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Popis i objaSnjenje koristenih kratica:

eng. engleski

lat. latinski

BHSB — beta hemoliticki streptokok grupe B ili Streptococcus agalactiae

DNA — eng. deoxyribonucleic acid, deoksiribonukleinska kiselina

ECDC — Europski centar za kontrolu bolesti

NGU — negonokokni uretritis

MSM - muskarci koji imaju spolne odnose s muskarcima

NAAT - eng. nucleic acid amplification test, test amplifikacije nukleinske kiseline
SAD - Sjedinjenje Americke Drzave

SPI — spolno prenosive infekcije

RNA — eng. ribonucleic acid, ribonukleinska kiselina

PCR - eng. polymerase chain reaction, reakcija lan¢anom reakcijom polimerazom
PMN - polimorfonukleari

PMU - prvi mlaz urina

POC testovi - eng. point of care, testovi koji se izvode uz pacijenta, na mjestu pruzanja
zdravstvene skrbi

HIV — eng. human immunodeficiency virus, virus ljudske imunodeficijencije
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1. SAZETAK

Cilj istrazivanja bila je detekcija spolno-prenosivih (SP) patogena u sedimentu prvog
mlaza urina uzetog umjesto obriska uretre u 822 muskaraca. Uzorci su obojani i kultivirani,
te upotrijebljeni u multipleks PCR testu. Uretritis je utvrden u svega 72/822 (8,76%)
pacijenata detekcijom signifikantnog broja polimorfonuklearnih leukocita u uzorcima, a
etioloska dijagnoza postavljena u njih 68 od 72. Najces¢i uzro¢nik uretritisa bila je
Chlamydia trachomatis (47,22%), a zatim Mycoplasma genitalium (12,50%) 1 Neisseria
gonorrhoeae (9,72%). U pacijenata s negonokoknim uretritisom dominantni uzro¢nik bila
je C. trachomatis, dok je M. genitalium utvrdena kao drugi uzro¢nik negonokoknog
uretritisa. MikrobioloSka analiza je naj¢escée trazena zbog probira ili kontrole (340/41,36%)
te u pacijenata s kroni¢nim prostatitisom (105/12,77%). SP patogeni detektirani su znacajno
¢esce u pacijenata s uretritisom nego u pacijenata iz ostalih dijagnostickih skupina (p<0,01),
ali nije bilo statisticki znacajne razlike u detekciji U. urealyticum izmedu dijagnostickih

skupina (p>0,05).

Kljucne rijeci: uretritis, molekularna dijagnostika, multipleks PCR



2. SUMMARY

Title: Comparison of the representation of urethritis-causing pathogens in the urine of patients

from the wider metropolitan area of Zagreb

The aim of study was detection of sexually transmitted (ST) pathogens in sediment of
first-void urine of 822 men, collected instead of urethral swab. Samples were stained, cultivated
and used in multiplex PCR test. Urethritis was confirmed in only 72/822 (8,76%) patients by
detecting a significant number of polymorphonuclear leukocytes in the samples, and etiologic
diagnosis was established in 68/72 men with urethritis. The most common cause of urethritis
was Chlamydia trachomatis (47,22%), followed by Mycoplasma genitalium (12,50%) and
Neisseria gonorrhoeae (9,72%). In patients with nongonococcal urethritis dominant cause was
C. trachomatis, whereas M. genitalium was found as second most common NGU pathogen.
Microbiological analysis was required the most frequently for screening and control purposes
(340/41,36%) and in patients with chronic prostatitis (105/12,77%). ST pathogens were
detected more frequently in patients with urethritis than in patients from other diagnostic groups
(p<0.01), while U. urealyticum was detected without statistically significant difference among

diagnostic groups (p>0.05).

Keywords: urethritis, molecular diagnostics, multiplex PC



3. UVOD

Uretritis ili upala uretre moZe nastati djelovanjem vise ¢imbenika, no vec¢inom je rije¢
o infekciji stecenoj spolnim kontaktom. Klinicka slika varira od asimptomatske do one u
kojoj su dominantne tegobe disurija, iscjedak, te neugoda i bol u podrucju uretre. Dijagnoza
uretritisa se tradicionalno potvrduje nalazom polimorfonukleara (PMN) u obriscima
anterioronog dijela uretre. Suvremenija dijagnostika podrazumijevaja analizu neagresivno
prikupljenog uzorka prvog mlaza urina. Uretritis se etioloski kategorizira kao gonokokni,
ukoliko je izolirana Neisseria gonorrhoeae, ili negonokokni (NGU), ukoliko bakterija V.
gonorrhoeae nije izolirana u uzorku. Mnogo je nepoznanica vezanih uz uspjeSnost
dijagnostike negonokoknog uretritisa, te se kod koristenja tradicionalnih metoda javljaju
nedosljednosti vezane uz analizu obrisaka uretre i brojanje polimorfonukleara pogotovo u
uzoraka pacijenata u kojih upala nije izrazena'. Takoder, u mnogih muskaraca etioloska
dijagnoza ostaje nerazjasnjena upotrebom klasi¢nih mikrobioloskih metoda kultivacije, te
se ne izolira i potvrdi uzro¢nik13,

Identifikacija etioloskog uzro¢nika uretritisa utjeCe na izbor antimikrobne terapije,
prevenciju komplikacija bolesti, moguénost interhumanog prijenosa infekcije te
suradljivost pacijenata'*. Mikrobioloska dijagnostika temeljena na metodi kultivacije
podrazumijeva uzimanje viSestrukih obrisaka uretre, neposrednu pohranu uzoraka u
adekvatne transportne podloge te inokulaciju na specifi¢na hranilista. Kultivacija ovisno o
trazenom mikroorganizmu traje izmedu 72 sata i nekoliko tjedana, a osjetljivost metode
varira od 50-85%'%17. Uvodenjem standardiziranih i klini¢ki validiranih molekularnih
testova u dijagnostiku uretritisa omogucéena je detekcija spolno-prenosivih uzrocnika iz

neagresivno prikupljenih uzoraka i uzoraka prikupljenih samo-uzorkovanjem, stoga je



dosadasnja analiza obrisaka uretre zamijenjena analizom sedimenta prvog mlaza urina
(PMU)!68.

Primjena konvencionalne lancane reakcije polimerazom (PCR) ili PCR-a u realnom
vremenu (eng. real time PCR) omogucava identifikaciju jednog, dva ili vise uzro¢nika u
jednom aktu i kratkom vremenu, a komercijalno dostupni testovi su visoke analiticke
osjetljivosti i specifinosti!’®. Danas se testovi utemeljeni na umnozavanju nukleinskih
kiselina (NAAT, eng. nucleic acid amlification tests) smatraju novim zlatnim standardom

u dijagnostici uretritisa.

3.1. ETIOLOGIJA

Uzrok uretritisa naj¢esce je infektivne prirode, iako uretritis moze biti moze biti izazvan
neinfektivnim etioloSkim ¢imbenicima, npr. mehanickim ili kemijskim. U simptomatskih
pacijenata javlja se mukopurulentna sekrecija, dizuri¢ne tegobe te nelagoda i bol duz
mokraéne cijevi. Najces¢i uzroci negonokoknog uretritisa po prevalenciji u Europskoj
populaciji su Clamydia trachomatis (11-50%), Mycoplasma. genitalium (6-50%),
Ureaplasma urealyticum (5-26%), Trichomonas vaginalis (1-20%), adenovirusi (2-4%) i
Herpes simplex virus (2-3%)°.

