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Znanstveni rad

Iako je razvoj molekularnih metoda omogucio uéinkovitu dijagnostiku infekci-
jeuzrokovane bakterijom Mycoplasma genitalium (M. genitalium), podaci o in-
fekcijama uzrokovanih ovom bakterijom u Hrvatskoj su nedostatni, buduci je
dijagnostika vrlo zahtjevna te jos uvijek nije rutinska metoda u mikrobioloskim
laboratorijima. Cilj ovog rada bio je utvrditi ucestalost M. genitalium u obrisci-
ma cerviksa i obriscima uretre muskaraca zaprimljenih u Sluzbi za klinicku
mikrobiologiju Nastavnog zavoda za javno zdravstvo "Dr. Andrija Stampar" ra-
di testiranja na C. trachomatis.

Istrazivanje je provedeno u razdoblju od sedam mjeseci. Od ukupno 5057 za-
primljenih obrisaka cerviksa koji su bili testirani na C. trachomatis, 195 uzora-
ka je testirano na M. genitalium (99 C. trachomatis pozitivnih i 96 C. trachoma-
tis negativnih). Testirano je i 52 obrisaka uretre muskaraca s negonokoknim ure-
tritisom (18 C. trachomatis pozitivnih i 34 C. trachomatis negativnih). M. geni-
talium i C. trachomatis dokazivane su real-time PCR metodama, dok je
gonokokna infekcija iskljucena pregledom izravnog mikroskopskog preparata.
U obriscima cerviksa uéestalost infekcije uzrokovane C. trachomatis iznosila je
2,04 % (103/5057). Od 195 testiranih obrisaka cerviksa, M. genitalium je
dokazana u 6 uzoraka (3,08 %). Svi obrisci cerviksa pozitivni na M. genitalium
bili su istodobno pozitivni i na C. trachomatis (6/99) dok niti jedan C. tra-
chomatis negativan uzorak nije bio pozitivan na M. genitalium (0/96; P <0,05).
U obriscima uretre muskaraca s negonokoknim uretritisom M. genitalium je
dokazana u jednom uzorku koji je bio C. trachomatis negativan.

M. genitalium je vazan, ali u nasoj sredini nedovoljno prepoznat i nedovoljno
dijagnosticiran uzro¢nik spolno prenosivih bolesti. Sukladno rezultatima ove
studije testiranje na M. genitalium opravdano je izvoditi u sklopu rutinskog te-
stiranja na spolno prenosive bolesti u obriscima cerviksa Zena kod kojih je
dokazana C. trachomatis infekcija.

Mpycoplasma genitalium — sexually transmitted pathogen that cannot be
ignored
Scientific paper

The development of molecular methods has enabled efficient diagnosis of in-
fections caused by Mycoplasma genitalium (M. genitalium). However, data on
M. genitalium infection in Croatia are scarce due to the complexity of detection
method for this bacterium which is still not routinely used in clinical laborato-
ries. The aim of this study was to determine the prevalence of M. genitalium in
cervical swabs and male urethral swabs referred for C. trachomatis diagnostics
to the Clinical Microbiology Department of the Teaching Institute for Public
Health "Dr. Andrija Stampar".

The study was conducted over a period of seven months. From a total of 5057 re-
ceived cervical swabs that were tested for C. trachomatis, 195 samples were
tested for M. genitalium (99 positive and 96 negative for C. trachomatis).
Additionally, 52 urethral swabs collected from men with nongonococcal ure-
thritis were tested for M. genitalium (18 positive and 34 negative for C. tra-
chomatis). Both, C. trachomatis and M. genitalium were detected using real-
time PCR methods, while gonococcal infection was excluded by direct mi-
Croscopy.

The incidence of C. trachomatis infection in cervical swabs was 2.04 %
(103/5057). Out of 195 cervical swabs tested M. genitalium was proved in six
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samples (3.08 %). All samples found positive for M. genitalium
were positive for C. trachomatis as well (6/99), while not a sin-
gle C. trachomatis negative sample was positive for M. genitali-
um (0/96; P <0.05). In the urethral swabs of men with NGU, M.
genitalium was detected in one sample that was C. trachomatis
negative.

