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SaZetak
Mycoplasma genitalium kao podcijenjen ili precijenjen uzro¢nik spolno prenosivih infekcija

Tian KoSar

Rod Mycoplasma ¢ini veliki broj vrsta koje kao komenzali ili patogeni zive na sluznicama
ljudi i zivotinja. Ova se skupina bakterija razlikuje od ostalih prokariota po odsutnosti stani¢ne
stijenke zbog ¢ega su svi pripadnici intrinzi¢no rezistentni na antibiotike koji blokiraju sintezu
peptidoglikana. Klini¢ki najvazniji predstavnici jesu Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma
genitalium te Mycoplasma hominis.

M. genitalium emergentni je patogen i danas poznati uzro¢nik spolno prenosivih infekcija.
Zbog reduciranoga genoma i znacajnih restrikcija u metabolizmu, ova se bakterija izrazito tesko
kultivira te izravno ovisi o domacinu kako bi prezivjela. Ona posjeduje nekoliko ¢imbenika
virulencije koji joj omogucéuju prilagodbu na parazitski nacin Zivota, od kojih je najvaznija

terminalna struktura s adhezinima.

Kao uzroé¢nik spolno prenosivih infekcija, M. genitalium prenosi se izravnim kontaktom
medu zarazenim sluznicama. Povecanu udestalost zaraze nalazimo u odredenim rizi¢nim
skupinama, dok je prevalencija u op¢oj populaciji niska. Naj¢es¢i sindromi koje ova mikoplazma
uzrokuje jesu negonokokni uretritis, cervicitis te upalna zdjeli¢na bolest, a perzistentna infekcija
moze dovesti i do neplodnosti u oba spola. Sve do razvoja molekularnih metoda, dijagnostika ove

bakterije bila je gotovo nemoguca.

Sindromsko lijecenje navedenih infekcija jednokratnom dozom azitromicina potaknulo je
selekciju sojeva rezistentnih na makrolid s njihovim ubrzanim §irenjem, posebice medu visoko
rizi¢nim populacijama. Stoga dolazi do povecane upotrebe moksifloksacina. Medutim, ubrzo je
prepoznat i gen za rezistenciju na fluorokinolone, a sve se ¢eSce biljezi i kombinirana rezistencija
na oba antibiotika. Zbog toga se javlja potreba za revizijom postojeéih terapijskih opcija, kao i
redovit nadzor nad rezistentnim sojevima u populaciji. U konacnici, ova bakterija trebala bi se
uvrstiti u dijagnosticki protokol za obradu najcescih infekcija, uz uvodenje obaveznog kontrolnog

testa za procjenu uspjesSnosti po zavrSetku lijecenja, kako bi suzbili daljnje Sirenje rezistencije.

Kljuéne rijeci: antimikrobna rezistencija, Mycoplasma genitalium, spolno prenosive infekcije



Summary

Mycoplasma genitalium as underestimated or overestimated cause of sexually transmitted
infections

Tian Kosar
The genus Mycoplasma comprises various species that live as commensals or pathogens
on the mucous membranes of humans and animals. Unlike other prokaryotes, these bacteria lack
the cell wall, making them intrinsically resistant to antibiotics that inhibit peptidoglycan synthesis.
Clinically significant representatives include Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma genitalium,
and Mycoplasma hominis.

M. genitalium is an emerging pathogen and a known cause of sexually transmitted
infections. Due to its reduced genome and significant metabolic restrictions, it directly depends on
the host for its survival, but cultivating this bacterium is extremely challenging. Several virulence
factors enable it to adapt to a parasitic way of life, with the terminal organelle being the most

important among them.

As a sexually transmitted infection, M. genitalium spreads through direct contact between
the infected mucous membranes. Increased infection rates are found in certain high-risk groups,
while the prevalence in the general population is low. The most common syndromes caused by
this mycoplasma are non-gonococcal urethritis, cervicitis, and pelvic inflammatory disease,
whereas persistent infection can lead to infertility in both sexes. Molecular diagnostic methods

revolutionized the detection of this bacterium, which was previously exceedingly challenging.

A single dose of azithromycin used as a syndromic treatment has led to the selection and
rapid spread of macrolide-resistant strains, particularly among the high-risk populations,
consequently increasing the use of moxifloxacin. However, the emergence of fluoroquinolone
resistance genes has been recognised, and combined resistance to both antibiotics is being reported
as well. Therefore, existing therapeutic options should be reevaluated and regular surveillance of
resistant strains in the population should be implemented. Ultimately, this bacterium should be
included in the diagnostic protocol for the management of common infections, along with the
introduction of mandatory test of cure to assess treatment success to curb further spread of

resistance.

Key words: antimicrobial resistance, Mycoplasma genitalium, sexually transmitted infections



1. Uvod

Rod Mycoplasma, iz porodice Mycoplasmataceae, obuhvaca brojne vrste bakterija koje su
prepoznate kao komenzali ili patogeni u ljudi i zivotinja. U ¢ovjeka, ove bakterije obi¢no obitavaju
na sluznicama usne Supljine i genitourinarnoga sustava. Uz srodne ureaplazme, za klini¢ku je
medicinu danas vazno pet vrsta za koje se zna da mogu uzrokovati infekcije: Mycoplasma
pneumoniae, Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium, Ureaplasma parvum te Ureaplasma

urealyticum (1).

Zarazliku od ostalih bakterija, pripadnici ove porodice ne sadrze stani¢nu stijenku. Uz to,
citoplazmatska im membrana sadrzi visok udio sterola. Zahvaljuju¢i dvjema navedenim
osobinama, ove su bakterije posebnost prokariotskoga svijeta. Nadalje, odsutnost stani¢ne stijenke
donijelo im je odredene karakteristike koje im omogucavaju prezivljavanje i prilagodbu na
parazitski nacin zivota. TO je u prvom redu intrinzi¢na otpornost na antibiotike koji inhibiraju
sintezu peptidoglikana, kao $to su B-laktami i glikopeptidni antibiotici. Vaznost otpornosti na
navedene skupine antimikrobnih lijekova je u tome $to su to skupine antibiotika koje sadrze najvise

lijekova, kao i ¢injenica da su ti lijekovi medu najcesce koristenim antibioticima (1).

Budu¢i da nemaju stani¢ne stijenke, mikoplazme se ne mogu Kklasificirati bojanjem po
Gramu. Isto tako, zbog odsutnosti stijenke, stanice pokazuju znacajan pleomorfizam sto
onemogucava morfolosku podjelu bakterija. Medutim, sekvenciranje i analiza 16S rRNA
pokazala je kako se ovaj rod bakterija razvio iz zajedni¢kog gram pozitivnoga pretka. Prema tome
je postavljena teorija redukcijske evolucije $to znaci da se razvojem novih vrsta bakterijski
kromosom smanjivao i tako postepeno gubio gene, kao one za sintezu stanicne stijenke, $to je

razlog zaSto danas neke mikoplazme imaju toliko reducirani genom (2).

Mikoplazme su najmanje poznate bakterije sposobne za izvanstani¢ni zivot, s veli¢inom
stanice slicnom najveé¢im virusima. Zbog te veli¢ine, ali i moguénosti promjene oblika, ove
bakterije s lako¢om prolaze kroz pore raznih bakterioloskih filtera. Upravo je to glavni razlog zbog
¢ega su one i medu najée$¢im uzro¢nicima kontaminacije stani¢nih kultura u laboratorijima (1-3).
Problem kontaminacije stani¢nih kultura mikoplazmama dodatno je otezan ¢injenicom da se ove
bakterije tesko dokazuju. lako danas postoje razne molekularne metode za dokazivanje

nukleinskih kiselina, zlatnim se standardom i dalje smatra kultivacija na agaru. Za neke vrste to ne



predstavlja znacajan izazov, medutim postoje i one koje za rast u kulturi zahtijevaju posebne
uvjete, pa ¢ak i tada otezano i usporeno rastu. Drugi problem kod kontaminacije mikoplazmama
je mogucénost njihove eradikacije. Jedan je pristup takvom dogadaju unistavanje zarazenih kultura,
a drugi je primjena antimikrobnih sredstava (3). Vec¢ je receno kako su ove bakterije intrinzi¢no
otporne na odredene skupine antibiotika, medutim neke vrste imaju i sposobnost brzog razvoja
rezistencije na navedena sredstva, $to znacajno otezava dekontaminaciju stani¢nih kultura i
eradikaciju bakterija. No ta sposobnost nije rezervirana samo za sojeve koji dovode do
laboratorijske kontaminacije, ve¢ Ovakav ubrzani razvoj i §irenje rezistencije imaju ozbiljne
posljedice 1 u klinickom radu te vazne implikacije na terapijske opcije za tretiranje

mikoplazmatskih infekcija (1).



2. Mycoplasma genitalium

2.1. Osnovne osobine bakterije

Mycoplasma genitalium (M. genitalium) fakultativni je anaerob te poznati uzro¢nik spolno
prenosivih infekcija u ljudi. Ova je bakterija prvi put izolirana 1981. godine iz uretralnih obrisaka
dvojice muskaraca s negonokoknim uretritisom (NGU, eng. nongonococcal urethritis) i ve¢ je tada
potvrdeno, temeljem zajednickih osobina, da se radi o mikoplazmama. Medutim, daljnjom
analizom uzoraka otkriveno je kako ove bakterije ne reagiraju s protutijelima razvijenima za
otkrivanje ve¢ poznatih pripadnika ovoga roda (4). Stoga je utvrdeno da se radi 0 novootkrivenoj
vrsti koja naseljava genitourinarni trakt, a koja ¢e s vremenom biti prepoznata kao jedan od

najznacajnijih uzroc¢nika spolno prenosivih bolesti.

Kao ni ostali pripadnici porodice Mycoplasmataceae, ni M. genitalium ne posjeduje
stani¢nu stijenku. To za posljedicu ima raznolikost oblika medu razli¢itim vrstama. Ono $to
obiljezava M. genitalium jest postojanje terminalne strukture, posebnog kompleksa proteina na
jednom kraju stanice. Zahvaljujuéi tome, bakterije ove vrste poprimaju neuobicajen izgled poput
boce. Iako nije specifi¢na za jednu vrstu, terminalna struktura predstavlja jedan od najvaznijih
¢imbenika patogenosti za ovu bakteriju buduci da joj omogucava pokretljivost, ali i prianjanje na

epitelne stanice genitourinarnoga trakta (5).

Genom M. genitalium sadrzi svega 580 kb te se tako smatra najmanjim genomom u
bakterija koje se mogu samostalno razmnozavati (6). U njemu postoji oko 470 gena koji su kljuéni
za njezino prezivljavanje. Medutim, redukcija u veliini genetskog materijala dovela je do
znacajnih restrikcija metabolizma. Upravo je to jedan od razloga zbog kojih se ova bakterija tesko
uzgaja na hranjivim podlogama, a kako joj nedostaju gotovo svi vazni enzimi za sintezu
aminokiselina, de novo sintezu nukleinskih kiselina te biosintezu masnih kiselina, M. genitalium

ovisi o svojem domacinu kako bi prezivjela (5).



2.2. Epidemiologija

Zahvaljuju¢i otezanoj kultivaciji na hranjivim medijima, detekcija M. genitalium u
uzorcima nije bila jednostavna. Stoga, epidemioloska istrazivanja tek su postala moguca, I
znaajno su olaksSana, uvodenjem testova zasnovanih na metodama umnaZanja nukleinskih
kiselina (NAATS, eng. nucleic acid amplification tests) (7). Isto tako, koristenje molekularnih
metoda detekcije bakterija u uzorku omogucéilo je i jednostavnije uzorkovanje pa je zato analiza
obrisaka uretre muskaraca zamijenjena analizom sedimenta prvog mlaza urina (8). Usprkos tome,
istrazivanja ucestalosti ove bakterije u opc¢oj populaciji su rijetkost, a vecinu ispitanika ¢ine
simptomatski slucajevi koji se testiraju na spolno prenosive bolesti ili osobe pod poveéanim
rizikom. Kako je poznavanje ucéestalosti uzro¢nika u populaciji vazno radi prepoznavanja potrebe
i opravdanosti rutinskih skrining pregleda, posebice medu rizi¢nim skupinama, Baumann i sur. (9)
proveli su sustavni pregled literature i meta-analizu prevalencije M. genitalium za razli¢ite
populacijske skupine. Prema tim podacima, prevalencija u opc¢oj populaciji visoko razvijenih
zemalja iznosi 1,3%, dok je za nize razvijene 3,9%, a podjednaka je u oba spola. Istrazivanja na
klinickim uzorcima pokazuju veéu prevalenciju od opée populacije, iako rezultati nisu toliko
konzistentni (9,10). Prema rezultatima, ucestalost M. genitalium kod muskaraca s NGU varira od
15% do 25% (7,11).

Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj infekcije slini su kao i za ostale spolno prenosive bolesti. Na
prvome mjestu to su ucestalo mijenjanje partnera, mlada zivotna dob, rano stupanje u spolne
odnose te seropozitivitet na virus humane imunodeficijencije (HIV, eng. human
immunodeficiency virus), a kao rizi¢ne skupine posebno se izdvajaju muskarci koji imaju spolne
odnose s muskarcima (MSM, eng. men who have sex with men) i seksualni radnici (CSW, eng.
commercial sex workers). Od navedenih, najjatu povezanost pokazuje ucestalo mijenjanje
partnera, posebice ukoliko ih je osoba imala vise od 3 u zadnjih 6 mjeseci (12). Sljedeca je zivotna
dob mlada od 30 godina u kojima je prevalencija M. genitalium najvec¢a (9,11). HIV status je
jednako tako povezan s povecanim rizikom infekcije (13,14) te prevalencija raste i do 10,8% u
HIV pozitivnih medu MSM populacijom (13), s dvostruko ve¢im rizikom za razvoj infekcije
(14,15). Medu HIV negativnhom MSM populacijom, prevalencija u visoko razvijenim zemljama
iznosi 3,7% (12), a ¢ak 16% medu zenama koje rade kao CSW (12,15). Kao vazni zastitni
¢imbenici, za muskarce se navodi stupanje u spolne odnose nakon 18. godine, a za zene stabilna

veza s jednim partnerom duza od godinu dana (12). Medutim, upotreba kondoma, kao najcesci
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oblik protekcije od spolno prenosivih bolesti, nije pokazala zna¢ajnu uéinkovitost u zastiti od M.

genitalium infekcije (12).

Epidemioloske studije incidencije i prevalencije infekcije uzrokovane bakterijom M.
genitalium za hrvatsku su populaciju rijetke. Podatci o ucestalosti za opéu populaciju ne postoje,
a istrazivanja koja postoje, provedena su veéinom na simptomatskim slucajevima. Tako je
prevalencija 2,3-6,5% u muskaraca sa simptomima NGU-a (8,16) te 1,4% u neplodnih muskaraca
(17). Kod zena je istrazivanje provedeno na cervikalnim brisevima dobivenih od asimptomatskih
sluGajeva za vrijeme prenatalne obrade kod primarnih ginekologa, a M. genitalium detektirana je
u 2,2% slucaja, no u svim je slucajevima otkrivena i bakterija Chlamydia trachomatis (C.
trachomatis) (18).

Na temelju ovako niske prevalencije u opcoj populaciji, uvodenje rutinskih skrining
testiranja u skupinama s niskim rizikom infekcije za sada nije opravdana. Medutim, probir bi
trebalo provoditi u visoko rizi¢nih skupina, kao $to su simptomatske osobe ili osobe s vec
prepoznatom infekcijom drugim uzroénikom, a zbog mogucih koinfekcija, s ciljem adekvatnog

lijeenja, sprecavanja komplikacija i smanjenja razvoja antimikrobne rezistencije (7,9,18-21).

2.3. Patogeneza

Iako je prvi puta izolirana iz obrisaka uretre dvojice muskarca u 1981., proslo je skoro 10
godina dok se nisu razvile pouzdane metode detekcije M. genitalium kako bi se mogla potvrditi
uzro¢nikom spolno prenosivih bolesti (7). Danas se zna da je njezina veza s razvojem infekcije
genitourinarnoga sustava neupitna, medutim nacin na koji infekciju uzrokuje i dalje nije u
potpunosti razja$njen. Posebno je zanimljiva ¢injenica kako uspijeva uspostaviti zarazu usprkos
malom genomu 1 ograniC¢enom metabolizmu. Unato¢ tomu, razvila je nekoliko ¢imbenika
virulencije koji joj omogucuju prezivljenje, izbjegavanje imunoloskog sustava domacina, pa cak i
uspostavu perzistentne infekcije (15,19). Najznacajniji Cimbenici su sposobnost adhezije,

antigenska varijacija, sinteza enzima te fakultativna unutarstani¢na lokalizacija (22,23).

Adhezija za stanice genitourinarnoga sustava temeljna je sposobnost mikoplazme te
primarni faktor za uspostavu zaraze. Ovaj je proces posredovan proteinima, od kojih se vecina

nalazi na terminalnoj strukturi, sto pokazuje koliko vaznu ulogu taj dio stanice igra u patogenezi.



Upravo je i na njoj najveca koncentracija dva najvaznija adhezina, P140 (MgPa) i P110 (MgPc)
(slika 1). Uloga je proteina P140 vezanje za stani¢ne receptore, dok P110 tu vezu dodatno
stabilizira (23). Medutim, receptori koji vezu adhezine jo$ uvijek nam nisu poznati, iako
istrazivanja pokazuju nekoliko mogucéih kandidata, kao $to su ciklofilin A (24,25) i histon H2B
(26). Uz navedene, posebno treba istaknuti i proteine gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu
(GAPDH, eng. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) i piruvat dehidrogenazu (PDH, eng.
pyruvate dehydrogenase) koje izrazava na svojoj stanicnoj membrani. lako su ti proteini iznimno
vazni u metabolizmu stanice, u istrazivanjima na mikoplazmi je prepoznato kako oni imaju
moguénost vezanja za mucin (27) Sto bakteriji moze predstavljati alternativni nac¢in adhezije koja
nije posredovana terminalnom strukturom. Ovakva sposobnost promjene funkcije proteina ovisno
0 njihovoj lokalizaciji u stanici pokazuje kako M. genitalium maksimalno iskoristava svoj

ograni¢eni genom u svrhu povecanja patogenosti i prezivljenja (23).
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Slika 1. Proteini stanicne membrane M. genitalium. Prema: Yueyue (2022)



Osim adhezije, P140/P110 kompleks mikoplazmi omoguéava dodatna svojstva kojima
izbjegava imunoloski sustav, a to su pokretljivost te ulazak u stanice domacina (5,7,23).
Pokretljivost je u mikoplazmama kompleksan proces ¢iji mehanizam i dalje nije u potpunosti
objasnjen. Stanica mikoplazma ne sadrzava bic¢eve ni srodne organele koje omogucuju pokretanje
pa se smatra da veliku ulogu u tom procesu ima terminalna struktura s adhezinima i posebno
organiziranim podleZe¢im citoskeletom (23,28,29). P140/P110 kompleks vazan je jer posreduje
hvatanje, vezanje i otpusStanje bakterijske stanice kretnjama nalik stonozi (5,23,28), a $to joj
omogucava klizanje i penetraciju kroz mukozni sloj do epitelnih stanica. Osim toga, taj kompleks
omogucava internalizaciju bakterije u stanice domacina (7,30). lako se prije vjerovalo da je M.
genitalium lokalizirana isklju¢ivo ekstracelularno na sluznicama te da su njena citotoksi¢na
svojstva posredovana aktivacijom imunoloskog sustava, danas se zna da je ulazak u epitelne
stanice jedan od vaznih ¢imbenika virulencije. Po ulasku u stanicu, mikoplazma se tipi¢no
lokalizira perinuklearno, ali postoje i dokazi kako moze prodrijeti u samu jezgru gdje uzrokuje
degradaciju stani¢ne DNA i tako potic¢e morfoloske promjene nalik apoptozi (23,30). Naime, M.
genitalium na svojoj membrani izrazava protein MG186 koji ima funkciju nukleaze ovisne o
kalcijevim ionima (31). lako je jedan od rijetkih enzima koje bakterija sintetizira, navedena joj je
nukleaza od iznimne vaznosti za prezivljenje buduci da procesom razgradnje nukleinskih kiselina
dobiva vrijedne supstrate potrebne za sintezu vlastitog genoma. Takoder, cijepanjem nukleinskih
kiselina omogucena joj je razgradnja neutrofilnih izvanstani¢nih zamki (NETS, eng. neutrophil
extracellular traps), posebnih struktura nalik mrezama koju ¢ini stani¢cna DNA, a u koju su ulozeni
razli¢iti peptidi i proteini koji pokazuju antimikrobnu aktivnost (32). NETs-ove lu¢e neutrofili u
svrhu obrane od izvanstani¢nih patogena, a mogucnost razgradnje DNA komponente ovih
struktura omogucava mikoplazmi da izbjegne imunoloski odgovor ¢ime povecava vlastitu
patogenost (23,31,32). Uz sve navedeno, intracelularna lokalizacija takoder je poznati mehanizam
izbjegavanja domacinova imunoloskog sustava, kao 1 zastita od djelovanja antibiotika, a dodatno

omogucava uspostavljanje perzistentne infekcije koja je kod mikoplazmi opisana (7,23,33).

Vezanje bakterija na epitelne stanice genitourinarnoga trakta poti¢e lucenje raznih
proupalnih citokina koji zapoc¢inju snazni imunoloski odgovor (33). Budu¢i da do sada nisu
otkriveni specifi¢ni toksini ili ¢imbenici virulencije koje mikoplazme luce (5), primarnim
pokretacima tog odgovora smatraju se lipoproteini koje bakterije izraZzavaju na svojim

membranama. Ti lipoproteini imaju mogucnost aktivacije NF-kB signalnoga puta vezuéi se za
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receptore nalik na Toll 2 i 6 (TLR, eng. Toll-like receptors), a kona¢ni odgovor je lucenje
interleukina 6, 7 i 8, ¢cimbenika stimulacije granulocita-makrofaga (GM-CSF, eng. granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor) te ¢imbenika koji privlac¢i monocite (MCP-1, eng.
monocyte chemoattractant protein-1) (33,34). Kao posljedica toga, dolazi do mobilizacije stanica
imunoloskog sustava, u prvom redu polimorfonuklearnih leukocita i makrofaga, u svrhu obrane
domacina, a ujedno, i ta snazna proupalna reakcija navedenih imunoloskih stanica dovodi do
destrukcije zdravoga tkiva (7,33). U daljnjem tijeku infekcije razvijaju se protutijela klase IgA i
IgG na glavne adhezine stanicne membrane koja sprec¢avaju adheziju, onemogucuju pokretanje
bakterije te pojacavaju opsonizaciju (5,35). Medutim, M. genitalium razvila je sposobnost
smanjenja u¢inka protutijela procesom antigenske varijacije koja pogada upravo adhezine P140 i
P110 kao najimunogenicnije dijelove stanice (23,36). Homolognom rekombinacijom specifi¢nih
DNA sekvenci dolazi do promjene slijeda nukleotida, a time i do promjene antigenske strukture
adhezina. Posljedica toga je smanjenje specifi¢nosti i avidnosti ve¢ stvorenih protutijela uz gubitak
njihove obrambene funkcije. Nadalje, osim promjena antigenske strukture, u mikoplazmi spontano
dolazi i do fazne varijacije u kojoj se smanjuje izrazaj navedenih adhezina (37). lako takvo svojstvo
umanjuje djelovanje humoralne imunosti, gubitkom adhezina smanjuje se i moguénost prianjanja
za epitelne stanice, kretanja i internalizacije u stanice domacina (23,30). Ovakav gubitak adhezina
moze biti i povoljno svojstvo jer bakteriji omogucava brzo oslobadanje od epitelnih stanica i lakse
Sirenje, bilo na udaljenije mjesto istoga domacina ili na drugog domacina, a ukoliko je lokalizirana
intracelularno, sluzi kao mehanizam o¢uvanja energije i supstrata buduci da se ne trose na sintezu
ovih proteina (37). U konacnici, obranu od humoralne imunosti, osim ve¢ spomenute
unutarstanicne lokalizacije, mikoplazmi omoguéava i kompleks proteina M (MG281) i Duf3.
Protein M je pokazao posebnu sposobnost vezanja i A i k lanaca imunoglobulina, dok funkcija
Duf3 i dalje nije do kraja objaSnjena (38). Medutim, primarna mu je struktura nalik MIP proteinu
iz MIB-MIP kompleksa srodnih ureaplazma, a koji ima funkciju proteaze koja cijepa
imunoglobuline klase G (39). Zbog navedenoga se vjeruje kako su i proteini M i Duf3 vazni u
izbjegavanju imunoloskog odgovora jer stvaraju kompleks koji moZe uniStavati domacinova

protutijela (23).

