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W pracy omowiono epidemiologie i etiopatogeneze zakazen ukladu
moczowo-piciowego spowodowanych przez serotypy D-K Chlamydia tra-
chomatis na podstawie wlasnych doswiadczen i danych literaturowych.
Przedstawiono metody diagnostyki mikrobiologicznej tych zakazen
uwzgledniajqc: metody hodowlane (na komorkach Mc Coy’a), serolo-
giczne i molekularne.
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WSTEP

Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) nalezy do bakterii Gram-ujemnych, charak-
teryzuje si¢ wewnatrzkomorkowym pasozytnictwem i unikalnym cyklem rozwojowym
z dwiema formami morfologicznymi: ciatka elementarnego (elementary body — EB), ktore
inicjuje zakazenie i ciatka retikularnego (reticulate body — RB), ktore jest aktywne meta-
bolicznie i ma zdolnos¢ namnazania si¢ przez podzial. C. frachomatis wykazuje tropizm
do nabtonka walcowatego i przejsciowego, pierwotnie zakazenie dotyczy kanalu szyjki
macicy i cewki moczowej.

EPIDEMIOLOGIA

Zakazenia ukladu moczowo-plciowego powodowane przez C. trachomatis — serotypy
D-K maja znaczenie epidemiologiczne i kliniczne. Wedlug danych CDC (Centers for Dise-
ase Control and Prevention), C. trachomatis jest drobnoustrojem najczgsciej przenoszo-
nym droga plciowa (1). Do czynnikow ryzyka wystapienia zakazen C. frachomatis naleza:
mlody wick, czgsta zmiana partnerdéw seksualnych, niestosowanie bariery antykoncepcyj-
nej, antykoncepcja hormonalna. Zakazenia C. trachomatis sa obserwowane glownie w grupie
kobiet mlodych do 25 roku zycia (2,3). Sa one rozpowszechnione na calym §wiecie, jednak
w krajach, w ktoérych wprowadzono program badan przesiewowych i skuteczne schematy
leczenia poparte dzialaniami edukacyjnymi zanotowano spadek czgstosci zakazen i ich
nastepstw. Odsetek zakazonych C.trachomatis w tych krajach jest niski w USA — 4.7%,
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w Szwecji — 5,4% (4.5). W Polsce czgstos¢ zakazen w roznych grupach badanych wynosi
od 20% do 40 % (6,7). Badania wykazuja wysoki odsetek zakazen C. trachomatis w popu-
lacji mlodych dziewczat: 30,3% Serbia (8), 20,8% Wlochy (9). W Stowenii najwyzsza
czestos¢ zakazen obserwowano w grupie kobiet w przedziale wicku od 21 do 30 lat (16,7%),
jednoczesnic w calej badanej grupie stwierdzono wyzsza czg¢stos¢ zakazen
C. trachomatis u m¢zczyzn niz u kobiet (19,5%, 10,7% odpowiednio) (10). Zakazenia
u me¢zczyzn stwierdzano z czgstoscia od kilku do nawet 30 % w zaleznosci od czynnikdw
ryzyka obecnych w badanej grupie (10,11).

