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1J Sl
Ji sl/en
Al Bakterija Mycoplasma pneumoniae je povzroditeljica atipi¢ne pljucnice pri ljudeh,

ki se na gostiteljeve celice veze z membranskim adhezinom P1. Raznolikost
slednjega omogoca tipizacijo bakterije na tip 1 in tip 2. Znalilnost okuzb z
bakterijo M. pneumoniae je, da se epidemije pojavljajo na 3-7 let in trajajo 1-2 leti.
Studije v zadnjih letih so pokazale na pojav epidemije v Evropi med letoma 2010
in 2012, dodatne genotipizacije pa tudi prevlado bakterije tipa 1 tekom te
epidemije. V nalogi nas je zanimalo, ali je tudi v Sloveniji prislo do epidemije
okuzb z bakterijo M. pneumoniae v tem ¢asu in kateri tip jo je povzro¢il. Bakterije
izolirane iz kuZnin bolnikov z atipi¢no pljucnico med letoma 2006 in 2013 smo
genotipizirali z metodo pirosekvenciranja. Pirosekvencirali smo dva gena za
katera je znacilen polimorfizem posameznega nukleotida, gen MPN141, ki kodira
adhezin P1, in gen MPN528a. Rezultati so pokazali epidemijo v Sloveniji med
novembrom 2009 in koncem februarja 2011. Z genotipizacijo pa smo dokazali
prevlado tipa 2 pred epidemijo in med epidemijo (ve¢ kot 70 %), ki se je ohranila
tudi po koncu epidemije. Leta 2013 je prislo do zamenjave prevladujoce tipa (2/3
okuzb je povzrocil tip 1), povecevalo pa se je tudi Stevilo okuzb, kar je nakazovalo
morebitno novo epidemijo okuzb z bakterijo M. pneumoniae.
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sl
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Bacterium Mycoplasma pneumoniae is a causative agent of atypical bacterial
pneumonia. A part of bacterial membrane is adhesin P1 that enables adhesion to
epithelial cells and its diversity allows typing bacteria on type 1 and type 2.
Epidemics of infections with bacteria M. pneumoniae occurs every 3-7 years and
they last 1-2 years. Studies in the past showed the epidemic in Europe between
2010 and 2012, the additional genotyping revealed the predominance of bacteria
M. pneumoniae type 1 during the epidemic. In our study we were interested in
whether there was an epidemic in Slovenia and which type caused it. We studied
isolates of bacteria from the patients with atypical pneumonia between the year
2006 and 2013. We genotyped bacteria with pyrosequencing two gens with the
single nucleotide polymorphism, gen MPN141 for adhesin P1 and gen MPN528a.
The results showed epidemic in Slovenia between November 2009 and February
2011. With genotyping we have demonstrated the predominance of type 2 before
and during the epidemic (over 70%), which was maintained even after the end of
the epidemic. In 2013 there was a type-shift (2/3 infections was caused by type
1) and the increase in the number of infections, which suggested a possible new
outbreak of infection with the bacterium M. pneumoniae.
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1 UVvOD

Bakterija Mycoplasma pneumoniae povzroca 2 — 18 % zunajbolni$ni¢nih plju¢nic (Music¢ in
sod., 2010). Klini¢ni znaki okuzbe so vse od blagih simptomov do razvoja atipi¢ne pljucnice
in zapletov. Prvi klini¢ni znaki se pojavijo Sele tri tedne po okuzbi in so vecCinoma
nespecificni (Jacobs, 2002). Stopnja endemic¢nih pljucnic povzrocenih z bakterijo M.
pneumoniae je najvisja pri otrocih med 5. in 14. letom starosti (Foy, 1993).

Za M. pneumoniae je znacilno, da povzroca epidemije, ki se ponavljajo na 3 —7 let in trajajo
1 do 2 leti (Kenri in sod., 2008). Glede na periodi¢no pojavljanje epidemij lahko sklepamo,
da se ¢redna imunost populacije ohrani priblizno 4 leta. Nato so ljudje ponovno dovzetni za
okuzbe z bakterijo in lahko pride do nove epidemije (Jacobs, 2012).

Klju¢ni virulentni dejavnik bakterije je terminalni organel, ki omogocCa pritrjevanje na
gostiteljeve celice. Sestavljajo ga glavni adhezin P1 in mnoge druge pomozZne beljakovine.
Glede na genski zapis za adhezin P1 lahko bakterijo M. pneumoniae lo¢imo na tip 1 in tip 2.
Raziskave kazejo, da je tip adhezina lahko pomemben pri oblikovanju bakterijskih kolonij
in tudi pri imunskem odzivu gostitelja. Pacienti, ki so preboleli okuzbo z bakterijo M.
pneumoniae, imajo inhibitorno aktivnost, ki prepre¢i vezavo bakterije na eritrocite. To
verjetno sluzi kot na¢in imunosti, ki zmanj$a moznost ponovne okuzbe in je lahko tipsko
specifiCen za dolocen tip adhezina P1 (Sasaki in sod., 1996; Waites in Talkington, 2004;
Simmons in sod., 2013).

Genotipizacija je metoda pomembna za razumevanje epidemioloskih znacilnosti bakterije,
saj omogoca spremljanje pojavnosti okuzb z razli¢nimi tipi M. pneumoniae (Lenglet in sod.,
2012). Studije so pokazale na korelacijo med izbruhi epidemij in zamenjavo prevladujo¢ega
tipa v populaciji. Prevlada enega tipa se nato lahko ohrani nekaj let (Kenri in sod., 2008).
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1.1 NAMEN DELA

Namen magistrskega dela je bila genotipizacija bakterije M. pneumoniae izolirane iz kuznin
bolnikov z okuzbami dihal med letoma 2006 in 2013. Prav tako smo Zeleli spoznati
epidemiologijo okuzb z bakterijo M. pneumoniae v Sloveniji od leta 2006 do leta 2013.

Cilji naloge:

- ugotoviti smo zeleli epidemiologijo okuzb z bakterijo M. pneumoniae v obdobju med
letoma 2006 in 2013;

- spoznati zelimo, kateri tip bakterije M. pneumoniae je v nasem okolju najbolj
razsirjen;

- glede na podatke iz literature nas zanima, ali je bila v Sloveniji epidemija okuzb z
bakterijo M. pneumoniae v obdobju med letoma 2006 in 2013;

- sprimerjavo podatkov Zzelimo ugotoviti, ali se prevladujoci tip M. pneumoniae v ¢asu
epidemije v Sloveniji ujema s tipom, ki je v tem Casu prevladoval in povzrocil
epidemijo v drugih evropskih drzavah.

Delovne hipoteze:

- Predvidevamo, da je tip M. pneumoniae, ki je povzrocil epidemijo okuzb v Sloveniji
leta 2010 enak tipu M. pneumoniae, ki je bil prevladujo¢ v istem ¢asu drugje po
Evropi.

- Pricakujemo, da bomo opazili razlike v pojavnosti med tipi M. pneumoniae, ki so
povzrocali okuZbe pred in med epidemijo ter po epidemiji leta 2010.
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2 PREGLED OBJAV

Mikoplazme so najmanj$i in najbolj preprosti organizmi, ki so §e zmozni samostojnega
razmnozevanja. Celice imajo zelo majhno Stevilo organelov, ki Se zadostuje za celicno rast
in razmnozevanje: plazemsko membrano, ki loc¢uje citoplazmo od okolice, ribosome za
sestavljanje celi¢nih proteinov in dvoverizno molekulo DNA z informacijami za sintezo
proteinov (Razin, 1978).

Izraz mycoplasma izhaja iz gricine ("mykes" = gliva, "plasma" = oblikovan) (Waites in
Talkington, 2003) in pomeni "oblikovan kot gliva". Ceprav podobnost z rastjo gliv velja le
za bakterijo Mycoplasma mycoides, se je poimenovanje vseeno obdrzalo vse do danes. V 60.
letih prejSnjega stoletja so mikoplazme uvrstili v razred Mollicutes (latinsko: "mollis" =
mehek, “cutis" = koza) (Waites in sod., 2004). Glavne znalilnosti bakterij iz razreda
Mollicutes so odsotnost celi¢ne stene, majhen genom, velik najve¢ 2,2 Mbp, in nizka

vsebnost citozina in gvanina (Johansson in Pettersson, 2002).

2.1 TAKSONOMUJA MIKOPLAZEM

Razred Mollicutes vsebuje 5 redov: Mycoplasmatales, Acholeplasmatales,
Anaeroplasmatales, Entomoplasmatales in Haloplasmatales (pregl. 1). Mycoplasma
pneumoniae je uvrs¢ena v druzino Mycoplasmataceae in red Mycoplasmatales (Waites in
sod., 2003).V druzino Mycoplasmataceae uvrs¢amo dva rodova: Mycoplasma in
Ureaplasma (pregl. 1). Rod Mycoplasma vsebuje ve¢ 100 vrst na osnovi podobnosti sekvenc
16S rRNA, vklju¢no z ekolosko, fenotipsko in genetsko vezano skupino imenovano
mycoides kluster s tipsko vrsto Mycoplasma mycoides (Brown in sod., 2010).

Preglednica 1: Taksonomska uvrstitev bakterije Mycoplasma pneumoniae (Brown in sod., 2010)

@ o @ Mycoplasmatacae Mycoplasma Mycoplasma
= 2 = pneumoniae
(&) (&) (8]

= ‘= = Ureaplasma

€ e =)

T & s Acholeplasmatales

Anaeroplasmatales
Entomoplasmatales
Haloplasmatales

2.2 POMEMBNEJSE BAKTERIJE RODU MYCOPLASMA, KI POVZROCAJO
OKUZBE PRI LJUDEH

Med najbolj poznanimi in preuc¢enimi mikoplazmami so vrste, ki so patogene za ljudi ali
udomacene Zivali. Priblizno polovica znanih vrst je komenzalov, ki pa so lahko obc¢asno
oportunisti ali sekundarni patogeni. Trenutno je opisanih 17 vrst mikoplazem (pregl. 2), ki
pri ljudeh kolonizirajo povrSine sluznic dihal in urogenitalnega sistema (Blanchard in
Bébéar, 2002; Waites in sod., 2012; Gillespie in sod., 2015, KeSe in sod., 2014). Glavni
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Cloveski patogeni so bakterije M. pneumoniae, Mycoplasma hominis, Mycoplasma
fermentans in Mycoplasma genitalium ter Ureaplasma urealyticum in Ureaplasma parvum.
Bakterije Mycoplasma penetrans, Mycoplasma pirum in Mycoplasma amphoriforme so
dokazali predvsem pri imunsko kompromitiranih bolnikih (Waites in sod., 2012; Brown in
sod., 2010; Waites and Talkington, 2005; Blanchard in Bébéar, 2002). Vecina vrst je
zunajceliénih, nekatere pa lahko preZivijo znotraj celic. Te vrste so M. pneumoniae, M.
genitalium in M. penetrans (Dallo in Baseman, 2000).

Preglednica 2: Mikoplazme, ki parazitirajo pri ljudeh (Kese in sod., 2014; Waites in sod., 2004; Gillespie in
sod., 2015)

Mikroorganizem Primarno mesto kolonizacije Patogenost®?
Respiratorni trakt ~ Urogenitalni trakt

Acholeplasma laidlawii + - Ne
Mycoplasma amphoriforme + - ?
Mycoplasma buccale + - Ne
Mycoplasma faucium + - Ne
Mycoplasma fermentans + + Da?
Mycoplasma genitalium - + Da
Mycoplasma hominis - + Da
Mycoplasma lipophilum + - Ne
Mycoplasma orale + - Ne
Mycoplasma penetrans - + ?
Mycoplasma pirum ? ? Ne
Mycoplasma pneumoniae + - Da
Mycoplasma primatum + + Da
Mycoplasma salivarium + - Ne
Mycoplasma spermatophilum - + Ne
Ureaplasma parvum - + Da
Ureaplasma urealyticum - + Da

+ prisoten, ? vprasljivo, - ni prisoten
pri imunokompetentnih osebah

Bakterija M. pneumoniae je glavni povzrocitelj zunajbolni$ni¢nih pljucnic, bronhitisa in
drugih obolenj dihal (Atkinson in sod., 2008). Okuzbe z bakterijo M. pneumoniae S0
povezane tudi z zapleti v centralnem Zivénem sistemu, krvoZilnem sistemu in s koznimi
spremembami (Brown in sod., 2010).

Komeznalne mikoplazme v ustni votlini in grlu se obi¢ajno ne razsirijo na spodnja dihala, a
bakterijo M. fermentans so dokazali tudi v spodnjih dihalih pri imunsko oslabljenih odraslih
s sindromum akutne dihalne stiske (Lo in sod., 1993). Ravno tako je bila dokazana v Zrelu
otrok s pljucnico, pri katerth ni bil ugotovoljen noben drug povzrocitelj, in v
bronhoalveolarnem izpirku pri bolnikih z AIDSom, ki so prebolevali plju¢nico (Taylor-
Robinson, 1996). Bakterija M. fermentans lahko povzro¢a okuzbe tako pri imunsko
oslabljenih bolnikih kot pri bolnikih z normalnim imunskim sistemom (Blanchard in Bébéar,
2002).
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Secila in spolovila kolonizira sedem razli¢nih vrst mikoplazem, od katerih pa so le bakterije
M. hominis, M. genitalium in Ureaplasma spp. povzrociteljice okuzb. Bakterije Ureaplasma
spp. so prisotne pri 50 % zdravih Zensk in bakterija M. hominis pri manj kot 10 % Zensk
(Blanchard in Bébéar, 2002). Ureaplasma spp. in M. genitalium povzro¢ata vnetje se¢nice
pri moskih (Brown in sod., 2010; Robertson in Taylor-Robinson, 2010) in vnetje se¢il in
spolovil pri Zenskah (Blaylock in sod., 2004, Baseman in sod., 2004). Bakterija M. hominis
je povezana z bakterijskim vnetjem noznice, vendar so mehanizmi delovanja §e neznani
(Rosenstein in sod., 1996; Brown in sod., 2010). Studije kaZejo na povezavo ureaplazem z
okuzbami secnice, ki pa $e ni dokazana (Potts in sod., 2000). Ureaplazme zmanjSujejo
gibljivost spermijev in spremenijo njihovo morfologijo. Zivalski modeli kaZejo, da se
ureaplazme lahko vezejo na spermije ali se celo vkljuéijo v samo spermalno celico
(Blanchard in Bébéar, 2002).

Ker so mikoplazme glavni povzrocitelj artritisa pri mnogih zivalskih vrstah, so njihovo viogo
pri vnetju sklepov preucevali tudi pri ljudeh. Do sedaj poznamo le nekaj primerov, ki
dokazujejo povezavo med okuzbo z mikoplazmami in artritisom pri ljudeh (Blanchard in
Bébéar, 2002). Z artritisom povezujemo bakterije M. hominis, Mycoplasma fermentans, M.
genitalium, M. salivarium in verjetno tudi M. pneumoniae pri juvenilnem artritisu (Waites
in Talkington, 2005).

Obstaja tudi jasna povezava med okuzbo z bakterijo M. hominis in septikemijo, okuzbami
dihal in tudi okuzbami presajenih organov in sklepov pri imunsko oslabljenih (Brown in
sod., 2010; Gass in sod., 1996; Hopkins in sod., 2002).

2.3  MIKOPLAZME, KI POVZROCAJO OKUZBE PRI ZIVALIH IN RASTLINAH

Mikoplazme kolonizirajo ribe, plazilce, ptice in sesalce. Nekatere povzrocajo bolezni pri
govedu in drugih prezvekovalcih, prasicih, perutnini in divjih Zivalih, pa tudi domacih
ljubljenckih, torej psih in mackah (Brown in sod., 2010; Frey, 2002). Pomembne patogene
mikoplazme pri Zivalih so zbrane v preglednici 3.
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Preglednica 3: Najpomembnejse mikoplazme in bolezni, ki jih povzro¢ajo, pri zivalih

Gostitelj Bakterijska vrsta Bolezen Vir
Govedo M. mycoides podvrsta goveja pljucnica z vnetjem Shahram in sod.,
mycoides poprsnice 2010
Frey, 2002
M. bovis pljuénica, vnetje srednjega Frey, 2002
usesa in vimen
Prasici M. hyopneumoniae primarna enozootska plju¢nica Frey, 2002
pri prasicih
Perutnina M. gallisepticum bolezni dihal, zmanjSana Bradbury in Morrow,
produkcija jajc 2008; Frey, 2002
M. synoviae vnetje sinovijske membrane, Bradbury in Morrow,
vnetje kit ali kitnih ovojnic, 2008; Frey, 2002
bolezni dihal
M. meleagridis razvojne nepravilnosti in Bradbury in Morrow,
aerosakulitis 2008; Frey, 2002
Ovece in koze M. capricolum podvrsta artiritis, vnetje vimen in Frey, 2002
capripneumoniae pomanjkanje mleka
M. capricolum podvrsta artiritis, vnetje vimen in Frey, 2002
capricolum pomanjkanje mleka
M. mycoides podvrsta capri  artiritis, vnetje vimen in Manso-Silvan in sod.,
pomanjkanje mleka 2009; Frey, 2002
M. agalactiae artiritis, vnetje vimen in Frey, 2002
pomanjkanje mleka
M. conjuctivae vnetje veznice Frey, 2002
Macke in psi Haemobartonella canis vro¢ina in slabokrvnost Chalker, 2005; Sykes
Haemobartonella felis vro¢ina in slabokrvnost in Tasker, 2014;
Maggi in sod., 2013
Glodavci M. arthritidis bolezni razmnoZevalnih Frey, 2002; Brown in
organov in sklepov sod., 2010
M. pulmonis bolezni dihal Frey, 2002

Bolezni dihal in sklepov pri glodavcih povzrocata bakteriji Mycoplasma pulmonis in
Mycoplasma arthritidis. Pomembni sta tudi kot raziskovalni model za preucevanje
superantigenov vpletenih v vzbujanje vnetnih faktorjev in njihove vloge imunskem odzivu
pri ljudeh (Brown in sod., 2010; Frey, 2002). Bakterija M. agalactiae je mo¢no razsirjena
predvsem v Sredozemlju, kjer povzroca velike izgube mleka pri kozah. Bakterija
Mycoplasma conjunctivae povzroca vnetje veznice pri ovcah in gamsih v Alpah in lahko

vodi v resno obolenje zivali in njeno smrt. (Chalker, 2005; Bradbury in Morrow, 2008; Frey,
2002).

