ZAPADOCESKA UNIVERZITA V PLZNI
FAKULTA ZDRAVOTNICKYCH STUDI{

BAKALARSKA PRACE

2023 DENISA MENTLOVA



FAKULTA ZDRAVOTNICKYCH STUDII

Studijni program: Laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi (B0914P360004)

Denisa Mentlova

Morfologické zmény v placentach asociované s onemocnénim

COVID-19

Bakalaiska prace

Vedouci prace: Vedouci prace: MUDr. Magdaléna Daumova, Ph.D.

PLZEN 2023



Zde se v tisténé verzi nachazi zadani BP



Zde se v tisténé verzi nachazi zadani BP



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem bakalaiskou praci vypracoval/a samostatné a vSechny pouzité prameny

jsem uvedl/a v seznamu pouzitych zdroju.
V Plzni dne 31. 3. 2023

vlastnorué¢ni podpis



Abstrakt
Ptijmeni a jméno: Mentlovd Denisa
Katedra: Katedra zachranafstvi, diagnostickych obort a vefejného zdravotnictvi

Nazev prace: Morfologické zmény v placentach asociované s onemocnénim COVID-19

Vedouci prace: MUDr. Magdaléna Daumova, Ph.D.
Pocet stran — Cislované: 41

Pocet stran — necislované: 22

Pocet priloh: 2

Pocet titult pouzité literatury: 32

Kli¢ova slova: placenta, zanét, COVID-19, SARS-CoV-2, placentitida

Souhrn:

Infekce SARS-CoV-2 v gravidité muze vést k zavaznym komplikacim. V souvislosti s touto
infekei byly zaznamenany ptipady pfed¢asného porodu, intrauterinni riistové restrikce i nit-
rodéloZzniho odumteni plodu. V soucasné dobé& se predpoklada, Ze tyto komplikace vznikaji
v disledku poskozeni placentarni tkan€ virovym zanétem. Obavany transplacentarni prenos

infekce z matky na plod je vzacny.

V teoretické Casti bakalatské prace jsou shrnuty informace o vyvoji, anatomii a funkci pla-
centy a dale o placentarnich zanétech se zvlastnim ptihlédnutim k morfologii nové defino-

vané SARS-CoV-2 placentitidy.

Prakticka ¢ast bakalaiské prace je zaméfena piedev§im na vyhodnoceni klinicko-patologic-
kych tidajh ziskanych z dokumentace a jejich srovnani s literarnimi tidaji. Minoritni Cast je
vénovana ovéfeni ucinnosti imunohistochemického barveni v diferencialni diagnostice

SARS-CoV-2 placentitidy.
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Summary:

SARS-CoV-2 infection in pregnancy can lead to serious complications. Preterm births, in-
trauterine growth restriction and intrauterine fetal demise have been reported in association
with this infection. It is believed that these complications arise as a result of damage to pla-
cental tissue by inflammation. The dreaded transplacental transmission of infection from

mother to fetus is rare.

The theoretical part of the bachelor thesis summarizes basic information on the development,
anatomy and function of the placenta as well as placental inflammations with special con-

sideration to the morphology of the newly defined SARS-CoV-2 placentitis.

The practical part of the bachelor thesis is mainly focused on evaluation of clinic-patholog-
ical data obtained from medical documentation and their comparison with current literature.
A minor part is devoted to the verification of the efficacy of immunohistochemical staining
in the differential diagnosis of SARS-CoV-2 placentitis.
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Tato bakalaiska prace na téma koranovirové placentitidy, mé uz od samého zacatku
velice zaujala. Jeden z diivodu byla moZnost pracovat na originalnim a zaroven aktualnim

tématu. Také ziskat hlubsi odborné znalosti o placenté a 0 jejim vyznamu pro matku a plod.

Ptesto, Ze jiz dnes vime o koronavirové placentitidé mnoho informaci, zlstava stale
fada véci (pfedevSim na molekularni irovni) neobjasnéna. Toto téma tedy dozajista bude

predmétem dalSiho vyzkumu.
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UvVOD

Spravné fungovani placenty ma zasadni vyznam pro vyvoj plodu. Existuje cela fada
patologickych stavi, které mohou jeji funkei negativné ovlivnit. Od poc¢atku pandemie
onemocnéni COVID-19 byla hlaSena fada ptipadti onemocnéni t€hotnych zen, u nichz tato
infekce vedla k prfed¢asnému porodu, rustové restrikci nebo dokonce nitrodéloznimu od-
umfeni plodu. V soucasné chvili je znamo, Ze tyto zdvazné komplikace vyplyvaji z poSko-

zeni placentarni tkan¢.

Rozsifeni viru SARS-CoV-2 z matetské krve do placenty mize vyvolat zanét
znamy jako SARS-CoV-2 placentitida. Tento zanét zptisobuje poSkozeni choriovych klki
a ve veétsing pripadi je doprovazen zvysenym ukladanim bilkovinného materialu v inter-
viléznich prostorach placenty, kde se za norméalnich okolnosti nachazi krev matky bohata
na kyslik a ziviny. V pomérné kratké dob¢ tak mize dojit k vyznamnému poskozeni pla-

centarnich funkci.

Tato bakalaiska prace je rozdélena na dve ¢asti. V teoretické ¢asti, jsou shrnuty za-
kladni informace o vyvoji, anatomii a funkci placenty. Dalsi kapitola je vénovana zanétim
placenty v¢etné nové definované SARS-CoV-2 placentitidy. V posledni ¢asti teorie jsou
uvedeny zékladni informace o laboratornim zpracovani placenty a o imunohistochemickém
vySetfeni. Prakticka ¢ast je zaméfena na statistické vyhodnoceni dat ziskanych z nemocnic-

niho informacniho systému a jejich porovnani s vysledky soucasnych praci na toto téma.
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TEORETICKA CAST

1 PLACENTA

Placenta je docasny, avSak velice slozity a dilezity organ. V pribéhu téhotenstvi
slouzi jako plice, stfeva, ledviny i jatra plodu. Mezi matkou a plodem zprostfedkovava

funk¢ni propojeni a zajist'uje latkovou vyménu. (BURTON, Graham J, 2015; Baergen 2011)

1.1 Vyvoj placenty

Placenta se zacina vyvijet velmi brzy po fertilizaci z vnéjsi vrstvy buné¢k blastocysty
zvané trofoblast. Tento organ zastava fadu dulezitych funkci a jeho spravné fungovani je pro
graviditu zcela zasadni. Histologické vySetfeni placenty patologem miize podat klinickym

I1¢kaiim dilezité informace o prib&hu gravidity i o patologickych stavech plodu.

Vyvoj placenty nastava po uhnizdéni blastocysty v endometriu délohy matky. V této
fazi je sliznice dobie prokrvena, nebot’ se nachazi na vrcholu sekredni faze. ZlazKy sliznice,
které jsou rozsitené a stocené, produkuji hlenovity sekret. Po uhnizdéni blastocysty vznikaji
v endometriu velké zmény, které nazyvame decidualni reakce. Latky, které produkuje blas-
tocysta, jsou velmi podobné hormoniim. Za pfitomnosti téchto latek sliznice zacina rust a
hrubnout. Dochézi k velkému rozmnozeni a rozvétveni cév kolem blastocysty. Zména na-

stava i v endometriu, kde se vazivové bunky transformuji na tzv. decidualni bunky.

Takto preménénd sliznice se nazyva deciduou. Rozdélujeme ji na Ctyfi Casti. Pod
blastocystou se nachazi decidua basalis, ktera je dulezita pro vznik placenty. Po stranach
blastocysty je decidua marginalis. Decidua capsularis se nachazi pod blastocystou smérem

do dutiny délohy. Zbytek zménéné sliznice délohy se nazyva decidua perietalis.

Soucasné s decidudlnimi zménami probihéd proliferace bun€k blastocysty. Na po-
vrchu se nachazi trofoblast, ktery je zasadni pfi vzniku placenty. Jsme schopni rozlisit tii
formy trofoblastu. Vnitini vrstva bun¢k blastocysty se nazyva cytotrofoblast. Buiiky cyto-
trofoblastu se vyznacuji vysokou proliferani schopnosti a jsou zdrojem pro vznik dalSich
typli bunék trofoblastu. Druha forma trofoblastu se nazyva intermedidrni trofoblast, ktery
predstavuje piechod mezi syncytiotrofoblastem a cytotrofoblastem. Vné&jsi vrstva blasto-
cysty je tvofena syncytiotrofoblastem, ktery se vyviji z cytotrofoblastu. (Kapeller a Pospisi-
lova 2001)
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V pribéhu placentace se trofoblast diferencuje v trofoblast vilozni a extravilozni.
Vilozni trofoblast je tvofen buiikami syncytiotrofoblastu a cytotrofoblastu. Roste spole¢né
s choriovymi klky, které pokryva. Extravilozni trofoblast se pfevazné sklada z intermediar-

niho trofoblastu a zodpovida za infiltraci preménéného délozniho endometria.

Ptiblizn€ od desatého dne se v syncytiotrofoblastu zacinaji objevovat vakuoly, které
splyvaji do dutinek neboli lakun. Spojené lakuny vytvareji prostorovou sit’, ktera je zékla-
dem pro budouci intervilézni prostory. Maternalni krev ze spirdlnich arteriol stény délozni,

zacne postupn¢ proudit do téchto prostor. Diky tomu vznika tzv. uteroplacentarni obéh.

Mezi druhym a tfetim tydnem vyvoje se zacCinaji vyvijet choriové klky z choriové
ploty, kterd vznikla z trofoblastu. Zéaklad pro primarni choriové klky, které vznikaji na konci
druhého tydne, je vristani bunék cytotrofoblastu do vybézki syncytiotrofoblastu. Piiblizné
¢trnacty den vyvoje vznikaji sekundarni choriové klky, v nich se vyskytuji mesenchymalni
buiky pochazejici z extraembryondlniho mesodermu. Ve tfetim tydnu vznikaji v sekundar-
nich klcich krevni kapilary. Takto zménéné klky se nazyvaji terciarni klky. Vyvoj téchto
kapilar vytvati predpoklad pro Gspé$nou vyménu latek mezi matefskou a fetalni krvi. (Ka-

peller a PospiSilova 2001)

Po celém obvodu choriové plotny se vyskytuji terciarni choriové klky a tvofi tvz.
chorion frondosum. Na zacatku 2. mésici gravidity v dalSich oblastech deciduy choriové
klky atrofuji a davaji tak vzniknout tzv. chorion laeve. Chorion frondosum spolu s decidua

basalis vytvati placentu. (Kapeller a Pospisilova 2001)

1.2 Anatomie placenty

Lidska placenta je organ diskovitého tvaru. Placenta donoseného plodu (g.h. 40+2
tydny) ma pramér 15 — 20 cm, tloustku 2 — 3 cm a hmotnost pfiblizné 500 g. Placentu
rozdélujeme na 2 casti. Fetalni lesklou ¢ast, ktera je obracena k plodu, a na matefskou ¢ast

adherujici ke stén¢ délozni.

1.2.1 Fetalni ¢ast placenty

Plodovéa cast placenty je pokryta jednovrstevnym kubickym amniovym epitelem.
Pod timto epitelem prosvitaji cévy plodu, které se sbihaji k iponu pupecniku. Samotné chori-
ova plotna je tvofend fidkym vazivem z extraembryonalniho mezenchymu. Z choriové
plotny odstupuji choriové klky, které tvoii zakladni stavebni jednotku placentarni tkané. Po-

vrch choriovych klkt je kryt dvéma vrstvami bunék — vnitini vrstvou zvanou cytotrofoblast
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a vnéjsi vrstvou zvanou syncytiotrofoblast. Na zacatku gravidity jsou choriové klky kratké
a iroké. V poslednich mésicich t€hotenstvi vyzravaji a méni svij tvar. Vznika v nich bohata
sit’ vétvicich se fetalnich cév. Z hlediska morfologického muzeme klky rozdélit na kmenové,
volné a vétvené. Kmenové klky prostupuji celou placentou a prortstaji az k bazalni deciduy.
Kmenové klky se nadéale vétvi na nezralé a zralé intermedidrni klky. Nezralé choriové klky
jsou zakonCeny mezenchymalnimi klky. Zralé¢ intermediarni choriové klky jsou zakonceny
fadou terminalnich choriovych klkt s poCetnymi vaskulosyncytialnimi membranami. Na
urovni termindlnich klk dochazi k nejefektivnéjsi vymeéné latek mezi materskou a fetalni

krvi. (Balko et al. 2017)

1.2.2 Matetska cast placenty
Matetska ¢ast je na povrchu tmavé Cervena. Je slozena z déloznich Zlazek a decidu-
alnich bunék. Tyto bunky jsou velké a bohaté na tuky a glykogen. Latky obsazené v decidu-

alnich bunkdach jsou zdrojem prvnich Zivin pro zarodek.