ZAKAZENIA C. TRACHOMATIS U KOBIET

Najczestsza postacia kliniczng zakazenia u kobiet jest zapalenie szyjki macicy, cha-
rakteryzuje si¢ przekrwieniem, Sluzowo-ropna wydzieling, krwawieniem kontaktowym.
Zakazeniu szyjki macicy moze towarzyszy¢ infekcja cewki moczowej. Stany zapalne,
w tym powodowane przez C. frachomatis, moga by¢ czynnikiem predysponujacym do
wystapienia nadzerki czgsci pochwowej szyjki macicy. Jednak 70% zakazen C. trachoma-
tis u kobiet przebiega bezobjawowo. Konsekwencje zakazen zarowno objawowych jak
i bezobjawowych sa takie same. Najczestszym powiklaniem u kobiet jest zapalenie narza-
dow miednicy mnigjszej (pelvic inflammatory diseases — PID), co moze prowadzi¢ do
nieplodnosci pochodzenia jajowodowego. Czestos¢ zakazen C. trachomatis w grupach
nieplodnych kobiet jest wysoka 24% (12), 62,7% (13). W naszych badaniach w grupie
kobiet z nieplodnosciq wykazano wysoka czg¢stos¢ (63,3%) zakazen chlamydialnych (14).
Stany zapalne o etiologii C. trachomatis moga mie¢ wplyw na proces zaplodnienia po-
przez rozne mechanizmy. Toczacy si¢ w obrebie szyjki macicy proces zapalny prowadzi do
uszkodzenia komorek gruczotowych wytwarzajacych §luz, uczestniczacy w transporcie
plemnikéw. Ostatnio dyskutowany jest rowniez udziat C. frachomatis w indukcji przeciw-
cial przeciwplemnikowych, powstajacych w wyniku podobienstwa antygenowego pomig-
dzy chlamydiami i plemnikami.

Nierozpoznane i nieleczone zakazenia to powazny problem epidemiologiczny, ze wzgle-
du na istniejace ryzyko przeniesienia zakazenia na partnerdéw seksualnych i noworodki.
U kobiet ciezarnych zakazenie C. trachomatis moze mie¢ wplyw na przebieg ciazy (poro-
nienie, pordd przedwczesny) oraz stanowi zagrozenic okoloporodowych zakazen nowo-
rodkow. Najczestsza postacia zakazenia C. trachomatis u noworodkow jest zapalenie spo-
jowek i/lub zapalenie ucha srodkowego oraz zapalenic pluc. Uzasadnione jest zalecanie
wykonywania badan przesiewowych w kierunku C. frachomatis przez kliniki zajmujace
si¢ planowaniem rodziny.

Zakazeniu ukladu moczowo-plciowego u dorostych moze towarzyszy¢ wtretowe za-
palenie spojowek, do ktorego najczesciej dochodzi na drodze autozakazenia.

UDZIAL C. TRACHOMATIS W INDUKCIJI I PROGRESJI ZMIAN
DYSPLASTYCZNYCH NABLONKA SZYJKI MACICY

W ostatnich latach dyskutowana jest rola C. trachomatis w dysplazji nablonka szyjki
macicy i rozwoju raka szyjki macicy (15,16,17). Rak szyjki macicy z udzialem wysokoon-
kogennych typéw wirusa brodawczaka ludzkiego (human papillomavirus — HPV) jest pro-
cesem zlozonym. W przypadku tego wirusa, aby doszlo do transformacji nowotworowej,
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muszq zaistnie¢ czynniki promujace: wspolistnienie zakazen bakteryjnych, w tym o etiolo-
gii C. trachomatis, zaburzenia w funkcjonowaniu ukladu odpornosciowego. C. tracho-
matis pelni rolg¢ kofaktora dla ekspresji HPV poprzez podtrzymanie stanu zapalnego
i modyfikacje miejscowej odpornosci nablonka drég rodnych. Nasze badania wykazaly, ze
zakazenie C. frachomatis znamiennie cz¢sciej wspolistnicje z obecnoscia wysokoonko-
gennych typow HPV niz niskoonkogennych (2). Korelacj¢ zakazenia C. trachomatis
z obecnoscig HPV potwierdzaja w swoich badaniach réwniez inni autorzy (15,17). C. tra-
chomatis jest brana pod uwagg rowniez jako niezalezny czynnik, ktory moze prowadzi¢ do
dysplazji nablonka szyjki macicy i rozwoju raka szyjki macicy (16). W rozwoju nastepstw
powodowanych przez C. tfrachomatis zwraca si¢ uwage na role cytokin, ktore kontroluja
komorkowe i humoralne mechanizmy odpornosci przeciwzakaznej i przeciwnowotworowe;j.

