojih su jedne zdrave i ne zahtevaju terapiju, a druge
bolesne (BV) i zahtevaju terapiju. Medutim, pacijentkinje sa nalazom NN i BVN su prili¢no
nedefinisane u dijagnosti¢kom 1 terapijskom smislu i one zahtevaju dalja klinicka ispitivanja.
Grafikon 3.15 je vizuelna potvrda koja govori o dobroj podudarnosti postojecih dijagnostickih
kriterijuma u dijagnozi BV.
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Grafikon 3.15: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda vaginalnog sekreta u dijagnozi bakterijske
vaginoze na osnovu razlic¢itih dijagnostickih kriterijuma
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Ali nam ovaj Grafikon ukazuje na jo$ jednu vaznu ¢injenicu, a to je da u svakom poredenju
razli¢itih dijagnostickih procedura moramo da se prilagodavamo zlatnom standardu odnosno
Nugentovoj podeli. Amselovi kriterijumi su klini¢ki ,,zlatni standard 1 imaju dve grupe
pacijentkinja, Nugent kao ,,istrazivacki* zlatni standard ima tri grupe pacijentkinja, Ison /Hay
pet, Claeys Sest, a podela NP-G6 ima 6 grupa pacijentkinja i sve su, na ovaj ili onaj nacin,
morale da se prilagode poredenju sa zlatnim standardom da bi njihova dijagnosticka vrednost
bila verifikovana. Uvodenje novih kategorija kao Sto su to uradili Ison/Hay 1 Claeys svakako je
pozeljno jer je jasno da Nugentova klasifikacija veliki broj Zena sa razli¢itom vaginalnom
florom svrstava u tri grupe (zdrave/bolesne/neodredeno) i da je vaginalna flora, preciznije,
mikroskopski nalaz vaginalnog sekreta, mnogo kompleksniji nego $to bi se to moglo zakljuciti
iz Nugentovih kriterijuma koji uzimaju u obzir samo tri ¢elijska morfotipa. Medutim, svako
uvodenje novih grupa ograniceno je ¢injenicom da svaka nova metodologija mora da ,,prezivi‘
poredenje sa zlatnim standardom, §to je svakako jedan od razloga zbog kojih ni podela po
Ison/Hayu, a ni podela po Claeysu nisu nasle Siru primenu, ni u praktihom ni u
naucnoistrazivackom radu. Tako su Claeys i sar. pokazali da bi neke druge bakterije (njihova
grupa ,,I-like*) i stanja vaginalne flore (leukoreja), razli¢ite od onih sadrzanih u Nugentovom
skoru, mogle imati ve¢i znafaj u zbivanjima vezanim za PP udruZen sa infekcijom i/ili
zapaljenjem. Uprkos tim ¢injenicama, veoma je mali broj radova koji je koristio Clagysovu
podelu. Jedan od retkih je rad Martinez-Martinez i sar [383] i bavi se poredenjem razli¢itih
dijagnostickih kriterijuma u dijagnozi BV.

Istovremeno, ovaj rad na najbolji nac¢in pokazuje probleme sa kojima se suo¢avamo u poredenju
metoda koje imaju razli¢ite grupe pacijentkinja. Tako su Martinez-Martinez i sar. [383] u svome
radu u dijagnozi BV koristili kriterijume po Amselu, Nugentu, Ison/Hayu i Cleaysu, dakle kao
Sto je radeno 1 u naSem ispitivanju, ali na manjem broju pacijentkinja (n=101). Da bi prevazisli
pomenute probleme i ,,ispostovali® zlatni standard (Nugent), oni su podelu po Ison Hayu i
Cleaysu sveli na tri ,,Nugentove™ grupe tako $to su pacijentkinje iz drugih grupa smatrali
negativnim na BV. Ovakav pristup je prihvatljiv, posebno ako se mikroskopski nalaz svede
samo na dijagnozu BV, ali bi i neki drugi pristupi bili svakako prihvatljivi, a mozda i bolji. lako
se autor u svome radu ne bavi ovim pitanjima nego Citavu studiju svodi na ispitivanje
podudarnosti razli¢itih dijagnostic¢kih kriterijuma u dijagnozi BV, mi ovaj problem raspodele
pacijentkinja i statisticke analize smatramo veoma vaznim za svaku studiju ovakvog tipa. Uvek
treba imati na umu ¢injenicu da Nugent ima dve sustinske prednosti u odnosu na sve druge

metodologije sa kojima se poredi. Prva je, kao $to smo rekli, $to je zlatni standard, a druga Sto

119



ima intermedijarnu grupu. Ako, na primer, poredite rezultate dobijene na osnovu Nugentovih
(3 grupe) i Amselovih kriterijuma (2 grupe) lako ¢ete do¢i do zakljucka da je Nugent uvek u
prednosti. Ve¢ sama Cinjenica da ima intermedijarnu grupu je velika prednost, jer mu daje
mogucnost da se ,resi“ nekih nejasnih i1 granicnih nalaza, dok Amselovi kriterijumi ne
dozvoljavaju takav ,,luksuz* i pacijentkinja je ili zdrava ili ima BV. Svako ko ima imalo
iskustva u gledanju NPVS potvrdi¢e da ovakva “intermedijarna” grupa postoji i kad na
uvecanju x400 gledamo NPVS, te da bi u slicnom procentu (15-30%) bili veoma zadovoljni
ukoliko bi imali moguénost da takve pacijentkinje svrstamo u intermedijaranu grupu.

Mislimo da bi korektna statisticka obrada podataka u ovakvim studijama podrazumevala
statisticke metode za nesavrSeni zlatni standard ili, bolje, poredenje bez zlatnog standarda.
Takode Martinez-Martinez i sar. [383] u svome radu ne pominju pacijentkinje sa leukorejom
(Claeys), sto najverovatnije znaci da ih u njihovom ispitivanju nije ni bilo, ili su kao u veéini

studija PMN ,,zaboravljeni®.
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3.2 MOGUCI OMETAJUCI CINIOCI U DIJAGNOZI STANJA MIKROFLORE
VAGINE

U ovom delu bice prikazani rezultati i1 diskusija koji se odnose na mikroskopske forme koje su
se svojim fenotipskim karakteristikama ili u¢estalo$¢u “nametnule” da budu uklju¢ene u ovo
ispitivanje. Ove podatke ne¢emo detaljnije analizirati, a oni pre svega treba da ukazu na
slozenost u pokusajima da razgrani¢imo “normalan” od “patoloskog” mikroskopskog nalaza
uvodenjem jo$ tri moguca ometajuca (konfauding) ¢inioca, KOKE, BIFIDO i LEPTO forme.
Na Grafikonima 3.20 i 3.21 prikazana je njihova raspodela u odnosu na mikroskopski nalaz

vaginalne flore (NP-6G) i broj PMN (normalan ili patoloski).

3.2.1 KVASNICE 1Z RODA KANDIDA (Candida spp.)
Tokom ovog ispitivanja nisu koriS¢ene specijalne podloge za detekciju kvasnica iz roda

Candida (CA). Najvazniji razlog zbog koga to nismo ucinili jeste stav da izolacija CA kulturom
ne zna¢i 1 infekciju CA, odnosno da pacijentkinje kod kojih na NPVS sa 10% KOH
mikroskopski detektujemo prisustvo hifa i/ili spora gljivica, najverovatnije zna¢i prisustvo
infekcije, odnosno da takvu pacijentkinju treba leCiti bez obzira na prisustvo simptoma.
Detekcija CA na podlozi krvni agar bio je usputni nalaz koji je stizao kasnije, a kao §to smo
rekli osnovni nacin u dijagnozi i leCenju pacijentkinja bio je mikroskopski nalaz NPVS sa 10%
KOH. Tako smo na osnovu ovog nalaza CA detektovali kod 115/704 (16,3%) pacijentkinja, a
to su ujedno pacijentkinje koje su leCene zbog infekcije CA antimikoticima. Kulturom na
krvnom agru CA je identifikovana kod 82/704 (11,6%). Mnogo interesantnija su podaci koje
smo dobili pregledom preparata bojenog po Gramu. U prvom gledanju preparat po Gramu na
uvecanju x1000 (Nugentova metodologija i broj PMN) CA je otkrivena kod 99/704 (14,0%)
pacijentkinja, da bi svakim narednim gledanjem (Ison Hay, Claeys) na uvecanju x1000 taj broj
rastao, tako da smo na kraju CA detektovali kod 165 od 704 (23,4%) pacijentkinja. Kako smo
se tokom ispitivanja odlucili za metodologiju je po kojoj je preparat po Gramu gledan pod
imerzijom na uvecanju x200, broj pacijentkinja kod kojih smo detektovali CA dostigao je 241
od 704 (34%) pacijentkinja (Grafikon 3.16).

Dakle metodologija gledanja mikroskopskog preparata na uvecanju x200 omogucila je
detekciju CA kod oko jo$ jedne trecine pacijentkinja. Takode, treba podsetiti da je povrSina
vidnog polja na mikroskopskom uvecanju x200 oko 25 puta veca od povrsine vidnog polja na

uvecanju x1000.
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Detekcija C. albicans kulturom na krvnom agru i razli¢itim
mikroskopskim uvecanjima
m Kultura u NPVS+KOH = Gramx1000(1x) = Gram x1000 (4X) m Gram x200
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Grafikon 3.16: Detekcija C. albicans kulturom na krvnom agru i razli¢itim mikroskopskim uveéanjima
(1X): prvo gledanje na uveéanju x1000; (4X): isti preparat po Gramu posle Cetiri gledanja na uvecanju x1000;

20.5.2014, 10:48

6,49 pm

CA VEROVATNOCA DA JE NADJETE NA X1000 NAMNJE 250X MANJA

Slika 3.1: C. albicans - hifa,PMN i “blue cells” (x200)
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20.5.2014, 10:48

6,49 pm

A

X1000 NAMNJIE 250K

Slika 3.2: Podela na 25 jednakih polja

0,943 pm

30.3.2014, 19:44

...LI NEKI ZBIR NA 20 VP DA REPREZENTUJE STA JE NA 17 980 VP

Slika 3.3: Da li na osnovu 20 VP na uveéanju X1000 moZemo objektivno proceniti kakav je nalaz na

preostalih 17 500 VP




Ako sliku. 3.1 podelimo na 25 jednakih polja (krugova) (Slika 3.2) onda povrsina jednog kruga
odgovara povrsini 1 vidnog polja na uvec¢anju x1000. Znaci ukoliko bismo ovaj preparat gledali
na uvecanju x1000, hife gljivica videli bi na najvise 4 vidna polja. Ako dijagnostikujemo BV
po Nugentovim kriterijumima obavezni smo da pregledamo 5-10 VP, dakle povrsSinu koja je
manja od ove na Slici 3.3. Ako pri tome znamo da brojanje, sabiranje, deljenje i kona¢no
racunanje Nugentovog zbira zahteva dosta vremena, onda je logi¢no pretpostaviti da se u
takvim ispitivanjima veoma retko pregleda i 20 VP. Ako bi, dakle, povrSinu nase fotografije
gledali na uvecanju x1000 veca je verovatnoca da hifu ne nademo. Pri tome ne treba zaboraviti
da je povrsina slike, povrsina jednog od 700 VP na uveéanju x200 (pretpostavljena povrsina
obojenog dela preparat je 600 mm?; Tabela 2-2, Metodologija), odnosno da na toj povrsini ima
17.500 VP na uvecanju x1000 (Slika 3.3). Ovi podaci, nasa iskustva i rezultati dovode u pitanje
opsteprihvaceni stav po kome je pregled NPVS sa 10% KOH senzitivniji u detekciji CA u
odnosu na preparat po Gramu ili PAPA testu [29]. Ono $to je sigurno, 10% KOH znacajno
povecava osetljivost u otkrivanju CA u odnosu na NPVS sa fizioloskim rastvorom i da je 10%

KOH glavni razlog za bolje rezultate u odnosu na preparat bojen po Gramu.
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Slika 3.4: C. albicans — hife (FK, X400)
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Medutim, treba imati u vidu da se nativni preparat uglavnom gleda na uve¢anju x400, i nacelno,
na mnogo vecem broju vidnih polja nego sto je to sluc¢aj sa Nugentovom metodologijom, a i
kada se gleda isti broj vidnih polja povrSina vidnog polja na uvecanju x400 je 6,25 veca od one
na x1000. Verujemo da je veca povrSina pregledanog preparat na NPVS jedan od vaznijih
faktora koji uti¢e na bolje rezultate u detekciji CA na NPVS u odnosu na druge metode na
kojima se preparat gleda na ve¢em uvecéanju, odnosno na manjoj povrsini. U literaturi nismo
nasli ni jedno ispitivanje koje bi na ovaj nacin poredilo razli¢ite metode u dijagnozi CA. Uz
podatak da 5-30% pacijentkinja ima asimptomatsku vaginalnu kandidozu jasno je od kakvog je
znacaja brza i jednostavna dijagnostika jedne od najéesc¢ih vaginalnih infekcija. Svakako
mislimo da je povrSina pregledanog preparata najvazniji faktor zbog koga smo dobili ovakve
rezultata, ali mislimo da su jos§ dva faktora tome znacajno doprinela. Prvi se odnosi na primenu
imerzije na uvecanju x200 koja, iz nama nepoznatih razloga (najverovatnije se radi o opti¢kim
najbolje ilustruju Slike 3.5 i 3.6, jer na prvoj vidimo masu PMN i EC bez mikroskopskih
elemenata koji bi ukazivali na prisustvo CA.

Medutim ukoliko na uveéanju x200 stavimo kap imerzije jasno se prikazuje hifa CA.

Drugi, moZda jo§ bitniji, faktor je ¢injenica da se CA najceSce ,krije* na delovima preparata
gde se nalaze nakupine EC. Zbog metodologije koju su predlozili Ramsey i sar. ove nakupine
nismo ni gledali nego smo ih smatrali neadekvatnim za ispitivanje, a verujemo 1 da ih najveci
broj mikrobiologa preskaée i smatra neadekvatnim za pregled. Ubedeni smo da su nakupine EC
ne samo mesto gde se najceSce nalaze spore i hife gljivica, nego da ovi delovi preparata
predstavljaju vazan, ako ne i najvazniji izvor informacija za odgovarajucu procenu preparata
po Gramu. Dakle, pored CA, nakupine EC su ¢esto »mesto okupljanja« PMN i koka, a i druge
mikroskopske forme i oblici se tu nalaze u veéem broju. Ako imamo preparat sa dosta SF, onda
je njihov broj u nakupinama EC, uopsteno, jo§ veéi, a isto vazi i za NSF odnosno pacijentkinje
sa BV

Ovo napominjemo zato §to je pregled odredenog broja polja u kome se nalaze EC obavezni deo
naseg protokola, radi preciznije kvantifikacije SF i NSF. Tako neki preparati deluju kao prili¢no
,,Cisti*, odnosno na njima nalazimo veoma mali broj celularnih elemenata, ali ako pogledamo
nakupine EC u njima se moZe naéi znagajan broj i SF i NSF, tako da su u ovom ispitivanju
pacijentkinje iz grupe NULL, u stvari pacijentkinje kod kojih i u nakupinama EC, i u

meduprostorima nalazimo vrlo mali broj SF i NSF.
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Slika 3.6: Fino pomeranje mikrometra +imerzija na uve¢anju X200 “razotkrivaju” skrivenu hifu CA




Na osnhovu preko 10.000 mikroskopskih pregleda u kratkom vremenskom periodu,
protokol za otkrivanje CA izgledao bi ovako: pregled se pocinje na uvecanju x200 sa imerzijom
I, nezavisno od mikroskopske slika pozadine (NF,NN, NM, BVF, BVM, BVN), ukoliko na
takvoj pozadini imamo patoloski broj PMN (PMN2 i PMN3), onda verovatnoc¢a da nademo i
CA iznosi oko 80%. U takvim slucajevima krece se u ,,potragu* za CA na razli¢itim delovima
preparata, dva kraja i sredina, na uveéanju x200 + imerzija. Sto predemo veéi deo preparata
verovatnoéa da ¢emo je naéi raste, posebno u najguié¢im (EC) delovima preparata. I zaista, u
vise od 90% slucajeva najveéi broj spora i hifa gljivica nalazi se u ili oko nakupina EC. Treba
re¢i da je (semi)kvantifikacija CA mnogo tezi zadatak u odnosu na druge forme, kao i donoSenje
zakljuCaka na osnovu takvih nalaza (vidi kasnije).

Ako pogledamo fotografije 3.6 i 3.7 na njima dominira nalaz ogromnog broja PMN, u desnoj
polovini vide se dve ¢elije koje se boje plavo(,,blue cells*) i vrlo su ¢este kod infekcije CA. Ove
dve pacijentkinje su i na preostalom delu preparata imala vrlo retke spore i hife gljivica. Da i
je moguce da je ovako veliki broj PMN prouzrokovan prisustvom retkih spora i hifa gljivica,
koje smo nasli na preparatu, ili su mozda spomenute koke mogu¢i uzrok, ili, jednostavno, neka
od onih 95% nekultivisanih i nama nepoznatih bakterija koju ne prepoznajemo na mikroskopu
predstavlja uzrok ovako velikom broju PMN. Dakle, ukoliko prihvatimo mogu¢nost da ovako
mali broj spora i/ili hifa moze da bude razlog patoloskom broju PMN, onda je sasvim realno
prihvatiti da deo pacijentkinja iz grupe ,,leukoreja* (Claeys) zapravo ima infekciju CA koju
ispitiva¢ ne otkriva mikroskopskim pregledom. Takode je moguce i1 koke smatrati uzrokom
patoloSkog broja PMN. Medutim jo§ jedna grupa pacijentkinja je verovatno moguci uzrok
neslaganja u ovakvim situacijama, a jedan od primera pokuSacemo da objasnimo slikama 3.7 —
3.10. Ako pogledamo Sliku 3.7 (uvecanje x200) vidimo da pored velikog broja PMN imamo i
veliki broj Gram pozitivnih SF, a nemamo CA, dakle pacijentkinja bi mogla da ude u grupu sa
idiopatskom leukorejom, ako bi radili metodologijom po Cleaysu. Ako ovaj nalaz pogledamo
na uvecanju x1000 (Slika 3.8) ili na jo§ vec¢em (slika 3.9) onda vidimo dosta Gram pozitivnih

SF koje smo na uveéanju x200 tumagili kao normalnu floru, odnosno laktobacile.
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225.2004,12:29

1,62 nm

SUSTINSKO PITANJE PACTO?BIFID? 1LL.7=Q-PCR

Slika 3.7: Uvecanje x200 Gram pozitivne §tapicaste forme koje mogu odgovarati razli¢itim sojevima
laktobacila ili razli¢itim sojevima korineoformnih ili bifido bakterija

1,62 gm

CEO PREPART OVI MORFOTIPGYI= IDENENTIFIKACTJA QPCR

Slika 3.8: Ni na uveéanju x1000 ne moZemo razlikovati Gram pozitivne forme: Lactobacillus?
Coryneobacteria? Bifidobacteria?; “Biopsija preparata” i QPCR bi mozda bili od pomo¢i?




22.5.2014, 12:35

0.543 pm
" =

SUSTINSKO PITANJE 1 ACTO?BIFID? ILL.?=Q-PCR

Slika 3.9: Ni na uvecanju preko x1000 ne znamo $ta predstravljaju ove Gram pozitivne forme u lancima
koje se neravnomerno boje, uz poveéan broj PMN

2LR0]14,12:23

.26 1 om

)

SUSTINSKOPITANJ LA HOMBIID? [L1.2=Q-PCR

Slika 3.10: Na osnovu podataka iz literature i licnog iskustva verujemo da se u najvecem broju ovakvih i
sli¢nih nalaza koji lice na normalan radi o razli¢itim sojevima Corynebacteria i Bifidobacteria
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Kako smo i tada bili upoznati sa Claeys-ovom podelom u kojoj se debeli, uglavnom kratki Gram
pozitivni §tapici, smatraju za L. crispatus, a Gram pozitivne SF koje su tanje, manje ili vise
izduzeni pripadaju drugim sojevima laktobacila (L. jensenii, L. gasseri, L. iners ili mozda neki
drugi), smatrali smo dakle da su ovo ti drugi laktobacili. Medutim, s iskustvom u gledanju
mikroskopskog preparata (vidi tabelu 3 u Metodologiji) poceli smo da sumnjamo da se radi o
»drugim« laktobacilima i da je moguce da se radi o nekoj drugoj vrsti bakterija. Kao $to se vidi
na uvecanju preko x1000 (Slika 3.9) ove Gram pozitivne forme se neravhomerno boje, kao da
formiraju lance, kratki su, nemaju ravne nego ¢esce Cekicaste krajeve, ne granaju se. Naravno,
nismo sigurni da li su ovo sojevi “nekih” laktobacili ili nisu, ali ipak mislimo da ove forme
pripadaju nekoj drugoj vrsti bakterija(najverovatnije Corynebacterium, Bifidobacterium). Mi
smo kod ovakvih nalaza pacijentkinje svrstavali u BIFIDO grupu, pre svega zbog ovog
neravnomernog bojenja i ¢ekicastih krajeva. Jedini nacin da se tako neSto utvrdi jesu uporedne
studije preparata po Gramu i Q-PCR. Flora prikazana na fotografijama predominantna je na
celom preparatu. Na pojedinim delovima preparata ona je veoma gusta i nagomilana, kao §to
se to vidi na Slici 3.10. Po nasem misljenju, mogla bi se naciniti svojevrsna ciljana »biopsija«
preparata po Gramu, pod kontrolom mikroskopa, i uzorak podvrgnuti Q-PCR. Da preparat po
Gramu moze da se koristi u ovakvim retrospektivnim studijama pokazala je u svojoj
izvanrednoj studiji Srinivasan sa sar. [410].

U nasoj laboratoriji smo uzimali uzorak sa preparata po Gramu, ciljano sa povrsine oko 1 mm?
i izolovali DNA (S. Jovandi¢), ali, naravno, nismo imali prajmere na osnovu kojih bi
identifikovali poreklo DNK. Verujemo da ¢e tehnika Q-PCR biti najvaznija u buducéim
ispitivanjima mikrobioma jer pored razli¢itosti vrsta i njihov kvantitativni odnos igra vrlo
vaznu, a mozda i vazniju ulogu. Na kraju, BV predstavlja polimikrobni sindrom u kome dolazi
do smanjenja broja jedne vrste bakterija i enormnog porasta (1000-10.000X) drugih bakterija,
ili G. vaginalis je prisutna i kod pacijentkinja sa normalnim nalazom, i samo od njenog broja
zavisi da li pacijentkinja ima normalnu floru ili BV. Zbog toga smo u ovom radu i napravili
semikvantitativnu podelu kod pacijentkinja kod kojih smo pod mikroskopom detektovali CA.
Svoje iskustvo smatramo interesantnim i ilustrativnim jer ukazuje na jednu vaznu €injenicu koja
se ne pominje u dosadasnjim istrazivanjima. Otkrivanje CA na mikroskopskom preparatu
upravo je srazmerno povrsini preparata koju pregledate, imerzija na uvecanju x200 olaksava taj

postupak, a treba je traZiti u nakupinama EC gde se najéescée i “krije”.
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Slika 3.11: Fino pomeranje mikrometra +imerzija na uve¢anju X1000 “razotkrivaju” skrivenu hifu CA

Slika 3.12: Fino pomeranje mikrometra +imerzija na uve¢anju X200 “razotkrivaju” skrivenu hifu CA
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Slika 3.13: Fino pomeranje mikrometra +imerzija na uveéanju X200 “razotkrivaju” skrivenu hifu CA
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Slika 3.14:Fino pomeranje mikrometra +imerzija na uveéanju X200 “razotkrivaju” skrivenu hifu CA
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Broj PMN i CA kod pacijentkinja sa normalnim nalazom
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Grafikon 3.17: Broj PMN i CA kod pacijentkinja sa normalnim nalazom

Na primeru podele po Nugent-u prikazacemo kako bi izgledali rezultati, ako u Nugent-ovu
podelu uklju¢imo i nalaz CA. Kod 153 od 440 (34,7%) pacijentkinja sa Nugentovim normalnim
nalazom naden je patoloski broj PMN, u grupi intermedijarnih 26,7% (36/112), a u grupi sa BV
44,5% (66/148), dale ukupno 255 pacijentkinja sa patoloskim nalazom PMN. Kao §to smo ve¢
rekli CA je naj€esc¢i uzrok povecanog broja PMN 1 sada ¢emo prikazati kako bi ti rezultati
izgledali, ako u analizu uklju¢imo pored broja PMN (,,prvi konfauding faktor*) i mikroskopski
nalaz CA (,,drugi konfauding faktor).

Na Grafikonu 3.2056 su prikazane pacijentkinje sa Nugentovim normalnim nalazom i raspodela
u odnosu na broj PMN i detekciju CA. Tako je u ovoj grupi CA detektovana kod 29,0%
(128/440), od kojih je 25 (19,5%) imalo normalan broj PMN, a 103 (80,5%) su imale patoloski
broj PMN. Imamo dva vazna podatka: prvi, da 19,5% pacijentkinja sa CA nema povecan broj
PMN, i drugi, i da kod 50/153 (32,6%) pacijentkinja CA nije nadena kao moguéi uzrok
povecanog broja PMN. Dakle u ovakvim slucajevima jedna je moguénost da je uzrok
patoloSkom broju PMN nepoznat 1 onda bi ove pacijentkinje mogle teoretski da pripadnu
Claeyesovoj grupi sa idiopatskom leukorejom, §to je oko 11% (50/440) pacijentkinja sa
predominatnom laktobacilarnom florom. Druga je mogu¢nost da kod ovih pacijentkinja nismo
detektovali CA mikroskopskim pregledom, $to naravno ne moze iskljuciti infekciju CA, ni
mogucnost da je ona uzrok poveéanom broju PMN. Medutim kao §to smo ve¢ rekli oko 20%

pacijentkinja sa infekcijom CA nije imalo povecan broj PMN, tako da CA sigurno nije jedini
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uzrok patoloSkom broju PMN. S druge strane od . Kao $to smo rekli u metodologiji u ovu grupu
su svrstane i pacijentkinje kod kojih je na ¢itavom preparatu nadeno svega nekoliko spora, tako
da smo tokom ispitivanja ¢esto postavljali pitanje da li je moguce da ovako mali broj spora ili
hifa gljivica mozZe biti razlog za tako veliki broj PMN, kao $to se to vidi na fotografijama.

Ni danas nemamo odgovor na ovo pitanje, ali mislimo da ovi rezultati svakako ukazuju na
potrebu daljih ispitivanja koja bi dala odgovor na ovo pitanje.

U Nugentovoj intermedijarnoj grupi 36/112 pacijentkinja imalo je patoloski nalaz PMN, a kod
48/112 (42,8%) je mikroskopskim pregledom detektovana CA. Od njih 48 patoloski broj PMN
imalo je 28, a 20je imalo normalan broj PMN, tako da u ovoj grupi 41,6% (20/48) pacijentkinja
sa CA nije imala povecan broj PMN, a kod8/36(22,2%) pacijentkinja nije nadena CA kao
mogucéi uzrok povecanog broja PMN.

Od 148 pacijentkinja kod kojih je na osnovu kriterijuma po Nugentu postavljena dijagnoza BV,
66 (44,5%) je imalo patoloski broj PMN, a kod 63 (42,5%) je detektovana CA. Patoloski broj
PMN naden je kod 56 (88,8%) od 63 pacijentkinje, dok je 7 pacijentkinja (11,2%) imalo nalaz
CA i normalan broj PMN. Dakle u grupi BV 10 (15,1%) od 66 pacijentkinja nije imalo .

Broj PMN i CA kod pacijentkinja sa BV
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Grafikon 3.18: Broj PMN i CA kod pacijentkinja sa BV
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Raspodela PMN i CA u tri grupe na osnovu podele po
Nugentu

NORMALAN INTERMEDIAL BV

® NORMALAN BR PMN SA CA ®PATOLOSKI BR PMN SA CA ®PATOLOSKI BR PMN BEZ CA

Grafikon 3.19: Raspodela PMN i CA u tri grupe na osnovu podele po Nugentu

Treba primeti da se broj pacijentkinja koje imaju mikroskopski nalaz CA i normalan broj PMN
i pacijentkinja sa poveéanim brojem PMN bez CA znaCajno razlikuje u ove tri grupe

pacijentkinja §to je prikazano na Grafikonu 3.19.

Kao §to je receno, generalno je poznato da je infekcija CA jedan od najces¢ih uzroka pove¢anog
broj PMN u vaginalnom sekretu, ali nemamo precizniji odgovor na pitanje koliki je procenat
pacijentkinja koje imaju infekciju CA i povecan broj PMN, a koliko ih ima infekciju i normalan
broj PMN. U stvari morali bi preciznije postaviti ovo pitanje s obzirom na ¢injenicu da moramo
razlikovati infekciju CA, od kolonizacije CA. Poznato je da izolacije CA kulturom, ne znaci 1
infekciju CA, a sa druge strane vecina autora veruje da detekcija CA mikroskopskim pregledom
ukazuje na vecu verovatnocu za infekciju nego za kolonizaciju CA. Ipak imajuéi pred ofima
mikroskopske slike i1 pacijentkinje iz grupe CA NULL, ponovi¢emo to opet, tesko je poverovati
da tako mali broj hifa i spora gljivica moze biti razlog tako jakog inflamatornog odgovora.
Dakle mi danas ne znamo zaSto neke pacijentkinje, kod kojih smo kulturom izolovali ili
mikroskopski detektovali CA, imaju povecan broj PMN, a kod drugih je taj broj normalan.
Jedna od mogucih hipoteza bila bi da pacijentkinje sa pove¢anim brojem PMN imaju infekciju,
dok bi odsustvo PMN govorilo u prilog kolonizacije CA, Sto bi opet moglo da bude u vezi sa
simptomima 1 klinickom slikom kod tih pacijentkinja, o ¢emu ¢e se kasnije nesto vise govoriti.
Ali ako pogledamo Grafikon na kome se jasno vidi da su ove razlike znacajne u odnosu na

Nugentove tri grupe, ne mozemo a da ne pretpostavimo da je druga bakterijska flora (laktobacili
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ili BVAB) mozda bitan faktor koji odreduje stepen inflamatornog odgovora (broj PMN) na
prisustvo CA.

Ono $to je “nelogi¢no” u ovako “logi¢noj” pretpostavci je Cinjenica da je najvise pacijentkinja
sa patoloSkim brojem PMN (44,5%) nadeno u grupi sa BV, u kojoj je 1 najveci procenat
pacijentkinja su pacijentkinje sa CA (42,5%). Nelogi¢no iz dva razloga, prvi jer je BV kao $to
smo rekli poremecaj koji se karakteriSe odsustvom PMN, a drugi koji se odnosi na podatak da
CA odgovara vise kisela nego bazna sredina. 1z dobijenih rezultata mogli bi smo zakljuciti da
CA viSe odgovara bazna nego kisela sredina, a da oko 15% pacijentkinja sa BV ima poviSen
broj PMN, a da kod njih nismo identifikovali CA. Podatak da 29% pacijentkinja iz Nugentove
normalne grupe ima CA, govori u prilog tome da CA, podjednako dobro “uspeva” i u baznoj i
kiseloj sredini i da su neki drugu faktori koji nisu pH vaZzniji za njen rast i razmnoZzavanje.
Jedan, a verovatno 1 najvazniji od tih drugih faktora, je sastav mikrobioloSke zajednice, odnosno
potencijalni “protivnici” CA u borbi za hranu, kiseonik i druge faktore koji o(ne)mogucavaju
da ovaj komensal postane patogen, U prilog ovome govore podaci koji se odnose na
intermedijarnu grupu, u kojoj je broj pacijentkinja sa CA i normalnim brojem PMN znacajno
vec¢i od pacijentkinja sa normalnim nalazom i BV, $to samo potvrduje da bi ovu grupu
pacijentkinja u buduc¢im ispitivanjima trebalo mnogo detaljnije analizirati nego $to je to do sada

bio slucaj.
Broj PMN i nalaz C. albicans u tri grupe pacijentkinja na

osnovu Nugentove podele
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Grafikon 3.20: Raspodela pacijentkinja sa patolo$kim i normalnim brojem PMN i pozitivnim ili
negativnim mikroskopskim nalazom na CA u tri grupe podele po Nugent-u
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Dakle ako sad u svetlu prethodne diskusije o Nugentovim grupama i razli¢itom broju PMN
(prvi “konfauding faktor”) pogledamo kakvi su rezultati posle uvodenja u analizu i drugog
“konfauding” faktora (CA), onda ¢emo videti da teoretski viSe nemamo 6 grupa (normalne,
intermedijarne i BV sa normalnim i patoloskim brojem PMN) nego imamo 12 grupa. U svakoj
od tri Nugentove grupe, mozemo razlikovati pacijentkinje sa normalnim brojem PMN sa ili bez
CA, i pacijentkinje sa patoloskim brojem PMN, sa ili bez CA, kao $to je to prikazano u
Grafikonu 3.20.

Ako prihvatimo ¢injenicu da PMN i CA, pojedina¢no, mogu uticati, na primer, na koncentracije
nekog inflamatornog medijatora onda se ovakva podela podrazumeva, ali je problem §to smo
od Nugentove tri grupe stigli do 12 grupa, od kojih pet ima 20 ili manje pacijentkinja, tako da
bez obzira na ukupan broj pacijentkinja (n=700), ovo znacajno otezava ili ¢ini nemogué¢om
statistiCku analizu ovako kategorisanih pacijentkinja. Ovo istovremeno govori koliko je teSko
donositi zaklju¢ke o koncentracijama inflamatornih medijatora, s obzirom da veliki broj
faktora, koji na njih mogu uticati, a mi smo to pokazali samo uvodenjem dva (PMN i CA) u
Nugentovu jednostavnu podelu (samo tri grupe pacijentkinja), a mozemo zamisliti kako bi
izgledala ovakva analiza u podelama po Ison/Hayu i Claeysu koji imaju 5 odnosnho 6 grupa

pacijentkinja.

S obzirom da NP ima 6 grupa, ali da se sustinski ovih 6 grupa mogu svesti samo na dve, kao i
na razlike u odnosu na Nugentovu podelu o kojima smo ve¢ govorili odlucili smo se da istu
ovakvu analizu uradimo kod pacijentkinja koje su podeljen u razli¢ite grupe na osnovu NP-6G.
Na narednim grafikonima prikazana raspodela CA po razli¢itim grupama na osnovu NP i
semikvantitativne podele CA.

Na Grafikonu 3.21 prikazana je raspodela pacijentkinja u kojoj su pacijentkinje uz grupa
NF, NM i NN stavljene u jednu grupu (NORMAL), a isto je uradeno sa pacijentkinjama BVF,
BVM i BVN (BV), a u sledece tri kolone je prikazana semikvantitativna raspodela CA (CAF,
CAM i CAN) a sve to u odnosu na broj PMN, podela u ¢etiri grupe kako je to objasnjeno u
metodologiji i prethodnoj diskusiji.
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Distribucija C. albicans u odnosu na broj PMN x200
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Grafikon 3.21: Raspodela pacijentkinja kod kojih je mikroskopskim pregledom x200 detektovana CA koja
je na osnovu semikvantitativne podele razvrstana u tri podgrupe u odnosu na broj PMN

Distribucija C. albicans u odnosu na broj PMN x200
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Grafikon 3.22: Raspodela pacijentkinja sa normalnim nalazom vaginalnog sekreta, BV i mikroskopskim
nalazima CA u odnosu na grupe sa normalnim i patolo§kim broj PMN

Na Grafikonu 3.22 je prikazana ista podela samo $to su sve pacijentkinje sa CA svrstane u jednu

grupe, a 4 grupe PMN svedene na dve, one sa normalnim i patoloskim brojem PMN.
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Na Grafikonima 3.23 i 3.24 prikazana je raspodela pacijentkinja sa CA po grupama na osnovu
NP-6G odnosno NP-2G, pri ¢emu su pacijentkinje sa nalazom CA prikazane semikvantitativno

(tri grupe CAF, CAM i CAN) ili su spojene u jednu grupu CA.

Raspodela pacijentkinja sa semikvantitativnim nalazom C.
albicans po grupama na osnovu NP-6G
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Grafikon 3.23: Raspodela pacijentkinja sa semikvantitativnim nalazom CA (CAF, CAM, CAN) po
grupama na osnovu NP-6G

Nova Podela - 6 grupa u odnosu na Candida (spojena u jednu grupu)

BV FULL &l 58% 429
BV MID
BV NULL 57% 43%
NORMAL NULL 63% 0% 38%
NORMAL MID 66% 0% 34%
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Grafikon 3.24: Raspodela pacijentkinja sa semikvantitativnim nalazom CA (CAF, CAM, CAN) po
grupama na osnovu NP-6G
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Iz ova dva grafikona se vidi da su pacijentkinje sa BV imala vecu ucestalost CA u odnosu na
grupu sa normalnim nalazom. Tako su 83 (47,7%) pacijentkinje sa BV imale CA, a 29,8%
(158/530) pacijentkinja sa normalnim nalazom imalo je CA.

Na Grafikonu 3.25 su pacijentkinje sa patoloskim brojem PMN podeljene u dve grupe, one
kod kojih su mikroskopskim pregledom na uvec¢anju x200 nadena CA i one kod kojih CA nije

nadena, a sve to u po grupama na osnovu NP-6G.

Pacijentkinje sa patoloSkim brojem PMN sa ili bez CA po
grupama na osnovu NP-6G

BV FULL 93,1% 6.9%
NORMAL MID 67,7% 32,3%
NORMAL FULL 81,7% 18,3%
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Grafikon 3.25: Pacijentkinje sa patoloskim brojem PMN sa ili bez CA po grupama na osnovu NP-6G

Od 699 pacijentkinja 526 (75,2%) je imalo normalan nalaz (NF+NM+NN), a 173
(24,8%) pacijentkinje su imale BV (BVF+BVM+BVN). Posle toga smo analizirali rezultate
semikvantitativnog odredivanja broja PMN na razli¢itim mikroskopskim uvecanjima, i
zakljucili da pregled na uvecanju x200 daje najbolje rezultate i na osnovu takve metodologije
u naSem ispitivanju od 699 pacijentkinja 445 (63,6%) je imalo normalan nalaz PMN, 254
(36,4%) patoloski nalaz PMN. Sada u analizu uvodimo i mikroskopski nalaz CA na uvecanju
x200 i rezultati pokazuju da smo takvim pristupom CA detektovali kod 34,1% pacijentkinja
239/699. Dakle sada znamo da je od 699 pacijentkinja 173 imale BV, 254 su imale patoloski
broj PMN, a kod 239 smo mikroskopskim pregledom detektovali CA. Najveci broj
pacijentkinja sa CA pripada podgrupi CAN 54,8% (131/239), 73 (30,5%) podgrupi CAM i
najmanji u grupi CAF 14,7% (35/239).
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Grafikon 3.27: Raspodela pacijentkinja sa razli¢itim beojem PMN i nalazom CA u grupi sa normalnim
nalazom vaginalnog sekreta na osnovu NP-6G
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Grafikon 3.26: Raspodela pacijentkinja sa razli¢itim brojem PMN i nalazom CAkod pacijentkinja sa
normalnim nalazom i BV na osnovu NP-2G

Kod 526 pacijentkinja sa normalnim nalazom vaginalne flore (NP-2G) kod 157(29,8%) je

detektovana CA mikroskopskim pregledom, dakle 369 (70,2%) pacijentkinja je imalo normalan
nalaz bez CA.
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Od 369 pacijentkinja sa normalnim nalazom vaginalne flore, i bez CA, 312 (84,5%) je imalo
normalan broj PMN, a 57 (15,5%) patoloski broj PMN.

Grupa sa BV nije prikazana posebno ali je u Grafikonu 3.27 prikazan uporedni nalaz raspodele
pacijentkinja u odnosu na mikroskopski nalaz broja PMN i detekcije CA, kod pacijentkinja sa
normalnim nalazom i BV na osnovu podele NP-2G. Takode, od 173 pacijentkinje sa BV kod
82(65+17; 47.9%) mikroskopski su videne spore ili hife gljivica, dakle samo 52,1%
(n=79+12=91) pacijentkinja imalo je BV bez CA. Ako sada analiziramo grupu sa BV onda
vidimo da je 87,7% (79/91) imalo normalan broj PMN, dok je 12,3% (n=12) pacijentkinja
imalo BV sa povecanim brojem PMN, ali bez CA. S druge strane od 239 pacijentkinja sa CA
njih 187 (78,2%; 122+65) imalo je patoloski broj PMN, dok su 52 (21,8%; 35+17) pacijentkinje
sa CA imale normalan broj PMN.(Grafikon 3.27)

U Grafikonu 3.26 je prikazana raspodela u odnosu na broj PMN i nalaz CA kod
pacijentkinja koje su na osnovu podele NP-6G imale normalan nalaz (NF+NM+NN). Ukupno
gledajuéi, kod 57 od 179 (31,8%) pacijentkinja sa patoloskim nalazom PMN nije nadena CA,
dok je 35 pacijentkinja sa CA imalo normalan broj PMN. Dakle i ovde se 10,8% (57/526)
pacijentkinja moze svrstati u Claeysovu grupu sa idiopatskom leukorejom. Dakle sigurno je i
da se ove dve grupe pacijentkinja (predominantna laktobacilarna flora i normalan ili patoloski
broj PMN) medusobno razlikuju, i da je logi¢no pitanje da li bi ovih 10,8% pacijentkinja treba
da posmatramo kao posebnu grupu, kao $to su to predlozili Claeys i sar. Dakle rezultati dobijeni
u ovom ispitivanju samo su potvrda da u svim dosadaSnjim studijama, izuzev naravno Claeys i
sar., ova grupa pacijentkinja nije prepoznata. Ako se slozimo da pove¢an broj PMN predstavlja
patoloSki nalaz koji ukazuje na prisustvo infekcije 1/ili inflamacije, onda smo duzni da
pokusamo da nademo uzrok ovakvog stanja, ako smo ga pre desetak godina nazvali
idiopatskim. Naravno, kao §to smo ve¢ rekli, podrazumeva se da se kod svakog nalaza sa
patoloskim brojem PMN isklju¢i infekcija kandidom ili trihomonasom. lako smo u nasem
ispitivanju nalaz spora i hifa gljivica semikvantifikovali nismo uspeli da nademo korelaciju koja
bi ukazivala da su pacijentkinje sa ve¢im brojem spora ili hifa gljivica imale 1 ve¢i broj PMN,
naprotiv nalazili smo preparate na kojima bi smo naisli svega nekoliko spora ili hifa gljivica a
kod kojih je broj PMN bio ogroman. Dobro je poznat stav da hife na neki nacin predstavljaju
infektivni oblik CA i da njihovo prisustvo ukazuje na infekciju, dok prisustvo spora ukazuje na
kolonizaciju CA. Mi u naSem ispitivanju nismo mogli potvrditi takav stav bar kada je re¢ o
broju PMN (asimptomatske pacijentkinje kojima je zakazivan pregled, a nemamo precizne
klinicke podatke o simptomima pacijentkinja na dan pregleda), jer kao $to je prikazano i na

Slici 3.15 nekad smo na ¢itavom preparatu nalazili ogroman broj PMN i svega nekoliko spora
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ili hifa gljivica, tako da je pitanje da li ovako mali broj spora ili hifa moze dovesti do ovako
velikog broja PMN ili je uzrok poveéanog broja PMN neSto drugo. Za sada nismo mogli
zakljuciti kakva je stvarna uloga nalaza spora ili hifa gljivica, kao ni njihovog broja na preparatu
po Gramu i potrebna su dalja ispitivanja koja bi preciznije korelirala klini¢ki nalaz i simptome
pacijentkinja sa mikroskopskim nalazom. Ono u $ta smo svakako sigurni s obzirom na razliku
detekciji CA na uvecanjima x200, X400 i x1000 jeste da. CA cCesto ostaje nedijagnostikovana
(,,skrivena®) ukoliko se ne pregleda velika povrSina preparata. Prethodni rezultati su pokazali
kako podela pacijentkinja na osnovu razlicitih dijagnostickih kriterijuma moZe da utie na
rezultate ispitivanja. Drugacijim metodoloskim pristupom mikroskopskom pregledu preparata
po Gramu CA je nadena kod 239 (34,1%) pacijentkinja, $to je vise nego dvostruko u odnosu
na 99 pacijentkinja kod kojih smo detektovali CA na uvecanju x1000 u jednom gledanju
preparata. U budu¢im istrazivanjima moralo bi da se vodi racuna o standardizaciji metodoloskih
procedura koje podrazumevaju nain 1 mesto sa koga se uzima uzorak, njegov transport,
metodologiju mikroskopskog pregleda, i druga metodoloska precizna uputstva radi bolje
uporedivosti buducih ispitivanja. Podatak, da se broj PMN u forniksu, sredini ili vestibulumu
vagine moze znacajno razlikovati, ili da se u projektu mikrobioma vagine uzorci uzimaju iz ova

tri dela vagine samo potvrduje ovakav stav.

2.3.2014, 18:49

Slika 3.15: Na ¢itavom preparatu veliki broj PMN i samo spore koje se vide na slici, tako da je nejasno da
li ovako malo spora mozZe biti uzrok tako velikom broju PMN
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3.2.2 MORFOTIP KOKA

NaSe zanimanje za koke posledica je odluke da pored Nugentovih dijagnostickih
kriterijuma u ispitivanje uklju¢imo i dijagnosticke kriterijume po Ison/Hayu i kriterijume po
Claeysu. Medutim, gledajuéi preparate na uvecanju x1000 ove bakterijske forme smo videli
kod veoma malog broja pacijentkinja. Tek kada smo sve preparate poceli da gledamo pod
imerzijom i na uvecanju x200 shvatili smo da su ove bakterijske forme ¢eS¢e prisutne na
mikroskopskom preparatu znatno ¢eS¢e. Svakako da je najvazniji razlog za veliku razliku u
broju pacijentkinja kod kojih smo detektovali koke ¢injenica da su koke na mikroskopskom
preparatu rasporedene po “regionima” tako da na jednom mikroskopskom preparatu imamo
polja koja pokazuju mikroskopsku sliku svih 6 grupa NP, dakle od onih NF do BVF, a u okviru
svakog od njih polja sa dosta koka. Dakle, u ovom ispitivanju nisu nadeni preparati na kojim
su koke pretezna bakterijska flora na ¢itavoj povrSini preparata uz smanjen ili odsutan broj
drugih bakterijskih formi, nego je mikroskopska slika sa nekom od 6 pozadina i regionima u
kojima predominiraju koke. Za grupu pacijentkinja koje imaju pretezno koke na preparatu po
Gramu komentar je slican prethodnom koji se odnosio na pacijentkinje sa Cistim nalazom u
podeli po Ison/Hayu. Dakle, iako su Ison/Hay poodavno ukazali na ovu grupu pacijentkinja kao
1 uprkos €injenici da su ovu kategoriju “prihvatili” 1 Claeys 1 sar. u literaturi gotovo i da nema
podataka koji se na njih odnose. Nedavno je objavljena longitudinalna studija Santiaga i sar.
[411] koja se bavi promenama vaginalne flore kod 17 pacijentkinja u dva uzastopna
menstrualna ciklusa. U definisanju stanja i dinami¢nosti promena vaginalne flore pacijentkinje
su svakodnevno same uzimale uzorak za bojenje preparata po Gramu, uzorci su kultivisani
jedanput nedeljno, a od molekularnih metoda koris¢en je DNK-PCR i 16 S rRNK sekvenciranje
[411]. Pregled preparata po Gramu raden je na osnovu kriterijuma po Claeysu i sar., s tim $to u
ovoj podeli nije bilo pacijentkinja iz originalnih grupa Gradus 0 (“Cist nalaz” u ovom ispitivanju
I pacijentkinja iz originalne Grupe I-PMN (“leukoreja” u ovom ispitivanju), a verovatno zbog

malog broja pacijentkinja ukljucenih u ispitivanje.

144



100%
90%
80%
F0%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

86%
75%
69%
49%
o,
26% 230
16% 7%
55 15% .
-i —
NORMAL FULL NORMALMID ~NORMAL BV NULL BV MID BV FULL

NULL

B KOKE MEBIFIDO mLEPTO

Grafikon 3.28: NP - 6 grupa u odnosu na Bifido, Lepto i Koke

Tako su u ovom ispitivanju (kultura i PCR u odnosu na nalaz preparat po Gramu) kod 40%

pacijentkinja sa normalnim nalazom (la, Ib, lab) detektovane razlicite koke, dok su ti procenti

bili 60%, 42%, 61% i 82% kod pacijentkinja koje su na osnovu preparata po Gramu definisane

kao gradus I-like (sli¢ne normalnom), gradus II (intermedijaran), gradus III (BV) i gradus IV

(koke).

60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

B Eroj PMNNORMALAN M Broj PMN PATOLOSKI

56, 2%

10,6% =
BIFIDO LEPTO KOKE

PIAME 200(SVEDEND A 2 GRUPE]

Grafikon 3.29: Raspodela KOKA, BIFIDO i LEPTO formi kod pacijentkinja sa normalnim i patolo§kim
brojem PMN
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Ako pogledamo rezultate koje smo dobili u ovom ispitivanju na osnovu pregleda
preparata po Gramu i NP-6G (bez kulture i PCR), vidimo da su kod pacijentkinja sa normalnim
nalazom (NF+NM+NN) koke mikroskopski nadene kod 23 % (Santiago i sar. [411] 40%)
pacijentkinja, dok je u grupi sa BV taj procenat veci i iznosi oko 77% (Santiago i sar. [411]
60%). Dakle, podaci koji su dobijeni u ovom ispitivanju kod 732 pacijentkinje u saglasnosti su
sa rezultatima studije koja je ukljuéivala 17 pacijentkinja, u kojoj autori ukazuju na ogromne
individualne razlike u sastavu vaginalne mikroflore. Savremeni molekularni metodi su nam
omogucili da bolje upoznamo nove “Clanove” vaginalnog ekosistema i njihovu promenljivost
u vremenu, a s druge strane su nam ta saznanja zapravo otezala pokuSaje da razgrani¢imo
“normalno” od “patoloskog”, ili bar definiSemo S$ta je to Sto bi u ogromnoj individualnoj
raznolikosti moglo da bude zajednicko. Santiaga i sar. [411] u zakljucuju da je znacaj Gram
pozitivnih koka u vaginalnoj mikroflori potcenjen. Navedeni rezultati su pokazali da su
pacijentkinje sa patoloskim nalazom vaginalne flore imale u znacajno vecoj meri prisutne
KOKE u odnosu na pacijentkinje sa normalnom vaginalnom florom. Ako opet pogledamo
grafikon vide¢emo da je najveca razlika izmedu grupa NF 47/301 (15,6%) i BVF 57/66 (86%),
i NM (26,1%) i BVM (74,6%) $to je i shvatljivo, s obzirom na nasu prethodnu diskusiju o ovim
grupama pacijentkinja. Interesantno je da je od ovih 47 pacijentkinja samo kod 5 nismo
detektovali CA i povecan broj PMN. Potvrda da je granica izmedu pacijentkinja sa nalazom
NN i BVN nejasna je s§to smo kod pacijentkinja sa nalazom BVN (69,4%) NN (48,6%) dobili
slicne rezultate. S obzirom da se koke nalaze u ve¢em procentu kod pacijentkinja sa patoloSkim
nalazom, njih uopSteno posmatramo kao patoloski nalaz. NP-6G odli¢no razlikuje pacijentkinje
sa normalnim ili patoloskim nalazom. Ovo bi bio joS§ jedan razlog da intermedijarnu grupu koju,
da podsetimo, imaju i Ison/Hay i Claeys, uklonimo iz bududih ispitivanja, jer nam NP-6G
omogucava da se ta grupa razdvoji na dve, sa normalnim (NN) i patoloS§kim nalazom (BVN).

Ovi podaci, kao 1 veliki broj podataka u kojima procenti patoloSke vaginalne flore
prelaze 1 50%, pre ukazuju na nesavrSenost nasih dijagnosti¢kih postupaka. Dakle, potpuno je
jasno da smo postavili neke “zlatne standarde” na osnovu kojih odredujemo $ta je zdravo, a Sta
patolosko, ali je ocigledno da je to razli¢ito od onoga §to priroda na osnovu svojih “zlatnih
standarda” definiSe kao normalno ili patolosko. Rezultati ove i drugih molekularnobioloSkih
studija koje su objavljene u poslednjih desetak godina, i koje su nam pokazale koliko je
vaginalna flora razlicitija i dinami¢nija od onoga Sto smo pretpostavljali pre dvadesetak godina,
jos je jedna potvrda naSih ograni¢enih moguénosti da shvatimo njene zakonitosti. Uvazavajuci
najnovije rezultate iz projekta humanog mikrobioma koji se odnose na znafaj mikrobne

zajednice po zdravlje pojedinca, ne moZzemo viSe da se ne zapitamo da li ¢emo lecenjem
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(antibiotici) necega Sto mislimo da je patoloSka vaginalna flora dovesti do takvih poremecaja u
mikrobnoj zajednici koji mogu imati vecu Stetu po zdravlje pacijenta. Pacijentkinje bez
simptoma i sa grani¢nim klinickim i mikroskopskim nalazom je verovatno bolje naruciti na
kontrolni pregled nego zapoceti leCenje ili se odluciti za terapiju prebioticima, kako to i radimo
u svakodnevnoj praksi. Kod oko 23% pacijentkinja sa normalnim nalazom (NF+NM+NN)

mikroskopskim pregledom pod imerzijom na uvec¢anju X200 detektovali smo koke.

Dakle, ove pacijentkinje su imale normalan nalaz u pogledu odnosa SF i NSF. Medutim,

NORMAL BV CA
m KOKE m EOKE
S POZITIVHE POZITIVHE
—_—
®KOKE NEG T -
HEGATIVNE HEGATIVNE
LEPTO BIFIDO PMIN2+PMN3
mKOKE m KOKE ®mEOKE
POZITIVHE POZITIVNE POZITIVNE
mKOKE m KOKE itad
MEGATIVME HEGATIVNE HEGATIVNE

Grafikon 3.30: Udestalost morfotipa koka po razlifitim grupama

gotovo sve ove trudnice sa kokama imale su neki od drugih (uslovno) patoloSkih, odnosno
ometajucih, ¢inilaca: CA, patoloski broj PMN, BIFIDO ili LEPTO forme. Pri tome (kao $to su
to uradili Santiaga i sar. [362] mikroskopski nalaz I-like (u ovom radu grupa BIFIDO)
smatramo patologkim. Sto se ti¢e nalaza sa LEPTO formama, s obzirom na njihove osobene
fenotipske karakteristike i ¢injenicu da su detektovane samo kod 6% (42/704) pacijentkinja,
smatramo dovoljnim da ih uvrstimo u grupu sa patoloskim nalazom. U grafikonima je prikazana
ucestalost nalaza koka na preparatu po Gramu i pregledom na uvecanju x200 sa imerzijom kod
pacijentkinja sa razli¢itim patoloskim mikroskopskim nalazom.

Najveca ucestalost nadena je kod pacijentkinja sa BV, zatim slede BIFIDO, CA,
PMN2+PMN3 i LEPTO — 78%, 64%, 61%, 56% i 55%. Od 258 pacijentkinja kod kojih su
nadene KOKE samo njih 34 nisu imale BV ili CA, odnosno BV+CA, S$to znaci da je 87%
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pacijentkinja kod kojih smo mikroskopski detektovali KOKE imalo i mikroskopski nalaz na
kome su detektovane spore ili hife gljivica i/ili ve¢i broj BVAB u odnosu na laktobacile. Kod
preostale 34 pacijentkinje, kod 25 smo nasli prisustvo BIFIDO i/ili LEPTO formi, odnosno
samo 9 pacijentkinja kod kojih smo detektovali KOKE imale su normalan nalaz. Ako kao
patoloski nalaz uvazimo 1 povecan broj PMN, onda od 258 pacijentkinja sa KOKAMA samo 3
(1%) imaju “potpuno” normalan nalaz, odnosno predominaciju laktobacila bez CA, patoloskog
broja PMN, BIFIDO ili LEPTO formi, odnosno neku od razli¢itih kombinacija, za koje je tesko
re¢i kada su koinfekcija a kada meSovita infekcija. Od njih tri, dve su bile iz grupe NN, a jedna
iz grupe NF. Dakle ako bi koke posmatrali kao tre¢i ometajuci Cinilac one ne bi znacajnije
uticale na odnos “zdrave”-“bolesne” jer je 99% pacijentkinja imalo jedan ili viSe patoloskih
nalaza (BV,CA, BIFIDO, LEPTO, PMNZ2, 3). Sa druge strane sve ove pacijentkinje bi mogli
razvrstati u grupe sa koinfekcijom ili mesovitom infekcijom. Takode, njihova visoka uéestalost
kod pacijentkinja sa poreme¢enom vaginalnom florom jasno ukazuju da bi KOKE mogle biti
odlican marker (obeleZivac) “nekog” poremecaja vaginalne flore (Grafikon 3.30). Na osnovu
ovih rezultata mogli bismo zakljuciti da ukoliko mikroskopskim pregledom preparata po Gramu
na uvecanju x200 sa imerzijom i po metodologiji predstavljenom u ovom radu, vidimo KOKE,
onda sa 99% verovatno¢e mozemo pretpostaviti da ta pacijentkinja ima i neki od patoloSkih
mikroskopskih nalaza (BV, CA, patoloski broj PMN, LEPTO, BIFIDO).

Tako Santiago i sar. [411] u svojoj studiji ukazuju da su, uprkos prisustvu laktobacila,
neke sojeve koka (Streptococcus anginosus group, Peptostreptococcus anaerobius i P.
asaccharolyticus) izolovali kulturom u 20-40% slucajeva u svim grupama pacijentkinja,
pozivaju¢i se pri tome na radove Bartlett i sar. [626] i Johnson i sar. [612] koji su takode
pokazali da su koke znacajan Clan vaginalne mikroflore. Takode naglasavaju Cinjenicu da je,
izuzev hemolitickog streptokoka grupe B, znacaj ostalih koka potcenjen. Zakljucuju da je
prisustvo Gram pozitivnih koka karakteristicno za gotovo sve grupe sa poremecajima vaginalne
flore i to objasnjavaju ili apsolutnim porastom u broju, koli¢ini koka (engl. loads), a kao drugu
mogucnost navode ¢injenicu da, zbog smanjenog broja laktobacila kod poremecene vaginalne
flore, koke postaju lakse vidljive. Mi takode zaklju¢ujemo da se koke u ve¢em procentu nalaze
kod pacijentkinja sa poremecenom vaginalnom florom, ali da su prisutne i kod oko 20-30%
pacijentkinja sa predominacijom laktobacila.

Veliki broj studija koje su u detekciji G. vaginalis koristili molekularnobioloske metode,
pokazao je da ovaj mikroorganizam moze da se nade kod 50%-90% pacijentkinja sa normalnim
mikroskopskim nalazom i da zajedno sa L. iners predstavlja najces¢i mikroorganizam u

vaginalnom mikrobiomu. Dakle, ako smo mikroskopskim pregledom postavili dijagnozu BV
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kod 173 pacijentkinje (dakle, na mikroskopskom preparatu videli mikroorganizme Kkoji
odgovaraju G. vaginalis), a kulturom izolovali G. vaginalis kod svega 5 pacijentkinja, onda je
to drastican primer onoga $to ekolozi zovu great plate count anomaly. Primer sa G. vaginalis
se odnosi na mikroorganizam c¢ije su fenotipske karakteristike dobro definisane, a mozemo da
se zapitamo Sta je sa ostalih 95% bakterija za koje su nam fenotipske karakteristike potpuno
nepoznate. Dakle, uzimajuéi u obzir rezultate ovog ispitivanja i ¢injenicu da je u citiranoj studiji
[362] preparat po Gramu gledan na uvecanju x1000 (nije naveden broj vidnih polja, ali je
verovatno veé¢i od uobicajenih 5-10 VP, verujemo da bi primenom metodologije pregleda na
uvecanju x200 broj pacijentkinja kod kojih su detektovane koke mikroskopskim pregledom bio
vec¢i od onih koji su izolovani kulturom. Naravno, ne mislimo da su sve pacijentkinje kod kojih
smo mikroskopski detektovali koke bile i bolesne, jer se medu njima nalaze i one (n=60) kod
kojih smo detektovali retke spore i hife gljivica (CA NULL), kao i 35 pacijentkinja sa malim
brojem bakterijskih formi (BVN+NN, a bez CA), kao i da pacijentkinje sa nalazom KOKA u
ovom ispitivanju nismo podelili u grupe na osnovu semikvantitativnog nalaza koka na
mikroskopskom preparatu. Smatramo da bi sve “znacajnije” mikroskopski vidljive, a nama
poznate mikroorganizme trebalo na neki naéin kvantifikovati jer bi to trebalo da bude
odlucujuce u odluci da li ¢emo neki nalaz smatrati kolonizacijom ili patoloskim. Prethodno
navedeni primer sa G. vaginalis je i najbolji primer jer ¢emo ovaj mikroorganizam detektovati
kod najveceg broja pacijentkinja ukoliko koristimo adekvatne podloge za kulturu ili prajmere
koje mogu identifikovati razlicite sojeve G. vaginalis, ali samo na osnovu kvantifikacije (Q-
PCR) mogli bismo u buduénosti utvrditi neku grani¢nu koncentraciju za razlikovanje
normalnog od patoloSkog i1 do¢i do formule za molekularnu dijagnozu BV.

Ono $§to je u ovom trenutku svakako jasno jeste da nijedan nalaz pojedinacno (klinic¢ki,
mikroskopski, mikrobioloski, molekularnobioloski) ne moZe kod znacajnog broja pacijenata
povudi jasnu granicu izmedu fizioloskog i patoloskog, a tako ni odgovoriti na pitanje da li i
kako le¢iti ove pacijente. Nasi i rezultati Santiago i sar. [411] svakako ukazuju za potrebu za
daljim ispitivanjima koja bi preciznije definisala znacaj i uticaj koka na sve pomenute aspekte.
Tako pitanje na koje treba dati odgovor jeste da li i kako KOKE uti¢u na klini¢ku sliku, odnosno
u kojim se slu¢ajevima radi o koinfekciji, u kojim o meSovitoj infekciji, a u kojim slucajevima
KOKE mogu biti osnovni uzrok infekcije (deskvamativni inflamatorni vaginitis). Da li koke
imaju uticaja na vrednosti pH ili probu sa 10% KOH? Da li pacijentkinje sa infekcijom CA i
velikim brojem koka (ili sve druge moguce kombinacije BV / CA / PMN / BIFIDO / LEPTO /
drugi ¢lanovi vaginalnog mikrobima) imaju istu simptomatologiju i klini¢ku sliku kao

pacijentkinje sa CA, a bez koka? Dalje, da li koke povecavaju rizik za nastanak drugih
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patoloskih stanja (PP, PROM, HIV...), i da li pacijentkinja sa CA+KOKE zahtevaju drugaciji
terapijski pristup? Koliko njihovo prisustvo uti¢e na sastav mikrobioloske zajednice vagine,
odnosno da li su i u kojem broju komensali, a kada mogu da postanu patogeni? Da li njihovo
prisustvo iskljucuje kolonizaciju nekim drugim ¢lanovima vaginalnog mikrobioma, a nekim
olaksava? S obzirom da su koke u nasem ispitivanju detektovane mikroskopskim pregledom
kod tre¢ine pacijentkinja bilo bi vazno utvrditi da li nalaz koka na mikroskopskom pregledu
srazmeran njihovom broju i klinickim znac¢ajem. Naime, verovatno je da najveéi broj koka
predstavlja stalne stanovnike vaginalnog mikrobioma koji se nalaze u malom broju i nemaju
klini¢ki znacaj. Primenom g-PCR mogli bi da odgovorimo na pitanje da li sam mikroskopski
nalaz KOKA na neki nacin ukazuje na njihov patoloski broj, slicno onome $to vazi za CA.
Sigurno je da njihovo prisustvo i koncentracije (load) mogu da uti¢u na koncentracije citokina,
stepen apoptoze ili broj PMN, a da njihovo prisustvo na mikroskopskom preparatu sa velikom

verovatno¢om ukazuje na “neki” poremecaj vaginalne flore.

3.2.3 MORFOTIP LEPTO

Kao §to smo napomenuli u metodologiji ovog ispitivanja pod LEPTO formama ne
podrazumevamo prisustvo nekog pojedinacnog mikroorganizma nego da se pod ovim
podrazumevaju mikroorganizmi sli¢nih fenotipskih karakteristika kao $to su Leptotrichia
amnionii, Leptorhrix, Sneathia sanguinegens, Actinomyces i mozda jo$ neke druge bakterije
iz roda Fusobacterium ili Bacteroides. Tevisan je uspostavio rod Leptotrichia jos 1879 da bi
razlucio filamentne mikroorganizme u usnoj duplji od slobodnozivec¢ih vrsta Leptothrixa.
Glavni krajnji metaboli¢ki produkt Leptotrichia je mle¢na kiselina [412] i to ga razdvaja od
drugih filamentoznih bacteria kao $to su Fusobacterium i Bacteroides Harwich i sar. [413] u
svojoj studiji su iz vagine izolovali bakteriju koja filogenetski i fenotipski odgovara rodu
Snethia, i predlazu umesto naziva L. amnii naziv Sneathia amnii [414]. U svojoj studiji oni su
pokazali da je Sneathia znacajan oportunisticki patogen koji moze imati znacajnu ulogu u
reproduktivnom zdravlju zene, i u njihovom ispitivanju Sneathia species je nadena kod 43.3%
(319 of 736) uzoraka, i pokazano da je ova vrsta veoma ¢est ¢lan mikrobioma vagine, a u nekim
uzorcima predstavlja predominantnu bakterijsku vrstu. Najcesce je izolovana S.amnii (ranije
L.amnii) u oko 77% uzoraka. U zakljucku ove studije Harwich i sar. ukazuju da je Sneathia
jedan od najcesce detektovanih mikroorganizama u amnionskoj tecnosti pacijentkinja sa PP,
ukazujuéi na zna¢aj ovog mikroorganizma u obstetri¢koj populaciji. Cinjenica da su oni u svojoj

studiji detektovali Sneathia species kod preko 40% uzoraka iz srednje tre¢ine vagine samo
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potvrduje mogué¢i znacaj ovog mikroorganizma u razliCitim ginekoloSkim i obstetrickim
stanjima. Izbirljivi uslovi sredine koje zahteva Sneathia ¢ine kultivaciju ovog mikroorganizma
veoma teskom i1 nesigurnom, zbog ¢ega se veoma malo zna o biologiji ili patogenom potencijalu
ovih mikroorganizama. Nove molekularno bioloske metode zajedno sa kulturom, a ovo
ispitivanje ukazuje na potrebu da i mikroskopski pregled bude deo uporednih studija, trebalo bi
u buduénosti da daju preciznije odgovore na znacaj ovog mikroorganizma u ginekologiji i
obstetriciji.

Na Grafikonu 3.28 je prikazana raspodela LEPTO formi po grupama na osnovu NP-6G.
Ovo je jo$ jedan primer koji govori u prilog podele NP-6G jer bi smo na osnovu, na primer
Amselovih kriterijuma dobili podatak da se 32 pacijentkinje nalaze u grupi sa normalnim
nalazom, a 10 u grupi sa BV. Na osnovu podele po Nugentu 26 pacijentkinja bi imalo normalan
nalaz i LEPTO, 12 bi imalo intermedijaran, a 4 BV.
Ukoliko bi koristili podelu po Ison/Hayu onda bi tri pacijentkinje bili u grupi ¢ist nalaz (Gradus
0), a 8 pacijentkinja u grupi KOKE (Gradus V), dok bi u podeli po Claeysu 5 pacijentkinja bilo
u grupi I-PMN (leukoreja). Ovo je jos§ jedan u nizu primera koji jasno ukazuje kako NP-6G
omogucava potpuno drugacije sagledavanje” istih” podataka. Dakle, samo na osnovu ovakve
podele mi vidimo da su LEPTO forme u najve¢em procentu prisutne kod pacijentkinja iz grupe
NULL, odnosno da predominiraju LEPTO forme dok je broj drugih bakterijskih formi veoma
mali (Slike 3.16 1 3.17; 2.33-2.36). Ovakve slike mogla bi objasniti gore navedeni podatak iz
studije Harwich i sar. da Snaethia u nekim uzorcima predstavlja predominantnu bakterijsku
vrstu. Molekularno bioloske studije nasle su zna¢ajnu udruZenost ovog mikroorganizma sa BV.
Na obe fotografije pored lepto formi drugih bakterijskih morfotipova gotovo i da nema, tako da
mozemo rec¢i da je 1 ovaj preparat hipocelularan. Ovo je joS jedan primer koji ponovno ukazuje
da NP-6G za razliku od Nugentove ili drugih podela omogucava da izdvojimo posebnu grupu
pacijentkinja koja se karakteriSe nedostatkom i laktobacila i BVAB (NULL) i upozorava ili
bolje re¢eno postavlja ponovno isto pitanje : “Da li ovu grupa pacijentkinja u budué¢im
ispitivanjima treba da posmatramo kao posebnu grupu?” Kao §to smo ve¢ pomenuli osnovna
karakteristika ove grupe bila bi znacajno smanjen i diverzitet i kvantitet mikrobioloSke
zajednice vagine, ili ono $to gastroenterolozi nazivaju disbiozama ¢ija je glavna karakteristika
gubitak diverziteta mikrobioloske zajednice. Ukoliko bi smo odlucili da ovu grupu definiS§emo
kao posebnu Sto mislimo da je ispravno onda bi stvari izgledale mnogo drugacije.
Naime, prethodno navedeni podaci koji govore da su molekularnobioloske studije omogucile
detekciju nekoliko novih bakterijskih vrsta iz reda Clostridia i za koje su pokazale da su visoko

specifi¢ni indikatori za BV, kao i da se vrste kao $to su Megasphaera, Leptotrichia, Atopobium
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i Dialister veoma Cesto nalaze kod pacijentkinja sa BV, treba posmatrati kroz prizmu veoma
vazne Cinjenice a to je da su u veéini ovih studija Nugentovi kriterijumi i/ili Amselovi
kriterijumi zlatni standard u dijagnozi BV. Drugi bitan momenat koji Zelimo naglasiti jeste na
neki nacin “opsednutost” BV, odnosno ¢injenica da se trenutno svi dijagnosticki kriterijumi
svode na pitanje da li pacijentkinja ima ili nema BV, i tu je pocCetak i kraj svih poremecaja
vaginalne flore. Ni NP-6G nije se oslobodila te “opsednutosti” jer se i ovde sve pacijentkinje
sustinski svrstavaju na one sa BV i normalnim nalazom. Dakle pitanje, na koje treba da daju
odgovor buduca ispitivanja, a na koje ova studija permanentno ukazuje glasilo bi : “ Da li
pacijentkinje iz grupe NN i BVN treba svrstati u novu grupu poremecaja vaginalne flore?” U
konkretnom slu¢aju ta grupa pacijentkinja izgubila bi iz naziva odrednicu BV i mogli bi smo je
nazvati disbiozom sa smanjenim diverzitetom, grupom sa ¢istim nalazom kao $to su to ucinili
Ison/Hay, grupom “null” ili “empty” ili nekim drugim nazivom koji ukazuje na njenu osnovnu
karakteristiku smanjenje u diverzitetu (kvalitativno) i kvantitetu mikrobioma vagine. Ovo bi
imalo smisla jer u definiciji BV kao najvazniji elementi navode se smanjenje ili potpuni gubitak
laktobacila, a kao drugi vazan momenat navodi se enorman porast u broju (1000 puta) anaeroba,
anajnovije molekularnobioloske studije ukazuju a porast u diverzitetu mikrobioloske zajednice.
Dakle sustinski bi mogli re¢i da se radi o dva potpuno suprotna poremecaja vaginalne flore,
jednog u kome dolazi do enormnog porasta u kvantitetu 1 diverzitetu mikrobioloSka zajednice,
1 drugog u kome dolazi do enormnog smanjenja u diverzitetu i kvantitetu mikrobioloske
zajednice, a mi 1 jedan i drugi definiSemo kao BV. Kao $to smo rekli NP-6G, sustinski, kao svoj
integralni deo podrazumeva i broj PMN i prisustvo drugih mikroorganizama koji se detektuju
mikroskopskim pregledom (CA, KOKE, BIFIDO,LEPTO, T. vaginalis). Ovakav pristup moze
na neki nacin odraziti kompleksnost vaginalne flore, odnosno §to je jo$ vaznije omoguciti da se
proceni klini¢ki znacaj pojedinih mikrobiloskih zajednica u zdravlju ili bolesti. Tako, ako
pridruzimo ove elemente onda ¢emo videti da je 20 pacijentkinja imalo CA, 24 KOKE, 8
BIFIDO forme, 20 patoloski broj PMN, odnosno da je kod svih pacijentkinja bar jedan od ovih
nalaza bio patoloski kako je to prikazano u Tabeli 3.4.
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POLJE X200 BEZ IMERZIJE DOSTA LEPTO FORMI MALO LB NORMAL ILI..?

Slika 3.16: Lepto forme i hipocelularan nalaz (NULL) i PMN2

22.2.2014, 19:10

Slika 3.17: Lepto forme, hipocelularan nalaz i PMN2




Tabela 3.4: Mikroskopski nalaz kod 42 pacijentkinje kod kojih su detektovane LEPTO forme a koji
pokazuje i prisustvo drugih mikroskopskih nalaza relevantnih za procenu stanja vaginalne flore

R.B. NP-6G CANDIDA BIFIDO LEPTO KOKE BROJ PMN X200 pH KOH
1 BVF CA MID * LEPTO PMN3 4,4 neg
2 BVM LEPTO KOKE NOR 4,4 neg
3 BVM LEPTO PMN3 55 neg
4 BVN CA NULL LEPTO KOKE PMN3 X x§
5 BVN CA MID LEPTO PMN2 X X
6 BVN CA NULL LEPTO KOKE PMN2 55 poz
7 BVN LEPTO NOR X X
8 BVN CA MID LEPTO PMN2 5 poz
9 BVN CA NULL LEPTO KOKE NOR 55 neg
10 BVN LEPTO NOR 5 neg
11 BVN LEPTO NOR 4,7 poz
12 BVN CA MID LEPTO NOR 4,4 neg
13 BVN CANULL LEPTO KOKE NOR 5 neg
14 BVN LEPTO KOKE NOR 4,7 poz
15 NF CANULL LEPTO KOKE PMN3 55 neg
16 NF CAFULL BIFIDO LEPTO PMN2 55 neg
17 NF CA MID BIFIDO LEPTO KOKE NOR 5 neg
18 NF CANULL LEPTO KOKE NOR 6 neg
19 NF LEPTO PMN3 5 neg
20 NF CANULL LEPTO KOKE PMN2 7 neg
21 NF LEPTO NOR 6 neg
22 NF CA MID BIFIDO LEPTO PMN2 5 neg
23 NF LEPTO PMN2 55 neg
24 NM LEPTO KOKE NOR 6 poz
25 NM LEPTO KOKE NOR 4,7 neg
26 NM CANULL LEPTO KOKE NOR 4 neg
27 NM CANULL BIFIDO LEPTO NOR 6 neg
28 NM LEPTO PMN2 4,7 poz
29 NM LEPTO KOKE PMN3 4,4 poz
30 NM CANULL LEPTO KOKE PMN2 X X
31 NM LEPTO KOKE PMN2 55 neg
32 NN CANULL LEPTO NOR 5 poz
33 NN LEPTO KOKE NOR 4,4 X
34 NN CANULL LEPTO KOKE PMN2 55 neg
35 NN LEPTO KOKE NOR 5 neg
36 NN LEPTO NOR X X
37 NN BIFIDO LEPTO KOKE NOR 4 poz
38 NN LEPTO PMN2 6.0 neg
39 NN BIFIDO LEPTO KOKE NOR 4 neg
40 NN BIFIDO LEPTO KOKE NOR 6 poz
41 NN BIFIDO LEPTO KOKE PMN3 4 neg
42 NN CA MID LEPTO KOKE PMN2 X X

*prazna polja znace da nisu detektovane bakterijske forme; §= znaci da je nalaz nepoznat

Ako opet pogledamo Tabelu 3.4 vide¢cemo da u njoj imamo 40!!! razli¢itih mikroskopskih
nalaza. Srednja vrednost pH je bila 5,0, od ¢ega je su najvece srednje vrednosti nadene u grupi
NF (pH=5,6), a najmanje u grupi BVF+BVM (pH=4,7, 3 pacijentkinje), dok je u ostalim
grupama vrednost pH bila oko 5. Ili, pacijentkinje sa BV imale su srednju vrednost pH 4,9, a
one sa normalnim nalazom 5,1!? Rezultati testa sa KOH (n=35) od 11 pacijentkinja koje su
svrstane u grupu BV 7 je imalo negativan test sa 10%KOH, a 4 pozitivan, a od 24 pacijentkinje
sa normalnim nalazom kod 18 je ovaj test bio negativan, a kod 6 pozitivan. Ukoliko bi sad kako
se to najcesce radi procenjivali specifi¢nost i senzitivnost ova dva testa u dijagnozi BV, rezultati
koje bi dobili bili bi katastrofalni, posebno za pH. Medutim ukoliko pazljivo analiziramo ovu
grupu pacijentkinja i podatke iz tabele, i dozvolimo sebi da posumnjamo u dogmu da je
mikroskopski nalaz superioran u odnosu na vrednosti pH u proceni stanja vaginalne flore onda

bi tumacenje rezultata moglo izgledati bitno drugacije.