Osim navedenih, u mikoplazmi je prepoznat jos jedan zanimljivi ¢imbenik koji moze
doprinijeti izbjegavanju imunoloSskog odgovora — biofilm. Biofilm je sloZena zajednica bakterija

vezana za neku povrSinu supstrata i ukomponirana u posebno strukturiran izvanstani¢ni matriks
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koje same luce. Ovakav oblik organizacije omogucava im opstanak buduci da su zasti¢ene od
negativnih utjecaja okoliSa, posebice antibiotika, a omogucava im i periodicko otpustanje
planktonskih formi ¢ime se poti¢e daljnje Sirenje kroz organizam domacina. U M. genitalium
pronaden je poli-N-acetilglukozamin kao ekstracelularna polimerna tvar koja podrzava formiranje
biofilma, uocena je promjena fenotipa bakterija tipicna za navedenu strukturu te je opisana
poja¢ana otpornost na antibiotike kod formiranog biofilma (40). lako je navedeno za sada
dokazano in vitro, vazno je razmisljati o moguénosti razvoja biofilma kao jednom od mehanizama

uspostave perzistentnih infekcija, ali i mehanizma razvoja antimikrobne rezistencije.



3. Mycoplasma genitalium kao uzro¢nik spolno prenosivih infekcija

3.1. Putevi prijenosa

Analiza uzoraka prvog mlaza urina (FVU, eng. first-void urine) te cervikalnih i uretralnih
obrisaka lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR, eng. polymerase chain reaction) pokazala je
podudarnost u DNA sekvenci izmedu parova zarazenih M. genitalium. Time je potvrdeno da se
bakterija prenosi spolnim putem — izravnim kontaktom izmedu sluznica genitourinarnoga trakta
(19,20,41). Nadalje, mikoplazma je izolirana i iz obrisaka rektuma $to ukazuje na ¢injenicu da se
prenosi i analnim spolnim odnosom (10,42,43), dok se prijenos oralnim spolnim odnosom smatra
malo vjerojatnim (20,43). Uz izravni kontakt, zanimljiv nacin prijenosa je i putem ejakulata gdje
se bakterija veze za spermije. U tom slucaju, oni sluze kao vektori koji mikoplazmu prenose u
gornje dijelove zenskog spolnog sustava, a bakterija tamo zatim uspostavlja infekciju (44). U
konacnici, vertikalni prijenos s majke na dijete do sada nije bio istrazen, ali prijavljeni su slucajevi

zaraze novorodenceta ovom mikoplazmom (45,46).

3.2. Infekcije u muskaraca

3.2.1. Negonokokni uretritis

Mikoplazmatska infekcija u muskaraca najcescée se prezentira slikom akutnog uretritisa. U
70% slucajeva, infekcija je simptomatska (47), a vodeci su simptomi uretralni iscjedak i disurija
ili kombinacija navedenih simptoma, bez uéestalog nagona za mokrenjem. Medutim, sindrom
uretritisa u muSkaraca moze uzrokovati velik broj mikroorganizama, kako bakterijskih, tako i
virusnih ili parazitskih, a razlikovanje uzro¢nika po klini¢koj slici nije moguce zbog
nespecifi¢nosti simptoma. lako neka istrazivanja pokazuju da je povezanost izmedu veceg broja
partnera i pojave klamidijskog NGU-a vec¢a nego u mikoplazmatskog uretritisa te da je period
izmedu zadnjeg spolnog odnosa i pojave Ssimptoma gotovo pet puta krac¢i kod klamidijske
infekcije, ovi ¢imbenici nemaju dovoljno dokaza da bi se mogli Koristiti u klini¢koj praksi pri
postavljanju sumnje na infekciju M. genitalium (48,49). Stoga se za lijeenje uretritisa i dalje

primjenjuje sindromski pristup.
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Osim akutnog uretritisa, M. genitalium prepoznata je i kao uzro¢nik perzistentnih i
rekurentnih infekcija (7,19). U istrazivanju Wikstrdma i Jensena (50), ¢ak 40% muskaraca
pokazalo je perzistentni uretritis nakon lije¢enja doksiciklinom. To¢an mehanizam uspostave
takvih infekcija u mikoplazme nije jasan, ali zbog navedenoga, smjernice preporuc¢aju ponovno

testiranje pacijenata u svrhu procjene uspjesnosti antimikrobnog lije¢enja (20).

Kao i kod veéine ostalih spolno prenosivih infekcija, i kod zaraze mikoplazmom smjernice
nalazu testiranje te eventualno lije¢enje trenutnih partnera kako bismo onemoguéili reinfekciju

medu partnerima, sprijecili komplikacije i smanjili moguénost daljnjeg Sirenja zaraze (20,49).

3.2.2. Ostale infekcije genitourinarnoga sustava

lako je uloga M. genitalium u razvoju uretritisa definitivno potvrdena, mogucénost
uspostave infekcija ostalih sijela nije jasna. Medutim, razvoj perzistentne infekcije povecava
vjerojatnost ascendentnog Sirenja bakterije i uspostave zaraze i u drugim dijelovima
genitourinarnoga sustava. Tako je mikoplazma pronadena u ejakulatu, bioptatu te eksprimatu
prostate muskaraca sa simptomima kroni¢nog prostatitisa (51-53), a ucestalost je dodatno bila
povecéana u pacijenata koji su prethodno lijeceni empirijskom antimikrobnom terapijom za uretritis
(52). Uz prostatitis, M. genitalium bila je dokazana i u balanopostitisu, ¢ak i bez simptoma akutnog
uretritisa, te u akutnom epididimitisu, medutim ¢esto uz koinfekciju klamidijom (54,55). lako
nemamo potpune dokaze o mikoplazmi kao jasnom uzro¢niku navedenih infekcija, mogucnost
Sirenje U navedena sijela ipak postoji pa upravo zbog te ¢injenice za pravilnu eradikaciju uzro¢nika

trebalo bi koristiti etiolosko lijeCenje ¢ime bismo pravovremeno prevenirali ascendentno Sirenje.

3.3. Infekcije u Zena

3.3.1. Infekcije u donjem genitalnom sustavu

Za razliku od infekcija u muskaraca koje su vecinom simptomatske, infekcije M.
genitalium u Zena nisu pracene simptomima u 40% do 75% slucajeva (56,57). Ukoliko se jave,
najéeSce prijavljeni simptomi su promijenjen i pojacan vaginalni iscjedak, bolovi u donjem dijelu

abdomena te postkoitalno krvarenje (58), a tipi¢ni su znakovi purulentni eksudat endocervikalnoga
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kanala pri inspekciji i kontaktno cervikalno krvarenje (59). Ove promjene upucuju na infekciju
cerviksa, §to je ujedno i pandan uretritisu u muskaraca. lako postoje i prijave simptoma uretritisa
I cistitisa, kao dizuri¢ne tegobe i1 urgencija, infekcija mokracne cijevi i mokraénog mjehura ovom

mikoplazmom nije dovoljno istrazena da bismo je mogli navesti kao uzro¢nika (7,20).

Kao i kod uretritisa u muskaraca, i simptomi Su cervicitisa kod Zena jednako nespecifi¢ni.
Kad se usporeduju klamidijska i mikoplazmatska infekcija, prijavljuju se jednaki simptomi, iako
kod mikoplazmi s manjom ucestalo$¢u. Jedini simptom koji je znacajne bio vezan uz cervicitis
uzrokovan M. genitalium je postkoitalno krvarenje (58), medutim ta veza nije toliko snazna da
bismo pomoc¢u njega mogli posumnjati na uzroc¢nika infekcije. Zbog navedenoga je bitno
razmisljati i o ovoj bakteriji kao moguéem etiolosSkom ¢imbeniku kod cervicitisa, a u svrhu

pravodobnog lije¢enja i sprecavanja komplikacija.

S druge strane, moguc¢nost izazivanja vaginitisa kod M. genitalium i dalje nije prepoznata.
Nekoliko je istrazivanja pokazalo korelaciju izmedu bakterijske vaginoze i izolacije bakterije, no
potvrde kauzalnosti jo§ nemamo (60-62). Medutim, veza je izmedu srodne M. hominis i vaginoze
potvrdena (62), a i M. genitalium je in vitro pokazala mogué¢nost adhezije i poticanja upale u
stanicama vaginalne sluznice (33). Stoga moguénost izazivanja ovoga sindroma ne mozemo sa

sigurno$¢u odbaciti.

3.3.2. Infekcije u gornjem genitalnom sustavu

Upalna zdjeli¢na bolest (PID, eng. pelvic inflammatory disease) skupni je naziv za niz
entiteta koji obuhvaca infekcije gornjih dijelova Zenskog spolnog sustava. Infekcije se mogu
prezentirati akutnim endometritisom, salpingitisom, tuboovarijskim apscesom te zdjelicnim
peritonitisom, a obi¢no su posljedica izravnog Sirenja bakterije iz donjih dijelova genitalnog
sustava (slika 2) (59). PID je potencijalno zivotno ugrozavajuce stanje S mogucim teskim
komplikacijama kao $to su kroni¢na zdjeli¢na bolest, oziljkivanje jajovoda te njegova opstrukcija,
Sto dovodi do poteskoca sa zacecem ili povecanog rizika od ektopi¢ne trudnoce. Iako je tipi¢no
vezan uz bakterije C. trachomatis ili Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae), infekcije su ¢esto
polimikrobne $to otezava samo lijecenje. Stoga je dokazivanje M. genitalium kao etioloskog
uzro¢nika PID-a tesko. Medutim, ova bakterija izolirana je iz uzoraka zena s endometritisom i

akutnim salpingitisom $to u¢vrscuje njezinu vezu s PID-om (58,63,64). Problem je $to, u odnosu
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na Kklamidijsku infekciju, kod zaraze ovom mikoplazmom upalni parametri nisu znaéajno
promijenjeni, a sami simptomi su blagi i nespecifi¢ni (65), od kojih su bolovi u donjem dijelu
abdomena najcesci (58). Zbog ovoga PID moze ostati neprepoznat, a odgadanje lijeCenja povecava
rizik od razvoja ve¢ navedenih teskih komplikacija. Upravo je zbog toga vazno dodatno istraziti

nacine kojima bi se dijagnosticiranje olaksalo i povecalo otkrivanje ovoga uzro¢nika.
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Slika 2. Sirenje M. genitalium kroz reproduktivni sustav Zene. Prema: Yu (2023)

3.4. Ekstragenitalne infekcije

Proktitis je upalni sindrom sluznice rektuma i/ili analnoga kanala razlicitih etiologija.
Infektivni proktitis moze biti spolno prenosiva bolest koja nastaje u kontaktu izmedu zarazenih
sluznica za vrijeme nezasticenih spolnih odnosa. Najces¢i bakterijski uzrocnici jesu C.
trachomatis, N. gonorrhoeae te Treponema pallidum, medutim i ova mikoplazma izolirana je iz
rektalnih uzoraka kako simptomatskih, tako i asimptomatskih osoba (66,67). lako je prevalencija
najées¢a medu MSM populacijom (67), M. genitalium prepoznata je i kao moguci etioloski
¢imbenik proktitisa u zena, gdje Se o0sim spolnim putem, bakterija moze prenijeti
autoinokulacijom, §to je prepoznato i za druge patogene (42). Simptomi infekcije koji se javljaju
uobicajeni su i nespecifi¢ni — bol u anorektalnom podrucju, sukrvavi ili mukopurulentni iscjedak,

konstipacija i tenezmi (68), no kao i za prethodno navedene sindrome, i kod ovoga su tegobe slabije
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izrazene kad se usporede s ostalim uzro¢nicima (69). Isto tako, postoje dokazi kako bi anorektalna
infekcija ovom mikoplazmom mogla olakSati zarazu HIV-om, a i sam proktitis je znacajno ¢e$¢i
medu HIV pozitivnim osobama (67). Znacajno ucestala je 1 koinfekcija s drugim bakterijskim
uzro¢nicima koji se ¢eSée dokazuju (67). lako europske smjernice preporucuju etiolosko lijecenje
proktitisa (68), lijeCenje se Ce$¢e provodilo jednokratnom dozom azitromicina (43). Zbog
navedene koinfekcije, a i ¢injenice da M. genitalium dovodi do blage rektalne infekcije, o njoj se
nije razmisljalo prilikom izbora antibiotika te se ova bakterija izlagala velikim dozama makrolida.
Medutim makrolidi u potpunosti ne eradiciraju M. genitalium pa se time poticao razvoj rezistencije
(43).