Uvod

Mycoplasma genitalium (M. genitalium) pripadnik je
velike skupine bakterija svrstanih unutar porodice Myco-
plasmataceae Cija je glavna znaCajka da ne posjeduju
stani¢nu stijenku i tek su nesto malo vece od najvecih
virusa. Najmanje 16 vrsta iz rodova Mycoplasma i Urea-
plasma izolirano je u Covjeka. Vecina predstavlja normal-
nu floru usne Supljine i spolno-mokraénog sustava, dok se
pet vrsta ukljuéujuéi i M. genitalium smatra patogenima
[1]. M. genitalium je prvi puta izolirana 1981. godine iz
obriska uretre dvojice muskaraca s negonokoknim uretriti-
som (NGU) koji su neuspjesno lijeceni tetraciklinom [2].
Njezin genom smatra se jednim od najmanjih genoma u
bakterija koje se mogu samostalno razmnozavati; velic¢ine
je 580 kb i kodira samo one gene koji su neophodni za
prezivljavanje [3]. Kruskastog je oblika ili oblika boce s
terminalnim, Stapicastim strukturama na uzem kraju [4].
Posjeduje nekoliko ¢initelja patogenosti: a) specifiéne
proteine odgovorne za pokretljivost — krece se klizu¢i po
povrsini; b) adhezijske proteine odgovorne za prianjanje
na stanice domacina; ¢) ima svojstvo antigene izmjene
povrsinskih proteina i fakultativni je unutarstani¢ni pato-
gen §to joj omogucava lak$e izbjegavanje imunog odgovo-
ra domacina te d) producira enzime: nukleazu koja joj
pribavlja gradevne elemente iz okoline i metionin sulfok-
sid reduktazu, antioksidans koji sluzi za zastitu bakterij-
skih enzima [1, 5]. TeSko je uzgojiva, pa iako je od njenog
otkrica proslo vise od 30 godina, tek uvodenjem moleku-
larnih dijagnosti¢kih metoda postaje priznata kao vazan
uzro¢nik spolno prenosivih bolesti (STD od engl. sexually
transmitted disease) [6, 7]. Uzro¢nik je 15 % do 25 % slu-
¢ajeva akutnih NGU u muskaraca [1, 8, 9] 1 ima znacajnu
ulogu u patogenezi cervicitisa i zdjeli¢ne upalne bolesti
(PID od engl. pelvic inflammatory disease) u Zena [10—12].
Prevalencija infekcije uzrokovane M. genitalium u Zena
kreée se izmedu prevalencija infekcija uzrokovanih bak-
terijama Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae) i Chla-
mydia trachomatis (C. trachomatis) [10, 13]. Podaci o
ovoj infekciji za Hrvatsku su nedostatni budu¢i je dijag-
nostika vrlo zahtjevna te jos uvijek nije rutinska metoda u
mikrobioloskim laboratorijima.

Cilj ovogarada bio je odrediti ucestalost M. genitalium
infekcije u uzrocima koji su zaprimljeni i obradeni u
Sluzbi za klini¢ku mikrobiologiju Nastavnog zavoda za
javno zdravstvo (NZJZ) "Dr. Andrija Stampar", te ju uspo-
rediti s ucestalosti infekcije uzrokovane C. trachomatis,
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M. genitalium is important, but in our midst under-recognized
and under-diagnosed sexually transmitted pathogen. Based on
the results of the study, testing for M. genitalium should become
an integral part of routine protocol for diagnosis of sexually
transmitted diseases in women with C. trachomatis infection.

kako bi mogli procijeniti opravdanost uvodenja dijagno-
stike ove bakterije u standardni postupnik mikrobioloske
obrade bolesnika sa simptomima bolesti spolno mokrac-
nog sustava i/ili sumnjom na STD.