ZAKAZENIA C. TRACHOMATIS U MEZCZYZN

U me¢zczyzn najczestsza postacia zakazenia C. frachomatis jest nierzezaczkowe zapa-
lenie cewki moczowej (nongonococcal urethritis — NGU). Przebieg kliniczny NGU moze
by¢ skapoobjawowy lub ostry z wyciekiem z cewki moczowej o charakterze wodnistym,
$luzowo-ropnym, bolesnym oddawaniem moczu, czasami bolami podbrzusza.

C. trachomatis odgrywa takze rol¢ w zapaleniu najadrzy zwlaszcza u mlodych mez-
czyzn, ponizej 35 roku zycia. Moze to prowadzi¢ do niedroznosci kanalikow nasiennych,
konsekwencja czego jest nieplodnos¢ meska. Nastepstwem nieleczonego zakazenia C. tra-
chomatis jest reaktywne zapalenie stawow, ktore u mezczyzn wystgpuje czesciej anizeli
u kobiet.

DIAGNOSTYKA ZAKAZEN

Klasyczna metoda stosowana w diagnostyce zakazen o ctiologii C. trachomatis jest
wykrywanie cialek wtrgtowych w hodowli komorkowej zakazonej materialem z szyjki
macicy lub cewki moczowej . Metoda hodowli byla okreslana do niedawna jako zloty
standard (gold standard) diagnostyczny w zakazeniach C. trachomatis. Obecnie akcepto-
wana metoda odniesienia (gold standard) sa metody genetyczne amplifikacji kwaséw nu-
kleinowych (nucleic acid amplification techniques — NAAT) (18). Dodatkowo metody te
moga by¢ stosowane do badania zar6wno wymazow z cewki i szyjki macicy jak rowniez
probek moczu.

W diagnostyce zakazen C. frachomatis wartos¢ testow serologicznych wykrywaja-
cych swoiste przeciwciata w surowicy jest ograniczona, moze by¢ uwzglgdniana w zakaze-
niach gornych odcinkow uktadu moczowo-plciowego, takich jak: PID, zapalenie jajowo-
dow, nieplodnos¢ pochodzenia jajowodowego. W zakazeniach ograniczonych tylko do cewki
moczowej lub szyjki macicy poziom przeciwcial w surowicy moze by¢ niski, niewykry-
walny. U niemowlat z zapaleniem pluc stwierdzenie swoistych przeciwcial IgM potwier-
dza etiologi¢ C. trachomatis jako wynik okoloporodowej ekspozycji.

METODY HODOWLANE
Wykrywanie C. trachomatis w hodowli na komérkach Mc Coy’a (komorki fibrobla-
stow mysich) potraktowanych cykloheksamidem opiera si¢ na wykrywaniu wtrgtow cyto-
plazmatycznych, obecnych w zakazonych komoérkach, widocznych w mikroskopie $wietl-
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nym po wybarwieniu jodyna Jonesa. Wtrgty cytoplazmatyczne mozna réwniez wykrywac
metoda immunofluorescencji z zastosowaniem przeciwcial monoklonalnych znakowanych
izotiocyjanianem fluoresceiny.

Metoda hodowli cechuje si¢ duza swoistoscia (100%), natomiast jej czulos¢ jest sto-
sunkowo niska, zalezy od rodzaju badanych materialow. W badaniach Puolakkainen i wsp.
prowadzonych na duzej grupie 1030 kobiet i m¢zczyzn, czutos¢ metody hodowli wynosila
dla wymazow z szyjki macicy 67,9%, wymazow z cewki moczowej 85,7% (19). Metody
hodowlane sa czasochlonne, mnicj czule od metod molekularnych, zalezne od warunkow
transportu badanych probek. Wazne jest, aby pobrany materiat w podlozu transportowym
byl przechowywany w temp. od 2°C do 4°C do 24 godzin. Jednak ich duza swoistos¢
powoduje, ze sa niezb¢dne w okreslonych przypadkach jako metody z wyboru do weryfi-
kacji wynikow, uzyskanych po zastosowaniu innych metod.