Kao sto je vec opisano, prijenos M. genitalium oralnim spolnim odnosom ne smatra se
epidemioloski znacajnim putem Sirenja infekcije. Ipak, PCR je dokazao postojanje bakterije u
obriscima zdrijela muSkaraca MSM populacije gdje je izolirana u jednakom omjeru kao i C.
trachomatis (49). Muskarci s pozitivnim nalazom mikoplazme u Zdrijelu ¢e$ée su imali
anorektalne infekcije te su to takoder ¢esce bili HIV pozitivni. No bitno je naglasiti da niti jedan
od navedenih slucaja nije imao ni simptome ni znakove faringitisa. lako uloga u zarazi zdrijela do

sada nije istrazivana, M. genitalium vjerojatno nije uzro¢nik akutnog faringitisa (43).

3.5. Komplikacije infekcije M. genitalium

3.5.1. Reaktivni artritis

Poznata manifestacija vezana za spolno prenosive infekcije jest i pojava reaktivnog artritisa
(SARA, eng. sexually acquired reactive arthritis). Rije¢ je o autoimunom odgovoru na
genitourinarnu infekciju, a posebno se veze uz infekcije klamidijom i gonokokom. Znacajni rizi¢ni
faktori su muski spol te HLA-B27 pozitivitet, medutim povecana ucestalost seronegativnih
spondiloartropatija, u koje se ubraja i reaktivni artritis, povezuje se i s HIV infekcijom (70). Artritis
se moze javiti za vrijeme trajanja osnovne infekcije ili se moze razviti nakon preboljele infekcije.
Stoga je nuzno uzeti adekvatnu anamnezu s naglaskom na spolne navike pacijenta, no problem se
moze javiti ukoliko je infekcija asimptomatska. Simptomi artritisa tipi¢no su upalnog karaktera —
jutarnja ukocenost preko 30 minuta i bolnost koja se smanjuje razgibavanjem te obi¢no asimetri¢no

zahvaca velike zglobove (70). Uz navedeno, zglob moze biti otecen, topao i crven, a ukoliko se uz
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artritis jave i simptomi uretritisa i konjunktivitisa, govorimo o Reiterovu sindromu. Moguce su i
ekstraartikularne manifestacije u vidu genitalnih ulceracija te aftoznih promjena usne Supljine,
hiperkeratoti¢nih plakova po kozi 1 sustavnih simptoma poput umora i gubitka na tezini. Infekcija
bakterijom M. genitalium kao uzrokom reaktivnog artritisa do sada se opisivala jedino na razini
prikaza slu¢aja (71,72), ali slicnost u profilu sindroma koje ima s poznatim patogenima ukazuje

na mogucnost razvoja i ove komplikacije.

3.5.2. Neplodnost

Neplodnost se definira kao nemoguénost za¢eca nakon 12 mjeseci redovitih spolnih odnosa
bez zastite. Uzroka je mnogo, a medu naj¢e$¢ima se upravo nalaze spolno prenosive infekcije.
Problem najvise predstavljaju u zemljama u razvoju zbog ograni¢ene dostupnosti zdravstvenoj
skrbi (73). Veza izmedu neplodnosti i klamidijske te gonokokne infekcije je poznata, no za M.
genitalium i dalje nije potvrdena (74). Medutim, promjene koje ova bakterija izaziva jasno
pokazuju moguci razvoj neplodnosti. Istrazivanja na kulturama stanica pokazala su kako ova
mikoplazma dovodi do promjene morfologije epitelnih stanica jajovoda, s oteklinom trepetljika i
ljustenjem stanica uz moguci razvoj hidrosalpinksa (59,75). Isto tako, ova je bakterija cesce
izolirana iz cervikalnih briseva i uzoraka abdominalne tekuéine uzetih za vrijeme laparoskopije u
neplodnih Zena, nego kod Zena koje nisu imale problema sa za¢ecem (76,77). Navedeno je isto i
za seropozitivitet na M. genitalium (59). Ove spoznaje govore 0 visokoj korelaciji izmedu infekcije

ovom mikoplazmom i neplodnosti u Zena, medutim kauzalnost se tek treba potvrditi.

Radovi koji istrazuju utjecaj M. genitalium na musku neplodnost nisu brojni. Procjenjuje
se da oko 15% neplodnosti otpada na spolno prenosive infekcije, medu kojima su najéesci
uzroc¢nici U. urealyticum, C. trachomatis i N. gonorrhoeae (78). Za ovu je mikoplazmu poznato
kako ima moguénost vezanja za spermije (44), no ona se isto tako moze vezati i za razliCite tipove
stanica zbog ¢ega ta Cinjenica po sebi ne znaci ujedno i klinicku vaznost. Medutim, istraZivanja na
uzorcima ejakulata pokazuju kako je veca ucestalost smanjenog broja spermija u uzorku kod
muskaraca koji su pozitivni na M. genitalium (79). Nadalje, vezanje ove bakterije na spermije u
velikim koli¢inama mozZe utjecati na njihovu pokretljivost i dovesti do aglutinacije (44). lako ove
tvrdnje pokazuju kako M. genitalium moze mijenjati kakvocu sjemene tekucine, postoje

istrazivanja koja vezu izmedu infekcije i neplodnosti nisu uspjela pokazati te je ova bakterija, iz
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uzoraka neplodnih muskaraca, izolirana u malom broju sluc¢aja (17,80). Kao $to je vidljivo, iz

trenutnih saznanja nismo u moguc¢nosti zakljuéiti o ulozi M. genitalium u muskoj neplodnosti.

3.5.3. Ishodi trudnoce

Poznato je kako strukturne i funkcionalne promjene u jajovodu dovode do smanjenja
plodnosti, medutim te promjene mogu dovesti i do potencijalno smrtonosnih komplikacija u
trudno¢i. U prvom je redu rije¢ o ektopi¢noj trudnoci, odnosno implantaciji zametka izvan tijela
maternice. Promjene za vrijeme ovulatornoga ciklusa vazne su kako bi se tkivo maternice
adekvatno pripremilo za moguc¢u implantaciju, medutim ukoliko je jajovod oStecen, povecava se
rizik da se zametak implantira upravo u njegovoj stijenci. Buduci da stijenka jajovoda nije gradena
kako bi primila zametak, pri kriticnom porastu njegove mase moze do¢i do rupture jajovoda i za
zivot ugrozavajucega Krvarenja. A kako modeli pokazuju da M. genitalium moZe promijeniti
strukturu jajovoda, postavlja se pitanje hoce li infekcija u zena povecati i rizik za ektopicnom
trudno¢om. IstraZivanja na tu temu nema mnogo, a ni rezultati nisu jednoznacni. Serolosko
ispitivanje za M. genitalium nije pokazalo znac¢ajnu povezanost izmedu mikoplazmatske infekcije
i ektopicne trudnoce (81), dok je PCR testiranje za dokaz ove mikoplazme na uzorcima jajovoda
tu vezu potvrdilo (82). Nadalje, rizik za ektopi¢nu trudno¢u znacajnije se povecava ukoliko uz M.
genitalium postoji i koinfekcija s C. trachomatis ili virusom herpesa simpleksa 1 ili 2 (HSV-1/2,
eng. herpes simplex virus 1/2) (82). Budu¢i da radovi pokazuju kontradiktorne rezultate, potrebno

je dodatno istraziti Ovu vezu u svrhu pravovremene prevencije.

Ucinak M. genitalium na razvoj ploda in utero nije detaljno ispitan. Medutim, na temelju
dostupnih radova provedena su dva sustavna pregleda literature s meta-analizom. Jedan je
procjenjivao ucinak infekcije na prijevremeni porod i spontani pobacaj (57), a drugi je, uz
navedeno, procjenjivao ucinak i na prijevremeno prsnuce plodovih ovoja, rodenje djeteta s niskom
porodajnom masom i perinatalnu smrtnost (83). Od svih navedenih ishoda, infekcija je ovom
mikoplazmom jedino povezana s prijevremenim porodom ¢eda i to su jasno pokazala oba sustavna
pregleda. Nadalje, Lis i sur. (57) u svojem radu pokazuju i povezanost sa spontanim pobacajem,
medutim u analizu su ve¢inom ukljuceni radovi u kojima su zene same prijavljivale pobacaje, $to

je nepouzdana metoda koja moze dovesti do precjenjivanja stvarnoga stanja. Nedostatak ovih
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sustavnih pregleda je Sto obuhvacaju mali broj radova i to nam umanjuje moguénost sigurnog

donosenja zakljucaka.

Vazno pitanje koje proizlazi iz ovih Cinjenica je treba li uvesti skrining preglede i rutinsko
testiranje trudnica na M. genitalium. Za opravdanost tog postupka u ovom trenutku nemamao ¢vrste
dokaze, a kako je prevalencija infekcije u niskorizi¢nih zena i trudnica niska, smatra se da rutinsko
testiranje nije potrebno (18,83). Ono bi moglo biti od koristi u visokorizi¢nih trudnica koje su ¢esto
mijenjale partnere ili u osobnoj anamnezi imaju povijest spolno prenosivih infekcija, ali potrebno
je provesti jos istrazivanja kako bi se potvrdilo da lijecenje infekcije M. genitalium ima povoljne

ucinke te da smanjuje rizik prijevremenog poroda (83).

3.6. Dijagnostika infekcija

Budu¢i da stanica M. genitalium ne sadrzi stijenku, ova se bakterija ne moze prikazati
bojenjem po Gramu. Takoder, kultivacija na hranjivim je podlogama izrazito teska. Uzgoj je
mogu¢ u stani¢noj kulturi Vero stanica, medutim izolacija traje tjednima i nije pogodna za rutinsku
dijagnostiku (19). Stoga se danas koriste NAATS testovi koji uvelike ubrzavaju i olak$avaju
potvrdu infekcije ovom mikoplazmom. Osjetljivost i specifi¢nost ovih testova ovisi o po¢etnicama

koje se primjenjuju te je stoga potrebno birati one koje su klini¢ki validirane (20).

Za uspjeSnu izolaciju uzrocnika, uz dijagnosticki test, potreban je adekvatan uzorak,
njegova pravilna pohrana te transport do laboratorija. Naravno, potreban je i odredeni vremenski
period, takozvani dijagnosticki prozor (eng. window period), koji mora proci kako bi uzro¢nik bio
detektibilan u uzorku. Za M. genitalium ne postoje istrazivanja za utvrdivanje tog perioda, stoga
se uzima vrijednost analogna C. trachomatis, $to je 14 dana (20). Uz navedeno, vazno je odrediti
i pravu indikaciju za testiranje (tablica 1). Indikacija ¢e najcesce biti pojava simptoma, medutim u
nekim c¢e se slucajevima, ¢ak uz simptomatsko stanje, testiranje tek provoditi ukoliko se ne

pronade vjerojatniji uzro¢nik, kao $to je preporuceno kod sindroma proktitisa (20).

Pravilan se uzorak uzima s mjesta infekcije. Za izolaciju uzro¢nika uretritisa nekada se
uzimao obrisak mokraéne cijevi, medutim europske smjernice te smjernice Hrvatskog drustva za
klinicku mikrobiologiju preporucaju detekciju iz FVU-a (20,84). Razlog tomu je neinvazivnost

metode te mogucnost samostalnog uzimanja uzoraka sto pacijentu zna¢ajno olakSava uzorkovanje.
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Ukoliko postoji iscjedak, uzorak se uzima prije prvog mlaza urina. Uzorci bi se trebali §to prije
dostaviti u laboratorij, no ukoliko to nije moguce, stavljaju se u hranjivu podlogu odgovarajuceg
testa te se dostavljaju na sobnoj temperaturi unutar 24 sata (84). Za orijentacijski pregled moze se
koristiti mikroskopiranje uzorka bojanog po Gramu, a nalaz od 5 ili vi$e leukocita po vidnom polju
na uvecanju 1000x, prema europskim smjernicama, ili nalaz preko 10 leukocita po vidnom polju
na uvecanju 400x u sedimentu urina, prema hrvatskim smjernicama, potvrduju upalu u mokra¢noj
cijevi (20,84). Mikroskopiranje sedimenta urina omoguc¢ava brzu detekciju N. gonorrhoeae, dok
za ostale uzro¢nike nije korisna te se tada primjenjuju NAATS testovi. Ukoliko u uzorku ne postoji
znacajan broj leukocita, a pacijenti nemaju simptome ili imaju mali rizik od spolno prenosivih

infekcija, takve se uzroke dalje ne treba obradivati (84).