Materijali i metode

U razdoblju od 1. svibnja do 30. studenog 2014. g. u
Odjelu za molekularnu mikrobiologiju Sluzbe za klinicku
mikrobiologiju NZJZ "Dr. Andrija Stampar" prikupljeno
jeitestirano na C. frachomatis 5057 obriska cerviksa i 475
obrisaka uretre muskaraca. Od uzoraka koji su bili testirani
na C. trachomatis, izdvojeno je i testirano na M. genitali-
um 195 obriska cerviksa (99 obriska cerviksa koji su bili
pozitivni na C. trachomatis i slu€ajnim odabirom izdvo-
jenih 96 obriska cerviksa koji su bili negativni na C. tra-
chomatis). Takoder je na M. genitalium testirano 52 obri-
ska uretre (18 pozitivnih i 34 C. trachomatis negativnih)
muskaraca sa simptomima akutnog uretritisa (gnojno
sluzavi iscjedak, ucestalo morenje, bol i/ili peckanje pri
mokrenju). U svim obriscima uretre iskljucena je infekcija
uzrokovana N. gonorrhoeae. Cervikalni obrisci prikup-
ljani su u ginekoloskim ordinacijama zagrebackog po-
drucja i transportirani u M4RT transportnom hranilistu
(Remel, SAD), dok su obrisci uretre prikupljeni u prijam-
noj ambulanti NZJZ "Dr. Andrija Stampar", te odmah
dostavljeni u laboratorij u M4RT hranilistu. Infekcija
uzrokovana N. gonorrhoeae iskljucena je pretrazivanjem
izravnog mikroskopskog preparata obriska uretre.

C. trachomatis je odredivana kvalitativnom metodom
pomocu lancane reakcije polimerazom (PCR od engl.
polymerase chain reaction) u stvarnom vremenu (engl. re-
al-time) pomoéu Cobas® Tagman® CT v2.0 testa, na
Cobas® Tagman® Analyzer aparatu (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Njemacka). Ovaj test pomoc¢u dva
para pocetnica detektira odsjecak kriptickog plazmida
veli¢ine 206 nukleotida kao i dio kromosomalne DNA ko-
jakodira ompA gen veli¢ine 182 nukleotida.

M. genitalium odredivana je takoder PCR metodom u
stvarnom vremenu pomoc¢u LightMix® Kit Mycoplasma
genitalium testa (TIB MOLBIOL, GmbH, Berlin, Nje-
macka), na aparatu LightCycler 480 II (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Njemacka). Ovaj test detektira 224
nukleotida dugacak odsjecak gena za gliceraldehid-3-fos-
fat dehidrogenazu (gap gen).

Infektoloski glasnik 34:4, 183—-187 (2014)
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Rezultati

Tijekom sedam mjeseci, C. trachomatis je dokazana u
103 (2,04 %) od ukupno 5057 testiranih obriska cerviksa.
M. genitalium detektirana je u 6 (3,08 %) od ukupno 195
testiranih obriska cerviksa. Svi obrisci cerviksa u kojih je
bila detektirana M. genitalium bili su istodobno pozitivni i
na C. trachomatis, tj. prevalencija M. genitalium u skupini
zena u kojih je dokazana infekcija uzrokovana C. tra-
chomatis iznosila je 6,06 % (6/99) nasuprot 0 % (0/96) u
skupini zena ¢iji su obrisci cerviksa bili negativni na C.
trachomatis (Tablica 1). Srednja dob Zena inficiranih sa C.
trachomatis iznosila je 27,1 + 6,5 godina, dok je srednja
dob Zena u kojih je dokazana M. genitalium iznosila 25,3 +
7,0 godina.

U istom razdoblju testirano je 475 obrisaka uretre
muskaraca na C. trachomatis 131 (6,53 %) ih je bilo pozi-
tivno. Od 52 obrisaka uretre muskaraca s NGU testiranih
na M. genitalium jedan je bio pozitivan. Uzorak uretre po-
zitivan na M. genitalium bio je negativan na C. trachoma-
tis (Tablica 2). Srednja dob muskaraca inficiranih s C. tra-
chomatis iznosila je 28,6 £ 5,7 godina, dok je muskarac s
dokazanom infekcijom s M. genitalium bio u dobi od 24
godine.

Rasprava

S obzirom na nacin prijenosa, infekcija uzrokovana M.
genitalium klasi¢na je spolno prenosiva bolest [11]. Iako je
M. genitalium izolirana iz raznih uzoraka (uzorci iz spol-
no-mokra¢nog, respiratornog i probavnog sustava) njeno
primarno mjesto obitavanja je spolno-mokraéni sustav.
Detekcija M. genitalium u Zena povezana je s klini¢kim

