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				Wykrywanie mykoplazm urogenitalnych w próbkach klinicznych

			

		

		
			
				STRESZCZENIE

				Mykoplazmy urogenitalne to przedstawiciele rodzajów Mycoplasma i Ureaplasma, które są mikroorganizmami uznawanymi zarówno za komensalne, jak i patogenne. Złotym standardem wykrywania ich w próbkach klinicznych jest hodowla i identyfikacja w oparciu o testy biochemiczne. Metoda ta jest jednak czasochłonna i mało specyficzna. Detekcja mykoplazm z wykorzystaniem PCR pozwala na przyporządkowanie nie tylko do rodzaju, ale także do gatunku. W tej pracy analizie poddano 100 próbek klinicznych w celu identyfikacji M. hominis, M. genitalium, U. parvum i U. urealyticum, z wykorzysta-niem zarówno metod biochemicznych, jak i molekularnych. Przedstawione wyniki po-twierdzają małą specyficzność testów biochemicznych oraz większą skuteczność detekcji poszczególnych gatunków z wykorzystaniem metod molekularnych.

				WSTĘP

				Mikroorganizmy określane jako mykoplazmy to eubakterie klasy Molli-cutes (rodzina Mycoplasmataceae, rodzaj Mycoplasma i Ureaplasma), najmniej-sze znane samoreplikujące się organizmy. Wykazują one charakterystycz-ne cechy, takie jak brak ściany komórkowej, rozmiar komórek w granicach 0,3–0,8 µm oraz niewielki genom (0,58–2,20 Mb) [1,2]. Jak dotąd zidentyfiko-wano ok. 200 gatunków mykoplazm, z których 17 związanych jest z człowie-kiem. Kolonizują one głównie błony śluzowe dróg oddechowych i moczo--płciowych [3]. Dwa gatunki z rodzaju Mycoplasma – M. hominis i M. genita-lium oraz dwa z rodzaju Ureaplasma – U. parvum i U. urealyticum wchodzą w skład mikrobioty pochwy i nazywane są mykoplazmami genitalnymi (lub urogenitalnymi). Ich obecność w biocenozie pochwy zależy od wieku, pozio-mu hormonów, aktywności seksualnej i ciąży [4]. Mykoplazmy genitalne są organizmami komensalnymi, jednak mogą odgrywać ważną rolę w patologii układu moczo-płciowego. Najczęściej właściwości chorobotwórcze przypi-suje się Mycoplasma hominis i Ureaplasma urealyticum, pojawia się jednak coraz więcej doniesień na temat chorobotwórczości M. genitalium, a i rola U. pa-rvum nie jest do końca jasna. Wiele wskazuje, że mykoplazmy urogenitalne związane są z przypadkami nieswoistych zapaleń dróg moczo-płciowych tj. nierzeżączkowe zapalenie cewki moczowej (NGU). Bakterie te mogą być także przyczyną powikłań, takich jak poronienie czy przedwczesny poród, ale również problemy z płodnością. Możliwe jest także zakażenie na drodze wertykalnej, co prowadzi do infekcji dolnych dróg oddechowych lub zespo-łów zaburzeń oddechowych u noworodków [5,6].

				Narządy rodne kobiet znacznie częściej skolonizowane są przez Ureapla-sma spp. w porównaniu do gatunków z rodzaju Mycoplasma. Dane epidemio-logiczne wskazują, że blisko 90% aktywnych seksualnie zdrowych kobiet jest nosicielkami ureaplazm, natomiast M. hominis występuje u 20–50%, a M. ge-nitalium u zaledwie 5%. Jednoczesna kolonizacja więcej niż jednym gatun-kiem mykoplazm jest również powszechna [7-13].