Klamidija i M. genitalium Ce$¢e se nalaze u mladih pacijenata, onih koji kao tegobe
navode iscjedak i disuriju te u heteroseksualnih muskaraca. Rijetko se oba uzro¢nika

321 C. trachomatis i M. genitalium su rjedi u populaciji

detektiraju u istog pacijenta
muskaraca koji imaju spolne odnose s muskarcima (MSM) nego u heteroseksualnih

muskaraca’?. M. genitalium je povezana takoder s nastankom balanopostitisa. C.



trachomatis se povezuje sa pojavom balanitis circinate’>?*. Ove dvije bakterije rijetko
pronalaze u istog pojedinca s NGU, a uCestalost takvih koinfekcija je do 10%%°.

U 30-80% sluc¢ajeva NGU uzrok nisu C. trachomatis i M. genitalium, dok infekcija s
parazitom T. vaginalis ovisi o prevaleciji uzro¢nika u nekom geografskom podru¢ju?-
32

Postoje uvjerljivi dokazi da U. urealyticum moze uzrokovati uretris u nekih muskaraca,
u ¢emu znacajnu ulogu ima imunoloski odgovor pojedinca®®. Detekcijom same ureaplazme
cak i1 koristenjem suvremenih metoda (NAAT) ne mozemo razlikovati asimptomatsku
infekciju od mogucéeg uzro¢nika uretritisa, iako broj mikroorganizama veci od 1000/ml
prvog mlaza urina ima pozitivnu prediktivnu ulogu u razvoju NGU3!-*2,

Moguc¢i razlog za to je $to ranije studije nisu razlikovale U. urealyticum od srodne vrste
U. parvum §to je jo$ uvijek sluCaj ako se koristi iskljuc¢ivo kultivacija kao metoda
dijagnostike. U. parvum ¢e$ée se detektira u kontrolama nego u slucajevima uretrisa §to
otezava prosudivanje vaznosti detekcije ureaplazmi u uzorku i njihovog znacenja kao
stvarnog uzro¢nika negonokoknog uretritisa.?® Postoje znacajni dokazi da uzro¢nici
bakterijskih vaginoza mogu takoder uzrokovati NGU.28-3¢

Adenovirusi i herpes simplex virusi tipa 1 1 2 uzrokuju 2-4% simptomatskih uretrisa i
mogu takoder biti povezani s konjuktivitisom. 83334

Neisseria meningitidis, Haemophilus sp., Candida sp, 1 anomalije uretera poput
uretralne strikture rijetki su uzroci manjeg broja sluc¢ajeva simptomatskih uretritisa, iako
zanimljivi zbog osobitosti etiologije, klini¢ke slike i izbora terapije’>-¢.

Vazno je napomenuti da ukoliko se pronadu diplokoki u razmazu obriska uretera, a
NAAT je negativan na N. gonorrhoeae, N. meningitidis mora biti uzeta u obzir kao moguci

etioloski uzro¢nik. N. meningitidis se ne moze prepoznati pomoc¢u konvencionalnih testova



amplifikacije nukleinskih kiselina na spolno prenosive infekcije (SPI) jer se njima specifi¢no
detektira N. gonorrhoeae, tako da je upotrebom isklju¢ivo molekularnih metoda detekcije
moguce previdjeti meningogokni urethritis kao dijagnozu. Nepoznat je uzrok idiopatskih
uretritisa i uretritisa u kojima nije izoliran uzro¢nik, i iako se pretpostavlja da su takvi
sluCajevi neinfektivne prirode, a trenutno nemamo alate kojima bismo mogli diferencirati
neinfektivne od vjerojatno infektivnih slucajeva®’. Asimptomatski uretritisi bez vidljivog
iscjetka vjerojatno imaju drugaciju etiologiju od simptomatskih uretritisa, Sto takoder
potvrduju rjedi nalazi C. trachomatis i M. genitalium*>7-3.

Postoje opisi slucajeva infektivnih uretritisa uzrokovanih bakterijom Streptococcus
agalactiae (BHSB), ¢ija je dijagnoza postavljena nakon mikrobioloske analize obriska uretre
1 izolacije uzro¢nika iz uretralnog iscjetka. Primjerice, u istrazivanju Chowdhurya i Pareeka
dijagnoza BHSB uretritisa je potvrdena pozitivnim klinickim odgovorom na terapiju
penicilinom. Kultivacija na C. trachomatis je u ovom slucaju bila negativna, a nisu niti bila
pronadena antitijela na klamidije. Obzirom da su mikoplazme zbog neposjedovanja stani¢ne

stijenke bakterije intrinzi¢no rezistentne na penicilinske antibiotike, zakljuceno je da su one

nisu moguéi uzrok infekcije®.

Gonokokni uretritis uzrokovan je bakterijom Naisseria gonorrhoeae. N. gonorrhoeae
infekcija druga je najucestalija spolno prenosiva infekcija. Bakterija N. gonorrhoeae,
poznata i kao gonokok, je gram-negativni diplokok koji uzrokuje cijeli niz zaraznih klinickih
entiteta, ukljucujuci uretritis. Vecina uretralnih infekcija navedenim uzro¢nikom prezentira
se u muskaraca simptomima koje ih navode da potraze lije¢ni¢ku pomoc¢ prije nego se razviju

ozbiljnije komplikacije, ali nedovoljno brzo da bi se sprijecio prijenos na drugu osobu. Kod



zena se infekcija obic¢no ne prezentira obilnim iscjetkom, pa ju je moguce previdjeti, Sto za
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Slika 1. Gram-negativni intracelularni diplokoki u sedimentu PMU s >9 PMN/velikom

vidnom polju - jaka upalna reakcija (ljubaznoscu dr. Jasne Knezevic).

ima ucestalije komplikacije. U Zena infekcija s N. gonorrhoeae moze uzrokovati nastanak
oziljaka 1 proliferaciju vezivnog tkiva u jajovodima $to moze dovesti do neplodnosti ili
ektopicne trudno¢e. U razvijenom svijetu infekcija s N. gonorrhoeae vazan je
javnozdravstveni problem, a u prilog tome govori procijenjenih 700.000 novih slucajeva

godi$nje u SAD-u i 350.000 slu¢ajeva u Europi®®*!,



3.2. EPIDEMIOLOGIJA

Uretritisi, kao i ostale spolno-prenosive bolesti golem su javnozdravstveni problem.
Prevalencija spolno-prenosivih bolesti raste ¢ak i u razvijenom svijetu, posebice se to odnosi
na nove slucajeve HIV/AIDS-a. Prema zaklju¢cima summit-a Svjetske zdravstvene
organizacije 2012. godine, zabiljezeno je 340 milijuna novih slucajeva sifilisa, gonoreje,
klamidijaze i trihomonijaze u populaciji od 15 do 49 godina*?. Od toga je 500.000 novih
sluc¢ajeva HPV infekcije, od ¢ega se 80% odnosi na zemlje u razvoju®.