154



3.24 MORFOTIP BIFIDO

U radovim belgijske grupe istrazivaca koji su predstavili takozvanu Claeysovu podelu
mikroskopskog pregleda vaginalnog sekreta jedan od najintrigantnijih nalaza bila je nova grupa
koji su autori nazvali I-like, a koju smo u ovom ispitivanju nazvali grupom sa BIFIDO formama
[216]. Ve¢ iz samog naziva I-like (slican normalnom) jasno je da je ovu grupu mikroskopski
najteze razlikovati od pacijentkinja sa predominacijom laktobacilarnih formi, kako smo to
detaljno objasnili u Metodologiji.

Ako pogledamo raspodelu pacijentkinja sa BIFIDO formama po grupama na osnovu NP-6G
(Grafikon 3.28, Tabela 17, Prilog 1) vidimo da je najveca zastupljenost bila u grupama sa
normalnim nalazom 43 pacijentkinja, dok je 7 bilo u grupi sa BV. Kod pacijentkinja sa BVF
nismo identifikovali ni jedan nalaz sa BIFIDO formama.

Najveci broj pacijentkinja kod kojih smo mikroskopskim nalazom detektovali BIFIDO forme
pripadao je grupama NORMAL (86%) i BVN (10,2%). Kod pacijentkinja sa BVF nismo
identifikovali ni jedan nalaz sa BIFIDO, a od 301 pacijentkinje sa nalazom NF BIFIDO forme
su nadene kod 12 pacijentkinja (4,0%). Da smo u ovom radu koristili samo Amselove
kriterijume imali bi dve grupe pacijentkinja zakljucili bi da se BIFIDO forme u zna¢ajno ve¢em
procentu nalaze u grupi pacijentkinja sa normalnim nalazom, Sto bi nas moglo navesti da
zaklju¢imo da oni pripadaju normalnoj bakterijskoj flori. Od 50 Pacijentkinja sa BIFIDO
formama 27 je imalo patoloski broj PMN. I u radovima autora koji su uveli ovu grupu imamo
malo podataka o drugim parametrima kao $to su vrednost pH, pozitivan ili negativan test sa
10% KOH, broj PMN, prisustvo CA ili KOKA. Naredna dve tabela (3.29 i 3.30) ukazuju koliko
je znacajno da pored mikroskopskog nalaza koji pacijentkinje razvrstava samo u odnosu na broj
laktobacila i BVAB u dve ili tri kategorije, imamo i druge parametre (CA, PMN,
LEPTO,KOKE, BIFIDO, KOH test, pH) pre svega da bi postavili precizniju dijagnozu i
sproveli eventualnu terapiju. pored toga ove dve tabele “slikovito” pokazuju koliko bi se
razlikovali rezultati ispitivanja u zavisnosti od metodologije ispitivanja, preciznije u zavisnosti

od dijagnostickih kriterijuma.
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Ako kao pH cutoff uzmemao vrednosti manje od 4,5 od 43 za koje smo imali nalaz pH (prikazane
u tabeli) 17 pacijentkinja je imalo patoloski nalaz, a 26 normalan. Srednja vrednost pH kod
pacijentkinja sa BIFIDO formama iznosila je 4,6 (U poglavlju “Deskriptivne statistika” u
tabelama su vrednosti srednjih koncentracija, SD, minimalnih maksimalnih vrednosti tako da
nece biti navodene u daljem tekstu).Kao Sto je reCeno u prethodnoj diskusiji, dijagnostika i
lecenje trudnica u ovom ispitivanju bili su zasnovani na dijagnosti¢kim kriterijumima po
Amselu. Uprkos €injenici da nismo smatrali prisustvo CC neophodnim u dijagnozi BV i da su
mikroskopski kriterijumu predstavljali najvazniji faktor u razlikovanju normalnog od
patoloskog, kod 36/43 (83,7%) pacijentkinja ustanovljen je normalni nalaz. Kod preostalih 7
pacijentkinja dijagnostikovana je BV, a CA na mikroskopskom pregledu detektovana je kod 9
pacijentkinja.

Sustina Tabele 3.5 je da se ukaze na razlike u dijagnozi na osnovu razlicitih
dijagnostickih kriterijuma. Pored velikih razlika u detekciji CA, treba uociti da veéina
pacijentkinje kod kojih je dijagnoza postavljena na osnovu pregleda preparata po Gramu (NP-
6G) pripadaju grupama sa hipocelularnim nalazom. Izdvoji¢emo nalaz pacijentkinje kod koje
smo na preparatu po Gramu postavili dijagnozu NF, koja je imala CA, pozitivan KOH test i
pH, a kod koje je na osnovu Amselovih kriterijuma postavljena dijagnoza BV (u Tabeli redni
broj 39).

U Tabeli 3.6 su prikazani rezultati mikroskopskog pregleda preparata po Gramu na
osnovu razli¢itih dijagnostickih kriterijuma. Ne¢emo detaljnije komentarisati ove rezultate, ali
ukaza¢emo na neke najvaznije. Tako je na preparatu po Gramu kod 54% (27/50) pacijentkinja
mikroskopski je detektovana CA, dok je taj procenat iznosio 19% (9/47) na NPVS sa 10%
KOH. Od ovih 27 trudnica, 17 je sa mikroskopskim nalazom CA NULL, 6 CAMID i 4 CA
FULL. Koke su mikroskopski detektovane kod 64% (BVM/50), a LEPTO forme kod 16%
(8/50) pacijentkinja, ni u jednom slucaju prilikom pregleda NPVS.
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Tabela 3.5: Pojedina¢ni nalazi pacijentkinja sa BIFIDO formama odnosu na razli¢ite dijagnostic¢ke
kriterijume, vrednosti klini¢kih testova i broj PMN (x400)

R.B. AMSEL AMSEL CA KOH TEST pH NP-6G CA BIFIDO BROJ PMN X400
1 NOR NOR NEG 4,4 NM NOR BIFIDO PMN1
2 NOR NOR NEG 4 NM CANULL BIFIDO PMN2
3 NOR CA NEG 4 NM CAMID BIFIDO PMN2
4 NOR NOR NEG 4 NF NOR BIFIDO PMN1
5 BV CA POz 55 BVN CAFULL BIFIDO PMNO
6 BV BV POz 4,7 NN NOR BIFIDO PMNO
7 NOR NOR NEG 4 NN CANULL BIFIDO PMN1
8 NOR NOR POz 4,4 NM NOR BIFIDO PMNO
9 NOR NOR NEG 4 NN NOR BIFIDO PMNO
10 NOR NOR NEG 4,7 NF CANULL BIFIDO PMN1
11 NOR NOR NEG 5 NM NOR BIFIDO PMN1
12 NOR NOR NEG 4,7 NN NOR BIFIDO PMNO
13 NOR NOR NEG 4.0 NM NOR BIFIDO PMN3
14 BV CA NEG 53 NN CAFULL BIFIDO PMN3
15 BV BV NEG 5 BVN 3 BIFIDO PMNO
16 NOR NOR NEG 4 NF NOR BIFIDO PMNO
17 NOR NOR NEG 4,4 NF CANULL BIFIDO PMN1
18 NOR NOR NEG 4 NM CANULL BIFIDO PMN2
19 NOR CA NEG 4,4 NF CAFULL BIFIDO PMN2
20 NOR CA NEG 5 NF CA MID BIFIDO PMN1
21 NOR NOR NEG 6 NM CANULL BIFIDO PMNO
22 NOR NOR NEG 5 NN NOR BIFIDO PMNO
23 NOR CA NEG 4,4 NM CAMID BIFIDO PMN1
24 NOR CA NEG 4,4 NM CA MID BIFIDO PMN3
25 NOR NOR NEG 4 NM CANULL BIFIDO PMNO
26 NOR NOR NEG 4 NM CANULL BIFIDO PMN1
27 NOR NOR POz 4 NM CANULL BIFIDO PMN1
28 NOR NOR NEG 4 NM CANULL BIFIDO PMN2
29 NOR NOR NEG 4 NM CANULL BIFIDO PMN1
30 NOR NOR NEG 6 BVN CANULL BIFIDO PMNO
31 BV BV POz 6 BVN 3 BIFIDO PMN2
32 BV CA POZ 6 BVM CANULL BIFIDO PMNO
33 NOR NOR 4,4 NN NOR BIFIDO PMNO
34 NOR NOR NEG 55 NN NOR BIFIDO PMNO
35 NOR NOR NEG 4 NM NOR BIFIDO PMN3
36 NOR NOR NEG 4,7 BVM 3 BIFIDO PMNO
37 NOR NOR NEG 6.0 NN NOR BIFIDO PMN1
38 NOR NOR NEG 4,4 NF CANULL BIFIDO PMN2
39 BV CA POZ 6 NF CA MID BIFIDO PMN2
40 NOR NOR NEG 4 NN NOR BIFIDO PMN2
41 NOR NOR POz 4,4 NF CANULL BIFIDO PMN2
42 NOR NOR NEG 4 NM NOR BIFIDO PMN1
43 NOR NOR NEG 4,4 NF NOR BIFIDO PMN1

Najvaznije zakljucak koji vidimo kad pogledamo ove dve tabele je da se BIFIDO forme
na NPVS prepoznaju kao laktobacilarna flora i nalaz tumaci kao normalan. Ovo je jedan od
razloga zbog koga su rezultati za specificnost 1 senzitivnost pH u dijagnozi BV u nekim
ispitivanjima veoma losi. Dakle, tako se u znac¢ajnoj meri smanjuje upotrebna vrednost
dijagnosticki potencijal ovoga jednostavnog, jeftinog i brzog testa. S druge strane, nasi
rezultati, iako na malom broju trudnica, ukazuju da kod pacijentkinja sa vrednostima pH preko
4,5, a koje imaju negativnu mikroskopsku sliku (predominantna “laktobacilarna” flora) i
negativan KOH test ne bi trebalo bez razmisljanja postavljati dijagnozu normalnog nalaza, a
pH proglasavati ne senzitivnim i ne specificnim, nego bi morali razmisliti i o ovakvim
mogucénostima, odnosno da pH test moZe ukazati na poremecaje vaginalne flore koje mi

mikroskopski ne mozemo detektovati.
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Tabela 3.6 rezultati mikroskopskog pregleda preparata po Gramu na osnovu razli¢itih dijagnosti¢kih
kriterijuma.

NUGENT  Claeys NP-6G CANDIDA BIFIDO LEPTO KOKE X200

INT INT NM NOR BIF NM NM PMN1
INT LEUK NM CAN BIF NM NM PMN1
NOR NOR NM CAM BIF NM NM PMN3
NOR LEUK NF NOR BIF NF NF PMN1
INT LEUK BVN CAF BIF BVN BVN PMN3
INT INT NN NOR BIF NN KOKE PMNO
INT NOR NN CAN BIF NN KOKE PMN1
NOR NOR NN NOR BIF NN KOKE PMN1
NOR NOR NM NOR BIF NM KOKE PMN1
BV BV NN NOR BIF NN KOKE PMNO
BV BV NM NOR BIF NM KOKE PMN2
NOR LEUK NF CAN BIF NF KOKE PMN3
INT LEUK NM NOR BIF NM KOKE PMN1
BV BV NN NOR BIF NN KOKE PMNO
INT INT BVN CAF BIF BVN BVN PMNO
NOR NOR NM NOR BIF NM NM PMN2
NOR NOR NN CAF BIF NN NN PMN3
INT BV BVN BV BIF BVN BVN PMNO
NOR LEUK NF NOR BIF NF NF PMNO
NOR NOR NN CAN BIF NN KOKE PMN2
NOR NOR NM CAM BIF NM KOKE PMN2
NOR LEUK NF CAN BIF NF KOKE PMN2
NOR KOKE NM CAN BIF NM NM PMN3
NOR LEUK NF CAF BIF LEPTO NF PMN2
NOR LEUK NF CAM BIF LEPTO KOKE PMN1
NOR NOR NM CAN BIF LEPTO NM PMN1
NOR NOR NN NOR BIF LEPTO KOKE PMNO
NOR NOR NM CAM BIF NM NM PMN2
NOR NOR NM CAM BIF NM KOKE PMN3
NOR NOR NF CAN BIF NF KOKE PMN2
NOR NOR NM CAN BIF NM KOKE PMN2
NOR NOR NM CAN BIF NM KOKE PMN2
NOR NOR NM CAN BIF NM KOKE PMN3
NOR NOR NM CAN BIF NM KOKE PMN2
NOR KOKE NM CAN BIF NM KOKE PMN3
INT LEUK BVN CAN BIF BVN KOKE PMN2
BV BV BVN BV BIF BVN BVN PMNO
BV BV BVM CAN BIF BVM KOKE PMNO
NOR NOR NF NOR BIF NF NF PMN1
INT INT NN NOR BIF LEPTO KOKE PMNO
NOR NOR NN NOR BIF LEPTO KOKE PMNO
NOR LEUK NM NOR BIF NM KOKE PMN3
NOR LEUK BVM BV BIF BVM BVM PMNO
NOR LEUK NN NOR BIF LEPTO KOKE PMN3
NOR LEUK NF CAN BIF NF KOKE PMN3
NOR NOR NF CAM BIF LEPTO NF PMN2
NOR LEUK NN NOR BIF NN KOKE PMN2
NOR NOR NF CAN BIF NF KOKE PMN3
NOR NOR NM NOR BIF NM KOKE PMN1
NOR NOR NF NOR BIF NF KOKE PMN1

Rezultati KOH testa bili su poznati za 42 pacijentkinje od Cega je kod 8 test bio
pozitivan, a kod 34 pacijentkinje negativan. Dalje od 50 pacijentkinja kod 27 je mikroskopski
detektovan CA, ito kod 17 CANULL, kod 6 CA MID i kod 4 CA FULL. Koke su mikroskopski
detektovane kod 64% (32/50), a LEPTO forme kod 16% (8/50) pacijentkinja. Ukoliko sada
zbirno i ukratko analiziramo ove podatke mogli bi smo reci da je mikroskopski nalaz BIFIDO
formi ces¢i kod pacijentkinja sa normalnim nalazom nego BV, daje vaginalni pH povisen kod
ove grupe pacijentkinja, dok su vrednosti KOH testa kod vecéine pacijentkinja negativne, kao

da su CA 1 KOKE c¢esto udruzene sa ovim nalazom $to nije sluc¢aj sa LEPTO formama.
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U zakljucku, nalaz BIFIDO formi je ¢e$¢i kod trudnica sa normalnim mikroskopski
nalazom nego sa BV. Njegova ucestalost je najveca kod pacijentkinja sa gram pozitivnim
formama koje lice na laktobacile i daju polimorfnu mikroskopsku sliku, povisenim vaginalnim
pH 1, uglavnom, negativnim KOH testom. CA 1 KOKE ¢esto nalazimo udruzene BIFIDO, §to
nije slucaj sa LEPTO formama.

Verujemo da trudnica sa prevagom laktobacila, patoloskim brojem PMN, CA i
KOKAMA nije u klini¢kom, mikroskopskom, imunoloskom i terapijskom pogledu “ista” kao
i trudnica bez laktobacila i BVAB (null), normalnim brojem PMN, bez CA i KOKA, mada smo
i jednu i drugu svrstali u grupu BIFIDO formi. Mislimo takode da semikvantifikacija ili
kvantifikacija svih mikroskopskih formi mora imati znacaja u razlu€ivanju normalnog i
patoloskog, odnosno da pacijentkinje sa malim brojem BIFIDO formi i one kod kojih te forme
predominiraju nikako nisu iste. 1z razloga sli¢cnim onim navedenim za KOKE nije radena
semikvantifikacija BIFIDO formi.

Ako metodologiju i rezultate koji su dobili Verstraelen i sar. [415] uporedimo sa nasim,
mozemo do¢i do sledecih zakljucaka. Iako su autori koristili podelu koja sustinski predstavlja
modifikaciju kriterijuma po Ison/Hayu, upadljivo je da kod 221 trudnice autori nisu nasli ni
jednu pacijentkinju sa originalnim “gradus 0” (u ovom ispitivanju “Cist nalaz”), kao ni jednu
pacijentkinju kod koje su predominirale samo koke, originalno Gradus IV (u ovom ispitivanju
KOKE). Na osnovu nasih iskustava i rezultata pretpostavljamo da je vec¢ina ovih trudnica (kao
posledica posmatranja preparata na uve¢anju x1000), najmanje 10%, prerasporedena u neke od
postojecih kategorija, najverovatnije u grupu BV-like. Ovo ispitivanje je, dakle, zanemarilo
znacaj pacijentkinja sa €istim nalazom ili nalazom koka. S obzirom da postojeci dijagnosticki
kriterijumi u svoj skor ne uklju¢uju broj PMN jasno je da bi pacijentkinje iz grupe I1-PMN (u
nasem radu grupa “leukoreja”) na osnovu Nugetovih ili Ison/Hayovih kriterijumima bile
svrstane u grupu sa normalnim nalazom. Da bi pacijentkinje svrstali u ovu grupu neophodno je
iskljuciti infekciju CA, ali se u radu nigde ne navodi da su pacijentkinje sa mikroskopskim
nalazom ili nalazom kulture na CA iskljucene iz ispitivanja, a ne navode se ni Kriterijumi za
razlikovanje infekcije od kolonizacije CA. Imajuéi u vidu rezultate naseg ispitivanja kao i
¢injenicu da je infekcija CA ¢eS$éa u trudnoc¢i, neverovatno je da od 211 trudnica nijedna na
mikroskopskom nalazu po Gramu nije imala prisutne spore ili hife gljivica, ili su one u
najvecem broju sluCajeva ostale nedijagnostikovane zato Sto je pregledana mala povrSina
preparata. Nasi rezultati po kojima je 80% pacijentkinja sa mikroskopskim nalazom spora ili
hifa gljivica imalo patoloSki broj PMN ukazuju na potrebu za daljim ispitivanjima koja bi

utvrdila da li je samo CA uzrok pove¢anom broju PMN, ili se radi o poremec¢ajima vaginalne
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flore u kojima pored CA i KOKE, BIFIDO ili Lepto forme mogu biti razlog patoloSkom broju
PMN. Verstraelen i sar. [415] u diskusiji ukazuju neravnomernu raspodelu PMN na preparatu
po Gramu Sto otezava valjanu kvantifikaciju i daje razliite rezultate u zavisnosti od
posmatranog vidnog polja. Upravo je ta nehomogenost glavni razlog §to smatramo da
gledanjem vece povrSine preparata (uvecanje x200) i semikvantitativni pristup omogucavaju
objektivniju procenu broja vaginalnih PMN na preparatu bojenom po Gramu.

Ipak, kada je re¢ o pacijentkinjama iz BIFIDO grupe, najve¢i problem svakako
predstavlja ¢injenica da pod mikroskopom vidimo Gram pozitivne forme koje su vrlo sli¢nih
fenotipskih karakteristika razli¢itim sojevima laktobacila i §to je samo na osnovu
mikroskopskog nalaza teSko pouzdano tvrditi koju vrstu bakterija vidimo. Dakle problem je
veoma sli¢an onome koji se odnosi na (ne)moguénost mikroskopskog razlikovanja L. inersa i
G. vaginalis. Zato su neophodne uporedne studije u kojima bi klini¢ar, mikrobiolog i
molekularni biolog blisko saradivali i na osnovu klinicke slike, nalaza kulture, mikroskopskog
nalaza, rezultata molekularnobioloskih ispitivanja (pre svih Q-PCR) pokusali da definiSu neke
druge mikroorganizme ili mikrobne zajednice vagine koje bi mogle da imaju znacaja za

reproduktivno zdravlje Zene.
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3.3 BROJ, VIJABILNOST | APOPTOZA VAGINALNIH
POLIMORFONUKLEARA

Neutrofili (polimorfonuklearni neutrofilni leukociti) predstavljaju vaznu komponentu urodenog
imunog sistema, 1 oni mogu biti direktno aktivirani razli¢itim bakterijskim produktima i
aktivirani PMN fagocituju i ubijaju bakterije. Ovi procesi se pojacavaju opsonizacijom bakterija
imunoglobulinima, komponentama komplementa (C3b) i fibronektinom (opsonini). Posle
opsonizacije dolazi do vezivanja antigena za receptore na povrsini fagocita, posle ¢ega dolazi
do ingestije (antigen biva okruzen membranom fagocita, patent-zatvarac) i stvaranja i odvajanja
fagozoma koji se onda spaja sa primarnim i sekundarnim lizozomima stvarajuéi fagolizozom.
Unutar fagolizozoma nalaze se azurofilne (primarne) granule koje sadrze kisele hidrolaze
(katepsin, glukoronidaze, kisele fosfataze), mijeloperoksidaze, elastaze, kolagenaze, defenzini
i lizozimi (muramidaze). Sekundarne (specifi¢ne) granule sadrze NADPH-oksidaze, laktoferin,
Vitamin B12 —vezujuci protein i gelatinaze. NADPH-zavisni sistem oksidaza predstavlja jedan
od najvaznijih antimikrobnih odbrambenih mehanizama kod visih organizama. Ove oksidaze
pretvaraju molekul kiseonika u singlet-kiseonik, koji moze nastati i spontanom dismutacijom
superoksidnog anjona u reakcijama superoksida i hidroksilnih radikala ili reakcijama
superoksida i vodonik-peroksida. Mijeloperoksidaza katalizira oksidaciju halidnih jona
vodonik peroksidom, gde kao jedan od produkata nastaje hipohlorid koji ima jaku antimikrobnu
aktivnost. Azurofilne i specifiéne granule oslobadaju dve grupe toksi¢nih supstanci: 1)
kiseonik-zavisne produkte koji nastaju iz reaktivnih metabolita kiseonika i 2) kiseonik-
nezavisne reaktante kao Sto su proteaze, laktoferin i PLA2. Mikroorganizam biva obijen
aktivnos$cu superoksidaznih jona, hidrogen peroksida i1 hipohlorida. Dakle aktivisani neutrofili
trose velike kolic¢ine molekula kiseonika, i taj respiratorni prasak dovodi do nastanka radikala
superoksidnog anjona (kiseonik koji je primio samo jedan elektron i onda moze delovati i kao
oksidans i kao reduktant) i vodonik peroksida. U okolnostima kada se ove supstance izluuju
izvan neutrofila, mogu uzrokovati upalu i1 oSteCenje tkiva. PMN su iskljuceni iz
mononuklearnog fagocitnog sistema (monociti/makrofagi) zbog toga §to oni ne ucestvuju u
normalnim specificnim imunskim reakcijama; oni dakle samo fagocituju mikroorganizam da bi

ga ubili, ali ne 1 da bi ga prezentovali ¢elijama specificnog imunskog sistema.
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3.3.1 BROJPOLIMORFONUKLEARA-SEMIKVANTITATIVNE METODE
Najveci problem u proceni uloge PMN u razlicitim fizioloskim i patoloskim zbivanjima jeste

¢injenica da ne postoji jasno definisana granica izmedu fizioloskog i patoloskog broja PMN.
Najvazniji razlog za to su velike metodoloske razlike i grani¢ne vrednosti koje prihvataju
pojedini autori, tako da je vecina ovih studija prakticno neuporediva. Kada je idejno zacinjan
ovaj rad planirano je da referentni metod u odredivanju broja PMN na preparatu bojenom po
Gramu bude onaj koji su predlozili Ramsey i sar. [384]. Ovaj rad je na neki nacin bio podstrek
koji je opredelio temu ove doktorske disertacije jer su u tom radu Ramsey i sar. ne samo nasli
udruzenost povecanog broja PMN i PP, nego su pokazali da i metodologija odredivanja broja
PMN moze bitno uticati na konacan zakljuCak. Kasnije smo odustali od ove i drugih
metodologija zbog ve¢ pomenute studija Larssona koja nas je naterala da izraunamo povrsinu
vidnog polja naSeg mikroskopa radi korektnog numeri¢kog odnosa bakterijskih formi u zbiru
po Nugentu kao $to je to prikazano u tabelama 1 i 2 (videti Materijal i metode). Nakon uvida u
radove koji se bave ovom problematikom, ispostavilo se da su razlike u broju PMN medu

pojedinim autorima mnogo veée nego $to se to ¢ini na prvi pogled [385 - 409].

Tabela 3.7: Normalan i patolos$ki broj PMN razli¢itih autora i na razli¢itim mikroskopskim uveéanjima

x100

x400
x400 x400 0
skor x1000 x1000 x1000 19 x400 Datcu
Simhana*®?  Cauci®®  Ramsey®* Escher;bach Hittii%®3 D vassgl Dateu ) arssonsse
onders i x
sarl6s
0-6
0 0-1 PMN <10 PMN PMN 0-24
>10 PMN ali
i <10 <60
! 2-10PMN <IOPMN/IE PMN <240
C
>32 PMN 11-
ili >5PM  >10PMN/1E 61-300
2 >5PMN >13.9 PMN/EC 11-30 PMN N C pE|\)/|O|\| 941-1200
>7
3 PREKO 30 > 50 >301
PMN PMN <1201

*U ovoj koloni su predstavljeni rezultat koji bi se dobili kada bi po formuli Larssona i sar. uvazile razlike u povrsini; povr§ina VP na uvecanju

x400 je 6,25 puta veca od povrSine na uvecanju x1000

Najjednostavniji primer svakako je metodologija koju su koristili Hitti i sar [393]. i ona koju su
koristili Simhan i sar [401] jer je grani¢na vrednost (eng. cut-off) za fizioloski i patoloski broj
PMN ista, >5 PMN po jednom VP, a ,,samo* se razlikuju mikroskopska uvecanja, x400 kod

Hitti, a x1000 kod Simhana. Ako sada primenimo formulu iz rada Larssona i sar. [356], onda
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bi u konkretnom slucaju patoloski broj PMN na uvecanju x400 trebao da bude >30, jer je
povrSina na x 400 veca 6,25 puta od povrsine na x 1000. Ako bi sa druge strane, Ramseyjevu
grani¢nu vrednost preracunali po Larssonovoj formuli, onda bi ona na uvecanju x400 iznosila
>200 PMN/VP, a u zadnjoj koloni je prikazano kako bi izgledali kriterijumu po Datcu i sar. na
uvecanju x400. Ako bi se odlucili da brojimo PMN na uvecanju x200 i postovali navedene
proporcije, onda bi to znacilo da ove brojeve na uvecanju x400 treba pomnoziti sa 4, jer je
povrsina vidnog polja na x200 za 4X veca od povrsine vidnog polja na x400. Onda bi grani¢ne
vrednosti bile kao one navedene u poslednjoj koloni (§tampano masno i koso). Ni jedan od
radova navedenih u tabeli kao ni desetine drugih ne pominju povrSinu vidnog polja kao
relevantan parametar u metodologiji odredivanja broja PMN. Uzimaju¢i u obzir podatke o
razlikama u povrsini vidnog polja razli¢itih mikroskopa koje navodi Larsson u svojoj studiji,
ovo bi buduce studije koje se zasnivaju na odredenom broju PMN morale navoditi u
metodologiji rada. NiSta manje vaznim ne smatramo c¢injenicu koja se odnosi na broj
pregledanih vidnih polja koju takode vecina autore ne navodi u metodologiji, a to bi bilo
neophodno radi bolje uporedivosti. Polaze¢i od ovih €injenica i znajuéi da je brojanje PMN i
EC i odredivanje njihovog odnosa (Ramsey i sar. [384]) na NPVS veoma zamoran posao, u
ovom ispitivanju smo se odlucili za jednostavniji i brzi pristup. SuStina je da se
semikvantitativno proceni broj PMN u odnosu na broj EC, a da se vreme iskoristi na pregled
Sto vece povrSine preparata. Ovakav pristup je neuporedivo brzi i1 laksi, a 1 ne zahteva
standardizaciju povrSine vidnog polja. U metodologiji je naveden najmanji broj VP koja treba
pregledati, ali je u praksi taj broj viSestruko veci. Ovakav pristup je sustinski statisticko-
matematiCka kategorija. Tako, verovatno¢a za pronalazenje skrivenog objekta (npr. CA) i
procenu broja vidljivih ,0bjekata” (npr. PMN) na mikroskopskom preparatu upravo je
proporcionalna pregledanoj povrsini preparata, a obrnuto srazmerna njegovoj homogenosti,
odnosno §to je preparat nehomogeniji to je za donoSenje validnih zaklju¢aka potrebno

pregledati vecu povrSinu.

3.3.1.1 Poredenje rezultata - broja PMN na razlic¢itim mikroskopskim uveéanjima

Radi bolje preglednosti u nekim tabelama brojevi 0, 1, 2 1 3 oznacavaju PMN grupe (PMNO,
PMNI1, PMN2 i PMN3), pri ¢emu se nalazi PMNO i PMN1 smatraju fizioloSkim brojem PMN,
a nalazi PMN2 i PMN3, patoloskim brojem PMN, S§to je u tabelama oznafeno kao
NORMALNO i PATOLOSKI kada se ove pacijentkinje spoje u jednu od ove dve grupe.
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Primenom Hi kvadrat testa testirana je povezanost izmedu pregleda na x200 1 x400 1 utvrdeno
je postojanje dobre asocijacije (x?=557,628; df= 9; p<0.001; Tabela 18, Prilog 1), kao i
povezanost izmedu pregleda x200 i x1000 i utvrdeno je postojanje dobre asocijacije

(x*=471,181; df=9; p<0.001;Tabela 19, Prilog 1).

Uporedni rezultati odredivanja broja PMN na
mikroskopskom uvecéanju X200 i X400

pato

normalan

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

B PMN 400 normalan B PMN 400 pato

Grafikon 3.31: Distribucija PMN x 400 u odnosu na PMN x200
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Uporedni rezultati odredivanja broja PMN na
mikroskopskom uvecanju X200 i X1000

pato

normalan

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

H PMN 1000 normalan ~ ®PMN 1000 pato

Grafikon 3.32: Distribucija PMN x 1000 u odnosu na PMN x200

Raspodela broja PMN (uvecanje x200) po grupama na
osnovu Nove Podele 6 grupa

BV FULL 56,1% 43,9%

BV MID 48,3% 51,7%

BV NULL 65,3% 34,7%
NORMAL NULL 66,7% 33,3%
NORMAL MID 60,3% 39,7%

NORMAL FULL 68,8% 31,2%

0% 10% 20% 30%  40% 50% 60% 70%  80% 90%  100%
® PMNX200 NORMALAN  ®PMNX200 PATOLOSKI

Grafikon 3.33: Raspodela pacijentkinja sa normalnim (PMNO+PMN1) i patoloskim (PMN2+PMN?3)
brojem PMN na mikroskopskom uveéanju x200 po grupama na osnovu NP-6G

165



Dakle, na osnovu dobijenih rezultata mozemo zakljuciti da se sva tri metoda mogu uspesno
koristiti u semikvantitativnom odredivanju broja PMN, pri ¢emu je asocijacija izmedu pregleda
na uvecéanjima x200 i x400 bolja u odnosu na onu na uveéanju x1000, $to je svakako u vezi sa
¢injenicom da na manjem uvecanju gledamo vecu povrsinu. Ipak, vidi se da je ova povezanost
najve¢im delom posledica velike podudarnosti u grupi PMNO. S duge strane, iz Tabele 19 Prilog
1 u kojoj su prikazani uporedni rezultati pregleda X200 i x1000 moze da se vidi da je 55%
pacijentkinja koje su na osnovu pregleda uvecanja x200 svrstane u grupu PMN2, pregledom na
uvecanju X1000 bile svrstane u grupe PMNO (10%) 1 PMN1 (45%). Takode, 26% pacijentkinja
iz grupe PMN3 na uvecanju x200, je na uvecanju x1000 imalo je nalaz PMNO (2%) i PMN1
(24%). Ako metod na uvecanju x200 prihvatimo kao zlatni standard onda je na osnovu pregleda
na uvecanju x 1000 ta¢no 100 pacijentkinja sa patoloskim nalazom (x200) imalo normalan
nalaz (x1000), odnosno pripadalo grupi lazno negativnih (LN), dok bi 32 pacijentkinje bila
lazno pozitivne. Ukoliko bi sada racunali specifi¢nost i senzitivnost metoda na uve¢anju x1000
u odnosu na x200 kao zlatni standard dobili bi smo sledeée rezultate: specifi¢nost 60,0%;
senzitivnost 92,9%; sveukupna ta¢nost 560/691=81,0%; PPV: 83,0%; NPV 80,0%.

U tabelama od 21 — 23, Prilog 1 prikazana je raspodela PMN na osnovu podele pacijentkinja
po grupama razli¢itim metodologijama Nugent, Ison/Hay, Claeys, Amsel i NP-6G. Ove podatke
ne¢emo detaljnije analizirati jer su prikazani da bi se ukazalo na ¢injenicu da su PMN u
patoloSkom broju prisutni kod velikog broja pacijentkinja sa normalnim ili patoloskim nalazom
bez obzira koji od dijagnostickih kriterijuma su kori§¢eni. Ovaj podatak navodimo pre svega da
naglasimo da se u najve¢em broju ispitivanja koje se odnose na vaginalne infekcije PMN i ne
pominju, a gotovo sve studije koje se ozbiljnije bave brojem PMN u vaginalnom sekretu naveli
smo u delu u kome govorimo o razli¢itim dijagnosti¢kim kriterijjumima za odredivanje broja
PMN. Nije jasno kako je jedan parametar koji je u proslosti bio sastavni deo procene stanja
vaginalne flore gotovo potpuno nestao sa naucnoistrazivacke i klinicke scene. Jedan od razloga
svakako leZi u €injenici da je veoma mali broj klini¢ara obucen za gledanje mikroskopskog
preparata, bilo nativnog bilo bojenog po Gramu. S druge strane, gledanje preparata po Gramu
(mikrobiolog) uglavnom je ograniCeno na dijagnozu BV. Takode, brojanje PMN na
mikroskopskom preparatu poprilicno je zamoran posao i zahteva mnogo vremena. Ali
verovatno najvazniji razlog je Cinjenica da se poslednjih decenija bavimo uglavnom sa tri
poremecaja vaginalne flore BV, infekcijom trihomonasom 1 kandidom. Pri tome se BV navodi
kao primer vaginalne infekcije Cija je jedna od najvaznijih karakteristika odsustvo PMN, dok
se druga dva stanja karakteriSu povecanim brojem PMN. Naravno, normalan nalaz takode

podrazumeva da su PMN odsutni ili prisutni u malom broju. To ,,podrazumevanje* je verovatno
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1 osnovni razlog Sto najve¢i broj studija i ne pominje PMN. Zahvaljuju¢i €injenici da je
odredivanje broja PMN bio najvazniji cilj ovog istrazivanja, oni ne samo da nisu ,,izgubljeni*
nego ukazuju da bi svaki mikroskopski pregled vaginalnog sekreta morao da ukljuci i PMN u
konac¢nu procenu stanja vaginalne flore.

Ako pogledamo podelu po Nugentu onda vidimo da su 153/440 (34,7%) pacijentkinje iz grupe
sa normalnim nalazom imale patoloski broj PMN, u intermedijarnoj grupi taj procenat je 32,1%
(36/112), dok je u grupi BV 44,5% (66/148) pacijentkinja imalo patoloski broj PMN. Sli¢na
raspodela je i u podeli u po Ison/Hayu, a najmanji broj PMN naden je u grupi normalnih u
podeli po Claeysu. To je logi¢no zbog postojanja grupe leukoreja koja podrazumeva
pacijentkinje sa normalnim brojem laktobacila i velikim brojem PMN. Ako pogledamo
raspodelu pacijentkinja sa razli¢itim brojem PMN u grupama na osnovu NP-6G onda od ukupno
699 pacijentkinja, 255 (36,5%) je imalo patoloski broj PMN, a 444 (63,5%) su imale normalan
broj PMN. Od 526 pacijentkinje sa normalnim nalazom (NF+NM+NN) (298+256+72)
mikroskopskog pregleda preparat po Gramu njih 179 (34%) je imalo patoloski broj PMN, dok
je od 173 pacijentkinje sa patoloskim nalazom (BVF+ BVM+BVN), 76 (43,9%) imalo
patoloski broj PMN. Primenom Hi kvadrat testa utvrdeno je postojanje slabe asocijacije
(x*=110,943; df=15; p<0.001) izmedu 6 grupa na osnovu NP. Ovo ukazuje na iznenadujuce
ravnomernu raspodelu PMN kod pacijentkinja sa normalnim 1 patoloskim nalazom
mikroskopskog nalaza vaginalnog sekreta. Mogli bismo reéi da je u nasem ispitivanju oko 35%
pacijentkinja sa normalnim nalazom (predominacija laktobacila) imalo povecan broj PMN, kao
1 da je preko 40% pacijentkinja sa BV imalo patoloski broj PMN. Ovo je svakako iznenadujuce
jer ni pacijentkinje sa normalnim nalazom ni pacijentkinje sa BV ne bi trebalo da imaju poveéan
broj PMN. Poznato je da je odsustvo PMN jedan od znakova BV. Dakle, ako smo mi u naSem
ispitivanju imali oko 35% pacijentkinja sa patoloSkim brojem PMN, verovatno su i druge
studije ovakvog tipa imale oko 1/3 pacijentkinja sa pove¢anim brojem PMN. Na primer, ve¢
viSe puta pominjana Ravelova [180] studija, kao i vecina drugih, uopste ne pominje broj PMN
kao relevantan faktor u proceni stanja vaginalne flore. U tu studiju je bilo uklju¢eno 396
asimptomatskih Zena, od kojih je kod 97 na osnovu kriterijuma po Nugentu postavljena
dijagnoza BV. Gledaju¢i u rezultate naseg ispitivanja, koji sustinski ima takode populaciju
asimptomatskih trudnica, verujemo da je i u tom ispitivanju ako ne 35%, onda barem 20-25%
pacijentkinja sa normalnim nalazom mikroskopskog pregleda imalo patoloski nalaz PMN,
odnosno da je, ako ne 40%, onda barem 20% (upola manje nego u nasem ispitivanju) od 97
pacijentkinja kod kojih je dijagnostikovana BV imalo poveéan broj PMN. Ravelovu [180]

studiju navodimo kao primer koji ukazuje da najveci broj istrazivanja koja se iz razli¢itih
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razloga bave BV uopste ne pominju PMN jer se podrazumeva da oni nisu prisutni u ovoj grupi
pacijentkinja. Dakle, ako gledamo rezultate neke studije u kojoj su kori$éeni kriterijumi po
Amselu znamo koliko je pacijentkinja imalo normalan nalaz, a koliko BV i na neki nacin
podrazumevamo da je broj PMN u obe ove grupe bio normalan, jer se u studiji PMN ne
pominju. Ako ovakva studija ispituje koncentracije nekog zapaljenjskog medijatora kod
pacijentkinja sa normalnim nalazom i onih sa BV, onda bi PMN kao vazan ucesnik imunskog
odgovora mogli uticati na koncentracije ispitivanog medijatora. Pacijentkinje sa
predominacijom laktobacila i normalnim brojem PMN i pacijentkinje sa istim nalazom
laktobacila i velikim brojem PMN, ne bismo mogli svrstati u istu kategoriju, a isto se odnosi i
na pacijentkinje sa BV, odnosno svaku grupu pacijentkinja u podelama koje smo prethodno
pominjali. Tako, ako su u nekom ispitivanju koris¢eni Nugentovi dijagnosticki kriterijumi, onda
vi$e ne bi imali 3, nego 6 grupa, tri (normalan, intermedijaran i BV) sa normalnim brojem PMN
1 tri (normalan, intermedijaran i BV) sa patoloskim brojem PMN. Podaci iz naseg ispitivanja o
znacajnom broju pacijentkinja sa pove¢anim brojem PMN u svim grupama pacijentkinja i
¢injenica da najveéi broj studija uopste ne belezi PMN, verovatno su jedan od skrivenih
ometajucih ¢inilaca koji moZe da uti¢e na konacne rezultate ispitivanja. Ono §to je nesporno je
¢injenica da su PMN, odnosno njihov povecan broj u vaginalnom sekretu, znak nekih
zapaljenjskih zbivanja i da se takav nalaz uvek mora uzeti u obzir.

Najbolja potvrda ovakvim razmi$ljanjima je ¢injenica da su Claeys i sar. [216] u posebnu grupu
izdvojili pacijentkinje sa predominantnom laktobacilarnom florom i patoloSkim brojem PMN,
koji su nazvali idiopatska leukoreja. Naravno autori ukazuju da je uslov da pacijentkinju
svrstate u ovu grupu da iskljucite infekciju CA jer je ona naj¢es¢i uzrok povecanog broja PMN
(Slike 3.18 1 3.19). Ovaj uslov da se iskljuci infekcija CA je odlican uvod za prikazivanje daljih
rezultata i nasih iskustava tokom ovog ispitivanja, a koji se najve¢im delom odnose na

otkrivanje infekcije CA.
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14.5:2014, 19:03

3,46 pm

Slika 3.18: Gram pozitivne $tapi¢aste forme i dosta PMN bez C. albicans (x200)

13.3.2014, 18:53

X20 CA SE LAKSE NADJE POSLE IMERZIJE

Slika 3.19: Gram pozitivne $tapicaste forme, dosta PMN i hife gljivica (x200)




3.3.2 BROJPOLIMORFONUKLEARA- KVANTITATIVNE METODE
Pored semikvantitativnog odredivanja broja PMN na razli¢itim mikroskopskim

uvecanjima (x200, x400 1 x1000), u kvantitativnom odredivanju broja PMN kori§¢ena su jo$
dva metoda (QPMN-A i QPMN-B), a odredivana je i vijabilnost PMN izrazena kao procenat
apoptoze PMN (%APO). U poglavlju o PMN pokazali smo, primenom y—kvadratnog testa, da
svaki od ovih metoda moze uspesno da se koristi u odredivanju broja PMN, ali i ukazali da ta
podudarnost uglavnom potic¢e od trudnica s nalazom PMNO, kao i na znacajne razlike medu
pojedinim mikroskopskim uveéanjima. Najpre nesto o naSim iskustvima koja se odnose na broj
PMN odredivan mikroskopskim pregledom (semikvantitativni metod, X200) i rezultate koje su
dobijeni QPMN-B. Kod 14,6% (160/682) trudnica QPMN-B nisu nadeni PMN, $to je sumnjivo
jer, kao $to smo rekli, retko se nade preparat po Gramu na kome nema PMN. Od 255 trudnica
kod kojih je mikroskopskim pregledom na uvecanju x200 utvrden povecéan broj PMN
(PMN2+PMN3), kvantitativnom metodom QPMN-B PMN nisu nadeni kod 32 (14,4%)
pacijentkinje, od ¢ega su 23 iz grupe PMN2, a 9 iz grupe PMN3 na osnovu mikroskopskog
pregleda na uvecanju x200. Ove razlike su najverovatnije posledica tehni¢kih propusta. Moguce
je da je bris uziman sa razli¢itih mesta u vagini ili je uzet bez dovoljnog pritiska, ili je u
transportu doslo do razlivanja 1 mozda zadrzavanja PMN na zidu epruvete i sl. Generalno, $to
je duzi put PMN od vagine do kona¢nog brojanja to je 1 ve¢a mogucénost metodoloskih
neslaganja koja bitno mogu uticati na rezultate. Isto se odnosi i na drugi kvantitativni metod
(QPMN-A) gde, pored teskoca da iz vagine usisamo uvek istu koli¢inu te¢nosti kojom smo je
ispirali, ¢injenice da ovim postupkom ulaze u ukupan broj 1 PMN iz grli¢a 1 drugih delova
vagine, ve¢ ukazuje na metodoloske probleme. Verujemo da ¢e i u budu¢im ispitivanjima
mikroskopski nalaz preparata bojenog po Gramu ili nekom drugom tehnikom bojenja, kao
jednostavan, brz i jevtin, omogucava uzimanje uzoraka sa razlicitih delova vagine i/ili grli¢a,
uz pomenutu softversku analizu (Slika 3.20) (objektivizacija) broja PMN dati najbolje rezultate

u odredivanju grani¢nih vrednosti za broj PMN u brisu vaginalnog sekreta.
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Iia .2: Soverska nIi - preznvaje ojekata na slici GSA Image Anlayser, Grmany)
QPMN-B je dao relativno dobre rezultate u ROC analizi tako da njegova vrednost u
otkrivanju poremecaja vaginalne flore ima senzitivnost 66,7% i specifi¢nost 44,0% za grani¢nu
vrednost 0,3x108/ml, a odredivan na osnovu P/N ratio (videti Grafikon 3.36 i Tabela 3.17 na
strani 192). Medutim kako se ROC analiza odnosi na vrednost pojedinih parametara u dijagnozi
BV, onda bi mogli re¢i da pacijentkinje sa BV imaju poveéan broj PMN, sto kao $to smo
pokazali u analizi rezultata na osnovu mikroskopskog pregleda na uvecanju x200, nije ta¢no.
Tamo smo i ukazali na Cinjenicu da se povecan broj PMN kod pacijentkinja sa BV uglavnom
ukazuje i na prisustvo CA. Ukratko, rezultati ROC analize ukazuju da je odredivanje broja PMN
metodom QPMN-B optere¢eno metodoloskim (tehni¢kim) nedostacima, i da je kao takvu ne bi
mogli preporuciti za klini¢ku praksu. Ova metodologija uz strozije metodoloske kriterijume
(put uzorka od zida vagina do komore i brojanja) mozda bi mogla dati bolje rezultate u
istrazivackim projektima.
Primenom Spearmanovog testa korelacije nadena je dobra povezanost samo izmedu
semikvantitativnih metoda na razli¢itim mikroskopskim uvecanjima (x200/x400, x200/x1000 i
x400/x1000; p 0,74, p 0,73 i p 0,81), dok takva povezanost ili nije nadena ili je bila slabija
izmedu semikvantitativnih i kvantitativnih metoda, Sto samo potvrduje prethodnu diskusiju

(Tabela 3.8).
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U ve¢ pominjanim radovima belgijske grupe [415, 216, 428, 443], pored grupe I-like, u
nasem radu (BIFIDO), svakako da paznju zasluzuje i grupa I-PMN (kod nas grupa “leukoreja’).
I sami autori [415] ukazuju na ¢injenicu da bi ove pacijentkinje bile svrstane u grupu sa
normalnim nalazom da je mikroskopski pregled preparata po Gramu procenjivan na osnovu
dijagnostickih kriterijuma po Nugentu ili Ison/Hayu. Kako autori u svom radu navode, uslov
da bi pacijentkinju razvrstali u ovu grupu je da se iskljuci infekciju CA. U radu nema detaljnijih
podataka o nacinu detekcije CA, a s obzirom na nedoreCene i neprecizne kriterijume u
razlikovanju infekcije od kolonizacije CA, verujemo da ovo »iskljuCivanje infekcije CA«
podrazumeva da CA nije detektovana mikroskopskim pregledom preparata po Gramu. Druga
mogucnost je, mada to autori nigde ne navode, da su pacijentkinje sa mikroskopskim nalazom
CA iskljucene iz ispitivanja ili se podrazumeva da nijedna od 211 pacijentkinja ukljuc¢enih u
ispitivanje nije imala infekciju CA. PMN su brojani semikvantitativno i pacijentkinje su
podeljene u 4 grupe: nema PMN, +, + +, + + +, pri ¢emu su nalazi sa izrazito velikim brojem
PMN svrstavani u grupu I-PMN. Pri tome ne navode kriterijume za dodelu +, + +, + + +, a ne
znamo ni broj vidnih polja koja su pregledana niti mikroskopsko uvecanje. Imaju¢i u vidu
rezultate naSeg ispitivanja kao 1 poznatu ¢injenicu da je infekcija CA mnogo ¢eSc¢a u trudnodi,
malo je verovatno da od 211 pacijentkinja nijedna pacijentkinja na mikroskopskom nalazu po
Gramu nije imala spore ili hife gljivica. S druge strane, ako mikroskopskim pregledom
preparata po Gramu kod ovih 211 pacijentkinja nisu identifikovane spore i hife gljivica, ako je
preparat gledan na uvecanju x1000, to potvrduje nase rezultate vezane za detekciju CA na
razli¢itim mikroskopskim uvecanjima. Rezultati naSeg ispitivanja u kojima je mikroskopski
nalaz CA u skoro 80% slucajeva bio udruzen sa patoloskim brojem PMN, upucuje na potrebu
da u ovakvim ispitivanjima, a posebno ako koristimo kriterijume po Claeysu, prisustvo CA
mora biti detaljnije ispitivano: klinic¢ki pregled, NPVS sa 10%KOH, specijalne podloge za
kulture 1 molekularnobioloske metode (Q-PCR). Ovakvim pristupom i1 ukljuivanjem u
ispitivanje npr. KOKA, BIFIDO I LEPTO formi, i drugih mogucih uzro¢nika povecanog broja
PMN (T. vaginalis, N. gonorrhoeae, C. trachomatis, virusi itd.) bili bismo blize odgovoru o
uzroku povecanog broja PMN. Grupa koja je od interesa za autore jesu pacijentkinje koje su
imale normalan broj laktobacila i ekstremno velik broj PMN, a njih je bilo 7% (17/221). U
studiji ne pominju pacijentkinje koje su imale poveé¢an broj PMN (grupe + + i + + + ali ne sa
ekstremno velikim brojem PMN) kao ni njihovu raspodelu po grupama. I mi smo imali Cetiri
grupe trudnica, dve sa normalnim nalazom i dve sa patoloskim nalazom PMN (PMN2 i PMN3).
lako Verstraelen i sar. [415] nisu naveli detalje odredivanja broja PMN, u diskusiji ukazuju da

je jedan od ograni¢avajucih faktora u njihovoj studiji Cinjenica da je broj PMN odredivan
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semikvantitativno. Kao najvazniji razlog za takav pristup navode nehomogenost preparata. Kao
potvrdu nehomogenosti prilazemo jos Cetiri fotografije iz ovog rada koje jasno ukazuju koliko
se broj PMN moze razlikovati na istom preparatu, pri ¢emu opet naglasavamo da su sve
fotografije na uvecanju x200, 1 da se na toj povrSini nalazi 25 vidnih polja uvecanja X1000,
odnosno da u ove Cetiri fotografije uvecanja x200, staje 100 fotografija (vidnih polja) uvecanja
x1000.

6.4.2014, 16:39

Slika 3.22: Ogroman broj PMN na ovom VPu i uveé¢anju x200 u nasem ispitivanju PMN3

6.4.2014, 16:38

3,06 pm

Slika 3.21: Isti pacijent susedno vidno polje (VP) broj PMNznacajno manji PMN2;povrSina na uveéanju
x200 ima 6,5 VP uvecanja x400
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6.4.2014, 16:38

3,06 pm

Slika 3.23: Isti preparat trece susedno VP polje na uveéanju x200 (PMN3)

6.4.2014, 16:39

3,06 Am

Slika 3.24: Isti pacijent sa zna¢ajno manjim brojem PMN (PMN1); treba se prisetiti da na ovoj povrSini
ima 25 vidnih polja uvec¢anja X1000 i uo¢iti koliko se broj PMN moZe razlikovati na maloj povrsini




Ako svaku od ovih fotografija podelimo na 25 jednakih delova lako uo¢avamo koliko
se broj PMN razlikuje na svakom od tih 25 zamisljenih polja. Naravno, ovo zapazanje vredi i
za druge celijske/bakterijske forme u vaginalnom sekretu. Sami belgijski autori priznaju da je
pri ovakvoj (semi)kvantifikaciji razlika izmedu posmatraca veoma velika i da zahteva dodatnu
validaciju. Upravo neujednacenost razmaza vaginalnog sekreta namece kao razumno resenje
semikvantitativni pristup i posmatranje pod manjim uvecanjem (x200) iz razloga koje smo
prethodno razjasnili.

Zanimljiva alternativa, prikazana u Metodologiji o brojanju i morfometrijskim
analizama laktobacila i BVAB je program za analizu mikroskopske slike. Taj program koristili
smo u odredivanju broja PMN i prvi rezultati (nije prikazano) koje smo dobili su veoma
ohrabruju¢i (vidi Sliku 3.23). Verujemo da ¢e ovakav pristup u bliskoj buduénosti biti orude
koje ¢e omoguciti da preciznije i objektivnije razgrani¢imo normalan od patoloskog broja PMN
u vaginalnom sekretu.

U ovom ispitivanju smo jasno definisali kriterijume za razlikovanje normalnog od
patoloskog broja PMN. Pokazali smo da je od ukupno 699 pacijentkinja 255 (36,5%) imalo
patoloski broj PMN. U Nugentovoj grupi sa normalnim nalazom bilo je 153/440 (34,7%)
trudnica sa patoloskim brojem PMN, u intermedijarnoj 26,7% (36/122), a u grupi sa BV ¢ak
44,5% (66/148). Kod 57 od 179 (31,8%) pacijentkinja sa patoloskim nalazom PMN nije
nadena CA, dok je 35 pacijentkinja sa CA imalo normalan broj PMN. Dakle i ovde 10,8%
(57/526) trudnica moZemo da svrstamo u Claeysovu grupu sa idiopatskom leukorejom.

Medu trudnicama sa BV, 12,3% (n=12) je imalo povecan broj PMN, a bez CA i ove
pacijentkinje mozemo da definiSemo kao idiopatsku leukoreju. Podvlacimo da ne moZemo da
isklju¢imo druge moguée uzroke povecanog broja PMN (KOKE, BIFIDO i LEPTO forme, n.
gonorrhoeae, HPV, HSV).

Interesantna je hipoteza kojom Verstraelen i sar. [415] pokuSavaju da objasne povecan
broj PMN u grupi pacijentkinja sa “idiopatskom leukorejom”, po kojoj je to stanje poremecene
vaginalne flore u fazi izle¢enja, ali je dovelo do produzenog zapaljenjskog odgovora koji se na
mikroskopskom preparatu ocituje kao povecan broj PMN. Ovo bi se naravno, moglo dovesti u
vezu sa naSim ispitivanjem koje se odnosi na apoptozu PMN u razli¢itim stanjima vaginalne
flore kao 1 ¢injenicom da je u uslovima infekcije produzen zivotni vek PMN. Imaju¢i u vidu
uopsteno veoma kratak zivotni vek PMN, njegovo produZenje verovatno nije toliko da bi dalo
ovakvu mikroskopsku sliku. Kao jo§ jednu moguénost autori navode podatke koji ukazuju na

snaznu korelaciju izmedu broja vaginalnih PMN 1 infekcija gornjih partija genitalnog trakta,
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navodeci studiju Peipert i sar. [397] da prisustvo PMN u vaginalnom sekretu ima senzitivnost
od oko 78% u dijagnozi akutnih infekcija gornjeg genitalnog trakta, kao i da broj PMN na
NPVS predstavlja odlican marker subklinickog endometritisa sa senzitivnos¢u od 90,9% [97,
98]. Oni takode navode podatke da prisustvo vaginalnih PMN prethodi PP 1 da kao takvo moze
biti znak subklini¢ke intrauterine infekcije [99, 100]. Medutim, kako nemamo pouzdanih
podataka §ta je fizioloski, a Sta patoloski broj PMN u vaginalnom sekretu rezultate prethodno
citiranih ispitivanja moramo da prihvatimo s velikom rezervom.

Verstraelena i sar. [415] su nasli da pacijentkinje iz grupe I-PMN imaju oko 6,8 puta
vedi relativni (RR) rizik od PP. U naSem ispitivanju na osnovu pregleda preparat po Gramu na
tri razli¢ita mikroskopska uvecanja, dva kvantitativna metoda i pregledom NPVS, nismo nasli
da trudnice sa pove¢anim brojem PMN imaju veéi RR za PP. Na osnovu nasih rezultata (vidi
odeljak o BIFIDO formama), i BIFIDO forme bi mogle biti uzrok poveéanog broja PMN u
grupi pacijentkinja definisanoj kao idiopatska leukoreja, pre nego hipoteza koju navode autori.
Naravno, i druge bakterije, virusi i gljivice koje “ne vidimo” na mikroskopu mogli bi biti uzrok
ovakvoj mikroskopskoj slici. Verujemo da je prvi i najvazniji zadatak da se napravi konsenzus
0 jedinstvenoj metodologiji mikroskopskog pregleda preparata dok eventualno brzom
kompjuterskom analizom mikroskopskih nalaza kod velikog broja pacijentkinja ne stignemo
do preciznije granice izmedu normalnog 1 patoloSkog broja PMN.

Spearmanovim testom nismo nasli korelaciju izmedu duZine grli¢a materice 1 boja PMN
odredivanog semikvantitativnim ili kvantitativnim metodima. Drugim testovima (ANOVA 1
Tamhaneov post hoc test) pokazali smo da postoji statisticki zna¢ajna razlika u varijacijama
izmedu grupe PMNO 1 PMN3 (p<0,05) 1 duZine grlica materice na osnovu rezultata
mikroskopskog pregleda broja PMN na uveli¢anju x200. Pacijentkinje sa ve¢im brojem PMN

(PMN3) imale su kraci grli¢ materice.

U tabeli 3.8 (i Tabelama 1 i 2, Prilog 4) prikazani su rezultati Spearmanovog koeficijenta
korelacije. Ispitivana je medusobna povezanost procenta apoptoze, broja PMN odredivanog
semikvantitativnim metodom na razli¢itim mikroskopskim uvecéanjima, broja PMN

odredivanog s dva kvantitativna metoda, duZine grli¢a materice i ispitivanih citokina.
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Tabela 3.8: Sperman-ov koeficijent korelacije

. PMN PMN PMN PMNA (x PMNB .. .,
Parametri  * % APO (x 200) (x 400) (x 1000) g 106/ml( (xq106/ml) Duzina grli¢a
% p -0,218 -0,146 -0,102 -0,455 -0,097 -0,045
APO p - 0,001 0,033 0,136 0,001 0,155 0,510
n 217 215 215 217 217 217
Broj p -0,218 0,742 0,727 0,404 0,356 -0,094
PMN p 0,001 - 0,001 0,001 0,001 0,001 0,014
(x 200) n 217 691 691 226 681 678
Broj p -0,146 0,742 0,813 0,174 0,255 -0,058
PMN p 0,033 0,001 - 0,001 0,009 0,001 0,131
(x 400) n 215 691 691 224 676 673
Broj p -0,102 0,727 0,813 0,076 0,223 -0,096
PMN p 0,136 0,001 0,001 - 0,256 0,001 0,013
(x1000) n 215 691 691 224 676 673
QPMNA p -0,493 0,404 0,174 0,076 0,131 -0,106
(x 10%/ml) p 0,001 0,001 0,009 0,256 - 0,048 0,110
n 217 226 224 224 226 226
QPMNB p -0,097 0,356 0,255 0,223 0,131 -0,008
(x 10%/ml) p 0155 0,001 0,001 0,001 0,048 - 0,827
n 217 681 676 676 226 679
Duzina p -0,045 -0,094 -0,058 -0,096 -0,106 -0,008
arlica p 0,510 0,014 0,131 0,013 0,110 0,827 -
n 217 678 673 673 226 679

* p —koeficijent korelacije; p — verovatnoca; n — broj nalaza

Crvenim brojevima su oznacene i boldovane korelacije koje su pokazale staticku znacajnost
((p<0,01 1ili p<0,05) kao i vrednosti p faktora. Ocekivano najbolje rezultati su nadeni kod
semikvantitativnog poredenja mikroskopskih nalaza na razli¢itim uvecanjima x200, x400 i X
1000, dok su rezultati u odnosu na dve kvantitativne metode pokazali statistiCku znacajnost ali
slabiju korelaciju. Tako su vrednost p za broj PMN odredivan na razli¢itim uvecanjima
medusobno x200/x400, x200/x1000 i x400/x1000 bile 0,74, 0,73 10,81 (vidi tabelu). Ovi nalazi
potvrduju ranije pominjane 1 analizirane rezultate koji se odnose na medusobnu podudarnost
rezultata mikroskopskog pregleda. Treba primetiti da je semikvantitativna metoda na
mikroskopskom uvecanju x200 dala bolje rezultate u odnosu na druga dva mikroskopska
uvecanja (x400 1 x1000) kada se posmatra medusobno povezanost sa dve kvantitativne metode
(QPMN-A i QPMN-B).

Podatak koji nas je prili€no iznenadio odnosi se na broj PMN 1 koncentracije ispitivanih
citokina. Uprkos velikom broju razlicitih podela i grupa, odredivanja broja PMN sa tri
semikvantitativna 1 dva semikvantitativna metoda, kao i ¢injenicu da je u ispitivanje ukljuc¢eno
uspeli da nademo nikakvu povezanost izmedu broja PMN 1 bilo kog od ispitivanih citokina.

Tesko je shvatiti, gledajuci fotografije pacijentkinja iz grupa PMN3 i PMNO, da ne postoje
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nikakve statisti¢ke razlike u odnosu na ispitivane citokine. Kada smo govorili o broju PMN i
lokalnim koncentracijama citokina i tada smo naglasavali da nije poznato da li povecan broj
PMN, izazvan infekcijom i/ili zapaljenjem, dovodi do porasta citokina ili je obrnuto. Poznato
je da PMN koji su pristigli na mesto infekcije mogu da budu aktivisani drugim lokalno
proizvedenim citokinima dovode¢i da oslobadanja drugih medijatora zapaljenja i pokrecuci
tako citokinskim kaskadu. Eksperimentalni podaci na miSevima pokazali su nagomilavanje
makrofaga u stromi grli¢a pre porodaja, Sto ukazuje da migracija makrofaga moze imati vaznu
ulogu u sazrevaju grli¢a materice koji prethodi samom porodaju. Pove¢an broj makrofaga prati
povecanu produkciju proinflamatornih citokina od kojih su najznacajniji IL-1, IL-6, IL-8 i TNF-
o, dakle onih citokina za koja su dosadasnja ispitivanja pokazala da imaju najznacajniju ulogu
u etiopatogenezi PP udruzenog sa infekcijom [361-365]. Nekoliko studija pokazalo je
udruzenost i pozitivnu korelaciju velikog broja PMN i visokih koncentracija TNF-a, IL-1p i
IL-o u vaginalnom sekretu ispitivanih pacijentkinja [72, 261]. Poveéanje broja PMN i
makrofaga u grli¢u materice korelira sa pove¢anom produkcijom proinflamatornih citokina (IL-
1, IL-6, IL-8 i TNF-a) [361-365]. Kako smo kod najveceg broja pacijentkinja sa patoloskim
brojem PMN u naSem ispitivanju mikroskopski detektovali CA interesovalo nas je da li tu
mozemo naci neki odgovor na pitanja koje se odnose na naSe rezultate koji nisu nasli nikakvu
znacajniju povezanost ni sa ovom infekcijom i koncentracijama citokina, uprkos najnovijim
podacima koji ukazuju na znacaj INF-y, IL-12, IL-17 i IL-23 koji su takode bili deo naseg
spektra citokina.

Zato smo se odlucili da retrospektivno modifikujemo NP-6G sa ciljem da ona ne odrazava samo
odnos laktobacila i BVAB nego da se u ovakvu analizu uvede bar jedan od ometajucih faktora
u nasem ispitivanju (CA, KOKE, BIFIDO, LEPTO, PMN) i da proverimo kako bi takva
modifikacija uticala na koncentracije ispitivanih citokina. S obzirom na €injenicu da je smo kod
oko 1/3 ispitanica mikroskopskim pregledom na uvecanju x200 detektovali spore i hife gljivica
1 semikvantitativno procenili da imaju pove¢an broj PMN (PMN2, PMN3) odlucili smo se
modifikaciju u kojoj ¢e mikroskopska detekcija CA biti osnovni modifikujuéi faktor. Dalje, oko
80% mnasih pacijentkinja kod kojih je mikroskopski detektovana CA imale su 1 patoloski broj
PMN, tako da ovakva modifikacija odrazava moguci uticaj dva ometajuca faktora na dobijene
rezultate. Tako je od pacijentkinje sa nalazom NF i NM, formirana nova grupa (NF+NM), koja
je u zavisnosti od prisustva CA na mikroskopskom nalazu podeljene u dve nove grupe, sa ili
bez CA (NF+NM i NF+NM/CA). Po istom modelu je od pacijentkinja sa nalazom BVF i BVM

formirana jedna grupa, a zatim podeljena u dve u zavisnosti od prisustva CA na mikroskopskom
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pregledu (BVF+BVM i BVF+BVM/CA). Pacijentkinje iz grupe NN i BVN (hipocelularne)
takode smo spojili u jednu grupu i podelili na nove dve u zavisnosti od mikroskopske detekcije
CA (NN+BVN i NN+BVN/CA). U prilog ovakvoj modifikaciji ide i ¢injenica da Donders [214]
ukazuje na postojanje dva tipa bakterijske vaginoze od kojih prvu definise kao ,,BV u punom
cvatu“ (eng. Full blown BV) §to bi odgovaralo nasoj grupi BVF, a drugu kao parcijalnu ili
intermedijarnu BV, §to bi odgovaralo nasoj grupi BVM. Takode se treba prisetiti i podatka da
je kod oko polovine pacijentkinja sa BV detektovano prisustvo CA. Kao §to smo ve¢ opsirno
diskutovali nase grupe sa hipocelularnim nalazom (NN i BVN) su najproblemati¢nije kako u
dijagnostickom tako i u klinickom pristupu, zbog ¢ega smo ih u ovoj podeli transformisali u
jednu grupu, pre svega Sto smo prethodnim rezultatima pokazali da mikroskopski kriterijumi
nisu dovoljni da napravimo preciznu razliku izmedu ,,normalnog“ i ,,patoloskog®. Danas
mislimo da ovakva modifikovana NP-6Ga bolje odrazava stanje vaginalne flore u odnosu na
originalnu NP-6G, kao i u odnosu na postoje¢e (Nugent, Amsel, Ison/Hay, Claeys), koje
sustinski odrazavaju samo odnos laktobacila i BVAB, dok ova modifikovana NP-6G odrazava
prisustvo jednog (CA) odnosno dva (CA i PMN) ometajuceg faktora s obzirom da je 80%
pacijentkinja sa CA imalo i patoloski broj PMN. Medutim odustali smo od ovakve podele jer

ona jednostavno ne bi bila uporediva sa postojec¢im dijagnosti¢kim Kriterijumima.

U Tabeli 3.9 su prikazani rezultati dobijeni Kruskal-Wallisovom analizom varijanse (post hoc
Mann-Whitney U test; Tabela 6, Prilog 2) na osnovu modifikovane NP-6G, a statisti¢ki
znacajne razlike oznaene su crvenim slovima odnosno brojevima. Ve¢ na prvi pogled je jasno
da se rezultati koje smo dobili ovako modifikovanom NP-6G bitno razlikuju od onih dobijenih
u originalnoj NP-6G, i to kako u odnosu na koncentracije pojedinih citokina, tako i u odnosu
na broj PMN.

Tabela 3.9: Rezultati Kruskal-Wallis testa za modifikovanu i originalnu podelu NP-6G

QPMNA QPMNB  IL-12p70 IFN-y IL-17A IL-2 IL-10 IL-9 IL-22 IL-6 IL-13 IL-4 IL-5 IL-1p TNF-a

NP-6G x? 14,78 48,20 8,07 691 1399 10,81 9,20 2050 090 1658 11,14 14,67 7,38 32,53 842

(modifikovana)
0,011 0,000 0,152 0,227 0,016 0,055 0,101 0,001 0,970 0,005 0,049 0,012 0,194 0,000 0,135

IL12p70 IFNy IL17A IL2 IL-10 IL9 IL22 IL6 IL13 IL4 IL5 IL1p TNFa

NP-6G %2 18,518 12,890 5,641 3,638 3,721 10,417 5,108 12,093 2,307 2,478 4,192 18,984 8,386

(originalna) p 0,002 0,024 0,343 0,603 0,590 0,064 0,403 0,034 0,805 0,780 0,522 0,002 0,136
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Tako je statisticka znacajnost u obe podele nadena samo za IL-6 i IL-1p, a modifikacijom NP-
6G je ,,izgubljena“ znacajnost za IL-12 i INF-y, ali je zato nadena za 4 druga citokina, IL-17,
IL-4, IL-9 i IL-13. Pored toga modifikovanom podelom nadena je statistiCka znacajnost i za
obe kvantitativne metode za odredivanje broja PMN (QPMN-A i QPMN-B) (vidi Tabelu 6 u
Prilogu 2). Podatak da je modifikovanom podelom nadena statisti¢ka znacajnost u odnosu na
obe kvantitativne metode odredivanja broja PMN ukazuje da je nasa pretpostavka da ¢e pored

CA, PMN biti drugi ometajuci faktor, tacna.

