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Med moznimi viri mikrobnih kontaminacij gojis¢ za gojenje spolnih celic in/ali zarodkov sta najbolj
prouceni kontaminacija s predstavniki flore iz noznice, ki se zgodi ob transvaginalni aspiraciji jajénih
celic, in kontaminacija z mikroorganizmi iz semenske teko¢ine. Manj poznan, ali pa sploh ni, je vpliv
kontaminacij iz okolja (delovne povrSine, zrak, osebje, voda iz inkubatorjev). Da bi proucili njihov
pomen, smo uporabili podatke, pridobljene ob rednem mikrobioloskem preverjanju snaznosti med
letoma 2001 in 2006 in izide v pripradajocih postopkih zunajtelesne oploditve, ki so jih izvedli v tem
¢asovnem obdobju v laboratoriju za oploditev z biomedicinsko pomoc¢jo na Ginekoloski kliniki v
Ljubljani znotraj intervala petih dni pred in po datumu odvzema vzorcev. Statisticna obdelava
podatkov je pokazala, da prisotnost mikroorganizmov, izoliranih z delovnih povrsin, iz zraka, brisov
rok osebja in iz vode iz inkubatorjev, vpliva na izide postopkov zunajtelesne oploditve. Med izolati
so najstevilénejSe zastopani predstavniki naravne flore Zenskega genitalnega trakta. V najvedji meri
obstaja statisticno znacilna povezava med vplivom prisotnosti mikroorganizmov, izoliranih iz
obravnavanih odvzemnih mest v okolju izvajanja postopka zunajtelesne oploditve, in izidi
zunajtelesne oploditve pri pacientkah, ki so mlaj$e od 38 let, pri tem pa ni statisti¢no znacilne razlike
med njimi glede na izbrano metodo (IVF ali ICSI). Vpliv prisotnosti oz. odsotnosti mikroorganizmov
na posamezne izide zunajtelesne oploditve je bil pozitiven v polovici primerov odvzemnih mest in
negativen za drugo polovico. Ob doloCanju statisticno znacilnih vplivov posameznih
mikroorganizmov se je pokazalo, da posamezna vrsta ni imela vedno enakosmernega vpliva na izide
postopkov zunajtelesne oploditve. Prav tako se je pokazalo, da za statisti¢no znacilen pozitiven ali
negativen vpliv, ni bila vedno odgovorna samo ena vrsta (prevladujo¢ih) mikroorganizmov, ampak so
le-ti veckrat delovali v soodvisnosti.
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sl
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The most studied sources of all posible microbial contaminations of culture media for gametes and
embryos are contaminations with vaginal flora during transvaginal oocyte retrieval and contamination
with bacteria from semen. Less known or not known source of microbial contaminations in an in
vitro fertilization-embryo transfer system is the influence of environmental contaminination (working
surfaces, air, persons, water from incubators). To study their influence we used data acquired during
regular microbiological sanity testing between the years 2001 and 2006, and outcomes of cycles of in
vitro fertilization done in the laboratory for fertilization with biomedical assistance in Gynecological
clinic in Ljubljana. Cycles, used in the study, had to be done during interval of five days before and
after the day of collecting the samples. Statistical analysis had shown, that the presence of the
microorganisms, isolated from working surfaces, air, persons hands and water from incubators,
influence on the outcomes of in vitro fertilization process. The most common isolates were
microorganisms of the normal flora in female genital tract. The major statistical significance existed
between the influence of the presence of the microorganisms, isolated from the treated sampling
points in the place of in vitro fertilization process, and the outcomes of in vitro fertilization process
among the female pacients, younger than 38 years. With that there is no statistically characteristic
difference among them regarding the chosen method. Half of the microbial presences showed
positive influence on the particular outcome, and the other half showed negativ influence. When the
statisticaly significant conection between the presence of individual microorganism and their
influence on the outcomes of in vitro fertilization process had been determined, it was shown, that the
individual microorganism did not have always the same influence on the outcomes. It was also
shown, that for the statistical significant positive or negative influence was not always responsible
just one species of the (major) microorganisms isolated, but they repeatedly worked in cooperation.
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1 UVOD

V laboratorijih za oploditev z biomedicinsko pomocjo (OBMP) je gojenje gamet in
zarodkov podvrzeno strogim pogojem. Glede na GMP (good manufacturing practise/
quality system) je potrebno zagotavljati visoke standarde higiene, ¢iS€enja in ravnanja z
odpadnim materialom, da se preprecijo morebitne okuzbe osebja in pacientov ter

.....

podrejen strogi disciplini asepti¢nih tehnik (Elder in sod., 2005).

Niti noznica, niti semenska tekoCina nista sterilni (Kastrop in sod., 2007). Do
kontaminacije jaj¢nih celic lahko pride ob ultrazvocni transvaginalni aspiraciji jajénih celic
(Moore in sod., 2000), ki je kljub moznemu tveganju Se vedno metoda izbire pridobivanja
jajénih celic v postopku zunajtelesne oploditve (Saltes in sod., 1995). Do okuzbe jajénih
celic ali razvijajo¢ih zarodkov lahko pride tudi kasneje, med samim laboratorijskim delom
postopka zunajtelesne oploditve, ob stiku s kontaminirano semensko teko¢ino (Moore in
sod., 2000). Znano je, da je vefina (94,2 %) semenske tekoCine kolonizirane z
mikroorganizmi (Krissi in sod., 2004) in ¢eprav se pred dodatkom v gojisce k jajéni celici
semencice ustrezno pripravi (npr. swim-up metoda) in sta v gojis¢e dodana penicilin in
streptomicin, kar zmanj$a Stevilo okuzenih vzorcev v 95 % primerov (Cottel in sod., 1997),
Se vedno zaznavamo kontaminacije gojiS¢a za gojenje spolnih celic in/ali zarodkov, kar pa

vpliva na uspesnost zunajtelesne oploditve.

Pri parih s tezjimi oblikami mosSke neplodnosti se izvaja mikromanipulacija (neposreden
vnos semencice v citoplazmo jajéne celice ali postopek ICSI), pri kateri se vnese
posamezno semencico pod posebnim, invertnim mikroskopom neposredno v citoplazmo
jajéne celice s pomoc¢jo mikromanipulatorja. Mikromanipulacijo uporabljamo tudi, kadar
semencice pridobimo s punkcijo ali biopsijo nadmodka ali mod (Virant-Klun in sod.,
2002). Krissi in sod. (Krissi in sod., 2004) navajajo moznost, da lahko ob vnosu semencice

neposredno v jajéno celico, prva sluzi kot prenasalni vektor razli¢nih bakterij. Tako z
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iatrogeno okuzbo jajéne celice tvegamo neuspesno oploditev ali slabSo kvaliteto zarodka.
Med mozZznimi posledicami vnosa semencice z bakterijami predpostavljajo tudi
kontaminacijo ooleme (plazmaleme jajéne celice), degeneracijo zigote in celo spremembo

v zapisu DNA.

Na uspesSnost oploditve, kvaliteto zarodkov in deleZz zanositev vpliva tudi zgolj sama
prisotnost endotoksina v gojis¢u, ki se sprosti ob normalni avtolizi ali ob umetno

povzrocenem propadu po Gramu negativnih bakterij (Zarutskie in sod., 1992).

Najvecji vpliv prisotnosti mikroorganizmov je zaznati ob prenosu zarodka v maternico
(postopek ET, angl. embryo transfer), kjer je uspeSnost vgnezditve odvisna od prisotnosti
nekaterih mikroorganizmov, izoliranih s konice katetra; medtem ko vrste iz rodu
Lactobacillus, ki so sposobne sproscanja vodikovega peroksida, pripomorejo k uspesni

vgnezditvi, pa npr. Streptococcus viridans uspesnost niza (Moore in sod., 2000).

Glede na mozne posledice je torej pri laboratorijskem delu potrebna izjemna skrbnost, da
znizamo tveganje za prenos mikroorganizmov na najnizjo mozno raven (Kastrop in sod.,

2007).

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Mikrobne kontaminacije so v laboratorijih, kjer se izvajajo postopki zunajtelesne oploditve
(IVF/ICSI), sicer redko, a vendarle prisotne in glede na ogromno S$tevilo postopkov, ki se

vsako leto izvedejo po vsem svetu, njihovega vpliva ne bi smeli zanemarjati.
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Dosedanje raziskave s tega podrocja so se osredotoCale na dokazovanje prisotnosti
mikroorganizmov v gojis€u in dolofanju njihovega pomena za uspeSnost umetne

oploditve. Medtem ko je vecina raziskovalcev mnenja, da hranjenje in razvoj tako spolnih

.....

.....

(Kastrop in sod., 2007).

Raziskave, ki bi pokazale vir kontaminacij, so omejene na dokazovanje okuzenih vzorcev
semenske in/ali folikularne tekoc€ine kot vira pojavljanja prisotnih mikroorganizmov v
so raziskave, ki bi podpirale zahteve evropske direktive (EU Directive 2006/86) po
nadzoru kvalitete zraka (doloCanje Stevila delcev in Stevila mikrobnih kolonij), ko so tkiva

ali celice, vkljucno s spolnimi celicami in zarodki, izpostavljene vplivom iz okolja.

1.2 CILJ RAZISKOVANJA

V diplomskem delu smo opazovali vpliv prisotnosti mikroorganizmov (bakterij in gliv),
izoliranih iz zraka, delovnih povrsin, brisov rok osebja ter vzorcev vode iz inkubatorja
(naprave, v kateri se goji spolne celice in zarodke pri 37 °C in 5 % CO,) na izide

postopkov zunajtelesne oploditve.

Z retrospektivno obdelavo podatkov, pridobljenih med leti 2001 in 2006, smo zeleli
dolociti vpliv skupnega Stevila izoliranih mikroorganizmov in posameznih izolatov, glede
na mesto odvzema vzorca, na deleZ oplojenih jaj¢nih celic, delez zarodkov, ki so se razvili

do blastociste in stopnjo zanositve.
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Glede na veliko Stevilo neplodnih parov in na povprecno uspeSnost zanositve po
zdravljenju s postopkom zunajtelesne oploditve (IVF/ICSI), ki znaSa priblizno 30 % na
postopek, bi poznavanje vpliva prisotnosti mikroorganizmov pomembno vplivalo na

postopek in konéne izide zdravljenja.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

Predpostavljamo, da mikroorganizmi, izolirani iz odvzetih vzorcev, kakorkoli vplivajo na
izide postopkov zunajtelesne oploditve. Najverjetneje se z veCanjem Stevila prisotnih
mikroorganizmov oz. z ve¢jo pestrostjo razli¢nih izolatov uspesSnost postopka zmanjsuje,

pri tem pa ni nujno, da imajo vsi izolati enak vpliv.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 NEPLODNOST IN POSTOPKA KLASICNE IN VITRO FERTILIZACIE (IVF) IN
ICSI

Neplodnost lahko definiramo na razli¢ne nacine, Ceprav jo v vecini klinicnih Studij
razumemo kot nezmoznost zanositve po enem letu rednih, nezaS¢itenih spolnih odnosov
pri heteroseksualnem paru (Sher in sod., 2005). S problemom neplodnosti se po ocenah v
Evropi srecuje vsak deseti par in vecina od teh tudi poisce zdravnisko pomoc¢ (van der

Steeg, 2007).

V primeru, da ob vzrocnem zdravljenju ne pride do nosecnosti, sledi poskus oploditve z

biomedicinsko pomoc¢jo (OBMP).

IVF (in vitro fertilizacija) je eden izmed najpomembnejSih postopkov oploditve z
biomedicinsko pomoc¢jo. Uporabimo ga za zdravljenje neplodnosti, Ce prejsnje zdravljenje

z razliénimi zdravili, hormonskimi preparati in kirurskimi postopki ni bilo uspesno.

Zdravljenje se pricne s hormonskim spodbujanjem jajcnikov, da se izzove rast vecjega
Stevila jajénih celic, ki jih, ko te dozorijo, z ultrazvo¢no aspiracijo (punkcijo) izsrkajo iz
jajénika. Po pridobitvi jajénih celic se pridobi seme partnerja. Sledi postopek zunajtelesne
oploditve. V vsako epruveto z 1 do 2 jaj¢nima celicama 2 do 4 ure po ultrazvo¢no vodeni
aspiraciji dodamo po pripravi semena na koncentracijskem gradientu ali po metodi
splavanja na povrs$je (angl. swim-up) toliko semencic, da je v 1 mL gojis€a z jajéno celico
50 000 do 100 000 gibljivih semencic (postopek inseminacije jajéne celice). Jajéne celice z
dodanimi semencicami inkubiramo preko noci pri 37 °C in v inkubatorju z atmosfero 5-

odstotne koncentracije CO, v zraku.



7

Golob B. Vpliv prisotnosti mikroorganizmov, izoliranih z delovnih povr3in in iz zraka, na izid postopka zunajtelesne oploditve.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega $tudija mikrobiologije, 2008

Pri parih s tezjimi oblikami moSke neplodnosti se odlo¢imo za mikromanipulacijo
(postopek ICSI), pri kateri pod posebnim, invertnim mikroskopom posamezno semencico
vnesemo neposredno v citoplazmo jajéne celice s pomocjo mikromanipulatorja.
Mikromanipulacijo uporabljamo tudi, kadar semencice pridobimo s punkcijo ali biopsijo

nadmodka ali mod.

Naslednji dan, 24 ur po inseminaciji, pregledamo, ali so jajéne celice oplojene. Pravilno
oplojene in neoplojene jajcne celice prenesemo v sveze gojisce v posodicah oz. epruvetkah
in jih shranimo v inkubatorju (37 °C, 5 % CO, v zraku). Pomemben podatek o uspehu
postopka zunajtelesne oploditve je stopnja oploditve, ki pove, kolikSen delez celic se je
oplodil na postopek (Virant-Klun in sod., 2002). Delez oplojenih jajénih celic se po
podatkih Egbase in sod. (Egbase in sod., 1996) giblje med 60 in 70 % za klasi¢ni postopek
zunajtelesne oploditve s kvalitetnim semenom in podobno stopnjo dosega v postopku ICSI,

ki se izvaja pri zdravljenju moske neplodnosti (seme slabse kakovosti).

Drugi dan gojenja so zarodki obicajno 2- do 4-celi¢ni (lahko tudi 5- do 6-celi¢ni). Na tej
stopnji razvoja jih je Ze mogoce prenesti v maternico, vendar se vedno bolj uveljavlja
podaljsano gojenje zarodkov do razvojne stopnje blastociste (5-dnevno gojenje).
Pomembno pri tem je, da se zarodke vsak dan prenese v sveze gojis¢e. Do razvojne stopnje

blastociste se razvije priblizno 50 % vseh zarodkov.