Veliki udio SPB su asimptomatske ili supklinicke S§to znafi da su cesto
nedijagnosticirane. Ohrabrujuce je da se mnoge SPB mogu prevenirati upotrebom probira,
posebno u skupinama visokog rizika. Bakterija C. trahomatis najcesce je prijavljen uzroc¢nik
STD u Europi. Prema dostupnim podacima europskog Centra za kontrolu bolesti (ECDC)
broj prijavljenih klamidijskih bolesti je sa 191.000 slucajeva 2004. godine porastao na
gotovo 350.000 slucajeva 2013. godine, najugrozenija skupina su osobe izmedu 15 i 24
godina, a u gotovo 90% radi se o heteroseksualnom prijenosu infekcije**. Porast u broju
prijavljenih slucajeva pripisuje se molekularnim metodama dijagnostike, uvodenjem probira
u nekim zemljama kao i1 poboljSanjima u sustavima pracenja, no i dalje ostaje pretpostavka
da je stvarna incidencija veéa, §to se pripisuje asimptomatskom tijeku bolesti u dijela
inficiranih. Kao uzro¢nik NGU bakterija C. trachomatis detektira se u 11-50% slucajeva®.

Bakterija N. gonorrhoeae drugi je po ucestalosti uzro¢nik STD u Europi, s gotovo
53.000 prijavljenih novih slucajeva infekcije u 2013. godini. Opazene su znacajne
zemljopisne razlike u distribuciji gonoreje, s viSom incidencijom zabiljezenom u

skandinavskim 1 baltickim zemljama u odnosu na zemlje centralne i istocne Europe. Iste



godine se Hrvatska, uz Cipar i Luksemburg svrstala u zemlje s najmanjim brojem
prijavljenih gonokoknih infekcija (<1 slu¢aj/100.000 stanovnika)**.

Gonokokna infekcija tri puta se ¢eS¢e detektira u muskaraca, u kojih je asimptomatski
tijek bolesti iznimno rijedak (<10%), a osobito su ugrozene osobe od 20-34 godina.**** Ovaj
Gram-negativan diplokok se kao uzro¢nik uretritisa detektira u 5-20% pacijenata.*’ Bakterija
N. gonorrhoeae iznimno je na vanjske uvjete osjetljiv mikroorganizam, pa na osjetljivost
metode kultivacije utjeCe prikupljanje, transport i pohrana uzorka*®. Molekularne metode
detekcije ovog patogena su visoke osjetljivosti (>96%) u simptomatskih i asimptomatskih
pacijenata, u muskaraca na osjetljivost testa ne utjece vrsta uzorka, a detekcija ne zahtjeva
prisutnost vijabilnog uzro¢nika**. Prema preporuci Svjetske zdravstvene organizacije
paralelno s molekularnim testovima treba i kultivirati uzro¢nika za potrebe izrade testa
osjetljivosti zbog globalno prosirenog problema rezistencije sojeva na brojne skupine
antimikrobnih lijekova*’.

U muskaraca se 7. vaginalis infekcija prezentira simptomima uretritisa, epididimitisa ili
prostatitisa, no u 70-85% pacijenata simptomi infekcije su odsutni, te neprepoznata
asimptomatska infekcija moze trajati i godinama.>® Protozoa T. vaginalis se kao uzro¢nik
NGU nalazi u do 20% pacijenata.* U Americi se kao uzro¢nik uretritisa detektira u 2-13%
pacijenata s najvecom prevalencijom u afroamerickoj populaciji, no u Europi ovaj parazit
rijedak je uzro¢nik uretritisa.’*! Dijagnosticke moguénosti detekcije T. vaginalis infekcije
su nativni mikroskopski preparat ili kultivacija u specijalnim hranjivim podlogama no
osjetljivost ovih metoda je svega 50-65%.°%>2 Klinicki validirani komercijalno dostupni
PCR testovi nova su dijagnosticka mogucnost u detekciji ovog parazita, uz moguénost
koriStenja neinvazivnih uzoraka poput PMU, a visoke su osjetljivosti i specifi¢nosti (95-

100%), te su prema vaze¢im europskim smjernicama obrade pacijenata s NGU preporuceni



u populaciji u kojoj je zabiljezeno >2% simptomatskih infekcija u Zzena.*>>* Obzirom da je
u Hrvatskoj upotrebom nevalidiranog in house testa utvrdena 7. vaginalis infekcija u 8,2%
pacijenata sa simptomima uretritisa, sve pacijente s uretritisom treba i dalje testirati i na
trihomonadnu infekciju.’?

Detekcija genitalnih mikoplazmi u uzorcima iz urogenitalnog sustava vrlo je Cesta, no
budu¢i da se M. hominis 1 U. urealyticum/parvum mogu naéi kao dio normalne mikroflore
sluznica urogenitalnog sustava i Zena i muskaraca, nalaz ovih bakterija treba interpretirati s

oprezom.

3.3. METODE I DIJAGNOSTIKA

Dijagnoza uretritisa potvrduje se objektivnim dokazom upale mokraéne cijevi S$to
ukljucuje prisutnost iscjetka pri klinickom pregledu ili mikroskopsku detekciju znacajnog
broja PMN leukocita u preparatu obriska uretre (>4 PMN/1000x povecanje) ili preparatu
sedimenta PMU (>9 PMN/1000x povecanje), obojenim metilenskim modrilom ili po

Gramu. !>

Osim procjene broja PMN mikroskopski preprat omogucuje 1 prikaz
mikroorganizama. Prisutnost Gram-negativnih diplokoka u preparatu obriska uretre
dovoljan je dokaz gonokokne infekcije uretre, jer su osjetljivost i specifi¢nost ove metode u
simptomatskih muskaraca oko 98%.4” Ne-gonokokni uretritis (NGU) utvrduje se na temelju
mikroskopije 1 detekcije PMN leukocita bez prisustva mikroorganizama.

Muskarci koji se prezentiraju uretralnim simptomima trebaju se klinicki pregledati zbog
ingvinalne limfadenopatije, ulceracija ili uretralnog iscjetka. Uretru bi trebalo njezno

ispalpirati od korijena penisa do uretralnog otvora. Bilo kakav iscjedak trebao bi biti

laboratorijski testiran. Trenutno, uretritis se dijagnosticira po barem jednom od sljedecih



kriterija; prisutnost uretralnog iscjetka, pozitivan test na leukocitnu esterazu u uzorku prvog
mlaza urina, ili 10 ili viSe leukocita u vidnom polju®*. Ukoliko iscjedak nije prisutan, uzorak
prvog mlaza urina trebao bi biti testiran da bi se vidjeli postoji li piurija, te bi trebala slijediti
molekularna dijagnostika. Takoder se preporuca palpacija skrotuma zbog moguénosti
epididimitisa ili orhitisa. Digitorektalni pregled se preporuca za pregled prostate, pogotovo
kod starijih pacijenata ili kod pacijenata koji se zale na rektalnu bol. Ukoliko se pacijent zali
na specificne simptome ili postoji lokalna upala, moze se klini¢ki pregledati orofarinks ili
anus>>->%,
Ako sumnjamo na urinarnu infekciju zbog specifi¢ne anamneze kao $to je hematurija,
nokturija, disurija ili urgencija, treba se analizirati uzorak srednjeg mlaza urina i lijeCenje bi
se trebalo usmjeriti u smjeru urinarne infekcije. Na nju takoder mozemo posumnjati tijekom
klini¢kog pregleda ako ne postoji nikakav iscjedak iz uretre ili po laboratorijskim nalazima
po prisutnosti nitrita u urinu®’.