Decidualni / bazalni plotna vznika z decicua basalis. Z této ploténky vyrustaji pla-
centarni septa smérem k fetalni ¢asti placenty. Septa rozdéluji placentu na 15 — 20 funkénich

segmenttl zvanych kotyledony. (Balko et al. 2017)

1.3 Funkce placenty

Placenta zprostfedkovava piisun latek nutnych pro rist a vyzivu plodu z krve matky.
Neméné¢ dilezitou ulohou je odstraiiovani katabolitli z krve plodu. Malé molekuly mohou
mezi matefskym a fetdlnim krevnim feciStém (na urovni vaskulosyncytidlnich membran
choriovych klki) volné difundovat. Latky vetsi velikosti prostupuji placentou za pomoci
aktivniho transportu. Jiné latky vyuZivaji princip pasivni diftize nebo také facilitované difuze
(napft. gluko6za). Dulezitou funkci placenty je vyména kysliku a oxidu uhli¢itého mezi ma-
tefskym a fetalnim krevnim fecistém. Vyznamnou roli hraje fetalni hemoglobin, ktery ma na
rozdil od adultniho typu hemoglobinu vétsi afinitu ke kysliku. Dalsim mechanismem, ktery

podporuje transport kysliku je i zvySena tepova frekvence plodu. (Silbernagl 2004)

1.3.1 Endokrinni funkce placenty
Placenta syntetizuje fadu hormont ale i enzymt. Jeden z dllezitych hormoni je lid-
sky choriovy gonadotropin (hCG). Ten je nejprve produkovan buitkami syncytiotrofoblastu.

Tvorba hCG zacina velmi zédhy po oplozeni a jeho pfitomnost v krvi, resp. v moci slouzi
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k detekci gravidity. Nejvyssi koncentrace hCG v krvi matky je dosazena kolem 8. — 11.
tydne, poté se jeho hladina snizuje. hCG potlacuje dalsi tvorbu folikuld v ovariich a zaroven
stimuluje rast zlutého téliska, které produkuje estrogen a progesteron, az do doby, kdy syn-

tézu téchto hormonu pievezme placenta.

Estrogen a progesteron se uplatiiuji pti decidualni preméné délozni sliznice, ktera je
nezbytna pro nidaci blastocysty. Estrogeny se podileji na ristu mlééné zlazy a to jak piimo,
tak nepfimo prostiednictvim zvySovani hladiny prolaktinu. Déle stimuluji pritok krve pla-
centou. Progesteron je hormon, ktery udrzuje t€hotenstvi. Dilezitou funkci progesteronu je
sniZzeni kontraktility d¢lozni stény, coz snizuje riziko samovolného potratu. Plisobeni pro-

gesteronu ma i vliv na rozvoj lobuloalveolarniho systému mlécné zlazy

Choriovy somatotropin (neboli lidsky placentarni laktogen) plisobi jako ristovy hor-
mon, podporuje vyvoj a rist mlééné zlazy a ma pozitivni vliv na laktaci. Podili se na meta-

bolismu glukdzy a lipidi u matky a u plodu zvySuje dostupnost glukdzy. (Trojan 1999)

1.3.2 Imunitni funkce placenty

Placenta vytvafi imunologické rozhrani mezi matkou a plodem a diky molekularnim
interakcim, které se odehravaji na fetomaternalnim rozhrani je navozena tolerance matky
vici plodu, ktery nese antigeny otce. Placentarni bariéra do jisté miry brani vstupu mikroor-
ganismu a toxickych latek z krve matky do krve plodu. Bohuzel ale tato bariéra nefunguje
stoprocentné. DilleZitou imunologickou funkci placenty je aktivni transport matetskych pro-
tilatek mechanismem pinocyt6zy. Placentou prochézeji do krve plodu vyhradné protilatky
typu 1gG. Ty mu poskytuji pasivni imunitu proti nékterym infek¢nim agens. (PospiSilova
2015)

1.4 Pupecnik

Pupecnik je provazec, ktery spojuje plod s placentou. U donoseného plodu ma pu-
pecnik délku ptiblizn€ 50 cm a pramér 1,5 cm. Zevni obal pupecniku je tvofen jednovrstev-
nym plochym az kubickym amniovym epitelem. V pupecniku probihaji 3 cévy. Dvé arterie,
které odvadi odkysli¢enou krev z plodu, a jedna vena, kterd naopak ptivadi okyslicenou krev
z placenty Kk plodu. Tyto umbilikalni cévy jsou ulozeny v mékké tkani nazyvané Whartontv

rosol, ktery vznika z embryonalniho mezodermu. (Kobilkova 2005; Cech 1999)
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1.5 Cirkulace krve v placenté

Okysli¢ena krev z mateiského krevniho ob&hu je spiralnimi arteriolami v bazalni
plotné ptivadéna do intervildznich prostor, kde se dostava do piimého kontaktu s choriovymi
klky, v nichz koluje krev fetalni. Okyslicena krev se vlasecnicemi v choriovych klcich do-
stava do cév choriové plotny a jednou umbilikalni venou je transportovana do krevniho
ob¢hu plodu. Jatra plodu, do nichz je krev sméfovana, by vsak vSechen kyslik spotfebovala
a tak je ¢ast krve odvadéna cestou ductus venosus piimo do dolni duté Zily. Krev nasledné
putuje do pravostrannych srde¢nich oddila a pies oteviené forman ovale proudi do levostran-
nych oddilt srdce, odkud je transportovana do aorty a systémového ob&hu plodu. Odkysli-
¢ené krev je odvadéna dvéma umbilikalnimi arteriemi do cév choriovych klkl a oxid uhlicity
a dalsi katabolity piechazi difuzi do interviloznich prostor. Nasledné se matefska krev chuda
na kyslik vraci zpét do bazalni plotny a zilami v bazalni plotn¢ je odvadéna do mateiské

cirkulace. (Wilhelmova 2021)
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Obrazek 1. Anatomie zralé placenty a placentarni cirkulace (priifez)

STRATUM SPONGIOSUM
OSTROVKY CYTOTROFOBLASTU V DECIDUA BASALIS | PLACENTARNI SEPTUM
SPIRAVLOVITE ARTERIOLY A MATERSKE VENY

CHORIOVY KLK

CHORIOVA PLOTENKA

ST

V. UMBILICALES

SINUS MARGINALIS / AMNION PUPECNK  AG UMBILICALES

CHORION TROFOBLAST

Zdroj: WILHELMOVA, Radka. Vznik a vyvoj téhotenstvi | Vybrané kapitoly Porodni asistence I a II
| Lékarska  fakulta  Masarykovy — univerzity [online]  [vid. 2022-12-06].  Dostupné
z: https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/If/ps20/porodni_asistence/web/pages/02_06_vyvoj_pla-
centy.html

2 KORONAVIRY

Koronaviry (CoV) jsou velka rodina jednofetézcovych RNA virt. Tyto viry mohou
infikovat zvifata a také lidi. Zptsobuji respiracni, gastrointestinalni, jaterni a neurologicka
onemocnéni. RozlisSuji se 4 hlavni podskupiny: alfa-koronavirus (229E, NL63), beta-koro-
navirus (OC43, HKU1, MERS-CoV, SARS-CoV), gama-koronavirus a delta-koronavirus.
(Yang a Leibowitz 2015), (Wolfel et al. 2020)

Bézné lidské koronaviry zahrnuji typy 229E, NL63, OC43 a HKUI. Tyto viry zpu-
sobuji vétSinou mirné infekce hornich cest dychacich. Mezi dalsi lidské koronaviry, které
puvodné zplisobovaly onemocnéni zvitat, patii MERS-CoV a SARS-CoV a novy koronavi-
rus 2019-nCoV (SARS-CoV-2). MERS (Middle East Respiratory Syndrome) byl poprvé ob-
jeven v roce 2012 v Saudské Arabii, odkud se rozsifil i do dal$ich zemi. MERS se stale jesté
objevuje v oblasti arabského poloostrova. Infekce se projevuje hore¢kou, kaslem, dusnosti,

a zanétem plic. Mortalita je vysoka (umiraji 3 az 4 pacienti z deseti). SARS (Severe Acute
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Respiratory Syndrome) byl poprvé hlagen v Ciné v roce 2002 a byl provazen zimnici, hore-

kou a zanétem plic.

Zda se, ze se u lidi pravideln€ objevuji nové koronaviry, zejména kvuli jejich Siroké

distribuci, velké genetické diverzit¢ a Casté rekombinaci jejich genomu.

2.1 COVID-19

Na konci roku 2019 Cina ohlésila nékolik p¥ipadt zapalu plic nezndmého ptivodu.
Sekvenovanim metagenomické RNA a izolaci viru ze vzorkl tekutiny z bronchoalveolarni
lavaze od pacientl s t€Zkou pneumonii identifikoval nezavisly tym cinskych védct diive
nepozorovany beta-koronavirus. Onemocnéni se poprvé objevilo u lidi, kteti pracovali nebo
navstévovali trhy ve mésté Wu-Chan, kde se prodavaji, zpracovavaji a konzumuji motské
plody, ryby, netopyfi, ptaci i jiné Zivo¢isné produkty. Zacatkem ledna 2020 bylo identifiko-
vano vice pacientd, kteti predtim tyto trhy nenavstévovali. Bylo hlaSeno n¢kolik familidrnich
vyskytl a ve zdravotnickych zafizenich se také vyskytla nozokomialni infekce. VSechny tyto

ptipady poskytuji jasny diikaz o pfenosu nového viru z ¢lovéka na cloveka.

Vzhledem k tomu, ze se epidemie shodovala s pfichodem lunarniho Nového roku,
cestovani mezi mésty pred festivalem usnadnilo pienos viru v Cing. Tento novy koronavi-
rovy zapal plic se brzy rozsitil do dalsich mést v provincii Chu-pej a do dalsich &asti Ciny.
Béhem 1 mésice se masivné rozsitil do viech 34 provincii Ciny. Podet potvrzenych piipadi
se nahle zvysil a koncem ledna byly denné€ diagnostikovany tisice novych ptipadi. Dne 30.
ledna 2020 prohlasila Svétova zdravotnicka organizace (WHO) $ifeni nového koronaviru za
stav ohrozeni vefejného zdravi. Dne 11. inora 2020 Mezinarodni vybor pro taxonomii vird
pojmenoval novy koronavirus ,,SARS-CoV-2“ a WHO nazvala nemoc ,,COVID-19*. Pro-
puknuti onemocnéni COVID-19 v Ciné dosahlo epidemického vrcholu v tinoru. Podle Cin-
ské narodni zdravotni komise celkovy pocet ptipadi na zacatku unora nadale prudce rostl
pramérnou rychlosti vice nez 3 000 nove potvrzenych ptipadt denné. Pro kontrolu onemoc-
néni COVID-19 Cina zavedla bezprecedentné piisna opatieni v oblasti vefejného zdravi.
Meésto Wu-Chan bylo uzavieno 23. ledna 2020. Veskera doprava mésta byla zablokovana.
V nasledujicich n€kolika tydnech byly vSechny venkovni aktivity a shromdzdéni omezeny a
vefejna zafizeni byla uzaviena. Diky témto opatienim zacal denni pocet novych piipadi v

Ciné klesat.
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Navzdory klesajicimu trendu v Ciné se viak mezinarodni §ifeni onemocnéni CO-
VID-19 od konce tinora 2020 zrychlilo. Vysoké infekénost SARS-CoV-2 a hojnost mezina-
rodniho cestovani umoznily rychlé celosvétové Sifeni onemocnéni COVID-19. Dne 11.
biezna 2020 WHO oficialné vyhlasila propuknuti globalni pandemie onemocnéni COVID-
19. A¢koli od bfezna 2020 Cina ¢inn& kontrolovala §ifeni onemocnéni COVID-19, pocet
ptipadli v Evropé, Americe i dalSich regionech prudce vzrostl. K 11. srpnu 2020 bylo hlaSeno
vice nez 20 miliona ptfipadd COVID-19 a vice nez 733 000 amrti z 216 zemi a tzemi na
Sesti kontinentech. K vysoké umrtnosti dochazelo zejména pii pretizeni 1ékarskych zdroju.