				Potwierdzenie obecności mykoplazm urogenitalnych w próbkach klinicz-nych wymaga badań laboratoryjnych. Atypowa budowa komórkowa myko-plazm czyni je jednak trudnymi nie tylko w wykrywaniu, ale także w identy-fikacji. Niewielkie rozmiary komórki i brak ściany komórkowej uniemożliwia bezpośrednią diagnostykę z materiału klinicznego, poprzez np. wykonanie preparatu barwionego metodą Grama. Techniki hodowlane wymagają zaś podłoży selektywnych oraz inkubacji w warunkach mikroaerofilnych [14]. Kliniczne testy diagnostyczne stosowane rutynowo, oparte na charaktery-styce biochemicznej, wykorzystują reakcje kolorymetryczne. Umożliwiają one wykrywanie mykoplazm w próbie badanej oraz jednoczesne określenie ich lekowrażliwości. Ta ostatnia cecha jest szczególnie istotna ze względu na szeroką oporność naturalną tych drobnoustrojów np. wobec antybiotyków 
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				beta-laktamowych. Gotowe zestawy do identyfikacji my-koplazm koncentrują się na M hominis i Ureaplasma spp. W związku z tym inne patogenne gatunki mykoplazm, np. M. genitalium, nie są wykrywane w standardowych testach i wymagają odrębnych metod diagnostycznych [15].

				Diagnostyka molekularna, oparta o techniki PCR, jest istotną alternatywą dla testów biochemicznych, ze wzglę-du na możliwość identyfikacji poszczególnych gatunków mykoplazm. Literatura dostarcza informacji na temat różnych starterów, które są konstruowane w celu iden-tyfikacji tych drobnoustrojów. Primery te koncentrują się na różnych celach molekularnych w genomie Mycopla-smatales. Niestety jak dotąd nie ustalono jednej czułej i swoistej metody identyfikacji poszczególnych gatunków w obrębie tej rodziny. Pewna detekcja poszczególnych gatunków Mycoplasma spp. i Ureaplasma spp. jest istotna przede wszystkim ze względu na ciągle niejasną rolę my-koplazm w patogenezie chorób układu moczo-płciowego [16,17].

				W Polsce wykrywanie mykoplazm urogenitalnych nie jest częścią rutynowej procedury diagnostycznej. W związku z tym niewiele wiadomo na temat stopnia no-sicielstwa tych bakterii w polskiej populacji. W ostatnim czasie w Klinice Położnictwa i Ginekologii Szpitala Uni-wersyteckiego w Zielonej Górze wprowadzono rutynowe badanie w kierunku obecności mykoplazm w wymazach z pochwy wszystkich pacjentek przyjmowanych na od-dział. Diagnostyka opiera się o testy komercyjne identy-fikujące dwa najpowszechniejsze gatunki mykoplazm. W związku z doniesieniami wskazującymi na różnice w wy-krywaniu Mycoplasma spp. i Ureaplasma spp. gdy stosuje się metody hodowli i PCR [18-20], podjęto próbę porów-nania wydajności metody opartej na hodowli w stosunku do identyfikacji mykoplazm urogenitalnych w próbkach klinicznych metodami molekularnymi.

				MATERIAŁY I METODY

				Analizie poddano 407 wymazów z pochwy, pobiera-nych rutynowo od pacjentek hospitalizowanych w Szpi-talu Uniwersyteckim im. K. Marcinkiewicza w Zielonej Górze. Pobór prób odbywa się zawsze według ustalo-nych i ujednoliconych zasad, minimalizujących ewentu-alne błędy diagnostyczne.

				W pierwszym etapie obecność mykoplazm urogeni-talnych potwierdzano w laboratorium diagnostycznym Szpitala Uniwersyteckiego w Zielonej Górze. Test dia-gnostyczny przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu Mycoplasma IST2 (bioMerieux), który identyfikuje Myco-plasma hominis i Ureaplasma spp. oraz umożliwia określe-nie przybliżonej ich liczby (>104). Test dodatkowo ocenia lekowrażliwość izolatu wobec 9 antybiotyków/ chemio-terapeutyków. Mycoplasma IST2 przeprowadza się na pasku diagnostycznym ze studzienkami. W pożywce obecna jest arginina do hodowli mykoplazm i mocznik do hodowli ureaplazm oraz czerwień fenolowa jako wskaźnik zmiany pH.