Zarodke vnesemo v maternico s pomocjo plasticnega katetra in kanile. Zarodke z manjSim
volumnom gojis¢a aspiriramo v konico katetra in jih izbrizgamo v maternico (postopek
ET). V Sloveniji se pri mladih pacientkah (< 35 let) v 1. ali 2. postopku elektivno prenasa
po en sam zarodek, da bi se izognili dvoplodni nose¢nosti. Le-ta je namre¢ povezana z vec
zapleti med nosecnostjo in pri porodu (npr. prezgodnji porod). Nadstevilne zarodke dobre
kakovosti z manj kot 30 % fragmentacije in na razvojni stopnji blastociste lahko
zamrznemo v teko¢em dusiku. Odmrznemo jih in prenesemo v maternico, ¢e pacientka ne

zanosti s svezimi zarodki (Virant-Klun in sod., 2002).
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2.1.1 DEJAVNIKI, KI VPLIVAJO NA IZID POSTOPKA KLASICNE IN VITRO
FERTILIZACIJE (IVF) in ICSI

Na izid postopka zunajtelesne oploditve vpliva vec razli¢nih dejavnikov.

Prvi in najpomembne;jsi dejavnik za uspe$nost postopka zunajtelesne oploditve je starost
pacientke. Dejstvo je, da imajo pacientke, stare 38 let ali ve¢, predvsem pa po Stiridesetem
letu manjSo moZnost za zanositev kot mlajSe pacientke. Z viSanjem starosti, se znizuje
dovzetnost za umetno spodbujanje jajénikov, hkrati pa se niza tudi Stevilo kvalitetnih

dozorelih jajénih celic (Sher in sod., 2005).

S starostjo pacientke nara$ca delez celic z genetskimi nepravilnostmi (Gianaroli in sod.,

2003).

Uspesnost postopka je med drugim odvisna tudi od kvalitete semena, izbire metode
zunajtelesne oploditve, stanja maternice, Stevila in kvalitete prenesenih zarodkov (Sher in

sod., 2005) ter izbire metode za stimulacijo jajénikov (Steyaert in sod., 2000).

Med izrazito negativne faktorje pa uvrS¢amo mikrobne kontaminacije in infekcije (Coccia

in sod., 2004).

2.2 INFEKCIJE IN MIKROBNE KONTAMINACIJE V POSTOPKIH IVF/ICSI

Paciente se pred izvedbo zunajtelesne oploditve testira na prisotnost virusov (hepatitis B
virus, hepatitis C virus, virus HIV, citomeglovirus (CMV) in virus rdeck) in na prisotnost
klamidij ter povzrociteljic sifilisa (Coccia in sod., 2004). V primeru prisotnosti katerega
koli od nasStetih patogenov pri vsaj enem od obeh partnerjev v postopku zunajtelesne

oploditve, se odgovorni srecujejo s Stevilnimi medicinskimi in eticnimi pomisleki.

Med infekcije, povezane s postopki umetne oploditve, sodijo tudi okuzbe, ki so povzrocene

med samim postopkom, ob vnosu mikroorganizmov z aspiracijsko iglo v sicer sterilne
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predele zenskega genitalnega trakta, kar se lahko odraza kot pooperativno pelvi¢no vnetje
(Steyaert in sod., 2000). OkuZbo, in s tem povezano zniZano moznost za uspes$no
vgnezditev zarodka, lahko sprozimo tudi ob prenosu zarodkov, ko z normalno nozni¢no
floro koloniziranim katetrom mikroorganizme zanesemo v maternico in sprozimo imunski
odziv. V S§tudiji, ki so jo izvedli Egbase in sod. (Egbase in sod., 1996) se je stopnja
zanositve pri pacientkah, kjer je bila dokazana kolonizacija katetra ob prenosu zarodka,

znizala iz 57,1 % (negativna kontrola) na 29,6 %.

2.1.2 KONTAMINACIJE

Niti noznica, niti semenska tekoCina nista sterilni okolji, zato je potrebna izjemna
previdnost, da ob izvajanju postopkov zunajtelesne oploditve, ob zbiranju spolnih celic,
hkrati ne prenasamo tudi mikroorganizmov. Vecina gojis¢, ki jih uporabljajo v
laboratorijih za oploditev z biomedicinsko pomocjo (OBMP), vsebuje protimikrobna
sredstva, da omejijo mikrobno rast, vendar pa kljub temu prihaja do obc¢asnih mikrobnih
kolonizacij gojiS¢ z jajénimi celicami in zarodki. Med razloge sodijo vse vecja odpornost
proti uporabljenima antibiotikoma, podaljSano gojenje zarodkov in/ali zgolj nakljucje

(Kastrop in sod., 2007).

Natan¢ne pogostosti tak$nih kontaminacij in infekcij ne poznamo. Podatki o pojavnosti
(incidenci) kontaminacij gojis¢ se gibljejo med 0,35 % (Cottell in sod., 1996) in 0,69 %
(Ben-Chetrit in sod., 1996). Podobno navajajo podatek o pojavnosti kontaminacij gojis¢
tudi Kastrop in sod. (Kastrop in sod., 2007), ki so izracunali 0,68 % pojavnost v skupno
13977 opravljenih postopkih IVF in ICSI, vendar pa se je odstotek kontaminacij v
postopkih IVF ob upostevanju, da nobeno od gojis¢ v postopkih ICSI ni bilo

kontaminirano, povecal na 0,86 %.
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2.1.2.1 VIRI KONTAMINACIJ

Cottel in sod. (Cottel in sod., 1996) navajajo tri mozne vire mikrobnih kontaminacij
spolnih celic in zarodkov med postopkom zunajtelesne oploditve. Kot prvega nastejejo
semensko tekoc¢ino in iz nje pripravljen vzorec za inseminacijo. Naslednji mozni vir naj bi
bil postopek pridobivanja jajénih celic. V normalnih okolis¢inah je folikularna tekocina
sterilna, do kontaminacije pa lahko pride, ko z aspiracijsko iglo vnesemo mikroorganizme
iz noznice v folikle. Tretji naCin je kontaminacija preko okolja izvajanja postopka

.........

osebja.

2.2.1.1.1 Jajc¢ne celice kot vir kontaminacij

Za zbiranje jajénih celic v postopku zunajtelesne oploditve se trenutno uporablja
vaginalno, ultrazvo¢no usmerjeno izsrkanje (transvaginalna aspiracija) iz jajénikovih

foliklov (Saltes in sod., 1995).

Pri tem obstaja velika verjetnost, da mikroorganizmi iz noznice kontaminirajo iglo za
izsrkanje ob njenem prodiranju do jajénika. Ceprav se jajéno celico takoj prenese v gojisée
za izpiranje, ki vsebuje penicilin in streptomicin, lahko nekateri mikroorganizmi prezivijo
postopek in so vir kontaminacij gojis¢ za razvoj zarodkov. Cottell in sod. (Cottell in sod.,
1996) so kot tovrstno posledico kontaminacije osamili bakterije vrste Mycoplasma hominis
in nehemoliticne streptokoke iz dveh (7 %) gojiS¢. Med skupinama s pozitivno in
negativno izolirano kulturo ni bilo statistiéno znacilnih razlik v delezu oplojenih jajénih

celic, stopnji delitve zarodkov in stopnji zanositve.
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2.2.1.1.1.1 Naravna flora noZnice

V splosnem velja, da je edini kolonizirani del Zenskega genitalnega trakta noznica. Pestrost
mikrobne populacije se mo¢no spreminja pod vplivom hormonskih faktorjev. Ob rojstvu so
v noznici laktobacili in ko po Sestih mesecih nivo estrogena pade, se flora zamenja z
vkljucitvijo stafilokokov, streptokokov in enterobakterij. V obdobju pubertete, ko se zacne
proizvajanje estrogena, ponovno prevladajo laktobacili. Poleg njih pa so sedaj lahko
prisotne tudi bakterije iz rodov Staphylococcus (v ve€ji meri koagulaza negativni
stafilokoki; vrsta S. aureus je prisotna manj pogosto), Streptococcus (vkljucno s stafilokoki
skupine B), Enterococcus, Gardnerella, Mycoplasma, Ureaplasma in bakterije druzine
Enterobacteriaceae ter Stevilne anaerobne bakterije. Med glivami najdemo vrste iz rodu
Candida (Murray in sod., 2005).

Corbishley (Corbishley, 1977) je v svoji raziskavi mikrobne flore noznice in maternicnega
vratu med populacijo spolno aktivnih Zensk nasla med najpogosteje zastopanimi
bakterijami laktobacile, koagulaza negativne streptokoke, anaerobne streptokoke, po
Gramu pozitivne koke (najverjetneje alfa-hemoliticne streptokoke), difteroide in
mikroorganizme fekalnega izvora (fekalne streptokoke, Clostridium welchii, bakteroide,

koliformne bakterije in druge enterobakterije).

V podobni raziskavi so Masfari in sod. (Masfari in sod., 1986) med najpogosteje
zastopanimi aerobnimi bakterijami nasli laktobacile, korineformne bakterije in koagulaza
negativne stafilokoke, med najpogosteje zastopanimi anaerobnimi bakterijami pa so bile

vrste iz rodu Bacteroides (zlasti B. bivius) in anaerobni koki.
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2.2.1.1.2 Semenska tekocina in priprava semena

Semencice vseh placentnih sesalcev so ob ejakulaciji v zas¢itnem, nelabilnem stanju in so
kot tak$ne nesposobne oplojevanja, ceprav bi bile izpostavljene direktnemu stiku z jajéno
celico. Proces dozorevanja, kapacitacije, skozi katerega morajo iti, da pridobijo sposobnost
interakcije s kompleksom jajéna celica-kumulus, preprecujejo dekapacitacijski faktorji v
semenski plazmi. Posledicno semencice niso sposobne oplojevanja, dokler so znotraj

semenske tekocine.

Za postopek zunajtelesne oploditve morajo biti tako semencice v ¢im krajsem Casu po
ejakulaciji izlo¢ene iz semenske tekocine. Ob pripravi semencic je poleg ohranjanja
gibljivosti le-teh, potrebno paziti tudi na to, da odstranimo kakrs$ne koli morebitno prisotne

mikroorganizme.

Obstajajo Stirje osnovni pristopi priprave semena: enostavno redéenje in spiranje, migracija
semena, postopki selektivnega spiranja ob uporabi gostotnih gradientov ter vezalne

metode, s katerimi odstranimo razpadle in mrtve semencice (Mortimer, 2000).

Zdruzitev mehanske obdelave in dodanih protimikrobnih sredstev v gojis€a za pripravo
semena se je izkazala za zelo u¢inkovito v zmanjSevanju Stevila prisotnih mikrobov (Wong
in sod., 1986; Huyser in sod., 1991; Cottell in sod., 1996; Cottell in sod., 1997; Krissi in
sod., 2004), razen v redkih primerih mnoZi¢ne mikrobne rasti, prisotnosti patogenov in/ali
proti penicilinu in/ali streptomicinu odpornih mikroorganizmov, ko te metode postanejo
neucinkovite, kar ima mozne posledice na izide postopkov zunajtelesne oploditve (Cottell

in sod., 1996).
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V gojisca za pripravo semena sta dodana penicilin in streptomicin, ¢eprav njuna mozna
negativna vpliva na semencice Se nista natancno dolo¢ena in njuno protimikrobno
delovanje ne vkljucuje vseh moznih prisotnih patogenov v semenski tekoc¢ini (Sun in sod.,

1987; Cottell in sod., 1997; Kastrop in sod., 2007).

2.2.1.1.2.1 Prisotnost bakterij v semenski tekoc¢ini

Pri pacientih v postopkih zunajtelesne oploditve je ve€ina semena kontaminiranega (Wong
in sod., 1986; Huyser in sod., 1991; Cottell in sod., 1997, Krissi in sod., 2004). Prisotnost
bakterij v semenski plazmi lahko odraza trenutno infekcijo moskega genitalnega trakta ali
pa je posledica kontaminacije ob zbiranju vzorca; v tem primeru gre najveckrat za
kontaminacijo z bakterijami naravne kozne flore (Hewitt in sod., 1985). Cottell in sod.
(Cottel in sod., 1997) so pokazali, da je bakteriospermija v ve¢ji meri posledica
kontaminacije, saj povezave med pozitivnimi vzorci in povisano koncentracijo levkocitov

(pokazateljev vnetja) v njih ni bilo.

V svoji raziskavi je Wong s sodelavei (Wong in sod., 1986) med obravnavanimi vzorci
semenske tekoc¢ine osamil bakterije iz vseh izmed petnajstih vzorcev in med skupno 40
izolati so bili najpogosteje zastopane bakterije iz rodu Lactobacillus (26%). Sledile so vrste
Staphylococcus epidermidis (20%), Gardnerella vaginalis (10%) in Ureaplasma
urealyticum (10%). Huyser (Huyser in sod., 1991) je med najpogosteje zastopanimi
mikroorganizmi nasel bakterije vrste Staphylococcus epidermidis (49,0%), nehemoliti¢ne
streptokoke (23,0%) in alfa-hemoliti¢ne streptokoke (16,9%). Po enotedenski antibioticni
terapiji se je stopnja kontaminacije semena znizala iz 92,3 % na 76,0% (P<0,0001). Med
najpogostejSimi so se sedaj ponovno pojavile bakterije vrste Staphylococcus epidermidis
(50,3%), medtem ko se je prisotnost nehemoliti¢nih streptokokov in alfa-hemoliti¢nih
streptokokov znizala. Med na novo pojavljenimi oportunisti so osamili plesni in bakterije
vrste Escherichia coli, Enterococcus faecalis, beta-hemoliti¢ne streptokoke, Klebsiella

pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae, Candida albicans, Torulopsis
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glabrata, Citrobacter freundii in Serratia mercescens. Med najpogosteje prisotnimi so
Cottell in sod. (Cottel in sod., 1997) prav tako nasli nehemoliti¢ne streptokoke in bakterije
vrste Staphylococcus epidermidis.