S obzirom da je u ovakvoj modifikovanoj podeli CA bila odluc¢ujuci faktor u formiranju novih
grupa, ukaza¢emo na neke, po naSem misljenju, vazne Cinjenice. Prvo, detekcija spora ili hifa
gljivica na mikroskopskom preparatu po Gramu ne znaci da pacijentkinja ima infekciju CA jer
je poznato, a to su pokazale i nove molekularne studije, da CA predstavlja Cestog ¢lana
vaginalne flore i da je tu prisutna kao komensal. Takode je poznato da izolacija CA kulturom
ne znaci infekciju, zbog ¢ega neki autori veruju da je nalaz CA na mikroskopskom pregledu
(nativnom ili bojenom po Gramu) pre govori u prilog infekcije nego pozitivan nalaz kulture, jer
pozitivan mikroskopski nalaz govori u prilog ve¢em broju patogena. Simptomi pacijentkinje i
klinicki znaci infekcije takode su znaCajan deo skora u dijagnozi infekcije CA, ali je takode
poznato da odreden broj pacijentkinja sa infekcijom CA (na osnovu postoje¢ih dijagnostickih
kriterijuma) nema nikakvih simptoma (individualan prag osetljivosti za pecenje svrab), kao i
da klini¢ki nalaz moZe znacajno da se razlikuje (karakteristi¢an, gromuljiCast sirast sekret, ali
ili belicasta vodenasta sekrecija). Problem koji do sada nismo pominjali, a koji sustinski govori
o onome S§to smo mi u ovom radu definisali kao ometajuci faktori, je problem meSovitih
vaginalnih infekcija, ili preciznije re¢eno njihovog razlikovanja od koinfekcija. Rad Sobel i sar
[416] mozda na najbolji nacin definiSe i objasnjava postojece probleme, ali je jasno da na tom
polju postoji jo§ veliki broj problema, pogotovo ukoliko se osvrnemo na rezultate
molekularnobioloskih analiza vaginalnog mikrobima vagine. Koncept postojanja meSovitog
vaginitisa (MV) veoma je tesko definisati, a jo§ teze klinicki potvrditi. Sobel [416] ka
najjednostavniju definiciju navodi onu po kojoj bi to znacilo da su u vagini istovremeno prisutni
dva ili vise potencijalnih patogena, bez obzira na njihov pojedinacni klini¢ki znacaj. S obzirom
na Cinjenicu da se CA moze kulturom naci (kolonizacija) kod 10-15% zdravih pacijentkinja
ovakav pristup znacajno bi povecao ucestalost (epidemiolosku) meSovitih infekcija, a
iskljuc¢ivanjem nalaza kulture gljivica ovaj procenat bi bio znacajno nizi. Zato Sobel [416]
definiSe mesSoviti vaginitis kao prisustvo dva ili viSe patoloSkih procesa (ne patogena) koji

koegzistiraju u vagini i od kojih svaki dovodi do odredenih simptoma i klini¢ke slike. Suprotno
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ukoliko je samo jedan od patogena odgovoran za simptome onda se prisustvo drugih moze
ignorisati jer se u takvim slucajevima radi o koinfekciji. Tako autor navodi primer da je malo
verovatno da CA uzrokuje neprijatan miris iz vagine, ali da kod takve pacijentkinje kulturom
moze biti izolovana CA $to ne znaci da kod takve pacijentkinje treba sprovesti i antimikoti¢nu
terapiju, nego treba leéiti uzrok neprijatnog mirisa koji je naj¢e$¢e BV ili Trichomonas
vaginalis. S druge strane pacijentkinja sa BV kod koje kulturom ili molekularnim tehnikama
detektujemo prisustvo C. trachomatis ili N. gonorrhoeae potrebno je leciti, jer kao §to je
poznato 2/3 infekcija C. Trachomatis proti¢e bez simptoma. Medutim, jasno je koliko samo
podatak da oko 50% pacijentkinja sa BV nema simptome komplikuje pokuSaje da razlu¢imo
mesovite infekcije od koinfekcija samo kod pacijentkinja sa BV i CA. Ako tome pridodamo
poremecaj vaginalne flore koje je Donders definisao kao aerobni vaginitis i koji se karakterise
mikroskopskim nalazom velikog broja PMN (Sto je i karakteristika vaginalne kandidoze), a pri
tome su vrednosti pH preko 4,5 (Sto je karakteristika BV) onda su pokusSaji da razlu¢imo
mesovitu infekciju od koinfekcije jos tezi [417, 418]. Po nasem misljenju mozda bi korektnija
podela bila na endogene i egzogene vaginalne infekcije, mada je sam naziv na neki nacin
zastareo i nerado se navodi u literaturi. Tako bi egzogene infekcije podrazumevale prisustvo
mikroorganizama za koje je pokazano da nisu (povremeni ili stalni) ¢lanovi vaginalnog
mikrobioma i podrazumevali bi infekcije mikroorganizmima kao §to su T. vaginali, C.
Trachomatis, N. gonorrhoeae, HSV, HPV itd., odnosno svi oni mikroorganizmi (bakterije,
virusi, gljivice, paraziti) za koje dosadasnje ili budu¢e molekularnobioloske analize pokazu da
ne pripadaju vaginalnom mikrobiomu. S druge strane endogene infekcije nastaju kada dode do
poremecaja u broju i odnosu pojedinih ¢lanova u vaginalnom mikrobiomu. tako bi porast u
broju nekih komensala kao $to je C. albicans doveo bi do vaginalne kandidoze, porast u broju
G. vaginalis i drugih BVAB doveo bi do nastanaka BV, a porast broja koka do nastanka
aerobnog vaginitisa. NajlakSe je to razumeti ukoliko pogledamo grafikone preuzete iz rada
Shiptsyne i sar. [179] u kojoj je kvantifikovano prisustvo pojedinih ¢lanova vaginalne flore.
prvo Sto treba uocCiti da je ,,spisak" razliCitih bakterija gotovo identiCan za sva tri navedena
poremecaja vaginalne flore, a ono S$to ih razlikuje jeste odnos laktobacila (na grafikonima
crvena, tamno plava i zelena boja) i BVAB (na grafikonima ljubicasta, svetlije nijanse plave i
druge boje). Dakle sustinski dolazi samo do promene broja (kvantitativni diverzitet) ¢lanova
vaginalnog mikrobioma, a svi se oni gotovo uvek mogu detektovati (kvalitativni diverzitet) i
kod pacijentkinja sa normalnim nalazom 1 kod pacijentkinja sa BV. Medutim ono §to po nasSem
misljenju nedostaje ovakvoj jednoj studiji, odnosno krugovima na grafikonima jeste prisustvo

I kvantifikacija CA ili broja PMN, bez obzira na ¢injenicu da je ova studija primarno imala za
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cilj da ispita vrednost molekularnih metoda u dijagnozi BV. U studiju su uklju¢ene su 163 Zene
90 bez i 73 sa simptomima vaginalnih infekcija 1 to kako autori navode pojacan sekret, svrab,
peckanje 1 dizurija. Dijagnoza BV postavljana je na osnovu Amselovih dijagnostickih
kriterijuma na osnovu kojih je kod 73 pacijentkinje postavljena dijagnoza BV, 11 je imalo
intermedijaran nalaz na osnovu mikroskopskog nalaza nativnog preparata (dakle ne radi se o
Nugentovoj intermedijarnoj grupi), a 79 pacijentkinja su bile zdrave. lako bi neki od pomenutih
simptoma govorili u prilog infekciji CA, autori nigde ne navode da li je i kako isklju¢ena
infekcija CA. S obzirom na rezultate koje smo mi dobili u nasem ispitivanju, kao i rezultate
epidemioloskih studija, smatramo da je nemoguce da bar 10-20% od ove 163 pacijentkinje nije
imalo infekciju ili koinfekciju CA, a sli¢an komentar odnosio bi se i na normalan i patoloski
broj PMN. S obzirom da rezultati naseg ispitivanja nedvosmisleno ukazuju da je CA u najvec¢em
broju sluc¢ajeva uzrok pove¢anom broju PMN, mislimo da bi svaka buduca studija koja se bavi
vaginalnim mikrobiomom morala kao obavezan deo da ima prajmere za detekciju CA i
semikvantitativnu procenu broja PMN, jer bi na taj nacin mogli preciznije da tumac¢imo
dobijene rezultate. Cak i ukoliko nam je cilj da procenimo samo odnos laktobacila i BVAB i
ispitamo moguénost molekularne dijagnoze BV, treba imati u vidu da i neka druga stanja kao
Sto su infekcija trihomonas vaginalisom ili aerobni vaginitis takode daju isti kvantitativni odnos
izmedu laktobacila i BVAB. Dakle sasvim je mogue da na osnovu rezultata
molekularnobioloskih analiza postavimo dijagnozu BV, a da pacijentkinja ima infekciju
trihomonasom ili aerobni vaginitis, a u pomenutom radu nije dakle isklju¢ena ni moguénost
postojanja jednog od dva entiteta. Takode da je u pomenutom radu na primer kvantitativno
procenjivan broj PMN i koreliran sa dobijenim rezultatima kvantifikativnog PCR mogli bi da
donesemo mnogo pogreSnih zakljucaka o uticaju odredenih bakterijskih sojeva na broj PMN,
zato Sto nismo iskljucili prisustvo CA, infekcije trihomonasom ili aerobnog vaginitisa, dakle tri
vaginalne infekcije ¢ija je jedna od osnovnih i zajednickih karakteristika pove¢an broj PMN.
Na kraju, mi smo u ovom radu nekoliko puta naveli podatak da je oko 50% naSih pacijentkinja
sa BV imalo meSovitu infekciju ili koinfekciju CA. Medutim nismo sigurni da niSta manje nije

ispravno da smo rekli suprotno, da je oko 50%
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m Lactobecilles orispetes [43,2%)

B Druge wrste Lactobecilles [5,43%)

B Garnarells Vaginalis [7,2%)

= Atopobiom Vaginese [0,6%)

= Eggerethells [0,0013%)

¥ Prevotells [(0,2%)

= BYAR 1 [002%)

w BWAR 2 [(0)01%)

B Finguilids mesgne [(0,1% )

B Megesphers tip 1 [0,2%)

" Megesphers tip 2 [07%)

W Sresthis sanguinalis (D, 1%}

! Leptotrichiés asmndond [D,13%)

EVAE TR [D002%)

" Mobiluncuws [0B02% )
Druge ne-Lactobecilles wste [4,83%)

Intermediarni

B Lsctobacillus Inners [38,1%)
8 Lactobedcilles orispetus [43,23%)
B Druge wrste Lactobecilles [5,4%)
® Garnerells Vaginalic [7,2%)
u Atopobiem Vaginee [06%)
B Egzerethells [0,0:01%)
¥ Prevotells [0,2%)
= BVAR 1 [D02%)
= BVAB 2 (D013}
¥ Fingulida magna [D,1%)
¥ Megesphers tip 1 [0,2%)
" Meg=sphera tip 2 [03)
# Sreathis sanguinalis [0,13%)
" Leptotrichis amndcna [0,13%)
EVAE TRAT D 0023% )
® Maobilunows [ 0802 %)

8 Lsctobecilles Innvers [38,1%)

B Lactobecilles crispetes [43,2%)

¥ Druge wste Lacbobacilles [5,43%)

B Garnarells Vaginalis [7,2%)

B Atopobiem Veginese [0,6%)

8 Eggerethedls [0,0013%)

B Prevotells [0,2%)

= BYAR 1 [002%)

» BVAB 2 [D01%)

B Finguiida megna [, 13%)

= Megzsphera tip 1 [0,23%)

" Megzsphers tip 2 [03)

» Sreathis sanguinalis [0,13%)

» Leprotrichis smndond (0,13}
BVAE ThT [0, 0023}

w Mobilunouws 0,002 3% )
Druge ne-Lactobecilles wste [4,8%)

Slika 3.25: Preuzeto iz rada Shiptsyne i sar. referenca 179
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pacijentkinja kod kojih smo mikroskopski detektovali CA imalo i BV. Dakle mi ne znamo Sta
je u konkretnom sluc¢aju bio okida¢ za promene u vaginalnoj flori CA ili BVAB. Podseticemo
da smo u ovom ispitivanju pokusali da na osnovu mikroskopskog nalaza semikvantitativno
razlikujemo tri oblika infekcije CA i da te rezultate uporedimo sa brojem PMN, i da nismo
uspeli da nademo takvu korelaciju. Pitanje na koje i sada nemamo odgovor jeste da li je u nekim
slu¢ajevima gde smo detektovali svega nekoliko spora i hifa gljivica to razlog velikog broja
PMN ili su razlozi drugi, a nama za sada nepoznati. Bilo kako bilo modifikacija NP-6G
nedvosmisleno je potvrdila da CA i PMN mogu znacajno uticati na rezultate koji se odnose na
koncentracije ispitivanih citokina. Podatak da je ovakvom podelom, u kojoj je CA osnovni
faktor modifikacije, pokazana statistiCka znacajnost za 4 druga citokina, IL-17, IL-4, IL-9 i IL-
13, mogli bi povezati sa znacajem ovih citokina u etiopatogenetskim zbivanjima vezanim za
vaginalnu kandidozu. Na primeru vaginalne kandidoze pokuSacemo da ukazemo na svu
komplikovanost odnosa i teSkoc¢e u tumacenju dobijenih rezultata kao i na Cinjenicu da broj i
vrsta mikroorganizama nisu faktor koji odlucujuce uti¢e na koncentracije citokina u
cervikalnom sekretu, nego da tu verovatno znacajniju ulogu igraju ne samo imunske nego i
epitelne ¢éelije (EC) domacina. Jo§ uvek ni za CA, a ni veéinu drugih komensalnih organizama,
nemamo objasnjenje kako ih domacin nekada prepoznaje kao komensale a u drugim uslovima
kao patogene, Sto je verovatno jedno od najvaznijih pitanja u buducim istrazivanjima.
Dosadasnja istraZivanja uglavnom su se bavila odgovorom imunskih ¢elija (PMN, makrofaga,
dendritskih ¢elija itd.) na CA, ali poslednjih godina se sve vise isti¢e znaaj EC u odbrani od
ovog patogena. Prepoznavanje patogena od strane ¢elija domacina dovodi do oslobadanja
odgovarajueg spektra citokina. Dok je za mijeloidne celije ovaj spektar relativno dobro
proucen i ukljucuje oslobadanje IL-12, IL- 1B, TNFa zajedno sa drugim proinflamatornim
citokinima [419], dok se o ulozi EC mnogo manje zna. Ipak mozemo reéi da inficirane EC
takode produkuju proinflamatorne citokine i hemokine [420, 421] kao §to su IL-1a/B, IL-6, G-
CSF, GM-CSF, TNFaq, IL-8 i druge, ali EC ne produkuju IL-12, IFNy, IL-4 ili 1L-13. Kakvi su
direktni efekti ovih citokina ostaje nejasno, ali se zna da oni deluju na limfoidne i mijeloidne
¢elije dovode¢i do njihove aktivacije i regrutacije sa ciljem da se poveéa njihov broj u
mukoznim povrS§inama i tako zastite od patogena. Veliki zna¢aj PMN u infekciji CA potvrden
je velikim brojem eksperimentalnih i klini¢kih podataka na razli¢itim Zivotinjskim modelima i
mukoznim povrSinama, a to su pokazali i rezultati naseg ispitivanja kada je u pitanju broj PMN
i detekcija CA [422], i jedan od prakti¢nih zaklju¢aka naSeg ispitivanja je da uvek kada na
mikroskopskom preparatu vidimo poveéan broj PMN moramo pazljivo i dugo tragati za

sporama i hifama gljivica. Studija Fidela i sar.[390] u kojoj je zdravim Zenama inokulisana CA
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ukazala je na postojanja dva tipa protekcije od CA, jedan asimptomatski u kome ne dolazi do
nikakvog inflamatornog odgovora, i drugi simptomatski u kome dolazi do snaznog
inflamatornog odgovora koji se primarno odlikuje velikim brojem PMN 1 klasi¢nim
simptomima zapaljenja, crvenilom, otokom bolom. Ista studija je pokazala da te¢nost dobijana
lavazom iz vagine simptomatskih pacijentkinja u in vitro uslovima dovodi do migracije PMN,
dok migracija PMN izostaje u vaginalnom ispirku asimptomatskih pacijentkinja. U ovoj studiji
autori su pokazali da vaginalni pH, faza menstruacionog ciklusa, bakterijska flora u vreme
inokulacije, kao ni koncentracija inokulisane CA nisu imali uticaja na razvoj simptomatske ili
asimptomatske infekcije, pri ¢emu se naravno ne moze iskljuciti moguénost da virulentnost CA
zavisi od drugih uslova u vaginalnoj sredini. Kao interesantne autori navode tri pacijentkinje
koji su imale klini¢ke simptome ali ni kulturom ni pregledom mikroskopskog preparata sa 10%
KOH nije detektovano prisustvo CA zbog Cega u istoj studiji nisu smatrane inficiranim, ali
autori ne iskljucuju moguénost da se kod odredenog broja Zena i ovako male 1 kulturom
nedetektabilno prisustvo CA moze dovesti do simptoma, a kao drugu moguénost navode neke
druge poremecaje vaginalne flore koji su uzrok simptoma pacijentkinje. Jo§ jedan vazan
zaklju€ak ove studije jeste da koncentracija patogena sama po sebi nije prediktivna za nastanak
infekcije. Ovi rezultati objaSnjavaju mikroskopske nalaze pacijentkinja kod kojih smo videli
veliki broj PMN, a kod kojih smo detektovali prisustvo malog broja spora ili hifa gljivica,
pitajuci se da li je moguce da tako mali broj spora bude uzrok tako velikom broju PMN. U ovu
grupu svakako spadaju i pacijentkinje sa velikim brojem PMN kod kojih mikroskopski nismo
detektovali prisustvo spora ili hifa gljivica, a i one kod kojih smo detektovali spore i hife
gljivica, ali kod kojih je broj PMN bio normalan (51/249). Ispitujuci razloge zbog kojih ispirak
iz vagine simptomatskih pacijentkinja dovodi do hemotaksije PMN, autori navod da CA sama
ne uzrokuje hemotaksu PMN, ali naravno ne iskljuuju moguénost da interakcija CA i EC
domacdina moze biti razlog migracije PMN. Kod asimptomatske pacijentkinje kod kojih je
detektovano prisustvo CA nije dolazilo do infiltracije PMN. Dakle nedvosmisleno je da PMN
igraju veoma vaznu ulogu kod pacijentkinja sa simptomatskom vaginalnom kandidozom, ali je
logicno da 1 drugi faktori kao S§to su citokini i imunomodulatorne supstance zajedno ili
nezavisno od PMN imaju uc¢esca u nastanku zapaljenskog procesa i simptomima pacijentkinja.
Zato autori navode i podatke svojih preliminarnih ispitivanjima vaginalne te¢nosti pre i posle
inokulacije CA 1 zakljucuju da su u vaginalnom ispirku detektovani razli¢iti citokini i
imunomodulatori ali da nisu mogli da utvrde ni jedan obrazac koji bi govorio u prilog zastite ili
povecana osetljivosti na infekciju CA, kao ni za BV. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima

koje smo mi dobili u nasem ispitivanju a koji se odnose na koncentracije citokina i razliite
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mikroskopske nalaze vaginalne flore ili broj PMN. Tako je i ova studija potvrdila da broj
bakterija i/ili broj PMN ne koreliraju po jednostavnom matematiCkom modelu sa
koncentracijama citokina ili razli¢itih imunomodulatornih supstanci, nego da su one rezultanta
velikog broja faktora od kojih neki indukuju a drugi inhibiraju produkciju odredenog citokina.
Na osnovu iznesenih ¢injenica jasno je sa koliko opreznosti i kriticnosti moramo tumaciti
rezultate koji se odnose na koncentracije pojedinih citokina u ovakvim ispitivanjima. Ako se
sada prisetimo Cinjenica o kojima smo govorili u uvodu ovog rada a koji se odnose na podatke
koji jasno ukazuju kako bakterije u svojoj invaziji napadaju neke klju¢ne odbrambene celijske
mehanizme sa ciljem da preuzmu potpunu kontrolu nad njima ili da ih iskljuce iz funkcije.
Takode, meta njihovog napada gotovo nikada nije jedan, nego, viSe untarcelijskih mehanizama
koji predstavljaju za njih potencijalnu opasnost, ali koji bi mogli da po¢nu da funkcionisu u
njihovu korist [423]. Od mnogobrojnih i nau¢no dobro dokumentovanih “ratnih strategija” koje
primenjuju razli¢iti mikroorganizmi ovde ¢emo navesti samo one naj¢es$¢e. Gotovo na svakom
delu imunskog odgovora domacéina mikroorganizmi imaju strategiju za izbegavanje imunskog
odgovora domacina, dakle od samog ulaska kada produkuju razli¢ite modulatore i toksine,
preko modulacije receptora na svojoj povrsini 1 uticaja na receptore na imunskim celijama
domacina koji prepoznaju patogene, smanjuju ekspresiju MHC i MHC Il molekula, uticaja na
antigen prezentujuce Celije, citotoksic¢ne i NK c¢elije [424, 425]. Modulacija vezikularnog
saobracaja unutar Celija domacina, odnosno strategije stvaranja nisa (vakuola) unutar celije
domacina koji ih Stite od humoralnog imuniteta i ¢elijskih imunskih mehanizama. Ove niSe
neke od bakterija formiraju unutar makrofaga i PMN, koji kao §to znamo imaju osnovnu
funkciju da ih ubiju [426, 427].

Takode oni ispoljavaju inhibitorne uticaje na regrutaciju PMN, i njihovu fagocitozu i druge
odbrambene funkcije, inhibitorni uticaj na makrofage i funkcije komplementa, uticaj na
produkciju proinflamatornih, antiinflamatornih citokina i hemokina, blokira inflamatorni i
aktivira alternativne puteve, blokira ili pojacava TLR signale ili izbegava prepoznavanje od
strane TLR i NOD receptora [428, 429]. Utice na apoptozu i autofagiju dovodec¢i do njihove
inhibicije ili akceleracije, aktivirajuéi ili remeteci apoptoti¢ne signalne puteve [430, 431].
Odlaganje apoptoze kao Sto smo pomenuli je jedan od najvaznijih faktora u nastanku hroni¢nih
inflamatornih bolesti (najve¢i broj autora smatra da PP predstavlja hroni¢ni inflamatorni
dogadaj). Zbog toga ¢emo u narednom delu diskusije prikazati nase rezultate koji se odnose na

vijabilnost i apoptozu PMN u ovom ispitivanju.
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3.3.3 APOPTOZA I VIJABILNOST VAGINALNIH POLIMORFONUKLEARA
Da bi od blast ¢elije nastao zreli neutrofil potrebno je oko 15 dana, dok je njihovo

prezivljavanje manje od jednog dana (6-18h). Od svih ¢elija imunskog sistema neutrofili imaju
najkraci vek Sto proizilazi iz ¢injenice da u fizioloskim uslovima neutrofili podlezu apoptozi.
Nove vremenske razlike u ,,radanju® i ,,umiranju” PMN lezi u ¢injenici da neutrofili u sebi nose
razli¢ite supstance koje su neophodne u borbi protiv razli¢itih patogena, ali koje ukoliko se
nekontrolisano oslobadaju mogu biti potencijalno opasan po Zzivot ili dovesti do razli¢itih
oboljenja. Dakle, proces u kojem PMN prirodno prolaze svoj zivotni ciklus, bez potrebe da se
generisu dodatni signali za ¢elijsku smrt, ima za cilj da zastiti domacina od moguénosti da veliki
broj aktiviranih ¢elija perzistira u cirkulaciji u duzem vremenskom periodu. Zbog kratkog polu-
zivota cirkulisuéih neutrofila kostana srzi mora da oslobodi oko 5x10%° neutrofila dnevno
potrebnih za efikasnu zastitu od infekcije. Za razliku od kratkog poluzivota cirkuliSu¢ih
neutrofila, neutrofili regrutovani u tkiva imaju mnogo duzi opstanak , jer tamo izbegavaju
posledi¢ni apoptoti¢ni put. lako ne znamo precizan odgovor na pitanje koliko PMN mogu da
prezive u tkivima (nekoliko dana), ono $to svakako znamo jeste da to u najve¢oj meri zavisi od
uslova lokalne sredine, odnosno balansa izmedu proapoptoti¢nih i antiapoptoti¢nih faktora i
naravno samog patogena. U in vitro uslovima PMN mogu preziveti nekoliko dana ukoliko su
izloZeni npr. proinflamatornim citokinima tako da nije nerazumno da se sli¢no desava i u in
vivo uslovima. citokini i mnoge druge supstance mogu dovesti do odlaganja, ali ne i sprecavanja
apoptoze PMN. Takvi faktori usporavaju, ali ne spreavaju apoptozu i neutrofili ¢e konac¢no
postati apoptoti¢ni, a naknadno uklonjena sa mesta od strane makrofaga tkiva ili drugih
fagocitnih éelija. Citav ovaj aktivni i stoga kontrolisani proces kontrolisane smrti i uklanjanja
neutrofila naziva se rezolucija inflamacije i predstavlja jedan od najvaznijih homeostatskih
mehanizama. Apoptotiéni neutrofili nemaju sposobnost hemotaksija, degranulacije,
adherencija, fagocitoza ili aktivacija respiratornog praska, a ekspresija mnogih povrsinskih
¢elijskih receptora zna¢ajno je smanjena. Na ovaj na¢in plazmatska membrana ostaje netaknuta
i deluje kao propustljiva barijera sprecavajuci izlazak potencijalno opasnih sadrzaja iz
neutrofila, dok u slu¢aju nekroze dolazi do rupture plazmatske membrane, oslobadanja sadrzaja
i oStecenja lokalnog tkiva. Dakle, apoptoza neutrofila pracena njihovom fagocitozom od strane
makrofaga i fibroblasta osigurava mehanizam za bezbedno uklanjanje neutrofila sa mesta upale
¢ime se umanjuje rizik od osStecenja tkiva. U uslovima infekcije dolazi do povecanog broja
PMN, ali i ometanja normalnog apoptoticnog puta sa ciljem da se produzi prezivljavanje PMN

i tako efikasnije savlada infekcija. Zbog toga je jedan od ciljeva ovog ispitivanja bio da
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proverimo u kakvom su odnosu ukupan broj vaginalnin PMN odredivan kvantitativnim i

semikvantitativnim metodama u odnosu na njihovu vijabilnost i apoptozu.

Odmah na pocetku ukaza¢emo na veoma bitne metodoloske razlike koja ne smemo
zaboraviti kada se analiziraju rezultati koji se odnose na broj i apoptozu vaginalnih PMN. Tako
smo za kvantifikativnu metodu A (QPMN-A) uzorak dobijali posle ispiranja vagine sa oko 20
ml fizioloskog rastvora, dok je za kvantitativnu metodu B (QPMN-B) uziman bris sa bo¢nog
vaginalnog zida i stavljan u 1 ml fizioloskog rastvora, dok je za semikvantitativne metode
uzorak uziman sa bo¢nog vaginalnog zida razmazivan na mikroskopsku ploc¢icu i bojen po
Gramu. Dakle u prvom slu¢aju uzorak je uziman sa mnogo vece povrsine, a s druge strane i deo
PMN iz grli¢a materice verovatno ulazi u ukupna broj PMN. Ako opet znamo da su pojedini
autori nasli znac¢ajno razlicit broj PMN u uzorcima iz intoitusa, sredine ili forniksa vagine onda
je jasno koliko ove metodoloske razlike mogu bitno uticati na rezultate ispitivanja. S obzirom
da su vijabilnost i apoptoza PMN odredivani iz uzorka koji je dobijen ispiranjem vagine,
logi¢no je bilo da najbolje rezultate. Celije su brojane u 1% rastvoru Turka, a ukupan broj
vijabilnih ¢elija je odreden pomocu rastvora Tripan plavog. 1z Tabele 3.10 se vidi da je postala
izrazito velika heterogenost u broju kako ukupnih tako i vijabilnih polimorfonukleara, koja je
jednim delom verovatno uzrokovana i samom metodologijom. Naime, jasno je da u vaginu
mozemo ubaciti tacnu koli¢inu fizioloskog rastvora, ali je takode jasno da koli¢ina aspiriranog
sadrZaja ne mozZe biti ista za sve pacijentkinje, kao 1 da to mozZe uticati na kona¢an broj PMN.

Tabela 3.10: Vrednosti ukupnog broja PMN i broja vijabilnih PMN u vaginalnom ispirku trudnica
Srednja  Standardna

o Min  Max
vrednost  devijacija
ukupan broj PMN (x 109) 217 41.8 160.2 0.2 1770.0
ukupan broj vijabilnin PMN (x 10%) 217 39.2 153.2 0.2 17258

U okviru ispitivanja apoptoze vaginalnih polimorfonukleara, prvi cilj je bio uvodenje
najjednostavnije i najpouzdanije metode za detekciju i kvantifikaciju apoptoze. Primenjene su
slede¢e metode: morfoloSka analiza ¢elija u suspenziji nakon bojenja 1% rastvorom Turka,
detekcija celija sa hipodiploidnim jedrima nakon bojenja permeabilizovanih celija sa
propidijum jodidom i dodatnom morfoloSkom analizom na konfoklanom mikroskopu, detekcija
apoptoti¢nih / sekundarno nekroti¢nih ¢elija nakon bojenja sa Aneksin-FITC-om i propidijum
jodidom. Rezultati ispitivanja su prikazani na Grafikonu 3.34 i Slici 3.26.

Sve tri metode su pokazale veoma kompatibilne rezultate. Ukupan procenat apoptoticnih celija

je bio nesto veéi primenom Aneksin-FITC/propidijum jodid metode, a ukupan procenat
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apoptoze nesto manji primenom hipodiploidnog kriterijuma, u odnosu na morfolosku metodu.
Zbog toga je u narednom ispitivanju morfoloska metoda odabrana kao pouzdana, najjeftinija i

najpouzdanija za kvantifikaciju apoptoze.

>
W

a0 ,
4000 42.60AJ
S 50- |
‘o £ 3000
= S
; 40+ 2000 4 ,l
S 1000 o]  — ’|
i N e A"}
S iy o' @ @
:§ 20+ ‘FL'.'Log‘H ! Pli
B
2 b e '
104
g ] 24.5%
°\° 0- (,:,: 600 4
a b Cc d * 400
200 J ———
0 P e
Tid 10! 10° 16
C FL2 Log: 1 Pl
C
- wo] 2.6%
3
' e ::i-woo-
S o > .. . -
' 5 o e 500
ém i o % .' AY . 1 10! "7 Plur"
3 i : . . FL2Log: Pt
Pl | o d
2500 4 l
o] 9.4%
::‘:r()().
3
"
1000 4
500 4
o Lite ) T T ,-\‘
= 0 1 2 3
Annexin-FITC 1 o "rPI By

Grafikon 3.34: Metode proucavanja apoptoze vaginalnih PMF. A) Prikaz rezultata morfoloske analize
apoptoze PMF obojenih 1% Turk-a za €etiri razli¢ita uzorka (a-d). Procenti apoptoti¢nih PMF su dobijeni
an osnovu najmanje 500 ¢elija iz svakog uzorka. B) Prikaz rezultata apoptoze dobijene analizom
hipodiploidnog nukleusa pomocu protocne citopmetrije za ista 4 uzorka (a-d). C) Reprezentativan tackasti
dijagram iz analize apoptoze PMF obojenih Aneksin/FITC-PI metode, na proto¢noj citometriji
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Slika 3.26: Analiza apoptoze vaginalnih PMF pomoc¢u konfoklane mikroskopije. PMF dobijeni iz vaginalnih
ispiraka su sakupljeni i obojeni pomoc¢u direktno konjugovanog antitela anti-CD45-FITC kako je opisano u
poglavlju Materijal i Metode. Nakon toga, jedro cCelija je obojeno pomo¢u propidijum jodida, nakon ¢ega je
analiziran morfoloski izgled A) Vijabilnih PMF i B) apoptoti¢nih PMF.

MorfoloSkom metodom je pokazano da je od ukupno analiziranih 217 uzoraka procenat

apoptoze iznosio 12.7% + 10.1 (opseg 0-65).

S obzirom da najbolju korelaciju ocfekujemo izmedu ukupnog broja vaginalnih
polimorfonukleara na osnovu QPMN-A i procenta apoptoze ovih ¢elija ove rezultate ¢emo
detaljnije prikazati. U statisti¢koj analizi kori$¢en je Spermanov koeficijent korelacije i kako je
to prikazano u Grafikonu uocava se statisti¢ki znacajna negativna korelacija (r= -0.493;

p<0.001) izmedu broja PMN odredivanog QPMN-A i procenta apoptoze PMN.
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Grafikon 3.35: Korelacija izmedu ukupnog broja vaginalnih polimorfonukleara (PMN) i procenta apoptoze
ovih ¢elija. Netransformisani podaci su korelirani pomoéu Spearman-ovog testa, a na grafiku su
predstavljeni u logaritamskim odnosima (log10) radi jasnijeg uo¢avanja fenomena.

Jo§ izraZenija negativna korelacija je dobijena kada je uporedivan ukupan broj vijabilnih

vaginalnih polimorfonukleara sa stepenom apoptoze ovih ¢elija (r=-0.5378, p<0.001) (Grafikon
3.36).
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Grafikon 3.36: Korelacija izmedu broja vijabilnih vaginalnih polimorfonukleara (PMN) i procenta
apoptoze ovih ¢elija. Netransformisani podaci su korelirani pomoéu Spearman-ovog testa, a na grafiku su
predstavljeni u logaritamskim odnosima (log10) radi jasnijeg uo¢avanja fenomena.
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U Tabeli 3.8 su zbirno prikazani rezultati koji se odnose i na drugu kvantitativhu metodu
(QPMN-B) kao i za tri semikvantitativne metode na razli¢itim mikroskopskim uvecanjima.

Iz tabele se jasno vidi da je naSa pretpostavka potvrdena i da su najbolji rezultati dobijeni za
QPMN-A. Medutim, ono S$to nam se ¢ini znacajnim jeste podatak koji se odnosi na broj PMN
i druge metode odredivanja PMN koje smo koristili u ovom ispitivanju. Tako druga
kvantitativna metoda QPMN-B nije pokazala statisti¢ku zna¢ajnost (p=155) u odnosu na stepen
apoptoze vaginalnih PMN. Rezultati dobijeni za tri semikvantitativne metode na razli¢itim
mikroskopskim uvecanjima samo potvrduju nasSu pretpostavku pregledom vece povrSine
mikroskopskog preparata (manje uvecanje) preciznije procenjujemo broj PMN. Tako na
uvecanju x1000 nije nadena znacajnost (p>0,05) izmedu broja PMN i stepena apoptoze, na
uvecanju x 400 nadena je statistiCka zna¢ajnost (p=0,033) ali slabija u odnosu na onu koja je
nadena na uvecanju X200 (p=0,001). Na osnovu ovih rezultata mogli bi smo zakljuéiti da
mikroskopsko odredivanje broja PMN na uveéanju X100 predstavlja bolju i precizniju metodu
u odredivanju broja PMN u odnosu na QPMN-B, i semikvantitativne metode na uvecanjima
x200 1 X400 ukoliko u konkretnom sluc¢aju QPMN-A i procenat apoptoze shvatimo kao ,,zlatni
standard* .

Odnos broja PMN i stepena apoptoze vaginalnih PMN ispitivali smo i primenom jos§
dva statisticka testa ANOVE i t-testa. Primenom ANOVA i Tamhaneov post hoc test pokazali
su da postoji statistiCki znacajna razlika (p<0,05) izmedu stepena apoptoze i
semikvantitativnog odredivanja broja PMN uveli¢anju x200, x400 i x1000, a Tamhaneov post

hoc analizom utvrdeno je da za stepen apoptoze postoji znacajna razlika izmedu grupe PMNO i
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Slika 3.27: Procenat apoptoze u odnosu na broj PMN na uveéanju x200
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PMN2 (uvelicanja x200 1 x1000) i PMNO i PMN3 (uvelicanje x400) (p<0,05). Trudnice sa
manjim brojem PMN imale su veéi procenat apoptoze.

Kao $to je prethodno objasnjeno, trudnice iz grupa PMNO i PMNI su trudnice sa
normalnim brojem PMN (grupa PMNO+PMN1), dok su trudnice PMN2 i PMN3 s patoloSkim
brojem PMN (grupa PMN2+PMN3). Ovakvom podelom trudnica u dve grupe (zdrave/bolesne)
na osnovu semikvantitativnog nalaz na razli¢itim mikroskopskim uveéanjima ispitivali smo da
li postoji statisticki znacajna razlika u odnosu na stepen apoptoze i kvantitativno odredivanje
broja PMN (t-test, Levantovo test). Pregledom mikroskopskog preparata na uvec¢anju X1000
i X400 nadena je statistiCka znacajnost samo u odnosu na QPMN-B (p=0,005), ali ne i za
QPMN-Q i stepen apoptoze vaginalnih PMN. Odredivanje broja PMN na uvecanju X200 dalo
je statisticku znacajnost u odnosu na procenata apoptoze (p=0,005), QPMN-A (p=0,036) i
QPMN-B (p=0,001). Ovi rezultati su jo$ jedna indirektna potvrda da odredivanje broja PMN
na uvecanju x200 daje mnogo bolje rezultate u odnosu na uveéanja X400 i X1000. I ovim
statistickim postupkom pokazano je da su pacijentkinje sa manjim brojem PMN (zdrave) imale
su veci stepen apoptoze (13,78+10,86) u odnosu na pacijentkinje sa patoloskim brojem PMN
(10,02+7,95). Tri razlicita statistika postupka potvrdila su da su pacijentkinje sa veéim brojem
PMN imale manji procenat apoptoze $to je u skladu sa poznatim ¢injenicama da u uslovima
infekcije/zapaljenja dolazi ne samo do povecanja broja PMN nego i1 produzenja njihovog
zivotnog veka. Ipak ne smemo zaboraviti da su u ovakvoj statistickoj analizi podataka PMN
posmatrani kao izdvojen parametar, a ukoliko pogledamo kako su oni bili distribuirani po
razli¢itim grupama onda moZemo videti da smo patoloski i normalan broj PMN nalazili u svakoj
od 6 pomenutih ,,pozadina“ (NF, NM, NN, BVF, BVM, BVN). U prethodno;j diskusiji kako se
uvodenjem samo jednog konfauding faktora kao §to je CA ti odnosi bitno menjaju, a i pokazali
smo kako modifikacija sa CA NP-6G moze znacajno uticati na nalaze. takode smo ukazali i na
moguci znacaj i uticaj drugih ometajucih faktora u ovom ispitivanju (KOKE, LEPTO, BIFIDO)
koje ne samo mogu uticati na broj PMN nego i na njihov vek. Poznato je da na apoptozu mogu
da uti¢u mnogobrojni faktori, od kojih svakako i sami patogeni, a i komnsali, igraju znac¢ajnu
ulogu. Zato je odgovor na pitanje Sta je uzrok pove¢anom broju PMN i smanjenom procentu
apoptoze uvek dubiozan. Tako je veoma tesko reci da li su na ovakvu povezanost (veci broj
PMN — smanjena apoptoza PMN) uticale trudnice sa pove¢anim brojem PMN i normalinim
nalazom vaginalne flore (leukoreja) ili one sa povecanim brojem PMN i patoloskim nalazom
vaginalne flore (BV, BV+CA), i da li su i koliki uticaj imali KOKE, LEPTO i BIFIDO forme.
Kao $to smo rekli mi u nasem ispitivanju PMN ipak posmatramo kao posledi¢ni sekundarni

dogadaj zbog cega smo i diskusiju ovoga rada poceli sa poremecajima vaginalne flore i raznim
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ometaju¢im faktorima koji bi u manjoj ili ve¢oj meri trebali da budu uzrok povecanom,
patoloskom broju PMN. U prethodnoj diskusiji ukazali smo na postojanje najmanje tri bioloske
mreze (mikrobne, citokinske i1 apoptotske) koje nikako ne smeju biti zaboravljene kada se
analiziraju i rezultati koji se odnose na broj PMN i vijabilnost i apoptozu PMN. Zbog toga ¢emo
pre detaljnije diskusije u kojoj ¢emo pokusati da dovedemo u vezu pojedine faktore iz svake od
ove tri mreze prikazati rezultate koji se odnose na eventualnu povezanost vijabilnosti i apoptozu
vaginalnih PMN sa razli¢itim stanjima vaginalne flore, kao i rezultatima dobijenim na osnovu
razlicitih podela.

Primenom Kruskal-Wallis testa i post hoc analize (Mann—Whitney U test; Tabela 2, Prilog 2)
utvrdeno je da u podeli po Ison/Hayu postoji statisticki znaCajna razlika izmedu grupe
Normalan i grupe Cist nalaz (p=0,013), grupe Intermed i grupe Cist nalaz (p=0,019) i grupe
Cist nalaz i grupe Koke (p=0,006) u odnosu na procenat apoptoze. Kod podele po Claeysu post
hoc analizom (Mann-Whitney U test; Tabela 3, Prilog 2) utvrdeno je da postoji statisticki
znadajna razlika izmedu grupe Normalan i grupe Cist nalaz (p=0,013), grupe Intermed i grupe
Cist nalaz (p=0,019) i grupe Cist nalaz i grupe Koke (p=0,006) u odnosu na procenat apoptoze.
Takva znacajnost nije nadena kod podela na osnovu Nugentovih kriterijuma, kao ni kod NP-
6G ili NP-3G, ali je nadena na osnovu NP-2G (Grafikoni 3.37 i 3.38) ¢ime smo jo§ jednom

ukazali na da razliciti dijagnosticki kriterijumi mogu da bitno uticu na dobijene rezultate.
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Grafikon 3.37: Poredenje ukupnog broja polimorfonukleara (PMN) u uzorcima vaginalnih ispiraka izmedu
grupa formiranih prema citolo§ko-mikrobiolo$kim parametrima po A) Nungentu, B) NP-2G, C) NP-3G i D) NP-
6G. Brojevi €elija su prikazani na Y logaritamskoj skali (log10). Rezultati su predstavljeni kao medijane unutar
kutija koje sadrZe 95% podataka, sa minimalnim i maximalnim vrednostima (greske). U analizi je koriS¢en
Kruskal Willis-ov test sa Dunnet- posttestom (A, C i D) ili Mann-Withney test (B).
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Grafikon 3.38: Poredenje procenta apoptoti¢nih polimorfonukleara (PMN) u uzorcima vaginalnih ispiraka
izmedu citolo$ko-mikrobiolo$kih grupa formiranih po A) Nungentu, B) NP-2G, C)NP-3G i D) NP-6G. Brojevi
¢elija su prikazani na Y linearnoj skali. Rezultati su predstavljeni kao medijane unutar kutija koje sadrze
95% podataka, sa minimalnim i maximalnim vrednostima (greSke). U analizi je kori§¢en Kruskal Willis-ov
test sa Dunnet- posttestom (A, C i D) ili Mann-Withney test (B). p<0.05

Primenom drugog statisti¢kog testa (ANOVA i post hoc Tamhane) znacajnost u odnosu
na procenat apoptoze nadena je samo u jednoj grupi pacijentkinja, odnosno samo u podeli u
kojoj su pacijentkinje sa BIFIDO formama bile izdvojene u posebnu grupu (BIFIDO), gde je
procenat apoptoze u grupi BIFIDO bio znacajno nizi ( p<0,001) u odnosu na pacijentkinje sa

normalnim nalazom i1 BV, a ta statisti¢ka zna¢ajnost nije postojala izmedu grupe sa normalnim

nalazom i BV (Tabela 3.11 i 3.12 i Grafikoni 3.39 i 3.40).

196



Tabela 3.11: Srednje vrednosti procenta apoptoze na osnovu NP-3G u grupi pacijentkinja sa BIFIDO
formama

95% interval

%APO n Srednja Stan_o!arq_na Standgrdna poverenja
vrednost devijacija greska Donja Gornja
granica  granica
NOR 161 12,70 10,39 0,82 11,08 14,31
BV 33 15,74 10,26 1,78 12,10 19,38
BIFIDO 23 7,30 5,60 1,17 4,88 9,72
Ukupno 217 12,59 10,16 0,70 11,23 13,95

Tabela 3.12: Statisticka obrada podataka (ANOVA, post hoc Tamhaneov test)

95% interval

Razllk_a Standardna poverenja
srednjih - - -
. greska Donja Gornja
vrednosti - X
Procenat Apoptoze granica granica
BV -3,05 1,96 0,336 -7,91 1,82
NOR
BIF 5.40 1,43 0,001 1,86 8,93
BY NOR 3,05 1,96 0,336 -1,82 7,91
BIF 8.44" 2,13 0,001 3,17 13,71
BIE NOR -5.40 1,43 0,001 -8,93 -1,86
BV -8.44 2,13 0,001 -13,71 -3,17

Ovi rezultati objasnjavaju zaSto insistiramo na znacaju dijagnostickih kriterijuma i drugih
bakterijskih morfotipova, ili kako smo ih nazvali u naSem ispitivanju ometajucih faktora, u
proceni stanja vaginalne flore i povezanosti sa drugim parametrima. Ako se prisetimo da
pacijentkinje sa BIFIDO ne ,prepoznaju“ ni dijagnosticki kriterijumi po Amselu ni
dijagnosticki kriterijumi po Nugentu, i ako znamo da su ovi kriterijumi kao klinicki ili
istrazivacki zlatni standard ugradeni u metodologiju preko 99% dosada$njih ispitivanja, onda
je jasno koliko bi se rezultati buducih ispitivanja mogli razlikovati uvodenjem samo jednog
ometajuceg faktora. Ili, s obzirom na morfoloske, ili bolje re¢eno mikroskopske karakteristike
BIFIDO formi i ¢injenicu da su one i u nasem ispitivanju na osnovu mikroskopskog pregleda
nativnog preparat na uvecanju x400 tumacene kao Stapicaste forme (laktobacili) i svrstavane u
grupu zdravih, mi bi smo zakljucili da nismo naSli statisticki znaCajnu povezanost izmedu
pacijentkinja sa BV i normalnim nalazom i procenta apoptoze vaginalnih PMN. Isti zaklju¢ak

doneli bi i na osnovu podele po Nugentu koja takode ne ukljucuje ovaj bakterijski morfotip i
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koji je u najve¢em broju ispitivanja protumacen kao neki soj laktobacila (gram pozitivne

Stapicaste forme.
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Grafikon 3.39: Distribucija srednjih vrednosti % Apoptoze u odnosu na Nugent, Ison/Hay, Claeys i NP-6G
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Grafikon 3.40: Distribucija srednjih vrednosti % Apoptoze u odnosu na NP-3G i BIFIDO
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Grafikon 3.41: ROC kriva za % apoptoze, QPMN-B i pH

Analizom ROC krive (prvih 217 pacijentkinja) ispitivali smo senzitivnost i specifi¢nost
razli¢itih parametara u odnosu na mikroskopski dijagnostikovano stanje vaginalne flore pa tako
i procenta apoptoze. Analiza ROC krive radena je na osnovu NP-6G, tako da povrsinu iznad
referentne linije predstavljaju pacijentkinje sa BV (VBF+BVM+BVN), a povrsina ispod
referentne linije pacijentkinje sa normalnim nalazom (NF+NM+NN). Metod odredivanja
procenata apoptoze ima senzitivnost 82,4%, a specifi¢nost 38,5% za grani¢nu vrednost 6,66,
dok je za grani¢nu vrednost 11,4 senzitivnost 58,8%, a specificnost 61,6% (za izraCunavanje

ovih vrednosti kori$éen je P/N ratio).

Tabela 3.13: ROC kriva - tabelarni prikaz parametara koji su dali statisti¢ku zna¢ajnost p<0.05

Povriina Standard Nivo 95% grani.ca
Test ispod an ?12 N3 natajnosti pouzdanosti ClI
Krive greska () Minimum Maksimum
%Apoptoze 0,627 0,051 0,020 0,527 0,727
gqPMN-B 0,608 0,053 0,049 0,504 0,711
pH 0,945 0,017 0,000 0,912 0,979

Dakle na osnovu rezultata ROC krive mozemo zakljuciti da su pacijentkinje sa BV imale
povecan procenat apoptoze, odnosno da bi povecan procenat apoptoze mogao ukazivati na BV.

Medutim, poznato je da je jedna od osnovnih karakteristika BV odsustvo PMN, zbog cega je
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ova polimikrobna infekcija i dobila ime vaginoza, a ne vaginitis. U prethodnoj diskusiji smo
pokazali da pacijentkinje sa manjim brojem PMN imaju povecan procenat apoptoze tako da bi
se i ovo uklapalo u nalaze koje smo dobili. Cinjenicu da je gotovo polovina nasih pacijentkinja
sa BV imala povecan patoloski broj PMN i infekciju, koinfekciju ili kolonizaciju CA mogli bi
smo iskoristiti kao razlog za malu povrsinu ispod ROC krive za procenat apoptoze. Medutim,
brojne studije su pokazale da razliCite bakterije, a posebno anaerobi, produkuju velike koli¢ine
MKKL. Kako BV karakterise enorman porast razlicitih anaerobnih bakterija ova polimikrobna
infekcija Cesto se navodi kao primer infekcije u kojoj su koncentracije MKKL znacajno vece u
odnosu na zdravu populaciju [237, 432]. Poznato je da ove kiseline utic¢u na veliki broj imunskih
procesa, ali uopsteno bi mogli re¢i da deluju antiinflamatorno. U najveéem broju slucajeva oni
svoje antinflamatorne efekte ostvaruju tako Sto dovode do supresije NF-kB signala i tako
smanjuju proizvodnju proinflamatornih citokina. To ima negativne ucinke na migraciju i
fagocitozu PMN i istovremeno olaks$ava njihovu apoptozu [433-435]. MKKL imaju i snazan
uticaj na mnoge funkcije PMN, a posebno hemotaksu i fagocitozu. Veruje se da su povecane
koncentracije MKKL jedan od najvaznijih faktora (inhibicija hemotakse) zbog kojih
pacijentkinje sa BV nemaju povecan broj PMN. Ovim mehanizmom bakterije izbegavaju rani
kontakt sa PMN, i ako ovakva inhibicija traje dovoljno dugo, dolazi do uslova za rast i
razmnozavanje velikog broja anaeroba (BVAB) i nastanaka masivne polimikrobne infekcije
kakva je BV. Takode je pokazano da MKKL indukuju apoptozu razli¢itih ¢éelija ukljucujuci
PMN [433-438]. Na osnovu ovoga mogli bismo da o¢ekujemo da pacijentkinje sa BV imaju
povecan indeks apoptoze i da je to uzrokovano, izmedu ostalog, pove¢anim koncentracijama
MKKL, s§to su potvrdili rezultati naseg ispitivanja (ROC kriva za apoptozu). S druge strane,
pacijentkinje sa predominacijom laktobacilarne flore imaju niske koncentracije ovih kiselina
Sto bi znacilo da je u takvim uslovim indeks apoptoze manji. Medutim, drugi autori su pokazali
da laktobacili imaju proapoptogeni efekat, odnosno da dovode do povecane apoptoze PMN
[439]. Kako BV predstavlja stanje u kome je broj laktobacila drasti¢no smanjen, to bi generalno
trebalo da ima suprotan efekat na apoptozu PMN od onoga koje imaju povecane koncentracije
MKKL. Tako bi stepen apoptoze kod pacijentkinja sa BV bio zavisan od shage i trajanja
proapoptogenih uticaja zbog povecanih koncentracija MKKL i antiapoptogenih uticaja zbog
nedostatka laktobacila. Takode, kod pacijentkinja sa BV dolazi do povecanog oslobadanja
razlicitih bakterijskih produkata (LPS) 1 povecanih koncentracija zapaljenjskih citokina $to
takode dovodi do produzenja zivotnog veka PMN. Medutim, u ovom ispitivanju nisu nadene
nikakve direktne korelacije izmedu procenta apoptoze i 13 ispitivanih citokina. Takode, za

nijedan od ovih citokina nije utvrdena statisticki znacajna povezanost sa brojem PMN. Pri tome
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ne treba naravno zaboraviti da svaki od mikroorganizama moze imati “svoje” (razliCite) efekte
na apoptozu PMN.

Studiju koja najbolje govori o ovim dilemama, a koja je uporediva sa rezultatima koje
smo mi dobili objavili su Beghini i sar [440]. U ovu studiju ukljuceno je 48 pacijentkinja sa
normalnim nalazom, 40 sa CA, 32 sa BV i 12 pacijentkinja sa BV+CA. Dijagnoza BV
postavljana je na osnovu Amselovih i Nugentovih dijagnostic¢kih kriterijuma, a detekcija CA
na osnovu mikroskopskog pregleda i/ili izolacije CA kulturom na Sabouraudovoj podlozi. Cilj
studije je bio da se uporedi ekspresija CD16 na vaginalnim PMN zdravih pacijentkinja i
pacijentkinja sa vaginalnim infekcijama, pri ¢emu je ekspresija CD16 istovremeno bila i marker
apoptoze. Dransfield i sar. su jo§ 1994. pokazali da je apoptoza neutrofila udruzena sa
smanjenom ekspresijom CD16, §to su kasnije potvrdili i drugi autori [441-443]. Beghini i sar
[440] su pokazali da pacijentkinje sa infekcijom CA imaju znacajno veci broj PMN u odnosu
na druge grupe pacijentkinja, kao i u naSem ispitivanju gde je od 239 pacijentkinja sa CA njih
187 (78,2%; 122+65) imalo patoloski broj PMN, dok su 52 (21,8%; 35+17) pacijentkinje sa
CA imale normalan broj PMN. Isti autori su pokazali da je ekspresija CD16 na vaginalnim
PMN pacijentkinja sa BV i CA znacajno veca u odnosu na zdrave, kao i da su pacijentkinje sa
BV imale znacajno vecu ekspresiju CD16 u odnosu na pacijentkinje sa CA. Pacijentkinje sa
BV+CA imale su znacajno vecu ekspresiju u odnosu na normalne 1 pacijentkinje sa CA. Mada
u ovom ispitivanju nismo dobili statisticku znacajnost, prikazacemo grafikon nase podele NP-
2G/CA iz koga se vidi da rezultati koje bi dobili ne bi bili u saglasnosti sa analiziranom studijom
i pacijentkinje kod kojih smo mikroskopom semikvantitativho detektovali CA imale su
najmanje srednje vrednosti, a one sa BV najvece srednje vrednosti procenta apoptoze.
Pojacana ekspresija CD16, u skladu sa prethodno navedenim, moze se izmedu ostalog objasniti
pojacanom aktivnoscu i smanjenom apoptozom PMN kod ovih pacijentkinja [440]. Dakle
pacijentkinje sa normalnom vaginalnom florom i velikim brojem laktobacila imaju smanjenu
ekspresiju CD16, odnosno u takvim slu¢ajevima smanjuje se aktivnost PMN 1 njihov zivotni
vek. S druge strane, odsustvo laktobacila, veliki broj anaerobnih bakterija i/ili infekcija

C.albicans dovesce do povecane ekspresije CD16, odnosno inhibicije apoptoze.
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Grafikon 3.42: Srednja vrednost procenta apoptoze kod pacijentkinja sa normalnim nalazom, BV i CA

Mogli bi zakljuciti da je procenat apoptoze najmanji (najveca ekspresija CD 16) kod
pacijentkinja sa BV 1 da BV ima na neki nacin najve¢i uticaj na odlaganje apoptoze. Mi nismo
nasli direktnu povezanost izmedu vijabilnosti PMN i1 BV, ali rezultati ROC analize pokazali su
da je procenat apoptoze pokazao znacajno vecu vrednost u »prepoznavanju« patoloskih
zbivanja u vaginalnoj flori. Ako pri tom pogledamo kakve je rezultate dao pH vagine (ROC
kriva) ¢ije su povecane vrednosti svakako jedan od najznacajnijih prediktora BV, onda rezultati
naseg ispitivanja pokazuju da vaginalni PMN kod pacijentkinje sa BV imaju kraci Zivotni vek,
odnosno da je u takvim uslovima povecana apoptoza vaginalnih PMN. Tako su rezultati naseg
ispitivanja suprotni rezultatima Beghinija i sar. [440], koji »braneci« svoje rezultate smatraju
da u kod pacijentkinja sa BV proapoptoti¢ni signali MKKL bivaju prevladani antiapoptoti¢énim
signalima okruzenja koje nastaje kod pacijentkinja sa BV. Na§ zakljuc¢ak koji se zasniva na
rezultatima ROC analize ukazuju da pacijentkinje sa BV imaju pove¢anu apoptozu vaginalnih
PMN 1 da je to posledica oslobadanja velikih kolicina MKKL kod pacijentkinja sa BV. Ovi
rezultati ukazuju da je krajnja vrednost koji izrazimo kao procenta apoptoze ili ekspresiju CD16
u stvari rezultat odnosa velikog broja proapoptoti¢nih i antiapoptoti¢nih signala koji stizu iz
mikrobne, citokinske i apoptotske mreze. I u pomenutom ispitivanju autori analiziraju grupe
pacijentkinja koje se nalaze i u naSoj metodologiji, ali bez ometajucih faktora koje bi kako smo
to pokazali za BIFIDO forme mogle da imaju znacajan uticaj na dobijene rezultate.

Prethodno smo pomenuli znacaj proinflamatornih citokina i njithov mogu¢i uticaj na
produZzetak zivotnog veka PMN ali u ovom ispitivanju nismo mogli da potvrdimo takve nalaze.
Ovo je razumljivo ako se podsetimo podataka da su pacijentkinje sa BV na osnovu rezultata

ROC krive imale poviSen stepen apoptoze, a opet u toj istoj grupi pacijentkinja nadene su i
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poviSene koncentracije proinflamatornog citokina IL-1f i IL-6 (vidi kasnije) koji bi dakle
trebali da dovedu do odlaganja apoptoze i produze zivotni vek PMN, §to je samo jo§ jedna
potvrda da veliki broj medusobno zavisnih i isprepletanih faktora odreduje da li ¢e apoptoza
biti odlozena ili ubrzana. Medutim kao S$to smo objasnili verovatno je i u ovom slucaju
proapoptogeni efekat MKKL jaci od efekata citokina, te kao krajnji rezultat imamo produzen
zivotni vek PMN. da to svakako nije jedini razlog pokazace i rezultati koje ¢emo detaljno
diskutovati kasnije, a ovde ¢emo samo napomenuti da su pacijentkinje iz grupe BVF imale
gotovo identi¢ne srednje koncentracije IL-6 kao 1 pacijentkinje iz grupe BVN, §to ukazuje da
broj bakterija nije odlucujuci za koncentracije citokina, a indirektno bi mogli zakljuciti ni za
vek PMN. Kao §to smo rekli koncentracijama citokina u odnosu na stanje vaginalne flore
bavicemo se u posebnom delu diskusije, ali ovde ¢emo izdvojiti jedan interesantan nalaz s
obzirom da se on odnosi na grupu pacijentkinja sa BIFIDO formama za koje smo ve¢ pokazali
da su imale zna¢ajno nizi procenat apoptoze u odnosu na pacijentkinje sa normalnim nalazom
i BV. Tako su na osnovu NP-6G u kojoj su pacijentkinje sa BIFIDO formama izdvojene u
posebnu grupu nadene znacajno nize (p<0,05) koncentracije IL-10 kod pacijentkinja sa BIFIDO
formama i BV u odnosu na one sa hormalnim nalazom (ANOVA, post hoc Tamhaneov test).
napomenuc¢emo takode da statisti¢ka znacajnost za IL-10 nije nadena ni za jednu grupu
pacijentkinja na osnovu razli¢itih dijagnostickih kriterijuma, kao ni koriS¢enjem razlicitih
statistickih postupaka.

Tabela 3.14: Srednje vrednosti koncentracije 1L-10 u grupi BIFIDO

95% interval

Srednja Standardna Standardna poverenja
IL-10 n N N

vrednost devijacija greska Donja Gornja
granica  granica
NOR 446 1808,86 13121,03 621,30 587,82 3029,91

BV 153 22,88 71,94 5,82 11,39 34,37

BIF 44 27,94 84,01 12,66 2,40 53,48
Ukupno 643 1262,03 10955,036 432,02 413,68 2110,38
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Tabela 3.15: Statisti¢ka obrada podataka (ANOVA, post hoc Tamhaneov test)

95% interval

Razllk_a Standardna poverenja

srednjih o - -

. greska Donja Gornja
vrednosti - .

IL-10 granica granica
NOR BV 1785.98 621,33 0,013 296,81  3275,15
BIF 1780.93 621,43 0,013 291,52  3270,33
BY NOR -1785.98 621,33 0,013  -3275,15 -296,81

BIF -5,06 13,94 0,978 -39,25 29,14
BIF NOR -1780.93* 621,43 0,013  -3270,33 -291,52

BV 5,06 13,94 0,978 -29,14 39,25

lako se smatra da IL-10 nema znacajniji direktan uticaj na apoptozu, ovako niske
vrednosti ovog potentnog antiinflamatornog citokina smatramo interesantnim, jer bi one
sustinski mogle da doprinesu pove¢anom prezivljavanju PMN. Podaci 0 procentu apoptoze Koji
su dobijeni kod pacijentkinja sa BIFIDO formama, narocito ako ih sagledamo uz podatak da je
ova grupa trudnica jedina pokazala skoro 10 X ve¢i rizik od PP, mogli bi biti od velikog znacaja
u budu¢im ispitivanjima. Na osnovu rezultata naSeg ispitivanja mogli bi smo zakljuciti da
pacijentkinje sa povecanim procentom apoptoze i smanjenim prezivljavanjem PMN imaju
verovatno ili normalan nalaz ili BV, a jednostavan test sa pH pomogao bi nam da sa
verovatno¢om preko 90% izdiferenciramo ova dva stanja. Rizi¢an nalaz bio bi onaj kod koga
pacijentkinje imaju poviSene vrednosti pH 1 povecano preZivljavanje vaginalnih PMN
(smanjena apoptoza), a mikroskopski nalaz ne ukazuje na BV, nego vise »li¢i na normalan«.
Ovakav nalaz ukazivao bi na prisustvo inflamacije i kao takav mogao bi da bude bolji prediktor
stepena zapaljenja, $to bi bilo zna¢ajnije u predvidanju PP za koji smo rekli da je prvenstveno
zapaljenjski dogadaj. Da je to tako pokazali su rezultati naSeg ispitivanja u kome su
pacijentkinje iz grupe BIFIDO imale 9,7 puta veci rizik od PP u odnosu na pacijentkinje sa BV
i normalnim nalazom, a kao §to smo rekli procenata apoptoze i koncentracije antiinflamatornog
citokina IL-10 bile su znacajno nize kod pacijentkinja sa BIFIDO formama u odnosu na
pacijentkinje sa normalnim nalazom i BV. Iz ovoga moZzemo zakljuciti da bi vijabilnost PMN
mogla da bude vrlo dobar prediktor PP, posebno ukoliko se u takvim analizama ima na umu
¢injenica da je apoptoza veca a vijabilnost PMN kraca kod pacijentkinja sa BV, $to bi moglo

da uti¢e na procenu vrednosti ovog parametra u predikciji PP.
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3.4 UKUPNA PROCENA STANJA MIKROFLORE VAGINE

Na kraju analize rezultata koji se odnose na pregled mikroskopskog preparata razlic¢itim
dijagnostickim procedurama, odredivanja broja PMN i znacaja moguéih ometajucih Cinilaca,
jo$ jednom Zelimo da ukazemo na znacaj dijagnostickih Kriterijuma, teSkoc¢e u razlikovanju
normalnog 1 patoloskog, kao i raznovrsnost vaginalne flore, jer mislimo da je to neophodno da
bi se na pravi nacin sagledali drugi rezultati dobijeni u ovom ispitivanju.

Osnovni 1 najvazniji problem koji stoji na putu da preciznije definiSemo
etiopatogenetska zbivanja vezana za infekciju 1/ili inflamaciju i PP, jeste ¢injenica da joS uvek
nemamo preciznu definiciju normalne vaginalne flore, ili bolje re¢eno nemamo jasnu granicu
izmedu normalnog 1 patoloskog. Odgovor na ovo pitanje nemamo na klinickom,
mikrobioloskom, a ni na molekularnom nivou. Postoje¢i dijagnostic¢ki kriterijumi razlikuju
sustinski samo 5 vaginalnih infekcija: BV, kandidioza, trihomonoza, postmenopauzalni
vaginitis i deskvamativni inflamatorni vaginitis, od kojih je jedan pre fiziolosko stanje nego
infekcija, a drugi veoma redak, tako da ostaje samo “velika trojka” (BV,CA,TV). Sve dok ne
budemo znali koje trudnice i kako trebamo leciti tesko je ocekivati bolje rezultate. Rezultati
naseg ispitivanja ukazuju da na osnovu postojec¢ih dijagnostickih procedura kod najmanje 10-
30% pacijentkinja ne znamo pravu dijagnozu, niti imamo odgovor na pitanje da li i kako leciti
ove pacijentkinje. S obzirom na dobijene rezultate mislimo da buduce studije treba da
preispitaju vrednost postojecih dijagnostickih kriterijuma, i da zajednickim naporom klinicara,
mikrobiologa i molekularnih biologa, mozda budu uspostavljeni novi kriterijumi koji bi na bolji
nacin odrazavali kompleksnost mikrobne zajednice vagine i ukazali na postojanje nekih drugih
stanja, koja nisu BV, a koji bi mogli zna¢ajno uticati na reproduktivno zdravlje Zena.
makroskopskih organizama ¢iji su ekoloske preferencije i medusobni odnosi u kvalitativnom i
kvantitativnom smislu prili¢no dobro definisani, takve relacije su gotovo potpuno nepoznate i
u prili€no jednostavnim mikrobnim zajednicama. Mikrobiom vagine ¢ini oko 300 do 400
razli¢itih vrsta bakterija, $to se u odnosu na druge mikrorekoloske zajednice definiSe kao
zajednica sa malim diverzitetom. Kao i u svakom drugom ekoloskom sistemu ¢lanovi formiraju
komplikovanu mrezu medusobnih odnosa, u kojoj se svaki od ¢lanova bori za opstanak 1
najbolje uslove za svoju vrstu. U ovakvoj ekoloskoj zajednici domacin primarno pokusava da
obezbedi uslove (temperatura, voda, hrana, kiseonik, pH itd.) za “dobre stanare” (laktobacili)
od kojih ima koristi, odnosno koji ¢e ga §tititi od potencijalnih neprijatelja. Ova ,,domaca‘ flora
je proizvod koevolucionog odnosa domacina i razli¢itih mikroorganizama, i kao takva

predstavlja vazan deo imunskog sistema domacina u odbrani od patogena. Za razliku od nekih
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drugih, u vaginalnom mikrobiomu nije identifikovana bakterijska zajednica koja bi bila na neki
nacin stalna i nepromenljiva bez obzira na razlicite uticaje (engl. core microbiom). Danas se
moze kultivisati manje od 1% svih mikroorganizama, a taj procenat nije znacajno veci ni za
mikrobiom vagine (3-5%). Dakle, za preko 95% bakterija koje se nalaze u vagini ne znamo
kakve uslove sredine zahtevaju, ¢ime i kako se hrane, koliku koli¢inu kiseonika zahtevaju, da
li su sposobni za anaerobnu glikolizu i produkciju mle¢ne kiseline, koje metaboli¢ke produkte
oslobadaju, kakav imunski odgovor izazivaju, ili kako na njih uti¢u druge bakterijske vrste.
Posto su ekoloski faktori raznovrsni i promenljivi, jedna organska vrsta ne moze biti na sve njih
istovremeno prilagodena. U kolikoj meri se vrsta prilagodava uslovima sredine, zavisi od njene
ekoloske valence. Ekoloska valenca predstavlja Sirinu kolebanja pojedinih ekoloskih faktora u
¢ijim je granicama mogu¢ opstanak neke vrste, i prema tome se razlikuju dve vrste organizama:
eurivalentni i stenovalentni. Eurivalentni (gr. eurys = §irok) su organizmi sa Sirokom ekoloskom
valencom, | stenovalentni (gr. stenos = uzak) sa uskom ekoloskom valencom. Eurivalentni
organizmi poseduju Siroke moguénosti prilagodavanja §to im omogucava opstanak u vrlo
razli¢itim sredinama. U naSem ispitivanju CA je nadena u svim grupama NP-6G, a od 218
pacijentkinja za koje smo znali vrednost pH, kod oko jedne tre¢ine (n=69) sa vrednostima pH
preko 4,5 i srednjom vrednost pH 5,4 mikroskopskim pregledom nadene su spore i/ili hife
gljivica, tako da bi smo CA mogli svrstati u eurivalentne mikroorganizme. Rezultati
mikrobioloskih studija ukazuju da i L. iners pripada ovoj grupi mikroorganizama, jer je
detektovan u svim poznatim tipovima vaginalne flore. Nasuprot njima su vise ili manje
specijalizovani stenovalentni organizmi, kojima bi u naSem ispitivanju pripadali laktobacili
(posebno L. Crispatus) kojih nema kod pacijentkinja sa BV 1 povisenim pH.

Kod svake ekoloske valence razlikuju se tri vrednosti: optimum, maksimum i minimum.
Ekoloski optimum predstavlja onu vrednost faktora u okviru ekoloske valence pri kojoj se
zivotni procesi neke vrste najbolje odvijaju. Gornja i donja granica neke ekoloske valence su
njen maksimum i minimum. Van tih granica fizioloski procesi se prekidaju 1 nastupa smrt. U
spoljasnjoj sredini, gde se ekoloski faktori uzajamno uslovljavaju; nijedan pojedina¢ni faktor
ne postize svoje optimalno dejstvo nezavisno od ostalih faktora. Najcesc¢a situacija u prirodi je
veée ili manje odstupanje od optimalnih uslova Zivota. Sto je odstupanje vece, to su uslovi za
opstanak neke vrste manje povoljni. Samo jedan jedini ekoloski faktor, ¢ije se dejstvo priblizava
maksimumu ili minimumu (npr. pH), moZe da onemogu¢i opstanak nekog organizma na
odredenom mestu. EkoloSki faktor tada postaje ograniCavajuéi, zbog <cega ekolozi

mikroorganizme Kkoji uspevaju da rastu u laboratorijskim uslovima simbolicno nazivaju

......
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uslovima. Iz napred navedenog nije teSko zakljuCiti da mikroorganizmi koji izrastu u
Petrijevom tanjiru (na primer posle uzimanja cervikalnog i/ili vaginalnog brisa i zasejavanja)
nisu porasli u kulturi zato $to su najbrojniji (kako se Cesto u klini¢koj praksi tumaci nalaz
kulture), niti ih mozemo smatrati uzro¢nicima eventualnih klinickih simptoma pacijentkinje,
nego se u najvecem broju slucajeva radi o eurivalentnim mikroorganizmima. Zbog toga svaku
mikrobiolosku zajednicu, a tako i vaginalnu ili intraamnionsku floru, moramo posmatrati kao
kompleksnu, medusobno zavisnu celinu koja se neprekidno menja u vremenu i prostoru. Na
njen sastav mogu uticati ishrana, stres, rasna pripadnost, seksualni odnosi, hormoni, trudnoca,
menstruacije, ispiranje, promena lekova, opste zdravlje i jo§ mnogo drugih faktora.

Naravno da su medusobne interakcije ¢lanova odredene mikrobne zajednice veoma
vazan faktor u krajnjoj determinaciji kvantitativnog i kvalitativnog stanja u takvoj zajednici. U
ovom trenutku mi sa velikom verovatnoCom mozemo pretpostaviti da se u okviru ove
mikroekoloske zajednice odigravaju procesi koji se odigravaju u drugim makroekoloskim
sistemima. S obzirom da organizmi u prirodi retko zive izolovano, onda je logi¢no pretpostaviti
da iu ovoj zajednici kao vecini drugih vladaju razli¢iti odnosi medu njenim clanovima. Najveci
broj bakterija u mikrobiomu vagine nastao je u dugom koevolucionom procesu domacina i
mikroorganizama koji podrazumevaju odnose po¢ev od mutualistickih i komensalnih, preko
amensalistickih, kompetitivnih, pa do parazitanih. U mutualistickom odnosu oba “ucesnika”
povecéavaju svoju adaptivnu vrednost zbog uzajamnog delovanja, oba imaju Kkorist (+/+).
Komensalizam je odnos u kome komensali i domacini Zive u tesnoj vezi, pri ¢emu komensali
dobijaju korist (hranu, stan, vodu, skroviste) bez snizavanja adaptivne vrednosti domacina;
(+/0). U amensalizamu jedna od ¢lanica u interakciji smanjuje svojom aktivno$c¢u adaptivnu
vrednost druge Clanice, pri ¢emu od toga nema nikakvu korist niti Stetu (0/-). Parazitizam je
zajednica u kojoj jedan ¢lan ima korist, a drugi Stetu (+/-), a kompeticija gde oba ¢lana imaju
Stetu (-/-). Ovi makroekoloski principi vaze i za mikroekolosku zajednicu vagine, ali su s
obzirom na broj, raznolikost (diverzitet) i mnoge druge nepoznanice, mozemo rec¢i da su ovi
odnosi u vaginalnom ekosistemu za sada gotovo potpuno nedefinisani [444]. Vaginalni
mikrobiom je odli¢an primer fino izbalansirane mutualisticke zajednice. Iako smo rekli da u
vagini nema mikrobioloske zajednice koju bi mogli definisati kao core microbiom, ipak najveci
broj studija neminovno ukazuje da postoji zajednica “starosedilaca” od kojih su svakako
najvazniji razliciti sojevi laktobacila koji promoviSu zdravu vaginalnu sredinu 1 sprecavaju
kolonizaciju potencijalnih patogena. Takode, s obzirom na dinami¢nost promena u mikrobiomu
vagine potrebno je razumeti jos neke ekoloske termine kao $to su rezilijencija, rezistencija i

perzistencija. Mikroorganizmi vagine i njen domacin predstavljaju jedan kompleksan
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prilagodljiv sistem, koji se dinamicki i nepredvidivo menja u kvantitativnom 1 kvalitativnom
smislu, pod uticajem velikog broja faktora. Stabilnost mikrobioloske zajednice zavisi od njene
otpornosti i rezlijencije. Otpornost (rezistencija) podrazumeva da flora u duzem vremenskom
periodu (perzistentnost) sustinski bitnije ne menja uprkos razli¢itim negativnim uticajima.
Rezilijentnost je sposobnost brzog oporavka i vra¢anja u prvobitno stanje, 0dnosno sposobnost
ekosistema da se stalno menja i prilagodava, a ipak ostane u svojim stabilnim okvirima. Ekolozi
kazu da u prirodi ne postoje potpuno homogena stanista. Ovakav stav primenljiv je na razlicita
staniSta (gastrointestinalni trakt, urogenitalni trakt, koza) unutar humanog organizma, i za
oc¢ekivati je da sa mikrobna zajednica razlikuje u razli¢itim delovima ovih sistema. Ali, treba
uociti da ove razlike postoje i unutar na izgled homogenih stanista, kao $to je vagina. Tako, ako
samo uzmemo u obzir ¢injenicu da celije grlica materice produkuju veliki broj razli¢itih
hemijskih supstanci, kao i ¢injenicu da se te supstance produkuju cikli¢no (mesec¢ni ciklus),
onda je sigurno da uslovi u forniksu vagine nisu identi¢ni onima u vestibulumu vagine. Dakle,
sigurno je da ¢e se njihove koncentracije (gradijent uslova ili dostupnih resursa) i njihovi
nutritivni ili imunski potencijali bitno razlikovati u pomenutim delovima vagine i razli¢itim
fazama mesecnog ciklusa, §to podrazumeva i diverzitet u sastavu mikrobioloSke zajednice na
tim mestima, a svakako i u razli¢itim vremenskim periodima. Sa istraziva¢kog (metodologija)
aspekta ovo bi znacilo da se bris uzet iz forniksa vagine i vestibululma i/ili razli¢itim fazama
ciklusa, mogu bitno razlikovati.

Naravno, svi ovi odnosi i sastav vaginalne flore ne bi nas toliko zanimali da najnovija
ispitivanja nisu jasno pokazala ogroman znacaj koji mikroorganizmi imaju za nase zdravlje. |
danas za vecinu ljudi bakterija je sinonim za bolesno, a sterilno (bez bakterija) za zdravo.
Medutim, najnovija ispitivanja pokazuju da su “preterana” higijena 1 nekontrolisana upotreba
antibiotika dva faktora koji znacajno uticu na mikrobiom domacina, i tako povecavaju rizik od
nastanka mnogih bolesti. Naseljavanje ljudskog organizma pocinje prolaskom novorodenceta
kroz vaginalni kanal, a novija ispitivanja pokazuju da deca porodena carskim rezom, ba§ zbog
neadekvatnog naseljavanja mikroflorom u kasnijem zivotu imaju veéi rizik za nastanak
hroni¢nih bolesti, kao $to je Se¢erna bolest. Dakle, mikrobna zajednica je od velikog znacaja za
sazrevanje i1 razvoj imunskog sistema pojedinca, pocinje ve¢ u toku porodaja i traje ceo Zivot.
Jedan od ciljeva u projekta mikrobioma vagine je identifikacija, kako pojedinac¢nih
mikroorganizama, tako i odredenih mikrobioloskih zajednice, 1 utvrdivanje njihove uloge i
znacaja u imunskom odgovoru domacina. Ovaj imunski odgovor mora biti dobro izbalansiran
i precizno kontrolisan, da dovede do eradikacije patogena, a da pri tome ne nanese Stetu

domacinu. Danas je potpuno jasno da pojedini c¢lanovi mikrobne zajednice mogu direktno
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uticati na razli¢ite mehanizme imunskog odgovora. Najvazniju ulogu u ovoj toleranciji na
komensale ima posebna subpopulacija T-limfocita nazvanih T-regulatorne celije (engl. T
regulatory cells, TREGS). Takode znamo da veoma vaznu ulogu u razvoju imuskog sistema
svakog pojedinca imaju komensalni mikroorganizmi. Pokazano je da nastanak i etiopatogeneza
razli¢itih autoimunih bolesti kao $to je dijabetes melitus tip A, inflamatorna crevna bolest,
astma, multipla skleroza, alergije itd. moze biti povezan sa mikrobioloskom zajednicom
pojedinca. Naime pretpostavlja se da u znacajnom broju ovih oboljenja glavnu ulogu igraju
savremeni zivotni uslovi koji uskracuju pojedincu kontakt sa velikim brojem razli¢itih
mikroorganizama, i na taj na¢in ¢ine imunski sistem domacina nespremnim da u odredenim
situacijama adekvatno reaguje. Suprotno, neprestani susreti sa stranim i domacim
mikroorganizma “vezbaju” imunski sistem i tako ga ¢ine spremnim da u novim situacijama
reaguje adekvatno. Ali imajuéi u vidu prisustvo na stotine razli¢itih mikroorganizama u vagini
teSko je znati koji od njih su oni koji u stvari predstavljaju deo odbrambenog sistema domacina,
a jos teze je odgovoriti na pitanje kako oni ostvaruju svoju ulogu. Pored toga verovatno se u
najveéem broju slucajeva ne radi i pojedinacnim mikroorganizmima i njihovom uticaju na
zdravo-bolesno, ve¢ se u najvecem broju sluc¢ajeva radi o veéem broju mikroorganizama, dakle
ekoloskoj zajednici koja promovise zdravlje, a u kojoj svaki od njenih ¢lanova ima vecu ili
manju ulogu. Danasnji dijagnosticki kriterijumi svode se na svega nekoliko ¢lanova vaginalne
flore ili preciznije na: Lactobacillus, Gardnerella, Bacteroides, Mobilluncus, C. albicans, T.
vaginalis.

Ili, uobicajena statisticka obrada podataka podrazumeva Nugentove kriterijume kao
zlatni standard, na osnovu koga se procenjuje vrednost ostalih “testova” i dijagnosti¢kih
kriterijuma [208, 444, 445]. Vecina dosada$njih ispitivanja pokazala je da postoji dobra
podudarnost izmedu razli¢itih dijagnostickih kriterijuma za BV, kao §to smo i mi pokazali za
NP-6G i njene modifikacije [446 - 452]. Medutim, za razliku od drugih studija NP-6G je
izdvojila grupu pacijentkinja (NN+BVN) u kojoj je ta podudarnost veoma losa. Naveséemo kao
primer ispitivanje Sha i sar. [455] u kojoj je senzitivnost Amselovih kriterijuma u odnosu na
Nugenta kao zlatni standard bila svega 37% [453-455]. U uvodu autori [455] ukazuju da su
Amselovi kriterijumi subjektivniji jer, zavise od iskustva i pronicljivosti klini¢ara, i zbog toga
su manje osetljivi i reproducibilni u odnosu na Nugentove. Mi mislimo da je vrednost pH koja
se oCitava na test papiru objektivna dijagnosticka procedura, $to bi se moglo reci i za test sa a
10% KOH, a ono S§to je subjektivno u obe metodologije jeste mikroskopski pregled. Dakle ,
kako je moguce da je u pomenutoj studiji Sha i sar. [455] samo 75 Zena imalo BV na osnovu

Amselovih kriterijuma, a 203 na osnovu Nugentovih kriterijuma. 1z rezultata se vidi da su
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specificnost 1 senzitivnost koje se odnose na CC skoro podudarne navedenim, §to znaci da je
najvazniji dijagnosticki kriterijum za dijagnozu BV bio detekcija CC. Kao §to smo detaljno
obrazlozili u metodologiji mi prisustvo CC nismo smatrali obaveznim za dijagnozu BV. U
naSem ispitivanju dijagnoza BV na osnovu Amselovih kriterijuma postavljena je kod 168/641
pacijentkinje, od ¢ega su 63 na osnovu NP-6G imale BVF 37, 5% (63/168). Ove 63
pacijentkinje su na NPVS imale CC i da je to bio i na$ kriterijum dobili bi iste rezultate kao 1
Sha i sar. [455]. Ali kako u nasem ispitivanju CC nisu bile obavezne za dijagnozu BV mi smo
BV dijagnostikovali kod jo§ 105 pacijentkinja, dok je na osnovu NP-6G dijagnoza BV
(BVF+BVM+BVN) postavljena kod 174 pacijentkinje. Zakljucak je dakle da klinicar nije
bitnije uticao na rezultate nego su oni posledica dosledne primene postoje¢ih dijagnostickih
kriterijuma $to ukazuje na potrebu za preispitivanjem njihove vrednosti.

Medutim, drugo i mozda u ovom trenutku vaznije pitanje jeste da li su 203 pacijentkinje
iz ispitivanja Sha i sar. kod kojih je dijagnoza BV postavljena na osnovu Nugentovih
kriterijuma i stvarno pacijentkinje koje imaju BV ili su neke pacijentkinje sa normalnim
nalazom proglasene za BV, i obrnuto. Naravno s obzirom na ¢injenicu da su Nugentovi
kriterijumi zlatni standard nemamo mogu¢énost da to proverimo, ali svakako nam je dozvoljeno
da sumnjamo. Ono $to nam svakako daje pravo da sumnju je ispitivanje De Backer i sar. [456]
koji su medu prvima pokazali da L.iners Cesto ostaje skriven prilikom mikroskopskog pregleda
zato §to se boji Gram negativno. Nakon toga u poglavlju o gardnereli i knjizi ,,Molekularna
detekcija bakterijskih patogena ljudi Rita Verhlest i sar.[213] navode da je zbog sli¢nosti u
morfologiji kolonija L. iners u nekoliko navrata pogresno identifikovan kao G. vaginalis, i da
se kao i G. vaginalis kratki Gram pozitivan $tapic¢i L. inersa mogu bojiti i pod mikroskopom
videti kao Gram negativni Stapici, Sto moze dovesti do pogresnih zakljucke o ulozi (dijagnozi)

ovih vrsta u BV.
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Rezultati najnovijih molekularnobioloskih studija pokazuju da su L.iners i G. vaginalis
dva najcesce detektovana mikroorganizma u mikrobiomu vagine, §to prakti¢no znaci da ih
gotovo uvek ima i na mikroskopskom preparatu, kako kod normalnih i intermedijarnih nalaza,
tako i kod pacijentkinja sa BV.

Slika 3.28: Fenotipska sli¢nost L. Inners i G. vaginalis, kako ih razlikovati pod mikroskopom? Vide se
CA, PMN, KOKE (“blue cells”) i LEPTO forme
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U prethodnoj diskusiji objasnili smo otkuda visoka podudarnost medu razliitim
metodama, 1 da je u takvim slucajevima teze pogresiti (NF, BVF) nego postaviti pravu
dijagnozu.