			

		

		
			
				Próbki kliniczne inokulowano do podłoża transpor-towego R1 zgodnie z instrukcjami producenta (Ryc. 1a), następnie przesiewano do zliofilizowanego podłoża wzrostowego R2 i otrzymaną zawiesinę przenoszono do studzienek na pasku diagnostycznym (Ryc. 1b). Próbki (pasek i pozostałość podłoża R1+R2) inkubowano w tem-peraturze 37°C i obserwowano zmiany barwy, spowodo-wane alkalizacją pożywki, od żółtego do czerwonego, po 24 i 48 godzinach inkubacji. Obecność M. hominis i Ure-aplasma spp. rozpoznawano na podstawie zmiany barwy podłoża w odpowiednich studzienkach (interpretacja wyniku – tabela 1 i 2). W tym etapie zebrano 100 próbek pozytywnych.

				Próby dodatnie w teście Mycoplasma IST2 (100 μl ho-dowli w podłożu R1+R2 w trzech powtórzeniach) prze-siewano na podłoże stałe A7 Mycoplasma Agar (bioMe-rieux) i inkubowano w 37°C w warunkach mikroaerofil-

			

		

		
			
				Rycina 1. Procedura wykrywania mykoplazm urogenitalnych z wykorzystaniem Mycoplasma IST 2.
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				Tabela 1. Odczyt i interpretacja wyników hodowli w podłożu płynnym R1+R2.

				
					Wynik ujemny

				

				
					Wynik dodatni

					(Ureaplasma spp. i/lub Mycoplasma hominis)

				

				
					Barwa bulionu

				

				
					żółta

				

				
					pomarańczowa do czerwonej

					Ureaplasma spp. – bulion klarowny

					M. hominis – możliwe słabe zmętnienie bulionu
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				nych. Wzrost kolonii oceniano mikroskopowo po 3 i 5 dniach inkubacji.

				W dalszej części badań, wszystkie próbki Mycoplasma IST2-pozytywne poddawane były analizie molekularnej, w oparciu o konwencjonalny PCR (Ryc. 1c). Izolację 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 dwóch etapach. W pierwszej kolejności w próbkach iden-tyfikowano rodzaje Mycoplasma i Ureaplasma wykorzystując startery celujące w sekwencje 16S rRNA. Następnie próbki z pozytywnymi wynikami dla rodzaju Ureaplasma analizo-wano pod kątem obecności U. urealyticum i U. parvum, a te pozytywne dla rodzaju Mycoplasma pod kątem obecności M. hominis i M. genitalium. Listę wykorzystanych starterów przedstawiono w tabeli 3. Skład reakcji PCR oraz warunki amplifikacji stosowano zgodnie z danymi literaturowymi [21-25]. Produkty PCR poddano elektroforezie w 2% żelu agarozowym i identyfikowano na podstawie wielkości prążka (na podstawie danych literaturowych – tabela 3).

				Wszystkie procedury przeprowadzone w tym badaniu były zgodne ze standardami etycznymi. Badanie to zosta-ło zatwierdzone przez komisję bioetyki przy Okręgowej Izbie Lekarskiej w Zielonej Górze (No. 22/104/2018).

				WYNIKI

				W pierwszym etapie pracy potwierdzono obecność mykoplazm urogenitalnych w 100 próbkach klinicznych 

			

		

		
			
				z wykorzystaniem zestawu Mycoplasma IST2, co stanowi 24,6%. W teście tym, we wszystkich analizowanych prób-kach, oznaczono jedynie Ureaplasma spp. Interpretacja wyniku hodowli IST2 potwierdziła obecność ureaplazm w próbach w ilości >104.

				Hodowla na agarze A7 była pozytywna dla 26 próbek. W przypadku 5 hodowli wyniku nie można było zin-terpretować, ze względu na obecność zanieczyszczeń i wzrost innych drobnoustrojów. Na podstawie charakte-rystycznej morfologii kolonii przypominającej „sadzone jajka” dla Mycoplasma spp. (Fot. 1) lub „jeżowce” dla Ure-aplasma spp. zidentyfikowano odpowiednio 20 i 6 izola-tów.

