Wykrywanie mykoplazm urogenitalnych w préobkach klinicznych

STRESZCZENIE

ykoplazmy urogenitalne to przedstawiciele rodzajow Mycoplasma i Ureaplasma,

ktore sa mikroorganizmami uznawanymi zaré6wno za komensalne, jak i patogenne.
Zlotym standardem wykrywania ich w probkach klinicznych jest hodowla i identyfikacja
w oparciu o testy biochemiczne. Metoda ta jest jednak czasochlonna i mato specyficzna.
Detekcja mykoplazm z wykorzystaniem PCR pozwala na przyporzadkowanie nie tylko
do rodzaju, ale takze do gatunku. W tej pracy analizie poddano 100 prébek klinicznych
w celu identyfikacji M. hominis, M. genitalium, U. parvum i U. urealyticum, z wykorzysta-
niem zaré6wno metod biochemicznych, jak i molekularnych. Przedstawione wyniki po-
twierdzaja mala specyficznosé testow biochemicznych oraz wieksza skutecznosé detekcji
poszczegblnych gatunkéw z wykorzystaniem metod molekularnych.

WSTEP

Mikroorganizmy okreslane jako mykoplazmy to eubakterie klasy Molli-
cutes (rodzina Mycoplasmataceae, rodzaj Mycoplasma i Ureaplasma), najmniej-
sze znane samoreplikujace sie organizmy. Wykazuja one charakterystycz-
ne cechy, takie jak brak éciany komoérkowej, rozmiar komérek w granicach
0,3-0,8 pm oraz niewielki genom (0,58-2,20 Mb) [1,2]. Jak dotad zidentyfiko-
wano ok. 200 gatunkéw mykoplazm, z ktérych 17 zwigzanych jest z czlowie-
kiem. Kolonizuja one gléwnie blony sluzowe drég oddechowych i moczo-
-plciowych [3]. Dwa gatunki z rodzaju Mycoplasma - M. hominis i M. genita-
lium oraz dwa z rodzaju Ureaplasma - U. parvum i U. urealyticum wchodza w
sktad mikrobioty pochwy i nazywane sa mykoplazmami genitalnymi (lub
urogenitalnymi). Ich obecno$¢ w biocenozie pochwy zalezy od wieku, pozio-
mu hormonéw, aktywnosci seksualnej i ciazy [4]. Mykoplazmy genitalne sa
organizmami komensalnymi, jednak moga odgrywac wazna role w patologii
uktadu moczo-plciowego. Najczesciej wlasciwosci chorobotwoércze przypi-
suje sie Mycoplasma hominis i Ureaplasma urealyticum, pojawia sie jednak coraz
wiecej doniesiert na temat chorobotwoérczosci M. genitalium, a i rola U. pa-
roum nie jest do konca jasna. Wiele wskazuje, ze mykoplazmy urogenitalne
zwiazane sg z przypadkami nieswoistych zapaleri drég moczo-plciowych
tj. nierzezaczkowe zapalenie cewki moczowej (NGU). Bakterie te moga by¢
takze przyczyna powiklan, takich jak poronienie czy przedwczesny poréd,
ale réwniez problemy z ptodnoscia. Mozliwe jest takze zakazenie na drodze
wertykalnej, co prowadzi do infekcji dolnych drég oddechowych lub zespo-
t6w zaburzen oddechowych u noworodkéw [5,6].

Narzady rodne kobiet znacznie czesciej skolonizowane sa przez Ureapla-
sma spp. w poréwnaniu do gatunkéw z rodzaju Mycoplasma. Dane epidemio-
logiczne wskazuja, ze blisko 90% aktywnych seksualnie zdrowych kobiet jest
nosicielkami ureaplazm, natomiast M. hominis wystepuje u 20-50%, a M. ge-
nitalium u zaledwie 5%. Jednoczesna kolonizacja wiecej niz jednym gatun-
kiem mykoplazm jest réwniez powszechna [7-13].

