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ZKUSENOSTI S PRIMYM PRUKAZEM CHLAMYDIA TRACHOMATIS
Z UROGENITALNICH VYTERU A Z MOCI METODOU PCR

MUDr. Zuzana Medkova

Laboratoie BIO-PLUS, spol. s r. 0., Imunologické oddéleni, Brno

V prispévku jsou prezentovany zkusenosti s molekularné-biologickou diagnostikou Chlamydia trachomatis z uretralnich a cervi-
kalnich vytéru a moci metodou polymerazové retézové reakce (PCR, Cobas Amplicor). Prace poukazuje na nutnost zohlednéni
mozné pritomnosti inhibitoru testu ve vySetfovaném vzorku, podava piehled o zjisténé frekvenci inhibici v obou druzich klinické-
ho materialu a variantu jejich eliminace skladovanim preparovanych vzorku. Uvadi rovnéz procentualni zastoupeni pozitivnich
osob v souboru (vztazené k véku a diagnoze). Zjisténé udaje jsou v souladu s mezinarodné prezentovanymi daty a potvrzuji casty
vyskyt infekce Chlamydia trachomatis v nasich podminkach, zejména u mladych lidi obou pohlavi.

Uvod

Gramnegativni, intracelularné patogenni bakterie C. tra-
chomatis (sérotypy D - K), plivodce predevsim ocnich a
urogenitalnich infekci, patii v soucasné dobé mezi nejcas-
t&jsi etiologické agens sexualn€ prenosnych chorob. Uroge-
nitalni infekce zptisobené timto mikroorganizmem predsta-
vuji vyznamny celosvétovy epidemiologicky, medicinsky a
spolecensko-ekonomicky problém, ktery se nevyhnul ani
vyspélym zemim s vysokym zdravotnickym standardem.
Podle WHO vznika kazdoro¢né priblizné 500 miliond no-
vych pfipadil sexualné prenosnych onemocnéni, pricemz
asi 90 miliond téchto infekci je pripisovano C. trachomatis
(22). Procento vyskytu vyznamné souvisi s vékem sledova-
né populace a zplisobem sexualniho chovani (14, 16). Na
zaklad€ téchto kritérii jsou nejvice ohroZenou skupinou
mladi lidé obou pohlavi, podle riznych autori ve vékovém
rozmezi 15-30 let (16). V této populacni skupiné hrozi vy-
vznik chronickych komplikaci. Urogenitalni chlamydiové
infekce mohou probihat pod obrazem tzv. postgonokoko-
vé uretritis, kdy vzhledem k Castému paralelnimu vyskytu
C. trachomatis a Neisseria gonorrhoeae u téhoz pacienta kli-
nické obtize pretrvavaji i po mikrobiologické identifikaci
a eliminaci gonokoka penicilinovou l1é¢bou (3). Pfiblizné
dve tretiny infekci C. trachomatis u Zen a podle recentnich
udaji pfinejmensim stejné mnoZstvi nakaz u muzi probiha
v uvodni akutni nekomplikované fazi bezpriznakové (6, 9,
13, 14, 16). Ke klinické manifestaci tak zpravidla dochazi
az v dusledku dlouhodobé alterace tkani a organti. Hlavnim
patogenetickym mechanizmem je chronicky, Casto vzestup-
ny fibroproduktivni zanét muzského i Zenského urogenita-
Iu, vedouci v pripadé protrahovaného pribéhu ke vzniku
sristll, deformaci a nepriichodnosti vy-
vodnych mocopohlavnich cest s na-

pri porodu, kdy je popisovana az 65 % pravdépodobnost na-
kazy ditéte. Onemocnéni se pak nejcastéji manifestuje jako
akutni inkluzni konjunktivitis, mén¢ jako atypicka pneumo-
nie ¢i serozni mezotitis (9, 16). Byla popsana i disseminova-
néa infekce novorozence pod obrazem horecky, generalizo-
vané lymfadenopatie, makulopapulozni vyrazky a hydroce-
falu, u ditéte zde byla prokazana pritomnost DNA C. tra-
chomatis v moCi a mozkomiSnim moku (16). Prace z po-
slednich let dokladaji i moznost intrauterinni nakazy plodu
s naslednym abortem, pfedCasnym porodem i narozenim
ditéte s nizkou porodni hmotnosti (16). Pfitomnost Zenské
endocervikalni chlamydiové infekce je v soucasné dob€ né-
kterymi autory povazovana za jeden z nezavislych riziko-
vych faktorQ pro vznik karcinomu déloZniho hrdla ze skva-
moznich bunék. Asociace je sérotypoveé specificka s nejvys-
§i mirou rizika pro sérotyp G, riziko vSak vzrista i v pfipa-
de€ vyskytu protilatek proti vétSimu poctu sérotypi, a tedy
vy$§imu poctu infekci prodélanych béhem Zivota (1).