			

		

		
			
				Tabela 2. Odczyt i interpretacja wyników hodowli na pasku Mycoplasma IST2.

				
					Identyfikacja

				

				
					Uu

					>104

				

				
					Mh

					>104

				

				
					Antybiogram (mg/l)

				

				
					Studzienka

				

				
					kontrola

				

				
					Uu

				

				
					Mh

				

				
					DOT

				

				
					JOS

				

				
					OFL

				

				
					ERY

				

				
					TET

				

				
					CIP

				

				
					AZI

				

				
					CLA

				

				
					PRI

				

				
					Odczyt dodatni

				

				
					barwa pomarańczowa do czerwonej

				

				
					barwa czerwona

				

				
					barwa pomarańczowa do czerwonej

				

				
					Odczyt ujemny

				

				
					barwa żółta

				

				
					barwa żółta do pomarańczowej

				

				
					barwa żółta

				

			

		

		
			
				Tabela 3. Startery stosowane do wykrywania M. hominis, M. genitalium U. parvum i U. urealyticum metodą PCR.

				
					Specyficzność

				

				
					Starter

				

				
					Cel/ sekwencja

				

				
					Wielkość amplikonu (pz)

				

				
					Ref.

				

				
					Mycoplasma spp.

				

				
					GSO

					MGSO

				

				
					16S rRNA

					GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT

					TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC

				

				
					163 

				

				
					21

				

				
					Ureaplasma spp.

				

				
					UuF5’

					UuR5’

				

				
					16S rRNA

					TGGAGTTAAGTCGTAACAAG

					CTGAGATGTTTCACTTCACC

				

				
					559

				

				
					22

				

				
					M. hominis

				

				
					RNA H1

					RNA H2

				

				
					16S rRNA

					CAATGGCTAATGCCGGATACGC

					GGTACCGTCAGTCTGCAAT

				

				
					344 

				

				
					23

				

				
					M. genitalium

				

				
					MgPa-1

					MgPa-2

				

				
					Gen adhezyny

					AGTTGATGAAACCTTAACCCCTTGG

					GACCATCAAGGTATTTCTCAACAGC

				

				
					282

				

				
					24

				

				
					U. parvum

				

				
					UP063#1F

					UP063#1R

				

				
					Gen białka UP063

					TGCGGTGTTTGTGAACT

					TGATCAAACTGATATCGCAATTATAGA

				

				
					152

				

				
					25

				

				
					U. urealyticum

				

				
					UU127#1F

					UU127#1R

				

				
					Gen białka UU127

					GGATTTGTTAGATATCGTCAAGG 

					TCATCTTTTAAAGCTCCACATTATTAGT

				

				
					152

				

				
					25
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				Fotografia 1. Mycoplasma spp. izolowana na agarze A7.
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				W drugim etapie oceniano obecność mykoplazm uro-genitalnych w badanych próbkach z wykorzystaniem konwencjonalnej reakcji PCR. Amplifikacja potwierdziła obecność rodzaju Ureaplasma we wszystkich próbach oraz rodzaju Mycoplasma w 99/100 próbach. Analiza szcze-gółowa z wykorzystaniem starterów specyficznych dla gatunku potwierdziła obecność U. urealyticum w 41/100 próbach (41%) oraz U. parvum w 90/100 próbach (90%). M. hominis stwierdzono w 49/99 próbach (49,5%). W pozostałych 50 próbach PCR-pozytywnych dla rodzaju Mycoplasma nie zidentyfikowano gatunku. Wyniki pod-sumowano w tabeli 4. Współwystępowanie dwóch lub trzech różnych gatunków mykoplazm urogenitalnych wykazano w większości (99/100) próbek (Tab. 5).

				Porównanie wyników testu biochemicznego z wyko-rzystaniem zestawu Mycoplasma IST2, hodowli na aga-rze A7 oraz testu molekularnego PCR wskazuje na ich niezgodność. Zestaw komercyjny IST2 wykazał obecność w analizowanych próbach jedynie Ureaplasma spp., nie potwierdził natomiast obecności Mycoplasma spp. Ho-dowla na podłożu stałym A7 potwierdziła obecność obu rodzajów identyfikowanych drobnoustrojów, jednak ze znacznie niższą czułością. Badania molekularne potwier-dziły obecność rodzaju Mycoplasma w analizowanym ma-teriale (99/100), przy czym obecność gatunku M. hominis potwierdzono w prawie połowie prób (49,5%).