Tablica 1. Indikacije za testiranje na infekciju M. genitalium. Prema: Jensen (2022)

Testiranje u muskaraca kod: Testiranje u Zena kod:
Simptoma ili znakova uretritisa Mukopurulentnog cervicitisa
Akutnog epididimoorhitisa u <50 godina Intermenstrualnog ili postkoitalnog krvarenja

Dizurije bez druge poznate etiologije
Proktitisa nakon isklju¢enja N. gonorrhoeae 1 C.

trachomatis kao uzro¢nih patogena

Trenutni spolni partner osobe pozitivne na M. genitalium

Za detekciju M. genitalium kao uzroc¢nika epididimitisa takoder se koristi prvi mlaz urina,
dok se za dokazivanje infekcije prostate mogu koristiti sekret istisnut digitalnom masazom ili
uzorak urina uzet neposredno nakon masaze prostate. U tim je sluCajevima potrebno uzeti i uzorke
za detekciju mikroorganizama u mokrac¢noj cijevi kako bi se isklju¢ila moguénost kontaminacije

uzoraka iz prostate s uzro¢nicima Koji su prisutni u uretri (84).
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Za detekciju mikoplazmatske infekcije iz donjeg urogenitalnog sustava u zena kao uzorci
se koriste obrisci rodnice ili cerviksa te obrisak uretre ili prvi mlaz urina ukoliko se sumnja na
uretritis. Kod sumnje na PID, uzorci iz donjeg dijela genitalnog sustava nisu pogodni za detekciju
uzroc¢nika infekcije pa se kao uzorak moze koristiti aspirat endometrija u¢injen transvaginalno ili
aspirat jajovoda, tuboovarijskoga apscesa te peritoneja ucinjen laparoskopski (84). Navedeni se
uzorci koriste za PCR dijagnostiku pomocu koje dokazujemo DNA M. genitalium, a buduci da je
bakterija primarni patogen u urogenitalnom sustavu, njezina izolacija iz navedenih sijela oznacava

infekciju.

Zahvaljujuéi rastucoj rezistenciji na makrolidne antibiotike, u slu¢aju pozitivnog nalaza na
M. genitalium, europske smjernice preporu¢aju provodenje testova za odredivanje osjetljivosti na
navedene lijjekove. Budu¢i da ovu bakteriju teSko uzgajamo u kulturi, klasi¢ni antibiogram nije
metoda izbora, ve¢ se rezistencija u navedenom slu¢aju odreduje molekularnim metodama koje
detektiraju znaCajne mutacije u genomu. Navedeno vrijedi i za detekciju rezistencije na
fluorokinolone, medutim smjernice preporucaju testiranje osjetljivosti tek nakon neadekvatnog

odgovora na antimikrobnu terapiju (20).

3.7. Trenutni terapijski protokol

Adekvatno i pravovremeno lijeCenje osnova je za prevenciju daljnjeg Sirenja infekcije, kao
i smanjenje rizika za razvoj raznih komplikacija koje mogu biti posljedica infekcije. Stoga je dokaz
nukleinskih kiselina M. genitalium u uzorku dovoljna indikacija za pocetak antimikrobnog
lije¢enja (20). lako je mikoplazma osjetljiva na nekoliko klasa antibiotika, od kojih su najznacajniji
tetraciklini, makrolidi te fluorokinoloni, vazno je poznavati njihovu uéinkovitost u eradikaciji

navedene bakterije.

Doksiciklin, kao predstavnik tetraciklina, ¢esto se koristio za lije¢enje NGU-a prije nego
Sto je M. genitalium prepoznata kao moguéi etioloski ¢imbenik tog sindroma (7). Njegova
primjena bila je u¢estala buduci da je lijek izbora za najcesc¢eg uzrocnika NGU-a — C. trachomatis.
Medutim, po otkricu M. genitalium kao emergentnoga patogena, istrazivanja su pokazala kako
doksiciklin ima smanjenu u¢inkovitost u njezinoj eradikaciji, sa stopom izljecenja izmedu 30% i
40% (85-88). Takoder, neadekvatna eliminacija uzro¢nika povezana je i s pojavom Kkroni¢nog

uretritisa (7,87). Stoga se terapijski protokol promijenio i krenuo se primjenjivati azitromicin,
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predstavnik makrolida. Uz to $to je i on uc¢inkovit u lijecenju klamidijske infekciju, pokazuje bolju
aktivnost in vitro od tetraciklina te bolje prodire u stanice sluzni¢nog epitela, vazna prednost
azitromicina jest i mogucnost primjene lijeka jednokratno, $to znacajno olakSava lijeCenje i
povecava suradljivost medu pacijentima (7). Azitromicin u dozi od 1 grama jednokratno pokazao
je ve¢u ucinkovitost u lije¢enju infekcije ovom mikoplazmom od doksiciklina te su stope izljecenja
bile 85% kod muskaraca i 88% u Zena (87,89,90). Usprkos tome, u¢inkovitost eradikacije manja
od 95% ne smatra se prihvatljivom u lijeCenju spolno prenosivih infekcija (89). S vremenom se
prepoznalo da ovakav terapijski rezim dovodi do sve manje stope izljeCenja (86), a istrazivanja su
pokazala da je za to zaduzen razvoj antimikrobne rezistencije medu sojevima koji nisu uspjeli biti
eradicirani (91). Razvoju je rezistencije doprinijelo i zapoc¢injanje sindromskog lije¢enja NGU-a
jednokratnom dozom azitromicina prije kona¢nog dokazivanja uzro¢nika, a po zavrsetku lijeCenja
nije se provodio kontrolni test (TOC, eng. test of cure) u svrhu procjene uspjesnosti terapije (20)
te je na taj nacin omoguceno slobodno Sirenje rezistentnih sojeva u populaciji. Zbog toga se krenuo
primjenjivati novi petodnevni rezim lijeCenja azitromicinom gdje se 500 mg uzima prvi dan, a od
2. do 5. dana doza od 250 mg. Tako je ukupno primijenjena doza od 1,5 grama pokazala vecu
ucinkovitost od jednokratne primjene, uz stopu izljecenja od 96% do 100% te uz maniji rizik od

razvoja antimikrobne rezistencije (88-90).

Navedeni je rezim po europskim smjernicama (Slika 3) i danas prvi oblik lijeCenja
nekompliciranih M. genitalium infekcija u kojih je potvrdena osjetljivost na makrolide, uz
provodenje TOC-a 3 tjedna nakon zavrSetka lijeCenja (20). Ukoliko test izljeCenja pokaze neuspjeh
terapije ili se u ovoj bakteriji dokaze postojanje mutacije za rezistenciju na makrolide, lijek izbora
je moksifloksacin (20). Ovaj fluorokinolon pokazao je stopostotnu stopu izljecenja u nekoliko
studija (88,91,92), bilo kao prvi izbor lije¢enja, bilo kao sekundarna linija lijeCenja perzistentnog
uretritisa. Ipak, poceli su se pojavljivati sojevi s mutacijama za rezistenciju na fluorokinolone zbog
kojih stopa neuspjeha raste i do 30% (93-96). Ovakav trend razvoja rezistencije zabrinjava buduci
da su fluorokinoloni rezervirani kao druga linija lije¢enja M. genitalium infekcija kod kojih postoji
rezistencija na makrolide, a posebice je opasan istodoban razvoj rezistencije na oba antibiotika u
istih sojeva (94,96). U tim slucajevima, europske smjernice navode pristinamicin, predstavnika
streptogramina, kao terapijsku mogucénost, no stope su izljecenja za ovaj antibiotik u makrolid
rezistentnih sojeva svega 75% (97,98). Kao trec¢u liniju lijeCenja smjernice spominju i dvotjednu

terapiju doksiciklinom koja je u 60% slucajeva uspjela eradicirati infekciju (99). Usprkos ovako
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niskoj stopi izljeCenja, dvotjedna terapija doksiciklinom pokazala je vecu uspjesnost u eradikaciji
M. genitalium od uobicajenog sedmodnevnog rezima, N0 kona¢nu ocjenu ucinkovitosti jos$

nemamo (20).

LijeCenje mikoplazmatske infekcije u trudnoéi predstavlja poseban klini¢ki problem. lako
¢vrstih dokaza nemamo, M. genitalium povezuje se s prijevremenim porodom (57,83) zbog ¢ega
eradikaciju bakterije treba pravovremeno provesti. Europske smjernice nalazu da je petodnevni
rezim lijeenja azitromicinom sigurna i dostatna opcija za lije¢enje infekcija ovom mikoplazmom
u slucaju dobre osjetljivosti na makrolide (20). Medutim lijeCenje makrolid rezistentnih sojeva
predstavlja terapijski problem buduci da preostali antimikrobni lijekovi nisu sigurni za primjenu u
trudno¢i (20). Stoga bi pristup lijeCenju trebao biti individualiziran te procjenom rizika trebalo bi
utvrditi postoji li potreba za lijeCenjem infekcije tijekom trudnoce ili priekati s lijeCenjem te ga
zapoceti po porodu. Takoder je bitno opreznije pratiti novorodence za moguce znakove infekcije,
u prvom redu pratiti znakove konjunktivitisa i infekcije respiratornog sustava (20). Jasni dokazi o
M. genitalium kao uzro¢niku perinatalnih infekcija ne postoje, medutim prijavljeno je nekoliko

slucaja zaraze novorodenceta ovom mikoplazmom (45,46).
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Pacijent sa simptomima nekompliciranoga
uretritisa ili cervicitisa

Po mikroskopiranju mala vjerojatnost
N. gonorrhoeae

v

NAATs na N. gonorrhoeae,
C.trachomatis i M. genitalium

v

v

Sindromsko lije¢enje Odgadanije lije¢enja do
rezultata NAATs-a

y

h 4

Doksiciklin 100 mg dvaput - - -
M. genitalium bez rezistencije
dnevno, 7 dana >

na makrolide

Nalaz makrolid rezistentne - — ~
M. genitalium Azitromicin 500 mg prvi dan
+ 250 mg 2.-5. dan
Moksifloksacin 400 mg, E— 'd' —
7 dana tje nao. ’ raja lijecenja
pozitivan
TOC 3 tjedna od kraja lijeCenja —— =
pozitivan Moksifloksacin 400 mg,
7 dana
Pristinamicin 10 dana/ — “;k —
Minociklin 14 dana/ je naCf ! raja lijecenja
Doksiciklin 14 dana pozitivan

¥

Pristinamicin 10 dana/
Minociklin 14 dana/
Doksiciklin 14 dana

Slika 3. Terapijski protokol za M. genitalium. Prema: Jensen (2022)
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4. Mycoplasma genitalium i antimikrobna rezistencija

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO) antimikrobna je rezistencija definirana
kao povecana otpornost mikroorganizma na lijek koji se prije uspjesno koristio za lijeCenje
infekcija uzrokovanih tim mikroorganizmom (100). Kako je postala Siroko rasprostranjena u
svijetu, a nemogucnost lijecenja uobicajenih infekcija moze zavrsiti i fatalno, SZO je 2019. godine
antimikrobnu rezistenciju proglasila jednom od 10 prijetnji globalnom zdravlju (101). Isto tako,
izdala je listu patogena koji predstavljaju najvecu prijetnju ljudskome zdravlju i za koje postoji
prioritet u istrazivanju novih antibiotika. Posebno je zabrinjavajuca pojavnost mikroorganizama
koji su rezistentni na nekoliko skupina antibiotika pa tako govorimo o multirezistentnim
bakterijama, koje su otporne na barem jedan antibiotik iz tri ili vise razli¢itih skupina antibiotika,

te panrezistentnim bakterijama, koje su otporne na sve antibiotike iz svih skupina (102).

Otpornost bakterija na antibiotike nije nova pojava. Brojni organizmi, ukljucujuci i same
bakterije, u prirodi proizvode spojeve koje oslobadaju u okolinu, a koji usporavaju rast drugih
bakterija ili ih ubijaju. Na taj se nacin vodi bitka za prezivljenje i prevlast za iskoriStavanje
ograniCenih nutrijenata koji omogucuju daljnje umnazanje (103). Kako bi u takvoj okolini
prezivjele, bakterije razvijaju nekoliko mehanizma kojima se brane od S$tetnog djelovanja

navedenih spojeva.