Najtesnejsi stik z Zivalmi ima ¢lovek predvsem s hiSnimi ljubljencki. Pri slednjih najdemo
hemotropne mikoplazme ali hemoplazme, ki se lahko prenasajo z vektorji z ljudi na zival in
jih ne moremo gojiti ter so v gostitelju pritrjene na povrsino eritrocitov (Sykes in Tasker,
2014; Maggi in sod., 2013; Steer in sod., 2011). Imunsko oslabljeni ljudje so dovzetnejsi za
okuzbe z zoonotskimi mikoplazmami. Pri bolnikih z okuzbo HIV so potrdili okuZzbo z
bakterijo podobno bakteriji Mycoplasma haemofelis, kar kaze na zoonotski potencial
hemoplazem (dos Santos in sod., 2008). Dva pomembna hemotropna mikroorganizma sta
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Haemobartonella canis in Haemobartonella felis (prej klasificirani v rod Rickettsia in zdaj
na podlagi filogenetskih kriterijev preklasificirani v razred Mollicutes), prisotna pri psih in
mackah, ki povzroc¢ata vro¢ino in slabokrvnost. Na podlagi filogenetskih $tudij so predlagali
novo klasifikacijo H. felis kot Candidatus Mycoplasma haemofelis (Frey, 2002).

Prenos mikroorganizmov na ¢loveka se lahko zgodi tako iz Zivali, kot tudi z rastline, kar Se
olajsajo vektorji. Prve Studije povzrocitelja rumenice rastlin so razkrile, da je v floemu
okuzenih rastlin pristona pleomorfna bakterija brez celi¢ne stene, ki je morfolosko
spominjala na mikoplazme. Tako so te bakterije najprej dobile ime mikoplazmam podobni
organizmi (angl. mycoplasma-like organisms, MLO). Kasneje se je izkazalo, da te
fitopatogene bakterije ni mogoce gojiti in vitro (Bertaccini in Duduk, 2009). Z
molekularnimi metodami smo uspeli dolo¢iti status teh MLO med prokarionti in sledilo je
oblikovanje novega taksona zanje imenovanega ‘Candidatus phytoplasma’ (IRPCM, 2004).
Fitoplazme so zaradi pomanjkanja nekaterih metabolnih poti za sitezo Zivljenjsko potrebnih
celi¢nih sestavin obligatni paraziti v floemu rastlin in v nekaterih Zuzelkah. So pleomorfne
bakterije manjSe od 1 um in z zelo majhnim genomom (680 — 1600 kbp). Fitoplazme se
prenasajo z zuzelkami iz druzin Cicadellidae, Fulgoridae, Cixidae, Psyllidae, Delphacidae
in Derbidae, ki se hranijo na floemu okuZenih rastlin (Bertaccini in Duduk, 2009; Bai in sod.,
2006). Pri rastlinah okuzenih s fitoplazmami opazimo ve¢ simptomov, ki kazejo na poruseno
ravnovesje rastnih faktorjev. To se izraza v razvoju zelenih listov v strukture namesto cvetov,
sterilnosti cvetov, Sirjenju aksilarnih brstov v obliko "¢arovni¢ine metle" in splosen zastoj v
razvoju (Bertaccini in Duduk, 2009).

V Sloveniji so predvsem pomembne fitoplazme, ki povzro€ajo karantenske bolezni. Ena
tak$nih je hrusev ozig jablan in hrusk, ki ga povzroca fitoplazma European stone fruit
yellows (Candidatus Phytoplasma prunorum). Pomembna je tudi fitoplazma Apple
proliferation (Candidatus Phytoplasma mali), ki povzroca metlicavost jablan. Pri nas je
pomemben vektor tudi bolSica vrste Cacopsilla, ki prenasa fitoplazmo Pear decline
(Candidatus Phytoplasma pyri), ki povzroa odmiranje hrusk (Tehnoloska navodila za
integrirano pridelavo sadja, 2014; Seemiiller in Schneider, 2004). Slovenija je tudi vinorodna
dezela z mnogimi vinogradi, ki jih ogrozata predvsem dve fitoplazmi, ki se prenaSata z
ameriSkim Skrzatkom. Fitoplazma Grapevine Bois noir povzro¢a navadno trsno rumenico
ali rumenico pocrnelosti lesa med tem ko zlato trsno rumenico povzroca fitoplazma
Grapevine flavescence dorée (Znacilnosti trsnih rumenic, 2009).

2.4  ZNACILNOSTI BAKTERIJ IZ DRUZINE MYCOPLASMATACEAE

Bakterije iz druzine Mycoplasmataceae so pleomorfne, obicajno kokoidne celice s
premerom 300 — 800 nm, lahko pa so tudi v obliki vitkih razvejanih filamentov. Oblika teh
organizmov je lahko odvisna od osmotskega pritiska, kvalitete nutrientov v teko¢em gojiscu
in faze rasti. Nekatere mikoplazme so filamentne v zgodnji fazi in eksponentni fazi rasti ali,
ko so vezane na povrs$ino oziroma na druge celice. Ta oblika je lahko prehodna in filamenti
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se lahko razvejejo v verige kokov ali individualnih vegetativnih celic. Mnoge vrste so
kokoidne in nikoli ne pridejo v filamentno fazo (Brown in sod., 2010). Nekatere celice imajo
na enem polu strukturo, ki sodeluje pri adheziji na dolo¢eno povrSino. Pri vrstah
Mycoplasma mobile in Mycoplasma pneumoniae je citoskelet osnova za zgradbo
terminalnega organela, ki sodeluje pri adherenci in omogoca bakteriji polzete gibanje
(Brown in sod., 2010).

Celice so brez celi¢ne stene, obdane samo s plazemsko membrano. Bakterije se zaradi
odsotnosti celi¢ne stene ne barvajo po Gramu. Odsotnost celi¢ne stene vpliva na odpornost
organizmov na lizo z lizocimi in njihovo dovzetnost za lizo z osmotskim Sokom ali z drugimi
dejavniki, ki povzrocijo lizo bakterijskega protoplasta (Razin, 1979, 1983).

Mikoplazme tvorijo kolonije, ki so obi¢ajno manj$e od 1 mm v premeru, medtem ko so
kolonije bakterij iz rodu Ureaplasma $e manjse. Tipi¢na kolonija ima izgled jajca na oko ali
glave cvetace. Mikoplazme so obi¢ajno negibljivi, katalaza negativni, aerobni ali fakultativni
anaerobi, ki so kemo-organotrofi in uporabljajo sladkorje ali arginin kot vir energije,
ureaplazme pa obvezno ureo. Optimalno rastejo pri 37 °C, a rastejo tudi v temperaturnem
obmocju od 20 do 45 °C. Za rast potrebujejo holesterol ali sorodne sterole (Brown in sod.,
2010).

Mikoplazme predstavljajo enega najbolj zahtevnih prokariontov glede hranil. Glede na
uporabljen vir energije jih lahko lo¢imo na glikoliti¢ne in neglikoliti¢ne vrste. Neglikoliti¢ne
katabolizirajo arginin po poti arginin deiminaze, ki jo sestavljajo trije encimi: arginin
deiminaza (ArcA), ki hidrolizira arginin v cirtulin in amonijak; ornitine karbamoiltransferaza
(ArcB), ki pretvori citrulin v prisotnosti fosfata v ornitin in karbamoilfosfat; in karbamat
kinaza (ArcC), ki sintetizira ATP iz karbamoilfosfata in ADP. Bakterija M. pneuominae ni
zmozna pridobivanja ATP po tej poti, saj nima encimov ArcA in ArcB, gen MPN307, ki
kodira karbamat kinazo pa je prisoten v celoti (Brown in sod., 2010; Rechnitzer in sod.,
2013).

Najdemo jih pri vretencarjih, kjer so lahko tako komenzali kot tudi patogene bakterije.
Genom je velik od 580 do 1350 kbp. Tipski rod je rod Mycoplasma, ki ga je prvi opisal
Nowak leta 1929 (Brown in sod., 2010).

Bakterije iz rodu Ureaplasma spp. so kokoidne celice velike priblizno 500 nm v premeru, ki
so lahko v eksponentni fazi rasti v obliki kokobacilov. Ureaplazme so negibljivi fakultativno
anaerobni kemoorganotrofi. Na trdnem gojis¢u oblikujejo majhne kolonije v obliki jajca na
oko ali glave cvetace z nagubanim robom. Za rast potrebujejo vrednost pH od 6,0 do 6,5 in
temperaturo med 35 in 37 °C. Bakterije rodu Ureaplasma nimajo od kisika odvisne
oksidazne aktivnosti NADH in heksokinaze ali arginin deiminaze. Poimenovanje rodu izhaja
iz posebne in obligatne potrebe po urei, ki jo z ureazami hidrolizirajo v ogljikov dioksid in
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amonijak. V vretencarjih, predvsem pticah in sesalcih, so prisotne kot komenzali ali
oportunisti¢ni patogeni. Velikost genoma je od 760 do 1170 kbp. Sam genom vsebuje od 25
— 30 mol% gvanina in citozina. Tipska vrsta rodu je Ureaplasma urealyticum, ki so jo
Shepard in sodelavci prvi¢ opisali leta 1974 (Robertson in Taylor-Robinson, 2010).

2.5 ZNACILNOSTI BAKTERIJE MYCOPLASMA PNEUMONIAE

Prvi opisi bakterije M. pneumoniae segajo v 40. leta prej$njega stoletja. Bakterijo je prvic
izoliral Eaton s sodelavci leta 1944 iz tkivne kulture iz izmecka pacienta z atipi¢no pljuénico.
Takrat so jo imenovali Eatonov agens (Eaton in sod., 1944). Testi na prostovoljcih in $tudije
izvedene v 50. in zgodnjih 60. letih so pokazale, da Eatonov agens povzroca okuzbe spodnjih
dihal pri ¢loveku. Sprva so Eatonov agens obravnavali kot virus, dokler niso ugotovili, da je
obcutljiv za antibiotike. Leta 1961 sta Marmion in Goodburn objavila, da je Eatonov agens
PPLO (angl. pleuropneumonia-like organisms) (Waites in Talkington, 2004). Dve leti
kasneje so Eatonov agens uspe$no kultivirali na bakterioloskem gojis¢u in Somerson,
Taylor-Robinson in Chanock so v tem ¢asu predlagali novo preimenovanje v M. pneumoniae
(Chanock in sod., 1963).

Celice so zelo pleomorfne. Prevladujoéa oblika ima dolge in tanke termnialne strukture, z
ali brez filamenta na nasprotnem polu. Bakterije so gibljive in drsijo v smeri terminalnega
organela, kadar so pritrjene na celicno povrsino, plastiko ali steklo.

Pri bakteriji M. pneumoniae so na celotni povrsini terminalnega organela prisotni adhezini.
Glavna adhezinska beljakovina je adhezin P1, ki pa sam ne zadoS¢a za pritrditev bakterije
na gostitelje celice. Za citoadherenco so tako potrebne dodatne beljakovine (sl. 1). Ena od
teh je beljakovina P30, proti kateri lahko nastanejo protitelesa, ki preprecijo vezavo bakterije
na eritrocite. Beljakovina P30 je lahko povezana tudi z drsenjem bakterije in s koordinacijo
celi¢ne delitve. Druge strukture povezane s citoadherenco so beljakovine HMW1, HMW?2,
HMW3, P200, P116, P90, P65 in druge pomozZne beljakovine, kot sta elongacijski faktor TU
in piruvat dehidrogenaza E1, ki se vezeta na fibronektin evkariontskih celic. Pri nastanku
konicaste strukture za pritrjevanje je pomembno sestavljanje kompleksa beljakovin B, C in
P1, ki zakljuci oblikovanje terminalnega organela. Beljakovini B in C sta najverjetneje
produkta genov ORF6 v operonu P1. Gen, ki kodira beljakovino A, je Se neznan. (Waites in
sod, 2008; Himmelreich in sod., 1996; Wodke in sod., 2015; Chourasia in sod., 2014).

Nastanek in lokacija pritrjevalnega organela sta odvisna od citoskeletnih proteinov, Ki
oblikujejo z elektroni bogato sredico v citoplazmi. Pred zacetkom podvojevanja DNA se
oblikuje drugi organel za pritrjevanje (Seto in sod., 2001). Gibalna sila, ki jo ustvarja prvi
organel, prerazporedi celico tako, da je nov organel premaknjen na nasproti pol celice pred
celi¢no delitvijo. Pritrjevanje na evkariontske gostiteljske celice je pomembno za njeno
prezivetje in prenos mikoplazem (Hasselbring in sod., 2006).
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Slika 1: Zgradba pritrjevalnega terminalnega organela bakterije Mycoplasma pneumonie (Waites in sod., 2008)

Mycoplasma pneumoniae pridobiva energijo po glikoliti¢ni poti, pri kateri pa manjka cikel
citronske Kisline in celotna elektronska transportna veriga s citokromosomi, ravno tako je
nepopolna pot pentoze fosfata (Dutow in sod., 2010; Waites in Talkington, 2004). Kot vir
ogljika M. pneumoniae uporablja glukozo, fruktozo ali glicerol, ki jih metabolizira z
glikolizo, pri ¢emer nastaja $Se majhna koli¢ina ATP (Dutow in sod., 2010; Miles, 1992;
Brown in sod., 2010). Bakterija glukozo, fruktozo in glicerol katabolizira do piruvata, ki je
nato pretvorjen v acetil-koencim A s kompleksom piruvat dehidrogenaze in na koncu v
acetat s fosfotransacetilazo in acetat kinazo, pri ¢emer tekom celotne reakcije nastaneta
dodatni dve molekuli ATP in dve molekuli NADH. M. pneumoniae pa lahko piruvat pretvori
tudi v L-laktat z laktat dehidrogenazo, pri ¢emer se NADH oksidira v NAD. Slednja reakcija
je Se posebej pomembna, saj bakterija M. pneumoniae nima dihalne verige, ki bi omogocala
oksidacijo NADH (Halbedel in sod, 2007)

Mycoplasma pneumoniae tvori kolonije na trdnem gojis¢u, ki izgledajo kot okrogle,
kupulaste, granulirane strukture, v obliki jajca na oko (sl. 2). Najuspesneje jih gojimo v
gojis¢u SP-4 z dodano glukozo pri 37 °C (Brown in sod., 2010).
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Slika 2: Shematski izgled kolonije bakterije Mycoplasma pneumoniae (Razin, 1996)

Bakterija M. pneumoniae je za ¢loveka patogena. Prenasa se z aerosoli in povzroca faringitis,
traheobronhitis in atipi¢no pljucnico. Redkeje lahko tudi povzroci izvenpljucne okuzbe, kot
so vnetje mozganoVv in mozganskih ovojnic, srednjega usesa, bobni¢a in sinovijske
membrane, koznosluzniéne lezije, vnetje glomerulov ledvic, trebusne slinavke, jeter, sréne
miSice in perikardija. Lahko povzro¢i hemolitiéno anemije in rabdomiolizo (Waites in
Talkington, 2005). Pretiran odziv imunskega sistema na okuzbo, s prekomernim odzivom
citokinov ali z mozno molekularno mimikrijo, povezujejo z dolgotrajnimi posledicami,
vkljuéno z razvojem astme, s kroni¢no obstruktivno pljuéno boleznijo in S sindromom
Stevens-Johnson in sindromom Guillain-Barré, z Bellovo paralizo in z demielinizacijsko
nevropatijo (Atkinson in sod., 2008). Okuzbe ucinkovito zdravijo s tetraciklini,
fluorokinoloni, makrolidi in linkozamidi (Waites in Talkington, 2005). Eksperimentalna
cepljenja so se izkazala za neucinkovita, saj niso uspela izzvati imunskega odziva (Brown
in sod., 2010).