Chronické chlamydiové infekce a jejich nasledky jsou
terapeuticky vyznamné hife zvladnutelné, v€asna diagno-
za akutni infekce je tedy jednou ze zakladnich podminek
efektivni léCebné intervence (makrolidova a tetracyklinova
antibiotika).

Preventibilita nakazy proto pfedstavuje jednu z nejdi-
Vyznamna je prevence primarni (zabrana pfenosu agens
na zdravou osobu) i sekundarni (pfedchazeni prechodu jiz
vzniklé akutni infekce do chronicity). Vyroba u¢inné Siro-
ce pouzitelné ockovaci latky ziistava problémem, jedinou
moznosti efektivni prevence je v soucasné dob€ cilené vy-
hledavani a 1écba akutné infikovanych jedincti obou pohla-
vi. Vyhledavani téchto prevazné asymptomatickych infek-

Tabulka 1. Projevy infekce Chlamydia trachomatis v dospélosti — pfehled

, . Muzi Zeny
slednym vznikem poruch reprodukce. | eitis cervicits
U Zen dochazi k abortim, mimod€loz-  prostatitis endometritis
nimu téhotenstvi, nastupu chronickych  epididymitis salpingitis
panevnich bolesti (9, 12, 16, 18, 20); Pprokiiis N periadnexitis
obé pohlavi jsou rovnéz vystavena rizi- per|lh.epat|t|s: Flt;—Hﬂugh—Curtlsuv syndrom uref[rltls - . N

) i . artritis: Reiter(iv syndrom perihepatitis:  Fitz-Hugh-Curtistv syndrom

ku systémového rozsifeni infekce na se- infekéni artritis artritis: infekéni artritis
rozni blany a dalsi tkan€ (tabulka 1) (2, reaktivni postinfekéni artritis reaktivni postinfekéni artritis
4,5,7,9, 15). Infekce C. trachomatis je  konjunktivitis (Reiter(iv syndrom zfidka)

prenosna i vertikalné - z pozitivni mat-
ky na plod. Dochazi k tomu zpravidla

konjunktivitis
proktitis
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ci spojené s testovanim sexualnich partnerti nakaZzenych
osob a 1écbou vSech pozitivnich pfipadl v ramci screenin-
govych programi dle fady praci vyznamné redukovalo vy-
skyt onemocnéni (16). Pfedmétem diskuze zlstava presné
vymezeni kritérii vybéru populacnich skupin, u nichz by
byl screening ze zdravotniho i ekonomického hlediska nej-
prinosnéjsi (10, 14, 21). Napi. tym britskych odborniki
povéieny feSenim této problematiky doporucil na zakladé
rozsahlé epidemiologické analyzy ke screeningu nasleduji-
ci skupiny (14):

1. Osoby trpici pfiznaky chlamydiové infekce
* Zeny se zanétlivym panevnim onemocnénim
*muZi s nespecifickou uretritidou
* kojenci se zanétem spojivek a jejich rodice
e pacienti s STD (sexually transmitted diseases)
* zeny pred umélym ukoncenim téhotenstvi
e sexualni partnefi infikovanych osob.

2. Asymptomatické osoby

* asymptomatické sexualné aktivni Zeny do 25 let (zejmé-
na adolescentni)

* asymptomatické Zeny nad 25 let véku majici nového se-
xualniho partnera Ci dva a vice partnert za rok

v§echny pozitivni pfipady by mély byt pfedany do am-
bulanci genitourinarni mediciny za ucelem dohledani
a lécby asymptomatickych pripadi u muzi.

Vyznamna promotenost populace infekci C. trachomatis
byla opakované prokazana jiz diive prostfednictvim klasic-
kych detekénich postupil, donedavna povazovanych za zlaty
diagnosticky standard (pfimy mikroskopicky prikaz C.tra-
chomatis po tkanové kultivaci s naslednym klasickym bar-
venim ¢i imunofluorescencnim znacenim). Vysoké naroky
chlamydii na transportni a kultivaCni podminky vSak ome-
zuji senzitivitu téchto testli na 60-80%. Citlivost alternativ-
nich diagnostickych metod (detekce chlamydiovych antige-
nu, prikaz specifického neamplifikovaného tuseku nukleové
kyseliny) se rovnéz pohybuje v rozmezi 50-80 %. Teprve na-
sledné vyvinuté a do bézné praxe aplikované molekularné-
biologické amplifikacni testy se senzitivitou 95-98 % upozor-
nily na alarmujici zavazZnost situace. V disledku vysoké dia-
gnostické vyté€znosti (specificita, senzitivita, standardizace)
jsou nyni tyto metody v mezinarodnim mérfitku jednoznac-
né€ preferovany (16). U nas jsou nejuzivanéjsi polymerazova
fetézova reakce (PCR; manualni systém Amplicor CT/NG
nebo poloautomatizovany sytém Cobas Amplicor CT/NG,