Potwierdzenie obecnosci mykoplazm urogenitalnych w prébkach klinicz-
nych wymaga badan laboratoryjnych. Atypowa budowa komérkowa myko-
plazm czyni je jednak trudnymi nie tylko w wykrywaniu, ale takze w identy-
fikacji. Niewielkie rozmiary komorki i brak éciany komoérkowej uniemozliwia
bezposrednia diagnostyke z materiatu klinicznego, poprzez np. wykonanie
preparatu barwionego metoda Grama. Techniki hodowlane wymagaja za$
podtozy selektywnych oraz inkubacji w warunkach mikroaerofilnych [14].
Kliniczne testy diagnostyczne stosowane rutynowo, oparte na charaktery-
styce biochemicznej, wykorzystuja reakcje kolorymetryczne. Umozliwiaja
one wykrywanie mykoplazm w prébie badanej oraz jednoczesne okreslenie
ich lekowrazliwosci. Ta ostatnia cecha jest szczegdlnie istotna ze wzgledu na
szeroka opornos¢ naturalng tych drobnoustrojow np. wobec antybiotykéw
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beta-laktamowych. Gotowe zestawy do identyfikacji my-
koplazm koncentrujg sie¢ na M hominis i Ureaplasma spp.
W zwigzku z tym inne patogenne gatunki mykoplazm,
np. M. genitalium, nie sa3 wykrywane w standardowych
testach i wymagaja odrebnych metod diagnostycznych
[15].

Diagnostyka molekularna, oparta o techniki PCR, jest
istotna alternatywa dla testéw biochemicznych, ze wzgle-
du na mozliwos¢ identyfikacji poszczegélnych gatunkow
mykoplazm. Literatura dostarcza informacji na temat
réznych starterow, ktére s konstruowane w celu iden-
tyfikacji tych drobnoustrojéw. Primery te koncentruja sie
na réznych celach molekularnych w genomie Mycopla-
smatales. Niestety jak dotad nie ustalono jednej czulej i
swoistej metody identyfikacji poszczegélnych gatunkow
w obrebie tej rodziny. Pewna detekcja poszczegélnych
gatunkéw Mycoplasma spp. i Ureaplasma spp. jest istotna
przede wszystkim ze wzgledu na ciagle niejasna role my-
koplazm w patogenezie choréb ukltadu moczo-plciowego
[16,17].

W Polsce wykrywanie mykoplazm urogenitalnych
nie jest czescig rutynowej procedury diagnostycznej. W
zwiazku z tym niewiele wiadomo na temat stopnia no-
sicielstwa tych bakterii w polskiej populacji. W ostatnim
czasie w Klinice Poloznictwa i Ginekologii Szpitala Uni-
wersyteckiego w Zielonej Gérze wprowadzono rutynowe
badanie w kierunku obecnosci mykoplazm w wymazach
z pochwy wszystkich pacjentek przyjmowanych na od-
dzial. Diagnostyka opiera si¢ o testy komercyjne identy-
fikujace dwa najpowszechniejsze gatunki mykoplazm. W
zwiazku z doniesieniami wskazujacymi na réznice w wy-
krywaniu Mycoplasma spp. i Ureaplasma spp. gdy stosuje
sie metody hodowli i PCR [18-20], podjeto prébe poréw-
nania wydajnosci metody opartej na hodowli w stosunku
do identyfikacji mykoplazm urogenitalnych w prébkach
klinicznych metodami molekularnymi.

MATERIALY I METODY

Analizie poddano 407 wymazéw z pochwy, pobiera-
nych rutynowo od pacjentek hospitalizowanych w Szpi-
talu Uniwersyteckim im. K. Marcinkiewicza w Zielonej
Gorze. Pobér prob odbywa sie zawsze wedlug ustalo-
nych i ujednoliconych zasad, minimalizujacych ewentu-
alne bledy diagnostyczne.