Uretritis ili faktori rizika za spolnu infekciju mogu upuéivati na koinfekciju i drugu
spolno prenosivu bolest. Zbog toga se rade krvni testovi na sifilis, HIV i hepatitis. Ponekad
je mogucée da svi konvencionalni testovi budu negativni, ali pacijenti svejedno dobro

reagiraju na antibiotsku terapiju. To upuéuje na mogucnosti lazno negativnih nalaza, ili na

nepoznatog uzro¢nika’®,

Dijagnosticki testovi za uretritise i ostale spolno prenosive bolesti su od viSestruke
koristi. Osim pomoc¢i u dijagnostici tipi¢nih slucajeva, mogu nam pomo¢i dijagnosticirati
atipicne slucajeve, asimptomatske i viSestruke infekcije. Metode dijagnostike moraju

ispuniti kriterije specifi¢nosti, pristupacnosti, tocnosti, ucinkovitosti i lakoce provedbe.



Rezultati moraju biti brzi, cjenovno ucinkoviti i pouzdani. I ono $to je najvaznije, rezultati

trebaju biti §to manje ovisni o tehnikama prikupljanja uzorka™.

Laboratorijska dijagnostika uretritisa ukljucuje:
¢ Direktnu mikroskopiju
e Kulturu/izolaciju mikroorganizama
e Detekciju antigena
e Serologiju za detekciju antitijela
e Testove koji pronalaze metabolite mikroorganizama

e Molekularne metode dijagnostike

Uobicajeni dijagnosticki postupci imaju nekoliko nedostataka; poput dugog cekanja
rezultata te manje osjetljivosti i specificnosti. Tehnoloski napredne i modernije metode
dijagnosticke mikrobiologije nude znacajno vecu brzinu, specifi¢nost i osjetljivost. One su
posebno korisne za detekciju mikroorganizama koji se tesko kultiviraju ili se ne mogu uopce
kultivirati. Ove tehnologije i novi pristup u dijagnostici omogucéavaju nam ucinkovitiji
pristup kontroli spolno-prenosivih bolesti, Sto se direktno odrazava na zdravstvenu skrb
pacijenata. PovecCana automatizacija i standardizacija takvih metoda ima za posljedicu
smanjenje ljudske pogreske. Osim direktnih dijagnostic¢kih uloga, ovakve metode ukljucuju
nedijagnosticke namjene, poput probira za skupine visokog rizika, nadzora i kontrole
lijeCenja, istrazivanja uzroka razli¢itih epidemija, detekcija uzoraka rezistencije za terapiju,

te imaju vaznu ulogu pri istraZivanjima i kontroli kvalitete rada laboratorija®.

10



Testovi nukleinskih kiselina su tehnike koje otkrivaju specificne sekvence DNK ili RNK
mikroorganizma koji je povezan s uretritisom. U grubo se ti testovi mogu podijeliti u tri
skupine testova koji se koriste u molekularnoj dijagnostici®':

e Tehnike hibridizacije

e Tehnike amplifikacije

e Testovi koji se koriste u epidemioloskim istrazivanjima.
Molekularne tehnike koje se upotrebljavaju u dijagnostici uretritisa su detekcija
mikroorganizama koji se teSko uzgajaju ili se uopée ne mogu kultivirati, identifikacija
mikroorganizama nakon kultivacije (klasi¢na bakteriologija 1 virologija), te brza
identifikacija iz klini¢kih uzoraka testovima koji su danas visoke osjetljivosti i specifi¢nosti
a mogu se jednostavno izvesti uz pacijenta (molekularni POC testovi, eng. point of care).
Molekularne metode takoder koristimo kako bismo bolje razumjeli epidemiologiju ili
patofiziologiju uretritisa te za poboljSanje osjetljivosti 1 specificnosti seroloskih eseja
upotrebom rekombinantnih antigena i proteina‘?.

Tehnike rekombinacije nukleinskih kiselina oslanjaju se na osjetljivost i specificnost
hibridizacijskih reakcija vezanja izmedu proba i ciljnih nukleinskih kiselina. DNK ili RNK
mikroorganizama u klinickim uzorcima su ciljne nukleinske kiseline, dok su probe
komplementarne nukleinske kiseline koje su vezane s nekim kemijskim, fluorescentnim ili
radionuklidskim bojama. Tehnike amplifikacije koriste se kako bi se umnozili i dobili veéi
broj ciljnih lanaca nukleinskih kiselina. Takoder, metode molekularne dijagnostike koristie
se kako bi se usporedile nukleinske kiseline u uzorku i nukleinske kiseline u epidemioloSkim

bazama.
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Osnovni koraci koje ukljucuje molekularna dijagnostika su prikupljanje uzorka,
ekstrakcija 1 purifikacija nukleinskih kiselina u uzorku, amplifikacija ili hibridizacija, i
detekcija zavrSnog produkta primjerenim metodama.

PCR ili lan¢ana reakcija polimerazom tehnika je kojom se umnozavaju nukleinske
kiseline iz uzorka. Klasicna metoda RT-PCR (eng. reverse transcriptase - polymerase chain
reaction) je semikvantitativna, stoga je potreba za preciznijom kvantifikacijom mRNK
dovela do razvoja nove tehnike nazvane PCR u realnom vremenu (eng. real time PCR). Real
time PCR je pouzdana i precizna metoda za kvantifikaciju specificnih molekula DNK.

Za reakciju su potrebne vrlo male koli¢ine nukleinske kiseline §to omogucéava upotrebu
ove metode u slucajevima kada na raspolaganju imamo vrlo malo uzorka. Produkti lancane
reakcije polimerazom obiljezeni fluorescencijskom bojom kontinuirano se analiziraju.
Fluorescencijska boja (najcescée se koristi SYBR Green I) vezana je uz prigusivac (eng. O-
quencher), a emitira fluorescenciju tek nakon razdvajanja od njega, tj. vezanjem za
dvolan¢anu (novonastalu) DNK.

Dakle, mjerenjem fluorescencije mjerimo nastalu DNK jer koli¢ina fluorescencije
razmjerna je koli¢ini PCR proizvoda. Nakon zavrSene reakcije PCR, aparat se moze
programirati da nacini krivulju taljenja, u kojoj se myjeri fluorescencija u odnosu na
temperaturu. Tako real-time PCR odreduje i1 tocku taljenja (eng. melting point) novonastalog
proizvoda, kada se dva lanca DNA odvoje i fluorescencija naglo prestaje. Ovim
provjeravamo specificnost produkta, jer svi produkti za specifi¢an par pocetnica (eng.
primera) moraju imati istu krivulju taljenja (eng. melting curve).

Danas se u praksi sve vise koristi Tagman kemija u reakciji real-time PCR-a. Metoda
se zasniva na koriStenju neobiljezenih specifi¢nih pocetnih oligonukleotida te specificne

obiljezene probe. Ova metoda koristi se kako u analizi ekspresije gena tako i u SNP analizi
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u kojoj se koriste dvije specifi¢ne i razli¢ito obiljezene probe. Real-time PCR koristi se za
apsolutnu ili relativnu kvantifikaciju DNA/RNA®,

Apsolutnom kvantifikacijom mozemo precizno odrediti broj kopija u nekom uzorku
usporeduju¢i fluorescenciju s standardnom krivuljom. Relativnom pak kvantifikacijom
mozemo analizirati relativne promjene u koli¢ini transkripta. Prednosti real-time PCR
metode su izrazita brzina detekcija, veca osjetljivost i1 specifi¢nost, prikaz kvantitativnih

podataka i automatska izolacija nukleinskih kiselina®.