Roche) a ligazova fetézova reakce (LCR; Abbot LCx CT/
NG). Vysoka senzitivita obou metod umoZiuje testovat
i mo¢, vyhodou PCR systémut Roche je detekce pripadné in-
hibice priibéhu testu. Neodhaleni tohoto problému s sebou
nese riziko chybné interpretace vysledku vySetfeni ve smyslu
nespravné negativity. Mezi nejcastéjSi inhibitory amplifika-
ce patfi Skrobovy pudr a talek (rukavice), hem (vzorky s pfi-
mési krve), heparin, lidsky choriongonadotropin (t€hotné),
krystaly, nitrity, fosfaty a dalsi latky. Riziko vzniku inhibice
zavisi na konkrétni metod¢, typu inhibitoru, jeho koncentra-
ci ve vzorku etc. Procento inhibici v ramci PCR a LCR se
podle riiznych autorti pohybuje mezi 1-5 %, v pripadé detek-
ce inhibice je mozno ji nékterymi postupy eliminovat - filtra-
ce, skladovani v lednici, fedéni, zamrazZeni vzorku obsahuji-
ciho inhibitory (8, 11, 17, 19).

Vlastni prace

Nase laboratof uziva metodu PCR jiz tfi roky (v po-
slednich dvou letech poloautomaticky systém Cobas Am-
plicor; fy Roche). Prezentovana prace piinasi prehled vy-
sledkd a zkuSenosti ziskanych béhem jednoho roku testo-
vani (obdobi ¢erven 2000 - Cerven 2001).

V souboru bylo 372 Zen (vé€k: rozmezi 15-82 let, pru-
mér 35 let; 250 moci, 122 vytéri), 377 muzi (vék: rozme-
zi 14-87 let, pramér 39 let; 319 moci, 58 vytérn), vzorky
byly zaslany do laboratofe ze spadovych gynekologickych
a urologickych pracovist.

Cil:

1. Prezentovat zkuSenosti

a) s vyskytem inhibitori PCR
b) s moznosti jejich eliminace skladovanim preparo-
vaného vzorku.

2. Na zakladé procentualniho vyskytu pozitivnich vzor-
ki v definovanych vékovych skupinach dale rozdélenych
dle pohlavi a druhu testovaného klinického materialu sta-
novit vhodny vék, klinicky material a diagnozu pro efektiv-
ni testovani.

Metodika:

1. Provedeni testu dle navodu vyrobce; preparované vzor-
ky byly amplifikovany a testovany a) za 24 hodin b) za 48
hodin po preparaci a skladovani pri teploté 2-8 °C. Nehod-
notitelné (inhibované) vzorky byly v obou piipadech retesto-
vany za 7 dni po prvni amplifikaci. Pro oba druhy klinické-
ho materialu bylo zjisténo procento inhibici v ramci postupt
a) i b) a jeho dalsi zmény po retestovani za 7 dni.

2. Ziskana data byla pro obé pohlavi rozdélena do péti-
letych v€kovych intervalil, v nichZ bylo zji§téno procentual-

Tabulka 2. Vyskyt inhibice PCR v urogenitalnich vytérech a mocich ve vztahu k pohlavi a intervalu mezi preparaci vzorku a amplifikaci

Amplifikace Retestovano za 7 dni Amplifikace Retestovano za 7 dni
za 24 hodin za 48 hodin
inhibice + - / G+ inhibice + - / G+
zeny M 118 1(0,9%) 1 M 132 1(0,8%) 1
V68 10 (14,7%) 5 5 V 54 3(5,5%) 3
muzi M 164 3(1,8%) 1 1 1 M 155 4(2,6%) 4
V35 12 (34,3 %) 1 7 3 1 Va3 3(13%) 1 2
M mog, + pozitivni C.trachomatis, / inhibice, V vytér, — negativni C.trachomatis, G+ pozitivni N.gonorrhoeae
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ni zastoupeni pozitivnich vzorkd zvlast pro muze a zZeny;
u obou pohlavi zvlast pro moce a vytéry.

Vysledky:

1. Procento inhibici PCR pro 24 hodinovy interval pre-
parace-amplifikace bylo pro ob& pohlavi fadové vyssi ve
vytérech oproti mo¢im; k jeho sniZeni doslo po dal§im sed-
midennim skladovani preparovaného vzorku v ramci obou
pohlavi i druhu materialu, ale podstatné vice ve vytérech.
Pro 48hodinovy interval preparace-amplifikace byl oproti
prvnimu zpUsobu testovani pocet inhibici u mo¢i nepatrné
nizsi pro ob€ pohlavi, u vytér pak ve srovnani s 24hodi-
novym intervalem poklesl témér o tfetinu a pfi retestovani
byla inhibice zcela eliminovana v pfipadé vzorku Zenské
moci a muzskych vytéra (tabulka 2).