(Hu et al. 2021)

Po zavedeni celosvétovych opatfeni doslo k pribéznému snizovani poctu nakaze-
nych. Pfispéla tomu i inovace vakciny, kterd zmirfiovala pfiznaky onemocnéni. Od ledna
roku 2020 bylo po celém svété zaznamenano piiblizné 640 miliont lidi s ndkazou COVID-
19. Na tuto zdkefnou nemoc zemielo vice nez 6,5 milionu lidi. Toto ¢islo se vSak kazdym
dnem stale mirné zvysuje. Nastésti ne v tak velkém méfitku jako v minulych letech. (Johns

Hopkins University 2020)

2.2 Pivodce onemocnéni

Sekvence SARS-CoV-2 se z vice nez 70 % shoduje s genetickou informaci SARS-
CoV (Hui et al. 2020). Piepodklada se, ze zdrojem viru byli netopyfi. Pivodné se myslelo,
ze k ptenosu infekce na ¢lovéka mohlo dojit pfimo, protoze susené ¢asti t¢l netopyrii se po-
uzivaji v ¢inské lidové medicing. Virus, ktery byl izolovan z netopyrd, se vsak od virt, které
se pfenasSeji mezi lidmi, 1i§i v nékolika aminokyselinach kli¢ovych pro vazbu na lidské
bunky. Proto se zda, ze k ptenosu na ¢lovéka doslo pies mezihostitele (napt. hady, norky
nebo Zelvy). Zvlast' diskutovani jsou luskouni, jejichZ maso se v Ciné konzumuje a nékteré
¢asti jejich tél se rovnéz pouzivaji v lidové medicin€é. Molekularné genetické analyzy proka-
zaly, ze sekvence RNA izolovand z koronaviru luskount byla shodnd v doméné¢ odpovédné

za vazbu na lidské bunky. (Cyranovski 2020; Zhang 2020)

Na stavbé virionu koronaviru SARS-CoV-2 se podileji ¢tyfi strukturni proteiny. Obal
viru tvoii dvojvrstva fosfolipidli, pod niz je pfitomen nukleokapsidovy protein N s navaza-
nou ribonukleovou kyselinou viru. Do obalu virionu jsou zavzaty proteiny S (Spike protein),
E (Envelope protein) a M (Membrane protein). Spike protein je kli¢ovy pro vstup koronaviru
do lidské bunky. Tento protein se vaze na angiotenzin konvertujici enzym 2 (ACE2), ktery

24


https://github.com/CSSEGISandData/COVID-19/tree/master/csse_covid_19_data/csse_covid_19_time_series
https://github.com/CSSEGISandData/COVID-19/tree/master/csse_covid_19_data/csse_covid_19_time_series

je exprimovany na povrchu vnimavych bunék vcetné placenty. (Hu et al. 2020; Daumova et

al. 2021).

2.3 Pfiznaky onemocnéni

Ptiznaky onemocnéni se projevi v priméru za 5—6 dni od ndkazy; inkuba¢ni doba se
vsak pohybuje od 1 do 14 dni. Pribéh onemocnéni COVID-19 mize byt asymptomaticky,
mirny i velmi tézky. Diky analyze bylo zjiSténo, ze u 80 % ptipadli probiha onemocnéni
S lehkym pritbéhem, bez pneumonie nebo s nezdvaznou pneumonii. U 14 % pacientli s CO-
VID-19 je evidovan zavazny prib¢h onemocnéni vyzadujici hospitalizaci a 6 % ptipadii ma
¢i amrti, se nejcastéji vyskytl u starSich osob a 0sob s komorbiditami. Tézky prubéh one-
mocnéni byl ¢asto evidovan u obéznich pacientii. Castym klinickym p¥iznakem onemocnéni
COVID-19 je ztrata ¢ichu nebo chuti, horecka, kasel, dusnost, myalgie (bolesti svalstva)
a unava. Typicke jsou i snizené hladiny T-lymfocyti, zjisténé u 45 % pacientd. Mén¢ Cas-
tymi ptiznaky mohou byt priijem nebo zvraceni. V pribéhu onemocnéni se i pii pivodné
mirném onemocnéni mohou vyvinout komplikace v podobé pneumonie, tromboembolic-

kych komplikaci ¢i dysregulace zanétlivé odpovédi. (John et al. 2021)

2.4 Ptenos a prevence prenosu

Koronaviry se §ifi z ¢loveéka na €lovéka prostrednictvim Gzkého kontaktu. Jedna se
o tzv. kapénkovou infekci, ktera se §ifi vzduchem. Siii se kapénkami do vzdalenosti 4 - 5
metrl a ulpiva na povrsich, kde zlistava infekéni n€kolik hodin. Vstupnimi branami téla jsou

dutina tstni a nosni a sliznice o¢i.

Jako zakladni ochranné prostfedky by mély byt pouzivany masky FFP3, jednorazové late-
xové rukavice a specidlni bryle nebo masky, které dokdzou dokonale chranit o¢i. Na zdkladé
zkuSenosti s viry ptaci chiipky a SARS jsou vSak tyto viry velmi citlivé na dezinfekci plyn-
nym chlorem a ultrafialovym zafenim, takze kontaminace pitné vody nehrozi. Pro G¢innou

dezinfekci se doporucuje pouziti virucidnich geli, mydel a roztokd. (Vasut 2020)

3 PLACENTITIDA

Placentitida neboli zanét placenty je jeden z nejcastéjSich patologickych stavu, které
placentu postihuji. PfiCinou vétSiny zanéth jsou infekce. Druhou skupinou jsou zanéty nein-

fekeni etiologie, které jsou sice méné Casté, ale nemén¢ dilezité. Tato skupina zanétl je

wrwe
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neinfekéniho pivodu mohou negativné ovlivnit pribéh gravidity, vyvoj plodu i postnatalni

vyvoj novorozence. (Daumova et al. 2021)

3.1 Zéncty placenty infekéni etiologie

Placenta a plodové obaly mohou byt infikovany nékolika cestami. Ascendentni za-
néty jsou zpusobeny piedev§im bakteriemi a mykoorganismy, které do placenty pronikaji
z pochvy a délozniho hrdla. Hematogenni zanéty placenty jsou zptisobeny prinikem mikro-
organismu do placenty z krve matky. Pavodci téchto zanéth jsou pfedevs§im viry a protozoa.
Vzacn€ muze dojit k pfenosu infekce pfi invazivnich zékrocich jako je napi. amniocentéza,

amnioskopie nebo kordocentéza. (Jezkova et al. 2015)

3.1.1 Ascendentni zanéty placenty

Ascendentni zanét placenty je stav, pii kterém se bakterie z pochvy nebo délozniho
¢ipku §ifi porodnimi cestami a infikuji plodovou vodu. Reakce organismu na ascendentni
infekci plodové vody bakteriemi ¢i mykoorganismy je akutni zdnét plodovych obali, chori-
ové plotny a pupec¢niku. Bakterie nebo bakteridlni protein v plodové vodé vyvolavaji zanét-
livou reakci matky i plodu. Pokud se neutrofily rozsiti do choria a amnia, je tento stav ozna-
covany jako akutni chorioamniotitida. Ta muze vést ke komplikacim jak u matky, tak u di-
téte. Akutni chorioamnionitida mtize vést k pfed¢asnému porodu ¢i potratu, aspirace infiko-
vané plodové vody miliZe byt pfic¢inou adnatni pneumonie u plodu, u matky muize t€zky zanét
vzacné vést k sepsi. VEasna diagnostika a 1éCba antibiotiky je zasadni pro prevenci vaznych

nasledkd. (Kim et al. 2010)

3.1.2 Hematogenni zanéty placenty

Hematogenni zanét je zplsoben Sifenim infekce z krve matky do placenty. Timto
zpliisobem se mohou S§ifit baterie, viry i protozoa. Vzhledem k tomu, Ze mistem prvniho kon-
taktu jsou intervilozni prostory a choriové klky, projevuje se zanét obvykle jako intervilosi-
tida a/nebo vilitida. Tyto zan€ty mohou vyznamné poskodit placentarni tkai a narusit vy-
ménu Zivin a kysliku mezi matkou a vyvijejicim se plodem. To mlzZe vést ke komplikacim
plodu, jako je omezeni rustu, pfed¢asny porod nebo nitrodélozni odumieni. Pokud je pode-
zfeni na hematogenni zanét placenty, je dulezité diagnostikovat a 1é¢it zakladni infekci co
nejdiive, aby se minimalizovalo moZné poskozeni plodu. Lécba miize zahrnovat antibiotika,

wrwe

drews 2010; Adams Waldorf a McAdams 2013)

26



3.1.2.1 Adndtni listeriéza

Listerioza je zavazna hematogenni infekce zptisobena bakterii Listeria monocytoge-
nes. T¢hotna zena se typicky nakazi pozitim kontaminovanych potravin, jako jsou zrajici
syry, nepasterizované mléko ¢i nedokonale tepelné upravené maso. Ptiznaky listeridozy u
matky mohou zahrnovat horecku, zimnici, bolesti kloubii a svalti a ptiznaky podobné
chiipce. Jde o vzacnou infekei, ktera vS§ak mize zdvaznym zptisobem ohrozit vyvijejici se
plod. Miize probihat pod obrazem sepse, zdnétu plic ¢i meningitidy a mé vysokou smrtnost.
Nekteré plody mohou odumfit jiz nitrod€lozné. Zavazna infekce muize byt navic provdzena
stavem znamym jako granulomatosis infantiseptica, pro ktery je charakteristicka tvorba mi-
kroabscesu v riznych organech plodu, napf. v jatrech ¢i slezing. Infekce zptisobuje v pla-
centé abscedujici zanét choriovych klka a interviléznich prostor. Listeridoza se prokazuje

kultiva¢né a 1é¢i se antibiotiky. (Janakiraman 2008)

3.1.2.2 Chronicka vilitida

Jedna se o chronicky zanét stromatu choriovych klkt zptisobeny piedevsim viry nebo
prvoky. Chronicka vilitida je vzacna. Mize byt pfi¢inou nitrodélozni ristové restrikce, hyd-
ropsu plodu, pfed¢asného porodu, potratu nebo nitrodélozniho odumieni plodu. Néktera
konkrétni infekéni agens mohou vyvolavat pomérné charakteristické morfologické zmény
Vv placenté, napt. typické inkluze u CMV nebo HSV. Né&které z téchto infekci mohou byt

teratogenni, to znamena, Ze u plodu mohou zptisobit vrozené vyvojové vady. (Baergen 2011)

3.2 Chronické zanéty placenty neinfekeni etiologie

Pfi¢inou téchto zanétl placenty je patologickd imunitni reakce matefského imunit-

niho systému na antigeny plodu.

3.2.1 Chronicka neinfekéni vilitida (Villitis of Unknown Etiology, VUE)

Chronické neinfek¢ni vilitida zndma také jako vilitida neznamé etiologie (VUE) je
nejcastéjsi zastupce ze skupiny chronickych zanét neinfekéniho ptivodu. Podle soucasnych
informaci postihuje 5 - 15 % vySetfenych placent. Nejcastéji se tento zanét vyskytuje v pla-
centach plodl narozenych v fddném terminu. VéEtSinou se jedna o ndhodny nélez, o kterém
je vsak dulezité informovat Iékate indikujiciho vySetieni placenty, nebot’ tento zanét se mize
opakovat i v nasledujicich graviditach a jeho intenzita se mize stupnovat. Zanét mize po-
stihnout malou nebo velkou ¢ést placenty. Jedna se o destruktivni 1ézi choriovych klk, ktera

nici 1 fetalni cévy, které jsou v klcich pfitomny. To vede k nitrodélozni hypoxii, kterd mize
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rodélozni odumieni plodu. Tézké formy VUE mohou byt spojeny i s postizenim postnatal-
niho neurologického vyvoje plodu. S vyssi frekvenci se VUE vyskytuje u rodicek trpicich
autoimunnimi chorobami nebo u gravidit z darovaného oocytu. Podle dostupnych informaci
bylo zjisténo, ze zvysena incidence VUE je i u obéznich rodi¢ek. Mikroskopicky nachazime
Vv choriovych klcich CDS pozitivni cytotoxické lymfocyty matky. Pfezivani téchto specific-
kych T-lymfocyti v matetské cirkulaci i fadu let po porodu a zvySeni jejich po¢tu béhem
nasledujici gravidity je pfedpokladanou piicinou jiz zminovaného opakovaného vyskytu.