WYKRYWANIE ANTYGENOW C. TRACHOMATIS

Obecnos¢ antygenu C. frachomatis mozna wykazac¢ bezposrednio w badanym mate-
riale (wymaz z szyjki macicy, cewki moczowej) za pomoca swoistych przeciwcial. Detek-
cja powstalych kompleksow opiera si¢ na reakcji enzymatycznej lub fluorescenciji. Czu-
los¢ testéw wykrywajacych antygen (EIA - enzyme immunoassay, DIF — direct immunoflu-
orescence) jest niska od 70% do 80%, natomiast swoisto$¢ wysoka od 96% do 100 % (3).

Szybka diagnostyke zakazenia umozliwia odczyn DIF z zastosowaniem przeciwcial
monoklonalnych znakowanych izotiocjanianem fluoresceiny skierowanych przeciw anty-
genom C. trachomatis. Umozliwia ona wykrycie cialek elementarnych C. frachomatis (se-
rotypow D-K), przyjmujac za wynik dodatni obecnos$¢ przynajmniej 10 fluoryzujacych
cialek w calym preparacie. Zaleta metody jest mozliwos¢ oceny jakosci pobranego do ba-
dan materiatu. Ze wzgledu na wewnatrzkomorkowe pasozytnictwo C. trachomatis, ko-
nieczna jest obecno$¢ komorek nablonka w wymazach z cewki moczowej pobranych
u me¢zezyzn oraz w wymazach z szyjki macicy u kobiet. Uzyskanie warto$ciowego mate-
rialu wymaga starannego pobrania — po usuni¢ciu nadmiaru $luzu za pomoca jalowych,
dakronowych wymazéwek, ruchem obrotowym pobiera si¢ materiat bogaty w komorki na-
blonka.

Zakazenie rozwijajace si¢ w kanale szyjki macicy podlega zmianom zwigzanym z cy-
klem miesi¢cznym, najwigksze znaczenie diagnostyczne maja wymazy pobrane w drugicj
czesci cyklu miesiaczkowego.

Metoda EIA stosowana jest do badan wymazow z kanatu szyjki macicy i cewki mo-
czowej. Wykrywanym antygenem jest LPS (lipopolisacharyd) C. trachomatis, falszywie
dodatnie wyniki moga by¢ spowodowane obecnoscia w badanym materiale innych Gram-
ujemnych bakterii.

METODY GENETYCZNE AMPLIFIKACJI KWASU NUKLEINOWEGO

Wazna role w diagnostyce zakazen C. trachomatis pelnia techniki amplifikacji kwasu
nukleinowego, ktore cechuja si¢ wysoka czuloscia. Dodatkowa zaleta tej grupy metod
(NAAT) jest mozliwos¢ jednoczasowego oznaczania w tej samej probee obecnosci C. fra-
chomatis jak i Neisseria gonorrhoeae (18,20,21). Wszystkie testy amplifikacyjne napoty-
kaja jednak na problem obecno$ci w materialach klinicznych inhibitoréw amplifikacji.
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DNA C. trachomatis jest wykrywane za pomoca reakcji fancuchowej polimerazy (po-
lymerase chain reaction — PCR) lub reakcji tancuchowej ligazy (ligase chain reaction -
LCR) (21). Metody te polegaja na amplifikacji okreslonej sekwencji plazmidowego DNA,
niewykazujacego homologii z innymi mikroorganizmami. Komercyjny test oparty na tech-
nice PCR, stosowany do wykrywania C. trachomatis, sklada si¢ z etapu amplifikacji
z biotynylowanymi primerami dla DNA plazmidu o wielkosci okolo 7 000 par zasad, wspdl-
nego dla wszystkich serotypow C. trachomatis. Po amplifikacji nast¢puje denaturacja do
pojedynczych nici DNA, ktdre sa przenoszone do dotkow plytki oplaszczonych sondami
oligonukleotydowymi swoistymi dla docelowego DNA C. trachomatis. Dodany koniugat
peroksydazy chrzanowej z awidyng wiaze si¢ z amplikonem znakowanym biotyna, pola-
czonym z sonda zwiazana z plytka. Do dolkow dodaje si¢ substrat dla peroksydazy chrza-
nowej, w wyniku czego powstaje reakcja barwna. W tescie uwzglgdniona zostata kontrola
wewnetrzna, umozliwiajaca identyfikacje probek, zawierajacych inhibitory amplifikacji.