2. Nejvyssi procento pozitivnich vzorkl bylo detekova-
no ve vékovém rozmezi 15-30 let, a to pro ob€ pohlavi (ta-
bulka 3). Zastoupeni diagnoz v ramci celého souboru ilu-

struje graf 1. Nejfrekventovanéjsimi diagndézami v ramci
pozitivnich vzorki byly u muzi zanéty vyvodnych cest mo-
c¢opohlavnich véetn€ akutni prostatitis, u Zen zanéty déloz-
niho hrdla, subchronicka a chronicka vaginitis; u obou po-
hlavi to byly neurc¢ené STD a akutni cystitis. Pozitivni vzor-
ky se vyskytly i u 11% zdravych téhotnych (n=19), a ve
dvojnasobné mife (20 %) u t€hotnych s anamnézou neplod-
nosti (n=5) (tabulka 4).

Zavér

Zjisténa data potvrzuji vysoky vyskyt infekce C. tra-
chomatis i v nasich podminkach. Rizikovou vékovou skupi-
nu predstavuji muzi i Zeny s urogenitalnimi obtizemi ve vé-
ku 15-30 let. Zastoupeni asymptomatickych infekci nebylo
moZzno v ramci souboru hodnotit (na zakladé mezinarod-
nich udaji i nami prokazaného vysokého procenta poziti-
vity u osob s klinickou symptomatologii vSak 1ze jejich Cas-

Tabulka 3. Procento pozitivity C.trachomatis dle vékovych skupin ve vztahu k pohlavi a druhu klinického materidlu (vékovy interval 15 — 70 let; skupiny

po 5 letech)
Muzi zeny
vékova skupina n celkem n + n celkem n +
M v M v M \ M \

<15 1 1

15-19 12 8 4 2 1(13%) 1(25%) 13 8 5 2 2 (25%)

20-24 49 38 1 9 6(16%) 3(27%) 82 49 33 5 3(6%) 2(6%)

25-29 57 51 6 9 8(16%) 1(17%) 76 37 39 6 3(8%) 3(8%)

30-34 44 38 6 3 3(8%) 44 27 17 3 2(7%) 1(6%)

35-39 39 28 1 1 1(9%) 35 23 12

40 -44 47 39 8 1 1(3%) 30 22 8 1 1(5%)

45-49 33 29 4 1 1(25%) 35 30 5 1 1(20%)

50 - 54 36 33 3 19 19 1 1(5%)

55-59 17 14 3 10 10

60 - 64 1 11 10 8 2

65-69 13 11 2 7 6 1

270 18 18 1 1

total 377 319 58 26 19(6%) 7(12%) 372 250 122 19 12(5%) 7(6%)

Tabulka 4. Pfehled diagnéz u pozitivnich osob

Celkem Pozitivni
vySetfeno
diagnoza Muzi Zeny
M v total M v total

Gonokokové infekce,NS 3 1 1 (33%)

Neuréend STD 10 1 1 2 (20%) 1 1(10%)

Chlamydiova infekce, NS 1 1 1(100%)

Jiné a neuréené infekéni onemocnéni 1 2 2 (18%)

Akutni cystitis 55 4 4 (7%) 4 4(7%)

Absces urethry 7 1 1 2 (29%)

Nespecifickd urethritis 1 2 1 3(27%)

Urethréini syndrom 1 1 1 2 (18%)

Inf. mo¢.soustavy neur¢.lokalizace 46 1 1(2%)

Porucha mo¢ové soustavy,NS 344 6 1 7 (2%) 5 5(1%)

Akutni prostatitis 13 1 1(8%)

Zanétlivd onemocnéni déloz. hrdla 7 1 1 (14%)

Vaginitis akutni 29 1 1(3%)

Vaginitis subchronickd a chronicka 33 1 23 (9%)

Kontakt s STD 1 1 1(100 %)

Dohled nad normalni graviditou 19 2 2 (11%)

Dohl.nad graviditou s anam.neplodnosti 5 1 1(20%)
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ty vyskyt predpokladat). Nelze podcenit ani vySetfovani
t€hotnych Zen a sexualnich kontaktli osob trpicich STD.
Testovani metodou PCR (Cobas Amplicor) predstavuje op-
timalni zplisob detekce infekce; u muzu je z divodu Castéj-
§i pritomnosti inhibitorti ve vytérech vyhodnéjsi testovat
moc. U vytéri 1ze vyskyt inhibitori testu snizit predevS§im
spravnym postupem pii odbéru; v pfipadé€ jejich pfitom-
nosti v odebraném materialu pocet inhibici skladovanim
pri teploté 2-8 °C klesa.
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