4.1. Razvoj rezistencije

4.1.1. Primarna rezistencija

Otpornost bakterija na odredenu skupinu antibiotika moze biti posljedica posebnosti grade
stanice pri kojoj ona ne sadrzi mjesto djelovanja tih antibiotika. Takva je bakterija primarno
rezistentna na odredeni antibiotik. Primjer za primarnu rezistenciju je otpornost mikoplazma na
antibiotike koji blokiraju sintezu stani¢ne stijenke, kao $to su f-laktami i glikopeptidi, buduéi da
stanica mikoplazme stijenku ne sadrzi. Posebnost grade moZe oznacavati i specificnu kemijsku
strukturu stani¢nih elemenata zbog kojih antibiotici u stanicu ne mogu u¢i, kao §to je primjer s
mikobakterijama koje imaju visok udio lipida u stani¢noj stijenci, §to ograni¢ava prodiranje

hidrofilnih molekula (104). Nadalje, bakterija moze biti rezistentna na antibiotik zbog njezinih
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fenotipskih obiljezja. Tako u nepovoljnim uvjetima okoline, kao prisutnost antibiotika inhibitora
stani¢ne stijenke, neke bakterije mogu preé¢i u L-formu stanice koja ne sadrzi stijenku. U toj se fazi
bakterije slobodno dijele te se odsutnost stijenke, a time i otpornost na odredene skupine
antibiotika, prenosi kroz nekoliko generacija (105). Otpornosti na antibiotike doprinosi i smanjena
metabolicka aktivnost stanica $to je vidljivo kod perzistencije mikobakterija u tkivima za vrijeme
latentnih infekcija (106), ali i intracelularna lokalizacija koja bakterije $titi od antibiotika koji slabo
prodiru u stanice domacina. Ve¢ spomenuto formiranje biofilma takoder smanjuje osjetljivost na
antibiotike (1,106).

4.1.2. Sekundarna rezistencija

Sekundarna je rezistencija steCeno svojstvo koje nastaje kao posljedica mutacija
bakterijskog genoma ili horizontalnim prijenosom gena rezistencije. Kako se slu¢ajne promjene
na bakterijskom kromosomu dogadaju frekvencijom od 10°? do 107 po nukleotidu po generaciji,
spontane se mutacije smatraju rjedim oblikom razvoja rezistencije i dovode do stvaranja
rezistentnih sojeva isklju¢ivo unutar iste vrste (1). S druge strane, procesima transdukcije,
transformacije i konjugacije bakterija steCe nove gene rezistencije putem plazmida ili sljedova
DNA koje moze inkorporirati u vlastiti genom pa se tako horizontalnim prijenosom moze
izmijeniti veca koli¢ina genetskog materijala u kracem vremenu. Zbog navedenoga, ovaj se nacin
smatra klju¢nim za Sirenje rezistencije, a 0Sim toga, prepoznato je da se horizontalni prijenos moze

odvijati 1 izmedu vrsta, $to je posebno zabrinjavajuce kod polimikrobnih infekcija (2,107,108).

Pojava rezistencije na jedan antibiotik moze znacliti gubitak osjetljivosti i na druge
antibiotike. Ova se pojava naziva kriznom rezistencijom, a razvija se zbog sli¢nosti u kemijskoj
gradi medu lijekovima ili zbog slicnog mehanizma djelovanja (1). Primjerice, razvoj enzima koji
hidrolizira p-laktamski prsten penicilina moze dovesti i do hidrolize drugih antibiotika s -
laktamskim prstenom, kao $to su cefalosporini. lako unutar iste grupe antibiotika mozemo imati
puno spojeva koji su kemijski sli¢ni, istrazivanja ipak pokazuju kako je strukturna slicnost lo$

prediktor razvoja krizne rezistencije te da vazniju ulogu ima zajednicki mehanizam djelovanja
(109).
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Bitno je napomenuti da je razvoj sekundarne rezistencije slucajan te da nije izravno
potaknut uporabom antibiotika, ve¢ antibiotici dovode do selekcije sojeva medu kojima se

rezistencija ranije razvila.

4.1.3. Mehanizmi rezistencije

Promjene genetskog materijala, bilo mutacijama samog bakterijskog kromosoma, bilo
stjecanjem gena rezistencije izvana, dovode do razvoja antimikrobne rezistencije na viSe nacina.
Cetiri osnovna tipa su ograni¢avanje unosa lijekova, promjena veznog mjesta lijeka, inaktivacija

lijekova te mehanizmi izbacivanja lijekova iz stanice (104).

Ograni¢avanje unosa antibiotika nastaje promjenama u genima koji kodiraju za porine,
transmembranske proteine koji omogucuju transport polarnih molekula. Tako dolazi do smanjenja
propusnosti za odredene lijekove, a koja nastaje kao posljedica smanjenog izrazaja porina ili

promjena u strukturi proteina zbog koje se gubi selektivnost porinskog kanala (104,110).

Promjene veznog mjesta antibiotika takoder nastaju kao posljedica mutacija. Ona moze
zahvatiti bilo koju strukturu koja je kodirana bakterijskim genomom (enzimi klju¢ni za sintezu
staniCne stijenke, vezna mjesta na ribosomskim podjedinicama, enzimi klju¢ni za metabolizam)
Sto bakterijama omogucava razvoj rezistencije na cijelu antimikrobnu skupinu, a ponekad i razvoj
rezistencije na kemijski razli¢ite skupine antibiotika (104). U ovaj mehanizam rezistencije spada i
razvoj novih proteina koji imaju istu funkciju kao osnovni, medutim smanjeni afinitet za vezanje
antibiotika (1,111).

Inaktivacija lijekova omogucena je stvaranjem enzima u bakterijskim stanicama Koji
prepoznaju specifi¢ne skupine antibiotika. Ovaj se oblik rezistencije najéesce razvija stjecanjem
plazmida koji nose gene za sintezu navedenih proteina. Inaktivacija se vrsi na dva razli¢ita nacina:
potpuna razgradnja antibiotika (primjer za to su B-laktamaze koje razgraduju p-laktamske
antibiotike) ili inaktivacija vezanjem odredenih kemijskih skupina na lijek zbog ¢ega on postaje
nefunkcionalan (104,111).

Izbacivanje lijekova iz stanice (efluks) omoguceno je posebnim pumpama koje se nalaze
na stanicnoj membrani. Te su pumpe kodirane bakterijskim kromosomom te mogu biti

konstitutivno izrazene ili njihova sinteza moze biti inducirana odredenim ¢imbenikom okoline.
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Vaznost ovakvog mehanizma rezistencije lezi u tome Sto jedna pumpa moze izbacivati velik broj
razli¢itih molekula te tako bakterijama omogucava otpornost na velik broj skupina antibiotika
(111-113).

4.2. Testiranje osjetljivosti na antibiotike

Zadaca je mikrobioloske dijagnostike, uz potvrdu uzro¢nika infekcije, i odredivanje
osjetljivosti na antibiotike kako bi se lijeGenje moglo provoditi najuc¢inkovitijim lijekom. Na taj je
nacin moguce skratiti trajanje lijeCenja, povecati sigurnost lijeCenja umanjivanjem nuspojava te
smanjiti rizik od razvoja antimikrobne rezistencije. Medutim, kako bi testiranje osjetljivosti bilo
pouzdano, ono se mora provoditi standardiziranim metodama. Na razini Europe, za standardizaciju
postupaka zaduZeno je Europsko povjerenstvo za testiranje antimikrobne rezistencije (EUCAST,
eng. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) koje izdaje smjernice za
interpretaciju rezultata nakon provedenih testova (114).

U odredivanju osjetljivosti na odredeni antibiotik prate se dva parametra — minimalna
inhibitorna koncentracija (MIC, eng. minimum inhibitory concentration) i minimalna baktericidna
koncentracija (MBC, eng. minimum bactericidal concentration). MIC oznacava najmanju
koncentraciju lijeka koja zaustavlja rast bakterija, dok je MBC najmanja koncentracija lijeka koja
bakterije ubija. Kako se vrijednost MIC-a lakse odredi, ta se koncentracija ¢e$ce koristi u klinickoj
praksi. Na temelju dobivenih MIC-ova odreduju se grani¢ne vrijednosti temeljem kojih se
osjetljivost bakterija svrstava u jednu od tri kategorije: osjetljiva, uz standardni rezim doziranja

antibiotika (S), osjetljiva, uz povec¢anu izlozenost antibiotiku (I) te rezistentna (R) (115).

4.2.1. Fenotipske metode detekcije rezistencije

Brojne se fenotipske metode mogu Kkoristiti u svrhu odredivanja osjetljivosti na antibiotike,
medutim u klini¢koj su praksi najzastupljenije dilucijska i difuzijska metoda te epsilometarski test.
Navedene se metode baziraju na inhibiciji rasta bakterija pri odredenim koncentracijama
antibiotika $to se moze jasno prepoznati vizualnom inspekcijom podloga na kojima te bakterije

uzgajamo. Temeljem ovako jednostavnog postupka, fenotipske metode omogucuju kvantitativno
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i/ili semikvantitativno odredivanje glavnih parametara kojima procjenjujemo osjetljivost na

lijekove zbog ¢ega su i postale zlatni standard za testiranje antimikrobne rezistencije (114).

Dodatne su prednosti ovih metoda i jeftinije provodenje testova, one ne zahtijevaju posebnu
tehnoloSku opremljenost laboratorija te su dugogodi$njim iskustvom postale ustaljenje u
svakodnevnoj Klinickoj praksi uz jasne smjernice za interpretaciju dobivenih rezultata (115).
Medutim za pravilno provodenje zahtijevaju i kultivaciju bakterija na hranjivim podlogama, sto
za neke vrste, ukljucujuéi i M. genitalium, moze biti dugotrajno i tesko. U takvim sluc¢ajevima one
prestaju biti metodom izbora te se za utvrdivanje antimikrobne rezistencije koristi molekularna
dijagnostika (1,114).

4.2.2. Molekularne metode detekcije rezistencije

Uz prethodno navedenu otezanu kultivaciju bakterija, fenotipske se metode takoder ne
koriste u slucajevima hitne potrebe za rezultatima, kada nemamo vremena cekati da bakterije
porastu, ili kada uzorak nije adekvatan za izolaciju uzro¢nika uobicajenim metodama. Tada se,
radi brzeg i lakSeg testiranja, koriste molekularne metode. Iako su skuplje od klasi¢nih
antibiograma, pravilnim postavljanjem indikacije za njihovo koristenje svakako iskoris§tavamo sve
njihove prednosti (114,116).

Najrasirenija molekularna metoda detekcije je PCR. Bazirana je na ponavljajuéim
ciklusima denaturacije DNA, vezanja pocetnica te elongacije lanaca DNA polimerazom, a svakim
ciklusom dolazi do amplifikacije DNA molekule. Nakon umnazanja lanaca DNA, potrebno je
potvrditi postojanje trazene mutacije. Danas se U dijagnostici koristi posebna vrsta PCR uredaja —
PCR u realnom vremenu, koji omoguéava pracenje umnazanja fragmenata za vrijeme provodenja
amplifikacije. To je omoguceno fluorescentnim bojama koje su vezane za nukleotide. Kako se
nukleotide ugraduju u DNA lanac, fluorescentne se boje oslobadaju te otpustaju signal koji
detektori prepoznaju. Budu¢i da se u dijagnostici koriste pocetnice koje nama osiguravaju
amplifikaciju Zeljenog segmenta, zabiljeZeni signal potvrda nam je da traZzeni segment u uzorku
postoji (117). Medutim, u tome lezi i najveci problem molekularne dijagnostike. Ove nam metode
omogucavaju otkrivanje isklju¢ivo onog gena kojega mi trazimo, $to znaci da bakteriju mozemo
pogresno proglasiti osjetljivom na antibiotik na koji je rezistentna, ukoliko ima mutaciju u genu

koju mi nismo istrazivali (116). Danas je u upotrebi i takozvani multipleks PCR koji omogucava
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istodobno umnazanje nekoliko fragmenata te na taj nacin istrazuje viSe gena istovremeno. Ova
tehnika ubrzava i olakS8ava molekularnu dijagnostiku osjetljivosti, medutim zahtjeva unaprijed
poznate i moguée mutacije bakterijskog genoma koji dovode do rezistencije, §to jos uvijek nije

jednostavan zadatak (117).