2.6 GENOM BAKTERINE MYCOPLASMA PNEUMONIAE

Bakterija M. pneumoniae je ena izmed bakterij z zelo majhnim genomom. Njen genom je
velik le 816 394 bp in ima vsebnost gvanina in citozina 40,0 mol%. Leta 1996 so
Himmelreich in sodelavci prvi¢ dolo¢ili nukleotidno zaporedje in anotirali gene. Stiri leta
kasneje je njihovo delo dopolnil Dandekar s sodelavci.

Po koncanem sekvenciranju genoma so predvideli 677 odprtih bralnih okvirjev (angl. Open
reading frame, ORF), kasneje so jih dolocili 689, a le 458 odprtim bralnim okvirjem so
ugotovili funkcijo glede na njihovo podobnost z geni ali proteini drugih organizmov z znano
funkcijo ali kategorijo delovanja (sl. 3). Priblizno 8 % genoma bakterije sestavljajo
ponavljajo¢i se elementi DNA oznaceni RepMP1, RepMP2/3, RepMP4 in RepMP5.
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Nekateri deli genoma imajo visoko vsebnost gvanina in citozina, tudi do 56 mol%. Ti deli
nosijo zapis skoraj izklju¢no za gen P1 in gen ORF6 operona P1 ter ponavljajoce se sekvence
DNA RepMP4, RepMP2/3, RepMP5. Znano je, da se izrazajo le ponavljajoci se elementi
znotraj gena P1, ostale kopije se ne izrazajo. Izjema je element RepMP1, katerega kopije so
del ve¢ izrazenih proteinov (Himmelreich in sod., 1996; Dandekar in sod., 2000).
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Slika 3: Mapiran genom bakterije Mycoplasma pneumoniae (Catrein in sod., 2011)
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Sev FH bakterije M. pneumoniae ima druge kopije RepMP2/3, RepMP4 in RepMP5 v
operonu P1 kot sev M129. Eksperimentalni podatki kazejo, da se izrazajo le ponavljajoce se
sekvence, ki so del operona P1 (Himmelreich in sod., 1996). Spuesens in sodelavci (2010)
so za potrebe genotipizacije dolocili nukleotidno zaporedje gena MPN528a, kodirajocega
homolog encimu RecU, ki sodeluje pri DNA rekombinaciji.

Bakterija M. pneumoniae je parazit, ki se pritrjuje na celice gostitelja, zato ima v genomu
tudi zapis za beljakovine, ki sestavljajo terminalni organel za pritrjevanje. Najpomembne;jsi
je gen MPN141, ki kodira glavni adhezin P1. Pomozni adhezivni beljakovini B in C sta
najverjetneje produkta genov ORF6 v operonu P1. Geni MPN447, MPN310 in MPN452
nosijo zapis za molekule z veliko molekularno tezo (angl. high molecular weight, HMW),
ki so del terminalnega organela. V genomu mikoplazme najdemo Se dva za patogenezo
pomembna gena. Eden je MPN159, ki kodira hemolizin, in drugi je MPN372, ki nosi zapis
za CARDS toksin (angl. Community Acquired Respiratory Distress Syndrome)
(Himmelreich in sod., 1996; Wodke in sod., 2015).

Raziskovalci so opazili, da se genomi bakterije M. pneumoniae razlikujejo med seboj. Glede
na razlike v nukleotidnem zaporedju dveh ponavljajocih se regij genov so jih razdelili na
dva tipa, v tip 1 in v tip 2. Pri obeh tipih se lahko pojavijo manjse sekvencne razlike. Prvi
sekvenciran genom bakterije M. pneumoniae pripada sevu M129, zato je ta sev postal
prototip za tip 1. Sev M. pneumoniae FH je prototip tipa 2 (Catrein in sod., 2004).

Raziskovalci so ob dveh glavnih tipih (1 in 2) porocali e o eni razlicici tipa 1 (varianta 1)
in dveh razli¢icah tipa 2 (2a in 2b). Razlike v nukleotidnem zaporedju so prisotne v elementih
RepMP2/3 in RepMP4 gena MPN141, ki kodira sintezo adhezina P1 (Dorigo-Zetsma in sod.,
2001a; Dumke in sod., 2006; Kenri in sod., 1999). Sekvenci M. pneumoniae tipa 1 in tipa 2
se razlikujeta v polimorfizmu posameznega nukleotida (angl. single nucleotide
polymorphism, SNP) v genu MPN141 in v genu MPN528a. V genu MPN141, ki nosi zapis
za protein P1 je na mestu 184 991 prisoten timin, ¢e je tip 1, ali citozin, ¢e je tip 2. V genu
MPN528a, ki kodira rekombinacijski encim DNA, ima tip 1 na mestu 650 584 adenin, tip 2
pa citozin (Spuesens in sod., 2010). Pojavnost intragenomskih rekombinacij elementov
RepMP2/3 je v bakteriji M. pneumoniae pogosta. Elementi RepMP2/3 se lahko
rekombinirajo nerecipro¢no in enosmerno tudi izven gena MPN141. Razlike v sekvencah,
ki so vodile do poimenovanj novih razli¢ic (variant 1, 2a in 2b) so posledica rekombinacij
znotraj elementov RepMP (Spuesens in sod., 2009).

Genetsko in evolucijsko lahko bakterije M. pneumoniae tako razdelimo v dva tipa, tip 1 in
tip 2. Vsi elementi RepMP2/3 in RepMP4 imajo nukleotidno zaporedje znacilno za ali tip 1
ali tip 2, kar kaZe na razli¢ni evolucijski liniji razvoja. Analiza filogenetskih dreves
ustvarjenih s sekvencami za RepMP2/3 in RepMP4 potrjuje to delitev. Sekvence RepMP so
si sicer zelo podobne, a niso identi¢ne, zato je izklju¢eno, da bi rekombinacija med genom
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P1 in sekvencami RepMP povzrocila veliko raznolikost genskih in antigenskih razli¢ic gena
P1. V tej rekombinaciji lahko obstaja mehanizem, ki omogoca bakteriji izogibanje
imunskemu sistemu gostitelja (Spuesens in sod., 2009, 2010).

2.6.1 Gen MPN141

Bakterija ima na povrs$ini ve¢ membranskih proteinov, ki imajo visoko afiniteto za specifi¢ne
receptorje gostiteljskih celic. Eden teh proteinov je adhezin P1, ki ga kodira gen MPN141
(Razin, 1996).

Adhezin P1 je 170 kDa velik integralni membranski protein, ki je odgovoren za interakcije
M. pneumoniae z gostiteljskimi celicami. Ceprav je skoncentriran na predelu za pritrjevanje,
so manjSe koncentracije prisotne po celotni povrsini celice. Kadar pride do spontane
mutacije gena ali zdravljenja s tripsinom, lahko celice izgubijo P1 in s tem se izgubi njihova
zmoznost pritrjevanja na evkariontske celice ter tudi njihova virulentnost (Balish in Krause,
2002; Waites in Talkington, 2004; Blanchard in Bébéar, 2002).

Gen MPN141, ki kodira adhezin P1, se v genomu bakterije M. pneumoniae M129 nahaja
med 180 858. in 185 741. baznim parom (Himmelreich in sod., 1996). Gen vsebuje tipsko
specifi¢en nukleotid v ohranjeni regiji blizu 3' konca gena na mestu 184 991 v sekvenci
genoma M. pneumoniae M129 (Spuesens in sod., 2010).

Gen MPN141 je drugi od treh genov s skupnim promotorjem. Prvi je MPN140, poznan tudi
kot ORF4, ki po predvidevanjih kodira fosfoesterazo. Sledi mu gen MPN141, nato pa gen
MPN142, poznan tudi kot ORF6, ki kodira dva membranska polipeptida ob pritrjevalnem
organelu znana kot protein B (P90) in protein C (P40). Gena MPN141 in MPN142 sta
transkripcijsko in translacijsko povezana, zato so tudi proteini P1, B in C funkcionalno tesno
povezani (Waldo in Krause, 2006). Znotraj gena MPN141 sta dva elementa RepMP
imenovana RepMP2/3 in RepMP4, ki sta v celotnem genomu prisotna v 10 in 8 kopijah
(Himmelreich in sod., 1996). Element RepMP2/3 je na 3' koncu gena in RepMP4 je lociran
na 5' koncu gena (Ruland in sod., 1990). Ponavljajo¢i se elementi RepMP se v velikosti
razlikujejo. Element RepMP2/3 je dolg 1,5 — 1,8 kbp, RepMP4 pa 1,5 — 2 kbp (Catrein in
sod., 2004). Med ponavljajo¢imi se elementi genoma lahko prihaja do rekombinacij, kar vodi
k raznolikost gena P1 in posledi¢no k razlicnim tipom bakterije M. pneumoniae (Kenri in
sod., 1999).

2.6.2 Gen MPN528a

Gen MPNb528a se v genomu bakterije M. pneumoniae M129 nahaja med 650402. in 650920.
baznim parom (Himmelreich in sod., 1996) in vsebuje tipsko specificen nukleotid v genu
MPN528a na mestu 650 584 genoma M. pneumoniae M129 (Spuesens in sod., 2010).
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Gen MPN528a, ki nosi zapis za encim, ki je homologen rekombinacijskemu encimu RecU
bakterije Mycoplasma genitalium, se nahaja v bakteriji M. pneumoniae v dveh razli¢icah.
Nukleotidno zaporedje gena MPN528a iz seva M129 vsebuje translacijski terminalni kodon
TAA na mestu 181-183 in posledi¢cno gen ne kodira celotnega RecU, temvec le 60
aminokislin na N-terminalnem koncu. Sevi M. pneumoniae tipa 2, ki vsebujejo translacijski
terminalni kodon TAC, pa kodirajo celoten encim RecU. Posledi¢no lahko sklepamo, da le
tip 2 izraza funkcionalen encim RecU. Raziskave in vitro so sicer pokazale njegovo
inaktivnost (Sluijter in sod., 2010; Wodke in sod., 2015).

2.7 VIRULENTNI DEJAVNIKI BAKTERIJE MYCOPLASMA PNEUMONIAE

Genom bakterije M. pneumoniae zaradi parazitskega zivljenja nosi tudi zapis za virulentne
dejavnike. Virulentni mehanizmi, kot so gibljivost bakterije, sposobnost tvorbe biofilma ali
fakultativno intracelularno prodiranje, so prisotni v §tevilnih patogenih vrstah mikoplazem.
Precej vrst ima tudi sistem spreminjanja povrsinskih antigenov, ki so pomembni za
izogibanje gostiteljevemu  pridobljenemu imunskemu odzivu. Veliko vrst lahko z
mikoplazemskimi komponentami zavre ali prekomerno stimulira imunske celice in njihove
receptorje ter citokine. Bakterija M. pneumoniae je zmozna tvoriti biofilm, ki jo zas¢iti pred
imunskim odzivom. Tvorba biofilma pa je odvisna tudi od tipa M. pneumoniae, saj tip 1
tvori manj robustne biofilme, ki so na robovih bolj grobi, kot biofilmi bakterije tipa 2.
Razlika v kvaliteti biofilma pa lahko vpliva na odpornost bakterije na imunski odziv
gostitelja in zdravljenje z antibiotiki (Razin in Herrmann, 2002; Simmons in Dybvig, 2007;
Simmons in sod., 2013).

Bakterija M. pneumoniae je odvisna od blizine gostiteljske celice na katero se veze s
specializirano strukturo za pritrjevanje. Pritrjevalni organel je koniCasta struktura na polu
celice s centralnim filamentom obdanim s praznim prostorom, ki ga ovija celi¢na membrana.
Konicasto strukturo sestavljajo glavni adhezin P1, interaktivne beljakovine in pomozZne
adhezivne beljakovine. Adhezini in druge koadhezinske beljakovine, ekstracelularni
polisaharidi, endopeptidaze ter membranski lipoproteini, ki delujejo kot s patogeni povezani
molekularni vzorci (angl. Pathogen-associated molecular pattern, PAMP), so virulentni
dejavniki bakterije, ki izzovejo imunski odziv gostitelja. Epitopi povrSinskih adhezinov
bakterije se razlikujejo od visoko ohranjenih domen, ki posredujejo adherenco. Vzrok za
zmanj$an imunski odziv na ponovno okuzbo je lahko nezmoznost imunskega sistema
ustvariti protitelesa proti tem variabilnim domenam, ki bi lahko preprecila citoadherenco.
Antigenske variante povrSinskih adhezinov, predvsem beljakovine P1, so posledica
preoblikovanj DNA s kopijami gena za adhezin P1. Rekombinacija med temi ponavljajo¢imi
se elementi in znotraj regij operona adhezina P1 omogocajo raznolikost in spremenjene
specifikacije in afinitete antigenov (Shimizu in sod., 2014; Chourasia in sod., 2014; Waites
in Talkington, 2004; Waites in sod., 2008).
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Pomembni virulentni dejavniki, ki jih proizvajajo bakterije M. pneumoniae so topni
hemolizin, vodikov peroksid in superoksidni radikali, ki povzro¢ijo oksidativni stres v
epiteliju dihal, saj inhibirajo katalazo in zmanjSajo encimsko razgradnjo peroksida (Razin in
Herrmann, 2002; Saraya in sod., 2014; Waites in sod., 2008).

Trije lipoproteini M. pneumoniae — MALP-2, P48 in M161Ag - spreminjajo imunski odziv
gostitelja s signaliziranjem preko Toll-u podobnih receptorjev (TLR-2/TLR-6). Preko
slednjih tudi lipoproteini N-ALP1/N-ALP2 aktivirajo proteinski kompleks, ki upravlja
prepis DNA. Stimulacija teh TLR je povezana s produkcijo kemokinov, ki spodbujajo
promet limfocitov in nevtrofilcev v pljuca (Saraya in sod., 2014).

Novejse raziskave kazejo, da so lahko toksini virulentni dejavnik bakterije M. pneumoniae.
Posebnost bakterije M. pneumoniae je citotoksin CARDS, ki povzro¢a ADP ribozilacijo in
vakuolacijo v gostiteljskih celicah. Beljakovina, ki ima sekvenco homologno sekvenci za
podenoto S1 pertusis toksina se specifi¢no veze na surfaktantno beljakovino A. Zveza teh
dveh proteinov povzroca nastanek vakuol in preprecuje gibanje migetalk gostiteljskih celic,
kar kaze na moznost, da takSen encimski kompleks deluje kot eksotoksin med okuzbo z
mikoplazmo. Poskusi na miskah so pokazali, da inokulacija tega toksina v mi$ povzroci
povecanje sproScanja interlevkinov IL-1a, 1B, 6, 12, 17, tumor nekrozirajo¢ega faktorja
(angl. tumor necrosis factor, TNF) a in interferona y (Atkinson in sod., 2008; Saraya in sod.,
2014).

Kljub temu, da je bakterija zunajceli¢ni parazit, so raziskave in vitro pokazale tudi njeno
sposobnost prodiranja in vstopanja v celice. Mikoplazme lahko vstopijo v celice v dveh urah
in ostanejo intracelularne tudi ve¢ kot 7 ur. Interakcije med bakterijami in epitelnimi
celicami sprozijo signalne poti, ki se kazejo v delovanju citoskeletnih proteinov kot sta
tubulin in aktin (Sanchez-Vargas in Goémez-Duarte, 2008). Kako se bakterija M. pneumoniae
dejansko prebije v notranjost celic in vivo $e ni poznano. Obstoj bakterije znotraj celic bi
pojasnil razvoj latentnih in kroni¢nih stanj, mehanizme izogibanja imunskemu sistemu,
zmoznost bakterije, da precka sluzni¢no bariero in dobi dostop do notranjih organov in
zmanjS$ano ucinkovitost zdravljenja citokinov (Waites in Talkington, 2004).

Zdruzitev mikoplazemske celicne membrane z gostiteljevo lahko sprozi sprostitev
hidroliticnih encimov, ki jih sintetizira mikoplazma, in tudi vstavitev komponent
mikoplazemske membrane v celicno membrano gostitelja, kar lahko spremeni prepoznavna
mesta receptorjev in vpliva na izraZanje citokinov (Waites in Talkington, 2004; Waites in
sod., 2008).