W pierwszym etapie obecno$¢ mykoplazm urogeni-
talnych potwierdzano w laboratorium diagnostycznym
Szpitala Uniwersyteckiego w Zielonej Goérze. Test dia-
gnostyczny przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu
Mycoplasma IST2 (bioMerieux), ktéry identyfikuje Myco-
plasma hominis i Ureaplasma spp. oraz umozliwia okresle-
nie przyblizonej ich liczby (>10%). Test dodatkowo ocenia
lekowrazliwo$¢ izolatu wobec 9 antybiotykéw/ chemio-
terapeutykéw. Mycoplasma IST2 przeprowadza sie na
pasku diagnostycznym ze studzienkami. W pozywce
obecna jest arginina do hodowli mykoplazm i mocznik
do hodowli ureaplazm oraz czerwien fenolowa jako
wskaznik zmiany pH.
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Rycina 1. Procedura wykrywania mykoplazm urogenitalnych z wykorzystaniem
Mycoplasma IST 2.

Probki kliniczne inokulowano do podloza transpor-
towego R1 zgodnie z instrukcjami producenta (Ryc. 1a),
nastepnie przesiewano do zliofilizowanego podtoza
wzrostowego R2 i otrzymang zawiesine przenoszono do
studzienek na pasku diagnostycznym (Ryc. 1b). Prébki
(pasek i pozostalos¢ podioza R1+R2) inkubowano w tem-
peraturze 37°C i obserwowano zmiany barwy, spowodo-
wane alkalizacjg pozywki, od z6ttego do czerwonego, po
24 i 48 godzinach inkubacji. Obecnoé¢ M. hominis i Ure-
aplasma spp. rozpoznawano na podstawie zmiany barwy
podioza w odpowiednich studzienkach (interpretacja
wyniku - tabela 11 2). W tym etapie zebrano 100 prébek
pozytywnych.

Préby dodatnie w tescie Mycoplasma IST2 (100 pl ho-
dowli w podlozu R1+R2 w trzech powtdrzeniach) prze-
siewano na podloze stale A7 Mycoplasma Agar (bioMe-
rieux) i inkubowano w 37°C w warunkach mikroaerofil-

Tabela 1. Odczyt i interpretacja wynikéw hodowli w podlozu ptynnym R1+R2.

Wynik dodatni
Wynik ujemny (Ureaplasma spp. i/lub
Mycoplasma hominis)
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Tabela 2. Odczyt i interpretacja wynikéw hodowli na pasku Mycoplasma IST2.

Identyfikacja Uu Mh Antybiogram (mg/1)

kontrola Uu >10* >10* DOT ]JOS OFL ERY TET CIP AZI CLA

Studzienka

barwa zétta do

. . barwa zétta
pomaranczowej

Odczyt ujemny  barwa zoétta

Tabela 3. Startery stosowane do wykrywania M. hominis, M. genitalium U. paroum i U. urealyticum metodg PCR.

Specyficznosé Starter Cel/ sekwengcja

Wielkos¢ amplikonu (pz) Ref.

UuF5 16S rRNA
Ureaplasma spp. UuR5' TGGAGTTAAGTCGTAACAAG 559 22
CTGAGATGTTTCACTTCACC
MeoPa-1 Gen adhezyny
M. genitalium MgPa-Z AGTTGATGAAACCTTAACCCCTTGG 282 24
& GACCATCAAGGTATTTCTCAACAGC
Gen biatka UU127
U. urealyticum %ggﬂi GGATTTGTTAGATATCGTCAAGG 152 25

TCATCTTTTAAAGCTCCACATTATTAGT

nych. Wzrost kolonii oceniano mikroskopowo po 3 i 5
dniach inkubacji.