4.3. Mehanizmi rezistencije M. genitalium

4.3.1. Intrinzi¢na rezistencija na antibiotike

Uz ve¢ navedenu rezistenciju na B-laktame, glikopeptide te fosfomicin, koja je posljedica
odsutnosti stani¢ne stijenke, ova mikoplazma pokazuju intrinzi¢nu rezistenciju i na nekoliko
drugih skupina antibiotika — rifamicine, polimiksine, sulfonamide te trimetoprim (118). Glavni je
predstavnik rifamicina rifampicin. Mehanizam djelovanja ovog lijeka je blokiranje transkripcije
DNA vezanjem za [ podjedinicu o DNA ovisne RNA polimeraze. U svih ¢lanova roda
Mycoplasma postoji mutacija na rpoB genu koji kodira za p podjedinicu RNA polimeraze ¢ime je
promijenjeno vezno mjesto za lijek i onemoguéeno njegovo djelovanje (6,119). Otpornost na
polimiksine posljedica je nedostatka lipopolisaharida u bakterijskoj stanici koji su normalno
prisutni u vanjskoj membrani gram-negativnih bakterija, a rezistencija na sulfonamide i
trimetoprim nastaje zbog toga $to mikoplazme nemaju enzime za sintezu folata, ve¢ iskoristavaju

folat iz okoline (120).

4.3.2. Rezistencija na makrolide

Kao $to je ve¢ opisano, razvoj rezistencije na makrolide, prvenstveno azitromicin, pratio je
promjene u terapijskom protokolu za lije¢enje spolno prenosivih infekcija. Budué¢i da doksiciklin
nije pokazao dobru uc¢inkovitost, a vodeni ¢injenicom da srodna M. pneumoniae dobro odgovara
na terapiju azitromicinom, ovaj je makrolid postao glavni lijek izbora za lijeCenje NGU-a. lako je
u pocetku pokazao obecavajuée rezultate, 2006. godine izaSao je australski ¢lanak koji je
prepoznao znacajnu redukciju u uspjesnosti terapije na eliminaciju M. genitalium i tako je prvi
izvijestio 0 pojavi rezistencije na makrolide u odredenim sojevima (91). Nakon toga ¢lanka, sve

ucestalija pojava rezistencije pocela se prijavljivati i u drugim drzavama (11,121-123).
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Molekularni je mehanizam rezistencije na makrolide mutacija jednog nukleotida na regiji
V gena koji kodira za 23S rRNA, od kojih su A2058G i A2059G najcesce (96,124). Kako je
bakterijski kromosom haploidan, a M. genitalium u svojemu genomu sadrzi jedan skup gena za
rRNA, pojava polimorfizama jednog nukleotida (SNP, eng. single nucleotide polymorphism)
moze imati veliki utjecaj na fenotipska obiljezja stanice (6). Na taj ¢e na¢in ova mutacija dovesti
do promjene u veznom mjestu na 50S podjedinici ribosoma te se makrolidi za njega viSe ne¢e moci
vezati. U rezistentnih je sojeva, uz navedene SNP-ove, takoder prepoznata i mutacija gena za
ribosomalne proteine L4 (H69R) 1 L22 (E123K) koji ¢ine 50S podjedinicu bakterijskog ribosoma
(124). Iako je navedena mutacija poznata kao mogu¢i mehanizam rezistencije u drugih vrsta roda
Mycoplasma (125), jo$ nije u potpunosti utvrdeno ima li ulogu u rezistenciji i kod M. genitalium
(124).

Selekcija rezistentnih sojeva najvjerojatnije je posljedica sindromskog lije¢enja NGU-a
jednokratnom dozom azitromicina od 1 grama (90,126). Navedena je pretpostavka potkrijepljena
radovima koji su pokazali Sirenje rezistentnih sojeva nakon neuspjesno provedenog lijeCenja ovim
rezimom (88,91,96), ali i istrazivanjima prevalencije rezistencije koje su opisivale njezinu
prosirenost po svijetu (slika 4). Iako europske smjernice za lije¢enje NGU-a jasno navode kako bi
se takav pristup trebao izbjegavati u sindromskom lijeCenju (127), terapija se medu drzavama
moze razlikovati ovisno o nacionalnim smjernicama koje su utemeljene na lokalnoj
epidemiologkoj situaciji ili dostupnosti lijekova na trzistu (128). Tako je u Svedskoj prevalencija
makrolidne rezistencije ostala niska, ispod 20% (128,129), upravo zbog toga $to se za lijeCenje
NGU-a i C. trachomatis preferirao doksiciklin, a u slu¢aju infekcije M. genitalium koristio se
produljeni rezim lijeCenja azitromicinom (130). U ostalim je europskim zemljama prevalencija
znatno visa. Podatci Nastavnog zavoda za javno zdravstvo ,,.Dr. Andrija Stampar” (NZZJZ) iz
perioda 2018.-2021. pokazuju da je rezistencija na makrolide u Hrvatskoj prepoznata u 37,5% do
80% sojeva te je tijekom navedenog razdoblja imala tendenciju rasta (131). Europske zemlje s
najviSom zabiljeZenom rezistencijom su: Norveska (56%), Ujedinjeno Kraljevstvo (74%) te
Grenland (100%) (129). Ovakve razlike u prosirenosti rezistencije izmedu Svedske i ostatka
Europe, ¢ak i medu susjednim zemljama, nastale su zbog Sto su ostale drzave prihvatile lijeenje

jednokratnom dozom azitromicina te time potaknule Sirenje rezistentnih sojeva (128).

29



Antimikrobna je rezistencija na makrolide u svijetu najviSe zastupljena u zemljama
zapadnog Pacifika — u Australiji ona iznosi 66%, u Japanu 69%, a u Novom Zelandu 75%
(126,129). Preko 50% rezistentnih sojeva prijavljuje i Sjeverna Amerika gdje je prevalencija 57%
u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) te 54% u Kanadi. Suprotno tome, u Africi je
rezistencija ostala niska. Medutim, broj je radova ogranicen te svi istrazuju prosirenost rezistencije

samo u Juznoj Africi koja iznosi 10%. (129).

Osim geografskih razlika u proSirenosti, prevalencija makrolidne rezistencije razlikuje se 1
prema demografskim karakteristikama. Tako je veca ucestalost rezistencije zabiljezena medu
muskarcima, u osoba mlade zivotne dobi te medu pripadnicima MSM populacije (129).
Prevalencija rezistentnih sojeva u MSM populaciji kreée se izmedu 73% i 90% (129,132-134), a
njihova je izolacija ¢eSca iz rektalnih uzoraka (133,135). Takoder, terapija azitromicinom unutar

12 mjeseci od dijagnoze mikoplazmatske infekcije u MSM populaciji nije znacajno povezana s

izolacijom rezistentnih sojeva S§to je vjerojatno posljedica ucestalog Sirenja ve¢ postojecih

rezistentnih bakterija (132).
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Slika 4. Prosirenost rezistencije na makrolide u svijetu. Prema: Machalek (2020)
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4.3.3. Rezistencija na kinolone

Prema curopskim smjernicama za lijeCenje infekcija uzrokovanih M. genitalium (20),
fluorokinoloni predstavljaju drugu liniju lijecenja ukoliko inicijalna terapija azitromicinom nije
bila uspjesna ili prvu liniju lijeCenja kod makrolid rezistentnih sojeva. Najvisu ucinkovitost u
lijecenju infekcije ovom mikoplazmom pokazuje moksifloksacin, fluorokinolon ¢etvrte generacije
(136). lako je i ovaj lijek pokazivao velik terapijski uspjeh, 2013. godine australski je rad po prvi
put prepoznao smanjenje u terapijskom odgovoru na terapiju fluorokinolonima te tako prvi
prepoznao pojavu rezistencije i na ove lijekove (94).

Mehanizam djelovanja fluorokinolona blokada je bakterijske DNA topoizomeraze 11 (DNA
giraza) i DNA topoizomeraze IV. Na taj se nacin ometa umnazanje DNA molekula koje je klju¢no
za pravilno dijeljenje bakterija. Zahvaljuju¢i takvom ucinku, sami lijekovi mogu dovesti do
mutacija u genomu bakterije pa i sami slu¢ajno potaknuti stvaranje rezistencije (136). Mutacije za
rezistenciju na fluorokinolone najces¢e pogadaju determinirajuce regije za rezistenciju na kinolone
(QRDR, eng. quinolone resistance-determining region), posebne lokuse unutar gena koji kodiraju
za navedene proteine. Geni koji su najéesce zahvaceni su parC, koji kodira za topoizomerazu IV,
i gyrA, koji kodira za DNA girazu. Toc¢kaste mutacije u regijama navedenih gena dovode do
strukturnih promjena enzima, a time i do promjena veznog mjesta za fluorokinolone zbog ¢ega oni

postanu nedjelotvorni (137,138).

Prosirenost rezistencije na fluorokinolone u svijetu (slika 5) manja je od rezistencije na
makrolide budu¢i da se ovi lijekovi koriste kao rezervni antibiotici u slu¢ajevima kada terapija
azitromicinom pokaze neuspjeh. Medutim, kao i1 za makrolide, najvisa se rezistencija biljezi u
zemljama zapadnog Pacifika. U Novom Zelandu iznosi 16%, u Australiji 11%, a Japanu ona iznosi
i do 30% (129). Ovako visoka stopa rezistencije posljedica je lijecenja NGU-a sitafloksacinom
(129). Navedeni je fluorokinolon sli¢an moksifloksacinu te je prema japanskim nacionalnim
smjernicama za lijeCenje NGU-a lijek izbora ukoliko postoji sumnja da je M. genitalium uzro¢nik
uretritisa (139). Zahvaljujuéi Sirokoj empirijskoj primjeni sitafloksacina u lijeCenju navedenog
sindroma, doslo je do selekcije rezistentnih sojeva (140). Nesto visu prevalenciju rezistencije jos$
pokazuje i SAD s 13% rezistentnih sojeva, dok je u ostalim dijelovima svijeta rezistencija ispod
10%, a najniza je u Europi gdje u prosjeku iznosi oko 3%. Medu europskim zemljama, najvisu

stopu rezistencije pokazuje Njemacka s 5%, a najnizu Svedska s 2% (129). U Hrvatskoj je, prema
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podacima NZZJZ-a, rezistencija na fluorokinolone prepoznata u 4 soja, no 3 od 4 soja istodobno

su imali i mutaciju vezanu uz rezistenciju na makrolide (131).
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Slika 5. Prosirenost rezistencije na kinolone u svijetu. Prema: Machalek (2020)

4.3.4. Istodobna rezistencija na makrolide i kinolone

Pojava istodobne rezistencije na makrolide i kinolone posebno zabrinjava. Infekcije postaju
sve teZe za lijeciti, a izbor mogucih antibiotika se suzuje. Nadalje, jo§ uvijek ne postoje istraZivanja
koja bi utvrdila u¢inkovitost antibiotika kao trece linije terapije (20). Iz tog se razloga primjena
antibiotika za lijecenje infekcija uzrokovanih M. genitalium mora racionalnije pripisivati kako bi

se usporilo Sirenje rezistencije.

Iako istrazivanja koja opisuju istodobnu rezistenciju jo§ nema dovoljno da se utvrde jasni
zakljuccei, prema dostupnim podacima vidljivo je da proSirenost dualne rezistencije prati
prosirenost rezistencije na kinolone (129). Tako je i u ovom slucaju rezistencija najvise proSirena
zemljama zapadnog Pacifika (slika 6), medu kojima najveéu prevalenciju pokazuje Japan s 26%

sojeva te SAD s 11%. U Europi je prosirenost ovakvih sojeva i dalje niska, oko 1% (129), no
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svejedno zahtjeva oprezno prac¢enje buduc¢i da moze imati ozbiljne implikacije na izbor moguce

antibiotske terapije.
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Slika 6. Prosirenost istodobne rezistencije na makrolide i kinolone. Prema: Machalek (2020)

4.4. Nove terapijske opcije

Zahvaljujuéi brzo rastu¢oj antimikrobnoj rezistenciji, izbor je mogucih terapija za lijeenje
infekcija M. genitalium sve manji. Stoga postoji i velika potreba za istraZivanjem novih terapijskih
pristupa bilo kombiniranim lijeGenjem s viSe antibiotika, bilo upotrebom starijih lijekova, dok se
oni novi i u¢inkovitiji ne razviju (129). Europske smjernice za lijeCenje M. genitalium infekcija
ve¢ predlazu moguce alternative iako za navedene terapijske reZzime jo§ nema dovoljno dokaza o

njihovoj u¢inkovitosti (20).