Jedan od primera je i pacijentkinja pod rednim brojem jedan u tabeli 3.5. Tokom ispitivanja kao
najéeSce karakteristike ove “problemati¢ne” grupe bile su hipercelularnost (FULL ili MID),
infekcija CA i prisutan veliki broj PMN (PMN2,PMN3), a ne retko i prisustvo drugih formi
(KOKE, BIFIDO, LEPTO), tako da se ceo nalaz vidi kao neki “meSoviti” poremecaj vaginalne
flore. Ono S§to je problemati¢no u metodologiji gledanja na uvecanju X200 jeste Cinjenica da u
takvim slu¢ajevima nalaz na prvi pogled li¢i na BVF i prisustvo velikog broja NSF. Medutim,
pazljivim gledanjem se vidi (pod mikroskopom jasnije nego na fotografijama) da na preparatu
pored velikog broja NSF, takode postoji i veliki broj vrlo kratkih SF, a kako smo na osnovu
morfometrijskih merenja utvrdili (vidi metodologiju) formi ¢ija je duzina preko 1,5 pum
(najmanja duzina na kojoj se neka forma prikazuje kao SF), ali manja od 3 pum, tako da bi smo
mogli re¢i da je njihova prose¢na duzina oko 2 um. Dakle vidimo veliki broj SBF i vrlo kratkih
SF, a to se bolje vidi na sledeée dve Slike (Slike 3.19 i 3.20) (druga pacijentkinja) na kojim smo
jos tokom ispitivanja upisali “najteze za diferencijaciju x200...” 1 “x200....se vide vrlo kratke
tanke SF i SBF” (SBF je sitna bakterijska flora i odgovara BVAB flori kako je to definisano u
Metodologiji).

Na slikama treba uociti marker duzine 1,99 um, u skladu sa prethodno navedenim. Na
fotografijama koje slede, sa tekstom upisanim tokom ispitivanja, jasne su i nase dileme kod
ovakvih nalaza. Tako na Slici 3.21 piSe: “pre normalan nego BV” $to jasno ukazuje na
dubioznost ovakvih nalaza. Na§ zakljuak da se radi pre o normalnom (L.iners) nego
patolo§kom nalazu podupirali smo jo$ slede¢im Cinjenicama: Prvo, kod pacijentkinja sa BVF
ove vrlo kratke SF su retke ili ih nema, a sa duge strane ovakvi nalazi nikada ne pokazuju tipi¢ne
slike “arhipelaga” 1 “peScanih staza” koje su patognomoni¢ne za BVF. Takode, na ovakvim
preparatima vrlo su retke ako ih uopste ima clue cells tako da se epitelne ¢elije jasno vide. Kako
su clue cells formacije koje po naSem misljenju formira uglavnom G. vaginalis, kada apsolutno
predominira vaginalnom florom, jedna od hipoteza ovog ispitivanja je da u ovakvim
slucajevima zbog manjeg broja G. vaginalis, prili¢no velikog broja L.iners, a mozda i prisustva
CA ili nekih drugih faktora, ne dolazi do “formiranja” clue cells.

Jo§ jedna od hipoteza ovog rada koju ¢emo ovde pomenuti jeste da kod nekih
pacijentkinja sa jasnim nalazom BVF nema clue cells i da se u takvim slu¢ajevima radi o
predominaciji drugih anaeroba (A. vagine, Prevotella spp., Megasphaera itd.) dok je G.

vaginalis, svakako, prisutna ali u znacajno manjem broju zbog ¢ega i nema clue cells. Dakle
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tako bi na neki na¢in mogli razlikovati dva tipa BV: Prvi, u kojem predominira G. vaginalis
(kvalitativno i kvantitativno) i koja se karakteriSe velikim brojem clue cells, sa manjim brojem
drugih BVAB (A. vagine, Prevotella, Megasphaera) i koji je na fotografiji definisan kao “tip A
BV”(fotografije), i drugi (na fotografijama definisan kao Tip B) kod koga su clue cells retke ili
nedostaju (manji broj G. vaginalis) a predominantne su druge BVAB, uz “sveprisutni” L.iners.
Da budemo jasni, nasa hipoteza o predominaciji drugi BVAB u odnosu na G. vaginalis zasniva
se najve¢im delom ¢injenici da kod ovakvih nalaza nemamo clue cells, ali ne iskljucivo, jer smo
za nalaze nekih mikroskopskih formi na koje smo nailazili tokom ispitivanja pretpostavili da
predstavljaju druge ¢lanove BVAB familije (A. vaginae, Prevotella, BVAB3), ali nigde nismo
naéi “vizuelnu” potvrdu ovakvih pretpostavki. Rad Datcu i sar. sa priloZzenim fotografijama
pomogao nam je da potvrdimo neke nase pretpostavke, za koja do tada nismo imali objektivnu
verifikaciju [165]. Veliki broj podataka u poslednjih desetak godina ukazuje da je Atopobium
vaginae jedan od najvaznijih mikroorganizama u etiopatogenezi BV [457-461]. Jedna od
“mikroskopskih hipoteza” naSeg ispitivanja je da malo G. vaginalis i predominacija drugih
BVAB (A. vaginae, Prevotella. daje sliku sa malo ili bez clue cells, nalaz na fotografijama
oznacen kao BV tip B (Slika 3.25). Sledece fotografije (3.29-3.38) su dokaz da je A. vaginae
moguce prepoznati i na uvecanju x200, a ako imate dobru opremu i izmeriti, a na uvecanju x
1000 to i potvrditi.

30.5.2014, 08:26

1,99 ym

x200 DIREKTNO NA MIKROSKOPU SE VIDE VRLO KRATKE TANKE SF I SBF

Slika 3.29: Na uveéanju X200 na prvi pogled li¢i na BV;vrlo kratke i tanke SF za koje mislimo da
odgovaraju L.inersu ili G.vaginalis duZina ovih formi izmedu 1,5- 2,5 pm; gram-varijabilne
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30.5.2014, 08:16

1,99 pm

najteze za diferencijaciju na x200°CA/INERS

Slika 3.30 Uveéanje x200: Gram varijabilni vrlo kratki i tanki $atapici za koje ne moZemo reci da li
odgovaraju L.inersu ili G.vaginalis, a ovakav nalaz je ¢est kod CA i udruZen sa poveéanim brojem PMN

30.5.2014, 08:27

1.99 um

x200 DIREKTNO NA MIKROSKOPU PRE NORMALAN NEGO BV

Slika 3.31: Dijagnoza normalan ili BV smo donosili ukoliko smo videli veéi broj ovih sitinih tankih SF od
NSF, ali je Cesto dijagnoza vrlo dubiozna
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30.5.2014, 09:36

X1000 DA LI SMO PAMETNIJI NA X1000

Slika 3.33: Isti preparat na uveé¢anju x1000 vidi se nekoliko laktobacila tipa L.crispatusa deblji i duZi, a ya
ostale Gram negativne ili Gram varijabilne sitne $tapice teSko je re¢i da li su L-iners ili G. vaginalis

R <5 - =

Slika 3.32: Uveéanje X100 tipi¢an nalaz za BVF (tip A)sa clue cells i velikim brojem BVAB ¢ija je duZina
manja od 1,5um ili bolje receno bliZze 1pm; primetiti dosta G+ BVAB ali nisu Atopobium vagine
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29.5.2014, 19:19

TIP B KOH +; PH 7, VIDE SET SF+PMN OVAKAV NALAZ CEST KOD'GA

Slika 3.34: Vise L.inersa ili G.vaginalis? Sta je §ta? Uvecanju x200!?

Slika 3.35: Vise L.inersa ili G.vaginalis? Sta je §ta? Uvecanju x1000!?




31.12.2013, 13:14

Slika 3.36: Tipi¢na BVAM kod BVF (Tip B) sa elipsastim izrazito G+ formama za koje verujemo da su
Atopobium vagine, drugi verovatno odgovaraju Prevotella spp. G. vaginalis, a sigurno ima i L.inersa

29.5.2014, 18:39

563 :7‘3«A2._25_p|m

Dva tipa BV Tip A ph 5.0, KOH+ clue cells=gardnerella

Slika 3.37: BVF tip A sa clue cells i verovatno predominatnom G. vaginalis u odnosu na druge BVAB,
nema Atopobiuma, a sigurno ima L.inersa; vise G. vaginalis vise clue cells; uve¢anje x1000




6.4.2014,19:49

0,779 um

ATOPOBIUM VAGINE, ELIPSASTOG OBLIKA DIJAMETAR 0,8 MICRONA

Slika 3.39: BVF ali bez clue cells (tipB) verovatno predominiraju Prevotella spp. i Atopobium, dok se G.
vaginalis nalazi u manjem broju; uveéanje x1000

25.4.2014, 14:58

0.874 pm

ATOPOBIUM

Slika 3.38: BVF u kome verovatno predominira Atopobium sa Prevotella spp.; clue cells retke ili odsutne;
x1000
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25.4.2014, 08:53

0,748 pm

0,816 v

~

Slika 3.40: Atopobium vagine uvec¢anje x1000+ ; naravno ne moZemo biti sigurni da ovo nisu neke druge
gram pozitivne koke ali fenotipske karakteristike odgovaraju A. vagine

5.4.2014, 14:59

0,417 pm

ATOPOBIUM

Slika 3.41: Predominiraju A.vagine i Prevotella spp. “Biopsija” ovoakvog preparata po Gramu i QPCR

mogli bi nam pomo¢i da izdiferenciramo neke od ovih bakterijskih morfotipova.
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Slika 3.42: A. vaginae kod iste pacijentkinje na nativnom preparatu sa jednom kapi metilen blue, fazni
kontrast, uvecanje X400, azni kontrast daje sliku “mehuri¢a” koji se menjaju finim pomeranjem
mikrometra (a-e), a bez faznog kontrasta vide se obojene veée “koke

7,

Slika 3.43: Pored A. vagine vide se PMN, hife CA, retke $tapicaste forme i dosta sitnih bakterijskih formi
(SBF), ali nema clue cells.




Slika 3.44: Ukoliko su clue cells obavezan dijagnostiki kriterijum u Amselovom klini¢kom skoru onda kod
ove pacijentkinje ne bi postavili dijagnoz BV

23.5.2014,11:08

1.52 jum

X400 PHC METHILEN BLAL BQ'-A‘I'()P()BI[ M NO CLUE CELLS

Slika 3.45: Na uvecanju x400 ne moZemo primeniti nafu formula o odnosu SF/NSF, jer se na ovom
uveéanju i SBF prikazuju kao kraci $tapici; nema clue cells-nema BV, ali ukoliko bi primenili...
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23.5.2014,11:08

1.52 pm

X400 FHC METHILEN BLAL B< -ATOPOBIUM NO CLUE CELLS

Slika 3.46: Dondersovu podelu i konstatovali da ovde predominiraju SBF onda bi oni sa viSe iskustva
postavili dijagnoz parcijalne BV
23.5.2014, 11:09

1,52 pm

Slika 3.47: Bez faznog kontrasta nativni preparat sa jednom kapi methilen blue




Ove slike sa A. vaginae kod iste pacijentkinje ide u prilog prethodnoj diskusiji u kojoj su Sha i
saradnici na osnovu Amselovih Kriterijuma postavili dijagnozu BV samo kod 77 od 203
pacijentkinje kod kojih je na osnovu Nugentovih kriterijuma postavljena dijagnoza BV, i jasno
govori da BV postoji i bez clue cells. Treba malo iskustva da se A. vaginae prepozna fazno
kontrastnom mikroskopijom, jer se njegov “izgled” pod mikroskopom menja sa pomeranjem
mikrometra tako da pocetniku deluje kao artefakt jer se prvo prikazuje u obliku sitnih belih
mehuriéa sa tackicom u sredini, tako da se moze pomisliti da se radi o artefaktu (koji inace nisu
retki kod faznokontrastne mikroskopije, pogotovo ako stavite malo viSe fizioloSkog rastvora),
ili se brzim pomeranjem mikrometra moze lako prevideti. Medutim, finim mikroskopiranjem
vidi se da se ova formacija menja, smanji se, izgubi okrugao oblik, postane nepravilnija i nekako
opet asocira na artefakt, da bi bez faznog kontrasta (poslednja fotografija) jasnije videli
elipsastu formaciju, za koju verujemo da je A. vaginae .poslednja fotografija) jasnije videli
elipsastu formaciju, za koju verujemo da je A. vaginae.

Na Slikama 3.47-3.49 (videti i Slike 3.28-3.31 3.33-3.34) prikazane su nase poteskoce
tokom studije u razlikovanju L.inersa i G. Vaginalis, a u Tabeli 3.16 su prikazane fenotipske

-----

Tabela 3.16: Fenotipske karakteristike naj¢e§¢ih ¢lanova vaginalnog mikrobioma

Naziv Gram Morfologija
L.crispatus Gram + Stapicaste forme 0.37-0.56x 2.9- 4.8 um
L.gasseri Gram + SF, lanci,
L. jensenii Gram + SF 0.6-0.8x2.0-4.0pm
L.iners Gram * Polimorfan, kokobacilaran, kratki i vrlo kratki
G. vaginalis Gram + Poliomorfanl kokobacilaran, 0.4x 1-1.5 to 2-3um
Mobiluncus curtisii Gram * Zakrivljene SF <0.5x 1.5-1.9um
Atopobium vaginae Gram + Polimorfan,kratak, elipti¢an, male koke
Eggerthella Gram + SF 0.2-0-4 x 0.2-2-0 pm; chains
Peptostreptococcus Gram + Koke, kratki lanci, ili grupe
Ravni ili lako zakrivljeni Polimorfanog oblika, Y, V forme,
Bifidobacteria Gram + sa Cekicastim (batiastim) krajevima, grana se, 0,5-1,3x 1,5-8 um

“sli¢ne kineskom pismu”, neravnomerno se boje
Vitki, ravni ili zakrivljeni, 0.2-1x2- 5um ili filamentni oblici 10-50pum

Actinomyces Gram + granaje Cesto, kratki oblici sa baticastim krajevima, Y, V,
Ravni ili blago zakrivljeni §tapici sa krajevima koji se suzavaju

Corynebacterium Gram + ili su ponekad baticasti 0,3-0,8x1,5-8,0 um; prave V formacije;
“slicne kineskom pismu”;neravmomerno se boje; granule unutar celije

Prevotella sp Gram - Plejomorfane, 0.7-0.8 pm §irine 1.3-2.1 pm

Megasphaera Gram - Koke, 1,5x 1,2 um

Mobiluncus mulieris Gram - Zakrivljene SF <0.5x 2.9 ym

Dialister micraero Gram - Kokobacili, 0.2-0.3x-0.4- 0.6 um

Sneathia sanguineg. Gram - Vrlo dugacki ali i kratki, koke

Leptotrichiaamnionii Gram - Polimorfni, ravni ili zakrivljeni 0.8-1.5 x 5-15 ym

Veillonella montpell. Gram - Koke 0.3x0.5 pm

Porphyromonas Gram - Polimorfan, $tapicaste ili kokoidne forme 0.4- 0.8x 0.8—6 pm

Fusobacterium Gram - Stapiéaste forme sa zailjenim krajevima

BVAB1 Nekultivisan Zakrivljen tanak rod; 0.4x1.0-1.5 um

BVAB2 Nekultivisan Kratki, debeli

BVAB3 Nekultivisan Dugacki oblici izgleda lanceta
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Vide pretezno vrlo kratke (1- 2,5 um) Stapicaste, kokobacilarne forme koje se boje Gram
negativno, a koje morfoloski odgovaraju i L.inersu i G. vaginalis. Na fotografijama treba
ponovo uociti marker 1 razumeti (kao $to je to navedeno u metodologiji) da se na uvecanju
X1000 kao SF prikazuju i formacije manje od 1,5 um. Na sledeéoj fotografiji prikazan je Gram
pozitivni, deblji Stapi¢ koji najverovatnije odgovara L.crispatusu, pre svega da bi se naglasila
razlika izmedu ova dva soja laktobacila. Shodno tome, jasno je da se ne moze govoriti o
iskustvu ili neiskustvu, niti o subjektivnom ili objektivnom, nego pre o objektivnim
nedostacima dijagnostic¢kih procedura, nezavisno od toga da li preparate po Gramu ili NPVS
gledate dve ili 20 godina. Iz rezultata ovog rada, i li¢nog iskustva u gledanju preparatu po
Gramu, zakljucili bi da za Nugentove kriterijume nije potrebno nikakvo veliko ili viSegodiSnje
iskustvo, na Cemu se Cesto insistira, nego da se taj posao moze uspesno raditi i nakon intenzivne
obuke od desetak dana. Ako ve¢ govorimo o iskustvu i krivi ucenja, mislimo da je ono mnogo
znacajnije, a kriva uCenja duza i teza za NPVS nego za pregled preparata po Gramu.
Preliminarni rezultati sa nemedicinskim osobljem (rezultati nisu prikazani u ovom radu)
ukazuju da ovde opisana metodologija i pregled mikroskopskog preparata po Gramu na
uvecanju x200 (NP-6G) ima vrlo kratku krivu ucenja 1 ne zahteva nikakvo prethodno
medicinsko obrazovanje jer se dijagnoza u najmanje 60-70% slucajeva svodi na prepoznavanje

tipi¢nih slika koje ¢emo prikazati na slikama 3.51-3.59.

11.3.2014, 19:10

BV FLORA KAKO RAZLIKUJEMO G.VAGINALIS I L. INERS

Slika 3.48: G. vaginalis i L.iners: plejomorfni, Gram varijabilni, sli¢nih dimenzija (0.7-0.8 pm Sirine 1.3
2.1 pm duzine) mikroskopski se ne mogu razlikovati bez obzira na uveéanje x200 ili x1000
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30.5.2014, 09:39

1.3 pm

{

X1000 DA LI SMO PAMETNIJI NA X1000? JA NISAM?

Slika 3.49: G. vaginalis i L.iners: plejomorfni, Gram varijabilni, sli¢nih dimenzija (0.7-0.8 pm Sirine 1.3-
2.1 pm duzine) mikroskopski se ne mogu razlikovati bez obzira na uvecanje x200 ili x1000

21.2.2014, 10:05

NUGENT SCOR OVDE?BROJIMO LI I STA?

Slika 3.50: G. vaginalis i L.iners u Nugentovom bodovnom zbiru imaju potpuno suprotne vrednosti preko
30 morfotipova Gardnerele 4 boda, a preko 30 laktobacila 0 bodova!
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11.3.2014, 19:03

VI POSLE IMERZIJE "ARHIPELAG"

Slika 3.51: Tipi¢na slika “arhipelaga” i “pe$¢anih staza”kod pacijentkinja sa BVF na uveéanu x200 sa
imerzijom; dijagnoza jednim pogledom na preparat; ponekad se kao na ovoj slici vid ii biofilm

06,2 pem

Slika 3.52: Normalan nalaz (NF) predominacija gram pozitivnih $tapic¢astih formi ravnih krajeva; broj
bakterija (laktobacila) kod NF je uvek neuporedivo manji od BVAB kod BVF.
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2.3.2014, 14:42

Slika 3.54: Veliki broj PMN, spore kvasnica koje se boje intenzivno G+, ve¢ina kvasnica je iz roda
Candida i u ovom ispitivanju su obelezavane kao CA, dakle ne mislimo samo na C. albicans nego i druge
sojeve

17.3.2014, 14:22

X20: POVRSINA 25 VP UVECANJA X100! nUGENT NA OVOM DELU ?

Slika 3.53: Uveéanje x200 Hipocelularan preparat (NULL) verujemo da je na ovakvim preparatima broj
bakterija manji od 10*-10° i da zbog toga mikroskopskim pregledom ne moZemo proceniti kvantitativne i
kvalitativne odnose razli¢itih bakterijskih morfotipova; veéi dijagnosticki znacaj pH i KOH test
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25.3.2014, 08:43

COCCAEDS

Slika 3.55: Koke su na uveé¢anju x200 posute kao sitni crni prah obi¢no raporedene po regionima i
neverovatno zvuci da ih lakSe nalazimo i prepoznajemo na uvecanju x200 sa imerzijom; i one sa kao CA
najcesée nalaze u nakupinama epitelnih celija

5.4.2014,19:13

BATICAST KRAJ=BIFIDO?

992 um

Slika 3.56: tapi¢aaste G+ sli¢ne laktobacilima(ravni krajevi) sa ¢eki¢astim zadebljalim krajevima:
neravnomerno se boje, granulirane, u ovom radunazvane BIFIDO forme, a za koje verujemo da su ceSée
koreiformne bakterije (Corynebacteria)a rede Bifidobacteria ili Actynomyces
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9.1.2014, 10:50

FULL BV SA PMNX20 BEY OILAOOOS.jpg FULL BV SA PMINX10 BEY OILAOOOS

Slika 3.57: Slika arhipelaga (BVF) sa brodovima (PMN); dijagnoza BV se postavlja jednim pogledom na
preparat a pregledom vece povrsine preparata vece su Sanseza detekciju CA i precizniju procenu PMN

1.3,.2044, 18:15

Slika 3.58: Karakteristi¢ne hife CA sa povecanim brojem PMN i bakterijskom florom u pozadini u kojoj
predominiraji L.iners i G. vaginalis
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25.4.2014,17:11

S94 um

Slika 3.59: LEPTO forme su dugac¢ke tanke G+ formecesto izvijugane i ¢udnih oblika, uvek tanje od hifa
kvasnica,a u pozadini je obi¢no mali broj bakterijski (hipocelularana)

Homeostaza

=
7 A

Disbioza

oxd .
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Sirenje patobiona  Redukovani diverzitet  Gusisk benifitnih mikrobe

Slika 3.60: Disbioza vs homeostaza

1Slika preuzeta iz rada Petersen C, Round JL. Defining dysbiosis and its influence on host immunity and disease. Cell Microbiol. 2014 Jul;16(7):1024-33
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Iskustvo nije od velikog znacaja ukoliko pod mikroskopom gledate hipocelularan preparat,
dakle pacijentkinje koje smo mi u ovom ispitivanju podelili u dve grupe NN i BVN, i za koje
smo ve¢ rekli da su osnovni izvor neslaganja u poredenju razlicitih dijagnostickih kriterijuma i
o kojima ¢emo reci nesto vise u ovom delu diskusije. Mozda je ovaj mikroskopski nalaz
(NULL) lakse razumeti, ako ga budemo posmatrali u jedno Sirem kontekstu, kontekstu disbioza.
Disbioza (Slika 3.59) se definiSe u najsirem smislu kao bilo kakva promena u sastavu rezidualne
komnesalne zajednice, odnosno zajednice koja je nadena kod vecine zdravih pojedinaca.
Termin disbioza se rede koristi u ginekologiji i on je mnogo ¢e$¢i kod gastroenterologa Koji
razlikuju tri kategorije disbioza: 1) Smanjenje broja ili potpuni gubitak Kkorisnih
mikroorganizama; 2) Porast u broju patogena ili potencijalno $tetnih mikroorganizama; 3)
Gubitak u razlicitosti (diverzitet) mikrobioloske zajednica.

Naravno da je i ova podela samo nacelna, jer se radi o dinami¢nim zajednicama u kojima je
mogu¢ prelaz iz jednog oblika u drugi, a i razli¢iti spoljasnji faktori mogu na to uticati. Tako,
terapija antibioticima moze dovesti do gubitka korisnih mikroorganizama (L.crispatus)
znacajnih za zdravu vaginalnu floru, $to onda moze omoguciti porast u broju komensala (C.
albicans) i dovesti do bolesti (vaginalna kandidoza), sa sledstvenim inflamatornim odgovorom
koji moZe imati Stetne posledice po domacina (PP). Preciznija i tacnija od ove teoretske
spekulacije bila bi ona koja bi tvrdila da primena antibiotika dovodi do poremecaja
kvantitativne 1 kvalitativne ravnoteze izmedu velikog broja mikroorganizama, koji ¢e dovesti
do stvaranja povoljnih uslova za rast i razvoj C. albicans. Kazemo preciznija i tacnija jer se
gotovo uvek radi o poremecaju u mikrobnoj zajednici koji je mnogo znacajnije od uticaja
pojedinih mikroorganizama. Dosadasnja ispitivanja ukazuju da sastav i stabilnost vaginalnog
mikrobioma zavise od velikog broja faktora i da se znacajno razlikuju kod vecine Zena, te da se
na osnovu jednostavne formule koja proracunava odnos razli¢itih vrsta bakterija u jednoj
mikrobioloskoj zajednici ne moze izraCunati $ta je " normalan " i " zdravo ", a Sta “patolosko”
ili “bolesno”. Treba razumeti da ne govorimo o pojedina¢nim mikroorganizmima, i njihovom
uticaju na zdravo-bolesno, ve¢ o mikrobioloskim zajednicama koje promovisu zdravlje
domacina. A kao Sto se vidi iz podele disbioza (3 grupa) i gubitak razlicitosti (diverziteta)
mikrobioloske zajednice, takode predstavlja jedan od oblika disbioze, a on sustinski odgovara
pacijentkinjama koje su u ovom ispitivanju definisane kao NN i BVN Naravno treba razumeti
da se ova podela disbioza odnosi na mikrobiom gastrointestinalnog trakta ¢iji je 1 kvalitativni 1
kvantitativni biodiverzitet neuporedivo ve¢i od mikrobioma vagine koja u odnosu na
gastrointestinalni trakt predstavlja jednostavnu ekolosku zajednicu. Ali ovim Zelimo da

pokazemo da bi po istom principu, ovoj grupi disbioza pripale pacijentkinje koje su Ison/Hay-
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a kategorisali kao “0” (u nasim tabelama ¢ist), nalaz koji izgleda potpuno “Cist” bez bakterijskih
formi. Kako podela po Nugentu nema ovu grupu pacijentkinja one u takvim ispitivanjima bivaju
svrstane u neku od 3 Nugentove grupe, i tako “nestaju” iz ispitivanja. Dondersovi kriterijumi
su ograniceni na dijagnozu AV, ali svakako bolje ukazuju na razli¢ite odnose u broju
laktobacilarnih i sitnih bakterijskih formi, i na neki naéin problem intermedijarnog nalaza
(originalno grupa Ila i IIb), ali takode ne pominju ovu kategoriju pacijentkinja koja bi
odgovarala Ison/Hayovoj grupi “0”, nasoj NULL. Ovakva grupa pacijentkinja, ili bolje reCeno
takav mikroskopski nalaz postoji i na NPVS, i to u istom procentu kao i na preparatu po Gramu
(10-30%). Nasa podela (NP-6G) ne samo §to prepoznaje ovu grupu pacijentkinja, nego je
smatra veoma vaznom, odnosno grupom od posebnog interesa za koju u ovom trenutku
nemamo ni dijagnosti¢ke kriterijume niti znamo njen klini¢ki znacaj a oko 17% pacijentkinja
svrstali smo u ovu grupu. Po naSem misljenju u ovakvim slucajevima dolazi pre svega do
znacajnog smanjenja broja bakterija u vaginalnom mikrobiomu i zbog tako malog broja ne
mozemo da ih vidimo na preparatu bojenom po Gramu. Naime dobro je poznata ¢injenica da
bakterije moraju da predu odreden broj, koncentraciju ili broj kolonija po mililitru ili gramu
uzorka da bi smo uopste mogli da ih vidimo na preparatu obojenom po Gramu. U zavisnosti od
uzorka ova se granica obi¢no kre¢e >10*-10°. U nekim uzorcima (urin) nalaz po Gramu moze
da sluzi kao skrining test jer ako ne vidimo bakterije ili ih je vrlo malo pretpostavljamo da je
njihov broj manji od 10° i da u takvim slu¢ajevima nema potrebe raditi urinokulturu. Rezultati
naseg ispitivanja jasno ukazuju grupa pacijentkinja sa malim brojem bakterijskih formi izvesno
postoji kao da je diferencijacija izmedu zdravog i bolesnog u ovoj grupi najteZa jer ne mozemo
primeniti postupak koji smo naveli za nalaz urina. Zato mislimo da kod ovakvih nalaza nije ni
moguca dijagnoza samo na osnovu mikroskopskog nalaza bez obzira o kakvom se preparatu
radi ili na kom uveéanju ga gledamo. Dakle zbog ukupno malog broja bakterija njihovi
kvantitativni ili kvalitativni odnosi ostaju nepoznati nakon mikroskopskog pregleda, jer je
moguce da u toj flori preovladuju i laktobacili, ali je moguce i suprotno. Ukoliko se oslonimo
samo na mikroskopski pregled onda je sigurno da bi u svakom ponovnom gledanju odreden
broj ovih pacijenata svrstali u drugu grupu u odnosu na prethodni nalaz. Naravno, da se ovakav
nalaz moZze tumaciti i kao tranzicioni, prelazni, ali bi se takode mogao i tumaciti kao disbioza
sa gubitkom kvantitativnog diverziteta bakterijskih formi. Ako ovo i prihvatimo kao tranziciono
stanje, problem je §to ne znamo da li se tranzicija “krec¢e” u smeru od bolesnog prema zdravom
ili obrnuto, Sto bi naravno bilo odlucujuce za klini¢ara, odnosno terapijski pristup takvom
pacijentu. Sustinski, najvaznije prakti¢no pitanje je da li su ove pacijentkinje zdrave ili bolesne,

i da li treba da se lece i kako? S jedne strane, rezultati i studija koje su koristile kulturu kao 1
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rezultati najnovijih molekularnobioloskih studija ukazuju na bar dva stanja koja bi mogla
dovesti do ovakvih poremecaja vaginalne flore, a koja bi mogli smatrati fizioloskim. Prvo je
vezano za menstruaciju i period neposredno nakon menstruacionog krvarenja, a drugo je
postmenopauza [462-470]. | u jednom i u drugom slucaju dolazi do smanjenja estrogena, broja
laktobacila 1 raznolikosti vaginalne flore. Prekomerna primena antibiotika takode bi mogla
dovesti do ovakvog stanja. Ali 17 % naSih pacijentkinja koje su svrstane u grupu NULL su
trudnice koje pre uzimanja uzorka nisu uzimale nikakvu terapiju? Pitanja na koja trenutno
nemamo odgovore jeste koliko su ovakve promene flore Ceste i kolika je rezilijencija
vaginalnog ekosistema, odnosno sposobnost da se bez intervencije spolja (terapija) vaginalni
ekosistem vrati u zdravo stanje i koliko je vreme potrebno da bi se to desilo. Na osnovu
iznesenih ¢injenica i naSeg klinickog iskustva mislimo da u ovakvim slu¢ajevima mikroskopski
nalaz ima mali znacaj, odnosno da je pokuSaj da ovu grupu pacijentkinja na osnovu
mikroskopskog nalaza u zdrave, intermedijarne i BV, kao §to smo ve¢ rekli osnovni uzrok
dijagnostickih neslaganja, a verovatno i prili¢no kontradiktornih rezultata u lecenju, recidivima
i klinickom ishodu, kao i rizicima za druge nezeljene dogadaje. Na osnovu rezultata naseg
ispitivanja i naSeg klini¢kog iskustva mislimo da u ovakvim slucajevima dijagnozu treba
postavljati na klinickog nalaza, odnosno prvenstveno na osnovu rezultata pH testa i probe sa
10% KOH. U naSoj svakodnevnoj klini¢koj praksi pacijentkinje sa pozitivnim KOH testom i
pH>4,5 a sa mikroskopskim nalazom NULL posmatramo kao pacijentkinje sa poremec¢enom
vaginalnom florom ili ,,mikroskopski nevidljivom* blagom BV i dajemo terapiju prebioticima
i acidifikantima. | pacijentkinje sa negativna dva testa dobijaju istu terapiju, jer smatramo da
ovakvo stanje moze biti rizi¢no za nastanak tezih formi BV (parcijalna ili full), a ovakva terapija
ne moze naneti nikakvu Stetu pacijentkinji. Primenu metronidazola ili drugih antibiorika
predvidenih za lecenje BV u ovakvim sluc¢ajevima ne samo da smatramo neopravdanom, nego
mislimo da bi mogla da bude potencijalno Stetna. Tako je poznato da terapija metronidazolom
dovodi 1 do uniStavanja odredenih sojeva laktobacila, najve¢eg broja BVAB, ali je takode
poznato da je A.vagine rezistentan na ovaj lek. Teoretski, ovakvim ,,leCenjem* mogli bi smo da
napravimo idealne uslove za rast i razvoj A.vagine. Jos interesantnije je pitanje da li bi nove
objektivnije molekularne metode mogle pomoc¢i da u ovoj grupi pacijentkinja preciznije
povucemo granicu izmedu normalnog 1 patoloskog. Teoretski, svakako bi mogle, jer bi nam
mogli pruziti bolji uvid u kvantitativni i kvalitativni sastav ove mikrobne zajednice, i moguénost
poredenja sa klini¢kim i mikroskopskim podacima. Medutim da bi osmislili buduca ispitivanja
prvi korak je da ovu grupu pacijentkinja moramo izdvojiti u posebnu kategoriju odnosno postici

konsenzus u dijagnostickim kriterijumima, jer kao §to smo prethodno objasnili sadasnje podele
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ne “prepoznaju” ovu grupu pacijentkinja. Ovo je jo$ jedan razlog S§to mislimo da bi nasa nova
metodologija mikroskopskog pregleda (NMMP) koja omogucava da se na veoma brz i
jednostavan nacin izdvoji ova grupa (NULL) pacijentkinja, bila bolja od postoje¢ih u
komparativnim studijama klini¢kih, mikroskopskih i molekularnobioloskih nalaza. Medutim i
stav da se kod ovakvih pacijentkinja radi o disbiozi koja je uzrokovana smanjenjem broja i
razlicitosti mikrobioloSke zajednice potpuno je prihvatljiv, odnosno po nasem misljenju mnogo
prihvatljiviji ili bar podsticajniji za dalja ispitivanja, nego da ovu grupu pacijentkinja
proglasimo intermedijarnom ili zdravom, odnosno onima koje nemaju BV (engl. non-BV). S
obzirom da je ovo ispitivanje radeno u populaciji trudnica, uticaj menstruacije i menopauze su
iskljuceni, ali oko 17% nasih pacijentkinja (NN+BVN) moglo bi se svrstati u trecu kategoriju
disbioza. I zaista, po rezultatima najnovijih molekularnobioloskim studija, prisustvo i
koncentracije L. crispatusa, je svakako najvazniji parametar za “zdravo” u vaginalnoj flori. Na
osnovu naSeg iskustva i mikroskopskog pregleda vaginalnog preparata, bez ikakvih
molekularnobioloskih ispitivanja, slobodni smo tvrditi da kod ovakvih pacijentkinja gotovo
uopSte nema L. crispatusa, odnosno da je njegov broj znacajno smanjen [216, 471, 472]. S
druge strane najnovija ispitivanja pokazuju da u vagini pored L.crispatusa ima i znacajan broj
drugih laktobacila koji promovisu zdravlje, ali bi takode mogli zakljuciti da se na osnovu onoga
§to znamo o fenotipskim karakteristikama npr. L. jenseniii, ni ovi laktobacili ne nalaze na
mikroskopskom preparatima ove grupe pacijentkinja. Laktobacili odnosno SF koje nalazimo
na ovakvim preparatima obi¢no su vrlo kratki, grani¢ne veli¢ine u nasem razlikovanju SF od
NSF (1,5-2,5 pm), gram-varijabilni i najverovatnije predstavljaju L.iners. S druge strane,
poznato je da je L. iners predominatna vrsta laktobacila kod najveceg broja pacijentkinja sa BV,
intermedijarnim nalazom, ali da je 1 sastavni ¢lan laktobacilarne zajednice kod zdravih Zena
[130-135]. Verhelst i saradnici ukazuju da je predominacija L. inersa i L. gasseri znak
nestabilnosti vaginalnog ekosistema i lakSe moguénosti za nastanak patoloske vaginalne flore,
dok De Backer sa saradnicima postavlja pitanje da li se predominacija L.inersa uz nedostatak
drugih laktobacila uopsSte moze smatrati zdravom vaginalnom florom [456].

Dakle, ako na trenutak i zaboravimo podatak da pod mikroskopom ne mozemo razlikovati L.
iners i G. vaginalis, ili pretpostavimo suprotno, dakle da ih mozemo razlikovati u 100%
slucajeva, moramo se zapitati da li nam to §to smo na hipocelularnom preparatu (NULL)
izbrojali nekoliko ili desetak L.inersa vise od G. vaginalis na 20 od 17 000 vidnih polja
dozvoljava da postavimo dijagnozu normalne vaginalne flore (Nugentov skor). Naravno ni nasa
metodologija na x200 ne dozvoljava i ne omoguc¢ava mnogo precizniju razliku jer kao §to smo

rekli i na ovom uveéanju mi vidimo vrlo kratke grani¢ne SF, za koje verujemo da su L.iners pre
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nego BVAB. Dakle, ako to i jeste L.iners njihov tako mali broj i prisustvo NSF (a &esto i koka)
ne daje nam pravo da postavimo dijagnozu normalnog nalaza. Dakle mi smo u ovom ispitivanju
napravili razliku izmedu pacijentkinja sa nalazom NN i BVN, ali i podela u kojoj ove
pacijentkinje predstavljaju jednu grupu (NP-3G) nije bez osnova. Ponovi¢emo, u svakodnevnoj
praksi, a 1 tokom naseg ispitivanja, pacijentkinjama sa ovakvim mikroskopskim nalazom
ordiniramo terapiju, prebiotici sa acidifikacijom vagine. Problem u klinickom radu mogu biti
pacijentkinje kod kojih su pozitivni nalazi testa sa 10% KOH, vaginalni pH>4 i pojac¢anu
sekreciju tako da bi na osnovu Amselovih kriterijuma kod takvih pacijentkinja mogli postaviti
dijagnozu BV. Tako je u nasem ispitivanju oko 40% pacijentkinja iz grupe NULL (NN+BVN)
imalo pozitivan test sa KOH i vaginalni pH>4,5, od ¢ega su oba testa bila pozitivna kod oko
polovine od ovih pacijentkinja. Medutim ¢ak i u takvim situacijama, kada na osnovu Amselovih
klini¢kih kriterijuma moZemo postaviti dijagnozu BV, na$ terapijski pristup se ne menja.
Jednostavnije je ukoliko pogledamo slike (Slika 3.18 i 3.19) na kojima smo na uvecanju
x200 1 x1000 postavili dijagnozu BVF i BVN. Dakle na osnovu veéine postojecih kriterijuma
ove dve pacijentkinje bile bi svrstane u istu grupu, a pitanje koje se namece je da li ove dve
pacijentkinje imaju isti poremecaj vaginalne flore i da li se i klini¢ki razlikuju koliko se
razlikuju vizuelno.
Ocigledno je da pacijentkinje iz grupe BVF imaju neuporedivo ve¢i broj bakterijskih formi u
odnosu na pacijentkinje BVN i ukoliko bi patogeni potencijal procenjivali na osnovu
kvantifikacije bakterijskih formi onda bi pacijentkinje iz grupe BVF imale daleko ve¢i rizik za
nezeljena deSavanja od pacijentkinja sa nalazom BVN. Kako ovo ne moze biti jedini parametar,
naravno da ne mozemo isklju€iti ni moguénost da naprimer inflamatorni odgovor koji
prouzrokuje bakterijska flora tipa BVN ne nosi ve¢i rizik od PP u odnosu na nalaz BVF. Ali
ako prihvatimo neke opSte imunoloske postulate, kao Sto je ¢injenica da interakcija izmedu
bakterija i ¢elija domac¢ina neminovno dovodi do oslobadanja odredenih koncentracija jednog
ili vise citokina, 1 da ta produkcija citokina u velikoj meri zavisi od prirode mikrobioloskog
agensa, a i od njegovog broja (load) onda je vrlo verovatno da ¢e se imunski odgovor i spektar
1 koncentracije oslobodenih citokina i drugih inflamatornih medijatora razlikovati kod ove dve
grupe pacijentkinja. Pri tome treba imati u vidu ¢injenicu da kod BV, a i ve€ine drugih stanja
vaginalne flore ne govorimo kao kod vecine infektivnih bolesti o jednom mikrobioloskom
agensu, nego o odnosu velikog broja razli¢itih bakterijskih vrsta, i u kome predominacija jednih
ili drugih definiSe bolesno ili zdravo. Ono §to smatramo veoma vaznim da jo§ jednom
naglasimo jeste da je pacijentkinja sa BVN na osnovu Nugentovih dijagnostic¢kih kriterijuma

za prosecan broj bakterija na 5 nesusednih vidnih polja i uve¢anju x1000 imala ukupan zbir 9
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(0 laktobacila=4 boda+ 6 Gardnerela morfotip=3 boda+6 zakrivljenih Mobiluncus=2 boda) $to

Znaci BV.

30.3.2014, 18:04

Slika 3.61: Uvecane x200 pacijentkinja sa nalazom BVN sa 10-1000 puta manje bakterija u odnosu na
pacijentkinje sa nalazom BVF(slika 3.61); da li se razlikuju u klinickom i terapijskom pristupu koliko se
razlikuju vizelno? Koliki je ruizik za PP? Nugentov skor ovde je bio 8=BV!

Druga pacijentkinja je imala ukupan zbir 8 (0 laktobacila=4 boda+ >30 Gardnerela morfotip=4
boda+ nije viden Mobiluncus morfotip=0) $to opet zna¢i BV. Dakle pacijentkinja sa
neuporedivo manjim brojem bakterijskih formi ima ve¢i skor po Nugentu. Cilj ove diskusije
jeste da ukazemo da Nugentovi kriterijumi ne razlikuje ove grupe pacijentkinja niti u
prakti¢nom bilo istrazivackom smislu ima razlike izmedu pacijentkinja sa zbirom od 7 bodova
ili zbirom od 10 bodova po Nugentu. 1li kada ginekolog koji ne gleda mikroskopski preparat po
gramu dobije izvestaj iz mikrobioloske laboratorije naj¢esce ne stoji broj bodova nego samo
dijagnoza: normalan, intermedijaran ili BV. Na kraju krajeva i da takav skor piSe u nalazu i
terapija koju ¢e odrediti ginekolog je ista: metronidazol 2x500 grama 7 dana. Kao §to smo rekli
sustina NP-6G je Sto razlikuje pacijentkinje po celularnosti (BVF, BVM, BVN) a i terapijski

pristup se znacajno razlikuje.
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11.8:2014, 18:52

' VI'POSLE IMERZIJE "ARHIPELAG"

Slika 3.62: Uvecane x200 pacijentkinja sa nalazom BVF sa 10-1000 puta viSe bakterija u odnosu na
pacijentkinje sa nalazom BVN (slika 3.60); Da se li koncentracije nekog citokina razlikuju koliko se
razlikuje “koncentracije” bakterija?Koliki je rizik za PP? Nugentov skor ovde je bio 10=BV

Tako bi nulta hipoteza mogla biti da ove pacijentkinje predstavljaju grupu sa posebnim
poremecajem vaginalne flore, i da su neophodna dalja ispitivanja koja ¢e ovu grupu definisati
u epidemioloskom, klinickom 1 terapijskom smislu, kao i nova istrazivanja koja bi dokucila
etiopatogenetske mehanizme stanja vaginalne flore u kojoj nestaju i ,,dobre* i ,,loSe* bakterije.
Stanje u vaginalnom ekosistemu na ovakvim preparatima odgovaralo bi stanjima u
makroekoloskim sistemima posle elementarnih nepogoda (poplava, pozar), u kojima je oko
polovine stanovnika stradalo. Kao $to smo rekli pretpostavke o menstruaciji, ispiranju vagine
razli¢itim rastvorima, menopauzi ili primeni antibiotika su potpuno prihvatljive kao
“elementarne nepogode” koje su gotovo u potpunosti unistile i normalnu i patolosku vaginalnu
floru. Ali mi traZimo odgovor na pitanje kakva je to “elementarna nepogoda” u nasoj populaciji
trudnica dovela do ovakvog stanja vaginalne flore, s obzirom da naSe pacijentkinje nisu uzimale
nikakve lekove, nisu ispirale vaginu ili krvarile, nisu imali seksualne odnose najmanje 7 dana
pre ispitivanja? Dakle, sigurno je da su kod nasSih pacijentkinja neki drugi, nama nepoznati,
mehanizmi i stanja doveli do ovakvih promena u vaginalnoj flori. Naravno ne mozemo iskljuciti
ni moguénost da se u ovakvim slucajevima radi o cikli¢nim fiziolo§kim procesima u kojima

X190

“Cistac¢i” (scavenger) domacina prave “veliko spremanje”, posle cega kreée ponovna
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kolonizacija i uspostavljanja novih odnosa mikrobnoj zajednici. Mogucée je da se radi o
odbrambenom mehanizmu kod Zena koji podrazumeva da se potencijalne opasnosti za
domacina, nastale zbog poremec¢aja odnosa medu ¢lanovima vaginalne flore, najefikasnije ili
jedino tako mogu spreciti, odnosno omoguciti uslovi za ponovnu rekolonizaciju vagine
laktobacilima. U svakom slu¢aju mislimo da ovaj interesantan fenomen 1 ova grupa
pacijentkinja zasluzuju posebnu paznju, kako u klinickim tako i u mikrobioloskim, odnosno
molekularnobioloskim ispitivanjima. Najinteresantnija pitanja su: Da li se radi o normalnim i
prolaznim fizioloskim poremecajima, ili patoloSkim poremecajima vaginalne flore? Da li 1
kakva terapija treba ovoj grupi pacijentkinja? Da ova grupa u buducnosti treba da bude
intenzivnije ispitivana indirektno ukazuju i rezultati internacionalne studije u kojoj su
najiskusniji ispitivaci procenjivali vrednost razlicitih dijagnostickih kriterijuma (Nugent,
Amsel, Ison/Hay) u dijagnozi BV. Rezultati ove studije pokazali su da je ukupna podudarnost
izmedu razli¢itih metoda dobra, ali upozoravaju da su najveca neslaganja medu ispitiva¢ima
bila kod nalaza sa malim brojem laktobacila, dakle hipocelularni nalazi, Sto se u potpunosti
podudara sa rezultatima naseg ispitivanja [473]..

Tako rezultati ovog ispitivanja, ukazuju da gotovo kod jedne tre¢ine pacijentkinja na
NPVS nismo detektovali prisustvo CA, a posle smo je detektovali na preparatu po Gramu.
Drugo, rezultati naSeg ispitivanja pokazuju da je oko 40% pacijentkinja imalo meSovitu
infekciju CA/BV ili BV/CA. Dakle mikroskopska slika koju vidite na NPVS, sa
predominacijom SBF i velikim brojem PMN ukazuje na AV, ali ista takva slika je i kod
pacijentkinja sa patoloskom vaginalnom florom (LBG Ilb i LBG IlI) koje imaju u manjem ili
veéem broju spore i hife gljivica. A ponekad treba mnogo strpljenja i truda da se elementi
gljivica detektuju na NPVS sa 10% KOH. Naime 1 na NPVS, vrlo je ¢esto da CA bude prisutna
samo na malom delu preparata i vrlo lako moZe da se previdi. I ovde vazi generalno
mikroskopsko pravilo: Verovatno¢a da ¢ete mikroskopskim pregledom detektovati ono Sto
trazite upravo je proporcionalna povrsini preparata koju pregledate i viemenu kojem provedete
gledaju¢i preparat. Podatak, da smo u ovom ispitivanju pregledom NPVS CA detektovali kod
115 od 642 (18%) pacijentkinja, dok smo visestrukim gledanjem preparat po Gramu na
uvecanjima 200 i x1000 CA detektovali kod 239 od 699 ( 34%) pacijentkinja. Od tih 114
pacijentkinja 82 su imale patoloski broj PMN (uvecanje x200), odnosno kod ove 82
pacijentkinje mogli smo na osnovu kriterijuma po Dondersu i saradnicima postaviti dijagnozu
AV. S druge strane, ako retrospektivno pogledamo rezultate naSeg ispitivanja (samo preparat
po Gramu) to bi bile nase pacijentkinje patoloskim brojem PMN kod kojih nije nadena CA, a
po podeli NP-6G bile su svrstane u grupu BVF (n=2), BVM (n=6) i BVN (n=3). Dakle samo
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kod 11 pacijentkinja bi mogli postaviti dijagnozu AV. Tako bi epidemioloska studija zasnovana
na nalazima NPVS zakljucila bi da je ucestalost AV u ispitivanoj bila 12,7%, (82/642), dok bi
na osnovu pregleda preparata po Gramu (NP-6G) ucestalost AV iznosila svega 1,7% (11/642).
Takode, nismo wuspeli da izdiferenciramo S$ta Donders podrazumeva pod ,toksi¢nim
leukocitima*® posebno ne na NPVS, gde je najces¢e ponekad zbog velikog broja optickih
fenomena na faznom kontrastu tesko izdiferencirati finiju strukturu PMN, kao §to se to lepo
vidi pod imerzijom na uvecanju x1000. Takode smo primetili da T. vaginalis koji nije ziv, daje
sliku koja nama li¢i na toksi¢ne, rasprsnute leukocite. Gledajuci preparat po Gramu, nismo
nalazili forme koje bi mogle odgovarati ovom opisu, ali smo primetili da se kod zna¢ajnog broja
pacijentkinja sa CA PMN prikazuju drugacijim, slabije se boje, tesko se diferenciraju bisagasta
jedra, odnosno tesko se uocava Celijska membrana i kao da je doslo do citolize takvih PMN.
Dakle, s obzirom na ¢injenicu da je u nasem ispitivanju uzrok patoloskog broja PMN u oko
80% slucajeva CA, za konacan stav o dijagnozi i stvarnoj ucestalosti AV, trebalo bi traZziti
odgovore u novim studijama i detekcijom CA kvantifikacionim PCR (Q-PCR).

Zato mislimo da metodologija koju smo koristili u nasem ispitivanju moze dati bolje rezultate
u definisanju kvantitativnog 1 kvalitativnog biodiverziteta vaginalnog mikrobioma, prevazici
mnoge od pomenutih nedostataka koji se odnose na postojece metode i veoma lako se
implementirati u svakodnevnu klinicku praksu, istovremeno omogucavajuci da se preparati
saCuvaju (nije moguce kod NPVS) i koriste za dalja naucna istrazivanja. Sumira¢emo po nasem
misljenju najvaznije prednosti NMMP i NP-6G:

Povrsina pregledanog preparata bojenog po Gramu - Prva bitna razlika izmedu nase 1
postojecih metodologija je Sto mi preparat bojen po Gramu posmatramo na mikroskopskom
uvecanju x200, a prethodne tri metodologije podrazumevaju imerziju i1 uvecanje x1000.
Ovakvim pristupom, za isto vreme, mozemo pregledati povrsinu preparata koja je za oko 200-
300 puta veca u odnosu na postojece metode kojima se gleda 5-20 VP na uvecanju x1000. S
obzirom da je vaginalni razmaz prilicno nehomogen nasa nova metodologija predvida
ispitivanje VP na tri razli¢ita dela preparata, uvek u smeru okomitom na razmaz, jer se tako
izbegava “pracenje” razmaza i gledanje male povrSine na kojoj je razmaz isti. Ovakvom
metodologijom stice se objektivniji utisak o prisustvo razliCitih bakterijskih morfotipova,
gljivica (kvalitativno) i njihovog relativnog broja i odnosa (kvantitativno) na mikroskopskom
preparatu, kao 1 prisustva drugih nebakterijskih celularnih formi (PMN). Imaju¢i u vidu
nehomogenost preparata i kompleksnost vaginalne flore, mislimo, da numeri¢ki odnos 3

bakterijska morfotipa detektovan na 0,001% (20/15 000 VP) povrSine preparata nije dovoljan
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za donoSenje pouzdani zakljucka o kvantitativnom 1 kvalitativnom odnosu razlicitih
bakterijskih morfotipova i drugih nebakterijskih elemenata.

Semikvantifikacija bakterijskih i drugih Ccelijskih morfotipova - Druga, i po nasem
misljenju vaznija razlika u odnosu na postoje¢e metodologije, odnosi se na ¢injenicu da je nasa
NP-6G prva Klasifikacija koja i pacijentkinje sa normalnim nalazom (predominacija SF,
lakotobacila) i pacijentkinje sa BV (predominacija NSF, BVAB) razvrstava u tri kategorije na
osnovu semikvantifikativne procene njihovog broja. Mislimo da bi ovakva kategorizacija bila
korisna i da bi se u buduc¢im ispitivanjima utvrdilo da li se ove grupe pacijentkinje razlikuju
klini¢ki koliko se razlikuju vizuelno, gde pre svega mislimo na pacijentkinje sa hipocelularnim
nalazom (NN i BVN). Takode, mislimo da bi ovakva podela omogucila mnogo bolje uporedne
rezultate sa molekularnobioloskim studijama u kojima se koristi Q-PCR, i tako doprinela
daljem napretku u razlikovanju normalnog i patoloskog u vaginalnoj flori.

Ista vrednost uvecanja na x200 i x1000 u razlikovanju L. inersa i G. vaginalis -Podaci
iz literature, kao i rezultati naSeg ispitivanja, ukazuju da je najveéi problem mikroskopskog
pregleda preparata vaginalnog sekreta, nezavisno od uvecéanja ili tehnike bojenja, predstavlja
velika fenotipska sli¢nost dva najc¢esée detektovana mikroorganizma vaginalnog mikrobioma
L. inersa i G. vaginalis. Verovatne posledice su da odreden broj pacijentkinja u ispitivanjima
pogresno klasifikujemo u normalne, intermedijarne ili one sa BV. Moguce reSenje je u
uporednim studijama sa qPCR koji bi mozda mogle ukazati na neke fenotipske (mikroskopske)
karakteristike ova dva mikroorganizma koji bi nam pomogli da ih preciznije izdiferenciramo.
Rezultati 1 iskustvo tokom naSeg ispitivanja ¢ija se metodologija prvenstveno zasniva na
prepoznavanju Stapicastih formi na uveéanju x200, odnosno dimenzijama mikroorganizama
dozvoljava nam da postavimo sledecu hipotezu: Ukoliko na uvecanju x200 vidimo vrlo kratke
i tanke SF verujemo da one u najveéem broju slu¢ajeva predstavljaju L.iners, dok se G,
vaginalis na ovom uvecanju najéesce ne prikazuje kao Stapicasta forma. Dakle prisustvo vrlo
kratkih SF ukazuje na normalan nalaz, dok u slu¢aju predominacije NSF imamo BV, uz
napomenu da su ovakvi nalazi vrlo €esti kod pacijentkinja sa CA i pove¢anim brojem PMN.”

Jednostavna - jedini parametar koji razlikuje zdravu od patoloske vaginalne flore je kao
$to je re¢eno odnos SF i NSF, tako da za ovu metodologiju nije potrebno nikakvo prethodno
medicinsko ni mikrobiolosko znanje, i za veoma kratko vreme moZe se vrlo lako savladati.
Dijagnoza BVF se postavlja bukvalno jednim pogledom na preparat, na kome se vide

29 ; ¢¢
1

patognomoni¢ne mikroskopske slike “arhipelaga” 1 “peScanih staza” kao Sto je to prikazano na
fotografijama . Ova slika je patognomoni¢na za BV, 1 sustinski svako ko je vidi nekoliko puta

lako ¢e je prepoznati bez obzira na medicinsko obrazovanje. Sva dalja aktivnost usmerena je
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na otkrivanje, drugih uzroc¢nika i prisustva PMN, odnosno dijagnozu eventualnih meSovitih
infekcija. Isto je kada su u pitanju pacijentkinje iz grupe NF gde predominiraju laktobacilarne
flore. Nista teze nije kada su u pitanju pacijentkinje sa BVM ili NM jer se i tu najcesce i bez
ikakvih problema mogu lako razlikovati ove dve grupe nalaza. Pacijentkinje iz grupe NUL je
takode jednostavno prepoznati, ali je u principu veoma tesko povuéi granicu izmedu NN 1 BVN,
o ¢emu ¢emo kasnije opSirno diskutovati.

Brza — Vreme potrebno da se ovakav preparat pregleda visestruko je krac¢e u odnosu na
pregled i raCunanje zbira po Nugentovoj metodologiji. Generalno, pregled preparata na manjem
uvecanju je neuporedivo brzi pre svega zahvaljujuéi ¢injenici da se mikrometar 1 izoStravanje
slike koriste mnogo rede nego na ve¢im uvecanjima. Prema nasim merenjima vreme potrebno
da pregledate 20 VP na pod imerzijom brojeéi pri tome bakterijske morfotipove i racunajuci
Nugentov numericki skor je vreme za koje mozZete pregledati najmanje polovinu povrSine
preparata na uvecanju x200. Nema potrebe za standardizacijom povrSine vidnog polja jer je
metodologija semikvantitatvna a povrsina koju gledamo neuporedivo veca. S obzirom na veliku
povrsinu istovremeno se poveéava verovatno¢a da pod mikroskopom detektujemo prisustvo C.
albicans, T. vaginalisa lii drugih celijskih formi od interesa (PMN). Ovakvim prisustvom
detektuje se i prisustvo nekih drugih bakterijskih formi koje bi mogle biti od znacaja za stanje
vaginalne flore, kao §to je to slucaj sa formama koje su u ovom radu nazvane bifido i lepto.

Lako se uvodi u svakodnevnu klinicku praksu - Ovakav pristup omogucio bi na neki
nacin kombinaciju klinickog nalaza koji su bili privilegija Amselovih kriterijuma i nalaza
mikroskopskog preparat bojenog po Gramu. Ono §to je nedostatak, svakako je potreba da se
organizuje bojenje preparata po Gramu, a Sto je ranije radeno uglavnom u mikrobioloskoj
laboratoriji. Nasa iskustva govore da to nije nimalo komplikovano i da se moze vrlo lako
organizovati prostor i obuciti osoblje, tako da lekar u veoma kratkom vremenu dobije preparat
obojen po Gramu. Odnosno, vreme koje “potroSite” na pripremu mikroskopskog preparat,
viSestruko ¢e vam se vratiti, ¢ak ukoliko se 1 poredite sa pregledom NPVS. U nasoj sada ve¢
svakodnevnoj klini¢koj praksi to izgleda ovako: Na pocetku pregleda uzima se vaginalni bris,
uradi test sa 10% KOH i odredi vaginalni pH. Susenje, fiksiranje i bojenje preparata ne traje
duZe od 5-10 minuta, $to je vreme za koje lekar zavrSava pregled i upiSe nalaz. Ovde Zelimo
takode dodati da bojenje ne mora da podrazumeva relativno komplikovanu proceduru bojenja
po Gramu, nego se mogu primeniti i jednostavnije procedure, kao $to je bojenje metilen plavim
ili samo gencijana violetom. Kako je za NP-6G metodologiju duzina i oblik ¢elijskih formi
jedini parametar na osnovu kojih ih razlikujemo, i s obzirom na ¢injenicu da su i G. vaginalis

i L.iners Gram varijabilni, ukoliko ne Zelite praviti uporedne studije sa Nugentom, ovakav
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pristup je jednostavniji i brzi. Po zavrsetku pregleda preparat obriSete ksilolom i moze da se
koriti za dalja ispitivanja. Zelimo naglasiti da pri ovom protokolu pored mikroskopskog nalaza
lekar zna subjektivne tegobe pacijentkinja, klinicki nalaz, rezultat testa sa 10% KOH i vrednosti
pH vagine, Sto sve zajedno u odredenim slucajevima moze bitno uticati na kona¢nu dijagnozu,
odnosno odluku da li i kako le¢iti pacijentkinju. Dakle za razliku od drugih protokola u kojima
pregled preparata po Gramu (Nugent, Ison/Hay, Claeys) uglavnom podrazumeva
mikrobiolosku laboratoriju bez podataka o klinickoj slici ili rezultatima pomenutih testova,
ovde se pregled preparata po Gramu radi u ordinaciji, tako da su Sanse za ispravnu dijagnozu
mnogo vece nego u slucajevima kada klini¢ar za dan ili dva dobije nalaz mikrobiologa na kome
piSe da je nalaz intermedijaran. U odnosu na Amselove klinicke kriterijume jasno je da je razlika
u mikroskopskom pregledu, Amsel podrazumeva pregled NPVS na uvecanju x400, zbog Cega
¢emo uporediti 1 ova dva pristupa. Mikroskopski pregled NPVS svakako je brzi i jednostavniji
metod u odnosu na postojece, a i odnosu na NP-6G jer umesto bojenja preparata po Gramu,
razmazete bris na plo€icu stavite kap fizioloSkog rastvora, prekrijete pokrovnim stakalcem i
odmah mikroskopirate. Sve ovo izgleda stvarno brzo i jednostavno, ali posle 15 godina iskustva
brzo ni tako jednostavno. Prvo da bi ste mogli da gledate NPVS treba da imate da imate fazni
kontrast na uvecanju x400, jer je sve ostalo mnogo mukotrpnije i manje precizno., dok je za
NP-6G dovoljan svaki mikroskop sa uvec¢anjem x200. Medutim i kada imate fazno kontrastni
kap fizioloSkog rastvora (a posebno nekoliko kapi viSe) prave problem jer na neki na¢in morate
cekati da se preparat “smiri” jer svi €elijski elementi plivaju. Pitanje koliko ova jedna kap (koja
pod mikroskopom deluje kao poplava u ekosistemu) moze “razblaziti” itav preparat i uticati
na procenu kvantifikacije pojedinih ¢elijskih elemenata, odnosno koliko ga ¢ini uporedivim sa
preparatom po Gramu (na kome nema kapi fizioloSkog rastvora) ostavljamo buduéim
istraziva¢ima. Pored toga, fazni kontrast u ovakvim situacijama daje mnogo optickih
“artefakata” tako da vrlo ¢esto morate da pomerate mikrometar da bi ste dobili dobru sliku, §to
sve znacajno produzava vreme pregleda, za razliku od preparat bojenog po Gramu i pregleda
na uvecanju x200 gde mikrometar koristite veoma retko zbog ¢ega u istom vremenu mozete da
pregledate neuporedivo veéu povrSinu preparata. Takode, na osnovu dosadasnjeg iskustva
mislim da je na uveéanju x400 mnogo teze izdiferencirati SF od NSF jer se na ovom uveéanju
i forme duzine 1 um prikazuju kao Stapiéi, a prilikom pregleda NPVS nema moguénosti da
preparat po potrebi pogledate na uvecanju x 1000, kao sto je to slu¢aj kod NP-6G. Ukoliko zelite
da dijagnostikujete CA, neophodno je da na drugom preparatu dodate kap 10% KOH, ili to

uradite po zavrSetku pregleda na istom preparatu. I na kraju to $to ste videli ukoliko nemate
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kameru ne mozete da arhivirate i koristite za dalji nau¢no istrazivacki rad. Naravno da
navedene prednosti tehnicke prednosti NP-6G u odnosu na postojece predstavljaju uglavnom
subjektivne kategorije i da je za njihovu verifikaciju potrebna verifikacija od strane drugih
istrazivaca. Ono Sto je svakako znacajnije, a sreCom 1 uporedivije jesu rezultati mikroskopskog
pregleda dobijeni koris¢enjem razlicitih dijagnosti¢kih procedura. Takode verujemo da bi drugi
ispitiva¢ na osnovu Nugentovih kriterijuma znacajan broj ovih pacijentkinja svrstao u grupu
intermedijarnih nalaza. Podatke koje smo mi dobili, saglasni su rezultatima interobservacione
studije koji su pokazali da su najveca neslaganja medu ispitivac¢ima upravo kod mikroskopskih
nalaza koji imaju mali broj ¢elijskih elemenata.

3.5 pHVAGINE U PROCENI STANJA VAGINALNOG EKOSISTEMA

U uvodu smo ukazali na neka pitanja koja su proistekla iz rezultata molekularnobioloskih
studija od kojih su za kliniara najvaznija dva. Prvo, da 1i je Cetvrtina Zena koje nemaju
predominantnu laktobacilarnu floru zdrava ili bolesna? Drugo, da li su vrednosti vaginalnog pH
preko 4,5 zdrave (nalazimo ih kod 50% zdravih pacijentkinja) [169, 474, 475]. U uvodu smo i
pomenuli da ove c¢injenice navode na preispitivanje vrednosti Nugentovih i Amselovih
Kriterijuma.

Pre nego §to u ovom delu diskusije pokuSamo na osnovu dobijenih rezultata da odgovorimo na

pitanje koje se odnosi na grani¢ne vrednosti pH, Zelimo da ukaZzemo na neke vaZzne evolucione

podatke.
Tabela 3.17: distribucija pH kroz rase
RASA Srednja vrednost pH+SD Medijana pHMAD
Belci 4,5+0,66 4,4+0,59
Crnci 4,7+0,66 4,7+1,00
Hispano 4,8+0,64 5,0+0,74
Azijati 4,6+0,64 4,4+0,59
UKUPNO 4,7+0,76 4,4+0,59

*Trenutna procena vrednosti vaginalnog pH je: Nisi normalan ili nisi zdrav, a nije vazno da li si Hispano ili Crnac
Prvi, i veoma bitan podatak odnosi se na ¢injenicu da se vaginalna sredina u humanoj populaciji
znacajno razlikuje od drugih vrsta [476]. Tako, za razliku od vecine sisara, ukljucujuéi tu 1
primate, ili laboratorijskih Zivotinja (miSevi, pacovi, zecevi) ¢iji se vaginalni pH krece oko
neutralnog, normalan pH vagine je obi¢no <4,5, za $ta je priroda svakako imala svoje razloge
[476]. Ako znamo da vaginalni pH bitno uti¢e na sastav 1 koncentracije razli¢itih metabolita
(uslovi sredine, ishrana) od ¢ega u velikoj meri zavisi mikrobna flora ekoloske zajednice, kao i

ve¢ pomenute interakcije izmedu njenih pojedinih ¢lanova, onda je jasno koliki je uticaj ovog
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parametra na sastav i stanje vaginalne flore. Priroda nije bez nekog razloga odlucila da vagina
bude slabo prokrvljen organ koja ¢e dobijati kiseonik difuzijom iz submukoznog tkiva, a
svakako da je jedan od razloga $to je to tako i Cinjenica da se na ovakav nacin obezbeduju
anaerobni uslovi, odnosno favorizuje naseljavanje uglavnom anaerobima. Takode se potrudila
da ¢elije vaginalne sluznice budu medu retkim u organizmu kojima nije potreban insulin za
ulazak glukoze, da bi ih ucinila sposobnim da u procesu anaerobne glikolize stvaraju mle¢nu
kiselinu, odnosno odrzavaju kiselu vaginalnu sredinu. NiSta manje vazni nisu ni podaci koji
ukazuju da je kolonizacija bakterijama koje produkuju mle¢nu kiselinu karakteristicna za
ljudski vrstu 1 da se razlikuje od drugih sisara ukljucujuci tu i primate. Kako verovatno samo
vaginalne ¢elije nisu u stanju da odrzavaju pH kiselim, naseljavanje vagine i izbor stanovnika
podrazumevao je da prednost imaju oni koji produkuju mle¢nu kiselinu, dakle razli¢iti sojevi
laktobacila. Pored laktobacila, kao Sto smo ve¢ pominjali, i neke druge bakterije mogu da
produkuju mle¢nu kiselinu (Atopobium, Megasphaera, Leptotrichia). Potrebna su dalja
istrazivanja da bi se utvrdio znacaj ovih (verovatno i mnogih drugih) bakterija na vrednosti
vaginalnog pH, jer svaki mikroorganizam sposoban za anaerobnu glikolizu produkuje mlec¢nu
kiselinu. Tako je ukupna produkcija mlecne kiseline zbir one koju produkuju epitelne Celije 1
razlicite vrste bakterija, a miSljenja o tome ¢ija je uloga vaZnija su podeljena. Najnovija
ispitivanja ukazuju da epitelne celije vagine luce samo L-izomer mlecne kiseline, dok bakterije
luce 1 D 1 L-mlecnu kiselinu, a Boskey 1 sar. su u vagini nasli mnogo vece koncentracije D-
mlecne kiseline 1 zakljucili da bakterije predstavljaju glavni izvor mle¢ne kiseline [477]. Ipak,
pad pH u periovulatornom periodu, ili ¢injenica da je pH vagine niZi u forniksu nego u srednjoj
1 disatalnoj tre¢ini, govori viSe u prilog tome da vaZzniju ulogu u regulisanju vaginalnog pH
imaju EC, odnosno faktori domacina [169, 470, 473, 474-476].Witkin i sar. [476] su pokazali
da su koncentracije vaginalnog induktora ekstracelijske matriks metaloproteinaze (EMMPRIN
) zavise ne samo od sastava mikrobne zajednice nego i od koncentracija i odnosa D i L-izomera
mle¢ne kiseline. Ovi izomeri kao signalni molekuli uticu na gensku ekspresiju domacina,

dovode do povecéanja koncentracija EMMPRIN a on indukuje produkciju MMP-8, poremecaja
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u ekstracelijskom matriksu grli¢a ¢ime je olakSan ascedentni put bakterijama nastanak IUU 1
PP.

VAGINALNI MIKROBIOM
RODENJE

promene kroz zivot

Sterilno in utero, kolonizacija laktobacilima

PREPUBERTET

Gubitak laktobacila; mnogo striktnih anaeroba

PUBERTET

Povecana estrogena zajednica

REPRODUKTIVNE GODINE

Metabolisanje glikogena za produkciju mlec¢ne kiseline

MENOPAUZA
Smanjen estrogen; manje glikogena, manje mlecne kiseline
Slika 3.63: Vaginalni mikrobiom Kkroz Zivot

Ranije se smatralo da produkcija hidrogen peroksida predstavlja ¢ak i vazniji faktor u odbrani

od razli¢itih patogena od mle¢ne kiseline, medutim novija ispitivanja nisu potvrdila takve

.....

vrsta BVAB [478]. Oni su ukazali na Sirok spektar antimikrobnih aktivnosti laktobacilarne
flore, kao i da laktobacili najverovatnije predstavljaju najvazniji izvor mle¢ne kiseline u vagini.

Ovo je u skladu sa dobro poznatim ¢injenicama o odsustvu laktobacila i niskim koncentracijama
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mle¢ne kiseline, odnosno povecanim vrednostima vaginalnog pH kod pacijentkinja sa BV.
Mlecna kiselina se za razliku od H2O2 produkuje u hipoksi¢nim uslovima u vagini, nema Stetne
efekte na laktobacile, ne moze biti neutralisana cervikalnim sekretom, a deluje mikrobicidno na
BVAB, zbog Cega Bai i sar. [479] smatraju najvaznijim pojedina¢nim faktorom u odbrani od
razli¢itih patogena [477-481]. Dodac¢emo jo$ neke argument koji brane nasu hipotezu, a koji se
opet odnose na savrSenosti prirode u regulisanju vrednosti pH vagine. Izgleda da kontrola i
regulacija pH vagine poc€inje radanjem i traje ceo zivot. Tokom i neposredno posle porodaja
estrogeni poreklom od majke omogucavaju bogatstvo vaginalnog epitela glikogenom, odnosno
naseljavanje i rast mikroorganizama koji produkuju mle¢nu kiselinu [482].0Ovi mikroorganizmi
i kisela sredina verovatno Stite novorodence tokom i neposredno posle radanja od poremecaja
vaginalne flore i nastanka infekcije. Kratko potom i u ranom detinjstvu pa sve do perioda
menarhe pH vagine je neutralan do blago alkalan, a broj mikroorganizama koji produkuju
mlec¢nu kiselinu znacajno manji [483]. Onoga trenutka kada pocinje potencijalno “opasni”
period pocinje proces ponovne acidifikacije vagine. Porast estrogena ¢e dovesti do porasta

glikogena u vaginalnim EC i kolonizacije florom koja ¢e produkovati mle¢nu kiselinu [484].

Tako, ako znamo da krv predstavlja idealnu podlogu za veliki broj mikroorganizama, onda je
jasno da bi menarha, bez prethodne acidifikacije vagine, verovatno predstavljala potencijalnu
opasnost za nastanak vaginalnih infekcija i drugih komplikacija. Posle toga dolazi period u
kome se povecavaju rizici za poremecaj vaginalne flore (seksualna aktivnost), Sto je joS jedan
alarm da se odbrambene snage pojaCaju. Podatke Shafera i sar. [485] po kojima su
adolescentkinje koje su imale seksualne odnose imale dvostruko vec¢u kolonizaciju vagine
laktobacilima od vrSnjakinja koje nisu imale seksualne odnose, mogli bismo tumaciti kao jos
jedno “razumevanje” prirode koja sa povecanjem rizika, povecava broj bakterija koje mogu
produkovati mle¢nu kiselinu [485]. Ulaskom Zene u menopauzu, odnosno prestankom funkcije
gonada, dolazi do pada glikogena u EC i smanjenja broja laktobacila, smanjene acidifikacije
vagine i porasta pH vagine, Sto omogucava kolonizaciju i razvoj patogenih bakterija [486, 487].
Studija Gupte i sar. [487] o uticaju hormonske supstitucione terapije na pH vagine i sastav
vaginalne flore ukazuju da estrogeni imaju odlucujucu ulogu. I rezultati molekularnih studija
ukazuju da HRT, povecava kolonizaciju laktobacilima i smanjuje vaginalni pH, dok je kod Zena
koje ne koriste ovu terapiju pH vagine znacajno visi, a vaginalna flora sli¢na onoj kod BV [486,
488, 489]. Dakle estrogen, kao najvazniji zenski hormone, upravlja ve¢inom promena u
organizmu zene i pod svojom kontrolom drzi depoe glikogena, produkciju mlec¢ne kiseline,

odrzavanje kiselog pH vagine i naseljavanje odgovaraju¢im mikroorganizmima. Vaginalna
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mukoza prolazi kroz cikli¢ne promene proliferacije, sazrevanja i deskvamacije EC koji traje
oko 96 sati. Normalni vaginalni epitel ima veliku metaboli¢ku aktivnost i proizvodi na stotine
razli¢itih hemijskih supstanci, a energiju za ove procese u najvecoj meri obezbeduje se
metabolizmom glukoze. Depoi glukoze u obliku glukogena nalaze se u EC i u stanjima kada je
¢eliji potrebna energija glikogen se razgraduje u glukozu, i u procesu anaerobne glikolize
oslobada se energija i produkuje mlecna kiselina, koja izlazi iz ¢elije i nagomilava se u
ekstracelularnom prostoru i tako predstavlja jedan od najvaznijih odbrambenih faktora. Tako
su najnovija ispitivanja pokazala da mlecna kiseline (pored acidifikacije vagine) ima specificna
imunoloska svojstva. Tako L-mle¢na kiselina pod odredenim uslovima dovodi do produkcije
proinflamatornih citokina u kulturi humanih vaginalnih ¢elija koji potom aktivisu TLR3 na tim
¢elijama. Ovakav imunski odgovor specifi¢an je za prisustvo L-mle¢ne kiseline i deSava se
samo u uslovima kisele sredine, jer nestaju dodavanjem sir¢etne ili neutralizacijom mle¢ne
kiseline. Veruje se da su i mnoga druga imunoloSka deSavanja zavisna od pH sredine i prisustva
mlecne kiseline [490].