2.2.1.1.2.2 Vpliv prisotnih bakterij v semenski teko¢ini

Bakterije v semenski tekocini v primeru naravnega spocetja in zanositve ne razumemo kot
glavne prepreke za zanositev, Ceprav so lahko povezane z nekaterimi oblikami moske
neplodnosti (Megory in sod., 1987). V primeru zunajtelesne oploditve pa je lahko drugace
(Hewitt in sod., 1985). Za razliko od mikroorganizmov, ki pri normalnem spolnem odnosu
sicer vstopijo v noznico, a jim je vstop v viSje predele Zenskega genitalnega trakta
preprecen zaradi naravnih ovir, imajo mikroorganizmi iz semena v postopku zunajtelesne

oploditve moznost, da pridejo v direkten stik z jajéno celico (Cottel in sod., 1997).

Vnos bakterij v gojis¢e za inseminacijo ima lahko negativen vpliv na oploditev in in vitro
rast zarodkov (Hewitt in sod., 1985). Po podatkih, ki jih navajajo Kastrop in sod. (Kastrop
in sod., 2007), naj bi kar tretjino kontaminacij gojiS¢ povzrocali mikroorganizmi iz
semenske tekocine. Infekcije gojis¢, v katerem so bile jajéne celice, s patogeni Escherichia
coli, Klebsiella oxytoca, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae in Candida
albicans so se odrazale v degeneraciji jajénih celic (Huyser in sod., 1991). Nasprotno je
pokazala Studija, ki so jo izvedli Stovall in sod., (Stovall in sod., 1993) v kateri
bakteriospermija ni imela vpliva na oploditev ali na stopnjo zanositve. Z rezultati se
strinjajo tudi Krissi in sod. (Krissi in sod., 2004), ki niso nasli povezave med
bakteriospermijo in stopnjo oploditve ter kvaliteto zarodkov v postopkih zunajtelesne

oploditve.
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2.2.1.1.2.3 Semencice, kot prenaSalni vektor bakterij

Sluznica materni¢nega vratu je vedno veljala za ucinkovito mehansko in imunolosko
prepreko pri prehodu bakterijske nozni¢ne flore do visjih delov genitalnega trakta. Toth in
sod. (Toth in sod., 1982) pa so pokazali, da bakterije to prepreko lahko ob prisotnosti
gibljivih semencic enostavno obidejo. Izkazalo se je, da lahko aerobne in anaerobne
bakterije iz semenskega vzorca, ki se pritrdijo na povrSino semencic, enostavno prodirajo
skupaj z njimi. Potovanje s semencicami so potrdili tudi pri po Gramu negativnih aerobnih
bakterijah, ki so jih dodali v sterilen vzorec semenske tekocine, medtem ko migracije
bakterij v odsotnosti gibljivih semencic ni bilo. Preden so se bakterije zacele premikati
skupaj s semencicami, je bila potrebna eno do tri urna inkubacija bakterij v semenski

tekodini.

2.2.1.1.3 Drugi viri kontaminacij

2.2.1.1.3.1 Zrak v prostorih izvajanja OBMP

Karkoli se nahaja v zraku znotraj in v okolici laboratorijev za izvajanje OBMP je moc¢no
prisotno tudi znotraj inkubatorjev in gojitvenih kultur. Obstajajo dokazi, da lahko
nemikrobne kontaminacije oz. kemi¢no onesnazenje zavre katero koli stopnjo v postopku
umetne oploditve. Navsezadnje v inkubatorje vstopa 94-95 % zraka iz laboratorija in 5 %

zraka s 5 % CO, iz plinskih steklenic (Cohen in sod., 1997).

Studija na migjih zarodkih je pokazala, da imajo nekatere hlapne organske spojine
(akrolein) Skodljiv vpliv na molekularne mehanizme celiéne delitve, kar potrjuje
opazovano znizanje stopnje zanositve ob izpostavitvi ¢loveskih zarodkov aldehidom (Hall

in sod., 1998).
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Po gradnji in obnovi operacijske sobe in sobe za nujno medicinsko pomo¢ v blizini
laboratorija za OBMP so Boone in sod. (Boone in sod., 1999) zabelezili zniZanje stopnje
zanositve iz 35 % na 16 %. Ob prepriCanju, da ima kvaliteta zraka vpliv na razvoj
zarodkov, so zgradili posebno Cisto sobo (angl. cleanroom), kar se je v treh letih odrazilo v

dvigu stopnje zanositve na 59 %.

Kastrop in sod. (Kastrop in sod., 2007) izpostavljajo potrebo po Studiji, ki bi opredelila tudi
pomen mikrobnih kontaminacij zraka za umetno oploditev. Tak$ni podatki bi bili
pomembni tudi pri opredelitvi zahtev, ki jih predpisujeta evropski direktivi (EU Directive
2004/23 in EU Directive 2006/86), vklju¢no z obema aneksoma, kjer je zahtevano redno
dolocCanje Stevila delcev in Stevila mikrobnih kolonij v zraku prostorov, kjer so tkiva in
celice, vklju¢no s spolnimi celicami in zarodki. Evropske direktive so povzete v

slovenskem zakonu o tkivih in celicah ter pravilnikih, vezanih na ta zakon.

2.2.1.1.3.2 Voda v inkubatorjih

Svalander (Svalander, 1991) je iz navlazevalnega sistema v inkubatorju za gojenje
zarodkov osamil plesen, vrste Aspergillus niger, ¢eprav je bil inkubator dosledno ¢iscen s
70 % etanolom, kot to predpisujejo zahteve. Za izolat je znacilno, da spros¢a v okolje
visoko toksi¢ne metabolite (malformin C). Po uvedbi tehnolosko izboljSanega inkubatorja
in redni kemicni dekontaminaciji se je stopnja zanositve izboljsala (iz 20 % na 30 %).
Avtor je izpeljal tudi pilotno Studijo, v kateri je miSje zarodke v zgodnji razvojni fazi
izpostavil toksinoma plesni Aspergillus fumigatus in Aspergillus flavus, kar je zavrlo

normalen razvoj zarodkov.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 ODVZEM VZORCEV

Odvzem brisov na snaznost delovnih povrsin, rok osebja in vzorcev vode za vlazenje zraka
iz inkubatorja ter sedimentacijskih ploS¢ za vzorcenje mikroorganizmov v zraku se je vrsil

med letoma 2001 in 2006 na naslednjih odvzemnih mestih:

Preglednica 1: Pregled odvzemnih mest, ki so bila vklju¢ena v raziskavo.

3 VODA 1Z
DELOVNE POVRSINE ZRAK ROKE OSEBJA INKUBATORJA
voziek za inStrumente Vv
operacijski dvorani (aspiracija
jajénih celic, prenos zarodkov) | operacijska dvorana zdravnik v operacijski dvorani | inkubator 1
Jlaminarij 1 laboratorij 1 medicinska sestra inkubator 2
laminarij 2 laboratorij 2 diplomirana medicinska sestra | inkubator 3
biolog ob delu z jajénimi
pinkubator 1 (polica) laminarij 1 celicami inkubator 4
inkubator 2 (polica) laminarij 2 biolog ob pripravi semena
inkubator 3 (polica) Inkubator 1
prostor za
inkubator 4 (polica) mikromanipulacijo

mikroskop za pripravo semena
(delovna mizica)

mikroskop za
mikromanipulacijo (delovna
mizica)

centrifuga za pripravo semena

Opomba: a — brezprasna komora za delo s spolnimi celicami in zarodki, b — naprava, v kateri gojimo spolne

celice in zarodke pri 37 °C in 5 % CO, v zraku
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Vzorcenje je potekalo vsaj dvakrat letno in sicer na naslednje datume (vendar ne vedno po

vseh zgoraj nastetih odvzemnih mestih):

Preglednica 2: Datumi odvzemov brisov delovnih povrsin, rok osebja, vzorcev zraka in vode iz inkubatorjev.

DATUMI ODVZEMOV

04.07.2001
25.10.2001
30.01.2002
29.05.2002
19.11.2002
21.05.2003
27.11.2003
16.03.2004
14.06.2004
22.09.2004
15.12.2004
15.03.2005
20.06.2005
28.09.2005
13.12.2005
08.03.2006
05.06.2006
19.09.2006
10.10.2006
25.10.2006
07.11.2006
22.11.2006

06.12.2006
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Potrebni material je bil po predhodnem narocilu pripravljen in dostavljen iz InsStituta za
mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani. Vzorcenje je bilo
namenjeno iskanju in identifikaciji bakterij ter gliv, ki so bile prisotne na posameznih
odvzemnih mestih znotraj prostorov izvajanja klasi¢nega postopka zunajtelesne oploditve
in postopka mikromanipulacije na Ginekoloski kliniki v Ljubljani. Prisotnost ostalih

mikroorganizmov in virusov ni bila testirana.

3.1.1 KONTROLA SNAZNOSTI POVRSIN Z BRISI

S sterilnimi brisi v epruvetah s 5 mL fizioloske raztopine so odvzeli brise povrsin
naslednjih odvzemnih mest: vozi¢ek za inStrumente v operacijski dvorani, laminarij
(brezpraS$na komora) 1, laminarij 2, polica v inkubatorjih 1-4 za gojenje spolnih celic in
zarodkov, mizica mikroskopa za pripravo semena, mizica mikroskopa za
mikromanipulacijo in rotor centrifuge za pripravo semena. Na vsakem odvzemnem mestu
je bil odvzet po en vzorec brez uporabe sterilne Sablone. Vsi brisi so bili odvzeti v
jutranjem casu pred ali med delom osebja. Ob izpolnjenem sprejemnem listu so bile nato
epruvete z brisi napotene na analizo na InStitut za mikrobiologijo in imunologijo

Medicinske fakultete v Ljubljani.

3.1.2 NADZOR ZRAKA S SEDIMENTACIJSKIMI PLOSCICAMI

Petrijeve plosce s krvnim agarjem, premera 10 cm, so bile izpostavljene zraku za ¢as 1-3
ure. V vsakega od izbranih prostorov (operacijska dvorana, laboratorij 1, laboratorij 2,
laminarij 1, laminarij 2, inkubator 1 (zunajtelesna oploditev) in prostor, v katerem se izvaja
mikromanipulacija) je bila Se pred zacetkom dela laboratorijskega osebja postavljena po
ena plos¢a. Mesto odlaganja plosce je bilo izbrano tako, da plosS¢e niso ovirale soCasnega

dela v prostoru (visoko na omari, na inkubatorju, v kotu laminarijev,...). Po preteklem ¢asu
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so plos¢e pokrili in zalepili ter s sprejemnim listom napotili na analizo na InStitut za

mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani.

3.1.3 ODVZEM BRISOV ROK OSEBJA

Z enakim sterilnim brisom kot v primeru kontrole snaznosti povrSin so bili odvzeti brisi
rok zdravnika v operacijski dvorani pred zbiranjem jajcnih celic, medicinske sestre, ki ima
neposredni stik z aspiracijsko iglo in epruveto za prenos jajénih celic v folikularni teko€ini,
diplomirane medicinske sestre, ki je prav tako prisotna v operacijski dvorani, biologa, ki
sprejme in pripravi jajéne celice za postopek ter biologa, ki pripravlja seme in izvaja samo
inseminacijo. Z brisom so v jutranjem casu (pred delom) obrisali povrsino (le ene) dlani,
konic prstov in zlasti predelov okrog nohtov ter morebitno prisotnega prstana. Bris je bil v
epruveti s 5 mL fizioloSke raztopine in izpolnjenim sprejemnim listom oddan v analizo na

Institut za mikrobiologijo in imunologijo.

3.1.4 ODVZEM VZORCA VODE 1Z INKUBATORJA

Vzorec vode za vlazenje zraka v inkubatorju je bil odvzet ob sodelovanju dveh oseb. Prva
je odprla in pridrzala vrata inkubatorja, medtem ko je druga s sterilno brizgo posrkala po
20 mL vode z dna inkubatorjev 1, 2, 3 in 4. Vzorec, opremljen s podatki o odvzemu, je bil

oddan v analizo na Institut za mikrobiologijo in imunologijo.

3.2 MIKROBIOLOSKA ANALIZA

3.2.1 OBDELAVA BRISOV DELOVNIH POVRSIN IN ROK OSEBJA
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Po sprejemu brisov v mikrobioloski laboratorij je sledila obdelava vzorcev. Iz vsake
prispele epruvete so po pretresanju prenesli po 0,1 mL vsebovane fizioloSke raztopine na
plosce s krvnim agarjem in jih inkubirali 24 ur pri temperaturi 35 °C + 1 °C ter po potrebi
inkubacijo pri istih pogojih podaljsali Se za dodatnih 24 ur. Po 0,5 mL fizioloske raztopine
iz prispelih brisov so po pretresanju prenesli v tekoCe obogatitveno gojis¢e TIO
(tioglikolat) ter inkubirali 7 dni pri temperaturi 35 °C + 1° C. V primeru, da je gojisce
postalo motno, so vzorec precepili na krvni agar. Tretje gojisce, ki je bilo uporabljeno v
prvem koraku, je gojis¢e LAP (gojis¢e z laktozo), v katerem so pustili bris tri dni pri
temperaturi 35 °C £ 1 °C. Gojis¢u je dodan pH indikator, ki se ob prisotnosti
mikroorganizmov, ki fermentirajo laktozo, obarva rdece. Ob spremembi barve so vzorec

prav tako precepili na krvni agar.

3.2.2 OBDELAVA VZORCEYV VODE I1Z INKUBATORJA

Vzorci vode iz inkubatorjev so se obravnavali kot izpirki, kar pomeni, da je bilo po 0,1 mL
vzorca prenesenega na plos€o s krvnim agarjem, ki so jo pustili inkubirati 24 ur pri
temperaturi 35 °C + 1 °C. Po potrebi so inkubacijo podaljsali e za dodatnih 24 ur pri istih
pogojih. Po 0,5 mL vzorca vode so prenesli v teko¢e obogatitveno gojisce TIO. Po 7
dnevni inkubaciji pri temperaturi 35 °C £ 1 °C so v primeru nastale motnosti vzorec
prenesli na krvni agar. V gojiS¢e z dodano laktozo in pH indikatorjem (LAP) so prenesli po
0,3 mL vzorca vode iz inkubatorja, pustili inkubirati 3 dni pri temperaturi 35 °C = 1 °C in
v primeru spremembe barve pH indikatorja z vzorcem obarvanega gojiS¢a inokulirali

plosco s krvnim agarjem.