Bakterija se posluzuje tudi molekularne mimikrije. Dokazano je, da lahko pride do
navzkrizne reakcije med monoklonskimi protitelesi, ki inhibirajo vezavo adhezina P1, z
intracelularnimi antigeni evkariontskih celic (Atkinson in sod., 2008). Velika podobnost
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sekvenc adhezinskih proteinov in glikolipidov celiéne membrane bakterije s sekvencami
beljakovin celic sesalcev lahko sprozi avtoimunske bolezni, saj ob okuzbi z bakterijo
nastajajo protitelesa tudi proti miozinu, keratinu, fibrinogenu, ledvicam, jetrom, gladkim
miSicam in plju¢nem tkivu. Mikoplazemski adhezini imajo tudi podobno zaporedje amino
kislin kot humani limfociti CD4, antigen | na eritrocitih, antigeni poglavitnega
histokompatibilnostnega kompleksa razreda Il. (Waites in Talkington, 2004; Atkinson in
sod., 2008).

2.8 PATOGENEZA

Bakterija M. pneumoniae se veze na receptorje epitelijskih celic dihal. Sledi kolonizacija
dihal in okuzba, ki vodi v poskodbo pljuénega tkiva (Waites, 2003; Sanchez-Vargas in
Gomez-Duarte, 2008).

Ko pridejo bakterije v dihala, se s pritrjevalnim organelom, na katerem so adhezin P1 in
druge pritrjevalne beljakovine, vezejo na migetaléne celice epitelija dihal. Zaradi odsotnosti
celi¢ne stene so lahko mikoplazme v tesnem kontaktu z gostiteljevimi celicami, kar omogoca
izmenjavo snovi potrebnih za rast in razmnozevanje. Pritrditev na celice tudi za$citi
mikoplazmo pred odstranitvijo iz dihal, ki sicer poteka z izlo¢anjem sluzi in gibanjem
migetalk. Vezava bakterije M. pneumoniae na epitelijske celice sprozi preko TLR-4 vnetni
odziv in avtofagocitozo, Ceprav mikoplazme nimajo celine stene in posledi¢no tudi ne
lipopolisaharidov, ki so ligandi za TLR-4 (Waites in Talkington, 2004; Shimizu in sod.,
2014). M. pneumoniae neposredno aktivira in inducira produkcijo citokinov iz levkocitov v
krvi, epitelnih celic dihal in makrofagov. Ob okuzbi z M. pneumoniae se spros¢ajo TNF-a,
IL-8 in IL-1p, kar kaze na pomembnost citoadherence mikoplazme pri nastajanju imunskega
odgovora (sl. 4) (Waites in sod., 2008).

Ni Se popolnoma znano kako bakterija poSkoduje epitelne celice dihal po vezavi nanje.
Vemo, da bakterija M. pneumoniae sintetizira vodikov peroksid in superoksidne radikale, ki
sodelujejo s toksi¢nimi kisikovimi molekulami, ki jih proizvajajo gostiteljeve celice. Vpliv
peroksida na gostiteljeve celice, npr. na eritrocite, se kaze v denaturaciji hemoglobina,
oksidaciji lipidov in lizi celice. Superoksidni ion lahko tudi inhibira katalazo gostiteljeve
celice, kar zmanjSa encimski razkroj peroksida in naredi celico bolj dovzetno za oksidativne
poskodbe. Pridobitev laktoferina iz gostiteljskih celic lahko ravno tako povzroca poskodbe
celic, saj se v okolico sprostijo zelezovi kompleksi, ki sprozijo nastanek vodikovih radikalov.
Bakterija sintetizira tudi toksin CARDS, ki se veze na beljakovino A in vstopi v gostiteljeve
celice z endocitozo posredovano s klatrinom. Toksin nato povzro¢i ciliostazo in
fragmentacijo jedra ter stimulira proizvodnjo vnetnih citokinov. Vstop same bakterije v
celico pa omogoca zaséito bakterije pred protitelesi in antibiotiki, hkrati pa pripomore k
vzpostavitvi dolgotrajne okuzbe (Waites in Talkington, 2004; Atkinson in Waites, 2014;
Saraya in sod., 2014).
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Slika 4: Interakcije med bakterijo Mycoplasma pneumoniae (Mp) in gostiteljevimi celicami (Saraya in sod.,
2014)

Ob delovanju virulentnih dejavnikov epitelne celice dihal obicajno izgubijo migetalke,
poveca se Stevilo vakuol v celicah in opaziti je zmanjSano porabo kisika, uporabo glukoze,
sinteza aminokislin in makromolekul se zmanjsa, kar se konc¢a s propadom celic (Waites in
sod., 2008).

2.8.1 Imunski odziv gostitelja

Takoj po pritrditvi bakterije na povrsino epitelnih celic se aktivirajo makrofagi, vkljuéno z
alveolarnimi makrofagi, ki so zaCetni obrambni mehanizem gostitelja. Nastopi
kemotaksi¢no gibanje makrofagov in nevtrofilcev proti mestu okuzbe. Stevilo nevtrofilcev
in limfocitov se poveca. Limfociti T CD4, limfociti B in plazmocite pridejo v pljuca, kar
radiolosko opazimo kot plju¢ne infiltrate. Bakterija M. pneumoniae neposredno aktivira
celice imunskega sistema, da zacno proizvajat citokine. Alveolarni makrofagi sproscajo
vnetne citokine, TNF-a, MIP-1a, KC in MCP-1, ki so povezani z vstopom nevtrofilcev v
pljuca. Ob zacetku imunskega odziva se zac¢ne tudi pomnozevanje limfocitov, produkcija
imunoglobulinov, spros¢anje gama interferona y-IFN in razli¢nih interlevkinov (IL-1, IL-5,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 in IL-18). Aktivacija proizvodnje citokinov je odvisha od
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ostankov siali¢ne kisline na tar¢nih celicah in adhezina P1. Pri aktivaciji celiCnega vnetnega
odziva je pomembno tudi signaliziranje s TLR-1, 2, 6, ki prepoznajo mikoplazmo (Waites
in Talkington, 2004; Saraya in sod., 2014; Atkinson in Waites, 2014).

Bakterija M. pneumoniae spodbuja tudi limfocite B in T in sproZa nastajanje protiteles, ki
reagirajo z razlicnimi tkivi gostitelja. Imunski odziv povzroci tvorbo protiteles za mnoge
imunogene beljakovine in lipide mikoplazme. En teden po okuzbi lahko dokazemo
protitelesa IgM, ki dosezejo najvisjo koncentracijo v 3 do 6 tednih po okuzbi. Produkcija
protiteles 19G sledi dva tedna po zacetku sinteze protiteles IgM. Mnogi klini¢ni znaki okuzbe
so tako bolj posledica imunopatoloskih in vnetnih odzivov gostitelja kot skodljivih vplivov
bakterije (Atkinson in Waites, 2014).

Mikoplazme so lahko tudi mitogene za limfocite B in T, saj aktivirajo poliklonske limfocite
B in limfocite T usmerjene proti samim sebi (Waites, 2003). Najbolj poznan primer bolezni
zaradi avtoimunskega odziva na okuzbo z bakterijo M. pneumoniae je nevroloska bolezen
sindrom Guillain-Barré (Atkinson in sod., 2008).

2.9 BOLEZNI, K1 JIH POVZROCA BAKTERIJA MYCOPLASMA PNEUMONIAE

Bakterija M. pneumoniae povzro¢a 2-18 % primerov zunajbolnis$ni¢nih pljuénic v Sloveniji
(Musi¢ in sod., 2010). Skrita pred imunskim sistemom povzroc¢a zapoznel imunski odziv
gostitelja. Sele en do tri tedne po okuzbi se pojavijo prvi kliniéni znaki, ki so ve¢inoma
nespecifini (Jacobs, 2002).

Bakterija M. pneumoniae se prenaSa z aerosoli z osebe na osebo. Okuzba se pogosto Siri
znotraj druzine ali v tesnih, zaprtih skupnostih. Za uspesno kolonizacijo novega gostitelja je
vcasih potrebno vec stikov z aerosoli okuzenih oseb (Waites in Talkington, 2004). Tipi¢na
okuzba dihal z bakterijo M. pneumoniae je pocasi razvijajoca se bolezen z vnetjem zrela,
vnetjem sinusov, ob¢asno tudi z vnetjem srednjega uSesa, ki se nato raz$iri na spodnja dihala
v primarno atipi¢no pljucnico z vro¢ino od 38 do 39,5 °C. Inkubacijska doba je lahko do 3
tedne (Atkinson in sod., 2008). Pri odraslih je inkubacijska doba od 4 do 24 dni, pri otrocih
je precej krajsa (2-12 dni) (Jacobs, 2002).

Klini¢ni simptomi so precej raznoliki. Zacne se lahko s suhim kasljem, ki se po 3 do 4 dneh
razvije v produktiven kaSelj. Pojavijo se lahko gripi podobni simptomi. Pri mnogih
posameznikih se bolezen nikoli ne razvije do resnega obolenja spodnjih dihal (Atkinson in
sod., 2008). Obolenja, kjer ne pride do zapletov, so pogosto razdeljena na dve fazi, kjer
vrocinska faza traja kakSen teden, kaSelj in slabo pocutje pa lahko ostaneta do dveh tednov
in Se dlje (Waites in Talkington, 2004). Pri otrocih mlajsih od 5 let se lahko pojavi nahod in
piskanje pred razvojem pljucnice, pri otrocih do 15 let pa je veliko bolj verjeten razvoj
bronhialne pljucnice. Pri odraslih so obic¢ajne mile in asimptomatske okuzbe. Dorigo-Zetsma
in sod. (2001b) so opazovali kontakte znotraj druzine pri pacientih pozitivnih na okuzbo z
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M. pneumoniae. Le 25 % oseb je obiskalo zdravnika, kar kaze na milo obliko bolezni. V
druzinah je bilo najve¢ oseb pozitivinih na okuzbo z bakterijo mlajsih od 15 let. Te osebe so
bile brez simptomov ali so imele milo obliko bolezni, ki ni zahtevala obiska zdravnika. Ti
podatki vodijo k predvidevanju, da predvsem otroci sluZijo kot rezervoar bakterije.

Mycoplasma pneumoniae lahko povzroc¢a zunajpljuéne okuzbe v 25 %, za ve€ino katerih je
odgovoren avtoimunski odziv. Zunajplju¢ni bolezenski znaki se lahko razvijejo pred
razvojem pljucnice, med samim potekom pljucnice, kasneje ali celo brez soCasne okuzbe
dihal. Bakterija je lahko prisotna tako v krvi, sklepni tekocini, likvorju, kot v perikardiju in
koznih lezijah, kamor lahko zaide z neposredno invazijo (Waites in Talkington, 2004).

Zapleti v centralnem Zivénem sistemu so najbolj pogosta zunajplju¢na okuzba z bakterijo M.
pneumoniae. Vecina bolnikov z nevroloskimi zapleti opazi te klini¢ne znake en do dva tedna
po zacetku obolenja dihal (Waites in Talkington, 2004). Okuzbo z bakterijo M. pneumoniae
povezujejo tudi s povzrocanjem astme (Atkinson in sod., 2008).

Mycoplasma pneumoniae lahko povzroci vnetje ustne sluznice in sindrom Stevens-Johnson.
Bolecine v misicah in sklepih ter bolezni sklepov se pojavijo pri 15 % okuZenih z bakterijo
in lahko trajajo dalj casa. Bakterija lahko pri ljudeh povzroca artritis, predvsem pri imunsko
oslabljenih bolnikih z agamaglobulinemijo (Narita, 2010; Waites in Talkington, 2004).

Zapleti povezani s srcem in krvoziljem zaradi okuzbe z M. pneumoniae so v Evropi redkeje
opisani, a se lahko pojavijo pri 1-8,5 % okuzenih, predvsem pri odraslih. V Aziji je bakterija
M. pneumoniae povezana tudi s Kawasakijevo boleznijo, ki nastane zaradi odziva imunskega
sistema na okuzbo. Redek, a resen zaplet je tudi hemoliti¢éna anemija, ki je pogostejSa pri
otrocih. Z okuzbo z bakterijo M. pneumoniae so povezani tudi primeri vnetja glomerulov in
odpoved ledvic (Waites in Talkington, 2004; Narita, 2010).

2.10 EPIDEMIOLOGIJA

M. pneumoniae se lahko prenasa z aerosoli z osebe na osebo. Se posebej uginkovito se
mikroorganizem §iri s kasljanjem okuzene osebe. Pri okuzenih osebah lahko mikoplazmo
dokazemo v brisu nosne sluznice, grla, v izmecku in v sapnicah. Izbruhi okuzb z M.
pneumoniae se pogosteje pojavljajo v zaprtih in polzaprtih skupnostih kot so vojaske baze,
zdravstvene ustanove, verske skupnosti in centri za oskrbo duSevno in telesno prizadetih
(Waites in Talkington, 2004).

V posameznih epidemijah lahko delez plju¢nic povzrocenih z bakterijo M. pneumoniae
naraste tudi na 50 % vseh plju¢nic. ObsezZna Studija v Seattlu je pokazala, da M. pneumoniae
povzroc¢a 15-20 % vseh zunajbolni$ni¢nih plju¢nic. Incidenca okuzb je povezana tudi s
starostjo. Stopnja endemicnih pljuénic povzrocenih z bakterijo M. pneumoniae je najvisja
pri otrocih starih od 5 do 9 let, sledi jim skupina otrok med 10. in 14. letom. Okuzbe pri
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odraslih so redkejse in so vecinoma posledica tesnejSih stikov znotraj druzine. Bolj ogrozena
skupina so nato starej$i od 65 let, ki imajo obic¢ajno tudi oslabljen imunski sistem
(Hammerschlag, 2001; Foy, 1993).

Presenetljiv vidik okuzb z bakterijo M. pneumoniae je periodi¢nost epidemij. Lind s sod. je
v Danski seroepidemioloski Studiji (1997), ki je spremljala podatke ve¢ kot 50 let, pokazal
skoraj reden vzorec epidemij vsake stiri leta in pol. Prav tako Studije v Severni Ameriki in
Evropi potrjujejo ta opazanja. Ceprav se incidenca okuzb ne razlikuje veliko med letnimi
Casi, pa je opaziti ve¢ji delez pacientov s pljucnico povzro¢eno z M. pneumoniae poleti, saj
je takrat nizja incidenca ostalih respiratornih patogenov (Jacobs, 2012; Waites in Talkington,
2004). Lind in sodelavci so sklepali, da se ohrani ¢redna imunost priblizno Stiri leta, preden
so ljudje spet dovzetni za okuZbe z bakterijo M. pneumoniae. Studije v Veliki Britaniji in na
Danskem kazejo $e eno znacilnost epidemije okuzb z bakterijo M. pneumoniae. Opazno je,
da epidemija poteka dve leti z vmesnim znizanjem Stevila okuzb v poletnih mesecih (Lind
in sod., 1997; Jacobs, 2012).

Studije iz Nem¢ije in Japonske nakazujejo na razli¢nost tipov adhezina P1, ki naj bi bila
odgovorna za razvoj in periodi¢nost epidemij (Waites in Talkington, 2004). Po primerjavi
genotipizacij bakterije M. pneumoniae so na Japonskem opazili, da na dve do tri leta pride
do zamenjave tipa bakterije M. pneumoniae, ki najpogosteje povzroca okuzbe, iz tipa 1 v tip
2 ali obratno. Ko en tip postane dominanten, se njegova prevlada ohrani priblizno 7 let. Nato
so primerjali, ali se te zamenjave zgodijo v povezavi z epidemijami in opazili so mozne
korelacije. Do izbruha epidemije lahko pride zaradi antigenske spremembe patogena ali
zaradi razSirjanja dominantnega tipa v populaciji. Znano je, da pacienti, ki prebolijo okuzbo
z bakterijo M. pneumoniae, kazejo zmoznost inhibicije vezave bakterije na eritrocite. Ta
inhibitorna aktivnost verjetno sluzi kot na¢in imunosti, ki zmanj$a moznost ponovne okuzbe.
Raziskave kazejo, da verjetno obstaja tipsko specifi¢na zascita pred bakterijo, ki je rezultat
imunosti na dolocen tip adhezina P1 (Sasaki in sod., 1996; Kenri in sod., 2008).

2.10.1 Pojavnost epidemij v Evropi in po svetu

Podatki o epidemijah in deleZzu posameznega tipa skozi ¢as so zbrani vse od leta 1944 dalje.
Ceprav v vedini drzav prijavljanje mikoplazemskih okuzb ni obvezno, vseeno veliko
institutov in raziskovalnih centrov zbira epidemioloske podatke. Slednje smo zbrali in uredili
v dveh preglednicah, ki prikazujeta pojavnost epidemij okuzb z bakterijo M. pneumoniae in
opravljene raziskave in tipizacije v posameznih drzavah (pregl. 4 in pregl. 5).