				DYSKUSJA

				Według danych literaturowych występowanie my-koplazm urogenitalnych zależy od wielu czynników tj. wiek, aktywność seksualna, poziom hormonów czy ciąża. Dlatego też rozkład stopnia nosicielstwa waha się w du-

			

		

		
			
				żym zakresie, w zależności od grupy badanej [26,27]. Na-sze wyniki, dotyczące kolonizacji Ureaplasma spp. 24,6% badanych kobiet, są zgodne z niektórymi autorami, któ-rzy wykazali podobny procent kolonizacji [28-30] oraz wynikami nielicznych badań prowadzonych w Polsce, które pokazują 29,8% przypadków Ureaplasma spp. u kobiet nie będących w ciąży z infekcją układu moczo--płciowego oraz 26,3% w przypadku kobiet w ciąży [31-32]. Z drugiej jednak strony jest wiele doniesień wyka-zujących poziom nosicielstwa rzędu 40–70% [33-36]. Tak duże rozbieżności danych potwierdzają, że na wynik analizy wpływ ma przede wszystkich wybór grupy ba-danej. Dane literaturowe, również te z Polski, dotyczące Mycoplasma spp., głównie M. hominis, mówią o stopniu kolonizacji na poziomie 7–27% [37-40]. Pokrywa się to z naszymi wynikami, jednakże w większości naszych prób (99%) wykazaliśmy współwystępowanie Mycoplasma spp. z Ureaplasma spp., co jest zjawiskiem powszechnym i już opisywanym w literaturze [41-44], jednak jak dotąd nie odnotowano tak wysokiego stopnia koinfekcji.

				Bezpośrednia detekcja mykoplazm urogenitalnych w próbkach klinicznych jest niemożliwa, ze względu na ich właściwości tj. małe rozmiary i brak ściany komórkowej. Za złoty standard w ich wykrywaniu uznawana jest cią-gle hodowla, jednak analiza DNA pozwala na identyfika-cję poszczególnych gatunków mykoplazm [45].

				Przeprowadzone badania wykazały, że wyniki detek-cji mykoplazm urogenitalnych z wykorzystaniem zesta-wu Mycoplasma IST2 (markery biochemiczne), hodowli na agarze A7 oraz PCR (stosując startery specyficzne dla gatunków z rodzaju Mycoplasma i Ureaplasma) są niezgod-ne. Hodowla w podłożu płynnym zestawu IST2 i na pod-łożu stałym, okazuje się mniej czuła i mało specyficzna. Komercyjny zestaw stosowany w szpitalnym laborato-rium diagnostycznym potwierdza obecność mykoplazm urogenitalnych w próbkach klinicznych, ale wyniki te nie korespondują w wynikami analiz genetycznych. Zestaw IST2 identyfikuje jedynie rodzaj Ureaplasma, jak jednak wskazuje analiza molekularna, na podłożu wykorzysty-wanym do identyfikacji wzrasta zarówno uznawany za patogenny U. urealyticum, jak również U. parvum, który nie jest uznawany za gatunek chorobotwórczy. Jak poka-zują nasze wyniki U. parvum jest identyfikowane metoda-mi molekularnymi znacznie częściej albo jako jedyny izo-lat w próbie, albo też współwystępuje on z U. urealyticum. Wyjaśnienie tego jest proste. U. urealyticum po raz pierw-szy wyizolowano w 1954 r., zaś rodzaj Ureaplasma ustano-wiono w 1974 r. Do roku 2002 U. urealyticum uważano za jedyny gatunek tego rodzaju, o którym wiadomo było, że może zakażać ludzi. W obrębie gatunku wyróżniono 14 serowarów, jednak analiza genetyczna i klasyfikacja na podstawie sekwencji genów 16S rRNA potwierdziły od-rębność części serowarów i tak serotypy 1, 3, 6 i 14 sklasy-fikowano jako nowy gatunek Ureaplasma parvum, podczas gdy U. urealyticum obejmuje pozostałe 10 serotypów [46]. Gatunki te jednak pod względem morfologii i fizjologii są nieodróżnialne, zatem test biochemiczny nie pozwala na przypisanie izolatu do gatunku, a jedynie do rodza-ju Ureaplasma, a jedyny sposób rozróżnienia gatunków to analiza genetyczna. Taki stan rzeczy wydaje się pro-