3.4. LIJECENJE I PREVENCIJA

Pacijentima kojima smo potvrdili dijagnozu uretritisa preporuca se dvojna antibiotska
terapija za uzroénike N. gonorrhoeae i C. trahomatis.’?. Kombinacija jedne doze 1g
azitromicina oralno ili 100 mg doksiciklina dva puta dnevno tijekom sedam dana u
kombinaciji sa 400 mg cefeksima ili 125 mg intramuskularno apliciranog ceftriaksona je
primarni tretman uretritisa. Zbog rezistencije na fluorokinolone oni se vise ne propisuju kao
empirijska terapija uretritisa>®.

U muskaraca s uretralnim simptomima ali bez objektivnih znakova ili rezultata pretraga,
u pravilu lijecenje se odlaze do dolaska rezultata. Iznimke su pacijenti koji imaju visok rizik
od spolno prenosivih infekcija a za koje se procjeni da postoji moguénost da se ne vrate na
kontrolu i po specifi¢nu terapiju®*.

Pacijenti koji imaju simptome perzistentnog ili rekurentnog uretritisa predstavljaju
izazov u lijeCenju zbog izostanka simultane terapije partnera, reinfekcija od strane novog

partnera ili nelije¢ene infekcije uzrokovane mikroorganizmima Mycoplasma, Ureaplasma,
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Trichomonas, HSV, Enterobacteriaceae, ili adenovirusima. Takoder, uzrok moze biti neki
rezistentni uzro¢nik ili uretritis moZe imati neinfektivni uzrok®.

Azitromicin je lijek izbora kod uretritisa uzrokovanih mikoplazmom, uraplazmom, ali
ne i kod uretritisa izazvanog trihomonasom, HSV-om ili adenovirusima.®> Azitromicin, zbog
svog protuupalnog ucinka, moze biti uc¢inkovit kod pacijenata €iji su nalazi negativni na
navedene uzrocnike, Sto potvrduje jedna japanska studija koja navodi ¢ak 85% izljecenja
kod pacijenata u kojih etiologija infekcije nije mogla biti utvrdena upotrebom uobicajenih
metoda mikrobioloske dijagnostike™®.

Znacajan je porast incidencije mikoplazmatske rezistencije na azitromicin, za koju se
preporuca dulja antibiotska terapije ili neki drugi alternativni izbor terapije, ovisno o sluc¢aju
i klini¢koj prezentaciji®®. U podrugjima s visokom prevalencijom trihomonijaze, preporucuje
se terapija metronidazolom ili tinidazolom koji se primjenjuje aditivno uobicajenoj terapiji.>?

Na posljetku, ako isklju¢imo sve mogucénosti infekcije, pacijentima se preporucuje
koristiti blage sapune bez mirisa i iritansa, lubrikante i ostale neutralne proizvode za njegu
koze, dok se izbjegavaju spermicidi i nastoji se sprijeciti trauma penisa®’. Takoder se
preporuca poveéan unos vode i prehrana u skladu s onom u drugim upalnim urogenitalnim
bolestima. Pacijentima kod kojih je uretritis posljedica neke spolno prenosive infekcije
preporuca se apstinencija tijekom tjedan dana od pocetka terapije. Edukacija pacijenata bi
trebala i¢i u smjeru osvjestavanja i smanjivanju rizi¢nih faktora vezanih uz spolno prenosive
bolesti®.

Nema dokaza da probir musSkaraca na klamidiju i gonoreju dovodi do smanjene
incidencije tih infekcija u Zena, tako da se probir svih muskaraca ne preporuc¢a®. Preporucuje
se godisnji probir u muskaraca koji imaju spolne odnose s muskarcima. To ukljucuje uretrali

obrisak ili NAAT testove na gonoreju i klamidijsku infekciju iz prvog mlaza urina kod

14



muskaraca koji su imali insertivni spolni odnos u prosloj godini te testiranje na rektalni oblik
gonoreje 1 klamidijalne infekcije muskaraca koji su imali receptivni spolni odnos tijekom
zadnjih godinu dana’. Probir takoder ukljucuje obrisak Zdrijela na gonoreju kod muskaraca
koji su imali oralni spolni odnos. Probir na faringealnu klamidijalnu infekciju se ne
preporucuje.

Postoje dokazi da je intaktni uretralni endotel izrazito vazna barijera kod infekcija HIV-
om. Ostecenje tog epitela moze pospjesiti prijenos patogena koji se Sire kontaktom s krvlju,
ukljucuju¢i HIV. Muskarci s uretritisom zarazeni HIV-om imaju visi HIV RNA titar u
spermi od HIV-pozitivnih muskaraca koji nemaju uretritis’!. Takoder, lijeCenje uretritisa

dovodi do smanjenja ekspresije HIV-1 u spermi’2.
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4. HIPOTEZA

Ocekuje se da ¢e najces¢i uzrocnik uretritisa biti C. trachomatis 1 da ¢e detekcija ove bakterije
biti posebno Cesta u mladih od 25 godina, te da se nalaz uro-genitalnih mikoplazmi (U.
urealyticum/parvum 1 M. hominis) izuzev vrste M. genitalium nc¢e moci povezati s etiologijom
uretritisa, buduc¢i su ove bakterije Cesto detektiraju na genitalnim sluznicama zdravih Zena i

muskaraca.
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5. CILJEVI RADA

Op¢i cilj:

Utvrdivanje etiologije uretritisa upotrebom multipleks PCR testa i klasi¢nih uzgojnih
mikrobioloskih metoda iz neagresivno prikupljenog uzorka prvog mlaza urina pacijenata u
kojih je tijekom rutinskog dijagnostickog postupka zatraZzena mikrobioloska dijagnostika u

Nastavnom zavodu za javno zdravstvo ,,Dr. Andrija Stampar® tijekom jedne godine.

Specijalni ciljevi:

1. Utvrditi zastupljenost bakterija C. trachomatis i M. genitalium u pacijenata s dokazanim
uretritisom u pacijenata s jakim upalnim odgovorom (>9 PMN u uzorku sedimenta
PMU), te pacijenata sa slabijim upalnim odgovorom (>4 PMN u uzorku sedimenta

PMU),

2. Utvrditi postoji li razlika u uéestalosti detekcije U. urealyticum/parvum i M. hominis u
pacijenata s dokazanim uretritisom i pacijenata u kojih uretritis nije dokazan a koji su
upuceni na mikrobiolosku obradu iz drugih razloga (sterilitet, kroni¢ni prostatitis,

epididimitis, kontrola/probir itd).
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6. MATERIJALI Il METODE

Za istrazivanje su koriSteni rezultati rutinske obrade pacijenata upucenih na mikrobiolosku
obradu u Nastavni zavod za javno zdravstvo ,,Dr. Andrija Stampar* u Zagrebu (Referentni
centar za dijagnostiku spolno prenosivih infekcija MZRH) urazdoblju od 1. studenog 2016.
do 01. studenog 2017. godine.