Prvi tipizirani sevi bakterije M. pneumoniae so sevi bakterije, ki so jih raziskovalci zbrali z
razli¢nih geografskih podroc¢ij ZDA med letoma 1944 in 1988. Rezultati so pokazali 86,21
% prevlado tipa 2 bakterije M. pneumoniae med 29 vzorci (Su in sod., 1990). V 70. in 80.
letih prejS$njega stoletja je bila vecina izoliranih sevov v ZDA bakterije M. pneumoniae tip 1
(Ursi in sod., 1994).
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Najzgodnejse porocilo o izbruhu epidemije v Evropi sega v leto 1958 na Danskem (Lind in
sod., 1997). Veéina sevov izoliranih na Danskem med letoma 1962 in 1986 pripada
bakterijam M. pneumoniae tipa 1 (Cousin-Allery in sod., 2000). Skoraj vsi izolirani sevi na
Danskem in v Franciji med letoma 1987 in 1988 so bakterije M. pneumoniae tip 2. Nato pa
se tipa ponovno zamenjata in bakterija tipa 1 prevladuje do leta 1994 tako na Danskem, v
Franciji kot v Nem¢iji in Belgiji (Cousin-Allery in sod., 2000; Ursi in sod., 1994). Raziskave
v Franciji med letoma 1994 in 2006 kazejo, da so do 1995 vsi sevi pripadali bakterijam M.
pneumoniae tip 1. Nato se je prisotnost tipa 2 povecevala. Od 1998 sta oba tipa v enakem

razmerju (Pereyre in sod., 2007).

Sasaki in sodelavci (1996) so v obsezni studiji med letoma 1976 in 1996 ugotovili, da so na
Japonskem najprej prevladovale okuzbe s tipom 1 bakterije M. pneumoniae, medtem ko so
konec 70. let prevladale okuzbe s tipom 2. Leta 1985 je narastel delez tipa 1 in se ohranil kot
prevladujoci tip vse do leta 1992. Na Japonskem je izbruhnila epidemija leta 1984, ko je
tudi prislo do zamenjave prevladujocega tipa bakterije M. pneumoniae (Kenri in sod., 1999).
Leta 1992 so se na Japonskem razsirile bakterije M. pneumoniae tip 2, ki so leto kasneje
dosegle prevlado in jo ohranile vse do leta 2001, ko se je ponovno razsiril tip 1 bakterije M.
pneumoniae, ki je nato prevladoval do leta 2005 (Sasaki in sod., 1996; Kenri in sod., 2008.)

Vec porocil o epidemijah je v zaCetku novega tisoCletja. Prva epidemija je bila leta 2000 na
Norveskem,sledila je epidemija na Finskem med letoma 2000 in 2002 , nato pa so se med
letoma 2005 in 2007 pojavile epidemije na Norveskem in Svedskem, v Angliji in Walesu, v
Franciji, Izraelu, na Finskem in na Danskem (Blystad in sod., 2012; Linde in sod., 2012;
Chalker in sod., 2012; Eibach in sod., 2012; Nir-Paz in sod., 2012; Polkowska in sod., 2012;
Rasmussen in sod., 2010).

Dumke in sod. (2006) so analizirali seve M. pneumoniae pridobljene v Nem¢iji in Svici med
letoma 2003 in 2005, kjer je vecinski delez pripadal bakteriji tipa 2. Martinez in sod. (2010)
so-med letoma 2005 in 2006 v Cilu pokazali prevlado tipa 2. Zhao in sod. (2011) pa so
analizirali seve M. pneumoniae pridobljene v Pekingu med letoma 2008 in 2009. Od 60
sevov je bilo kar 86,7 % sevov bakterije M. pneumoniae tip 1 (Zhao in sod., 2011).

V ZDA so tipizirali vzorce zbrane med letoma 2006 in 2013. Pokazala se je rahla prevlada
bakterij M. pneumoniae tip 1 vse do leta 2013, ko se je izenacil s tipom 2 (Diaz in sod.,
2015).

Podatkih, ki jih je zbral Langlet s sod. (2012), kaZejo na epidemijo okuzb z bakterijo M.
pneumoniae v ve¢ drzavah Evropske unije med letoma 2010 in 2012. Povecano Stevilo
okuzb so opazili predvsem v drzavah severne Evrope (Danska, Finska, Nizozemska in
Norveska) in v Veliki Britaniji (Langlet in sod., 2012).
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Vse zbrane podatke o epidemijah okuzb z bakterijo M. pneumoniae smo prikazali v
preglednici 4, preglednica 5 pa vsebuje iz literature zbrane podatke o epidemioloskih
Studijah in genotipizacijah bakterije M. pneumoniae.

Preglednica 4: Zbrani podatki o epidemijah okuzb z bakterijo Mycoplasma pneumoniae v Evropi in na
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Japonskem
Drzava Leto epidemije Vir
Danska 1949/50, 1958, 1962/64, 1967/68, 1971/73, Lind in sod., 1997,
1977/79, 1987/88, 1991/92, 1998/99, 2004/06, Uldum in sod., 2012,
2010/11 Rasmussen in sod., 2010
Nemdija 2011/12 Jacobs in sod., 2015
Norveska 1987, 1993, 2000, 2006, 2011/12 Blystad in sod, 2012
Svedska 2010/11 Linde in sod., 2012
Anglija, Wales 2005/06, 2011 Chalker in sod., 2012
Francija 2005/06, 2009/11 Eibach in sod., 2012
Finska 2004/6, 2011 Polkowska in sod., 2012
Skotska 2010/11 Gadsby in sod., 2012
Japonska 1984, 1988, 1992, 1996, 2006 Sasaki in sod., 1996,

Kenri in sod., 2008

Preglednica 5: Zbrani podatki opravljenih epidemioloskih $tudij o pojavnosti in prevladujo¢em tipu bakterije

Mycoplasma pneumoniae v zadnjih 70 letih

Drzava/mesto | Leto testsi:‘:ﬂiilf] Prevladujo¢ tip Vir
Belgija 1988-1994 24 Tip1(79,2%) Ursi in sod., 1994
Cile 2005-2006 23 Tip2(78,3%) Martinez in sod., 2010
1962-1986 44 Tip1 (84,1 %) Cousin-Allery in sod., 2000
1991-1994 32 Tip1(78,1%) Rasmussen in sod., 2010
1977-1986 9 Tip1 (55,6 %) ~
1987-1990 15 Tip2 (93,3 %)
1991-1998 85 Tip 1(88,6 %)
1999-2002 50 Tip 2 (60,0 %) Cousin—,_AIIery in sod., 2000
Francija 2003 6 Enakovredna E::g:: :: zgg ;8%
2004 15 Tip 2 (66,7 %) Eibach in sod., 2012
2005 12 Enakovredna
2006 8 Tip1l(62,5%)
2007-2010 34 Enakovredna y
Italija 2010 40 Tip2 (82,5 %) Chironna in sod., 2011
Izrael 2010 63 Enakovredna Pereyre in sod., 2012

Nir-Paz in sod., 2012

Se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 5: Zbrani podatki opravljenih epidemioloskih $tudij o pojavnosti in prevladujoc¢em

tipu bakterije Mycoplasma pneumoniae v zadnjih 70 letih

Drzava/mesto | Leto teStSilt’(;‘:ilf(: Prevladujoc tip Vir

1976 4 Tip1 (75 %) S

1979-1980 24 Tip 2 (100 %)

1983 Enakovredna N
Japonska 1984 20 Tip2 (65 %) g iaes:r'?'i:]n;?f" ’22%%6

1985-1992 106 Tip 1 (87,7 %)

1993-2002 141 Tip 2 (77,5 %)

2003-2005 99 Tip 1 (75,0 %)

1989 1 Tip2 (100 %) 2

1990 Tip 1 (100 %)

1991 4 Tip 2 (100 %)

19921997 62 Tip1(92,0 %) Dumke in sod., 2006
Nemdija . ~ | Dumke in sod., 2015

1998 13 Tip2 (76,9 %) Jacobs in sod., 2015

1999 11 Tip1 (90,9 %)

2003-2005 73 Tip 2 (54,63 %)

2011-2012 96 Tip 1 (60,4 %) )
Peking 2008-2010 95 Tip 1 (91,9 %) ?T::I'nn:gf :(?1101’
Sydney 2008-2012 30 Enakovredna Xue in sod., 2014
Sanghaj 2009-2011 109 Tip1 (92,7 %) Xiao in sod., 2014
Svica 2004-2005 35 Tip 2 (54,63 %) Dumke in sod., 2006

1944-1988 29 Tip 2 (86,21 %)

2006-2010 20 Tip 1 (65-100 %) Su in sod., 1990
ZDA 2011 31 Enakovredna Diaz in sod., 2015

2012-2013 88 Tip 1 (65 %)

2.11 ZDRAVLJENJE OKUZB Z BAKTERIJO MYCOPLASMA PNEUMONIAE

Mikoplazme so brez celi¢ne stene zato so naravno odporne proti beta-laktamom in drugim
protimikrobnim u¢inkovinam, kot so glikopeptidi in fosfomicin, ki delujejo na celi¢no steno
(Bébéar C. M. in Bébéar C., 2002). Zaradi odsotnosti lipopolisaharidov in celi¢ne stene ter
nezmoZznosti sinteze lastnih nukleotidov so mikoplazme odporne tudi na polimiksine,
vankomicin, sulfonamide in trimetoprime. Prav tako so odporne na rifampin, ki ne deluje na
njihovo RNA polimerazo (Bebear in Kempf, 2005).

Mikoplazemske okuzbe zdravimo z antibiotiki, ki inhibirajo sintezo proteinov ali
podvojevanje DNA, kot so makrolidi in ketolidi. Fluorokinoloni in aminoglikozidi niso
Siroko uporabljeni za zdravljenje mikoplazemskih okuzb. Bakterija M. pneumoniae je
obcutljiva na makrolide, linkozamide in streptogramin ter na ketolide, nov razred
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antibiotikov (Kenny in Cartwright, 2001). Makrolidi, linkozamidi in streptogramini se
vezejo na 23S rRNA v domeni Il in V in vplivajo na peptidiltransferazno aktivnost (Lucier
in sod., 1995; Bébéar in sod., 2011). Tetraciklini se pri mikoplazmah veZejo na podenoto
30S ribosomov in delujejo bakteriostaticno (Bébéar in sod., 2011).

Nekatere vrste mikoplazem so razvile odpornost proti antibiotikom in so odporne proti
eritromicinu in azitromicinu, kar je posledica mutacije v 23S rRNA (Pereyre in sod., 2002).
Odpornosti proti fluorokinolonom so lahko posledica mutacij v genih gyrA, gyrB, parC in
parE, ki so pomembni za podvojevanje DNA, ali delovanja mehanizma aktivnega izloCanja
antibiotika ter nezmoznosti vstopa antibiotika v celico (Hopper, 2000).

2.12 LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA

Kuznine, ki so primerne za dokazovanje okuzbe z bakterijo M. pneumoniae, so izmecek,
brisi nazofarinksa in Zrela, aspirati nazofarinksa in sapnic, bronhoalveolarni izpirek, vzorec
pleuralne tekocine. Kuznine morajo biti prenesene v laboratorij v najkrajsSem moznem ¢asu
in shranjene pri 4 °C (Loens in sod., 2003). Ob sumu na okuzbo z bakterijo M. pneumoniae
lahko bolnikom odvzamemo kri za dokaz protiteles.

2.12.1 Neposredne metode dokazovanja okuzb z bakterijo Mycoplasma pneumoniae

2.12.1.1 Metode osamitve bakterije Mycoplasma pneumoniae

.....

z molekularnimi tehnikami je obcutljivost gojitvenih metod za bakterijo M. pneumoniae
najvec 60 %, medtem ko je specifi¢nost 100 % (Waites in Talkington, 2004; Razin, 2002).
Tully in sod. (1979) so razvili gojis¢e SP4, ki je najuspesnejse in Siroko uporabno gojisce za
kultivacijo bakterije M. pneumoniae. Dokazovanje M. pneumoniae v kulturi temelji na njeni
hidrolizi glukoze. Po inkubaciji 4 dni ali ve¢ v teko¢em goji$¢u z dodanim pH indikatorjem
fenol rdece, gojisce spremeni barvo iz rjave v zeleno. Bakterijo M. pneumoniae lahko gojimo
tudi na trdnem PPLO selektivnem gojis¢u, kjer tvori sferi¢ne kolonije velike do 100 mm v
premeru v obliki jajca na oko, ki so vidne pod stereomikroskopom (Atkinson in sod., 2008;
Tully in sod., 1979). Teko€e gojisce lahko inkubiramo aerobno pri 37 °C, trdna gojis€a pa
mikroaerofilno s 5 % CO (Waites in Talkington, 2004).

2.12.1.2 Metoda PCR

Razvoj molekularnih metod kot je reakcija PCR je zmanjsal pomen kultivacijskih metod za
dokazovanje okuzb z bakterijo M. pneumoniae (Waites in Talkington, 2004). Pri reakciji
PCR lahko uporabljamo oligonukleotidne zacetnike za ATPazni gen bakterije M.
pneumoniae. Uporabljamo tudi druga tar¢na nukleotidna zaporedja, predvsem gen za
adhezin P1 in ohranjene regije v 16S rRNA, gen tuf in ponavljajoci se element RepMP1
(Waites in Talkington, 2004).
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Reakcija PCR omogoc¢a zgodnje odkrivanje okuzbe, rezultate dobimo v manj kot enem
dnevu in z njim dokazemo mikoplazme tudi v tkivu, Ki je ze bilo histolo§ko pregledano
(Talkington in sod., 1998). Prednost reakcije PCR pa je tudi v visoki obcutljivost in
specifi¢nosti testa (Daxboeck in sod., 2002). V testu mora biti vkljuCena interna kontrola, s
katero ugotavljamo navzocnost inhibitorjev. Trenutno sicer obstajajo tudi reagenti za
¢is¢enje nukleinskih kislin, ki odstranijo vecino zaviralnih snovi (Waites in Talkington,
2004).

2.12.2 Posredne metode dokazovanja okuzb z bakterijo Mycoplasma pneumoniae

2.12.2.1 Serologija

V danasnjem casu je dostopnost mnogih komercialnih seroloskih testov, ki temeljijo na
dokazovanju specifi¢nih protiteles, olajSala diagnostiko mikoplazemski okuzb. Obcutljivost
seroloskih testov je odvisna od ¢asa odvzema krvi. Bolnikom odvzamemo kri ob nastopu
bolezni in naslednji, parni vzorec krvi, po dveh do S$tirih tednih. Z encimsko imunskim
testom ELISA (angl. enzyme linked immunosorbent assays, ELISA) dokazujemao protitelesa
IgG, IgA in IgM. Okuzbo z bakterijo M. pneumoniae potrdimo z dokazom protiteles IgM ali
s 4-kratnim povecanjem titra protiteles IgG (Qu in sod., 2013a).

Protitelesa IgM nastanejo 7 do 10 dni po okuzbi, torej 2 tedna pred protitelesi IgG, zato se
uporabljajo za zgodnje odkrivanje okuzb, Se posebej pri otrocih.Vendar pri novorojenckih,
mlajs$ih od 6 mesecev, in pri odraslih pogosto ne nastajajo, Se posebej, ¢e je prislo do
ponovne okuzbe. Ravno tako protitelesa IgM pri odraslih ne kazejo vedno akutne okuZbe,
saj lahko ostanejo v telesu do enega leta (Loens in sod., 2010; Waites in sod., 2012;
Talkington in sod., 2004). Bakterija M. pneumoniae je patogen, ki naseljuje sluznice, zato
protitelesa IgA nastanejo hitro po okuzbi, posebej pri starejSih bolnikih, njihovo Stevilo pa
upade prej kot Stevilo protiteles IgM in IgG, zato so boljsi pokazatelj akutnih okuzb (Waites
in Talkington, 2004).

2.13 TIPIZACIJA BAKTERIJE MYCOPLASMA PNEUMONIAE
Bakterijo M. pneumoniae lahko glede na gen P1 tipiziramo z razli¢cnimi metodami.

Metoda prenosa po Southernu omogoc¢a dokazovanje izbrane sekvence DNA. DNA z encimi
fragmentiramo, slednje pa lo¢imo z elektroforezo. Locene fragmente DNA nato prenesemo
na najlonsko ali nitrocelulozno membrano in jih lo¢imo po velikosti. Pri bakteriji M.
pneumoniae so Su in sod. (1990) analizirali gen P1, ki so ga razrezali z razli¢nimi encimi.
Ugotovili so, da so sekvence posameznih tipov razli¢ne, saj so po razrezu dobili razli¢no
dolge fragmente, znacilne za posamezen tip.
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Pri tipizaciji z metodo RFLP (angl. restriction fragment length polymorphism -
polimorfizem dolzin restrikcijskih fragmentov) uporabljamo dva para zacetnih
oligonukleotidov in sicer se za RepMP4 uporablja zacetne oligonukleotide ADHI in ADH2,
med tem ko za RepMP2/3 zacetne oligonukleotide ADH3 in ADH4. Restrikcijske fragmente
lo¢imo z gelsko elektroforezo z denaturirajo¢im gradientom (DGGE) ali z elektroforezo v
pulzirajo¢em polju (PFGE) (Xiao in sod., 2014; Cousin-Allery in sod., 2000; Kenri in sod.,
1994). Tip 1 lahko od tipa 2 lo¢imo tudi z analizo talilne krivulje visoke locljivosti, saj ima
DNA bakterije tipa 1 visjo temperaturo talis¢a (Schwartz in sod., 2009).

