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Praca probuje odpowiedzie¢ na pytanie, czy zakazenie drog rodnych
ureaplazmami wplywa na ryzyko wystqpienia zmian srodnabtonkowych
(LSIL) u kobiet zakazonych wysokoonkogennymi typami HPV.
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WSTEP

Zakazenie wirusem brodawczaka ludzkiego (HPV) jest $ci§le zwigzane z procesem
onkogenezy w obrgbie narzadu rodnego (1). Rola typdw wysokoonkogennych HPV jako
czynnikow inicjujacych karcinogenezg szyjki macicy jest juz udowodniona, jednakze pato-
geneza tego procesu nie jest w petni wyjasniona i nadal pozostawia wiele pytan. Wieloletnie
obserwacje wskazuja, ze tylko u nieznacznego odsetka kobiet zakazonych typami HPV
o wysokim potencjale onkogennym dochodzi do rozwoju nowotworu (2). Zastanawiajace
jest wige znaczenie dodatkowych czynnikéw, ktore moga miec istotny, stymulujacy wpltyw
na proces nowotworzenia. Do tej pory do grupy czynnikéw sprzyjajacych temu procesowi
zaliczono: wczesny okres rozpoczecia kontaktow ptciowych, wielu partnerow seksualnych,
liczne porody, dtugi okres stosowania hormonalnych srodkéw antykoncepcyjnych i palenie
papierosow. Rowniez wspotistniejace zakazenia przenoszone droga ptciowa moga by¢ jed-
nym z kofaktorow sprzyjajacych powstawaniu patologicznych zmian w obrgbie nablonka
szyjki macicy (3).

Ureaplazmy zaliczane sa wprawdzie do fizjologicznej flory zenskich dréog moczo-
wo-plciowych, ale w przypadku wzrostu ich liczebnosci (>10%/ml) moga by¢ przyczyna
przewleklych stanow zapalnych tego narzadu. Uwaza sig, ze ureaplazmy wykazuja niska
wirulencj¢. Poznano jednak szereg wlasciwosci ureaplazm, ktore sa odpowiedzialne za ich
patogennos¢. Sa to przede wszystkim silne zdolno$ci adherencyjne w stosunku do wielu
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komérek ludzkiego organizmu (erytrocyty, neutrofile, plemniki czy komorki nablonkowe
drog moczowych), zdolno$¢ penetracji do wngtrza komorek, zaktocanie prawidlowego
metabolizmu komoérkowego, wlacznie z uszkodzeniami chromosomoéw i DNA, a takze ich
aktywnos$¢ enzymatyczna (wytwarzaja ureaze, fosfolipazg, proteazg). Zakazenie ureapla-
zmami jest czynnikiem stymulujacym uwalnianie cytokin prozapalnych np. IL-1p i IL-8
oraz TNF-a (4).

Obecnie znane sq dwa gatunki ureaplazm wystgpujace u cztowieka: Ureaplasma parvum
(U.p.) 1 Ureaplasma urealyticum (U.u.). Badania nad czgsto$cia ich wystgpowania w drogach
rodnych kobiet wskazuja na przewage zakazen U.p. (5). Niewyjasnione jest jak dotad czy
gatunki te r6znig si¢ patogennoscia.

Celem pracy byta ocena czgstosci wystgpowania obu gatunkéw ureaplazm u kobiet
zakazonych i nie zakazonych wirusem brodawczaka w powiazaniu z rozwojem zmian
cytologicznych (LSIL) w obrebie szyjki macicy.

MATERIAL I METODY

Grupe badang stanowito 168 kobiet w wieku 37+12 lat, z rozpoznaniem LSIL. Do
grupy kontrolnej zakwalifikowano 82 kobiety w wieku 35+10 lat, u ktorych nie wykazano
badaniem cytologicznym obecnosci zmian patologicznych w nabtonku szyjki macicy. Ma-
teriatem do badan byta wydzielina szyjki macicy pobierana szczoteczka typu cytobrush do
zbuforowanej soli fizjologicznej i podtdz hodowlanych dla mykoplazm. Probki przezna-
czone do badan molekularnych przechowywano w stanie glgbokiego zamrozenia do czasu
wykonania oznaczen.