3.2.3 OBDELAVA PRISPELIH SEDIMENTACIJSKIH PLOSC

Prispele plosce s krvnim agarjem so inkubirali pri temperaturi 35 °C + 1 °C.
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3.24 NADALJNA OBDELAVA VZORCEV

Kolonije mikroorganizmov, ki so zrasle na ploscah s krvnim agarjem, so presteli in jih
nadalje analizirali glede na fenotipske lastnosti. Kolonije plesni so identificirali v
mikoloskem laboratoriju glede na mikroskopske lastnosti. Tam so prav tako dolocali
identifikacijo kolonij kvasovk in sicer z uporabo API Candida identifikacijskega kita, ki

deluje na osnovi biokemicnih, presnovnih lastnosti kvasovk.

Identifikacijo bakterijskih kolonij so dolocali z uporabo sistema Crystal. Pri slednjem
lo¢imo dva sistema identifikacije, in sicer za po Gramu pozitivne bakterije loceno od za po
Gramu negativnih bakterij. V osnovi gre pri obeh sistemih za identifikacijo, ki temelji na

30-ih biokemicnih lastnostih in reakcijah.
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Slika 1: Prikaz postopka identifikacije bakterij s sistemom Crystal (priloga ob
identifikacijskem kitu).

3.2.5 REZULTATI ANALIZE

Stevilo in vrsto kolonij mikroorganizmov so iz Instituta za mikrobiologijo in imunologijo
posredovali na Oddelek za reprodukcijo, Ginekoloske klinike v Ljubljani, kjer so se izvidi

shranjevali v papirnati obliki.

3.3 OBDELAVA PODATKOV

V zaletni fazi je bilo potrebno vse rezultate mikrobioloskih analiz pretvoriti v primerno
racunalnisko obliko za zacetno obdelavo v programu Excel. Predpostavili smo, da so se
identificirani mikroorganizmi na odvzemnih mestih, s katerih so bili osamljeni, tam
nahajali vsaj pet dni pred in pet dni po dnevu odvzema vzorca. Tako smo podatke o
izolatih na posamezni datum povezali s podatki pacientk v postopkih zunajtelesne
oploditve, ki so znotraj tega intervala (datum odvzema vzorca + 5 dni) sodelovale v
aspiraciji jajénih celic. Od rezultatov mikrobioloskih analiz smo uporabili podatke o
skupnem Stevilu izoliranih kolonij ter Stevilu kolonij in identifikaciji posameznih
osamljenih mikroorganizmov. Od podatkov pacientk nas je zanimala starost pacientke,
Stevilo pridobljenih jajénih celic, Stevilo oplojenih jajénih celic, Stevilo in razvojna stopnja
zarodkov (zlasti Stevilo zarodkov na razvojni stopnji blastociste), metoda (IVF ali ICSI) in

uspesnost zanositve.

3.3.1 STATISTICNA OBDELAVA
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S pomocjo statisticnega testa hi-kvadrat smo dolocali statisticno znacilno (p<0,05)
povezavo med delezem oplojenih jajénih celic (to skupino podatkov smo zaradi lazje
analize poimenovali in obdelovali pod imenom »oploditev«), ki so bile izpostavljene
(pozitivna kultura) prisotnosti mikroorganizmov na doloenem odvzemnem mestu in
tistimi, ki niso bile izpostavljene (negativna kultura). Prav tako smo s testom hi-kvadrat
dolocali statisti€no znacilen (p<0,05) vpliv prisotnosti oz. odsotnosti mikroorganizmov na
posameznem odvzemnem mestu tudi na delez zarodkov, razvitih do stopnje blastociste (to
skupino podatkov smo zaradi lazje analize obdelovali pod skupino »zarodki«). Kot tretje,
smo za vsako odvzemno mesto dolocili tudi statisticno znacilen (p<0,05) vpliv prisotnosti
0z. odsotnosti mikroorganizmov na Stevilo pacientk, ki so in tistimi, ki niso zanosile

(skupina »nosecnost«).

Najprej smo dolocili statisticno znacilen (p<0,05) vpliv prisotnosti 0z. odsotnosti
mikroorganizmov na zgoraj nastete izide zunajtelesne oploditve (oploditev, zarodki in
nosecnost) v celotnem obsegu podatkov za vsako posamezno odvzemno mesto, ne glede na
starost pacientke ali pripadajoc¢e uporabljene metode (IVF ali ICSI). Nato smo izracune
ponovili znotraj istega nabora postopkov, le da smo tokrat upostevali izbrano metodo
(loceno racunanje za IVF in ICSI), ne pa tudi starosti pacientke. V naslednjem koraku smo
upostevali le starost pacientk (pod 38 let ali vsaj 38 let) ne glede na metodo. Kot zadnje pa
smo izraCunali vpliv prisotnosti 0z. odsotnosti mikroorganizmov na posameznem
odvzemnem mestu na izide zunajtelesne oploditve ob upoStevanju starosti pacientk in

uporabljene metode.

V nadaljevanju smo pregledali vplive prisotnosti oz. odsotnosti mikroorganizmov na
oploditev, zarodke in noseCnost ter za posamezna odvzemna mesta, na katerih se je
pokazal statisticno znalilen vpliv (p<0,05) prisotnosti mikroorganizmov na izide, z
uporabo statisticnega paketa SPSS in izraCuna Pearsonovega in Spearmanovega

koeficienta natanéneje dolocili vpliv izoliranih mikroorganizmov na te parametre.
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4 REZULTATI

Brisi na snaznost delovnih povrsSin, rok osebja, vzorci vode iz inkubatorjev in vzorci
mikroorganizmov iz zraka so bili odvzeti po 23-ih dnevih med letoma 2001 in 2006. Iz
populacije postopkov zunajtelesne oploditve (IVF ali ICSI), ki so bili opravljeni v tem
obdobju, smo v vzorec zajeli 624 postopkov, ki so ustrezali kriteriju in so bili opravljeni

znotraj intervala petih dni pred in po datumu odvzema vzorcev.

4.1 VPLIV PRISOTNOSTI MIKROORGANIZMOV NA IZID POSTOPKOV
ZUNAJTELESNE OPLODITVE

4.1.1 IZOLIRANI MIKROORGANIZMI GLEDE NA ODVZEMNO MESTO

Znotraj vseh 23-ih intervalov so skupno osamili 36 skupin bakterij in gliv. Od 271
odvzetih vzorcev je bilo 193 pozitivnih (71,2 %) in 78 negativnih (28,8 %). Podatki so
zbrani v preglednicah 3- 6, kjer so izolati izpisani loceno v treh skupinah (bakterije, glive
in neznano) in sicer tako, da so z vodoravno ¢rto dodatno lo¢ene bakterijske vrste, ki so in
tiste, ki niso del naravne flore Zenskega genitalnega trakta (podatki povzeti po Masfari in
sod., 1986). Vrednosti v preglednicah predstavljajo najvecje Stevilo izoliranih kolonij
posameznega mikroorganizma na posameznem odvzemnem mestu, ne glede na datum
odvzema vzorca. Za mesta, kjer ni bilo navedenega Stevila kolonij, ampak le potrjena
prisotnost, je v tabelah ozna¢eno z besedo »prisotna«. Ime izolata smo povzeli po
rezultatih mikrobioloskih analiz, ki identifikacije niso podale vedno do vrste izolata. Tako
najverjetneje niso posamezne vrste izoliranih mikroorganizmov vedno le v eni kategoriji
oz. vrstici (v skupini KNS-koagulaza negativni streptokoki so verjetno vkljucene tudi vrste

streptokokov, ki so naStete kot samostojna kategorija).

Za preglednice 3-6 glej opombo pod preglednico 6.
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Preglednica 3: Seznam mikroorganizmov, izoliranih z delovnih povrsin v prostorih OBMP.

vrsta mikroorganizma

delovne povrsine

vozi¢ek

lam 1

lam 2

ink 1

ink 2

ink 3

ink 4

mikroskop

mikr.ICSI

centrifuga

1+, 5-

16+, 7-

11+,9-

15+, 2-

8+, 1-

9+, 11-

6+, 2-

11+, 8-

2+, 4-

3+, 3-

BAKTERIJE

DEL NORMALNE FLORE
Staphylococcus epidermidis
Staphilococcus haemolyticus
Staphilococcus warneri
Staphilococcus hominis
Staphilococcus cohnii
Staphilococcus capitis

KNS

Corynebacterium sp.

o hemoliti¢ni streptokoki

50

200
50
50
50
50

800

250
50

50

50

50

12000
5000
2000

50
1000

1000

50
1500
1500

prisotna

50

50000
22000

50

50
50
50
300

50

50

300

50
50

NISO DEL NORMALNE FLORE
Staphylococcus aureus
Pantoea agglomerans

Bacillus spp.

Bacillus cereus
Stenotrophomonas maltophilia
Pseudomonas aeruginosa
Micrococcus spp.

Microccocus luteus

mesana bakterijska flora
Flavobacterium odoratum
Ravobacterium odoratum
Bulkolderia cepacia

Brevundimonas vesicularis

50

100

50

50

50

GLIVE

Penicillium sp.
Pseudallescheria sp.
glive kvasovke
Candida parapsilosis
Aspergillus sp.
Aspergillus versicolor
Aspergillus flavus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Cladosporium sp.
Alternaria sp.
Aurebasidium pullulans

plesni

50

50
50

prisotna

prisotna

50

50

50

50

prisotna

50

100

NEZNANO

Glej opombo pod preglednico 6.




27

Golob B. Vpliv prisotnosti mikroorganizmov, izoliranih z delovnih povr3in in iz zraka, na izid postopka zunajtelesne oploditve.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega $tudija mikrobiologije, 2008

Preglednica 4: Seznam mikroorganizmov, izoliranih z rok osebja, ki sodeluje pri zunajtelesni oploditvi.

vrsta mikroorganizma

osebje

biol.(sper.)

zdravnik v oper.dvor.

med.sestra

cel. biolog

dipl.med.sestra

34+, 5-

9+, 0-

G+, 4-

17+, 2-

1+, 0-

BAKTERIJE

DEL NORMALNE FLORE
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus warneri
Staphylococcus hominis
Staphylococcus cohnii
Staphylococcus capitis

KNS

Corynebacterium sp.

o hemoliti¢ni streptokoki

50

2500
300

2000

50

150

50

1800

50

13000
1000
300
10000

2200
50

2000

100

NISO DEL NORMALNE FLORE
Staphylococcus aureus
Pantoea agglomerans

Bacillus spp.

Bacillus cereus
Stenotrophomonas maltophilia
Pseudomonas aeruginosa
Micrococcus spp.

Microccocus luteus

mesana bakterijska flora
Flavobacterium odoratum
Ravobacterium odoratum
Bulkolderia cepacia
Brevundimonas vesicularis
GLIVE

50
50
50

50

50

100

50

Penicillium sp.
Pseudallescheria sp.
glive kvasovke
Candida parapsilosis
Aspergillus sp.
Aspergillus versicolor
Aspergillus flavus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Cladosporium sp.
Alternaria sp.
Aurebasidium pullulans

plesni

NEZNANO

Glej opombo pod preglednico 6.
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Preglednica 5: Seznam izoliranih mikroorganizmov iz sedimentacijskih plos¢ (zrak v prostorih OBMP).

vrsta mikroorganizma

zrak

OPERACIJSKA

LAB1

LAB2

LAM 1

LAM 2

INK 1

p ICSI

20+, 3-

14+, 4-

20+, 0-

2+, 0-

1+, 1-

3+, 0-

1+, 0-

BAKTERIJE

DEL NORMALNE FLORE
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus warneri
Staphylococcus hominis
Staphylococcus cohnii
Staphylococcus capitis

KNS

Corynebacterium sp.

o hememoliti¢ni streptokoki

30
110

46

10

20
120

100

20

40

120
15
20
20

60

NISO DEL NORMALNE FLORE
Staphylococcus aureus
Pantoea agglomerans

Bacillus spp.

Bacillus cereus
Stenotrophomonas maltophilia
Pseudomonas aeruginosa
Micrococcus spp.

Microccocus luteus

mesana bakterijska flora
Flavobacterium odoratum
Ravobacterium odoratum
Bulkolderia cepacia

Brevundimonas vesicularis

GLIVE

Penicillium sp.
Pseudallescheria sp.
glive kvasovke
Candida parapsilosis
Aspergillus sp.
Aspergillus versicolor
Aspergillus flavus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Cladosporium sp.
Alternaria sp.
Aurebasidium pullulans

plesni

24

15

W =

prisotna
prisotna

prisotna

15

16

NEZNANO

Glej opombo pod preglednico 6.
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Preglednica 6: Seznam izoliranih mikroorganizmov iz vode iz inkubatorjev v prostorih OBMP.

vrsta mikroorganizma

voda iz inkubatorja

INKUBATOR 1

INKUBATOR 2

INKUBATOR 3

INKUBATOR 4

1+, 0-

4+, 3-

2+, 5-

3+, 3-

BAKTERIJE

DEL NORMALNE FLORE
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus warneri
Staphylococcus hominis
Staphylococcus cohnii
Staphylococcus capitis

KNS

Corynebacterium sp.

o hememoliti¢ni streptokoki

50

NISO DEL NORMALNE FLORE
Staphylococcus aureus
Pantoea agglomerans

Bacillus spp.

Bacillus cereus
Stenotrophomonas maltophilia
Pseudomonas aeruginosa
Micrococcus spp.

Microccocus luteus

mesana bakterijska flora
Flavobacterium odoratum
Ravobacterium odoratum
Bulkolderia cepacia

Brevundimonas vesicularis

prisotna

prisotna

1000

GLIVE

Penicillium sp.
Pseudallescheria sp.
glive kvasovke
Candida parapsilosis
Aspergillus sp.
Aspergillus versicolor
Aspergillus flavus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Cladosporium sp.
Alternaria sp.
Aurebasidium pullulans

plesni

10

10

20

NEZNANO




30

Golob B. Vpliv prisotnosti mikroorganizmov, izoliranih z delovnih povr3in in iz zraka, na izid postopka zunajtelesne oploditve.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega $tudija mikrobiologije, 2008

Opomba: Pod odvzemnimi mesti je oznaceno Stevilo odvzetih vzorcev (s + je oznaceno Stevilo pozitivnih
brisov in z — Stevilo negativnih brisov). Za posamezne izolate so navedene le najvi§je vrednosti Stevila

kolonij, ki so jih izolirali na posameznem mestu, ne glede na datum odvzema vzorca.

Iz preglednic 3-6 je razvidno, da so iz odvzemnih mestih delovnih povrSin in rok osebja,
najveckrat izolirali bakterijske predstavnike naravne flore. Najvecje Stevilo razli¢nih vrst
so izolirali iz zraka, kjer zlasti izstopa zrak v operacijski sobi. Z rok osebja niso izolirali
nobenega predstavnika gliv. Najvecje skupno Stevilo kolonij in najvecje Stevilo kolonij

posameznih vrst so izolirali z delovnih povrSin.

