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Predkladame vysledky retrospektivni studie zabyvajici se diagnostikou Chlamydia trachomatis pomoci pfimé imunofluo-
rescenéni metody v letech 1997-2003 ve vychodoéeském regionu Ceské republiky. Chlamydiové infekce dnes patfi mezi
specialisty, ale i praktickymi Iékafi, k tak ¢asto diskutovanym témattim, Ze jsme se rozhodli (ponékud netradi¢né) do tivodu
plvodni prace zafadit také struéné shrnuti celé problematiky. V souboru 6126 vzorkii od pacient(i s podezfenim na chlamy-
diovou infekci jsme zjistili pozitivitu 14,4 %, z toho v materidlech z urogenitalniho systému Zen 14,1% a u muzii 15,2 %, ve
stérech ze spojivek 14,1%, v materialech z dolnich cest dychacich 3,7 %.

Uvod Obrazek 1. Vyvojovy cyklus chlamydii (Schéma Hana Kotlandova)

Etiologie a patogeneza ADSBORPCE PREMENA ELEMENTARNICH TELISEK
K HOSTITELSKE BURCE ¥ RETIHULARNI TELISKA

(1,6, 10, 11, 13) {000 sl (10.00 hod)

Chlamydia trachomatis je gramnegativni ghrmnhé.rrﬁ téliske
a® o

bakterie. V lidském téle se mnozi pouze v epitelu
urogenitalniho systému, spojivek, dychacich cest,
v makrofdzich a u chronickych infekci se setkdme
také s poskozenim kloubni vystelky nebo endotelu.

Manifestace v mo€ovych a pohlavnich organech ji

PoKRACCVANI DELENI PRASKHUTI BURKY

fadi mezi sexudlné pfenosné nemoci, n 1éhé & PAEMENA RETIKULARNICH
adi mezi sexudlné pfenosné nemoci, nepodiéha RN RRTHE At . mﬂtmrtd
hlasen. § - kandenzacn ELEMENTARNICH TELISER

[42.00 = 72,00 hod)
Extraceluldarné maji chlamydie podobu drob-

nych infekénich elementdrnich télisek (ET, EB;
250-400 nm). AZ v napadenych burkéch, tedy
intraceluldrné se ET transformuje v neinfekéni,
ale metabolicky aktivni retikuldrni télisko (RT,
RB; 800-1200 nm). Jiz po 8-9 hod. probihd prvni
binarni déleni; jehoZz vysledkem jsou po konden-
zaci dvé novd ET. To vSe za spotfeby ,hostitelské*
ATP. Vysledkem vyvojového cyklu (obrazek 1) md-
Ze byt az 10 000 novych infekénich elementérnich
IS QIR G T RN R Tabulka 1. Chlamydie patogenni pro &lovéka a typické antigeny pro jejich diagnostiku
bud rupturou buriky, nebo exocytézou (burka pre-
Ziva = chronicita).

Pro &lovéka jsou z rodu Chlamydia patogenni

celed  Chlamydiacae

rod Chlamydia spolecny rodovy lipopolysacharidovy (LPS) antigen
4 druhy (tabulka 1 a 2). (Radikélni zména v klasi- ; ) L L, .
fikaci , ho rodu Chlamvdophil druh  Chlamydia trachomatis proteinové antigeny — vnéj$i membranové proteiny
tkaci s ustavenim noveho rodu Chlamydophila Chlamydia pneumoniae (MOMP) pro rozliseni druhl
z roku 1999 se sice dosud nevzila, ale na dal$im Chlamydia psittaci
déleni obou rodd na jesté vice druh(i taxonomové Chlamydia pecorum

zarputile pracuiji.) V této praci se zabyvéame pouze

CIOGEIN e BT [y EERENPENEEG EIGER I Tabulka 2. Nové rozdéleni éeledi Chlamydiacae do dvou rodi (1999)

sérovard, tomuto déleni odpovidd i klinicka mani- 4 Chlamydia LPS
festace (tabulka 3).

druh  Chlamydia trachomatis MOMP
Klinicky obraz rod Chlamydophila
(1,3,5,6,7,8) druh  Chlamydophila pneumoniae MOMP
Struény prehled manifestace chlamydioz je Chiamydophila psittaci
Chlamydophila pecorum

uveden v tabulce 3 a stejnou formou (tabulka 4) je
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zpracovan i pfehled o spravnych odbérech materi-
alu pro jejich diagnostiku.