(Daumova et al. 2021)

3.2.2  Chronicka chorioamnionitida

Jde 0 pomérné Castou 1ézi, ktera se mize vyskytovat samostatné i v asociaci s jinymi
neinfekénimi zanéty. V tad¢ ptipadii doprovazi VUE ¢i chronickou deciduitidu. Chronicka
chorioamnionitida byva ¢astym ndlezem v placentich piedCasné porozenych ¢i potracenych
plodl. Podle soucasnych informaci miizeme pozorovat vyskyt 1éze az u 39 % ptipadi pted-
¢asného odtoku plodové vody pred terminem porodu. Stejn¢ jako v pfedchozim ptipad¢ jde
o reakci imunitniho systému matky na antigeny plodu. Mikroskopicky nachazime v plodo-

vych obalech a/nebo choriové plotné CD8 pozitivni cytotoxické lymfocyty matky.
(Daumova et al. 2021)

3.2.3 Chronicka (lymfoplasmocytarni) deciduitida

Chronické deciduitida je chronicky zanét deciduy. Pomérné casto doprovazi VUE
nebo chronickou chorioamnionitidu. Muizeme se s ni setkat i v izolované form¢. Zanét se
nejcasteji vyskytuje v placentach mrtvé porozenych ¢i potracenych plodd, casto byva pozo-
rovan u gravidit z darovaného oocytu. Predpoklada se, Ze i chronicka deciduitida vznika jako
reakce matefského imunitniho systému na antigeny plodu. Mikroskopicky nachazime pte-

devsim v bazélni deciduy lymfocyty a plasmatické buniky matky.
(Daumova et al. 2021)

3.2.4 Eosinofilni/T-bunécna vaskulitida cév choriové plotny (Eosinophilic/T-cell chorio-
nic vasculitis, ETCV)
Jedna se o vzacny chronicky zéanét, ktery postihuje velké fetalni cévy v choriové
plotné. Tato 1éze se vyskytuje v méné nez 1 % vySetfovanych placent. S ETCV se nejcastéji

setkavame v placentach ploda porozenych v fadném terminu. Na rozdil od ostatnich zanétt
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fazenych do této kategorie, je zanétlivy infiltrat v cévni sténé fetalniho piivodu. Jedna se o
T-lymfocyty a eosinofilni granulocyty. Zanét obvykle postihuje jen jednu cévu v choriové

plotné a muze byt asociovan s pfitomnosti trombu v této céveé. (Daumova et al. 2021)

3.2.5 Chronicka histiocytarni intervilositida

Chronické histiocytarni intervilositida je zanét postihujici intervildézni prostory.
Casto byva doprovazen zmnozenim perivilozniho fibrinoidu. Vyskytuje se pfiblizné ve 4 %
placent plodl spontanné potracenych v prvnim trimestru a pouze u necelého 1 % placent
plodii, které byly porozeny ve druhém a tietim trimestru t€hotenstvi. Tento zanét se mize
opakovat az ve 100 % a proto také miize byt pfi¢inou opakovanych potratii. Mizeme se
S nim Cast¢ji setkat u matek, které trpi autoimunnimi chorobami, jako je tieba primarni anti-

fosfolipidovy syndrom ¢i lupus anticoagulans. (Daumova et al. 2021)

4 KORONAVIROVA PLACENTITIDA

Infekce virem SARS-CoV-2 piedstavuje i nadale globalni zdravotnicky problém. Je
znamo, ze tato infekce mize u té¢hotnych vyvolat zdvazné komplikace v podobé pfedc¢asného
porodu, potratu, intrauterinni riistové restrikce nebo nitrodélozniho odumfeni plodu. Pienos
infekce na plod byl sice popsan, ale jde o velmi vzacné ptipady. V souasnosti je jiz znamo,
ze vyse uvedené komplikace jsou zpiisobeny poskozenim placentarni tkdn¢ virovym zané-

tem. (Daumova et al. 2021)

4.1 Ptenos infekce z matky na placentarni tkan / plod

Aby SARS-CoV-2 vstoupil do hostitelskych bunék, je dilezita vazba virového S-
proteinu na angiotensin-konvertujici enzym 2 (ACE2) a jeho interakce s transmembranovou
serinovou protedzou 2 (TMPRSS2). Obé¢ tyto molekuly jsou v placenté exprimovany. Kon-
centrace ACE2 se béhem t¢hotenstvi méni. V ¢asnych stadiich gravidity je exprese enzymu
patrna v oblasti deciduy, v pozd¢jsich stadiich téhotenstvi je zaznamenana zejména ve viloz-
nim trofoblastu a v endotelu cév choriovych klki. Diky t€émto zménam Ize piedpokladat, ze
vnimavost K infekci i projevy v placenté se miizou v prubéhu gravidity lisit (Daumova et al.
2021). Podle nékterych studii Ize expresi ACE2 v placenté zvysit a to naptiklad hypoxii. Na
zakladé této skute¢nosti byla vyslovena teorie, ze nékteré choroby matky, které vedou k hy-
poxii, mohou byt predispozici ke koronavirové infekci placenty. (Azinheira Nobrega Cruz
et al. 2021)
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4.2 Soucasné poznatky 0 onemocnéni

Zpocatku se predpokladalo, Ze koronavirus SARS-CoV-2 miize vést ke snizenému
priatoku krve placentou, a to jak na urovni uteroplacentarniho obéhu (mateiského ob¢hu),
tak fetoplacentarniho ob&hu (obéhu plodu). Uvazovalo se, ze celkova hypoxie matky pfi
tézkém prabehu onemocnéni COVID-19 miize zplisobit v placenté zmény typické pro ma-
tefskou vaskularni malperfuzi (MVM). Mateiskd nebo také maternalni vaskularni malper-
fize (MVM) je souhrnny nazev pro soubor zmén, které se vyskytuji v placenté, pokud je
naru$en uteroplacentarni krevni ob&h. Tyto zmény se mohou vyskytovat u fady chorob jako
je napf. hypertenze, preeklampsie nebo diebetes mellitus matky. V placenté se tyto zmény
projevuji jak makroskopicky tak mikroskopicky. Castym makroskopickym nalezem u MVM
je nizka hmotnost placenty, ktera neodpovida gestacnimu stafi. Déle to miZze byt retropla-
centarni hematom, ktery je morfologicky korelatem placentarni abrupce. Mikroskopicky u
MVM nachdzime infarkty choriovych klkt, akcelerovanou zralost choriovych klk nebo

napt. zmény spiralnich arteriol v bazalni deciduy nebo deciduy plodovych obali.

U fetdlni vaskuldrni malperfuze (FVM) je naruSen fetoplacentdrni krevni obé¢h.
V ptipad€ onemocnéni COVID-19 se uvazovalo o moznosti ptimého plisobeni viru na sténu
krevnich cév v choriovych klcich, protoze endotel téchto cév obsahuje vazebna mista pro
koronavirus. Vazba viru by tak mohla poSkodit cévni sténu a vést ke vzniku tromboz. Je
vSak znamo, Ze FVM muze zpiisobit i fada jinych 1ézi jako napt. nadmérné vinuti pupecniku,
které vede k obstrukci fetalnich cév. FVM se v placenté projevuje trombdzami v cévach
choriovych klkt a choriové plotny a pfitomnosti fibrotizovanych avaskularnich choriovych

klku. Placenta rovnéZz miva mens$i hmotnost.

Vzhledem k tomu, Ze do primarnich studii byly zahrnuty vSechny placenty od CO-
VID-pozitivnich matek bez ohledu na prikaz pfitomnosti viru v placentarni tkani, je nutné
k témto informacim pfistupovat obezietné. Jedna se totiz o nespecifické nalezy, které je tieba

hodnotit vZdy v kontextu celkovych klinickych tdaji. (Daumova et al. 2021)

Od pocatku pandemie se diskutovalo o moznosti zanétlivého posSkozeni placenty.
Diky opakovanym pozorovanim byla definovana SARS-CoV-2 placentitida, pro niz je cha-
rakteristickd tridda morfologickych zmén: histiocytarni intervilositida, nekrézy vilézniho

trofoblastu a zmnozeni perivilézniho fibrinoidu.

V patogenezi této jednotky hraje dualezitou roli aktivace komplementu, ktera objas-
nuje i pavod mikroskopickych zmén typickych pro SARS-CoV-2 placentidu. Komplement
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je soucasti nespecifické humoralni imunitni odpovédi. Jeho slozky se kaskadovité aktivuji a
tim spoustéji imunitni reakci. Findlnim produktem této kaskady je komplex proteinti zvany
MAC (Membrane Attack Complex), ktery perforuje cytoplasmatické membrany nékterych

bunék, bakterii a virti a zpiisobuje jejich lyzu.

U SARS-CoV-2 placentitidy vede vazba virovych proteinti na povrch choriovych
klkt k aktivaci komplementu, a tim pfispiva k destrukci vilézniho trofoblastu. Silny chemo-
takticky u¢inek komplementu vysvétluje pritomnost zanétlivého infiltratu v intervil6znich
prostorach a lokalni ptisobeni prozanétlivych cytokinti uvoliiovanych z histiocytii a neutro-

il ma vliv na ukladani perivilézniho fibrinoidu. (Daumova et al. 2021)

4.3 Zmény V placenté u SARS-CoV-2 placentitidy

Ve vyvinutych pripadech ma koronavirova placentitida pomérné charakteristicky
makroskopicky vzhled. Placenta byva mensi velikosti a hmotnosti nez by odpovidalo uda-
vanému gestacnimu stafi. Na fezu jsou patrnd neostie ohrani¢end Sedozlutd loziska, kterad

odpovidaji periviloznimu fibrinoidu (Obr. 2 a 3).
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Obrazek 2 Placenta predc¢asné porozeného plodu (g.h. 28+1) s makroskopicky patr-
nymi loZisky perivilozniho fibrinoidu

Zdroj: M. Daumova — Siklirv vistav patologie FN Plzeri

Obrazek 3 Placenta potraceného plodu (g.h. 19+2) s neostie ohrani¢enymi SedoZlutymi

loZisky odpovidajicimi periviléznimu fibrinoidu.

Zdroj: M. Daumovd — Siklitv vistav patologie FN Plzeri
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Mikroskopicky nachdzime v placenté zanétlivy infiltrat interviloznich prostor, ktery
je tvofen histiocyty a/nebo neutrofilnimi granulocyty. Pfitomnost histiocyti miize byt potvr-
zena imunohistochemickym barvenim protilatkou CD68 nebo CD163 (Obr. 4) Na povrchu
ptilehlych choriovych klki jsou patrné nekrézy vilézniho trofoblastu. Léze byva €asto do-
provazena zmnozenim perivilozniho fibrinoidu, ktery obliteruje intervilozni prostory. (Dau-

mova et al. 2022)

Obrazek 4 Histiocytarni intervilositida s masivnimi depozity perivilézniho fibrinoidu
(HE, 100x).

I ptes to, Ze histologicky obraz SARS-CoV-2 placentitidy je pomé&rné charakteris-
ticky, je tfeba diagndzu potvrdit dal§imi metodami a to zejména z diivodu vysoké podobnosti

s jinymi zan&ty infek¢ni i neinfekéni etiologie.

Do diferencidlni diagnézy vstupuji predevsim nésledujici jednotky: chronicka histi-
ocytarni intervilositida, chronickd neinfek¢ni vilitida (VUE), masivni depozita perivil6zniho

fibrinoidu a dale nékteré infekcni zanéty.