			

		

		
			
				Tabela 4. Porównaniu wyników hodowli i wyników PCR badanych prób.

				
					Gatunek

				

				
					IST2

				

				
					A7

				

				
					PCR

				

				
					U. urealyticum

				

				
					–

				

				
					–

				

				
					41

				

				
					U. parvum

				

				
					–

				

				
					–

				

				
					90

				

				
					Ureaplasma spp.

				

				
					100

				

				
					20

				

				
					100

				

				
					M. hominis

				

				
					0

				

				
					–

				

				
					49

				

				
					M. genitalium

				

				
					–

				

				
					–

				

				
					0

				

				
					Mycoplasma spp.

				

				
					–

				

				
					6

				

				
					99

				

			

		

		
			
				Tabela 5. Współwystępowanie mykoplazm urogenitalnych w badanych próbach.

				
					Gatunek

				

				
					Liczba (%) 

				

				
					U. parvum

				

				
					1 (1%)

				

				
					U. parvum + M. hominis

				

				
					24 (24%)

				

				
					U. urealyticum + M. hominis

				

				
					5 (5%)

				

				
					U. parvum + Mycoplasma spp.

				

				
					33 (33%)

				

				
					U. urealyticum + Mycoplasma spp.

				

				
					5 (5%)

				

				
					U. parvum + U. urealyticum + M. hominis

				

				
					20 (20%)

				

				
					U. parvum + U. urealyticum + Mycoplasma spp.

				

				
					12 (12%)

				

				
					Łącznie

				

				
					100 (100%)
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				blematyczny z klinicznego punktu widzenia, ponieważ w przypadku dodatniego wyniku testu biochemicznego nie wiadomo czy do czynienia mamy z kolonizacją czy już z zakażeniem. Rodzi się zatem pytanie czy pacjentki z dodatnim testem Ureaplasma spp. należy leczyć czy też u każdej takiej pacjentki powinno się potwierdzać obecność U. urealyticum w dodatkowym teście molekularnym?

				W przeprowadzonych analizach nie potwierdzono obecności M. genitalium, prawdopodobnie ze względu na dużą wrażliwość tego gatunku na warunki środowisko-we i jego zmniejszoną żywotność w hodowli. Zaskakują-ce są natomiast wyniki identyfikujące M. hominis. Zestaw Mycoplasma IST2 nie potwierdza obecności tego gatunku w analizowanych próbach, natomiast w 20 przypadkach wzrost Mycoplasma spp. zaobserwowano na podłożu stałym A7. Ich obecność potwierdziła także analiza ge-netyczna. Rodzaj Mycoplasma zidentyfikowano w 99/100 próbach, a gatunek M. hominis oznaczono w 49,5% tych prób. Rozbieżności wyników uzyskanych metodami ho-dowlanymi przypisać można, przynajmniej częściowo, ogólnie uznawanym trudnościom w hodowli i izolowa-niu mykoplazm, ale być może także istotny jest czas inku-bacji prób w przypadku zestawu Mycoplasma IST2 [47]. M. hominis jest gatunkiem, którego czas generacji wyno-sić może kilka godzin. Niewielka liczba komórek w ma-teriale klinicznym może skutkować wydłużonym czasem potrzebnym do osiągnięcia gęstości hodowli wpływającej na zmianę pH pożywki i tym samym widoczną zmianę jej zabarwienia. Zatem krótki czas inkubacji zestawu IST2 może wpływać na uzyskanie wyniku fałszywie ujemne-go. Małą liczbę prób dodatnich na podłożu stałym A7 tłumaczyć można natomiast tym, że próbki były na nie przesiewane dopiero z podłoża R1+R2 zestawu IST2, a nie bezpośrednio z materiału klinicznego, co mogło zna-cząco wpłynąć na żywotność mykoplazm. Rozważając przyczyny rozbieżności wyników hodowli i badań mo-lekularnych należy też brać pod uwagę fakt, że PCR wy-krywa obecność DNA w niewielkich ilościach, ale także DNA martwych organizmów oraz tylko jego fragmenty. W hodowli natomiast niezbędne są żywe komórki zdolne do podziałów, zatem zbyt mała ich liczba albo też brak ich zdolności do namnażania może dawać wynik ujemny w hodowli.