sindromima cervicitisa i upalnom zdjeli¢cnom bolesti [10,
14, 15]. Jedna od prvih studija koja je pokazala da je M.
genitalium povezana s cervicitisom je studija japanskih is-
trazivaca iz 1997. godine koja je detektirala ovu bakteriju
u 9 % zena s cervicitisom za razliku od 0 % u kontrolnoj
skupini [16]. Recentna studija pokazuje da je M. genitali-
um jedina mikoplazma/ureaplazma koja se moze uzrocno
povezati s klinickim sindromom cervicitisa [12]. Rezultat
ovog istrazivanja pokazao je prevalenciju M. genitalium
od 3,07 % u testiranim obriscima cerviksa, §to je vrlo
sli¢no rezultatima studije Nilsena i suradnika koji je tako-
der pretrazivao uzorke koji su prvotno poslani na analizu
na C. trachomatis u kojoj je M. genitalium detektirana u
2% slucajeva [17]. Znacajno je, medutim, da su svi pozi-
tivni obrisci bili istodobno koinficirani s C. trachomatis.
Koinfekcija s C. trachomatis nije neocekivana s obzirom
na isti put prijenosa i neke iste rizicne ¢cimbenike za obje
infekcije kao $to su mlada dob i spolni kontakt s vise od
jednog partnera unutar godine dana [18]. Nadalje, i jedna i
druga infekcija danas se lijece istom terapijskom shemom
— azitromicinom u dozi od 1 g, budu¢i je M. genitalium u
vecini slucajeva rezistentna na tetraciklin, te je za pret-
postaviti da se radi o uzorcima bolesnica koje do sada nisu
primale terapiju [19]. Koinfekcija je dakle utvrdena u 6 %
zena s klamidijskom infekcijom u zagrebackoj regiji.
Istrazivanje Svenstrupa i suradnika koje je obuhvatilo vise
0d 4500 zena u Londonu utvrdilo je da je 9 % Zena imalo
istovremeno obje infekcije [18]. Ova studija nije dokazala
niti jednu samostalnu infekciju s M. genitalium u Zena §to
ukazuje na vrlo nisku prevalenciju ove bakterije u uzroci-
ma cerviksa koje zaprima NZJZ tj. koji potjecu od Zena s
relativno niskim rizikom od obolijevanja od STD. Nedo-
statak ove studije je $to ne moze povezati detekciju M.
genitalium s odredenim klinickim sindromom, buduci da

Tablica 1. Ucestalost M. genitalium u obriscima cerviksa testiranih na C. trachomatis

Table 1.

Prevalence of M. genitalium in cervical swabs tested for C. trachomatis

M. genitalium Ukupno/Total
Pozitivni/Positive N (%) Negativni/Negative N (%) N (%)
Pozitivni/Positive 6 (6,06) 93(93,94) 99 (50,77)
C. trachomatis — -
Negativni/Negative 0(0) 96 (100) 96 (49,23)
Ukupno/Total 6(3,08) 189 (96,92) 195 (100)
x2=4,14;P<0,05
Tablica 2. Ucestalost M. genitalium u obriscima uretre muskaraca s negonokoknim uretritisom
Table 2. Prevalence of M. genitalium in urethral swabs of men with nongonococcal urethritis
M. genitalium Ukupno/Total
Pozitivni/Positive N (%) Negativni/Negative N (%) N (%)
Pozitivni/Positive 0(0) 18 (100) 18 (34,62)
C. trachomatis — -
Negativni/Negative 1(2,94) 33(97,06) 34 (65,38)
Ukupno/Total 1(1,92) 51(98,08) 52(100)

Infektoloski glasnik 34:4, 183-187 (2014)
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su uputne dijagnoze pri zaprimanju obrisaka vrata mater-
nice ¢esto nepouzdane ili neodredene.

Brojne studije dokazale su povezanost detekcije ove
bakterije s NGU u muskaraca [5, 6, 9]. M. genitalium je de-
tektirana u 15-25 % muskaraca sa simptomatskim NGU i
u 1/3 muskaraca s neklamidijskim NGU, za razliku od
5-10 % u kontrolnim skupinama bez znakova bolesti [1].
U oko 90 % muskaraca u kojih je detektirana M. genitali-
um uretritis je dokazan mikroskopski, a oko 75 % muska-
raca ima i simptome; naj¢esc¢i i vodeci simptom je iscjedak
[20]. U ovoj studiji M. genitalium je detektirana u 1,92 %
muskaraca s NGU. Na relativno nisku ucestalost M. geni-
talium u nasoj populaciji ve¢ su prije upozorile dvije studi-
je: jedna provedena u muskaraca s uretritisom i ucesta-
los¢u od 2,9 % [21] i druga provedena u muskaraca s kli-
nickim sindromom neplodnosti u kojih je dokazana preva-
lencija od 1,4 % [22].