4.1.2 VPLIV PRISOTNOSTI MIKROORGANIZMOV NA POSAMEZNEM
ODVZEMNEM MESTU

Zaradi premajhnega Stevila odvzetih vzorcev na dolo¢enih odvzemnih mestih ali pa zaradi
dejstva, da nekaterih od odvzemnih mest ni mogoce zagotavljati sterilnih, smo iz nadaljne
obdelave podatkov morali izkljuciti podatke za 9 odvzemnih mest (povrSina operacijske
mize, zrak v laboratorijih 1 in 2, zrak v laminariju 1, zrak v inkubatorju 1, zrak v prostoru
za mikromanipulacijo, roke zdravnika v operacijski dvorani in diplomirane medicinske
sestre ter voda i1z inkubatorja 1), ¢eprav smo s tem tvegali izgubo pomembnih podatkov o
obstoju povezave med prisotnimi mikroorganizmi in izidi zunajtelesne oploditve. Zaradi
tega razloga smo v ve€ji meri izgubili vpogled v pomen prisotnosti mikroorganizmov v
zraku, pa tudi na rokah osebja (zlasti zdravnika v operacijski dvorani ob aspiraciji jajénih

celic).

Za ugotavljanje obstoja statisticno znacilne (p<0,05) zveze med prisotnostjo
mikroorganizmov na posameznih odvzemnih mestih in vsakim od parametrov: oploditev,
zarodki in nosecnost smo uporabili neparametricni test hi-kvadrat. V prilogah Al, A2 in

A3 so z besedo »vpliva« oznaCena vsa mesta, na katerih smo uspeli dokazati statisticno
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znacCilno povezavo pri p<0,05 (ostale povezave niso bile statisticno znacilne in so v

preglednicah neoznacene-prazne celice).

Pri nadaljni obdelavi smo upostevali le tista odvzemna mesta, pri katerih se je povezava (v
prilogah Al, A2 in A3 oznaceno z »vpliva«) pokazala smiselno ponovljeno glede na
starost pacientk in metodo. Tako smo upostevali le tista odvzemna mesta, kjer smo s
testom hi-kvadrat statisticno znacilno povezavo izracunali tako pri postopkih, loc¢enih le
glede na metodo in ne glede na starost pacientke ter hkrati v eni od skupin postopkov

zunajtelesne oploditve, locenih glede na izbrano metodo in hkrati tudi starost pacientke.

Tem kriterijem so znotraj skupine »oploditev« (priloga Al) zadostila odvzemna mesta
laminarij 1 (delovna povrSina), laminarij 2 (delovna povrSina), inkubator 1 (delovna
povrsina), mikroskop za pripravo semena (delovna povrsina), biolog pri pripravi semena in
ob inseminaciji (osebje), biolog pri oskrbi jajénih celic (osebje) in medicinska sestra
(osebje). V skupini »zarodki« (priloga A2) smo upostevali inkubator 4 (delovana
povrSina), mikroskop za pripravo semena (delovna povrSina), mikroskop za
mikromanipulacijo (delovna povrSina), laminarij 2 (zrak), biologa pri oskrbi jajénih celic
(osebje) in vodo iz inkubatorja 4. Na stopnjo zanositve (priloga A3) so po izracunih testa
hi-kvadrat statisticno znacilno (p<0,05) vplivali zrak v operacijski dvorani, biolog pri
pripravi semena, delovna povrSina na mikroskopu za mikromanipulacijo in medicinska

sestra.

V preglednici 7 so poleg oznacene statisticno znacilne (p<0,05) povezave zapisane Se

lastnosti skupine za katero ta povezava velja.
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Preglednica 7: Odvzemna mesta, za katera se je pokazala statisti¢no znacilna povezava med prisotnostjo oz.

odsotnostjo mikroorganizmov in izidom zunajtelesne oploditve (p<0,05).

odvzemno mesto

vpliv na oploditev

vpliv na razvoj zarodkov

vpliv na nosecnost

OSEBJE

medicinska sestra

biolog pri pripravi semena
biolog ob oskrbi jajé.celic
DELOVNE POVRSINE
laminarij 1

laminarij 2

inkubator 1

mikroskop

mikroskop ICSI

inkubator 4

ZRAK

laminarij 2

operacijska dvorana
VODA 1Z INKUBATORIJA

inkubator 4

+ (pod 38 let/IVF)
+ (pod 38 let/IVF)

+ (nad 38 let ali ve¢/IVF)

+ (vse/vse)
+ (pod 38 let/ICSI)
+ (pod 38 let/IVF)

+ (pod 38 let/IVF)

+ (pod 38 let/ICSI)

+ (vse/vse)
+ (pod 38 let/ICSI)

+ (pod 38 let/ICSI)

+ (pod 38 let/ICSI)

+ (pod 38 let/IVF)

+ (pod 38 1et/ICSI)

+ (vse/IVF)

+ (pod 38 let/IVF)

Opomba: S + so oznacene izracunane statisticno znacilne povezave in z — povezave, ki niso statisticno

znacilne. V oklepajih je na prvem mestu navedena starostna skupina pacientk, na drugem mestu pa izbrana

metoda zunajtelesne oploditve, za katero se je pokazala statisti¢no znacilna povezava.

Pokazalo se je (preglednica 7), da sta procesa oploditve in zanositve bolj obcutljiva na

prisotnost mikroorganizmov v klasi¢nem postopku zunajtelesne oploditve, predvsem pri

mlajsih pacientkah (pod 38 let). Obratno pa je bil razvoj zarodkov obcutljivejSi na

prisotnost mikroorganizmov v postopku ICSI, predvsem pri pacientkah, mlajs$ih od 38 let.
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4.1.3 REZULTATI ZUNAJTELESNE OPLODITVE GLEDE NA PRISOTNOST
MIKROORGANIZMOV

Lastnosti skupine opravljenih postopkov zunajtelesne oploditve ob prisotnosti

mikroorganizmov so primerljive s tistimi ob odsotnosti mikroorganizmov (priloga B1).

Iz posameznih izracunov (priloga B1) je ocitno, da prisotnost mikroorganizmov na
specificnem odvzemnem mestu ni vplivala vedno negativno na izide postopkov
zunajtelesne oploditve. Prav tako prisotnost mikroorganizmov na dolo¢enem mestu ni
imela enakosmernega vpliva na vse tri odstotke; razen v primerih prisotnosti
mikroorganizmov z rok medicinske sestre in biologa pri delu s semenom, kjer se je
prisotnost bakterij kazala izrazito negativno za vse izide ter v primeru mikroorganizmov v
zraku laminarija 2, kjer se je njihova prisotnost odrazala kot dobrodosSla za izide

zunajtelesne oploditve.

Najvecja statisticno znacilna razlika med deleZema oplojenih celic glede na prisotnost oz.
odsotnost mikroorganizmov (priloga B1) je bila opazna pri medicinski sestri in znasa 7,7
% (54 % vs. 61,7 %) v korist odsotnosti mikroorganizmov. Najvecja razlika med delezema
blastocist glede na prisotnost oz. odsotnost mikroorganizmov, ki je bila potrjena kot
statisticno znacilna, je bila izraCunana za odvzemno mesto povrSina v inkubatorju 4 in
znasa 18,2 % (32,8 % vs. 51,0 %) v korist prisotnosti mikroorganizmov. Med delezema
nosecnosti ali stopnjama zanositve je najvec¢ja statistino znacilna razlika znasala 14,4 %
(odvzemno mesto: biolog, ki pripravlja seme in izvaja inseminacijo) in sicer v korist

prisotnosti mikroorganizmov (18,6 % vs. 33,0 %).

V prilogi B2, so za vsako odvzemno mesto, kjer se je pokazala statisticno znacilna
povezava med prisotnostjo oz. odsotnostjo mikroorganizmov in vsaj enim od izidov

zunajtelesne oploditve, nasteti osamljeni mikroorganizmi.
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Najvisje vrednosti izoliranih vrst (priloga B2) so bile v zraku operacijske dvorane, kjer se

izvajata aspiracija jajcnih celic in prenos zarodkov.

4.1.4 SMER VPLIVA PRISOTNOSTI MIKROORGANIZMOV

Ko smo izracunane deleze izidov postopkov zunajtelesne oploditve iz priloge B1, zdruzili s
podatki iz priloge B2, se je pokazala smer povezave med prisotnostjo mikroorganizmov na
specificnem odvzemnem mestu in izidom zunajtelesne oploditve. Pozitiven ali negativen

vpliv prisotnosti na izid je razviden iz preglednice 8.
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Preglednica 8: Prikaz smeri vpliva prisotnosti mikroorganizmov na delez oplojenih jajénih celic, razvoj

zarodkov do stopnje blastociste in stopnjo zanositve.

odvzemno mesto vpliv na oploditev vpliv na razvoj zarodkov vpliv na noseénost
OSEBIJE

medicinska sestra - (54 % vs. 62 %) / - (21 % vs. 34 %)
biolog pri pripravi semena - (56,8 % vs. 58,4 %) / - (19 % vs. 33 %)
biolog ob oskrbi jajé.celic + (56 % vs. 49 %) - (45 % vs. 54 %) /
DELOVNE POVRSINE

laminarij 1 + (57 % vs. 51 %) / /
laminarij 2 + (58 % vs. 55 %) / /
inkubator 1 - (53 % vs. 59 %) / /
mikroskop - (53 % vs. 58 %) + (52 % vs. 37 %) /
mikroskop ICSI / + (38 % vs. 30 %) /
inkubator 4 / - (33 % vs. 51 %) /

ZRAK

laminarij 2 / / + (15 % vs. 6 %)
operacijska dvorana / / + (23 % vs. 9 %)
VODA IZ INKUBATORJA

inkubator 4 / + (37 % vs. 30 %) /

Opomba: S + je oznacen pozitiven vpliv, z — negativen vpliv in s / statistiéno neznacilen vpliv. V oklepaju je
na prvem mestu navedena vrednost ustreznega izida zunajtelesne oploditve v primeru prisotnosti

mikroorganizmov, na drugem pa vrednost ob njihovi odsotnosti.

NajizrazitejSe razlike v vrednostih izidov (preglednica 8) med skupinama postopkov ob
prisotnosti in odsotnosti mikroorganizmov so se pokazale pri vplivu na nose¢nost in razvoj

zarodkov.

Prisotnost mikroorganizmov na dlaneh medicinske sestre je imela negativen vpliv

(preglednica 8) na delez oplojenih celic. Ce so bili na dlanch medicinske sestre
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mikroorganizmi prisotni, je bil delez oplojenih jajcnih celic statisti¢no znac¢ilno manjsi, kot
v primeru odsotnosti mikroorganizmov (54 % vs. 62 %, p<0,05). Pri analizi s testom hi-
kvadrat (preglednica 7) smo potrdili statisticno pomemben vpliv pri mlajsi skupini Zensk
(pod 38 let) v postopku IVF. Prav tako negativno je prisotnost mikroorganizmov na dlaneh
medicinske sestre vplivala tudi na stopnjo zanositve v postopkih zunajtelesne oploditve
(preglednica 8). Ce so na dlaneh medicinske sestre bili mikroorganizmi prisotni, je bila
stopnja zanositve 21 % na postopek, v primeru njihove odsotnosti, pa je bila stopnja
zanositve statisticno znacilno visja in je znaSala 34 % (p<0,05). Rezultati testa hi-kvadrat
so potrdili statisti¢no znacilen vpliv prisotnosti mikroorganizmov na dlaneh medicinske

sestre na zanositev pri mlajsi skupini pacientk v postopkih ICSI (preglednica 7).

Ravno tako, kot mikroorganizmi na dlaneh medicinske sestre, so imeli negativen vpliv na
oploditev in zanositev tudi mikroorganizmi, ki so bili prisotni na dlaneh biologa v
laboratoriju, ki je pripravljal seme in izvedel samo osemenitev (inseminacijo) jajénih celic
(preglednica 8). Prisotnost mikroorganizmov na njegovih dlaneh se je odrazala v statisti¢no
znacCilno manjSem delezu oplojenih celic, kot v primeru, da na njegovih rokah ni bilo
prisotnih mikroorganizmov (56,8 % vs. 58,4 %, p<0,05). Test hi-kvadrat (preglednica 7) je
povezavo potrdil pri skupini mlajsih Zensk v postopku IVF. Prav tako je bila v prisotnosti
mikroorganizmov statisticno znacilno nizja tudi stopnja zanositve (19 % vs. 33 %, p<0,05)
(preglednica 8). S testom hi-kvadrat smo potrdili statisticno znacilno povezavo pri skupini

mlajsih pacientk v postopkih ICSI (preglednica 7).

Prisotnost mikroorganizmov na dlaneh biologa, ki je v laboratoriju oskrbel jaj¢ne celice, je
imela pozitiven vpliv na delez oplojenih celic (preglednica 8). Ce so na njegovih dlaneh
mikroorganizmi bili prisotni, je bil delez oploditve statisticno znacilno visji, kot ce
mikroorganizmi niso bili prisotni (56 % vs. 49 %, p<0,05). S testom hi-kvadrat smo
potrdili statisti¢no znacilno povezavo za skupino pacientk, starejSih od 38 let, v postopku
IVF (preglednica 7). Nasproten vpliv pa je imela prisotnost mikroorganizmov na njegovih
dlaneh na razvoj zarodkov (preglednica 8), kjer se je prisotnost mikroorganizmov v

primerjavi z odsotnostjo odrazala v statisticno znacilnem manjSem delezu zarodkov,
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razvitih do stopnje blastociste (45 % vs. 54 %, p<0,05). Glede na rezultate testa hi-kvadrat
ta povezava statisticno znacilno drzi za skupino mlajSih pacientk v postopku ICSI

(preglednica 7).

Prisotnost mikroorganizmov na odvzemnih mestih laminarij 1 in laminarij 2 je imela
pozitiven vpliv na oploditev (preglednica 8). V primeru laminarija 1 je bil delez oplojenih
celic v prisotnosti mikroorganizmov statisticno znacilno visji za 6 % (57 % vs. 51 %,
p<0,05), v primeru laminarija 2 pa za 3 % (58 % vs. 55 %, p<0,05). S testom hi-kvadrat se
je pokazala statisticno znaCilna povezava med prisotnostjo mikroorganizmov na
odvzemnem mestu laminarij 1 in oploditvijo pri vseh pacientkah, ne glede na starost in
metodo (preglednica 7). Povezava med prisotnostjo mikroorganizmov na odvzemnem
mestu laminarij 2 in oploditvijo, glede na rezultate testa hi-kvadrat, statisticno znacilno

obstaja v skupini mlajSih pacientk v postopkih ICSI.