W dalszej czesdci badari, wszystkie probki Mycoplasma
IST2-pozytywne poddawane byly analizie molekularnej,
w oparciu o konwencjonalny PCR (Ryc. 1c). Izolacje DNA
z osadu hodowli bulionowej R1+R2 Mycoplasma IST2
przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu Wizard SV
Genomic DNA Purification System (Promega) zgodnie z
instrukcjami producenta. Badania molekularne wykonano
w dwoch etapach. W pierwszej kolejnosci w prébkach iden-
tyfikowano rodzaje Mycoplasma i Ureaplasma wykorzystujac
startery celujace w sekwencje 165 rRNA. Nastepnie probki
z pozytywnymi wynikami dla rodzaju Ureaplasma analizo-
wano pod katem obecnosci U. urealyticum i U. parvum, a te
pozytywne dla rodzaju Mycoplasma pod katem obecnosci
M. hominis i M. genitalium. Liste wykorzystanych starteréw
przedstawiono w tabeli 3. Skiad reakcji PCR oraz warunki
amplifikacji stosowano zgodnie z danymi literaturowymi
[21-25]. Produkty PCR poddano elektroforezie w 2% zelu
agarozowym i identyfikowano na podstawie wielkosci
prazka (na podstawie danych literaturowych - tabela 3).

Wszystkie procedury przeprowadzone w tym badaniu
byly zgodne ze standardami etycznymi. Badanie to zosta-
to zatwierdzone przez komisje bioetyki przy Okregowej
Izbie Lekarskiej w Zielonej Goérze (No. 22/104/2018).
WYNIKI

W pierwszym etapie pracy potwierdzono obecnosé
mykoplazm urogenitalnych w 100 prébkach klinicznych

Postepy Biochemii 65 (4) 2019

z wykorzystaniem zestawu Mycoplasma IST2, co stanowi
24,6%. W tescie tym, we wszystkich analizowanych préb-
kach, oznaczono jedynie Ureaplasma spp. Interpretacja
wyniku hodowli IST2 potwierdzita obecnos$¢ ureaplazm
w prébach w ilosci >10%

Hodowla na agarze A7 byta pozytywna dla 26 prébek.
W przypadku 5 hodowli wyniku nie mozna bylo zin-
terpretowaé, ze wzgledu na obecno$¢ zanieczyszczen i
wzrost innych drobnoustrojéw. Na podstawie charakte-
rystycznej morfologii kolonii przypominajacej ,sadzone
jajka” dla Mycoplasma spp. (Fot. 1) lub ,jezowce” dla Ure-
aplasma spp. zidentyfikowano odpowiednio 20 i 6 izola-

LT 3 1A, VR T . ) L]
A0 1 I T AR o e

Fotografia 1. Mycoplasma spp. izolowana na agarze A7.




Tabela 4. Poréwnaniu wynikéw hodowli i wynikéw PCR badanych préb.

Gatunek IST2 A7 PCR

U. parvum - - 90

M. hominis 0 - 49

Mycoplasma spp. - 6 99

W drugim etapie oceniano obecnosé¢ mykoplazm uro-
genitalnych w badanych prébkach z wykorzystaniem
konwencjonalnej reakcji PCR. Amplifikacja potwierdzita
obecnosc rodzaju Ureaplasma we wszystkich probach oraz
rodzaju Mycoplasma w 99/100 prébach. Analiza szcze-
gotowa z wykorzystaniem starteréw specyficznych dla
gatunku potwierdzita obecnosé U. urealyticum w 41/100
probach (41%) oraz U. parvum w 90/100 prébach (90%).
M. hominis stwierdzono w 49/99 prébach (49,5%). W
pozostatych 50 probach PCR-pozytywnych dla rodzaju
Mycoplasma nie zidentyfikowano gatunku. Wyniki pod-
sumowano w tabeli 4. Wspoétwystepowanie dwéch lub
trzech réznych gatunkéw mykoplazm urogenitalnych
wykazano w wiekszosci (99/100) probek (Tab. 5).

Tabela 5. Wspotwystepowanie mykoplazm urogenitalnych w badanych prébach.