Laboratorni diagnostika
(1,2,3,6,9,12)

Nase laboratof disponuje jak metodou pfimé-
ho imunofluorescenéniho (IF) prikazu antigenu,
tak jsme schopni ndlezy konfirmovat pomoci me-
tody detekce genomu — polymerdzovou fetézovou
reakci (PCR). Nase moznosti dopliuje metoda
stanoveni sérovych protildtek. Komplexni hod-
noceni mikrobiologického materiélu, zalozené na
vice metodikach, je dnes pro kvalitni laboratof ne-
zbytné; jedna jedind naprosto spolehlivd metoda
prosté neexistuje!

1. Svételnd mikroskopie
(tuto metodu nevyuzivame)

V epiteliich v preparatu ze stéru nebo seskra-
bu obarveném Lugolovym roztokem lze nalézt
charakteristické bunééné inkluze — u Ch. tracho-
matis totiz obsahuji fagosomy napadené burky

jédem hnédé se barvici glykogen. K dispozici jsou
i daldi barvici techniky (Giemsa-Romanowski,
dle Macchiavella, dle Gimeneze).

Fluorescenéni mikroskop a prikaz antigend
viz 4.

2. Elektronovd mikroskopie
(tuto metodu nevyuzivame)

V odlvodnénych pfipadech k dispozici na
specializovanych pracovistich.

(Napf. Nérodni referenéni laboratof pro pfi-
mou diagnostiku virQ, bakterii a cizorodych bunék
v klinickém materidlu pomoci elektronmikrosko-
pickych metod, Stétni zdravotni Ustav Praha.)

3. Kultivace
(tuto metodu nevyuzivame)

S kultivaci chlamydii se nejen v Ceské repub-
lice vzhledem ke znaéné metodické i asové na-
roénosti takika nesetkdme. VySetfovany materiél
Ize kultivovat na Zloutkovém vaku kufeciho em-
brya, na bunécnych kulturach (McCoy, Hela),

Tabulka 3. Onemocnéni vyvolana jednotlivymi sérovary Ch. trachomatis

sérovar onemocnéni

A B,Ba,C

D,Da,E,F, G, e inkluzni konjuktivitida
H, |, la, J, K .

epididymitida, prostatitida

reaktivni artritida
proktitida, faryngitida

nékolik mésicl, mesotitida)
pneumonie dospélych
ateroskleréza (?)

astma (?)

nékteré karcinomy (?)

« trachom (endemicky v tropech a subtropech, v CR ne)

uretritida (primarni nekapavéita nebo dokonce postgonokokova uretritida)

cervicitida, endometritida, bartolinitida, salpingitida

chronicky zanét v malé panvi, periapendicitida, perihepatitida
Fitz-Hugh-Curtistv syndrom (akutni perihepatitida)

Reitertiv syndrom (konjuktiva, uretra, klouby popf. mukokutanni éze)

chlamydiové infekce novorozenct (akutni inkluzni konjuktivitida, pneumonie i za

L1, L2, L2a,L3 e lymfogranuloma venereum (endemicky v tropech a subtropech, v CR ne)

popf. ho ockovat do mozku, peritonea nebo nosu
laboratorni mysi.

4. Stanoveni antigenu

Pro vySetfeni pfitomnosti antigenu Ch. tra-
chomatis pomoci pfimé imunofluorescence (IF,
MIF) je tfeba do laboratofe zaslat bud nefixovany
preparat na podloznim skle, nebo material tekuty
(lavdz, aspirat, sputum, sperma). Doruceny pre-
parat se v laboratofi chemicky fixuje, pak ,barvi*
konjugatem (monoklonalni druhova protilétka
proti hlavnimu membranovému proteinu zna¢ena
fluorescenénim barvivem) a po pfidani kapky gly-
cerolu a prekryti krycim sklickem se pomoci fluo-
rescenéniho mikroskopu hodnoti. Podrobny popis
viz ,Materidl a metodika“.