Ce so bili mikroorganizmi prisotni v inkubatorju 1 (preglednica 8), je bil delez oplojenih
jajénih celic statisticno znacilno manjsi, kot v primeru, da mikroorganizmi niso bili prisotni
(53 % vs. 59 %, p<0,05). Test hi-kvadrat je to potrdil za skupino mlajSih pacientk v
postopku IVF (preglednica 7).

Rezultati so pokazali, da ¢e so bili mikroorganizmi prisotni na mikroskopu za pripravo
semena (preglednica 8), je to imelo negativen vpliv na oploditev in hkrati pozitiven vpliv
na razvoj zarodkov. Ob prisotnosti mikroorganizmov je bil delez oplojenih jajénih celic
statisti¢no znacilno manjsi, kot v primeru njihove odsotnosti (53 % vs. 58 %, p<0,05). Test
hi-kvadrat je to potrdil za skupino mlajSih pacientk v postopkih IVF (preglednica 7).
Nasprotno je bil statisticno znacilno vecji delez blastocist (preglednica 8), ¢e so
mikroorganizmi bili prisotni, v primerjavi z deleZem ob njihovi odsotnosti (52 % vs. 37 %,
p<0,05). S pomocjo testa hi-kvadrat se je statistiéno znacilna povezava pokazala pri vseh

pacientkah, ne glede na starost in metodo (preglednica 7).
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Prisotnost mikroorganizmov na mikroskopu za mikromanipulacijo (mikroskop ICSI) je
imela pozitiven vpliv na razvoj zarodkov (preglednica 8). V primeru, da so bili
mikroorganizmi prisotni, je delez blastocist znaSal 38 %, v primeru njihove odsotnosti pa
30 % (p<0,05). Test hi-kvadrat je to potrdil za skupino mlajsih pacientk v postopkih ICSI
(preglednica 7).

Mikroorganizmi, ki so bili osamljeni z odvzemnega mesta inkubator 4, so imeli negativen
vpliv na razvoj zarodkov (preglednica 8). Delez blastocist je bil ob njihovi prisotnosti
statisticno znacilno manjsi, kot ob njihovi odsotnosti (33 % vs. 51 %, p<0,05). Test hi-

kvadrat je to potrdil za skupino mlajsih pacientk v postopku ICSI (preglednica 7).

Prisotnost mikroorganizmov v zraku laminarija 2 je imela pozitiven vpliv na nosec¢nost
(preglednica 8). Ko so mikroorganizmi bili prisotni, je bila stopnja nosecnosti statisti¢éno
znacilno vi§ja od stopnje v primeru njihove odsotnosti (15 % vs. 6 %, p<0,05). S testom hi-
kvadrat se je statisti¢no znacilna povezava izkazala za skupino pacientk v postopkih IVF,

ne glede na metodo zunajtelesne oploditve (preglednica 7).

Prav tako pozitiven vpliv na nosecnost (preglednica 8) je imela tudi prisotnost
mikroorganizmov v operacijski dvorani, kjer je stopnja nosecnosti ob njihovi prisotnosti
znaSala 23 % v primerjavi s statistiéno znacilno nizjimi 8 % ob njithovi odsotnosti
(p<0,05). Ta statisti¢no znacilna povezava drzi, glede na test hi-kvadrat, za skupino mlajsih

zensk v postopkih IVF (preglednica 7).

Prisotnost mikroorganizmov v vodi iz inkubatorja 4 je imela pozitiven vpliv na razvoj
zarodkov (preglednica 8). V primeru prisotnosti mikroorganizmov je bil delez blastocist
statisti¢éno znacilno manjsi kot v primeru njithove odsotnosti (37 % vs. 30 %, p<0,05). Test

hi-kvadrat je to potrdil za skupino mlajsih pacientk v postopkih ICSI (preglednica 7).
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4.2 VPLIV PRISOTNOSTI POSAMEZNIH VRST MIKROORGANIZMOV NA IZID
POSTOPKOV ZUNAJTELESNE OPLODITVE

Za izbrana odvzemna mesta (med delovnimi povrSinami: laminarija 1 in 2, inkubatorja 1 in
4, mikroskop ter mikroskop ICSI; med osebjem: medicinska sestra ter oba biologa; zrak v
operacijski dvorani in laminariju 2 ter voda iz inkubatorja 4) smo za izide, na katere se je
pokazal statisticno znafilen vpliv prisotnosti mikroorganizmov, v programu SPSS
izraCunali korelacijo (Pearsonov in Spearmanov koeficient korelacije) vpliva posameznih

mikroorganizmov nanje.

V preglednici 9 so zbrane le korelacije, ki so se pokazale za statisticno znacilne (p<0,05).
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Preglednica 9: Vpliv prisotnosti posameznih izolatov na dolo¢enem odvzemnem mestu na izbrane postopke

zunajtelesne oploditve.

odvzemno mesto

vpliv na oploditev

vpliv na razvoj zarodkov

vpliv na nosecnost

OSEBIJE
medicinska sestra
biolog pri pripravi semena

biolog ob oskrbi jajé.celic

DELOVNE POVRSINE
laminarij 1

laminarij 2

inkubator 1

mikroskop

mikroskop ICSI

inkubator 4

ZRAK
laminarij 2

operacijska dvorana

VODA 1Z INKUBATORJA

inkubator 4

- Staphylococcus. epidermidis

+ o hemoliti¢ni streptokoki

- S. hominis

+ S. epidermidis
+ S. epidermidis

+ S. hominis

+ S.aureus

/
+ S. epidermidis
+ S. haemolyticus
+ S. capitis
+ S. haemolyticus
- Penicillium sp.

+ Aspergillus sp.

+ Aspergillus sp.

- S. epidermidis

/

+ o hem.strep.
+ S. hominis

+ Aspergillus sp.

Opomba: S + je oznacen pozitiven vpliv, z — negativen vpliv in s / statisticno neznacilen vpliv pripisanega

izolata.
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Izmed izoliranih mikroorganizmov z rok medicinske sestre (preglednica 9) je imela
bakterija S. epidermidis statisticno znacilen negativen vpliv na oploditev (p<0,05). Ista
vrsta, izolirana z rok biologa pri pripravi semena, je prav tako imela statisticno znacilen
(p<0,05) negativen vpliv na nose¢nost. Bakterije, izolirane z rok biologa ob oskrbi jajénih
celic, so pokazale statisticno znacilen (p<0,05) pozitiven vpliv. Bakterije iz skupine alfa
hemoliti¢nih streptokokov so pozitivno vplivale na oploditev in bakterije vrste S. aureus so
vplivale pozitivno na razvoj zarodkov. Edina bakterijska vrsta, izolirana z dlani celi¢nega
biologa, ki je imela statisticno znacilen (p<0,05) negativen vpliv na oploditev, je S.

hominis.

S. epidermidis, izoliran s povrSine laminarijev 1 in 2, je imel statisti¢no znacilno (p<0,05)
pozitiven vpliv na razvoj zarodkov (preglednica 9). Prav tako je pozitiven vpliv na razvoj
zarodkov imel tudi S. hominis, izoliran iz povrSine laminarija 2. Med izolati iz povrSine
inkubatorja 1 ni bilo nobenega, za katerega bi se pokazal statisticno znacilen (p<0,05)
vpliv. Bakterijske vrste S. epidermidis, S. haemolyticus in S. capitis, izolirane s povrSine
mikroskopa, so pokazale statisticno znacilno (p<0,05) pozitiven vpliv na razvoj zarodkov.
Tudi vrsta S. haemolyticus, izolirana iz povrSine mikroskopa za mikromanipulacijo, je
imela statisticno znacilno (p<0,05) pozitiven vpliv na razvoj zarodkov. S povrSine v
inkubatorju 4 sta se za statisticno znacilna (p<0,05) pokazala negativen vpliv plesni

Penicillium sp. in pozitiven vpliv plesni Aspergillus sp. na razvoj zarodkov.

Med izolati iz zraka laminarija 2 ni bilo nobenega, ki bi statisti¢cno znacilno (p<0,05)
vplival na nosecnost (preglednica 9). Statisticno znacilno (p<0,05) pozitiven vpliv na
nosecnost pa so pokazali izolati iz zraka v operacijski dvorani (alfa hemoliti¢ni

streptokoki, S. hominis in Aspergillus sp.).

Plesen Aspergillus sp. v vodi inkubatorja 4 je imela statisti¢no znacilno (p<0,05) pozitiven

vpliv na razvoj zarodkov (preglednica 9).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V tridesetih letih, od kar se je 25. julija leta 1978 rodil prvi otrok, spocet po metodi
klasi¢ne zunajtelesne oploditve, je bilo zaradi te metode po svetu tako rojenih Se okoli 4
milijone otrok (Nature, 2008), vendar stopnja zanositve na postopek Se vedno vecinoma ne
presega 30 % (Virant-Klun in sod., 2002). Razlogov za to je veC in med najpomembnejSe
priStevamo starost pacientk, izbiro uporabljenega protokola in metode ter infekcije in

kontaminacije. (Coccia in sod., 2004)

Da bi doloc¢ili natancen vpliv slednjih, so bile opravljene Stevilne $tudije. Izkazalo se je, da
je delez kontaminiranih gojis¢, v katerih so bile gojene spolne celice in/ali zarodki, med
0,35 % (Cottell in sod., 1996) in 0,86 % (Kastrop in sod., 2007), kar glede na veliko $tevilo

postopkov, ki se letno izvedejo po svetu, ne predstavlja zanemarljivega vpliva.

Med glavna vira kontaminacij se priStevajo mikroorganizmi, ki predstavljajo normalno
floro Zenskega genitalnega trakta in mikroorganizmi iz semena. Jajéne celice nosijo
tveganje, da okuzijo gojis¢e, ker lahko ob njihovem zbiranju z aspiracijsko iglo,
predstavnike naravne flore iz noznice prenesemo v folikularno tekocino, od koder se
skupaj z jajéecem prenesejo najprej v gojis€e za spiranje in nato v gojisce za zarodke.
(Cottell in sod., 1996) Mikroorganizmi iz semenske teko€ine po ocenah predstavljajo vir

tretjine kontaminacij gojis¢. (Kastrop in sod., 2007)

V gojisca, ki se uporabljajo v laboratorijih OBMP, sta dodana antibiotika penicilin in
streptomicin, vendar se zaradi vse StevilénejSega pojavljanja odpornosti, njuna u¢inkovitost

zmanjSuje in se priporo¢a nadomestilo z drugimi antibiotiki, npr. z gentamicinom. (Kastrop
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in sod., 2007) Poleg vedno ozjega spektra delovanja, se pri njuni uporabi pojavljajo tudi
Stevilni Skodljivi stranski ucinki, ki se lahko odrazajo v zniZani uspe$nosti postopkov IVF.

(Lemeire in sod., 2007)

Obstaja verjetnost, da se mikroorganizmi zaradi odpornosti proti dodanima antibiotikoma
lahko prenesejo z jajéno celico v gojis¢a za zarodke. Prav tako se lahko prenesejo tudi
mikroorganizmi iz semenske tekocine zaradi istega razloga, ali pa dejstva, da so bakterije
sposobne pritrjevanja in potovanja s semencicami (Toth in sod., 1981). S svojo prisotnostjo
lahko torej tam vplivajo na izide postopkov zunajtelesne oploditve (delez oploditve, razvoj

zarodkov, stopnja zanositve, ...).

Da bi ugotovili pomembnost vpliva Se enega moznega vira mikrobnih kontaminacij, ki se v
literaturi navaja zgolj kot mozen, ni pa vkljuen v nobeno dosedanjo nam znano Studijo,
smo v tem diplomskem delu preucevali vpliv prisotnosti mikroorganizmov, ki so bili
izolirani z delovnih povrsin, iz zraka, z rok osebja in iz vode v inukubatorjih, na oploditev,
razvoj zarodkov in stopnjo zanositve. Vzorci brisov delovnih povrsin, rok osebja, vode iz
inkubatorjev in sedimentacijske plos¢e so bili v skladu z zahtevami odvzeti vsaj dvakrat
letno. Podatke o prisotnosti mikroorganizmov in opravljenih postopkih zunajtelesne

oploditve (IVF in ICSI) med letoma 2001 in 2006 smo obdelovali v retrospektivni Studiji.

Glede na dejstvo, da smo lahko razpolagali le z rezultati korakov, na katere sami nismo
imeli vpliva (npr. vzorcenje po odvzemnih mestih), smo zaradi pomanjkanja nekaterih
podatkov med delom izgubili verjetno pomemben vpogled v obstoje statisticno znacilnih
povezav med prisotnostjo mikroorganizmov na dolocenih odvzemnih mestih in izide
zunajtelesne oploditve. Zaradi neustreznega ali pa nezadostnega vzorcenja, smo tako
morali rezultate interpretirati v precej bolj okles¢enem obsegu, kot bi jih lahko. Tako je
potrebno poudariti, da je bila ob vzorcenju zraka v prostorih na vsako odvzemno mesto, ne
glede na njegovo povrsino, zraku izpostavljena le po ena plosca z gojis€em. Za vzorcenje

zraka je sicer veliko primernejSa metoda presesavanja zraka, ki pa ji je ob zadostnem
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Stevilu izpostavljenih ploS¢ na prostor lahko primerljiva tudi metoda sedimentacijskih
plos¢. Drugi problem, ki je bil opazen v primeru vzorcev zraka, je ta, da v nekaterih
prostorih, v trenutnih pogojih, ni mogoce vzdrzevati sterilnega stanja. Naslednja stvar so
brisi rok osebja, kjer se je bolj kot dejstvo, da so bili odvzeti zgolj z ene dlani, pokazal
problem zaradi pomanjkanja negativne kontrole. Tako smo iz obravnave izgubili pomen

mikroorganizmov na dlaneh zdravnika v operacijski dvorani.

Rezultati, do katerih smo prisli, so zaradi mnogih dejavnikov, v mo¢no zmanjSanem

obsegu, a smo svojemu zacetnemu cilju z njimi vseeno zadostili.