Bakterijo M. pneumoniae lahko tipiziriramo z multilokusno analizo spremenljivega Stevila
tandemskih ponovitev (MLVA,; angl. Multiple-Locus Variable number tandem repeat
Analysis) s katero dobimo fragmente razli¢nih lokusov v genomu. Na podlagi kombinacij
fragmentov razvrstimo bakterijo v enega od tipov MLVA v referen¢nih zbirkah podatkov
(Dumke in sod., 2006).

Pri izvedbi testa MLVA moramo z reakcijo PCR pomnoziti izbrane lokuse v genomu.
Pomnozke reakcije nato nanesemo na gelsko elektroforezo, kjer jim dolo¢imo dolZine glede
na referencni DNA fragment. Glede na dolzino lokusov dobimo Stevilo ponovljivih
zaporedij v lokusu. Informacijo, ki jo tako dobimo, primerjamo v bazi podatkov (Dégrange

in sod., 2009; Qu in sod., 2013b).

Kadar genotipiziramo bakterijo M. pneumoniae z izvedbo metode MLVA uporabljamo pet
oznacevalcev nukleotidnega zaporedja genoma bakterije, in sicer Mpnl, Mpnl3, Mpnl4,
Mpn15 in Mpn16, ki so v genomu bakterije prisotni med 111 920. in 736 123. baznim parom.
Produkti PCR, ki jih pomnoZzimo pred analizo, so veliki od 219 do 419 bp. Na podlagi dolzin
lokusov lahko dolo¢imo Stevilo ponovitev v posameznem lokusu. Trenutno je poznanih ve¢
kot 26 tipov MLVA pri bakteriji M. pneumoniae (Dégrange in sod., 2009; Qu in sod., 2013b)

Vecina sekvencnih metod, ki jih uporabljamo za genotipizacijo bakterije M. pneumoniae,
omogoca spoznavanje sprememb znotraj gena MPN141. Ta gen, ki kodira beljakovino P1,
vsebuje dva DNA elementa, RepMP2/3 in RepMP4, ki se spreminjata med posameznimi
sevi bakterije M. pneumoniae. Razlika v sekvencah med tipoma 1 in 2 ni nujno vezana samo
na gen MPN141, ampak jo lahko dokazemo na katerem koli RepMP elementu v genomu
(Spuesens in sod., 2010). Dumke in sod. (2006) so uspeli tipizirati izolate na podlagi 401 bp
dolgega dela elementa RepMP2/3 v genu P1.

Pri analizi nukleotidnega zaporedja gena P1 primerjamo dobljene sekvence z Ze znanima
sekvencama. Referencna sekvenca za tip 1 je sekvenca M. pneumoniae M129 in za tip 2
sekvenca M. pneumoniae FH (Dumke in sod., 2006; Schwartz in sod., 2009; Cousin-Allery
in sod., 2000; Kenri in sod., 1999). Sekvenci M. pneumoniae tipa 1 in tipa 2 se razlikujeta v
polimorfizmu posameznega nukleotida v genu MPN141 in v genu MPN528a (Spuesens in
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sod., 2010). Za razlikovanje med obema tipoma bakterije M. pneumoniae so Spuesens in
sodelavci (2010) razvili dve metodi pirosekvenciranja. Prva je temeljila na tipsko
specificnem nukleotidu na mestu 184 991 v sekvenci genoma M. pneumoniae M129. Na tem
mestu, Ki je v ohranjeni regiji blizu 3' konca gena MPN141, je v tipu 1 prisoten timin in v
tipu 2 citozin. Metodo pirosekvenciranja so uporabili za ugotavljanje tipsko specifi¢énega
nukleotida v genu MPN528a na mestu 650 584 genoma M. pneumoniae M129. V genu
MPN528a je prisoten adenin v tipu 1 in citozin v tipu 2.

Pirosekvenciranje, ki omogoca razlikovanje posameznih tipov 1 in 2 bakterije M.
pneumoniae, je metoda, ki omogoca doloCanja nukleotidnega zaporedja na principu
sekvenciranja s sintezo. Metoda je zgrajena na opazovanju sinteze DNA v realnem casu, kjer
se ob vstavitvi nukleotida sprosti svetlobni signal (bioluminiscenca). Sekvenciranje s sintezo
je bilo prvi¢ opisano leta 1985. Tehnika temelji na sekvencnem dodajanju nukleotidov
matri¢ni DNA in sekvenca matrice je povzeta po vrstnem redu dodajanja nukleotidov, ki se
veze v nastajajoo verigo DNA. Nyrén je leta 1987 opisal kako se lahko aktivnost DNA
polimeraze spremlja z bioluminiscenco. Danes se uporabljajo pri sekvenciranju s sintezo
nukleotidi oznaceni s fluorescenco (Ahmadian in sod., 2006).

Osnovni princip pirosekvenciranja je, da najprej izberemo DNA, ki jo Zelimo sekvencirat.
Nato ustvarimo produkt PCR z vezanim biotinom na 5' koncu. Sledi obdelava produkta PCR,
da dobimo enoverizno DNA. Na enoverizno DNA z vezanim biotinom nato nalegamo
sekven¢ni zacetni oligonukleotid. Sledi sekvenciranje in analiza rezultatov (Spuesens in
sod., 2010).

Za izvedbo pirosekvenciranja uporabljamo §tiri encime, in sicer Klenow fragment DNA
polimeraze, ATP sulfurilazo, luciferazo in apirazo (sl. 5). V reakcijski mesanici je prisoten
Se substrat adenozin fosfosulfat, d-luciferin in sekven¢na matrica z vezanim zacetnim
oligonukleotidom. Najprej potece reakcija polimerizacije DNA, ko se dodan nukleotid veze
v bazni par z nukleotidom sekvenéne matrice. Pri tem sodeluje DNA polimeraza, ob koncu
reakcije pa se sprosti pirofosfat. Slednji sluzi kot substrat za ATP sulfurilazo, da potece
reakcija nastanka ATP. V tretji in Cetrti reakciji se ATP pretvori v svetlobni signal z
encimom luciferazo. Do tega sklopa encimske reakcij pride le, ¢e je bil v prvi reakciji
vstavljen pravi nukleotid. Naprava nato zazna sproscen svetlobni signal. Na koncu apiraza
odstrani nukleotide, ki se niso vezali v nastajajoco verigo DNA. Signal je lahko kvantitavino
povezan s Stevilom dodanih nukleotidov. Trenutno je metoda omejena na analizo kratkih
sekvenc DNA in je zato primerna predvsem za analizo polimorfizmov posameznega
nukleotida in kraj$ih odsekov DNA za genotipizacijo (Ahmadian in sod., 2006).
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Slika 5: Potek pirosekvenciranja (rde¢a = apiraza, zelena = sulfurilaza in rumena = luciferaza) (Ahmadian in

sod., 2006)
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI
3.1.1 Bakterijski izolati

V raziskavi smo uporabili seve bakterije M. pneumoniae, ki so bili izolirani iz kuznin
bolnikov z okuzbami dihal v obdobju od 2006 do 2013 v Laboratoriju za diagnostiko infekcij
s klamidijami in drugimi znotrajcelicnimi bakterijami InStituta za mikrobiologijo in
imunologijo ter shranjeni pri -80 °C. V tem obdobju je bilo z metodo PCR dokazanih 535
okuzb z bakterijo M. pneumoniae. Iz kuznin, ki so bile s testom PCR pozitivne, so v
laboratoriju izolirali M. pneumoniae v 282 kuzninah. Te izolate smo nato uporabili v nasi

magistrski nalogi (pregl. 6).

Preglednica 6: Znadilnosti vzorcev uporabljenih v raziskavi

Leto

Stevilo vzorcev
Mycoplasma pneumoniae
(PCR pozitivni)

Stevilo vzorcev
Mycoplasma pneumoniae
(kultura pozitivni)

Vrste kuZnine

2006

10

60 % bris Zrela

20 % aspirat sapnice
10 % BAL*

10 % bris nazofarinksa

2007

19

13

95 % bris Zrela
5 % bris nebnic

2008

16

82 % bris zrela

6 % aspirat sapnice
6 % izpirek zrela

6 % izmecek

2009

48

33

90 % bris Zrela
8 % bris nazofarinksa
2 % bris nebnic

2010

221

110

86 % bris Zrela

12 % bris nazofarinksa
0,5 % aspirat sapnice
0,5 % bris nebnic

0,5 % BAL

0,5 % izmecek

2011

117

51

94 % bris zrela

4 % bris nazofarinksa
1 % bris nebnic

1 % izmecek

2012

46

28

89 % bris zrela

7 % bris nazofarinksa
2 % aspirat sapnice

2 % BAL

2013

62

37

87 % bris zrela
13 % bris nazofarinska

SKUPAJ

539

*BAL = bronhoalveolarna lavaza

282
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3.12

Gojisca
transportno gojisce za mikoplazme U.m.m.t (EliTech, Francija)
tekocCe in trdo gojisce (oxoid) za kultivacijo M. pneumoniae

Reagenti

voda za molekularno biologijo (Qiagen, Nemcija)

pufer TAE (Tris, acetat, EDTA)

pufer za lizo bakterij BLB (Roche, Nemcija)

barvilo SYBR® Safe DNA Gel Stain 10x (Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific, ZDA)

GeneRuler 100bp (Fermentas, ZDA)

agaroza: Agarose, For routine use (Sigma-Aldrich, ZDA)

10x PCR Gold Pufer no MgCl2 (Applied Biosystems, ZDA),

MgCl2 (Applied Biosystems, ZDA),

vezavni pufer za pripravo produktov PCR za pirosekvenciranje (Biotage, Svedska)
izpiralni pufer za pripravo produktov PCR za pirosekvenciranje (Biotage, Svedska)
"annealing pufer" za pripravo produktov PCR za pirosekvenciranje (Biotage,
Svedska)

MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I (Roche, Nem¢ija)

Proteinaza K (Roche, nemcija)

Taq polimeraza (Applied Biosystems, ZDA)

PyroMark Gold Q96 SQA (Qiagen, Nemcija)

Zacetni oligonukleotidi

dNTPmix (Applied Biosystems, ZDA)

MPN141 forward povzet po [Spuesens in sod., 2010] (TIB Molbiol, Nem¢ija)
MPN141 reverse povzet po [Spuesens in sod., 2010] (TIB Molbiol, Nem¢ija)
MPN141 sekvenéni povzet po [Spuesens in sod., 2010] (TI1B Molbiol, Nemcija)
MPN528a forward povzet po [Spuesens in sod., 2010] (TIB Molbiol, Nem¢ija)
MPNb528a reverse povzet po [Spuesens in sod., 2010] (TIB Molbiol, Nem¢ija)
MPNS528a sekvencni povzet po [Spuesens in sod., 2010] (TIB Molbiol, Nemc¢ija)

Oprema

epruvete

erlenmajerice

mikrocentrifugirke, plasticne tubice
mikrotitrske plosce (8x12)

kalibrirane pipete in nastavki za pipete
inkubator
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- centrifuga (Eppendorf, Nemcija)

- minicentrifuga

- laboratorijski vibrator

- termostresalnik

- stresalnik plos¢ PCR

- kadicke, glavnicki in plasti¢ni model za elektroforezo

- mikrovalovna pecica

- elektroforezni sistem

- aparatura Gel-Doc 2000 (Bio-Rad, Nemcija)

- parafilm

- MagNA Pure Compact (Roche, Nemcija)

- naprava za PCR: Veriti Thermal Cycler (AppliedBiosystems, ZDA)
- naprava za PCR: T3000 Thermocycler (Biometra, Nemc¢ija)

- naprava za pirosekvenciranje: PyroMark Q96 ID (Biotage, Svedska)
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3.3 METODE
3.3.1 lzolacija DNA

Za izolacijo DNA smo uporabili 200 puL kulture bakterij iz teko¢ega gojisca za mikoplazme
in jo centrifugirali. Usedlino smo resuspendirali s 180 pL pufra BLB (bacteria lysis buffer)
in dodali 20 puL proteinaze K. VVzorce smo inkubirali 10 minut pri 65 °C in nato Se za 10
minut pri 95 °C. Izolacijo DNA smo izvedli z reagenti MagNA Pure Compact Nucleic Acid
Isolation Kit I (Roche, Nemcija) in v aparaturi MagNA Pure Compact (Roche, Nemcija) v
200 pL elucijskega pufra. Izolirano DNA smo do reakcije PCR shranili pri -20 °C.

3.3.2 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Za amplifikacijo dela gena MPN141 in MPN528a smo izvedli lo¢eni reakciji PCR.
Reakcijski meSanici in program pomnozevanja smo povzeli po Spuesens in sod. (2010) z
manjS$imi spremémbami. Povecali smo volumen reakcije iz 25 pL na 50 pL, zmanjsali
koncentracijo MgCl, za amplifikacijo MPN528a iz 3,5 mM na 1,5 mM in podaljsali
amplifikacijski program s 30 na 50 ciklov. Za pomnozevanje smo pri obeh reakcijskih
meSanicah uporabili 5 pL izolirane DNA. Podrobna sestava reakcijskih meSanic in
pomnoZzevalnega programa je prikazana v preglednicah 7, 8, 9 in 10. Reakcijo PCR smo
izvedli v aparaturi T3000 Thermocycler (Biometra, Nem¢ija) ali Veriti Thermal Cycler
(AppliedBiosystems, ZDA).

Preglednica 7: Reakcijska meSanica za pomnoZevanje dela gena MPN141

Reagent Konéna koncentracija Volumen za 1 vzorec
PCR Gold Pufer no MgCl, 1x S5uL

dNTPmix (10mM each) 200 uM 1ulL

Primer Mpn141_F — 15 uM 0,6 uM 2 ulL

Primer Mpn141_R - 15 uM 0,6 uM 2 ulL

MgCl, (25mM) 1,0 mM 2 uL

H.O do 45 puL 32,75 uL

Taq polimeraza (5U/uL) 1,25 Ulreakcijo 0,25 uL

Preglednica 8: Reakcijska meSanica za pomnoZevanje dela gena MPN528a

Reagent Kon¢na koncentracija Volumen za 1 vzorec
PCR Gold Pufer no MgCl, 1x SuL

dNTPmix (L0mM each) 200 uM 1 pL

Primer Mpn528a_F — 10 uM 0,4 uM 2 uL

Primer Mpn528a_R — 20 pM 0,8 uM 2 uL

MgCl, (25mM) 1,5 mM 3uL

H20 do 48 uL 31,75 uL

Taq polimeraza (5U/uL) 1,25 Ulreakcijo 0,25 uL
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Preglednica 9: Amplifikacijski pogoji za gen MPN141

Aktivacija 95 °C 300 sekund 1%
Denaturacija 94 °C 10 sekund

Naleganje 55 °C 30 sekund \J|> 50x%
PodaljSevanje 72°C 15 sekund

Konéno podalj$evanje 72 °C 600 sekund 1x
Hlajenje 4°C neskonéno

Preglednica 10: Amplifikacijski pogoji za gen MPN528a

Aktivacija 95 °C 300 sekund 1%
Denaturacija 94 °C 10 sekund

Naleganje 52 °C 30 sekund } 50x
Podaljsevanje 72 °C 12 sekund

Konéno podalj$evanje 72 °C 600 sekund 1x
Hlajenje 4°C neskonéno

3.3.3 Elektroforeza DNA v agaroznem gelu

Pridelke reakcije PCR smo lo¢ili po velikosti v 1 % agaroznem gelu obarvanem z 1x SYBR
Safe (LifeTechnologies, ZDA). Za dolocanje velikosti pridelkov smo uporabili GeneRuler
100bp (Fermentas, ZDA). Pridelke PCR smo vizualizirali z aparaturo Gel-Doc 2000 (Bio-
Rad, Nemc¢ija). Za gen MPN 141 smo pri¢akovali produkt velikosti 84 bp in za gen MPN528a
166bp.

3.3.4 Pirosekvenciranje

Pred samim postopkom pirosekvenciranja smo pridelke PCR precistili po protokolu
predpisanem s strani proizvajalca. Pridelkom PCR v volumnu 20 pL smo dodali 3 pL
sefaroznih kroglic z vezanim streptavidinom (GE Healthcare, ZDA), 17 uL vode in 40 uL
vezavnega pufra.

Preciséen in na streptavidinske kroglice vezan produkt PCR smo prenesli v plos¢ico za
pirosekvenciranje in jo 2 minuti inkubirali pri 80 °C. Po inkubaciji smo plos¢o pustili pri
sobni temperaturi, da se je pocasi ohladila.