Gatunek

Liczba (%)

U. paroum + M. hominis 24 (24%)

U. parvum + Mycoplasma spp. 33 (33%)

U. paroum + U. urealyticum + M. hominis 20 (20%)

tacznie

100 (100%)

Poréwnanie wynikéw testu biochemicznego z wyko-
rzystaniem zestawu Mycoplasma IST2, hodowli na aga-
rze A7 oraz testu molekularnego PCR wskazuje na ich
niezgodnos¢. Zestaw komercyjny IST2 wykazal obecnosé
w analizowanych prébach jedynie Ureaplasma spp., nie
potwierdzil natomiast obecnosci Mycoplasma spp. Ho-
dowla na podiozu stalym A7 potwierdzita obecnosé¢ obu
rodzajéow identyfikowanych drobnoustrojéw, jednak ze
znacznie nizsza czuloscia. Badania molekularne potwier-
dzily obecnos$¢ rodzaju Mycoplasma w analizowanym ma-
teriale (99/100), przy czym obecnosé gatunku M. hominis
potwierdzono w prawie polowie préb (49,5%).

DYSKUSJA

Wedlug danych literaturowych wystepowanie my-
koplazm urogenitalnych zalezy od wielu czynnikéw tj.
wiek, aktywnos¢ seksualna, poziom hormonéw czy cigza.
Dlatego tez rozklad stopnia nosicielstwa waha sie w du-

4

zym zakresie, w zaleznoéci od grupy badanej [26,27]. Na-
sze wyniki, dotyczace kolonizacji Ureaplasma spp. 24,6%
badanych kobiet, sa zgodne z niektérymi autorami, kto-
rzy wykazali podobny procent kolonizacji [28-30] oraz
wynikami nielicznych badan prowadzonych w Polsce,
ktére pokazuja 29,8% przypadkéw Ureaplasma spp. u
kobiet nie bedacych w ciazy z infekcja uktadu moczo-
-plciowego oraz 26,3% w przypadku kobiet w ciazy [31-
32]. Z drugiej jednak strony jest wiele doniesieri wyka-
zujacych poziom nosicielstwa rzedu 40-70% [33-36]. Tak
duze rozbieznosdci danych potwierdzaja, Ze na wynik
analizy wplyw ma przede wszystkich wybér grupy ba-
danej. Dane literaturowe, rowniez te z Polski, dotyczace
Mycoplasma spp., gléwnie M. hominis, méwia o stopniu
kolonizacji na poziomie 7-27% [37-40]. Pokrywa sie to z
naszymi wynikami, jednakze w wiekszosci naszych prob
(99%) wykazaliSmy wspotwystepowanie Mycoplasma
spp. z Ureaplasma spp., co jest zjawiskiem powszechnym
ijuz opisywanym w literaturze [41-44], jednak jak dotad
nie odnotowano tak wysokiego stopnia koinfekcji.

Bezposrednia detekcja mykoplazm urogenitalnych w
probkach klinicznych jest niemozliwa, ze wzgledu na ich
wlasciwosci tj. male rozmiary i brak $ciany komérkowej.
Za zloty standard w ich wykrywaniu uznawana jest cia-
gle hodowla, jednak analiza DNA pozwala na identyfika-
cje poszczegodlnych gatunkéw mykoplazm [45].