Zpracovani a odeCet je otdzkou nékolika
hodin.

Pro stanoveni antigenu dale pfipadaji v uvahu
i metody enzymoimunoanalytické (EIA), nejcas-
t8ji v modifikaci ELISA. Problematicky vSak je od-
bér i zpracovani materilu (buniky epitelu).

5. Detekce genomu
(metodu vyuzivame, ale jeji vysledky
nejsou soucdsti této prdce)

V soucasnosti se v diagnostice chlamydii stéle
vice vyuzivaji molekuldmé biologické metody —
podle svétovych guidelines je nutné pouzit amplifi-
kaéni metody bud’ polymerdzoveé Fetézoveé reakce
(PCR), nebo transkriptni mediované amplifikace
(TMA). VV dvahu déle pfichazi z metod amplifika¢-
nich jeSté ligdzova Fetézova reakce (LCR) nebo
metody bez amplifikace, tzn. genové sondy.

Jako materidl slouzi stér na suchém sterilnim
odbérovém tampénu (popf. specidlni komeréni
souprava), biopsie, mo¢, krev.

V Laboratofi molekularni biologie (spolecné
pracovisté UKBD a UKM FN Hradec Kralové ) po-
uzivame 2 metody, obé nested PCR. Je to jednak
prikaz DNA Chlamydia spp. (primery z oblasti

Tabulka 4. Odbéry materialu na priikaz antigenu

délozni ¢ipek a vagina

po dikladném odstranéni hlenu (s nim je preparat nehodnotitelny) provést specialni odbérovou soupravou bud dva samostatné

stéry nebo jen jeden spoleény; ziskany material nanést v tenké vrstvé na odmasténé podlozni sklicko a nechat zaschnout

zenska uretra

muzska uretra

jeden zaschly stér na podloznim sklicku

pacient pred odbérem 2-3 hodiny nemodi; z usti mocové trubice provést sterilni bakteriologickou klickou razantni stér epitelii

z hloubky cca 4 cm a pfenést jej krouzivym pohybem do kapky fyziologického roztoku na podloznim skle

jeji hodnocenti at jiz IF, nebo PCR je pfinejmensim sporné — chlamydie jsou v epiteliich a sediment vzorku jich nemusi obsaho-

vat dostatek; v pfipadé, Ze je tento vzorek presto doporuéen, nesmi pacient pred odbérem 2-3 hodiny mocit a odebira se prv-

ni porce
prostaticky sekret, sperma
oko - spojivka

natéry na sklicku, sperma je jen obtizné hodnotitelné

vytér z oéi mlze byt pro priikaz antigenu problematicky materidl, ale jen pfi chybném odbéru; pokud je setfeno dostatecné

mnozstvi epitelii a jsou ze suchého odbérového tampdnu fadné otisknuty (valivym pohybem) na podlozni sklo, je odeéet celkem
snadny a podle porovnani se soubézné provedenou metodou PCR (opét suchy odbérovy tampén) spolehlivy

dolni cesty dychaci - lavaz
(BAL), aspirat, sputum

extirpovana uzlina

pouze u lymfogranuloma venereum

sediment z lavazi a aspiratti je sice vySetfovan az po centrifugaci, presto je odecet velmi obtizny — nachazime jen malé mnoz-
stvi epitelii, IF vySetfeni by mélo slouzit jen pro orientaci a vzdy (!) by mélo byt doplnéno metodou PCR

Chlamydie jsou sice bakterie, ale parazituji intracelularné a k hodnoceni je tfeba ziskat dostatek epitelii, odbéry tedy provadéjte s nalezitou razanci! Sklicko vzdy
opatrete Stitkem se zakladnimi daty pacienta a fixem nebo |épe rydlem na ném piesné oznacte i misto naneseni materiélu. Pfi transportu chrante nefixované pre-

paraty napf. bunicitou vatou.
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MOMP (ompA) genu, produkt o velikosti 930 bp
rozdélen na 2% agarézovém gelu barveném ethidi-
um bromidem) nebo prikaz DNA Ch. trachomatis
(primery z plazmidové oblasti, produkt o velikosti
108 bp rozdélen na 3% agarézovém gelu barve-
ném ethidium bromidem).