Kisela vaginalna sredina je posledica evolucionih procesa samo $to mi u ovom trenutku
verovatno nedovoljno razumemo njen pravi znacaj. Medutim, istrazivaci su uglavnom okrenuti
novom 1 jo§ neistraZzenom, smatraju¢i polja kiselosti vagine “iscrpljenim” za nove naucne
poduhvate. I u svakodnevnoj klinickoj praksi malo je ginekologa koji koriste ovaj test ili ga
smatraju vrednim u definisanju stanja vaginalne flore. Naravno, ovakvom stavu doprinose i
struéni radovi koji ukazuju “na nisku specificnost i senzitivnost” ovog testa u dijagnozi
poremecaja vaginalne flore. Verujemo da neki evoluciono ocuvani mehanizmi obezbeduju da
se vaginalni pH odrzi kiselim 1 da bi prelazak neke granice ukazivao na potencijalno rizi¢na
deSavanja pre nego mikroskopski pregled ili ¢ak 1 nalaz PCR sa velikim brojem prajmera.
Verovatno se tek prelaskom te granice stvaraju preduslovi za nastanak patoloske vaginalne
flore. Dakle, bez obzira kakav je sastav mikrobioloske zajednice vagine (broj i vrsta
mikroorganizama), sve dok je vaginalni pH u zoni kiselog, to najverovatnije znaci da
metabolicki odnosi izmedu samih bakterija 1 domacina nisu poremetili jedan od najvaznijih
odbrambenih mehanizama vagine, te je rizik ili samo postojanje patoloskog stanja malo
verovatno. 1z ove diskusije je iskljucena infekcija CA. SusStinsko pitanje je mozemo li
pacijentkinji koja ima vrednost pH 5,5 re¢i da je zdrava na osnovu postoje¢ih mikroskopskih,
mikrobioloskih i molekularnobioloskih oruda kojima raspolazemo, ili se moramo upitati da ne
postoje neSto Sto izmice postoje¢im dijagnostickim procedurama i nasim dijagnostickim
protokolima. Zbog toga su podaci koje smo dobili u ovom ispitivanju, a koji pokazuju da su
pacijentkinje sa nalazom LEPTO i BIFIDO formi imali vrednosti pH preko 4,5, jo§ znacajniji.
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Verujemo da neki evoluciono o¢uvani mehanizmi obezbeduju da se vaginalni pH odrzi kiselim
i da bi prelazak neke granice ukazivao na potencijalno rizi¢na deSavanja pre nego mikroskopski
pregled ili ¢ak i nalaz PCR sa velikim brojem prajmera. Verovatno se tek prelaskom te granice
stvaraju preduslovi za nastanak patoloSke vaginalne flore. Dakle, bez obzira kakav je sastav
mikrobioloske zajednice vagine (broj 1 vrsta mikroorganizama), sve dok je vaginalni pH u zoni
kiselog, to najverovatnije znaci da metabolicki odnosi izmedu samih bakterija i domacina nisu
poremetili jedan od najvaznijih odbrambenih mehanizama vagine, te je rizik ili samo postojanje
patoloskog stanja malo verovatno. Iz ove diskusije je iskljuena infekcija CA. Sustinsko pitanje
je mozemo li pacijentkinji koja ima vrednost pH 5,5 re¢i da je zdrava na osnovu postojecih
mikroskopskih, mikrobioloskih i molekularnobioloskih oruda kojima raspolazemo, ili se
moramo upitati da ne postoje nesto Sto izmice postojec¢im dijagnostickim procedurama i nasim
dijagnostickim protokolima. Zbog toga su podaci koje smo dobili u ovom ispitivanju, a koji
pokazuju da su pacijentkinje sa nalazom LEPTO i BIFIDO formi imali vrednosti pH preko 4,5,
jos§ znacajniji. Podseti¢emo na Cinjenicu da je srednja vrednost pH i kod pacijentkinjaiz LEPTO
grupe bila preko 4,5, §to na neki nacin nije u skladu sa ¢injenicom da je mle¢na kiselina krajnji
produkt Leptotrichia. Medutim, treba se prisetiti da je najveci broj pacijentkinja iz te grupe bio
u grupi NULL (niska celularnost) §to bi znacilo da je kod ovih pacijentkinja znacajno smanjen
1 broj laktobacila, odnosno da u krajnjem, kapacitet domacina 1 postojec¢e bakterijske flore
nemaju kapacitet da pH odrze u zoni kiselog, a odsustvo clue ¢elija ili niske koncentracije G.
vaginalis i A. vaginae odredene qPCR svakako nam ne bi dali za pravo da ovu pacijentkinju
proglasimo zdravom ili bez rizika za PP. | pacijentkinje iz grupe BIFIDO imali su pH 4,6 a
kako je najveci broj ovih pacijentkinja na osnovu mikroskopskog nalaza NPVS proglasen
zdravim (ove pacijentkinje su bile zdrave 1 u nasim prvim gledanjima preparata po Gramu) ovo
je najbolja prakti¢na potvrda naseg prethodno iznesenog stava da povecane vrednosti pH mogu
govoriti u prilog patoloskog stanja koje izmic¢e mikroskopskom pregledu NPVS ili preparata
bojenog po Gramu. Pomenuta studija Sha i sar. [455] je najbolji primer da su vrednost pH
mnogo bolje procenjuju stanje vaginalne flore jer je na osnovu Amselovih kriterijuma dijagnoza
BV postavljena kod 77 od 203 pacijentkinje kod kojih je dijagnoza postavljena na osnovu
Nugentovih kriterijuma. Vrednosti specificnosti (69%) i senzitivnosti (83%) pH> 4.5 u toj
studiji, u odnosu na Nugenta kao zlatni standard, ustvari najrealnije odrazavaju broj
pacijentkinja sa nekim poremecajima vaginalne flore, odnosno da na osnovu Nugentovih
kriterijuma sigurno je znacajan broj pacijentkinja lazno pozitivnih. Korektnije rezultate bi
verovatno dobili ukoliko bi u statistickoj analizi pH bio zlatni standard, a Nugentov metod

“test” Ciju vrednost ispitujemo. Pored velikog broja primera koji su navedeni od uvoda preko
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metodologije 1 diskusije, a koji se odnose na mane Nugentovih kriterijuma ovde ¢emo
komentarisati 1 odli¢nu studiju Menard i sar. [491] u kojoj autori ispituju mogucénost da na
osnovu koncentracija (loads) Gardnerella vaginalis i Atopobium vaginae dijagnostikuju BV ali
koja, s druge strane, govori mnogo i o Nugentovim Kriterijumima i prethodno pomenutim
nedoumicama. Kao i u vecini drugih, i u ovoj studiji su Nugentovi kriterijumi bili zlatni
standard na osnovu kojih je 167 uzoraka procenjeno kao normalna flora, 44 su imale
intermedijaran nalaz, dok je kod 20 pacijentkinja dijagnostikovana BV. Oni su u ovoj studiji
pokazali da kombinacija koncentracije A. vaginae izrazene kao broj DNA kopija/ml (>108) i
G. vaginalis (>109 kopija/ml) imaju senzitivnost i specificnost 95%, odnosno 99%. Treba
uociti da u ovoj analizi nedostaju pacijentkinje sa intermedijarnim nalazom. Autori u diskusiji
ukazuju da molekularni kriterijumi imaju nisku pozitivhu prediktivnu vrednost (73%), $to
ukazuje da su neki slucajevi kod kojih je postavljena ,,molekularna® dijagnoza bakterijske
vaginoze (5,5%) bile lazno pozitivni. lako su u konkretnom slucaju (5,5%) ove pacijentkinje
imale potpuno isti molekularni obrazac kao i pacijentkinje sa BV, analizirane su kao lazno
pozitivne. Autori [491], kao i mi uostalom, ukazuju na moguénost da se radi o stvarno
pozitivnim koje nisu dijagnostikovane tradicionalnim dijagnostickim procedurama.
Molekularni metod je mnogo objektivniji od gledanja preparata po Gramu i tesko je verovati
da je kod 5,5% slucajeva ,,pogreSno izbrojao* kopije DNA (maSina). Kada smo kod brojanja
onda je mnogo verovatnije da onaj koji je brojao ¢elijske morfotipove (Covek) pogresi u odnosu
na onoga ko je brojao kopije DNA. Jo§ vaznije pitanje od samog broja je pitanje: §ta je brojano?
Najnovija molekularno bioloSka oruda ne mogu zameniti kopije DNA (prajmer) naprimer, L.
inersa i G. vaginalis, a mi mozemo da brojimo L.iners kao G. vaginalis i obrnuto. Dakle,
verovatnije je da je onaj koji je gledao preparat po Gramu u ovim slucajevima G. vaginalis
brojao kao laktobacile i tako postavio dijagnozu normalnog nalaza. Jasno je da bi rezultati pH
kod ovih 5,5% pacijentkinja bili “lazno pozitivni”. U literaturi smo i ranije ¢esto nailazili na
podatke u kojima su se vrednosti senzitivnosti i1 specifi€nosti pH vagine u dijagnozi BV
dramati¢no razlikovale. Tako su u svojoj studiji Pastore i sar. [492] kod 22% zena sa BV
izmerili normalne vrednosti pH, a kod 57% zena sa pH >4.5 nisu dijagnostikovali BV, dok je
kod Zodizka i sar. [493] specificnost i senzitivnost u dijagnozi BV iznosila 85% i 100%,
respektivno. Trec¢a bi mogla biti ve¢ analizirana studija Sha i sar. [455] u kojoj je senzitivnost
bila 83%, a specificnost 69%. Metodoloske razlike su najverovatniji uzrok razlika u
zakljuccima. I u nasem ispitivanju, bilo da se radi o medusobnoj podudarnosti razlicitih
dijagnostickih metoda, bilo da se radi o vrednosti KOH testa, ili odredivanja vaginalnog pH,

mogli bi uvek zakljuciti isto: Najveca podudarnost ili korelacija i dobri rezultati koji se dobiju
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u ovakvim statistiCkim analizama posledica su podudarnosti rezultata u grupama NF ili BVF
(koji su uvek najbolji). Ti rezultati su znacajno slabiji u grupi pacijentkinja sa hipocelularnim
razmazom. Dakle na osnovu dobijenih rezultata mi bi svakako mogli zakljuciti, da vrednosti
pH u proceni stanja vaginalne flore (izuzimaju¢i infekciju CA) imaju najvecu pojedinacnu
vrednost, i da verujemo (u procentima koji su ve¢i nego oni prikazani na ROC Kkrivi) da u
slu¢ajevima kada kod pacijentkinje detektujemo vrednosti pH>4,8 mozemo sa 99 %
verovatno¢om re¢i da je doslo do “nekog” poremecaja stanja vaginalne flore, i takvoj
pacijentkinji treba da pristupimo sa maksimalnom ozbiljno$éu i oprezno$éu. Cinjenica da mi u
ovom trenutku ne raspolazemo dijagnostickim orudima ili ne prepoznajemo takve poremecaje
u svakom slucaju nas ne oslobada odgovornosti i pokusaja da pomognemo. Mozemo sa velikom
sigurno$¢u da tvrdimo da je u takvim sluc¢ajevima indikovana acidifikacija vagine i primena
prebiotika, jer se radi o postupcima koji ne mogu naskoditi pacijentkinjama. Verovatnoc¢a da
¢emo kod pacijentkinje sa BVF imati pH<4,4 prakti¢no je nikakva. Tako u naSem ispitivanju
od 66 pacijentkinja sa BV (bez CA), samo su tri imale pH 4,4. Naknadno smo analizirali
mikroskopske preparate ovih pacijentkinja i verujemo da smo u sva tri slucaja postavili
pogresnu dijagnozu, odnosno da smo za razliku od slucaja u Menardovoj studiji veliki broj L.
inersa videli kao G. vaginalis, i postavili dijagnozu BV, a s obzirom na na$ klinicki stav sve tri
su leCene, a mozda, nepotrebno. Sporna 1 najteza, tre¢a grupa, kao da ponovno trazi da, posle
toliko godina dominacije BV na “ginekologkoj sceni”, najzad neko i na nju obrati paznju. Cini
se da bi kapacitet produkcije mlec¢ne kiseline bio primaran kod ovih pacijentkinja.
Pretpostavljamo da normalne vrednosti pH (mislimo na manje od 4,5) kod pacijentkinja sa
ovakvim mikroskopskim nalazom na neki na¢in ukazuju na normalno, ili kao $to smo ranije
pominjali tranziciju u vaginalnoj flori koja bi trebala da ide ka zdravom, dok u slucaju sa
patoloSkim vrednostima pH ta tranzicija bi mogla da ide u suprotnom smeru. U svakom slu¢aju
u svakodnevnom klinickom radu najve¢i broj pacijentkinja bio je leCen kombinacijom
prebiotika i acidifikacije. Da je ovakav pristup poZeljan ukazuju i rezultati naSeg ispitivanja koji
se odnose na grupu BIFIDO i PP, jer kao $to smo ve¢ opomenuli pacijentkinje sa mikroskopski
detektovanim BIFIDO formama imale su najveci rizik od PP, i uz pacijentkinje sa kra¢im
grlicem, gde je taj rizik bio znac¢ajno manji (vidi kasnije), predstavljaju jedina dva parametra
koji su pokazali povecan rizik za PP.

Na osnovu rezultata pomenutih molekularnobioloskih studija i vrednosti pH poslednjih
godina se u literaturi sve Ce$¢e srecu radovi koji ili u analizi podataka ili tokom ispitivanja
pomeraju granicu pH na 4,7 a neki i na 5, Cesto i u zavisnosti od etnicke pripadnosti jer su

rezultati pomenutih molekularnobioloskih studija i merenja vaginalnog pH pokazale da
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crnkinje 1 latinoamericka populacija imaju vise vrednosti pH (Tabela 3.7). Zbog toga je u analizi
statistickih podataka posle regresione analize na osnovu N/T odnosa odredivana grani¢na
vrednost (Tabela 3.8).

Kada je pH 4,8 poremecaje u vaginalnoj flori detektujemo kod 91,2% (senzitivnost)
slucajeva, pri ¢emu je 9,3% lazno pozitivnih (specificnost 90,7%) iz ¢ega mozemo zakljuciti da
test ima korektnu senzitivnost i specificnost. Dakle, kriva za grani¢nu vrednost 4,8 izgleda kao

u donjem grafikonu.
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Grafikon 3.43: Grafikon senzitivnost specifi¢nost za pH
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Tabela 3.18: Grani¢ne vrednosti N/T ratio

pH Senzitivnost Specifi¢nost
4,20 1,00 0,48
4,50 0,97 0,79
4,65 0,97 0,80
4,85 0,91 0,91

pH Senz. Spec
420 0,95 0,51
4,55 0,87 0,79
4,65 0,87 0,80
4,85 0,75 0,90

ROC kriva
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Grafikon 3.44: ROC kriva pH

Pri pH 4,5 senzitivnost i specifi¢nost su priblizno jednaki. Drugim re¢ima, kod pH 4,55
senzitivnost je 87,3 %, a specifi¢nost 79,5%.
Na osnovu dobijenih rezultata mozemo da zaklju¢imo da je u naSem ispitivanju vrednost

pH pokazala najbolje rezultate u predikciji poremecaja vaginalne flore kao i1 da je u populaciji
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srpskih trudnica grani¢na vrednost pH vagine <4,5 optimalna. Tako treba postupati i u
svakodnevnoj klini¢koj praksi. Dosadasnja praksa u kojoj se procena vrednosti pH zasnivala na
poredenju u kome je pH uvek test, a razlicite podele zlatni standard, ne¢e nam pokazati njegovu
stvarnu klini¢cku vrednost. Najbolji primer za to su trudnice sa BIFIDO formama, koje smo na
osnovu pregleda NPVS proglasili zdravim, a poviSene vrednosti pH bi se onda mogle tumaciti
kao lazno pozitivne. Naprotiv, mislimo da gotovo sve pacijentkinje sa vrednostima pH> 4,5
imaju neki poremecaj vaginalne flore koje, na osnovu postojecih dijagnostic¢kih kriterijuma i
postupaka, previdamo. Po nama, vaginalni pH kao pojedina¢ni parametar ima vecu vrednost u
razlikovanju zdravog i patoloSkog stanja vaginalne flore u odnosu na postojece dijagnosticke
metode i sve druge pojedinacne parametre. Odgovor na pitanje sa pocetka ove diskusije je da
vrednost preko 4,5 uvek treba smatrati patoloskim, ¢ak i u slucajevima kada nam je klinicki
nalaz uredan 1 mikroskopska slika izgleda (“li¢i”’) na normalnu. I u takvim slu¢ajevima potreban
je oprez klini¢ara, a kao $to smo ve¢ pominjali za druge “grani¢ne” slucajeve, acidifikacija
vagine i primena prebiotika ne bi trebalo da naude pacijentkinji. Potrebna su dalja i detaljna
ispitivanja ove grupe pacijentkinja da bi se procenila prava vrednost ovog testa u klinickoj
praksi, jer na osnovu rezultata naSeg ispitivanja on bi mogao da se koristi ne samo u dijagnozi
BV, nego bi kao skrining mogao da izdvoji grupu pacijentkinja koja nema BV, imam poviSen

pH, i po nasim rezultatima znacajno veci rizik za PP.

3.6 VREDNOST NALAZA KULTURE CERVIKOVAGINALNOG BRISA

Danas znamo da na mikroskopskom preparatu ima oko 95% mikroorganizama koje ne moZemo
kultivisati, to znaci da su nam njihove fenotipske karakteristike potpuno nepoznate. Na osnovu
ovih podataka mozemo tvrditi da na mikroskopskom preparatu vidimo koke koje se ne mogu
kultivisati. Potvrdu ovakvom stavu nalazimo i u ekoloskim ispitivanjima koja se bave
proucavanjem mnogo sloZenijih mikrobnih zajednica nego $to je mikrobiom vagine i u kojima
je odavno opisan fenomen “great plate count anomaly”, §to zna¢i da se preko 99%
mikrobioloskih vrsta koje vidimo pod mikroskopom ne moze kultivisati u laboratoriji. Preparat
po Gramu bi pre mogao biti “zlatni standard” na osnovu koga bi se procenjivala vrednost
kulture, dakle potpuno suprotno cestom stavu klini¢ara u kome se negativan nalaz kulture
poistovecuju sa zdravim, a pozitivan nalaz sa bolesnim. Zato je jedan od ciljeva ovog ispitivanja
bio da pokazemo da kultura cervikalnog i vaginalnog brisa nema vrednost u svakodnevnoj
klini¢koj praksi, i da bi ¢eS¢a primena jednostavnih i brzih postupaka, kao $to su mikroskopski

pregled NPVS, odredivanje vaginalnog pH i test sa 10% KOH, dovela do mnogo boljih rezultata
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u dijagnozi i leCenju vaginalnih infekcija, i prevenciji ozbiljnih komplikacija do kojih one mogu
dovesti. Godinama unazad Wiesenfeld i Macio [494]. ukazuju na iznenadujuce retku upotrebu
jednostavnih postupaka kao Sto su mikroskopski pregled NPVS, test sa 10% KOH, i
odredivanje vaginalnog pH u dijagnozi najces¢ih vaginalnih infekcija, kao i na ¢injenicu o
relativno visokom procentu pacijentkinja (u njihovoj studiji 17% prva citirana) kod kojih je
uziman bris na vaginalnu kulturu, s obzirom na njegovu sumnjivu vrednost u dijagnozi
vaginalnih infekcija. U Srbiji je kultura vaginalnog i cervikalnog brisa je joS uvek vrlo Cest
postupak u svakodnevnoj praksi, dok se pomenute jednostavne i brze procedure koriste veoma
retko. Nemogucénost kultivacije ve¢ine mikroorganizama nije za¢udujué¢a ako razumemo da
smo jedan mikroorganizam izmestili iz njegove prirodne sredine u kojoj je imao optimalnu
koli¢inu hranljivih  materija, nivo kiseonika, temperaturu, pH, prisustvo drugih
mikroorganizama, u novu vestacku gde bi morali da mu obezbedimo bar sli¢ne uslove da bi
preziveo 1 rastao. Imajué¢i u vidu ove Cinjenice, rezultati koji dobijemo standardnom
mikrobioloSkom kulturom (bez koriS¢enja specijalnih transportnih medijuma i podloga,
anaerobnih uslova, kokultivacija i sl.) mogli bi da se tumace i kao sposobnost nekog
mikroorganizma da opstane u novim uslovima, odnosno da prezivi metodologiju ispitivanja. U
prilog ovome govori i ¢injenica da su aerobi ili fakultativni anaerobi naj¢es¢i rezultat kulture
cervikalnog ili vaginalnog brisa, dok je s druge strane poznato da vaginu uglavnom kolonizuju
obligatni anaerobi. S obzirom da smo rezultate ovih ispitivanja kod 505 nasih pacijentkinja
prikazali u nasem radu pod naslovom: »Vrednost bakterijske kulture vaginalnog brisa u
dijagnozi vaginalnih infekcija« i da je on prihvaden za §tampu, zainteresovanog Citaoca
upucujemo na taj rad, a ovde ¢emo samo ukratko izneti delove diskusije zakljucke do kojih smo
dosli [495]. Tako se na pocetku diskusije ukazuje da su pre vise od 30 godina Hammerschlag i
sar. [496] su objavili dve studije, kod devojcica starosti od 2 meseca do 15 godina, kod kojih je
radena kultura vaginalnog brisa tradicionalnim mikrobiolo§kim metodama, koje su pokazale da
je vagina i u tom periodu, pored laktobacila, kolonizovana sa velikim brojem drugih bakterija
kao $to su: Diphtheroids (78%), Staphylococcus epidermidis (73%), a-hemolytic streptococci
(39%), Escherichia coli (34%), Candida species (28%), U. urealyticum (27%), Klebsiella
(15%), Enterococcus species 10%, Group D streptococci (8.5%), S. aureus (7%), M. hominis
(6%), Haemophilus influenza (5%), Pseudomonas aeruginosa (5%), Proteus (5%).
Metodoloski sli¢ne studije kod zena u reproduktivnom periodu pokazuju da se pored pomenutih
bakterija sa manjom ili ve¢om ucestaloS¢u mogu izolovati i drugi aerobi ili fakultativni anaerobi
(Peptostreptococcus, Gardnerella, Bacteroides,Veillonella, Bifidobacterium itd) [497].

Naravno, izolacija bilo kog od pomenutih mikroorganizama znaci samo njihovo prisustvo i
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nikako ne podrazumeva kauzalnu povezanost sa bilo kakvim znacima ili simptomima kod
pacijentkinje. Rezultati naseg ispitivanja pokazuju da bi koris¢enjem kulture cervikalnog i
vaginalnog brisa najveéi broj pacijentkinja sa patoloSkom vaginalnom florom ostao
nedijagnostikovan i neleCen, dok bi s druge strane neke pacijentkinje sa normalnom
vaginalnom florom zbog izolacije neke od bakterija verovatno bile nepotrebno le¢ene. Takode,
za razliku od vecine infektivnih bolesti koje se dijagnostikuje izolacijom ili identifikacijom
odredenog mikroorganizma, najcesc¢e i bez njegove kvantifikacije, kod BV kao polimikrobnog
sindroma nemamo pojedinacnog uzrocnika, tako da su nalazi kulture (podrazumeva se i
izolacija G. vaginalis) prakti¢no neupotrebljivi u dijagnozi ovog sindroma. Rezultati naseg
ispitivanja takode pokazuju da bi samo primena dva jednostavna testa, merenje vaginalnog pH
i proba sa 10% KOH bila dovoljna da u najveéem broju slucajeva, ako ne postavimo preciznu
dijagnozu, onda svakako sa velikom verovatno¢om isklju¢imo postojanje bolesti, ili izdvojimo
one koje treba uputiti na dalja ispitivanja. Dalje ispitivanje, u ovakvim sluc¢ajevima pre svega
podrazumeva mikroskopski pregled NPVS ili preparata po Gramu, a tek nakon toga (u malom
broju slu¢ajeva) korisé¢enje drugih mikrobioloskih i/ili molekularnih postupaka u cilju detekcije
specifi¢nih mikroorganizama (npr. C.trachomatis). Dakle, mikroskopski pregled NPVS i/ili
preparata bojenog po Gramu je jo$ uvek najvazniji u evaluacija stanja vaginalne flore, i tako ¢e
i ostati, sve dok se ne uspostave molekularna oruda koja bi na personalnom nivou definisala
kvantitativni 1 kvalitativni sastav vaginalne flore, 1 mozda preciznije definisala granicu izmedu
normalnog i patoloskog. Zakljuc¢ak ove studije je da uprkos velikom broju ¢injenicama koje
nedvosmisleno ukazuju na malu (nikakvu) vrednost kulture vaginalnog i ili cervikalnog brisa u
klinickoj praksi, iz nama neobjasnjivih razloga, ovo u naSoj zemlji jos§ uvek najcesc¢a procedura
za procenu stanje vaginalne flore. S druge strane, i rezultati naSeg ispitivanja pokazuju da
koriS¢enje samo dva jednostavna testa, dakle i u uslovima kada lekar nema ili nije obucen za
mikroskopski pregled, mogu kod najveceg broja pacijentkinja iskljuciti postojanje infekcije, ili
ukazati na potrebu za daljim ispitivanjima. Ovakav pristup doveo bi do mnogo boljih rezultata
u dijagnozi, leCenju i prevenciji ozbiljnih komplikacije do kojih one mogu dovesti.

Naravno rezultati se nisu bitnije promenili ni kod 701 pacijentkinje (u odnosu na 505
pacijentkinja analiziranih u pomenutom radu) za koje smo imali nalaz kulture i kod 51 (7,2 %)
je kultura bila pozitivna i iz cervikovaginalnog brisa su izolovani: Staphylococcus coag. neg.
(n=15), Enterococcus (n=10), E. coli (n=7), Staphylococcus aureus (n=6) Streptococcus S
haemoliticus (n=5); G. vaginalis (n=5), Streptococcus viridans (n=2) i Proteus mirabilis (n=1).
Dakle, kulturom smo detektovali KOKE kod 5,4% (38/701) pacijentkinja, mikroskopskim
pregledom na uvecanju X1000 detektovali smo ih kod 6,4 % (45/704), a mikroskopskim
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pregledom na uvecanju x200 kod 36,6% (258/704) uzoraka. Vrednost pH 1 KOH testa pokazala
se | znacajnijim nego §to je to izneto u pomenutom radu, i samo potvrdila da bi ova dva
jednostavna testa trebalo da se koriste kao skrining metode u dijagnozi vaginalnih infekcija,
kako u populaciji trudnica tako i generalno, S$to bi znacajno doprinelo poboljSanju
reproduktivnog zdravlja naSih pacijentkinja.

U ovom ispitivanju svim pacijentkinjama uziman je i cervikalni bris na prisustvo M.
hominis, U. urealyticum i C. Trachomatis, ali s obzirom na vrlo malu ucestalost oko 1% (M.

Hominis) 3% (U. Urealyticum) i oko 2% C. Trachomatis ovi podaci nisu analizirani.
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3.7 KONCENTRACIJE ISPITIVANIH CITOKINA

Citokini su proteina ili glikoproteina male molekulske mase koje sekretuju gotovo sve ¢elije
organizma a Cija je najvaznija ulogu odrzavanje meducelijskih komunikacija. Nije podela
citokina idealna s obzirom na njihove karakteristike i ¢injenicu da ih luce gotovo sve ¢elije u
organizmu zbog ¢ega ¢emo navesti nekoliko najces¢ih Tako ih moZemo podeliti na one koji
ucestvuju u celularnom (IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12, INF-y,TGF-B, TNF-a)
ili humoralnom imunom odgovoru (IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, and IL-13) ili na Thy i Th citokine
u kojoj Thy ¢elije luce uglavnom antiinflamatorne, a Thy proinflamatorne citokine. Medutim
napredak nauke i otkrivanje novih citokina i njihove uloge i znacaja u razli¢itim imunskim
mehanizmima namece potrebu za novim podelama. Tako smo i mi u ovom rada sve ispitivane
citokine nacelno podelili na Thl (IL-2, IFN-y, IL-12 p70), Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-13), Th17
(IL-17a, 1L-22), Th9 (IL-9), proinflamacijske citokine (IL-1B, TNFa) i imunoregulatorni IL-
10. Podelana Thl, Th2, Th17iTh9 govori samo o ¢elijama koje predstavljaju dominatan izvor
odredenog citokina, i 0 njegovoj ulozi u celularnoj ili humoralnoj imunskoj reakciji. Tako, Th2
¢elije luce uglavnom antiinflamatorne citokine (IL-3, IL-4, 1I-5, IL-6, IL-10, IL-13), ali i manji
broj proinflamatornih citokina i hemokina ( IL-6, 11-8). Thl ¢elije primarno produkuju
uglavnom proinflamatorne 1 u manjim koli¢inama antiinflamatorne citokine. Dakle jasno je da
pravu prirodu nekog citokina teSko mozemo sagledati iz informacije o pripadnosti nekoj od Th
¢elija. Reproduktivni imunolozi citokina naj¢es¢e dele na proinflamatorne, antiinflamatorne,
hemokini i polipeptidne faktore rasta. Nakon prepoznavanja antigena dolazi do aktivacije APC
1 njihove migracije u sekundarne limfne organe, gde one aktiviraju naivne (THO) ¢elije koje se
dalje diferenciraju u razli¢ite subpopulacije: TH1, TH2, TH3, TH9, TH17, TFH, TReg ili
citotoksi¢ne T ¢elije [33] Diferencijacija ThO u ove subpopulacije zavisna je od mnogobrojnih
faktora, ali svakako da je jedan od bitnijih vrsta i koncentracija antigena, odnosno u nasem
slucaju broj 1 vrsta mikroorganizama. Od istog faktora najvise zavisi i tip citokinske mreze koji
¢e se formirati, a u zavisnosti od citokinske mreze koja dominira tokom prezentacije antigena
zavisi u kom ¢e pravcu krenuti diferencijacija ThO ¢elija. Odmah posle aktivacije citotoksicni
T limfociti (CTL) su potpuno funkcionalni 1 spremni da upotrebe svoj arsenal oruzja u cilju
eliminacije inficiranih ¢elija. Aktivirane CD4+ T kao $to im samo ime kaZe, pomaZu, aktivaciju
B-¢elija 1 CTL, ili tako Sto sekretuju citokine ili samim celijsko-Celijskim kontaktima.
Istovremeno TH ¢elije ucestvuju u inicijaciji, odrzavanju i regulaciji urodenog imunskog
odgovora tako Sto dovode do aktivacije i regrutacije PMN, makrofaga, mast ¢elija i monocita.

Dakle kombinacije razli¢itih citokina su odlucujuéi faktor u diferencijaciji ThO u razlicite

257



subpopulacije Th limfocita, a ponovicemo da one u najve¢oj meri zavise od broje i vrsta
mikroorganizama koji se trenutno nalaze u vagini. Trenutno, zbog toga $to su najnovija
molekularna ispitivanja pokazala veliku dinami¢nost vaginalnog ekosistema na koju moze da
uti¢e veliki broj endogenih 1 egzogenih faktora, a pretpostavljamo da ovakva dinamicnost
neminovno dovodi do promena u koncentracijama pojedinih citokina. Postojanje TH1 i TH2
subpopulacije je odavno poznato i dobro su prouc¢eni mehanizmi koji dovode do diferencijacije
naivnih ¢elija u jednu od ove dve subpopulacije. TH1 ¢elije produkuju IFNy i ucestvuju u
¢elijski posredovanom imunskom odgovoru, uglavnom protiv intracelijskih patogena. IFN-y
produkuju uglavnom TH1 limfociti, CTL, NK-¢elije i makrofagi, dok TH2 subpopulacija
limfocita ne lu¢i IFN-y. Sve ove ¢elije luce IFN- y samo kada su aktivirane, odnosno kao deo
imunskog odgovora na IL-2, antigene, mitogene, aloantigene ili udruzene efekte 1L-12 i 1L-18.
Produkciju IFN-gama inhibiraju IL-4, IL-10, TGF-beta, glukokortikoidi, vitamin D3. IFN-y
promovise specificne i1 nespecificne mehanizme odbrane domacina od infektivnih agenasa.
Jedan je od najvaznijih citokina odgovornih za pojacanu ekspresiju MHC molekula klase 1, i
indukciju ekspresije MHC molekula klase II na leukocitima i epitelnim ¢elijama. Smatra se
najvaznijim citokinom u aktivaciji i regulaciji aktivnosti mononuklearnih fagocita i ucestvuje
u regulaciji produkcije drugih imunomodulatornih i proinflamatornih citokina, kao $to su TNF-
alfa i IL-12 [498]. TH2 ¢elije produkuju IL4, IL5, IL13 i IL10 i njihove aktivnosti su vezane
uglavnom za humoralni imunski odgovor protiv razli¢itih parazita. Kljuéni citokin koji
indukuje diferencijaciju TH naivnih ¢elija u TH1 je IL-12, dok IL4 dovodi do indukcije
transkripcionog faktora GATA-3, sekrecije 1L4, IL5 i IL13 i diferencijacije u TH2
subpopulaciju. Glavne efektorske ¢elije TH1 imunskog odgovora su makrofagi, CTL, IgB B
¢elije 1 CD4 T c¢elije koje produkuju IFNy, a u TH2 imunskom odgovoru to su eozinofili,
bazofili, mast Celije, IgE B-Celije 1 CD4 ¢elije koje produkuju IL4 i IL5. Poslednjih godina
medutim pokazano je postojanje joS nekoliko T celijskih subpopulacija koje se razvijaju
nezavisno od THI1/TH2 puta. Tre¢a subpopulacija nazvana je Th17 ¢elijama, otkrivena je u
ispitivanjima autoimunih oboljenja, gde je pokazano da se razlikuje od klasicnog Th1/TH2 puta.
Transkripcioni faktori kao Sto su T-beta i GATA-3 koji u vazni faktori regulacije TH1/TH2
diferencijacije, imaju negativne efekte na diferencijaciju TH17. TH17 ¢elije sekretuju 1L-17,
IL-1, TNF-0, IL-21 i IL-22 i posreduju u odbrani od ekstracelijskih bakterija ili gljivica. IL-17
spada u grupu proinflamatornih citokina i znacajan je faktor u etiopatogenezi razlicitih
inflamatornih oboljenja. IL-17 promoviSe inflamatorne procese tako $to indukuje produkciju
razlicitih proinflamatornih citokina i hemokina, MMP, regrutuje PMN, poveéava produkciju

antitela i aktivira T ¢elije. IL-23 koji produkuju dendritske ¢elije povecava produkciju IL-17 u
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kulturi T éelija. IL-23 je heterodimeri¢an protein sa dve subjedinice, IL-23p19 i IL-12p40.
Precizno je regulisana ravnoteza izmedu TH-17 i TREGs posebno na mukoznim povrSinama ,
a TGF-B je neophodan u diferencijaciji oba puta. Dakle, najvazniji citokin za razvoj TH17 tipa
imunskog odgovora je faktor transformacije rasta beta (TGF-p), zajedno sa IL-6, IL-17, IL-21,
IL-22, IL-1 i IL-23. Ova diferencijacija se pojacava u odsustvu IFN-y i IL-4. IL-6 i IL-21
dovode do aktivacije tipicnog TH17 transkripcionog faktora RORyt, Sto dovodi do
diferencijacije u TH17. Vitamin A, retionska kiselina i IL-6 promovisu TREGs diferencijaciju,
a inhbicija IL-6 dovodi do promocije TH17. Dakle, TGF-B je najces¢e udruzen sa
diferencijacijom TREGs ¢elija, odnosno inhibicijom TH1 i TH2, prisustvo antiinflamatornog
citokina kao §to je IL-6, dovodi do inhibicije razvoja Treg ¢elija i diferencijacije ThO u TH17.
Nakon IL-17 identifikovana je jo$ jedna subpopulacija nazvana TH9, jer lu¢i znacajne koli¢ine
IL9, a za diferencijaciju iz THO ¢elija neophodno je prisustvo TGF-f i IL-4, mada stimulacija
ovim citokinima ne dovodi do produkcije TH2 citokina, nego dovodi do produkcije IL9, za Sto
je neophodna aktivacija transkripcionih faktora STAT6 (eng. signal transducer and activator
of transcription 6), IRF4 (eng. interferon response factor 4), i GATAS3 (1-4) [499-506]. Pored
IL-9, THO produkuju IL-10i IL-21. IL-9 pokazuje proinflamatorne osobine, i znacajan je faktor
u alergijskim inflamatornim procesima i odbrani od ekstracelijskih parazitarnih infekcija.
Pokazano je takode da TH17 1 TREGs mogu sekretovati IL9. Nedavno je pokazano da
subpopulacija human skin homing memory T cells produkuje 1L22, IL26 i IL13, aline i IL17 i
IFNy , zbog ¢ega je i1 dobila ime TH22 subpopulacija, koja je znafajna u etiopatogenezi
razli¢itih autoimunih bolesti. U steCenoj imunskoj reakciji na veéinu antigena mogu se
identifikovati humoralni ili celularni tip imunskog odgovora, na osnovu komponenata
imunskog sistema koje ucestvuju u tom dogovoru. Humoralni tip imunskog odgovora
posredovan je B-limfocitima, dok u celularnom tipu posreduju T-limfociti. Efektorne T-¢elije
se dalje dele u citotoksi¢ne i pomazuce. Citotoksi¢ne ¢elije ubijaju inficirane ciljne ¢celije bilo
oslobadanjem liti¢nih granula (perforin, granzimi) ili preko indukcije Fas liganda i TNF-alfa,
koji preko vezivanja za svoje receptore injiciraju Celijsku suicidnu kaskadu, dovode¢i do
apoptoze ciljne Celije. Aktiviraju¢i signal naivne Celije dobijaju od APC koje produkujuci
odgovarajuce citokine odreduju koja ¢e subpopulacija limfocita biti aktivirana. Od monocita
koji izadu iz krvnog suda regrutuje se populacija takozvanih prekursorskih dendritskih celija iz
kojih nastaju nezrele dendriti¢ne ¢elije, a iz njih pod uticajem kostimulatora (IL-4, IL-12, GM-
CSF i bakterijskih toksina nastaju zrele dendritske celije tipa 1. One stimulisu THI1
subpopulaciju i ¢elijski imunski odgovor. Dendritske ¢celije tipa 2 stimuliSu TH2 subpopulaciju

I humoralni imunski odgovor. Vazan faktor u determinaciji imunskog odgovora je i vrsta APC
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(makrofagi, B-limfociti, dendriticne celije i dr), a ove celije produkuju i kostimulatore
neophodne u proliferaciji i diferencijaciji T-limfocita.

Poslednjih godina ukazuje se na znac¢aj koncepta mreze u bioloskim naukama, pri cemu
mreza predstavlja skup jedinica (citokin, bakterija, antiapoptotski faktor) povezenih jednom
ili viSe veza preko kojih Salju signale koji odreduju i reguliSu medusobni uticaj izmedu
jedinica. Konacni efekti su rezultanta snage i trajanja pojedinih signala izmedu jedinica pri
¢emu treba imati na umu da se radi o dinami¢nim sistemima u kojima se signali i njihova
snaga menjaju u jedinici vremena. U nasem ispitivanju imamo najmanje tri isprepletene mreze
mikrobnu, citokinsku i1 apoptotsku i ¢lanovi svaka od njih mogu svojim signalima da uticu
na one druge. Tako naprimer u zavisnosti od karakteristike mikroorganizama dolazi do
aktivacije odredenih ¢elija i njihovih TLR receptora, aktivacije transkripcionih mehanizama
i oslobadanja odredenog spektra citokina koji odreduje pokretanja TH1 ili TH2 tip imunskog
odgovora. Ako znamo da jedan isti mikroorganizam moze u razli¢itim ¢elijama domacina
odvesti do oslobadanja potpuno razli¢itih citokina, ili da ¢elije mogu produkovati razlicite
izoforme nekog citokina koji uvek indukuju ili inhibiraju druge citokine, onda je jasno koliko
su ovi odnosi komplikovani i u jednostavnim bioloskim sistemima. Medutim, novija
istrazivanja jasno pokazuju da bakterije produkuju razlic¢ite molekule koji mogu imati znacajan
efekat na kapacitet leukocita 1 tkivnih ¢elija da produkuje odredenu mrezu citokina. Tako je
poslednjih godina paznja istraZzivaca u izu€avanju patogeneze infektivnih bolesti preusmerena
sa ¢elijskih uéesnika u imunskom i inflamatornom odgovoru na medijatore koji orkestriraju taj
odgovor. Citokini su svakako jedna od najvaznijih klasa medijatora inflamatornog odgovora.
Zna se da se oni mogu u prenoSenju signala ponasati kao klasi¢ni endokrini hormoni ali se
mnogo vise paznje posvecuje njihovim autokrinim, parakrinim, jukstrakrinim, retrokrinim i
intrakrinim efektima. PaZznja usmerena sa ¢elija domacina koje su smatrane jedinim faktorom
u kontroli biologije citokina i na bakterije koje mogu svojim produktima ili direktnom
interakcijom sa ¢elijama bitno modifikovati citokinsku mrezu.

Dakle svaka od ometajucih faktora u ovom ispitivanju (CA, BIFIDO, LEPTO, KOKE) mozZe
uticati na koncetracije citokina kao i na broj i vijabilnost PMN, odnosno procenat apoptoze.

Ukoliko sad pored ove mikrobne mreze zamislimo i postojanje jo$ dve druge mreze, citokinske
1 apoptotske, onda bi medusobne interakcije jedinica izmedu ove tri mreZe bile znacajno
komplikovanije od slike koju smo preuzeli iz rada Li i sar. Samo da bi ilustrovali

komplikovanost i isprepletanost signala izmedu pomenutih mreza [79, 507].
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Slika 3.64: Interakcije mikrobne mereZe u vagini
Termin interaktom prvi put je upotrebila grupa francuskih istraZiva¢a na éelu sa Zak Bernarom

i ovaj termin se uglavnom odnosi na interakcije medu genima, smatraju¢i da je medusobna
interakcija medu jedinicama ovakve mreze mnogo vaznije od samog broja gena, jer i razlika u
malom broju gena i proteina ¢iju produkciju kontroliSu moze da dovede do znacajnih uticaja na
funkcionisanje jedne ovakve mreze, odnosno u Krajnjoj meri na uticaj genotipa na fenotip [90].
Tako naprimer HIV sa svojih 19 proteina pravi sa proteinima ¢oveka (100 000 proteina) oko 1
443 direktne interakcije, a mikrobiom gastrointestinalnog trakta sa oko 9 miliona jedinstvenih
gena mikroorganizama ostvaruje neprocenjiv broj interakcija sa humanim proteomom, a sli¢éno
se moZe primeniti 1 na mikrobiom vagine, s tim §to je ovaj neprocenjiv broj znacajno manji.
Koncept mreze (“network”™) i interaktoma svakako su neke od najaktuelnijih tema u savremenoj
biologiji, i svaki istraziva¢ bi morao da ih ima na umu kada govori o rezultatima ovakvih
ispitivanja [508-510].

Naravno da bi stres ili neke hormonske promene mogli znaajno da uticu na svaku od tri
pomenute mreze. Tako, mada glukokortikoidi inhibiraju produkciju kortikotropin rilizing
hormona (CRH) u hipotalamusu, genska ekspresija CRH u placenti moZe biti stimulisana
glukokortikoidima, i tako uspostavljati pozitivnu povratnu spregu pri kraju trudnoce, tako da
povecanje kortizola dovodi do povec¢anja CRH. Interesantno, iako je kortizol inhibitor genske
ekspresije CRH u odsustvu progesterona, nadmetanje sa ja¢im inhibitornim efektom

progesterona na CRH gene u kasnoj trudno¢i, moglo bi objasniti ovaj paradoksalnu pozitivnu
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povratnu spregu sa produkcijom CRH u kasnoj trudno¢i. Kako adenokortikotropni hormon
stimuliSe produkciju dihidroepiandrostendiona u fetalnoj zoni nadbubrega, koji se onda u
placenti metabolise u estrogen i dovodi do pojacane sekrecije CRH u placenti stvarajuéi tako
sekundarnu pozitivnu spregu, koja moze sinhronizovati fetalnu maturaciju i miometrijalnu
senzitizaciju. PGE2, IL-1 i IL-6 pojacavaju endometrijalnu ekspresiju gena CRH. Ovo takode
ukazuje na mogucée autokrine i parakrine efekte CRH u tim tkivima i interakciju
proinflamatornih citokina u decidui. Ova isprepletenost endokrine regulacije sa parakrinim
interakcijama, delimi¢no objaSnjava teskoce pri pokuSaju preciznijeg definisanja zbivanja u
porodaju kod primata. Kako je ve¢ pokazano da postoji sistemska veza izmedu CRH 1
inflamatornih citokina u CNS, logi¢no je pretpostaviti da ona egzistira i na lokalnom,
intrauterinom, nivou. Gestaciona tkiva produkuju i CRH i citokine tako da postoji jasna
mogucénost medusobne regulacije CRH 1 citokina, kako u tim tkivima tako i u odnosu sa
fetusom. Tako bi rani porast CRH mogao da dovede do poveéane produkcije IL-1 ili da dovede
do senzitacije tkiva koja bi onda produkovala IL-1 u odgovoru na slabije inflamatorne
stimuluse. I obrnuto, aktivacija inflamatornih medijatora i pokretanje citokinske kaskade moze
dovesti do porasta centralne i lokalne produkcije CRH, objasnjavajuéi porast serumskog CRH
kod zena sa PL [511, 512]. IL-1stimuliSe produkciju CRH, a CRH povratno regulise produkciju
citokina uticu¢i na imunske efektorske c¢elije. Kako je pokazano da je stres majke udruzen sa
PL, poremecaji regulacije CRH 1 produkciji inflamatornih citokina moZe biti mehanizam koji
objasnjava patofiziologiju ovih zbivanja [513-515]. Na osnovo do sada poznatih podataka nije
moguce utvrditi da li je CRH uzrok ili posledica poja¢anog inflamatornog odgovora, moguce
je da oba dogadaja egzistiraju istovremeno [516-519]. Utvrdivanje ta¢nog sleda dogadaja bilo
bi od velikog znacaja u rasvetljavanju patofizioloSkih zbivanja kod PL udruZenog sa stresom
majke [520-525].

| sve ovo ne prvi pogled nema znacaja za naSe ispitivanje, ali ako uvazimo podatke po kojim a
stres moze dovesti do nastanka BV 1 znacajno uticati na sastav vaginalne mikroflore jasno je
kolika je isprepletenost pojedinih mehanizama u nastanku PP, 1 koliko je tesko razluciti uzro¢no
od posledi¢nog [526-530].

Tabela 3.19 prikazuje kako bi pacijentkinje u ovom ispitivanju bile razvrstane po grupama
ukoliko bi podelu pravili na osnovu samo mikroskopskih ometajucih faktora, odnosno broja
PMN, CA, KOKA, BIFIDO i LEPTO formi. Kao $to smo rekli ono na ¢emu se sustinski zasniva
nova podela, kao i sve postojece, jeste odnos laktobacila i BVAB, a u zavisnosti od njihovog
broja dele se u tri podgrupe FULL, MID i NULL. Ono §to Zelimo naglasiti je da pacijentkinje
sa BVF imaju 100-1000 vise bakterija u odnosu na pacijentkinje iz grupe NULL, zbog ¢ega je
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naSa nulta hipoteza da bi ovolike razlike u broju morale odraziti na koncentracije citokina.
Takode, verujemo da bi svaki od ometajucih faktora i njihov kvantitet mogli znacajno uticati
na koncentracije citokina. Naravno da bi u ovu tabelu mogli uvesti jo§ jedan faktor iz naseg
ispitivanja koji bi moga znacajno uticati na koncentracije ispitivanih citokina a to su vrednosti
pH. Zakljucak o moguéem broju faktora koji nisu deo naSeg ispitivanja a koji bi mogli uticati
na nase rezultate moze se izvudi iz diskusije o postojanju bioloskih mreZza i/ili interaktoma.

Tabela 3.19: Mikroskopski nalaz kod 704 pacijentkinje na osnovu NP-6G, semikvantitativhog broja PMN
i mikroskopske detekcije KOKA, LEPTO i BIFIDO formi

NF n NORMAL-MID n NORMAL-NULL n  UKUPNO
NF 192 NM 77 NN 28 297
NF/CA/PMN 27 NM/CA/K/PMN 18 NN/CA/KIPMN 10 55
NF/CA/K/PMN 25 NM/CA/PMN 13 NN/CA/K 7 45
NF/PMN 21 NM/CA 9 NN/BIF/K 5 35
NF/CA 9 NM/CA/BIF/K/PMN 7 NN/BIF/L/K 3 19
NF/CA/BIF/K/PMN 5 NM/PMN 8 NN/CA/LIKIPMN 2 15
NF/CA/K 4 NM/K/PMN 5 NN/CA/PMN 3 12
NF/K/PMN 5 NM/BIF/K 3 NN/K 2 10
NF/BIF 2 NM/CA/BIF/PMN 4 NN/L/K 2 8
NF/CA/BIF/L/K/PMN 2 NM/BIF/K/PMN 2 NN/PMN 2 6
NF/CA/BIF/L/PMN 2 NM/L/K 2 NN/BIF/K/PMN 1 5
NF/L/PMN 2 NM/L/K/PMN 2 NN/BIF/L/KIPMN 1 5
NF/BIF/K 1 NM/BIF 2 NN/CA/BIF/K 1 4
NF/CA/L/IK 1 NM/BIF/PMN 1 NN/CA/BIF/KIPM 1 3
N
NF/CA/L/K/PMN 1 NM/CA/BIF 1 NN/CA/BIF/PMN 1 3
NF/K 1 NM/CA/BIF/L 1 NN/CA/L 1 3
NF/L 1 NM/CA/L/K 1 NN/L 1 3
NM/CA/L/K/PMN 1 NN/L/PMN 1 2
UKUPNO 301 UKUPNO 157 UKUPNO 72 530
BV-FULL N BV-MID N BV-NULL N  UKUPNO
BVF/K 34 BVMI/K 18 BVN/K 16 68
BVF/CA/K/PMN 19 BVM/CA/K/PMN 16 BVN/CA/K/PMN 8 43
BVF/CA/PMN 5 BVM/CA/PMN 6 BVN 3 14
BVF/K/PMN 2 BVM/CA/K 5 BVN/K/PMN 3 10
BVFICA/K 2 BVM/CA 4 BVNIL 3 9
BVF/CA/L/PMN 1 BVM/PMN 3 BVN/BIF 2 6
BVF/PMN 1 BVM/K/PMN 2 BVN/CA/K 2 5
BVF 1 BVMI/L/PMN 1 BVN/CA/L/K 2 4
BVF/CA 1 BVMI/CA/BIF/K 1 BVN/CAILUKIPM 2 4
N
BVM 1 BVN/CA/LIPMN 1 2
BVM/BIF 1 BVN/CA 1 2
BVM/L/K 1 BVN/CA/BIF 1 2
BVN/CABIF/KP 1 1
MN
BVN/CABIF/PM 1 1
N
BVN/CA/L 1 1
BVN/CA/PMN 1 1
BVN/L/K 1 1
UKUPNO 66 UKUPNO 59 UKUPNO 49 174
367 216 121 704

K=koke; BIF= BIFIDO; L= LEPTO; PMN= (PMN2+PMN3)



Gledajuci ovu tabelu ono Cega se treba prisetiti jeste da najveci broj do sada objavljenih studija,
a koji se odnosi na lokalne koncentracije citokina pacijentkinje deli u samo u dve (Amsel)
odnosno tru grupe (Nugent). Prihvatanjem takve podele i statisticke analize podataka kod te
dve ili tri grupe pacijentkinja, iskljucuje se ne samo moguénost uticaja pomenutih ometajucih
(mesajucih, konfaunding) faktora, pri cemu opet podse¢amo da ove dve podele sustinski ne
razlikuju kvantifikativni odnos izmedu broja laktobacila i BVAB. Tako pacijentkinja koje smo
na osnovu kriterijuma po Ison/Hayu ili NP-6G svrstali u grupu sa ¢istim ili hipocelularnim
(BVN) nalazom, na osnovu Nugentovih kriterijuma mogu biti svrstane u grupu intermedijaran
ili BV. Naprimer, ako na 5 vidnih polja ne nademo laktobacile ta pacijentkinja ¢e dobiti 4 boda
i po Nugentovim kriterijuma biti svrstana u intermedijarne. Ako na tih istih 5 polja nademo
preko 6 morfotipova tipa gardnerele pacijentkinja ¢e dobiti jo§ 3 boda i sa 7 bodova bice
postavljena dijagnoza BV. Kao $to je poznato da bi neku bakteriju uopste videli na preparatu
po Gramu ona mora da je prisutna u koncentracijama koje su veée od 10*-10° iz &ega mozemo
zakljuciti da se koncentracije bakterija kod hipocelularnih nalaza kre¢u u ovim granicama ili su
manje, dok su koncentracije kod pacijentkinje sa nalazom BVF kao §to smo rekli 100-1000 puta
vece, $to je najlakSe razumeti ukoliko jo§ jednom pogledamo fotografije pacijentkinja sa

nalazom BVN i BVF u nasem ispitivanju.

Zbog toga je u ovom ispitivanju statisticka obrada podataka za svaki od ispitivanih
citokina radena u odnosu na razli€ite dijagnosticke kriterijume. Rezultati dobijeni Kruskal—
Wallisovom analizom varijanse (post hoc analiza Mann—Whitney U test; Tabele 1, 2, 3,4 i 5,
Prilog 3) prikazani su u Tabeli 3.20 a statisticki znacajne razlike oznacene su crvenim slovima

odnosno brojevima.

Ukoliko pogledamo tabelu u kojoj je prikazan sumarni prikaz rezultat za ispitivane
citokine u odnosu na razlicite podele o¢igledno je da se izdvajaju tri citokina IL-6 1 IL-1f 1 IL-
12, 1 da je za prva dva statisticka znacajnost (p<<0,05) nadena u odnosu na sve podele, dok za
treci statistiCka znacajnost nije nadena samo u podeli po Claeysu. S druge strane samo u NP-
6G nadena je statisticka i INF-y. Zbog toga ¢emo pre tumacenja dobijenih rezultata ukratko

prodiskutovati opSte osobine ovih citokina i rezultate dobijene u dosadasnjim ispitivanjima.
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Tabela 3.20: Sumarni prikaz Kruskal-Wallis testa

IL12p70 IFNy IL17A IL2 IL-10 IL9 I1L22 IL6 IL13 IL4 IL5 IL1B TNFo

x? 8,060 0,140 1,708 2,523 0,167 0,623 2,528 17,090 3,965 0,517 2,769 16,910 4,106

ugent p 0018 0932 0426 0283 0920 0,732 0,283 0,000 0,138 0,772 0,250 0,000 0,128

2 17,210 0,207 4532 8862 4013 4,081 1,540 14848 7,056 5068 5520 15558 9,034

toon/Hay p 0002 0995 0339 0065 0404 0395 0819 0005 0,133 0280 0238 0004 0,060

w2 10552 2417 1888 3790 3846 1946 5173 19156 4,142 2301 2088 16,011 5802

Claeys p 0061 0789 0864 0580 0572 0857 0395 0,002 0529 0806 0837 0007 0,326

2 18518 12,800 5641 3,638 3,721 10,417 5108 12,093 2,307 2,478 4,192 18,984 8,386

NP-6G p 0002 0024 0343 0603 0590 0064 0403 0034 0805 0780 0522 0002 0,136
3.71 IL-1B

IL-1 je zajednicko ime za dva posebna proteina IL-1ou i IL-1 koji su prvi u nizu velike porodice
citokina nazvanih interleukini. IL-1 produkuju gotovo sve ¢elije sa jedrom ukljucujuéi sve
¢lanove familije monocita/makrofaga, B-limfocita, NK-¢elija, klona T-limfocita, dendritskih
¢elija, astrocita, fibroblasta, neutrofila, endotelijalnih i ¢elija glatkih misi¢a. IL-1 je veoma
vazan citokin koji poseduje nekoliko bioloskih osobina koje dovode do ekspresije
proinflamatornih gena. Jedna od najvaznijih osobina IL-1 je njegova sposobnost da pokrene i
podrzi ekspresiju COX2 i inducibilne azot oksid sintetaze (iNOS). Ovo ima za posledicu
stvaranje velike koli¢ine PGE2 1 NO u ¢elijama izloZenim dejstvu IL-1. Druga vazna osobina
IL-1 je da poveca ekspresiju adhezivnih molekula kakav je intracelularni adhezivni molekul —
1 (ICAM-1) koji se nalazi u endotelijalnim ¢elijama i na drugim celijskim povrSinama. Ova
osobina IL-1 omogucéava infiltraciju inflamatornih i imunokompetentnih celija u
ekstravaskularnom prostoru. IL-1 je plejotropni citokin koji egzistira u dve homologe ali
genetski razli¢ite izoforme koji posreduju u razli¢itim fizioloSkim 1 patofizioloSkim
dogadajima. Dovodi do pojacane ekspresije IL-2, IL-7, IL-10 i IL-12. U normalnoj trudno¢i
nivo IL-1 u amnionskoj tecnosti i gestacionim tkivima raste tokom trudnoce, sa znacajnim
povecanjem koncentracije u toku porodaja [531]. Kasnija eksperimentalna istrazivanja na
zivotinjama pokazala su da administracija IL-1a ili IL-1f indukuje PL.

Romero i sar. su davno pretpostavili da IL-1 produkovan od strane domacina (fetus ili majka)
moze dovesti do inicijacije porodaja [532]. Kasnija saznanja potvrdila su ovu pretpostavku jer
je pokazano da stimuliSe produkciju PG u amnionu, horionu i miometrijumu, da humana
decidua produkuje IL-1 u odgovoru na bakterijske produkte, nadene su povisene koncentracije

ovog citokina u amnionskoj te¢nosti trudnica sa PP 1 IUI. IL-1 ucestvuje u indukciji ekspresije
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gena za COX-2 i produkciji PG [533]. Pokazan je veliki znacaj ovog interleukina u uslovima
PP udruzenog sa infekcijom gram negativnim bakterijama [534-536]. ‘IL-1B dovodi do porasta
PG, tako $to dovodi do povecéane ekspresije inducibilne forme PGHS-2 [537].

IL-1B posredovani signali rezultiraju aktivacijom transkripcionog faktora NF-«xB i posledi¢ne
poveéane produkcije TNF-a, IL-6, IL-8, MIP-1a, i drugih citokina, vaznih za akutni
inflamatorni odgovor. Povecana produkcija i oslobadanje TNF-a i IL-13 ponovno aktivira NF-
kB stvarajuci tako jednu pozitivnu povratnu spregu koja moze dovesti do ekscesivne produkcije
citokina koja igra klju¢nu ulogu u patogenezi PP. Pored toga, NF-«kB reguliSe transkripciju gena
za COX-2, koja je esencijalna za produkciju PG, i ima veliku ulogu u genskoj regulaciji sinteze
progeszterona. Ipak,. rezultati Hirsch i sar [538]. na modelu miseva sugerisu da lokalna
pojacana ekspresija IL-1 mozda i ne igra centralnu ulogu u patofizioloSkim zbivanjima PL
udruzenog sa infekcijom. Ovakav zakljuc¢ak protivreci, je u suprotnosti sa velikim brojem
opservacionih studija kod Zena koje su naSle udruZenost izmedu povecane koncentracije
inflamatornih citokina i infekcijom indukovanog porodaja. Druge studije na eksperimentalnim
zivotinjama dokumentovale su sposobnost citokina da indukuju porodaj, tako infuzija IL-1beta
u amnionsku Supljinu rezus majmuna uzrokuje rapidnu produkciju TNF-alfa i PG, pracenih
uterinim kontrakcijama [539]. PL je indukovan i kod miSeva nakon sistemske administracije
IL-1 [540] i kod zeCeva kombinacijom IL-1 i TNF-alfa ubac¢enih u amnionsku Supljinu [541]. -
Zbog toga su Hirsch i sar, zbog preciznijeg odredivanja uloge IL-1 kod PL udruZenog sa
infekcijom u eksperimentu koristili miSeve kod kojih je potpuno odsutan signal za IL-1 ( eng.
knockout) i pokazali da maternalna aktivnost IL-1 nije neophodna za porodaj, bilo na lokalnom
ili sistemskom nivou. Ova neovisnost 0 IL-1 moze biti rezultat redundantnosti u citokinskoj
mrezi, ili sa nekim jo§ nepoznatim mehanizmima koji nisu u vezi sa aktivnos¢u IL-1, a preko
kojih infekcija dovodi do PL. Zbog toga autori veruju da je pojac¢ana produkcija IL-1 jedan
epifenomen koji se prvenstveno javlja zbog prisustva bakterija u uterinoj Supljini. Primarna
uloga IL-1 je da dovodi do povecene aktivacije imunih Celija i posledi¢nog uticaja na njihovu
produkciju citokina i imunomodulatornih molekula.

3.72 IL-6
IL-6 je jedan od najvaznijih medijatora u odgovoru domacina na infekciju ili oStecenje tkiva 1

produkuje ga veliki broj razli¢itih ¢elija: stimulisani monociti, fibroblasti, endotelijalne ¢elije,
makrofazi, T-¢celije, B-Celije, PMN, glatke miSi¢ne Celije i druge. Fizioloski stimulansi dovode
do sinteze IL-6 su IL-1, bakterijski endotoksini i TNF-o. IL - 6 moZe sam stimulisati ili
inhibirati svoju sintezu u zavisnosti od tipa ¢elija. U epitelijalnim endotelijalnim 1 fibroblasnim

¢elijama sekreciju IL-6 moze indukovati i IL-17. IL-6 igra centralnu ulogu u gotovo svakom
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akutnom inflamatornom odgovoru bilo da se radi o infekciji ili stranom telu, tako §to se uplice
u procese aktivacije komplementa, opsonizacije bakterija, mobilizacije neutrofila, porasta
bazalne temperature i aktivacije T i B limfocita. Na uloga IL-6 u dogadajima vezanim za PP
udruzen sa infekcijom ukazuju razli¢iti podaci kao Sto su, povecana produkcija PG u amnionu
i decidui i njegova pojacana produkcija u odgovoru na bakterijske produkte i mnogi drugi [542-
546]. Pacijentkinje sa pozitivnom kulturom imale su kra¢i interval od amniocenteze do
porodaja od onih kod kojih je kultura bila negativna. Ovaj interval bio je kraéi i kod
pacijentkinja sa negativnom kulturom, ali visokim koncentracijama IL-6. Ovakav nalaz
potvrduje nalaze Romera i sar. [547-549] i podrzava hipotezu da aktivacija inflamatornih
medijatora igra znacajnu ulogu u pokretanju i/ili propagaciji inflamatorno-imunoloske kaskade
koja dovodi do porodaja. Na ovo ukazuje i podatak da kod pacijentkinja sa PL postoji bolja
korelacija vrednosti citokina u amnionskoj tecnosti (koji predstavljaju odraz odgovora
fetomaternalne jedinice na infekciju) od kulture amnionske tecnost (detektuje se samo prisustvo
nekog mikroorganizma) u predikciji PP. Romero i sar. [549] su u svojoj studiji utvrdili klinic¢ki
skor na osnovu slede¢ih parametara: gestacina starost, preparat po Gramu, koncentracija
glukoze, leukocite esteraza, CRP u serumu majke. Rezultati ove studije pokazali su da vrednosti
IL-6 u AF mnogo bolji prediktori PP od bilo kojeg drugog parametra ili klinickog skora (samog
ili u kombinaciji). Njihov matematicki model ukazuje na moguénost koris¢enja kvantitativnih
vrednosti citokina u preciznijoj predikciji PP, i s obzirom na nalaze o korelaciji citokina u
cervikovaginalnom sekretu i amnionskoj tecnosti [550]. predlazu odredivanje citokina u
cervikalnom sekretu. Ovo bi omogucilo da se kod pacijentkinja sa pozitivnim nalazom u
cervikalnom sekretu uradi amniocenteza i kvantitativno odrede vrednosti citokina, te da se na
osnovu toga predvidi verovatan period u kome ¢e do¢i do porodaja i da se na osnovu toga
preduzmu adekvatni terapijski postupci [551-553]. Wensrom i sar. [554] su nasli poviSene
koncentracije IL-6 u amnionskoj te¢nosti Zena koje su se prevremeno porodile 30 dana posle
rane amniocenteze, u odnosu na kontrolnu grupu. U odsustvu infekcije ovaj citokin moze biti
detektovan u malim koncentracijama u amnionskoj te¢nosti zena u drugom 1 treCem trimestru
koje nisu u porodaju [555]. Andrews i sar.[556] naSli povecane koncentracije IL-6 u
amnionskoj te¢nosti Zena kod kojih je iz horioamniona ili amnionske te¢nosti izolovan jedan ili
viSe mikroorganizama, kao i da vrednosti IL-6 ukazuju na kolonizaciju horioamniona
mikroorganizmima ¢ak 1 kada je kultura amnionske tecnosti negativna. Ovaj nalaz bio je dalji
poticaj za izucavanje vrednosti IL-6 kao markera Ul i kada je nalaz kulture negativan. Yoon
i sar. [557] su nasli znacajno vece koncentracije IL-6 kod Zena sa histopatoloski potvrdenim

nalazom horioamnionitisa i ukazali na vrednost odredivanja IL-6 kao prediktora
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horioamnionske infekcije i povecanog neonatalnog rizika. Goepfert i sar [558] su u svojoj
prospektivnoj opservacionoj studiji merili koncentraciju IL-6 i FFN kod 2 929 trudnica bez
simptoma izmedu 22 i 24 n.g. Ovde ¢emo napomenuti da najveci broj studija koji se odnose na
koncentracije kako IL-6, a tako i drugih citokina, odnosi na pacijentkinja sa simptomima i
znacima PP, zbog Cega nisu uporedivi sa rezultatima naSeg ispitivanja jer mislimo da se u
takvim uslovima izvori i uzroci povisenih ili snizenih koncentracija citokina bitno razlikuju u
odnosu na populaciju asimptomatskih pacijentkinja. Naprimer, ukoliko kod trudnice sa znacima
i simptomima PP nademo povi$ene koncentracije IL-6 a pri tome pacijentkinja ima BV nikako
ne mozemo zakljuciti da je BV uzrok povisenih koncentracija IL-6 bez obzira na rezultate
nekih, a i naseg ispitivanja, da pacijentkinje sa BV imaju vece koncentracije IL-6. u ovoj grupi
trudnica vecée je doslo do aktivacije fetalnih membrana, kontrakcija miometrijuma i promena
na grlicu materice i tako je aktivirana veliki broj drugih ¢elija (amnion, decidua, horion,
miometrijum, grli¢) koje mogu bitno uticati na koncentracije citokina koje mi izmerimo u grli¢u
materice 1 poredimo ih sa mikrobioloskim statusom vaginalne flore. Asimptomatske trudnice
su prema tome bili osnovni razlog za poredenje ove studije i nasih rezultata, a osim stoga u ovoj
studiji ispitivani su i vrednost drugih prediktora PP kao $to su BV, duzina grli¢a materice koji
su deo naSeg ispitivanja. Posle toga su napravljene dve grupe pacijentkinja (n=125) one koje su
se porodile pre 37 n. g. i posle 37 n.g. dok je u prvoj grupi 49 pacijentkinja imalo PL pre 32 n.
g. Koncentracija IL-6 u cerviksu pacijentkinja izmedu 22-24 n.g. koje su se porodile pre 32 n.
g. (247+365 vs 84+129 pg/ml; P=.005), kao i kod svih pacijentkinja porodenih pre 35 n. g.
(212+339 vs 111+186 pg/ml; P=.008) bila je signifikantno vec¢a u odnosu na kontrolnu grupu.
Oni su odredili 90. i 95. percentilu za kontrolne subjekte posle ¢ega je izraCunata grani¢na
vrednost za poviSenu koncentraciju IL-6. Koncentracija IL-6 >305 pg/ml >90. percentile i >538
pg/ml za 95. percenitilu. Povisena koncentracija IL-6 > za 90. percentilu 305 pg/ml nadena je
kod 20% pacijentkinja sa PP i kod 9,6% u kontrolnoj grupi ( p=.02), a IL-6 >95. percentile 538
pg/ml kod 12% i 4,8% (P=.04). Pacijentkinje sa IL-6 >95. percentile imale su 9X ve¢i rizik od
PP pre 32 n. g. i 3X ve¢i rizik od PP pre 35 n. g. Medu Zzenama porodenim pre 35 n. g. sa
povisenom cervikalnom koncentracijom IL-6 U 24 n. g. autori nisu nasli znacajniju korelaciju
sa drugim faktorima rizika kao $to su: BV, BMI <19,8 kg/m?, skra¢en grli¢, ali su zato nasli
znacajnu udruZenost sa povisenim vrednostima FFN koji se danas smatra najboljim markerom
u predikciji PP. Pretpostavlja se da subklini¢ka infekcija ili amnio-horiona ili decidue, ili obe,
mogu dovesti do poremecaja ekstracelularnog matriksa i pojavljivanja FFN u cerviksu i vagini.

Medutim multivarijantnom analizom za povisene koncentracije IL-6 i grani¢ne vrednosti 50. i
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95. precentile nije nadena statistiCki znacajna korelacija ovog citokina i porodaja pre 35. ili 32.
nedelje gestacije.

3.7.3 IL-12 p70
IL-12p70 je heterodimerni glikoprotein koji se sastoji iz dve subjedinice p40 i p35 ¢ija se

ekspresija reguliSe nezavisno. Dokazano je postojanje homodimernih i monodimernih oblika
subjedinice p40 (IL-12p40) koji mogu delovati antagonisti¢ki na funkcije IL-12. Kao induktori
produkcije INF-y IL-12. 1L-23 i IL-27 igraju krucijalnu ulogu u regulaciji inflamatornog
odgovora. Tako IL-12 i IL-27 uc€estvuju u THI1 diferencijaciji, dok je IL-27 znaCajan za
opstanak i ekspanziju TH17. Fizioloski izvor IL-12, in vivo, primarno su APC, ukljucujuci
aktivirane monocite/makrofage i dendriti¢ne ¢elije. Unutar nekoliko ¢asova od infekcije pocinje
lu¢enje 1L-12, posebno ako su u pitanju infekcija bakterijama i intracelijskim parazitima.
Pokazano je da IFN-y ima snazan pojacavajuci efekat na sposobnost fagocitnih ¢elija da luce
IL-12, verovatno potencirajué¢i produkciju IL-12 unutar inflamiranih tkiva. Bakterije,
bakterijski produkti, zatim intracelularni patogeni kao $to su virusi, gljivice dolaze u interakciju
sa razli¢itim receptorima na fagocitnim Celijama i predstavljaju glavne induktore produkcije
IL-12. Pored ovih stimulatornih mehanizama, produkciju IL-12 kontroliSu i inhibitorni
mehanizmi. IL-10 koji je potentan inhibitor produkcije mnogih proinflamatornih citokina,
takode inhibira i produkciju IL-12. Eksperimentalno je pokazano da su IL-10 deficijentni
miSevi mnogo vulnerabilniji na LPS-izazvnai endotoksi¢ni Sok. Takode je pokazano da sam IL-
12 pojacava produkciju IL-10 u T-¢elijama. Pored IL-10 i TGF-P je snazan inhibitor produkcije
IL-12. IL-4 i IL-13 takode delimi¢no inhibiraju produkciju IL-12, sugeriSuéi hipotezu po kojoj
Th2 ¢elije preko produkcije citokina kao §to su IL-10, 1L-4 i 1L-13 suprimiraju produkciju IL-
12 i tako sprecavaju uspostavljanje TH1 tipa imunskog odgovora. Nedavno je pokazano
postojanje i treCeg mehanizma indukcije produkcije IL-12 tokom inflamacije, koji je nezavisan
od prisustva aktivne infekcije ili imunskog odgovora. Tokom inflamacije dolazi u ECM do
nakupljanja fragmenata niske molekulske tezine koji poti¢u od glikozaminoglikana hijalurana,
koji su se pokazali kao potentni induktori produkcije I1L-12 u makrofagama. Ovi molekuli se
vezu za adhezivni povrsni molekul CD44 na membrani makrofaga i uzrokuju povecanu
produkciju IL-12. tako i u uslovima asepti¢kog inflamatornog stanja, kao i odsustva imunskih
mehanizmima indukovane ekspresije CD40 na T-¢elijama, moze biti indukovana produkcija
IL-12, koji onda moze dovesti do indukcije produkcije IFN-y i tako dovesti do aktivacije
makrofaga. Pored ovih stimulatornih mehanizama, produkciju IL-12 kontroli$u i inhibitorni
mehanizmi. IL-10 koji je potentan inhibitor produkcije mnogih proinflamatornih citokina,

takode inhibira i produkciju IL-12. Eksperimentalno je pokazano da su IL-10 deficijentni
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misevi mnogo vulnerabilniji na LPS-izazvnai endotoksi¢ni Sok. Takode je pokazano da sam IL-
12 pojacava produkciju IL-10 u T-¢elijama. Pored IL-10 i TGF-p je snazan inhibitor produkcije
IL-12. IL-4 i IL-13 takode delimi¢no inhibiraju produkciju IL-12, sugerisuéi hipotezu po kojoj
Th2 éelije preko produkcije citokina kao $to su IL-10, 1L-4 i 1L-13 suprimiraju produkciju IL-
12 1 tako spreCavaju uspostavljanje TH1 tipa imunskog odgovora. Dakle, interleukin-12 se
produkuje u toku rane faze infekcije i inflamacije i deluje kao proinflamatorni citokin koji
dovodi do produkcije IFN-gama, u T i NK-¢elijama, koji onda aktivira fagocitne ¢elije. Ako je
IL-12 i IL-12-indukovani IFN-gama prisutni tokom rane ekspanzije T-¢elija u odgovoru na
antigen, dolazi do favorizacije Thl imunskog odgovora i inhibicije Th2 imunskog odgovora.
Dakle IL-12 pored proinflamatornih dejstava, predstavlja i potentan imunoregulatorni citokin
koji promovise Thl diferencijaciju i pomaze u odbrani od bakterija, intracelularnih parazita,
gljiva i nekih virusa. Inhibiraju¢i TH2 tip imunskog odgovora IL-12 ima supresivne efekte na
alergijske reakcije, dok s duge strane promovisu¢i Thltip imunskog odgovora on ima znacajnu
ulogu u imuno patoloskim zbivanjima odgovornim za neke organ specifi¢ne autoimunske
bolesti. Virusi koji dovode do trajne ili prolazne imunodepresije, kao §to su HIV ili virus malih
boginja, mogu dovesti do smanjenja produkcije IL-12. S obzirom na sposobnost IL-12 da
poveca otpornost na neke infektivne bolesti 1 da deluje kao adjuvant u vakcinaciji, kao 1 zbog
njegovog snaznog antitumorskog dejstva, ispituje se mogucénost njegove terapijske upotrebe
kod pacijenata sa HIV-infekcijom, malignim i nekim drugim bolestima. IL-12 takode pojacava
proliferaciju i citoliticku aktivnost CTL i NK-¢elija i stimuliSe oslobadanje IFN-gama u tim
¢elijama. Kao §to je prethodno receno IFN-gama ima snazne pojacavajuce efekte na produkciju
IL-12, a s druge strane poznato je da je IL-12 mocan induktor produkcije IFN-y u NK i T-
¢elijama. Tako, IL-12- indukovani IFN-y uspostavlja pozitivnu povratnu spregu koja dovodi do
pojacane produkcije IL-12. IL-12 i TNF-a zajedno sa IFN-y iz TH1 ¢elija, stimulisu aktivaciju
CTL i NK-¢elija, kao i monocita/makrofaga, koji predstavljaju najvaznije komponente
celularnog imunskog odgovora. Ovi pozitivni mehanizmi amplifikacije (IL-12 = IFN-y =IL-12)
predstavljaju potencijalno opasne mehanizme koji mogu dovesti do nekontrolisane produkcije
citokina i Soka. da ne bude tako odgovorni su inhibitorni mehanizmi (IL-10, TGF-B, IL-4, IL-
13). Celijska dejstva IL-12 posredovana su visokospecifiénim receptorima koji se sastoje iz dve
subjedinice nazvane IL-12RB1 i IL-12RB2. Ekspresija B2 je ogranicena i ona verovatno
predstavlja centralni mehanizam kontrole aktivnosti IL-12. Smatra se da je ekspresija 2
subjedinice neophodna za TH1 diferencijaciju i da do njihove ekspresije ne dolazi na T-¢elijama
koje ispoljavaju TH2 citokinsku mrezu. Aktivacija receptorskog kompleksa preko vise

fosforilacija dovodi do translokacije STAT do jedra, gde on veze specificne DNA sekvence u
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promotornom regionu IL-12 inducibilnog gena. Dakle, IL-12 ima viSestruke funkcije u
imunskom odgovoru, a jedna od najvaznijih, ako ne i najvaznija, je u povecavanju produkcije
IFN-y. S druge strane, pokazano je postojanje poztivne povratne sprege izmedu ova dva
citokina. Jedan od glavnih zadataka u imunologiji je da se utvrdi uloga koju ima IFN-y na
produkciju IL-12, kao i da li prodikcija IFN-y prethodi produkciji IL-12 ili je obrnuto. Vecéina
istrazivanja je pokazala da je IFN-y potreban za produkciju IL-12 u monocitima ili
makrofagama. Noviji podaci ukazuju da do indukcije IL-12 moze do¢i nezavisno od IFN-y,
odnosno da IFN-y nije neophodan za produkciju IL-12, ali je sigurno da IFN-y dovodi do
povecane produkcije IL-12 i to preko razli¢itih mehanizmima: 1) direktno indukuje
transkripciju I1L-12p35 u perifernim mononuklearima krvi i priprema monocite za LPS-
indukovanu transkripciju gena za 1L-12 p35 i p40. 2) IFN-y poveéava ekspresiju CD40 na
monocitima koji najverovatnije pojacavaju odgovor monocita na stimulaciju ligandom CD40.
3) IFN-y smanjuje efekte IL-10 koji je snazan inhibitor produkcije IL-12. Smatra se da je IL-
12 najmo¢niji stimulator NK-¢elija i u njima indukuje transkripciju IFN-y koji pokazuje snazna
sinergistiCka dejstva sa IL-2. IL-12 pojacava citotoksic¢nu aktivnost NK-¢elija i istovremeno je
faktor rasta za te €elije. Ova aktivnost IL-12 moze biti blokirana antitelima specifi¢nim za TNF-
a. U Thl subpopulaciji limfocitima IL-12 indukuje sintezu IFN-y, IL-2 i TNF-a. Preko IFN-y i
TNF-a IL-12 uti¢e na bolju ekspresiju MHC antigena na imunokompetentnim i ciljnim
¢elijama, $to dovodi do bolje intercelijske komunikacije imunokompetentnih ¢elija, kao i do
efikasnijeg prepoznavanja ciljnih ¢elija. TNF-a je umeSan u dejstva IL-12 na NK ¢eljje, jer
aktivnost IL-12 moze biti blokirana antitelima na TNF-a. IL-12 i TNF-a su kostimulatori u
produkciji IFN-y. Produkcija IL-12, TNF-o i IFN-y inhibira IL-10. U TH2 ¢elijama IL-12
smanjuje sintezu IL-4 , IL-5 i IL-10. S obzirom da IL-12 pored APC luce i B-limfociti, koji su
prvenstveno pod kontrolom TH2 ¢elija, svaka akceleracija TH2 imunskog odgovora vodi u
stimulaciju B-limfocita i poveéanje produkcije IL-12, koji onda favorizuje TH1 tip imunskog
odgovora. Dakle, IL-12 bi mogao biti transformator koji akceleraciju TH2 tipa imunskog
odgovora pretvara u akceleraciju TH1 imunskog odgovora. Treba re¢i da B-limfociti sekretuju
IL-12 samo u situacijama kada imaju ulogu APC, odnosno samo onda kada posle endocitoze
antigena prezentuju njegove epitope u kontekstu MHC antigena klase Il. Ovim fenomenom
mogli bi se objasniti pobacaji posredovani imunskim mehanizmima, a koji su inicirani
aktivacijom B-¢elija, posle kojih su zabelezene znacajno vece serumske koncentracije 1L-12
nego u normalnim trudno¢ama. Novija ispitivanja pokazuju da je IL-4 dominatan citokin u
odnosu na IL-12 i da se i da se imunski odgovor u uslovima istovremenog pojavljivanja

znacajnih koncentracija ova dva citokina ipak odvija u pravcu TH2 tipa imunskog odgovora, te
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da je IL-12 sekretovan iz B-¢elija, u uslovima akceleracije Th2 tipa imunskog odgovora, zbog
istovremenog izlu¢ivanja IL-4 ipak u nemoguénosti da preokrene smer imunske reakcije ka Th1
tipu imunskog odgovora. 1L-12 nema nikakvog uticaja na proliferaciju THO i TH2 celija, dok

ima snazni proliferativni i aktivacioni uticaj na TH1 ¢elije.