Izolacje genomowego DNA przeprowadzano na mikrokolumnach (A&A Biotechnology)
wg. procedury podanej przez producenta. Kontrolg prawidtowosci izolacji DNA przepro-
wadzano amplifikujac sekwencje kodujace -globing, wg. Saiki i wsp. (6).

W celu wykrycia zakazenia HPV stosowano metod¢ PCR z uzyciem starteréw uniwer-
salnych MY09/MY 11 specyficznych dla sekwencji L1 wirusa (7). Obecno$¢ DNA HPV
o wysokim potencjale onkogennym wykazywano przy uzyciu starteréw pU-1M/pU-2R
charakterystycznych dla regionu E6/E7 wirusoéw HPV 16, 18, 31, 33, 35, 52, 58 (8). Wa-
runki PCR i profil amplifikacji opisano wcze$niej (9). Do kazdej serii dotaczano kontrole
dodatnia (komorki linii CaSki zakazone HPV 16) i ujemna (woda).

Obecnos¢ ureaplazm i oceng ilo§ciowa zakazenia przeprowadzano testem firmy BioMe-
rieux wg. procedury opisanej przez producenta oraz metoda hodowli na podtozach PPLO wg.
Hayflicka (10). Analiza objgto te pacjentki, w materiale ktérych miano ureaplazm, ocenione
testem BioMerieux wynosito >10 * CFU (jednostek koloniotwodrczych), a na agarze PPLO
stwierdzono obecno$¢ charakterystycznych kolonii tych drobnoustrojow.

Gatunek ureaplazm okreslano metoda PCR opisana wczesniej (11) stosujac 2 pary star-
teréw swoistych dla U.u. 1 U.p. Kontrolg dodatnia stanowito DNA izolowane ze szczepow
wzorcowych U.u. i U.p. pozyskanych z amerykanskiej kolekcji szczepow wzorcowych.

Reakcje PCR przeprowadzano w aparacie f-my Biometra, produkty reakcji amplifikacji
identyfikowano elektroforetycznie.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej. R6znice migdzy grupami analizowano
za pomoca testu Fishera (Fisher’s exact test). Aby okresli¢ wpltyw zakazenia ureaplazmowego
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na rozwoj zmian $roédnabtonkowych szyjki macicy oraz podatnos¢ na infekcj¢ wysokoon-
kogennymi typami HPV wykonano analizg regresji logistycznej standaryzowanej do wieku.
Do analizy statystycznej uzyto pakietu statystycznego STATA 8.0.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Czestos¢ zakazen wystepujacych u kobiet w grupie badanej i kontrolnej zestawiono
w tabeli I. Obserwowano znamiennie czgstsze zakazenia HPV u kobiet ze zmianami cyto-
logicznymi w poréwnaniu do kobiet z grupy kontrolnej (odpowiednio 42% i 6%; p<0,001).
Znamiennych roéznic nie obserwowano natomiast w przypadku zakazen ureaplazmami,
jednak poréownujac czgsto§¢ wystepowania U.u i U.p. w poszczegdlnych grupach stwier-
dzono, ze U.p. wystgpowal znamiennie czgsciej zarowno u kobiet z rozpoznaniem LSIL
(p<0,001) jak i wérod kobiet bez zmian cytologicznych w obregbie szyjki macicy (p=0,05).
Obserwowana w badaniach wlasnych wyzsza czgsto$¢ wystgpowania U.p. w poréwnaniu
do U.u. jest zgodna z danymi literaturowymi (5, 12).

Tabela I. Zakazenia wysokoonkogennymi typami HPV i ureaplazmami w grupie kobiet badanych
z LSIL* i w grupie kontrolnej
Table I.  High - risk HPV and ureaplasma infections in LSIL study and control group

LSIL (n=168) kontrola (n=82) istotnos¢
PATOGEN N % N % statystyczna
HPV + 71 42,3 5 6,1 p <0.001
Ogolem 38 22,6 12 14,6 ns
ureaplazmy
U. urealyticum+ 6 3,6 1 1,2 ns
U.parvum+ 32 19,0 11 13,4 ns

*LSIL — zmiany $rodnabtonkowe matego stopnia

W grupie kontrolnej nie wykazano wspoétzakazen ureaplazm z HPV, natomiast obser-
wowano je u 31% kobiet z LSIL.