Bolesnici i uzorci: Pacijenti su pri prijemu izmokrili 10-15 ml PMU u prethodno oznacenu,
graduiranu polipropilensku sterilnu posudicu s ¢epom na navoj, uz uvjet da prethodno nisu
mokrili najmanje dva sata. Prigodom uzorkovanja pacijentima su uzeti i osnovni
anamnesticki podaci: postoje li simptomi i koji, ili je rije¢ o probiru/kontroli, spadaju li u
skupinu s riziénim spolnim ponasanjem za spolno-prenosive bolesti.

Metode klasicne mikrobioloske dijagnostike: Uzorak je odmah dostavljen u laboratorij te
podijeljen u dva alikvota. Za metodu kultivacije jedan alikvot centrifugiran je na 3000
okretaja/min. kroz 10 minuta pri temperaturi +22°C, supernatant odbacen, a sediment
izdvojen. Uzorak je zasijan kalibriranom bakterioloskom usicom od 10 pl na ¢okoladni
(Oxoid, UK) i Sabouroud (Oxoid, UK) agar, a 200 ul uzorka pohranjeno je u bujon za uzgoj
genitalnih mikoplazmi (Mycoplasma R1, Biomerieux, Francuska). Cokoladni agar
inkubiran je 24/48 sata na +35°C u atmosferi s 5% CO;, Sabouroud agar 24/48 sata na
+35°C u aerobnoj atmosferi, a bujon pohranjen na +4°C za eventualne potrebe kasnije
kultivacije 1 izrade testa osjetljivosti. Ucinjen je i preparat obojen po Gramu koji je
mikroskopiran na svjetlosnom mikroskopu (Leica, Njemacka) na velikom povecanju
(1000x, Slika 1).

Metode molekularne mikrobioloske dijagnostike: Drugi alikvot sedimenta PMU je

upotrijebljen za izvodenje multiplex konvencionalnog PCR testa Seeplex® STD6 ACE
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Detection Test (Seegene, Korea) na Sest STD patogena (Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia
trachomatis, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum 1
Trichomonas vaginalis) sukladno uputama proizvodaca. Detekcija umnozenog PCR
produkta ucinjena je metodom mikroCip elekroforeze (MultiNA, Shimazu, Japan), na
virtualnom gelu (Slika 2).

Statisticka obrada: Podaci su statisticki obradeni %> testom, a statisticki znacajna smatrana

je vrijednost p<0,05.
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Slika 2. Utvrdivanje etiologije uretritisa upotrebom mikro-Cip elektroforeze te primjer
mogucénost detekcije visestruke infekcije upotrebom Seegene STD6 multiplex PCR
testa — uzorak br. 9.

(1) marker; (2) pozitivna kontrola = 981 bp/interna PCR kontrola, 647 bp/T. vaginalis, 502

bp/M. hominis, 410 bp/M. genitalium, 315 bp/C. trachomatis, 214 bp/N. gonorrhoeae, 130

bp/U. wurealyticum; (3) negativna kontrola; (4) M. genitalium positivni uzorak; (5) U.

urealyticum pozitivni uzorak; (9) i M. hominis 1 U. urealyticum pozitivni uzorak (13) C.

trachomatis pozitivni uzorak; (14) negativni uzorak.
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7. REZULTATI

U razdoblju od jedne godine ukupno je analizirano 822 uzorka sedimenta PMU

prikupljenih u muskaraca u dobi od 18-76 godina (33,6+10,9). Dijagnoza uretritisa potvrdena

je u svega 72/822 (8,8%) pacijenata detekcijom signifikantnog broja PMN-a u uzorcima.

Etioloska dijagnoza postavljena je u ¢ak 69/72 muskaraca s dokazanim uretritisom.

Tablica 1. Zastupljenost klinickih entiteta u pacijenata upucenih na mikrobiolosku obradu u

istrazivanom razdoblju.

Klinié¢ki entitet

Broj pacijenata (%)

SPI probir/kontrolni pregled

340 (41,36%)

Sindrom kroni¢nog prostatitisa

105 (12,77%)

Uretritis

72 (8,76%)

Infekcije mokraénog sustava/uretralni sindrom

68 (8,27%)

Drugi poremecaji mokra¢no-spolnog sustava

54 (6,57%)

Obrada neplodnosti parova

51 (6,20%)

Kondilomi

49 (5,96%)

Orhitis 1 epididimitis

43 (5,23%)

Balanopostitis 34 (4,14%)
Sy. Reiter 6 (0,73%)
Ukupno 822 (100,00%)
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MikrobioloSka obrada uretre najcesce je trazena zbog probira ili kontrole/nadzora STI i
to u 340 (41,3%) pacijenata, te zbog kroni¢nog prostatitisa u 105 (12,8%) pacijenata (Tablica
1). Drugi razlozi zbog Cega je pretraga trazena bili su: neplodnost parova (6,2%), dizuricke
smetnje zbog infekcije mokra¢nog sustava (8,3%), kondilomi (5,9%), balanopostitis (4,1%),
orhitis/epididimitis (5,2%), drugi poremecaji mokra¢nog sustava (6,5%) 1 Reiterov sindrom
(0,7%).

Pacijenata mladih od 25 godina bilo je 157/822 (19%), Sto sa petnaest pacijenata iz
MSM populacije i Sest biseksualnih pacijenata ¢ini 21,6% pacijenata obuhvacenih ovim

istrazivanjem (178/822) za koje je utvrdeno da se ubrajaju u osobe s visokim rizikom za SPIL.

Najces¢i uzrocnik uretritisa bila je C. trachomatis koja je detektirana znacajno cesce u

pacijenata mladih od 25 godina (Tablica 2, p<0,01).

Tablica 2. Detekcija bakterije C. trachomatis u ovisnosti o dobi pacijenata uklju¢enih u

istrazivanje.
Dob pacijenata Chlamydia trachomatis
(godine) DA NE
>25 31 634
<24 14 143

Tablica 3 prikazuje udio utvrdenih uzrocnika uretritisa u skupini s jakim upalnim
odgovorom i najviSu zastupljenost bakterije C. trachomatis koja je u ovoj skupini od 44

muskarca s dokazanim uretritisom detektirana 19 puta.
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Tablica 3. Ucestalost detekcije bakterija u skupini muskaraca s uretritisom i jakim upalnim

odgovorom (>9 PMN)).
Uzro¢nik uretritisa Ucestalost detekcije (n)

Chlamydia trachomatis 19
Neisseria gonorrhoeae 6
Mycoplasma genitalium 6
Ureaplasma urealyticum/parvum 5
BHSB 2
Haemophilus influenzae 2
Neisseria meningitidis 2
Escherichia coli 2
Mycoplasma hominis 1
Proteus mirabilis 1
Ukupno 46

U ovoj skupini u dva pacijenta nije utvrdena etiologija, dok je u Cetiri pacijenta utvrdena
koinfekcija (N. gonorrhoeae i C. trachomatis u dva pacijenta, a C. trachomatis 1 M. genitalium

te C. trachomatis 1 U. urealyticum u po jednog pacijenta.