				Pomimo potwierdzenia obecności Mycoplasma spp. w prawie wszystkich próbach (99/100), w 50 przypad-kach nie udało się zidentyfikować gatunku. Świadczyć to może albo o zbyt małej specyficzności zastosowanych starterów PCR, albo obecności gatunku innego niż poszu-kiwane M. hominis i M. genitalium.

				Zwiększona czułość w wykrywaniu mykoplazm za pomocą PCR jest zgodna z literaturą [48-49], co nie jest zaskakujące, biorąc pod uwagę fakt, że mykoplazmy są organizmami pozbawionymi ściany komórkowej i bar-dzo wrażliwymi na warunki środowiskowe. Jak dotąd nie wykazano jednak tak dużej rozbieżności w ocenie obecności M. hominis metodami hodowlanymi i moleku-larnymi.

			

		

		
			
				Współwystępowanie kilku gatunków mykoplazm urogenitalnych w narządach moczo-płciowych ludzi jest powszechne jak wskazują np. Taylor-Robinson i Jensen (2010). W analizowanych próbkach test IST2 nie wyka-zał jednak tego zjawiska. Potwierdziły to dopiero anali-zy molekularne. PCR pokazał obecność Mycoplasma spp. wraz z U. parvum i/lub U. urealyticum w prawie wszyst-kich próbkach (99/100). Wyniki te są zgodne z danymi literaturowymi, jednak do tej pory nikt nie zgłosił obec-ności dwóch/ trzech różnych gatunków mykoplazm uro-genitalnych w tak dużej liczbie badanych prób.

				Zdolność do różnicowania mykoplazm i ureaplazm w próbkach klinicznych nadal stanowi wyzwanie dla dia-gnostów i badaczy. Rozróżnianie U. urealyticum i U. pa-rvum wydaje się szczególnie zasadne zakładając, że to ten pierwszy gatunek stanowi czynnik etiologiczny zakażeń układu moczo-płciowego. W związku z zaobserwowa-nym stanem rzeczy właściwe wydaje się stosowanie testu diagnostycznego opartego na hodowli jedynie w celach przesiewowych albo też łączenie metod hodowlanych i molekularnych w identyfikacji mykoplazm urogenital-nych oraz sprawdzanie pod katem ich obecności również prób ujemnych w hodowli, jeśli objawy kliniczne bada-nej pacjentki wskazują na możliwy udział drobnoustro-jów atypowych w infekcji. Uzasadniona byłaby też próba podjęcia opracowania metody potwierdzającej obecność mykoplazm w sposób pewny i niezawodny. Najbardziej właściwym wydaje się w tej sytuacji zastosowanie nowo-cześniejszych i czulszych technik molekularnych, takich jak Real-Time PCR, który daje również możliwość jedno-czesnego oceniania ilościowego materiału.
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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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Wykrywanie mykoplazm urogenitalnych w préobkach klinicznych

STRESZCZENIE

ykoplazmy urogenitalne to przedstawiciele rodzajéw Mycoplasma i Ureaplasnia,

Kktére s3 mikroorganizmami uznawanymi zaréwno za komensalne, jak i patogenne.
Ziotym standardem wykrywania ich w probkach klinicznych jest hodowla i identyfikacja
W oparciu o testy biochemiczne. Metoda ta jest jednak czasochlonna i malo 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. iominis, M. genitalium, U. paroum i U. urealyticun, z wykorzysta-
niem zar6wno metod biochemicznych, jak i molekularnych. Przedstawione wyniki po-
twierdzaja mala specyficznos¢ testow biochemicznych oraz wieksza skutecznosé detekeji
poszezegolnych gatunkéw z wykorzystaniem metod molekularnych.