Jedan od glavnih razloga nedostatka podataka o ovoj
infekciji u nasoj sredini je zahtjevna i skupa dijagnostika.
Iako se tehnika uzgoja ove bakterije unaprijedila od njene
prvotne izolacije, jo§ uvijek su za njezin uzgoj potrebni
tjedni, pa ¢ak i mjeseci $to ovu metodu ¢ini neprikladnom
za rutinsku dijagnostiku u klinickoj praksi [6]. Nadalje, M.
genitalium dijeli zajedniCke antigene s Mycoplasma pneu-
moniae $to je razlog krizno reaktivnih reakcija i nedostatka
specifi¢nosti kod seroloskih metoda, kao i kod nekih mole-
kularnih testova [23]. Stoga su osnova njene identifikacije
metode molekularne mikrobiologije koje se najcesce zas-
nivaju na amplifikacijskim metodama nukleinskih kiseli-
na izvodenim bilo konvencionalnom metodologijom ili
kao real-time PCR. Specifi¢nost i osjetljivost ovih testova
ovisi o odabiru pocetnica. Ve¢ina do danas opisanih testo-
va koristi pocetnice za detekciju gena koji kodira adhezij-
ski protein MgPa, koji pokazuje veliku varijabilnost, te se
neki od ovih testova nisu pokazali dovoljno osjetljivima ti-
za detekciju ove bakterije je gen zal6S rRNA koji pak
pokazuje visoku homologiju (98 %) izmedu M. genitalium
i M. pneumoniae, $to moze utjecati na specifi¢nost testa, a
kompeticija s drugim uzro¢nicima STD osobito iz roda
Ureaplasma moze utjecati i na osjetljivost testa. Dizajni-
rani su i testovi koji detektiraju gap gen koji je relativno
konzerviran i specifican (72 % homolognosti s M. pneu-
moniae) [25]. To je i ciljna sekvenca testa koriStena u
ovome istrazivanju. Noviji, real-time PCR testovi omogu-
¢uju 1 kvanitifikaciju M. genitalium u uzorku [25] $to ot-
vara pitanje klinickog znacenja utvrdivanja koli¢ine de-
tektirane DNA u uzorku. Mada brojni, od kojih su neki i
komercijalno dostupni [26], niti jedan test do sada nije
odobren od Americke agencije za kontrolu hrane i lijekova
(FDA od engl. Food and Drug Administration), $to dodat-
no otezava izbor testa za rutinsku dijagnostiku ove infekci-
je.

Moze se zakljuciti da je M. genitalium vaZzan, ali u na-
$oj sredini nedovoljno prepoznat i nedovoljno dijagnosti-
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ciran uzro¢nik infekcija spolno-mokraénog sustava. Testi-
ranje na M. genitalium treba postati sastavni dio rutinskog
postupnika za obradu infekcija spolno-mokra¢nog sustava
za odredene uzorke i pri odredenim indikacijama. Na ovu
infekciju treba posumnjati osobito u slucaju neadekvatnog
odgovora na antimikrobnu terapiju, te kod kroni¢nih i
perzistirajuéih infekcija.

Zakljucéak

Na temelju rezultata ove studije testiranje na M. geni-
talium u nasoj sredini s vrlo malom prevalencijom M. ge-
nitalium infekcije opravdano je izvoditi u obriscima cer-
viksa zena kod kojih je dokazana C. trachomatis infekcija.
Istrazivanje je potrebno prosiriti na veci broj muskaraca,
iako se na temelju dostupnih podataka raznih studija moze
zakljuciti da bi svakog muskaraca s uretritisom trebalo te-
stirati i na infekciju uzrokovanu M. genitalium. Potrebna
su daljnja istrazivanja prevalencije ove bakterije u jasno
definiranim skupinama bolesnika s cervicitisom, PID-om i
uretritisom.

Inakraju, ali ne najmanje vazno: relativno niska preva-
lencija u nasoj populaciji moze biti i odraz visoke potros-
nje antibiotika prvenstveno azitromicina u nasoj sredini
[27]; tim viSe s pojavom rezistentnih sojeva koji su u
nekim zemljama zapadne Europe ve¢ prosireni [28, 29],
trebat ¢e vecu paznju posvetiti dijagnostici infekcija
uzrokovanih M. genitalium.
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