Tablica 4 prikazuje udio utvrdenih uzro¢nika uretritisa u skupini sa slabijim upalnim

odgovorom 1 najviSu zastupljenost bakterije C. trachomatis koja je u ovoj skupini od 28

muskarca s dokazanim uretritisom detektirana 15 puta.
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Tablica 4. Ucestalost detekcije bakterija u skupini muskaraca s uretritisom i slabijim upalnim

odgovorom (5-9 PMN).

Uzro¢nik Ucestalost detekcije (n)
Chlamydia trachomatis 15
BHSB 6
Ureaplasma urealyticum/parvum 4
Mycoplasma genitalium 3
Neisseria gonorrhoeae 1
Mycoplasma hominis 1
Escherichia coli 1
Ukupno 31

U ovoj skupini u jednog pacijenta nije utvrdena etiologija, dok je u tri pacijenta utvrdena

koinfekcija, jer su uz C. trachomatis detektirane i uro-genitalne mikoplazme.

Nije bilo statisticki znacajne razlike u detekciji U. wrealyticum izmedu skupine
pacijenata s uretritisom i ostalih ispitanika u kojih uretritis nije dokazan (Tablica 5, p>0,05), za
razliku od statisti¢ki znacajno ¢esce detekcije bakterije C. trachomatis u pacijenata s dokazanim

uretritisom (Tablica 6, p<0,05).
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Tablica 5. Zastupljenost bakterije U. urealyticum u uzorcima pacijenata uretritisom i pacijenata

u kojih uretritis nije dokazan.

Ureaplasma urealyticum

Uretritis
DA NE
DA 4 24
5-9 PMN
NE 62 732
DA 5 39
>10 PMN
NE 61 717
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Tablica 6. Zastupljenost bakterije C. trachomatis u uzorcima pacijenata uretritisom i pacijenata

u kojih uretritis nije dokazan.

Chlamydia trachomatis
Uretritis DA NE
DA 15 13
5-9 PMN
NE 30 764
DA 19 25
>10 PMN
NE 26 752

T. vaginalis je detektiran samo u jednom uzorku, u pacijenta u kojeg uretritis nije
dokazan, sa simptomima kroni¢nog prostatitisa. U Cetiri pacijenta u kojiih je mikroskopski
potvrden uretritis detekcijom signifikantnog broja PMN u sedimentu PMU, kao uzro¢nik
izolirane su gram-negativne Stapicaste bakterije (enterobakterije) u monokulturi, uz prethodno
isklju¢enu mogucu prisutnost drugih uzro¢nika molekularnim testom, od kojih su se dva
pacijenta deklarirala kao pripadnici SMS skupine.

Tablica 7 pokazuje statisticki znacajno veéu zastupljenost pacijenata mladih od 25
godina u skupinama pacijenata s dokazanim uretritisom, za razliku od pacijenata starih 25

godina i vise, koji su Cinili veliku veéinu pacijenata u kojih uretritis nije utvrden (p<0,01).
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Tablica 7. Zastupljenost pacijenata mladih od 25 godina u pacijenata s dokazanim uretritisom

1 pacijenata u kojih uretritis nije dokazan.

Dob (godine)
URETRITIS

>25 <24
DA 16 12

5-9 PMN
NE 649 145
DA 32 12

>10 PMN
NE 633 145
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8. RASPRAVA

Uzrocnici uretritisa najces¢e su spolno-prenosivi patogeni, no uretritis moze biti i
neinfektivne etiologije izazvan mehanic¢kim ili kemijskim ¢imbenicimal'>. Vrlo rijetko uretritis
moze izazvati 1 kandida, te enterobakterije - koje se kao rijetke uzro¢nike uretritisa povezuje s
insertivnim analnim spolnim odnosom. U simptomatskih pacijenata javlja se mukopurulentna
sekrecija, dizuricne tegobe i/ili nelagoda u mokrac¢noj cijevi, no moguce su i asimptomatske
infekcije. Dijagnoza uretritisa potvrduje se objektivnim dokazom upale mokraéne cijevi §to
ukljucuje prisutnost iscjetka pri pregledu ili mikroskopsku detekciju znacajnog broja PMN
leukocita u preparatu obriska uretre ili preparatu sedimenta PMU'>!°, Osim procjene broja
PMN mikroskopski preprat omogucuje i prikaz mikroorganizama. Prisutnost Gram-negativnih
diplokoka u preparatu obriska uretre dovoljan je dokaz gonokokne infekcije uretre, jer su
osjetljivost i specifiénost ove metode u simptomatskih muskaraca oko 98%.%” Ne-gonokokni
uretritis (NGU) utvrduje se na temelju mikroskopije i detekcije PMN leukocita bez prisustva
mikroorganizama.

Cilj ovog istrazivanja bila je detekcija spolno-prenosivih (SP) patogena i
polimorfonuklearnih leukocita (PMN) u sedimentu prvog mlaza urina, koji je preferirani
neagresivno prikupljeni uzorak umjesto visestrukih obrisaka uretre. Mikroskopskom
detekcijom znacajnog broja PMN leukocita u uzorcima dijagnoza uretritisa potvrdena je u
svega 72/822 (8,8%) pacijenata koji su u razdoblju u kojem je istrazivanje provedeno bili
upuceni na mikrobiolosku dijagnostiku s razli¢itim uputnim dijagnozama — od uretritisa do
neplodnosti. Prema trenutno vaze¢im europskim smjernicama, u muskaraca s uretritisom, te
akutnim epididimo-orhitisom u muskaraca mladih od 40 godina i pripadnika MSM populacije,

preporucena je detekcija bakterija N. gonorrhoeae, C. trachomatis 1 M. genitalium testovima
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umnaZanja nukleinskih kiselina iz prvog mlaza urina*>-*%73, Drugu dijagnostic¢ku skupinu za
mikrobiolosku obradu uzoraka na spolno-prenosive patogene ¢ine pacijenti bez simptoma STI.
Asimptomatskim pacijentima testiranje se preporuca ukoliko se radi o spolno aktivnim
osobama u rizicnim skupinama (osobe mlade od 25 godina, MSM, velik broj spolnih partnera),
osobama sa potvrdenom drugom STI ili u spolnom kontaktu sa takvim partnerom, tijekom
dijagnosticke obrade neplodnosti parova ili reaktivnog artritisa, tijekom konzultacija o
kontracepciji ili trudno¢i, u zatvorenika, kao dio forenzicke obrade spolnog zlostavljanja te
roditeljima novorodenceta sa neonatalnom pneumonijom ili konjuktivitisom’. U ovom
istrazivanju utvrdeno je da je mikrobioloSka obrada u analiziranom razdoblju trazena u vecine
asimptomatskih pacijenata zbog STI probira ili kontrole provedene terapije, obrade neplodnosti
parova ili ranije dijagnosticirane STI partnera.