Chronicka histiocytarni intervilositida i chronicka neinfekéni vilitida patii mezi za-
néty, které vznikaji na imunopatologickém podkladé a mohou se opakovat v nasledujicich
graviditach. Podrobné&jsi informace o téchto dvou jednotkach byly uvedeny vyse. Masivni
depozita perivilozniho fibrinoidu se rovnéZ mohou vyskytovat opakované a mohou vést ke

snizeni prutoku krve placentou a k hypoxii plodu. Tento stav se ¢astéji vyskytuje u matek,
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které maji trombofilni mutace. Na rozdil od SARS-CoV-2 placentitidy neni pfitomen v in-

terviloéznich vyrazny zanétlivy infiltrat. (Katzman 2004)

Nékteré infekce rovnéz mohou napodobovat SARS-CoV-2 placenitidu, napt. zanéty
zpusobené E. coli nebo Campylobacterem. V zanétlivém infiltratu ale pfevazuji neutrofilni

granulocyty. (Heerema-McKenney 2017; Daumova et al. 2022)

K potvrzeni diagnozy SARS-CoV-2 placentitidy muZzeme vyuzit imunohistoche-

mické a molekularné genetické vysetieni (prikaz nukleové kyseliny viru metodou PCR).

5 IMUNOHISTOCHEMIE

Imunohistochemie je jedna ze specialnich a modernich metod, pomoci které 1ze de-
tekovat tkanové antigeny. V piipad¢ probehlé (pozitivni) reakce je tato vazba znazornéna

barevnym produktem. V patologii se tato metoda vyuziva k diagnostickym ucelim.

5.1.1 Reakce antigen-protilatka
Antigen je latka bilkovinné povahy vzniklé ve vlastnim téle nebo pochazejici z vnéj-
Siho prostfedi. Na kazdém antigenu je specifické oblast, kterou rozeznavaji imunitni recep-

tory. Tato oblast se nazyva epitop a predstavuje vazebné misto pro protilatku.

Protilatky vyuZivané pfi imunohistochemické reakci mohou byt monoklonalni a nebo
polyklonalni. Monoklonalni protilatky jsou produkovany tzv. hybridomy. Polyklonélni pro-
tilatky vznikaji po imunizaci v organismu ¢lovéka nebo zvifete. Tyto protilatky byvaji néja-
kym zplsobem oznacené, aby doslo k vizualizaci mista interakce a pritkazu antigenti. Vyu-
ziva se bud’ pfimého znaceni protilatky (pfima metoda) anebo se neznaéena protilatka zvi-

ditelni pomoci jiné znacené protilatky (nepfiméa metoda).

Pomoci imunohistochemie Ize naptiklad rozlisit urcité typy bunck ve tkani nebo pro-

kazat ptitomnost nékterych mikroorganismii apod. (Jirkovska 2017)

5.2 Odbér materialu na histologické vySetieni

Odbér bioptického materialu (vzorku z zivého organismu) se musi provést co nej-
rychleji a co nejsetrnéji. Metody odbéru bioptickych vzorkti se mohou lisit, hlavni je aby
nedoslo k poskozeni tkan¢ a jejimu znehodnoceni autolyzou. Proto je nutné zasilat tkané ve
fixacnim roztoku (nejcastéji 4% roztoku formaldehydu). Na histologické vySetieni placenty
je zasilan cely organ, véetné plodovych obalt a ¢asti pupeéniku. (Cizkova 2018)
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5.3 Zpracovani a makroskopicky popis placenty

Pted odbérem vzorki z placenty je nejprve nutné zhodnotit a popsat jeji celkovy stav.
Hodnoti se rozméry placentarniho disku, délka a vinuti pupecniku a misto jeho inzerce, dale
stav choriové plotny a bazalni plotny a nasledné loziskové zmény v placentarni tkéni. Diile-
zité je placetu i1 zvazit. To se vSak provadi az po odstfizeni pupecniku a plodovych obalt,
abychom zjistili hmotnost samotného placentarniho disku a mohli ji srovnat s hodnotami pro
dané gestacni stari. Makroskopicky popis neni radno podcenovat, protoze nékteré patolo-

gické stavy placenty lze diagnostikovat pouze makroskopicky.

Podle soucasnych doporuceni by se z placenty mély odebirat minimalné tii fezy
zZ placentarniho disku, dva fezy z pupecniku a jeden fez ze srolovanych plodovych oball a
dale fezy z makroskopicky viditelnych loziskovych zmén. V praxi je vSak casto zvykem
odebirat z placenty pro pichlednost i vice vzorkl. Tyto vzorky jsou vloZzeny do biokazet a
nasledné jsou ulozeny do 4% roztoku formaldehydu (10% formol), aby doslo k jejich fadné

fixaci.

5.4 Vyroba histologickych preparati

Fixované vzorky tkan¢ je nutné zalit vhodnym médiem, aby se mohly krajet pomoci
mikrotomu na tenké fezy. K zalévani se pouziva nejcastéji parafin. Jde o latku, kterd je ne-
rozpustna ve vod¢. Pred zaliti tkané parafinem je vSak nutné ze vzorku nejprve odstranit

fixacni tekutinu, odvodnit ho a prosytit intermédiem.

Po zchladnuti parafinu je pfipraven parafinovy tkanovy blok, ktery se kraji pomoci
sankového ¢i rotacniho mikrotomu na tenké fezy o tloust'ce pfiblizné 5 pm. Tyto fezy se
prenesou na hladinu teplé destilované vody, kde dojde k jejich napnuti a pfeneseni na pod-
loZni sklo. Pted barvenim preparatu je nutné tkanovy fez odparafinovat v laznich xylenu.
Potom probihd jeho barveni dle specifického postupu pro jednotliva barviva. Nej¢astéji po-
uzivanym barvenim je barveni hematoxylinem a eosinem. Po obarveni tkaiiového fezu je
trvaly preparat zamontovan do montovaciho média a pfiloZi se na n&j kryci sklicko. Tako-

vyto preparat je pak mozné prohlizet pod svételnym mikroskopem.
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5.5 Zpracovani materialu pro imunohistochemické vysetieni a postup barveni

imunohistochemickych preparati
Imunohistochemické preparaty se zhotovuji z parafinovych tkanovych bloki. Pro
uspéSnou imunohistochemickou reakci musi byt epitop viditelny ve tkani. Fixace 10% for-
molem ma za nasledek zesitovani proteint, ¢imz se stdva vazebné misto protilatky nepii-
stupné. K obnovée vazebnych mist se pouzivaji metody, které optimalizuji prezentaci anti-
genu. Tento krok provadime na odparafinovanych a rehydratovanych fezech. Odhaleni an-

tigeni mtizeme provést pomoci proteaz (trypsin, pepsin, pronaza) nebo tepla.

Pokud vyuzivame pro vizualizaci reakce enzymové znacky, je dilezité blokovat en-
dogenni aktivitu enzymu, jelikoZ se tyto enzymy vyskytuji také pfirozené 1 ve zpracovavané
tkani, mohou do zna¢né miry znehodnotit vysledek vySetfeni ve smyslu falesn¢ pozitivni

reakce. (Cizkova 2018; Beranova a Tonar 2002)

Pti detekci mize dojit i k nezadoucimu ptibarvovani pozadi, které je zplisobeno
zejména nespecifickou vazbou protilatek. Lze tomu ¢astecné predejit vysycenim tkané bil-
kovinami (nespecifickym sérem nebo napt. mlékem). Tkan se tak saturuje neskodnymi pro-

teiny a nespecifické pfibarvovani pozadi je potom mensi.

Jako dalsi krok nasleduje inkubace v primarni protilatce. Poté je na fad€ inkubace se
sekundarni protilatkou. Nasledné je potieba chromogen zviditelnit specialnim ¢inidlem. Pre-
parat nechame zkoncentrovat v 5 % siranu méd’natém a jddra dobarvime Gillovym hemato-

xylinem. (Beranova a Tonar 2002)

5.6 Metody pritkazu antigenu ve tkéani

Antigen ve tkani mliZeme stanovit riznymi metodami.

5.6.1 Pfima metoda

V ptipadé€ pfimé metody nese primarni protilatka navazanou znacku (enzymatickou,
fluorescencni), ktera naseda na ptedem urceny antigen ve tkani. Tato metoda neni dostatecné
citliva a lze ji pouzit pouze v ptipad¢, Ze je v tkdni pfitomen antigen v dostatecné vysokych

koncentracich. (Cizkova 2018)
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5.6.2 Neptima dvojstupniova metoda

U neptimé dvojstupniové metody se neoznacené primarni protilatky vazou na anti-
geny ve tkani. Ve druhém kroku se konjugovana sekundarni protilatka vaze na Fc fragment
citlivejsi, jelikoz se na jednu primarni protilatku vaze vice sekundarnich protilatek, z tohoto
divodu je signal zesilen. Sekundérni protilatky mohou byt také navazany na enzymaticky

znaéené polymery. (Cizkova 2018)

5.6.3 Nepfima trojstupnova metoda

Neptimé trojstupiiové metody se vyuziva k zesileni signalu v ptipad¢, Ze je mnozstvi
antigenu ve tkani nizké. V prvni fazi reaguje primarni protilatka s antigenem prokazovanym
ve tkéni. Ve druhé fazi je pridana neznacend sekundarni protilatka (kterd reaguje s protilat-
kami pouzivanymi v prvni a tieti fazi reakce). Tato sekundarni protilatka piedstavuje proti-
latku spojovaci. Tuto protilatku je nutné do reakce pfidavat v nadbytku, aby nedoslo k vy-
syceni obou ramen jeji IgG molekuly, coz by poskytovalo faleSn¢ negativni vysledek. Ve
tieti fazi se ptidava znaceny komplex, napf. peroxidaza-antiperoxidazovy komplex. (Tonar
2002)

Jinou nepfimou trojstupfiovou metodou je technika avidin-biotinového komplexu
(tzv. ABC metoda). Tato metoda vyuziva pevné neimunologické vazby glykoproteinu avi-
dinu s vitaminem H (biotinem). Avidin ma schopnost vazat ¢tyti molekuly biotinu. Néktera
vazebna mista avidinu jsou volnd a nékterd obsazena komplexem biotin-peroxidaza. Volna
mista jsou pfipravena pro vazbu s biotinylovanou sekundéarni protilatku (tzv. mastkem). Po
vazbé sekundarni protilatky s avidin biotinovym komplexem dochdzi k barevné reakci v
misté primarni specifické reakce. Metoda ABC je v soucasnosti nejcitlivéjsi a také nejrozsi-

fengjsi metodou uzivanou v imunohistochemii. (Cizkova 2018)

5.7 Protilatky vyuzivané pii vySetfeni SARS-CoV-2 placentitidy.

K prikazu viru SARS-CoV-2 ve tkani je vyuzivana protilatka SARS2-BioSB (klon
BSB-134, BioSB). Tato protilatka se vaze na nukleokapsidovy protein viru SARS-CoV-2,
ktery lze detekovat ve viloznim trofoblastu. K potvrzeni ptfitomnosti histiocytl v intervil6z-
nich prostorach miZzeme vyuZit protilatky proti CD68 (klon KP1, Dako), popt. CD163 (klon
MRQ-26, Ventana)
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PRAKTICKA CAST

6 CIL VYZKUMU

Cilem bakalaiské prace je shrnuti souCasnych poznatkll o infekci SARS-CoV-2
Vv placent¢, se zvlastnim pfihlédnutim k morfologii nové definované SARS-CoV-2 placenti-
tidy.

Préce je doplnéna o analyzu klinickych dat ziskanych z dokumentace a nalezy jsou
porovnany s vysledky odbornych publikaci na toto téma. Predpokladanym vystupem do
praxe je sumarizace klinicko-patologickych nalezt pii koronavirové infekci placenty a popis

jejich vyznamu pro matku a plod.
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7 VYZKUMNE OTAZKY
1. Kolik bylo vysetieno placent v obdobi od 03/2020 do 03/2022? V kolika piipadech byla

indikaci k vySetfeni aktivni koronavirova infekce matky?

2.V kolika placentach byla prokazana koronavirova placentida (SARS-CoV-2 placentitida)?
3. Jaké varianty SARS-CoV-2 byly v postizenych placentach prokazany?

4. Jaky byl priibéh onemocnéni u matek s prokazanou koronavirovou placentitidou?

5. Vyskytovaly se u matek s prokazanou koronavirovou placentitidou n&jaké komorbidity?

6. Jakeé bylo gestacni stafi plodd, v jejichZ placentach byla prokdzana koronavirova placen-

titida?

7. Vyskytovaly se u plodd, v jejichz placentach byla prokazana koronavirova placentitida

néjaké komplikace?
8. Byly u plodii prokazany vyvojové vady?

9. Byl vnékterém ptipadé zaznamenan transplacentarni prenos koronavirové infekce

z matky na plod?