W metodzie LCR stosuje si¢ dwie pary primerdw i termostabilng ligaze, podobnie jak
w PCR rowniez wykrywane sa sekwencje plazmidu DNA C. frachomatis (21). W technice
LCR do zwielokrotnienia kopii fragmentu DNA dochodzi poprzez cyklicznie powtarzaja-
ce si¢ etapy: denaturacji DNA, hybrydyzacji dwoch par primerdéw do matrycy i ligacji.
Amplifikacji podlegaja dwa zligowane produkty powstale w pierwszym cyklu, co podnosi
czulos¢ testu.

Do grupy testow laboratoryjnych wykrywajacych obecnos¢ DNA C. trachomatis zo-
stala wprowadzona metoda oparta na reakcji lancuchowej polimerazy z analiza w czasie
rzeczywistym (real-time PCR) (22). Metoda ta wymaga stosowania specjalnych termocy-
klerow sprzezonych ze spektrofluorymetrem, umozliwiajacych pomiar fluorescencji w czasie
toczacej si¢ reakcji PCR. Wykorzystuje si¢ dwa primery, oraz dwie sondy komplementarne
do blisko polozonych wzgledem siebie sekwencji genomu C. trachomatis, przy czym jed-
na jest znakowana fluorochromem zwiazanym z konicem 3° a druga wyznakowana inng
czasteczka fluorochromu wiaze si¢ z koncem 5°. Mierzona jest fluorescencja pochodzaca
z fluorochromu 5° wzbudzona przez sygnat zalezny od fluorochromu 3°. W tescie zastoso-
wano standard z okreslona iloscia kopii DNA, wyznaczona warto$¢ progowa fluorescencji
zostaje osiagnigta po liczbie cykli zaleznej od ilosci wyjsciowej amplifikowanej sekwen-
cji, co umozliwia pomiar ilosciowy. W procedurze wykonania testu uwzgledniono kontrolg
nastawiona na detekcj¢ inhibitorow amplifikacji.

Innym rozwiazaniem, zastosowanym w diagnostyce zakazen C. trachomatis, sa testy
oparte na amplifikacji rybosomalnego RNA (tRNA) C. frachomatis poprzez transkrypcje
(transcription mediated amplification — TMA) (18). Po amplifikacji nastepuje hybrydyza-
cja sond DNA znakowanych estrem akrydyny z amplikonem uzyskanym w TMA. Detekcja
produktow hybrydyzacji wykorzystuje pomiar chemiluminescencji za pomoca luminometru.

Do grupy testow NAAT zaliczamy rowniez odmiang reakcji tancuchowej polimerazy -
amplifikacj¢ z przesunigciem lancucha (strand displacement amplification — SDA) (20).
Jest to metoda w pelni zautomatyzowana, w stalej temperaturze zachodzi amplifikacja
ijednoczesna detekcja DNA, podczas reakcji SDA indukowany jest sygnat fluorescencyj-
ny proporcjonalny do ilosci produktu amplifikacji. Zastosowana sonda jest znakowana
dwoma réznymi fluorochromami. Zaleta tej metody jest detekcja w czasie rzeczywistym,
zamkniety uklad pomiarowy, gwarantujacy brak kontaminacji i obecno$¢ wewnetrznej kon-
troli amplifikacji.
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Van Dyck i wsp. (20) w swojej pracy pordwnali swoisto$¢ i czulos¢ metod immunoen-
zymatycznych wykrywajacych antygen i technik NAAT (PCR, LCR, SDA) dla wymazow
pobranych z szyjki macicy. Nie zaobserwowali znaczacych réznic pomig¢dzy czuloscia metod
PCR, SDA i LCR (98%, 94%, 90% odpowiednio). Swoistos¢ PCR i LCR byla zblizona
i wynosila 98%, dla SDA — 100%. Swoisto$¢ EIA byla rownie wysoka, natomiast czutos¢
(38,7%) znacznie nizsza. Puolakkainen i wsp. (19) poréwnali czulos¢ i swoistos¢ PCR
i LCR w badaniu réznych materialow diagnostycznych w zakazeniu ukladu moczowo-
plciowego. U kobiet czulos¢ PCR i LCR dla wymazoéw z szyjki macicy wynosila 78,6%
i 81,5% odpowiednio; dla badanych probek moczu 96,4% (PCR) i 92,6% (LCR). U mg¢z-
czyzn dla wymazow z cewki moczowej czuto$¢ PCR i LCR wynosila 100%, natomiast dla
probek moczu 95,9% (PCR) i 93,8% (LCR). Swoistos¢ poréwnywanych metod byla wyso-
ka i wynosila od 98,8% do 100%.