3.7.4 KONCENTACIJE CITOKINA PO GRUPAMA NA OSNOVU RAZLICITIH
DIJAGNOSTICKIH KRITERIJUMA

NUGENTOVI KRITERIJUMI

Na osnovu Nugentovih kriterijuma statisticka znacajnost izmedu razli¢itih grupa
pacijentkinja nadena je za tri od 13 citokina, IL-12, IL-6 i IL-1p. Koncentracije IL-12 bile su
najnize kod pacijentkinja sa BV (43,4+198,5) i znacajno su se razlikovale kod pacijentkinja sa
normalnim (63,8+448,9) i intermedijarnim (68,9+520) nalazom, intermedijarnim nalazom
(68,9£520) i BV (43,4£198,5), ali nije nadena statisti¢ki znacajna razlika u koncentracijama
IL-12 izmedu pacijentkinja sa normalnom nalazom i BV. Koncetracije IL-6 znacajno su se
razlikovale kod pacijentkinja sa normalnim nalazom (224,8+4003,5) u odnosu na pacijentkinje
sa intermedijarnim nalazom (1631,4£16324,6) i BV (629,6+6873,8). Statisticki znacajne
razlike za IL-1p nadene su samo izmedu pacijentkinja sa normalnom nalazom (1087,1£1304,8)

i BV (1682,4+1666,1).

ISON/HAY
U podeli po Ison/Hayu takode je nadena statistiCka znacajnost za tri ista citokina kao i

podele po Nugentu $to na indirektan nac¢in potvrduje rezultate koje smo dobili poredenjem ove
dve metode o njihovoj medusobnoj podudarnosti (hi kvadrat i Kappa indeks). Ipak treba
primetiti da uvodenjem dve nove grupe, Cist nalaz 1 koke, postojanje statisticke znacajnosti
izmedu pojedinith grupa se menja. Za IL-12 nadeni su isti rezultati, odnosno statisticka
znacajnost izmedu pacijentkinja sa normalnom nalazom (64,0+458,7) i onih sa intermedijarnim
(111,44642,3) i BV (51,8£216,7), ali takva znacajnost nadena je i za dve nove grupe
pacijentkinja. Tako su pacijentkinje iz grupe €ist nalaz (1,66+4,74) i grupe koke (13,0+68,9)
imale statisticki znacajno razli¢ite koncentracije IL-12 u odnosu na pacijentkinje sa normalnom
nalazom i BV. Ako pogledamo srednje koncentracije izmedu pacijentkinja sa normalnim,
intermedijarnim i BV vide¢emo da se one za IL-12 ne razlikuju znacajnije, odnosno da su u obe
podele pacijentkinje sa intermedijarnim nalazom imale najvece koncentracije ovog citokina, po
Nugentu (67,9) a Ison/Hayu (111), dok su pacijentkinje sa BV imale najnize srednje vrednosti
43,4 (Nugent) i 51,7 (Ison/Hay). Podelom po Nugentu nisu nadene statisticki razlike u odnosu

na apoptozu, dok su u podeli po Ison/Hay pacijentkinje iz grupe ¢ist nalaz (19,7+15,3) imale
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znacajno veci procenat apoptoze u odnosu na pacijentkinje sa normalnom (12,2+9,7),
intermedijarnim nalazom (10,9£7,5) ili kokama (10,6+11,4), ali ne i pacijentkinjama sa BV
(13,5+£8,4). Generalno pacijentkinje sa Cistim nalazom u grupi po Ison/Hayu odlikuju se
hipocelularnos¢u bakterijskih formi i PMN tako da bi ovi nalazi i pojacana apoptoza PMN
govorili u prilog odsustva infekcije ili inflamacije, odnosno da je pacijentkinja zdrava.
Medutim, kao Sto smo rekli hipocelularni nalaz na neki nacin znaci da je broj bakterija manji
od 10* - 10° te da na osnovu mikroskopskog nalaza ne mozemo utvrditi kakav je odnos
laktobacila i BVAB Ako znamo da laktobacili imaju poapoptogeni efekat onda bi povecan
procenat apoptoze mogao da nas navede da zaklju¢imo da u ovakvoj zajednici predominiraju
laktobacili ali da to zbog njihovog malog broja ne mozemo utvrditi mikroskopskim pregledom.
Medutim sasvim je moguca i potpuno suprotna pretpostavka po kojoj u ovoj mikroskopski
nevidljivoj zajednici predominiraju BVAB koji dovode do poveéane produkcije MKKL za koje
je takode pokazano da imaju antiinflamatorne 1 proapoptogene efekte. Ovaj primer najbolje
ilustruje tezinu tumacenja razliitih inflamatornih medijatora kao prediktora zbivanja
preveremenog porodaja.
CLEAYS

I podelom po Claeysu nadena je statisticka znac¢ajnost u odnosu na stepen apoptoze, i to
izmedu slede¢ih grupa: normalan (11,649,2) i BV (15,4+12,6), normalan (11,6+9,2) i koke
(29,6+15,7), intermedijaran (11,6+7,3) i koke (29,6+15,7), BV (15,4+12,6) i koke (29,6+15,7),
grupe leukoreja (7,843,5) 1 koke (29,6£15,7), kao 1 izmedu koke (29,6+15,7) 1 pacijentkinja
koje su imale nalaz Slican normalnom (12,9+11,9). dakle pacijentkinje koje u ovoj podeli
karakteriSe ekstremno veliki broj PMN imale su najnizi stepen apoptoze Sto je u skladu sa
¢injenicom da u uslovima zapaljenje ili inflamacije (povecan broj PMN) je produZena
vijabilnost PMN odnosno dolazi do odlaganja apoptoze. Ovom podelom nadene su i statisticki
znacajne razlike u koncentracijama IL-6 i IL-1B. Pacijentkinje sa normalnim nalazom
(256,6+4314,3) imale su znacajno manje koncentracije ovog citokina u odnosu na pacijentkinje
sa BV (654,0£7002,5), a takva znacajnost nadena je i1 izmedu pacijentkinja sa BV
(654,0£7002,5) i leukorejom (19,8+45,3). Dakle pacijentkinje sa velikim brojem PMN imale
su izrazito niske srednje koncentracije ovog citokina. Koncentracija IL-1pB su se razlikovale u
grupama normalan (1087,9+1316,0) i BV (1625,9+1679,4) kao i kod pacijentkinja sa
intermedijarnim (1187,2+1211,5) i BV (1625,9+1679,4).
AMSEL

Da je studija radena samo na osnovu Amselovih kriterijuma onda bi statistiCka
znacajnost (t-test) postojala samo za IL-1p i zakljucili bi da je to jedini od ispitivanih citokina
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koji je ima povecane koncentracije kod pacijentkinja sa BV, potvrdujuci tako nalaze vecine
dosadasnjih studija.[559-564].

NP-6G
Analizom podataka na osnovu NP-6G nadena je statisticka znacajnost za IL-6, 1L-12, IL-

1B 1 IFN-y. Statisticki znacajna razlika koncentracija IL-12 nadena je izmedu grupa:
e NF/NM (54,6+384,8/28,5+127,9);
e NF/NN (54,6+384,8/169,3+968,6);
e NM/BVM (28,5+127,9/88,5+297,6);
e NN/BVN (169,3+968,6/14,4+67,3);
e NN/BVM (169,3+968,6/88,5+297,6).

I ovde ¢emo ukazati na ¢injenicu da ovi i1 prethodno pomenuti rezultati, dakle koncentracije
citokina u grupama normalni, intermedijarni i BV (Nugent, Ison/Hay, Claeys), odnosno
grupama normalne i BV (NP-6G predstavljaju koncentracije citokina koje sustinski zavise od
odnosa laktobacila i BVAB. Dakle nijedan od ovde prikazanih rezultata ne uvazava moguci
uticaj nekog od pomenutih ometajucih faktora. Kao §to smo vec¢ rekli NP-6G za razliku od svih
ostalih razlikuje pacijentkinje na osnovu broja bakterijskih morfotipova na preparatu po Gramu
podatak koji nam je svakako interesantan jeste onaj koji ukazuje da su koncentracije IL-12p70
bile najviSe 1 najniZe u grupi pacijentkinja sa hipocelularnim nalazom, odnosno u grupama NN
i1 BVN. Ovi rezultati jasno ukazuju da broj bakterija nije od odlucuju¢eg znaaja za
koncentracije citokina u grliéu materice trudnica izmedu 24-28 nedelje gestacije. Pri tome
naravno ne mozemo iskljuciti de je odnos izmedu pojedinih bakterijskih vrsta taj koji znac¢ajno
utice na koncentracije citokina jer je poznato da neki mikroorganizmi dovode do pojacane
produkcije nekog citokina dok drugi imaju suprotan efekat. Dakle posmatrajuci samo mikrobnu
mrezu koncentracije nekog citokina bile bi krajnja rezltatnata stimulativnih ili inhibitornih
mehanizama velikog broja mikroorganizama, a kao $§to smo rekli prikazani rezultati ne

uvazavaju ulogu nijednog od pomenutih mesajucih faktora:

e NF/NM (54,6+384,8/28,5+127,9);
e NF/NN (54,6+384,8/169,3+968,6);

Ili ako pogledamo samo grupu sa normalnim nalazom (NF+NM+NN) onda vidimo da su
pacijentkinje sa nalazom NF imale znacajno vece koncentracije 1L-12 u odnosu na nalaz NM,

Sto bi nas moglo navesti da zaklju¢imo da je ve¢i broj laktobacila u ovoj grupi razlog ove
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znacajnosti. Medutim ve¢ slede¢i nalaz koji ukazuje na znacajno vece (najvece) koncentracije
ovog citokina kod pacijentkinja iz grupe NN, ukazuje da broj laktobacila svakako nije
odlucujuci faktor za koncentracije IL-12. Ipak mislimo da je kroz diskusiju o laktobacilima i
njihovom mogucem uticaju na koncentracije razliCitih citokina najlakse shvatiti koliko je teski,
ili bolje receno sa koliko opreza i (samo) kriti¢nosti treba tumaciti dobijene rezultate. U studiji
Nikolaitchouk i sar.[565] kod pacijentkinja bez BV pokazano je da je prisustvo L. iners u
negativnoj korelaciji sa IL-1B i pozitivnoj korelaciji sa antiinflamatornim molekulom,
sekretornim inhibitorom proteaza leukocita (SLPI; secretory leukocyte protease inhibitor), dok
je drugi soj laktobacila L. gasseri u pozitivnoj korelaciji sa IL-1p. Druga studija Orfanelija i
sar. [566] pokazala je da pacijentkinje kod kojih predominira L.crispatus imaju nize
koncentracije IL-1B, a vec¢e koncentracije SLPI. U Japanskoj populaciji trudnica kod kojih su
laktobacili detektovani kulturom pokazano je da su Zene sa izolovanim laktobacilima imale
najmanje koncentracije 1L-8, bez obzira da li su ili nisu izolovane druge anaerobne bakterije
[567]. Kod 30 asimptomatskih Zzena kod kojih su koncentracije L. inersa merene Q-PCR
dobijene su niske koncentracije IL-8 pri ¢emu podse¢amo da L. iners ne raste u kulturi u kojoj
uspevaju drugi laktobacili [568]. Suprotno, studija na populaciji adolescenata kod kojih su
laktobacili izolovani kulturom, nisu pokazale nikakve razlike u koncentracijama citokina u
odnosu na prisustvo laktobacila [569]. Ukratko, razliciti sojevi laktobacila mogu razli¢ito da
uti¢u na koncentracije pojedinih citokina. U ovom ispitivanju sve trudnice kod kojih su na
preparatu po Gramu predominirale Gram pozitivne Stapicaste forme (laktobacili) svrstane su u
grupu zdravih, iako su se ove forme prili¢no razlikovale po svojim morfoloskim, odnosno
mikroskopskim karakteristikama. Tako su neke vrlo tanke 1 slabo se boje, dugacke, druge su
deblje i jace se boje, neke su savijene i kratke — dakle brojni oblici razli¢itog mikroskopskog
izgleda koje smo tumacili kao laktobacile. U Metodologiji smo napomenuli da se u
mikrobioloskom Bergeyevom priru¢niku laktobacili definisu kao bakterije duzine od 1,5 -10
um, ali da smo u ovom radu i forme do 20 pm smatrali laktobacilima. Ukazali smo i na ¢injenicu
da se rod bifidobakterija na preparatu po Gramu nekada veoma tesko razlikuje od laktobacila.
Dakle, razli¢ite Gram pozitivne Stapicaste ili sli¢ne Stapi¢astim formama smo tumacili kao
laktobacile. U skladu s tim, najnoviji rezultati molekularnobioloskih studija potvrduju 1 ukazuju
na jos vecu fenotipsku raznovrsnost laktobacila. Tako su L. iners, L. crispatus, L. gasseri, L.
jensenii najcesci laktobacili detektovani u vagini, dok se L. acidophilus, L. brevis, L. plantarum,
L. johnsonii, L. fermentum, L. salivarius, L. rhamnosus, L. reuteri, L. paracasei i L. delbrueckii
nalaze rede, a sve, naravno, zavisi i1 od koriS¢enih molekularnobioloskih metoda i ispitivane

populacije. [471, 570, 571]. Imaju¢i u vidu bogatstvo roda laktobacila moguée je da
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mikroskopske forme na fotografijama pripadaju nekom od ovih sojeva laktobacila ali je i
moguce da se radi i o drugim bakterijama. Cilj nam je da ukazemo da razliciti sojevi laktobacila
mogu imati razli¢it uticaj na koncentracije pojedinih citokina, i da se te koncentracije citokina
mogu znacajno razlikovati u “istoj” populaciji Zena koje smo mi na osnovu nekih od
dijagnostickih kriterijuma (Amsel, Nugent, Ison/Hay, Claeys, NP-6G) svrstali u “zdrave”. Broj
laktobacila predstavljaju vazan cCinilac koji moze uticati na krajnje koncentracije nekog
citokina, ali nikako odlucujuéi kao $to smo pokazali na primeru koncentracija IL-12.

Jos bolji primer si koncentracije IL-6 u razli¢itim grupama pacijentkinja na osnovu NP-
6G. Statisticki znacajna razlika nadena je izmedu grupa:

. NF/BVF (316,1+4846,2/49,3+99,8);

. NM/BVF (31,00+80,5/49,3+99,8);

. NN/BVF (1221,00+£9831,3//49,3£99,8).
Trudnice sa nalazom BVF imale su znacajno razli¢ite koncentracije IL-6 u odnosu na sve tri
grupe pacijentkinja. Ukoliko pogledamo Tabelu ove rezultate jasno je da ih ne mozZemo
objasniti ni razli¢itim odnosom a ni brojem izmedu laktobacila i BVAB. Tako su pacijentkinje
sa BVF, odnosno pacijentkinje sa najveéim brojem NSF (BVAB) na mikroskopskom preparatu
imale skoro identi¢ne srednje koncentracije ( 49,3 pg/ml) IL-6, kao i pacijentkinje koje su
svrstane u grupu BVN (50,8 pg/ml) i kod kojih je broj BVAB preko 1000X manji u odnosu na
BVF, §to je najlakSe razumeti ako jo$ jednom pogledamo fotografije pacijentkinja sa BVF i
BVN. S druge strane pacijentkinje iz grupe BVM, kod kojih je broj BVAB izmedu ova dva
nalaza imale su neuporedivo vise koncentracije IL-6 ( 3057.1 pg/ml), dakle oko 60X vise u
odnosu na ove dve grupe. Jedini zakljucak koji mozemo doneti iz ovih podataka bio bi da broj
BVAB nikako nije faktor od koga zavise koncentracije IL-6 u grlicu materice. Interesantno je
da su Lockwood i sar [572] i Rizza i sar. [573] pre skoro 20 godina objavili ispitivanja u
kojima su pokazali da nisu nasli znacajniju korelaciju izmedu Kkoncentracija citokina u
cervikovaginalnom sekretu i prisustva razli¢itih mikrobiloskih agenasa i stanja vaginalne flore.
Ovi nalazi osporavani su od najveceg broja autora, a takvo je bilo 1 naSe misljenje, koji su
smatrali da je broj pacijentkinja ukljucen u ove dve studije bio mali da bi dozvoljavao takve
zakljucke. Medutim, rezultati naSeg ispitivanja i NP-6G nedvosmisleno ukazuju da
koncentracije citokina ne zavise od broja bakterija, a da raspodela pacijentkinja moZe znacajno
uticati na dobijene rezultate. Ovde se svakako treba prisetiti i rezultat koje smo dobili na osnovu
retrospektivno modifikovane podele u 6 grupa, a koju smo detaljno komentarisali u diskusiji o
broju PMN. Na osnovu dobijenih rezultata mogli bi smo zakljuciti da kod pacijentkinja kod
kojih na mikroskopskom preparatu vidimo 1000X veci broj bakterija ili 1000X veéi broj PMN
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koncentracije citokina u grlicu materice ne samo $to ne moraju znacajno da se razlikuju nego
mogu biti skoro jednake. Dakle neki drugi faktori su uzrok razlika u koncentracijama IL-6.
Koji? naravno, prvi razlog koji smo imali na umu kada smo dobili ovakve rezultate bio je onaj
koji se odnosio na metodologiju ispitivanja. Ipak, ovde se nefemo detaljnije baviti
metodoloskim faktorima kao mogué¢im uzrocima jer je dobro poznato da oni od uzimanja
uzorka, preko transporta i Cuvanja pa do koriS¢enja odredenih testova mnogu znacajno uticati
na dobijene rezultate. Postupak u kome smo mi dakronski Stapi¢ kod trudnica drzali u grlicu
materice 1 minut je jedan od najcescih, 1 verujemo da nije znacajnije uticao na ovakve razlike.
Naravno, neko bi mogao da nam zameri i ukaze da se radi o cervikalnim, a ne vaginalnim
koncentracijama citokina, ali je poznato da je uzorkovanje iz vagine jo§ problemati¢nije od
uzimanja uzorka iz grli¢a. Tako ispirak iz vagine ne bi dolazio u obzir jer bi tako ukljucili i
citokine poreklom iz grli¢a, a aspirirani uzorak i razredenja mogle bi da budu razlog velikih
razlika u rezultatima. Ukoliko bi uzimali uzorak iz vagine brisom ili saturacijom, onda bi s
obzirom na ¢injenicu da vaginalni mikrobiom proucava vaginalnu floru iz tri dela vagine
(forniks, srednji deo i introitus) i to mogao biti metodoloski problem. dakle svakako
uvazavajuci ¢injenicu da su metodoloski problemi znacajan problem svake studije koja se bavi
odredivanjem koncentracija citokina (posebno njihove uporedivosti) ipak mislimo da
metodologija nije mogla u takvoj meri uticati na dobijene rezultate. Drugo, iako koncentracije
citokina koje smo dobili u ovom ispitivanju suitinski odrazavaju samo broj i odnos SE/NSF i
ne odraZavaju moguci uticaj nijednog od ometajucih faktora ukljucenih u nase ispitivanje (CA,
KOKE, BIFIDO, LEPTO), mislili smo da bi to mogao biti razlog ovakvim rezultatima.
Medutim ukoliko podemo od pretpostavke da laktobacili 1 BVAB predstavljaju 1 u
kvantitativnom i u kvalitativnom smislu najveci deo vaginalnog mikrobioma. Onda je tesko
poverovati da broj ili prisustvo CA, KOKA, BIFIDO ili LEPTO formi moze znacajnije uticati
na koncentracije citokina. Ovome idu u prilog i rezultati koji se odnose na nepostojanje razlike
u koncentacijama citokina i broja PMN (koje smo takode posmatrali kao moguci ometajuci
faktor). ¢injenica da se poslednjih godina sve viSe usmerava paznja na znacaj ¢elija domacina
u formiranju citokinske mreze ovo bi mogao biti jedan od razloga koji objasnjava dobijene
rezultate. Poznato je da su cervikalne i epitelne ¢elije vagine vazan izvor citokina, a svakako da
u naSem ispitivanju ne mozemo iskljuciti kao moguci izvor citokina celu fetomaternalnu
jedinicu, i na neki nacin pretpostaviti da oni odlucujuce uti¢u na koncentracije citokina koje
detektujemo u grlicu materice. ali u ovakvom modelu to bi znacilo da kapacitet bakterijske flore
na neki nacin ne prelazi granice detektibilnosti nekog citokina, i da one nemaju gotovo nikakav

ili imaju veoma mali uticaj na krajnje koncentracije citokina, sa ¢ime se naravno ne slazemo.

277



Ono $to nam se nametnulo kao moguce reSenje jesu rezultati koje smo dobili za apoptozu PMN
i verovatno prisustvo i uticaj MKKL, koji su kao S§to smo rekli izrazito povecani kod
pacijentkinja sa BV. Mogli bi smo pretpostaviti da su kod pacijentkinja sa BVF koncentracije
MKKL (ili nekih drugih metabolickih produkata bakterija) znacajno vece u odnosu na
pacijentkinje sa BVM i da njihov antiiflamacijski efekat predstavlja objasnjenje za ovakve
razlike u koncentracijama IL-6. Na pitanje a kako su koncentracije IL-6 gotovo iste i kod
pacijentkinja sa BVN i kod pacijentkinja sa BVF mogli bi smo odgovoriti pojednostavijenim
matematiCckim modelom: Pacijentkinje sa BVF imaju 1 000 000 BVAB, ali zbog toga one
produkuju 1 000 000 antiinflamatornih supstanci (npr. MKKL) i krajnja rezultanta je 1 $to je
koncentracija npr. 1L-6, dok pacijentkinje sa BVN imaju 1 000 BVAB i one produkuju 1 000
MKKL pa je i ovde krajnja rezultanta odnosno koncentracije 1L-6 jednaka 1, §to bi onda
odgovaralo rezultatima koje smo dobili u ovom ispitivanju. Ovaj pojednostavljen matematicki
model s obzirom na moguéi broj konfauding faktora opet nas vodi do bioloske mreze i
interaktoma, odnosno zakljucka da izmerene koncentracije nekog citokina predstavljaju krajnju
rezultantu velikog broja indukujucih ili inhibitornih mehanizama i isprepletanih i medusobno
zavisnih odnosa izmedu najmanje tri bioloSke mreze u naSem ispitivanju, mikrobne, citokinske
i apoptotske. Dakle pokusaj svake simplifikacije koncepta bioloske mreze Cesto moze da
dovede do pogresnih, ili bolje re¢i kontradiktornih rezultata, a ova simplifikacija je nazalost
objektivha neminovnost svake in vitro studije. zato ¢emo na jednom primeru pokusati da
pokazemo kako drugi pokusavaju da povezu citokine i zapaljenjske procese u vagini.
Autofagija je proces u kome ¢elijski makromolekuli 1 organele (ostarele mitohondrije)
il unutarcelijski mikroorganizmi bivaju sekvestrirani u formaciji zvanoj autofagozom. Zatim
dolazi do fuzije autofagozoma sa lizozomom i nastanka autolizozoma, unutar koga se
proteinske makromolekularne komponente pomocu lizozomalnih enzima razgraduju u peptide
1 aminokisline i vracaju u citoplazmu, gde se koriste za ishranu i esencijalne metabolicke
procese[574, 575]. Pored uloge u eliminaciji unutarcelijskih mikroorganizama, autofagija je
veoma vazna komponenta urodenog i steCenog imunskog sistema. Jayaram 1 sar.[576] u svom
radu ukazuju na znacaj autofagije u razli¢itim vaginalnim infekcijama. U diskusiji autori
navode da je INF-y potentan induktor autofagije, obrazlazuéi to podacima koji su dobijeni na
kulturi ¢elija sa hepatocelularnim karcinomom [577]. Takode autori nas upuéuju na studiju
Miettinena i sar. [578] koji su pokazali da razliciti sojevi laktobacila indukuju produkciju INF-
v u kulturi monocita periferne ¢elijske krvi. Na osnovu ovoga oni pretpostavljaju da bi
pacijentkinje sa BV (nedostatak laktobacila), ustvari mogle luciti manje koncentracije INF-y

Sto bi onda dovelo do izostanka indukcije autofagije, a Sto u eksperimentima kod miseva dovodi
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do PP [579]. Diskutujuc¢i dalje, autori ukazuju na ¢injenicu da BV povecava prijemcivost za
seksualno prenosive bolesti (C. trachomatis, HIV), a da je za to verovatno delimi¢no odgovorna
I pomenuta sprega: nedostatak laktobacila-manje koncentracije INF-y izostanak indukcije
autofagije. Nazalost, ovim zakljuccima nedostaju formalni, neposredni dokazi. Kakve su bile
koncentracije INF-y u naSem ispitivanju? Pacijentkinje iz grupe BVN su imale znacajno vece
koncentracije od svih drugih grupa na osnovu NP-6G; u podeli NP-3G pacijentkinje (sli¢éno kao
primer sa IL-6, vidi supra) sa normalnim nalazom imale veée koncentracije od onih sa BV, a
najvece bi bile u intermedijarnoj grupi, dok bi NP-2G pacijentkinje sa BV opet imale vece
koncentracije INF-y od onih sa normalnim nalazom. Ovi nalazi nisu u skladu sa iznetom
hipotezom autora da je nedostatak laktobacila razlog nizih koncentracija INF-y. NaSe rezultate
1 hipoteze pomenutih autora navodimo kao primer da je u literaturi, kada je re¢ o citokinima (a
1 drugim inflamatornim medijatorima), uvek moguée na¢i rezultate koji su prilicno
kontradiktorni za jedan isti citokin, a naro¢ito ako poredimo rezulate in vivo i one radene u in
vitro uslovima. Tako je verovatno da laktobacili u uslovima koji su opisani u ovom radu [578]
dovode do pojacane produkcije INF-y, ali je takode sigurno da u ovakvim uslovima nedostaje
mnogo drugih faktora mikrosredine vagine koji ne mogu da se premeste u laboratoriju. Dakle,
ukoliko se zadrzimo na bakterijskoj flori jasno je da ovakvom eksperimentu “nedostaje” veliki
broj bakterija koje ne mogu da prezive uslove izvan svog prirodnog stanista. Sve ove bakterije
mogle bi da imaju uticaj i na laktobacile i koncentracije INF-y.

Jos$ je zapletenije u patoloskim stanjima vaginalne mikroflore, barem toliko koliko je
povecana raznovrsnost i broj bakterijskih vrsta. Ukupna koncentracija bakterija je u vecini
slucajeva BV 100-1000 puta veca nego kod zdravih. Drugim re¢ima, postoje 1 kvalitativna 1
kvantitativna promena mikroflore [580]. Preko 200 razli¢itih bakterijskih vrsta identifikovano
jeuvagini i ako pretpostavimo da bar deo ima specifi¢nu biolosku uloge i klinicki znacaj onda
je jasno koliko je vazno da se u buducim ispitivanjima definiSe ucestalost, kvantitet i znacaj
pojedinih mikroorganizama [581]. Dosadasnja ispitivanja nisu uspela da definiSu osnovni
mikrobiom vagine, a prema pretpostavkama, on nece biti ni definisan jer takva zajednica u
vagini i ne postoji. Verovatnije je da ¢e i buduci nalazi potvrditi danasnje, po kojima je vaginalni
mikrobiom karakteristi¢an za svake Zenu, da se kod nekih vise, a kod drugih manje menja, i da
¢e buduce lec¢enje podrazumevati individualizovani pristup. Na primer, novim molekularno
bioloskim orudima je G.vaginalis detektovana kod preko 90% Zena, §to potvrduje da njeno
prisustvo u odredenoj koncentraciji ne dovodi do negativnih uticaja na zdravlje Zene, a mozda
je prisustvo ovog mikroorganizma u manjem broju pozeljno i tako sprecava naseljavanje nekih

drugih opasnijih patogena. Jos§ jedna potvrda znacaja kvantifikacije “stanovnika” ekoloske nise.
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Ono $to nam je danas jasno jeste ¢injenica da se bioloska uloga pojedinih mikroorganizama
menja u zavisnosti od kvalitativnih 1 kvantitativnih promena u celoj mikrobioloskoj zajednici.
Rezultati molekularnih studija ukazuju da BV predstavlja polimikrobni sindrom koji se moze
razlikovati kako u kvantitativnom tako i u kvalitativnom smislu. Ovo je bio jedan od razloga
zbog kojih smo svoje trudnice sa patolosSkom vaginalnom florom, odnosno BV, razvrstali u tri
kategorije, a na osnovu semikvantitativne procene broja bakterijskih formi na mikroskopskom
preparatu.

Trudnice sa BV imale su vece koncentracije INF-y nego pacijentkinje sa normalnim
nalazom u sluéaju podele u 3 grupe. U svom prethodnom istraZivanju smo ustanovili, iako nije
bilo statisticke znacajnosti, izrazen trend u porastu lokalnih koncentracija INF-y sa
"pomeranjem" mikroskopskog nalaza od normalnog ka patoloskom [582]. Takode, u nedavnom
ispitivanju nadene su znacajno vece koncentracije proinflamatornih citokina (IL-1p, IFN-y,
GM-CSF i TNF-a) kod pacijentkinja kod kojih je izolovana G. vaginalis i pigmentovane i
nepigmentovane Gram negativne bakterije koje po autorima verovatno odgovaraju Prevotella
spp. [583]. Kako u studiju nisu bile ukljuene pacijentkinje sa BV pretpostavili bi da
pacijentkinje sa BV imaju jo$ viSe koncentracije IFN-y jer su G. vaginalis i Prevotella spp. na
hiljade puta brojnija kod pacijentkinja sa BV. Medutim zahvaljuju¢i rezultatima ovog
ispitivanja i NP-6G znamo da ove pacijentkinje ne samo da ne moraju da imaju povecane
koncentracije IFN-y, nego da je takode moguce da one budi iste ili ¢ak i znacajno niZe, bez
obzira na hiljade puta veci broj bakterija. Aboul Enien i sar. [584] zakljucuju da je BV udruzena
sa povecanim koncentracijama IFN-y i TNF-a, §to moze biti od znacaja kod pacijentkinja sa
nepoznatim uzrokom steriliteta. Ukratko, nalazi dobijeni u vezi s koncentracijom citokina u
vaginalnom sekretu su toliko raznoliki, ne samo po vrednostima, ve¢ 1 metodologiji, da je
nemoguce doneti kona¢ni sud. Imajuci u vidu ove rezultate i koncept bioloske mreZe onda ne
cudi §to u ovom ispitivanju nismo nasli statisticku znacajnost izmedu inflamatornih markera
kao $to su mikroskopski nalaz (infekcija), broj, vijabilnost i apoptoza PMN (inflamacija) ili
koncentracije proinflamatornih citokina. S obzirom na Cinjenicu da inflamacija/infekcija
predstavlja najvazniji faktor u etiopatogenetskim zbivanjima vezanim kako za terminski tako 1
za PP ovakvi rezultati su u svakom slu¢aju neocekivani, i na prvi pogled razo€aravajuéi za
istrazivaca. Generalno, veci je broj studija koje ukazuju na povezanost razli€itih inflamatornih
markera 1 PP, ali nije mali ni broj onih koje nisu nasle takvu povezanost. S obzirom da se ove
studije znacajno metodoloski razlikuje najbolji utisak o vrednosti inflamatornih markera
svakako dolazi iz metaanalitickih studija. Veéi broj ispitivanja, a samim tim i metaanaliti¢kih

studija odnosi se na populaciju pacijentkinja sa simptomima i znacima PP koje, kao $to smo
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ve¢ objasnili, iz mnogo razloga nisu uporedive sa rezultatima koje smo mi dobili u ovom
ispitivanju. Conde-Agudeloi sar. [586] su u svoj metaanalitickoj studiji analizirali vrednost
razli¢itih biomarkera u predvidanju PP kod asimptomatskih Zena. U analizu su ukljucene 72
opservacione studije, sa 89.786 Zena, i analizirano je 30 biomarkera. Zakljucak autora je da
nijedan od ovih biomarkera ne ispunjava kriterijume da bi bio upotrebljiv u klinickoj praksi kao
prediktor PP. Podatak da se nijedan od analiziranih biomarkera nije izdvojio svojom vrednos$cu
ukazuje da da se radi o kompleksnim i medusobno zavisnim etiopatogenetskim zbivanjima na
koja moze da utiCe veliki broj faktora [586-590], Sto potvrduju i rezultati naSeg ispitivanja.
Poslednjih decenija je ispitivano preko 100 razli¢itih biomarkera i jedini koji je se izdvojio
svojom vrednoscu i konstantnosc¢u je test kojim odredujemo koncentracije fetalnog fibronektina
(FFN) u cervikovaginalnom sekretu [591-596]. Fetalni fibronektin (FFN) je glikoprotein koji
produkuje horion membrane i u najve¢im koncentracijama nalazi se u prostoru izmedu decidue
bazalis 1 fetalnih membrane gde kao adhezivni molekul ima ulogu “tkivnog lepka” koji
omogucava da fetalne membrane i decidua majke ostanu “slepljene”. Medutim, ipak treba reci
da ovaj test ima veliku vrednost u kratkoro¢nom predvidanju (7-10 dana) PP kod Zena sa
znacima i simptomima PP, kao i visoku negativnu prediktivnu vrednost kod asimptomatskih
pacijentkinja, takode za period od 7-14 dana. Ipak, ovaj test ima malu vrednost u predvidanju
PP kod asimptomatskih pacijentkinja, S$to bi opet bila najveca vrednost idealnog
biomarkera[490-498]. Po nasem misljenju ovako dobri rezultati su u najvec¢oj meri posledica
¢injenice da FFN ne predstavlja marker infekcije i/ili inflamacije nego pre svega marker
uterinih kontrakcija i promen na grli¢u kojima uzro¢ni faktor u najvec¢em broju slucajeva jesu
infekcija i/ili inflamacija, ali one nemaju direktan uticaj na koncentracije FFN. Ovakav stav
potvrduju i rezultati mnogobrojnih studija koje nisu nas povezanost koncentracija FFN sa
razli¢itim poremecajima vaginalne flore, ka ni da je leCenje u takvim slu¢ajevima imalo ikakvog
uticaja na detekciju i koncentracije FFN [597-601]. U skladu sa naSom prethodnom diskusijom
mogli bi smo re¢i da je broj moguc¢ih ometaju¢ih faktora, ili broj jedinica u zamisljenoj
bioloskoj mrezi fetalnog fibronektina mnogo manji u odnosu na mikrobnu ili citokinska, ili jo§
vaznije, da jedinice iz ove dve mreZe nemaju gotovo nikakav direktan ili indirektan uticaj na
koncentracije FFN. Kao jedan od moguc¢ih faktora koji moze uticati na povecane koncentracije
FFEN najnovije studije navode seksualni odnos (unutar 48h) Sto se objasnjava prisustvom
izomernog obilka ovog glikoproteina i u spermi partnera, pri ¢emu ne pominju mehanic¢ki faktor
ili prostaglandine sperme koji mozda mogu dovesti do kidanja u horiodecidualnom spoju i

povecéanih koncentracija citokina [602-604].
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Dakle za razliku od markera u nasem ispitivanju i tri vrlo komplikovane i medusobno
isprepletene bioloske mreze (mikrobna, citokinska, apoptotska), FFN sustinski zavisi od
neuporedivo manjeg broja faktora i zbog toga imaju znacajno vecéu prediktivnu vrednost. I drugi
faktori kao $to su dinami¢nost vaginalne flore, genetski i epigenetski takode imaju mnogo manji
potencijalni uticaj na koncentracije FFN nego na markere koji su deo ovog ispitivanja.
Cinjenice, da ovaj test ima vrednost u kratkoroénom predvidanju PP, kao i nisku pozitivnu
prediktivnu vrednost, ustvari govore da je ovaj test marker finalnih ili bolje re¢eno posledi¢nih
zbivanja, dok mi pokusavamo da definiSemo pocetne ili uzro¢ne markere. Ako se prisetimo da
je PP sustinski sindrom, ili bolje re¢eno da je njegova etiologija multifaktorijalna, onda je jasno
zasSto u prethodnih 30 godina nismo uspeli da u klini¢ku praksu uvedemo ni jedan od markera
infekcije i/ili zapaljenja, i zbog Cega su rezultati dosadasnjih studija prili¢no kontradiktorni.
Ova diskusija o FFN moZe se primeniti i na merenje duzine grlica materice, koji je zajedno sa
ovim testom najbolji prediktor PP, jer se i u ovom slucaju radi o dogadaju (skracen grli¢) koji
je posledican, finalni, a ne uzro¢ni. Dakle ukoliko zamislimo jednu preciznu vagu koja tokom
trudno¢e svakako ne miruje nego pravi otklone na jednu (aktivacija fetalnih membrana,
promene na grlicu, kontrakcije miometrijuma=PP) ili drugu stranu (sva tri mehanizma u stanju
mirovanja= nastavak trudnoce), koji imaju grani¢nu liniju, i ukoliko se ona prede process dobija
ireverzibilan karakter i moze se zavrSiti PP. Tako bi markeri koje smo mi ispitivali (bakterijska
flora, broj i vijabilnost PMN, koncentracije citokina) beli sitni tegovi na tasu koji sami
pojedinacno ne mogu da se pribliZze grani¢noj liniji, a koji bi zajedno mogli da dovedu i do
pojave fetalnog fibronektina ili skracenja grlica materice koji imaju znacajno vecu tezinu sa
kojom ¢itav tas dovode veoma blizu grani¢ne linije ¢ime se znacajno povecava rizik za PP.
Dalje oni mnogo manje zavise od metodologije ispitivanja jer uzorkovanje fetalnog
fibronektina i merenje duzine grli¢a predstavljaju precizno definisane metodoloSke procedure,
a Sto je jo§ znacCajnije dobro su i definisane njihove grani¢ne vrednosti (cut-off). Ako to
poredimo sa naSom metodologijom 1 nasim potencijalnim prediktorima onda je lako uociti da
u naSem ispitivanju ni za jedan od njih (iskljucujuéi duZinu grli¢a) nemamo grani¢ne vrednosti.
Tako nemamo jasnu granicu izmedu normalne i patoloske vaginalne flore, normalnog ili
patoloSkog broja PMN, kao ni grani¢ne vrednosti koncentracija ni za jedan od ispitivanih
citokina, §to su ve¢ sasvim dovoljni razlozi za nisku prediktivnu vrednost ovih markera, ¢ak
ukoliko i potpuno zaboravimo na metodoloSke problem koje prate parametre ispitivane u ovom
radu. Zato je po naSem misljenju prvi preduslov da bi u budu¢nosti uopste mogli porediti ovakve
studije uspostavljanje jedinstvenih dijagnostickih kriterijuma, i tek tada bi mogli ocekivati i

bolje rezultate. Naravno, svesni smo da se do takvih konsenzusa tesko dolazi, a to je verovatno
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jedan od razloga $to su Nugentovi i Amselovi Kriterijumi preko dve decenije zlatni standard u
dijagnozi BV, mada su u meduvremenu pojedini autori predlagali i bolje podele (Ison/Hay,
Claeys, Donders) o ¢emu smo takode diskutovali. Rezultati koje smo dobili u ovom ispitivanju
ukazuju da je doslo vreme da se ozbiljno preispita vrednost oba “zlatna standarda” i klini¢kog
(Amsela) 1 istrazivackog (Nugent). Zbog toga nam se ¢ine veoma vaznim rezultati naseg
ispitivanja prikazani u Tabeli 3.12. Dakle da smo NP-6G transformisali u NP-3G kako je
opisano u Metodologiji, a $to je uporedivo sa Nugentovom podelom (“istrazivacki zlatni
standard”), onda bi pacijentkinje sa BV imala najve¢e koncentracije IL-6, one sa
intermedijarnom grupom manje, a najmanje koncentracije ovog citokina bile bi kod
pacijentkinja sa normalnim nalazom. Ovakvi rezultati bili bi u skladu sa najve¢im brojem do
sada objavljenih studija koje su pokazale da pacijentkinje sa BV imaju znacajno veée
koncentracije IL-6 u odnosu one sa normalnim, dok su podaci o intermedijarnoj grupi
kontradiktorni. Ova kontradiktornost posluzila bi nam za obja$njenje koncentracija IL-6 u ovom
ispitivanju dobijene na osnovu podele po Nugentu, a po kojoj su pacijentkinje sa
intermedijarnim nalazom imale najvece koncentracije IL-6, slede one sa BV, a hajmanje su kod
onih sa normalnim nalazom. Naravno u tumacenju razlika ovih citokina podsetili bi da je u NP-
3G “intermedijarana” grupa formirana spajanjem pacijentkinja nalazom NN+BVN. S druge
strane da je ovo ispitivanje radeno na osnovu Amselovih dijagnostickih kriterjjuma (klinicki
zlatni standard”) onda bi smo imali samo dve grupe pacijentkinja normalne 1 BV kao §to je i
slu¢aj kad NP-6G transformiSemo NP-2G, normalne i BV. U tom slu¢aju na osnovu Amselovih
kriterijuma (NP-2G) ne bi nasli statisticku znacajnost za koncentracije 1L-6 izmedu ove dve
grupe pacijentkinja, iako bi srednje koncentracije IL-6 bile viSe kod pacijentkinja sa BV. Sada
treba da pogledamo i rezultate koje su dobijene za koncentracije ovog citokina u podelama po
Ison/Hayu i Claeysu koje takode imaju grupe normalna, intermedijarne i BV, ali jo§ dve
odnosno tri nove grupe. Tako u podeli po Ison/Hayu imamo 78 pacijentkinja koje su “oduzete”
Nugentu i to 35 pacijentkinja sa “Cistim” nalazom (odgovara hipocelularnom nalazu NP-6G) i
43 pacijentkinje kod kojih je pregledom mikroskopskog preparata po Gramu na uveéanju x1000
videna predominacija koka. Nalaz koji potpuno odstupa od prethodnih jeste da su pacijentkinje
sa BV u ovakvoj podeli imali najniZe koncentracije 1L-6 (45,4 pg/ml), dok su u grupi koke ove
koncentracije bile veoma visoke 3 889, 0 pg/ml, iz ¢ega indirektno moZemo zakljuciti da je
najveci broj ovih pacijentkinja bio u Nugentovoj intermedijarnoj grupi. Kako podela po Cleaysu
nema grupu Cist nalaz, onda je 35 pacijentkinja iz ove grupe i 39 iz grupe koke po Ison/Hayu,
svrstano u dve nove grupe, jedna sa ekstremno velikim brojem PMN (leukoreja) i druga sa
nalazom slican normalnom (na¢elno BIFIDO u NP-6G). Ako sada pogledamo te rezultate
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interesantno je da su pacijentkinje sa “najve¢im” brojem PMN imale najnize koncentracije IL-
6, iako su PMN znacajan izvor IL-6. Ovakav nalaz mogli bi smo dovesti u vezu sa rezultatima
nekih istrazivanja koja su pokazala da IL-6 ima znacajnu ulogu kako u inicijalnoj regrutaciji
PMN tako i u rezoluciji infekcije u kojoj apoptoza PMN igra veoma vaznu ulogu. Tako su
Fielding i sar. [605] i svom eksperimentalnom modelu peritonitisa kod miSeva pokazali da IL-
6 znacajno ogranicava regrutaciju PMN i oslobadanja citokina, tako da bi niske koncentracije
IL-6 u nasem ispitivanju mogle dovesti u vezu sa ovim rezultatima [605].'S druge strane Biffi i
sar. [606] su pokazali da IL-6 odlaze apoptozu PMN, $to bi onda bilo u suprotnosti sa

rezultatima koje smo mi dobili.

Tabela 3.21: Srednje vrednosti koncentracije IL-6 kroz Nugent, Ison/Hay, Claeys, Amsel
i NP-6G Kkriterijume

IL-6
NP-6G n srednja vrednost  standardna devijacija
NOR FULL 275 316,06 4846,18
NOR MID 141 31,00 80,47
NOR NULL 67 1221,00 9831,23
BV NULL 45 50,84 99,16
BV MID 55 3057,15 22447,96
BV FULL 60 49,31 99,81
Clayes . IL-6 ——
n srednja vrednost  standardna devijacija
Normalan 347 256,60 4314,30
Intermed 85 1988,76 18057,20
BV 132 654,05 7002,53
Koke 4 12,28 16,45
Leukoreje 44 19,82 45,38
Slican normalnom 32 36,10 105,23
Ison/Hay . IL-6 ——
n srednja vrednost  standardna devijacija
Cist nalaz 35 39,09 70,58
Normalan 383 235,94 4106,60
Intermedia 69 1193,63 9686,95
BV 114 45,39 91,74
Koke 43 3889,02 25389,65
Nugent . IL-6 —
n srednja vrednost  standardna devijacija
Normalan 403 224,75 4003,45
Intermed 104 1631,37 16324,59
BV 137 629,62 6873,74

Tabela 3.22: Razli¢ite koncentracije IL-6 po grupama a na osnovu tri razli¢ite podele (NP-6G; NP-3G;
NP-2G)
NP-6G IL-6 pg/ml NP-3G IL-6 (pg/ml) ‘ NP-2G IL-6 (pg/ml)
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NOR FULL 316,1
Normalan 173,5
NOR MID 31,0 Normalan 522,6
NOR NULL 1221,0
Intermed 635,9
BV NULL 50,8
BV MID 3057,1 BV 1052,4
BV 1553,3
BV FULL 49,3

Ko $to smo rekli na osnovu NP-6G statisticki znacajna razlike nadene su izmedu razlicitih grupa

za jos$ dva citokina:

IL-1p:
e NF/BVN (1061,7+1376,2//1397,4+1460,6);
e NF/BVM (1061,7+1376,2/1546,8+1590,2);
e NF/BVF (1061,7+1376,2/1775,9+1800,5);

e NM/BVF (1169,6+1244,5/1775,9+1800,5) i,

e NF/BVN (3719,0+16605,7/9980,8+26590,6);
e NM/BVN (1104,3+9196,5/9980,8+26590,6);
e NN/BVN (1271,9+7416,2//9980,8+26590,6);
e BVM/BVN (507,0+3666,7/9980,8+26590,6);
« BVF/BVN (34,6+155,7/9980,8+26590,6).

Ove rezultate necemo detaljnije komentarisati jer bi bili veoma sli¢ni onima koji se odnose na
koncentracije IL-12 i IL-6.

Statisticka analiza prethodno diskutovanih podataka kao §to smo rekli radena je Kruskal
Wallisovim testom kao najboljim za ovu vrstu podataka, ali neki od statisticara koje smo
konsultovali imali su drugacije misljenje i smatrali su da koris¢enje ANOVE i Tamhanovog
post hoc testa ne bi dalo nista loSije rezultate. Ne ulazec¢i u domen statistike na grafikonu br
su prikazani rezultati koje bi dobili da smo koristili drugu statisticku metodu. Tako bi u
Nugentovoj podeli dobili statisticku znacajnost za I1L-2, IL-10, IL-13 i IL-1B Grafikon broj .
Ovo je dobar primer koliko 1 izbor statistickog postupka moze bitno uticati na dobijene
rezultate.

U ovom ispitivanju statistickom obradom podataka (t-test, univarijantna nominalna regresiona
analiza i multivarijantna logisti¢ka regresiona analiza) nismo nasli povezanost koncentracija ni

jednog od 13 ispitivanih citokina sa terminom porodaja. PP.
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Istim statistickim postupkom nadena je znacajnost za samo jednu (BIFIDO) od svih grupa
pacijentkinja koje su formirane na osnovu razliCitih dijagnostickih kriterijuma (Nugent,
Ison/Hay, Claeys, NP-6G, NP-3G, NP-2G, NP-6G/CA, NP-6G/LEPTO), a t-testom nije nadena
statistiCka znacajnost ni kod podele na osnovu Amselovih kriterijuma. [607-615].

Ako zaboravimo faktore kao $to su dinami¢nost vaginalne flore, imunologiju, genetiku
I epigenetiku, mislimo da su rezultati ovog ispitivanja i navedeni primeri jasno pokazali kako
primena razli¢itih dijagnostickih kriterijjuma moze bitno uticati na rezultate i zakljucke
ispitivanja. Dakle prvi preduslov da bi u buduc¢nosti uopste mogli porediti ovakve studije jeste
uspostavljanje jedinstvenih dijagnosti¢kih kriterijuma, i1 tek tada bi mogli ocekivati i bolje
rezultate. Naravno, svesni smo da se do takvih konsenzusa teSko dolazi, a to je verovatno jedan
od razloga Sto su Nugentovi i Amselovi kriterijumi preko dve decenije zlatni standard u
dijagnozi BV, mada su u meduvremenu pojedini autori predlagali i bolje podele (Ison/Hay,
Claeys, Donders) o ¢emu smo takode diskutovali. Rezultati koje smo dobili u ovom ispitivanju
ukazuju da je doslo vreme da se ozbiljno preispita vrednost oba “zlatna standarda” i1 klinickog
(Amsela) i istrazivackog (Nugent). Imajuc¢i u vidu navedene ¢injenice koje ukazuju na veliki
broj faktora koji mogu uticati na etiopatogenetska zbivanja kao i karakteristike pojedinih
markera, slazemo se sa onima koji misle da je malo verovatno da ¢e u buduénosti biti pronaden
jedan marker za predvidanje PP, i1 da je realnije ocekivati da ¢e mozda neki set markera koji
kombinuju klini¢ki nalaz, ultrazvucni pregled, genetske 1 epigenetske analize 1 zapaljenjske
biomarkere mo¢i da izdvoji iz populacije asimptomatskih trudnica one koje imaju visok rizik

za PP [614].
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Primenom analize ROC krive testirana je specifi¢nost i senzitivnost pojedinih parametara
(videti legendu slike 1 grafikon) u odnosu na nalaz mikroskopskog nalaza vaginalnog sekreta
normalan (NF, NM i NN) ili patoloski (BVF, BVM i BVN).

ROC kriva

Legenda

—QPMNEB
—1L-§
IL-1p

Referentna linija

Senzitivmost

1 1
0.0 02 04 06 08 10

1-Specificnost
Grafikon 3.45: ROC kriva za QPMN-B, IL-6, IL-1i pH

Na prvom grafikonu prikazani su rezultati koji se odnose na prvih 217 pacijentkinja kod kojih
je odredivana vijabilnost PMN, dok su na drugom grafikonu prikazani rezultati koji su dobijeni
analizom rezultata ukupnog broja trudnica ukljucenih u ispitivanje (732). Na oba grafikona
jasno se vidi da su najbolji rezultati dobijeni za vrednosti pH (diskutovano prethodno), dok su

ostali parametri pokazali znacajno slabije rezultate.

Tabela 3.23: ROC kriva - tabelarni prikaz parametara koji su dali statisti¢ku zna¢ajnost p<0.05

.. Nivo 95% Granica Pouzdanosti
Povr§ina Standardna . . .
Test : : : znadajnosti Cl
ispod krive greSka — -
(p) Minimum Maximum
IL-6 0,560 0,028 0,028 0,506 0,615
IL-1p 0,595 0,027 0,001 0,542 0,647

Zato se i mehanizam normalnog i PP udruzenog sa infekcijom, uvek moraju posmatrati kao
kompleksan sistem, safinjen od velikog broja jedinica koje su medusobno povezane
mnogobrojnim i kompleksnim vezama, tako da je ¢esto veoma teSko utvrditi Sta je uzrok, a Sta

posledica odredenih zbivanja. U trudno¢i se stvari dodatno komplikuju postojanjem dva
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subjekta, majka 1 fetus, i medusobnim interakcijama njihovih sistema, a epigenetika nas
upozorava da ako se baka trudnice hranila loSe ili pusila dok je nosila majku trudnice da bi i to
moglo bitno uticati na tok i ishod trudno¢e kod unuke. Kako mi u nasem ispitivanju promene u
kvantitativnom 1 kvalitativnom sastavu mikrobioma vagine smatramo primarnim, uzro¢nim
faktorom koji odlucujuce uti¢e na sve ostale ispitivane parametre i koji su tako posledica
promena u vaginalnom mikrobiomu (broj, vijabilnost i apoptoza vaginalnih PMN,
koncentracije citokina) najve¢i trud ulozen je u pokusaje da na osnovu klini¢kih i
mikroskopskih parametara pokuSamo preciznije povuéi granicu izmedu ,normalnog® i
»patoloskog u mikroekoloskoj zajednici kava je vaginalna. Tako ove promene u broju i vrsti
razli¢itih mikroorganizama (mikrobska mreza) mogu na direktan ili indirektan na¢in dovesti do
promena u druge dve (citokinska i apoptotska mreza), a u zavisnosti od ovih mnogobrojnih i
medusobno zavisnih lokalnih 1/ili sistemskih signala do¢i ¢e do stvaranjem odredene mreze
citokina koja onda moze dovesti do povoljnih ili nepovoljnih zbivanja u trudno¢i. Prisustvo
proinflamatornih i antinflamatornih citokina dokazano je u razli¢itim periodima trudnoce i na
osnovu dosadasnjih ispitivanja verovatno je da su odredena MC karakteristine za odredene
periode trudnoce. Takode, veliki broj studija je pokazao da kod trudnica sa infekcijom dolazi
do znacajnih promena u koncentracijama citokina kao i njihovih medusobnih uticaja. [159-
163]. Trudnoca je fizioloSko stanje u kome dolazi do promene Th1/Th2 imunskog odgovora
tako §to dolazi do pojacane produkcije Th2 citokina i sledstvene predominacije Th2 imunskog
odgovora. | kod terminskog i kod prevremenog porodaja dolazi do aktivacije inflamatorne
kaskade u fetalnim mebranama, decidui i cerviksu, a citokini imaju veoma vaznu ulogu. [118,
119]. Proinflamatorni citokini IL-1B, TNF-a i IL-6 u€estvuju i incijaciji urodenog i propagaciji
steCenog imunskog odgovora. Na osnovu podataka kojima danas raspolaZzemo, mogli bi smo
re¢i da IL-1, TNF-o, IL-6 i IL-8 igraju najvazniju ulogu u etiopatogenetskim zbivanjima
vezanim za PP udruZen sa infekcijom [154-157].

Kako jos postoje mnoge nepoznanice i dileme u etiologiji i patogenezi PL, i kako nijedna od
postojecih teorija ne moze objasniti precizan tok dogadaja za pretpostaviti je da bar jedan deo
PP ima svoju osnovu u genetskoj predispoziciji pojedinca. Ovakav pristup mogao bi objasniti
zasto se kod nekih pacijentkinja sa BV dolazi do PP, a kod drugih ne. Ipak, malo je verovatno
da PP nastaje kao rezultat poremecaja jednog gena. Takode postoji mogucénost da su ovi
poremecaji na genima ustvari epifenomenti, to jest da do njihovog poremecaja ili poremecaja u
translaciji njihovih proteina dolazi tek posto se neki drugi faktor (npr. infekcija) umesao u
kaskadu dogadaja koji vode do PP. Romero i sar. ukazali su da je PL najbolje posmatrati kao
sindrom u kome prevremenom porodaju prethode ili infekcija ili ishemija na nivou
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fetomaternalne jedinice. Ovi poremecaji onda dovode do pojacane produkcije citokina i drugih
medijatora inflamacije, koji onda dovode do stimulacije sinteze PG, povecanja kontraktilnosti
miometrijuma i PP. Interesantna je teorija po kojoj postoji genetska predispozicija za pojacan
imunski odgovor (engl. hyperressponsiveness) na infekciju, koji onda dovodi pojacane
produkecije proinflamatornih citokina. U prilog genetskoj predispoziciji za PP govori i ¢injenica
da trudnice sa prethodnim PP imaju znacajno veci rizik za ponovni PP, a pokazano je da postoji
rasna predispozicija za PP. Takode je jasno da je biosinteza ovih proinflamatornih citokina pod
preciznom genskom kontrolom. Geni koji kodiraju IL-1pB, IL-6, IL-12p70, INF-y i IL-10 su
klonirani i sekvencirani, a $to je jo§ vaznije sada je nedvosmisleno pokazano da postoje
polimorfizmi za ove gene koji znaCajno mogu uticati na njihovu transkripcionu aktivnost.
Nosioci takvog genskog polimorfizma, bilo da su homozigoti ili heterozigoti, pokazuju
povecanu sklonost za odredenu bolest, a tako i za PP. redispozicija domacina kao imunskog
hiperrespondera moze dovesti do porodaja [616, 617]. Medutim, klasi¢na genetika sama ne
moze objasniti raznolikost fenotipova unutar populacije, kao ni ¢injenicu da uprkos identi¢nih
DNA sekvenci monozigotni blizanci mogu imati razlicit fenotip, naprimer rizik za PP [618].
Pokazalo se da definisanje strukture gena i genetska sklonost za nastanak odredene bolesti
predstavljaju samo vrh ledenog brega. Danas je potpuno jasno da su mehanizmi koji regulisu
aktivnost gena (fiziologija gena) mnogo vazniji od same genske strukture (anatomije gena).
Epigenetske promene se definiSu kao mitotski 1 mejotski nasledne i stabilne promene ekspresije
gena, potencijalno reverzibilne, ali bez promene nukleotidne sekvence. Glavni epigenetski
mehanizmi odgovorni za funkciju gena su: 1) metilacija molekula DNA; 2) modifikacija histona
1 3) uticaj regulatornih nekodiraju¢ih RNA na ekspresiju gena (4). Ova tri najvaznija
epigenetska mehanizma medusobno su funkcionalno isprepleteni grade¢i kompleksnu
epigenetsku mreZu koja reguliSe mnogobrojne Celijske procese, tako Sto aktiviSe ili deaktivise
genetsku informaciju. Dakle jasno je da identifikacija i bolje razumevanje svih epigenetskih
modifikacija predstavljaju slede¢i veliki korak za bolje razumevanje ljudske biologije a tako i

fenomena PP [619-624].

Zbog toga smatramo da bi naSa semikvantitativna podela grupe pacijentkinja na tri
kategorije (NORMAL FULL, MID, NULL) mogla da bude od koristi kako u studijama koje
ispituju koncentracije razli¢itih zapaljenjskih medijatora u vagini tako i u onima u kojima se
kvantifikuju (QPCR) pojedini sojevi laktobacila. Posto kod jedne pacijentkinje prevladuje
najcesce jedna ili dve vrste bakterija, sasvim smislenom nam se €ini ideja “biopsije preparata

po Gramu”, kvantitativnog PCR 1 mikroskopskog pregleda preparat po Gramu, u pokusaju da
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izdiferenciramo jo$ neki od sojeva laktobacila kao $to su to uradili Verhelst i sar. za L. crispatus,
L. gasseri i L. iners[213, 216, 456, 471]. Madan i sar. [625] su ispitivali koncentracije 10
citokina (IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, IFN-y, IFN-a2, IL-1RA, MIP-1a, MIP-1p i RANTES) kod
adolescentkinja 1 odraslih i ni za jedan od ispitivanih citokina nisu nasli znacajnije razlike u
njihovim koncentracijama. U istom ispitivanju, kod samo 40% adolescentkinja su nasli L.
jensenii, koje su bile oko 4 puta rede nego kod odraslih pacijentkinja. Ovaj nedostatak L.
jensenii uz znacajne koncentracije BVAB (Megasphaera, BVAB1-3) autori tumace kao
mogucu veéu ucestalost asimptomatske BV u populaciji adolescentnih pacijentkinja. Ako
prihvatimo ovakav zakljuéak autora, onda bi asimptomatska BV kod adolescentkinja trebalo da
da povisene koncentracije proinflamatornih citokina ali, kao §to smo rekli, te razlike nisu
nadene. Sve ovo govori o velikom broju faktora koji mogu uticati na koncentracije zapaljenjskih
medijatora.

Mogli bismo da zaklju¢imo da laktobacili generalno smanjuju koncentracije
proinflamatornih, a povecavaju koncentracije antiinflamatornih medijatora i tako smanjuju
rizik od PP. Neki sojevi laktobacila (L.gasseri) imaju proinflamatorne efekte i ukoliko su oni
pretezna laktobacilarna flora, to bi moglo povecati rizik za nastanak PP. Mozda laktobacili 1
nemaju znacajnijeg uticaja na koncentracije citokina. Moguce da mikroskopski pregled (ili
Nugentov zbir 0-3, normalan nalaz) bez obzira na predominaciju laktobacilarne flore (L. iners)
ne moze da iskljuci rizik od PP, s obzirom na pokusaje da se na osnovu mikroskopskog pregled
preparata po Gramu razlikuju pojedini sojevi laktobacila.

Stanje potpune ravnoteze i mirovanja pro-zapaljenjskih i anti-zapaljenjskih ¢inilaca ne
postoji jer u svakom trenutku prevagnu jedni ili drugi, a ova odstupanja imaju granice unutar
kojih ne dolazi do Stetnih zbivanja za trudnocu. Kada prevagnu proinflamatorni medijatori
dolazi do PP, u suprotnom, do posterminskog porodaja. Ovakav stav potvrduju mnogi
eksperimentalni podaci koji pokazuju da primena proinflamatornih medijatora dovodi do PP, a
da se primenom antiinflamatornih medijatora (TGF-, IL-10) ovi mehanizmi mogu zaustaviti.
Jedan isti citokin mogu da proizvode razli¢iti tipovi ¢elija ili razli¢iti tipovi ¢éelija mogu
produkovati razli¢ite izoforme istog citokina. Ali citokini verovatno nikada ne deluju izolovano,
nego uz indukciju 1/ili inhibiciju drugih citokina, stvarajuéi tako mrezu citokina koja ¢e dovesti
do odredenog ¢elijskog odgovora. Novija istraZivanja jasno pokazuju da i bakterije, pored nasih
¢elija, produkuju razli¢ite molekule koji mogu imati znacajan efekat na kapacitet leukocita i
tkivnih c¢elija da produkuje odredenu mrezu citokina. Mreza citokina zajedno sa mikrobnom

mrezom i dinami¢ne promene u oba ova sistema su verovatni najvazniji razlozi zbog kojih

290



citokini ne¢e imati znac¢ajniju ulogu u predikciji PP, na $ta ukazuju i rezultati drugih ispitivanja

1 metaanalitickih studija.

3.8

BIFIDO FORME | PREVREMENI PORODAJ

U ovom poglavlju zbirno ¢emo prikazati rezultate koji se odnose na vrednost razlicitih

poremecaja vaginalne flore, broja i vijabilnosti PMN, koncentracija ispitivanih citokina i duzine

grlica materice u predvidanju PP, odnosno u proceni rizika za PP.

Primenom y? testa ispitivano je postojanje asocijacije izmedu razli¢itih nalaza
mikroskopskog sekreta i broja PMN odredivanog semikvantitativnim metodima. Takva
asocijacija nadena je samo za grupu pacijentkinja kod kojih smo mikroskopskim
nalazom detektovali BIFIDO forme (}*=20,989; df=2; p<0.005).

U ispitivanju odnosa izmedu termina porodaja i procenta apoptoze, semikvantitativnog
broja PMN, koncentracija ispitivanih citokina i duzine grlica materice koris¢ena je i
univarijantna nominalna regresiona analiza (t-test, Leveneov test), a statistiCka
znacajnost nadena je samo u odnosu na duzinu grli¢a materice (p<0,001).
Logistickom multivarijantnom analizom utvrdivan je znacaj svakog od ispitivanih
parametara u predvidanju PP i pokazano da samo mikroskopski nalaz preparata na
Gramu na kome smo detektovali BIFIDO forme 1 duzina grli¢a materice mogu da se
koriste u predvidanju PP. Pacijentkinje kod kojih su detektovane BIFIDO forme imale
su 9,8 puta veci relativni rizik (RR=9,8; 95% CI 2,7-34,6) za preterminski porodaj u
odnosu na pacijentkinje sa normalnim nalazom ili BV. Pacijentkinje sa kra¢im grlicem
materice takode su imale su 1,2 puta povecan relativni rizik (RR=1,2; 95% CI 0,7-0,9),
dakle znac¢ajno manji u odnosu na BIFIDO.

Na osnovu NP-6G kod 12 trudnica sa nalazom NF i 19 sa nalazom NM nadene su
BIFIDO forme. Kod trudnica iz grupe NN i BVN BIFIDO su detektovane kod 12,
odnosno 5 pacijentkinja, u grupi BVM kod 2 pacijentkinje, dok kod trudnica sa BVF
nismo detektovali BIFIDO forme. Interesantno je da je 86% (43/50) pacijentkinja sa
BIFIDO formama bilo u grupi sa normalnim mikroskopskim nalazom
(NF+NM+NN=12+19+12).

Rezultati KOH testa: Od 42 pacijentkinje sa BIFIDO formama kod 80% (34/42) test je
bio negativan.

Rezultati pH testa: Kod 17 pacijentkinja pH je bio veci od 4,5, a kod 33 pacijentkinje
normalan. Srednja vrednost pH kod pacijentkinja BIFIDO formama bila je pH= 4,63
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kod pacijentkinja sa BV pH=5,19 dok su pacijentkinje sa normalnim nalazom imale
srednju vrednost pH= 4,29 i ove razlike izmedu svake od ove tri grupe bile su statisticki
znacajne (p<0,01).

e 0Od 50 trudnica sa BIFIDO formama kod 27 je mikroskopski detektovan CA, i to kod
17 CA NULL, kod 6 CA MID i kod 4 CA FULL. Preko 50% pacijentkinja imalo je i
mikroskopski detektovanu CA.

e U grupi BIFIDO KOKE su mikroskopski detektovane kod 64% (32/50), a LEPTO
forme kod 16% (8/50) pacijentkinja.

e Vijabilnost PMN bila je znacajno produzena , ali su zato srednje vrednosti procenta
apoptoze kod trudnica sa BIFIDO formama (7,3%) bile nize u odnosu na one sa
normalnim nalazom (12,7%) i BV (15,7%). Ova razlika je bila statisticki znacajna u
odnosu na trudnice sa normalnim nalazom i BV (p<0,001), dok statisticka znac¢ajnost
nije nadena kod pacijentkinja sa BV i normalnim nalazom (p>0,001).

. Srednje koncentracije IL-10 bile su niZe kod pacijentkinja sa BV i BIFIDO formama i
ta razlika je bila statisticki znacajna za trudnice sa BIFIDO formama i BV u odnosu na
grupu sa normalnim nalazom (p<0,005), $to nije nadeno kod trudnica sa BV i BIFIDO

formama (p>0,005).

Podatak da smo kod 86% pacijentkinja kod kojih smo detektovali BIFIDO forme mikroskopski
postavili dijagnozu normalan nalaz i da kod pacijentkinja sa BVF nismo detektovali ove forme
smatramo veoma zanimljivim. | studije koje su koristili kulturu i novije molekularnobioloske
studije pokazale su da razliciti sojevi Bifidobacteria mogu da se nadu u vagini, ali njihova uloga
i znacaj ni do danas nije precizno definisana [411, 457, 626-630]. Tako su Rosenstein i
sar.[631] su jo§ 1996. god. nasli (kultura) da je Bifidobacterium spp. prisutan kod oko 12%
zdravih Zena, kod 41% pacijentkinja oznacenih u studiji kao revertant i pacijentkinje koje su na
prvom pregledu imale BV ili intermedijarnu floru, a kod kojih je posle 3-4 nedelje doslo do
spontane rezolucije poremecaja vaginalne flore 1 nalaz je definisan kao normalan), kod 58%
pacijentkinja sa intermedijarnim nalazom i 94% pacijentkinja sa BV. Ovaj linearan porast
koagulaza negativnog stafilokoka i bifidobakterija sa pomeranjem nalaza od normalnog ka BV
naveo je autore da postave hipotezu po kojoj bi ove bakterije doveli do pocetnih promena u
vaginalnoj flori, koji bi onda stvori uslove za rast i razvoj drugih anaerobnih mikroorganizama
(BVAB), odnosno nastanak BV. Rezultati molekularnobioloskih studija koji se odnose na
detekciju bifidobakterija u vaginalnom mikrobiomu uglavnom zavise od molekularnih oruda

koristenim u tim studijama. Tako su molekularno bioloske studije u kojima se detekcija
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mikroorganizama zasnivam na detekciji 16S rRNK gena detektovale Bifidobacterium spp. u
vaginalnom mikrobiomu[632-635]. Burton i sar. [526] zakljucuju da su nadeni sojevi
bifidobakterija uglavhom fekalnog porekla i da se veoma retko nalaze u vagini. Hyman i sar.
[635] sukod dve od 20 (10 %) zena nasli bifidobakterije kao predominantnu bakterijsku vrstu,
a Cesto se Bifidobacteria i ne prikazuju kao ¢lanovi vaginalnog mikrobima [180, 441, 632].
Chaban i sar. [636] smatraju da jedan od razloga najverovatnije lezi u ¢injenici da su studije
koje su ispitivale prisustvo Bifidobacteria u intestinalnom traktu kulturom detektovali znac¢ajno
veci brij sojeva bifidobakterija nego $to je to postignuto koriS¢enjem 16S rRNK gena kojim se
uspelo detektovati svega nekoliko sojeva. Kao drugu otezavajuéu okolnost u identifikaciji
Bifidobacteria isti autori ukazuju na ¢injenicu da su G. vaginalis(kao jedan od naj¢esce
detektovanih mikroorganizama mikrobima vagine) i Bifidobacteria srodni mikroorganizmi koji
taksonomski pripadaju istoj familiji. Zbog toga su Chaban i sar.[636] u svojoj studiji objavljenoj
jula 2014. god. koriste¢i drugu metodologiju (cpn60-based universal PCR protocol) dosli do
rezultata koji su pokazali da Bifidobacteria verovatno predstavljaju ¢es$¢e i vaznije Clanove
vaginalnog mikrobioma nego $to se to do sada predpostavljalo. Tako je u njihovom ispitivanju
korisé¢enjem ovakve metodologije kod 5 od 27 asimptomatskih zena kao dominante vaginalne
mikroorganizme imalo Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum ili Alloscardovia
omnicolens. Kako se Bifidobacteria generalno smatraju korisnim ¢lanom intestinalnog
mikrobioma, 1 kako su detektovani kod asimptomatskih, 1 kako autori navode zdravih Zena, iz
ovoga bi mogli zakljuciti da se verovatno radi i o korisnim ¢lanovima vaginalnog mikrobioma,
iako autori mudro izbegavaju takav zakljucak i ukazuju da uloga ovih mikroorganizama u
vaginalnom mikrobiomu nije razjasnjena. Ipak, oni smatraju moguéim i razumljivim da
Bifidobacteria kao mikroorganizmi koji produkuju mle¢nu kiselinu imaju ulogu sli¢nu
laktobacilima u mikrobiomu vagine, pri ¢emu ukazuju na znacaj koji Bifidobacteria imaju za
novorodencad i njihovo zdravlje, te da prisustvo Bifidobacteria u vagini zdravih Zena
omogucava naseljavanje gastrointestinalnog trakta novorodenceta tokom vaginalnog porodaja.
Ovde ¢emo jo$ pomenuti studiju Swidinskog i sar. [637] kod 10 pacijentkinja sa BV kod kojih
je ispitivano prisustvo G. vaginalis i razlicitih vrsta Bifidobacterium u perianalnoj regiji i vagini
pokazala je prisustvo G. vaginalis na oba mesta odakle su uzimani uzorci, dok su razlicite vrste
bifidobakterija (Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacteriumlongum, Bifidobacterium
breves, Bifidobacterium bifidum i Bifidobacterium catenulatum) detektovane kod gotovo svih
(izuzev jedne) pacijentkinja u uzorku iz perianalne regije, ali ni kod jedne pacijentkinje u uzorku
iz vagine. Na osnovu tih nalaza autori zakljuuju da BV ne nastaje jednostavnim prelaskom

(per continuitatem) iz perianalne regije u vaginu, i da samo odredene vrste bakterija (G.
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vaginalis) opstaju u obe ekoloske niSe. Ako sad rezultate ovih studija i trenutna znanja o
Bifidobacteriama u vaginalnom mikrobiomu poredimo medusobno i sa rezultatima koje smo
mi dobili mogli bi do¢i do sledecih zakljucaka, ili bolje receno hipoteza:

Prvo, ispitivanje Rosenstein i sar. koje ukazuje da bi bifidobakterije mogle da ucestvuju u
etiopatogenzi poremecaja vaginalne flore i nastanka BV ostaje na neki nacin usamljena. Naime
rezultati naSeg ispitivanja su potpuno suprotni rezultatima ovog ispitivanja jer se u nasem
ispitivanju detekcija bifidobakterija mikroskopskim pregledom preparata po Gramu smanjuje
od normalnog ka patoloSkom mikroskopskom nalazu, dok se u ispitivanju Rosenstein 1 sar.
izolacija bifidobakterija kulturom povecava kod mikroskopskog nalaza koji ide od normalnog
ka patoloskom. StaviSe, u nagem ispitivanju sa porastom broja BVAB od BVN prema BVF
smanjuje se prisustvo BIFIDO formi, tako da su na$i rezultati u potpunosti saglasni sa
rezultatima studije Swidinskog i sar. [637] koji ni kod jedne od 10 pacijentkinja sa BV nisu
detektovali Bifidobacteria. Nasa hipoteza je da sa velikim porastom broja BVAB dolazi do
kvantitativnih 1 kvalitativnih promena vaginalne mikroflore, $to onda dovodi do promene
uslova (pH, kiseonik, mle¢na kiselina, ishrana, metabolizam i sl.) u vaginalnoj sredini koji
onemogucavaju rast i razvoj Bifidobacteria.

Drugo, ve¢ina drugih studija ukazuje da su Bifidobacteria najverovatnije deo normalne
vaginalne flore, jer su u najve¢em broju studija detektovani kod zdravih asimptomatskih Zena
[180, 469, 632-636]. Da nismo dobili podatak da prisustvo ovih formi predstavlja 10X veéi
rizik od PP, verovatno bi i mi zakljuéili da se BIFIDO forme ¢e$ée nalaze kod pacijentkinja sa
normalnom bakterijskom florom, da su retke kod pacijentkinja sa BV, i da najverovatnije
predstavljaju deo normalne bakterijske flore. Ovde ¢emo ukazati na jo§ jednu po nasem
misljenju veoma bitnu ¢injenicu, a koja se odnosi na detekciju Bifidobacteria, ili bolje rec¢eno i
svih drugih bakterija u razli¢itim molekularno-bioloskim studijama. Naprimer, ¢itaju¢i rad Liu
1 sar.[638] nailazimo na podatak da su kontrolnoj, zdravoj grupi nadene dve pacijentkinja u
¢ijem mikrobiomu su kod jedne bile predominantne Bifidobacteria, a kod druge Streptococcus.
Kao potvrdu da se ovakvi nalazi srecu kod zdravih asimptomatskih Zena autori navode radove
Gajera [469] i Srinivasan [219]. Dakle i ovaj rad bi govorio u prilog tome da su Bifidobacteria
deo normalne vaginalne flore. Medutim ono §to uvek moramo imati na umu jeste ¢injenica da
se u najvecem broju ovih studija pacijentkinje svrstavaju u zdrave na osnovu Nugentovih i
Amselovih kriterijuma ili se zdravo poistovecuje sa asimptomatskim. Veliki deo prethodne
diskusije govori o nesavrsenosti postojecih dijagnostickih kriterijuma (Nugent, Amsel) u
razlikovanju normalne od patoloske vaginalne flore, a poistovecivanje asimptomatskog sa

zdravim u medicini nije moguce. Naime, ako je oko polovine pacijentkinja sa BV
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asimptomatsko, logi¢no je da i neki drugi poremecaji vaginalne flore mogu takode imati
asimptomatski tok, a najbolji primer je infekcija HPV koja protic¢e potpuno asimptomatski, a
moze imati teske posledice po zdravlje zene. Kao §to smo rekli Nugentovi kriterijumi razlikuju
samo tri bakterijska morfotipa i logi¢no je pretpostaviti da su u najve¢em broju dosadasnjih
ispitivanja Bifidobacteria i/ili Corynebacteria kao izrazito Gram pozitivna Stapicaste forme bili
protumaceni kao laktobacili. Ukazali smo i na razloge zbog ¢ega u najvec¢em broju dosadasnjih
molekularnobioloskih studija nije detektovano prisustvo Bifidobacteria, i zasto je tek studija
Chaban i sar. [636] ukazala na njihov moguci znacaj. NajlakSe je shvatiti o ¢emu govorimo
ukoliko pogledamo naredne Slike 3.65 — 3.76. Tako ako pogledamo Sliku 3.65 jasno je da ove
forme mogu lako da se protumace kao laktobacili jer su izrazito Gram pozitivne i Stapicaste
(kako smo ih i mi tumacili u prvim gledanjima pod mikroskopom). Medutim pazljivijom
analizom i finim pomeranjem mikrometra moze se uociti da su krajevi ovih formi baticasti da
se verovatno radi o Bifidobacteriama ili Corynebacterima, a ukoliko ih pogledamo na uvecanju
veéem od X 1000 onda je to i uverljivije (Slike 3.66-3.68). Zbog toga verujemo da je pomenuta
pacijentkinja iz studije Liu i sar [638]. kod koje je molekularnobiolo§kim analizama
detektovana predominacija Bifidobacteria, a koja je na osnovu Nugentovih i Amselovih
kriterijuma, koji su koriSteni u toj studiji, i odsustva simptoma bila pogresno svrstana u grupu
zdravih, i da se radi o pacijentkinji koja je imala sli¢an mikroskopski nalaz kao onaj prikazan
na Slikama 3.65 — 3.76 i koju bi mi u naSem ispitivanju svrstali u BIFIDO grupu. U
Metodologiji i prethodnoj diskusiji detaljno smo opisali morfoloske karakteristike
Bifidobacteria i Corynebacteria i ukazali koliko ih je teSko razlikovati , ne samo medusobno,
nego 1 od laktobacila. Takode, ove mikroskopske forme se na uvecanju x400 i prilikom pregleda

NPVS ne mogu razlikovati od laktobacila.
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5.4.2014, 09:26

4,2 pm

PITANJE DA LI SU OVO LAKTOBACILI ILI BIFIDOBACTERIA

Slika 3.65: Preparat po Gramu uvecanje X1000: Gram pozitivne $tapicaste forme koje li¢e na laktobacile

5.4.2014, 09:46

5,7 pm

X 1000 MIKROSKOPIRANJEM NASEMO BATICASTE KRAJEVE

Slika 3.66: Preparat po Gramu uveéanje X1000+: Gram pozitivne $tapicaste forme sa batic¢astim
krajevima koji verovatno predstavljaju Bifidobacteria ili Corynebacteria, a ne laktobacile ¢iji su krajevi
ravni
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5.4.2014, 09:47

Slika 3.67: Preparat po Gramu uveé¢anje X1000+: Gram pozitivne $tapicaste sa bati¢astim krajevima koje
nisu laktobacili  Actinomyces?.....?