Przeprowadzone badania wykazaly, ze wyniki detek-
¢ji mykoplazm urogenitalnych z wykorzystaniem zesta-
wu Mycoplasma IST2 (markery biochemiczne), hodowli
na agarze A7 oraz PCR (stosujac startery specyficzne dla
gatunkoéw z rodzaju Mycoplasma i Ureaplasma) sa niezgod-
ne. Hodowla w podlozu ptynnym zestawu IST2 i na pod-
tozu stalym, okazuje sie¢ mniej czula i mato specyficzna.
Komercyjny zestaw stosowany w szpitalnym laborato-
rium diagnostycznym potwierdza obecno$¢ mykoplazm
urogenitalnych w prébkach klinicznych, ale wyniki te nie
koresponduja w wynikami analiz genetycznych. Zestaw
IST2 identyfikuje jedynie rodzaj Ureaplasma, jak jednak
wskazuje analiza molekularna, na podlozu wykorzysty-
wanym do identyfikacji wzrasta zaré6wno uznawany za
patogenny U. urealyticum, jak réwniez U. parvum, ktéry
nie jest uznawany za gatunek chorobotworczy. Jak poka-
zuja nasze wyniki U. parvum jest identyfikowane metoda-
mi molekularnymi znacznie czeéciej albo jako jedyny izo-
lat w probie, albo tez wspotwystepuje on z U. urealyticum.
Wyjasnienie tego jest proste. U. urealyticum po raz pierw-
szy wyizolowano w 1954 r., za$ rodzaj Ureaplasma ustano-
wiono w 1974 r. Do roku 2002 U. urealyticum uwazano za
jedyny gatunek tego rodzaju, o ktérym wiadomo bylo, ze
moze zakazaé¢ ludzi. W obrebie gatunku wyrézniono 14
serowaréw, jednak analiza genetyczna i klasyfikacja na
podstawie sekwencji genéw 16S rRNA potwierdzily od-
rebnosc¢ czesci serowardw i tak serotypy 1, 3, 6 i 14 sklasy-
fikowano jako nowy gatunek Ureaplasma parvum, podczas
gdy U. urealyticum obejmuje pozostale 10 serotypow [46].
Gatunki te jednak pod wzgledem morfologii i fizjologii
sg nieodréznialne, zatem test biochemiczny nie pozwala
na przypisanie izolatu do gatunku, a jedynie do rodza-
ju Ureaplasma, a jedyny spos6b rozréznienia gatunkow
to analiza genetyczna. Taki stan rzeczy wydaje sie pro-
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blematyczny z klinicznego punktu widzenia, poniewaz
w przypadku dodatniego wyniku testu biochemicznego
nie wiadomo czy do czynienia mamy z kolonizacjg czy
juz z zakazeniem. Rodzi si¢ zatem pytanie czy pacjentki z
dodatnim testem Ureaplasma spp. nalezy leczy¢ czy tez u
kazdej takiej pacjentki powinno sie potwierdzaé obecnos¢
U. urealyticum w dodatkowym tescie molekularnym?

W przeprowadzonych analizach nie potwierdzono
obecnosci M. genitalium, prawdopodobnie ze wzgledu na
duza wrazliwosé tego gatunku na warunki srodowisko-
we i jego zmniejszona zywotnos¢ w hodowli. Zaskakuja-
ce s natomiast wyniki identyfikujace M. hominis. Zestaw
Mycoplasma IST2 nie potwierdza obecnosci tego gatunku
w analizowanych prébach, natomiast w 20 przypadkach
wzrost Mycoplasma spp. zaobserwowano na podiozu
stalym A7. Ich obecnosé¢ potwierdzila takze analiza ge-
netyczna. Rodzaj Mycoplasma zidentyfikowano w 99,/100
probach, a gatunek M. hominis oznaczono w 49,5% tych
préb. Rozbieznosci wynikéw uzyskanych metodami ho-
dowlanymi przypisa¢ mozna, przynajmniej czesciowo,
ogolnie uznawanym trudnoéciom w hodowli i izolowa-
niu mykoplazm, ale by¢ moze takze istotny jest czas inku-
bacji préb w przypadku zestawu Mycoplasma IST2 [47].
M. hominis jest gatunkiem, ktérego czas generacji wyno-
si¢ moze kilka godzin. Niewielka liczba komérek w ma-
teriale klinicznym moze skutkowa¢ wydiuzonym czasem
potrzebnym do osiggniecia gestosci hodowli wptywajacej
na zmiane pH pozywki i tym samym widoczng zmiane
jej zabarwienia. Zatem krotki czas inkubacji zestawu IST2
moze wplywaé na uzyskanie wyniku falszywie ujemne-
go. Malg liczbe préb dodatnich na poditozu stalym A7
tlumaczy¢ mozna natomiast tym, ze probki byly na nie
przesiewane dopiero z podioza R1+R2 zestawu IST2, a
nie bezposrednio z materiatu klinicznego, co mogto zna-
czaco wplynaé na zywotnos¢ mykoplazm. Rozwazajac
przyczyny rozbieznosci wynikéw hodowli i badari mo-
lekularnych nalezy tez bra¢ pod uwage fakt, ze PCR wy-
krywa obecnosé¢ DNA w niewielkich iloéciach, ale takze
DNA martwych organizméw oraz tylko jego fragmenty.
W hodowli natomiast niezbedne sa Zywe komoérki zdolne
do podzialéw, zatem zbyt mala ich liczba albo tez brak
ich zdolnosci do namnazania moze dawac¢ wynik ujemny
w hodowli.