Pokazali smo, da ima prisotnost ali odsotnost mikroorganizmov na ve€ini mest statisti¢no
znacilen vpliv le na skupino pacientk, mlajs$ih od 38 let, in ne glede na metodo zunajtelesne
oploditve (preglednica 7). To se sklada z dejstvom, da s staranjem pacientk pada kvaliteta
jajénih celic (Menezo, 2006) in da imajo jajcne celice starejSih Zensk ve¢ genetskih
nepravilnosti kot jajéne celice mlajSih Zensk (Gianaroli in sod., 2003). S staranjem tako
pada tudi moznost za uspeSno oploditev; prisotnost mikroorganizmov ima na izide
postopkov pri starejSih pacientkah torej lahko le manjsi vpliv. Prisotnost oz. odsotnost
mikroorganizmov je pokazala statisticno znacilno povezavo z oploditvijo veckrat za
skupino mlajSih zensk v postopku IVF in prav tako statisticno znacCilna povezava za isto
skupino pacientk se je veckrat pokazala med prisotnostjo oz. odsotnostjo mikroorganizmov
in zanositvijo (preglednica 7). Statisticno znacilna povezava med prisotnostjo oz.
odsotnostjo mikroorganizmov in razvojem zarodkov se je pokazala za skupino mlajsih

pacientk v postopku ICSI (preglednica 7).

Doloc¢ili smo tudi vpliv posameznih mikroorganizmov na posameznih mestih na specifi¢ni
izid (preglednica 9). Statisticno znacilni vpliv so pokazali le nekateri od izoliranih
mikroorganizmov na posameznih mestih; ponekod celo noben od prisotnih
mikroorganizmov. To si razlagamo tako, da skupen vpliv na izid postopka zunajtelesne

oploditve ni posledica delovanja le enega mikroorganizma, ampak soodvisnosti delovanja
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celotne mikrobne zdruzbe. Prav tako verjetno niso vsi mikroorganizmi, ki so jih zaznali z
mikrobiolosko analizo, priSli v stik z gojis¢em, kjer bi lahko vplivali na oploditev in

nadaljni razvoj zarodka.

Za statisticno znacilno negativen vpliv (preglednica 8) prisotnosti mikroorganizmov na
dlaneh medicinske sestre na oploditev se je pokazala prisotnost bakterijske vrste
Staphylococcus epidermidis (preglednica 9). Ceprav je ta bakterija del normalne koZne
flore in hkrati del normalne flore v nozZnici ter na kozo in sluznice nima patogenega vpliva,
pa ima lahko na spolne celice Skodljiv u€inek. (Sun in sod., 1987). Mehanizem delovanja
ni poznan. Enak vpliv iste bakterijske vrste, le da tokrat na nosecnost, se je pokazal tudi
med ostalimi statisticno neznacilnimi vplivi posameznih mikroorganizmov, izoliranih z
dlani biologa ob pripravi semena. Negativen vpliv prisotnosti stafilokokov v noznici
pacientk v postopku zunajtelesne oploditve na zanositev so v svoji Studiji opazili tudi

Selman in sod. (Selman in sod., 2007)

Zanimivo je, da med mikroorganizmi z dlani biologa ob oskrbi jajénih celic, ki skupno
kaZejo statisticno znacilno pozitiven vpliv na oploditev (preglednica 8), ta vpliv potrjujejo
le bakterije iz skupine alfa hemoliti¢nih streptokokov, medtem ko istocasno bakterije, vrste
Staphylococcus. hominis, izkazujejo statisticno znacilno negativen vpliv (preglednica 9).
Bakterije, vrste Staphylococcus aureus, prav tako izolirane z dlani biologa ob oskrbi
jajénih celic, kazejo statistino znacilno pozitiven vpliv na razvoj zarodkov, ¢eprav so to
bakterijo redkeje izolirali iz naravne flore noznice (Corbishley, 1977) in jo poznamo kot
oportunisti¢nega patogena. Med mikroorganizmi, izoliranimi iz laminarija 1 je statisti¢no
znacilno pozitivni vpliv na oploditev pokazala vrsta Staphylococcus epidermidis. Laminarij
1 je namenjen oskrbi jaj¢nih celic in prisotnost bakterij na njegovi povrsini ter na dlaneh
biologa, ki v tem laminariju oskrbi pridobljene gamete statisticno znacilno pozitivno vpliva
na oploditev. Prav tako statisticno znacilno pozitiven vpliv na oploditev sta izkazali tudi
bakterijski vrsti Staphylococcus epidermidis in Staphylococcus hominis, izolirani iz
laminarija 2, kjer se pripravlja seme. Med bakterijami s povrSine mikroskopa za pripravo

semena so statisticno znacilno pozitiven vpliv na razvoj zarodkov do stopnje blastocist
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pokazale vrste Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus in
Staphylococcus capitis. Vse tri vrste so predstavnice skupine koagulaza negativnih
stafilokokov, ki so del normalne flore Zenskega genitalnega trakta (Corbishley, 1977), kar
najverjetneje pojasnjuje njihov pozitivni vpliv na razvoj zarodkov. Glede na to, da niti
noznica, niti semenska tekocina nista sterilni (Kastrop in sod., 2007), popolna sterilnost ob
oploditvi torej ni naravna. Statisti€no znacilno pozitivni vpliv na razvoj zarodkov ima tudi
Staphylococcus  haemolyticus, izoliran s povrSine mizice mikroskopa za
mikromanipulacijo. Med mikroorganizmi s povrsine policke znotraj inkubatorja 4, kjer se
goji semencice za zunajtelesno oploditev, na razvoj zarodkov statisticno znacilno
negativno vpliva plesen Penicillium sp. in statisti¢cno znacilno pozitivno vpliva plesen
Aspergillus sp. Prav tako statisticno znacilno pozitiven vpliv na razvoj zarodkov je imela
slednja, izolirana iz vode tega istega inkubatorja. Med mikroorganizmi, izoliranimi iz zraka
v operacijski dvorani, so statisticno znacilno pozitiven vpliv na nose¢nost pokazali alfa

hemoliti¢ni streptokoki, bakterije, vrste Staphylococcus hominis, in plesni Aspergillus sp.

Ob zdruzitvi podatkov lahko recemo, da glede na rezultate v tem diplomskem delu,
predstavniki skupine koagulaza negativnih streptokokov (KNS) na dlaneh osebja
statisticno znacilno negativno vplivajo na oploditev in nosecnost (preglednica 9). Ravno
nasproten vpliv imajo alfa hemoliti¢ni streptokoki in koagulaza pozitivna bakterija

Staphylococcus aureus.

Na vseh drugih odvzemnih mestih se je prisotnost bakterij iz skupine KNS pokazala kot
dobrodosla za izide zunajtelesne oploditve (preglednica 9). V splosnem se je pokazalo, da
je prisotnost mikroorganizmov na vseh do konca diplomskega dela obravnavanih

odvzemnih mestih, z izjemo rok nekaterega osebja in nekaterih povrsin, dobrodosla.

Ceprav smo s statisti¢nimi orodji pokazali, da imata bakteriji Staphylococcus epidermidis
in Staphylococcus hominis enkrat pozitiven in drugi¢ negativen vpliv na izid postopka

zunajtelesne oploditve (preglednica 9), bi bilo za razlago le-tega potrebno hkrati z analizo
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brisov opraviti tudi mikrobioloSko analizo gojiS¢ za spolne celice in zarodke. Kot Ze

omenjeno, ni nujno, da so vsi mikroorganizmi, izolirani iz odvzemnih mest, prisli v stik z

.....

Prisotnost plesni Aspergillus sp., izolirane s povrsine in vode znotraj inkubatorja 4 ter iz
zraka v operacijski dvorani (ki je najverjetneje vir plesni v inkubatorju), statisticno
znacilno pozitivno vpliva na razvoj zarodkov do blastociste in na nose¢nost (preglednica
9). Ti rezultati so v nasprotju s podatki o vi§ji stopnji zanositve v odsotnosti plesni v
inkubatorju, ki jo je objavil Svalander (Svalander, 1991). Da kontaminacija z glivami ne
ogroza uspesnosti zunajtelesne oploditve, so v svojem ¢lanku objavili Ben-Chetrit in sod.
(Ben-Chetrit in sod., 1996) Objavili so, da so se v vseh petih primerih prenosi zarodkov iz
£0jiS¢, ki so bila kontaminirana s kvasovkami, odrazali v pozitivni nosecnosti. V primeru,
da plesni v okolje ne sprosc¢ajo toksinov in jih ob prenosu zarodkov ne zanesemo Vv
maternico, lahko le-te ocitno podobno pripomorejo k razvoju zarodkov. Ravno nasproten
ucinek pa se je pokazal v primeru s povrSine znotraj inkubatorja 4 izolirane plesni
Penicillium sp., ki je pokazala statisticno znacilno negativen vpliv na razvoj zarodkov.
Mozna razlaga negativnega vpliva plesni Penicillium sp.je v najverjetnejSem izlocanju
toksinov. Skodljivi uginki toksinov so prevladali nad pozitivnim uéinkom glive v gojiséu;
gliva naj bi porabljala kisik, s tem pa bi se manjSala koncentracija reaktivnih kisikovih

ZVrIsti.

To diplomsko delo je prva Studija s podro¢ja vpliva mikrobnih kontaminacij okolja
izvajanja postopkov zunajtelesne oploditve na izid postopka zunajtelesne oploditve in
predstavlja Sele zacetek raziskav na tem podrocju. Iz rezultatov, ki smo jih dobili, tako ne

moremo potegniti Se nobenih klini¢nih zakljuckov.
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5.2 SKLEPI

e Od 271 odvzetih vzorcev je bilo 193 vzorcev pozitivnih (71,2 %) in 78 vzorcev

negativnih (28,8 %).

e Med mikroorganizmi, izoliranimi z delovnih povrsSin, iz zraka, brisov rok osebja in

iz vode iz inkubatorjev, so bili tako prestavniki normalne flore (koze in Zenskega

genitalnega trakta) kot tudi drugi mikroorganizmi.

e Prisotnost mikroorganizmov, izoliranih z delovnih povrSin, iz zraka, brisov rok

osebja in iz vode iz inkubatorjev, vpliva na izide postopkov zunajtelesne oploditve.

e Prisotnost mikroorganizmov na nekem odvzemnem mestu ne vpliva na vse tri

opazovane izide (delez oplojenih celic, delez zarodkov, razvitih do stopnje

blastociste, in stopnja zanositve) enako.

e Vplivom prisotnosti mikroorganizmov, izoliranih z delovnih povrSin, iz zraka,

brisov rok osebja in iz vode iz inkubatorjev, so bolj izpostavljene pacientke, mlajse

od 38 let.

e V klasi¢nem postopku zunajtelesne oploditve (IVF) sta na prisotnost oz. odsotnost

mikroorganizmov bolj obcutljiva procesa oploditve in zanositve, predvsem pri

mlajsih pacientkah (pod 38 let).

e V postopku ICSI je na prisotnost oz. odsotnost mikroorganizmov bolj obcutljiv

proces zanositve, predvsem pri mlajsih pacientkah (pod 38 let).
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Prisotnost mikroorganizmov po posameznih odvzemnih mestih v polovici primerov
deluje statisticno znacilno pozitivno na izide zunajtelesne oploditve in v drugi

polovici primerov deluje statistiéno znacilno negativno.

Posamezni mikroorganizmi iste vrste, izolirani iz razli¢nih odvzemnih mest, imajo

na izide zunajtelesne oploditve lahko enak ali nasproten vpliv.

Za statisti¢no znacilen pozitivni ali negativni vpliv prisotnosti mikroorganizmov,
izoliranih z delovnih povrsin, iz zraka, brisov rok osebja in iz vode iz inkubatorjev
ni vedno odgovorna samo ena vrsta (prevladujocih) mikroorganizmov, ampak

veckrat delujejo v soodvisnosti.
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6 POVZETEK

Niti noznica, niti semenska tekoCina nista sterilni (Kastrop in sod., 2007). Do
kontaminacije jajénih celic lahko pride ob ultrazvocni transvaginalni aspiraciji (Moore in
sod., 2000), ki je kljub moZnemu tveganju za prenos mikroorganizmov $e vedno metoda
izbire pridobivanja jajénih celic v postopku klasi¢ne zunajtelesne oploditve, IVF (angl. in
vitro fertilization) (Saltes in sod., 1995). Do okuZbe jajénih celic ali razvijajo¢ih zarodkov
lahko pride tudi kasneje, med samim laboratorijskim delom postopka IVF, ob stiku s
kontaminirano semensko teko¢ino (Moore in sod., 2000). Znano je, da je vecina (94,2%)
semenskih teko¢in v postopku zunajtelesne oploditve koloniziranih z mikroorganizmi
(Krissi in sod., 2004) in Ceprav se pred dodatkom v gojis¢e k jajéni celici semencice
ustrezno pripravi (npr. swim-up metoda) in sta v gojis¢e dodana penicilin in streptomicin,
kar zmanjSa Stevilo okuZenih vzorcev v 95% primerov (Cottel in sod., 1997), Se vedno
zaznavamo kontaminacije gojis¢a z gametami in/ali zarodki, kar pa vpliva na uspesSnost

postopka zunajtelesne oploditve.

Izkazalo se je, da je delez kontaminiranih gojis¢, v katerih so bile gojene spolne celice
in/ali zarodki, med 0,35 % (Cottell in sod., 1996) in 0,86 % (Kastrop in sod., 2007), kar
glede na veliko Stevilo postopkov, ki se letno izvedejo po svetu, ne predstavlja

zanemarljivega vpliva.

V okviru te diplomske naloge smo proucevali pomembnost vpliva Se enega moznega vira
mikrobnih kontaminacij, ki se v literaturi navaja zgolj kot mozen, ni pa vklju¢en v nobeno
dosedanjo nam znano Studijo. Poleg ze poznanih virov kontaminacij z mikroorganizmi,
prenesenimi na aspiracijski igli skupaj z jajéno celico, in mikroorganizmi iz semenske
tekoCine smo tako v tem diplomskem delu preucevali vpliv prisotnosti mikroorganizmov,
ki so bili izolirani z delovnih povrSin, iz zraka, z rok osebja in iz vode v inukubatorjih, na
oploditev, razvoj zarodkov in stopnjo zanositve. Vzorci brisov, vode iz inkubatorjev in

sedimentacijske plosce (zrak) so bili v skladu z zahtevami odvzeti vsaj dvakrat letno in
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poslani na analizo na InStitut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinske fakultete v
Ljubljani. Podatke o prisotnosti mikroorganizmov in opravljenih ciklusih postopkov
zunajtelesne oploditve (IVF in ICSI) med letoma 2001 in 2006 smo obdelovali v
retrospektivni Studiji s statisticnimi testi hi-kvadrat in raCunanjem Pearsonovega in

Spearmanovega koeficienta korelacije.