Vysledek Ize ziskat fadové v hodinach, maxi-
maliné dnech.

6. Prikaz specifickych protilatek,
sérologie (metodu vyuzivdme, ale jeji
vysledky nejsou soucasti této prdce)

Predchazejici diagnostické metody jsou tzv.
metody pfimého prikazu. Pro nepfimou diagnosti-
ku, tzv. sérologii, slouzi sérum (nesmi byt chyldzni
ani hemolytické!) ziskané ze srazlivé krve. U lo-
kalnich zanétd je ale vypovidajici hodnota proti-
latek problematicka a v indikovanych pfipadech je
vhodné toto vy3etfeni ordinovat az po konzultaci
konkrétniho pfipadu s mikrobiologem.

Metody typu komplement fixaéni reakce (KFR)
nebo imunofluorescenéni (IF) se jiz pro stanoveni
protildtek neuzivaji, sérologické laboratofe dnes
ovladly enzymoimunoanalyzy (EIA) v modifika-
ci ELISA. Pro chlamydie je pfesnéjsi konstruovat
diagnostické ELISA soupravy s vyuzitim vnéjSich
membranovych proteind (MOMP). A to nejen
proto, Ze jsou charakteristické pro konkrétni druh,
ale rodové lipopolysacharidové antigeny (LPS)
mohou byt sdileny i jinymi bakteriemi! Na druhé
strané je nutné pocitat s dvojnasobnym zvysenim
finanénich nakladd, protoZe je prokazano, ze i Ch.
pneumoniae vzacné vyvola nékteré klinické proje-
vy charakteristické pro Ch. trachomatis a naopak
(konjunktivitida Ch. pneumoniae; pneumonie Ch.
trachomatis u dospélych).

Vysledky jsou dle vybaveni laboratofe do-
stupné do nékolika hodin nebo dni po odbéru.

| kdyz se v této praci vySetfovanim protilatek
dale nezabyvame, tvofi u chlamydiéz dlleZitou
soucast komplexniho diagnostického spekira.
Vzdy je tfeba si uvédomit:

o Tzv. ,diagnostické okno“ - tedy dobu
ubéhlou od ndkazy do vytvofeni dostate¢né
vysokého mnozstvi volnych sérovych protila-
tek, které je jiz dana diagnosticka souprava
schopna detekovat. U lokalniho zanétu mlize
byt navic protilatkova odpovéd znaéné opoz-
déna, pokud se dostate¢na hladina protilatek
vibec vytvori.

*  Anamnestické protilatky tfidy IgG nas pouze
informuiji o tom, zda se s touto infekei pacient
v minulosti jiz setkal. Jejich negativita stejné
jako pozitivita nevyluéuiji ani nepotvrzuji pravé
probihajici infekci.

o Pozitivita IgM nebo sérovych IgA protilatek
nas informuje o primoinfekci, reinfekci nebo
o chronické infekci. Jejich negativita ale nikdy
nevyluéuje akutni lokalni chlamydiézu, pfi kte-
ré je ze stéru pozitivni antigen i prikaz nuk-
leové kyseliny. Na druhé strané pfi chybném

odbéru nebo pfi chlamydiovém zanétu mimo
dosah odbérové soupravy (myometritida,
salpingitida, perihepatitida; prostatitida, epi-
didymitida; kloubni projevy) mize byt pravé
pozitivita IgM a IgA jedinym voditkem. Inter-
pretaénim problémem zistava dlouhodobé
pretrvavani téchto protilatek.

Terapie (4)

Léky vhodné k terapii chlamydi6éz musi splfio-
vat nasledujici kritéria. Chlamydie by na né mély
byt citlivé, terapeutickych hladin musi dosahovat
v endosomech (pfeména RT na nova ET) a Ize je
podavat dlouhodobé (tydny). Pri Ié¢bé urogenital-
nich chlamydi6z je samozfejmé vzdy bezpodmi-
ne¢né nutné najednou Ié¢it oba/vSechny sexudini
partnery! V praxi jsme mnohdy svédky vaznych
organizaénich problém( jak ve smyslu ,kdo komu
pfedepiSe drahd antibiotika“, tak v citlivych otdz-
kach promiskuity a manZzelské vérnosti.