Wystgpowanie poszczegolnych gatunkéw ureaplazm u kobiet z grupy badanej, zaka-
zonych i niezakazonych HPV przedstawia tabela II.

Tabela II. Poréwnanie wystgpowania poszczegoélnych gatunkow ureaplazm u 168 kobiet z rozpo-
znaniem LSIL zakazonych i nie zakazonych HPV

Table II. Comparison of prevalence of ureaplasma species in 168 women with LSIL infected and
non-infected with HPV

PATOGEN HPV+ HPV- istotno$¢ statystyczna
Ogolem ureaplazmy 22 (31%) 16 (16%) p=0,039
U.urealyticum+ 5 (7%) 1 (1%) ns (p=0,084)
U.parvum+ 17 (24%) 15 (16%) ns

ns — réznice nie znamienne statystycznie
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W grupie badanej, wérod kobiet zakazonych HPV znamiennie czg$ciej stwierdzano
obecno$¢ ureaplazm. Wprawdzie wykryto tylko pojedyncze przypadki zakazen U.u., ale
u kobiet HPV pozytywnych obserwowano czgstsze ich wystgpowanie w poréwnaniu do
kobiet nie zakazonych wirusem (wynik na granicy istotnosci).

Pytanie czy mykoplazmy, w tym takze ureaplazmy, moga uczestniczy¢ w procesach
nowotworowych pozostaje nadal bez jednoznacznej odpowiedzi. W literaturze pojawiaja si¢
doniesienia o zwiazku mykoplazm z r6znymi nowotworami i stanami nowotworowymi np.
zotadka, okreznicy i szyjki macicy (13, 14). Niewiadomo jednak jaki mechanizm wzajemne-
go oddziatywania migdzy makroorganizmem i komorka mykoplazmowa mégtby odgrywac
rolg w tego typu procesach. By¢ moze jest to zwigzane z patogennoscia poszczegoélnych
gatunkéw ureaplazm. W zwiazku z tym przeprowadzono analize ryzyka podatno$ci na
wystapienie zakazenia HPV w zalezno$ci od obecno$ci ureaplazm, biorac pod uwage wiek
pacjentek (przedziaty wiekowe co 10 lat). Wykazano, ze w obecnosci ureaplazm zakazenie
wysokoonkogennymi typami HPV wystegpuje prawie dwukrotnie czgsciej (OR=1,79; 95%
PU 0,90-3,53; p=0,093) co ilustruje tabela III. Moze to sugerowa¢ protekcyjne dziatanie
ureaplazm na infekcje HPV. By¢ moze odgrywa tu rolg aktywno$¢ enzymatyczna ureaplazm.
Whikanie réznych patogendéw, w tym takze wirusa brodawczaka ludzkiego, utatwia¢ moga
lokalne uszkodzenia bton sluzowych powstale na skutek drazniacego dziatania amoniaku
uwalnianego z mocznika rozkltadanego przez ureazg ureaplazm. Takze sprzyjac¢ temu moze
degradacja bton fosfolipidowych komoérek nabtonkowych pod wptywem fosfolipazy A
tych drobnoustrojéw. Z drugiej strony rozktad wydzielniczej IgA przez proteazy ureaplazm
ostabia barierg ochronng bton $luzowych narzadu rodnego.

Tabela III. Standaryzowane do wieku (przedziaty wiekowe co 10 lat) ryzyko wystgpowania zakazenia
HPV w zaleznosci od obecnos$ci ureaplazm

Table I1I. Risk of HPV infection depending on the presence of ureaplasma standarized to age (for
every 10-year interval)

iloraz szans (OR) 95% przedzial ufnosci | istotno$¢ statystyczna
Ureaplasma 1,79 0,90 - 3,53 p=0,093
wiek (10 lat) 0,69 0,53 - 0,92 p=0,012
U. urealitycum 6,54 1,22 - 35,09 p=0,028
U. parvum 1,41 0,67 - 2,96 ns
wiek (10 lat) 0,69 0,52-0,92 p=0,012

W badaniach wlasnych szczegdlnie wyrazny zwiazek migdzy obecnoscia zakazenia HPV
a ureaplazmami dotyczyt gatunku U.u. Przy zakazeniu tym gatunkiem ryzyko wystapienia
infekcji HPV wzrastalo 6,5 krotnie (OR=6,54; 95% PU 1,22-35,09; p=0,028). Tak istotnej
zaleznosci nie potwierdzono dla gatunku U.p. Wyzsza patogenno$¢ tego gatunku potwier-
dzaja réwniez prace dotyczace zakazen drog oddechowych noworodkéw (15, 16).