Rezultati, ki smo jih dobili, so pokazali, da prisotnost mikroorganizmov, izoliranih z
delovnih povrSin, iz zraka, brisov rok osebja in iz vode iz inkubatorjev, vpliva na izide
postopkov zunajtelesne oploditve. V najve¢ji meri obstaja statistiéno znacilna povezava
med vplivom prisotnosti mikroorganizmov, izoliranih iz obravnavanih odvzemnih mest in
pacientkami v postopkih zunajtelesne oploditve, ki so mlajse od 38 let. Vpliv prisotnosti
0z. odsotnosti mikroorganizmov na posamezne izide zunajtelesne oploditve je pozitiven v
polovici primerov odvzemnih mest in negativen za drugo polovico. V klasicnem postopku
zunajtelesne oploditve (IVF) sta na prisotnost oz. odsotnost mikroorganizmov bolj
obcutljiva procesa oploditve in zanositve, predvsem pri mlajsih pacientkah (pod 38 let). V
postopku ICSI pa je na prisotnost 0z. odsotnost mikroorganizmov bolj obcutljiva uspesnost

zanositve.

Ob dolo€anju statisti¢éno znacilnih vplivov posameznih mikroorganizmov se je pokazalo,
da posamezna vrsta nima vedno enakosmernega vpliva na izide postopkov zunajtelesne
oploditve. Prav tako se je pokazalo, da za statisti¢no znacilen pozitiven ali negativen vpliv,
ni vedno odgovorna samo ena vrsta (prevladujocih) mikroorganizmov, ampak veckrat

delujejo v soodvisnosti.
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Priloga Al:

PRILOGE

Statisticno znacilne povezave med prisotnostjo oz.

odsotnostjo

mikroorganizmov na posameznih mestih na oploditev (p<0,05) znotraj razli¢nih

skupin.

oploditev

METODA

STAROST ZENSKE

METODA, STAROST ZENSKE

skupno

IVF | ICSI

<38 let

>38 let

<38 let, IVF

>38 let, IVF

<38 let, ICSI

> 38 let, ICSI

DEL. POVRSINA

vozicek

vpliva

laminarij 1

vpliva

vpliva | vpliva

vpliva

vpliva

vpliva

vpliva

vpliva

laminarij 2

vpliva

vpliva

vpliva

inkubator 1

vpliva

vpliva

vpliva

vpliva

inkubator 2

inkubator 3

inkubator 4

vpliva

vpliva

mikroskop

vpliva

vpliva | vpliva

vpliva

vpliva

mikr. ICSI

centrifuga

vpliva

ZRAK

oper. dvorana

vpliva

laminarij 2

vpliva

OSEBIJE

biolog (sperm.)

vpliva

vpliva

med. sestra

vpliva

vpliva

vpliva

vpliva

celi¢ni biolog

vpliva

vpliva

vpliva

vpliva

vpliva

VODA IZ INK.

inkubator 2,aq

vpliva

inkubator 3, aq

vpliva

inkubator 4, aq

vpliva

vpliva

vpliva
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Priloga A2: Statisticno znacilne povezave med prisotnostjo oz. odsotnostjo
mikroorganizmov na posameznih mestih na razvoj zarodkov (p<0,05) do razvojne

stopnje blastociste znotraj razli¢nih skupin.

zarodki

METODA | STAROST ZENSKE METODA, STAROST ZENSKE

skupno | IVF ICSI <38 let > 38 let <381let, IVF |>381let, IVF | <38let, ICSI > 38 let, ICSI

DEL. POVRSINA

vozicek

laminarij 1 vpliva

laminarij 2

inkubator 1

inkubator 2

inkubator 3 vpliva vpliva

inkubator 4 vpliva vpliva | vpliva vpliva vpliva

mikroskop vpliva | vpliva | vpliva] vpliva vpliva vpliva vpliva vpliva

mikr. ICSI vpliva vpliva | vpliva vpliva

centrifuga

ZRAK

oper. dvorana vpliva vpliva

laminarij 2 vpliva | vpliva vpliva vpliva vpliva vpliva

OSEBIJE

biolog (sperm.) vpliva

med. sestra

celi¢ni biolog vpliva vpliva vpliva

VODA IZ INK.

inkubator 2,aq vpliva | vpliva vpliva vpliva

inkubator 3, aq

inkubator 4, aq vpliva vpliva vpliva
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Priloga A3:

Statisticno znacilne povezave med prisotnostjo oz.

odsotnostjo

mikroorganizmov na posameznih mestih na nosefnost (p<0,05) znotraj razli¢nih

skupin.

nosecnost

METODA

STAROST ZENSKE

METODA, STAROST ZENSKE

skupno

IVF | ICSI

<38 let >38 let

<38 let, IVF

>38 let, IVF

<38 let, ICSI

> 38 let, ICSI

DEL. POVRSINA

vozicek

laminarij 1

laminarij 2

inkubator 1

inkubator 2

inkubator 3

vpliva

inkubator 4

mikroskop

mikr. ICSI

vpliva

vpliva

vpliva

centrifuga

ZRAK

oper. dvorana

vpliva

vpliva

vpliva

laminarij 2

OSEBIJE

biolog (sperm.)

vpliva

vpliva

vpliva

med. sestra

vpliva

vpliva

vpliva

celi¢ni biolog

VODA IZ INK.

inkubator 2,aq

inkubator 3, aq

vpliva

inkubator 4, aq

vpliva

vpliva

vpliva
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Priloga B1: Izra¢unane vrednosti deleZev oplojenih jaj¢nih celic, zarodkov, razvitih do

stopnje blastociste in stopenj nosefnosti za izbrana odvzemna mesta, glede na

prisotnost mikroorganizmov.

POVRSINE: LAMINARIJ 1 | prisotnost MO  odsotnost MO POVRSINE: LAMINARIJ 2 | prisotnost MO  odsotnost MO

povprecna starost zenske 34,2 34,4 povprecna starost zenske 33,96 36,13
Stevilo vseh postopkov 391 231 Stevilo vseh postopkov 248 263
Stevilo postopkov ICSI (%) 162 (41) 108 (47) Stevilo postopkov ICSI 119 (48) 108 (41)
Stevilo pridobljenih celic 2957 1571 Stevilo pridobljenih celic 2007 1820
odstotek oplojenih celic* 57,3 51,2 odstotek oplojenih celic* 57,9 54,7
odstotek blastocist 454 459 odstotek blastocist 452 454
odstotek nose¢nosti 23 22 odstotek nosecnosti 23,8 20,7
POVRSINE: INKUB. 1 prisotnost MO  odsotnost MO POVRSINE: INKUB. 4 prisotnost MO  odsotnost MO

povprecna starost zenske 34,37 33,88 povprecna starost zenske 34,26 34,80
Stevilo vseh postopkov 381 69 Stevilo vseh postopkov 158 44
Stevilo postopkov ICSI 159 (42) 30 (43) Stevilo postopkov ICSI 77 (49) 16 (36)
Stevilo pridobljenih celic 2653 487 Stevilo pridobljenih celic 1298 274
odstotek oplojenih celic* 52,8 59,3 odstotek oplojenih celic 57,8 53,6
odstotek blastocist 51,8 50,2 odstotek blastocist* 32,8 51
odstotek nose¢nosti 21 18,8 odstotek nosecnosti 26,6 18,2
POVRSINE: MIKROSKOP | prisotnost MO odsotnost MO POVRSINE: MIKR. ICSI prisotnost MO  odsotnost MO

povprecna starost zenske 34,34 34,27 povprecna starost zenske 34,64 34,14
Stevilo vseh postopkov 312 230 Stevilo vseh postopkov 61 110
Stevilo postopkov ICSI 119 (38) 115 (50) Stevilo postopkov ICSI 29 (48) 52 (47)
Stevilo pridobljenih celic 2265 1695 Stevilo pridobljenih celic 489 893
odstotek oplojenih celic* 53,3 57,6 odstotek oplojenih celic 60,7 56,8
odstotek blastocist* 51,7 37,4 odstotek blastocist* 37,7 30,2
odstotek nose¢nosti 22 24 odstotek nosecnosti 39,3 20,9

se nadaljuje
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Nadaljevanje: Izra¢unane vrednosti delezev oplojenih jajénih celic, zarodkov, razvitih do stopnje blastociste

in stopenj nosecnosti za izbrana odvzemna mesta, glede na prisotnost mikroorganizmov.

ZRAK: OPERACIJISKA prisotnost MO  odsotnost MO ZRAK: LAMINARIJ 2 prisotnost MO  odsotnost MO

povprecna starost zenske 34,22 35,11 povprecna starost zenske 34,22 35,88
Stevilo vseh postopkov 565 56 Stevilo vseh postopkov 41 17
Stevilo postopkov ICSI 251 (44) 19 (34) Stevilo postopkov ICSI 18 (44) 7 (41)
Stevilo pridobljenih celic 4204 318 Stevilo pridobljenih celic 302 83
odstotek oplojenih celic 55,3 52,8 odstotek oplojenih celic 59,3 59
odstotek blastocist 45,1 52 odstotek blastocist 54,2 22,4
odstotek nose¢nosti* 22,6 8,9 odstotek nose¢nosti* 14,6 5,9
OSEBIJE: BIOLOG (sperm.) | prisotnost MO  odsotnost MO OSEBIE: CEL. BIOLOG prisotnost MO  odsotnost MO

povprecna starost zenske 33,87 34,40 povprecna starost zenske 34,29 33,94
Stevilo vseh postopkov 70 124 stevilo vseh postopkov 468 49
stevilo postopkov ICSI 39 (56) 56 (45) stevilo postopkov ICSI 207 (44) 28 (57)
Stevilo pridobljenih celic 634 944 Stevilo pridobljenih celic 3435 395
odstotek oplojenih celic* 56,8 58,4 odstotek oplojenih celic* 56 49
odstotek blastocist 29 37 odstotek blastocist* 45 54
odstotek noseénosti* 18,6 33 odstotek nose¢nosti 23,6 18
OSEBIJE: MED. SESTRA prisotnost MO  odsotnost MO VODA: INKUBATOR 4 prisotnost MO  odsotnost MO

povprecna starost zenske 34,02 34,68 povprecna starost zenske 34,70 34,01
Stevilo vseh postopkov 161 101 Stevilo vseh postopkov 76 95
stevilo postopkov ICSI 74 (29) 43 (43) stevilo postopkov ICSI 34 (45) 47 (49)
Stevilo pridobljenih celic 1357 774 Stevilo pridobljenih celic 582 800
odstotek oplojenih celic* 54 61,7 odstotek oplojenih celic 61 56
odstotek blastocist 40 42 odstotek blastocist* 37 29,6
odstotek nosec¢nosti* 21 34 odstotek nosecnosti 38 19

Opomba: Z zvezdico (*) so oznaceni izidi zunajtelesne oploditve, za katere smo dokazali statisti¢no znacilno

povezavo med prisotnostjo oz. odsotnostjo mikroorganizmov in izidom (p<0,05). Zaradi potrebe po

primerljivosti lastnosti skupin ciklusov ob prisotnosti mikroorganizmov in ob njihovi odsotnosti, so dodani Se

podatki o povpreéni starosti pacientk, Stevilu postopkov, Stevilu in odstotku postopkov ICSI in Stevilu

pridobljenih jajénih celic.



Golob B. Vpliv prisotnosti mikroorganizmov, izoliranih z delovnih povr3in in iz zraka, na izid postopka zunajtelesne oploditve.

Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega $tudija mikrobiologije, 2008

Priloga B2: Seznam osamljenih mikroorganizmov z odvzemnih mest, ki so zadostila

kriterijem za nadaljno obravnavo.

med. sestra

biolog (sperm.)

celi¢ni biolog

lam. 1 (povrs.)

lam. 2 (povrs.)

ink. 1 (povrs.)

Staphylococcus

epidermidis

o hemoliti¢ni

streptokoki

Staphylococcus
hominis

KNS

Bacillus cereus

mikroskop

Staphylococcus

epidermidis

mikr. ICSI

Staphylococcus

epidermidis

Staphylococcus

haemolyticus

o hemoliti¢ni

streptokoki

Staphylococcus

hominis

S. warneri

Corynebacterium

sp.

Bacillus spp.

S. aureus

ink.4 (povrs.)

Staphylococcus

epidermidis

Staphylococcus

haemolyticus

o hemoliti¢ni

streptokoki

Staphylococcushominis

S. warneri

S. cohnii

Penicillium sp.

lam. 2 (zrak)

Staphylococcus

epidermidis

Staphylococcus

haemolyticus

o hemoliti¢ni

streptokoki

Staphylococcushominis

KNS

op. dvor. (zrak)

Staphylococcus

epidermidis

Staphylococcus

haemolyticus

Staphylococcus warneri

Corynebacterium sp.

KNS

Staphylococcus aureus

Penicillium sp.

Pseudoallescheria sp.

plesni

ink. 4 (aq)

Staphylococcus

epidermidis

Staphylococcus

haemolyticus

o hemolitiéni

streptokoki

Staphylococcus

hominis

Staphylococcus

warneri

Staphylococcus

haemolyticus

Pseudomonas

aeruginosa

Staphylococcus

epidermidis

| staphylococcus

haemolyticus

KNS

Penicillium sp.

Aspergillus sp.

Staphylococcus

epidermidis

Staphylococcus

haemolyticus

Staphylococcus

epidermidis

Staphylococcus

haemolyticus

o hemoliti¢ni

streptokoki

Staphylococcus

hominis

Staphylococcus

warneri

Staphylococcus

epidermidis

Aspergillus sp.

Bulkolderia cepacia

se nadaljuje
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Nadaljevanje: Seznam osamljenih mikroorganizmov z odvzemnih mest, ki so zadostila kriterijem za

nadaljno obdelavo.

mikroskop mikr. ICSI ink.4 (povrs.) lam. 2 (zrak) op. dvor. (zrak) ink. 4 (aq)

Staphylococcus
capitis Staphylococcus capitis

Staphylococcus aureus

Penicillium sp.

Aspergillus sp.

Aspergillus flavus

Aspergillus fumigatus

Cladosporium sp.

Alternaria sp.

Aurebasidium

pullulans

neznano

Micrococcus luteus

Opomba: Predstavniki naravne flore zenskega genitalnega trakta so od ostalih mikroorganizmov loceni s

pikcasto Crto.