Za 1k volby u akutnich stavl (i u vSech té-
hotnych a déti) je dnes povazovan azitromycin,
ktery je transportovan makrofagy pfimo do mista
zanétu. Tento Iék ma velmi dobrou farmakokine-
tiku, tkafovou a bunéénou penetraci. Néktefi au-
tofi doporucuji 1g/den jednorazové u akutni ne-
komplikované infekce, v praxi se ale setkdvame
i s ddvkovanim po dobu 3-5 dni. Cyklickou terapii
1,59 azitromycinu jednou za 7-10 dni (napf. 3
dny 500mg a 4 dny pfestavka) nebo klaritromy-
cin 2 x denné 500mg (nebo 1 x denné 500mg
retardované formy) po 2-3 tydny volime u kom-
plikované nebo chronické formy onemocnéni.
Z makrolidl Ize pouzit jeSté roxitromycin, spiramy-
cin a josamycin.

Dalsi terapeutickou moznosti jsou antibiotika
tetracyklinova, zejména doxycyklin v davkach 2
x denné 100mg po 10 dni. Na nékterych praco-
vistich a u vybranych pfipadd je v praxi davkovaci
interval prodluzovan az na 30 dni nebo je pfi dob-
ré toleranci léku davka dvojndsobna — 2 x denné
200mg po 10 dni. Lék je kontraindikovan u déti
do 12ti let a u téhotnych. Pozor na hepatotoxicitu,
gastro a fototoxicitu.

Lze pouzit také fluorované chinolony Ill. gene-
race, zejména ciprofloxacin 2 x denné 500mg
po 7-10 dni nebo ofloxacin, ale jejich indikace by
méla byt vyhrazena spiSe pro vaznéjsi a chronické
stavy, v téchto pifipadech je navic volena kombina-
ce s vySe uvedenymi antibiotoky, zejména s azitro-
mycinem. Preferuje se dlouhodoba Ié¢ba po dobu

vice tydnd, protoZe eradikace chlamydii in vivo je
nékdy obtizna, dochazi pouze k redukci chlamydif
s rizikem vzniku jejich perzistence. Kontrolni od-
béry 3 tydny po lécbé by mély byt samozfejmosti.
Chinolony jsou kontraindikovany do 18ti let véku,
v gravidité a laktaci, naleZitou pozornost je tfeba
vénovat ¢etnym nezédoucim Géinkdm.

Materidl a metodika
Cilem retrospektivni studie bylo zjistit ¢etnost

pfitomnosti antigenu Ch. trachomatis vy$e zmi-
nénou imunofluorescencni metodou ve vySet-
feném souboru vzorkd od pacientd s podezienim
na tuto infekci (!) z vychodogeského regionu z let
1997-2003. Pro vySetfeni byly pouzity komeréni
soupravy Pathfinder od firmy BIO-RAD Chlamydia
trachomatis direct specimen (Direct antigen dete-
ction system), které jsou urCeny k detekci mem-
branovych proteinii elementarnich i retikularnich
télisek vSech sérotypli Ch. trachomatis.

V uvedeném obdobi byly k vySetfeni doruce-
ny materidly z urogenitalniho systému muzi
i Zen (stéry z moCovych trubic; z délozniho Cipku
a vaginy dohromady nebo zvIast), dale stéry ze
spojivek a materidly z dolnich cest dycha-
cich (bronchoalveolarni lavaZe, aspiraty a sputa
— u téchto vzork tfeba nejprve provést jejich zka-
palnéni, homogenizaci a koncentraci).

Dle ndvodu vyrobce je postup zpracovani
nasleduijici:

*  Fixace preparatu na podloznim skle jeho pie-
vrstvenim 0,5 ml vychlazeného roztoku metyal-
koholu po dobu 15 min pfi pokojové teploté.

*  Barveni preparatu pomoci 30 pl mySi mono-
klonalni protilétky proti Chlamydia trachomatis
konjugované s fluoresceinem (FITC) a Evanso-
vou modf{ po dobu 15 min ve vihké komdrce pfi
pokojové teploté. Soucasné barvime preparat
s negativni a pozitivni kontrolou.

o Oplachnuti skla proudem destilované vody
(jemné, pomoci UH stficky).