5.4.2014, 09:41

¢ 57 nm

X 1000 BERGEY'S MANUAL=BIFIDOBACTERIA

Slika 3.68: Preparat po Gramu uveéanje X1000: Bifidobacteria? Corynebacteria?




Ovo potvrduju rezultati naSeg ispitivanja u kojima smo na osnovu modifikovanih Amselovih
kriterijuma 40 od 50 trudnica (koje smo naknadnim pregledom preparata po Gramu svrstali u
BIFIDO grupu) proglasili zdravim, a da smo se pridrzavali originalnih kriterijuma po Amselu
(vidi Metodologiju) sigurno bi i ve¢i broj pacijentkinja imao normalan nalaz.

Na osnovu prethodno iznesenih podataka i rezultata naseg ispitivanja pretpostavljamo da se
u ovakvim slucajevima radi o poremecaju vaginalne flore u kome dolazi do predominacije
Bifidobacteria i Corynebacteria koje dovode do pojacanog inflamatornog odgovora i
predstavljaju rizik za PP. Takode, mogli bi smo reci da su ove bakterije tokom evolucije stekli
sposobnost mimikrije. Ako mimikriju definiSemo kao evolucionu sposobnost prilagodavanja
radi prezivljavanja, onda je ona u ovom slucaju odli¢no razvijena. U konkretnom slucaju
govorimo o “mikroekoloskoj mimikriji” s obzirom na njihovu sli¢nost sa laktobacilima i
¢injenicu da su prisutni kod pacijentkinja ¢iji je nalaz bliZi normalnom nego patoloSkom,
negativan test sa 10% KOH (80%) i verovatno odsustvo simptoma. Jedini podatak koji smo
dobili u nasem ispitivanju, a koji bi mogao ukazati na poremecaj vaginalne flore, odnosno na
nesavrSenost mimikrije su srednje vrednosti pH, 4,6, a ovaj podatak je znac¢ajniji ako znamo da
ove bakterije nisu nadene ni kod jedne pacijentkinje sa BVF (najveée vrednosti pH) i kod malog
broja pacijentkinja sa BVM, da su u 80% slucajeva bili u grupi sa normalnim nalazom (najnize
vrednosti pH), Sto indirektno navodi na zaklju¢ak da ove bakterije na neki nacin “pomeraju”
pH prema alkalnoj sredini. Ako pri tome dodamo da je ¢esto uz BIFIDO forme detektovana i
CA kojoj sustinski odgovara kiseli vaginalni pH, onda ovaj podatak ima jo§ ve¢u vrednost. U
literaturi nismo nasli podatke koji se odnose na korelaciju ova dva parametra, ali smo nasli
podatak da je optimalan pH za rast bifidobakterija izmedu 6,5 1 7,0 1 da nije zabeleZen rast u
sredinama sa vrednostima pH manjim od 4,5 ili ve¢im od 8,5. Kako u nasem ispitivanju nismo
nasli BIFIDO forme kod pacijentkinja sa BVF mogli bismo pretpostaviti da su u ovakvim
slu¢ajevima neki drugi faktori (ishrana, kiseonik, druge vrste bakterija i sl.) vazniji od pH
sredine za rast BIFIDO formi. Rezultati koji se odnose na vijabilnost PMN ukazuju na prisustvo
zapaljenja, a niske koncentracije 1L-10 na moguénost snaznijeg inflamatornog odgovora, §to bi
moglo da bude od velikog znacaja u etiopatogenezi PP kod ove grupe trudnica.

BIFIDO forme su bakterije koje se zbog svoje slicnosti sa laktobacilima najéesce previde
mikroskopskim pregledom i najveéi broj pacijentkinja zbog toga ne dobija nikakvu terapiju i
biva proglasen zdravim. lako su vrednosti pH Cesto preko 4,5, naj¢eS¢e negativna proba sa 10%
KOH, uz “normalnu” mikroskopsku sliku ne omogucava da ni na osnovu Amselovih
kriterijuma posumnjamo da je doslo do znacajnijeg (BV) poremecaja vaginalne flore.

Verovatno da ove bakterije na neki nac¢in dovode do smanjene produkcije IL-10 §to dovodi do
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pojacanog i produzenog zapaljenjskog odgovora koji moze da dovede do povecanog lucenja
proinflamatornih citokina, sinteze prostaglandina, promena na grlicu, aktivacije fetalnih
membrana i miometrijuma i sledstvenog PP. Do odgovora na pitanje o eventualnoj terapiji
sigurno nec¢emo do¢i ni brzo ni lako, zbog ¢ega mislimo da u ovakvim slu¢ajevima (povisen
pH i normalan mikroskopski nalaz) acidifikacija vagine i primena prebiotika imaju svoje mesto.
U literaturi smo nasli samo jednu studiju koja je pokazala da pacijentkinje sa nalazom ovakvih
mikroskopskih formi (“slicnih normalnom™) imaju poveéan rizik od PP. Radi se o veé
pominjanoj prospektivnoj kohortnoj studiji Verstraelen i sar. [415] u kojoj su autori procenjivali
vrednost nove klasifikacije u predvidanju PP. Kod 221trudnice uziman je uzorak za preparat po
Gramu u prvom i drugom trimestru trudnoce, a kategorizacija pacijentkinja radena na osnovu
kriterijuma po Claeysu(vidi Metodologiju). Semikvantitativno je odredivan i broj PMN. U
konac¢noj analizi normalan nalaz preparat po Gramu imale su pacijentkinje sa nalazom la, Ib i
Iab, dok se patoloskim nalazom smatrane pacijentkinje iz grupe I-like (u nasem ispitivanju
BIFIDO grupa), I-PMN (u nasem radu leukoreja), i grupe II i III koje odgovaraju
intermedijarnom nalazu i BV po Ison/Hayu, a koje su autori u ovom radu posmatrali kao jednu
grupu i nazvali je BV-like. Rezultati su bili slede¢i: oko 64% (154/221) Zena imalo je normalnu
vaginalnu floru, oko 20% (46/221) BV-like (intermedijaran+BV) oko 7% (17/221) 1-PMN
(leukoreja) i oko 9% (21/221) I-like (BIFIDO). Pre 37. n.g. porodile su se 23 (10,4%)
pacijentkinje. Pacijentkinje sa normalnom florom imale su 4x manji rizik od PP, dok su
pacijentkinje sa patoloskim nalazom imale 5x ve¢i rizik da se porode pre vremena. Medu njima,
relativni rizik za PP bio je najveéi kod trudnica u grupu I-like (RR=7,0), sledile su trudnice iz
grupe I-PMN (RR=6,8), a najmanji relativni rizik je bio kod pacijentkinja u grupi BV-like
(RR=2,7). U odnosu na konvencionalne metode (Nugent i Amsel), senzitivnost vaginalnog
brisa za PP porasla je sa 25% na 70%. Dakle, za razliku od studije Verstraelen i sar.[415]mi u
naSem ispitivanju nismo nasSli da su pacijentkinje sa poveanim brojem PMN,
,,konvencionalnim“ poremecajem vaginalne flore (BV, intermedijaran) ili poremecajima
vaginalne flore na osnovu nove podele (BVF,BVM, BVN) i/ili prisustvom ometajucih faktora
(CA, KOKE, LEPTO) imaju povecan rizik za PP. U nasem ispitivanju samo su pacijentkinje iz
BIFIDO grupe imale 10X ve¢i rizik od PP.

Na osnovu iznesenih podataka jasno je da su neophodna dalja ispitivanja i bliza saradnja
klinicara, mikrobiologa i molekularnog biologa kako bi se preciznije definisala uloga i znacaj
ovih bakterija (Bifidobacteria, Corynebacteria) u reproduktivnom zdravlju Zene. Iako se u
nasem ispitivanju radi o pacijentkinjama koje su dolazile na unapred zakazivan pregled zbog

¢ega ih smatramo uslovno asimptomatskom populacijom, u ovom trenutku nemamao preciznijih
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podataka o simptomima i klini¢koj slici ove grupe pacijentkinja, tako da bi buduca studija
podrazumevala detaljnu anamnezu, klini¢ki pregled i test sa 10% KOH i odredivanje
vaginalnog pH. Mikroskopski pregled NPVS verovatno ne bi bio od veceg znacaja, iako posle
ovih nasih saznanja i iskustava, mislimo da se i na NPVS moze naslutiti postojanje “neobi¢nih”
Stapicastih formi, koje bi mogle ukazivati na prisustvo ovih bakterijskih morfotipova.
Mikroskopski pregled preparata po Gramu podrazumevao bi detaljniju analizu svih Gram
pozitivnih Stapicastih formi koji lice na laktobacile, pri ¢emu je naravno jasno da sam
mikroskopski pregled nije dovoljan da za odredenu “mikroskopsku formu” tvrdimo da je
odredena bakterija. Molekularnobioloska metodologija podrazumevala bi primenu oruda koja
mogu ne samo kvalitativno identifikovati prisustvo Bifidobacteria, odnosno njihovih razli¢itih
sojeva, nego i njihovu kvantifikaciju (Q-PCR). Ako sad pogledamo nalaz pacijentkinje
prikazan na prethodne 4 slike ali na uvecanju x200 jo$ je jasnije da se radi o predominaciji
Gram pozitivnih Stapicastih formi koji nisu laktobacila, i da bi verovatno uzimanje uzorka sa
ovakvog preparata po Gramu i analiza adekvatnim molekularnobioloskim orudima mogla da
nam pomogne u odgovoru na pitanje da li su Gram pozitivne Stapicaste forme Bifidobacteria,
Corynebacteria, Actinomyces ili neke druge jo$ nekultivisane bakterije? Mislimo da bi ovakva
metodologija koja podrazumeva blisku saradnju klini¢ara, mikrobiologa i molekularnog
biologa u budu¢nosti mogla dati precizniji odgovor o ulozi i znafaju ovih bakterija ili

bakterijskih zajednica na reproduktivno zdravlje Zena.
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18.2.2014, 08:51

%100 NERAVNOMERNO SE BOJE PRE BIFIDO NEGO LB?

Slika 3.69 Preparat po Gramu uveéanje X1000: Bifidobacteria? Corynebacteria? Actinomyces?.....?

11.3.2014, 15:28

Slika 3.70 Preparat po Gramu uveéanje X1000: Bifidobacteria? Corynebacteria? Actinomyces?.....?
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13.2.2014, 09:48

2,05 pm

Slika 3.72: Preparat po Gramu uvecanje X1000: Lactobacillus? Bifidobacteria? Corynebacteria?
Actinomyces?.....?

3.4.2014, 13:17

Slika 3.71: Preparat po Gramu uvec¢anje X1000: Corynebacteria? Lactobacillus? Bifidobacteria?
Actinomyces?.....?




17.3.2014, 12:45

MKP I-LIKE? ILI BVP? ILI INERS? "BIOPSIO" NUGENT???

Slika 3.74: Preparat po Gramu uvecanje X1000: Bifidobacteria? Corynebacteria? Lactobacillus?

Actinomyces?.....?
12.4.2014,17:14

Slika 3.73: Preparat po Gramu uveé¢anje X1000: Corynebacteria? Lactobacillus? Bifidobacteria? BVAB1?
Actinomyces?.....?
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25.4.2014, 18:54

BIPHIDOBACTERIA IL1 LB

Slika 3.76: Preparat po Gramu uveéanje X1000: Lactobacillus? Bifidobacteria?Corynebacteria? BVAB1?
Actinomyces?.....?

11.3.2014, 13:52

Slika 3.75: Preparat po Gramu uveéanje X1000: Lactobacillus? Bifidobacteria? Corynebacteria? BVAB1?
Actinomyces?.....?
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U Tabeli 3.24 se nalaze podaci koji pokazuju rezultate mikroskopskog pregleda brisa
vaginalnog sekreta kod 21 trudnice koja se porodila pre 37. n.g. | ovu tabelu treba posmatrati
kao “sliku” koja pokazuje koliko se mikroskopski nalazi mogu razlikovati u zavisnosti od
dijagnostickih kriterijuma, kao i u odnosu na prisustvo razli¢itih ometajucih faktora kao $to su
CA, BIFIDO, LEPTO, KOKE I PMN ili razlika u vrednostima vaginalnog pH, odnosno

pozitivnog ili negativnog KOH testa.

Tabela 3.24:Rezultati mikroskopskog pregleda brisa vaginalnog sekreta kod 21 trudnice koja se porodila
pre 37. n.g.

NP- NP- NP- NP- NP- PMN

Nugent Ison  Claeys AMSEL KOH pH (o ,c.ch  2G/BIF  6G/LEPTO 6G/KOKE X200

1 INT KOKE LEUKO BV POZ 55 BVN CAF BIFIDO BVN BVN PMN3
2 NOR NOR NOR NOR POZ 44 NM NOR BIFIDO NM KOKE PMN1
3 NOR NOR NOR NOR NEG 4,0 NF NOR NOR NF NF PMN1
4 NOR NOR LEUK NOR NEG 4,7 NF CAN BIFIDO NF KOKE PMN3
5 NOR NOR NOR BV NEG 53 NN CAF BIFIDO NN NN PMN3
6 NOR NOR NOR NOR NEG 4,0 NF NOR NOR NF NF PMN1
7 NOR NOR LEUK NOR NEG 44 NF CAN BIFIDO NF KOKE PMN2
8 BV BV BV BV POZ 53 BVF BV BV BVF KOKE PMN3
9 INT INT INT BV POZ 55 NN CAN NOR LEPTO KOKE PMN2
10 NOR NOR NOR NOR NEG 4,0 NF NOR NOR NF NF PMN1
11 NOR NOR NOR NOR NEG 4,0 NF NOR NOR NF NF PMNO
12 NOR NOR  LEUKO NOR NEG 44 NF CAF BIFIDO LEPTO NF PMN2
13 NOR NOR NOR NOR NEG 40 NM NOR NOR NM NM PMNO
14 NOR NOR  [-LIKE NOR NEG 4,0 NF NOR NOR NF KOKE PMN3
15 BV BV BV BV POZ 50 BVF BV BV BVF KOKE PMNO
16 INT INT INT NOR POZ 4,0 BVN BV BV BVN BVN PMN1
17 NOR NOR NOR BV POZ 4,7 BVN CAM BV LEPTO BVN PMN1
18 INT CIST INT NOR NOR 50 NN CAN NOR NN KOKE PMN1
19 INT INT LEUKO NOR NOR 6,0 BVN CAN BIFIDO BVN KOKE PMN2
20 NOR NOR NOR NEG 4,0 NF NOR NOR NF NF PMN1
21 BV BV BV BV POZ 6,0 BVF CAF BV BVF KOKE PMN3

LEUKO=leukoreja; CAF=CA-FULL; CAM=CA-MID;CAN=CA-NULL,;

Iz tabele se vidi ono na $ta ukazujemo u najve¢em delu naSe diskusije, a to je kompleksnost i
razliCitost vaginalne flore, odnosno neophodnost da u buduc¢im ispitivanjima veca paznja bude
usmerena na stanja vaginalne flore koje nisu samo BV, CA 1 TV kao najc¢eS¢e vaginalne
infekcije, nego su neke druge bakterijske (Bifidobacteria, Corynebacteria, Coccae,
Leptotrichia) i nebakterijske forme (PMN) koje kao ¢lanovi (jedinice) mikrobne mreze mogu
znacajno da uticu na ¢lanove (jedinice) druge dve bioloske mreze citokinske i apoptotske, i vice
versa. lako je statisticka obrada podataka pokazala da pacijentkinje kod kojih smo detektovali
BIFIDO forme imale oko 10 puta vec¢i rizik od PP, gledajuci u ovu tabelu i uocavajuci koliko

se ovih sedam pacijentkinja razlikuje medusobno po drugim parametrima, ne mozemo da se ne
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zapitamo da li se radi o pojedina¢nim uzro¢nicima (Corynebacteria ili Bifidobacteria) ili o

bakterijskoj zajednici koja u krajnjoj meri dovodi do nezeljenog ishoda trudnoce.

3.9 CERVIKOMETRIJATPREVREMENI PORODAJ

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je duzina grlica ima normalnu distribuciju 1 da se
znacajnije ne menja do tre¢eg trimestra trudnoce, odnosno da promene u duzini grli¢a nisu od
klinickog znacaja i da su manje od 0,5 mm nedeljno [639-643]. Takode je potvrdeno da je
merenje duzine grlica merena transvaginalnom sonografijom (TVS) upotrebljiv u predvidanju
PP, i da je skracen grli¢ povezana sa povec¢anim rizikom za PP [644-647]. Ipak, mozemo reci
da ni danas ne postoji konsenzus ni precizna definicija ,,kratkog grli¢a* u trudnoc¢i, Sto bi bilo
od velikog znacaja s obzirom da novija istrazivanja pokazuju da bi medicinska intervencija u
takvim slucajevima mogla da smanji ucestalost PP [648-650]. Tako je pokazano da terapija
progesteronom [651-653] aplikacija serklaza [654, 655] primena antibiotika [656] ili
indometacina [657] moZe smanjiti broj PP. I za kratak grli¢, kao i za PP, mogli bi smo reéi da
predstavlja sindrom koji moZe biti prouzrokovan razlic¢itim etiolo§kim faktorima, sliénim onim
0 kojima smo govorili i kod PP. Uprkos velikom broju istrazivanja i danas postoje razlicita
misljenja o tome kada treba da po¢nemo sa merenjem duZzine grli¢a materice, koliko Cesto i u
kojim vremenskim razmacima trba to da radimo i da li cervikometrija treba da bude obavezna
kod svih trudnica (metoda). Cervikometrija se u nasem Centru radi unazad desetak godina kao
sastavni deo skoro svakog ultrazvucnog pregleda u trudnoéi, a obavezan je u periodu od 22.-
32.n.g. S obzirom da su mnogo vece studije koje su bile primarno dizajnirane ve¢ potvrdile da
merenje duzine grlica materice , uz FFN, predstavlja najvredniji marker u predvidanju PP, nas
primarni cilj nije bio da ispitamo njenu vrednost u predikciji PP, kao ni vrednost i efikasnost
razlicitih terapijskih pristupa kod pacijentkinja sa kra¢im grlicem. Nas primarni cilj bio je da
ispitamo da li je i u kakvoj je vezi duzina grli¢ca materice sa stanjem vaginalne flore, brojem,
vijabilno$¢u i apoptozom vaginalnih PMN i koncentracijama ispitivanih citokina.

Od 618 trudnica za koje nam je bio poznat termin porodaja 597 (96,6%) se porodilo u
terminu, dok se 3,4% (n=21) porodilo pre 37 n.g. Od 21 trudnice koja su se porodile pre termina
njih 13 (61,9%) porodilo se posle 34 n.g., 6 (28,5%) se porodilo izmedu 31 i1 34 n.g, a po jedna
je u grupi ranih i izuzetno ranih PP (Tabela 3.25). Takode treba uociti da je 11 pacijentkinja
poredeno posle 35 n.g. i da znacajan broj studija koje se odnose na PP kao granicu uzima 35

n.g., jer je posle ovog perioda perinatalni morbiditet i mortalitet znac¢ajno manji
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Tabela 3.25: Raspodela trudnica u odnosu na period trudnoc¢e u kome je doslo do PP

Umereno
RB Izuzetno rani PP Rani PP Rani PP Kasni PP
' pre 27.n.g 28-30,6. n.g (31-33,6. n.g) (34-36,6 n.g.)
1. 26,0 n.g. PT 29,3 PT 32,4 PT 34,0
2. PT 32,5 PT 34,2
3. PT 32,6 PT 35,0
4. PT 33,2 PT 35,2
5. PT 33,2 PT 35,3
6. PT 34,1 PT 35,3
7. PT 35,4
8. PT 36,0
9. PT 36,1
10. PT 36,1
11. PT 36,2
12. PT 36,2
13. PT 36,2

Srednja duzina grli¢a materice kod 597 pacijentkinja koje su imale terminski porodaj
iznosila je 40,8 £6,5 mm, a kod pacijentkinja sa PP 30,8 £9,0. T-test je pokazao da je ova razlika
statisticki visoko znacajna (p<0,001). Od ukupno 618 pacijentkinja uklju¢enih u nase
ispitivanje kod 568 (91,9%) duZina grli¢a je bila preko 30 mm, dok je 8,1% (n=50) imalo duZinu
manju od 30 mm. Od 597 trudnica sa terminskim porodajem kod 556 (93,1%,) duzina grli¢a je
bila preko 30 mm, dok je 41 (6,9%) imala duZinu grli¢a manju od 30 mm. U grupi sa PP 57,1%
(n=12) izmerena je duzina preko 30 mm, dok je 42,9% (n=9). Nikolaides i sar. [658] nasli su
da je srednja duzina grli¢a materice u drugom trimestru trudnoce je izmedu 35 1 38 mm, a duzina
grli¢a od 25 mm odgovara 10 percentili. U naSem ispitivanju mediana je 39 mm, a 5. percentila
28 mm. Najveci broj dosadas$njih studija koje se odnose na pacijentkinja sa malim rizikom za
PP ukazuje da je duzina grli¢a manja od 25 mm u periodu izmedu 18 i 24 nedelje gestacije
udruzena sa PP pre 35 nedelje (oko 5%), u odnosu na opstu populaciju gde je taj procenat oko
2,4%. vecina studija takode je pokazala da je cervikometrija bolji prediktor ranih PP (<32 n.g.),

a kao $to smo rekli u nasem ispitivanju preko 60% pacijentkinja se porodilo posle 35 n.g.

Primenom Hi kvadrat testa (%?) pokazana je da postoji povezanost izmedu duZine grli¢a
materice 1 termina porodaja (x2=35.336; df=1; p<0,001; Tabela 3.26). Takva znacajnost nadena
je 1 kada su pacijentkinje podeljene u dve grupe a kao grani¢na vrednost uzeta duzina grli¢a od
25 mm (x?=27.591; df=1; p<0,001; Tabela 3.27). Istim statistickim postupkom za grani¢nu
vrednost od 36 mm pokazano je postojanje asocijacije izmedu duzine grli¢a i termina porodaja
(x?=23.49; p<0,001; Tabela 3.28).
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Tabela 3.26: Prikaz dobijenih rezultata za duZinu grli¢a materice 30mm i termina porodaja

DUZINA GRLICA
TERMIN >30 mm <30 mm 2
n 556 41 597
TERMINSKI % 93,1 6,9 100,0
n 12 9 21
PRETERMINSKI % 571 429 100,0
n 568 50 618
3 % 91.9 8,1 100,0

¥?=35.34; df=1; p<0,001

Tabela 3.27: Prikaz dobijenih rezultata za duZinu grli¢a materice 25 mm i termina porodaja

DUZINA GRLICA 25 mm

TERMIN >25 mm <25 mm 2
n 581 16 597

TERMINSKI % 97,3 2,7 100,0
n 16 S 21

PRETERMINSKI % 76.2 23.8 100,0
n 597 21 618

2 % 96,6 3,4 100,0

¥?=27.59; df=1; p<0,001

Tabela 3.28: Prikaz dobijenih rezultata za duZinu grli¢a materice 36 mm i termina porodaja

DUZINA GRLICA
TERMIN 2
>36 mm <36 mm
n 452 145 597
TERMINSKI % 757 243 100,0
n 6 15 21
PRETERMINSKI % 286 71,4 100,0
n 458 160 618
) % 74,1 25,9 100,0

¥?=23.49; df=1; p<0,001

Od 597 trudnica sa terminskim porodajem kod 581 (97,3%,) duzina grli¢a je bila preko 25 mm,
a manje od 25 mm izmereno je kod 16 (2,7%) trudnica. Ali pri ovoj grani¢noj vrednosti 76,2%
(n=16) trudnica sa PP imalo je grli¢ preko 25 mm, a kraci od te vrednosti 23,8% (n=5). Dakle
od 618 pacijentkinja kod 597 (96,6%) grli¢ je bio duzi od 25 mm, a grli¢ kra¢i od 25 mm
izmeren je kod 3,4 % (n=21) pacijentkinja.

Primenom t-testa, (Leveneov test) utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika

izmedu duzine grli¢a materice u odnosu na broj PMN odreden pregledom preparata po Gramu
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na uvecanju x200 (p<0,05), dok takva znacajnost nije nadena za druge dve semikvantitativne
metode na uvecanjima x400 1 x1000. Nijedna od dve kvantitativne metode odredivanja broja
PMN nije pokazala povezanost izmedu broja PMN i duzine grlica materice. Ovi podaci su od
znacaja ukoliko ih sagledamo u svetlu cinjenice da duzina grlica materice merena
transvaginalnom sonografijom, uz fetalni fibronektin, danas predstavlja najvredniji prediktor
PP. Tako bi povecan broj PMN na mikroskopskom uvecanju X200 mogao biti indikacija za
ultrazvuéni pregled vaginalnom sondom, odnosno cervikometriju. Broj i vijabilnost vaginalnih

PMN nisu pokazali statisticki zna¢ajnu povezanost sa duzinom grli¢a materice.

Ako sad detaljnije analiziramo podatke kod 21 pacijentkinja sa grlicem <25 mm do¢i
¢emo do nekih zaklju€aka koji izmicu statistici a koji su po naSem misljenju za razumevanje
dobijenih rezultata. Tako, ako znamo da se 16 pacijentkinja sa grlicem <25 porodilo u terminu,
mogli bi smo doc¢i do zakljucka da se u naSem ispitivanju vecina trudnica sa grlicem < 25
porodila u terminu (16/21). Medutim ukoliko znamo da su sve ove trudnice dobijale terapiju
progesteronom a da je kod pet trudnica stavljen serklaz onda je jasno da ne mozemo znati koliko
bi se ovih trudnica porodilo pre vremena a koliko u terminu da nisu lecene. U Tabelama 3.29 i
3.30 su prikazane duzine grlica za svaku od ovih pacijentkinja kao i ishod trudnoc¢e. Ono §to
smatramo veoma vaznim i Zelimo istaci jeste ¢injenica da su sve ove pacijentkinje doSle na
pregled i da nisu imale nikakve simptome. Dakle ni jedna od 5 pacijentkinja sa grlicem < 15
mm nije navodila nikakve tegobe. Mada smo u tim slucajevima insistirali na preciznim
anamnestickim podacima unazad nekoliko dana ili nedelja vecina pacijentkinja je negirale bilo
kakve tegobe koje bi ukazivale na mogu¢i PP. Svakako su najupecatljivije dve trudnice kod
kojih je grli¢ bio 10 ili 14 mm, i kod kojih su klini¢kim pregledom videni plodovi ovojci, a koje
pri tome nisu imale nikakve simptome, ni tog ni prethodnih dana. Kao $to se vidi u tabeli grli¢
<15 mm imalo je 5 pacijentkinja od kojih su se 3 porodile pre termina uprkos aplikaciji cerklaza
i medikamentnoj terapiji, dok su se primenom istih procedura 2 trudnice porodile u terminu.
Iako neki autori u literaturi navode kao grani¢nu vrednost od 15 mm za rizik od PP, nasi rezultati
ukazuju da je u takvim slucajevima verovatnoca da ¢e se trudnica poroditi pre termina veca,
bez obzira na primenjenu terapiju Ako sad analiziramo grupu pacijentkinja sa grlicem >15 mm
a <25 mm vidimo da tu imamo 14 pacijentkinja koje su se porodile u terminu, dok su se 2
pacijentkinje porodile pre termina. Kao §to smo rekli najve¢i broj autora danas uzima kao
granicnu vrednost 25 mm 1 smatra da u takvim slucajevima treba zapoceti terapiju
progesteronskim preparatima, a po nekima aplikovati serklaz. Sve pacijentkinje sa grlicem

kra¢im < 20 mm upucivane su u tercijarnu ginekoloSku ustanovu radi eventualne aplikacije
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serklaza, primene tokoliticke i/ili progesteronske terapije, a u zavisnosti od mikroskopskih i
mikrobioloskih analiza ukljucivana je i antibiotska i/ili antimikoti¢na terapija. Nakon otpusta
sve pacijentkinje su nastavljale sa terapijom progesteronom do 34- 35 n.g., i ¢eS¢e su
kontrolisane. Samo dve od 16 pacijentkinja porodile su se pre termina, i obe su imale kasni PP.
Mislimo da ovi rezultati potvrduju znacaj cervikometrije pri svakom ultrazvuénom pregledu
trudnice, bez obzira da li ima ili nema simptome koji ukazuju na PP, i da se takvim pristupom
moze izdvojiti rizi¢na grupa, a pravovremenom i adekvatnom terapijom znacajno smanyjiti

ucestalost PP.

Tabela 3.29: Raspodela pacijentkinja na osnovu duzine grli¢a (10 — 30 mm) u odnosu na termin porodaja

Duzina grli¢a (mm)
10 11 14 15 17 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

w7 1 0 1. 0 1 2 1 1 1 2 6 3 3 5 6 8

pp 01 1 .12 0 0 0 0 0 2 0 O 0 1 0 3

Tabela 3.30: Raspodela pacijentkinja na osnovu duZine grli¢a (31 — 45 mm) u odnosu na termin porodaja
DuZina grli¢a (mm)
31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 45

TP 8 8 15 16 25 32 18 38 26 37 38 28 30

PP 1 0 2 1 0 2 1 1 2 0 1 0 1

Vecina istrazivaca slaze se da je PP malo verovatan ukoliko je duZina grlica > 30 mm [659-
662]. Sa ovakvim stavom saglasni smo i mi bez obzira §to smo analizom ROC krive najbolje
rezultate dobili za grani¢nu vrednost 36,5 mm. Medutim ono po ¢emu se nasa studija razlikuje
od drugih ovakvo tipa jeste na$ stav da u ovom ispitivanju svim pacijentkinjama sa grlicem >25
mm a < 30 mm uvedemo progesteronsku terapiju 200 mg vaginalno u jednoj dozi uvece, kasno
pre spavanja. Dakle ova grupa pacijentkinja nije hospitalizovana, ali je kontrolna cervikometrija
radena prve dve nedelje na 7 dana, a potom na 2-3 nedelje do termina. Ako sad pogledamo
rezultate prikazane u tabeli videCemo da smo u ovoj grupi imali 29/618 (4,7%) pacijentkinja,
kojima smo mozda po trenutnim medicinskim postulatima neopravdano davali terapiju
progesteronom. Medutim ako pogledamo rezultate videcemo da se 25 (86,2%) ovih
pacijentkinja porodilo u terminu, a 4 (13,8%) pre termina. Naravno kako nismo imali kontrolnu

ili placebo grupu ovi rezultati nam ne daju za pravo da donosimo statisticke zakljucke, ali mi
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mislimo da je i u ovim slucajevima terapija progesteronom znacajno uticala na manji broj PP u

0Vvoj grupi pacijentkinja.

Od 21 trudnice koja su se porodile pre vremena 5 je imalo grli¢ kraci od 25 mm, Cetiri
duzi od 25 ali <30 mm, 6 u grupi >30 mm a <36, a preostalih 6 je duzina grli¢a bila preko 36

mm (Tabele 3.29 i 3.30).

ROC kriva

1.0

== dufina grlica 36mm
== ref linija

0.8

Senzitivnost

0.4+

0.2

0.0 T T T
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Grafikon 3.46: ROC kriva za duZinu grli¢a 36 mm

Tabela 3.31: ROC kriva - tabelarni prikaz parametara koji su dali statisti¢ku znac¢ajnost

PovrSina Standardna Nivo 95% grani_ca
Test ispod oy znadajnosti pouzdanosti Cl
Krive greska () Minimum Maksimum
Duzina grli¢a 36 0,829 0,040 0.000 0.750 0,900

mm
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Grafikon 3.47: Odnos senzitivnosti i specifi¢nosti za duZinu grli¢a

Tabela 3.32: Tabelarni prikaz distribucije specifi¢nost i senzitivnost u odnosu na duZinu grli¢a

DuZina grli¢a Senzitivnost Specifi¢nost
32,5 0,48 0,90
33,5 0,57 0,88
34,5 0,62 0,85
35,5 0,62 0,81
36,5 0,71 0,76
37,5 0,76 0,73
38,5 0,81 0,66
39,5 0,90 0,62
40,5 0,90 0,56
41,5 0,95 0,49

Iz grafikona jasno se vidi da postoji obrnuta korelacija izmedu rizika za PP i duZine

grli¢a materice, a ovakvi rezultati nadeni su u velikom broju studija [663-669]. Davies i sar.

[670] kod 964 nasli su senzitivnost od 57% 1 specifi€nost od 82% za grani¢nu vrednost od 30
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mm izmedu 24 1 28 nedelje gestacije. Pozitivna prediktivna vrednost bila je svega 4,5% za PP
<35 n.g. zato $to je i u ovoj studiji broja pacijentkinja sa PP bio mali (n=46). Iz Tabele 3.26 se
vidi da je specifi¢nost 93,1% odnosno da je 6,1% rezultata lazno pozitivno, dakle pacijentkinje
su imale grli¢ kra¢i od 30 mm ali su se ipak porodile u terminu. S druge strane senzitivnost
42,9% znaci da je 57,1% lazno negativnih jer su imale grli¢ preko 30 mm a porodile su se pre
termina. Pozitivna prediktivna vrednost (PPV) iznosila je 18% dok je negativna prediktivna
vrednost (NPV) 97,9%. U naSem ispitivanju za grani¢nu vrednost od 25 mm senzitivnost je
iznosila 23,8%, a specifi¢nost 97,3% (Tabela 3.27). Dakle smanjivanjem duZzine grli¢a materice
smanjuje se senzitivnost i povecava specifi¢nost cervikometrije, a sa porastom duZzine grlica
materice deSava se obrnuto $to se najbolje vidi na Grafikonu 3.47.Velika studija lamsa i sar.
[647] kada je poredila zene koje su imale duzinu grli¢a iznad 75. percentile sa onima koje su
imale kra¢i grli¢ u 24 n.g nasla je da pacijentkinje sa grli¢em kra¢im od 30 mm (25. percentila)
imaju 4x veci relativni rizik (RR), 6X za grli¢ <26 mm (10. percentila), 9X za grli¢ ispod < 22
mm (5. percentila) i 14X veci RR ako je duzina grlica manja od 13 mm (1. percentila).

Tabela 3.33: Percentile za duZinu grli¢a u odnosu na termin porodaja
Terminski  Preterminski Ukupno

Y 597 21 679
Srednja vrednost 40,82 30,86 40,41
Mediana 41,00 33,00 41,00
Standardna devijacija 6,53 9,03 6,84
Minimum 10,00 11,00 10,00
Maksimum 50,00 45,00 50,00
5 29,00 11,30 28,00
10 33,00 14,20 32,00
15 35,00 17,70 34,00
20 36,00 24,00 35,00
25 37,00 26,00 36,00
30 38,00 29,20 38,00
35 39,00 30,00 38,00
40 40,00 30,00 39,00
45 41,00 30,90 40,00
Percentile 50 41,00 33,00 41,00
55 42,00 33,10 42,00
60 43,00 34,40 43,00
65 44,00 36,00 44,00
70 45,00 36,40 45,00
75 46,00 37,50 45,00
80 47,00 38,60 46,00
85 48,00 39,00 48,00
90 49,00 40,60 49,00
95 50,00 44,60 50,00
100 50,00 45,00 50,00
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Ipak i u ovoj studiji PPV je bila izmedu 6-44% a senzitivnost 47%, dakle veoma slabi u
populaciji pacijentkinja sa malim rizikom za PP. I u nasoj studiji su dobijeni slabi rezultati za
PPV i senzitivnost, i ovo je glavni razlog zbog koga neki smatraju da uvodenje skrininga u
populaciji asimptomatskih pacijentkinja, odnosno pacijentkinja sa malim rizikom za PP, nije
opravdano. Percentile dobijene u nasem ispitivanju za tri grupe trudnica prikazane su u Tabeli
3.33.Jo$ jednom naglaSavamo c¢injenicu da je nasa populacija trudnica asimptomatska, a
dobijeni rezultati potvrduju vrednost cervikometrije u otkrivanju trudnica sa visokim rizikom
za PP kod kojih se leCenjem znacajno moze produziti trajanje trudnoce i smanjiti ucestalost PP
Verujemo da ju ovakav pristup u nasem ispitivanju u znac¢ajnoj meri doprineo da ucestalost PP
bude 3,4%, a ne ocekivanih 6-9% koliko se krece u razli¢itim regionima Srbije. Zato se
zalazemo da cervikometrija u periodu od 20-28 nedelje trudnoée bude obavezna, i verujemo da

bi takav klini¢ki protokol doprineo smanjenju broja PP u nasoj zemlji.

Nijedan od mikroskopskih nalaza koji se odnose na razli¢ite poremecaje vaginalne flore
nije pokazao statisticku znacajnost u odnosu na duzinu grli¢a materice, $to nije nadeno ni u
vecini drugih istrazivanja. Tako u svom radu Manusco i sar. [671] su analizirali rezultate kod
949 pacijentkinja, koristeé¢i jednostavni lineranu regresioni model nasli su da je Nugentov skor
u obrnutoj korelaciji sa duzinom grli¢a materice (linearni regresioni koeficijent= -0.33, p =
0.003), a pacijentkinje sa Nugentovim zbirom > 7 ( BV) imali su znacajno kra¢i grli¢ u odnosu
na one sa nizim Nugentovim zbirom (28.0 mm vs. 29.9 mm, p = 0.04). Ipak, koris¢enjem
kovarijanti prilagodenog modela nisu nasli statisticku znacajnost u odnosu na Nugentov zbir (p
= 0.259) duzina grli¢a materice bila je slicna kod pacijentkinja sa BV i onih sa intermedijarnim
1 normalnim nalazom (29.8 mm vs. 30.2 mm). Drugim statistickim postupkom (ANOVA,
Tamhane post hoc test) mi u naSem ispitivanju nismo nasli statisticki znacajne razlike izmedu
ove tri grupe pacijentkinja na osnovu podele po Nugentu, mada se i u naSem ispitivanju
pacijentkinje sa normalnim nalazom imale najvecu srednju duzinu grlica 40,7 mm, one sa
intermedijarnim nalazom 40.2 mm, a pacijentkinje sa BV 39.7 mm. Isti statisti¢kim postupkom
nismo nasli statisticki znacajne razlike izmedu duzine grli¢a materice i podela po Amselu, Ison
Hayu, Claeysu, NP-6G, NP-2G, NP-2G, kao ni na osnovu podela koje su napravljene
izdvajanjem razlicitih ometajucih faktora CA, KOKE, BIFIDO i LEPTO forme. Ipak nalaz koji
se izdvaja i koji je u ovakvoj statisti¢koj analizi na granici statisticke znacajnosti (p=0,054). je
onaj koji se odnosi na duzinu grli¢a materice kod pacijentkinja sa BIFIDO grupom. Tako su
pacijentkinje iz BIFIDO grupe imale srednju duzinu grli¢a 37,8 mm, pacijentkinje sa BV 39,9

mm, a pacijentkinje sa normalnim nalazom 40,8 mm. Primenom ANOVA i post hoc Tamhane
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testa (Tabele 3.34 i 3.35) nije nadena statisti¢ka znacajnost izmedu pacijentkinja sa normalnim
nalazom i BV (p=0,423) ili pacijentkinja sa BV i BIFIDO grupe (p=0,293), dok je izmedu
pacijentkinja sa normalnim nalazom i BIFIDO grupom bila na granici statisticke znacajnosti
(p=0,054). Ovo smatramo veoma interesantnim nalazima s obzirom da je samo ova grupa
(BIFIDO) pacijentkinja pokazala najveci relativan rizik (RR=9,7) za PP. Zato smatramo da je
ovaj nalaz jos jedna potvrda moguceg znacaja ovih bakterijskih formi u predvidanju rizika za
PP, odnosno da bi u budu¢nosti kombinacija mikroskopskog nalaza i merenja duzine grlica
mogla dati bolje rezultate u predikciji PP. Dakle za razliku od zaklju¢ka autora koji ukazuju da
BV nije nezavisan prediktor za krac¢i grli¢ materice, ukazujuc¢i da nedostatak povezanosti na
neki nalin objaSnjava zaSto dosadasnja ispitivanja nisu nasla povezanost izmedu
asimptomatske BV i PP, odnosno neuspesnog le¢enja. Mi bi smo mogli zakljuéiti da ne samo
BV, nego i drugi poremecaji vaginalne flore prema razli¢itim podelama i grupama pacijentkinja
u naSem ispitivanju nisu znacajnije povezani sa duzinom grli¢a materice. Primenom ROC
analize krive takode nije nadena statisticka znacajnost (povrsina ispod krive 0.47) izmedu
duzine grlica materice i normalnog ili patoloSkog nalaza mikroskopskog nalaza preparat
bojenog po Gramu na osnovu NP-6G. Kao ni autori pomenute studije nismo nasli statisticku
Znacajnost izmedu vrednosti pH i duZine grli¢a materice, a u naSem ispitivanju ni rezultati KOH

testa nisu bili povezani sa duzinom grli¢a materice (t-test).

Tabela 3.34: Duzina grli¢a u odnosu na NP-2G/BIFIDO (ANOVA)

. Srednja Standardna Standardna 95% Interval poverenja

vrednost  devijacija greska Donja granica  Gornja granica
Duzina NOR 467 40,83 6,49 0,30 40,24 41,42
grli¢a BV 163 39,95 7,15 0,56 38,85 41,06
BIF 48 37,77 8,46 1,22 35,31 40,23
Total 678 40,40 6,85 0,26 39,89 40,92

Tabela 3.35: DuzZina grli¢a u odnosu na NP-2G/BIFIDO (Tamhane post hoc)

Raé'”fz Standardna 95% Interval poverenja
\frr:dﬂégﬁ greska Donja granica ~ Gornja granica
NOR BV 0,88 0,64 0,423 -0,65 2,41
DuZina BIF 3,06 1,26 0,054 -0,04 6,16
grlica BV NOR -0,88 0,63 0,423 -2,41 0,65
BIF 2,18 1,34 0,293 -1,11 5,47
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NOR -3,06 1,26 0,054 -6,16 0,04

BIF BV -2,18 1,34 0,293 -5,47 1,11

Rezultat koji smo ve¢ pominjali u diskusiji 0 PMN smatramo znacajnim jer smo razli¢itim
statistickim metodama pokazali povezanost izmedu duzine grlica materice i broja PMN, a
najbolje rezultate dala je semikvantitativna metoda na uvecanju x200. Tako je primenom
ANOVE i post hoc Tamhane testa u podeli PMN na 4 grupe pokazano da postoji statisti¢ka
znacajnost na mikroskopskim uvecanjima x 200 i 1000 ali ne i na uvecanju x400. Treba se jo§
jednom se podsetiti koliko se razlikuje broj pacijentkinja sa normalnim i patoloskim brojem
PMN u zavisnosti od mikroskopskog uvecanja. Ukratko, na osnovu semikvantitativne procene
broja PMN na uvecéanju x200 188 pacijentkinja imalo nalaz PMNO, dok je na osnovu pregleda
na uvecanju x1000 u ovoj grupi bilo 60 pacijentkinja viSe, dok je u grupi PMN3 bilo 60
pacijentkinja manje. Kao $to smo detaljno objasnili tacno 100 pacijentkinja sa patoloskim
nalazom PMN na uvecanju x200, imalo je normalan broj PMN na uvecanju x1000. Zato je
statistiCkom analizom (ANOVA) rezultata dobijenih na uvecanju x200 nadena statisticki
znacajna razlika u odnosu na duzinu grli¢a materice izmedu grupe PMNO i PMN3, dakle one
sa najmanjim 1 nave¢im brojem PMN (p=0,006), dok je istim statistickim postupkom takva
razlika nadena izmedu PMNO i PMN1 (p=0,05), dakle izmedu dve grupe sa normalnim brojem
PMN, a objaSnjenje leZi u prethodno pomenutim ¢injenicama i razlicitoj raspodeli pacijentkinja
na osnovu dva razli¢ita mikroskopska uvecanja. Ovi rezultati indirektno potvrduju vecu
vrednost NMMP na uveéanju x 200 u semikvantitativnoj proceni broja PMN na
mikroskopskom preparatu bojenom po Gramu. To istovremeno objasnjava zasto je primenom
t-testa pokazana statisticka znacajnost izmedu broja PMN 1 duZine grli¢a materice (p<0,05) ali
samo na mikroskopskom uvecanu x200, dok takva znacajnost nije utvrdena za druge
semikvantitativne i1 kvantitativne metode u kojima je odredivana njihov broj ili vijabilnost.
Srednja duzina grli¢a materice kod pacijentkinja koje su se porodile posle 37 n.g bila je 40,8
+6,5 mm, a kod pacijentkinja koje su se porodile pre 37 n.g. iznosila je 30,8 £9,0 mm.

Nije nadena korelacija izmedu duZine grli¢a materice i koncentracija ni jednog od 13 ispitivanih
citokina.

Dosadasnja ispitivanja su pokazala da bi primena preparata progesterona kod pacijentkinja sa
kra¢im grlicem materice mogla da smanji ne samo ucestalost PP, nego da smanji perinatalni
morbiditet i mortalitet u takvoj populaciji trudnica. Ipak moramo re¢i da danas ne postoji
konsenzus o primeni progesterona kada su u pitanju grani¢ne vrednosti duzine grlica, vrste

progesteronskih preparata, njihovi oblici ili doze kao ni o trajanju terapije. Iste dileme i veca
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neslaganja postoje i kada je u pitanju aplikacija serklaza kod ovih pacijentkinja. Izdvoji¢emo
dve znacajnije klinicke studije ¢iji rezultati ukazuju da cervikometrijom mozemo izdvojiti
grupu trudnica sa poveéanim rizikom za PP i primenom progesteronskih preparata smanjiti
njegovu ucestalost, odnosno produziti trajanje trudnoce, i tako smanjiti ukupni perinatalni
morbiditet i mortalitet. Prva je studija Fonsece i sar. [651] koja je pokazala da vaginalha
primena progesterona smanjuje rizik od PP za oko 44% kod pacijentkinja sa krac¢im grlicem
materice. U ovoj randomizovanoj dvostruko slepoj studiji pacijentkinje sa grlicem <15 mm
izmedu 20- 25 n. g. dobijale su 200 mg progesterona vaginalno ili palcebo od 24- 34 nedelje
trudnoce. Ucestalost PP pre 34 n.g. bila je znacajno niza kod pacijentkinja koje su dobijale
progesteron u odnosu na placebo grupu (19.2% (24/125) i 34.4% (43/125); P = 0.007). Druga
studija koja je pokazala korist od vaginalne primene progesterona je studija De Franco i sar.
[652] koji su ispitivali efekat primene vaginalnog progesterona za dve grani¢ne vrednosti
duzine grlica materice <30 mm i <28 mm. Kod pacijentkinja koje su dobijale progesteron u
odnosu na pacijentkinje iz placebo grupe, (grani¢na vrednost < 30 mm), primecen je trend
kasnijeg porodaja (p = 0.057). Ipak, nije nadena razlika u ucestalosti PP <32 n.g. Za drugu
grani¢nu vrednost <28 mm pacijentkinje koje su dobijale vaginalni progesteron imale su manju
ucestalost PP <32 n. g., iako ovo nije primeceno za PP pre 35. ili 37. nedelje trudnoce. Tako
su ove dve studije i uticale na nasu odluku da u ovom ispitivanju sve pacijentkinje sa duzinom
grlica <30 mm dobiju terapiju sa 200 mg progesterona vaginalno jednom dnevno.

Na osnovu rezultata naSeg ispitivanja, kao i na osnovu podataka iz literature mogli bi
smo zakljuciti da cervikometrija predstavlja relativno jednostavnu i bezbednu proceduru koju
pacijentkinje dobro prihvataju i podnose i da se kao takva moze koristiti u predikciji PP. Ipak,
rezultati naseg ispitivanja su pokazali da od 21 pacijentkinje sa PP, 9 je imalo grli¢ <30 mm,
dok je kod 12 pacijentkinja grli¢ bio > 30 mm. Od ovih 12 pacijentkinja kod 6 je izmeren grli¢
<36 mm, dok je kod preostalih 6 izmerena duzina grlica materice bila ve¢a od 36 mm. Ovi
rezultati jasno ukazuju da se cervikometrijom ipak moze izdvojiti samo odreden deo populacije
koji ima povecan rizik za PP, i da bi kombinovana primena nekih drugih testova, kao $to je
naprimer fetalni fibronektin, mogla znacajno da doprinose boljim rezultatima o ¢emu smo ve¢
diskutovali. Ovo je naravno potpuno razumljivo ukoliko znamo da PP ima multifaktorijalnu
etiologiju, tako da ni u buducnosti primena samo jednog bioloskog markera nece dati bolje
rezultate. Ovakav stav je u potpunosti saglasan sa rezultatima velike metaanaliti¢ke studije u
kojoj su Conde-Agudelo i sar. [585] zakljuéili da nijedan od do sada opisanih biomarkera ne
ispunjava kriterijume za primenu u klini¢koj praksi, kao i da bi primena viSe markera dala bolje

rezultate. Ovde ¢emo samo napomenuti da se merenjem duzine grli¢a materice kod znacajnog
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broja Zena mogu izbec¢i nepotrebne hospitalizacije ili medicinske intervencije. Znacajan broj
zena javlja se ginekologu zbog tegoba koje ukazuju na PP, kao S§to su neodredeni bolovi u
donjem delu stomaka, bolovi u ledima i slicno. Kod znacajnog broja pacijentkinja veliki broj
klinicara 1 bez merenja grlica materice ili samo na osnovu anamnestickih podataka 1 klinickog
pregleda donosi odluku o uvodenju progesterona u terapiju. Takode, nije mali broj Zena koje
zbog tegoba u prvom trimestru trudnoce (bolovi, krvarenja) ovu terapiju dobijaju tokom citave
trudnoce, jer lekar koji ukine terapiju progesteronom ,,preuzima odgovornost™ za eventualni
PP, bez obzira $to je recimo duzina grlica u tom trenutku bila 45 mm. Iz naseg klinickog
iskustva mogli bi smo rec¢i da vecéina lekara smatra terapiju progesteronom potpuno bezbednom
i da se on u velikom broju slucajeva nekriticno uvodi u terapiju, a takode je jasno da i njegova
primena moze pomo¢i samo odredenoj subpopulaciji trudnica. Treba se prisetiti da je pre 10-
20 godina najveéi broj trudnica sa ovakvim tegobama dobijao terapiju oralnim tokoliticima, sve
dok prospektivne randomizovane studije nisu pokazale da njihova primena u trudno¢i ima veéu
Stetu nego korist 1 donesena odluka da se prekine sa njihovom upotrebom. Kakav ¢e biti nas
stav o primeni progesteronskih preparata u trudno¢i za 10 godina ne znamo, kao $to ni sada ne
mozemo biti sigurni da je primena progesterona u trudnoci stvarno toliko bezopasna i za majku
i dete. Takode ¢emo ukazati na podatak na koji nismo naisli u literaturi i o kome se veoma malo
govori, a za koji mislimo da je veoma vaZzan kada govorimo o razli¢itim prediktorima PP, a koji
se odnosi na njegovu prihvatljivost od pacijenta. Na osnovu klinickog iskustva i1 razgovora sa
pacijentima, najveci broj pacijentkinja mnogo lakSe prihvata pregled vaginalnom sondom nego
pregled pod spekuluma, bimanuelni ginekoloski pregled ili uzimanje uzorka krvi §to je
neophodno da bi smo dobili uzorak za 99% postojecih prediktora PP. Zbog toga mislimo da u
tom pogledu cervikometrija ima veliku prednost u odnosu na sve druge biomarkere, odnosno
da u tom pogledu ima najvec¢u vrednost kao moguca skrining metoda.

Dakle ukoliko bi smo na kraju sumirali nase rezultate koji se odnose na cervikometriju zakljucili
bi smo da pacijentkinje sa duzinom grli¢a preko 36 mm imaju vrlo mali rizik za PP, one sa
duzinom grli¢a izmedu 30 i 36 mm su u malom riziku, dok one sa duzinom grli¢a 30 mm i
manje imaju visok rizik za PP, koji progresivno raste sa skrac¢ivanjem grli¢ca materice. Opet
naglaSavamo da nijedna od nas$ih trudnica sa PP (n=21) nije imala nikakve simptome i da su
dosle na zakazan pregled radi uzimanja uzoraka, sto samo potvrduje vrednost transvaginalne
sonografije 1 na$ stav da svaki ultrazvucni pregled posle 20 n.g. kao integralni deo mora imati
i merenje grli¢a materice transvaginalnom sonografijom. Medutim, kao $to smo rekli ovakvim

postupkom otkrivamo samo deo trudnica sa visokim rizikom za PP.
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Zato ¢emo ovde ukratko pokusati da ukazemo na faktore koji su u nasem ispitivanju
pokazali da bi mogli da se koriste u predikciji PP. U populaciji asimptomatskih trudnica izmedu
24-28 n.g. u grupi sa povecanim rizikom bile bi one kod kojih smo detektovali jedan ili viSe
sledecih riziko faktora:

1. Detekcija BIFIDO formi mikroskopskim pregledom preparata po Gramu
2. Skracen grli¢ materice (<30 mm) izmeren transvaginalnom sonografijom
3. Povecan broj PMN na mikroskopskom uvecanju x200
4. Smanjen procenat apoptoze
5. vrednosti pH >4,5
6. BV
Pre analize rezultata prikazanih u Tabeli 3.36 ukaza¢emo na neke po nasem misljenju vazne

¢injenice za razumevanje i tumacenja ovih rezultata.

Tabela 3.36: Faktori rizika za PP dobijeni u ovom ispitivanju kod trudnica sa PP
Duzina PMN

BIFIDO grlica %200 pH KOH AMSEL NP-6G
1 BIFIDO 30 PMN3 5,5 POZ BV BVN
2 BIFIDO 36 PMN1 4,4 POZ NOR NM
3 NOR 33 PMN1 4,0 NEG NOR NF
4 BIFIDO 11 PMN3 4,7 NEG NOR NF
5 BIFIDO 24 PMN3 5,3 NEG BV NN
6 NOR 37 PMN1 4,0 NEG NOR NF
7 BIFIDO 30 PMN?2 4,4 NEG NOR NF
8 BV 31 PMN3 53 POZ BV BVF
9 NOR 24 PMN?2 5,5 POZ BV NN
10 NOR 39 PMN1 4,0 NEG NOR NF
11 NOR 39 PMNO 4,0 NEG NOR NF
12 BIFIDO 28 PMN?2 4,4 NEG NOR NF
13 NOR 38 PMNO 4,0 NEG NOR NM
14 NOR 14 PMN3 4,0 NEG NOR NF
15 BV 45 PMNO 50 POZ BV BVF
16 BV 34 PMN1 4,0 POZ NOR BVN
17 BV 15 PMN1 4,7 POZ BV BVN
18 NOR 41 PMN1 50 NEG NOR NN
19 BIFIDO 33 PMN2 6,0 NEG NOR BVN
20 NOR 36 PMN1 4,0 NEG NOR NF
21 BV 30 PMN3 6,0 POZ BV BVF

Prvo, treba se prisetiti da je dijagnoza stanja vaginalne flore tokom ispitivanja vrSena na
osnovu mikroskopskog pregleda NPVS, odredivanje vaginalnog pH, probe sa 10% KOH i
pregleda NPVS sa 10%KOH. Procena stanja vaginalne flore radena je na osnovu modifikovanih
kriterijuma po Amselu. Na osnovu ovih nalaza pacijentkinje su dobijale odgovarajucu terapiju:
pacijentkinje sa BV 1 prisutnim clue cells leCene metronidazolom 2x500 mg 7 dana uz

istovremenu lokalnu primenu prebiotika i/ili acidifikant, dok su pacijentkinje bez clue cells i
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hipocelularnim nalazom bez obzira na pozitivna ili negativna dva testa (pH i KOH) takode
dobijale prebiotik sa acidifikantom. Pacijentkinje kod kojih su na NPVS sa 10% KOH
detektovane spore ili hife gljivica tretirane su antimikotickom terapijom. Pacijentkinje sa
povecanim brojem PMN kod kojih nismo detektovali gljivice a kod kojih smo mikroskopski
nasli predominaciju SBF ili podjednak broj laktobacila i sitnih bakterijskih formi dobijale su
terapiju Eritromicin 500 mg 4x1 7 dana jer smo smatrali da se kod ovih pacijentkinja radi o
aerobnom vaginitisu (AV). Kao $§to smo rekli ovaj istrazivacki projekat nije bio primarno
dizajniran da proceni efikasnost razli¢itih terapijskih pristupa (progesteron, antibiotici,
prebiotici, acidifikanti, antimikotici) zbog Sega smo u pogledu leenja postovali vazece principe
i protokole dobre klinicke prakse kao i nasa klinicka iskustva o ¢emu smo ve¢ detaljno
diskutovali. Dakle, iako statistickom analizom rezultata u naSem ispitivanju nije naden poveéan
rizik od PP kod pacijentkinja sa BV ili drugim poremecajima vaginalne flore na osnovu NPVS,
kao ni kod pacijentkinja kod kojih su na NPVS detektovane spore i hife kvasnica ili povecan
broj PMN, treba imati u vidu ¢injenicu da je najveci broj takvih, pacijentkinja lecen jednom ili
viSe pomenutih terapijskih opcija. Dakle, mi u ovom trenutku ne mozemo precizno odgovoriti
na pitanje koliko je terapija bilo progesteronom bilo antibioticima ili drugim oblicima terapije
uticala na dobijene rezultate, povezanost pojedinih parametara sa rizikom za PP, kao ni na
krajnu ucestalost PP u ovom ispitivanju. Takode, ne mozemo odgovoriti ni na pitanje u kolikoj
je meri primena progesterona kod svih pacijentkinja sa grlicem <30mm ili aplikacija serklaza
uticala na tok i ishod trudnoce. Ipak, ¢injenica da je ucestalost PP u naSem ispitivanju bila
dvostruko do trostruko manja od ocekivane, mislimo da su pomenuti terapijski protokoli
odlucujuée uticali na nisku ucestalost PP u nasem ispitivanju.

U prilog ovome govori i ¢injenica da pacijentkinje iz grupe BIFIDO, koje su na osnovu
statisticke analize imale najveci rizik za PP, nisu ni bile prepoznate pregledom NPVS nego su
BIFIDO forme tumacene kao laktobacili a ove pacijentkinje smatrane zdravim, zbog ¢ega u
najveéem broju slucajeva nisu ni dobijale nikakvu terapiju. Da li i kako treba leciti pacijentkinje
iz grupe BIFIDO ostaje da se utvrdi u buduéim istrazivanjima. Ukoliko pogledamo Tabelu 3.36
primeti¢cemo da i kada ukrstimo sve ove faktore koji su u nasem ispitivanju pokazale da bi u
vecoj ili manjoj meri uticati na povecan rizik za PP, ipak nam ostaju tri pacijentkinje (14,3%)
koje su se porodile pre termina, a nisu imali nijedan od faktora rizika prepoznatih u ovom
ispitivanju. Ovi nalazi potvrduje da PP moze biti pokrenut razli¢itim etioloskim faktorima i
ukazuju na potrebu za koriS¢enjem razli¢itih testova da bi pravovremeno prepoznali trudnice
sa povecanim rizikom za PP i adekvatnim le¢enjem smanjili njegovu ucestalost koja se u

zadnjih nekoliko decenija nije znacajnije menjala.
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4 ZAKLJUCCI

. Uporedna statisticka analiza rezultata dobijenih na osnovu NP-6G pokazala je dobru
asocijaciju (%) i slaganje (k indeks) u odnosu na postoje¢e dijagnosticke Kriterijume
(Nugent, Amsel , Ison/Hay i Claeys). i tako potvrdila svoju vrednost i upotrebljivost u
klini¢koj praksi. Ipak, ovako dobri rezultati su posledica visoke podudarnosti kod
hipercelularnih i srednje celularnih nalaza (NF, NM, BVF, BVM) 80-95%, dok je ova
podudarnost znac¢ajno manja (30%) u grupama sa hipocelularnim nalazom (NN+BVN).
Novi metod mikroskopskog pregleda (NMMP) preparata bojenog po Gramu na
uvecanju x200 u odnosu na postoje¢e metode na mikroskopskim uvecanjima x400
(Amsel) 1 x1000 (Nugent, Ison/Hay i Claeys) omogucava da se u kratem vremenu
pregleda znacajno veca povrSina preparata i time preciznije utvrdi kvantitativni i
kvalitativni biodiverzitet vaginalne mikroflore i tako i bolje proceni rizik od PP.
Semikvantitativna metoda procene broja vaginalnih PMN na uveéanju x200 u poredenju
sa standardnim metodama na uveéanjima x400 i x1000 pokazala je mnogo bolje
rezultate u odnosu na druge ispitivane parametre: a) broj PMN odredivan kvantitativnim
metodama, b) vijabilnost i apoptozu vaginalnih PMN i ¢) duzinu grlica materice. Time
je potvrdena i nasa druga hipoteza da pregled vece povrSine preparata daje bolju procenu
broja PMN, zbog ¢ega mislimo da bi ova metodologija u budu¢nosti mogla da postane
»zlatni standard« u proceni broja vaginalnih PMN.

Trudnice sa ve¢im brojem PMN imale su manji procenat apoptoze §to je u skladu sa
poznatim Cinjenicama da u uslovima infekcije/zapaljenja dolazi ne samo do povecanja
broja PMN nego 1 produzZenja njihovog Zivotnog veka. Najbolji rezultati dobijeni su u
odnosu na procenu broja PMN na uveéanju x200.

. Pacijentkinje sa BV imale su ve¢i procenat apoptoze vaginalnih PMN dok je kod
pacijentkinje sa BIFIDO formama taj procenat bio znacajno nizi. Tako bi procenat
apoptoze vaginalnih PMN, ali kod pacijentkinja bez BV, mogao da bude bolji prediktor
stepena inflamacije (ne 1 infekcije) $to bi moglo da bude od znacaja u predvidanju PP
za koji smo rekli da je prvenstveno zapaljenjski dogadaj

. Pacijentkinje sa BV imale su povecane koncentracije IL-1p 1 IL-6, a niZze koncentracije
IL-12p70. Podjednake koncentracije citokina nadene su kod pacijentkinja sa bitno
razli¢itom celularno$¢u (npr. BVF 1 BVN) Sto ukazuje da broj bakterija nije faktor koji

znacajnije uti¢e na koncentracije citokina u grli¢u materice
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Nije nadena povezanost izmedu broja, vijabilnosti i procenta apoptoze PMN u odnosu
na koncentracije ispitivanih citokina. Ovo zajedno sa prethodnim zaklju¢kom ukazuje
da su koncentracije nekog citokina krajnji rezultat velikog broja medusobno zavisnih
signala koji poticu od velikog broja jedinica iz najmanje tri bioloske mreze mikrobne,
citokinske i apoptotske.

Nije nadena povezanost izmedu vijabilnosti i apoptoze vaginalnih PMN sa incidencijom
ili pove¢anim rizikom za PP. Ipak, pacijentkinje sa najve¢im rizikom za PP (BIFIDO
grupa) u naSem ispitivanju imale su znacajno nizZi procenat apoptoze, dok takva
povezanost nije nadena u drugim grupama pacijentkinja na osnovu postojecih
dijagnostickih kriterijuma.

Samo je broj PMN odredivan semikvantitativno na uvecanju x200 statisti¢ki znacajno
povezan sa duzinom grli¢a materice — trudnice sa ve¢im brojem PMN imale su kraci
grli¢ materice. Povecan broj PMN odreden na ovaj nacin mogao bi da bude indikacija

za cervikometriju.

Nije nadena povezanost izmedu koncentracija ispitivanih citokina i duzine grlica
materice.
Vrednosti vaginalnog pH>4,5 sa gotovo apsolutnom verovatnocom (iskljucujuci

infekciju kvasnicama) ukazuju na poremecaj vaginalne flore i u nekim slu¢ajevima ima
vecu vrednost od mikroskopskog pregleda kao Sto je to slucaj kod pacijentkinja sa
hipocelularnim nalazom ili kod nalaza koji li¢e na normalan (BIFIDO grupa).

Kultura vaginalnog i/ili cervikalnog brisa predstavlja skup i neupotrebljiv nalaz u
svakodnevnoj klini¢koj praksi, i da dva jednostavna, brza i jeftina testa (pH i KOH) daju
mnogo bolje rezultate

Pacijentkinje sa kra¢im grliCem materice izmerenim transvaginalnim ultrazvukom
imaju povecan rizik za PP.

Dijagnoza poremecaja vaginalne flore i grupe pacijentkinja formirane na osnovu
klini¢kog zlatnog standarda (kriterijumi po Amselu) ili istrazivackog zlatnog standarda
(kriterijumi po Nugentu) nisu pokazala povecan rizik za PP, a takav rizik nije naden ni
na osnovu podele na osnovu kriterijuma po Ison/Hayu i Claeysu

Samo je NMMP detektovala grupu pacijentkinja sa BIFIDO formama koja je imala 9,7
puta veci relativni rizik od PP u odnosu na pacijentkinje sa normalnim nalazom i BV.
U ovoj grupi pacijentkinja nadena je povecan broj vaginalnih PMN. pH>4,5, znacajno
manja apoptoza i znacajno nize koncentracija IL-10, dok je duzina grli¢a bila na granici
statistiCke znacajnosti (p=0,054). Zajedno, ovi rezultati ukazuju na izrazito pojacan
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zapaljenski odgovor kod ovih trudnica i objas$njavaju najveci rizik od PP, koji je
prvenstveno inflamatorni dogadaj.