WSTEP

Mikroorganizmy okreslane jako mykoplazmy to eubakterie klasy Molli-
cutes (rodzina Mycoplasmataceae, rodzaj Mycoplasma i Ureaplasma), najmmiej-
sze znane samoreplikujace sie organizmy. Wykazuja one charakterystycz-
ne cechy, takie jak brak sciany komoérkowej, rozmiar komérek w granicach
0,3-0,8 um oraz niewielki genom (0,58-2,20 Mb) [1,2]. Jak dotad zidentyfiko-
wano ok. 200 gatunkow mykoplazm, z ktérych 17 zwiazanych jest z czlowie-
Kiem. Kolonizuja one gléwnie blony éluzowe drég oddechowych i moczo-
—plciowych [3]. Dwa gatunki z rodzaju Mycoplasia - M. fiominis i M. genita-
linm oraz dwa z rodzaju Ureaplasma ~ UL paroun i U. urealyticum wehodza w
sklad mikrobioty pochwy i nazywane sq mykoplazmami genitalnymi (lub
urogenitalnymi). Ich obecnosc w biocenozie pochwy zalezy od wieku, pozio-
mu hormonow, aktywnosci seksualnej i ciazy [4]. Mykoplazmy genitalne sa
organizmami komensalnymi, jednak moga odgrywac wazna role w patologii
ukladu moczo-pleiowego. Najczesciej wlasciwosci chorobotwércze przypi-
suje sie Mycoplasma ominis i Ureaplasma urealyticum, pojawia sie jednak coraz
wiecej doniesieni na temat chorobotworczosei M. genitalium, a i rola U. pa-
roum nie jest do kotica jasna. Wiele wskazuje, ze mykoplazmy urogenitalne
zwiazane sa z przypadkami nieswoistych zapalen drog moczo-plciowych
. nierzezaczkowe zapalenie cewki moczowej (NGU). Bakterie te moga by¢
takie przyczyna powiklan, takich jak poronienie czy przedwezesny poréd,
ale r6wniez problemy z plodnoscia. Mozliwe jest takze zakazenie na drodze
wertykalnej, co prowadzi do infekji dolnych drog oddechowych lub zespo-
low zaburzen oddechowych u noworodkow [5,6].

Narzady rodne kobiet znacznie czesciej skolonizowane sa przez Urcapla-
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. iominis 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 probkach 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 komérki i brak sciany komérkowej uniemozliwia
bezposrednia diagnostyke z materialu Klinicznego, poprzez np. wykonanie
preparatu barwionego metoda Grama. Techniki hodowlane wymagaja zas
podlozy 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 probie badanej oraz jednoczesne okreslenie
ich lekowrazliwosci. Ta ostatnia cecha jest szczegolnie istotna ze wzgledu na
szeroka opornos¢ naturalna tych drobnoustrojow np. wobec antybiotykéw
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Sautor korespondujacy: s.andrzejezak-grzad-
ko@wnb.uzzgora.pl

Slowa Kluczowe: M. hominis, M. genitaliurm,
U. paroum, U. urealyticum, PCR, Mycoplasma
IST2

Skréty: AZI - azytromycyna; CIP - ciproflok-
sacyna; CLA - Klarytromycyna; DOT - doksy-
cyklina; ERY - erytromycyna, JOS - josamy-
cyna; OFL - ofloksacyna; Mh - Mycoplasma
hominis; PRI - pristinamycyna; TET - tetracy-
Klina; Uu - Ureaplasma spp.;

Podzigkowania: Badania te byly czeéciowo
wpierane przez Wojewddzki Fundusz Ochro-
ny Srodowiska i Gospodarki Wodnej w Zielo-
nej Gérze.
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