Nato smo plosc¢o 15 minut stresali pri 1400 obratih/minuto na stresalniku MixMate
(Eppendorf, Nemcija). V tem ¢asu smo pripravili mikrotitrsko plos€ico za pirosekvenciranje,
kamor smo v vsako vdolbinico dali po 40 uL vezavnega pufra, ki je vseboval 0,4 uM
sekvencni oligonuleotidni zacetnik.

Med ohlajanjem plos¢e za pirosekvenciranje smo po navodilih proizvajalca pripravili
reagente PyroMark Gold Q96 SQA (Qiagen, Nemcija) in jih odpipetirali na ustrezna mesta
v kartuso za pirosekvenciranje. Pirosekvenciranje smo izvedli v aparaturi PyroMarkiD
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(Biotage, Svedska). Po kon¢anem programu smo pridobljene sekvence shranili za nadaljnjo
obdelavo.

3.3.4.1 Ohbdelava podatkov in genotipizacija

Interpretacijo rezultatov in dolocitev genotipa smo izvedli z namensko programsko opremo
IdentiFire (Biotage, Svedska). Podatke smo obdelali s programom Microsoft Excel in jih
pretvorili v tabele in grafe.
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4 REZULTATI

Iz 282 shranjenih izolatov bakterije M. pneumoniae smo izolirali DNA, nato pa smo z
reakcijo PCR pomnozili gena MPN141 in MPN528a. Slednja smo nato pirosekvencirali, saj
smo zeleli dolociti kateri tip bakterije M. pneumoniae je prevladoval pred epidemijo, med
samo epidemijo in po njej.

Dolo¢ili smo obcutljivost metode kultivacije M. pneumoniae v primerjavi z metodo PCR. V
nasem primeru je uspesnost izolacije skozi leta nihala, kar je prikazano na sliki 7.
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Slika 7: Delez uspesno kultiviranih vzorcev bakterije Mycoplasma pneumoniae v posameznem letu

4.1 REAKCIA PCR GENOV MPN141 IN MPN528A

Izolacijo DNA M. pneumoniae smo izvedli iz 282 kultur v tekoCem gojisc¢u. Odseke
izbranega gena smo nato pomnozili z reakcijo PCR. Po konc¢ani reakciji PCR smo z
elektroforezo preverili, ali se je pomnozil izbran odsek DNA. Za gen MPN141 smo
pri¢akovali produkt PCR v velikosti 84 bp, za gen MPN528a pa 166 bp. Na sliki 8 je primer
elektroforeze produktov reakcije PCR gena MPN141, slika 9 pa prikazuje primer
elektroforeze produktov reakcije PCR gena MPN528a. Pridelke reakcije PCR smo dobili pri
277 vzorcih.
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100bp 1 2 3 - 5 k+ k-

Slika 8: Primer elektroforeze produktov gena MPN141 petih vzorcev s pozitivno (k+) in negativno kontrolo
(k-) ob markerju 100 bp

100bp 1 2 3 4 5 kv _k

4l

Slika 9: Primer elektroforeze produktov gena MPN528a petih vzorcev s pozitivno (k+) in negativno kontrolo
(k-) ob markerju 100 bp

4.2 GENOTIPIZACUA BAKTERNE MYCOPLASMA PNEUMONIAE S
PIROSEKVENCIRANJEM

S pirosekvenciranjem smo genotipizirali 277 izolatov M. pneumoniae, pri katerih smo z
elektroforezo dokazali prisotnost pridelkov PCR za posamezen odsek gena. Rezultate
pirosekvenciranja smo obdelali s programom IdentiFire, ki nam je kot kon¢ne rezultate podal
piktograf z analizo. Primer piktografa sta sliki 10 in 11. Slika 10 prikazuje rezultate za
genotipizacijo gena MPN141 bakterije M. pneumoniae P1 tipa 1, slika 11 pa rezultate
genotipizacije gena MPN528a bakterije M. pneumoniae P1 tipa 2. S pirosekvenciranjem smo
uspesno dolo¢ili tip M. pneumoniae pri 277 vzorcih od 282 (97,16 % uspesnost). Uspesnejse
je bilo dolo¢anje tipa M. pneumoniae z genom MPN141, kjer smo uspeli dolo€iti tip vsem
277 pirosekvenciranim vzorcem. Z genom MPN528a smo uspeli tipizirati 259 vzorcev
(91,84 %). Ujemanje tipov uspesno doloc¢enih z genom MPN141 in tipov uspesno dolo¢enih
z genom MPN528a je 100 %.
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Slika 10: Primer piktografa genotipizacije gena MPN141 bakterije Mycoplasma pneumoniae tip 1
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Slika 11: Primer piktografa genotipizacije gena MPN528a bakterije Mycoplasma pneumoniae tip 2

Genotipizacijo smo uspesno izvedli pri 277 izolatih M. pneumoniae, pri 15 vzorcih pa nismo
uspeli pirosekvencirati le odsek gena MPN528a. Kljub ponovljenim reakcijam PCR, smo z
elektroforezo pokazali, da je produkt gena MPN141 man;jsi od pri¢akovanega, odsek gena
MPN528a pa nam ni uspelo pomnoziti. 1z petih izolatov smo kultivirane bakterije ponovno
prenesli v tekoCe gojisce za mikoplazme in jih inkubirali do 21 dni pri 37 °C. V nobenem
gojis¢u ni prislo do spremembe barve v zeleno, ki bi nakazovala na razmnoZevanje bakterije
M. pneumoniae. Pri treh od petih vzorcev (2912/10, 5307/10 in 331/11) smo s
pirosekvenciranjem gena MPN141 dokazali na soCasno prisotnost obeh tipov M.
pneumoniae, pri vzorcih 2912/10 in 331/11 smo rezultat potrdili tudi pri pirosekvenciranju
gena MPN528a.

4.3 DEMOGRAFSKE ZNACILNOSTI ANALIZIRANIH IZOLATOV

Za na$o raziskavo smo pridobili 282 izolatov M. pneumoniae iz obdobja 2006-2013.
Mycoplasma pneumoniae je bila izolirana iz kuznin, ki so bile odvzete v 49 % od pacientk
in v 51 % od bolnikov moskega spola (sl. 12).
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Slika 12: Delez pripadnikov posameznega spola v nasi raziskavi okuZenih z bakterijo Mycoplasma pneumoniae

Bakterija M. pneumoniae najpogosteje povzroca okuzbe pri otrocih in mladostnikih. Podatki
zbrani na sliki 13 kazejo, da je tudi pri nas vecina vzorcev pripadala otrokom mlaj$im od 15
let. V skupini slednjih je bilo opaziti tudi, da je najvecji delez okuzenih starih med 5 in 9 let
(33,3 % vseh vzorcev). Okuzenim v starostnima skupinama mlajsih od 5 let in starimi od 10
do 14 let je pripadalo 19,5 % vzorcev. Odraslih med 20. in 59. letom starosti je 23,8 %. Manj
zastopani starostni skupini sta mladostniki stari med 15 in 19 let (3,2 %) in starej$i od 59 let
(0,7 %).

> 59 let

<5et
20-59 let

15-19 let

10 - 14 let 59 let

Slika 13: Porazdelitev okuzenih bolnikov z bakterijo Mycoplasma pneumoniae po starostnih skupinah

Ugotovili smo, da je ve¢ji delez okuzenih otrok moskega spola, med tem ko pri odraslih
starih nad 20 let prevladuje ve¢ okuzb pri zenskah (pregl. 11).
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Preglednica 11: Stevilo pripadnikov posameznega spola v posamezni starostni skupini

Starost Vsi .
(leta) testirani Moski Zenske
<5 55 36 19
5-9 94 53 41
10- 14 55 27 28
15-19 9 4 5
20-59 67 24 43
>59 2 1 1

Podatki so grafi¢no prikazani na sliki 14, kjer je lepo opazno gibanje razmerja spolov, kjer
z naraS¢ajoco starostjo narasca delez zenske populacije. Pri starostni skupini starejsih od 59
let zaradi majhnega $tevila vzorcev (2 vzorca) podatki niso relevantni.
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Slika 14: Razmerje spolov okuzenih v razli¢nih starostnih skupinah

Primerjava $tevila okuZenih z bakterijo M. pneumoniae glede na spol v posameznem letu (sl.
15) kaze, da so ob zacetku epidemije in v epidemi¢nem letu 2010 rahlo prevladovale okuzbe
pri Zenskah. V letih, ko ni bilo epidemije okuzb z bakterijo M. pneumoniae pa lahko opazimo
ve¢ okuzb pri pripadnikih moskega spola.
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Slika 15: Stevilo dokazanih okuzb z Mycoplasma pneumoniae s testom PCR pri mogkih in Zenskah v

posameznem letu

44 EPIDEMIJAYV SLOVENUI

V casu od novembra 2009 do februarja 2011 smo ugotovili povecano Stevilo okuzb z
bakterijo M. pneumoniae, kar je nakazovalo na epidemijo (sl. 16). Prvo povecanje Stevila
okuzenih oseb je opaziti konec leta 2009, v zacetku leta 2010 je Stevilo upadlo, nato se poleti
ponovno povecalo in jeseni mo¢no poskocéilo. Vrh epidemije je bil pozimi 2010/11, nato pa
je Stevilo vzorcev spomladi zaelo upadati. Konec epidemije smo dolocili s koncem
februarja 2011.

Zabakterijo M. pneumoniae so znacilne tudi okuzbe v poletnem ¢asu. Opazili smo povecanje
Stevila okuzb predvsem v juliju in avgustu skoraj vsako leto, drugo povecanje pa smo opazili
Vv zimskem ¢asu med novembrom in januarjem.
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Slika 16: Stevilo pozitivnih vzorcev s testom PCR med letoma 2006 in 2013
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Med samo epidemijo okuzb je opazno nihanje Stevila vzorcev bolnikov, pri katerih smo s
testom PCR dokazali okuzbo z M. pneumoniae. Najvecje Stevilo okuzb z bakterijo M.
pneumoniae je bilo med zimo 2010/11, manjSe povecanje pa je bilo opazno tudi v zimskem
¢asu 2009/2010 in v poletnih sezonah 2010 in 2011 (sl. 17).
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Slika 17: Gibanje $tevila pozitivnih vzorcev z metodo PCR med epidemijo okuzb z bakterijo Mycoplasma

pneumoniae od novembra 2009 do februarja 2011

Od 2007 do vkljuéno leta 2012 so prevladovale okuzbe z bakterijo M. pneumoniae tipa 2, i
je v veliki meri tudi povzroéila epidemijo med letoma 2010 in 201 1. Delez okuzb z bakterijo
M. pneumoniae posameznega tipa sicer skozi leta niha, a opazen je dolocen vzorec. Pred
epidemijo in po njej smo opazili, da je prevladujoci tip bakterije odgovoren za priblizno 2/3
okuzb. Pred epidemijo je tako 2/3 okuzb povzroéenih s tipom 2 bakterije M. pneumoniae.
Precej opazna je sprememba okuzb z bakterijo M. pneumoniae tipa 1, ki se je zgodila v letu
2013, ko je bil tip 1 odgovoren za 2/3 delez okuzb.

V ¢asu med epidemijo in prvo leto po njej je opaziti, da je Stevilo okuzb s tipom 1 bakterije
M. pneumoniae ostajalo priblizno enako. Mo¢no se je povecalo Stevilo okuzb s tipom 2,
predvsem leta 2010, ko je bil vrhunec epidemije. Leta 2013 se je povecalo Stevilo okuzb z
bakterijo M. pneumoniae tip 1 in tudi Stevilo vseh okuZzb (z obema tipoma) je rahlo visje kot
leto poprej (sl. 18).
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Slika 18: Stevilo okuzenih s posameznim tipom Mycoplasma pneumoniae med letom 2006 in 2013

V ¢Casu epidemije od novembra 2009 do konca februarja 2011 je prevladoval tip 2 bakterije
M. pneumoniae. Delez bakterije M. pneumoniae tip 2 je bil v tem obdobju kar 79,4 %.
Razmerje tipov se nato po epidemiji za¢elo pribliZzevati izenacitvi, kar je vidno na sliki 19.
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Slika 19: Delez posameznega tipa Mycoplasma pneumoniae pred epidemijo, med njo in po koncu epidemije

Preglednica 12 vsebuje zbrane podatke genotipizacije bakterije M. pneumoniae, ki so
razdeljeni glede na leto okuZzbe in starostno skupino, v katero smo uvrstili bolnika. Opazimo
vecje Stevilo okuzb v letu 2010. Ravno tako je vecje Stevilo okuzb opaziti pri otrocih in
mladostnikih mlajsih od 15 let. Zelo malo je okuzb v starostni skupini srednjesolcev. V letu
2010 je vecje stevilo okuzb z bakterijo M. pneumoniae tip 2. Ponovno pa lahko opazimo
tudi zamenjavo tipov v letu 2013, ko se poveca Stevilo okuzb z bakterijo tipa 1.
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Preglednica 12: Razporeditev Stevila okuzb s posameznim tipom bakterije Mycoplasma pneumoniae po letih

in starostnih skupinah

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

§t. okuzb | §t. okuzb | §t. okuzb | §t. okuzb | §t. okuzb | $t. okuzb | $t. okuzb | $t. okuzb

Starost — o~ — N — N — N — o~ — N — N — N
ey & 2|2 2|2 2|2 2|2 2 8 8 28 8 & 8
<5 let 1 1 0 2 0 2 3 4 3 12 |3 7 2 3 8 1
5-9 let 0 1 2 4 2 3 4 5 5 33 |4 11 |1 7 9 1
10-141let |0 0 2 2 0 0 4 5 2 16 |2 7 2 5 3 4
15-191et | 0 0 0 0 0 0 0 1 0 4 1 0 0 1 1
20-591let |0 0 1 0 0 0 1 6 10 19 |3 3 5 3 5
> 59 et 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Skupaj 1 2 5 8 2 5 12 21 |20 8 |13 35 |8 20 |24 13

Pri vzorcu 331/11 smo s pirosekvenciranjem gena MPN141 ugotovili prisotnost tako
bakterije M. pneumoniae tipa 1 kot bakterije M. pneumoniae tipa 2. Rezultat se je nato
ponovil tudi pri pirosekvenciranju gena MPN528a. Prisotnost obeh tipov smo dokazali s
pirosekvenciranjem gena MPN141 in MPN528a tudi pri vzorcu 2912/10. Pri vzorcu 5307/10
pa nam je uspelo pirosekvencirati samo gen MPN141, kjer smo ravno tako dokazali bakterijo
M. pneumoniae tip 1 in bakterije M. pneumoniae tip 2. Rezultata pri tem vzorcu nismo uspeli
potrditi z genom MPN528a. Slika 20 prikazuje rezultat pirosekvenciranja gena MPN141
vzorca 331/11. Zaporednje nukleotidov na mestu 184 988 — 184 994 v pirosekvenciranem
delu genoma si sledi: GAAXGAC. Tip 1 ima na mestu 184 991 prisoten C, tip 2 pa T. Pri
tem rezultatu je opazno, da sta prisotna oba.
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Slika 20: Rezultat pirosekvenciranja gena MPN141 pri vzorcu 331/11
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Zbrani podatki iz literature kazejo, da je bila epidemija okuzb z bakterijo M. pneumoniae
med letoma 2009 in 2012 v mnogih drzavah po Evropi. Na podlagi zbranih rezultatov iz
literature (pregl. 4 in pregl. 5) smo ustvarili zemljevid (sl. 21), ki prikazuje zacetek epidemije
v posameznih evropskih drzavah in prevladujoc¢ tip v drzavah, kjer so opravili genotipizacijo.
Rumena barva oznacuje drzave kjer se je epidemija okuzb z bakterijo M. pneumoniae zacela
konec leta 2009 ali v zacetku leta 2010. S svetlo oranzno barvo smo pobarvali drzave, kjer
so opazili zaCetek epidemije konec leta 2010 in v zacetku leta 2011. Temno oranzno
obarvane Nemcija, Nizozemska in Norveska pa so zacetek epidemije okuzb z bakterijo M.
pneumoniae dokazale v drugi polovici leta 2011.
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Slika 21: Epidemija okuzb z bakterijo Mycoplasma pneumoniae v Evropi med letoma 2009 in 2012. Rumena
barva oznacuje drzave, kjer se je epidemija okuzb z bakterijo M. pneumoniae zagela konec leta 2009 ali v
zacetku leta 2010. S svetlo oranzno barvo kaze na zacetek epidemije konec leta 2010 in v zacetku leta 2011.
Temno oranZna pa oznacuje zacetek epidemije okuzb z bakterijo M. pneumoniae v drugi polovici leta 2011.
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5 RAZPRAVA

V nasi nalogi smo zeleli genotipizirati izolate bakterije M. pneumoniae zbrane med letoma
2006 in 2013. 1z zamrznjenih kultur bakterije smo izolirali DNA in nato z reakcijo PCR
pomnozili gena MPNI141 in MPNS528a. Slednja nosita polimorfizem posameznega
nukleotida znacilen za genotip 1 ali 2 te bakterije. Pridelke reakcije PCR smo nato odistili in
pirosekvencirali, pridobljene rezultate pa analizirali in primerjali s Studijami drugih
raziskovalcev.