*  Po oschnuti a aplikaci 1 kapky montovaciho
média na misto barveného stéru prekryti kry-
cim sklickem.

*  Hodnoceni a interpretace pfi odectu v imu-
nofluorescenénim mikroskopu pfi zvétseni
400- 600 x: negativni kontrolni preparaty ne-
smi vykazovat fluorescenci, pozitivni kontrolni
preparat vykazuje jasnou svétle zelenou ,ap-
plegreen” fluorescenci extra a intracelularné
uloZenych elementarnich nebo vétsich retiku-

Tabulka 5. Pocet pozitivnich vzorkl od pacientl s podezienim na infekci Ch. trachomatis,

1997-2003

vzorky vysetifeno celkem
vSechny vzorky 6126
urogenital zeny 3515
urogenital muzi 2217
spojivky 340
dolni cesty dychaci 54
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pozitivni pozitivita v %
881 14,4
494 14,1
337 15,2
48 14,1
2 3,7
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Obrazek 2. Princip detekce antigenu pomoci
pfimé imunofluorescence (Schéma Hana
Kotlandova).

l&rnich télisek; jako pozitivni u urogenitalnich
vzork(l hodnotime nélez 5 a vice elementar-
nich télisek na vzorek, u ostatnich material
nalez 1 a vice (obrazky 2, 3,4 a 5).

Pogitadové zaznamy UKM z let 1997-2003
obsahuji Udaje o 6126 takto vyhodnocenych
vzorcich. Potfebnd data byla z databdze ziskana
po volbé vhodnych denominatord, po exportu do
programu Microsoft Excel byla anonymizovéna
a nasledné pomoci jednoduchych funkci téhoz
programu zpracovana.

Vysledky

Pro struénost a prehlednost jsou zde zékladni
vysledky studie prezentovany jen formou jednodu-
chych ¢isel. Podrobné statistické zpracovani bude
publikovano v urologické a gynekologické odborné
literatue, ale tato data jsou pfipadnym z&jemcim
u autora k dispozici.

Diskuze

Celkové procento pozitivnich nalezd antige-
nu Ch. trachomatis v naSem souboru vzorkl je
14,4 %. U jednotlivych materiéld kolisa v Uzkém
rozmezi 14,1-15,2% s vyjimkou 3,7% u vzork(
z dolnich cest dychacich (zde ale jde o znaéné

8 /2004 INTERNI MEDICINA PRO PRAXI

Obrazek 3. Preparat k odectu; akutni chla-
mydiovy zanét mocové trubice Zeny (Foto
MUDr. Miroslav Férstl).

Obrazek 4. Imunofluorescenéni snimek pred-
choziho preparatu; Ch. trachomatis masivné
pozitivni (Foto MUDr. Miroslav Forstl).

Obrazek 5. Imunofluorescenéni snimek nega-
tivniho nalezu vytéru z pochvy; zachyceny
pouze epitelie a dalSi bunécné elementy
(Foto RNDr. Ctirad Andrys, Ph.D.).

problematicky materidl, ktery je obvykle i pro zku-
Seného odbornika obtizné hodnotitelny — pravé
zde je nezbytné IF vySetfeni vzdy doplnit o vySet-
feni PCRY). Nage vysledky se nam v ramci Ceské
republiky nepodafilo porovnat, jinou podobnou
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nitlniho systému, kde existuje moznost negativni-
ho stéru z pro odbér dostupné etaze nizsi - nelze
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pfimé diagnostice unikat. Zde je pak nutné IF nebo
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z(i zejména z mensich laboratofi ne vzdy odpovida
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Zaveér

Pfimé diagnostika infekci Chlamydia tracho-
matis pomoci prikazu antigenu imunofluores-
cenéni metodou je spolehlivd metoda, kterd méla
ama své misto v diagnostickém spektru mikrobio-
logickych laboratofi. Ke kontrole nebo konfirmaci
spornych vysledkd je vSak bezpodmineéné nutné
mit k dispozici dalsi metody, napf. PCR a prikaz
protilatek.
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