10. Jak dlouhou dobu od infekce matky byla prokazana piitomnost viru v placentarni tkani?
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8 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Ze souboru viech placent vysetfenych na Siklové ustavu patologie FN Plzeti v ob-
dobi koronavirové pandemie (3/2020 az 3/2022) byly vybrany placenty, v nichz byla imu-
nohistochemickym a molekularné genetickym vysetfenim prokazana ptitomnost viru SARS-
CoV-2. Vysledky histologického vysetfeni byly porovnany s klinickymi udaji ziskanymi

Z nemocnic¢niho informaéniho systému WinMedicalc.
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9 METODIKA PRACE

9.1 Vybér sledovaného souboru

Z nemocni¢niho informac¢niho systému WinMedicalc byl vygenerovan soubor vSech
placent, které byly ve vybraném obdobi (03/2020 az 03/2022) vysetfeny na Siklové tstavu
patologie FN Plzen. Podle Cisel bioptického vySetteni byl v systému vyhledan nejprve his-
tologicky popis placenty, a pokud spliioval zadand kritéria (histiocytarni /neutrofilni intervi-
lositida, depozita perivilozniho fibrinoidu, nekréza trofoblastu), byly nésledné vyhledany
dalsi informace o porodu, stavu matky a plodu. Pfedmétem z4jmu byly tyto klinické udaje:
gestacni stafi plodu, hmotnost plodu, stav plodu, chronické choroby matky a choroby vzniklé
béhem gravidity v¢etné onemocnéni COVID-19. V piipad¢, Ze se jednalo o nitrodélozné

odumtelé plody, byl vyhledan i pitevni protokol.

9.2 Interpretace ziskanych dat a jejich hodnoceni
Na zaklad¢ ziskanych dat byly ze souboru vybrany placenty s potvrzenou infekci
SARS-CoV-2. Patologické nélezy v téchto placentach byly porovnany s klinickymi infor-

macemi a vysledky poslouZily k zodpovézeni vyzkumnych otazek.

9.3 Vybér vzorkl pro imunohistochemické vysetieni

Ptesto, Ze je histologicky obraz koronavirové placentitidy pomérné¢ charakteristicky,
existuji jednotky, které mohou tento zanét napodobovat. Jde zejména o chronickou histiocy-
tarni intervilositidu neifekéniho plivodu, ktera vznika na imunopatologickém podkladé jako
reakce matky proti plodu. Jedna se o destruktivni zanét placenty, ktery miize byt pfi¢inou
zavaznych komplikaci v€etné nitrodélozniho odumieni plodu. Jeho riziko spociva i v tom,
ze se s vysokou frekvenci opakuje i v dalSich graviditach. Koronavirova placentitida miize
rovnéZ zpusobit zadvazné komplikace vEetné smrti plodu, v dalSich graviditach se vSak stan-
dardné neopakuje. Proto je dulezité tyto dva zanéty od sebe odlisit. K tomuto odliSeni mtize
pomoci imunohistochemické a molekularné genetické vySetfeni. NaSim ukolem bylo zjistit,
zda imunohistochemické vySetfeni je k odliSeni téchto dvou jednotek dostacujici nebo zda

je nutné ve vSech suspektnich piipadech vyuzit i metod molekuldrni genetiky. Proto bylo
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Z naSeho archivu vybrano pét ptipadti chronické histiocytarni intervilositidy. Podle bioptic-
kych ¢isel byly vyhledany parafinové tkaiové bloky od téchto piipadi, které byly nasledné
obarveny protilatkou SARS2-BioSB. Material byl nasledn¢ jest¢ odeslan na genetické vy-

Setfeni, které mélo za ukol vyloucit pfitomnost viru SARS-CoV-2 ve tkani.

9.4 Ptiprava preparati k imunohistochemickému vySetteni a jejich
hodnoceni

Vybrané tkanové bloky byly pomoci saitkového mikrotomu nakrajeny na tenké fezy.
Rezy byly pieneseny na podlozni sklo, odparafinovany a nasledné obarveny v barvicim au-
tomatu BenchMark ULTRA VENTANA od firmy Roche protilatkou SARS2-BioSB proti
nukleokapsidovému proteinu viru SARS-CoV-2 (monoklondlni mysi protilatka, klon BSB-
134, fedéni 1:50) od firmy BioSB. Barvici automat je propojen s pocitacem, ktery ovlada
vSechny programy provadéné timto pfistrojem. Pracovni protokol pouzivany pro barveni

touto protilatkou je soucasti Priloh.

Imunohistochemické preparaty byly prohlédnuty ve svételném mikroskopu. Vy-
sledky vySetfeni u vybranych ptipadi chronické histiocytarni intervilositidy byly porovnany
s ptipady potvrzené koronavirové placentitidy. Aby byla ve vybranych vzorcich jedno-
znaéné vyloucena piitomnost SARS-CoV-2, byly tkanové bloky odeslany jesté na genetické

vySetieni do Bioptické laboratofe s.r.0.
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10 VYSLEDKY

V zadaném obdobi bylo vysetfeno celkem 830 placent. Pouze ve 47 piipadech byla

indikaci k vySetfeni placenty aktivni koronavirova infekce matky.

Koronavirova placentitida byla prokazana ve 34 placentach (4,09 %) (Tab.1, Graf 1),

pricemz pouze Vv 16 piipadech Slo o placenty matek s aktivni koronavirovou infekci (ptipad

¢.2,3,6-11, 15,16, 20, 22, 26, 33 a 34) potvrzenou pozitivnim PCR testem. V ostatnich

ptipadech byly placenty odeslany k vysetieni z jinych diivoda (prematurita, nizkd porodni

hmotnost plodu, komorbidity matky, hrozici hypoxie plodu, smrt plodu).

Tabulka 1 Potvrzené piipady SARS-CoV-2 placentitidy.

Gestacni Placenta Plod Matka Priikaz Priibéh one- | Varianta
stari (hmotnost, mocnéni u viru v
G (hmotnost, (patologické COVID-19 u matky b
) patologické stavy) matky
nalezy)
238 g; mrtvy 14 dni pted po- | asymptoma-
€1 g.h. 19+2 9749 plod trombocytopenie tratem ticky B
270 g; mrtvy asymptoma-
€2 g.h. 21+0 107 g plod trombocytopenie v dobg potratu ticky o
120 g; sub-
choridlni he- 372 g; mrtvy asymptoma-
¢3 g.h. 21+0 matom plod trombocytopenie v dobé potratu ticky )
720 g; IUGR, gestacni hepatopa- unava, zvy-
hrozici hypo- tie, elevace JT, 14 dni pted po- | Sena teplota,
¢4 g.h. 26+4 | 207 g; MVM xie dle CTG trombocytopenie rodem ryma, kasel )
238 g; chro- 1130 g; hro-
nicka decidu- | zici hypoxie 2 dny pted poro-
¢.5 g.h. 28+0 itida dle CTG X dem ryma, kasel B
285 g; akutni 1170 g; hro-
chorioamnio- | zici hypoxie mutace MTHFRA, | 6 dni pfed poro- | zvySena tep-
¢.6 g.h. 28+1 nitida dle CTG trombocytopenie dem lota, ryma )
1120 g; hro-
zici hypoxie asymptoma-
c.7 g.h. 28+1 234¢g dle CTG X v dobé& porodu ticky 5
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1200 g;
IUGR, hrozici

hypoxie dle GDM, elevace JT, asymptoma-
c.8 g.h. 30+1 2879 CTG trombocytopenie v dobé porodu ticky
1680 g; mrtvy 8 dni pfed poro-
¢.9 g.h. 30+6 383¢g plod X dem kasel
1450 g; hro- zvysena tep-
zici hypoxie 7 dni pfed poro- lota, ryma,
€10 | g.h.32+0 2779 dle CTG X dem kasel
1700 g; hro-
zici hypoxie 10 dni pted po-
€11 | g.h.32+2 | 362 g; MVM dle CTG GDM rodem ryma, kasel
g.h. 31+5 | 260 g; MVM | 15509 a 1150 ryma, bolesti
(dvojcata al84g; g; IUGR obou 21 dni pted po- svall a
€12 | Dbi-bi) MVM, FVM plodu X rodem kloubt
1540 g;
IUGR, hrozici
320 g; MVM hypoxie dle DMLI, hypotyredza, | 44 dni pied po-
€13 | g.h. 32+6 aFVM CTG gestaéni HT rodem ryma, kasel
282 g;
MVM,
akutni chori- elevace JT, trombo-
€14 | g.h.33+0 | oamnionitida | 860 g; IUGR cytopenie 31 dni kasel
tézké polytrauma v
1650 g; mrtvy | anamnéze, trombo- asymptoma-
€15 | g.h. 33+2 3209 plod cytopenie v dobé porodu ticky
1900g; hrozici
hypoxie dle 4 dny pied poro- | asymptoma-
€16 | g.h.33+6 3779 CTG trombocytopenie dem ticky
1890 g; hro-
zici hypoxie | elevace JT, trombo- asymptoma-
€17 | g.h. 34+3 31449 dle CTG cytopenie ? ticky
g.h. 35+1 1450 g a 2180
(dvojcata 422 g; g; IUGR 114 dni pfed po- | asymptoma-
¢.18 mo-bi) MVM, FVYM plodu A X rodem ticky
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2640 g; pu-

pecnik kolem

krku, mrtvy asymptoma-
€19 | g.h.35+1 368 ¢g plod X ? ticky
pneumonie
2590 g; mrtvy vyzadujici
€20 | g.h.35+6 4009 plod trombocytopenie v dobé porodu hospitalizaci
477 g; 2430 g;
MVM, IUGR, hrozici
akutni chori- hypoxie dle 77 dni pied po-
€21 | g.h.37+0 | oamnionitida CTG asthma bronchiale rodem kasel
2640 g; pu-
pecnik kolem
krku, hrozici
hypoxie dle asymptoma-
€22 | g.h.37+5 425¢g CTG trombocytopenie 3dny ticky
kasel, bolesti
41 dni pted po- svall a
€.23 | g.h.38+1 | 460 g; MVM 3170 g X rodem kloubii
celiakie, elevace
JT, trombocyto- 18 dni pted po-
€24 | g.h.38+2 3649 2420 g; IUGR penie rodem kasel, ryma
342 g; opoz-
déna matu- zvys$ena tep-
race chorio- 54 dni pted po- lota, ryma,
€25 | g.h.38+4 vych klka 2630 g X rodem kasel
605 g; akutni | 4230 g; hro-
chorioamnio- | zici hypoxie 7 dni pfed poro-
€26 | g.h. 38+6 nitida dle CTG GDM, obezita dem kaSel
53 dni pied po-
€27 | g.h.39+1 426 ¢ 28309 X rodem ryma, kasel
zvys$ena tep-
65 dni pied po- lota, ryma,
€28 | g.h.39+1 616 g 4200 g X rodem kasel
490 g; VUE s mutace MTHFRA,
obliterativni mutace genu pro pozitivni ve
€29 | g.h.39+4 | vaskulopatii 31609 protrombin 2.trimestru kasel
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25 dni pted po-
€30 | g.h.39+6 | 387 g; MVM 3450 g trombocytopenie rodem ryma, kasel
630 g; VUE s
obliterativni 67 dni pted po-
€31 | g.h.40+0 | vaskulopatii 3300¢g X rodem ryma
karcinom prsu v
480 g; FVM, 3300 g; hro- anamnéze 1é¢eny
akutni chori- | zici hypoxie | chemo- a radiotera- asymptoma-
€32 | g.h.40+1 | oamnionitida dle CTG pii ? ticky
405 g; pla-
centa adhe- 9 dni pted poro- | ryma, bolesti
€33 | g.h.40+2 rens 2860 g trombocytopenie dem svali
420 g;
MVM, kasel, bolesti
akutni chori- 4 dny pted poro- svalli a
€34 | g.h.41+1 | oamnionitida 33709 trombocytopenie dem kloubt

Zdroj:vlastni

Graf 1 Pomér mezi po¢tem vSech vySetienych placent a potvrzenych pripadia SARS-

CoV-2 placentitidy

Diagnostikované pripady SARS-CoV-2 placentitidy

H Celkovy pocet vysetienych placent (830) ® Placenty s prokazanou infekci SARS-Cov-2 (34)

4%

Zdroj:vlastni
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V placentach byla 14x prokazana varianta viru alfa, 2x varianta beta, 15x varianta

delta, 3x varianta omikron (Graf 2).