4.4.1. Prenamjena lijekova
Jedan od preporucenih lijekova je pristinamicin. Ovaj je streptogramin zapravo

kombinacija dvaju lijekova — pristinamicina IA i pristinamicina IIA, koji pojedina¢no pokazuju
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bakteriostatsku aktivnost, medutim sinergisticki djeluju baktericidno. Oba se spoja vezu za 50S
podjedinicu bakterijskog ribosoma te im je u¢inak nalik makrolidima. Ipak, istrazivanje provedeno
na uzorku od 114 osoba, kod kojih je prethodno lije¢enje azitromicinom i moksifloksacinom bilo
neuspjesno, pokazalo je terapijski uspjeh u 75% slucajeva (97). Sli¢no je istrazivanje provedeno i
dvije godine kasnije (98) te je pokazalo jednake rezultate. Iako postotak izljeGenja nije
zadovoljavajuci, pristinamicin moze predstavljati vrijedan lijek, pogotovo zbog nedostatka
mogucih alternativa, kao treca linija terapije, kada prethodna terapija ne daje dobre rezultate (20).
Navedeni antibiotik takoder ima prednost zbog dobre podnosljivosti i niske stope prijave
nuspojava, a i siguran je za primjenu u trudnoci, za razliku od fluorokinolona (97). Uz ve¢
spomenutu nizu stopu izljeenja, mana je pristinamicina $to nije Siroko dostupan te je u Europi

registriran jedino u Francuskoj (20).

Kao moguca treéa linija lije¢enja navodi se i minociklin, lijek iz skupine tetraciklina (20).
Iako mu je mehanizam djelovanja jednak doksiciklinu, ¢ini se da razli¢ita kemijska struktura ima
za posljedicu bolju aktivnost in vivo (141). Istrazivanje provedeno na 35 osoba koji su prethodno
neuspjesno lijeceni azitromicinom i moksifloksacinom, pokazalo je stopu izljecenja od 71%.
Nadalje od 11 pacijenata kod kojih je terapija pristinamicinom bila neu¢inkovita, minociklin je
eradicirao bakteriju u 7 slucajeva (98). Uz to, prikaz slucaja dvojice pacijenata pokazao je
terapijski uspjeh minociklina nakon cetveromjesecnog 1 peteromjesenog neuspjeSnog rezima
lijeCenja azitromicinom, doksiciklinom te moksifloksacinom u razli¢itim dozama (141). lako
postoje ograniceni dokazi o uspjesnosti terapije minociklinom, navedeni je lijek dostupniji od
prethodno spomenutog pristinamicina te zbog toga moZe predstavljati vrijednu alternativu u

lije¢enju rezistentnih sojeva M. genitalium (141).

4.4.2. Sekvencijska terapija prema nalazu osjetljivosti

Iako doksiciklin nije pokazao Zeljeni terapijski uspjeh, uvidjelo se da ovaj antibiotik ipak
dovodi do smanjenja bakterijskog opterecenja, bez selekcije rezistentnih sojeva (142). Ova
¢injenica je vazna buduci da je za nekoliko antibiotika, uklju€ujuéi azitromicin 1 pristinamicin,
pokazano da uspjeh u lijeCenju izravno ovisi o koli¢ini opterecenja (96,97). Stoga se razvio novi
terapijski protokol — sekvencijska terapija prema nalazu osjetljivosti (RGST, eng. resistance-

guided sequential therapy) (142). Prema RGST-u lijecenje se zapocinje sedmodnevnom kurom
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doksiciklina u dozi od 100 mg dvaputa dnevno. Ova se terapija uzima u svrhu redukcije
bakterijskog opterecenja dok se ¢ekaju rezultati testiranja na uzrocnika infekcije, a ukoliko se
izolira M. genitalium, provodi se i testiranje osjetljivosti na antibiotike. Po zavrsetku lijecenja
doksiciklinom, terapija se nastavlja ovisno o rezultatima antimikrobne osjetljivosti —
azitromicinom, ukoliko je izolirani soj osjetljiv na makrolide, ili moksifloksacinom, u sluc¢aju
makrolidne rezistencije. Ukoliko je izolirani soj istodobno rezistentan na oba navedena antibiotika,
terapija se provodi pristinamicinom ili minociklinom, medutim ako ovi lijekovi nisu dostupni,
moze se probati terapija moksifloksacinom, uz napomenu da se ocekuje smanjeni terapijski u¢inak

zbog Cega je obavezno provesti TOC (slika 7) (20,143).

Doziranje azitromicina u ovom je slu¢aju drugacije u odnosu na monoterapiju. Pri RGST-
u, lijecenje azitromicinom provodi se davanjem 1 g lijeka prvi dan te 500 g dnevno kroz sljedeca
tri dana. Na taj je nacin ukupna doza 2,5 g $to je pokazalo znacajno manju pojavu de novo

rezistencija za vrijeme lijeCenja od uobicajenog produzenog rezima s 1,5 g azitromicina (144).

Ovakav terapijski protokol pokazao je visoku uéinkovitost u eradikaciji M. genitalium.
Sekvencijska terapija doksiciklinom i azitromicinom dovela je do izljecenja u 96%, dok je terapija
doksiciklinom i moksifloksacinom imala terapijski uspjeh u 92% slucaja (144). Iako je medu
uzorcima 22% sojeva imalo gene za rezistenciju na kinolone, oni ipak nisu toliko snazno vezani
uz in vivo otpornost kao $to je to u slucaju za makrolide. Buduc¢i da moksifloksacin u kombinaciji
s doksiciklinom uspijeva prevladati smanjenu osjetljivost, po nalazu gena rezistencije na kinolone

ne bi odmah trebalo odustati od primjene ovog antibiotika (144).

Kako je RGST rezim pokazao zadovoljavajuci terapijski u¢inak, uvrsten je u nacionalne
smjernice za zbrinjavanje spolno prenosivih infekcija Australije i Ujedinjenog Kraljevstva
(145,146). Medutim, svi navedeni rezultati nastali su iz opazajnih istrazivanja te su za kona¢nu
presudu potrebni kontrolirani klini¢ki pokusi. Usprkos tome, navedeni je protokol uvrsten i
europske smjernice za lijeCenje mikoplazmatske infekcije, pogotovo u sluc¢ajevima kada se zbog

tezine simptoma ne mogu cekati rezultati testiranja, ve¢ se odmah treba zapoceti s terapijom (20).
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4.4.3. Sekvencijska terapija s obzirom na rizi¢ne ¢imbenike

Potaknuti ovakvim pristupom, skupina Spanjolskih mikrobiologa predlaze drugaciji rezim
lijeCenja, onaj koji je voden rizicnim CEimbenicima (147). lako hvale RGST, ova skupina
znanstvenika tvrdi kako dijagnosticke metode koje omoguéuju testiranje osjetljivosti na antibiotike
nisu $iroko dostupne i zbog toga tek mali broj centara omogucéava provodenje terapijskog rezima
prema rezistenciji. U takvim slu¢ajevima, gdje je nedostatak tehnologije ograni¢avajuci faktor, oni

predlazu odabir terapije koji se bazira na rizi¢nim ¢imbenicima.

Ve¢ je navedeno kako je makrolidna rezistencija vise proSirena medu MSM populacijom.
Na temelju toga se podatka ova skupina svrstava u visoko rizi¢nu skupinu za prijenos makrolid
rezistentnih sojeva. Stoga se pri uzimanju uzoraka za testiranje na M. genitalium odmah zapoc¢ne
sa sedmodnevnom kurom doksiciklina od 100 mg dvaput na dan. Ukoliko su rezultati testiranja
pozitivni na mikoplazmatsku infekciju, kod pacijenata se procjenjuje postojanje rizi¢nih faktora,
u prvom redu pripadnost MSM populaciji ili nedavno neuspjesno lijeCenje azitromicinom. Ako
osoba ne spada u skupinu povecanoga rizika, po zavrSetku terapije doksiciklinom, nastavlja se
terapija azitromicinom. Medutim, ukoliko je osoba u skupini poveéanoga rizika, tada ¢e se na
doksiciklin nastaviti terapija moksifloksacinom. Svakako je u oba slu¢aja nuzno, po zavrSetku

antibiotskog lijeCenja, potvrditi uspjesnost terapije TOC-om (slika 7) (147).

Kako ovakav terapijski pristup ne zahtjeva provodenje skupih i ponegdje tesko dostupnih
dijagnostickih testova, postoji mogucénost njegove implementacije u siromasnija podrucja.
Medutim, jo§ ne postoje rezultati koji bi zaista pokazali u¢inkovitost ovoga rezima. Takoder, zbog
povecane rasirenosti infekcije M. genitalium medu MSM populacijom, terapija bi prema ovom
protokolu znacajno favorizirala koristenje moksifloksacina. Ovaj je antibiotik puno skuplji od
azitromicina, uz znacajnije nuspojave, a javlja se i bojazan od selekcije rezistentnih sojeva sto
moze dodatno potaknuti Sirenje rezistencije na kinolone. S druge strane, pojava mutacija za
rezistenciju na kinolone nije toliko snazno vezana uz klini¢ki neuspjeh, kao $to je to s makrolidima,
te primjena moksifloksacina kao prve terapijske linije u populaciji s visokim rizikom za
makrolidnu rezistenciju jednostavno zaobilazi korak terapijskog neuspjeha koji bi se u toj skupini
sigurno dogodio da je prva linija lijeCenja azitromicin. U konacnici, koriStenjem moksifloksacina
za brzu eliminaciju na makrolid rezistentnih sojeva moglo bi se usporiti daljnje Sirenje ove

rezistencije medu visoko rizi¢nim skupinama (147).
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dnevno, 7 dana

Testiranje osjetljivosti na Testiranje osjetljivosti na
antibiotike antibiotike nije moguce
- P - -
Doksiciklin 100 mg dvaput Doksiciklin 100 mg dvaput

dnevno, 7 dana

v W
W A 4
; . ] - Nizak rizik Visok rizik
Azitromicin osjetljiva | | Azitromicin rezistentna, | | Azitromicin i kinolon I,Za et _za . I.SO rizl ‘za .
Y tali kinolon osjetljiva rezistentna makrolidnu rezistenciju makrolidnu rezistenciju
. genitalium
M. genitalium M. genitalium
y W
y
] o ] y \ Azitromicin Moksifloksacin
Azitromicin 1 g prvi Moksifloksacin 400 Moksifloksacin 400
dan + 500 g 2.-4. dan mg, 7 dana mg, 7 dana
TOC 14-28 dana TOC
. po zavrietku terapije
TOC nije potreban

Slika 7. Hodogram sekvencijske terapije prema nalazu osjetljivosti (A). Prema: Durukan (2020). Hodogram
sekvencijske terapije s obzirom na rizi¢ne ¢imbenike (B). Prema: Fernandez-Huerta (2020)
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5. Zakljucéak

M. genitalium emergentni je uzro¢nik spolno prenosivih infekcija kojega se u klini¢koj
praksi ¢esto previda. Upravo zbog toga, primjenom sindromskoga lijecenja, doslo je do selekcije
rezistentnih sojeva i njihove ubrzane diseminacije u populaciji, posebice medu osobama

povecéanoga rizika.

Kako je jedan od glavnih faktora u Sirenju rezistencije neadekvatna detekcija M.
genitalium, klju¢ni postupci kojima bismo to usporili jest osiguravanje ucinkovitih metoda
otkrivanja ove mikoplazme te njeno ukljucivanje u obavezno testiranje koje se provodi za vrijeme
ograniCenja empirijske terapije, i u ovom je slucaju izbjegavati, a naglasak stavljati na uzro¢no
lije¢enje prema dostupnim smjernicama. Takoder, u rutinsku bi se praksu trebalo uvesti kontrolno
testiranje nakon provedenog antimikrobnog lije¢enja kojim bismo potvrdili uspjesnost terapije.
Time bismo na vrijeme prepoznali neadekvatan odgovor na lijeenje, poboljsali zbrinjavanje

pacijenata te umanijili rizik od daljnjeg prijenosa rezistentnih sojeva.

Za kraj, M. genitalium podcijenjen je patogen i zahtjeva povecanu paznju pri obradi spolno
prenosivih infekcija. No, iako je pojava rezistencije u svijetu zabrinjavajuca, ona je ipak dovela do
povecanja svijesti o navedenoj bakteriji. Medutim, njena pojava nalaze i potrebu za stalnim
pracenjem rezistentnih sojeva u populaciji, kao i daljnja istrazivanja koja bi dodatno pojasnila
mehanizme rezistencije. Time bi se postojeci terapijski protokoli mogli poboljsati, a razvoj novih

bio bi olak3an.

Tek ovakvim sveobuhvatnim pristupom, kojega ¢ine pravovremeno otkrivanje infekcije,
provodenje lijeCenja ucinkovitim terapijskim rezimom, implementacija TOC-a u svakodnevnoj
praksi i redovitim nadzorom nad rezistentnim sojevima, mozemo pravilno kontrolirati Sirenje
otpornosti na antibiotike i povecati vjerojatnost uspjeSnog rjeSavanja ovoga javnozdravstvenoga
problema.
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