Bakterija C. trahomatis najcesce je prijavljen uzrocnik STD u Europi. Kao uzro¢nik
NGU bakterija C. frachomatis detektira se u 11-50% slucajeva®>. U ovom istraZivanju
prevalencija klamidijske infekcije bila je 5,47% (45/822). Bakterija C. trachomatis je kao
uzrocnik uretritisa detektirana u 47,22% (34/72) pacijenata s mikroskopski potvrdenim
uretritisom, od kojih je 38,24% bilo mladih od 25 godina. U prevalencijskim ili case-control
istrazivanjima detekcije uzro¢nika molekularnim metodama u pacijenata sa mikroskopski
dokazanim uretritisom zabiljezena ucestalost C. trachomatis je primjerice bila 14,7% u Velikoj
Britaniji’®, 20% u Iranu’® i Francuskoj®, 22,5% u Svedskoj?, odnosno 32% u Australiji?2 te 37%
u afroameric¢kh pacijenata u New Orleansu’’. Visa uCestalost zabiljeZena u ovom istrazivanju
moze se prije svega objasniti malim brojem pacijenata s uretritisom obuhvaéenim ovim
istrazivanjem (svega 72/822), a tek potom razli¢itom analitickom osjetljivos¢u upotrijebljenih
molekularnih testova, koli¢inom i brzinom obrade uzorka te razli¢itim pristupom u izolaciji

nukleinske kiseline. U cilju utvrdivanja stvarne prevalencije C. trachomatis infekcije u
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pacijenata s uretritisom u zagrebackom podrucju neophodno je istraziti viSe pacijenata, a buduéi
da je pokazano da je svega desetak posto od ukupno zaprimljenih uzoraka povezano s
uretritisom, potrebno je istraziti dvogodisnje razdoblje kako bi se mogla prikazati to¢nije
ucestalost pojedinih patogena na uzorku od oko 200 pacijenata s dokazanim uretritisom. U
tijeku je i provodenje probira na C. trachomatis i M. genitalium u studentskoj populaciji Grada
Zagreba iz neagresivno prikupljenih uzoraka (PMU 1 obrisak rodnice prikupljen samo-
uzorkovanjem), kojim je planiran obuhvat od 2000 ispitanika dobi od 18-25 godina, a ¢iji
rezultati ¢e po prvi put pokazati prevalenciju M genitalium infekcije u studentskoj populaciji u
Hrvatskoj, te utvrditi postoji li razlika u prevalenciji C. trachomatis infekcije u zagrebackih
studenata u odnosu na mlade iste dobi u Hrvatskoj, obzirom da je u mladih u Hrvatskoj 2010.
zabiljezena visoka prevalencija od 7,3% C. trachomatis infekcije u mladi¢a te u 5,3% djevojaka
od 18-25 godina.”®

U Hrvatskoj je incidencija gonokoknih infekcija izazvanih rezistentnim sojevima niska,
te nije zabiljeZena u razdoblju ovog istrazivanja, gdje je gonokni uretritis otkriven 9,72%.
pacijenata. Sli¢na prevalencija gonokokne infekcije od oko 10% u muskaraca zabiljeZena je u
drugim europskim zemljama poput Francuske nakon analize obrisaka uretre’, te u pacijenata iz
Rumunjske nakon analize PMU.”

U ovom istrazivanju 7. vaginalis nije detektiran niti u jednom uzorku PMU u pacijenata
s dokazanim uretritisom, a istovjetni rezultati zabiljeZeni su i u istrazivanju u Rumunjskoj 1
Francuskoj®’”. Dijagnosticke moguénosti detekcije 7. vaginalis infekcije su nativni
mikroskopski preparat ili kultivacija u specijalnim hranjivim podlogama no osjetljivost ovih
metoda je svega 50-65%.°%°2 Klini¢ki validirani komercijalno dostupni PCR testovi nova su
dijagnosticka moguénost u detekciji ovog parazita, uz moguénost koristenja neinvazivnih

uzoraka poput PMU, a visoke su osjetljivosti i specifi¢nosti (95-100%), te su prema vazeéim
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europskim smjernicama obrade pacijenata s NGU preporuceni u populaciji u kojoj je

zabiljeZeno >2% simptomatskih infekcija u zena*->°

. Premda se u Hrvatskoj kao i u ostalim
europskim zemljama biljeZi niska prevalencija trihomonadne infekcije, koja je posebice rijetka
u skupini do 40 godina zivota, obzirom da je u nedavnoj studiji provedenoj u Hrvatskoj
upotrebom nevalidiranog in house testa utvrdena 7. vaginalis infekcija u 8,2% pacijenata sa
simptomima uretritisa, sve pacijente s uretritisom treba i dalje testirati i na trihomonadnu
infekciju, ali je potrebna upotreba klini¢ki validiranih testova’?.

Detekcija genitalnih mikoplazmi u uzorcima iz urogenitalnog sustava vrlo je Cesta, no
budu¢i da se M. hominis i U. urealyticum mogu naci kao dio normalne mikroflore sluznica
urogenitalnog sustava i zena i muskaraca, nalaz ovih bakterija treba interpretirati s oprezom. U
ovom istrazivanju stoga nije bilo statisticki znacajne razlike u detekciji ureaplazmi u pacijenata
s dokazanim uretritisom i pacijenata iz ostalih dijagnosti¢kih skupina. Nasuprot tome, detekcija
M. genitalium drzi se jednako znacajnim nalazom kao i detekcija C. trachomatis, u pacijenata
oba spola®®3!, U ovom istrazivanju M. genitalium detektirana je s nizom ucestalo§¢u nego je
oc¢ekivano, $to je u skladu s ve¢ postoje¢im istrazivanjima provedenim u Hrvatskoj, no ti se
nalazi mogu razumjeti uzme li se u obzir visoki udio testiranih u kojih infekcija nije
dokazana®?#3,

Iz rezultata ovog istrazivanja vidljivo je da je dominantni uzroc¢nik uretritisa u musSkaraca
zagrebacke regije bakterija C. trachomatis. Spolno prenosivi patogeni detektirani su znacajno
ceSce u pacijenata s uretritisom nego u pacijenata iz ostalih dijagnostic¢kih skupina od kojih su
dvije tre¢ine bili pacijenti bez ikakvih simptoma infekcije, ali nije bilo statisticki znacajne
razlike u detekciji U. urealyticum izmedu skupine pacijenata s uretritisom i pacijenata iz ostalih

dijagnostickih skupina.
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9. ZAKLJUCCI

1. Utvrdeno je da je najCeS¢i uzrocnik uretritisa u pacijenata s jakim upalnim jakim
upalnim odgovorom (>9 PMN u uzorku sedimenta PMU), te pacijenata sa slabijim

upalnim odgovorom (>4 PMN u uzorku sedimenta PMU) bakterija C. trachomatis,

2. Bakterija M. genitalium utvrdena je kao drugi uzro¢nik po ucestalosti NGU u pacijenata

s dokazanim uretritisom,

3. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti detekcije U.
urealyticum/parvum 1 M. hominis u pacijenata s dokazanim uretritisom i pacijenata u
kojih uretritis nije dokazan, te se detekcija ovih bakterija ne moze jasno povezati s
etiologijom uretritisa kao S§to je slucaj kod detekcije bakterija C. trachomatis i M.

genitalium,

4. C. trahomatis statisticki je znacajno ¢eS¢e utvrdena u pacijenata mladih od 25 godina,

koji se ubrajaju u rizi¢nu skupinu za infekciju ovom bakterijom,
5. Parazit T. vaginalis detektiran je u svega jednog pacijenta u kojeg uretritis nije dokazan,

u pacijenta koji je upucen na mikrobiolosku obradu zbog kroni¢nog prostatitisa, Sto

potvrduje nisku incidenciju infekcije ovim parazitom u hrvatskoj populaciji.
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