MOLEKULARNE TECHNIKI HYBRYDYZACYINE

W diagnostyce zakazen C. trachomatis znalazl zastosowanie test hybrydyzacyjny Hy-
brid Capture II. Zaletg testu jest mozliwos¢ badania tej samej probki w kierunku C. fracho-
matis, Neisseria gonorrhoeae 1 HPV. Test oparty jest na hybrydyzacji badanego DNA
z komplementarnymi sondami RNA, hybrydy wykrywa si¢ konjugatem znakowanym alka-
liczna fosfatazg reagujaca z chemiluminescencyjnym substratem. Metoda jest zalecana do
badan przesiewowych w populacji o niskiej czgstosci zakazen (23). W pordwnaniu z me-
toda hodowli ma ona bardzo wysoka czulos$¢ (94,8%) przy rownic wysokiej swoistosci -
99.8% (23).

Odmiana technik hybrydyzacyjnych jest hybrydyzacja in situ. DNA patogenow wy-
krywa si¢ bezposrednio w utrwalonych skrawkach tkankowych i rozmazach cytologicz-
nych. Poszukiwane DNA hybrydyzuje z sondami molekularnymi wyznakowanymi izoto-
powo lub fluorochromami.

Stosujac testy oparte na amplifikacji kwasdéw nukleinowych nalezy pamig¢ta¢ o mozli-
wosci uzyskania wynikow falszywie dodatnich badz ujemnych, bedacych efektem nie-
przestrzegania zasad pobierania, transportu i przechowywania materialéw biologicznych
do badan (24).

Zaleta wiclu obecnie stosowanych testoéw w kierunku C. trachomatis jest mozliwos¢
wykorzystania do badan poczatkowego strumienia moczu (20). U kobiet mocz oraz wyma-
zy pochwowe moga takze shuzy¢ do wykrycia chlamydialnego zapalenia szyjki macicy,
poniecwaz zainfekowane komorki nablonkowe przemieszczajace si¢ przez pochwe, spluka-
ne strumieniem moczu pozwalaja na uzyskanie wyniku dodatniego w przypadku chlamy-
dialnego zapalenia szyjki macicy. Materialy pobierane metodami nieinwazyjnymi, bez ba-
dania ginekologicznego sa akceptowane przez pacjentow i ich partneréw seksualnych, co
ulatwia planowanie i realizacj¢ badan przesiewowych.
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CHLAMYDIA TRACHOMATIS: ETIOPATHOGENESIS AND DIAGNOSIS INFECTION

SUMMARY

Infection of genito-urinary tract, caused by C. trachomatis are common woldwide. In coun-

tries, where screening diagnosis and effective treatment programmes were introduced decreasing
level of infections and their complications were described. Because C. trachomatis is an obligate
intracellular bacterium, very often infections are asymptomatic, although complications of sympto-
matic and asymptomatic infections are the same. Classically diagnosis of C. trachomatis infection is
made based on culture in Mc Coy cells. C. trachomatis antigen is detected by DIF and EIA. Ampli-
fication technique play very important role in diagnosis of C. trachomatis infection. In this article
we analysed laboratory diagnostic tools of urogenital chlamydiosis based on literature data and own
experiences.
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