Graf 2 Varianty SARS-CoV-2 prokazané v placenté

Varianty SARS-CoV-2

B Varianta a
H Varianta B
I Varianta 6

Varianta o

Zdroj: viastni

Priibéh onemocnéni COVID-19 byl u matek vétSinou mirny nebo dokonce asympto-

maticky.

V 21 ptipadech se jednalo o projevy v podob¢ rymy, kasle, zvysené teploty ¢i bolesti
svalt a kloubu (pfipad ¢. 4 — 6, 9 — 14, 21, 23 — 31, 33 a 34). Pouze v jednom piipadé $lo 0
vazny stav (koronavirova pneumonie), ktery vyzadoval hospitalizaci (pfipad ¢. 20). Ve 12
ptipadech probihala ndkaza asymptomaticky. Ve tech piipadech (ptipad ¢. 17, 19, 32) byla

dokonce infekce matky prokazana zpétné az na zéklad¢ vysSetfeni placenty.

U nékolika matek se vyskytovaly komorbidity. Ve dvou piipadech byl u matek dia-
gnostikovan gestacni diabetes (piipad ¢. 8 a 11), v jednom piipad¢ matka trpéla diabetem
prvniho typu, hypotyredzou a gestacni hypertenzi (ptfipad €. 13), u jedné matky byla proka-
zana gestacni hepatopatie (pfipad €. 4), jedna matka trpéla astmatem (piipad ¢. 21), jedna
matka méla celiakii (ptipad ¢. 24), ve dvou piipadech byly matky nositelkami trombofilni
mutace (piipad €. 6 a 29), v jednom piipadé byla matka po 1é€bé karcinomu prsu (ptipad
¢.32) a v jednom ptipad¢ byla matka po tézkém polytraumatu v minulosti (ptipad ¢. 15).
Ostatni matky byly zdravé. Nezavisle na primarnim onemocnéni byla u 16 matek prokazana
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trombocytopenie a/nebo elevace jaternich transaminaz (ptipad ¢. 1 — 4, 6, 8, 14 — 17, 20, 22,

24,30, 33 a 34). Tyto nalezy lze vSak povazovat spiSe za symptom koronavirové infekce.

SARS-CoV-2 placentitida byla prokézana v placentach donosenych i nedonosenych
plodii. Ve 14 piipadech se jednalo o donosené plody, ve 20 piipadech §lo o plody nedono-

Sené. Gestacni stafi se pohybovalo od 19+2 do 41+1.

V 7 ptipadech byla koronavirova placentitida pfic¢inou nitrodélozniho odumieni
plodu (pfipad ¢. 1 — 3, 9, 15, 19 a 20), jednalo se o nedonosené plody (od 19. gestacniho
tydne do 35. gestacniho tydne). V placentach vSech téchto plodl byl prokazan tézky zanét,
ktery vedl k destrukci 40 i vice procent objemu placentarni tkan¢ (Tab. 2, Graf 3).

Tabulka 2 Nitrodélozné odumfielé plody

Gestacni stari Pozitivni prikaz SARS-CoV-2 u matky
c.1 g.h. 19+2 14 dni pfed potratem
¢.2 g.h. 21+0 v dobé potratu
¢.3 g.h. 21+0 v dobé potratu
¢.9 g.h. 30+6 8 dni pfed porodem
¢.15 g.h. 33+2 v dobé porodu
¢.19 g.h.35+1 ?
¢.20 g.h. 35+6 v dobé porodu

Zdroj: vlastni
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Graf 3 Pomér mezi Zivé narozenymi a nitrodéloZzné odumi‘elymi plody s prokazanym
koronavirovym zanétem v placenté

Pomér mezi Zivé narozenymi a nitrodélozné
odumrelymi plody s prokazanym koronavirovym
zanétem v placenté

M Zivé narozené plody

M nitrodélozné odumfrelé
plody

Zdroj: viastni

V 9 ptipadech (z toho jednou u obou dvojcat) byla prokazana rustova restrikce plodu
(piipad ¢. 4, 5, 8, 12 — 14, 18, 21 a 24). Ve 14 piipadech byl ptitomen patologicky kardioto-
graficky zdznam svéd¢ici pro hrozici hypoxii plodu (pfipad ¢. 4 — 8, 10, 11, 13, 16, 17, 21,
22,26 a 32). V jednom piipadé (ptipad ¢. 22) se na hypoxii mohlo podilet i obto¢eni pupec-
niku kolem krku plodu.

U donosenych ploda se nevyskytovaly zavazné poporodni komplikace, které by vy-
zadovaly intenzivni péci. Koronavirovy zanét placenty byl mirny a postihoval pouze malou
¢ast placentarni tkdn€. NedonoSeni novorozenci meli zhorSenou poporodni adaptaci, ke které
pfispéla nejen intrauterinni hypoxie zpisobend destrukci placenty virovym zanétem, ale 1
vlastni prematurita, ktera byvé spojena napft. se syndromem respiracni tisn¢ a dalSimi cho-

robnymi stavy asociovanymi s nezralosti organa.

U zadného z plodii nebyly klinicky ani pitvou prokazany vrozené vyvojové vady. U
pitvanych plodii byly pfitomny pouze zmény svéd¢ici pro intrauterinni hypoxii (aspirace
soucasti plodové vody do alveolt plic, petechie pod pleurou a pod pouzdrem thymu, pseu-

dofolikularni transformace klry nadledvin).

U Zadného plodu (v¢etné potracenych / mrtvé rozenych) nebyla prokazana koronavirova in-

fekce.
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Koronavirus byl v placenté prokazan v Sirokém rozmezi, které¢ se pohybovalo od 1
dne az do 114 dni od potvrzené infekce matky. Zejména v piipade€ nitrodélozné odumftelych
plodi bylo zji§téno, Ze koronavirova infekce mize v kratkém casovém horizontu destruovat
podstatnou ¢ast placenty. Na zaklad¢ naSeho pozorovani lze dale pfedpokladat, Ze koronavi-
rus mize v placenté perzistovat pomérné dlouhou dobu od nédkazy. Minimaln¢ v jednom pfi-
padé se vSak domnivame, ze u matky doslo k asymptomatické reinfekcei. Jednalo se o ptipad
¢.18. Matka byla pozitivné testovana v listopadu 2021 a porodila v bieznu 2022. V placenté
byla prok4zéna varianta koronaviru omikron, kterd vSak podle dostupnych statistickych
udaju nebyla v listopadu roku 2021 dominantni variantou, v té dobé pfevladala v populaci
varianta delta. Variantu viru, ktera byla pfi¢inou infekce matky v listopadu 2021, se bohuzel

nepodafilo zjistit, protoze PCR test byl proveden mimo FN Plzei.

Soucasti praktické casti bakalaiské prace bylo ovéfeni ucinnosti imunohistoche-
mické protilatky SARS2-BioSB. Protilatka SARS2-BioSB reaguje s nukleokapsidovym
proteinem viru SARS-CoV-2. Pokud je virus ve tkani ptitomen, dochazi K barevné (Cer-
vené) reakci ve viloznim trofoblastu, na né&jz se koronavirus vaze (Obr. 5). Jako vnéjsi kon-
trola imunohistochemického vysetieni slouzi mala ¢ast placenty s potvrzenou koronaviro-

vou placentitidou, ktera je umisténa na stejném skli¢ku v rohu preparatu.

Obrazek 5 Imunohistochemicky priikkaz nukleokapsidového proteinu viru SARS-
CoV-2 v cytoplasmé vilozniho trofoblastu (SARS2 — BioSB, 100x).

. i 5 s 2 I

Zdroj: M. Daumova — Sikliv tistav patologie FN Plzeri
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Ve svételném mikroskopu bylo prohlédnuto vSech 34 piipadii koronavirové placen-
titidy a nasledné i pét ptipadt chronické histiocytarni intervilositidy neinfekéniho piivodu.
VSechny piipady chronické histiocytarni intervilositidy diagnostikované v minulosti byly
negativni v prikazu koronaviru protilatkou SARS2-BioSB. Naopak ve vsech 34 revidova-
nych ptipadech koronavirové placentitidy byla reakce s protilatkou pozitivni. K jednoznac-
nému vylouceni SARS-CoV-2 ve vzorcich z chronické histiocytarni intervilositidy byly pa-
rafinové tkanové bloky odeslany jesté na genetické vysetteni, které metodou PCR vyloucilo
pritomnost koronaviru ve tkani. Z tohoto pozorovani vyplyva, ze k rozliSeni téchto dvou jed-
notek, které jsou morfologicky velmi podobné, staci imunohistochemické vysetieni, které
nemusi byt doplnéno metodou PCR. Ackoli bylo testovanych vzorkd jen malé mnozstvi,
nevyskytla se v zadném z nich zktizena reakce s protilatkou, ktera by vzbuzovala podezieni
na koronavirovou infekci placenty. Je v8ak nutné podotknout, ze imunohistochemicka re-
akce sama o sob¢ neni napi. schopné prokdzat variantu koronaviru, coz mize byt napt. pro

vyzkum této infekce uzitené.
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DISKUZE

Pti vyvoji plodu hraje placenta zcela zdsadni roli. Tento docasny orgén plni fadu
dalezitych funkeci a jakékoli jeho vyraznéjsi poskozeni mize zasadné ovlivnit i priabéh t€ho-

tenstvi.

Zanéty predstavuji jedny z nejcastéjSich patologickych stavii placenty. Zanéty mi-
zeme rozd¢lit z nékolika hledisek. Podle slozeni zanétlivé infiltratu délime zanéty na akutni
a chronické. U akutnich zanéth prevladaji v zanétlivém infiltratu neutrofilni granulocyty, u
chronickych zanétl jsou dominantni komponentou mononukleary (histiocyty, lymfocyty,
plasmatické butiky). Podle piivodce délime zanéty placenty na zanéty infekcni etiologie a na
zanéty neinfekéniho ptivodu. Plvodci infekénich zanéth jsou velmi heterogenni, milize se
jednat o protozoa, bakterie, viry i plisn¢. Nejcastéjsi cesta prenosu infekci je cesta ascen-
dentni — Z pochvy a hrdla délozniho. Mistem prvniho kontaktu jsou plodové obaly a vysled-
kem je akutni zanét plodovych oballi a choriové plotny zvany chorioamnionitida. Tento za-
nét se pozd&ji miize $ifit 1 na dalsi ¢asti placenty a neziidka muize postihnout 1 cévy plodu
(cévy v choriové plotné a zilu a tepny v pupecniku). Infikovanou plodovou vodu mize plod
aspirovat a mize dojit k rozvoji adnatni pneumonie. Druhou mozZnosti pfenosu je Sifeni in-
fekce z matetského krevniho ob&hu do placenty. Jde o tzv. transplacentarni/hematogenni
pfenos. I timto zplisobem muze dojit k pfenosu infekce na plod. Z matetského krevniho
ob¢hu mohou do placenty pronikat nejriiznéj$i mikroorganismy, nejcastéji vSak infekce ze
skupiny znamé pod zkratkou TORCH (Toxoplasma gondii, Ostatni — napt. Parvovirus B19,
Listeria monocytogenes, virus hepatitidy B a dalsi, Rubeola, Cytomegalovirus a Herpes sim-
plex virus). Tyto zanéty pronikaji do placenty cestou interviloznich prostor, v nichz koluje
krev matky. Mistem prvniho kontaktu jsou choriové klky a proto tyto zanéty zpravidla zpi-
sobuji vilitidu (zanét choriovych klkl) a/nebo intervilositidu (zanét interviloznich prostor).
Casto se jedna o velmi t&7ké zanéty, které mohou vést k intrauterinni riistové restrikci plodu
a ptipadné i jeho nitrodéloznimu odumieni. Nékteré z téchto infekci mohou byt pfi¢inou
vrozenych vyvojovych vad plodu. Neinfek¢ni zanéty placenty se sice nevyskytuji s takovou
frekvenci jako zanéty infekéni, jsou vSak neméné dulezité. Principem téchto zanéti je pato-
logicka reakce matky na antigeny plodu/placenty. Po kontaktu s fetalnimi antigeny za¢ne
matefsky imunitni systém na tyto antigeny reagovat ve snaze o jejich eliminaci, vysledkem
je destruktivni zanét, ktery mize postihnout jakoukoli ¢ast placenty (choriové klky, chorio-
vou plotnu, intervilozni prostory, bazalni plotnu i plodové obaly). Nejéastéji se jedna o chro-

nickou vilitidu (t€Z zndmou jako vilitida nezndmé etiologie, VUE), coZ je zanét choriovych
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klkt. Ve stromatu choriovych klkii mizeme identifikovat cytotoxické lymfocyty matky,
které nici choriové klky vcetné fetalnich cév. Tento zanét mize zpisobit t¢zké poskozeni
placentarniho parenchymu a byt pfi¢inou tzv. fetalni vaskularni malperfuze. Plody mohou
trpet intrauterinni rastovou restrikci a nékteré mohou i nitrodélozné¢ odumfit. Riziko téchto
zanétl spociva i v tom, Ze se Casto opakuji v nésledujicich graviditach a jejich intenzita se
muze s kazdym dal§im t€hotenstvim stupniovat. Proto je dilezité tyto zanéty odlisit od zanéth

infek¢ni etiologie.