Nie stwierdzono bezposredniego zwiazku migdzy ureaplazmami a wystapieniem zmian
srédnabtonkowych matego stopnia (tabela IV). Ryzyko wystapienia takich zmian byto
zwiazane glownie z obecnoscia wysokoonkogennych typow HPV (OR=11,82; 95% PU
4,43-31,54; p <0,001 ) i rosto wraz z wiekiem kobiet co 10 lat 0 36% (OR=1,36; 95% PU
1,03-1,79; p=0,027).
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Stwierdzone w naszych badaniach wspotwystepowanie ureaplazm z wysokoonkogen-
nymi typami HPV u kobiet ze zmianami cytologicznymi moze sugerowac ich rolg wspo-
magajaca w procesie wnikania i przetrwania wirusa w komorkach nabtonkowych narzadu
plciowego, a w dalszej konsekwencji w inicjacji procesu przednowotworowego.

Tabela IV. Standaryzowane do wieku (przedziatly wiekowe co 10 lat) ryzyko wystgpowania LSIL
w zaleznosci od zakazenia HPV i ureaplazmami

Table IV. Risk of LSIL depending on HPV and ureaplasma infection standarized to age (for every
10-year interval)

iloraz szans (OR) 95% przedzial ufnosci istotnos¢ statystyczna
HPV 11,82 4,43 -31,54 p <0,001
Ureaplazmy 1,58 0,70 - 3,53 ns
wiek (10lat) 1,36 1,03 - 1,79 p=0,027
HPV 11,82 4,41 -31,63 p <0,001
U. urealyticum 1,61 0,15-17,27 ns
U. parvum 1,58 0,68 - 3,66 ns
wiek (10lat) 1,36 1,03 - 1,79 p=0,027

Rolg ureaplazm jako ewentualnego kofaktora infekcji HPV podkreslali takze w swoich
pracach Lukic i wsp. (14) oraz Friedek i wsp. (17). Nie ulega watpliwosci, iz ureaplazmy
moga by¢ jednym z wielu czynnikow wspotdziatajacych z HPV w procesie nowotworzenia,
dlatego badania dotyczace tej tematyki powinny by¢ kontynuowane.

WNIOSEK:
Zakazenia ureaplazmowe, szczeg6lnie gatunkiem U.u. nalezy bra¢ pod uwage jako
czynnik zwigkszajacy ryzyko infekcji HPV w komorkach nabtonkowych szyjki macicy.

M Biernat-Sudolska, S Szostek, D Rojek-Zakrzewska, J Kope¢, B Zawilinska

MAY UREAPLASMAS IN GENITAL TRACT OF HPV-POSITIVE WOMEN INFLUENCE
ABNORMAL CYTOLOGY OF CERVIX?

SUMMARY

The aim of the study was to estimate the incidence of Ureaplasma urealyticum (U.u.) and Urea-
plasma parvum (U.p.) in 168 women diagnosed with LSIL infected and not infected with HPV vs. 82
women with no cytological abnormalities in the cervix (control group). The material used in the study
were cervical secretions samples. PCR was used to confirm the presence of HPV and to identify the
species of ureaplasmas. U.p. was significantly more frequent in both groups of women. In the study
group, ureaplasmas were more frequently isolated in the HPV infected (31%) vs. HPV negative (16%)
women. No direct relationship was found between ureaplasmas and LSIL. Statistical analysis showed,
that infection with HPV occurred more frequently in the presence of ureaplasmas (OR=1,79; 95% PU
0,90-3,53; p=0,093). The above relationship was most evident for U.u. The risk for HPV infection in
that case was 6.5 fold higher. Infections with ureaplasmas, especially U.u should be considered as a
factor increasing the risk of HPV infection of the cervical epithelial cells.
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