NMMP kao jednostavna, jeftina i brza procedura omogucava precizniju procenu broja
vaginalnih PMN i kvantitativnog i kvalitativnog biodiverziteta vaginalnog mikrobioma,
a tako i bolje prepoznavanje pacijentkinja sa rizikom za PP. Zajedno sa jo$ dva skrinig
testa (pH 1 KOH) i merenjem duzine grlica materice transvaginalnom sonografijom
mozemo iz populacije asimptomatskih trudnica izdvojiti najveci broj onih sa povecanim
rizikom za PP. Pravovremeno prepoznavanje i leCenje ovih pacijentkinja moglo bi da

dovede do znacajnog smanjenja broja PP kao $to je to pokazano u ovom ispitivanju. .
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PRILOG 1

Tabela 37: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu Kriterijuma po Nugentu (,,zlatni
standard®) i Nove Podele u 6 grupa (NP-6G)

NUGENT
NP-6G NORMAL INTERMEDIAR BV )
NORMAL  n 289 12 0 301
FULL % 96,0 4,0 00 1000
N 126 29 2 157
NORMALMID o 453 185 13 1000
NORMAL _ n 22 32 18 72
NULL % 306 44.4 250 1000
0 4 28 17 49
BVNULL o 5> 571 347 1000
0 3 10 46 59
BV MID % 51 16.9 780  100,0
0 0 1 65 66
BVFULL o o0 15 985 1000
. n 444 112 148 704
% 631 15.9 210 1000

¥*=669,80; df=10; p<0.001

Tabela 38: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu Kkriterijuma po Nugentu (,,zlatni
standard®) i Nove Podele u 3 grupe (NP-3G)

NUGENT

NP-3G NORMAL INTERMEDIAL BV )

N 415 41 2 458

NORMAL o 906 9.0 0.4 100,0
n 26 60 35 121

INTERMEDIAL o 515 496 289 1000
oy n 3 11 111 125

% 24 8.8 888 1000

N 444 112 148 704

) % 631 159 210 1000

v*=634,44; df=4; p<0.001
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Tabela 39: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Nugentu (,,zlatni
standard®) i Nove Podele u 2 grupe (NP-2G)

NUGENT
NP-2G NORMAL INTERMEDIAL BV 2

N 437 73 20 530

NORMAL o) 425 138 38 1000
oy 0 7 39 128 174

% 40 224 736 1000
n 444 112 148 704

) % 631 159 210 100,

v?=437,40; df=2; p<0.001

Tabela 40: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Amselu i Nove Podele u
6 grupa (NP-6G)

AMSEL
NP-6G NORMAL BV 2
NORMAL _ n 262 1 263
FULL % 99,6 0.4 100,0
NORMAL _ n 143 2 145
MID % 98.6 14 100,0
NORMAL _ n 51 14 65
NULL % 785 215 100,0
n 19 28 47
BVNULL o, 40,4 50.6 1000
n 15 43 58
BVMID o, 25.9 741 1000
n 2 61 63
BVFULL 32 96.8 1000
n 492 149 641
2 % 76.8 232 100,0

¥?=426,17; df=5; p<0.001

Tabela 41: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Amselu i Nove Podele u
3 grupe (NP-3G)

AMSEL
NP-3G NORMAL BV >
n 405 3 408
NORMAL oy 993 07 100,0
n 70 42 112
INTERMEDIAL 625 375 100,0
n 17 104 121
BV % 14,0 86,0 100,0
. n 492 149 641
% 76,8 23,2 100,0

¥*=395.29; df=2; p<0.001
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Tabela 42: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Amselu i Nove Podele u
2 grupe (NP-2G)

AMSEL

NP-2G NORMAL BV 2
n 456 17 473
NORMAL o/ 964 36 100,0
n 36 132 168
BV % 21,4 78,6 100,0
5 n 492 149 641
% 76,8 23,2 100,0

¥?=390,60; df=1; p<0.001

Tabela 43: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu Kriterijuma po Ison/Hayu i Nugentu

Ison/Hay

Nugent n(;llztz Normalan Intermedia BV  Koke 2
N 2 406 17 0 19 444
NORMAL o 914 38 00 43 1000

n 21 15 53 3 21 113
INTERMERDIAL o 5o 133 46.9 27 186 1000
av n 14 1 7 121 5 148
% 95 0,7 4,7 818 34 1000
5 n 37 422 77 124 45 705
% 52 59,9 10,9 176 64 1000

¥?=894,33; df=8; p<0.001

Tabela 44: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Ison/Hayu i nove podele
u 6 grupa (NP-6G)

Ison/Hay
NP-6G Cist Normalan Intermedia BV Koke z
nalaz
NORMAL n 1 281 15 0 4 301
FULL % 0,3 93,4 50 0,0 1,3 100,0
NORMAL n 1 124 23 1 8 157
MID % 0,6 79,0 14,6 0,6 51 100,0
NORMAL n 21 12 18 4 17 72
NULL % 29,2 16,7 25,0 5,6 23,6 100,0
n 13 2 11 12 11 49
BVNULL oy 265 41 224 245 224 1000
n 1 3 8 42 5 59
BVMID o 17 5.1 13.6 712 85 100,0
n 0 0 1 65 0 66
BVFULL % 0,0 0,0 15 98,5 0,0 100,0
3 n 37 422 76 124 45 704
% 53 59,9 10,8 17,6 6,4 100,0

v?=862,73; df=20; p<0.001
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Tabela 45: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Ison/Hayu i nove podele
u 3 grupe (NP-3G)

Ison/Hay
NP-3G Cist Normalan Intermedia BV Koke 2
nalaz
n 2 405 38 1 12 458
NORMAL % 0,4 88,4 8,3 0,2 2,6 100,0
n 34 14 29 16 28 121
INTERMEDIAL % 28,1 11,6 24.0 13,2 23,1 100,0
BV n 1 3 9 107 5 125
% 0,8 2,4 7,2 85,6 4,0 100,0
5 n 37 422 76 124 45 704
% 53 59,9 10,8 17,6 6,4 100,0

¥*=819,41; df=8; p<0.001

Tabela 46: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Ison/Hayu i nove podele
u 2 grupe (NP-2G)

Ison/Hay
NP-2G Cist Normalan Intermedia BV Koke z
nalaz

n 23 417 56 5 29 530
NORMAL % 43 78,7 10,6 0,9 55 100,0

BY n 14 5 20 119 16 174
% 8,0 2.9 11,5 68,4 9,2 100,0

3 n 37 422 76 124 45 704
% 53 59,9 10,8 17,6 6,4 100,0

¥*=470.27; df=4; p<0.001

Tabela 47: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Claeysu i Nugentu

Claeys

Nugent Normal Intermedia BV  Koke Leukoreje norsrlr:g?:om z

N 369 2 0 0 47 26 444
NORMAL % 831 05 00 00 106 5.9 100,0

N 11 84 1 4 6 7 113
INTERMERDIAL o g7 743 09 35 53 6.2 100,0
oy n 0 6 420 0 0 148
% 00 41 959 00 0,0 0.0 100,0

. N 380 92 143 4 53 33 705
% 539 130 203 06 75 47 100,0

v?=1155.27; df=10; p<0.001
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Tabela 48: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Claeysu i nove podele u
6 grupa (NP-6G)

Claeys
NP-6G Normal Intermedia BV Koke Leukoreje Slican 2
normalnom

NORMAL n 240 6 0 1 36 18 301
FULL % 797 20 00 03 12.0 6.0 1000
NORMAL n 117 14 2 1 14 9 157
MID % 745 8.9 13 06 8.9 5.7 1000

NORMAL n 18 36 13 0 2 3 7
NULL % 250 500 181 00 28 42 1000
n a4 25 17 1 0 2 49

BVNULL o g> 51.0 347 20 0.0 41 100,0
N1 9 6 1 1 1 59

BVMID o, 17 153 780 17 17 17 100,0
N0 1 65 0 0 0 66

BVFULL o 40 15 985 00 0.0 0.0 1000
N 380 o1 143 4 53 33 704

2 % 540 129 203 06 75 47 1000

v’=734,47; df=25; p<0.001

Tabela 49: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Claeysu i nove podele u
3 grupe (NP-3G)

Claeys
NP-3G Normal Intermedia BV Koke Leukoreje Slican z
normalnom
n 357 20 2 2 50 27 458
NORMAL % 77,9 4,4 0,4 0,4 10,9 5,9 100,0
n 22 61 30 1 2 5 121
INTERMEDIA "oy 18, 504 248 08 17 41 1000
BY n 1 10 111 1 1 1 125
% 0,8 8,0 888 08 0,8 0,8 100,0
5 n 380 91 143 4 53 33 704
% 54,0 12,9 20,3 0,6 7,5 4,7 100,0

v?=707.72; df=10; p<0.001

Tabela 50: Uporedni rezultati mikroskopskog pregleda na osnovu kriterijuma po Claeysu i nove podele u
2 grupe (NP-2G)

Claeys
NP-2G Normal Intermedia BV Koke Leukoreje Slican 2
normalnom

n 375 56 15 2 52 30 530
NORMAL o 708 06 28 04 9.8 5,7 100,0

By n 5 35 128 2 1 3 174
% 2,9 20,1 736 11 0,6 1,7 100,0

n 380 91 143 4 53 33 704
2 % 540 129 203 06 75 47 100,0

¥?=481.25; df=5; p<0.001
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Tabela 51: Raspodela KOKA po grupama na osnovu NP-6G

NOR NOR NOR BV BV BV
NP-6G FULL MID NULL NULL MID FuLL KOKE %
NORMAL n 254 0 0 0 0 0 47 301
FULL % 844 0 0 0 0 0 156 100
NORMAL n__ 0 116 0 0 0 0 41 157
MID % 0 739 0 0 0 0 261 1000
NORMAL n__ 0 0 37 0 0 0 35 72
NULL % 0 0 514 0 0 0 486 100
N0 0 0 15 0 0 34 49
BVNULL o 0 0 306 0 0 694 100
n_ 0 0 0 0 15 0 44 59
BVMID o 0 0 0 254 0 746 100
n_ 0 0 0 0 0 9 57 66
BVFULL o 0 0 0 0 136 864 100
. n 254 116 37 15 15 9 253 704
% 361 165 53 21 21 13 366 100
+7=1260,863; df=30; p<0.001
Tabela 52: Raspodela LEPTO po grupama na osnovu NP-6G
NOR NOR NOR BV BV BV

NP-6G FULL MID NULL NULL MID FuLL LEPTO 2
NORMAL n 292 0 0 0 0 0 9 301
FULL % 970 00 00 00 00 00 3.0 1000
NORMAL n 0 149 0 0 0 0 8 157
MID % 00 949 00 00 00 00 5.1 1000
NORMAL n__ 0 0 61 0 0 0 11 72
NULL % 00 00 847 00 00 00 153 1000
N0 0 0 38 0 0 11 49
BVNULL o0 00 00 00 776 00 00 224 1000
N0 0 0 0 57 0 2 59
BVMID o 90 00 00 00 96 00 3.4 1000
N o0 0 0 0 0 65 1 66
BVFULL o 00 00 00 00 00 985 15 1000
n 292 149 61 338 57 65 42 704
2 % 415 212 87 54 81 92 6.0 1000

¥?=3245,245; df=30; p<0.001
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Tabela 53: Raspodela BIFIDO formi po grupama na osnovu NP-6G

NP-6G NORMAL BV BIFIDO 5
NORMALFULL & oo 00 a0 1000
NORMALMID o §$89 o(,)o 112?1 1%)%?0
NORMALNULL 4 863(,)3 0(,)0 1%5?7 1g§,o
BVNULL " o(,)o 82‘,18 15,2 13(?,0
BV MID " o(,)o 9?5?6 3?4 1(?(?,0
BVFULL " o(,)o 1(?30 oc,)o 1(?(?,0

. ; 487 167 50 704
% 69,2 23,7 71 100,0

¥*=697,083; df=10; p<0.001

Tabela 54: Uporedni rezultati odredivanja broja PMN na mikroskopskom uveéanju X200 i X400

BROJ PMN X 400

BROJPMN X200 —HuNe pMNL PMN2 PMN3 2

n 161 26 4 0 101

PMNO % 843 136 21 0.0 100,0
n 58 160 22 8 248

PMN1 % 234 64,5 8.9 32 100,0
n 10 43 42 25 120

PMN2 % 8.3 358 35,0 208 100,0
n 5 18 45 64 132

PMN3 % 38 136 341 485 100,0
. n 234 247 113 97 691
% 339 35,7 16.4 14.0 100,0

?=557,628; df= 9; p<0.001
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Tabela 55: Uporedni rezultati odredivanja broja PMN na mikroskopskom uveéanju X200 i X1000

BROJ PMN X 1000

BROJPMN X200 —BMiN0 PMNL _ PMN2 ___ PMN3 2
NG n 164 27 0 0 101
% 859 14,1 0,0 0,0 100,0
n 73 144 28 3 248
PMN1 % 294 58,1 11.3 1.2 100,0
n 12 54 29 25 120
PMNZ T 9 100 45,0 24,2 20,8 100,0
n 3 31 53 45 132
PMNS e 23 235 40,2 34,1 100,0
n 252 256 110 73 691
2 % 365 37,0 15,9 10,6 100,0

?=471,181; df= 9; p<0.001

Tabela 56: : Raspodela pacijentkinja sa razli¢itim brojem PMN na mikroskopskom uveéanju x200 po
grupama pacijentkinja na osnovu Nugentovih dijagnosti¢kih Kriterijuma

. NUGENT
Broj PMN X200 NORMAL INTERMEDIAL BV )
n 88 45 59 102
PMNO % 458 23.4 30,7 100
n 199 31 23 253
PMN1 % 78.7 12.3 9.1 100
n 79 19 24 122
PMN2 % 64.8 15,6 19,7 100
oI n 74 17 42 133
% 556 12.8 31,6 100
n 440 112 148 700
2 % 62.9 16 21.1 100

¥°=62,51; df= 6; p<0.001
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Tabela 57: Raspodela pacijentkinja sa razli¢itim brojem PMN na mikroskopskom uvec¢anju x200 po
grupama na osnovu podele po Ison/Hayu

Broj PMN — Ison/Hay .
(X200) ! Normalan Intermedia BV Koke
nalaz
n 27 83 24 46 12 102
PMNO o0 141 432 125 240 63 100
n 7 106 19 17 14 253
PMNL o 234 775 75 6,7 5.5 100
n 3 69 17 21 12 122
PMN2 o 25 56.6 13.9 172 98 100
n 0 71 15 40 7 133
PMN3 o 0 53 4 113 301 53 100
. n 37 419 75 124 45 700
% 53 5.9 10.7 177 64 100

v?=103,03; df= 12; p<0.001

Tabela 58: Raspodela pacijentkinja sa razli¢itim brojem PMN na mikroskopskom uveéanju x200 po
grupama na osnovu podele po Claeysu

Broj PMN Claeys Siicam 5
(X200) Normal Intermedia BV Koke Leukoreje ca
normal

n 89 37 59 2 1 4 192

PMNO o0 464 193 307 1 0.5 21 100

N 194 26 18 1 3 11 253

PMNL oy 767 103 71 04 12 43 100

N 57 15 24 1 17 8 122

PMNZ o0 467 123 197 08 13.9 6.6 100

N 36 13 2 0 32 10 133

PMN3 oy 971 0.8 316 0 24,1 75 100

s 6 o1 143 4 53 33 700

% 537 13 204 06  7.6% 47 100

x’=182,16; df= 15; p<0.001

Tabela 59: Raspodela pacijentkinja sa razli¢itim brojem PMN na mikroskopskom uvecanju x200 po
grupama na osnovu podele po Amselu

BROJ PMN X200 T ALA'V'SEL — 5

n 112 65 177

PMNO % 63.3 36,7 100
n 202 18 220

PMNI % 918 8,2 100
n 89 23 112

PMN2 % 795 20,5 100
n 86 43 129

PMN3 % 66.7 333 100
. n 489 149 633
% 76.6 234 100

v?=53,64; df= 3; p<0.001
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Tabela 60: Raspodela pacijentkinja sa razli¢itim brojem PMN na mikroskopskom uvec¢anju x200 po
grupama na osnovu NP-6G

BROJ PMN X 200

NP-6G PMNO  PMNL __ PMN2 __ PMN3 )
NORMAL 1 52 153 46 47 298

FULL % 17.4 513 154 158 1000
NORMAL _ n 40 54 32 30 156

MID % 256 346 20,5 192 1000
NORMAL _ n 29 19 18 6 7

NULL % 40,3 264 250 8.3 1000
0 21 11 11 6 49

BVNULL o, 42.9 224 224 12.2 1000
n 15 13 7 23 58

BV MID % 259 224 121 397 1000
n 34 3 8 21 66

BVFULL 515 45 12.1 318 1000
n 101 253 122 133 699

) % 273 36,2 175 19.0 1000

¥?=110,94; df=15;p<0.001
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PRILOG 2

Tabela 61: Mann-Whitney U test za podelu po Nugent-u
Kruskal Wallis test (x* = 8,06; p = 0,018)

IL-12p70 NORMALAN INTERMED BV
NORMALAN - 0,005 0,736
INTERMED 0,005 - 0,027
BV 0,736 0,027 -
L6 Kruskal Wallis test (x2 = 17,09; p < 0,001)
NORMAL INTERMED BV
NORMALAN - 0,042 0,000
INTERMED 0,042 - 0,164
BV 0,000 0,164 -
IL-1p Kruskal Wallis test (x? = 16,91; p < 0,001)
NORMALAN INTERMED BV
NORMALAN - 0.086 0,000
INTERMED 0.086 - 0,092
BV 0,000 0,092 -

Tabela 62: Mann-Whitney U test za podelu po Ison/Hay-u
Kruskal Wallis test (x2 = 17,21; p = 0,002)

IL-12p70 Cist Normalan Intermed BV  Koke
nalaz
Cist nalaz - 0.004 0.298 0.002 0.497
Normalan 0.004 - 0.031 0.494 0.040
Intermed 0.298 0.031 - 0.019 0.740
BV 0.002 0.494 0.019 - 0.023
Koke 0.497 0.040 0.740 0.023 -
Kruskal Wallis test (x? = 14,85; p = 0,005)
IL-6 Cist Normalan Intermed BV  Koke
nalaz
Cist nalaz - 0.010 0.138  0.655 0.058
Normalan 0.010 - 0.278 0.002 0.911
Intermed 0.138 0.655 - 0.196 0.547
BV 0.655 0.002 0.196 - 0.077
Koke 0.058 0.911 0.547  0.077 -
Kruskal Wallis test (x? = 15,56; p = 0,004)
IL-1P Cist Normalan Intermed BV  Koke
nalaz
Cist nalaz - 0.536 0.632 0.088 0.940
Normalan 0.536 - 0.727  0.000 0.457
Intermed 0.632 0.727 - 0.011 0.760
BV 0.088 0.000 0.011 - 0.116
Koke 0.940 0.457 0.760 0.166 -
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Tabela 63: Mann-Whitney U test za podelu po Clayes-u

IL-6 Kruskal Wallis test (x2 = 19,16; p = 0,002)

Normal  Intermed BV Koke Leukoreje norsriwlsrlr?om
Normal - 0.233 0.000 0.434 0.722 0.059
Intermed 0.233 - 0.052 0.679 0.642 0.422
BV 0.000 0.052 - 0.758 0.035 0.598
Koke 0.434 0.679 0.758 - 0.583 0.858
Leukoreje 0.722 0.642 0.035 0.583 - 0.201
Slican normalnom  (.059 0.422 0.598 0.858 0.201 -
IL-1B Kruskal Wallis test (x* = 16,01; p = 0,007)

Normal  Intermed BV Koke Leukoreje n orsr#:?r?om
Normal - 0.187 0.000 0.337 0.856 0.271
Intermed 0.187 - 0.070 0.445 0.572 0.792
BV 0.000 0.070 - 0.652 0.051 0.325
Koke 0.337 0.445 0.652 - 0.465 0.512
Leukoreje 0.856 0.572 0.051 0.465 - 0.483
Slican normalnom (0,271 0.792 0.325 0512 0.483 -

Tabela 64:Mann-Whitney U test za podelu po Amsel-u

IL-1p

Mann-Whitney U (26913,000; p = 0,015)

NORMAL

BV

NORMAL
BV

0,015

0,0

15
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Tabela 65: Mann-Whitney U test za podelu po NP-6G

IL-12p70

Kruskal Wallis test (x* = 18,52; p = 0,002)

NORFULL NORMID NORNULL BVNULL BVMID BVFULL
NOR FULL - 0.021 0.001 0.625 0.192 0.239
NOR MID 0.021 - 0.357 0.063 0.012 0.413
NOR NULL 0.001 0.357 - 0.007 0.020 0.106
BV NULL 0.625 0.063 0.007 - 0.530 0.179
BV MID 0.192 0.012 0.020 0.530 - 0.062
BV FULL 0.239 0.413 0.106 0.179 0.062 -
IFN-y Kruskal Wallis test (x? = 12.89; p = 0,024)
NORFULL NORMID NORNULL BVNULL BVMID BVFULL
NOR FULL - 0.165 0.826 0.006 0.716 0.347
NOR MID 0.165 - 0.450 0.001 0.533 0.949
NOR NULL 0.826 0.450 - 0.009 0.899 0.596
BV NULL 0.006 0.001 0.009 - 0.016 0.004
BV MID 0.716 0.533 0.899 0.016 - 0.632
BV FULL 0.347 0.949 0.596 0.004 0.632 -
IL-6 Kruskal Wallis test (x? = 12.09; p = 0,034)
NORFULL NORMID NORNULL BVNULL BVMID BVFULL
NOR FULL - 0.318 0.179 0.136 0.160 0.010
NOR MID 0.318 - 0.690 0.431 0.510 0.019
NOR NULL 0.179 0.690 - 0.649 0.873 0.074
BV NULL 0.136 0.431 0.649 - 0.828 0.386
BV MID 0.160 0.510 0.873 0.828 - 0.189
BV FULL 0.010 0.019 0.074 0.386 0.189 -
IL-1p Kruskal Wallis test (x* = 18.98; p = 0,002)
NORFULL NORMID NORNULL BVNULL BVMID BVFULL
NOR FULL - 0.135 0.090 0.041 0.003 0.010
NOR MID 0.135 - 0.560 0.325 0.068 0.038
NOR NULL 0.090 0.560 - 0.704 0.309 0.168
BV NULL 0.041 0.325 0.704 - 0.531 0.361
BV MID 0.003 0.068 0.309 0.531 - 0.801
BV FULL 0.010 0.038 0.168 0.361 0.801 -
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Tabela 66: Mann-Whitney U test za podelu modifikovana NP-6G
Kruskal Wallis test (x?> = 14,78; p = 0,011)

QPMN-A NF BVF+BVM NF+NM/CA BVF+BVM/CA NN+BVN NN+BVN/CA
NF+NM - 0,082 0,755 0,030 0,095 0,031
BVF+BVM 0,082 - 0,105 0,016 0,030 0,005
NF+NM/CA 0,755 0,105 - 0,040 0,127 0,076
BVF+BVM/CA 0,030 0,016 0,040 - 0,726 0,418
NN+BVN 0,095 0,030 0,127 0,726 - 0,594
NN+BVN/CA 0,031 0,005 0,076 0,418 0,594 -

QPMN-B Kruskal Wallis test (x? = 48,20; p = 0,000)

NF BVF+BVM NF+NM/CA BVF+BVM/CA NN+BVN NN+BVN/CA
NF - 0,491 0,792 0,058 0,000 0,007
BVF+BVM 0,491 - 0,650 0,252 0,000 0,210
NF+NM/CA 0,792 0,650 - 0,091 0,000 0,021
BVF+BVM/CA 0,058 0,252 0,091 - 0,000 0,896
NN+BVN 0,000 0,000 0,000 0,000 - 0,000
NN+BVN/CA 0,007 0,210 0,021 0,896 0,000 -
IL-17A Kruskal Wallis test (x? = 13,99; p = 0,016)
NF BVF+BVM NF+NM/CA BVF+BVM/CA NN+BVN NN+BVN/CA
NF - 0,092 0,911 0,087 0,731 0,005
BVF+BVM 0,092 - 0,095 0,883 0,133 0,706
NF+NM/CA 0,911 0,095 - 0,077 0,872 0,005
BVF+BVM/CA 0,087 0,883 0,077 - 0,101 0,737
NN+BVN 0,731 0,133 0,872 0,101 - 0,035
NN+BVN/CA 0,005 0,706 0,005 0,737 0,035 -
IL-9 Kruskal Wallis test (x? = 20,50; p = 0,001)
NF BVF+BVM NF+NM/CA BVF+BVM/CA NN+BVN NN+BVN/CA
NF - 0,029 0,204 0,003 0,904 0,000
BVF+BVM 0,029 - 0,185 0,415 0,107 0,670
NF+NM/CA 0,204 0,185 - 0,021 0,537 0,011
BVF+BVM/CA 0,003 0,415 0,021 - 0,025 0,621
NN+BVN 0,904 0,107 0,537 0,025 - 0,023
NN+BVN/CA 0,000 0,670 0,011 0,621 0,023 -
IL-6 Kruskal Wallis test (x?> = 16,58; p = 0,005)
NF BVF+BVM NF+NM/CA BVF+BVM/CA NN+BVN NN+BVN/CA
NF - 0,000 0,413 0,209 0,108 0,064
BVF+BVM 0,000 - 0,001 0,049 0,053 0,018
NF+NM/CA 0,413 0,001 - 0,451 0,268 0,263
BVF+BVM/CA 0,209 0,049 0,451 - 0,805 0,891
NN+BVN 0,108 0,053 0,268 0,805 - 0,847
NN+BVN/CA 0,064 0,018 0,263 0,891 0,847 -
IL-13 Kruskal Wallis test (x*= NF,14; p = 0,049)
NF BVF+BVM NF+NM/CA BVF+BVM/CA NN+BVN NN+BVN/CA
NF - 0,978 0,339 0,321 0,428 0,035
BVF+BVM 0,978 - 0,516 0,474 0,522 0,174
NF+NM/CA 0,339 0,516 - 0,091 0,897 0,003
BVF+BVM/CA 0,321 0,474 0,091 - 0,158 0,628
NN+BVN 0,428 0,522 0,897 0,158 - 0,028
NN+BVN/CA 0,035 0,174 0,003 0,628 0,028 -
IL-4 Kruskal Wallis test (x> = 14,67; p = 0,012)
NF BVF+BVM NF+NM/CA BVF+BVM/CA NN+BVN NN+BVN/CA
NF - 0,224 0,730 0,112 0,271 0,006
BVF+BVM 0,224 - 0,271 0,690 0,056 0,434
NF+NM/CA 0,730 0,271 - 0,153 0,158 0,010
BVF+BVM/CA 0,112 0,690 0,153 - 0,025 0,716
NN+BVN 0,271 0,056 0,158 0,025 - 0,003
NN+BVN/CA 0,006 0,434 0,010 0,176 0,003 -

Kruskal Wallis test (x? = 32,53; p = 0,000)

IL-1p NF__ BVFBVM NF+NM/CA BVF+BVM/CA NN+BVN _NN+BVN/CA
NF - 0,000 0,011 0,181 0,012 0,000
BVF+BVM 0,000 - 0,003 0,009 0,054 0,103
NF+NM/CA 0,011 0,003 - 0,682 0,526 0,043
BVF+BVMICA 0,181 0,009 0,682 - 0,429 0,074
NN+BVN 0,012 0,054 0,526 0,429 - 0,403
NN+BVN/CA 0,000 0,103 0,043 0,074 0,403 -
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Tabela 67: Mann-Whitney U test za % apoptoze u podeli po Ison/Hay

% Apoptoze

Cist nalaz
Normalan
Intermed
BV

Koke

Kruskal Wallis test (x? = 33,96; p = 0,027)

Cistnalaz  Normalan Intermed BV Koke
- 0.013 0.019 0.198 0.006
0.013 - 0.664 0.297 0.115
0.019 0.664 - 0.156 0.343
0.198 0.297 0.156 - 0.053
0.006 0.115 0.343 0.053 -

Tabela 68: Mann-Whitney U test za % apoptoze u podeli po Claeysu

Kruskal Wallis test (x? = 36,07; p = 0,050)

0 &

/0 Apoptoze Normal  Intermed BV Koke Leukoreje norsnlg?r?om
Normal - 0.687 0.091 0.08 0.323 0.992
Intermed 0.687 - 0.189 0.012 0.352 0.736
BV 0.091 0.189 - 0.033 0.107 0.272
Koke 0.08 0.012 0.033 - 0.011 0.028
Leukoreje 0.323 0.352 0.107 0.011 - 0.611
Slican normalnom (0,992 0.736 0.272 0.028 0.611 -
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PRILOG 3

Tabela 69: Procenat apotoze, kvantifikativno odredivanje broja PMN, DuzZina grli¢a materice, vaginalni

pH i koncentracije ispitivanih citokina kod tri grupe

pacijentkinja na osnovu podele po Nugentu

paramei 1 | yrednoat | devipcin | Parame N | vrednent | “deviacin.
%Aoptoze IL-1B
Normalan 131 11,87 9,66 Normalan 403 | 1087,10 1304,79
Intermed 47 12,22 9,15 Intermed 104 | 1283,65 1373,72
BV 39 15,46 12,49 BV 137 1628,41 1666,14
UKUPNO 217 12,59 10,16 UKUPNO 644 1233,99 1414,53
QPMN-A TNF-a
Normalan 134 8,29 34,51 Normalan 402 13,85 58,28
Intermed 50 5,63 10,07 Intermed 104 6,51 10,93
BV 42 8,89 38,08 BV 136 13,23 33,04
UKUPNO 226 7,81 31,49 UKUPNO 642 12,53 48,79
QPMN-B IL-12p70
Normalan 427 0,61 1,35 Normalan 403 63,81 448,92
Intermed 109 0,87 2,43 Intermed 104 67,89 520,55
BV 146 2,54 9,92 BV 137 43,37 198,46
UKUPNO 682 1,07 4,86 UKUPNO 644 60,12 421,67
Duzina grlica IFN-y
Normalan 425 40,69 7,04 Normalan 403 | 2905,71 | 14484,67
Intermed 109 40,20 5,87 Intermed 104 3370,10 15160,25
BV 145 39,74 6,95 BV 137 2078,05 12798,78
UKUPNO 679 40,41 6,84 UKUPNO 644 2804,64 14240,89
pH IL-2
Normalan 390 4,27 0,43 Normalan 403 49,27 133,45
Intermed 95 4,76 0,53 Intermed 104 25,92 54,33
BV 137 5,18 0,57 BV 137 39,49 69,19
UKUPNO 622 4,55 0,61 UKUPNO 644 43,42 112,66
0 | g | aene | pwamen | o | S | sndercna
IL-4 IL-17A
Normalan 403 12,49 17,97 Normalan 403 127,54 1692,15
Intermed 104 9,59 13,97 Intermed 104 20,09 48,29
BV 137 12,39 20,26 BV 137 33,22 77,68
UKUPNO 644 12,00 17,92 UKUPNO 644 90,13 1339,47
IL-5 IL-22
Normalan 403 20,62 85,56 Normalan 403 175,59 465,25
Intermed 104 21,28 82,54 Intermed 104 133,28 337,84
BV 137 19,69 70,08 BV 137 233,76 820,32
UKUPNO 644 20,53 81,90 UKUPNO 644 181,13 544,91
IL-6 IL-9
Normalan 403 224,75 4003,45 Normalan 403 45,14 200,40
Intermed 104 1631,37 16324,59 Intermed 104 36,24 68,21
BV 137 629,62 6873,74 BV 137 36,63 73,97
UKUPNO 644 538,04 7934,67 UKUPNO 644 41,89 164,40
IL-13 IL-10
Normalan 403 66,16 211,37 Normalan 403 1578,39 12298,99
Intermed 104 24,26 48,94 Intermed 104 | 2757,65 16633,42
BV 137 54,68 202,24 BV 137 20,01 71,36
UKUPNO 644 56,95 192,86 UKUPNO 644 1437,31 11815,78
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Tabela 70: Procenat apotoze, kvantifikativno odredivanje broja PMN, duZina grli¢a materice, vaginalni

pH i koncentracije ispitivanih citokina kod pet grupa pacijentkinja na osnovu podele po Ison/Hay-u

A srednja standardna f srednja standardna
parametri n vrednost devijacija parametri n vrednost devijacija
%Apoptoze IL-18
Cist nalaz 17 19,68 15,29 Cist nalaz 35 1104,16 977,74
Normalan 122 12,16 9,67 Normalan 383 1116,92 1327,50
Intermedia 28 10,86 7,47 Intermedia 69 1130,56 1398,59
BV 28 13,49 8,42 BV 114 1719,88 1746,77
Koke 22 10,55 11,43 Koke 43 1260,22 1286,97
UKUPNO 217 12,59 10,16 UKUPNO 644 1233,99 1414,53
QPMN-A TNF-a
Cist nalaz 18 1,50 1,61 Cist nalaz 35 9,91 17,04
Normalan 124 8,70 35,74 Normalan 382 14,33 59,71
Intermedia 30 6,90 11,40 Intermedia 69 5,82 8,57
BV 31 11,33 44,22 BV 113 14,46 35,76
Koke 23 4,45 9,55 Koke 43 4,35 6,36
UKUPNO 226 7,81 31,49 UKUPNO 642 12,53 48,79
QPMN-B IL-12p70
Cist nalaz 37 0,22 0,24 Cist nalaz 35 1,66 4,74
Normalan 407 0,62 1,36 Normalan 383 64,01 458,65
Intermedia 72 1,21 3,02 Intermedia 69 111,35 642,31
BV 122 2,93 10,80 BV 114 51,74 216,74
Koke 44 0,52 0,82 Koke 43 13,02 68,85
UKUPNO 682 1,07 4,86 UKUPNO 644 60,12 421,67
DuzZina grlica IFN-y
Cist nalaz 37 40,84 4,96 Cist nalaz 35 25,91 90,73
Normalan 405 40,54 7,16 Normalan 383 2944,43 14704,49
Intermedia 72 40,29 6,23 Intermedia 69 5025,89 18920,58
BV 121 39,90 6,99 BV 114 2028,59 13157,21
Koke 44 40,43 5,87 Koke 43 2314,36 8733,14
UKUPNO 679 40,41 6,84 UKUPNO 644 2804,64 14240,89
pH IL-2
Cist nalaz 33 4,83 0,42 Cist nalaz 35 37,14 57,91
Normalan 371 4,26 0,41 Normalan 383 51,72 137,49
Intermedia 63 4,64 0,59 Intermedia 69 21,72 38,92
BV 117 5,26 0,55 BV 114 42,18 73,43
Koke 38 4,70 0,62 Koke 43 12,70 17,90
UKUPNO 622 4,55 0,61 UKUPNO 644 43,42 112,66
; srednja standardna . srednja standardna
parametri n vrednost devijacija parametri n vrednost devijacija
IL-4
Cist nalaz 35 13,55 19,52 Cist nalaz 35 26,44 47,24
Normalan 383 12,88 18,36 Normalan 383 134,80 1735,66
Intermedia 69 9,00 10,54 Intermedia 69 19,08 40,29
BV 114 12,87 21,62 BV 114 33,17 82,49
Koke 43 5,49 5,86 Koke 43 9,02 17,77
UKUPNO 644 12,00 17,92 UKUPNO 644 90,13 1339,47
IL-5 IL-22
Cist nalaz 35 42,04 119,79 Cist nalaz 35 114,88 218,38
Normalan 383 21,38 87,71 Normalan 383 175,43 465,99
Intermedia 69 15,10 54,45 Intermedia 69 241,82 1072,75
BV 114 20,48 76,02 BV 114 174,18 376,30
Koke 43 4,22 6,27 Koke 43 206,86 526,47
UKUPNO 644 20,53 81,90 UKUPNO 644 181,13 544,91
IL-6 IL-9
Cist nalaz 35 39,09 70,58 Cist nalaz 35 31,90 58,87
Normalan 383 235,94 4106,60 Normalan 383 46,40 205,33
Intermedia 69 1193,63 9686,95 Intermedia 69 40,49 72,52
BV 114 45,39 91,74 BV 114 40,30 80,36
Koke 43 3889,02 25389,65 Koke 43 16,37 26,12
UKUPNO 644 538,04 7934,67 UKUPNO 644 41,89 164,40
IL-13 IL-10
Cist nalaz 35 76,06 242,69 Cist nalaz 35 16,62 35,43
Normalan 383 65,39 205,11 Normalan 383 1661,64 12611,33
Intermedia 69 23,90 42,50 Intermedia 69 3318,91 19288,07
BV 114 59,02 220,59 BV 114 22,80 77,86
Koke 43 13,88 25,05 Koke 43 1326,42 8665,67
UKUPNO 644 56,95 192,86 UKUPNO 644 1437,31 11815,78
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Tabela 71: Procenat apotoze, kvantifikativno odredivanje broja PMN, duZina grli¢a materice, vaginalni
pH i koncentracije ispitivanih citokina kod $est grupa pacijentkinja na osnovu podele po Claeys-u

. srednja standardna . srednja standardna
PRI n vrednost devijacija PRV n vrednost devijacija
%Apoptoze IL-18
Normalan 114 11,61 9,24 Normalan 347 1087,89 1316,01
Intermed 37 11,55 7,26 Intermed 85 1177,18 1211,51
BV 37 15,44 12,56 BV 132 1625,89 1679,40
Koke 4 29,56 15,72 Koke 4 2247,07 2160,10
Leukoreje 6 7,75 3,51 Leukoreje 44 1192,04 1488,79
Sli¢an normalnom 19 12,90 11,86 Sli¢an normalnom 32 1283,64 1308,23
UKUPNO 217 12,59 10,16 UKUPNO 644 1233,99 1414,53
QPMN-A TNF-a
Normalan 117 8,94 36,83 Normalan 346 14,62 62,42
Intermed 40 5,17 9,50 Intermed 85 6,03 10,16
BV 40 9,24 39,00 BV 131 13,59 33,61
Koke 4 0,37 0,28 Koke 4 1,55 2,03
Leukoreje 6 2,84 3,60 Leukoreje 44 11,83 19,77
Sli¢an normalnom 19 6,55 10,39 Sli¢an normalnom 32 5,15 7,52
UKUPNO 226 7,81 31,49 UKUPNO 642 12,53 48,79
QPMN-B IL-12p70
Normalan 366 0,58 1,35 Normalan 347 67,19 480,32
Intermed 89 0,78 1,85 Intermed 85 82,76 575,35
BV 141 2,62 10,09 BV 132 44,83 202,06
Koke 4 0,35 0,06 Koke 4 0,01 0,01
Leukoreje 49 1,26 2,98 Leukoreje 44 28,78 120,06
Sli€an normalnom 33 0,44 0,48 Sli¢an normalnom 32 36,93 134,94
UKUPNO 682 1,07 4,86 UKUPNO 644 60,12 421,67
Duzina grlica IFN-y
Normalan 364 40,99 6,56 Normalan 347 2838,67 14353,89
Intermed 89 40,72 5,61 Intermed 85 2898,15 12591,92
BV 140 39,63 7,03 BV 132 2156,65 13034,20
Koke 4 36,50 5,26 Koke 4 2,47 1,72
Leukoreje 49 38,55 8,73 Leukoreje 44 4226,79 17303,31
Sli¢an normalnom 33 39,70 8,41 Sli¢an normalnom 32 3254,91 18388,55
UKUPNO 679 40,41 6,84 UKUPNO 644 2804,64 14240,89
pH IL-2
Normalan 327 4,26 0,39 Normalan 347 52,49 142,46
Intermed 78 4,77 0,54 Intermed 85 24,01 46,97
BV 134 5,20 0,56 BV 132 39,73 69,88
Koke 3 4,70 0,52 Koke 4 7,62 11,09
Leukoreje 48 4,22 0,41 Leukoreje 44 39,55 66,14
Sli¢an normalnom 32 4,63 0,74 Sli¢an normalnom 32 21,60 37,41
UKUPNO 622 4,55 0,61 UKUPNO 644 43,42 112,66
. srednja standardna . srednja standardna
parametri n P parametri n s
vrednost devijacija vrednost devijacija
IL-4 IL17A
Normalan 347 12,57 18,07 Normalan 347 143,84 1823,31
Intermed 85 9,54 14,96 Intermed 85 19,65 40,83
BV 132 12,32 20,30 BV 132 33,44 78,86
Koke 4 5,66 2,40 Koke 4 3,15 4,71
Leukoreje 44 13,67 19,26 Leukoreje 44 34,76 69,47
Sli¢an normalnom 32 9,58 10,72 Sli¢an normalnom 32 15,72 38,65
UKUPNO 644 12,00 17,92 UKUPNO 644 90,13 1339,47
IL-5 21,37 91,29 IL-22
Normalan 347 24,63 90,93 Normalan 347 179,13 488,58
Intermed 85 19,70 71,16 Intermed 85 154,14 368,47
BV 132 4,42 5,19 BV 132 234,03 834,56
Koke 4 17,44 35,30 Koke 4 23,06 19,99
Leukoreje 44 10,13 18,87 Leukoreje 44 186,51 313,11
Sli¢an normalnom 32 20,53 81,90 Sli¢an normalnom 32 68,60 130,39
UKUPNO 644 12,57 18,07 UKUPNO 644 181,13 544,91
IL-6 IL-9
Normalan 347 256,60 4314,30 Normalan 347 47,53 214,62
Intermed 85 1988,76 18057,20 Intermed 85 32,04 60,77
BV 132 654,05 7002,53 BV 132 37,16 75,26
Koke 4 12,28 16,45 Koke 4 13,35 16,56
Leukoreje 44 19,82 45,38 Leukoreje 44 45,22 87,92
Sli¢an normalnom 32 36,10 105,23 Sli¢an normalnom 32 25,38 26,48
UKUPNO 644 538,04 7934,67 UKUPNO 644 41,89 164,40
IL-13 IL-10
Normalan 347 64,17 193,04 Normalan 347 1503,11 11778,28
Intermed 85 23,57 45,16 Intermed 85 2024,22 13762,63
BV 132 55,56 205,93 BV 132 20,41 72,64
Koke 4 10,71 12,08 Koke 4 1,72 3,02
Leukoreje 44 43,87 64,56 Leukoreje 44 2612,67 17205,15
Sli¢an normalnom 32 96,93 399,04 Sli¢an normalnom 32 3572,89 20177,04
UKUPNO 644 56,95 192,86 UKUPNO 644 1437,31 11815,78
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Tabela 72: Procenat apotoze, kvantifikativno odredivanje broja PMN, duZina grli¢a materice, vaginalni
pH i koncentracije ispitivanih citokina kod tri grupe pacijentkinja na osnovu podele po Amsel-u

Parametri n srednja stancjard_na parametri n srednja stanqarq_na
vrednost devijacija vrednost devijacija
%Apoptoze IL-1B
Normalan 157 12,22 10,31 Normalan 455 | 1166,23 1360,75
BV 44 12,91 9,47 BV 137 | 1521,49 1600,59
QPMN-A TNF-a
Normalan 162 8,24 31,78 Normalan 454 13,68 56,06
BV 48 8,10 35,64 BV 136 10,77 25,95
QPMN-B IL-12p70
Normalan 482 0,69 1,71 Normalan 455 74,50 496,18
BV 147 2,53 9,88 BV 137 27,40 118,75
Duzina grli¢a IFN-y
Normalan 480 40,66 6,66 Normalan 455 | 3257,51 15379,33
BV 146 39,64 7,50 BV 137 | 2035,40 12623,31
pH IL-2
Normalan 472 4,32 0,44 Normalan 455 47,85 127,83
BV 148 5,29 0,48 BV 137 35,77 64,90
parametri n srednja stanq.arq.na parametri n srednja stanc_i.arq_na
vrednost devijacija vrednost devijacija
IL-4 IL-17A
Normalan 455 12,89 18,42 Normalan 455 116,79 1592,79
BV 137 10,26 16,91 BV 137 23,21 57,51
IL-5 IL-22
Normalan 455 21,96 85,14 Normalan 455 192,08 607,53
BV 137 14,67 58,24 BV 137 153,15 335,55
IL-6 IL-9
Normalan 455 383,12 5325,57 Normalan 455 47,88 192,10
BV 137 | 1247,08 14223,17 BV 137 28,94 56,13
IL-13 IL-10
Normalan 455 56,79 178,53 Normalan 455 1778,12 13537,49
BV 137 50,09 201,45 BV 137 433,43 4854,16
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Tabela 73: Procenat apotoze, kvantifikativno odredivanje broja PMN, duZina grli¢a materice, vaginalni
pH i koncentracije ispitivanih citokina kod $est gupa pacijentkinja na osnovu NP-6G

parametri i srednja stanc_!larc_!‘na parametri Q srednja stant_jarc_i_na
vrednost devijacija vrednost devijacija
%Apoptoze IL-1B
NOR FULL 84 11,66 8,56 NOR FULL 275 1061,66 1376,17
NOR MID 59 12,52 10,68 NOR MID 141 1169,64 1244,52
NOR NULL 38 12,28 12,48 NOR NULL 67 1230,86 1206,28
BV NULL 10 20,26 13,04 BV NULL 45 1397,39 1460,59
BV MID 9 13,74 8,18 BV MID 55 1546,75 1590,18
BV FULL 17 12,98 8,30 BV FULL 60 1775,90 1800,49
UKUPNO 217 12,59 10,16 UKUPNO 643 1234,61 1415,54
Br. PMN - Metoda A TNF-a
NOR FULL 84 9,85 42,47 NOR FULL 275 12,37 29,34
NOR MID 62 6,93 13,28 NOR MID 140 15,40 90,04
NOR NULL 39 3,48 7,39 NOR NULL 67 6,44 10,91
BV NULL 11 1,97 2,85 BV NULL 45 16,72 38,26
BV MID 12 4,54 11,65 BV MID 55 8,87 12,07
BV FULL 18 16,48 57,40 BV FULL 59 13,53 36,62
UKUPNO 226 7,81 31,49 UKUPNO 641 12,52 48,83
Br. PMN - Metoda B IL-12p70
NOR FULL 285 0,56 1,13 NOR FULL 275 54,59 384,78
NOR MID 154 0,66 1,81 NOR MID 141 28,49 127,93
NOR NULL 71 0,65 1,47 NOR NULL 67 169,29 968,55
BV NULL 49 0,44 0,68 BV NULL 45 14,41 67,26
BV MID 58 1,58 2,72 BV MID 55 88,51 297,55
BV FULL 64 4,78 14,70 BV FULL 60 17,26 80,70
UKUPNO 681 1,07 4,86 UKUPNO 643 57,43 416,43
Duzina grli¢ca IFN-y
NOR FULL 283 40,90 6,74 NOR FULL 275 3719,04 16605,72
NOR MID 154 40,02 7,15 NOR MID 141 1104,27 9196,51
NOR NULL 71 40,86 5,62 NOR NULL 67 1271,93 7416,22
BV NULL 49 40,29 7,12 BV NULL 45 9980,83 26590,56
BV MID 58 38,83 7,31 BV MID 55 507,03 3666,69
BV FULL 63 40,13 7,16 BV FULL 60 34,60 155,70
UKUPNO 678 40,40 6,85 UKUPNO 643 2710,35 14049,40
pH IL-2
NOR FULL 258 4,24 0,36 NOR FULL 275 54,58 154,54
NOR MID 138 4,31 0,47 NOR MID 141 31,24 60,92
NOR NULL 63 4,60 0,53 NOR NULL 67 36,96 67,00
BV NULL 45 5,06 0,54 BV NULL 45 43,44 76,70
BV MID 56 5,04 0,57 BV MID 55 30,44 50,12
BV FULL 61 5,47 0,43 BV FULL 60 40,60 75,77
UKUPNO 621 4,55 0,61 UKUPNO 643 43,48 112,74
. srednja standardna . srednja standardna
PRV n vrednost devijacija [PEVEIISET n vrednost devijacija
IL-4 IL-17A
NOR FULL 275 12,67 19,20 NOR FULL 275 172,56 2047,62
NOR MID 141 11,66 15,93 NOR MID 141 26,62 59,57
NOR NULL 67 10,81 12,80 NOR NULL 67 28,50 58,08
BV NULL 45 12,81 21,16 BV NULL 45 33,98 90,47
BV MID 55 9,79 13,95 BV MID 55 20,16 48,61
BV FULL 60 12,67 21,88 BV FULL 60 38,12 78,71
UKUPNO 643 12,02 17,93 UKUPNO 643 90,27 1340,51
IL-5 IL-22
NOR FULL 275 18,01 50,48 NOR FULL 275 144,80 364,98
NOR MID 141 13,25 30,90 NOR MID 141 186,73 571,11
NOR NULL 67 33,61 179,48 NOR NULL 67 148,96 340,08
BV NULL 45 47,95 129,27 BV NULL 45 266,64 509,75
BV MID 55 10,16 17,92 BV MID 55 371,05 1250,89
BV FULL 60 23,84 95,71 BV FULL 60 128,03 193,83
UKUPNO 643 20,56 81,96 UKUPNO 643 180,74 545,24
IL-6 IL-9
NOR FULL 275 316,06 4846,18 NOR FULL 275 46,89 236,84
NOR MID 141 31,00 80,47 NOR MID 141 44,38 83,00
NOR NULL 67 1221,00 9831,23 NOR NULL 67 30,75 42,92
BV NULL 45 50,84 99,16 BV NULL 45 40,35 104,12
BV MID 55 3057,15 22447,96 BV MID 55 25,66 44,20
BV FULL 60 49,31 99,81 BV FULL 60 42,30 72,28
UKUPNO 643 538,86 7940,82 UKUPNO 643 41,96 164,52
IL-13 IL-10
NOR FULL 275 70,55 223,36 NOR FULL 275 2092,09 14470,68
NOR MID 141 41,20 129,70 NOR MID 141 1239,39 10705,69
NOR NULL 67 52,74 179,93 NOR NULL 67 863,52 6941,20
BV NULL 45 38,47 70,12 BV NULL 45 25,88 59,65
BV MID 55 33,92 71,49 BV MID 55 29,92 102,40
BV FULL 60 72,30 294,39 BV FULL 60 12,34 31,02
UKUPNO 643 57,04 193,00 UKUPNO 643 1262,03 10955,04
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Tabela 74: Procenat apotoze, kvantifikativno odredivanje broja PMN, duZina grli¢a materice, vaginalni
pH i koncentracije ispitivanih citokina kod tri gupe pacijentkinja na osnovu NP-3G

. srednja | standardna : srednja | standardna
parametri n vrednost | devijacija parametri n vrednost devijacija
%Apoptoze IL-1B
Normalan 143 12,02 9,47 Normalan 416 1098,26 1332,48
Intermed 48 13,94 12,88 Intermed 112 1297,77 1310,56
BV 26 13,24 8,10 BV 115 | 1666,31 1699,64
UKUPNO 217 12,59 10,16 UKUPNO 643 | 1234,61 1415,54
QPMN-A TNF-a
Normalan 146 8,61 33,29 Normalan 415 13,39 57,39
Intermed 50 3,15 6,67 Intermed 112 10,57 26,02
BV 30 11,70 44,93 BV 114 11,28 27,63
UKUPNO 226 7,81 31,49 UKUPNO 641 12,52 48,83
QPMN-B IL-12p70
Normalan 439 0,60 1,40 Normalan 416 45,75 321,60
Intermed 120 0,57 1,21 Intermed 112 107,06 751,93
BV 122 3,26 10,89 BV 115 51,33 215,84
UKUPNO 681 1,07 4,86 UKUPNO 643 57,43 416,43
Duzina grli¢a IFN-y
Normalan 437 40,59 6,89 Normalan 416 | 2832,78 14564,63
Intermed 120 40,63 6,25 Intermed 112 | 4771,04 18203,62
BV 121 39,50 7,23 BV 115 260,54 2537,17
UKUPNO 678 40,40 6,85 UKUPNO 643 | 2710,35 14049,40
pH IL-2
Normalan 396 4,27 0,40 Normalan 416 46,67 130,93
Intermed 108 4,79 0,58 Intermed 112 39,57 70,79
BV 117 5,26 0,54 BV 115 35,74 64,71
UKUPNO 621 4,55 0,61 UKUPNO 643 43,48 112,74
parametri n srednja stanq_arq_na parametri n ST stan(_i_arc_i_na
vrednost | devijacija vrednost devijacija
IL-4 IL-17A
Normalan 416 12,33 18,14 Normalan 416 123,09 1665,59
Intermed 112 11,62 16,61 Intermed 112 30,70 72,51
BV 115 11,30 18,49 BV 115 29,53 66,38
UKUPNO 643 12,02 17,93 UKUPNO 643 90,27 1340,51
IL-5 IL-22
Normalan 416 16,39 44,83 Normalan 416 159,01 445,40
Intermed 112 39,37 160,71 Intermed 112 196,24 418,48
BV 115 17,30 70,28 BV 115 244,25 880,62
UKUPNO 643 20,56 81,96 UKUPNO 643 180,74 545,24
IL-6 IL-9
Normalan 416 219,44 3940,37 Normalan 416 46,04 198,39
Intermed 112 750,84 7602,98 Intermed 112 34,61 73,59
BV 115 | 1487,84 15523,44 BV 115 34,34 60,82
UKUPNO 643 | 538,86 7940,82 UKUPNO 643 41,96 164,52
IL-13 IL-10
Normalan 416 60,60 197,00 Normalan 416 1803,07 13307,23
Intermed 112 47,00 145,77 Intermed 112 526,97 5368,36
BV 115 53,95 218,27 BV 115 20,75 74,45
UKUPNO 643 57,04 193,00 UKUPNO 643 | 1262,03 10955,04
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Tabela 75: Procenat apotoze, kvantifikativno odredivanje broja PMN, duZina grli¢a materice, vaginalni

pH i koncentracije ispitivanih citokina kod dve gupe pacijentkinja na osnovu NP-2G

parametri n srednja stanq_arq_na parametri n SIS stanqarc_j_na
vrednost devijacija vrednost devijacija
%Apoptoze IL-1B
Normalan 181 12,07 10,13 Normalan 483 1116,65 1315,32
BV 36 15,19 10,04 BV 160 | 1590,68 1635,92
QPMN-A TNF-a
Normalan 185 7,53 29,82 Normalan 482 12,43 53,45
BV 41 9,09 38,53 BV 159 12,82 30,98
QPMN-B IL-12p70
Normalan 510 0,60 1,41 Normalan 483 62,88 468,33
BV 171 2,45 9,28 BV 160 40,95 186,90
DUZINA GRLICA IFN-y
Normalan 508 40,63 6,72 Normalan 483 | 2616,27 13800,89
BV 170 39,73 7,19 BV 160 | 2994,37 14815,50
pH IL-2
Normalan 459 4,31 0,44 Normalan 483 45,33 124,04
BV 162 5,21 0,55 BV 160 37,91 68,13
parametri n srednja stanc_j_arq_na parametri n Il stanqarc_i_na
vrednost devijacija vrednost devijacija
IL-4 IL-17A
Normalan 483 12,12 17,50 Normalan 483 109,97 1546,00
BV 160 11,72 19,23 BV 160 30,78 73,68
IL-5 IL-22
Normalan 483 18,78 78,59 Normalan 483 157,62 432,03
BV 160 25,92 91,42 BV 160 250,55 792,48
IL-6 IL-9
Normalan 483 358,38 5169,43 Normalan 483 43,92 184,85
BV 160 | 1083,68 13160,50 BV 160 36,03 75,23
IL-13 IL-10
Normalan 483 59,51 194,56 Normalan 483 | 1672,74 12616,27
BV 160 49,59 188,60 BV 160 22,19 70,46
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Tabela 76: Ispitivani parametri u podeli u kojoj su sve pacijentkinje sa C. albicans na osnovu
semikvantitativne podele svrstane u tri gupe, a preostale pacijentkinje u grupu sa normalnim nalazom i
BV (NP-2G/CA)

: srednja standardna n srednja standardna
parametri n vrednost devijacija parametri n vrednost devijacija
%Apoptoze IL-18
NOR 128 13,28 11,21 NOR 344 1028,24 1270,24
BV 20 17,07 10,60 BV 83 1683,69 1554,55
CA NULL 35 9,95 6,67 CA NULL 117 1476,84 1793,23
CA MID 20 9,79 6,87 CA MID 66 1373,60 1228,16
CA FULL 14 10,43 8,22 CA FULL 33 1119,48 862,28
UKUPNO 217 12,59 10,16 UKUPNO 643 1234,61 1415,54
QPMN-A TNF-a
NOR 131 6,58 31,98 NOR 343 13,04 62,45
BV 23 1,57 2,61 BV 83 14,07 32,02
CA NULL 36 5,60 9,56 CA NULL 117 13,00 27,64
CA MID 21 16,49 36,62 CA MID 66 9,02 13,39
CA FULL 15 21,29 62,33 CA FULL 32 8,53 14,33
UKUPNO 226 7,81 31,49 UKUPNO 641 12,52 48,83
QPMN-B IL-12p70
NOR 360 0,48 0,91 NOR 344 70,37 480,28
BV 88 0,48 0,69 BV 83 33,50 138,29
CA NULL 128 0,93 2,10 CA NULL 117 75,99 507,95
CA MID 72 3,22 13,09 CA MID 66 14,87 72,82
CA FULL 33 4,89 8,00 CA FULL 33 1,98 5,49
UKUPNO 681 1,07 4,86 UKUPNO 643 57,43 416,43
DuzZina grlica IFN-y
NOR 358 41,04 6,13 NOR 344 2807,59 14304,85
BV 87 40,09 7,30 BV 83 3863,72 16684,28
CA NULL 128 39,44 7,92 CA NULL 117 2509,36 14300,11
CA MID 72 40,38 7,16 CA MID 66 1268,62 7566,10
CA FULL 33 38,12 7,27 CA FULL 33 2391,93 13700,84
UKUPNO 678 40,40 6,85 UKUPNO 643 2710,35 14049,40
pH IL-2
NOR 317 4,30 0,42 NOR 344 41,45 125,88
BV 86 5,23 0,45 BV 83 41,66 64,34
CA NULL 118 4,51 0,60 CA NULL 117 54,99 125,87
CA MID 71 4,71 0,69 CA MID 66 36,84 66,89
CA FULL 29 4,89 0,79 CA FULL 33 41,65 86,10
UKUPNO 621 4,55 0,61 UKUPNO 643 43,48 112,74
; srednja standardna " srednja standardna
parametri n vrednost devijacija parametri n vrednost devijacija
IL-4 IL-17A
NOR 344 10,57 15,97 NOR 344 134,69 1830,91
BV 83 13,11 20,25 BV 83 30,53 71,76
CA NULL 117 15,60 23,20 CA NULL 117 47,96 112,84
CA MID 66 12,14 13,75 CA MID 66 36,51 71,00
CA FULL 33 11,54 15,93 CA FULL 33 34,89 64,46
UKUPNO 643 12,02 17,93 UKUPNO 643 90,27 1340,51
IL-5 IL-22
NOR 344 18,68 90,61 NOR 344 154,46 418,45
BV 83 32,21 111,85 BV 83 285,35 1015,60
CA NULL 117 22,60 57,03 CA NULL 117 201,34 541,69
CA MID 66 15,23 27,66 CA MID 66 150,97 317,11
CA FULL 33 14,25 29,05 CA FULL 33 178,19 370,52
UKUPNO 643 20,56 81,96 UKUPNO 643 180,74 545,24
IL-6 IL-9
NOR 344 490,81 6122,84 NOR 344 40,45 212,19
BV 83 59,90 113,27 BV 83 33,13 63,79
CA NULL 117 1449,21 15391,34 CA NULL 117 55,04 103,24
CA MID 66 27,62 52,29 CA MID 66 39,22 54,59
CA FULL 33 39,19 111,35 CA FULL 33 39,01 66,57
UKUPNO 643 538,86 7940,82 UKUPNO 643 41,96 164,52
IL-13 IL-10
NOR 344 56,22 191,03 NOR 344 2174,98 14610,00
BV 83 65,30 255,10 BV 83 23,79 85,79
CA NULL 117 67,19 219,47 CA NULL 117 25,64 66,60
CA MID 66 41,44 63,62 CA MID 66 875,46 6993,48
CA FULL 33 40,07 71,95 CA FULL 33 16,24 34,02
UKUPNO 643 57,04 193,00 UKUPNO 643 1262,03 10955,04
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Tabela 77: Procenat apotoze, kvantifikativno odredivanje broja PMN, duZina grli¢a materice i
koncentracije ispitivanih citokina kod dve gupe pacijentkinja na osnovu pH

parametri n srednja stanc_j_arc_j_na parametri n Il stanqarc_j_na
vrednost devijacija vrednost devijacija
%Apoptoze IL-1B
Zdrave 149 12,10 10,05 Zdrave 419 1131,49 1260,95
Bolesne 46 13,73 10,78 Bolesne 157 1552,07 1735,18
QPMN-A TNF-a
Zdrave 152 8,22 32,66 Zdrave 417 13,76 58,30
Bolesne 52 8,45 34,56 Bolesne 157 11,03 24,77
QPMN-B IL-12p70
Zdrave 446 0,69 1,61 Zdrave 419 74,76 509,09
Bolesne 165 2,16 9,30 Bolesne 157 39,58 185,97
Duzina grli¢a IFN-y
Zdrave 444 40,70 6,65 Zdrave 419 2643,98 13344,40
Bolesne 164 40,00 7,08 Bolesne 157 4328,96 18751,36
pH IL-2
Zdrave 455 4,23 0,27 Zdrave 419 47,21 130,66
Bolesne 167 5,41 0,40 Bolesne 157 37,62 67,55
parametri n srednja stanq_arc_j_na parametri n Sl stanqarc_i_na
vrednost devijacija vrednost devijacija
IL-4 IL-17A
Zdrave 419 12,39 18,00 Zdrave 419 121,72 1659,66
Bolesne 157 11,29 17,01 Bolesne 157 27,55 61,94
IL-5 IL-22
Zdrave 419 22,75 92,48 Zdrave 419 175,24 481,61
Bolesne 157 13,75 32,07 Bolesne 157 144,07 260,02
IL-6 IL-9
Zdrave 419 413,18 5549,08 Zdrave 419 45,99 198,13
Bolesne 157 | 1091,70 13286,46 Bolesne 157 33,86 60,92
IL-13 IL-10
Zdrave 419 54,36 172,94 Zdrave 419 1520,08 12064,76
Bolesne 157 57,80 218,19 Bolesne 157 1467,53 12840,25
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Tabela 78: Procenat apotoze, kvantifikativno odredivanje broja PMN, duZina grli¢a materice, vaginalni
pH i koncentracije ispitivanih citokina kod tri gupe pacijentkinja na osnovu rezultata testa sa 10% KOH

parametri n srednja stanc_j_arc_j_na parametri n Il stanqarc_j_na
vrednost devijacija vrednost devijacija
%Apoptoze IL-1B
Negativan 157 11,90 9,72 Negativan 455 1157,65 1316,22
Pozitivan 44 14,75 11,65 Pozitivan 137 1531,95 1734,79
QPMN-A TNF-a
Negativan 162 8,48 32,74 Negativan 454 13,36 57,09
Pozitivan 48 7,41 33,71 Pozitivan 136 11,84 31,38
QPMN-B IL-12p70
Normalan 482 0,66 1,56 Negativan 455 80,45 516,07
BV 147 2,16 9,29 Pozitivan 137 23,67 109,09
Duzina grli¢a IFN-y
Negativan 480 40,73 6,74 Negativan 455 3378,52 15777,41
Pozitivan 146 39,73 7,04 Pozitivan 137 2296,19 12653,70
pH IL-2
Negativan 472 4,37 0,49 Negativan 455 47,81 130,13
Pozitivan 148 5,02 0,63 Pozitivan 137 35,48 69,43
parametri n srednja stanq_arc_j_na parametri n Sl stanqarc_i_na
vrednost devijacija vrednost devijacija
IL-4 IL-17A
Negativan 455 12,66 17,54 Negativan 455 121,59 1657,52
Pozitivan 137 10,81 19,03 Pozitivan 137 27,06 72,25
IL-5 IL22
Negativan 455 20,80 84,42 Negativan 455 154,76 387,61
Pozitivan 137 18,43 69,54 Pozitivan 137 196,87 537,69
IL-6 IL-9
Negativan 455 410,26 554254 Negativan 455 46,12 196,70
Pozitivan 137 | 1107,38 13371,77 Pozitivan 137 33,30 71,16
IL-13 IL-10
Negativan 455 61,49 195,32 Negativan 455 1784,29 13244,77
Pozitivan 137 46,91 191,36 Pozitivan 137 21,98 71,60
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Tabela 79: Procenat apotoze, duZina grlica materice i koncentracije ispitivanih citokina kod ¢etiri gupe
pacijentkinja na osnovu semikvantitatine procene broja PMN na mikroskopskom uveéanju x 200

; srednja standardna q srednja standardna
parametri n vredncj)st devijacija parametri n vredncist devijacija
%Apoptoze IL-17A
PMNO 85 15,72* 12,95* PMNO 236 10,94 28,94
PMN1 86 12,09 8,35 PMN1 236 15,26 74,20
PMN2 28 9,81* 6,58* PMN2 98 11,93 27,81
PMN3 16 10,31 9,56 PMN3 69 10,28 15,35
UKUPNO 215 12,59 10,16 UKUPNO 639 12,53 48,79
Duzina grlica IL-22
PMNO 248 41,38* 5,93 PMNO 236 160,70 365,58
PMN1 248 40,50 6,56 PMN1 236 138,30 437,28
PMN2 107 40,64 6,68 PMN2 98 199,36 487,78
PMN3 70 38,55* 8,31 PMN3 69 274,36 882,39
UKUPNO 673 40,40 6,84 UKUPNO 639 181,13 544,91
IL-9
PMNO 236 38,13 72,64
: srednja standardna PMN1 236 46,61 254,54
parametr N | srednost devijacija PMN2 08 42,87 80,41
PMN3 69 37,78 84,74
UKUPNO 639 41,89 164,40
IL-1B IL-10
PMNO 236 1289,92 1324,61 PMNO 236 961,28 9455,59
PMN1 236 1132,48 1479,05 PMN1 236 2011,38 13959,10
PMN2 98 1271,29 1484,33 PMN2 98 1066,40 10931,31
PMN3 69 1307,85 1361,71 PMN3 69 1393,42 11411,73
UKUPNO 639 | 1233,99 1414,53 UKUPNO 639 1437,31 11815,78
TNF-a IL-4
PMNO 235 10,94 28,94 PMNO 236 11,21 14,41
PMN1 236 15,26 74,20 PMN1 236 12,10 18,15
PMN2 98 11,93 27,81 PMN2 98 13,76 20,06
PMN3 68 10,28 15,35 PMN3 69 11,44 20,10
UKUPNO 637 12,53 48,79 UKUPNO 639 12,00 17,92
IL-12p70 IL-5 20,36 77,91
PMNO 236 55,78 404,59 PMNO 236 16,94 53,49
PMN1 236 64,49 432,78 PMN1 236 30,31 144,95
PMN2 98 92,85 610,11 PMN2 98 18,83 47,89
PMN3 69 29,56 111,69 PMN3 69 20,53 81,90
UKUPNO 639 60,12 421,67 UKUPNO 639 11,21 14,41
IFN-y IL-6
PMNO 236 | 1629,05 10049,06 PMNO 236 38,64 93,26
PMN1 236 4079,58 16826,78 PMN1 236 1449,23 13246,56
PMN2 98 3646,39 18111,60 PMN2 98 34,42 78,90
PMN3 69 1415,87 9464,73 PMN3 69 19,57 51,11
UKUPNO 639 | 2804,64 14240,89 UKUPNO 639 538,04 7934,67
IL-2 IL-13
PMNO 236 36,93 76,57 PMNO 236 60,11 228,38
PMN1 236 47,84 144,65 PMN1 236 58,48 191,85
PMN2 98 45,42 73,69 PMN2 98 47,96 72,71
PMN3 69 42,92 118,10 PMN3 69 57,43 211,78
UKUPNO 639 43,42 112,66 UKUPNO 639 56,95 192,86
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Tabela 80: Procenat apotoze, duZina grlica materice i koncentracije ispitivanih citokina kod ¢etiri gupe
pacijentkinja na osnovu semikvantitatine procene broja PMN na mikroskopskom uveéanju x 400

; srednja standardna q srednja standardna
parametri n vredncj)st devijacija parametri n vredncist devijacija
%Apoptoze IL-17A
PMNO 71 14,97* 13,38 PMNO 219 31,80 66,80
PMN1 88 11,94 8,22 PMN1 229 50,00 227,27
PMN2 39 11,12 8,02 PMN2 101 372,13 3363,14
PMN3 17 8,21* 4,96 PMN3 90 21,90 52,41
UKUPNO 215 12,50 10,16 UKUPNO 639 90,72 1344,69
Duzina grlica IL-22
PMNO 231 41,21 6,04 PMNO 219 173,42 378,23
PMN1 238 39,91 7,35 PMN1 229 175,08 529,52
PMN2 109 39,74 7,08 PMN2 101 213,16 905,45
PMN3 95 40,25 6,88 PMN3 90 187,85 390,45
UKUPNO 673 40,38 6,82 UKUPNO 639 182,33 546,86
IL-9
PMNO 219 37,10 72,57
: srednja standardna PMN1 229 48,87 254,84
parametri " | vrednost | devijacija PMN2 101 47,08 103,97
PMN3 90 30,13 58,58
UKUPNO 639 41,91 165,02
IL-1B IL-10
PMNO 219 1401,83 1574,17 PMNO 219 1325,61 11515,03
PMN1 229 | 1097,73 1266,10 PMN1 229 1270,75 11262,88
PMN2 101 1098,10 1151,92 PMN2 101 1701,39 12636,20
PMN3 90 1352,09 1600,29 PMN3 90 1916,23 13377,94
UKUPNO 639 | 1237,84 1416,34 UKUPNO 639 1448,53 11861,30
TNF-a IL-4
PMNO 218 12,35 27,82 PMNO 219 12,15 16,16
PMN1 229 14,60 73,50 PMN1 229 12,32 17,57
PMN2 101 11,44 32,23 PMN2 101 12,17 20,36
PMN3 89 9,51 15,00 PMN3 90 11,16 20,43
UKUPNO 637 12,62 48,97 UKUPNO 639 12,08 17,97
IL-12p70 IL-5
PMNO 219 69,20 436,30 PMNO 219 25,18 120,34
PMN1 229 55,06 440,46 PMN1 229 19,04 54,01
PMN2 101 34,40 123,35 PMN2 101 17,71 49,44
PMN3 90 83,04 550,01 PMN3 90 17,04 51,66
UKUPNO 639 60,58 423,29 UKUPNO 639 20,65 82,20
IFN-y IL-6
PMNO 219 3471,63 15579,17 PMNO 219 34,45 83,45
PMN1 229 2945,53 14740,11 PMN1 229 1460,30 13274,77
PMN2 101 550,88 5226,06 PMN2 101 26,14 72,97
PMN3 90 3507,87 16599,68 PMN3 90 20,77 49,44
UKUPNO 639 2826,54 14294,42 UKUPNO 639 542,19 7965,56
IL-2 IL-13
PMNO 219 41,17 82,10 PMNO 219 63,02 219,66
PMN1 229 49,59 142,63 PMN1 229 59,15 181,98
PMN2 101 40,72 123,00 PMN2 101 62,31 233,44
PMN3 90 37,87 76,68 PMN3 90 33,24 60,16
UKUPNO 639 43,65 113,07 UKUPNO 639 57,33 193,56
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Tabela 81: Procenat apotoze, duZina grlica materice i koncentracije ispitivanih citokina kod ¢etiri gupe
pacijentkinja na osnovu semikvantitatine procene broja PMN na mikroskopskom uveéanju x 1000

; srednja standardna q srednja standardna
parametri n vredncj)st devijacija parametri n vredncist devijacija
%Apoptoze IL-17A
PMNO 85 14,47* 12,25 PMNO 236 172,17 2200,50
PMN1 86 11,38 8,76 PMN1 236 56,53 231,34
PMN2 28 8,69* 6,48 PMN2 98 26,83 66,83
PMN3 16 14,72 7,80 PMN3 69 19,82 40,82
UKUPNO 215 12,50 10,16 UKUPNO 639 90,72 1344,69
Duzina grlica IL-22
PMNO 248 41,45* 5,89 PMNO 236 171,19 373,36
PMN1 248 39,91 7,01 PMN1 236 166,45 484,82
PMN2 107 39,53 8,05 PMN2 98 149,38 338,97
PMN3 70 39,54 6,89 PMN3 69 321,51 1151,24
UKUPNO 673 40,38 6,82 UKUPNO 639 182,33 546,86
IL-9
PMNO 236 35,87 70,15
: srednja standardna PMN1 236 57,63 257,27
parametri N | yrednost devijacija PMN2 98 30,22 67,37
PMN3 69 25,45 42,64
UKUPNO 639 41,91 165,02
IL-1B IL-10
PMNO 236 1298,62 1398,88 PMNO 236 1471,49 11671,12
PMN1 236 1160,94 1398,52 PMN1 236 1473,40 11670,88
PMN2 98 1261,89 1516,35 PMN2 98 1180,06 11528,86
PMN3 69 1258,80 1408,79 PMN3 69 1666,27 13739,95
UKUPNO 639 | 1237,84 1416,34 UKUPNO 639 1448,53 11861,30
TNF-a IL-4
PMNO 235 11,74 26,73 PMNO 236 11,55 15,33
PMN1 236 15,80 74,16 PMN1 236 13,18 19,54
PMN2 98 8,61 16,17 PMN2 98 11,88 22,49
PMN3 68 10,35 23,13 PMN3 69 10,36 12,98
UKUPNO 637 12,62 48,97 UKUPNO 639 12,08 17,97
IL-12p70 IL-5
PMNO 236 64,58 420,56 PMNO 236 24,19 116,09
PMN1 236 27,20 154,57 PMN1 236 21,12 59,64
PMN2 98 152,27 816,38 PMN2 98 16,60 53,20
PMN3 69 30,87 140,12 PMN3 69 12,70 19,19
UKUPNO 639 60,58 423,29 UKUPNO 639 20,65 82,20
IFN-y IL-6
PMNO 236 | 3802,90 16167,58 PMNO 236 32,33 77,69
PMN1 236 1970,63 12172,65 PMN1 236 1076,98 12013,10
PMN2 98 2249,29 11926,18 PMN2 98 844,32 8128,86
PMN3 69 3234,46 17096,89 PMN3 69 27,85 55,06
UKUPNO 639 2826,54 14294,42 UKUPNO 639 542,19 7965,56
IL-2 IL-13
PMNO 236 39,32 79,67 PMNO 236 60,44 211,75
PMN1 236 55,26 159,14 PMN1 236 63,15 182,36
PMN2 98 33,03 66,28 PMN2 98 34,13 65,28
PMN3 69 33,79 58,64 PMN3 69 59,72 273,18
UKUPNO 639 43,65 113,07 UKUPNO 639 57,33 193,56
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Tabela 82: Procenat apotoze, duZina grli¢a materice i koncentracije ispitivanih citokina kod dve grupe
pacijentkinja na osnovu semikvantitatine procene broja PMN na mikroskopskom uveéanju x 200

Srednja Standardna
RPN n vrednost devijacija
Zdrava 148 13,78 10,86
%Apoptoze
Bolesna 69 10,03 7,95
Zdrava 157 3,50 8,81
QPMN-A
Bolesna 69 17,61 54,43
Zdrava 433 0,36 0,51
QPMN-B
Bolesna 248 2,31 7,89
Zdrava 430 40,89 6,30
Duzina grli¢a
Bolesna 248 39,55 7,64
Zdrava 411 60,66 420,11
IL-12p70
Bolesna 233 59,17 425,32
EN Zdrava 411 3000,39 14281,53
Y Bolesna 233 2459,33 14193,00
Zdrava 411 120,52 1675,25
IL-17A
Bolesna 233 36,51 91,78
L2 Zdrava 411 43,04 119,54
Bolesna 233 44,09 99,62
IL-10 Zdrava 411 1548,92 12180,28
Bolesna 233 1240,44 11166,74
L9 Zdrava 411 42,88 196,27
Bolesna 233 40,16 82,61
L22 Zdrava 411 148,17 406,94
Bolesna 233 239,27 724,54
L6 Zdrava 411 828,02 9924,85
Bolesna 233 26,52 65,86
13 Zdrava 411 59,20 208,47
Bolesna 233 53,00 162,05
L4 Zdrava 411 11,71 16,60
Bolesna 233 12,52 20,07
L5 Zdrava 411 18,44 65,31
Bolesna 233 24,20 105,02
IL-1p Zdrava 411 1201,82 1413,61
Bolesna 233 1290,75 1417,41
Zdrava 410 13,36 58,77
TNF-a
Bolesna 232 11,05 22,06
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Tabela 83: Procenat apotoze, duzina grli¢a materice i koncentracije ispitivanih citokina kod dve grupe
pacijentkinja na osnovu semikvantitatine procene broja PMN na mikroskopskom uveéanju x 400

Srednja Standardna
EREUFIEE n vrednost devijacija
Zdrava 159 13,30 10,90
%Apoptoze
Bolesna 56 10,24 7,31
Zdrava 167 6,22 28,65
QPMN-A
Bolesna 57 12,72 38,94
Zdrava 471 0,49 0,96
QPMN-B
Bolesna 205 2,42 8,61
Zdrava 469 40,55 6,76
Duzina grli¢a
Bolesna 204 39,98 6,97
Zdrava 448 61,97 438,00
IL-12p70
Bolesna 191 57,32 387,69
EN Zdrava 448 3202,71 15141,36
Y Bolesna 191 1944,23 12068,06
Zdrava 448 41,10 169,13
IL-17A
Bolesna 191 207,10 2446,43
L2 Zdrava 448 45,47 116,97
Bolesna 191 39,38 103,53
IL-10 Zdrava 448 1297,57 11374,11
Bolesna 191 1802,63 12956,98
L9 Zdrava 448 43,12 189,02
Bolesna 191 39,09 85,84
L22 Zdrava 448 174,27 461,29
Bolesna 191 201,23 709,27
L6 Zdrava 448 763,29 9507,70
Bolesna 191 23,61 62,89
13 Zdrava 448 61,04 201,07
Bolesna 191 48,62 174,89
L4 Zdrava 448 12,24 16,88
Bolesna 191 11,70 20,35
L5 Zdrava 448 22,04 92,52
Bolesna 191 17,40 50,37
LB Zdrava 448 1246,39 1431,55
Bolesna 191 1217,79 1383,52
Zdrava 447 13,50 56,03
TNF-a
Bolesna 190 10,54 25,60
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Tabela 84: Procenat apotoze, duZina grli¢a materice i koncentracije ispitivanih citokina kod dve grupe
pacijentkinja na osnovu semikvantitatine procene broja PMN na mikroskopskom uveéanju x 1000

Srednja Standardna
SROPAPAENE n vrednost devijacija
Zdrava 171 12,92 10,72
%Apoptoze
Bolesna 44 10,88 7,50
Zdrava 179 6,24 27,74
QPMN-A
Bolesna 45 14,40 43,60
Zdrava 499 0,55 1,13
QPMN-B
Bolesna 177 2,55 9,21
Zdrava 496 40,68 6,51
Duzina grli¢a
Bolesna 177 39,54 7,59
Zdrava 472 45,89 317,05
IL-12p70
Bolesna 167 102,11 633,31
EN Zdrava 472 2886,76 14324,40
Y Bolesna 167 2656,33 14250,90
Zdrava 472 114,35 1563,97
IL-17A
Bolesna 167 23,94 57,48
L2 Zdrava 472 47,29 125,96
Bolesna 167 33,35 63,06
IL-10 Zdrava 472 1472,44 11658,61
Bolesna 167 1380,95 12452,26
IL-9 Zdrava 472 46,75 188,67
Bolesna 167 28,25 58,33
L22 Zdrava 472 168,82 432,24
Bolesna 167 220,50 785,68
L6 Zdrava 472 554,65 8501,79
Bolesna 167 506,97 6227,03
13 Zdrava 472 61,80 197,40
Bolesna 167 44,70 182,27
L4 Zdrava 472 12,37 17,56
Bolesna 167 11,25 19,11
L5 Zdrava 472 22,65 92,20
Bolesna 167 14,99 42,52
IL1p Zdrava 472 1229,78 1398,92
Bolesna 167 1260,61 1468,53
Zdrava 471 13,78 55,77
TNF-a
Bolesna 166 9,32 19,28
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Tabela 85: Rezultati ANOVA (post hoc Tamhane) za podelu po Nugentu i podelu po Ison/Hay

Podela po Nugent-u

parametri grupe p
IL-13 Normalan Intermedia 0,001
IL-1b Normalan BV 0,002

IL-2 Normalan Intermedia 0,019
IL-10 Normalan BV 0,034
Intermedia 0,000
Normalan

pH BV 0,000
BV Intermedia 0,000

Podela po Ison/Hay-u

parametri grupe p

QPMN-B Cist nalaz Normalan 0,000
IFNg Cist nalaz Normalan 0,001
IL-17a BV 0,037
Normalan Intermedia 0,004
IL-2 Normalan Koke 0,000
BV Koke 0,001
Cist nalaz Normalan 0,000
Cist nalaz BV 0,000
Normalan Intermedia 0,000
Normalan BV 0,000
pH Normalan Koke 0,001
Intermedia Normalan 0,000
Intermedia BV 0,000
BV Koke 0,000
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Tabela 86: Rezultati ANOVA (post hoc Tamhane) za podelu po Claeys-u i podelu po NP-6G

podela po Claeys-u podela po NP-6G
parametri grupe p parametri grupe p
QPMN-A Intermedia Koke 0,042 QPMN-B BV NULL BV MID 0,048
IFN vy Normalan Koke 0,004 IFN vy NOR FULL | BV FULL | 0,004
Intermedia Koke 0,001 NOR NULL IL\IL?LT 0,000
IL-17a )
BV Koke 0,001 NOR NULL ’;\l/IIDR 0,004
Intermedia 0,031 NOR NULL | BV NULL | 0,000
Normalan
IL-2 Koke 0,001 NOR NULL BV MID 0,001
BV Koke 0,023 NOR NULL | BV FULL | 0,000
Normalan Slican 0,028 NOR FULL | BV NULL | 0,000
normalnom
IL-22 Intermedia Koke 0,036 oH NORFULL | BVMID | 0,000
Koke Normalan 0,000 NOR MID BV NULL | 0,000
Koke Leukoreje 0,022 NOR MID BV MID 0,000
Normalan | Intermedia 0,007 NOR MID BV FULL | 0,000
NOR
IL-13 Normalan Koke 0,001 BV MID NULL 0,001
Intermedia | Normalan 0,007 BV MID BV FULL | 0,000
IL-4 Normalan |  Koke 0,029 BV FULL NOR 1 4 000
! NULL !
NOR
Normalan Koke 0,004 BV FULL FULL 0,000
TNF-a BV Koke 0,003 BV FULL | BV NULL | 0,001
Koke Leukoreje 0,031
Normalan | Intermedia 0,000
Normalan BV 0,000
Intermedia BV 0,000
pH ) )
Intermedia | Leukoreje 0,000
BV Leukoreje 0,000
BV Sli¢can 0,003
normalnom
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Tabela 87: Sperman-ov koeficijent korelacije

Parametri  * 1L-12p70 IFN-y  IL-17A IL-2 IL-10 IL-9 IL-22
% p 0,028 0,046 0,033 0,014 0,029 -0.150* 0,055
APO p 0,679 0,504 0,630 0,833 0,673 0,028 0,421
n 214 214 214 214 214 214 214
Broj p .082* -0,026 -0,012 -0,028 0,014 -0,041 0,052
PMN p 0,038 0,510 0,766 0,478 0,728 0,302 0,192
(x200) n 644 644 644 644 644 644 644
Broj p 0,020 -0,054 -0,001 -0,031 -0,017 -0,047 -0,057
PMN p 0,619 0,169 0,974 0,436 0,660 0,239 0,148
(x400) n 639 639 639 639 639 639 639
Broj p 0,017 -0,054 -0,036 -0,055 -0,015 -0,026 -0,045
PMN p 0,673 0,174 0,363 0,165 0,698 0,519 0,257
(x1000) n 639 639 639 639 639 639 639
Broj PMN p 0,014 -0,002 0,013 0,026 -0,016 .155* -0,017
(x 109/ml) p 0,838 0,979 0,851 0,700 0,818 0,021 0,806
n 223 223 223 223 223 223 223
Broj p I31** 0,035 -0,029 0,008 0,054 -.086* 119%*
PMN p 0,001 0,376 0,465 0,848 0,174 0,028 0,002
(x10%1) n 644 644 644 644 644 644 644
Duzina P 0,051 0,013 0,006 -0,020 0,051 -0,049 0,065
orlica p 0,199 0,735 0,877 0,609 0,195 0,211 0,101
n 644 644 644 644 644 644 644

* p —koeficijent korelacije; p — verovatnoca; n — broj nalaza
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Parametri *  IL-6  IL-13 _ IL4 IL5  IL-lb TNF-o
s P 0045 0020 0021 0042 0018 0,024
nby P 0513 0672 0758 0540 079 0727
n o 214 214 214 214 214 214
Broj p -0047 0048 0036 0052 0019  .087*
PMN p 0231 022 0361 0186 0634 0027
(x200) n 644 644 644 644 644 642
Broj p -0019 0004  -0033 0006  -0023  -0,008
PMN p 0636 0928 0409 0872 0562 0,839
(X400) n 639 639 639 639 639 637
Broj p -0040 0005 0051 0006  -0,040 0,007
PMN p 0309 0893 0197 0880 0315 0855
(x1000) n 639 639 639 639 639 637
. o 0020 0130 0065 141 0053 148"
E(‘;O{OF;}\r"n'l\; o 0765 0053 0333 0035 0435 0,027
n 223 223 223 223 223 223
Broj p -092* 0025 0060 0020 0019  .101*
PMN p 0020 0519 0128 0606 0633 0010
(x10%) n 644 644 644 644 644 642
fwi P 0027 0020 0000 0010 0045 0,010
M P OS0L 0604 0620 0801 0251 0803
n 644 644 644 644 644 642
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