Delez zunajbolni$ni¢nih pljucnic, ki jih povzroca bakterija M. pneumoniae po podatkih
razli¢nih $tudij niha. To je posledica razli¢nih dejavnikov. Rezultati so odvisni od tega, ali
je bila Studija opravljena v Casu epidemije ali ne, ali so v $tudijo vkljuceni pretezno otroci in
mladostniki, pri katerih je okuzba pogostejsa, pomembna je metoda laboratorijske
diagnostike, saj je kultivacija manj uc¢inkovita metoda kot reakcija PCR.

Tudi $tevilo dokazanih okuzb z M. pneumoniae je povezano z ve¢ dejavniki, med
najpomembnejSimi je vsekakor ¢as (epidemije) in obvesc¢enost zdravnikov o pogostosti in
testiranju okuzb z bakterijo M. pneumoniae. Pomembni so tudi laboratorijski testi in njihova
obcutljivost. Pred ¢asom uporabe molekularnih metod, ko je delo slonelo na kultivaciji
bakterije, je bilo do 40 % pozitivnih vzorcev spregledanih. Novejse in obcutljivej$e metode
tako vodijo k ve¢jemu Stevilu odkritih okuzb.

V laboratoriju so pred naso magistrsko raziskavo uspeli izolirati bakterijo M. pneumoniae
pri 282 vzorcih od 535 vzorcev, ki so bili pozitivni s testom PCR, Kkar je 52 % uspes$nost
kultivacije. Waites in Talkington (2004) navajata uspesnost kultivacije M. pneumoniae do
60 %, kar se je pri nas tudi pokazalo. Sama uspesnost kultivacije bakterije je skozi leta nihala
in je bila najnizja leta 2006 (25 %) in najvisja leta 2009 (68,75 %). Delno lahko visjo
uspesnost kultivacije v novejSem casu pripiSemo tudi izpopolnjevanju metod in gojis¢.

Od 282 vzorcev z osamljeno bakterijo M. pneumoniae, ki smo jih tipizirali, so v 49 %
primerov bakterijo izolirali iz vzorcev bolnic, tako da je razporeditev vzorcev po spolu precej
enakomerna. Opazili smo spremembo razmerja spolov po starostnih skupnah, saj je pri
odraslih prevladoval delez okuzenih Zensk, pri otrocih pa je bilo ve¢ okuzenih moskega
spola. Sklepamo lahko, da je prislo do spremembe razmerja spolov zaradi okuzb znotraj
druzin (Dorigo-Zetsma in sod., 2001b), saj pogosto mati skrbi za bolnega otroka in je s tem
bakteriji izpostavljeno vecje Stevilo odraslih zensk kot moskih.

Za bakterijo M. pneumoniae je znacilno, da povzroc¢a okuzbe predvsem pri mlajsih otrocih
in mladostnikih ter starejsih (Hammerschlag, 2001; Waites in Talkington, 2004; Foy, 1993).
Na podlagi zbranih podatkov lahko to trditev potrdimo tudi za okuzbe v Sloveniji med
letoma 2006 in 2013, saj je bilo 72,34 % okuZenih oseb mlajSih od 15 let. Najve¢ okuzb smo
dokazali pri otrocih starih od 5 do 9 let. V nasi analizi nismo uspeli potrditi, da bakterija
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okuzuje tudi starejSe, saj smo imeli le dva izolata bakterije M. pneumoniae iz bolnikov
starejSih od 60 let.

Tudi v ZDA so tipizirali izolate M. pneumoniae zbrane med letoma 2006 in 2013 in dokazali
v 57 % vseh izolatov bakterijo M. pneumoniae tipa 1. Tip 1 je prevladoval ves ¢as od leta
2006 do leta 2013, ko se je izenacil s tipom 2 (Diaz in sod., 2015).

Raziskave iz Evrope kazejo na razvoj epidemije okuzb z M. pneumoniae od jeseni 2009 pa
vse do konca leta 2012. Najzgodnejsi zaCetek epidemije naj bi bil v Franciji v letu 2009
(Eibcah in sod., 2012), in v Italiji zacetek leta 2010, nato so se zacele konec leta 2010
epidemije v Veliki Britaniji in na Svedskem, Finskem, ter Danskem (Chironna in sod.,
2011;Chalker in sod., 2012; Gadsby in sod., 2012; Linde in sod., 2012; Ramussen in sod.,
2012; Uldum in sod., 2012). V drugi polovici leta 2011 se je epidemija okuzb z bakterijo M.
pneumoniae zacela $iriti v severno Evropo, natanéneje v Nemcijo in na Nizozemsko ter na
Norvesko (Dumke in sod., 2015; Lenglet in sod., 2012; Polkowska in sod., 2012; Blystad in
sod., 2012; Jacobs in sod., 2015).

Epidemijo v Franciji leta 2010 sta enakovredno povzrocila z oba tipa bakterije M.
pneumoniae (Pereyre in sod., 2012). Chironna in sod. (2011) so uspeli tipizirati 40 sevov
pridobljenih v mestu Bari na jugu Italije leta 2010. Kar 82,5 % sevov je bilo tip 1 bakterije
M. pneumoniae. Med epidemijo mikoplazemske atipi¢ne plju¢nice v Angliji in Walesu (leta
2011) so opazili rahlo prevlada bakterije M. pneumoniae tip 1 (Chalker in sod., 2012). Ravno
tako je med epidemijo v Nemdiji ve¢ kot polovico primerov zunajbolni$ni¢nih pljuénic
povzrocil tip 1 bakterije M. pneumoniae (Dumke in sod., 2015; Jacobs in sod., 2015).

Analiza sevov M. pneumoniae pridobljene leta 2010 v Pekingu je pokazala, da je bila v 34
klini¢nih vzorcih prisotna bakterija M. pneumoniae tipa 1 in le v enem vzorcu bakterija tipa
2 (Tian in sod., 2010). Vzorci zbrani v Sanghaju na Kitajskem med letoma 2009 in 2011 so
pripadali v 92,7 % bakterijam M. pneumoniae tipa 1 (Xiao in sod., 2014).

V Sydneyu so med letoma 2008 in 2012 zbrali 30 klini¢nih vzorcev za tipizacijo bakterije
M. pneumoniae. Polovica vzorcev je pripadala tipu 1, kar kaze na enakomerno porazdelitev
obeh tipov bakterije M. pneumoniae v populaciji (Xue in sod., 2014).

Podatki v Sloveniji kazejo, da se je epidemija okuzb z M. pneumoniae pricela jeseni 2009 in
dosegla vrh v letu 2010, kar kaze na socasnost z epidemijami v ostalih delih osrednje,
zahodne in severne Evrope. V ¢asu epidemije smo opazili, da je bilo je Stevilo okuzb najvecje
v zimskih mesecih (dva vrhunca epidemije), a rahla povecanja so opazna tudi v poletnem
¢asu (junij, julij, avgust).
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Rezultati genotipizacije so pokazali, da sta v Sloveniji prisotna oba tipa bakterije M.
pneumoniae. Opazili smo, da je pred zacetkom epidemije leta 2009 prevladoval tip 2
bakterije (61,54 %). Njegov delez se je med epidemijo nato $e povecal. Vec kot 75 % okuzb
med epidemijo je bilo okuzb z bakterijo M. pneumoniae tipa 2. Po epidemiji se je povecal
delez bakterije M. pneumoniae tip 1, dokler nista bila oba tipa bakterije M. pneumoniae med
letoma 2012 in 2013 v enaki meri povzrocitelja okuzb.

Raziskovalci v drugih drzavah v Casu epidemije navajajo prevlado tipa 1 bakterije M.
pneumoniae (Anglija, Wales, Italija, Nemcija, Kitajska, ZDA) ali enak delez obeh tipov
(Francija), razen podatkov za Sydney, kjer je ravno tako kot pri nas prevladovala bakterija
M. pneumoniae tip 2 (Chalker in sod., 2012; Chironna in sod., 2011; Diaz in sod., 2015;
Dumke in sod., 2015; Pereyre in sod., 2012; Tian in sod., 2010; Xiao in sod., 2014; Xue in
sod., 2014).

Zanimivo je, da smo v Sloveniji v letu 2013 opazili, da je kar 64,86 % okuzb povzrocila
bakterija M. pneumoniae tip 1. S tem smo dokazali, da je med letoma 2012 in 2013 prislo
do zamenjave prevladujocega tipa bakterije M. pneumoniae v Sloveniji.

Zamenjavo prevladujocega tipa bakterije M. pneumoniae nekateri raziskovalci (Sasaki in
sod., 1996; Waites in Talkington, 2004; Kenri in sod., 2008) povezujejo s pojavom nove
epidemije. Morda je povecano $tevilo okuzb z bakterijo M. pneumoniae, ki smo ga zaznali
v letu 2013, tudi pri nas nakazovalo na pojav nove epidemije, ki je bila ugotovljena v letih
2014 in 2015.

Pri petih vzorcih nam genotipizacija ni uspela, zato smo jih ponovno kultivirali. Ker po 21
dneh v tekocem gojiscu ni prislo do spremembe barve pH indikatorja, lahko sklepamo, da se
M. pneumoniae ni pomnozila. Zaklju¢imo lahko, da obstaja verjetnost, da v teh shranjenih
kulturah ni bila prisotna mikoplazma ali pa je bakterija propadla zaradi zamrzovanja in
odtajanja. Pri 15 vzorcih nam genotipizacija ni uspela le z genom MPN528a. Na podlagi
rezultatov elektroforez produkta PCR tega gena, lahko sklepamo, da genotipizacija ni uspela
zaradi premajhne koli¢ine produkta.

Pri treh vzorcih smo dokazali prisotnosti obeh tipov bakterije M. pneumoniae, kar smo
potrdili s pirosekvenciranjem obeh genov. Prisotnost obeh tipov bakterije lahko pojasnimo
z mozno kontaminacijo vzorca ali pa je pri bolniku prislo do soc¢asne okuZzbe, tako z bakterijo
M. pneumoniae tip 1 kot z bakterijo M. pneumoniae tip 2.

Genotipizacija bakterije M. pneumoniae je vsekakor pomembna, saj se nakazuje povezava
med zamenjavo prevladujoCega tipa bakterije M. pneumoniae, ki krozi v populaciji, in
moznim razvojem nove epidemije. Povecano Stevilo pozitivnih vzorcev na priblizno vsaka
4 leta lahko nakazuje bliZzajoco se epidemijo, ki jo lahko dodatno napovedo Se spremembe
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na podlagi genotipa bakterije, ki povzroca vefino okuzb. Mislimo, da bi taks$na
predvidevanja lahko imela pozitiven u¢inek na javno zdravstvo, saj bi lahko pred¢asno zaceli
z informiranjem javnosti o primerni higieni kaslja in o zgodnjem prepoznavanju okuZzb.
Raziskovalci so namre€ Ze opazili, da s primernim informiranjem javnosti lahko zmanjsajo
Stevilo okuzb in trajanje izbruha (CDC, 2012).
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6 SKLEPI

- Uspesnost kultivacije bakterije M. pneumoniae iz kuznin, ki so bile PCR pozitivne,
je bila 52 % in je skozi leta nihala.

- Vecina (72,34 %) bolnikov okuzenih z bakterijo M. pneumoniae v Sloveniji so otroci
in mladostniki, mlaj$i od 15 let.

- Delez okuzb pri srednjesolcih, starih 15 do 19 let, je zelo nizek (3,2 %).

-V Sloveniji je prislo do epidemije z bakterijo M. pneumoniae med novembrom 2009
in koncem februarja 2011.

- Prevladujo¢ tip bakterije M. pneumoniae v Sloveniji pred epidemijo je bil tip 2.

- Med epidemijo od novembra 2009 do konca februarja 2011 je v Sloveniji ve¢ kot 70
% okuzb povzrodila bakterija M. pneumoniae tip 2.

- Po epidemiji, leta 2012, je v Sloveniji $e opazna prevlada bakterije M. pneumoniae
tip 2 (povzrodil je 2/3 okuzb).

- Leta 2013 se je v Sloveniji zgodila zamenjava tipov, prevladal je tip 1 bakterije M.
pneumoniae (povzrocil je 64,86 % okuzb).
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7 POVZETEK

Bakterija M. pneumoniae, ki jo uvrs¢amo v razred Mollicutes, je najmanjsa bakterija zmozna
samostojnega razmnoZzevanja. Je pomemben povzrocitelj zunajbolniSni¢nih pljucnic pri
otrocih med 5. in 15. letom starosti. Za patogenezo bakterije je pomembno pritrjevanje na
epitelij dihal, za kar ima na povrSini ve¢ membranskih proteinov z visoko afiniteto za
receptorje gostiteljskih celic. Eden najpomembnejsih proteinov je adhezin P1. Ob mutacijah
ali zdravljenju lahko bakterija izgubi protein P1, kar vodi v nezmoznost pritrjevanja in
posledi¢no izgubo virulentnosti. Raznolikost proteina P1 vodi k dvema razli¢nima tipoma
bakterije M. pneumoniae, tipu 1 in tipu 2.

Gen MPN141, ki kodira protein P1, vsebuje ponavljajoce se elemente RepMP2/3 in
RepMP4, ki obstajajo v genomu v ve€ kopijah. Posebna znacilnost teh dveh elementov je
polimorfizem mononukleotida. V sekvenci posameznega elementa je specifi¢en nukleotid,
znacilen posebej za tip 1 ali tip 2. Na mestu 184 991 v sekvenci genoma bakterije M.
pneumoniae M129 ima tip 1 prisoten timin, tip 2 pa citozin. Drug gen, ki omogoca tipizacijo,
je MPN528a, ki kodira homolog encimu RecU. Znotraj tega gena je ravno tako opazen
polimorfizem posameznega nukleotida in sicer na mestu 650584, kjer ima tip 1 adenin, tip
2 pa citozin.

Za M. pneumoniae so znacilne periodi¢ne epidemije na vsakih 3—7 let, ki trajajo do dve leti.
Periodi¢nost epidemij naj bi bila posledica zamenjave dveh razli¢nih tipov adhezina P1, ki
je povezan s pritrjevanjem na celice epitelija. Zadnja epidemija v Evropi je bila leta 2010. V
Sloveniji smo zasledili povecanje stevila okuzb z bakterijo M. pneumoniae med novembrom
2009 in koncem februarja 2011.

Vecina metod za tipizacijo bakterije M. pneumoniae temelji na razliki v genu za protein P1.
V nasi nalogi smo genotipizirali 282 izolatov bakterije M. pneumoniae zbranih med letoma
2006 in 2013 z metodo pirosekvenciranja, ki omogoca zaznavanje polimorfizma
mononukleotida v genu MPN141 in genu MPN528a. Po izolaciji DNA in reakciji PCR smo
uporabili produkt PCR z vezanim biotinom na 5' koncu, ga obdelali v enoverizno DNA in
nato nanjo nalegali sekven¢ni zacetni oligonukleotid. Sledilo je sekvenciranje in analiza
rezultatov.

Analiza rezultatov je pokazala, da je v ¢asu pred epidemijo v Sloveniji prevladoval tip 2, Ki
je bil na vrhuncu epidemije povzrocitelj kar 80,95 % primerov okuzb. V letu 2012 je njegov
delez upadel in Vv letu 2013 je prislo do zamenjave tipov. Podatki namre¢ kazejo, da je leta
2013 tip 1 povzrocil ve¢ kot 2/3 pljucnic.

Epidemija okuzb z M. pneumoniae v Sloveniji je so¢asno potekala z epidemijami drugod po
Evropi. Jeseni leta 2009 se je zacela epidemija okuzb z bakterijo M. pneumoniae v zahodni
in osrednji Evropi, leto kasneje se je razSirila proti severu Evrope in leta 2011 zajela Se
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skrajni sever (Svedska, Finska in Norveska). So¢asno so imeli epidemijo tudi na Kitajskem
in v Avstraliji.

Studije genotipizacije izolatov M. pneumoniae kaZejo, da je v Evropi in na Kitajskem med
epidemijo prevladoval tip 1, v Franciji pa je bila epidemija povzrocena enakomerno z obema
tipoma. V Sloveniji je bil prevladujo¢ tip 2. Enako so v Avstraliji, v Sydneyu, prevladovale
okuzbe s tipom 2.

V svetu je poznanih ze ve¢ zamenjav tipov, Se posebej dobro so to raziskali na Japonskem.
Studije kaZejo na moZnost pojava epidemije ob zamenjavi tipov. Ali bo epidemija sledila
zamenjavi tipov tudi v Sloveniji bodo pokazale nadaljne tipizacije v letih 2014 in 2015.
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