Pomimo potwierdzenia obecnosci Mycoplasma spp.
w prawie wszystkich prébach (99/100), w 50 przypad-
kach nie udalo si¢ zidentyfikowaé gatunku. Swiadczy¢
to moze albo o zbyt malej specyficznosci zastosowanych
starteréw PCR, albo obecnosci gatunku innego niz poszu-
kiwane M. hominis i M. genitalium.

Zwiekszona czuloé¢ w wykrywaniu mykoplazm za
pomoca PCR jest zgodna z literatura [48-49], co nie jest
zaskakujace, biorac pod uwage fakt, ze mykoplazmy sa
organizmami pozbawionymi $ciany komoérkowej i bar-
dzo wrazliwymi na warunki $rodowiskowe. Jak dotad
nie wykazano jednak tak duzej rozbieznosci w ocenie
obecnosci M. hominis metodami hodowlanymi i moleku-
larnymi.
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Wspoétwystepowanie kilku gatunkéw mykoplazm
urogenitalnych w narzadach moczo-plciowych ludzi jest
powszechne jak wskazuja np. Taylor-Robinson i Jensen
(2010). W analizowanych prébkach test IST2 nie wyka-
zal jednak tego zjawiska. Potwierdzily to dopiero anali-
zy molekularne. PCR pokazal obecnosé Mycoplasma spp.
wraz z U. parvum i/lub U. urealyticum w prawie wszyst-
kich probkach (99/100). Wyniki te sa zgodne z danymi
literaturowymi, jednak do tej pory nikt nie zglosit obec-
noéci dwoch/ trzech réznych gatunké6w mykoplazm uro-
genitalnych w tak duzej liczbie badanych prob.

Zdolnos¢ do réznicowania mykoplazm i ureaplazm w
probkach klinicznych nadal stanowi wyzwanie dla dia-
gnostéow i badaczy. Rozréznianie U. urealyticum i U. pa-
roum wydaje sie szczeg6lnie zasadne zakladajac, Ze to ten
pierwszy gatunek stanowi czynnik etiologiczny zakazen
ukladu moczo-plciowego. W zwigzku z zaobserwowa-
nym stanem rzeczy wlasciwe wydaje sie stosowanie testu
diagnostycznego opartego na hodowli jedynie w celach
przesiewowych albo tez laczenie metod hodowlanych i
molekularnych w identyfikacji mykoplazm urogenital-
nych oraz sprawdzanie pod katem ich obecnosci réwniez
prob ujemnych w hodowli, jesli objawy kliniczne bada-
nej pacjentki wskazuja na mozliwy udziat drobnoustro-
jow atypowych w infekcji. Uzasadniona bylaby tez préba
podjecia opracowania metody potwierdzajacej obecnosé
mykoplazm w sposéb pewny i niezawodny. Najbardziej
wlasciwym wydaje sie w tej sytuacji zastosowanie nowo-
czedniejszych i czulszych technik molekularnych, takich
jak Real-Time PCR, ktéry daje réwniez mozliwos¢ jedno-
czesnego oceniania iloSciowego materiatu.
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ABSTRACT

Urogenital mycoplasmas belonging to Mycoplasma and Ureaplasma genera, are both commensal and pathogenic microorganisms. The gold
standard for their detection in clinical samples is culture and identification based on biochemical tests. However, this method is time-consu-
ming and not very specific. Detection of mycoplasmas using PCR allows for assigning not only to the genus, but also to the species. In this
study, 100 clinical samples were analyzed to identify M. hominis, M. genitalium, U. parvum and U. urealyticum, using both biochemical and
molecular methods. The presented results confirm the low specificity of biochemical tests and the higher detection efficiency of individual
species using molecular methods.
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