Koronavirova placentitida je zanét, ktery pronika do placenty z krve matky. Po vazbé
virovych proteint na povrch choriovych klkii dochézi k aktivaci komplementu, coz piispiva
k destrukci povrchového trofoblastu. Diky silnému chemotaktickému uc¢inku komplementu
dochazi k akumulaci histiocyttl (a popt. neutrofilnich granulocytd) v intervildéznich prosto-
rach placenty. Tyto zanétlivé elementy uvoliluji cytokiny, jejichz pisobeni pravdépodobné
vede ke zvySenému ukladéani perivil6zniho fibrinoidu. Tento bilkovinny material obliteruje
intervilozni prostory a znemoznuje efektivni vymeénu latek a krevnich plynti mezi matetskym
a fetalnim krevnim fecistém. Z uvedeného vyplyva, ze koronavirova placentitida mtize byt

pri¢inou intrauterinni hypoxie plodu.

Z dostupnych védeckych publikaci, ale i z vysledkli nasi prace vyplyva, ze tento za-
nét je pomémé vzacny. Ukolem této bakalafské prace bylo zrevidovat 830 piipadii placent,
které byly v obdobi pandemie (od 3/2020 do 3/2022) onemocnéni COVID-19 vySetfeny na
Siklové ustavu patologie FN Plzeii. SARS-CoV-2 placentitida byla diagnostikovana pouze
ve 34 ptipadech, coz piedstavuje ptiblizné€ 4 % ze vSech vysettenych placent v tomto obdobi.
Zajimavosti je, Ze SARS-CoV-2 placentitida byla prok4dzana pouze u 16 matek s aktivni
koronavirou infekci. V ostatnich pfipadech uplynula od pozitivniho PCR testu jiz delsi doba.
Dale bylo zjiSténo, Ze ne u vSech matek, které¢ béhem téhotenstvi prodélaly onemocnéni CO-
VID-19, doslo k $ifeni infekce do placenty. Bohuzel nelze fici, o kolik takovych ptipadi se
jednalo, protoze ne vSechny placenty jsou rutinn€ odesilany k histologickému vySetieni. Z4-
leZi pouze na uvazeni klinika, jakou placentu na vySetieni posle. Vzhledem k tomu, Ze u
donosenych plodi, v jejichz placentach byla SARS-CoV-2 placentitida prokazana, nebyla
pozorovana vyznamn¢ zhorSena poporodni adaptace, predpokladame, ze z klinického hle-
diska nebyl diivod v podobnych ptipadech placentu k vySetieni odesilat. MiZzeme se ale do-
mnivat, Ze téchto pfipadii mohlo byt relativn€ hodné i vzhledem k tomu, Ze n¢které infekce
mohou i u matky probihat zcela asymptomaticky. V nasem zkoumaném souboru bylo tako-

vychto asymptomatickych nédkaz dvanact a ve tiech z téchto pfipadi byla dokonce ndkaza
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matky stanovena az zpétné diky histologickému vySetfeni placenty, které prokézalo ptitom-
nost SARS-CoV-2 v testovaném vzorku z placentarni tkané. Z toho také vyplyva, ze tize
matefskych symptomu nekoreluje se zavaznosti postizeni placentarni tkané. Pouze v jednom

piipadé méla matka zdvazny prabeh, ktery vyzadoval hospitalizaci.

Pti revizi histologickych ptipada se podafilo zjistit, Ze koronavirus mize v placenté
perzistovat pomérn¢ dlouhou dobu od ndkazy. V nékolika ptipadech byla pfitomnost viru
V placentarni tkéni prokazéna po 60 i 70 dnech od laboratorné potvrzené infekce matky.
V jednom ptipad¢ byl virus v placentarni tkani prokazan dokonce 114 dni od nakazy. Zde se
ale domnivame, Ze §lo o asymptomatickou reinfekci matky béhem téhotenstvi, nebot’ vari-
anta viru prokdzana v placenté nekorespondovala s variantou, ktera se §itfila v populaci bé-
hem primoinfekce matky. Tuto hypotézu vsak nebylo mozné potvrdit, protoze matka pod-

stoupila PCR test mimo FN Plzeii a k témto laboratornim udajiim jsme neméli pfistup.

Je znamo, Ze pro vstup koronaviru do bunky je klicova vazba virového proteinu S na
angiotenzin konvertujici enzym 2 (ACE2) a jeho interakce s transmembranovou serinovou
protedzou 2 (TMPRSS2). Obé¢ tyto molekuly jsou exprimovany v placenté. Na zaklad¢ této
znalosti bylo provedeno nékolik in vitro studii, které prokazaly, ze expresi ACE2 lIze v pla-
cent¢ zvysit nékolika zplisoby a to napiiklad hypoxii. Nasledné byla vyslovena teorie, ze
nékteré matetské choroby by mohly ptedstavovat predispozici pro koronavirou infekci pla-
centy. Byly zvazovany naptiklad hypertenzni choroby veetné preeklampsie, diabetes melli-
tus nebo trombofilni stavy, protoze vSechny tyto nemoci mohou vést k mateiské vaskularni
malperfuzi a tim k hypoxii placenty. V nasem zkoumaném souboru bylo pouze pét matek,
které trp€ly nékterym z téchto patologickych stavii. Zndmky matetské vaskularni malperfaze
se Vv placenté vyskytovaly jen u dvou z nich. Z tohoto pozorovani tedy nelze jednozna¢né
potvrdit, ze by nékteré choroby matky zvySovaly riziko vniknuti koronaviru do placenty.
Toto podporuji i noveéjsi studie, které uvadi, Ze koexprese ACE2 a TMPRSS2 neni v placenté
tak vyznamnd, jak se pivodné pfedpokladalo a ze ziejmé existuji i jiné alternativni cesty
vstupu SARS-CoV-2 do placenty, které¢ se zdaji byt pravdépodobnéjsi. Tato skute¢nost do

zna¢né miry napada ptivodni teorii o predisponujicich faktorech.

Nezévisle na primarnim onemocnéni byla u 16 matek pozorovana trombocytopenie
a/nebo elevace jaternich transamindz. Tyto nalezy jsou vSak pravdépodobné zpusobeny ko-
ronavirovou infekci a 1ze je spiSe povazovat za symptom, nez za mozny predisponujici faktor

¢i pric¢inu. Je zndmo, ze fada virovych onemocnéni mlze byt spojena s trombocytopenii.
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Vyvoj trombocytopenie v reakci na virové infekce je obecné zprostiedkovan zvysenou de-
strukci krevnich desticek, které jsou aktivovany komplexy virovy antigen-protilatka a jsou
snadné&ji odstraniovany z obéhu retikuloendotelovym systémem. V patogenezi trombocyto-
penie u onemocnéni COVID-19 hraje pravdépodobné roli i produkce protilatek, které mohou
zkiizené reagovat s lidskym trombopoetinem a mohou tak vést ke snizené produkci krevnim
desti¢ek. Zvyseni jaternich transamindz mize byt ddno pfimym plisobenim viru na jaterni

buniky nebo muze byt zprosttedkovano sekundarné hypoxii.

SARS-CoV-2 placentitida byla ve 14 piipadech asociovéna s patologickym kardio-
tokografickym zdznamem, ktery sv&dcil pro hrozici hypoxii plodu a byl indikaci k ukonceni
t¢hotenstvi cisafskym fezem. Devét plodi trpélo riistovou restrikei. V sedmi ptipadech byla
koronavirova pacentitida pfi¢inou nitrodélozniho odumfeni plodu. Ve vsech téchto ptipa-
dech $lo o nedonosené plody, jejichz gestacéni stati se pohybovalo od 19. tydni do 35. tydnu.
Placenty mrtvych plodu vykazovaly t€zké zanétlivé zmény, které postihovaly 40 a vice pro-
cent placentarniho parenchymu. Pouze v jednom z téchto piipadi méla matka zavazny pru-
béh onemocnéni v podobé koronavirové pneumonie. U jedné matky byl prubéh mirny (su-
chy drazdivy kasel). V ostatnich ptipadech probihala ndkaza asymptomaticky. Pouze matka
s té¢zkym priubéhem onemocnéni COVID-19 byla v invalidnim dichodu, protoze v minulosti
prodélala polytrauma pfi autonehodég. Ostatni matky byly zdravé. U Zadného plodu, véetné
potracenych / mrtvé rozenych, nebyl prokazan transplacentarni pienos koronaviru. Zadny
zorovan u nezralych novorozenci, jejichZ gestacni stati bylo niz8i nez 35. tydnl. Kromé
intrauterinni hypoxie zplisobené poskozenim placentarni tkané se na zhorSeném stavu novo-
rozenctl jednoznaéné podilela 1 vlastni prematurita, ktera je i v jinych ptipadech Casto spo-

jena s rozvojem chorobnych zmén.
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ZAVER

Koronavirova placentitida je relativné vzacna jednotka, jejiz skutecnou incidenci nej-
spiSe nebudeme moci nikdy objektivné hodnotit. Ackoli je morfologie této jednotky po-
mérn¢ charakteristickd, je vhodné diagnézu potvrdit 1 dalsim vySetfenim. Z naseho pozoro-
vani vyplyva, Ze imunohistochemické vySetieni suspektnich piipadu protilatkou SARS2-Bi-
0SB je dostacujici, nebot’ dokaze odlisit koronavirovy zanét placenty od morfologicky po-
dobné chronické histiocytarni intervilosisity neinfekéniho ptivodu, kterd je zatizena vyso-
kym rizikem recidivy v dalsi gravidité. Koronavirovou placentitidu Ize naproti tomu pova-
Zovat za jednorazovou zdlezitost, ktera v§ak muze v relativné kratkém casovém horizontu
zni¢it podstatnou ¢ast tkané a vyznamné tim snizit funkéni kapacitu placenty. Tize zanétu
navic Casto nekoreluje s tizi matefskych symptomu. PoSkozeni placenty mtze byt pti¢inou
zavaznych komplikaci v€etné riistoveé restrikce nebo nitrodélozniho odumieni plodu. Proza-
tim neni zcela jasné, zda existuji rizikové faktory, které predisponuji matku k prestupu in-
fekce do placenty. Je vSak dilezité, ze transplacentarni prenos infekce je velmi vzacny a
dosud nebyl ani u téchto raritnich ptipada prokazan teratogenni uc¢inek na plod. Podle naseho
pozorovani muze virus v placenté perzistovat pomérn¢ dlouhou dobu od nékazy a stale zl-
stava otazkou, jestli u téchto ptipadi mize mit chronicky probihajici infekce vliv na dlou-

hodoby postnatalni vyvoj jedince.
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36 minest phl pouci labves ULTRA ©C1 [Zenieno]

10 52 minst phi poucdisl labree ULTRA CC1 [Teolend]

11 Teploly inkubace probidticy [Fvoles]

12 Zahidl skana [37 st ] a inkubosat po dobu 4 minuy | Prottia )

13 Tirace [Zvolens]

14 Harsd Apply | Pimami profiiia ), and incubate for [0 h 40 min]

15 Jadmwd banseni [Deobend]

16 Apikovat jedny kapiu [HEMATOUCYLIN I] { Jidrowe bareend |, zakrjt a inkobsovat po dob [2 minut)

17 Po jdmeim barsen] [Zvolend]

18 Apikovat jedny kapiu [BLUING REAGENT] | Fuo jdrowim areen |, zabrt @ inkubovat po dobu [4 minty]
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